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Sommaire 

Cet ouvrage, sous forme d'artide, présente les développements 

réalisés dans le domaine des acides aminés indolizidinones et de leurs 

applications en mimétique peptidique. 

Dans un premier temps, l'élaboration d'une synthèse 

énantiosélective a donné accès aux peptidomimétiques azabicydoalcanes 

tel que l'acide aminé indofizidinone. La synthèse énantiosélective du 

(3S, 6S, 9S)-2-oxo-3-N-(Boc)-amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate 

(Boc-AAI-OH) est décrite. Cette synthèse est basée sur trois réactions dés: 

une condensation de Claisen, suivie d'une arnination réductrice puis 

d'une cyclisation au lactame. L'ensemble des études d'optimisation de 

chacune des étapes a mené à une synthèse efficace de ce nouveau 

peptidomimétique. 

Dans un second temps, pour déterminer la conformation que peut 

induire cet acide aminé indolizidinone, il a été incorporé dans une 

bibliothèque de peptides modèles. Les analyses conformationnelles par 

modélisation moléculaire ont prédit qu'il pourrait fonctionner comme un 

peptidomimétique des résidus i+1 et i+2 dans une conformation de 

repliement 13 de type In Les études sur le (3S, 6S, 9S)-N1-méthyl 2-oxo-3-N-

acétamido-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxamide ont montré que ce 

peptide induisait une conformation présentant une liaison hydrogène 
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stabilisée dans un solvant non polaire. Les études de dichroïsme circulaire 

sur un peptide ayant des chromophores nitrophényles ont démontré que 

ce peptide présent un spectre caractéristique d'une conformation de 

repliement f3 de type II'. 

Finalement, l'acide aminé indolizidinone a été incorporé dans deux 

dérivés pour analyser ses diverses utilités. Afin d'étudier sa capacité à 

induire un repliement 13 de type II', deux résidus acide aminé 

indolizidinone ont été incorporés dans la synthèse d'un analogue de la 

gramicidine S, un antibiotique naturel possédant deux repliements 13 de 

type II'. En phase liquide et par synthèse convergente, l'analogue [AAI4-

5,4'-51-GS a été obtenu. Les analyses biologiques ont montré que cet 

analogue possède une activité biologique similaire à celle de la 

gramicidine S. Ainsi, le peptidomimétique est capable de stabiliser la 

conformation de repliement bioactive. Le choix du second analogue s'est 

porté sur la synthèse d'inhibiteurs des deux métallopeptidases ACE et 

NEP. En effet, l'acide aminé indolizidinone étant un mimétique du 

peptide Ala-Pro, le remplacement de ce dipeptide par une structure rigide 

a été exploré avec les synthèses de deux analogues incorporant des acides 

aminés indolizidinones. 

MOTS-CLÉS: - Acide aminé indolizidinone 
- Peptidomimétique 
- Repliement 13 
- Synthèse asymétrique 
- Analyse conformationnelle 
- Gramicidine S 
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CHAPITRE 1 

Introduction et présentation du sujet de recherche: 
"Développement d'un nouvel acide aminé indolizidinone 

et applications en mimétique peptidique." 

1 . 1 Introduction. 

Le développement de médicaments basés sur des structures 

peptidiques est actuellement l'un des grand défis qui s'offre à la chimie 

médicinale. La conception et la synthèse d'analogues, agonistes ou 

antagonistes, de peptides biologiquement actifs présentent des potentiels 

importants lorsque l'on considère les rôles centraux joués par les peptides 

et les protéines dans la communication, la régulation et la réplication des 

systèmes biologiques. Pour cela, la connaissance de la conformation 

bioactive récepteur-ligand est essentielle pour concevoir rationnellement 

ces analogues. L'application de ces types de médicaments demeure 

cependant limitée due aux problèmes associés à la flexibilité 

conformationnelle et à l'instabilité métabolique, qui résultent d'une faible 

absorption, d'une dégradation rapide ou d'une élimination de ces 

structures peptidiques. Une nouvelle famille d'analogues, appelés des 

mimétiques de peptides ou encore peptidomimétiques, a été conçue et 

synthétisée. A travers quelques principes, le concept de peptidomimétique 
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ainsi que l'approche entreprise dans nos travaux de recherches seront 

exposés dans ce chapitre. 

1 . 2 Peptilies et conformations. 

L'observation des structures peptidiques au niveau moléculaire 

permet de mieux comprendre diverses activités biologiques telles l'action 

récepteur-site, la destruction ou encore les effets parasites des peptides 

(figure 1).1  Cependant cette tâche devient difficile due à la flexibilité 

conformationnelle et à l'instabilité métabolique des chaînes peptidiques. 

En solution, les peptides existent dans une variété de conformations qui 

sont en équilibre dynamique entre elles. 

Figure 1. Peptides et conformations adaptée de la référence 1). 

•11 	 1.1 
Effet biologique Destruction Effet biologique désiré) 

non désiré 	du peptide 
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Ainsi l'étude de la relation structure-activité est à la fois importante 

et complexe. La grande difficulté d'accès à la conformation bioactive rend 

cette recherche difficile. Les contraintes conformationnelles (comme la 

ligne pointillée, figure 1) restent donc, grâce aux peptidomimétiques, 

l'une des approches les plus intéressantes afin de résoudre le problème 

des conformations ligand-récepteur .2  

1. 3 Les structures secondaires dans les peptides. 

Les peptides sont des composés importants dans la nature car ils 

interviennent dans une multitude de procédés physiologiques. Leurs 

propriétés biologiques sont directement en relation avec leurs structures 

et leurs conformations. 

1 . 3 . 1 	Définition des angles de torsion dans les chaînes peptidiques. 

Le carbone a est un pivot à partir duquel s'articulent deux plans 

amides adjacents, chacun possédant un degré de liberté de rotation autour 

de la liaison avec le carbone a, comme indiqué sur la figure 2. 

Quatre angles de torsion ou angles dièdres (co, p, i) pour le squelette 

et x pour les chaînes latérales) définissent la géométrie d'un peptide 

(figure 2).3  Pour une chaîne peptidique en pleine extension (telle que 

représentée sur la figure 2), tous les angles ont une valeur de 1800. 



= 00  pour Ca-C(0) cis à N-Co: 
= 0° pour N-Ca trans à C-0 

(1) = 0° pour Ca-C(0) tram à N-H 
x = 0° pour Ca-N cis à CP-Cy 

carbone 

oxygène 

11/1  azote 

hydrogène 
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La liaison peptidique (liaison RCO-NHR'), de par son caractère 

partiellement double, est fortement stabilisée par résonance et susceptible 

à l'isomérisation (énergie d'isomérisation 25 kcal/ mo14). Étant polaire et 

plane avec deux conformations possibles (avec l'exclusion de toute liberté 

de rotation), elle est le premier contrôle sur la géométrie que peut adopter 

un peptide. 

Figure 2. Définition des angles de torsion dans les chaînes peptidiques. 

La restriction des degrés de liberté d'un peptide, grâce au contrôle de 

ses angles d-e torsion, est l'un des principes de base du •concept de 

peptidomimétique. 
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1 . 3 . 2 	Les repliements fi. 

Les structures secondaires des peptides définissent le rapport dans 

l'espace entre les acides aminés à courte distance, par opposition aux 

structures tertiaires où il s'agit du rapport à longue distance entre les 

acides aminés. Trois types de structures secondaires sont connues. Les 

deux premières, les hélices et les feuillets plissés, définissent une 

conformation du squelette peptidique qui se répète régulièrement dans 

l'espace. 

En 1968 est paru un article écrit par Vanlcatachalam5  faisant 

mention pour la première fois d'un troisième type de structure 

secondaire: les repliements t3 (ou fi-turns).6  

1.3.2.1 Définition. 

Dans les hélices ou les feuillets, la chaîne peptidique est en 

extension. Cependant cette chaîne peptidique est capable de changer sa 

direction de 1800, c'est-à-dire d'effectuer un repliement sur elle-même 

pour induire un pont hydrogène intramoléculaire formant un cycle à 10 

chaînons.7,8  Un repliement de type p est donc composé de quatre résidus 

acides aminés formant une boucle et possède les propriétés suivantes 

(figure 3): 

- les carbones a des résidus 1 et 4 sont à une distance interatomique 

inférieure à 7Å; 



Figure 3. Structure générale d'un repliement p.8  
résidu 3 

R  3  

(1)3 	IP3 

résidu 2 
0 

R2 
 

R 1 	cei 	
4 d < 7.À 

0 

résidu 1 / 

R 4 

résidu 4 
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- une liaison hydrogène entre les liaisons amides opposées des 

résidus 1 (C=0) et 4 (N-H) à une distance interatomique inférieure 

à 3.5Å; 

- le repliement ne fait pas partie d'une région hélicoïdale. 

Huit types de repliements ont été répertoriés.8  Ils sont classés 

suivant les valeurs des angles de torsion (I) et 14) des résidus 2 et 3. Le 

tableau 1 présente les valeurs des angles de torsion de ces différents types. 

Les plus importants, en nombre, sont les repliements 13 de type I, I', II, II' 

et VI. Une représentation des rep1iements-13 de type II et II est présentée 

dans la section 1.3.2.2. 
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Les repliements p peuvent ainsi induire des conformations de 

feuillets plissés 13 (p-sheets), d'épingle à cheveux P (p-hairpins) ou 

d'hélices p (13-helices). 

Tableau 1. Valeurs des angles de torsion (deg.) des différents repliements P.8  
Type de 

(>2 1P2 (1)3 11)3 repliement 

	

I 	-60 -30 -90 	0 

	

I 	60 30 90 0 

	

ri 	-60 120 80 0 

	

II' 	60 -120 -80 	0 

	

III 	-60 -30 -60 -30 

	

III' 	60 30 60 30 

	

IV 	un repliement avec 	2 angles ou 
plus qui diffèrent d'au moins 
40° de ceux donnés ci-dessus 

	

V 	-80 80 80 -80 

	

V' 	80 -80 -80 80 

	

VIa 	-60 120 -90 0 

	

Vlb 	-120 120 -60 0 
une liaison cis Pro à la position 3 

	

VII 	-60 -30 -120 120 

	

VIII 	une discontinuité dans la chaîne 
protéinique créée par ip2  —180° et 
cp3<60° ou W2<60° et 4)3  —180° 

Par ailleurs, la chaîne peptidique est en mesure d'effectuer un 

repliement sur elle-même pour induire un pont hydrogène 

intramoléculaire formant un cycle à 7 chaînons.8  Un repliement de type y 

est donc composé de trois résidus acides aminés formant une boucle 

(figure 4). Il existe deux types de repliements y, qui sont classés d'après les 

valeurs des angles de torsion cl) et ip des résidus 2. La figure 4 présente les 

valeurs de ces angles de torsion.9 
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Figure 4. Structure générale et valeurs des angles de torsion (deg.) d'un 

repliement de type y. 
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-  

02 aC2 
H --_ N  

, , 
	d R4 

résidu 4 
R aCi 

résidu 1 / 
—H 
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1 . 3 . 2. 2 	Représentation des repliements 13 de type II et II'. 

Les représentations schématiques des repliements 13 de type H et II' 

sont décrites sur la figure 5. II est à noter que la liaison peptidique entre les 

résidus 2 et 3 se positionne perpendiculairement à la surface du 

repliement avec une rotation de 180° entre les deux types II et II'. Les 

repliements 5 de type II sont présents dans de nombreux composés 

naturels ou dans leurs analogues tels que dans la GnRH (Gonadotropin 

Releasing Hormone), la LHRH (Luteinizing Hormone-Releasing 

Hormone), la hGH (human Growth Hormone-Releasing Factor), la 

bradykinine et la cyclosporine.10 
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Figure 5. Représentation des repliements f3 de type II et In 

(1)412  

Type II 
	

Type II' 
1)2  = -60°, 1 2  = 120° 
	

1)2  = 600, 1112  = -120° 

(1)3 = 80°,  W2 = Oc' 
	

03 = -80°,  W2 = 0°  

1 . 3 . 2 . 3 Importance des repliements. 

Les repliements ont une grande importance en chimie médicinale 

et biologique. De par leur conformation, les repliements 13 et y exposent les 

chaînes latérales de leurs résidus à l'environnement externe avec une 

grande surface de contact. Il peut donc y avoir création d'interactions avec 

des macromolécules qui sont propices aux reconnaissances peptidiques. 

Situés sur les surfaces protéiques, les repliements peptidiques sont 

importants car ils fonctionnent comme sites pour la reconnaissance 

antigène, 11  la phosphorylation,12  la glycosylation13  ou le transport 

membranaire.14 

12  
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Ainsi la connaissance de ces phénomènes physiologiques passe par 

la détermination de la conformation bioactive des structures peptidiques 

et cette connaissance devrait donc permettre la conception rationnelle 

d'analogues. 

1 . 4 Conception de peptidomimétiques. 

1 . 4 . 1 	Définition. 

Un peptidomimétique est un composé qui, comme ligand d'un 

récepteur, peut imiter ou bloquer les effets biologiques d'un peptide au 

niveau de son récepte-ur.1  Les peptidomimétiques sont souvant des 

analogues conformationnellement rigides. Ils sont conçus 

rationnellement de peptides naturels afin de surmonter les problèmes 

associés aux structures peptidiques et de posséder des propriétés 

pharmacologiques. Ainsi, ils émergent comme des outils importants pour 

construire des structures tridimensionnelles bioactives complémentaires 

aux récepteurs peptidiques.15  Un peptidomimétique peut accroître la 

stabilité et le contrôle conformationnel ainsi que la biodisponibilité d'un 

peptide dans lequel il est incorporé. En effet, les peptidomimétiques 

peuvent avoir une plus grande absorption, une plus grande stabilité à la 

dégradation ou une plus grande affinité pour leurs récepteurs. 

Le premier exemple d'un peptidomimétique, un mimétique de 

repliement p dérivé d'un 3-amino y-lactame 1 (figure 6), a été conçu par 
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Freidinger dès 1980.16  Pour limiter la liberté conformationnelle autour de 

l'angle dièdre 11), Freidinger a eu l'idée d'utiliser des lactames cycliques. 

Dépendant de la chiralité du lactame, la valeur de l'angle de torsion p est 

compatible avec celle d'un repliement p de type II ou II'. Il a été intégré 

dans un analogue de l'hormone LHRH avec un certain succès (analogue 

actif et sélectif), dans l'idée de geler la conformation bioactive présumée 

ayant un repliement 13 de type II'. 

Figure 6. Lactames de Freidinger. 

N 02H 

0 

Configuration 	R 
la 	 CH2CHMe2  
lbS 	H 
leR 	H 

1 . 4 . 2 	Importance. 

Les peptidomimétiques de conformation de repliements 13 ou y sont 

le jeu d'un intérêt particulier. Ces analogues conformationellement 

rigides des peptides naturels sont ainsi apparus comme des outils 

importants pour les études structure-activité dans les systèmes 

biologiques.8,16,17  Ils ont donc donné à la chimie médicinale des capacités 

à étudier les conformations bioactives tout en débouchant sur des 

applications concrètes. Ces mimétiques de peptides des protéines 

originales ont été utilisés pour concevoir des analogues puissants,18 

H 2N 
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empêcher les dégradations enzymatiques,19  provoquer les réponses 

d'anticorps,20  augmenter les biodisponibilités21  et faciliter les plissements 

peptidiques.22  Ces intérêts existent dans les synthèses peptidiques en vue 

d'obtenir des vaccins, des inhibiteurs d'enzymes, des antigènes 

d'anticorps, et des analogues optimaux des peptides biologiquement actifs. 

1 . 4. 3 	Exemples et Applications. 

Le rôle joué par les peptidomimétiques comme outils pour la 

détermination de conformation bioactive ou pour la synthèse d'analogue 

est mis en évidence à travers les deux exemples qui suivent. 

1 . 4. 3 . 1 La détermination d'une conformation bioactive: 

l'exemple de Robinson.23  

NAcP9 est un peptide immunogène dont la conformation bioactive 

peut se présenter sous la forme d'un équilibre conformationnel entre un 

repliement 13 de type I, 2a, ou un repliement f3 de type II, 2b (figure 7). La 

conception d'un peptidomimétique, qui va privilégier une conformation 

par rapport à l'autre, a donc été réalisée par la synthèse d'un analogue 3 

du peptide NAcP9. Il incorpore un y-lactame spirocyclique (en vert sur la 

figure 8), un peptidomimétique favorisant une conformation de 

repliement 13 de type II.23a 
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Figure 7. Équilibre conformationnel du peptide NAcP9. 
H 0 	 0 H 

H  —k;\ 

0 '1-1 , .--zz• 

H N—H AcHN 

"0 0 C 	0 
Ala - Tyr - Asp - Pro - Val 

2a 

Peptide NAcP9 

Repliement 13 de type I centré sur 
-Tyr - Pro - Tyr - Asp- 

OH 

 

-N-3  

00 C 	0 AcH N 
Ala - Tyr - Asp - Pro - Val 2b  

OH 
Repliement 5 de type II centré sur 

-Tyr - Pro - Tyr - Asp- 

Les études de RMN de l'analogue 3, associées à des modélisations 

moléculaires, ont démontré la prédominance d'un conformère, lequel 

posséde effectivement un repliement p de type II. Cependant les études 

biologiques ont montré que l'analogue 3 a moins d'affinité envers les 

anticorps concernés que le peptide natif. Ainsi, les auteurs proposent que 

la conformation privilégiant le repliement [3 de type I soit plus important 

pour la reconnaissance avec les anticorps que celle de type II. 
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Figure 8. Peptidomimétique et incorporation dans un analogue 3 du 

peptide natif NAcP9. 
H 

s.,---. 

0 

-0 0 C 	0  AcHN 
Ala - Tyr - Asp - Pro - Val 

3 

1 . 4 . 3 . 2 La synthèse d'un inhibiteur: l'exemple de Kahn.24  

La thrombine est une protéase de type sérine qui permet 

l'élimination des fibrinopeptides A et B du fibrinogène, en coupant la 

liaison amide au niveau des acides aminés arginine (Arg 16) et glycine 

(Gly 17) dans le cas du fibrinogène humain. Il semblerait que la 

conformation active, 4h, du fibrinopeptide A nécessite un repliement [3 

centré sur les résidus 10 à 13 (figure 9). 
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Figure 9. Équilibre conformationnel dans le peptide fibrinopeptide A. 
7 	 17 

j - Asp - Phe - Leu - Ala - Glu - Gly - Gly - Gly - Val - Arg - Gly - 

Fibrinopeptide A 4a 

Action de la 
thrombine 

16 	17 
di2I y - Gly Gly - Val - Arg - Gly -/ 

Glu - Ala Leu - Phe - Asp -/ 
11 	 7 

Repliement 13 

Conformation privilégiée 4b 

Afin d'examiner le rôle que peut jouer ce repliement p., un 

peptidomimétique (en vert sur la figure 10) a été conçu, synthétisé et 

incorporé dans un analogue 5.24  Par comparaison avec les peptides 

antécédents, ce peptide 5 a une action similaire au niveau de la coupure de 

la liaison amide 16-17 par la thrombine. Ce résultat positif a conduit à la 

conception d'un inhibiteur de la thrombine 6 incorporant un 

peptidomimétique (en bleu sur la figure 10). 



Chapitre / 	 16 

Figure 10. Peptidomimétique et incorporation dans un inhibiteur 6 de la 

thrombine. 
Action de la 
thrombine 

4 Gly - Val - Arg - Gly 	 Gly - Val - Arg - CH2CI 

q 
N---N N.„.- 0 \ 

0 	 1-.1  N, Bn 

Analogue 5 

Conception 
d'un inhibiteur 
de la thrombine 
	 > 

IR 
0 , 

RI 
Inhibiteur 6 

A travers ces deux exemples de peptidomimétiques et de leurs 

applications ainsi que d'autres décrits dans les chapitres suivants, le 

concept de peptidomimétique prend une place de plus en plus importante 

en chimie médicinale. Leurs utilisations pourraient donc être anticipées 

pour fournir une nouvelle génération d'inhibiteurs enzymatiques, de 

vaccins ou d'analogues optimaux des peptides biologiquement actifs. Il est 

donc important de développer une stratégie efficace pour synthétiser des 

peptidomimétiques. Basées autour d'un concept d'interaction et centrées 

sur des prolines non naturelles, mes recherches ont porté sur la synthèse 

d'un nouveau type de peptidomimétique de repliement 13 de type II'. 
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1 . 5 Peptidomimétiques et proline. 

L'acide aminé proline est conformationnellement rigide, ayant sa 

chaîne latérale accrochée sur l'amine. Il est donc une structure très 

intéressante pour la conception des peptidomimétiques car il est 

disponible sous forme chirale et induit des géométries particulières 

(l'angle de torsion .1) est fixé, tandis que l'angle et) ne peut adopter que deux 

valeurs, 0 ou 1800). L'examen des angles dièdres (I) et ip des résidus 

centraux de repliements peptidiques montre que la proline est 

particulièrement bien choisie pour les positions i+1 ou i+2 (ou les 

positions 2 et 3 respectivement) des repliements 13 et pour la position i+1 

des repliements y.25  

1 . 5 . 1 	Conformation. 

L'accent a été mis sur le développement de peptidomimétiques 

utilisant la proline comme base. Une étude générale a donc été envisagée 

sur la relation entre la conformation amide X-Pro et la bioactivité 

peptidique à travers les 5-alkylprolines, lesquels fonctionnent comme un 

motif qui fixe les conformations des rotamères cis et trans (figure 11). 

L'incorporation dans des peptides de prolines substituées sur le cycle 

permet de contrôler l'angle de rotation il) de la proline, et ainsi modifier 

l'équilibre cis-trans de la liaison amide. 
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Figure 11. Équilibre cis-trans des prolines. 

C) 

I 	 0 H—N 	 H—N 

\r, 	
\ 

Rotamère as ds Rotamère trans 

Dans le but d'augmenter les cis-isomères de l'amide N-terminale de 

la proline, une méthodologie a été développée au laboratoire afin 

d'obtenir des prolines non-naturelles possédant des substituants 

stériquement encombrés en position 5 (en particulier un groupe tert-

butyle).26  Ces prolines, incorporées dans des peptides, servent à contrôler 

l'angle de rotation ip et à modifier l'équilibre cis-trans de la liaison amide 

N-terminale de prolines peptidiques (figure 12). En effet les interactions 

stériques entre le substituant en position 5 et le résidu N-terminal 

défavorisent le rotamère trans au profit du rotamère cis. 

Figure 12. Équilibre en faveur du rotamère cis dans les prolines. 

Par contre, une liaison amide peut être bloquée dans une 

conformation de trans-isomère grâce à une liaison covalente entre la 
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position 5 de la proline et l'acide aminé en position N-terminale de la 

proline, telle que dans un lactame (figure 13). 

Figure 13. Conformation privilégiée du rotamère trans dans les prolines. 
Interaction 
structurale 

rill,,riir 

H 0 
H —N

0  

\Fer 

Rotamère trans bloqué 

Ces composés asymétriques, ainsi incorporés dans des structures 

peptidiques, peuvent imposer des contraintes de mouvement sur la 

structure amide produisant ainsi des conformères particuliers avec des 

hautes barrières d'interconversion. Ces peptidomimétiques sont donc 

d'excellents outils pour l'étude des reconnaissances récepteur-site, la 

détermination des conformations biologiquement actives ou la 

151,151,17a conception d'analogues potentiels de peptides naturels.8, 
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1. 5 . 2 	Système envisagé: Les acides aminés azabicyclo[X.Y.O]alcanes. 

Les acides aminés azabicyclo[X.Y.O]alcanes sont des cibles 

particulièrement attrayantes dans le concept rationnel et la synthèse des 

peptidomimétiques, car ils possèdent les capacités de servir de substituts 

conformationnellement restreints des structures secondaires des peptides. 

Le choix s'est porté sur la synthèse du système bicyclique de type 7. 

0 
	CO2H 

7 

Ce système fut considéré avec attention pour les raisons suivantes: 

- conformationnellement rigide, avec les restrictions de 

mouvement des angles dièdres 	et Oi+2; 

- capacité à explorer la relation entre la taille des cycles et la 

conformation; 

- capacité à explorer la relation entre la géométrie des centres 

stéréogènes et la conformation; 

- capacité à incorporer des chaînes latérales; 

- possibilité d'intégration dans des peptides par synthèse en phase 

solide; 

- défi synthétique pour produire des systèmes énantiopures. 



1 H 2N 
0 C 02H 

Chapitre 1 	 21 

1 . 5 . 3 	Restriction au système indolizidinone. 

Les systèmes génériques de type 7 présentant de vastes possibilités, le 

choix s'est porté sur l'acide aminé 8 comme première cible de synthèse, 

c'est-à-dire la restriction au système azabicyclo[4.3.0]nonane ou 

indolizi dinone. 

Ce type d'adde aminé azabicydique a une importance structurale, 

car de tels systèmes comportant des hétéroatomes incorporés dans les 

cycles (soufre ou oxygèner) ont déjà été étudiés et ont conduit à des 

analogues bio-actifs (voir chapitre 2). Par contre, à la différence des 

analogues soufrés ou oxygénés, un analogue au squelette carboné 

intégrant une proline substituée présente deux avantages. D'une part, il y 

a une augmentation de la rigidité par des interactions gauches 

additionnelles avec l'apport des protons méthyléniques. D'autre part, il y a 

une augmentation de la stabilité car les analogues comportant un soufre 

ou un oxygène sont plus susceptibles à la dégradation v i a un processus 

d'hydrolyse des aldéhydes masqués, à la fois in vivo que lors de la 

synthèse peptidique. 

La modélisation moléculaire28  des composés indolizidinones 9, de 

configuration 6S ou 6R (figure 14), prédisent qu'ils peuvent agir dans un 
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peptide comme un mimétique de repliement 13 de type II'. En effet les 

valeurs des angles de torsion des résidus deux et trois (w2  et (1)3) sont 

similaires à celles idéales d'un repliement p de type II (tableau 2). Ces 

résultats sont à rapprocher avec ceux décrits par Nagai et Sato avec le 

système thiaindolizidinone BTD (Beta Turn Dipeptide, 10, tableau 2).29b 

Incorporé dans des peptides, ce peptidomimétique se substitue aux résidus 

i + 1 and i + 2 d'un repliement p pour induire une conformation de type 

II' (figure 15). 

9 
	

19 

Tableau 2. Comparaison des valeurs des angles de torsion (deg.) des 

systèmes indolizidinones avec le repliement 13 de type II'. 
1)2 (I)  3 

Type II' idéal -120° -80° 
Conformère minimum (69-9 -111° -52° 
Conformère minimum (6R)-9 -138° -61° 

BTD 10 -161° -69° 



(-230.9 Kcal/mol) (-229.4 Kcal/mol) 
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Figure 14. Représentation des conformations d'énergie minimale des 

deux diastéréoisomères (1S)-9 et (6R)-9 

Figure 15. B ID et conformation.29b 
o 

Ç....< 
H . 	H,  

1111  
, 	Repliement 13 de type II' 

o b 	lp = -161- 
N / 

H 
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1 . 6 Synthèses précédentes des systèmes indolizidinones. 

Les systèmes indolizidinones revêtent une grande importance pour 

leur capacité à induire des conformations de repliement f3 aussi bien que 

pour remplacer le dipeptide Ala-Pro. Sans décrire avec détails toutes les 

synthèses ou applications de ces systèmes indolizidinones (voir le chapitre 

2 pour leurs synthèses et applications), deux synthèses représentatives 

sont présentées dans les deux paragraphes suivants: la synthèse du 

système thiaindolizidinone 10 et celle de l'indolizidinone 11. 
H 

PhtN CbzHN 

11 

1 . 6 . 1 	La synthèse de Nagai et Sato.29  

Pionniers dans le domaine des peptidomimétiques azabicycliques, 

Nagai et Sato ont synthétisé dès 1986 un dipeptide 10, mimétique de 

repliement 13 de type II'. La synthèse de l'acide 2-oxo-3-phtalimido-7-thia-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique 10 est présentée au schéma 1. Le 

composé 13 a été obtenu par ouverture régiosélective de l'anhydride N,N-

phtalimide L-glutamique 12 avec le thiophénol en présence de la 

dicyclohexylamine comme base suivi de la conversion à l'ester 

méthylique avec le diazométhane. 
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Schéma 1. Synthèse du "Beta Turn Dipeptide" 10. 
1) PhSH 

0 	dicyclohexylamine 
2) C H2N12 

(99%) Pht=N 
0 

12 
anhydride N,N-phtalimide L-glutamique 

1) Raney-Ni 
reflux dans Et0H 

2) PCC, CH2Cl2 	y 

L-cystéine 
HCI.AcONa aq. Et0H 

0 	C 02H 
14 
BTD 

Pht=N CO 
11\J, 

Ô M e C°2H 
15 

chauffage 
10h, 70°C 

C H 0 

Pht=N C 02M e 

14 

La réduction de la fonction thioester avec le nickel de Raney puis 

l'oxydation avec le chlorochromate de pyridinium conduit à l'aldéhyde 14. 

La réaction de 14 avec la cystéine donne la thiazolidine 15 qui, par 

chauffage à 70 °C pendant 10 heures, est convertie au composé 

thiaindolizidinone désiré 10. Cette synthèse directe et efficace (17% de 

rendement de 10 depuis 12) a été reprise et améliorée par deux autres 

groupes de recherche.30 
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1 . 6 . 2 	La synthèse de Mueller et Revesz.31  

Basée sur une arnination-cyclisation d'un dérivé 2,8-diamino-5-

oxononane-1,9-dicarboxylate, une synthèse de la cible choisie 9 a été 

présentée par Mueller et Revesz. La synthèse des acides 2-oxo-3-N-

(benzyloxycarbonyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxyliques est 

présentée sur le schéma 2. Le composé 17 est traité par le sel de lithium de 

16 pour obtenir un acétal dialcoylé qui est hydrolysé à un mélange de 

diamino acétals 18. L'hydrolyse de l'acétal, l'amination réductrice et la 

cyclisation au lactame sont accomplies à la suite pour conduire à un 

mélange de stéréoisomères 11. 

Schéma 2. Synthèse de l'acide aminé indolizidinone 11. 

1)  0 0 
I H2C H2CC H2C H2I 

jz 
2,2-bis(2-iodoéthyl)-1,3-dioxolane 

0 	n-BuLi, -78°C (81%) 
	  H2N 

2) 0,25N HCI, CH2C12/H20 
(75%) 

(2R)-(-)-2,5-dihydro-3,6- 
diméthoxy-2-isopropylpyrazine 

IQ SS (64%) 
jQ RS (32%) 

RR (4°/0) 

1) Et0H/HCIœnc.  Pd/C, H2, rt. 
2) Cbz-CI, Na2C 03, THF/H20, chromatographie 

(39% esters méthyliques de 11 (SSS) et (RRR)) 
(32% esters méthyliques de 11 racémique) 

3) 3eq. 0,4N NaOH, Me0H 

CbzHN CbzHN 
0 	C 02H 

jj SSS (34%) 
11 RRR (4%) 

H 

o ÓO2H 
il racémique (28%) 
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1.6.3 	Conclusion 

L'utilisation avec succès du composé thiaindolizidinone 10 décrit 

par Nagai et Sato comme un peptidomimétique de repliement r3 de type 

IF nous a incité à entreprendre la synthèse d'un nouvel acide aminé 8, 

dans lequel le soufre serait remplacé par un carbone. 

Les systèmes indolizidinones comme celui considéré font partie 

d'une famille importante d'analogues dipeptidiques que sont les systèmes 

azabicydiques. Le chapitre deux se propose d'être une revue de la 

littérature de ce type de composés. La stratégie envisagée pour la synthèse 

du système indolizidinone choisi et sa réalisation sont exposées dans les 

chapitres trois et quatre respectivement. Le chapitre cinq détaille les 

résultats obtenus sur les conformations engendrées par le système 

indolizidinone lorsqu'il est introduit dans des peptides modèles. Les 

chapitres six et sept décrivent l'utilisation de l'acide aminé indolizidinone 

dans deux applications: la synthèse d'un analogue de la gramicidine S 

incorporant deux systèmes indolizidinones et les synthèses de deux 

peptidomimétiques, inhibiteurs potentiels de métalloprotéases. 
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2. 1. INTRODUCTION 

The field of amino acids has gained enormous popularity and 

relevance in recent years, particularly with the emergence of unnatural 

analogs as components of molecules with therapeutic potentia1.1  The 

need to replace natural amino acids in peptides with non-proteinogenic 

counterparts in order to obtain drug-like target molecules •has stimulated a 

great deal of innovation on several fronts.2  Different areas of expertise 

have come together to allow a better understanding of interactions of 

small molecules with biological targets such as enzymes or receptors.3  

These efforts have led to the design of molecules as potentially useful 

medicinal agents often based on intriguing biological rationales and 

hypotheses. A scenario in which a clinically important enzyme is co-

crystallized with its natural substrate, thus providing crucial and "visual" 
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information for realistic drug design through synthesis of unnatural 

analogs, is in fact, a practice of common occurrence today.4  The medicinal 

chemist is well versed in understanding biological phenomena, and 

admirably served by physical tools such as X-ray Œystallography, 

molecular modeling, NMR, and SAR data.5  Armed with such valuable 

information, in addition to other tools such as computer aided methods, 

and the ever-expanding arsenal of synthesis methods, it is now possible to 

design specific molecules for a variety of therapeutic purposes. 

One of the more exciting areas of research in drug design has been 

the synthesis of so-called peptidomimetic molecules2,3  that are expected to 

have the same therapeutic effects as natural peptide counterparts, with the 

added advantage of metabolic stability. Of particular interest has been the 

replacement of a dipeptide motif in a given natural substrate with a 

constrained or rigidified counterpart that simulates a so-called 13-turn.2,3,6  

According to a well-accepted classification,6  these motifs can exist as type I 

and type II p-turns where the peptide backbone adopts a U-shaped 

conformation (Figure 1). These motifs are characterized by specific 

angular and torsional parameters in addition to an important 10-

membered intramolecular H-bond that orient two peptide units from each 

end.7  It is therefore clear that the synthesis of constrained dipeptide 

motifs would nicely mimic the natural (3-turn in a given target molecule, 

particularly if it incorporated a carboxyl and amino group in geometrically 

suitable positions for peptide coupling. Expression 1 in Figure 1 is a 

composite representation of such a constrained dipeptide mimetic which 

we shall categorize under the general name of a 1-azaoxobicycloalkane 
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skeleton. The attachment of one or more rings to the basic structure is 

also possible. 

Type 1-(3-tum 

R2 	R3 

H 	0 

R1..
t0 

H 	0
4-- R 4  

Y. 

Type 1113-turn 

By its very nature, such a motif could also encompass heteroatom 

analogs, in which carbon is replaced by sulfur, oxygen or nitrogen, at 

different synthetically attainable sites. The presence of functional groups 

as pendant substituents on the basic ring system or its heteroatom 

congeners would also provide opportunities for diversification. The 

nature of such substituents can be modulated so as to engage them into 

hydrophobic, hydrophilic and related interactions with biological targets. 

Thus, the synthesis of dipeptide motifs such as 1 (Figure 1) with specific 

substituents on either ring and with amide appendages at each end, could 

be the ultimate objective as a drug-like molecule. Synthesis strategies for 

such motifs must therefore be versatile to allow the inclusion of 
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substituents. This will entail stereochemical problems that will only 

heighten the challenge of synthesis even further. 

An added bonus to the availability of such strategies is that the 

originally intended constrained motif can also be considered as a scaffold 

for chemical and functional diversity. In essence, the deployment of other 

functional groups that can be manipulated at will, and independently of 

each other, can enhance the utility of the original motif by making it a 

spatially defined chemical platform. The application of combinatorial 

methods of diversification could lead to libraries of compounds based on a 

constrained dipeptide scaffold of the type shown in expression 2, and 

related heteroatom analogs or ring-size variants (Figure 1). The judicious 

choice of orthogonally manipulatable functional groups will provide 

useful scaffolds for combinatorial chemistry.8  

The objective of this Report is to provide an up-to-date overview of 

molecules related to 1-azaoxobicycloalkane amino acids and analogs that 

incorporate a complete dipeptide unit only. The examples are thus 

confined to those motifs that harbor at least a six-atom subunit with one 

carboxyl "end", a central amide group, and an amino "end" as part of the 

dipeptide unit. Because of angular and torsional parameters discussed 

above in connection with the 13-turn types, we have chosen the 

indolizidinone skeleton (Figure 1) as a prototype. Other ring size 

modifications, including heteroatom variants are presented in the same 

order, i.e. 5,6-fused, 5,7-fused, etc. Since this review is intended mostly for 

organic, medicinal, and biologically orientated chemists who are engaged 
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in the act of synthesis, we chose to adopt a more visual and graphical 

representation format. 	The 1-azaoxobicycloalkane amino acids are 

grouped under different structural types, and the general synthesis 

methods for each type are briefly outlined. The tabular form of 

representation also includes pertinent information that the reader may 

find useful before going to the primary literature for molecules of special 

interest. Because of the expansive nature of the subject matter, coverage is 

not exhaustive. Nevertheless, it is hoped that the information given 

provides a general overview and an appreciation of the topic. 

2. 2. AZABICYCLOALKANE AMINO ACIDS 

1. 5,6-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids 

(Indolizidinone-type) 

This section will focus on the synthesis and structural features of 

bicyclic lactams that encompass an Ala-Pro type dipeptide unit with an all-

carbon backbone (indolizidinone). In order to simulate the proline-like 

motif, and to maintain the overall features of a dipeptide unit, we shall 

consider first the 1-aza-2-oxobicydo[4.3.0]nonane skeleton. 
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Although such a 5,6-fused structure seems to be intuitively an 

obvious target as a constrained Ala-Pro type dipeptide, it was not the first 

to be synthesized in this series, as it was preceded by the corresponding 7-

thia analog (see section III.1). There is a practical reason for this, since the 

7-thia derivative can be synthesized from L-cysteine, thus securing one 

stereogenic center from the natural amino acid template at the outset. 

The structures and absolute stereochemistry of four representative 

indolizidinone amino adds are shown in Figure 2. 

Figure 2 

An obvious advantage of such a system compared to the 7-thia or 5-

oxa analogs is their greater stability under acidic conditions. It is dear that 

a number of strategies can be adopted to access this general structure, and 

to secure the desired absolute stereochemistry. In general, these strategies 

have consisted in intramolecular cydizations of cyclic iminium ions and 

related derivatives. The incorporation of substituents on the backbone 

would obviously add to the challenge of stereocontrol. 

Although the obvious choice of starting material for the 5,6-fused 

indolizidinone amino acids is a proline or pyroglutamic acid type 

template, the first syntheses relied in fact on the intramolecular 
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cyclization of acydic precursors. A diastereoselective synthesis of a bis-

diamino acid derivative as an acyclic precursor to the target 5,6-fused 

indolizidinone is shown in Scheme 1.9  After a Schôlllcopf alkylation and 

hydrolysis, 

Scheme 1 

the mixture of diastereomeric 5-keto-diamino azelate diesters 9 was 

subjected to reductive amination. The indolizidinone amino acids could 

be easily separated as their Cbz derivatives to provide the (3S,6S,9S)-

isomer in 34% yield. According to the authors,9  the method has allowed 

them to produce multigram quantities of enantiomerically pure 

indolizidinone 10, in spite of the stereochemical limitations of the process. 

An expedient entry into the indolizidinone amino acid structure 

utilizes L-glutamic acid as a chiral educt (Scheme 2, PhF = 9-(9-

Phenyfluoreny1)).10  L-N-(PhF)Glutamate diesters 12a and 12b were 
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subjected to Claisen condensations to give respectively 13-keto esters 13a 

and 13b, which upon hydrolysis and decarboxylation, yielded the C2 

symmetrical and enarttiomerically pure 5-keto-diamino azelates 14a and 

14b. Indolizidinone amino acid 16 was synthesized from diamino azelate 

14 via two different routes: one featuring reductive amination of 

symmetric amino ketone 14 (Scheme 2), the other involving hydride 

reduction of 14 followed by activation and intramolecular displacement of 

the resulting symmetric amino alcohol (Scheme 3). In the reductive 

amination sequence, simply increasing hydrogen pressure was found to 

augment the diastereoselectivity in the reductive amination step with (2S, 

8S)-14 such that the ratio of (6S)-15 to (6R)-15 could be varied from 1:2 up 

to 49:1 (Table 1). The Claisen condensation/reductive amination/lactam 

cyclization sequence provided enantiopure (3S, 65, 9S)-indolizidinone 

amino acid 16 in 61% (7 steps), and 41% (6 steps) respective overall yields 

from 12a and 12b. Epimerization of the C-9 stereocenter of (3S, 6S, 9S)-N-

(Boc)amino indolizidinone methyl ester 15 with NaN(SiMe3)2 followed by 

hydrolysis gave (3S, 6S, 9R)-indolizidinone amino acid (3S, 65, 9R)-16. 

The synthesis of all stereoisomers of enantiopure indolizidinone amino 

acid 16 is possible by employing both L- and D-glutamate in this approach. 

In addition, the alkylation of ketone 14 now provides alkyl-branched 

diaminoazelate intermediates and thus opens the route for the synthesis 

of 5- and 7-alkyl substituted indolizidinone amino acids.10e 
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Scheme 2 

C
C (32M e NaN(SiMe3)2 
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HNPhF 
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Table 1. Influence of H2  Pressure on Reductive Amination of 14.a  

14 R H2  (atm) % (6S)-15 %(6R)-15 dr 

a t-Bu 1 45 22 67:33 

a t-Bu 11 66 3 96:4 

Me 1 27 62 33:67 

Me 6 81 2 98:2 

aisolated yields 
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The analog [IAA4-5,4.-5 ]-GS, in which indolizidinone amino acid 

(6S)-16 replaced the D-Phe-Pro residues in the cyclic-peptide antibiotic 

gramiddin S (GS; cyclo- [val  .1'-Orn2.2.-Leu3-3  '-D-Phe4-4'-Pro5-5'1) exilibited 

similar antibacterial activity and reduced hemolytic activity.10b,e 

2. Substituted 5,6-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids 

H2N 

As previously mentioned, a synthesis of the constrained Ala-Pro 

dipeptide motif in the indolizidinone series would be much more useful 

if it were to incorporate substituents in the bicyclic ring system. L-Proline 
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or L-pyroglutamic acid are ideal precursors to the indolizidinone ring 

system. The advantage of L-pyroglutamic acid is the presence of the 

lactam function which can serve the dual purpose of allowing chemical 

manipulations in the five-membered ring, in addition to providing a 

reactive site at the intended C-6 carbon atom through carbonyl reactions. 

An example of the implementation of this strategy can be seen in Scheme 
4.11 

Scheme 4 
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0 	C 02M e 	 ONHBn 

22 

2) chromatography 

Bn 

1) LDA, trisyl azide 	'' + isomer 

NHBn 

24 

The desired cis-substitution pattern, which was required for a (6S)-

stereochemistry, was obtained by a known two-carbon extension followed 

by a stereoselective reduction to 19. A key step was the application of the 

free-radical Barton thiopyridinyl hydroxamate fragmentation12  of the ester 
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20 in the presence of methyl acrylate to give 21. Manipulation of amine 

and ester functionality led to the indolizidinon.e 22, in which a 

strategically placed 2-pyridylthio group served as a site for an elimination-

conjugate addition sequence leading to the amide 23. Lactam enolate 

formation, and electrophilic azidation then led to a 1:1 mixture of the 

desired (3S)-azido lactams which could be separated by chromatography. 

The strategy is flexible to accommodate other substituents at the C-4 

position by a selection of an appropriate carbon nucleophile in the 

conjugate addition step. Furthermore, diversification can be assured by 

selecting different amide functions from the carboxyl and azide (amine) 

ends. For example, the 3-indole 3-acetamide derivative was prepared and 

found to have a low (3p.M) but selective binding affinity to the NK-2 

receptor.11  

A versatile method for the stereocontrolled synthesis of 5,6-fused 1-

aza-2-oxobicycloalkane amino acids is shown in Scheme 5.13 
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Scheme 5 
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Condensation of the readily available lactam 25 with OTMS-furan 

gave a 9:1 threo-erythro mixture of butenolides which was manipulated 

by standard methods to give the crystalline indolizidinone 28. The 

stereochemical outcome at C-6 could be exploited further to provide the 

(6R)-isomers of the intended structures. However, the (6S)-configuration 

coud be easily obtained by an oxidation epimerization-reduction sequence 

proceeding from 28 to 29 to 30. Protection as a benzyl ether allowed a 

stereocontrolled hydroxylation of the lactam enolate en route to a single 

C-3 hydroxy isomer 32. The azide group was introduced via a Mitsunobu 

reaction to produce 33, the structure of which was definitively assigned by 

X-ray crystal analysis on the alcohol 34. Finally, oxidation to the acid and 



Chapitre 2 	 51 

esterification gave 35 with three orthogonally protected functional groups. 

Transformation to the 3-indole 2-acetamido-5-0-benzyl carboxamide 

derivative led to a selective NK-2 activity (49% binding at 

The utilization of a benzyl substituted L-pyroglutamic acid analog in 

the synthesis of a C-7 benzyl indolizidinone amino acid is shown in 

Scheme 6.14  Benzylation of the lithium enolate of 25 led to essentially one 

isomer 36 which was activated as the N-Boc iminium ion precursor 36. 

Treatment with OTMS-furan under Lewis acid catalyzed conditions gave 

the th reo-product 38 as the major isomer. Manipulation of functionality 

as in the case of the unsubstituted analog (Scheme 5), through a series of 

highly stereocontrolled reactions, led to the desired indolizidinone 45. A 

number of intermediates were characterized by X-ray aystal structure 

analysis. This strategy allows a number of other carbon (or heteroatom) 

substituents to be incorporated at C-7 of the intended target. The 

orientation of the resident groups are largely responsible for the 

stereocontrolled introduction of new substituents, and a single center 

originally present in L-pyroglutamic acid is responsible for all new centers 

introduced through cooperative effects. The strategies shown in Schemes 

5 and 6 can be easily adapted to the creation of libraries of (3-turn mimetics 

by attachment of the 1-aza-2-oxobicycloalkane motif to a solid phase 

support and manipulation of the amino acid extremities individually.15  

A free-radical approach to carbocyclization has been described in 

which the bond-forming step leads to substitution at the amine-bearing 

carbon atom C-3 on a structure related to 3 (Figure 2).16  In addition to the 
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expected (3R,6S,9S)-3-benzy1-3-acetamido indolizidinone ter t-butyl ester 

(34%), a significant amount (44%) of reduction was also observed (see also 

Scheme 10). 

Scheme 6 
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A method that leads to a substituted a,3-unsaturated 

indolizidinone amino acid precursor related to 24 except for the absence of 

two stereogenic centers is illustrated in Scheme 7.17a It is of interest that 

the 5,6-fused system 47 was the product of an unexpected ring contraction 
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from treatment of 46 with TiC14. The basic strategy was intended to 

involve the generation of an irninium ion and a cyclization to a 5,7-

bicyclic system; however, this method led to the 5,6-bicydic system 48. 

Scheme 7 

In light of this result, the 4-cydohexyl A3-indolizidinone anolog 49 

was synthesized using a similar procedure.1713  Introduction of 49 into 

thyrotropin-releasing-hormone (TRH) gave mimetic 50 that exhibited 

receptor affinity and bioactivity contingent upon the ring-fusion 

stereochemistry. A comparison of 50 with the unrestricted analog 

cyclohexyl-A1a2-TRH concluded that (6R)-stereochemistry interfered with 

binding and potency while the (6S)-isomer showed 3.4 limes better affinity 

and proved to be 4.7 limes more potent. 
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3. 5,7 and 5,8-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids 

H2N 

The earliest syntheses of the 5,7- and 5,8-fused skeletons exemplified 

by the general structures shown above, started with the lactam portion.18  

Seven- and eight-membered lactams 51 and 52 were elaborated through 

their unsaturated side-chains to produce isomeric bicydic lactams 53 and 

54 (Scheme 8). Functionalization of the cis-lactam enolate led to the ester 

which was rearranged to the corresponding carbamate via the hydrazide. 

Functional group manipulation gave the racemic 5,7- and 5,8-fused 

bicydic amino acid derivatives. It is of interest that the corresponding 

analogs comprising a 4-phenyl butyric acid group attached to the C-3 

amine showed potent ACE inhibitor activity in both 5,7- and 5,8-fused ring 

systems.18  

Scheme 8 
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A different strategy to assemble the 5,7-fused system starting with L-

glutarnic acid derivative 61 is shown in Scheme 9.19  Selective 

functionalization of 61 through intermediates 62 and 63 led to the peptide 

64 which was transformed into the cydic enamide 65. 

Scheme 9 
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1) Mel, Cs2C 03, DMF e. 	 2) Et3SiH, Pd/C, 4À sieves  x.._ 
2) H2, Pd(OH)2/C 	 3) CH(OMe)3, Me0H, p-TSA PhtN 	02H 	 PhtN 	02M e 	 PhtN 	02M e 74% from 61 
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In a key acylirninium ion cyclization reaction, enamide 65 was 

transformed into the intended 5,7-fused skeleton as a mixture of halides 
66 and 67. Radical-mediated dehalogenation afforded the N-phthalimido 

ester 68, the structure of which was ascertained by nOe studies. 

Another approach starting from L-glutamic acid features a free-

radical cyclization to form the 5,7-fused ring system (Scheme 10).20  
Glutamate was transformed into the known cis-disubstituted derivative 

69 which was in turn subjected to catalytic hydrogenation to liberate the 

free pyrrolidine derivative. Amide formation with the acrylic acid 

derivative, and further manipulation led to iodide 70. The key reaction 
relies on a 7-endo-trig cyclization of intermediate 70 to afford the 
intended target 71 in a yield of 42% with excellent diastereoselectivity. 
Improved yield (61%) of 71 was achieved in the free-radical cyclization 

when the ioclide group was changed to a phenylselenyl function. 

Scheme 10 
1) LiBH4  
2) H2, Pd(OH)2 
	 Jp- 
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C 02t-Bu 	›,,C 02H 
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Use of a dehydro amido butyrate in a similar sequence gave a 1:1 

diastereomeric mixture of (4R S)-methyl analogues 72 in 52% yield. 

The structures of 3,4-unsaturated 4-phenyl, 5,7-fused compounds 

prepared by intramolecular Lewis-acid mediated cyclizations21,22  have 
been revised and shown to be 5,6-fused systems.17a 

4. 6,7-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids 

H 

0 CO2H 

The synthesis of the 6,7-fused bicyclic systems shown above, was 

accomplished essentially by the same general reactions previously 

described for the 5,7-analog19  (Scheme 9). 

N-Phthalimido L-allylglycine 73 was transformed to the 
corresponding amide 74, and the latter was cyclized to the enamide 75 
(Scheme 11). The seven-membered ring was constructed using an 

iminium ion cydization as in the synthesis of the 5,7-fused analog shown 

in Scheme 9. Reduction of the two products 76 and 77 led to the desired 
compound 78 as a single isomer. 

H 2N 
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Scheme 11 
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5. 5,7- and 6,7- Fused-1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids with 

Appended Aromatic Units. 

The propensity of phenylalanine in natural and unnatural 

molecules that have demonstrated therapeutic potential has instigated the 
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exploration of tricydic structures that incorporate the phenyl ring. The 

synthesis strategy for these tricyclic structures involves intramolecular 

electrophilic aromatic substitutions of activated groups as shown in 

Scheme 12.23-26  Some C-3 aminoalkyl analogs in this series have 

exhibited enzymatic activity as ACE inhibitors.23-26  

Scheme 12 
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6. 5,6- and 6,7-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids with 

Appended Heteroaromatic Units 

The preceding 5,6- and 6,7-fused bicyclic motifs have been 

synthesized27a,28  with appended heteroaromatic units as represented by 

the general structures 87-90 shown in Figure 3. 

Figure 3 

The introduction of 87 at the 4 and 5 positions of a [Lys2-2 ]-GS 

analog gave similar antibacterial activity with the (5R)-isomer and caused 

a marked decrease in antibacterial potency with the (5S)-isomer.27b 
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7. 5,5-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amin° Acids 

(Pyrrolizidinone type) 

Extensive work on the synthesis and chemical modification of p-

lactam antibiotics over the years has produced a multitude of biologically 

active analogs and novel structural entities in this area.29  In view of the 

relatively limited possibilities left for structural and functional variations 

of the p-lactam motif while maintaining a rational approach to the 

accepted modes of antibacterial action, chemists have turned to the 

exploration of y-lactams and related heterocycles30  as potential 

antibacterial agents. The structural similarity of these analogs to the 1-aza-

2-oxobicycloalkane amino acid motifs discussed in this review, warrants 

their inclusion, as well as some discussion of their methods of synthesis 

and their potential as dipeptide mimetics. 

The synthesis and biological evaluation of a series of y-lactam 

analogs of penicillanic and carbapenicillanic acids 91-93 (Figure 4) have 
been areas of intense research efforts since 1983.31 
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R H N--N 
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R1  

j—N 0 	 0 
-b 02H 

92 

Carbapenicillin type 

C 02H 
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In one strategy,32  the nitrone 96 was subjected to a 1,3-dipolar 

cydoaddition reaction with methyl acrylate to give a mixture of adducts 97 
and 98 (Scheme 13). Reductive cleavage of the N-0 bond, introduction of 

the amine group via azide ion, followed by cyclization gave a mixture of 

N-protected bicyclic y-lactams. Finally, deprotection afforded a mixture of 

racemic products 105 and 106 which did not exhibit antibacterial activity. 
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Scheme 13 
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An obvious extension of the work described above31  involves the 

synthesis of the corresponding unsaturated bicydic y-lactams. Here, the 

effect of ring strain would be expected to manifest itself by rendering the 

molecules more susceptible to enzymes such as the penicillin binding 

proteins,29  that are prone to be acylated by the original p-lactams. 
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A strategy that capitalized on the ready availability of L-

pyroglutamic acid as a chiral educt is shown in Scheme 14.33  The known 
alcohol 107 was protected as the acetonide 108, and the amino group was 

introduced by œdmation of the corresponding enolate to give 109. 

Catalytic hydrogenation and N-protection afforded the N-Boc derivative 

110 with the expected stereochemistry because of the bias offered by the 

bicydic structure. An X-ray crystal analysis confirmed the structure. The 

key step in the sequence was an annulation reaction involving a 

conjugate addition of a lithium imidate derived from 111 to provide the 
bicydic lactam 113 via the sulfoxide intermediate 112. f3-Elimination 

followed by deprotection afforded the desired motif 114. Only slight levels 

of antibacterial activity were observed in this series. 

In an alternative strategy, the unsaturated y-lactam analogs with 

vinylic sulfoxides and sulfones have been prepared34  (Scheme 15). The 
homologated L-pyroglutamic acid 115 was transformed into the diazo ester 
116. Application of a Rh(II)-catalyzed insertion reaction35  led to the 
bicydic lactam 117, which was further manipulated to produce a mixture 

of N-Boc derivatives expressed as 122. These were then transformed into 

specific amide derivatives for biological evaluation. No antibacterial 

activity was detected with these y-lactam analogs. 
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Another group36  has reported a synthesis of unsaturated y-lactam 

analogs of carbapenems starting from L-aspartic acid derivative 123 

(Scheme 16). Chain extension using a malonate synthon led to the P-keto 

ester 124. Lactarn formation in the presence of dimethoxybenzylamine led 
to 125 which was deprotected to enamido ester 126. 	Catalytic 
hydrogenation followed by N-protection gave intermediate 127, which 

was transformed into the y-lactam carbapenem analog following known 

methods. In contrast to the ladc of antibacterial activity for this class of 

compounds in genera1,31,34  the authors report "slight but appredable in 
vitro antibacterial activity against the Gram-negative organisms tested", 

for a series of analogs.36  
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9. 4,5-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane and 1-Aza-oxobicycloalkene 

Amino Acids 

- H 

H 2N 

O 
	C 02H 

Based on molecular modeling studies it was proposed that the 

hybridization characteristics of the nitrogen atom in a bicyclic azetidine 

analoge would better approximate the situation found in penidllin. 

Accordingly, the synthesis of such analogs and their azete counterparts 

was undertaken (Scheme 17). Glutaric anhydride (130) was transformed 

into cc,a'-dibromo diester 133 by conventional methods. 	Azetidine 

formation was achieved by treatment with benzylamine. Preferential 

reduction of the methyl ester in 134 followed by separation of cis/trans 

isomers and further manipulation led to 136. Chain-extension and 

catalytic reduction gave azetidine 138 which was subjected to y-lactam 

formation, affording trans-isomer 139. Introduction of the amino group 

was achieved via enolate chemistry utilizing 0-diphenylphosphinoyl 

hydroxylamine as the nitrogen source38  to give 140, which was 

transformed into the N-phenoxyacetyl penam surrogate 141. 

Unfortunately, no significant antibacterial activity was detected with 141 
or its cis-aminoacyl isomer. 
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Scheme 17 
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It is of interest to point out that azete analog 142 (Scheme 17), 

disdosed in a patent,39  possesses antibacterial activity. 



H H 	 H 

C 02H 

Chapitre 2 	 69 

2 . 3 THIAZABICYCLOALKANE AMINO A CIDS 

1. 5,5-, 5,6-, 5,7- and 6,7-Fused 1-azaoxobicycloalkane Amino Acids 

Encompassing Sulfur 

1-12N 8 N 2 5f3 

1 	 H 2N 
0 	C 02H 

The first 1-azaoxobicyclo[X.Y.O]alkane amino acids that were 

synthesized for use as conforrnationally rigid dipeptide mimetics were 

those possessing sulfur in the heterocycle ring.4042  Since they are 

prepared by a common synthesis method, we will discuss these different 

ring systems within the same section. 	The general method for 

synthesizing thiazabicydoalkane amino acid involves condensation of an 

w-formyl a-amino acid analog with a cysteine derivative to provide a 

thiazolidine intermediate that is treated directly under conditions to effect 

intramolecular N-acylation and furnish the bicydic lactam. The N-

protected bicyclo amino acid or ester is then usually purified by 

chromatography. 
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0 

{ 	H 

R2N 	C 02R 

Table 2. Synthesis of Thiazabicycloalkane Amin° Acid Analogues 
H 

conditions 
condensation /lactam cyclization 

pyridine, A; CH2N2  

pyridine, A 

pyridine, A 

H20 / DMSO, pH 7, A; CH2N2 

HOAc, H20 / BnNMe3F, DMF 

pyridine; K2C 03,  M e0 H 

Na0Ac, H20, Et0H, A 

pyridine; K2C 03,  M e0 H 

Me0H / EEDQ 

Me0H / EEDQ 

H 

4  
143-146 

Major 

Me 68 (2S, 5R, 7R)-143 43 

Me 38 (2S, 5R, 7S)-143 44 

Me 45 (2R, 5S, 7S)-143 44 

Me 35 (2S, 5R, 8R)-144 43 

Et 53 (2R, 5S, 8S)-144 45 

Me 46 (2R, 5S, 8S)-144 46 

H 51 (2R, 5S, 8S)-144 41 

Me 70 (2S, 5R, 8S)-144b  47 

Me 74 (2R, 5RS, 9S)-14.5c  42 

Me 25 (2S, 6S, 10S)-146d  48 

%Yielda 	Product 	R ef 

02R O 

R1R 2N  

aUnless otherwise noted, yields refer to the major isomer isolated. b(2e 5$ 85)-144 was also isolated in 12% 
yield. c145 was isolated as a 1:1 mixture. a  (2R, 5R, 105)-, (2R, 5e 	and (2e 5R, 105)-146 were also 
isolated in 21%, 8% and 1% yields. 

Syntheses of thiazabicyclo[X.Y.O]alkane amino acids using ordinary 

w-formyl a-amino acids and esters with cysteine and homocysteine are 

summarized in Table 2.41,43-48 Yields of bicyclic products from cysteine 

derivatives are generally moderate to good.41,4349  The stereochemistry 

about the bicydic products can be controlled by employing enantiopure 

amino acid substrates in the condensation/lactam cyclization sequence. In 

the case of 5,5- and 6,5-bicyclic systems, the major diastereomer that is 

ordinarily formed possesses the ring-junction hydrogen and the cysteine- 
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derived carboxylate, on the same side of the thiazolidine ring (Table 
2).41,43-47 

The w-formyl cc-amino acids were protected to avoid intramolecular 

cyclization in those cases that could lead to the formation of 

dehydropyrrolidines and dehydropiperidines. Although phthalimides 
, were initially used for amino protection,4142 N_ (Cbz)oxazolidinones have 

been used more recently to protect both the amine and acid groups, 

thereby preventing intramolecular cyclization, and simultaneously 

activate the a-carboxylate for intramolecular lactam formation.43,47,49  The 

hydroxymethyl group that resulted from ring opening of the N-

(Cbz)oxazolidinone was subsequently removed under mildly alkaline 

conditions. 

Thiapyrrolizidinone amino acid 143 (Table 2) was originally 

synthesized as a y -lactam analog of the penems.40,44,49  Although 143 did 

not possess bioactivity, the related 2,3-unsaturated analog showed weak 

antibacterial activity against Staphylococcus aureus.44,50-52,30a-c A 

systematic examination of Pro-Leu-Gly-NH2 using a variety of 

thiapyrrolizidinone amino acids related to 143, and substituted 
thiapyrrolizidinone amino acid 152 (Section 111.2) has provided strong 

evidence that this tripeptide adopts a type II i3-turn conformation when 

exhibiting modulatory effects on the dopamine receptor.43,53  

The use of thiaindolizidinone amino acid 144 in conjunction with 

studies of different biologically active peptides has led to several potent 
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conformationally-constrained surrogates. For example, similar 

antibacterial activity and circular dichroism spectra inclicate that (2R, 5S, 

8S)-144 mimics the type II fi-turn in gramicidin S, replacing D-Phe at the i 
+ 1 and Pro at the i + 2 positions.45,54-56  Analogs with reduced potency 

were obtained upon repladng (2R, 5S, 8S)-144 for G1y2-G1y3  in enkephalin 
(H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-NH2, 1/1000 activity)55,57  and for G1y6-Leu7  in 
LH-RF 	(Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, 	1/10 
activity).55,56,58  Substitution of thiaindolizidinone amino acid (2S, 5R, 

8S)-144 for L-A1a7-D-A1a5  in cyclosporin A (CsA) furnished a more potent 

inhibitor of the T-cell receptor signaling pathway in a signaling assay. 

Tricydic cyclosporin A (TCsA) exhibits three times greater affinity for 

cyclophilin (CyP) and the affinity of TCsA-CyP for calcineurin was also 

determined to be three times greater than that of CsA-CyP.47  Examples in 

which thiaindolizidinone amino acid 144 have been incorporated into 

peptide analogs lacking biological activity may result from mimicking an 

inactive conformation and from structural features that interfere with 

receptor recognition. For example, NMR and computational studies of an 

inactive cyclic hexapeptide mimetic of Tendamistat showed that (2R, 55, 

8S)-144 adopted a conformation in which the constrained dipeptide 

occupied the i and i + 1 positions rather than the i + 1 and i + 2 positions 
of a type ll' 3-turn.46  On the other hand, (2R, 5S, 8S)-144 was recently 

shown to adopt the desired type II' 13-turn, and to stabilize a bioactive 

geometry in a cyclic hexapeptide inhibitor of the interaction between 

integrin ciel and vascular cell adhesion molecule-1.59  In addition, 5,7-

and 6,7-fused thiazabicycloalkane amino acids 145 and 146 have been 
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incorporated into the peptide frameworlcs of several potent 

metalloprotease inhibitorS.18,48,60  

2. Substituted 5,5- and 5,6-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino 

Acids Encompassing Sulfur 

Fi2N 

H 
R 1 	Fi  2 

.02H 

a-Alkyl w-formyl a-amino esters 147 and 148, fralkyl cysteines 149 
and 150, as well as .5-keto a-amino acid 151, all have been employed to 

synthesize thiazabicyclo[X.Y.fflalkane amino acid analogs possessing side-

chain groups attached to the ring carbons (Figure 5). a-Alkyl w-formyl a-

amino esters react with cysteine to furnish the desired a-branched 

heterocycles.61,62  For example, the condensation between aldehyde 147, 

derived from (R)-2-allylproline, and (S)-cysteine-FIC1 in aqueous ethanol 

followed by cyclization with triethylamine in DMF at 70 °C furnished the 

bicyclic lactam which was isolated as its methyl ester 152 in 37% overall 
yield.62  Condensation of a-methyl a-benzyl-N-(Boc)aspartate 13-a1dehyde 
148 with (R)-cysteine in pyridine at reflux gave the thiapyrrolizidine 

amino acid 153 in 46% yield after acidification.61  The reaction between a-

methyl L-N-(Cbz)aspartate P-aldehyde and (S)-penicillamine 149 in 
refluxing pyridine was daimed to provide 5,5-fused bicydic lactam 154.63  
On the other hand, condensation of a-methyl N-phthalyl-L-glutamate y- 
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aldehyde with (R)-penicillamine 149 gave 155 in only 2% overall 

yield.55,56  The condensation of 13-phenylcysteine methyl ester 

hydrochloride 150 with the same aldehyde was reported to also give a poor 

yield of 156.64  However, the bicydic lactam 157 was obtained in good yield 

when p-phenylcysteine•HC1 150 (R = H) was condensed with the 45-keto a-

amino acid 151.64  

Figure 5 
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3. Epimerization of Thiazabicycloalkane Amino Acids 

Scheme 18 
5 

B: /..-)• 	H 	 B: 

N..g/  
Ri-- 	 Ri--& 

0 0 ( H BCOR2 	 0 	% 0 R2  
H :B 

1 
H 	 H 
E S 	 (...H:B H  

R 
0 R2  eb 0 R2  

(2S, 5R, 7S)-159 
R i  = t-BuO, R2  = NH2  

(2S, 5R, 7R)-159 
Ri = t-BuO, R2  = NH2 

Epimerization has been encountered during the synthesis and 

further transformations of 1-azaoxobicyclo[X.Y.O]alkane amino acids.43,48  

For example, treatment of (2S, 5R, 7R)-N-(Boc)amino thiapyrrolizidinone 

methyl ester 158 with NH3 in methanol gave a 9:1 mixture of (2S, 5R, 7R)-

and (2S, 5R, 7S)-N-(Boc)amino thiapyrrolizidinone carboxamides 159 
(Scheme 18, R1  = t-BuO, R2  = NH2).43  The suggested mechanism for the 

epimerization of 158 under these conditions involves the formation and 

enolization of an oxazolone intermediate, similar to the racemization of 

amino acids during peptide synthesis.65  In the case of 158, the release of 

ring strain was proposed as a driving force for oxazolone formation.43 
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Scheme 19 

(2S, 6R, 10S)-160 
	

(2R, 6R, 10S)-160 
and 
	 and 

(2S, 6S, 10S)-160 
	

(2R, 6S, 10S)-160 

Acid-induced epimerization was observed during the preparation of 

thiazabicyclo[5.4.0]alkane phthalimido ester 160.48  Treatment of pure ester 

160 of either (2S, 6S, 10S)-, (2R, 6S, 105)- or (2R, 6R, 10S)-configuration with 

p-toluenesulfonic acid in benzene at reflux for 2-4 h furnished a 

10:30:<1:15 ratio of (2S, 6S, 10S)-, (2R, 6S, 105)-, (2R, 6R, 105)- and (25, 6R, 

10S)-diastereomers 160. The mechanism for epimerization of 160 may 

involve enolization of an imino ester intermediate or equilibration of 

iminium ion intermediates under the acidic conditions as illustrated in 

Scheme 19. 
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2 . 4 OXAZABICYCLOALICANE AMINO ACIDS 

1. 5,5-Fused 1-Aza-8-oxobicycloalkane Amino Acids Encompassing 

Oxygen 

H2N 

Interest in the synthesis of biologically active y -lactam analogs of the 

fi-lactam antibiotics led to the preparation of 5,5-fused azabicycloalkane 

amino acids encompassing oxygen.66 	ThUS, N -phenoxyacetyl-(2S)- 

allylglycyl-D-(0-benzyl)serine methyl ester 161 was first oxidized with a 

combination of catalytic Osai and NaI04 in dioxane/water followed by 

treatment with acidified methanol in order to provide a separable 3:1 

mixture of diastereomeric methoxy lactams (5S)- and (5R)-162 (Scheme 

20). Hydrogenolysis of the benzyl ether and acid-catalyzed cyclization with 

inversion of configuration at the bridge-head center, followed by ester 

hydrolysis gave 5,5-fused bicydic compounds (2R,5R,7S)- and (2R,5S,7S)-
163 as their lithium salts which did not exhibit antibiotic activity. 
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2. 5,6-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids Encompassing 

Oxygen 

In a related process, œddative cleavage of N-acyl-L-serinyl-(25)-but-

3-enylglycine benzyl esters 164 followed by acid catalyzed cyclization gave 

3-carbamato-5-oxaindolizidinone-9-carboxylates 165 in good to excellent 

yields (Table 3).67,68  The diastereoselectivity of the cyclization to form the 

bridgehead center was found to be influenced by the absolute 

configuration of the serine residue. 	For example, dipeptide 164 

incorporating an L-serine provided a >8:1 ratio of (3S, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 

9S)-diastereomers 165. Under the same conditions, dipeptide 164 with a D-

serine residue gave a >7:1 ratio of diastereomers (3R, 6R, 9S)- and (3R, 6S, 

161 : R = OCCH2OPh 

(2R,5S,7S)-163 



R 1  1 2 entry %Yield 	6S / 6R Ref 

Table 3. Synthesis of Oxazabicycloalkane Amino Add Esters 165.67,68  
H// 

1 )2 	 2 

0 	C 02B n 

164 

RiHN 

a Cbz 0504 (cat.), Na104  (2 eq.) F3CCO2H (cat.), CH2C12, A 
b Boc 0504 (cat.), Na104  (2 eq.) F3CCO2H (cat.), OH2C12,  t 
c Fmoc 03, CH2Cl2, -78°C; Ph3P F3CCO2H (cat.), CI-12cI2. A 

57 >8 / 1 67 
77 10 / 1 67 

87 9 / 1 68 

0 	C 02R 2  
(3S, 6S, 9S)-165 : R2  = Bn 
(3S, 6S, 9S}-166: R2= H 

0 	C 02R 2  

(3S, 6R, 9S)-165 : R2 = Bn 
(3S, 6R, 9S)-166 : R2= H 

RiHN 1:1 11-1N 
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9S)-165.67  Major diastereomers (3S, 6S, 9S)-165a and (3S, 6S, 95)-165c (R1  - 

Cbz and Fmoc) could be epimerized to (3S, 6R, 9S)-165a and (3S, 6R, 9S)-

165c respectively on prolonged acid treatment (CF3CO2H). Alkaline 

hydrolysis of (3S, 6S, 95)-165a resulted in epimerization, such that N-

protected oxazabicyclo[4.3.0]alkane amino acid (3S, 6S, 9S)-166a was 

accompanied by some of the diastereomeric acid (3R, 6S, 9S)-166a (R1  = 

Cb4.67  Hydrogenolysis of benzyl esters 165b and 165c (R1  = Boc and Fmoc) 

gave diastereomerically pure N-protected amino acids 166b and 166c 

respectively.67,68 

Electrochemical oxidation of N-Boc-L-serinyl-L-proline methyl ester 

167 was recently used to generate the oxaindolizidinone ester (3S, 6S, 9S)- 

168 in 15% yield on 10 mmol scale69  in a diastereoselective fashion. The 

major drawback to the electrochemical oxidation was the deavage of the 

hydroxymethyl side-chain of the serine residue of 167 which gave Boc-a-

alkoxyglycylproline methyl esters 169. Formation of 169 predominated 
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when the anodic amide coddation was conducted in alcoholic solutions 

with tetrabutylamonium tetrafluoroborate as the electrolyte. Employment 

of dry acetonitrile as solvent was important to the cyclization; however, 

exclusion of water from the system was impossible and some Boc-a-

hydroxyglycylproline methyl ester 170 was always isolated as a by-

product69  (Scheme 21). 

3. Substituted 5,6-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Acids 

Encompassing Oxygen 

R1O R 2 

C 02H 

In an attempt to prepare oxaindolizidinone amino acids possessing 

a 3-methyl substituent, the electrochemical cyclization of N-Boc-(RS)-a-

methylserinyl-L-proline methyl esters 171 yielded (3S,6RS, 9S)-methyl 3-

methyl 3-N-(Boc)amino-5-oxaindolizidin-2-one-9-carboxylate 172 in 41% 

yield as a 6:4 mixture of diastereomers. However, this product was found 

H2N 
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to be very acid labile and decomposed on treatment with dilute TFA69  
(Scheme 22). 

Scheme 22 
0 H 	 Pt eiectrode, 

	

Me 	 Bu4NBF4, CH3C N 

	

BocHN 	 41% 
C 02M e 

171 

4. 5,7-Fused 1-Aza-2-oxobicycloalkane Amino Adds Encompassing 

Oxygen 

4 7 
?2 

I-12N 	C 021i 

Electrochemical oxidation of N-Boc-L-homoserinyl-L-proline 

methyl ester (S,S)-173, and N-Boc-L-homoserin.yl-D-proline methyl ester 

(S,R )473, proved effective for generating 5,7-fused 1-aza-2-

oxobicycloalkane amino esters encompassing oxygen70,71  (Scheme 23). 
Bicyclic compounds (3S, 7S, 10S)-174 and (35, 7S, 10R)-174 were obtained in 

48% and 52% respective yields on 40 and 1 mmol scales respectively.70,71  
In the synthesis of the 5,7-system, diminishing the current density from 

19.5 mA/ cm2  to 6.9 mA/cm2  augmented the yield of 174 from 21% to 48%. 

The diastereoselectivity in the cyclization was not influenced by the 

proline residue and peptide 173 with S-homoserine furnished the isomer 
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with an S-configuration at the bridgehead as the predominant product 

(>15:1).70,71  

Scheme 23 

Pt electrode, 	 (0 

NQ 	

Bu4N B F4, CH3C N 

Boc H N 
sir, N 

0 	C 02M e 	 0 C 02M e 

173 	 (3S, 7S, 10S)-174 (48%) 

Exposure of N-(Boc)amino azabicycloalkane esters encompassing 

oxygen, 5,6- and 5,7-fused bicydes 168 and 174, to TFA for 2 h at room 

temperature and to HF for 1h at 0°C caused only deprotection of the Boc 

group without epimerization of the bridgehead stereocenter.69,70  In the 

presence of carbocation scavengers such as anisole and dimethylsulfide, 

HF deprotection was accompanied by the formation of side products that 

were presumed to result from ring opening of the bicydic ring systems, 

and intermolecular trapping of the N-acyliminium ion.69,70  Because of 

the configurational lability of oxaindolizidinone amino acids under acidic 

conditions, the use of N-(Boc)amino acid 166b was not ideal for peptide 

synthesis and N-(Fmoc)amino oxaindolizidinone acid 166c was employed 

in the preparation of a leucine-enkephalin analog by solution-phase 

techniques.68 
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5. 6,7-Fused 1-Aza-11-oxobicycloalkane Amino Acids 

Encompassing Oxygen with Appended Aromatic Units 

H 2N 
0 	C 02H 

Intramolecular electrophilic addition of an acyliminium ion to an 

aromatic ring has been used to synthesize 6,7-fused 1-azaoxobicydoalkane 

amino acid encompassing oxygen. In this approach, N-phthalimido-L-

phenylalaninyl-L-serine methyl ester was treated with any' 

trichloroacetimidate to furnish the allyl ether 175.72  Ozonolysis of 175 

followed by acid-catalyzed cyclization afforded the morpholinoenamine 

derivative 176 (Scheme 24). Oxazatricycloalkane amino ester 177 was then 

synthesized via an acid catalyzed intramolecular acyliminium ion 

cydization on 176 using conditions similar to those employed for the 

synthesis of azatricycloalkane amino acid 80 (Scheme 12). The methyl 

ester was solvolyzed during this procedure, and esterification of the 

tricydic acid with diphenyldiazomethane led to the isolation of ester 177 

in 55% yield after chromatography.n 

Scheme 24 
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2. 5 DIAZABICYCLOALKANE AMINO ACIDS 

1 	Substituted 5,5- and 5,6-Fused 1,5-Diazaoxobicycicoalkene 

Amino Acids (Fused Pyrazolidinones and Pyridazinones) 

The majority of the known diazabicycloalkane amino acid motifs 

incorporate generally the two ring nitrogens at the ring-junction sites, a 

feature which simplifies their synthesis. In the mid 1980s several research 

groups became interested in the possibility of utilizing 5,5-fused 

pyrazolidinones as constrained aza-y-lactam mimics of the carbapenem 

dass of antibacterial drugs. Severa1 compounds of this type bearing 

electron-withdrawing appendages at C-3 have shown promising 

antibacterial properties.73  Although their use as constrained dipeptide 

mimetics is limited by their instability towards basic hydrolysis of the 

amide, 74  their preparation and structural features are amenable towards 

their use as scaffolds for other purposes. 

The first 5,5-fused pyrazolidinones synthesized harbored a carbonyl 

group at C-3 and a gem dimethyl group at C-4.75  Their synthesis utilized a 

1,3-dipolar cydoaddition reaction as the key ring forming step (Scheme 

25). 
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Table 4. 
n R W R1  Isolated products % Yield Ref 
1 Me C 02ally1 allyl 181 m 182 67 76 
1 H C 02Me Me 181 3.. 182 88 77 
1 H H allyl 182 23 77 
1 H COMe allyl 2:3;181:182 26 77 
1 H C 02ally1 allyI 181 3E 182 49 75 
1 H C H2OTHP any' 182 10 77 
1 H Ph allyl 182 10 77 
1 H C 02Me allyl 1:1;181:182 38 77 
2 H C 02ally1 allyl 181 m 182 17 83 

The starting pyrazolidinone template 178 (n 	1) was readily 

prepared in 2 steps from N-(Boc)serine methyl ester in 60% yield. 

Treatment of 178 with 2,2-dimethoxypropane and a catalytic amount of 

add in boiling methanol afforded ylide 179 in quantitative yield after 

recrystallization. 	Prolonged exposure of 179 to diallyl acetylene 

dicarboxylate in CH2C12 at ambient temperature gave the racemic bicyclic 

system 181 (R = Me, W = CO2allyl, RI- = allyl) in 67%. Similarly, the 

addition of aqueous formaldehyde to 178 provided azomethine imine 

ylide 180, which could not be isolated and was directly heated with 

acetylene dicarboxylates in 1,2-dichloroethane to furnish 5,5-fused 
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pyrazolidinones 181 (R = H, Table 4).76  Because of the instability of the 

amide towards base, the exocyclic amine was typically protected as a Boc 

derivative and the carboxylates were introduced as either their tert-butyl 

or allyl esters. When unsymmetrical dipolarophiles were employed,77  

regioisomeric mixtures of bicyclic products were u.sually obtained, the 

desired regioisomer often being the rninor product (Table 4). This 

problem could be overcome by the use of phenyl vinyl sulfones as the 

acetylenic equivalent in the 1,3-dipolar cycloaddition step (Scheme 26).78  

For example, (E)-substituted phenyl vinyl sulfones 183 reacted with 180 in 

refluxing 1,2-dichloroethane to give predominantly the desired bicydic 

compound 185 (>95:5). On the other hand, (Z)-substituted phenyl vinyl 

sulfones gave the undesired regioisomer 184. Base-promoted elimination 

of the sulfonyl moiety in 187 using N-methylmorpholine or DBU at 0 °C 

afforded the unsaturated product 181in moderate yields (21-61%, Table 5). 

In practice, ylide formation, 1,3-dipolar cycloaddition, and alkene 

formation were typically performed without purification of the 

intermediates. Enantiomerically pure 5,5-fused pyrazolidinones78  have 

been prepared starting with enantiopure forms of the pyrazolidinone 

template 178.79  N-Methylmorpholine was used for the elimination of the 

sulfonyl group in these cases because DBU caused racemization. 
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Scheme 26 

Table 5. 

i
NMM or DBU 

R % Yield of 181 a Ref 
1 C 02Me allyl 47 83 
1 CO2Me allyl 61 83 BocHN —W 
1 COMe t-Bu 32 83 
1 COCO2Et allyl 38 83 02R 

181 
1 CN t-Bu 44 83 
1 H allyl 49 83 
2 COMe allyl 21 78 
a overall yield from 180 

A related 1,3-dipolar cycloaddition reaction has been used to 

regioselectively obtain the 2-thia-analogs80  186 and 187 (Scheme 27). 

Treatment of 180 with a catalytic amount of NMM followed by the 

dropwise addition of a thioaldehyde precursor, 188 or 189, and heating at 

reflux in 1,2-dichloroethane furnished in 65% yield a 3:1 mixture of 

diastereoisomers 186 and 187 which could be separated. 
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An intramolecular Horner-Wadsworth-Emmons reaction81  has 

been used in a "one-pot" preparation of C-3-substituted 5,5-fused 

pyrazolidinones (Scheme 28).82  Treatment of a-substituted phosphonate 

esters 190 with acetic anhydride and tetramethyl diaminomethane gave 

vinyl phosphonates 191 that were immediately reacted with the 
pyrazolidinone 178 to afford selectively the Michael adduct 192. 

Subsequent addition of an oxalyl chloride mono-ester and Hünig's base 

gave the acylated intermediate 193 which cyclized to 181 (Scheme 28, Table 
6). 

The above mentioned strategies in Schemes 25-28 have been 

successfully employed for the preparation of the corresponding 5,6-analogs 

(see Tables 4-6).83  

Scheme 28 
M e2N\./  N Me2 

(R10)2(0)PW 	 (R10)2(0)P W 
Ac20 

190 	 191 

0 
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Table 6. 

89 

n W R 2  % Yield of 181 Ref 
1 C 02ally1 t-Bu 58 85 
1 CN allyl 25 82 
1 C 02Et allyl 20 86 
1 C 02Ph allyl 63 86 
1 COEt any' 6 86 
1 CN allyl 28 86 
1 S 02M e allyl 35 86 
2 CN allyl 11 83 

A noteworthy means to modify C-3 involves a selective Curtius 

rearrangement84  of the C-3 carboxylate (Scheme 29).85  

Scheme 29 
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2. Substituted 5,6-Fused 1,6-Diaza-9-oxobicycloalkene Amino Acids 

(5,6-Fused Pyrazolidinones) 

R 
H2N 

N 2 3  
1 

1 

0 	C 02H 

Synthesized initially as core analogues of the cephalosporin class of 

antibacterial agents, the 5,6-fused 1,6-diaza-9-oxobicydoalkene amino acid 

derivatives were found to be less active than their corresponding 5,5-fused 

systems (section V.1). Their syntheses proceed generally via a selective 

chain extension from the amine group of pyrazolidinone 178 followed by 

a ring annulation utilizing an acetylene equivalent (Scheme 30). 86  

Scheme 30 
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For example, alkylation of 178 with methyl bromoacetate afforded 

199 in 36% yield, whic_h was subsequently converted into the primary 

iodide 200. Treatment with NaH in DMF followed by the addition of a 
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phenyl vinyl sulkodde led to a regioselective Michael addition resulting 

in stabilized anion intermediate 201, which upon intramolecular 

displacement of the ioclide furnished a diastereomeric mixture of bicydic 

products 202. Base-induced elimination of phenylsufinic acid afforded the 

desired bicycloalkene amino ester 203 in 36% overall yield from 200. 

3. 6,6-, 6,7- and 6,8-Fused -1,6-Diazaoxobicycloalkane Amino Acids 

(6,6-, 6,7- and 6,8-Pyridazine Based Structures) 

Designed and synthesized to act as conformationally restrained 

analogues of the angiotensin converting enzyme inhibitors Captopril and 

Enalapri1,87  these diazabicyclo[X.Y.O]alkane amino acids possess a 

hexahydropyridazine fused either to an appropriately functionalized 

tetrahydropyridazinedione, 	hexahydro [1,2] di azepinedione 	or 

octahydro[1,2]diazocanedione. These systems are prepared in the same 

general mariner, via the condensation of an a-aminodicarboxylate and a 

protected hexahydropyridazine-3-carboxylate (piperazic acid, Scheme 31). 
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Scheme 31 
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PhtN 	 I 
+ 	H N..,,. 	

PtitN 
n 

N 
1 

3) KHCO3  r 

	

0 	C 02t-Bu 	 0 C 02t-Bu 

	

204 	205 	 206 

B H3  

 

 

Pht 
0 CO2t-Bu 

207 

  

  

0 	C 02t-Bu 
206 

N-Acylation of N'-(Cbz)piperazate 205 with co-benzyl aspartic, 

glutamic or a-arninoadipic a-acid chlorides 204 furnished amides 206. 

Deprotection of the benzyl and Cbz groups via hydrogenolysis, generation 

of the corresponding acid chloride and treatment with aqueous KHCO3 

afforded bicydic compounds 207 with yields above 70%. 	The 

corresponding mono-oxo systems 208 were obtained in excellent yields 

(>90%) by selective reduction of the less hindered lactam using borane in 

THF.87  The use of enantiopure starting materials has led to the efficient 

preparation of numerous chiral, non-racemic 6,6-, 6,7- and 6,8-pyridazino 

based bicydic systems of this type in multigram quantities. 



C 02M e 

O 

209 :H = H, En 
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CbzHN
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2. 6 	MISCEL1ANEOUS EXA1VIPLES 

Mimetics of other peptide structures have been based on related 

azacycloalkane amino acid motifs (Figure 6). For example, indolizidinone 

amino acid 209,88-90  5,7-fused diazabicydoalkane amino acid 210,91  and 5,7-

fused triazabicycloalkane amino acid 211,92  all have been synthesized to 

serve as mimetics of X-Pro cis-amide rotarners and type IV p-turns. 

Tricyclic-diprolyl structure 212 has been used as a template for a-helix 

induction.93  In addition, several 5,7-fused azabicycloalkane amino acid 

analogs 213 have been synthesized that encompass two heteroatoms in the 

ring system.94  Finally, some representative structures of other 5,6-fused 

bicyclo motifs 214-218,95-97  that do not encompass the Ala-Pro type 

dipeptide mimic simulated by the corresponding indolizidinone prototype 

(Section II.1), have been included in this Report as examples of interesting 

bicyclic amino acid scaffolds (Figure 6). 

Figure 6 
0 

R H N 

212 	 213 : X, Y = S, 0 



BocHN C 02M e 

N H3÷  

216 215 
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NHBoc 
- 

R 
•... 	02M e 

0 
214 

FmocHN 

O 
	

O 
217 	 218 

2. 7 PERSPECTIVES 

Our lcnowledge of the relationship between structure, function and 

conformation of natural peptides and proteins is steadily growing and has 

shown that among these molecules, enzymes and protein receptors play 

primordial roles in physiological events that bear directly on life processes. 

Understanding of the interactions of peptide structures at the molecular 

level is now essential for taclding any therapeutically relevant area of drug 

design. In this regard, the vast majority of peptide-based interactions with 

peptidic substrates are ultimately translated into non-peptidic counterparts 

often called peptidomimetics. In this Report, we have addressed the 
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synthesis of bicydic amino acid motifs that may be used as scaffolds upon 

which pharmacologically relevant groups can be appended. Alternatively, 

the motifs can be utilized as conformationally constrained entities that 

mimic parts of natural peptidic substrates. These templates in which the 

peptide backbone geometry and side-chain functionality are restrained in 

bicycloalkane ring systems have already fo-und important use as 

antibacterials and as constituents of metalloprotease inhibitors. Their 

incorporation into larger structures has given fundamental insight of the 

mechanism of action of relevant biologically active peptides and proteins. 

Future developements in this area of peptide mimicry should lead to both 

greater understanding of protein biochemistry as well as novel drug 

candidates for a variety of pathological and therapeutic indications. 

The medicinal chemist's role is more crucial than ever, especially in 

the advent of combinatorial methods for drug discovery and lead 

optimization. Biologically active molecules of a peptidic nature will 

ultimately require "redesigning" into structural types that are 

metabolically stable while maintaining their biological activities. The 

initial objectives in drug design reside in achieving better binding to 

spedfic receptors, and more potent inhibition of target enzymes. While 

the structures covered in this review may be distant from such noble goals 

at first glance, it is our hope that they can be cleverly and beneficially used 

to design new medicinal agents.f 
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2 . 8 	ABBREVIATIONS 

Ac 	 Acetyl 

ACE 	Angiotensin-Converting-Enyzme 

AD TN 	2-Amino-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydronapthalene 

Boc 	 tertiary-Butyloxycarbonyl 

Bn 	Benzyl 

Bz 	 Benzoyl 

Cbz 	Benzyloxycarbonyl 

CoA 	Co-enzyme A 

COSY 	Correlated Spectroscopy 

DBU 	Diazabicydo[5.4.0]undecene 

DCM 	Di chloromethane 

DIPEA 	N-N-Diisopropylethylamine 

DMB 	Dimethoxybenzyl 

EPPA 	D-2-(4-Ethy1-2,3-dioxopiperazin-1-ylcarbonylamino)-2- 

phenylacetic acid 

Fmoc 	9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 

HMBC 	Heteronuclear Multiple Bond Correlation 

NEP 	Neutral endopeptidase 

NK-2 	Neurokinin-2 receptor 

NMM 	N-Methylmorpholine 

nOe 	Nuclear Overhauser Effect 

OTMS furan 	2-(Trimethylsilyloxy)furan 

Pht 	Phthalimi do 

PNB 	p-Nitrobenzyl 
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PNZ 	p-Nitrobenzyloxycarbonyl 

ROESY 	Rotational-frame Overhauser Enhancement Spectroscopy 

TBDMS 	tertiary-Butyldimethylsilyl 

TBDPS 	tertiary-Butyldiphenylsilyl 

TMSE 	Trimethylsilylethyl 

2. 9 TABULAR SUMMARY OF AZABICYCLOALICANE AMINO ACIDS AND 

DERIVATIVES 

The following tabular summary has been ordered in the same 

general manner as the preceding text, i.e. the compounds are categorized 

as carbo-, thio-, oxa- and diaza-bicydoalkane amino acids in that order, and 

generally arranged from the smallest bicyclic system to the largest, in that 

particular series. 
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Type Compounds Conunents References 

4, 	cl 5-fuse 

H 
X-ray of the PhOCH2C0- derivative 
Designed as a g-lactam analog. 
No significant antibacterial activity 
against Gram-positive and Gram-
negative organisms nor p-lactamase 
1 (from Bacillus cereus). 

37 H 2N N 	., 
02t-Bu 

0 

4,5-fused 

H 

Pti3C H N 

02P NB 
0 

Designed as a f3-lactam analog. 
Antibacterial activity against both 
Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. 

30b 
39 

5,5-fused 

H 

H 2N N 	.. 
.b  0 	02M e 

X-ray of the C-3 alcohol derivative. 
Designed as a g-lactam analog. 
No 	significant 	antibacterial 	nor 
g-lactamase inhibitory activity. 

3 1 
32 

5,5-fused 

H 

H 24  " ' N 
-r. 

O 	b 02M e 

Designed as a g-lactam analog. 
No significant antibacterial nor 
p-lactamase inhibitory activity. 

31 
32 

5,5-fused 

H - 

R1H N 
N i 	S N H R2 

0 	C 02PNB 

R i  = PNZ, R2  = Ac 
R i  = Boc, R2  = PNZ 
Designed as g-lactam analogs. 
Antibacterial activity against both 
Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. 

36 

5,54used 

H 

BocH N / 	S 	
NHPNZ 

0 	C 02P NB 

Designed as a g-lactam analog. 
Antibacterial activity against 
both 	Gram-positive 	and 
Gram-negative bacteria. 

36 

5,5-fused 

H 

EPPAH N 	 s  .---...,„,,N H2 
02 

0 	C 02P NB 

Designed as a g-lactam analog. 
Antibacterial activity against both 
Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. 

36 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 

H 

BocHN 	N  / 	02Me 

0 	02t-Bu 

Designed as a f3-lactam analog. 
No activity against E. Coli 
X161 and X850. 

33 

5,5-fused 

H 

BocHNiii 	N  / 	02Me 

0 	02t-Bu 

Designed as a P-lactam analog. 
No activity against E. Coli X161 
and X850. 

33 

5,5-fused 

H 

BocHN 
N / 	N 

0 	C 02t-Bu 

Designed as a p-lactam analog. 
No activity against E. Coli X161 
and X850. 

33  

5,5-fused 

H 

BocHN / 

0 	02t-Bu 

W = CO2Me, CN, SEt, 
SOEt, SO2Et 

W = SEt (c113 2:3) 
Designed as fi-lactam analogs. 

34 

30 
34 

5,6-fusecl 

H 

N Fi lHN 
0 	C 02Me 

R1 = Boc, X-ray analysis, 
nOe experiments 

R1 = Cbz 
Designed as a type II p-turn mimetic. 
Introduced into a Gramicidin S analog 
exhibiting antibacterial activity. 

10 

9 

10b,e 

5,6-fused 

H 

R iHN 	..: 
0 	ô 02Me 

R1 = Boc, nOe experiments 
R1 = Cbz (racemic) 

10 
9 

5,6-fused 

H 

N 
BocHN 

0 	CO2Me 

Designed as a type II' (3-turn mimetic. 10 

5,6-fused 

H 

N 
HN 

0 	HN 

H 

Selective antagonist for the NK-2 
receptor. 11 
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Type Compounds Comments Referenoes 

5,6-fused 

B r+0 
- 

N N3  
0 	C 02TMSE 

Intermediate in the production of 
a selective antagonist for the 
NK-2 mceptor. 

13 

5,6-fused 
AcHN 

Ph—.,N 

H 

o 	C 02t-Bu 

20 

5,7-fused 

R1H N 

H _ 

N 

C 02R2 0 

R1  = Ac, R2  = t-Bu 
R1  = Ac, R2  = Me, X-ray analysis 
R1  = Pht, R2  = Me, nOe experiments 
R1  = H, R2  = Me 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

20, 16 
20, 16 
19, 28 
18 

5,7-fused 

Me000HN 

H 

O
N 	

OBn 

X-ray analysis. 18 

5,7-fused M 

H = 

N 

C 02t-Bu 0 

20 

AcN H 

5,7-fused 

R1R N 

* 

N 

C 02R 2  0 

R = R1  = Pht, R2  = Et 
R = H, R1  = Ac, R2  = Me 
R= H, R1  = COCF3, R2  = Me, X-ray 
analysis. Designed for use in 
metalloprotease inhibitors (ACE/NEP). 

28, 
24 25  
24 

5,7-fused 
- 

1:11H e 

* 

N 

0 	C 02M e 

R I  = COCF3, 
R1  = H, X-ray analysis 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

24 



Chapitre 2 	 101 

Type Compounds Comments References 

5,8-fused 

H 

C °2Me  

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 18 

AcHN 

5,8-fused 

H 

Bn 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 18 

AcHN
It . 

 

5,6-fused 
H 

H 	lie 

R 1HN 
N 

0 	C 02R2 

R I  = Cbz, R2  = Me
I = Boc, R2  = Me R 

R I  = Cbz, R2  = Bn, nOe experiments 
Designed as a type 11 I3-tum mimetic. 
Introduced into GS analog. 

/7 

5,6-fused 

0 

R 1H N 	• R I  

H H N Ille 

N 

C 02R 2  

R I  = Cbz, R2  = Me 
R I  = Boc, R2  = Me 

= Cbz, R2  = Bn, nOe experiments 
Designed as a type H' f3-turn mimetic. 
Introduced into GS analog. 

27 

6,7-fused 

H z. 

N 
PhtN 0 	C 02M e 

X-ray analysis 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

19 

6,7-fused 
. 

N 
R 1R 0 	C 02M e 

R = RI  = Pht 
R = RI  = H, X-ray analysis 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

28, 25 

6,7-fused 
* Designed 

N 
Pht 0 	C 02M e 

for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 28, 25  



Chapitre 2 
	

102 

Type • Compatmds Comments Refeoences 

6,7-fused 

H4 

N 
Ph 0 	C 02M e 

X-ray analysis 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

26 

6,7-fused 
* F_I 

N 

PhtN 0 	C 02B n 

X-ray analysis 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

23 

6,7-fuseci 

lie NH 
lj 

N 
PhtN 0 C 02M e 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

28 

6,7-fused 

/ S 

N 
Ph 

0 	002M e 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

28 

6,7-fused 
N 

PhtN 	0 	C 02M e 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

28 
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Type Compounds Comments References 

5,6-fuseci 

co2R 2 

I R 	0 
R 1Ne  

. 	N 

R = H, R1  = Boc R2  = Me, 
X-ray analysis. 
R = Boc, R1  = NHBoc, R2  = t-Bu 
1:9 mixture of diastereoisomers at C-3 
R = H, R1  = Fmoc, R2  = H 
Designed as a type VI p-turn mimetic. 

88 
88, 90 
88.90 

5,6-fused 

co„R 2 
. ' - 

N R 1 N I 
R 	0 

R = Boc, R1  = NHBoc, R2  = t-Bu 
9:1 mixture of diastereoisomers at C-3 
R1  = Fmoc, R = R2  = H 
ROESY experiments 
Designed as a type VI 13-turn mimetic. 

88.90 

5,6-fused 

Q 0 2H 

N FmocHn 
FI-K 

Designed as a type VI p-turn mimetic. 90 

R = TBDMS, Me 17 5,6-fuse(' 

 Ph—•.,,  

H 2N 
---- OR 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 

H 

PhCONH N 

0 	C 02H 

Designed as a f3-lactam analog. 
No significant antibiotic nor 
(3-1actamase inhibitory activity. 

-40 

5,5-fused 

H = 

BocHN 
.... 

0 	tO  N H2 

9(R): l(S) mixture of diastereoisomers 
nOe and NOESY experiments 
Designed as a type-II 13-turn mimetic. 
In 	a 	derivative, 	it 	increased 	the 
binding of receptor agonist ADTN to 
the dopamine receptor. 

43 

5,5-fused 

H 

CbzHN 
N 

0 	C 02M e 

nOe experiments 
Designed as a p-lactam analog. 

44 
49 
50 

5,5-fused 

H 

CbzHI HN 
N-...... 

0 	C 02M e 

nOe experiments 
Designed as a (3-lactam analog. 44 

5,5-fusecl 

H 
R1 = Cbz, R2  = Me, nOe experiments 
R1  = Boc, R2  = H 
Designed as a p-lactam analog. 
No biological activity against 
S. aureus. 

44 
49 

R1  1-1 
-; 

0 	6 02R 

5,5-fused 

H 

CbzHN 
N 	.. 

0 	-t 02Me 

nOe experiments 
Designed as a 13-lactam analog. 44- 

5,5-fused 

H 

CbzHN... 	N 

S 
0 	C 02Me 

nOe experiments 
Designed as a p-lactam analog. 44 

5.5-fused 

H 

CbzHN 

0 	
1 
CO2Me 

nOe experiments 
Designed as a P-lactam analog. 49 



Chapitre 2 
	 105 

Type Compounds Comments References 

5,5-fusecl CbzHN 

1-1 _ 

N
.)-000Ph 
, 

0 	b 02Me 

Designed as a 13-lactam analog. 44 
50 

5,5-fused Cbz H N 

H 

N
i.g000Ph 

0 	C 02M e 

3(S): 1 (R) mixture of diastereoisomers 
at C-3. 
Designed as a 13-lactam analog. 

44 
50 

5,5-fused Cbz HN 

H 1 (R): 3 (S) mixture of diastereoisomers 
at C-3. 
Designed as a f3-lactam analog. 

44 
50 

—000Ph 
N

...... 

0 	C 02Me 

• 

5,5-fused R H N 

H 
S Me 

N 	Me 
0 	02M e 

R = COPh and Bn 
Designed as a f3-lactam analog. 
No significant antibiotic nor 
j3-lactamase inhibitory activity. 

40 

5,5-fuse-cl CbzHN 

H 
- S 	Me 

N---)eMe , 
0 	t 02Bn 

Designed as a f3-lactam analog. 63 

5,5-fuseil 

• 

Ph 

BocHn s  

H 
S 

eriments nOe exp 	. 
Designed as a f3-1actam analog. 61 Ni  R 

0 	C 02H 

5,5-fused 
N 

I Boc 

H 
e 	- 

N , 
O 	t 02M e 

nOe experiments. 
Designed as a type II f3-turn mimetic. 
In a derivative, it increased the binding 
of receptor agonist ADTN to the 
dopamine receptor. 

53 
62 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 

ti 

Designed as a type II 	p-turn 
mimetic. 

98 
: 	oe—Ph 

N 	C 02M e 1 Boc 	0 

5,5-fused 

H = 
Cbz H N 

N 

0 	C-O2Me 

1:1 mixture of diastereoisomers at C-5. 
Designed as a p-lactam analog. 
Weak biological activity against S. 
aureus. 

34 

44 
50 

5,5-fused 

H - 
PhCH2C 0 N H 	/ 

0 	CO2PMB 

3 (S): 1 (R) mixture of diastereoisomers 
at C-3. 
NOESY experiments. 
Designed as a p-lactam analog. 
No antibacterial nor P-lactamase 
inhibitory activity. 

44 

5,5-fused 

Fl 
2  S 

BocHN 	
Me 

N------11 
0 	CO2PNB 

3.75(R):1 (S) mixture of 
LoDdieaswsitegaerneoetidvisiasotymaaegr„rsailaanctstamCt bo-7.taah 

 aGI or ag m. _ 

positive and Gram-negative bacteria. 

51 

5,5-fused 

H _ 
- 

BocHN 	/ 	R 

0 	CO2PNB 

R = Me, CH20Ac, CO2Me 
Racemic and optically active. 
Designed as p-lactam analogs. 

30a 
30b 
34 

5,5-fused 

H 

BocHN... 	—R ......? 

0 	CO2PNB 

R = Me, CH20Ac, CO2Me. 
Racemic. 
Designed as P-lactam analogs. 

30a 
30b 
34 

5,5-fused 

H 

BocHN ,.....--SEt 

0 	C 02Me 

1(cis):3 (trans) mixture of 
diastereoisomers. 
Designed as a P-lactam analog. 

52 
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Type Compounds Comments References 

5,6-fused 

H 

R1R N 
0 	CO2R2 

R1  = Boc, R = R2 = H, X-ray analysis 
R,R1  = Pht, R2  = H 
R1  = Fmoc, R = R2  = H 
R1  = Cbz, R = H, R2  = Me 
nOe experiments. 
Designed as a type IP 13-tum mimetic. 
Diverse biological applications. 

41 
55 
445 

5,6-fused 

H 

N 
CbzHN 	: 

0 	t 02Me 
CsA.  
Designed for use in an analog of 47 

5,6-fused 

H 

N CbzHN 	1 
0 	tj 02M e 

47 

5,6-fused 

H : 

N 
CbzHN 

o 	b02Me 

nOe experiments. 
Designed as a type II 13-tunt. 
Used in Tendamistat analogs. 

43 
46 

5,6-fused 

H 
„Me 

CbzHN 	
N.....Me 

0 	C 02H 

55 
56 

5,6-fused 

Me 

Ft 
BocHN 

0 	C 02H 

Designed for use in a 
Dermorphine analog. 

55 
64 

5,7-fused 

H 

Niçrl 
Pht 	0 	C 02M e 

1:1 mixture of diastereoisomers at C-5 
X-ray analysis. 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

18 
60 

42 
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Type Compounds Comments References 

5,7-fused 

H 

PhtN 	C 02M e 0 

1:1 mixture of diastereoisomers at C-5. 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

18 
60 

42 

5,7-fused 

H 

N 

Hel-- 	0 	C 02M 9 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 60 

1  
5,7-fused 

ti S 
AcS 	0 	N 

Fti -A)LN H 	0 	002H 

' Designed for use as a 
metalloprotease inhibitor (ACE). 94 

5,7-fused 

H 

0 
R 	

N.i) 

N H 	0 	C 02R 
S R1 

R = H, alkyl, ArY, CH2OCH2CCMe3, 
Ph2CH 
R1 = H, Ac, PhCO, CH202CCMe3, QI 
R2  = H, alkyl, CH2OCH2CH20Me, ArY 
A = CH2, 0, S 	B = S, 0 
ArY = (substitued) arylalkyl 
QI = COCH2-Morpholine 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

94 

5,6-fused 

H - 
R H N 

N 

0 	C 02H 

Designed as a 13-lactam analog. 
30a 

5,7-fus ed 

H 

N 
PhtN 	0 	C 02M e 

nOe and COSY experiments.  
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

48 

5,7-fused 

H _ 

N 
PhtN 	: 

o 	Ô 02M e 

Designed for use in metalloprotrase 
inhibitors (ACE/NEP). 48 
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Type Compounds Comments References 

6.7-fused ÇNII....1,rD 

H 
S 

PhtN 0 	CO2Me 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). -18 

6,7-fused 

H 
S 

Çlt\-...1,.:.:D 
PhtN 0 	Ô 02M e 

-18 

6,7-fused 
4#* H 

H 02î ..yJ 
Ph IL.-N H 	0 	C 02H 

Designed for use as a metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

72 

5,8,5-fused 

S 	, 1: X-ray of the acid derivative. 
Designed as a template for 
a-helix formation. 

93  AcN 
Frs 	

N 

0 	C 02M e 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 

H ! 
PhOCH2C 0 N H 

N -.: 
o 	b 02Me 

Designed as a p-lactam analog. 
Inactive 	against 	S. 	aureus 
NCTC-6571. 

66 

5,5-fused 

H 

PhOCH200 N H 
N 

0 	-.0 02M e 

Design as a (3-1actam analog. 
Inactive against S. aureus 
NCTC-6571. 

66 

5,6-fused 

H : 

R -1  1-1 N 
0 	C 02R 2  

R I  = Cbz, R2  = Bn, nOe experiments. 
>8:1 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R I  = Boc, R2  = Bn, 
10:1 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R I  = Boc, R2  = Me, nOe experiments. 
R1  = Fmoc, R2  = Bn, 
9: 1 mixture of diastereoisomers at C-6. 
Designed as a (3-tum mimetic. 

67 

67 

69 
68 

5,6-fused 

H 

R1  H N eçr\12 
C 02R2 

R1  = Cbz, R2  = Bn, nOe experiments 
1:>8 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R1  = Boc, R2  = Bn, 
1:10 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R I  = Fmoc, R2  = Bn, 
1:9 mixture of diastereoisomers at C-6. 
Designed as a p-turn mimetic. 

67 

67 

68 

5,6-fused 

H 

R 111 N'' 
0 	C 02Bn 

R I  = Cbz, X-ray analysis, nOe 
experiments. 
>10:1 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R I  = Boc, 
>7:1 mixture of diastereoisomers at C-6. 

67 

5,6-fused 

H r. _ 

1311-IN'' 
0 C 02Bn 

R1  = Cbz, nOe experiments 
1:>10 mixture of diastereoisomers at C-6. 
R1  = Boc, 
1:>7 mixture of diastereoisomers at C-6. 

67 
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Type Compounds Comments References 

5,6-fused 

H 
..- 

Men 	> 
BocH 

0 	C 02Me 

6:4 mixture of diastereoisomers at C-6. 69 

5,7-fused 

LI 

N 
BocH N 

0 	C 02M e 
Designed as a fi-turn mimetic. 70 

5,7-fused r0 1:1  

N 
BocHN -lf 	.:b 02m e  

0 

71 

5,7-fused 

ti A"•.r...- B 
0 

	

R2yiLN 	C 02R 

	

H 	0 
S R1 

R = H, alkyl, ArY, CH2OCH2CCMe3, 
Ph2CH 
R1  = H, Ac, PhCO, CH202CCMe3, QI 
R2 = H, alkyl, CH2OCH2CH20Me, ArY 
A = CH2, 0, S 	B = S, 0 
ArY = (substituted) arylalkyl 
QI = COCH2-Morpholine 

Designed for use as metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

94 

6,7-fusecl 
lie 1;1  

- 	• 
H 02C 

Pii 	0 	C 02H 

Designed for use as a metalloprotease 
inhibitor (ACE/NEP). 

72 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 
BocHN 

0 

1 	/ 	02R 2  

C 02R1 

R I  = allyl, R2  = allyl 
R I  = Me, R2  = ally1 
R1  = allyl, R2  = Me, X-ray analysis. 
Designed as fis-lactam analogs. 
Antibacterial activity against both 
Gram-positive and Gram-negative 
bacteria. 

100 
76 
76 
76, 77 

, 

5,5-fused 
BocHN 

 

0 

N 
fq"--W 

02allyi 

1 
i 

W = COMe, COPh, CONHPh, 
PO3Me2, CF3, CH2OH, H 

W = CO2Me, COMe, COCO2Et, H 
W = COMe, CN for t-Bu ester 
W = COMe, CO2Me, CO2Et, CO2Pr, 

CO2Bn, COEt, CN, SO2Me 
W = CO2Et, CO2CH2Ph, COEt, CN, 

SO2Me 
Designed as fi-lactam analogs. 

100, 101 

77 

78 
78 

73b 

86a 

5,5-fusecl 
BocHN 

0 

N 
el / 

C 02ally1 

W = CO2Me, COMe, X-ray analysis 
W = CN, SO2Me 
W = CN, SO2Me, SO2Et, SO2Ph 
W = CN, SO2Me, SO2Et, SO2n-Pr, 

S02n-Bu, SO2Ph, allyl, COMe, 
CO2Me, SO3Me 

X-ray analyses for W =COMe; CO2t-Bu. 
Designed as f3-1actam analogs. 
Antibacterial activity. 

100,101 
77 
82 

73b 
73c 

5,5-fused 

0 

BocHN— --C   

Me e 

N
i 

	
02ally1 

024/1 

Designed as a P-lactam analog. 

S. aureus. 
In vitro antimicrobial activity against 75 

5,5-fused 
BocHN 

0 

1 

C 02t-B u 
Designed as a 13-lactam analog. 85 
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Type Compounds Comments References 

5,5-fused 
BocHN 	N'ID 

N 

Õ 02R 

R = Me, t-Bu, HC(Ph)2, Et, ally1 
3 (R): 1(S) mixture of diastereoisomers 
at C-2. 
nOe experiments. 
Designed as P-lactam analogs. 

80 

' 

5,5-fused 
N 

BocHN 	1 
N 

0 	C 021:1 

R = Me, t-Bu, HC(Ph)2, Et, allyl. H 
1-(S): 3{R) mixture of diastereoisomers at 
C-2.  
nOe experiments. 
Designed as 13-1actam analogs. 

80 

5,5-fused 	, 

BoS H 
N 

M 	ii . 
N 

0 	C 02M e 

nOe experiments. 71 

5,5-fusecl 

H 
CbzN 

pi....,(e.... N 

0 	C 02Bn 

X-ray of the acid derivative. 
Designed as a 13-1actam analog. 102 

5,6-fused 

H 
H N 

Fr° 	N 
0 	C 02M e 

R = Me. CH2Ph 
NOESY and HMBC experiments. 103 

5,6-fused 

H 
H N 

N 
Me 

0 	C 02M e 

103 

5,6-fused 
N 

BooHN 	fl---\sV 

0 	02ally1 

W = CO2allyl, CN, COMe  
Designed as 13-lactam analogs. 
Antibacterial activity. 

80 
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Type Compounds Conunents References 

5,7-fused çiVi  

PhtN 	C 02t-Bu 0 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

104 
28 

5,7-fused 

0 

N 
1 N 

PhtN 	0 	C 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

104 
28 

5,6-fused 
N BocHN 	1 N...e....W 

0 	C 02t-Bu 

W = CO2Me, X-ray analysis. 
W = COMe 
Designed as 13-lactam analogs. 

100 

86a 
73b 
86b 

, 
: 

6,6-fused 
N 
1 N Pt-ttN 

0 	C 02H 
Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE,/NEP). 

60 
87a 

6,6-fused 

0 
...-^..., 

PhtN 	N y) 

0 	C 02H 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

87a 
87c 

6,6-fused 

0 

N 
iV PhtNe 	y' 

0 	C 02H 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

87a 
87c 

6,7-fused IVI 

Phtig
i\  

0 	C 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

104, 28 
60 
87a 
87b 
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Type Compounds Comments References 

6,7-fused 
N i 
N y. 

Phtn C 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87a 

6,7-fused 
N i 
N 

Phtle 	
. 
C.'  02t-B u 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87a 

6,7-fused 
N i 
N 

PhtN 	o 	ê 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87a 

6,7-fused 

0 

i 

PhtN C 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE/NEP). 

104, 28 
60 
87a, 87b 

6,7-fused 

0 

I 

Phtte 0 	C 02t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87b 

6,7-fused 

0 

N i 
N •....../ 

PhtNí  d o2t-Bu 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87a 

6,8-fused Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 87a 

N 1 

Y 
PhtN 	o 	C 02t-Bu 
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Type Compounds Comments References 

6,8-fusect 

0 

Designed for use in metalloprotease 
inhibitors (ACE). 

87a  
N'.....N,  

Ç:(& 
PhtN 	0 C 02t-Bu 

5,6-fused 

0 
_ 
- 	N1-1 

FmocHN 	
02H N 	C 02H 

0 

Used to stabilize loop conformations 
cyclic peptides having NPNA and 

RGD motifs. 
96a 

5,6-fused 

- 

tBuO2C 	0 
S 

N H 
PhtN 	 C 02a11 N 	 y1 

0 

Used in cyclic peptides having 
NA motifs. 

96b 

5,7-fused 

0 
11 02C 

N H 
\ 

N 	r rN H2 

1:1 mixture of diastereoisomers at C-7. 
Designed for use as Xaa-Pro amide 
cis-rotamer and type VI I3-turn mimetics. 

91 

5,7-fused 

0 

= 	N H 
\ — 

N 	z- 
r\NI-1,2 0 

1:1 mixture of diastereoisomers at C-7. 
Designed for use as Xaa-Pro amide 
cis-rotamer and type VI I3-turn mimetics. 

91 

5,7-fused 

0 
NH 

FmocHN 
N 

'a 

5 (R): 1 (S) mixture of diastereoisomers 
at C-2. 
nOe experiments. 

105 

0 

5,7-fused 

Ph 

NH 
FmocHN 

N 

0 : • Ph 

at C-2, 
1(S):5 (R) mixture of diastereoisomers 

nOe experiments. 
105 

5,7-fusext 

0 
H N 

jis,  4......‘H 
• H N 

R>"» 0 

R = H, X-ray analysis.  
R = Me, X-ray analysis for the R 
derivative. 
Designed for use as Xaa-Pro amide 
cis-rotamer and type VI p-turn mimetics. 

92 
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CHAPITRE 3 

Stratégie de synthèse et résultats préliminaires en vue d'obtenir 
le système acide aminé indolizidinone, 

l'acide (3S, 6S, 9S)-2-oxo-3-N-(tert-butoxyoxycarbonyl)amino- 

1-azabicyclo14.3.01nonane-9-carboxylique 1. 

BocHN 
0 
	

C 02H 

1 

3 . 1 Stratégie générale. 

La stratégie envisagée est une approche générale dans le but 

d'obtenir des systèmes acides aminés azabicyclo[X.Y.O]alcanes. 

La stratégie idéale devrait prendre en considération les points suivants: 

- contrôle de la stéréochimie de tous les centres stéréogènes, en 

particulier celui en tête de pont, qui donnerait accès aux deux 

stéréoisomères concaves et convexes; 

- contrôle de la taille des cycles pour obtenir une gamme de 

systèmes acides aminés azabicyclo[X.Y.O]alcanes; 



Acides aminés 
azabicydof X.Y.O]alcanes 

X 
C 02R2  

N H P2  

M+ 

0R3  
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- possibilité d'inclure des substituants à diverses positions du 

peptidomimétique. 

Cette stratégie que nous avons développée tient compte de tous ces 

points et elle est présentée sur le schéma 1. 

Schéma 1. Stratégie générale pour la synthèse d'acides aminés 

azabicydo[X.Y.0]alcanes. 

"électrophilique" "nucléophilique" 
Acides cc-aminés dicarboxylates 

N HP2  

R 20 2C 

CO2R1  

Azacycloalcanes 

Amination 
réductrice 

Condensation 
de Claisen 

 	R 20 2C 
Décarboxylation 

E = CO2Me: p-céto esters 
E = H: cétones 

Formation 
du lactame 

A partir de dérivés a-aminés dicarboxylates de deux types, 

l'acylation régiosélective d'un synthon électrophile avec un énolate en 

position terminale (synthon nucléophile) devrait donner un 13-céto ester. 

Une décarboxylation de celui-ci donnerait efficacement des dérivés am-

diamino dicarboxylates fonctionnalisés. Les azacydoalcanes substitués 

pourraient être obtenus par une amination réductrice intramoléculaire de 

ces cétones. Une cyclisation intramoléculaire au lactame devrait conduire 
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de façon stéréosélective aux systèmes désirés, les acides aminés 1-

azabicydo[X.Y.O]alcanes. L'utilisation d'acides aminés dicarboxylates de 

départ de différente longueur, tels que les dérivés glutamates (n = m = 1), 

aspartes (n = m = 0) ou à chaînes plus longues (n ._. 2, m 2), permettrait 

d'obtenir des systèmes bicydiques contenant une grande variété de taille 

des cycles. Cette stratégie permet le contrôle entre les hydrogènes amides 

clefs en liaison hydrogène avec des résidus carbonylés. Comme les chaînes 

latérales peptidiques d'un repliement jouent un rôle dans la 

reconnaissance, notre stratégie pourvoie en l'incorporation 

stéréocontrôlée de chaînes latérales à différentes positions des cycles. 

Ainsi, les substituants pourraient être introduits sur les cycles soit par la 

conservation du carboxylate du p-céto ester, soit par alcoylation au niveau 

de la cétone. La stéréochimie des chaînes latérales, du squelette ou du 

centre en tête de pont C6 peut être contrôlée par l'utilisation d'acides 

aminés énantiomériquement purs de configuration L ou D afin d'obtenir 

une gamme de composés. 

A partir de l'acide glutamique comme synthon chiral, nous avons 

donc développé une synthèse énantiosélective efficace de l'acide aminé 

indolizidinone 1 (noté AA1; m = n = 1, RI- = H, R2  = Boc, schéma 1). Cette 

stratégie nous donne accès également à tous les stéréoisomères possibles 

de cette molécule. 

C 02H 
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3 . 2 Réactions régiosélectives des énolates des dérivés de l'acide 

glutamique: précédents. 

Des études précédentes ont montré que les déprotonations 

régiosélectives de dérivés de l'acide glutamique sont possibles. Ces 

réactions sur des énolates en position y du glutamate avec des 

électrophiles dépendent de la nature du groupe protecteur sur l'amine, du 

contre ion de l'énolate et de l'électrophile. 

L'énolate de lithium en position y du N-trityl L-glutamate de 

dibenzyle peut réagir avec le chloroformate de benzyle.1  Cependant cet 

énolate n'est pas très réactif avec d'autres électrophiles, tels que des 

halogénures d'alcoyles ou des dérivés carbonylés.2a L'utilisation d'un 

groupe protecteur de l'acide en y moins encombré a permis des réactions 

avec des aldéhydes avec des rendements de 10 à 95% (équation 1).2  

0 H 
C 02M e 

02t-Bu 

NHCPh3  

2 

1) LICA 
2) RCHO 

»- 

C 02M e 

C 02t-Bu 	(1) 

NHCPti3  

a 

 

Le changement du groupe protecteur trityle en benzyloxycarbonyle 

(Cbz) permet une diversité des substituants introduits. Il permet 

également d'éviter la racémisation du centre en a, car il rend l'hydrogène 

de l'amine du carbamate plus acide. Ainsi, les énolates de lithium 

réagissent avec des halogénures d'alcoyles et des aldéhydes pour donner 



C 02Me 

.....**Cr. CO2t-Bu 

NHCbz 

C 02Me 

C 02t-Bu 

NHCbz 

C 02M e 

C 02t-Bu 

NHCbz 

OH 
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des glutamates substitués en position y avec des rendements de 50 à 80% 

(schéma 2).3a,b Des différentes bases utilisées, l'utilisation d'un sel de 

Phexaméthyldisilazane permet de bonnes énolisations des esters tout en 

évitant la racémisation du centre stéréogène présent. 

Schéma 2. 	Réactions régiosélectives des énolates de lithium du 

glutamate.3a,b 

0-  Li+  

°Me  CH2=CHCH2Br 
CO2t-Bu 

NCbz-  Li+ 	PhCHO 

I -30°C 

C 02t-Bu 
Cbz 

CO2Me 	2xLiHMDS 
-78°C 

çC 02t-Bu 

NHCbz 

4 

Les énolates de lithium réagissent également avec les oxaziridines 

pour donner des esters hydroxylés en position ? (équation 2).4  

C(D2Me 	 H 	d 02M e 

CyCO2Me 	 02M e 	(2) 
a/ LiHMDS 
b/ 0 

NHCbz PhS021\PCHPh NHCbz 
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Tout comme le groupe protecteur benzyloxycarbonyle, le groupe 

protecteur de l'amine 9-(9-phénylfluorényle) évite une racémisation du 

centre a-aminé (une discussion plus approfondie est présentée dans la 

section 3.5.1). Ainsi, les énolates de potassium sont préférés pour obtenir 

des bons rendements lors de réactions d'alcoylation avec des iodures 

d'alcoylesk (équation 3), tandis qu'ils réagissent également avec le 

chlorure de phénylsélényle5  (équation 4). 

C 02M e 

ÇC 02t-Bu 

NHPhF 

7 

C 02M e 

ç(C 02M e 

NHPhF 

2 

K H MDS 	PhS 	C 02M-e 
PhSeCI 

C 02M e 	(4) 

NHPhF 

12 

KHMDS 
RI 

R 	C 02Me 

•.y,C 02t-Bu 

NHPhF 

(3) 

 

Des acylations régiosélectives de l'énolate de lithium en position y 

du glutamate 7 avec divers chlorures d'acides comme électrophiles ont été 

effectuées avec des bons rendements (équation 5).6  Par contre, en utilisant 

l'énolate de potassium, aucun p-céto ester n'a été isolé.6a 

C 02M e 	Li H MDS 
RCOCI  ÇC 02t-Bu 

NHPhF 

 

C 02M e 

C 02t-Bu 	(5) 

NHPhF 

  

7 	 11 



0 

t- Bu 
yC 02t-Bu 

NHPhF 

t-Bu N)— C 021--Bu (85%) 
(cis : trans >99:1) 	H 

H2, Pd/C 
(7) 
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3 . 3 Amination réductrice: précédents. 

Des études précédentes ont montré que l'amination réductrice de 

dérivés substitués dérivant du glutamate, comme les composés 12 et 14, a 

permis les synthèses de prolines substituées (équation 67  et 76). 

13')L  

yCONI-12 

NHCbz 

H2, Pdcat  
a.Ç3— CO N H2  (6) 

H 
(R = Me, 89%) 

(cis : trans 95:1) 

14 

L'hydrogénation, en présence d'un catalyseur au palladium, procède 

par la déprotection du groupe 9-(9-phénylfluorényle) et la formation 

intramoléculaire d'une imine (schéma 3). La protonation puis l'addition 

d'hydrogène sur la face la moins encombrée de l'ion iminium conduit 

ensuite à la formation de prolines substituées en position 5 avec une 

grande sélectivité. 
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Schéma 3. Mécanisme de l'amination réductrice. 
0 

H2 yC 02R 1  H 0 
R2 	C 02R 1  

NHP 

H+ 

H2 
C 02R 1  CO2P1  

1-1 
iminium 

3 . 4 Stratégie considérée. 

La stratégie considérée est présentée sur le schéma 4. Elle repose sur 

une réaction dée qui est la condensation de deux dérivés de l'adde 

glutamique 7 et 16 pour conduire au 13-céto ester 17, qui possède le 

squelette et les fonctions nécessaires à la synthèse de la cible désirée. 

D'après les précédents décrits, elle prend en compte: 

- le choix du groupe 9-(9-phénylfluorényle) comme protection de 

l'amine du synthon nucléophile, évitant donc la racémisation du 

centre stéréogène en a; 

- un ester méthylique de l'acide y du synthon nucléophile, du fait de 

sa facilité d'hydrolyse lors de la décarboxylation; 

- un ester tert-butylique de l'acide a du synthon nucléophile, pour 

induire une diastéréosélectivité lors de l'amination réductrice; 



Amination 
réductrice 

NH P2  
Formation 
du lactame R 202C  

H #1\I 
CO2t-Bu 

D b-Alkylproline 
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- une liberté dans le choix du synthon électrophile, pour nous 

donner un éventail de possibilités pour la condensation des deux 

synthons. 

Schéma 4. Stratégie considérée. 
0 

02R2  
X 

N HP2  C 02M e 

	

Cy„
0 M e 	1.Q LiHMDS 

C 02t-Bu .... ''. °1>> 	C 0 21"-B il 	>  R 202C 

NHPhF 	 NHPhF 

7 

0-Li+  

C 02t-Bu 

K1HP2  NHPhF 

17 E = CO2Me: e-céto ester 
E = H: cétone 

H 

P2H N ÇQ 
0 	C 021-1  

Acide Aminé Indolizidinone 



(8) 
H Br 

PhBr 
n-BuLi 
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3 . 5 Préparation des acides a-aminés dicarboxyliques "nucléophiles". 

3 . 5 . 1 	Protection de l'amine. 

Le choix du groupe protecteur de l'amine s'est porté sur le groupe 9-

(9-phénylfluorényle) (PhF), qui a été développé par Rapoport.8  Son 

précurseur 22 est obtenu en deux étapes à partir de la fluorénone avec un 

rendement global de 71% (équation 8).8c,d 

2Q 
fluorénone 

Il permet une énolisation régiosélective de l'ester y du glutamate 7 

sans racémisation du centre a-aminé. Même dans le cas d'un hydrogène 

plus acide, c'est-à-dire enclin à racémiser, comme celui présent dans le 

dérivé déhydroglutamate 23, cet hydrogène est protégé et permet des 

réactions avec une compkte rétention de l'intégrité configurationnelle.5  

Me02C 

02Me 

HNPhF 

23 

21 
	

22 
(71%) 

L'encombrement stérique du groupe 9-(9-phénylfluorényle) est 

aussi pressenti pour protéger l'amine d'une acylation. La modélisation 
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moléculaire a indiqué que pour des dérivés acides aminés N - 

phényfluorénylés, l'encombrement du groupe 9-(9-phénylfluorényle) 

force le carbonyle Ci à adopter une conformation dans laquelle l'angle 

dièdre entre l'hydrogène a et le groupe carbonyle est environ 0 ou 180° 

(donc les orbitales n du groupe carbonyle et les orbitales a de l'hydrogène a 

ne sont pas alignées), ce qui pourrait diminuer l'acidité de l'hydrogène en 

a.5  Cette hypothèse a été supportée par des données de rayons X de 

composés ayant le groupe 9-(9-phénylfluorényle) comme protection de 

l'amine.6b,9  Le développement de ce groupe protecteur a permis la 

réalisation de synthèses élégantes et efficaces de dérivés du glutamate 

substitué en position 4. 

La protection d'une amine avec le groupe 9-(9-phénylfluorényle) 

procède d'abord par la protection in situ de l'acide avec le chlorure de 

triméthylsilane (équation 9).8e 

C 02M e 

ÇrC 02H 
NH2  
24 

1) TMSCI, reflux 
2) PhFBr - Ph(NO3)2 
3) Me0H 

Et3N 

C 02M e 

...„..r„C 02H 

NHPhF 	(9) 

2à 
(85%) 

  

En présence d'une base (triéthylamine), de nitrate de plomb, qui sert 

à piéger les ions halogénures, et du bromure de 9-(9-phénylfluorényle), 

l'amine 24 est protégée avec des bons rendements. 
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Le groupe 9-(9-phénylfluorényle) se déprotège par hydrogénation ou 

avec l'utilisation d'acides forts tels que l'acide bromhydrique ou l'acide 

trifluoroacétique.8f 

3 . 5 . 2 	Protection de l' acide carboxylique par un groupe tert-butyle et 

synthèse du N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d ' a-tert-butyle et de y-

méthyle (7). 

Tandis qu'il existe de nombreuses méthodes pour introduire un 

ester ter t-butylique,10  l'isobutylène en présence d'acide sulfurique 

concentré est la méthode la plus utilisée pour la protection des acides 

aminés.11  Par exemple, les dérivés de l'acide glutamique 22  et 43a ont été 

préparés en trois étapes avec cette méthode pour la formation de l'ester 

tert-butylique (équation 10 et 11). 

C 02F1  

CrC 02H 	 

N H2 

acide glutamique 

C 02H 

ÇC 02H 	 

N H2 

acide glutamique 

1) Me0H - HCI 
2) Isobutylène - HA 0412 
3) Ph3CCI - Et3N 

C 02M e 

ÇC 02t-Bu 

-NHCPh3  

C 02M e 

02t-Bu 

NHCbz 

4 

(35%) 

  

1) Me0H - HCI 
2) Cbz-OSu 
3) isobutylène - H2S 0413  
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Cependant, entre nos mains, l'estérification du glutamate 25 en 

utilisant l'isobutylène en présence d'acide sulfurique ou l'acétate de tert-

butyle en présence d'acide perchlorique14  n'a donné aucun diester 7. 

Ces méthodes requièrent soit des acides forts, soit l'isolation des 

dérivés acyles intermédiaires ou soit le chauffage. Des procédures 

d'estérification douces ont donc présenté des intérêts importants en 

synthèse.15  La formation de l'ester tert-butylique 7 a été accomplie en 

utilisant le 0-tert-butyl N,N'-diisopropylisourée16  avec un rendement de 

75% (équation 123c). En utilisant le N,N-diméthylformamide di-tert-butyl 

acétal17  pour l'estérification de 25, des rendements comparables ont été 

obtenus .6  a 

C 02M e 

Cy,C 02H 

NHPhF 

0t-Bu 

`Pr-HN 	N-i-Pr (75%) 
C 02M e 

CrC 02t-Bu 

NHPhF 
7 

(12) ou 
t- Bu 	0 t-Bu 

H 	NM e2  

Nous avons développé une méthode plus efficace avec l'utilisation 

du trichloroacétimidate de tert-butyle (26).18  Le trichloroacétimidate 26 a 

été obtenu avec un rendement de 95% (équation 13). En utilisant 400 mol 

% de 26, nous avons converti 25 au glutamate 7 avec un rendement de 

95% (équation 14, réaction 3). 



--OH 

1) NaH / Et20 
2) CI3C-CN, 0 00 

 

(95%) 

alcool fart-butylique 
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C13CCN H 
	(13) 

2§ 

Ainsi l'acide glutamique est converti au synthon nucléophile 

choisi, le N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-tert-butyle et de y-

méthyle (7) en trois étapes avec un rendement global de 44% (équation 14). 

 

1) HCI - Me0H 
2) TMSCI; PhFBr 
3) 2§, C H2C12/Cyc1ohexane 

  

C 02H 

CT,,C 021-I 

N H2 

acide glutamique 

C 02M e 

02t-Bu 

NHPhF 

(-14) 
(44%) 

L'acide glutamique est en premier converti à l'ester méthylique en 

position y19  avec un rendement de 54% (il est à noter qu'un rendement 

plus élevé (95%) pour la monométhylation est rapporté en utilisant l'acide 

chlorhydrique gazeux dans le méthano120). La protection de l'amine est 

effectuée avec le bromure du 9-(9-phénylfluorényle) (85%) tandis que 

l'estérification en a est réalisée sur une échelle de 16 g avec un rendement 

de 81% en utilisant le trichloroacétimidate 26. 



Chapitre 3 	 151 

3 . 5 . 3 	Préparation des autres synthons nucléophiles, dérivés 

protégés de l'acide L-glutamique. 

Si le synthon nucléophile N -(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate 

d'a-tert-butyle et de y-méthyle (7) doit le premier à être pris en 

considération lors d'une condensation, quatre autres dérivés de l'acide L-

glutamique ont été examinés. 

Le N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de diméthyle (9)5,21  a été 

préparé en deux étapes à partir de l'acide glutamique avec un rendement 

global de 88% (équation 15). 

 

1) S0Cl2  - Me0H 
2) PhFBr, K3PO4, 

Pb(NO3)2 

  

C 02H 

ÇC 02H 

N 112  

acide glutamique 

C 02M e 

CyC 02M e 

NHPhF 

2 

(15) 
(89%) 

Le 	N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y -ter t-butyle «- 
méthyle (29) a été préparé en deux étapes à partir du glutamate de 

diméthyle 9 (équation 16). 

C 02M e 	LiOH 	C 02H 
THF 

QirC 02M e 	Cr,C 02R 

NHPhF 	 NHPhF 

2 	 Zi' R = Me 
à R = H 

e 
C 02t-Bu 

Q(C 02M e 

NHPhF 

29 
(88%) 

(16) 

 



Cyco2H 	 
(99%) 

NHPhF 

25 

CO2M e 	(CH20)n 
APTS, THF 

(17) 
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Une hydrolyse régiosélective de l'ester méthylique en position de 9 

avec 1.2 équivalents d'hydroxyde de lithium dans le tétrahydrofuranne 

conduit à l'acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-méthyle (27) 

avec un rendement de 65% (93%) (tableau 1, entrée 2). L'acide 27 est 

facilement séparé du glutamate de diméthyle 9 de départ par extraction et 

est ensuite converti à l'ester tert-butylique 29 avec le trichloroacétimidate 

de tert-butyle 2618  avec un bon rendement. 

Tableau 1. Hydrolyse du N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de 

diméthyle (9). 

entrée neq.  LiOH 9 

Rendements 

27 	28 

1 1 63 32 
2 1.2 30 65 
3 1.5 30 60 5 
4 2 10 60 20 

Le (4S) 4-(propionate de méthy1-3') 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 5-

oxo oxazolidine (30) a été préparé à partir du glutamate d'a-méthyle 25 

avec un rendement quantitatif en utilisant la paraformaldéhyde aqueuse 

((CH20)n) et une quantité catalytique d'acide p-toluènesulfonique22 

(équation 17). 



C 02H 
0 

PhFN 

non 
isolé 
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Le N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de di-tert-butyle (31) a été 

préparé à partir de l'acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamique (28) 

avec un rendement de 81% en utilisant l'acétimidate 26 (équation 18). 

C 02H 

(1,,C 02H 

NHPhF 

C 02t-Bu 

CyC 02t-Bu 

NHPhF 

(18) 

Le N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de di-tert-butyle (31) a 

également été obtenu lors du traitement de l'oxazolidine 3223  avec 
l'acétimidate 26 (équation 19). 

C 02t-Bu 	(C 02t-Bu 

C 0211  + 	C 02t-Bu 	(19) 

NHPhF 	NHPhF 

(42%) 	(26%) 
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3 . 6 Préparation des acides a-aminés dicarboxyliques "électrophiles". 

Pour le synthon électrophile, plusieurs dérivés de l'acide L-

glutamique ont été pris être pris en considération. Trois fonctions ont été 

retenues pour les dérivés 16 (schéma 4 de la section 3.4) où X peut être 

- un chlorure d'acide; 

- un imidazolide; 

- un anhydride (avec le carboxylate a); 

- un ester. 

3 . 6. 1 	Les chlorures d acides comme synthon éléctrophile. 

Le premier dérivé électrophile considéré est le (4S) 4-(chlorure de 

propanoy1-31 ) 3-N-benzyloxycarbonyl 5-oxo oxazolidine (36)24 (équation 

20). 

CC)2H 	(CH2O) 	CO2H 

	

Cr„C 02 
APTS, benzène 	0 méthode A: S0Cl2 H 	  

Dean-Stark 	Y 	ou 
NHCbz 	(97%) 	CbzN..J méthode B: PC15  

(20) 

L'oxazolidine cristalline 35a est préparée avec un haut rendement 

avec la paraformaldéhyde24a et une quantité catalytique d'acide p - 

toluènesulfonique sous enlèvement azéotropique de l'eau à partir de 

34a.25a Deux méthodes peuvent être employées pour la formation du 

chlorure d'acide: le chlorure de thionyle24d (méthode A) ou le 

pentachlorure de phosphore24b (méthode B). Dans les deux cas, le (4S) 4- 



C;L  

NPht 

41 

(22) 

C 02H 

(irC 02H 

N H2 

acide glutamique 

N—C 02Et 
C 02H 	Ad20 

0 CyC 02H 
110 0C 

(88%) Na2C 03/H20 
(72%) 
	

NPht 
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(chlorure de propanoy1-31 ) 3-N-benzyloxycarbonyl 5-oxo oxazolidine (36) 

est obtenu quantitativement sous forme cristalline. Comme le composé 36 

est instable et très hygroscopique, il a été directement utilisé sans 

purification. 

Afin d'étudier la condensation d'un chlorure d'acide sur le 

glutamate 7, le 4-(chloroformyl) butanoate de méthyle (39) a été choisi 

comme modèle. Le chlorure d'acide 39 a été obtenu en deux étapes à partir 

de l'anhydride glutarique (37) avec un rendement de 90% (équation 21). Le 

glutarate de monométhyle 38, obtenu par ouverture et monoestérification 

de 37 dans le méthanol à reflux,26  a été converti au chlorure d'acide désiré 

39 par réaction avec le chlorure d'oxa1y1e.27  

Me0H 
reflux 	 (COCI)2 

00O 	 M e °2c c°211  (92%) 	 (98%) 2 
(21) 

3 . 6 . 2 	Les anhydrides comme synthon électrophile. 

Utilisé par Nagai28  lors de sa synthèse du thiaazabicycle BTD (voir la 

synthèse présentée dans le chapitre 1 dans la section 1.6.1), l'anhydride 



Chapitre 3 	 156 

N,N-phtalimido L-glutamique (41) est très réactif et facile à obtenir et à 

manipuler. L'anhydride 41 a été obtenu en deux étapes à partir de l'acide 

glutamique avec un rendement de 63% (équation 22). L'acide N,N-

phtalimido L-glutamique 40, obtenu par réaction de l'acide L-glutamique 

avec le N-carboéthoxy phtalimide en présence de carbonate de sodium29a a 

été converti à l'anhydride désiré par réaction avec l'anhydride acétique à 

110 oc.30a  De plus, afin d'étudier la condensation d'un anhydride sur le 

glutamate 7, l'anhydride glutarique 37 a été choisi comme modèle. 

3 . 6 . 3 	Les imidazolides comme synthon électrophile. 

CDI 
THF (23) 

ea P. Cbz 	42a P. Cbz (40%) 
1lb P. Boc 	4212 P. Boc (37%) 

Les dérivés imidazolides ont été également considérés comme 

synthon électrophile. Les dérivés imidazolides 42a et 42b31a sont obtenus 

par traitement des oxazolidines 35a et 35b avec le carbonyle diimidazole32  

(équation 23). Les faibles rendements semblent s'expliquer par l'instabilité 

de l'imidazolide sur la silice avec laquelle ils ont été purifiés. 

3 . 6 . 4 	Les esters comme synthon électrophile. 

La dernière famille de dérivés électrophiles qui peut être considérée 

est celle des esters avec l'utilisation des dérivés "nucléophiles" eux-mêmes. 
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3. 7 La condensation des dérivés "nucléophiles" et "électrophiles". 

Ayant en main des synthons nucléophiles et électrophiles, modèles 

ou désirés, la condensation des deux fragments pouvait être essayée. 

3. 7. 1 	Approche modèle. 

La première condensation essayée fut entre le glutamate 7 et 

l'anhydride glutarique 37 (équation 24). L'énolate y-régiospécifique est 

généré par traitement de 7 avec la base LiHMDS dans le THF à une 

concentration de 0.2 molaire pendant 1 heure à -78 °C. L'énolate ainsi 

formé est ajouté lentement sur l'anhydride 37 (addition inverse). Après 

traitement de la réaction, une chromatographie sur couche mince (CCM) a 

révélé la présence d'un mélange complexe de produits de la réaction dont 

trois d'entre eux semblaient majoritaires. La purification sur gel de silice a 

permis d'isoler ces trois produits. L'examen par la spectroscopie de la 

résonance magnétique nucléaire (RMN) a indiqué que le premier produit 

était le glutamate 7 (18%), que le deuxième, 44 (34%), ne correspondait pas 

au produit attendu 43, tandis que la RMN du dernier n'apportait aucune 

information intéressante (20%). 

L'acylation du glutamate 7 avec le chlorure de pivaloyle donne 

d'excellents résultats.7b Cependant, l'application des mêmes conditions 

expérimentales avec le 4-(chloroformyle) butanoate de méthyle (39), que ce 



C 02M e c .2i, . M e 02C ...,...„.....,./C 0 C I 
LiHMDS Me02C 

  

NHPhF 
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C 02M e 
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LiHMDS Me02C 
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soit avec le glutamate 25 (équation 25) ou avec l'oxazolidine 30 (équation 

26), n'a pas conduit à des résultats interprétables. 

C 02M e 	 0 

Cr,C 02t-Bu 

NHPhF 	 0 
7 	 2 

0 
Li HM DS H 02C..„...„,-..,..)L„C 02M e 

X 	 02t-Bu (24) 

NH PhF 
g 

C 02M e 

C 02H 	(25) 

NHPhF 

(26) 

3. 7. 2 	Condensation mixte. 

Pas plus que les réactions modèles, les trois condensations mixtes 

essayées n'ont donné de résultats concrets au niveau des produits désirés 

de réactions. 

Trois condensations ont été faites en suivant la procédure utilisée 

lors de la condensation entre le glutamate 7 et l'anhydride glutarique 37 

(équation 24). Les mêmes résultats expérimentaux ont été observés lors des 



COC1 C 02M e 	K 0 	LiHMDS 

X 
0 E \„...NCbz 

C 02M e 

C 02t-Bu 

NHPhF 

CyC 02t-Bu + 
0 

NHPhF 	CbzN...../ 
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condensations entre 7 et 37 ou entre 7 et 41 (équations 27 et 28): la 

chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé la présence d'un 

mélange complexe de produits de la réaction dont trois d'entre eux 

semblaient majoritaires; parmi ceux-ci, le second produit majoritaire, 44, 

(-30%) correspondait de façon identique à celui obtenu dans la réaction 

entre 7 et 37 (équation 24). 

7 	 47 

C 02M e 

CyC 02t-Bu + 

NHPhF 
7 

0 

LiHMDS 	H 02C 	 C 02M e 

	X 	Phi.1 C 02t-Bu 	(28) 
NPht 
41 

 

NHPhF 

C 02t-Bu 	C 02M e 

ÇC 02M e + ÇCO2Me 
NHPhF 	NHPhF 

a 	2  

C 02t-Bu 

 	M e 02C 	 C 02M e 	(29) 

NHPhF NHPFIF 

g 

Li HM DS 

Lors de la troisième condensation (équation 29), aucune réaction n'a 

été observée par CCM. A cette étape, et malgré les insuccès, une 

constatation importante et intéressante s'impose: le même dérivé 

nudéophile réagit de la même manière et dans les mêmes conditions de 

réaction avec trois électrophiles différents pour donner un même 

(27) 
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composé 44 (équations 24, 27 et 28). Il semble donc que seul le glutamate 7, 

en présence de la base, réagisse pour donner un nouveau produit, 44. 

3. 7 . 3 	Interprétations. 

Afin de tenter d'interpréter les résultats obtenus, des réactions 

dérivées ont été essayées sur le produit majoritaire, 44, isolé de la réaction 

entre le glutamate 7 et l'anhydride 37 (équation 24). Dans l'hypothèse que 

le produit attendu 43 était un acide, la protection en ester tert-butylique fut 

essayée. Aucun nouveau produit ne fut détecté par CCM lors de la réaction 

de 44 avec l'acétimidate de tert-butyle (26). Le composé 44 ne possédant pas 

de fonction acide, cette expérience démontrait qu'il n'y avait pas eu de 

condensation entre le dérivé glutamate et l'anhydride. Une expérience 

complémentaire a confirmé cette hypothèse. La même procédure de 

condensation a été utilisée avec l'anhydride succinique. Le spectre RMN 

du produit majoritaire isolé fut identique à celui obtenu lors de la réaction 

avec l'anhydride glutarique. 

Après un examen plus approfondi des spectres RMN du proton et 

du carbone de 44 et tenant compte du résultat précédent, une hypothèse 

fut avancée: le glutamate 7, en présence de la base et lors de la formation 

de l'énolate, se condensait sur lui-même pour donner le P-céto ester (2S, 

4R S, 	8S)-4-carbométhoxy-5-oxo-2,8-di[N -(9-phény1-9-flu orényle) amino] 

azélate de di-tert-butyle (44, équation 30). 
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02t-Bu + 

NHPhF 
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LiHMDS 
j...H 02C C 02M e 	(24) 
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02t-Bu (31) 

NHPhF NHPhF 
NaOH 

t-BuO2C 

60 °C 
C 02M e 

t-BuO2C 

IçJHPhF 

44 

C 02t-Bu 	H Br 

NHPhF 
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Pour confirmer cette hypothèse, deux réactions ont été faites sur le 

mélange réactionnel donnant le P-céto ester 44. La décarboxylation de 44 

avec l'hydroxyde de sodium à reflux dans le méthanol a donné le (2S, 8S)-

5-oxo-2,8-di4N-(9-phény1-9-fluorény1e)amino]azé1ate de di-tert-butyle (50) 

avec un rendement modeste de 15% (équation 31). En présence d'acide 

bromhydrique à 100 °C, l'hydrolyse de 44 a donné le (2S, 8S) 5-oxo-2,8-di-
[N-(9-phényI-9-fluorényle)amino]azélate (51, équation 32). 

H 	 02H 
	(32) 

NHPhF NHPhF 



K11-1PhF NHPhF 

44  

(33) 

C 02M e 
C 02t-Bu 1.-BuO2  
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Ces expériences ont donné la preuve de la synthèse du p-céto ester 

44, composé qui s'intègre parfaitement dans la stratégie prévue. Il restait à 

démontrer qu'il pouvait s'obtenir directement avec la simple addition de 

la base. 

3. 7. 4 	Modification. 

La première auto-condensation du glutamate 7, à une concentration 

de 0.15 molaire dans le THF et à -78 ° C, a été effectuée en ajoutant 7 à la 

base (LiHMDS) (équation 34). Après traitement de la réaction, la CCM a 

révélé la présence du composé désiré 44 (32% après purification) qui a été 
caractérisé par RMN. 

C 02M e 
Cr..0 02t-Bu 	  

première auto-condensation 
NHPhF 	 de Claisen 

(32%) 
7 

LiHMDS 

Dans l'espoir d'effectuer cette condensation de façon 

intramoléculaire, le dipeptide y-méthyl N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-

glutamyl de y-méthyl L-glutamate de diméthyle (53) a été préparé avec un 

rendement de 81% (équation 35).25b La condensation intramoléculaire de 

54 en présence de LiHMDS n'a pas donné les résultats espérés. Aucune 

réaction n'a été observée par CCM. 



HOBt - DCC 
Et3N, THF 

M e 02C 
0 	C 02M e 

N"....%`•-•"?....*-C 02M e 
H 

(34) 

PhFHN 
O 
	C 02M e 

PhFHN 

C 02Me 	NaHMDS 

Nt 02M e 	X 	ou C 02Me 	(35) H 

PhFHN 

Me02C 

PhFHN 
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C 02M e 	C 02M e 

C 02H 	C 02M e 

NHPhF 	N H2 
25 	 52 

0 
	C 02M e 

3 . 8 Conclusion. 

Avec cette dernière réaction, impliquant l'auto-condensation du N-
(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-tert-butyle et de y-méthyle sur 

lui-même, la réaction la plus délicate vient d'être élégamment contournée 

à notre profit. De plus, la stratégie considérée vient de s'améliorer car il 

n'est plus nécessaire de synthétiser deux dérivés acides aminés protégés 

différents. Disposant donc du composé ayant le squelette et les fonctions 

désirées, la synthèse de la cible désirée, c'est-à-dire l'acide aminé 

azabicyclique (3S, 6S, 9S)-méthyl 2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique, a donc été entreprise avec un bon 

espoir de réussite. Elle est présentée dans le chapitre suivant. 



Chapitre 3 	 164 

3 . 9 Partie expérimentale. 

Notes générales. 

Toutes les réactions et les distillations nécessitant des conditions 

anhydres ont été effectuées sous atmosphère d'azote ou d'argon. Les 

solvants distillés ou les réactifs ont été transférés par seringue. Le 

1,1,1,3,3,3-hexaméthyldisilazane, le dichlorométhane et l'acétonitrile ont 

été distillés sur de l'hydrure de calcium. Le tétrahydrofuranne (THF), 

l'éther d'éthyle (Et20) et le toluène ont été séchés et distillés sur sodium 

en présence de benzophénone. La pyridine et la triéthylamine ont été 

distillées sur oxyde de barium et conservées sur hydroxyde de potassium. 

Le chloroforme a été séché et distillé sur pentoxyde de phosphore (P205). 

Le méthanol a été séché et distillé sur tournures de magnésium. Le DMF a 

été distillé et conservé sur tamis moléculaire 4A. Les autres solvants 

utilisés étaient de qualité réactif." 	Le bromobenzène, le 

chlorotriméthylsilane (TMSC1), le chlorure d'acétyle, le chlorure de 

thionyle, 	l'alcool 	ter t-butylique, 	l'anhydride 	acétique 	et 	le 

trichloroacétonitrile ont été distillés avant utilisation. Les solvants 

employés dans les procédures d'isolement, de chromatographie et de 

recristallisation comme l'acétate d'éthyle, l'hexane, le dichlorométhane et 

le chloroforme ont été distillés avant utilisation. Les autres solvants, tels 

que l'acétone, le méthanol et l'éther éthylique, étaient de qualité dite 

spectroscopique. 

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été effectuée à l'aide 

de plaques d'aluminium (2 x 6 cm) recouvertes de gel de silice imprégné 
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d'un indicateur de fluorescence (Merck 60 F254, 0.2 mm). Après élution, 

les produits ont été détectés à l'aide des révélateurs suivants: la lumière 

ultraviolette, l'iode et une solution de ninhydrine dans l'éthanol. La 

chromatographie sur colonne, effectuée comme décrite par Sti11,33  a été de 

type "flash" et a utilisé tm gel de silice Merck 9385 (40-63 pm; 230-240 

mesh). Tous les composés purifiés par chromatographie étaient 

suffisamment purs (par RMN 1H) pour être utilisés dans les réactions 

suivantes. 

Les points de fusion des composés solides ont été mesurés sur un 

appareil Thomas Hoover et n'ont pas été corrigés. Le pouvoir rotatoire 

spécifique ([a]2°D)  des composés optiquement actifs a été enregistré sur un 

polarimètre Perkin Elmer 241 à une longueur d'onde de 589 nm (raie D du 

sodium). Toutes les mesures ont été effectuées à la température ambiante 

et la concentration a été exprimée en g/100 mL. 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton (1H) et 

du carbone (découplé des protons) (13C) ont été enregistrés sur les 

appareils Bruker AMX-300 (300 MHz et 75 MHz) et Bruker ARX-400 (400 

MHz et 100 MHz). Sans indication notée, les spectres proton et carbone ont 

été enregistrés dans du chloroforme deutéré. Tous les déplacements 

chimiques ont été exprimés en ppm (échelle eé) par rapport à une référence 

interne provenant du solvant résiduel non deutéré (chloroforme: ô 7.27 et 

77 ppm; méthanol: ô 3.31 et 49.15 ppm; acétone ô 2.05 et 29.92 ppm) ou 

provenant de l'addition d'un faible pourcentage de tétraméthylsilane 

((CH3)4Si). Les déplacements chimiques des protons aromatiques du 
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groupe protecteur 9-(9-phénylfluorényle) n'ont pas été rapportés en 13C. 

L'analyse des spectres RMN a été présentée en spécifiant le déplacement 

chimique du système suivi de la multiplicité, de l'intégration, de la 

constante de couplage et de l'assignation. Tous les systèmes ont été 

analysés en première approximation comme des systèmes de premier 

ordre. Les symboles employés pour décrire l'apparence des signaux en 

RMN du proton ont été les suivants: s: singulet, d: doublet, t: triplet, q: 

quadruplet, m : multiplet, d d: doublet de doublets, dd d: doublet de 
doublets dédoublé, dddd: doublet de doublets de doublets dédoublé, d m: 

doublet de multiplets, dtd doublet de triplets dédoublé, qd quadruplet 
dédoublé, td: triplet dédoublé, 1: signal large. Les spectres DEPT 

("Differentially Enhanced Polarization Transfer" DEPT-135°-13C) ont été 

obtenus aux mêmes fréquences que celles employées pour la RMN du 

carbone et les déplacements chimiques exprimés de la même façon. Les 

signaux obtenus employant cette technique sont positifs (+) dans le cas des 

méthyles (CH3) et des méthynes (CH), négatifs (-) dans le cas des 

méthylènes (CH2) ou absents (0) dans le cas des carbones quaternaires. 

Les spectres de masse ont été effectués par le laboratoire régional de 

spectrométrie de masse du Département de Chimie de l'Université de 

Montréal. Les spectres de masse de basse résolution (SM) ont été 

enregistrés sur les spectromètres VG Micromass 1212 et AEI-MS 902 par les 

techniques d'ionisation chimique (IC), d'impact électronique (IE) ou de 

"Fast Atom Bombardment" (FAB). Les masses exactes, obtenues à haute 

résolution (SMHR), ont été mesurées à l'aide des techniques d'IE à 70 éV 

ou de FAB sur les spectromètres AEI-MS 902 et Kratos MS-50 TCTA. Les 
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masses exactes employées pour les calculs de masses moléculaires ont été 

les suivantes: H = 1.0078246, C= 12.000, N= 14.0037032, 0 = 15.9949141. 

Bromure chi 9-(9-phénylfluorényle) (22).8d 

    

PhLi 	HO 	HBr 

   

   

2Q 
	

22 

Le composé 22 a été préparé en deux étapes comme décrit dans la 

référence 8d. 

9-(9-Phénylfluorénol) (21): pf 107-108 °C (lit.: 107-108 °C8d). 

Bromure du 9-(9-phénylfluorényle) (22, 45.7 g, 71% depuis 20); pf 99 °C 

(lit.: 99 °C8d). 

Acide L-glutamate de y-méthyle ((2S)-24).19  

	

(: 	 1,  (21-1 	 (,)2M e 
HCI Me0H 

C 02H  	C 02H 

	

N H2 	 N H2 
acide glutamique 

Le composé 24 a été préparé comme décrit dans la référence 19. 
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Acide L-glutamate de y-méthyle ((2S)-24, 21.6 g, 54%): Rf = 0.2 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20); pf 185 °C (lit.: 182 °C15); [a]20D +13.4° (c 1.0, H20). 

Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y-méthyle ((2S)-25).8b 

C 02m e 1) TMSCI, reflux 
2) 22_, Pb(NO3)2, Et3N 

Cir,C 02H 	  

N H2 
24 

C 02m e 

CrC 02H 

NHPhF 

Z 

Le composé 25 a été préparé comme décrit dans la référence 8b. 

Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y-méthyle ((2S)-25, 10.4 g, 

85%): Rf = 0.65 (2:1 AcOahexane); pf 144 °C (lit.: 142-143 °C9b); [(1]20D -77°  
(c 0.7, CHC13). 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-tert-butyle et de y-méthyle 

((2S)-7).1.8b,c 

CO2Me 

Cy„C 02H 

NHPhF 

25 

0t-Bu 

CI3C 	N H 
› e 

C 02M e 

CrC 02t-Bu 

NHPhF 

Z 

Trichloroacétimidate de tert-butyle (26).18a Dans de l'éther éthylique 

anhydre (10 mL), on ajoute l'hydrure de sodium (0.410 g, 10.5 mmol, 60% 
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dans l'huile). L'alcool tert-butylique (10.4 mL, 110 mmol) est ensuite 

additionné goutte à goutte sous agitation et atmosphère inerte. Après 20 

minutes, le solide s'est dissout et la solution est refroidie à 0 °C. Le 

trichloroacétonitrile (10 mL, 100 mmol) est additionné goutte à goutte 

pendant 15 minutes, puis le milieu réactionnel est agité pendant 1 heure à 

la température de la pièce. 11 est ensuite concentré jusqu'à une huile et du 

pentane (10 mL) contenant du méthanol anhydre (0.4 mL, 10 mmol) est 

additionné suivi d'une agitation vigoureuse. La solution est alors filtrée 

puis évaporée. Le filtrat obtenu est lavé avec du pentane (2 x 10 mL). Le 

trichloroacétimidate est obtenu comme un liquide clair et il est conservé 

au réfrigérateur dans du cydohexane (2 mL / lmmol). 

Trichloroacétimidate de tert-butyle (26, 20.65 g, 95%); Rf = 0.26 (1:5 

AcOnhexane); 1H RMN: â 1.58 (s, 9 H). 

A une solution d'acide N-(9-(9-phénylfluorényle) L-glutamate de y-

méthyle (25, 16.1 g, 40 mmol) dans du dichlorométhane (40 mL, 1 

mL/mmol) est additionné le trichloroacétimidate de tert-butyle (26, 17.5 g, 

80 mmol, 200 mol %) dans du cydohexane (160 mL, 2 mL / mmol). La 

solution est agitée pendant trois jours à la température de la pièce. Le 

précipité formé est éliminé par filtration. On ajoute de nouveau 200 mol 

% de trichloroacétimidate de tert-butyle (26, 17.5 g, 80 mmol, 200 mol %) 

dans du cyclohexane (160 mL, 2 mL/mmol) et la solution est agitée 

pendant deux jours. Le précipité formé est éliminé par filtration. Le filtrat 

obtenu est concentré sous pression réduite pour donner un solide jaune. 

Le résidu obtenu est diromatographié sur gel de silice (éluant: 1:9 acétate 

d'éthyle:hexane) pour obtenir un solide blanc qui est alors recristallisé 

dans de l'isooctane. 
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N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-tert-butyle et de y-méthyle 
((2S)-7, 14.8 g, 81%): Rf = 0.55 (1:5 AcOEtlexane), Rf = 0.50 (1:9 

AcOEtlexane); pf 99-100 °C (lit.: 100 °C8b); [aF°D -246° (c 1.1, CHC13); 

SMHR: masse calculée pour C29H32N0.4 (MH+) 458.2331, trouvée 

458.2352. 

Chlorhydrate du L-glutamate de diméthyle ((2S)-53).21a 

C 02H 

ÇC 02H 
N H2 

acide glutamique 

SOCl2  - Me0H 
C 02M e 

CyC 02M e 

N112-11C1 
2 

  

Le composé 53 a été préparé en suivant la procédure décrite 

pour la synthèse du chlorhydrate du L-aspartate de diméthyle décrite dans 

la référence 21a en utilisant l'acide L-glutamique (100 mrnol, 14.7 g). Le 

produit obtenu est trituré dans un mélange éther éthylique:hexane pour 

obtenir un solide blanc. Il est alors filtré et séché. 

Chlorhydrate du L-glutamate de diméthyle ((2S)-53, 21.2 g, 98%): Rf = 0.59 

(4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20); pf 89 °C (lit.: 89-90 °C34a); [aF°D +27.0°  (c 5.0, 
H20) (lit.34a: [a]20D +26°±0.5 (c 5.0, H20)). 
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N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de diméthyle ((2S)-9).21a 

C 02m e 	e, Pb(NO3)2 	C 02Me 

ÇC 02M e 	
K3PO4 	

Cy.,C 02M e 

N H2•HCI 	 NHPhF 

O 2 

Le composé 9 a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse du N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-asparte de diméthyle décrite 

dans la référence 21a en utilisant le chlorhydrate du L-glutamate de 

diméthyle (53, 10.7 g, 50.3 mmol). Le produit obtenu est chromatographié 

sur gel de silice (éluant: 1:8 acétate d'éthyle:hexane) pour obtenir un solide 

blanc qui est alors recristallisé dans un mélange chloroforme:hexane. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de diméthyle ((2S)-9, 18.9 g, 90%): 

Rf = 0.55 (1:5 AcOnhexane), Rf = 0.35 (1:9 AcOahexane); pf 62 °C; [ci]20D 
-293.3° (c 1.1, CHC13); 1H RMN: ô 1.72-1.89 (m, 2 H, CH2 13), 2.39-2.57 (m, 2 

H, CH2 y ), 2.68 (m, 1 H, CH a ), 3.04 (s 1, 1 H, NH), 3.29 (s, 3 H, OMe a ), 3.66 

(s, 3 H, OMe y), 7.10-7.70 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RIVIN å 29.6 (CH2 13), 30.1 
(CH2 y ), 51.2 (OMe), 51.3 (OMe), 54.6 (CH a ), 72.6 (Cq  phF), 173.3 (CO2Me a), 
176.1 (CO2Me y ); SMHR: masse calculée pour C26H26N04 (MH±) 

416.1878, trouvée 416.1862. 
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Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-méthyle ((2S)-27). 

CO2Me 

ÇrCO2Me 

NHPhF 

9 

LiOH 
CO2H 

CrCO2Me 

NHPhF 

 

A une solution de N-(9-(9-phénylfluorényle) L-glutamate de 

diméthyle (9, 3.93 g, 9.46 mmol) dans du tétrahydrofuranne (40 mL) est 

ajouté l'hydroxyde de lithium (1 N, 120 mol %, 272 mg, 11.4 mL d'eau). Le 

mélange est ainsi agité pendant 2 heures à la température ambiante. La 

solution est alors lavée avec de l'acétate d'éthyle (3 x 20 mL). Les phases 

organiques réunies sont lavées avec une solution aqueuse d'hydroxyde de 

sodium (1 N, 2 x 20 mL), puis une solution aqueuse saturée de chlorure de 

sodium. Elles sont séchées sur sulfate de sodium anhydre et concentrées 

sous pression réduite pour donner le composé de départ comme un solide 

blanc (9, 1.2 g, 32%). Les phases aqueuses réunies sont acidifiées jusqu'à pH 

= 6 avec une solution aqueuse à 5% d'acide citrique, puis extraites avec de 

l'acétate d'éthyle (5 x 20 mL). Les phases organiques réunies sont lavées 

avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium, séchées sur 

sulfate de sodium anhydre et concentrées sous pression réduite pour 

donner un solide blanc qui est alors recristallisé dans un mélange éther 

éthylique:hexane. 

Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate d'a-méthyle «25)-27, 2.50 g, 
66% (93%)): Rf= 0.02 (1:5 AcOnhexane), Rf = 0.53 (2:1 AcOEtlexane); pf 

140-141 °C; [OE]2°D -109.2° (c 1.1, CHC13); 1H RMN: ö 1.63-1.85 (m, 2 H, CH2 

p), 2.48-2.53 (m, 2 H, CH2 ), ), 2.71 (dd, 1 H J = 4.1, 9.0 Hz, CH a), 3.33 (s, 3 H, 
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OMe), 7.20-7.80 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RMN ô 29.1 (CH2 0, 30.8 (CH2 y ), 

51.6 (OMe), 54.8 (CH ,), 72.8 (Cq  phF), 175.8 (CO2Me), 178.6 (CO2H); SMHR: 

masse calculée pour C25H23N04 (MH+) 402.1728, trouvée 402.1705. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y -tert-butyle et d'a-méthyle 

((2S)-29).181),c 

C 02H 

Cr,CO2Me 

NHPhF 
27 

â 
C 02t-Bu 

ÇCO2Me 

-NHPh-F 
a 

 

Le composé 29 a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse de 7 en utilisant l'acide N-(9-(9-phénylfluorényle) L-glutamate 

d'a-méthyle (27, 1 g, 2.5 mmol). Le produit obtenu est purifié par 

chromatographie (éluant: 1:9 acétate d'éthyle:hexane) pour donner à un 

solide blanc qui est alors recristallisé dans un mélange éther 

éthylique:hexane. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y -tert-butyle et d'a-méthyle 
((2S)-29, 0.99 g, 88%): Rf = 0.51 (1:9 AcOahexane); pf 109-110 °C; [a]20D 

-181.3° (c 1.6, Me0H); 1H RMN: ô 1.40 (s, 9 H, CH3 t-Bu), 1.62-1.77 (m, 2 H, 

2H2 f3), 2.17-2.25 (dm, 2 H, CH2? ), 2.60 (dd, 1 H, j — 5.0, 8.4 Hz, CH a), 2.98 (s 

1, 1 H, NH), 3.25 (s, 3 H, OMe), 7.20-7.80 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RMN ô 

28 (CH3 t-Bu), 30 (CH2 fi), 31.8 (CH2 y), 51.4 (OMe), 54.9 (CH a), 72.7 (Cq PhF), 
80.2 (Cq  t-Bu), 172.4 (CO2t-Bu y ), 176.4 (CO2Me); SMHR: masse calculée 

pour C29H32N04 (MH+) 458.2331, trouvée 458.2347. 
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(4S) 4-(Propionate de rnethy1-3) 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-30).22  

C 02M e 	(CH20)11 	C 02M e 

Cy,C 02H 	
APTS, THF 	0 

A une solution de paraformaldéhyde (30% en solution dans l'eau, 

11.2 mL, 150 mmol, 150 mol %) et d'acide p-toluènesulfonique 

monohyclraté (110 mg, 0.6 mmol, 6 mol %) dans du tétrahydrofuranne (80 

mL) est ajouté l'acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y-méthyle 

(25, 4.01 g, 10 mmol) en une portion. La solution est agitée pendant 20 

heures à la température ambiante. Elle est alors lavée avec une solution 

aqueuse saturée de bicarbonate de sodium (75 mL) puis une solution 

aqueuse saturée de chlorure de sodium (50 mL). La phase organique est 

séchée sur sulfate de sodium anhydre et concentrée sous pression réduite 

pour donner un solide blanc qui est recristallisé dans un mélange 

chloroforme:hexane. 

(4S) 4-(Propionate de methy1-3) 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-30, 4.1 g, 99%): Rf = 0.76 (1:1 AcOahexane); pf 151-152 

°C; EctF0D -207.7° (c 1.0, CHC13); 1H RMN: Ô 1.81-2.02 (dm, 2 H, CH2 0, 

2.29-2.44 (m, 2 H, CH2 y ), 2.92 (dd, 1 H, J — 6.6, 8.2 Hz, CH a), 3.65 (s, 3 H, 

OMe), 5.32 (d, 1 H, J = 7.8 Hz, CH2 oxazolidine), 5.39 (d, 1 H, J = 7.8 Hz, CH2 

oxazolidine), 7.20-7.80 (m, 13 H, CH Ar PhF): 13C RMN Ô 25.1 (CH2 p), 30 (CH2 

y ), 51.6 (0Me), 57.5 (CH a), 77.1 (Cq PhF), 816 (CH2 oxazolidine), 172.8 

1 NHPhF 	 PhFN-.../
0 
 

25 	 20 
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(CO20xazolidine), 176.2 (CO2Me); SMHR: masse calculée pour C26H24N04 

(MH+) 414.1705, trouvée 414.1693. 

Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamique ((2S)-28). 

C 02M e 

Cr,C 02H 

NHPhF 

25 

NaOH 
1»- 

C 02H 

Cr,C 02H 

NHPhF 

26 

 

A une solution d'acide N-(9-(9-phénylfluorényle) L-glutamate de ?-
méthyle (25, 2.05 g, 5 mmol) dans du méthanol (50 mL) est ajoutée une 

solution aqueuse d'hydroxyde de sodium (2 N, 500 mol %, 1 g, 12.5 mL 

d'eau). Le mélange est ainsi agité pendant 2 heures à reflux du méthanol. 

La solution est acidifiée jusqu'à pH = 5 avec une solution aqueuse d'acide 

chlorhydrique 1 N, puis extraite avec de l'acétate d'éthyle (3 x 50 mL). Les 

phases organiques réunies sont lavées avec une solution aqueuse saturée 

de chlorure de sodium (2 x 25 mL), puis séchées sur sulfate de sodium 

anhydre et concentrées sous pression réduite pour donner un solide blanc 

qui est alors recristallisé dans un mélange chloroforme:hexane. 

Acide N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamique ((2S)-28, 1.92 g, 97%): Rf = 

0.02 (2:1 AcOEthexane), Rf = 0.49 (1:1 MeOH:AcOEt); pf 136-138 °C; [a]2°D 
-107° (c 1.0, CHC13); 1H RMN (CD30D) Ô 1.56-1.76 (dm, 2 H, CH2 i3), 2.07-

2.28 (dm, 2 H, CH2 y ), 2.64 (m, 1 H, CH c,), 7.20-7.80 (m, 13 H, CH Ar 
13C RMN (CD30D) ö 29 (CH2 p), 31.5 (CH2 y ), 57.6 (CH a), 75.0 (Cq PhF), 



CO2H 	(CH20)n 	CO2H 
CyCO2H 	

APTS, THF 	0 

1 NHPhF 	 PhFN--/0  
28 	 32 
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175.3 (CO2H a), 177.8 (CO2H y); SMHR: masse calculée pour C24H22N04 

(MH±) 388.1549, trouvée 388.1539. 

(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-32).23  

Dans une solution de paraformaldéhyde (30% dans l'eau, 4.5 mL, 60 

mmol, 1500 mol %), d'acide p-toluènesulfonique monohydraté (0.030 g, 

0.24 mmol, 6 mol %) est ajouté en une fois l'acide N -(9 -( 9 - 

phénylfluorényle)) L-glutamique (28, 1.55 g, 4 mmol). Le mélange est agité 

pendant 20 heures à la température ambiante. La solution est extraite avec 

de l'acétate d'éthyle (3 x 50 mL), puis la phase organique est lavée avec de 

l'eau (2 x 25 mL). La phase organique est séchée sur sulfate de sodium 

anhydre et concentrée sous pression réduite pour donner un solide blanc 

qui est purifié par sublimation. 

(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-32, 1.41 g, 88%): Rf = 0.69 (1:1 AcOEt:Et20); pf 160-162 °C; 
m20D -200°  (c 1.0, CHC13); 1H RMN 8 1,74-2,04 (dm, 2 H, CH2 5), 2.40 (m, 2 

H, CH2 ,y), 2.90 (m, 1 H, CH a), 5.33 (d, 1 H, J = 7.9 Hz, CH2 oxazolidine), 5.38 
(d, 1 H, J = 7.9 Hz, CH2 oxazolidine),  7.20-7.80 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RMN 
3 24.9 (CH2 IO, 30.0 (CH2 7), 57.3 (CH oc), 77.2 (Cg PhF), 83.7 (CH2 oxazolidine), 
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176.3 (CO2oxazolichne), 178.2 (CO2H y ); SMHR: masse calculée pour 

C25H22N04 (MH±) 400.1549, trouvée 400.1533. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de di-tert-butyle ((2S)-31).18b,c  

C 02H 

Cy,C 02H 

NHPhF 

 

C 02t-Bu 

CyC 02t-Bu 

NHPh-F 

 

Le composé 31 a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse de 7 en utilisant l'acide N-(9-(9-phénylfluorényle) L-glutamique 

(28, 0.994 g, 2.5 mmol)). Le produit obtenu est purifié par chromatographie 

(éluant: 1:9 acétate d'éthyle:hexane) pour donner à un solide blanc qui est 

alors recristallisé dans un mélange éther éthylique:hexane. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de di-tert-butyle ((2S)-31, 1 g, 81%): 

Rf = 0.65 (1:5 AcOahexane); pf 79-80 °C; [a]2°D -188° (c 1.0, CHC13); 1H 

RMN: ô 1.17 (s, 9 H, CH3 t-Bu a), 1.41 (s, 9 H, CH3 t-Bu y ), 1.61-1.66 (m, 2 H, 

ŒI2), 2.19-2.35 (m, 2 H, CH2 y ), 2.52 (m, 1 H, CH a ), 2.81 (s 1, 1 H, NH), 7.10-

7.70 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RMN ô 27.8 (CH3 t-Bu a), 28.1 (CH3 t-Bu y ), 

30.6 (CH2 g), 31.9 (CH2 y ), 55.3 (CH a), 72.9 (CqPhF), 80.0 (Cci  t-Bu y ), 80.6 (Cq t-
Bu a), 172.8 (CO2t-Bu y), 175 (CO2t-Bu a); SMHR: masse calculée pour 

C32H38N04 (MH±) 500.2801, trouvée 500.2784. 
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Acide N-benzyloxycarbonyle L-glutamique ((2S)-34a).25a 

C 02H 	Cbz-Cl 	C 02H 
K2C 03 - H20 

02H  	02H 

N H2 	 NHCbz 
acide glutamique 

Le composé 34a a été préparé comme décrit dans la référence 25a. 

Acide N-benzyloxycarbonyle L-glutamique ((2S)-34a, 18.2 g, 95%): Rf = 

0.36 (8:1:0.5 CHC13:MeOH:AcOH); pf 119-120 °C (lit.: 117-119 °C34b); [0 ]20D 

-7.2° (c 4.0, AcOH) (lit.: [a]20D -7.5±0.5° (c 4.0, AcOH)34b). 

(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-benzyloxycarbonyle 5-oxo oxazolidine 

((4S)-35a).24a 

C 02H 

çC 02H 

NHCbz  

(CH20)n 
APTS 

benzène 
Dean-Stark 

Le composé 35a a été préparé comme décrit dans la référence 24a. 

(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-benzyloxycarbonyle 5-oxo oxazolidine 

((4S)-35a, 2.84 g, 97%): Rf = 0.76 (AcOEt); pf 67 °C (lit.: 68-69 oc24a);  EctF0D  

+30.6° (c 1.0, Me0H) (lit.: kt% +78.4° (c 3.05, Me0H)24a; [c]20p +77.6° (c 

1.0, Me0H)24b; [aF0D +73° (c 2.35, Me0H)24c). 
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(4S) 4-(Chlorure de propanoy1-3) 3-N-benzyloxycarbonyle 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-36). 

00H 	méthode A: PCI5 	OCI 
méthode B: SOCl2 
	 P.- 4 

1 CbzN 	 CbzN 

Méthode A: 

Le composé 36 a été préparé comme décrit dans la référence 24b. 

Méthode B: 

Le composé 36 a été préparé comme décrit dans la référence 24d. 

(4S) 4-(Chlorure de propanoy1-3) 3-N-benzyloxycarbonyle 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-36): pf 71 °C (lit.: 72-74 oc24d;  64_65 oc24b; 76-78 °C24c); 

kt% +87.8° (c 0.5, CH2C12) (lit.: [aFOD  +88° (c 0.5, CH2C12)24d; [a]20D  +69.3° 

(c 1.0, benzène)24b; [a]2°D +93° (c 1.56, CHC12)24c); 1H RMN ô 2.10-2.30 (m, 

2 H, C1-I2(3), 3.00 (m, 2 H, CH2 ), 4.15 (m, 1 H, CH ,,), 5.10 (m, 3 H, CH2 Cbz , 

2H2 oxazolidine), 5.25 (s, 1 H, CH2 oxazolidine), 7.20 (m, 5 H, CH Ar Cbz)- 

Glutarate de monométhyle (38).26 

0 Me0 H 
reflux 

A-- 	M e 02C 	 --*.0 02H 

	

1 	5 

  

r 	 lu 
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Le composé 38 a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse du succinate de monométhyle dans la référence 26 en utilisant 

l'anhydride glutarique (37, 2.28 g, 20 mmol). 

Glutarate de monométhyle (38, 2.68 g, 92%): 1H RMN: 8 1.96 (m, 2 H, 

CH2 3), 2.35 (m, 4 H, CH2 2, CH2 4), 3.65 (s, 3 H, OMe); 13C RMN 8 20.0 (CH2 

3), 33.0 CH2 2), 33.0 (CH2 4), 51.7 (OMe), 173.8 (CO2Me), 178.7 (CO2H). 

4-(Chloroformyle) butanoate de méthyle (39).27  

(c0C1)2 
m e 02 CC 0 C I 	 M e 02CC OC I 

1 	5 
aa 	 a2 

Le composé 39 a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse du 3-(chloroformyle) propanoate de méthyle dans la référence 27 

en utilisant le glutarate de monométhyle (38, 2.2 g, 15 mmol). 

4-(Chloroformyle) butanoate de méthyle (39, 2.44 g. 98%): 1H RMN 8 1.90 

(m, 2 H, CH2 3), 2.35 (m, 2 H, CH2 2), 3.00 (m, 2 H, CH2 4), 3.69 (s, 3 H. OMe); 

13C RMN ô 20.4 (CH2 3), 32.2 (CH2 4), 46.1 (CH2 2), 51.7 (OMe), 172.8 (C0C1), 

173.5 (CO2Me). 
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Acide N,N-phtalimido L-glutamique ((2S)-40).29a 

CO2H 	Pht-0O2Et 	CO2  H 

	

CO2H 	 .CO2H 

NH2 	 N Ph t 

	

acide glutamique 	 40 

Le composé 40 a été préparé comme décrit dans la référence 29a. 

Acide N,N-phtalimido L-glutamique ((2S)-40, 3 g, 72%): Rf = 0.5 (8:1:0.5 

CHC13:MeOH:AcOH); pf 160 °C (lit.: 160 oc29a);  [c020D  -48.2° (c 1.75,  

dioxane) ( (lit.: [Œ]20D  _48.3° (c 1.75, dioxane)29a); 1H RMN ((CD3)2C0) 43 

2.46-2.71 (m, 4 H, CH2 i3, CH2 1,), 5.05 (dd, 1 H, J = 4.6, 10.3 Hz, CH a), 7.87-

7.92 (m, 4 H, CH Ar Pht), 10.7 (s 1, 2 H, OH c02H); 13C RMN ((CD3)2C0) 8 

24.8 (CH2 5), 30.8 (CH2 7), 51.8 (CH ot ), 124.1 (C2 Pht), 132.6 (Cq  pht), 135.3 (C3 

Pht), 168.4 (CO Pht), 170.9 (CO2H 7), 174.8 (CO2H 04 ); SMHR: masse calculée 

pour C13H12N06 (MH+) 278.0665, trouvée 278.0658. 

Anhydride N,N-phtalimido L-glutamique ((2S)-41). Ma 

CO2H 

Cr,CO2H 

N Pht 
IQ 

Ac2O 
110 °C 

0 

)() 
yLo 

NPht 
41 

 

NA2CO3 - H20 

Le composé 41 a été préparé comme décrit dans la référence 30a. 



CO2H 
CO2H 

NHBoc 
34b 
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Anhydride N,N-phtalimido L-glutamique ((2S)-41, 0.823 g, 88%, Rf = 0.8 

(AcOEt); pf 196-197 °C (lit.: 195-196 oc30a);  [oci20D _430  (c 1.75, dioxane) (lit.: 

[c]% -43.1° (c 1.75, dioxane)30b,c); 1H RMN ((CD3)2C0) 5 2.30-2.37 (dtd, 1 

H, J = 3.0, 5.7, 13.2 Hz, CH2 5), 2.79-2.90 (qd, 1 H, = 4.9, 13.2 Hz, CH2 p), 3.11-

3.31 (m, 2 H, CH2 y), 5.45 (dd, 1 H, J = 5.8, 12.8 Hz, CH a), 7.90-7.96 (m, 4 H, 

CH Ar Pht), 10.7 (s 1, 2 H, OH CO2H);  13C RMN ((CD3)2C0) ö 21.9 (CH2 5), 

30.4 (CH2 y), 49.0 (CH ot), 124.4 (CH Ar 2-Pht), 132.6 (Cq Pht),  135.8 (C3 Pht), 

166.0 (CO Pht), 166.7 (CO2H y), 167.7 (CO2H a); SMHR: masse calculée pour 

C13H1oN05 (MH+) 260.0559, trouvée 260.0553. 

Acide N-tert-butoxycarbonyle L-glutamique ((2S)-34b).31a 

ÇEI 
02H

Boc-On, Et3N 
Dioxane - H20 

NH2  
acide glutamique 

Le composé 34b a été préparé comme décrit dans la référence 31a. 

Acide N-tert-butoxycarbonyle L-glutamique ((2S)-34b, 21 g, 85%): Rf = 0.54 

(8:1:0.5 CHC13:MeOH:AcOH); pf 110-112 °C (lit.: 110-112 °clic; 103-105(dec) 

°C31a; 101-104 °C19b); [0:]20D  -16.2° (c 1.0, Me0H) (lit.: [Œ]20D -16.5°  (c 1.0, 
Me011)31c,d); [Œ]20D _16.6° (c 1.0, Me0H)31d). 
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(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-tert-butyloxycarbonyle 5-oxo oxazolidine 

((4S)-35b).24  

C
yr 

02H 

NHBoc 
34b 

BocN,j° 1  
35b 

(CH2O) 	 CO2H 
APTS Í 0 

benzène 
Dean-Stark 

Le composé 35b a été préparé en suivant la procédure décrite pour la 

synthèse de 35a dans la référence 24a en utilisant l'acide N -tert-

butyloxycarbonyle L-glutamique (34b, 2.47 g, 10 mmol). Le solide blanc 

obtenu est recristallisé dans un mélange chloroforme:hexane. 

(4S) 4-(Acide propanoique-3') 3-N-tert-butyloxycarbonyle 5-oxo 

oxazolidine ((4S)-35b, 1 g, 39%): Rf = 0.67 (2:1 AcOEthexane); [cc120p _67.7 

(e 1.0, CHC13); 1H RMN: 8 1.39 (s, 9 H, CH3 Boc), 2.07 (m, 1 H, CH2 5), 2.18 

(m, 1 H, CH2 5), 2.39-2.43 (m, 2 H, CH2y), 4.25 (t, 1 H, J = 5.9 Hz, CH (1), 5.08 

(d, 1 H, J = 4.5 Hz, CH2 oxazolidine), 5.40 (s 1, 1 H, CH2 oxazolidine), 9.92 (s 1, 1 

H, OH CO2H y); 13C RMN 6 25.5 (CH2 5), 27.9 (CH3 Boc), 28.9 (CH2 y), 53.8 

(CH ct ), 77.7 (Cq  Boc), 82.3 (CH2 oxazolidine), 152.2 (CO Boc), 172.1 (CO2 

oxazolidine), 177.1 (CO2H y); SMHR: masse calculée pour C11H18N06 

(MH±) 260.1134, trouvée 260.1123. 

(4S) 4-(Imidazolide de l'acide propanoique-3) 3-N-tert-butyloxycarbonyle 

5-oxo oxazolidine ((4S)-42b).32  

CO2H 
0 

BocN-...1°  
35b  
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Le carbonyle diimidazole (0.195 g, 1.2 mmol) est additionné à une 

solution de (4S) 4-(acide propanoique-3') 3-N-tert-butyloxycarbonyle 5-oxo 

oxazolidine (35b, 0.260 g, 1 mmol) dans du tétrahydrofuranne anhydre (2 

mL). La solution est agitée à la température de la pièce pendant 12 heures. 

Le solvant est évaporé. Le résidu est filtré à travers une couche de silice 

(éluant: 1:1 acétate d'éthyle:hexane) pour obtenir, après évaporation, une 

huile incolore qui est utilisée directement. 

(4S) 4-(Imidazolide de l'acide propanoique-3') 3-N-(9-(9-phénylfluorényle)) 

5-oxo oxazolidine ((4S)-42b, 0.115 g, 37% (en dépit d'une réaction 

quantitative au vue de la CCM, le faible rendement peut s'expliquer par 

l'instabilité de l'imidazole sur la silice)): Rf = 0.46 (2:1 AcOahexane); 1H 

RMN: ô 1.41 (s, 9 H, CH3 soc), 2.35 (m, 1 H, CH2 t3), 2.43 (m, 1 H, CH2 f3), 3.08 

(t, 2 H, J= 7.0 Hz, CH2 ?), 4.25 (t, 1 H, J = 6.6 Hz, CH a), 5.16 (d, 1 H, J = 4.7 

Hz, CH2 oxazolidine),  5.44 (s 1, 1 H, CH2 oxazolidine), 7.07 (s, 1 H, CH Ar  hm), 7.46 

(s, 1 H, CH Ar Im), 8.21 (s, 1 H, CH Ar lin); 13C RMN: ò 25.1 (CH2 g), 28.0 (CH3 

Boc), 29.4 CH2 ), 53.5 (CH a ), 77.8 (Cci  Boc), 82.6 (CH2 oxazolidine), 116 (CH Ar 

Im), 130.4 (CH Ar lin), 136.1 (CH jr im), 152.3 (CO Boa, 168.1 (CO lm), 172 (CO2 

oxazolidine); SMHR: masse calculée pour C14H20N305 (MH±) 310.1403, 

trouvée 310.1432. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamyle de y-méthyl - L-glutamate de 

diméthyle (54).25b 

C 02M e 	C 02M e 

ÇC 02H 	C 02M e 

NHPhF 	N H2•HCI 

Z 	0 

DCC - HOBt 
C 02M er 
5,(0 	C 02M e 
C, 	5' 

N 	C 02M e 
HNPhF

H 1. 
Et3N 
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A une solution de chlorhydrate du L-glutamate de diméthyle (53, 

0.318 g, 1.5 mmol, 150 mol %) et de triéthylamine (0.21 mL, 1.5 mmol, 150 

mol %) dans du tétrahydrofuranne (10 mL), est ajouté le 1-hydroxy-

benzotriazole hydraté (HOBt, 0.298 g, 2.2 mmol, 220 mol %) et l'acide N-(9-

(9-phénylfluorényle)) L-glutamate de y-méthyle (25, 0.402 g, 1 mmol). La 

solution est refroidie à 0 °C puis la dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 

0.454mg, 2.2 mmol, 220 mol %) est additionnée. La solution est placée au 

réfrigérateur (4 °C) et est agitée pendant 12 heures. Le précipité formé est 

éliminé par filtration. Le filtrat obtenu est concentré sous pression réduite 

pour donner un solide blanc. Le résidu obtenu est chromatographié sur gel 

de silice (éluant: 1:1 éther éthylique:hexane) pour obtenir un solide blanc. 

N-(9-(9-phénylfluorényle)) L-glutamyle de y-méthyl - L-glutamate de 

diméthyle (54, 0.450 0g, 81%): Rf = 0.41 (1:1 hexane:Et20); [a]20D -114° (c 1, 

CHC13); 1H RMN ò 1.68-1.73 (m, 2 H), 1.79 (m, 1 H), 1.91 (m, 1 H), 2.04-2.39 

(m, 4 H), 2.45 (t, 1 H, J = 6.4 Hz, CH 3), 3,23 (s 1, 1 H, NH 6), 3.52 (s, 3 H, OMe 

3.649 (s, 3 H, OMe), 3.654 (s, 3 H, OMe), 4,24 (m, 1 H, CH 2.), 6.85 (d, 1 H, J 

— 4.8 Hz, NH 6),  7.10-7.70 (m, 13 H, CH Ar PhF); 13C RMN ò 26.8 (CH2), 29.5 

(CH2), 29.8 (CH2), 29.9 (CH2), 50.9 (OMe), 51.2 (OMe), 51.4 (OMe), 52.0 (CHa  

2.), 55.5 (CH 2), 72.7 (Cg PhF), 171.8, 172.7, 173.6, 174.5 (CO); SMHR: masse 

calculée pour C32H35N207 (MH±) 559.2444, trouvée 559.2427. 
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CHAPITRE 4 

Synthesis of Enantiopure a, w-Diamino Dicarboxyla tes and 
Azabicycloalkane Amino Acids by Claisen Condensation of a-N- 

(Phenylfluorenyl)amino Dicarboxylates 

Henry-Georges Lombart and William D. Lubell* 

Journal of Organic Chemiery,1994, 59, 6147-6149. 

4.1.1 	Abstract 

A novel strategy has been developed to synthesize a,œ-diamino 

dicarboxylates and azabicycloalkane amino acids from readily available, 

configurationally stable a-N-(phenylfluorenyl)amino dicarboxylates via a 

sequence featuring Claisen condensation, reductive amination, and 

lactam cyclization. The potential of this approach was demonstrated by 

the synthesis of >99% enantiomerically pure (3S, 6S, 9S)-2-oxo-3-N-

(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid ((3S, 6S, 9S)-1) in 

39% 	overall 	yield 	from 	a-ter t-butyl 	y -methyl 	N -(9-(9- 

phenylfluorenyl))glutamate (5). The Claisen condensation of glutamate 5 

in the presence of lithium bis(trimethylsilyl)amide provided fi-keto ester 6 

as a mixture of diastereomers. Subsequent y -methyl ester hydrolysis and 

decarboxylation of 6 with lithium hydroxide gave ö-oxo a,c0- 
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diaminoazelate 8. Symmetrical diaminoazealate 8 was converted to a 

separable 8:1 mixture of diastereomeric N-(BOC)amino indolizidin-2-one 

esters 9 by hydrogenolysis of the N-PhF1 protecting group with 

intramolecular reductive amination followed by ester exchange, lactam 

cyclization, and amine protection. Hydrolysis of the methyl ester of major 

diastereomer (3S, 6S, 9S)-9 with lithium hydroxide then provided 

enantiomerically pure 1. Conformational analysis of (3S, 6S, 9S)-1\1"-

methyl 2-oxo-3-N-(acetyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxamide 

and its (6R)-stereoisomer predicts that both diastereomers can function as 

peptidomimetic surrogates of the i + ] and i + 2 residues of ideal type II pi-

turn conformations. 

4.1.2 	Summary. 

Enantiomerically pure (3S, 6S, 9S)-2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid ((3S, 6S, 9S)-1) was prepared in 

39% 	overall 	yield 	from 	a-ter t-butyl 	y -methyl 	N-(9-(9- 

phenylfluoreny1))glutamate (5) using a Claisen condensation / reductive 

amination / lactam cyclization sequence. 
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4 .1 . 3 	Results and Discussion. 

Peptidomimetics, rationally designed conformationally rigid 

analogues of natural peptides, have emerged as important tools for 

studying the central roles peptides and proteins play in the 

communication, regulation and replication of biological systems.1  

Azabicyclo[X.Y.0]alkane amino acids are particularly attractive targets to 

those engaged in the rational design and synthesis of peptidomimetics 

because of their ability to serve as conformationally fixed surrogates of 

peptide turn secondary structures.1-9  Pioneered by the preparation of 2-

oxo-3-phthalimido-7-thia-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid (2, 

Figure 1) and its use to prepare peptidomimetics of the i + 1 and i + 2 

residues of type II' f3-turn conformations,3  efforts have intensified to 

synthesize azabicydoalkane amino adds in order to develop optimal 

peptidomimetics of different biologically active peptide turn 

conformations.4-9 	Recent reports on the synthesis of 2-oxo-3-N- 

(30C)amino-5-oxa-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid (3) and 

methyl 2-oxo-3-phthalimido-1-azabicyclo[5.3.0]decane-10-carboxylate (4) 

have prompted us to reveal our approach to prepare 

azabicyclo[X.Y.O]alkane amino acid derivatives.5-7 
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Figure 1. 1-AzabicycloIX.3.0]alkane Amino Acid Analogues2  

BOCHN 
0 	-0O21-1 

1 

BOCHN 
0 	C 02H 	Pht =N 	C 02M e 

4 

Our strategy to synthesize azabicydo[X.Y.O]alkane amino acids 

employs 	configurationally 	stable 	a-N -(phenylfluorenyl)amino 

dicarboxylates in a Claisen condensation / reductive amination / lactam 

cydization sequence (Scherne 1). This strategy expands on our previously 

reported route to synthesize enantiopure ô-oxo a-amino esters and 5-

alkylprolines via acylation of the y -ester enolate of a-tert-butyl y -methyl 

N-(9-(9-phenylfluoreny1))glutarnate (5) and subsequent reductive 

amination.10  By employing readily available, natural a-amino 

dicarboxylates as chiral educts for azabicydoalkane amino acid synthesis, 

this method avoids complications associated with previous approaches 

that have required amination after heterocycle synthesis,7a,8  as well as the 

preparation of optically active allylglycine starting materials.6a The 

synthesis of a,co-diamino dicarboxylates by Claisen condensation of 

amino dicarboxylates dicarboxylates adds value to our approach in light of their 

importance as anti-bacterials,11  as well as replacements for cystine in 

macrocydic peptides in which a reducible disulfide linkage is converted 

into an ethylene chain.12  In addition, azabicycloalkane amino acids such 

as 1 are not susceptible to degradation by mechanisms that may ring-open 
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the masked aldehydes present in derivatives 2 and 3. This strategy is also 

designed to allow for side-chain functionality to be added to different 

positions of the am-diamino dicarboxylate and azabicycloalkane amino 

acid peptidomimetics via subsequent alkylations and additions on N-

(PhFl)amino ketone intermediates.13  

Scheme 1. Synthesis of N-(BOC)Amino Indolizidinone Esters Q. 
0 

t-BuO2C 

C 02M e 

çrC 02t-Bu -LiN(SiMe3)2 

HNPhFI 

à 
HNPhFI HNPhFI 

6 
52% (92%) 

C 02t-Bu 
Phfl 

7 
trace 

LiOH 

t-BuO2C 	 CO2t-Bu 

HNPhFI HNPhFI 

70% 

1) H2, Pd/C 
2) CF3C 02H 
3) HCI, Me0H 
4) (BOC)20  

BOCHN 

(6S)-9 
6Z/0 
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We have demonstrated the potential of our approach by the 

synthesis of >99% enantiomerically pure (3S, 6S, 9S)-2-oxo-3-N-

(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid ((3S, 6S, 95)-1) in 

39% overall yield from glutamate 5. Slow addition of lithium 

bis(trimethylsilyl)amide (110 mol %) to a -78 °C solution of glutamate 5 in 

THF (0.3 M) gave rise to Claisen condensation of the y -methyl esters to 

produce after extraction and chromatography a 1:1 mixture of 

diastereomeric p-keto esters 6 (52%) and recovered 5 (45%). At elevated 

temperatures intramolecular cyclization competed with the condensation 

and minor amounts of tert-butyl N-(PhFl)pyroglutamate (7) were isolated 

from the mixture. Hydrolysis and decarboxylation of the y -methyl ester of 

6 with 2 M lithium hydroxide (1500 mol %) in THF at reflux for 12 h 

furnished symmetrical s-oxo ct,œ-diaminoazelate 8 in 70% yield after 

chromatography. 

The fully protected azabicycloalkane, methyl 2-oxo-3-N-

(BOC)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate (9), was synthesized 

from azelate 8 in four steps and a single purification in 70% overall yield. 

Hydrogenation of 8 with palladium-on-carbon (10 mol % of 10 wt %) in a 

10:1 ethanol:acetic acid solution at 5 atm of hydrogen provided the 5-

substituted proline as an 8:1 mixture of cis:trans diastereomers. Treatment 

of the proline mixture with trifluoroacetic acid (20 vol %) in CH2C12 for 5 

h at room temperature removed the tert-butyl esters and esterification in 

methanolic HC1 proceeded with lactam cyclization giving the desired 

indolizidinone ring system. The amino ester hydrochloride was then 

protected with di-tert-butyldicarbonate (500 mol %) and triethylamine (200 
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mol %) in CH2C12 (0.06 M) to furnish the N-(BOC)amino indolizidinone 

methyl esters 9 that were readily separable by purification using colurnn 

chromatography on silica gel with 1:1 ethyl acetate:hexane as eluant. 

Concave (3S, 6S, 9S)-9 (62%; Rf = 0.23, 1:1 Et0Ac:hexane) eluted first from 

the column followed by convex (3S, 6R, 9S)-9 (8%; Rf = 0.08). 

Observation of Ruhemann's purple after removal of the N-BOC 

group by heating 9 on a silica gel coated TLC plate with ninhydrin 

indicated the presence of a primary amine and demonstrated that the 6-

membered lactam had formed instead of an 8-membered lactam resulting 

from cyclization of the proline ester onto the primary amine.14  The 6-

membered lactam structure was further eluddated by a series of 1H and 

13C NMR two-dimensional experiments.15  The bridge-head 

stereochemistry of major product (6S)-6 was assigned based on analogy 

with previous worlc,10  and on NMR experiments in which irradiation of 

the bridge-head proton produced a significant nuclear Overhauser effect 

on the C-3 proton. Enantiomeric purity of (6S)-6 was determined after 

conversion to (R)- and (S)-N-a-methylbenzylureas 10. Trifluoroacetic acid 

in CH2C12 quantitatively removed the N-BOC protecting group and the 

TFA salt was then acylated with either (R)- or (S)-a-

methylbenzylisocyanate in THF with triethylamine.10  Observation of the 

diastereomeric methyl ester singlets by 400 MHz 1H NMR spectroscopy in 

C6D6 during incremental additions of the opposite isomer demonstrated 

10 to be of >99 % de. Hence esters 9, azelate 8, and 2-oxo-3-N-(BOC)amino-

l-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acids (1) are all presumed to be of 

>99% enantiomeric purity. 
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Hydrolysis of the methyl ester of (6S)-9 using 2 M lithium hydroxide 

(1500 mol %) in THF (03 M) at reflux for 12 h provided an 81% yield of a 

1.8:1 mixture of (3S, 6S, 9S)- and (3S, 6S, 9R)-2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acids ((3S, 6S, 9S)- and (3S, 6S, 9R)-1) 

which were readily separable by chromatography on silica gel with 20:1 

ethyl acetate:acetic acid as eluant. Since epimerization of (6S)-9 during 

ester hydrolysis was presumed to provide (3S, 6S, 9R)-1, the hydrolysis was 

next performed under milder conditions. Methyl ester (6S)-9 was thus 

subjected to 1 M lithium hydroxide (200 mol %) in THF (0.12 M) at room 

temperature for 16 h and acid (3S, 6S, 95)-1 was isolated in 97% yield and 

>95% diastereomeric purity atter aqueous extraction. 

Scheme 2. Synthesis and Enantiomeric Purity of (3S, 6S, 9S)-1 
H 	 H 

Li OH 
BOCHN 	 97% BOCHN 

O 	C 02m e 	 0 	c 02i-i 
(6SA 	 (3S,6S,9S)-1 

1) CF3C 02H 
2) (R)- or 

(S)-PhCH(Me)NCO 

Conformational analysis of (3S, 6S, 9S)-N'-methyl 2-oxo-3-N-

(acetyl)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxamide and its (6R)-

stereoisomer predicts that both diastereomers exhibit o and ip torsion 

angles similar to the i + 1 and i + 2 residues of ideal type H i3-turn 
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conformations.16,17  We are now working to incorporate amino acid 1 into 

peptides in order to explore its ability to induce type II' 	turn 

conformations and i3-hairpin structures.16,18  Alkylation of ketone 8 and 

related intermediates is also under investigation to add side chains with 

stereocontrol at different positions on these peptidomimetic analogues. 

Having recently reported an enantioselective hydrogenation approach to 

synthesize both L- and D-a-amino dicarboxylates of six to eight carbon 

chain-lengths with high enantiomeric purities,19  we are now employing 

these different length a-amino dicarboxylates in our strategy in order to 

synthesize and study the conformations of a series of azabicyclic dipeptide 

analogues. 
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Johnson, R. L. J.  Am. Chein. Soc. 1992, 114, 8778, as well as type VI p-

turn peptidomimetics described in: (b) Dumas, J.-P.; Germanas, J. P. 

Tetrahedron Lett. 1994, 35, 1493; (c) Gramberg, D.; Robinson, J. A. 

Tetrahedron Lett. 1994, 35, 861. 

10  Ibrahim, H. H.; Lubell, W. D. J. Org. Chem. 1993, 58, 6438. 

11  Williams, R. M.; Yuan, C. J.  Org. Chem. 1992, 57, 6519 and reference 3 

therein. 

12  (a) Nutt, R. F.; Veber, D. F.; Saperstein, R. J.  Am. Chem. Soc. 1980, 102, 

6539. (b) Nutt, R. F.; Strachan, R. G.; Veber, D. F.; Holly, F. W. J.  Org. 

Chem. 1980, 45, 3078. 

13  (a) Lubell, W. D.; Rapoport, H. I. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 7447. (b) 

Lubell, W. D.; Jamison, T. F.; Rapoport, H. J. Org. Chem. 1990, 55, 3511. 
14  McCaldin, D. J. Chem. Rev. 1960, 60, 39. 

15  The structures of lactam 9 were confirmed by H,H-COSY, H,C-COSY, 

DEPT, NOE difference, NOESY, 1H and 13C NMR spectroscopy (see 

Supplementary Material). 

16  Reviews and leading articles on fi-turns include: (a) Wilmot, C. M.; 

Thornton, J. M. J.  Mol. Biol. 1988, 203, 221. (b) Rose, G. D.; Gierasch, L. 

M.; Smith, J. A. Advan. Protein Chem. 1985, 37, 1. (c) Richardson, J. S. 

Advan. Protein Chem. 1981, 34, 167. (d) Lewis, P. N.; Momany, F. A.; 

Scheraga, H. A. Biochem. Biophys. Acta 1973, 303, 211. (e) 

Venkatachalam, C. M. Biopolymers 1968, 6, 1425. 

17  Conformational analyses were performed with Macromodel version 

3.5x and the AMBER force field using solvent (water) treatment 
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according to McDonald, D. Q.; Still, W. C. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 

7743. The torsion angles for the minimum energy conformer of (3S, 

6S, 9S)-N'-methyl 2-oxo-3-N-(acetyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide were (p2 = -113° and ip3 = -56°. The torsion angles for the 

minimum energy conformer of its (6R)-stereoisomer were 2 = -137° 

and lif3 =-69°. 

18  The importance of type II eurns in the formation of p-hairpins is 

presented in Hague, T. S.; Little, J. C.; Gellman, S. H. J. Am. Chem. Soc. 

1994, 116, 4105 and references therein. 

19  Pham, T.; Lubell, W. D. J. Org. Chem. 1994, 59, 3676. 

4 . 1 . 5 	Experimental. 

General: Unless otherwise noted all reactions were run under argon 

atmosphere and distilled solvents were transferred by syringe. 

Tefrahydrofuran (THF) and ether were distilled from sodium / 

benzophenone immediately before use; 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane 

and CH2C12 were distilled from CaH2; Et3N was distilled from BaO. Final 

reaction mixture solutions were clried over Na2SO4. Chromatography 

was on 230-400 mesh silica gel; TLC on aluminum-backed silica plates. 

The following solvent systems were used: eluant A, Et0Ac / hexanes 

(10:90); eluant B, Et0Ac / hexanes (50:50); eluant C, n -BuOH/AcOH/H20 

(4:1:1); eluant D, Et0Ac/AcOH (20:1). Melting points are uncorrected. Mass 

spectral data, HR/VIS (EI), were obtained by the Université de Montréal 

Mass Spec. facility. 1H NMR (300/400 MHz) and 13C NMR (75/100 MHz) 
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spectra were recorded in CDC13. Chemical shifts are reported in ppm (6 

units) downfield of internai tetramethylsilane ((CH3)4Si). Chemical shifts 

for aromatic carbons are not reported. 

ri-Keto Esters 6 A solution of n-butyllithium in hexanes (3.1 mL, 2.1 M, 110 

mol %) was added to a -5 °C solution of 1,1,1,3,3-hexamethyldisilazane (2.2 

mL, 10.5 mmol, 180 mol %) in THF (12 mL), stirred for 20 min, cooled to 

-78 °C, and added over 1 h to a -78 °C solution of a-tert-butyl y -methyl N-

(9-(9-phenylfluorenyl))glutamate (5, 2.74 g, 6 mmol, 100 mol %)10  in THF 

(6 mL). The reaction mixture was stirred for an additional 3 h at -78 °C 

and then partitioned between Et0Ac (15 mL) and 1 M NaH2PO4 (25 mL). 

The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 15 mL). The organic 

layers were combined, washed with brine, dried, and evaporated to a foam 

that was purified by chromatography on silica gel using a gradient of 10-

30% Et20 in hexanes as eluant. First to elute from the column was 

recovered 5 (1.18 g, 45%) followed by a 1.2:1 mixture of diastereomeric 13-

keto esters 6 (1.38 g, 52%). i3-Keto Esters 6: 1H NMR ò 1.2 (s, 36 H), 1.6-1.75 

(m, 4 H), 1.9 (t, 2 H), 2.3-2.6 (m, 4 H), 2.7-2.95 (m, 2 H), 3.15 (s, 2 H), 3.6 (s, 3 

H), 3.75 (s, 31-I), 3.95 (m, 2 H), 7.2-7.7 (m, 5213); 13C NMR ô 27.78, 27.8, 29, 

29.1, 33.3, 33.4, 38.4, 38.6, 52.1, 52.3, 54.9, 55, 55.6, 55.9, 72.85, 72.91, 80.7, 80, 
169.6, 170.2, 174.82, 174,85, 204, 204.8; HRMS calcd for C57H59N207 (MH±) 

883.4323, found 883.4327. At elevated temperatures minor amounts of 7 
were isolated from the mixture. (2S)-tert-Butyl N-(PhFl)pyroglutamate (7): 

mp 203-205 °C; [a]20D -120.6° (c 1.3, CHC13); 1H NMR ô 1.23 (s, 9 H), 1.85 

(m, 1 H), 2.15-2.4 (m, 2 H), 2.67 (m, 1 H), 3.9 (d, 1 H), 7.2-7.8 (m, 13 H); 13C 
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NMR ò 25, 27.4, 30.9, 61.5, 73, 81.2, 171.3, 176.3; HRMS calcd for 

C28H27NO3 (M+) 425.1991, found 425.1981. 

(2S, 8S)-Di-tert-buty15-Oxo 2,8-Di-N-(PhF1)amino Azelate (8) 13-Keto esters 
6 (1.14 mg, 1.29 mmol) in THF (12 mL), was treated with 2 M lithium 

hydrœdde (10 mL) and stirred at a reflux for 12 h when TLC showed 

complete disappearance of starting 6. The mixture was partitioned 

between Et0Ac (15 mL) and NaH2PO4 (1 M, 15 mL) and the aqueous phase 

was extracted with Et0Ac (3x10 mL). The combined organic layers were 

washed with brine, dried, and evaporated to a foam that was purified by 

chromatography using eluant A. Evaporation of the collected fractions 

gave 750 mg (70%) of 8. Azelate 8: [a]20D -174.9° (c 2.2, Me0H); 1H NMR ô 

1.05 (s, 9 H), 1.55 (m, 2 H), 2.25 (m, 1 H), 2.4 (m, 2 H), 3 (br s, 1 H), 7-7.6 (m, 

13 H); 13C NMR ô 27.8, 29.3, 38.9, 55.1, 72.9, 80.6, 174.9, 209.8; HRMS calcd 

for C55H57N205 (1\4H+) 825.4267, found 825.4230. 

(3S, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[43.0]nonane-9-carboxylates (9). A solution of azelate 8 (420 mg, 

0.51 mmol) in Et0H (15 mL) and AcOH (1.5 mL) was treated with 

palladium-on-carbon (10 wt%, 51.8 mg) and stirred under 5 atm of 

hydrogen for 24 h. The mixture was filtered on celite, the catalyst was 

washed with Et0H (10 mL), and the combined organic phase was 

evaporated to a solid that was dissolved in a solution of TFA (1.5 mL) and 

CH2C12 (7.5 mL) and stirred 5 h when TLC (eluant C) showed complete 

disappearance of the starting ninhydrin positive material (Rf = 0.46) and 

formation of a new ninhydrin positive product (Rf = 0.22). The volatiles 
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were removed under vacuum, the residue was dissolved in a 0 aC 

solution of CH3C0C1 (0.7 mL) in Me0H (8 mL), and the solution was 

stirred at room temperature for 24 h when TLC (eluant C) showed 

complete conversion to a new ninhydrin positive product (Rf = 0.38). The 

volatiles were removed under vacuum. The amino ester hydrochloride 

residue was dissolved in CH2C12 (8 mL), cooled to 0 °C , treated with di-

tert-butyldicarbonate (534 mg, 2.45 mmol) and triethylamine (0.71 mL, 0.98 

mmol), and stirred at room temperature for 1.5 h. The mixture was 

partitioned between Et0Ac (5 mL) and NaH2PO4 (1 M, 5 mL) and the 

aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 5 mL). The combined organic 

layers were washed with brine, dried, and evaporated to an oil that was 

chromatographed with 1:1 hexanes:Et0Ac as eluant. Evaporation of the 

collected fractions gave first concave (6S)-9 (99 mg, 62%; Rf = 0.23, eluant 

B) followed by convex (6R)-9 (12 mg, 8%; Rf = 0.08, eluant B). Ester (6S)-9: 

[PD -47.9° (c 6.12, Me0H); 1H NMR ô 1.45 (s, 9 H), 1.7 (m, 3 H), 2.1 (m, 4 

H), 2.45 (m, 1 H), 3.7 (m, 1 H), 3-.75 (s, 3 H), 4.15 (m, 1 H), 4.5 (d, 1 H), 5.5 (br 

s, 1 H); 13C NMR ô 26.8, 27.2, 28.3, 28.9, 32.0, 49.9, 52.2, 56.4, 58.1, 79.4, 155.6, 

169.1, 172.1; HRMS calcd for C15H25N205 (MH+) 313.1764, found 313.1785. 

Ester (6R)-9: [a]2°D -25.3° (c 1.1, Me0H); 111 NMR ô 1.4 (s, 9 H), 1.5-1.8 (m, 3 

H), 1.9-2.1 (m, 4 H), 2.4 (m, 1 H), 3.56 (m, 1 H), 3.65 (s, 3 H), 3.86 (m, 1 H), 

4.38 (d, 1 H), 5.17 (br s, 1 H); 13C NMR ô 27, 28, 28.5, 29, 32, 52, 52, 58, 60, 79, 

156, 168, 172. 

(3S, 6S, 9S)- and (3S, 6S, 9R)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic Acid ((3S, 6S, 9S)-1 and (3S, 6S, 9R)-1) 

(35, 6S, 9S)-Methyl 3-N-(BOC)amino indolizidin-2-one-9-carboxylate 9 
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(0.36 mmol, 113 mg) in THF (4 mL) was treated with 2 M lithium 

hydrcodde (2 mL) and stirred at a reflux for 12 h when TLC (eluant B) 

showed complete disappearance of starting 9. The mixture was 

partitioned between Et0Ac (10 mL) and NaH2PO4 (1 M, 10 mL). The 

aqueous phase was extracted with Et0Ac (5 x 10 mL). The organic layers 

were combined, washed with brine, dried, and evaporated to an oil that 

was chromatographed with 20:1 Et0Ac:AcOH as eluant. Evaporation of 

the collected fractions gave first (3S, 6S, 9S)-1 (56 mg, 52%; Rf = 0.46, eluant 

D) followed by (3S, 6S, 9R)-1 (32 mg, 29%; Rf = 0.28, eluant D). Acid (3S, 6S, 

9S)-1: [a120D —44.7° (c 0.8, CHC13); 1H NMR ô 1.44 (s, 9 H), 1.65-1.75 (m, 3 H), 

2.10-2.30 (m, 4 H), 2.42 (m, 1 H), 3.71 (m, 1 H), 4.22 (m, 1 H), 4.54 (d, 1 H), 

5.66 (br s, 1 H); 13C NMR ô 26.4, 26.8, 28.1, 28.4, 31.8, 49.6, 56.8, 58.5, 79.6, 

155.7, 170.3, 174.2; HRMS calcd for C14H23N205 (MH+) 299.1607, found 

299.1596. Acid (3S, 6S, 9R)-1: [a]2°D —6.5° (c 1.7, CHC13); 1H NMR ô 1.42 (s, 9 

H), 1.65-1.8 (m, 21H), 1.89 (m, 2 H), 2 (m, 3 H), 2.25 (m, 1 H), 3.6 (br s, 1 H), 

3.95 (br s, 1 H), 4.35 (br s, 1 H), 5.86 (br s, 1 H); 13C NMR ô 27.4, 28.9, 29.1, 

30.2, 31.3, 51.5, 60, 60.6, 79.4, 156, 169.7, 176.5; HRMS calcd for C14H23N205 

(MH+) 299.1607, found 299.1619. 

(3S, 6S, 9S)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic 

Acid ((3S, 6S, 9S)-1) (35, 6S, 9S)-Methyl 3-N-(BOC)amino indolizidin-2-

one-9-carboxylate 9 (0.12 mmol, 37 mg) in THF (2 mL) was treated with 1 

M lithium hydroxide (0.25 mL) and stirred at room temperature for 16 h 

when TLC (eluant B) showed complete disappearance of starting 9. The 

mixture was partitioned between Et0Ac (5 mL) and 1 M NaH2PO4 (5 mL). 

The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 5 mL). The organic 
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layers were combined, washed with brine, dried, and evaporated to an oil 

which gave 34.4 mg of (3S, 6S, 99-1 (97%). 

Determination of Enantiomeric Purity of (3S, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-

(BOC)amino-1-azabicydo14.3.01nonane-9-carboxylate ((6S)-9). (3S, 6S, 9S)-3-

N-(BOC)Amino indolizidin-2-one methyl ester 9 (0.06 mmol, 18 mg) in 

CH2C12 (1 mL) was treated with TFA (0.5 mL) and stirred for 4 h when 

TLC (eluant B) showed complete disappearance of starting 9. The volatiles 

were removed under vacuum and the residue was dissolved in 1 mL of 

THF. 	The solution was treated with either (R)- or (S)-ct- 

methylbenzylisocyanate (16 I.AL, 0.12 mmol, 200 mol%) and Et3N (8 'IL, 0.06 

mmol, 100 mol%) and heated at a reflux for 3 h. The mixture was cooled 

and the volatiles were removed under vacuum to a residue which was 

directly examined by NMR. The limits of detection were determined by 

observation of the diastereomeric methyl ester singlets in the 400 MHz 1H 

NMR in C6D6 during incremental doping experiments which 

demonstrated S- and R-10 to be of >99% diastereomeric purity. 

Urea R-10: 1H NMR (C6D6) ö 1.21 (m, 3 H), 1.33 (d, 3 H, J = 6.9), 1.47 (m, 3 

H), 1.6 (m, 1 H), 2.38 (m, 1 H), 2.83 (m, 1 H), 3.33 (s, 3 H), 4.21 (d, 1 H, J = 8.2), 

4.34 (m, 1 H), 5.13 (m, 1 H), 5.5 (br s, 1 H), 6.05 (br s, 1 H), 7.15 (m, 5 H). 

Urea S-10: 1H NMR (C6D6) ò 1.23 (m, 2 H), 1.33 (m, 2 H), 1.39 (d, 3 H, J = 

6.8), 1.47 (m, 1 H), 1.63 (m, 1 H), 2.3 (m, 1 H), 2.81 (m, 1 H), 3.3 (s, 3 H), 4.24 

(d, 1 H, J = 8), 4.45 (m, 1 H), 5.16 (m, 1 H), 5.55 (br s, 1 H), 6.06 (br s, 1 H), 7.15 

(m, 5 H). 
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CHAPITRE 4 

Rigid Dipeptide Mimetics. 
Efficient Synthesis of Enantiopure Indolizidinone Amino Acids. 

Henry-Georges Lombart and William D. Lubell* 

Journal of Organic Chemistry,1996, 61, 9437-9446. 

4.2.1 	Abstract 

An effective means to synthesize indolizidinone amino acid has 

been developed and furnishes all possible stereoisomers of these 

conformationally rigid mimetics of peptide secondary structures. 

Inexpensive glutamic acid was employed as chiral educt in a Claisen 

condensation / reductive amination / lactam cyclization sequence that 

furnished stereoselectively azabicyclo[3.4.0]alkane amino acid 1. 

Enantiopure (3S, 6S, 95)- and (3R, 6R, 9R)-2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acids ((35, 6S, 95)- and (3R, 6R, 9R)-1) 

were respectively synthesized from and D-N-(PhF)glutamates 2 (PhF = 

9-(9-Phenylfluoreny1)). Slow addition of sodium bis(trimethylsilyl)amide 

to 2 provided good to excellent yields of fl-keto esters 3, that were 

subsequently hydrolyzed and decarboxylated to give symmetric a,co-di1N-

(PhF)aminolazelate ô-ketones 5. Augmentation of hydrogen pressure 
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increased diastereoselectivity in reductive aminations with 5 and afforded 

5-alkylprolines 8 and 10. Lactam formation on exposure of 10 to 

triethylamine and N-protection with di-tert-butyldicarbonate gave methyl 

2-oxo-3-N -(BOC)amino-1-azabicyclo [4.3 .0]nonane-9-carboxylate 12 whi ch 

on C-terminal ester hydrolysis with hydroxide ion gave enantiopure N-

(BOC)amino indolizidinone acid 1. Alternatively, hydride addition to 

ketone 5a gave symmetric «,co-di[N-(PhF)amino]azelate ô-alcohol 7a 

which upon mesylation and intramolecular SN2 displacement by the PhF 

amine gave specifically cis-5-alkylproline 15 that was similarly converted 

to (3S, 6S, 9S)-1. In addition, epimerization of the C-9 stereocenter of (3S, 

6S, 9S)-N-(BOC)amino indolizidinone methyl ester 12 with NaN(SiMe3)2 

and ester hydrolysis gave (3S, 6S, 9R)-indolizidinone amino acid (3S, 6S, 

9R)-1. By providing efficient methodology for synthesizing all of the 

possible stereoisomers of enantiopure indolizidinone amino acid 1, our 

route is specifically designed to enhance the general use of these peptide 

mimetics in the exploration of conformation-activity relationships of 

various biologically active peptides. 

4. 2 .2 	Introduction. 

Azabicyclo[X.Y.O]alkane amino acids are an important dass of 

dipeptide analogues having restrained back-bone and side-chain 

conformations (Figure 1).1-17  The growing use of these dipeptide 

surrogates in the investigation of structure-activity relationships of 

various biologically active peptides has created a demand for new 
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methodology for synthesizing these peptide mimetics.1-17  Ideally, 

approaches for making azabicycloalkane amino acid should overcome 

three important challenges. First, the fused azacycloalkane heterocyde 

should be synthesized unambiguously in a predictable manner. Second, 

chiral centers should be introduced with stereocontrol at the a and bridge-

head carbons. Finally, the appendage of side-chains onto the heterocycle is 

desired in order to synthesize analogues that mimic both peptide back-

bone and side-chain geometries.4,7,8,10  

Figure 1. Representativ-e Examples of Indolizidinone Amino Acid 

Analogues. 
H 

BOCHN 	1 	 BOCHN  
N 

0 	C 02H 	 0 C 02H 

lndolizidinone Amino Acid 11'9'11  7-Thiaindolizidinone Amino Acida3  

0 COR' 
4-Benzyl-indolizidinone 
Amino Acid Analogue7  

0 	C 02t-Bu  

0 	C 02H 

5-Oxaindolizidinone Amino Acid8,8  

..,NHCbz 

é 02H° 
3-Benzyl-indolizidinone 	hexahyroindolizino[8,7-Mindole 

Amino Esterl° 	 Amino Acid8 
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Scheme 1. General Approach for Synthesizing Azabicydo[X.Y.Olalkane 

"Electrophilic" 	" Nucleophilic" 	 Ketone Intermediates 
a-Ami nodicarboxylates 	 E = 002R and E = H 

In 

C 02R 
	 0 	C 02H 

Azacycloalkane 	 AzabicycloIX.Y.Ojalkane 
Diamino Diester 	 Amino Acid 

By targeting initially on the synthesis of azabicyclo[3.4.0]alkane 

amino acids, we are developing a general approach in order to meet this 

criterion. 	Our method utilizes configurationally stable N-(9-(9- 

phenylfluorenyrnaminodicarboxylates in a Claisen condensation / 

reductive arnination / lactam cyclization sequence in order to furnish 

stereoselectively azabicycloalkane amino acid (Scheme 1, PhF = 9-(9-

phenylfluoreny1)).11  Employment of different aminodicarboxylates, such 

as glutamate, aspartate and longer aminodicarboxylates, in this scheme is 

designed to provide a variety of heterocyclic ring-sizes. In theory, side-

chains may be added to the heterocyde via alkylations and additions on 

the N-(PhF)amino ketone intermediates.18  By employing inexpensive 

glutamic acid as chiral educt in this approach, we have developed an 

efficient synthesis of enantiopure indolizidinone amino acid 1 that gives 

access to all of the possible stereoisomers of these interesting dipeptide 

mimetics. 
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Indolizidinone amino acid 1 was selected as our first target because 

azabicydo[3.4.0]alkane amino acids have been well studied in peptide 

structures, and because their different configurational isomers have been 

used to illustrate the importance of particular conformations for peptide 

bioactivity.2-16 For example, a thiaindolizidinone amino acid with (3S, 

6R, 9R)-stereochemistry was recently used to stabilize the active 

conformation in a potent analogue of cyclosporin A.3d Indolizidinone 

amino acids with (35, 6R, 9S)-stereochemistry have also been shown to 

adopt both type Ir 13-turn and y -turn. conformations in mimetics of 

different biologically active peptides.3a,b,e The all carbon indolizidinone 

system was selected for synthesis,7-12  instead of thia- and oxa-analogues,2-6  

because of three reasons. First, the methylene protons add increased 

rigidity to the indolizidinone by creating additional gauche interactions. 

Side-chain functional groups may be appended at the ring carbons. 

Finally, analogues possessing saturated thiazo- and oxazo-ring systems are 

inherently more prone to degradation via processes that may hydrolyze 

the masked aldehyde during metabolism in vivo as well as during peptide 

synthesis. 

We now provide full details of our method for synthesizing 

indolizidinone amino acid 1.11 	Several observations have led to 

improvements in overall yield and efficiency. For example, a relationship 

between hydrogen pressure and diastereoselectivity in the reductive 

amination step was observed and employed to control the bridge-head 

carbon stereochemistry. A new route featuring the activation and 

intramolecular displacement of a symmetric alcohol has been explored to 



Chapitre 4 	 213 

stereospecifically synthesize (3S, 6S, 9S)-1. Regioselective enolization of 

indolizidinone amino ester now gives access to epimers at C-9. Moreover, 

the number of steps to synthesize 1 has been reduced via the employment 

of dimethyl N-(PhF)glutamate 2b in the Claisen condensation / reductive 

amination / lactam cydization sequence. Because indolizidinone amino 

acid 1 is suitable for incorporation into peptides using standard 

techniques,12  our route is specifically designed to enhance the general use 

of these peptide mimetics in the exploration of conformation-activity 

relationships of various biologically active peptides. 
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4 . 2 . 3 	Results and Discussion. 

4 . 2 . 3 . 1 	Synthesis 	of «40-Diaminodicarboxylate 	via 	Claisen 

Condensation of N-(PhF)Glutamates. 

Scheme 2. Synthesis of 5-0xo-2,8-Di[N-(PhF)amino]azelates 5 Via Claisen 
Condensations of N-(PhF)Glutamates 2. 
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Table 1. -Claisen Condensation of N-(PhF)Glutamates.a 
O C 02M e 

Cy  
MN(SiMe3)z THF, 

C 02R 	
 

HNPhF 
: R = t-Bu 

21? : R = CH3  

1.5-2h 

entry R 
MN(SiMe3)2 

(Mol %) 	Temp (°O) [ 2 ] M % a % rcvd 2 % 4 
a 
b 
c 
d 
e 
f 

9 
h 

i 

[ 

t-Bu 
Il  

,, 
,, 
,, 
H  

,, 

,, 

,, 

M e 

Li (110) 
Na (110) 
K (110) 

Na (110) 
Na (110) 
Na (50) 

Na (220) 

Na (110) 

Na -(110) 
Na (110) 

-78°C 
-78°C 

-78°C 
-30°C 
-20°C 
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0.3 
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0.3 
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0.1 
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52 
69 

- 
83 
77  
24 
52 

75 

69 
esb  

45 
27 

100 
2 

69 
42 

5 
13 

2 
2 

10 
15 
6 
6 

25 

25 
22 

alsolated yields. 

02R 
PhF 

: R = t-Bu 
R = Me 

The Claisen condensation of N-(PhF)aminodicarboxylates is an 

effective means for preparing functionalized a,œ-diaminodicarboxylates 

(Scheme 2). For example, slow addition of sodium 

bis(trimethylsilyl)amide (1 M in THF) to a solution of (2S)-a-tert-butyl y-

methyl N-(PhF)glutamate ((2S)-2a) in THF at —30 °C provided (2S, 4RS, 

8S)-di-tert-butyl 4-carbomethoxy-5-oxo-2,8-di-[N-(PhF)amino]azelate ((2S, 

4RS, 8S)-3a) in 80 % yield (Table 1, entry d). Like the alkylation,19 
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acylation,20  aldo121  and Dieckmann22  reactions of aminodicarboxylates, 

this Claisen condensation proceeds via regioselective enolization of the co-

ester. Sodium enolates generated with NaN(SiMe3)2 as base gave the best 

yields of re-keto ester 3. Lithium enolates were less reactive and potassium 

enolates gave no condensation products at all in reactions using bis-

trimethylsilylamide bases. Although potassium enolates react well under 

alkylation conditions,19  we have yet to acylate the potassium enolate of N- 

(PhF)glutamate 2a.20a Attempts were also unsuccessful to effect Claisen 

condensation with methoxide in methanol. The Claisen condensation 

was usually complete after 2 h. Since enolization of the condensation 

product depletes base, and since excess base consumes electrophile, the 

stoichiometry and the rate of addition of NaN(SiMe3)2 to 2a were both 

important for obtaining good yields of p-keto ester 3 (Table 1, entries b, f 

and g). 

Dimethyl N-(PhF)glutamate (21)) was employed next in the Claisen 

condensation using conditions optimized with a-tert-butyl y -methyl N- 
(PhF)glutamate (2a) at —50 °C (Table 1, entry 	Synthesis of 2b proceeded 

in excellent yield by esterification of glutamate in methanolic HC1 

followed by phenylfluorenation.23  Because the kinetic y -esterification as 

well as the a-tert-butyl esterification steps are avoided, the preparation of 

2b is simpler and higher yielding than that for 2a (2a --- 3 steps, 44% yield; 
2b --- 2 steps, 88% yield).23,24 With the conditions optimized on 2a, the 
Claisen condensation of dimethyl ester 2b gave lower yields than the 
reaction with 2a; however, multi-gram quantities of 13-keto ester 3h could 

be obtained in 60% yield after chromatography. 



Chapitre 4 	 217 

N-(PhF)Pyroglutarnate 4 was isolated from the Claisen 

condensation reaction mixtures. Pyroglutamate formation was favored at 

higher temperatures. For example, the condensation of dimethyl ester 2b 

at 0 °C gave N-(PhF)pyroglutamate methyl ester (4b) as the major product. 

Glutamate 2 was destroyed when the Claisen condensation was run at 

room temperature leaving behind considerable amounts of base-line 

material on TLC. Pyroglutamate 4 most likely arises from decomposition 

of the enolate with loss of methoxide to form a ketene intermediate that 

undergoes intramolecular cyclization onto the phenylfluorenyl nitrogen. 

The steric bulk of the a-tert-butyl ester seems to retard the formation of N-

(PhF)pyroglutamate 4a, which was a minor component of the product 

from the condensation of a-tert-butyl y -methyl N-(PhF)glutamate (2a). 

(2S, 8S)-Di-tert-butyl 5-oxo-2,8-di-[N-(PhF)amino]azelate ((2S, 8S)-5a) 

was synthesized via hydrolysis and decarboxylation of f3-keto ester 3a 

(Table 2). When the hydrolysis was conducted in refluxing THF, 

pyroglutamate 4a was again isolated. Its formation may result from a 

retro-Claisen reaction and subsequent cyclization via the mechanism 

described above. t3-Keto ester 3a remained unchanged after treatment with 

potassium trimethylsilanolate in ether for 24 h25  and decomposed on 

heating in wet DMSO at 160 °C.26  The best conditions for decarboxylation 

of p-keto ester 3a employed 2N NaOH in dioxane and afforded 

quantitatively azelate 5a. In addition, we found that isolation of I3-keto 

ester 3a was unnecessary and glutamate (2S)-2a could be converted to 

symmetric azelate (2S, 8S)-5a in 75% overall yield after Claisen 

condensation, hydrolysis, decarboxylation and chromatography. (2R, 8R)- 
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Di-tert-butyl diamino azelate (2R, 8R)-5a was prepared in similar yield by 

employing D-glutamate in the sequence described above (Scheme 2). 

Table 2. Hydrolysis and Decarboxylation of Ester asla 
0 	 0 

02M e 

021--Bu 	t-BuO 	 02t-Bu 

HNPhF HNPhF 	 FIKIPhF HNPhF 
5_4 

entlY Conditions TemP (°C) Solvent n ( mol %) % 51 %4 
a NaOH (2N) 66 THF 2000 52 12 
b NaOH (2N) 25 THF 1000 68 -e 

c LiOH (2N) 25 THF 2000 58 9  
d LiOH (2N) 25 THF 1000 67 4 
e LION (2N) 66 THF 1000 70 12 
f LiOH (2N) 65 THF 500 77 5  
9 LiOH (2N) 66 THF 300 74 20  
h NaOH (2N) 25b  Dioxane 500 99 

NaOH (2N) 101 Dioxane 5(x) sa 
j KO(SiMe3)2 25  Et20 150 _c 
k DMSO-H20 160 OMS° _ _ci 

alsolated yields. bReaction time was 24 h. tag was recovered 
unchanged. ciao decomposed. ei§ was not isolated. 

(2S, 8S)-dimethyl 5-oxo-2,8-di[N-(PhF)amino]azelate ((2S, 8S)-5b, 

Scheme 2) was obtained in 81% overall yield after chromatography via 

hydrolysis and decarboxylation of (3-keto ester 3b followed by esterification 

of 2,8-diamino azelaic acid 6 with iodomethane and potassium carbonate 

in dimethyl sulfoxide. Hydrolysis of dimethyl azelate 5b with NaOH in 

DMSO regenerated 2,8-diamino azelaic acid 6 in 95% yield after 
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precipitation and recrystallization. Treatment of azelaic acid 6 with tert-

butyl trichloroacetimidate in dichloromethane:cyclohexane provided an 

alternative means to synthesize di-tert-butyl diaminoazelate 5a which was 

furnished in 76% yield.24b-d 

A streamlined process gave 2,8-diamino azelate dimethyl ester 5b in 

51% overall yield from dimethyl N-(PhF)glutamate 2b via a sequence in 

which f3-keto ester 3b and 2,8-diamino azelaic acid 6 were not isolated 

(Scheme 3). The added advantage was the ability to recoup 39% of starting 

dimethyl N-(PhF)glutamate (2b) as the other product isolated from 

chromatography of 5b. Evidently, pyroglutamate 4b was hydrolyzed to N-

(PhF)glutamate during the decarboxylation of 3h with NaOH in dioxane. 

Subsequent esterification of N-(PhF)glutamate provided 2b for reuse in 

the Claisen condensation. Accounting for the recovery of starting 2b, the 

overall yield of (2S, 8S)-5b from L-glutamic acid was 72%. 



HNPhF 

R 02C 	 C 02R 	 HX-F-IN 

HK1PhF 

1 

H2, Pd/C 

H2N 
O 
11 

CO2Me 

Et3N; (BOC)20 
R - H-HCI : IQ -«-I HCI (g), 
R = BOC : 14 --I C H2Cl2 

BOCHN 
+ 

BOCHN 
CO2Me CO2Me 

+ 

,...Et3N  .,../ 

(3S, 6S, 9S)-12 (3S, 6R, 9S)-12 

CO2Me 

HCI
Me0H  

H2, Pd/C, 
9:1 Et0H: AcOH, 

§_a : R = t-Bu 
2? : R = CH3  

C 02R 

R = t-Bu, X = OAc : 8 -.4:HCI 6N R=H,X=C1:9 
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4. 2 . 3 . 2 

Scheme 3. 

Synthesis of Indolizidinone Amino Acid 1 

Synthesis of N-(BOC)Amino Indolizidinone Methyl Ester 12 

Via Reductive Amination With Azelate 5. 
N H2-NX = 

Indolizidinone amino acid I. was synthesized from diamino azelate 

5 via two different routes: one featuring reductive amination of 

symmetric s-amino ketone 5 (Schemes 3), the other involving hydride 

reduction of 5 followed by activation and intramolecular displacement of 

symmetric b-amino alcohol 7 (Scheme 5). In the reductive amination 



t-BuO2C 	 02t-131.1 

HK1PhF HNPhF 
(2S, 8S)-§_a H 

BOCHN 
0 CO2Me 	 0 CO2Me 

(3S, 6S, 9S)-12 	 (3S, 6R, 9S)-12 

BOCHN 
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sequence, hydrogenation of diamino azelate 5a with palladium-on-carbon 

as catalyst in 9:1 Et0H:AcOH proceeded by cleavage of the phenylfluorenyl 

groups, intramolecular imine formation, protonation, and hydrogen 

addition to the irninium ion intermediate. Because of sy-mmetry, either 

amine of azelate 5 can condense with the ô-ketone in order to furnish the 

same 5-alkylproline tert-butyl ester 8. Diamino diester 8 was not isolated 

at this time; instead, the tert-butyl esters were removed by acid solvolysis 

with either TFA or 6N HC1 to furnish diamino add 9. Methyl 2-oxo-3-N-

(BOC)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate 12 was then obtained 

in 60-70% overall yields from 5a after esterification of 9 with methanolic 

HCI, lactam cydization, N-acylation of ester 11 with di-tert-

butyldicarbonate and Et3N in CH2C12, and chromatography (Scheme 4). 

Scheme 4. Synthesis of 12 Via Reductive Amination of id. 
0 

1) H2, Pd/C 
2) Acid 
3) HCI-Me0H 
4) (BOC)20 
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Table 3. Influence of H2 Pressure on Reductive Amination of id.a 

entry H2  P (atm) Acid % (6S)-J2 	% (6R)-J.2 d. r. 

a 1 TFA 41 22 6535 
b 6 TFA 52 10 84:16 

c 11 TFA 54 6 90:10 

d 1 6N HCI 45 22 67:33 

e 6 6N HCI 64 8 89:11 
f 11 6N HCI 66 3 96:4 

alsolated yields. 

A study of the influence of hydrogen pressure on the 

diastereoselectivity of the reductive amination was performed by 

measuring the ratio of (3S, 6S, 9S)- and (35, 6R, 9S)-N-(BOC)amino 

indolizidinone methyl esters 12 after their isolation from the reaction 

sequence described above (Table 3). We used this indirect method for 

ascertaining the diastereoselectivity of hydrogenation because 5-

alkylprolines 8 and 9 were inseparable by chromatography and because 

their NMR spectra lacked distinguishable diastereomeric signals. N-

(BOC)Arnino indolizidinone methyl esters 12 were conveniently 

separated by chromatography with 1:1 Et0Ac:hexanes as eluant. Increased 

hydrogen pressure was found to augment the diastereoselectivity in the 

reductive amination step with (2S, 8S)-5a such that the ratio of (6S)-12 to 
(6R)-12 rose from 2:1 up to 24:1 as H2 pressure was increased from 1 to 11 

atm. In addition, we observed th.at  N-(BOC)amino indolizidinone methyl 

esters 12 were obtained in higher yields when 6N HC1 was used to 

deprotect 8 instead of TFA (Table 3). Employment of (2R, 8R)-5a in this 
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reaction sequence gave similar yields and diastereomeric ratios of (3R, 6R, 

9R)- and (3R, 6S, 9R)-N-(BOC)amino indolizidinone methyl esters 12. 

Methyl 	5-(3'-N-(BOC)amino-3'-methyloxycarbonylpropy1)-N- 

(BOC)prolinate (14) was isolated in varying yields from the reaction 

sequence to synthesize 12. The formation of 14 is due to incomplete 

lactam formation and subsequent N-acylation of the secondary amine 

with di-tert-butyldicarbonate. In order to recycle 14 into N-(BOC)amino 

indolizidinone methyl ester 12, the BOC groups were first removed with 

HC1 gas in CH2C12 to provide 5-alkylproline 10 as the hydrochloride salt. 

Triethylamine in CH2C12 at room temperature was then used to liberate 

the amine and convert 10 into lactam 11 (Scheme 3). Conversion was 

monitored by proton NMR on examination of the disappearance of the 

methyl ester singlets for 10 (3.87 and 3.89 ppm) and the augmentation of 

the methyl ester singlet for 11 (3.73 ppm). By following lactam cydization 

with 1H NM1R, we could time the addition of di-tert-butyldicarbonate to 

the reaction mixture in order to avoid formation of 14 and thereby 

enhance the overall yield of N-(BOC)amino indolizidinone methyl esters 

12. 

(25, 85)-2,8-Diamino azelate dimethyl ester 5b was next transformed 

into N-(BOC)amino indolizidinone methyl ester 12 using the experience 

gained with azelate 5a. Treatment of (25, 8S)-5b with palladium-on-carbon 

under 6 atm of H2 in 10:1 Et0H:AcOH furnished primarily indolizidinone 

11 with some 5-alkylproline 10 after removal of the catalyst by filtration 

and evaporation of solvent. Without further purification, the mixture 



(2S, 8S)-5.2 	 (2S, 8S)-Za 

1) H2, Pd/C 
2) HCI (6N) 
3) Me0H, HCI 
4) Et3N; (BOC)20 

CBr4, PPh3, 
DIEA, THF, rt 
Or 
MsCI, DMAP, 
Et3N, CF-I2C12, 
0°C -> rt -> 

NHPhF 

C 02t-Bu 

BOCHN 
0 	C 02M e 	 PhF 

C 02t-Bu 
(3S, 6S, 9S)-12 
	 (2S, 5S, 3S)-15 
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was first exposed to Et3N in CH2C12 for 3 h at room temperature and then 

N-acylated with di-tert-butyldicarbonate. Purification by chromatography 

provide respectively (3S, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 9S)-N-(BOC)amino 

indolizidinone methyl esters 12 in 81% and 2% overall yields (Scheme 3). 

Scheme 5. Synthesis of N-(BOC)Amino Indolizidinone Methyl Ester 12 

via Alcohol 
02t-Bu 

 

NaBH4, 
Me0H t-BuO2C 	 02t-Bu 	»- 

HelPhF HNPhF 02t-Bu 

HNPhF 

An alternative method to prepare indolizidinone amino ester 12 

was studied that featured activation and intramolecular displacement of 

symmetric alcohol 7. 	The intramolecular SN2 displacement was 

specifically examined with (2S, 8S)-di-tert-butyl 5-hydroxy-2,8-di1N-

(PhF)aminolazelate ((2S, 8S)-7a) which was synthesized in 89% yield from 
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reduction of diamino ketone 5a with NaBH4 in Me0H. Treatinent of 7a 

with carbon tetrabromide, triphenylphosphine and diisopropylethylamine 

in THF at 25 °C for 1 h provided stereospecifically (2S, 5S, 3'S)-tert-butyl 5-

(3'-N-(PhF)amino-31-methyloxycarbonylpropy1)-N-(PhF)prolinate ((2S, 5S, 

3 'S)-15) in 86% yield.19d Stereospecific formation of cis-5-alkylproline (25, 

5S, 3'S)-15 was also achieved in quantitative yield by mesylation of 7a with 

methanesulfonyl chloride, Et3N and DMAP in CH2C12 at 0 °C followed by 

heating at reflux. Since the steric effects of the nitrogen and carboxylate 

protecting groups may alter the relative energies of the diastereomeric 

transition states for intramolecular SN2 displacement, we are presently 

examining other derivatives of 7 in order to prepare trans-5-alkylproline 

(25, 5R, 3'S)-15. N-PhF-5-Alkylproline (2S, 5S, 3'S)-15 was transformed 

into N-(BOC)amino indolizidinone methyl ester 12 by hydrogenolysis of 

the PhF groups with palladium-on-carbon as catalyst to give 8, which was 

converted to 12 as previously described. 

N-(BOC)Amino indolizidinone acid 1 was synthesized via 

hydrolysis of ester 12 (Scheme 6). Epimerization of the C-9 center 

competed with ester hydrolysis and afforded mixtures of (9S)- and (9R)-

diastereomers 12 that were separated by chromatography on silica gel 

using AcOH in Et0Ac as eluant.27  By controlling the stoichiometry of 

hydroxide ion in the hydrolysis of (3S, 6S, 9S)-12, the amount of 

epimerization was significantly reduced and (35, 6S, 9S)-1 was furnished 

in >90% yields (Table 4). 



(1'R)- and (1 is)-e > 99% de 

1) CF30 02H 
2) (R)- or 

(S)-PhCH(Me)NCO 

BOCHN 
0 	C 02H 

(3S, 6S, 9S)-1 

LiOH 
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Scheme 6. Synthesis and Enantiomeric Purity of Indolizidinone Amino 

Acid 1. 
H 

BOCHNÇQ 
C 02H 

(3S, 6S, 9R)-1 

LiOHI 

H 

NaN(SiMe3)2  
BOCHN 	 BOCHNeey 

0 	C 02m e 	 0 CO2Me 
(3S, 6S, 9S)-j2 	 (3S, 6S, 9R)-12 

Furthermore, hydrolysis of (3R, 6R, 9R)- and (35, 6R, 9S)-N - 

(BOC)amino indolizidinone methyl esters 12 with LiOH furnished 

respectively (3R, 6R, 9R)- and (35, 6R, 95)-1 in similar yields. 

Alternatively, enolization of ester (3S, 65, 9S)-12 with NaN(SiMe3)2 in 

THF provided a 10 to 1 mixture of (35, 6S, 9R)-12 and (3S, 65, 9S)-12 in 92% 

yield. 	(3S, 	6S, 	9R )-Methyl 	2-oxo-3-N-(BOC)amino-1- 

azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((3.5, 6S, 9R )-12) was then hydrolyzed 

quantitatively with LiOH in dioxane to afford (3S, 6S, 9R)-N-(BOC)amino 

indolizidinone acid ((35, 6S, 9R)-1). 
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Table 4. Synthesis of 1 Via Hydrolysis of Methyl Ester 12.a 

entry 12 	Base (M) Mol % Solvent 
`)/0 Yieldb 

(9S)-1 	(9R)-1 

a (3S, 6S, 9S) LiOH (2N) 1000 THFb  52 : 29 
LION (2N) 2000 THF 64 : 36 
LION (1N) 200 THF 97 : - 

d LiOH (2N) 200 THF 83 : 6 
LiOH (1N) 120 THF 74 : 13 
LiOH (2N) 200 dioxane 95 : 5 

g NaOH (2N) 1000 THF 60 : 30 

h NaOH (2N) 200 dioxane 92 : 5 
(3R, 6R, 9R) LiOH (2N) 200 THF 10 : 84 
(35, 6R, 9S) 	LiOH (1N) 150 THF 82 : 5 

LiOH (2N) 200 dioxane 86 : 6 
(3S, 6S, 9R) NaOH (2N) 200 dioxane - : 95 

aUnless noted, the reaction was conducted for 1-2 h at rt in 11 
vol:vol base:solvent. blsolated yields. cHeated at reflux. 

4.2.3.3 Assignment of Stereochemistry and Enantiomeric Purity of 

Indolizidinone Amino Acid 1. 

The bridge-head stereochemistry of N-(BOC)amino indolizidinone 

acid 1 was originally assigned based on analogy with our previous work in 

which the reductive amination of s-keto a-amino ester with hydrogen and 

palladium-on-carbon as catalyst gave predominantly 5-alkylprolines with 

cis-stereochemistry.20a  Configurational assignments were supported by 

NMR experiments in which the nudear Overhauser effects were 

measured when the signals of the C-3, C-6 and C-9 protons were irradiated 

in methyl 2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylates 
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12.11a For example, irradiation of the bridge-head proton (C-6, ô = 3.7) of 

(3S, 6S, 95)-12 produced significant nuclear Overhauser effects at the C-3 (ô 

= 4.15) and C-9 (ô = 4.5) protons. On the other hand, irradiation of the C-6 

(ô = 3.64) proton of (3S, 6S, 9R)-12 produced a significant nuclear 

Overhauser effect only at the C-3 (ô = 3.93) proton. Crystallization of (3S, 

6S, 	95)-methyl 	2-oxo-3-N -(BOC)amino-1-azabicyclo [4 .3.0]nonane-9- 

carboxylate ((3S, 6S, 95)-12) from methanol and X-ray crystallographic 

analysis confirmed the NMR assignments (Figure 2).28  

Figure 2. ORTEP view of Indolizidinone Methyl Ester 12. Ellipsoids 

drawn at 40% probability level. Hycirogens represented by 

spheres of arbitrary size.28  
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In the crystal structure of (3S, 6S, 9S)-indolizidinone 12, the dihedral 

angles of the back-bone atoms constrained inside the heterocycle (//) —176° 

and 0 = —78°) resemble the values of the central residues in an ideal type II' 

p-turn (1p2, = —120° and 03 = —800).29  Furthermore, these values compare 

well with those observed in the crystal structure of a (3S, 6R, 9S)-6- 

C15 

d 
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thiaindolizidinone p-turn dipeptide analogue (tp = -161° and ( =_690).2b 

The obseryed value of the 0 dihedral angle of (35, 6S, 9S)-12 is also similar 

to that of an ideal inverse y -tum conformation (v2 =-80°).30  

The enantiomeric purity of (6S)-12, produced from both a-tert-butyl 

y -methyl N-(PhF)glutamate (2a) and dimethyl N-(PhF)glutamate (2b), was 

determined after conversion to (11R)- and (11,5)-N-a-methylbenzylureas 16. 

Trifluoroacetic acid in CH2C12 removed quantitatively the N-BOC 

protecting group and the TFA salt was acylated with either (R)- or (5)-a-

methylbenzyl isocyanate in THF with triethylamine (Scheme 6).20a 

Observation of the diastereomeric methyl ester singlets by 400 MHz 1H 

NMR spectroscopy in C6D6 during incremental additions of the opposite 

isomer demonstrated 16 to be of >99% diastereomeric excess. Hence ester 

12, azelates 5, and 2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-

carboxylic acids (1) are all presumed to be of >99% enantiomeric purity. 

4 . 2 . 4 	Conclusion. 

In the context of our research on general methods for making 

azabicyclo[X.Y.O]alkane amino acid, we have deyeloped an efficient process 

for synthesizing enantiopure indolizidinone amino acid 1 (X = 4, Y = 3). 

(25)-N-(PhF)Glutamates (2S)-2a and (25)-2b were used in a Claisen 

condensation / reductive amination / lactam cyclization sequence to 

provide enantiopure (3S, 6S, 9S)-indolizidinone amino acid 1 in 61% (7 
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steps) and 41% (5 steps, 64% accounting for recovery of 2b) respective 

overall yields. By employing D-glutamate, (3R, 6R, 9R)-1 was synthesized 

in similar yield. The indolizidinone C-6 bridge-head center was created 

with stereocontrol in favor of the concave cis-isomer by augmenting 

hydrogen pressure in the reductive amination step as well as by 

mesylation of alcohol 7a and intramolecular SN2 displacement by the PhF 

amine. 	Convex (3S, 6R, 9S)-1 was synthesized, albeit with less 

stereocontrol, by lowering hydrogen pressure in the reductive amination 

step. Regioselective enolization of indolizidinone amino ester 12 gave 

access to C-9 epimers and was specifically used to synthesize (3S, 6S, 9R)-1. 

All of the possible configurations of indolizidinone amino acid 1 can 

therefore be stereoselectively generated via this approach. Furthermore, 

because alkylation of amino ketones 3 and 5 may be used to add side 

chains with stereocontrol at different positions on the indolizidinone,18  

and because different length ot-aminodicarboxylates may be employed to 

make alternative heterocycles,31  our strategy has great potential for 

preparing a variety of azabicyclo[X.Y.O]alkane amino acids. This efficient 

method for synthesizing rigid dipeptide mimetics should thus be of 

general utility for the study of structure-activity relationships in peptide 

chemistry and biology. 



Chapitre 4 	 231 

4 . 2 . 5 	Exp erimental. 

General: Unless otherwise noted all reactions were run under argon 

attnosphere and distilled solvents were transferred by syringe. 

Tetrahydrofuran (THE) and ether were distilled from sodium / 

benzophenone immediately before use; 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane 

and CH2C12 were distilled from CaH; CHC13 from P205; triethylamine 

(Et3N) was distilled from BaO. Final reaction mixture solutions were 

dried over Na2SO4. The following solvent systems were used: eluant A, 

Et0Ac / hexanes (1:5); eluant B, Et0Ac / hexanes (1:9); eluant C, Et0Ac / 

hexanes (1:2); eluant D, CHC13 / Me0H / AcOH (8:1:0.5); eluant E, Et0Ac / 

hexanes (1:3); eluant F, n-BuOH / AcOH / H20 (4:1:1); eluant G, Et0Ac / 

hexanes (1:1); eluant H, Et0Ac / hexanes (2:1); eluant I, Et0Ac / AcOH 

(20:1). Melting points are uncorrected. Mass spectral data, HRIVIS and MS 

(EI and FAB), were obtained by the Université de Montréal Mass Spec. 

facility. Unless otherwise noted, 1H NMR (300/400 MHz) and 13C NMR 

(75/100 MHz) spectra were recorded in CDC13. Chemical shifts are 

reported in ppm (Ô units) downfield of internai tetramethylsilane 

((CH3)4Si), residual CHC13 (8 7.27 and 77 ppm) or residual Me0H (.5 3.31 

and 49.15 ppm) and coupling constants are reported in hertz. Chemical 

shifts of PhF aromatic carbons are not reported for the 13C NMR spectra. 

Analytical thin-layer chromatography (TLC) was performed by using 2 x 6 

cm aluminum-backed silica plates coated with a 0.2 mm thickness of silica 

gel 60 F254 (Merck). Chromatography was performed using Kieselgel 60 

(230-400 mesh). 
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(2S)-a-tert-Butyl y -Methyl N-(PhF)Glutamate ((25)-2a)24  A solution of y - 

methyl N-(PhF)glutamate (16.1 g, 40 mmol) in CH2C12 (40 mL) was treated 

with a solution of 0-tert-butyl trichloroacetimidate [17.5 g, 80 mmol, 200 

mol %, prepared as described for 0-benzyl trichloroacetimidate in ref. 23d: 

Rf = 0.26 in eluant A; 1H NMR ô 1.58 (s, 9 H)] in cydohexane (160 mL). The 

mixture was stirred for 3 days, filtered and treated with a second solution 

of imidate (17.5 g, 80 mmol, 200 mol %) in cyclohexane (160 mL). After 

stirring for 2 days at room temperature (rt), the precipitate was removed by 

filtration and the solution was evaporated under vacuum leaving a 

residue that was purified by chromatography using 9:1 hexane:Et0Ac as 

eluant. Evaporation of the collected fractions gave a white solid that was 

recrystallized from isooctane: (25)-2a, 14.8 g (81%), Rf = 0.55 in eluant A, Rf 

= 0.50 in eluant B; mp 99-100 °C, lit.19d mp 100 °C; [a]20D —246° (c 1.08, 

CHC13); HRMS calcd for C29H32N04 (MH±) 458.2352, found 458.2331. 

(2R)-a-tert-Butyl y -Methyl N-(PhF)Glutamate ((2R)-2a) was synthesized 

from (2R)-y-methyl N-(PhF)glutamate (2 g, 5 mmol) in the same way 

which gave 1.71 g (75%) of (2R)-2a: [a]2°D 248° (c 1.04, CHC13). 

(2S, 8S)-Di-tert-butyl 5--Oxo-2,8-di-IN-(PhF)amino]azelate ((2S, 85)-5a) A 

solution of Na(SiMe3)2 (5.95  mL, 5.95 mmol, 110 mol %, 1 M in THF) was 

added over 30 min to a —30 °C solution of (2S)-2a (2.44 g, 5.41 mmol, 100 

mol %) in THF (5.5 mL). The reaction mixture was stirred for an 

additional 1.5 h at —30 'C and then partitioned between Et0Ac (30 mL) and 

1 M NaH2PO4 (50 mL). The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 

30 mL) and the organic layers were combined and evaporated to a residue 

which was normally used in the next reaction without purification. 
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Purification by chromatography on silica gel using a gradient of 10-

30% Et0Ac in hexanes as eluant gave first recovered 2a (25%, Rf = 0.50 in 

eluant B) followed by a 1.2:1 mixture of (2S, 4RS, 8S)-di-tert-butyl 4-

carbomethoxy-5-oxo-2,8-di1N-(PhF)amino]azelate ((2S, 4R S, 8S)-3a) (74%): 

Rf = 0.44 in eluant A; Rf = 0.40 in eluant B; 1H NMR ö 1.2 (s, 36 H), 1.6-1.75 

(m, 4 H), 1.9 (t, 2H), 2.3-2.6 (m, 4 H), 2.7-2.95 (m, 2 H), 3.15 (s, 2 H), 3.6 (s, 3 

H), 3.75 (s br, 3 H), 3.95 (m, 2 H), 7.2-7.7 (m, 52 H); 13C NMR ö 27.78, 27.8, 29, 

29.1, 33.3, 33.4, 38.4, 38.6, 52.1, 52.3, 54.9, 55, 55.6, 55.9, 72.85, 72.91, 80.7, 80, 

169.6, 170.2, 174.82, 174,85, 204, 204.8; HRMS calcd for C57H59N207 (MI-1±) 

883.4323, found 883.4327. On larger scale and at elevated temperatures, we 

isolated (2S)-tert-butyl N-(PhF)pyroglutamate ((2S)-4a): Rf = 0.45 in eluant 

C; mp 203-205 °C, lit.19d mp 199-202 °C; [a]20D  -120.6° (c 1.3, CHC13); 1H 

NMR ö 1.23 (s, 9 H), 1.85 (m, 1 H), 2.15-2.4 (m, 2 H), 2.67 (m, 1 H), 3.9 (d, 1 

H), 7.2-7.8 (m, 13 H); 13C NMR ò 25, 27.4, 30.9, 61.5, 73, 81.2, 171.3, 176.3; 

HRMS calcd for C28H27NO3 (1\4+) 425.1991, found 425.1981. 

The crude condensation product was dissolved in dioxane (7 mL), 

treated with 2 M NaOH (6.75 mL, 500 mol %), and stirred at a reflux for 1 h 

when TLC (eluant B) showed complete disappearance of starting 2a. The 

mixture was partitioned between Et0Ac (15 mL) and NaH2PO4 (1 M, 15 

mL) and the aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 10 mL). The 

combined organic layers were washed with brine, dried, and evaporated to 

a foam that was purified by chromatography using a gradient of 10-20 % 

Et0Ac in hexanes as eluant. Evaporation of the collected fractions gave 

1.66 g (75%) of (2S, 8S)-di-tert-butyl 5-oxo-2,8-di[N-(PhF)amino]azelate 

((2S, 8S)-5a) which recrystallized from hexane / Et20: Rf = 0.52 in eluant A 

(Rf = 0.48 in eluant B); mp 129 °C; [a]2°D -174.9° (c 2.2, Me0H); [aF°D 
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-224.1° (c 2.2, CHC13); 1H NMR ô 1.05 (s, 9 H), 1.55 (m, 2 H), 2.25 (m, 1 H), 

2.4 (m, 2 H), 3 (br s, 1 H), 7-7.6 (m, 13 H); 13C NMR ô 27.8, 29.3, 38.9, 55.1, 

72.9, 80.6, 174.9, 209.8; HRMS calcd for C55H57N205 (MH±) 825.4267, found 

825.4230; Anal. Calcd for C55H56N205: C, 79.96; H, 6.96; N, 3.39. Found: C, 

79.97; H, 7.04; N, 3.40. When pure 3a was used, (2S, 8S)-5a was obtained in 

99% yield. 

(2R, 8R)-Di-tert-butyl 5-0xo-2,8-[di-N-(PhF)amino]azelate ((2R, 8R)-

5a) was prepared from (2R)-a-tert-butyl y -methyl N-(PhF)glutamate ((2R)-

2a, 0.914 g, 2 mmol, 100 mol %) in a similar manner using a solution of 

NaN(Si(CH3)3)2 (110 mol %) in THF at -78 °C for the condensation and 1 

M LiOH (500 mol %) in refluxing THF for 12 h for hydrolysis and 

decarboxylation. Evaporation of the collected fractions gave first 315 mg 

(38%) of (2R, 8R)-5a: [a]2°D 224.4° (c 2.2, CHC13), followed by 310 mg (37%) 

of (2R)-4a. 

(2S, 8S)-Dimethyl 5-0xo-2,8-di-EN-(PhF)aminolazelate ((2S, 8S)-5b). A 

solution of Na(SiMe3)2 (7.9 mL, 7.9 mmol, 110 mol %, 1 M in THF) was 

added over 30 min to a -50 °C solution of (2S)-dimethyl N-(PhF)glutamate 

((2S)-2b, 2.97 g, 7.15 mmol, 100 mol %)23  in THF (7.15 mL). The reaction 

mixture was stirred for 2 h at -50 °C then partitioned between Et0Ac (30 

mL) and 1 M NaH2104 (30 mL). The aqueous phase was extracted with 

Et0Ac (3 x 30 mL). The organic layers were combined, washed with brine, 

dried, and evaporated to a residue that was directly used in the next 

reaction. 

Purification of the residue by chromatography on silica gel using a 

gradient of 10-30% Et0Ac in hexanes as eluant gave first recovered 2b 
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(35%, Rf = 0.55 in eluant A) followed by (2S, 4RS, 8S)-dimethyl 4-

carbomethoxy-5-oxo-2,8-[di-N-(PhF)aminolazelate ((2S, 4R S, 8S)-3b, 65%): 

Rf = 0.28 in eluant A; 1H NMR ô 1.2 (s, 36 H), 1.6-1.75 (m, 4 H), 1.9 (t, 2 H), 

2.3-2.6 (m, 4 H), 2.7-2.95 (m, 2 H), 3.15 (s, 2 H), 3.6 (s, 3 H), 3.75 (s br, 3 H), 

3.95 (m, 2 H), 7.2-7.7 (m, 52 H); 13C NMR ô 28.2, 28.4, 32.4, 32.7, 37.8, 38.1, 

51.3, 51.4, 51.5, 51.5, 52.1, 52.5, 53.4, 54.2, 54.5, 54.5, 54.9, 55.9, 72.85, 72.91, 

169.2, 	170.0, 	175.6, 175.9, 	176.0, 	176.0, 204.0, 203.9; HRMS calcd 	for 

C51H47N207 (MH+) 799.3411, found 799.3383. Last to elute was (2S)-

methy1 N-(PhF)pyroghitamate -((2S)-4b) whidi was recrystalized from 

CHC13 / Et20: [420D -105° (c 1, CHC13); mp 201-202 °C; 1H NMR ô 1.85 (m, 

1 H), 2.18 (m, 1 H), 2.37 (m, 1 H), 2.71 (m, 1 H), 3.31 (s, 3 H), 3.65 (dd, 1 H, J 

1.1, 9.3) 7.1-7.7 (m, 13 H); 13C NMR ô 23.9, 30.5, 51.5, 60.1, 72.8, 172.6, 176; 

HRMS calcd for C251-122NO3 (MH+) 384:1560, foun.d 384.1586. 

The crude condensation product was dissolved in dioxane (32 mL), 

treated with 2 M NaOH (32 mL, 64.4 mmol, 900 mol %), and stirred at a 

reflux for 2 h when TLC (eluant A) showed complete disappearance of 

starting 2b. The mixture was addified with NaH2PO4 (1 M, 15 mL) and the 

aqueous phase was extracted with Et0Ac (4 x 15 mL). The combined 

organic layers were washed with brine, dried, and evaporated to a solid 

that was directly used in the next reaction. 

Purification of the -hydrolysis product from pure -(2S, 4R S, 8S)-3b 

(2.68 g, 3.36 mmol) using a gradient of 0-10% Me0H in CHC13 as eluant 

gave 1.86 g (78%) of (2S, 85)-5-oxo-2,8-di[N-(PhF)aminolazelate (6), that 

recrystallized from CHC13 Et20: Rf = 0-.77 in eluant D; mp 158 °C (dec.); 

iccF°D -32.8° (c 1, CHC13); 1H NMR ô 1.62 (m, 1 H), 1.74 (m, 1 H), 2.32-2.45 
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(m, 2 H), 2.66 (t, 1 H, J = 5.5), 7.1-7.8 (m, 13 H), 8.1 (s br, 1 H); 13C NMR ö 27.2, 

38.7, 55.8, 73.0, 175.4, 213.2; HRMS calcd for C47H41N205  (MH±) 713.2984, 

found 713.3016. 

The crude hydrolysis product was dissolved in dimethyl sulfoxide 

(33 mL), treated with K2CO3 (988 mg, 7.15 mmol, 100 mol %) and 

iodomethane (0.89 mL, 14.3 mmol, 200 mol %), and stirred at rt for 3 h. 

Brine (50 mL) was added, and the reaction mixture was extracted with 

Et0Ac (3 x 50 mL). The combined organic layers were washed with 0.65 M 

sodium thiosulfate and brine, dried, and evaporated to a foam that was 

purified by chromatography using a gradient of 10-30% Et0Ac in hexanes 

as eluant. First to elute was recovered (2S)-2b (1.14 g, 39%) followed by (2S, 

8S)-5b (1.34 g, 51%): Rf = 0.38 in eluant E; mp 135-136 °C; [c]20D —259.5° (c 1, 

CHC13); 1H NMR ö 1.61-1.66 (m, 2 H), 2.29-2.49 (m, 2 H), 2.53 (t, 1 H, J = 6.5), 

2.95 (s br, 1 H), 3.26 (s, 	(m, 13H); 13C NMR 28.7, 38.7,55.5,54.8, 

72.8, 176.4, 208.9; HRMS calcd for C49H45N205 (MH±) 741.3328, found 

741.3352. Esterification of pure 6 and chromatography gave (2S, 8S)-5b, 

which recrystallized from hexane / Et20 in 86% yield. 

(3S, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0] nonane-9-carboxylates ((3S, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 9S)-12). A 

solution of azelate (2S, 8S)-5a (1.78 g, 2.16 mmol) in anhydrous Et0H (60 

mL) and AcOH (6 mL) was treated with palladium-on-carbon (10 wt %, 219 

mg) and stirred under 6 atm of hydrogen for 24 h. The mixture was 

filtered on celite, the catalyst was washed with Et0H (60 mL), and the 

combined organic phase was evaporated to give (25, 5RS, 3'S)-tert-butyl 5-

(3'-amino-3'-tert-butyloxycarbonylpropyl)prolinate bis-acetate ((25, 5R S, 
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3'5)-8): Rf = 0.46, eluant F; 1H NMR ô 1.50 (m, 18 H), 1.60-1.90 (m, 4 H), 2.0 

(s, 6 H), 2.0-2.2 (m, 3 H), 2.3 (m, 1 H), 3.45 (m, 1 H), 3.55-3.70 (m, 2H), 4.10 

(m, 1 H), 4.45 (d, 1 H); 13C NMR ô 21.9, 26.5, 27.8, 28.9, 30.9, 31.0, 31.7, 49.0, 

57.5, 59.2, 69.1, 81.5, 170.6, 176.0. Ester -8 was dissolved in a solution of 6 N 

HC1 (24 mL) and CH2C12 (24 mL). After stirring 15 h, TLC (eluant F) 

showed complete disappearance of the starting ninhydrin positive 

material (Rf = 0.46) and formation of a new ninhydrin positive product 

(Rf = 0.22). Removal of the volatiles under vacuum gave (2S, 5R S, 31S)-5-

(3'-N-amino--31-hydroxycarbonylpropy1)-N-prolinate (2S, 5R S, 3'S)-9: Rf = 

0.22, eluant F; 1H NMR (CD30D) ô 1.60 (m, 2 H), 1.60-1.80 (m, 2 H), 1.9 (m, 

1 H), 2.05-2.25 (m, 4 H), 2.4 (m, 1 H), 3.65 (m, 1 H), 3.80 (m, 1 H), 4.35 (d, 1 

H). The residue was dissolved in a premixed 0 C solution of acetyl 

chloride (9.9 mL) in Me0H (46 mL), and the solution was stirred at rt for 

24 h when TLC (eluant F) showed conversion to a new ninhydrin positive 

product. The volatiles were removed under vacuum. The crude amino 

ester hydrochloride residue was dissolved in CH2C12 (36 mL), treated with 

Et3N (2.97 mL, 6.48 mmol, 300 mol%), and stirred at rt for 4 h. Di-tert-

butyldicarbonate (2.3 g, 10.8 mmol, 500 mol%) was added and the solution 

was stirred at rt for 2 h. The mixture was partitioned between CHC13 (20 

mL) and 1 M NaH2PO4 (20 mL) and the aqueous phase was extracted with 

CHC13 (3 x 20 mL). The combined organic layers were washed with brine, 

dried, and evaporated to an oil that was chromatographed using eluant G. 

Evaporation of the collected fractions gave first (2S, 5RS, 3'S)-methyl 5-(3'-

N-(BOC)amino-3'-methyloxycarbonylpropy1)-N-(BOC)prolinate ((25, 5R S, 

3'S)-14, 180 mg, 18%): Rf = 0.56, eluant G; 1H NMR ö 1.34 (s, 36 H), 1.58-

1.63 (m, 4 H), 1.73-1.86 (m, 8 H), 2.13 (m, 2 H), 3.63 (s, 12 H), 4.11-4.18 (m, 3 
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H), 4.24 (m, 1 H), 5.11 (d br, 1 H), 5.16 (d, br); 13C NMR 27.78, 28.07, 28.13, 

28.51, 28.95 29.08, 29.52, 30.02, 30.22, 30.41, 51.75, 51.95, 53.12, 53.29, 57.52, 

57.64, 59.19, 59.61, 79.29, 79.42, 79.70, 79.90, 153.54, 154.08, 155.30, 172.99, 

173.09, 173.69, 173.55; HRMS calcd for C21H36N208 (MH+) 445.2550, found 

445.2536. Next to elute was (35, 6S, 95)-methyl 2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((3S, 6S, 95)-12, 452 mg, 67%) as a 

white solid that recrystallized from hexane:Et20: Rf = 0.23, eluant G; mp 

111-112 °C; [cd20D —17.6° (c 1, CHC13); [cd% —47.9° (c 6.12, Me0H); 1H 

NMR ô 1.45 (s, 9 H), 17 (m, 3 H), 2.1 (m, 4 H), 2.45 -(m, 1 H), 37 (m, 1 H), 

3.75 (s, 3 H), 4.15 (m, 1 H), 4.5 (d, 1 H, f = 7.5 Hz), 5.5 (d, 1 H, J = 4.4 Hz); 13C 

NMR ô 26.8, 27.2, 28.3, 289, 32.0, 49.9, 52.2, 56.4, 58.1, 79.4, 155.6, 169.1, 172.1; 

HRMS calcd for C15H25N205 (MH+) 313.1764, found 313.1785; Anal. Calcd 

for C15H24N205: C, 57.66; H, 7.75; N, 8.97. Found: C, 57.82; H, 7.76; N, 8.87. 

Last to elute was convex (35, 6R, 95)-12 as an oil (14 mg, 2%): Rf = 0.08, 

eluant G); [a]20D —25.3° (c 1.1, Me0H); 1H NMR ô 1.4 (s, 9 H), 1.69 (m, 1 H), 

1.83 (m, 1 H), 1.92-2.05 (m, 2 H), 2.09-2.21 (m, 2 H), 2.44 (m, 1 H), 3.64 (m, 1 

H), 3.72 (s, 3 H), 3.93 (m, 1 H), 4.43 (d, 1 H, I = 9.7), 5.36 (br s, 1 H); 13C NMR 

ô 27.6, 28.16, 28.23, 28.50, 31.4, 52, 52.0, 57.9, 60.4, 79.3, 155.8, 168.2, 172.1; 

HRMS calcd for C15H25N205 (MH+) 313.1764, found 313.1720. 

(3R, 6R, 9R)- and (3R, 65, 9R)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylates ((3R, 6R, 9R)- and (3R, 65, 9R)-12) 

were prepared from (2R, 8R)-5a (250 mg, 0.30 mmol) in the same manner 

which gave (3R, 6R, 9R)-12 {54.5 mg, 60%, faj20D 17° (c 1.1, CHC13} and (3R, 

6S, 9R)-8 14.6 mg, 5%, [a]20D  16° (c 0.46, CHC13){. 
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(3S, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxylate ((35, 6S, 9S)-12) from Dimethyl Azelate (2S, 8S)-5b. A solution 

of azelate (2S, 8S)-5b (675 mg, 0.91 mmol) in anhydrous Et0H (23 mL) and 

AcOH (2.3 mL) was treated with palladium-on-carbon (20 wt %, 184 mg) 

and stirred under 6 atm of hydrogen for 48 h. The mixture was filtered on 

celite, the catalyst was washed with Et0H (30 mL), and the combined 

organic phases were evaporated to a solid. Amino ester hydrochloride lfl 

was dissolved in CH2C12 (15 mL), treated with Et3N (0.83 mL, 1.82 mmol, 

200 mol %), and stirred at rt for 3 h. Di-tert-butyldicarbonate (993 mg, 4.55 

mmol, 500 mol %) was added and the solution was stirred at rt for another 

2 h. The mixture was partitioned between CHC13 (15 mL) and 1 M 

NaH2PO4 (15 mL) and the aqueous phase was extracted with CHC13 (3 x 15 

mL). The combined organic layers were washed with brine, dried, and 

evaporated to an oil that was chromatographed using eluant G. First to 

elute 	was 	(3S, 	6S, 	9S)-ethyl 	2-oxo-3-N-(BOC)amino-1- 

azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate: 10 mg (5%), Rf = 0.29 in eluant G; 

[0t12°D -13.8° (c 1.2, CHC13); 1H NMR ô 1.28 (t, 3H, J = 7.1), 1.44 (s, 9 H), 1.60-

1.79 (m, 4 H), 2.03-2.33 (m, 3 H), 2.1 (m, 4 H), 2.45 (m, 1 H), 3.73 (m, 1 H), 

4.15 (2, 1 H), 4.17 (qd, 1 H, J = 7.1, 1.2), 4.49 (d, 1 H, 1 = 7.8), 5.52 (br s, 1 H); 

13C NMR ô 14.1, 26.8, 27.2, 28.3, 29.1, 32.1, 50.0, 56.5, 58.3, 61.3, 79.4, 155.7, 

169.1, 171.6; HRMS calcd for C16H27N205 (MH+) 327.1920, found 327.1936. 

Next to elute was (3S, 6S, 9S)-12 (230 mg, 81%) followed by (35, 6R, 9S)-12 

(6.4 mg, 2%). 
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(35, 6S, 9R)--Methyl 2-0xo--3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo14.3.01nonane-9-

carboxylate ((35, 6S, 9R)-12) Via Epimerization of (35, 6S, 95)-12. A 

solution of Na(SiMe3)2 (0.26 mL, 0.26 mmol, 200 mol %, 1 M in THF) was 

added over 15 min to a -50 °C solution of (3S, 6S, 9S)-12 (40 mg, 0.13 

mmol, 100 mol %) in THF (0.2 mL). The reaction mixture was stirred for 1 

h at -50 °C followed by 1 h at -20 °C, then partitioned between Et0Ac (5 

mL) and 1 M NaH2PO4 (5 mL). The aqueous phase was extracted with 

Et0Ac (3 x 5 mL). The organic layers were combined, washed with brine, 

dried, and evaporated to an oil (36.6 mg, 92% of a 1:10 ratio of (3S, 6S, 95)-

12:(3S, 6S, 9R)-12 as determined by 1H NMR) that was chromatographed 

using eluant H. Evaporation of the collected fractions gave first (3S, 6S, 

9S)-12 (2 mg, 5%; Rf = 0.4, eluant H) followed by (3S, 6S, 9R)-methyl 2-oxo-

3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((3S, 6S, 9R )-12, 

30 mg, 75% of >92% d.e. by 1H NMR): Rf = 0.37, eluant H; 1H NMR ö 1.8 (s, 

9 H), 1.4-1.6 (m, 4 H), 1.85 (m, 1 H), 2.12-2.26 (m, 2 H), 2.37 (m, 1 H), 3.67 (s, 3 

H), 3.75 (m, 1 H), 4.1 (m, 1 H), 4.5 (t, 1 H, J = 7.5), 5.5 (s br, 1 H); 13C NMR 

26.2, 28.0, 283, 28.4, 32.6, 50.1, 52.4, 56.4, 58.4, 79.7, 155.7, 169.0, 172.1; HRMS 

calcd for C15H25N205 (MH+) 313.1764, found 313.1754. 

(3S, 6S, 9.5)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic 

Acid ((3S, 6S, 9S)-1). (35, 6S, 9S)-Methyl 3-N-(BOC)amino indolizidin-2-

one-9-carboxylate ((3S, 6S, 95)-12, 563 mg, 1.8 mmol) in dioxane (1.8 mL) 

was treated with 2 M LiOH (1.8 mL, 200 mol %) and stirred at rt for 2 h 

when TLC (eluant G) showed complete disappearance of starting 12. The 

mixture was partitioned between Et0Ac (6 mL) and 1 M NaH2PO4 (6 mL). 

The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 6 mL) and the organic 
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layers were combined, washed with brine, dried, and evaporated fo an oil 

that was chromatographed with 20:1 Et0Ac:AcOH as eluant. Evaporation 

of the collected fractions gave -511 mg (95%) of (3S, 6S, 9S)-12: Rf = 0.46, 

eluant E; [a]20D  -44.7° (c 0.8, CHC13); 1H NMR ô 1.44 (s, 9 H), 1.65-1.75 (m, 3 

H), 2.10-2.30 (m, 4 H), 2.42 (m, 1 H), 3.71 (dddd, 1 H, J = 10, 10, 5, 5), 4.22 (m, 

1 H), 4.54 (d, 1 H, J = 8.6), 5.66 (d, 1 H, j = 4.8); 13C NMR. ô 26.4, 26.8, 28.1, 

28.4, 31.8, 49.6, 56.8, 58.5, 79.6, 155.7, 1703, 174.2; HRMS calcd for 

C14H23N205 (MH+) 299.1607, found 299.1596. Followed by 27 mg (5%) of 

(3S, 6S, 9R)-2-oxo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxylic 

acid (-(3S, 6S, 9R)-1): Rf = 0.28, eluant I; [a]% -6.5° (c 1.7, CHC13); 1H NMR 

ô 1.42 (s, 9 H), 1.65-1.8 (m, 2 H), 1.89 (m, 2 H), 2 (m, 3 H), 2.25 (m, 1 H), 3.6 (br 

s, 1 H), 3.95 (br s, 1 H), 4.35 (br s, 1 H), 5.86 (br s, 1 H); 13C NMR ô 27.4, 28.9, 

29.1, 30.2, 313, 51.5, 60, 60.6, 79.4, 156, 169.7, 176.5; HRMS calcd for 

C14H23N205 (MH+) 299.1607, found 299.1619. 

Isomeric indolizidinone amino acids 1 were similarly obtained 

from hydrolysis of 12 with hydracide ion (Table 4) and purified by 

chromatography with 20:1 Et0Ac:AcOH as eluant. 

(3S, 6R, 9S)-2-0xo-3-N-1130C)amino-1.-azabicydo14:3Mnonane-9-carboxy1ic 

Acid ((35, 6R, 9S)-1): [a]20D -20.3° (c 0.8, CHC13); 1H NMR ô 1.41 (s, 9 H), 

1.55-1.8 (m, 2 H), 1.85-2.05 (m, 2 H), 2.05-2.15 (m, 3 H), 2.28 (m br, 1 H), 3.63 

(m br, 1 H), 3.90 (m, 1 H), 4.44 (t, 1 H, J = 5.3 Hz), 5.61 (s br, 1 H), 8.2 (s br, 

1H); 13C NMR ô 27.7, 28.3, 29.7, 31.5, 31.5, 51.8, 59.5, 60.7, 79.5, 156.0, 169.8, 

175.9; HRMS calcd for C14H23N205 (MH+) 299.1607, found 299.1594. 

(3S, 6R, 9R)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo14.3.01nonane-9-carboxylic 

Add ((3S, 6R, 9R)-1): 1H NMR showed a 5.4:1 ratio of diastereomers. The 

resonances of the major isomer are as follows. 1H NMR õ 1.39 (s, 9 H), 1.5- 
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1.7 (m, 3 H), 1.9-2.1 (m, 2 H), 2.1-2.35 (m, 2 H), 2.45 (m, 1 H), 3.6 (m, 1 H), 4.2 

(m, 1 H), 4.5 (d, 1 H, J = 8.7 Hz), 5.4 (m, 1 H). 

(3R, 6R, 9R)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-aza1icyclo14:3.01nonane-9-carboxy1ic 

Acid ((3R, 6R, 9R)-1): [a]20D 45.6° (c 0.8, CHC13). 

(3R, 6R, 9S)-2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic 

Acid ((3R, 6R, 9S)-1): [a]2or, 20.5° (c 0.8, CHC13). 

(3S, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxylate 

Hydrochloride ((3S, 6S, 9S)-11). Through a solution of (3S, 6S, 95)-12 (0.32 

mmol, 100 mg) in CH2C12 (2 mL) was bubbled a stream of HC1 gas with 

stirring at rt for 15 min when TLC (eluant G) showed complete 

disappearance of starting 12. The white precipitate was filtered to give 80 

mg (100%) of (3S, 6S, 9S)-11: Rf = 0.35, eluant F; mp 85-90 °C; Ecd20D —54.9° 

(c 1, CH3OH); 1H NIVIR (CD30D) ö 1.66-1.79 (m, 2 H), 1.93 (m, 1 H), 2.09 (m, 

1 H), 2.17-2.34 (m,3 H),2.46 -(m, i H), 3.73 (s, 3 H), 3.71 (dddd, 1 H, J = 10.1, 

10.1, 5, 5), 4.04 (t, 1 H, J = 8.6), 4.49 (d, 1 H, J = 8.7); 13C NMR ö 23.9, 26.6, 

29.11, 31.8, 49.0, 52.6, 57.1, 58.6, 167.1, 172.0; HIRMS calcd for C10ll17N203 

(MH+) 213.1239, found 213.1246. 

Recycle 	of 	(2S, 	5RS, 	3 'S)-Methyl 	5-(3'-N-(BOC)Amino-3`- 

methyloxycarbonylpropy1)-N-(BOC)prolinate ((2S, 5RS, 3'S)-14) into (3S, 

6S, 95)- and (3S, 6R, 9S)-12. Through a solution of 5-alkylprolinate 14 (2.82 

mmol, 1.25 g) in CH2C12 (10 mL) was bubbled a stream of HC1 gas with 

stiffing at rt for 30 min when TLC (eluant C) showed complete 

disappearance of starting 14. The precipitated was filtered to give a white 

solid, 	(25, 	5RS, 	31S)-methyl 	5-(31-amino-3'- 

methyloxycarbonylpropyl)prolinate hydrochloride ((2S, 5R S, 3'5)-10): 892 
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mg, 100%, Rf = 0.14, eluant F; 1H NMR (CD30D) ô 1.72-1.83 (m, 1 H), 1.90-

2.10 (m, 4 H), 2.24-2.43 (m, 3 H), 3.70 (m, 1 H), 3.82 (s, 3 H), 3.86 (s, 3 H), 4.15 

(dd, 1 H), 4.50 (dd, 1 H); 13C NMR (CD30D) ô 28.1, 28.5, 28.6, 29.8, 53.6, 53.9, 

54.1, 60.9, 61.9, 170.5, 170.6; HRMS calcd for C11H21N204 (MH+) 245.1577, 

found 245.1501. Amino ester hydrochloride 10 (303 mg, 0.95 mmol) was 

then dissolved in CH202 (5 mL) with Et3N (396 !IL, 2.85 mmol, 200 mol 

%), and stirred at rt for 4 h. Di-tert-butyldicarbonate (623 mg, 2.85 mmol, 

300 mol %) was added and the solution was stirred at rt for another 2 h. 

The mixture was partitioned between CHC13 (10 mL) and 1 M NaH2PO4 

(10 mL) and the aqueous phase was extracted with CHC13 (3 x 10 mL). The 

combined organic layers were washed with brine, dried, and evaporated to 

an oil that was chromatographed with 1:1 hexanes:Et0Ac as eluant. 

Evaporation of the collected fractions gave first recovered 14 (58 mg, 12%) 

followed by (3S, 6S, 9S)-12 (175 mg, 59%) and (3S, 6R, 9S)-12 (15 mg, 5%). 

(2S, 8S)-Di-tert-butyl 5-Hydroxy-2,8-di-W-(PhF)aminolazelate ((2S, 8S)-7a). 

Sodium borohydride (790 mg, 2.04 mmol, 50 mol%) was added over a 

period of 5 min to a stirred solution of (2S, 8S)-5a (3.36 g, 4.08 mmol) in 

Et0H (25 mL). After stirring for 30 min at rt, TLC (eluant A) showed 

complete disappearance of starting 5a. The reaction mixture was 

concentrated on a rotary evaporator, then partitioned between Et0Ac (15 

mL) and water (25 mL). The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 

25 mL). The combined organic layers were washed with brine, dried, and 

evaporated to a foam that was purified by chromatography using a 

gradient of 10-30 % Et0Ac in hexanes as eluant. Evaporation of the 

collected fractions gave 3.01 g (89%) of 7a as a white solid: Rf = 0.28 in 
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eluant A; mp 84-86 °C; 1H NMR ô 1.18 (s, 9 H), 1.20 (s, 9 H), 1.31-1.55 (m, 8 

H), 2.47-2.55 (m, 2H), 3.35-3.40 (m, 1 H), 	(m, 26 H); 13C NMR ô 27.9, 

31.5, 31.6, 33.1, 33.2, 55.9, 56.0, 71.1, 73.1, 80.6, 80.7, 175.0, 175.1; HRMS calcd 

for C55H60N205 (MH+) 828.4502, found 828.4538. 

(25, 5S, 3'S)-tert-Butyl -5-(3'-N-(PhF)amino-31-tert-butyloxycarbonylpropy1)-

N-(PhF)prolinate ((2S, 5S, 3'S)-15) A stirred 0 °C solution of (2S, 8S)-7a (83 

mg, 0.10 mmol) in CH2C12 (1 mL) was treated with methanesulfonyl 

chloride (16 tL, 0.2 mmol, 200 mol%), DMAP (1.2 mg, 0.01 mmol, 10 mol 

%) and Et3N (24 !IL, 0.30 mmol, 300 mol %), stirred for 1 h, brought to rt, 

stirred for 1 h, and heated at a reflux for 24 h. Et0Ac (3 mL) and H20 (1 

mL) were added to the reaction mixture, and the organic layer was 

sequentially washed with 2 N HC1 (1 mL), 5% NaHCO3 (1 mL), H20 (1 mL) 

and brine, dried, evaporated, and purified by deomatography with 1:5 

Et0Ac:hexanes as eluant. Evaporation of the collected fractions gave 80.2 

mg (99%) of 15 as a white solid: Rf = 0.75 in eluant A; mp 110-111 °C; [ct]20D 

—133° (c 1, CHC13); 1H NMR ô 1.14 (s, 9 H), 1.39 (s, 9 H), 1.35-1.45 (m, 3 H), 

1.52-1.75 (m, 3 H), 1.92 (m, 1 H), 2.35 (m, 1 H), 2.73 (m, 1 H), 3.61 (dd, 1 H, J = 

9, 5.8), 7.1-7.7 (m, 26 H); 13C NMR ô 28.8, 30.0, 30.6, 32.8, 32.9, 56.0, 61.9, 64.7, 

73.0, 78.3, 79.5, 79.9, 175.4, 175.5; HRMS calcd for C55H571\1204 (MH+) 

809.4318, found 809.4324. 

(35, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxylate ((35, 6S, 9S)-12) from (2S, 5S, 3'S)-15. A solution of (25, 5S, 3 'S)-

15 (71 mg, 0.09 mmol) in Et0H (3 mL) and AcOH (0.3 mL) was treated with 

palladium-on-carbon (10 wt%, 10 mg) and stirred under 6 atm of hydrogen 
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for 24 h. The mixture was filtered on celite, the catalyst was washed with 

Et0H (3 mL), and the combined organic phase was evaporated to a solid. 

The solid was dissolved in a solution of 6 N 1-IC1 (1 mL) and CH2C12 (1 

mL). After stirring 15 h, TLC (eluant F) showed complete disappearance of 

the starting ninhydrin positive material (Rf = 0.46) and formation of a 

new ninhydrin positive product (Rf = 0.22). The volatiles were removed 

under vacuum, the residue was dissolved in a 0 'C solution of acetyl 

chloride (0.16 mL) in Me0H (1.92 mL), and the solution was stirred at rt 

for 24 h when TLC (eluant F) showed complete conversion to a new 

ninhydrin positive product (Rf = 0.38). The volatiles were removed under 

vacuum. The crude amino ester hydrochloride residue was dissolved in 

CH2C12 (1.5 mL) and treated with Et3N (0.12 mL, 0.27 mmol, 300 mol%) 

and di-tert-butyldicarbonate (96 mg, 0.45 mmol, 500 mol%) and stirred at rt 

for 2 h. The mixture was partitioned between CHC13 (2 mL) and 1 M 

NaH2PO4 (2 mL) and the aqueous phase was extracted with CHC13 (3 x 2 

mL). The combined organic layers were washed with brine, dried, and 

evaporated to an oil that was chromatographed with 1:1 hexanes:Et0Ac as 

eluant. Evaporation of the collected fractions gave first (2S, 5S, 3'S)-14 (6 

mg, 15%) followed by (3S, 6S, 9S)-12 (18 mg, 66%). 

Enantiomeric Purity of (35, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-N-(BOC)amino-1-

azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxylate ((3S, 6S, 9S)-12). A solution of (3S, 
6S, 95)-12 (0.06 mmol, 18 mg) in CH2C12 (1 mL) was treated with TFA (0.5 

mL) and stirred for 4 h when TLC (eluant F) showed complete 

disappearance of starting 12. The volatiles were removed under vacuum 

and the residue was dissolved in 1 mL of THF. The solution was treated 
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with either (R)- or (S)-a-methylbenzyl isocyanate (16 !IL, 0.12 mmol, 200 

mol %) and Et3N (8 !AL, 0.06 mmol, 100 mol %), and heated at a reflux for 3 

h. The mixture was cooled. The volatiles were removed under vacuum 

and the residue was directly examined by NMR. The limits of detection 

were determined by observation of the diastereomeric methyl ester 

singlets in the 400 MHz 1H NMR in benzene-d6 during incremental 

additions of diastereomeric urea which demonstrated (1'S)- and (1R)-16 to 

be of >99% diastereomeric purity. 
Urea (1'R)-16: 1H NMR (C6D6) ô 1.21 (m, 3 H), 1.33 (d, 3 H, J = 6.9), 1.47 (m, 

3 H), 1.6 (m, 1 H), 2.38 (m, 1 H), 2.83 (m, 1 H), 3.33 (s, 3 H), 4.21 (d, 1 H, 

8.2), 4.34 (m, 1 H), 5.13 (m, 1 H), 5.5 (br s, 1 H), 6.05 (br s, 1 H), 7.15 (m, 5 H). 

Urea (1'S)-16: 1H NMR (C6D6) ô 1.23 (m, 2 H), 1.33 (m, 2 H), 1.39 (d, 3 H, 

6.8), 1.47 (m, 1 H), 1.63 (m, 1 H), 2.3 (m, 1 H), 2.81 (m, 1 H), 3.3 (s, 3 H), 4.24 

(d, 1 H, 1 = 8), 4.45 (m, 1 H), 5.16 (m, 1 H), 5.55 (br s, 1 H), 6.06 (br s, 1 H), 7.15 

(m, 5 H). 
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J. M. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 2483; (c) Yue, C.; Thierry, J.; Potier, P. 

Tetrahedron Lett. 1993, 34, 323; (d) Wessel, H. P.; Iversen, T.; Bundle, 

D.R. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1985, 2247. 

25  Laganis, E. D.; Chenard, B. L. Tetrahedron Lett. 1984, 25, 5831. 

26 (a) Krapcho, A.P. Synthesis 1982, 805; (b) Krapcho, A.P. Synthesis 1982, 

893. 

27  Epimerization of 12 during basic hydrolysis is similar to racemization 

of N-methyl amino esters under similar conditions, see for examples: 

Boger, D. L.; Chen, J.-H.; Saionz, K. W. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 1629 

and ref 24 therein. 

28  The structure of 12 was solved at l'Université de Montréal X-ray facility 

using direct methods (SHELXS 86): C15H24N205; Mr  = 312.36; 

orthorhombic, colorless crystal; space group P212121; unit cell 

dimensions (Å) a = 6.793(2), b = 14.847(3), c = 16.712(4); volume of unit 

cell (JO) 1685.5(7); Z = 4; Ri = 0.0353 for I>2sigma(I), wR2 = 0.0828 for all 

data; GOF = 0.869. The author has deposited the atomic coordinates for 

the structure of 12 with the Cambridge Crystallographic Data Center. 

The coordinates can be obtained, on request, from the Cambridge 

Crystallographic Data Center, 12 Union Road, Cambridge, CB2 1EZ, UK. 
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29  Bail, J. B.; Alewood, P. F. J. Mol. Recogn. 1990, 3, 55. 

30  Madison, V.; Kopple, K. D. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 4855. 

31  We have recently reported a method to prepare L- and D-Œ-amino 

dicarboxylates of six to eight carbon chain-lengths with high 

enantiomeric purities: Pham, T.; Lubell, W. D. J.  Org. Chem. 1994, 59, 

3676. 
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CHAPITRE 5 

Synthèse et analyse conformationnelle de peptides modèles 

incorporant l'acide aminé indolizidinone. 

5 . 1 Introduction. 

La conception rationnelle de peptides conformationnellement 

rigides et leurs utilisations dans des synthèses de molécules bioactives a 

été le sujet de nombreuses études depuis les dix dernières années. Le 

remplacement des liaisons amides protéiques par des mimétiques ayant 

des conformations restreintes convenablement choisies a le potentiel de 

fournir des informations concernant les conformations biologiques 

actives.1  De telles informations sont intéressantes pour la détermination 

des caractéristiques structurales essentielles (surtout au niveau des 

structures secondaires) pour les interactions entres les peptides et leurs 

récepteurs. L'élaboration de synthèses énantiosélectives efficaces a donné 

accès à ce type d'outils que sont les peptidomimétiques azabicydoalcanes 

tel que le bicycle indoTizidinone Boc-AAT-OH-1.2  

1 
(3S, 6S, 9S)-Boc-AAI-OH 
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Les analyses conformationnelles de l'ester méthylique de 1 et de son 

stéréoisomère (6R) ont prédit que les deux diastéréoisomères peuvent 

présenter des angles de torsion (1) et lif similaires à ceux idéaux des résidus 

i+1 et i+2 de conformations de repliement j3 de type II'.3,4  La question est 

donc de savoir si l'acide aminé indolizidinone 1 peut jouer le rôle d'un 

peptidomimétique conformationnellement rigide qui induit une telle 

conformation ? 

L'incorporation du (35, 6S, 9S)-Boc-A AI-OH-1 et des 

diastéréoisomères (6R) et (9R) dans des peptides modèles permettra 

l'exploration de ses capacités à induire des conformations de repliement j3 

de type II et d'épingles à cheveux p5 et ainsi de vérifier cette hypothèse. 

Ce chapitre présente les études relatives aux peptides modèles, afin 

de prouver que l'incorporation de l'AAI dans des peptides conduit bien à 

l'induction d'un repliement p de type II'. Il se compose d'un article 

préliminaire (la préparation des peptides modèles à étudier, section 5.3) 

suivi de la présentation et des discussions complètes des résultats obtenus. 

Les peptides modèles les plus simples, contenant les fonctions amides 

acétyle et méthyle, ont d'abord été étudiés. Un peptide modèle comportant 

des chromophores nitrophényles a été synthétisé pour les études de 

dichroïsme circulaire. Enfin, l'introduction d'un résidu acide aminé 

valine a conduit à un peptide modèle plus complexe. La suite des études 

dans le domaine des conformations sera présentée dans le chapitre 

suivant avec l'incorporation de l'AAI dans un peptide biologiquement 

actif, la gramicidine S. 
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5 . 2 Analyses conformationnelles des systèmes indolizidinones: 

précédents 

Aucune étude conformationnelle complète portant sur des peptides 

modèles incorporants des peptidomimétiques indolizidinones, qui inclue 

des études de modélisation moléculaire, de RIvIN, d'infrarouge (IR) et de 

dichroïsme circulaire (DC), n'est rapportée dans la littérature. La première 

analyse conformationnelle de ce type de composés, en utilisant le 

dichroïsme circulaire, a été effectuée par Nagai et Sato avec 

l'incorporation de leur BTD dans un analogue amide 26  ayant des 

chromophores choisis, un dinitrophényle (Dnp) et un para-nitroaniline 

(pNA) (figure 1). Par comparaison avec un dérivé connu, le spectre de 

dichroïsme circulaire a révélé la présence d'un repliement g de type II' 

(une discussion plus approfondie est présentée à la section 5.5). Les 

synthèses des dérivés oxaindolizidinones 3 ayant les mêmes 

chromophores sont rapportées,7  mais aucune analyse conformationnelle 

n'est à ce jour présentée. Des études par modélisation moléculaire sur des 

dérivés amides N-acétyl N '-méthyle sont rapportées pour plusieurs 

analogues indolizidinones. Ces études de modélisation moléculaire 

indiquent une restriction des angles W2 et 4)3 à des valeurs de l'ordre des 

valeurs théoriques des repliements P. Dans le cas de 5, seul le dérivé 

concave (stéréochimie R à la position 5) présente -une conformation 
similaire à celle d'un repliement p. 
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Figure 1. Peptides modèles et conformations. 
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Dnp-Gly-I3TD-Gly-pNA (stéréochimie S ou R à la position 6) 
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H N 
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(stéréochimie S ou R à la position 5) 
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0 (Me 	N H 	0 M e 	NH 

md 	 me/ 
610 	 210 

(stéréochimie S ou R à la position 6) 

H N 
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Des acides aminés indolizidinones de stéréochimies diverses ont 

été utilisés dans des mimétiques de différents peptides biologiquement 

actifs et ont montré, grâce aux analyses conformationnelles (modélisation 

moléculaire, études RMN ou dichroïsme circulaire), qu'ils adoptaient à la 

fois des conformations de repliements f3 de type II et de repliements y. 

L'exemple le plus étudié concerne les analogues de la gramicidine S (voir 

chapitre 6 pour ces exemples). La figure 2 présente les exemples rapportés. 

Le BTD présente un comportement opposé dans les deux peptides 

cydiques. Alors que dans le peptide 8 le BTD est capable de stabiliser une 

conformation de repliement r3 de type II', il en est incapable dans le 

peptide 9. Les résultats obtenus avec les peptides 10 et 11 montrent que les 

deux peptidomimétiques peuvent induire des conformations désirées. 
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Figure 2. Peptides bio-actifs et conformations. 

H 

212  (R = H, OH) 
Études conformationnelles par 	 Études conformationnelles par 

modélisation moléculaire, RMN et DC. 	modélisation moléculaire et RMN. 

H2N-Try-Gly-HN 
CO-Leu-OH 

13 

(stéréochimie S ou R à la position 6) 
Études conformationnelles par RMN. 

ll3TD7-11-1GRF(1-29)N1-12  
[131D8 ]hGRF(1-29)NFI2  
[BTD9-101hGRF(1-29)NH2  

14 11, 
Études conformationnelles par DC. 



Chapitre 5 	 260 

5. 3 Article. 

A Claisen Condensation Approach To Prepare 
Azabicycloalkane Amino Acid f3-Turn Mimetics 

H.-G. Lombart and W. D. Lubell 

In Peptides 1994 (Proceedings of the 23rd European Peptide Symposium), 

H. L. S. Maia, Editor; ESCOM, Leiden, The Netherlands, 1995, p.696. 

Introduction 

We are synthesizing enantiopure azabicycloalkane amino acids for 

use as conformationally fixed surrogates of P-turn secondary structures in 

order to explore the importance of peptide turn conformations in protein 

folding and recognition [1]. Since the P-turn changes the peptides 

direction 180°, positioning the cc-carbons of its first and fourth amino acids 

at an interatomic distance of <72k, it can permit hydrogen bonding 

between amides on opposite ends of the peptide chain and thereby 

nucleate P-hairpins and P-pleated sheets [2]. P-Turns also expose amino 

acid side-chains to the external environment, creating compact 

protuberances capable of interacting with macromolecules. 

Conformationally rigid P-turn peptidomimetics can thus assist peptide 

folding by stabilizing hydrogen bonding in P-hairpins and P-pleated sheet 

structures. In addition, they can serve as surrogates of the essential amino 

acid residues needed for receptor affinity in a bridged protein analogues. 
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C 02M e 

CO21131.1 

HNPhFI 

j.: R = OtBu, R = -H 	 2 
à : R = OtBu, R' = Me 
§ : R = NHCH(Me)Ph, R' = Me 

tBu 02C 	yC OtBu 

HNPhFI HNPhFI 

=-0O2-tvle 
4: E=H 

The 	successful 	use 	of 	2-oxo-3-phthalimido-7-thia-1- 

azabicyclo[4,3.0]nonane-9-carboxylic acid as a peptidomimetic of type II' 13-

turns [3], inspired us to synthesize indolizidinone amino acid 1 in which 

the thiaindolizidinone sulfur has been replaced by a methylene group. 

This should increase conformational rigidity by creating additional gauche 

interactions. 	Since 1 does not possess a masked aldehyde, 

peptidomimetics prepared from it should also exhibit greater metabolic 

stability. 

Results and Discussion 

Enantiopure 	(3S, 	6S, 	9S)-2-oxo-3-N-(Boc)amino-1- 

azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acid (1) was synthesized in 39% 
overall 	yield 	from 	a-tert-butyl 	y-methyl 	N -(9-(9- 
phenylfluorenyl))glutamate (2) via our Claisen condensation / reductive 

amination lactam cyclization method [1]. Addition of LiN(SiMe3)2 to 2 

in THF gave rise to Claisen condensation affording diastereomeric 13-keto 

esters 3 (52%) and recovered 2 (45%). Hydrolysis and decarboxylation of 3 

with LiOH furnished symmetric ô-oxo co-diaminoazelate 4 (70%). N-
(Boc)amino indolizidinone methyl ester 5 was then prepared from azelate 
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4 in four steps and a single purification in 70% overall yield. 

Hydrogenation of 4 with Pd/C in Et0H : AcOH proceeds by cleavage of the 

PhF1 group, imine formation, protonation, and hydrogen addition 

predominantly to the less hindered face of the iminium ion to provide a 

5-substituted proline as an 8:1 mixture of cis:trans diastereomers. Ester 

hydrolysis with TFA, esterification with Me0H.HC1, and amine protection 

with (Boc)20 proceeded with lactam cyclization furnishing diastereomeric 

N-(Boc)amino indolizidinone methyl esters 5 that could be separated 

readily by column chromatography. The bridge-head S-configuration of 

major product (6S)-5 was assigned based on analogy with previous work 

[4] and on NMR experiments in which irradiation of the bridge-head 

proton produced an NOE on the proton at C-3. Ester (6S)-5 was 

determined to be of >99% enantiomeric purity after conversion to (R)- and 

(S)- N-a-methylbenzylureas 6 and observation of the diastereomeric 

methyl ester singlets by 1H NMR spectroscopy during incremental 

additions of the opposite isomer. Ester hydrolysis with LiOH provided 1 in 

97% yield after extraction [1]. 

0 

7 

We have now made peptidomimetics 7 and 8 in order to study the 

conformational effects of 1 when introduced into peptides. Treatment of 

methyl ester 5 with MeNH2•HC1 and A1(Me)3 provided 7. Tripeptide 8 
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was synthesized in good yield by coupling acid 1 to Val-NMe2 with TBTU, 

Boc deprotection with TFA, and subsequent coupling with Boc-Val and 

TBTU. In the 1H NMR spectra of 7 and 8 in CDC13, the amide protons 

derived from MeNH2 and valine appear at about two ppm downfield 

from the amide proton in 1 itself. Future study will examine if this 

deshielding results from intramolecular hydrogen bonding in P-turn and 

P-hairpin conformations. 

We have accomplished an efficacious synthesis of amino acid 1 and its 

incorporation into peptides. Because a variety of side-chain groups may be 

added to 1 via alkylations of N-(PhFl)amino ketones 3 and 4, and because 

this process is compatible with other functionality, our method for 

preparing azabicycloalkane amino acids exhibits considerable potential for 

peptidomimetic synthesis. 
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5 . 4 Les amides modèles Ac-AAI-NHMe. 

Le choix s'est initialement porté sur le peptide modèle le plus 

simple, c'est-à-dire comportant des amides méthylées, pour étudier l'effet 

d'incorporation du composé 1 sur la conformation induite. En plus des 

études de modélisation moléculaire qui généralement présentées seules, 

les études sur les systèmes réels ont été accomplies. 

Un certain nombre d'outils et de techniques sont à notre disposition 

pour interpréter la conformation d'un peptide.15-18  Dans le cas de l'amide 

modèle 12, il peut adopter trois conformations principales: une 

conformation de repliement 13, 143, une conformation de repliement y, 

12y, ou une conformation sans liaison hydrogène 12n (figure 3)." 

Figure 3. Conformations possibles de l'amide modèle (35, 6S, 9S)-12.19,20  

L'influence du milieu extérieur (solvant, température ou 

concentration) sur les protons amides NHAc  et NHme, étudiée en 

parallèle par la RMN -et • l'IR-TF, a permis de déterminer la conformation 

adoptée par l'amide modèle. 
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Parmi les angles de torsion qui définissent la conformation, l'angle 

de torsion (1)2 est celui qui permet la quantification du passage d'une 

conformation à l'autre (telle que 1213 à 12y). Cette valeur (1)2 peut être 

directement déterminée par la mesure de la valeur de l'angle de torsion 

3JH_H. Ainsi cette donnée s'avère précieuse dans la recherche de la 

conformation induite. 

5 . 4 . 1 	Synthèse. 

Les amides modèles simples sont rapidement obtenus à partir des 

dérivés acides correspondant en utilisant le réactif de couplage TBTU dans 

l'acétonitrile. Ainsi, l'amide modèle (3S, 6S, 9S)-N'-méthyl 2-oxo-3-N-

acétamido-1razabicydo[4.3.01nonane-9-carboxamide ((3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-

NHMe, 12) a été synthétisé en trois étapes avec un rendement global de 

82% à partir de l'AAI-1 (schéma 1). L'amide AAI-N'-méthyle 13 a d'abord 

été synthétisé avec un rendement de 96% par couplage de l'acide 1 avec le 

chlorhydrate de la méthylamine en présence de tétrafluoroborate de 

benzotriazol-1-y1-1,1,3,3-tétraméthyluronium21  (TBTU) et de la 

triéthylamine dans l'acétonitrile (ces conditions de couplage ont été 

utilisées dans tous les cas de formation d'amides). La déprotection du 

groupe Boc de 13 avec une solution 4N d'acide chlorhydrique dans le 

dioxane puis l'acétylation avec l'anhydride acétique conduit, après 

purification par HPLC, à l'amide modèle 12 avec un rendement de 80%. 

Les assignations de tous les protons et carbones ont été faites grâce aux 

spectres RMN 2-dimension COSY et HMQC. 
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Schéma 1. Synthèse du -(3S, -6S, 95)-N'-méthyl 2-oxo-3-N-acétamido-1-

azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxamide «3S, 65, 95)-Ac-AAI-NHMe, 12). 
H 

1) HC1g/dioxane (4N) 

0 	 (8.".%)  
H N 

	2) (CH3C0)20 / CH2c12  1-1 N 	

H—N 
Me 
	

1%/1e 
(3S, 6S, 9S)-12 

N 
1\1' 

TBTU: tétrafluoroborate de 
0 benzotriazol-1-y1-1 ,1,3,8-tétraméthyluronium e  

e2N#  N 

Parmi les nombreux réactifs de couplage récemment mis au point, 

le choix s'est porté sur le TBTU pour deux raisons. Il permet des réactions 

propres avec d'excellents rendements (sans épimérisation du centre a et 

rend facile la purification des produits de réaction) et il est disponible 

comm er ci alement. 

Dans le cas des prolines 5-tert-butyles,22  l'introduction de la 

fonction méthylamide a été accomplie en utilisant la méthode décrite par 

Weinreb23  avec de bons résultats. Cependant, l'emploi de cette méthode 

sur l'ester méthylique 14 (traitement avec une solution prémixée in situ 

de triméthyl aluminium et de chlorhydrate de la méthylamine dans le 

benzène) a toujours conduit à des réactions incomplètes (équation 1). Cet 

insuccès a donc dicté le passage par l'acide et l'utilisation d'un réactif de 

couplage pour la formation de la N-méthylamide. 

C 113N 

TBTU,-Ei3N 
1 

C H3C N 
(96%) 

BOCHN 



BOCHN -BO CH N 

C 1-13N H2, AIMe3  
C H2Cl2  
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± 14 	(1) 

La déprotection du groupe Boc de 13 a été initialement conduite 

utilisant l'acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane (équation 2). 

Cependant, l'acétylation du sel trifluoroacétate dérivé de 13 a conduit à un 

mélange équimolaire de deux produits, l'amide modèle désiré 12 et 

l'amide trifluoroacétylé 15. L'échange d'anions entre l'anhydride acétique 

et le trifluoroacétate conduit à un anhydride mixte (CF3COOCO2H3) qui 

va réagir avec l'amine pour donner le dérivé 15. Le changement de la 

méthode de déprotection, en utilisant cette fois l'acide chlorhydrique, 

évite ce problème et conduit à l'amide désirée 12 avec un bon rendement. 

Les autres amides stéréoisomères N-acétyl NI-méthyle (3R 6R, 9R)-

18 et (3S 6S, 9R)-21 ont été synthétisées en trois étapes, en suivant la même 

méthode utilisée pour 12, avec des rendements globaux de 54% et 33% à 

partir des acides (3R 6R, 9R)-AM-16 et (3S -6S, 91)-AAI-19 respectivement 
(schéma 2). 
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Schéma 2. Synthèse des N'-méthyl 2-oxo-3-acetamido-1-

azabicyclo[43:01nonane-9-carboxamides -((3R, 6R, 19R)-Ac-AAI-NHMe, 18), 

((3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHIvIe, 21) et ((3S, 6R, 9S)-Ac-AAI-NHMe, 24). 
H 	 H C H3N H2. HC1 
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0 1— 1̀  -(55%) H N 
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C H3N H2. HC-1 
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• Me *M e 
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Dans le cas de l'amide N-acétyl N'-méthyle (3S 6R, 9S)-24, elle n'a 

jamais pu être correctement isolée et caractérisée, bien que la séquence des 

réactions a conduit au produit désiré (comparaison avec 12 par CCM et 

HPLC). 

Avec ces trois amides modèles obtenues, des analyses 

conformationnelles ont été entreprises en utilisant les techniques de 

d'IR-TF et de dichroïsme circulaire. 

12 

C H3N H2.1-101 
TBTU, -Et3N 

H 
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5 . 4. 2 	Modélisation moléculaire. 

Les premières indications sur la possibilité d'induire des 

conformations spécifiques avec ces amides modèles ont été fournies par 

les résultats de la modélisation moléculaire. Les calculs des énergies des 

conformères pour les différentes amides diastéréoisomèriques ont été 

effectués en utilisant le programme MacroModel (version 4.5x),24  et le 

champs de force AMBER.25  

Le tableau 1 présente les rés-ultats de la modélisation moléculaire 

des amides modèles en utilisant le chloroforme comme modèle de 

solvatation. Il est à associer avec la figure 4, qui représente les minima des 

conformations de repliements y et p pour chaque amide. Ces résultats ont 

indiqué que 12 et 24 peuvent adopter des conformations de repliement y et 

E3. Parmi ces conformations minima, un grand nombre de conformations 

de repliement y est trouvée (60-70%) tandis qu'un faible nombre de 

conformations de repliement p est détectée (20-30%). Le repliement y (12y 

et 24y) est prédit comme la conformation de plus basse énergie. Dans le cas 

de 12, le repliement p est la cinquième conformation de plus basse énergie, 

<11 KJ/ mol plus élevée en énergie par rapport au minimum. Dans le cas 

de 24, le repliement 13 est la seconde conformation de plus basse énergie, >1 

KI/mol plus élevée en énergie par rapport au minimum. Ainsi, ces 

différences d'énergie indiquent que 24 serait mieux capable de stabiliser 

une conformation de repliement 13 que-12. De plus, en utilisant l'équation 

de Karplus et les valeurs des angles 1)2 des minima conformationnels, les 

valeurs de la constante de couplage 3.11-1-H sont calculées. Elles sont de 
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l'ordre de 4 Hz pour le repliement y et près de 7 Hz pour le repliement 13. 

Le repliement y est aussi prédit comme la conformation de plus basse 

énergie pour l'amide 21, qui ne peut pas adopter un repliement l  dû au 

centre stéréogène 9 qui est de configuration R. Les résultats des 

modélisations de l'amide 18 ont montrés des conclusions similaires à 

celles obtenues pour son énantiomère 12. Cependant, les repliements 

générés par 18, ? type normal et 13 type II, sont les images énantiomères de 

ceux présents dans 12. Ainsi, le peptidomimétique (3R, 6R, 9R)-Boc-IAA-

OH 1 pourrait stabiliser des conformations de repliement 13 de type II. 

Tableau 1. Analyses conformationnelles des amides modèles Ac-AAI-
NHMe, en utilisant le chloroforme comme modèle de solvatation et le 
champs de force AMBER. 

(3S, 6S,-9S)-Ac-AAI-N11111e ll 

no. de 
conformations de no. (%) 

basse éneee _du rep.  p 
nOE (%) 	conformère 	Etotal 

du rep. y 	(no.) 	(KJ/mol) 	4,2  4 2  4)3  4J3  
liaison 1-1 

(d. -_À) 
3j

1-t-H 	' 
(Hz.) 	_ 

10 2(20) _6 (60) 	Qy (1) 	-216.8 	-1748 -167.9 -73.9 66.8 1_9 4.2 
type il type yi 	up (5) 	-205.1 	-51.9 -1266 -06.9 -5:5 1.9 0.8 	- 

(3S, 6R, 9S)-Ac-AAI-NHMe M 

32 2(28) 9(68) 	24y (1) 	-220.0 	-179.6 -137.2 -76.0 62.5 1.8 3.4 
type 111  type yi 	14f3 (2) 	-219.6 	516 -125.2 -71:8 -2.9 1.9 6:8 

(3S, 6S, 9R)-Ac-Am-mime a 

10 0 (0) 100 (100) 	Myi (1) 	-216.4 	-173.1 -121.5 73,6 -84.2 1.8 4.2 
type  el 	ry7(7) 	-198.2 	38:9 -119.0 75.9 65.1 1.8 6.2 

Valeurs théoriques des - un repliement p de type _111 	60 -120 -80 0 
angles cté-torsion pour: - un repliement y de type inverse -80 80 

- un repliement y de type normal 80 -80 
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Figure 4. i-ëpr-ésert-tatibri des minima des .conforntiOns de repliements y.  . 

et (3 pour -Chaque arnide (avec le ,Chloreforme -comme modèle - de 

solvatation). 

12Y 	 1213 
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	 V.Y7 



Chapitre 5 	 272 

Le tableau 2 présente les résultats de la modélisation moléculaire 

des amides modèles en utilisant l'eau comme modèle de solvatation. Il est 

à associer avec la figure 5 qui représente les minima des conformations de 

repliements y et f  pour chaque peptide. La modélisation utilisant l'eau 

comme modèle de solvatation a prédit que les conformations sans liaison 

hydrogène sont de plus basse énergie. Les repliements y sont 

respectivement 2.8 et 4.7 Kcal/mol plus elevés en énergie par rapport au 

minimum dans le cas de 12y et 24y. Le repliement y reste toujours de plus 

basse énergie que le repliement 13 et le repliement 13 de l'amide 24 est plus 

bas en energie par rapport au minimum que celui de 12. 

Tableau 2. Analyses conformationnelles des amides modèles Ac-AAI-
NHMe, en utilisant l'eau comme modèle de solvatation et le champs de 
force AMBER. 

(3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-NliMell 

no. de 
conformations de nOE (%) 	no- (%) 	conformère 	Etotai 

basse énergie 	du rep. 13 du rep. y 	(no.) 	1X3/mol) 	4)2 14,2 (I)3 	14,3 

liaison H 
(d. À) 

3 j  
1-1-1-1  

(Hz) 

23 3 (13) 11 {49) 	12y (3) 	-215.5 	-164.4 -112.7 -60.1 105.8 2.7 5.6 
type 11  type yl 	12f3 (11) 	-206.8 	51.1 -125.5 -65.6 	-9.7 1.8 6.7 

(3S, 6R, 9S)-Ac-AAI-NHMe M 

21 5 (24) 10 (48) 	,ey (3) 	-217.7 	-177.5 -135.6 -76.1 170.0 1.8 4.0 
type II' type ?I 	et3 (4) 	-213.4 	51.8 -121.1 -71:0 	-6.4 2.0 6.8 

(3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHMe a 
23 o (0) 15 (54) 	-el (2) 	-215.4 	-171_6 -1182 74.2 -73.1 1.9 4.8 

type  p 	Zy7  (17) 	-204.2 	36.7 -115.1 71.5 -116.1 3.0 5.9 

Valeurs théoriques des - un repliement p de type LI' 	80 -120 -80 	0 
angles de - un repliement y de type inverse -BO 	BO tursioi i pour: 

- un repliement y de type normal 80 	-E30 
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Figure 5. Représentation des-minima des- conformations de repliements y 

et 13 pour chaque amide (avec l'eau comme modèle de solvatation). 

12? 	 1213  

24Y 	 .e13 

.11Y1 
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L'utilisation d'une méthode graphique a permis la comparaison des 

effets de stéréochimie sur les conformations résultantes. Ainsi, les 

capacités de formation de repliements 13 ou y, selon la stéréochimie des 

positions 3, 6 et 9 du bicycle AAI, peuvent être prédites et visualisées 

qualitativement par les tracés de cartes présentant le profil énergie v s 

conformation. -Une analyse systématique (effectuée avec le champs de 

force AMBER et le chloroforme comme modèle de solvatation) a été 

accomplie dans laquelle les valeurs des angles de torsion clY2 et ip3 sont 

successivement incrémentées de 300. L'énergie du minimum local est 

alors calculée pour chaque conformation générée. Les cartes 

tridimensionnelles 1 à 3 sont alors construites pour les peptides modèles 

Ac-AAI-NHMe 12, 21 et 24 respectivement par les tracés des valeurs des 

énergies minimales à chaque intervalle en fonction des angles de torsion 

4)2  et 4,3. 

Les cartes d'énergie 1 à 3 fournissent donc une représentation 

graphique de la distribution conformationnelle dans les amides modèles 

diastéréoisomères considérées. La comparaison des cartes montre que la 

conformation de repliement y possède une énergie plus basse que celle 

d'un repliement p. La possibilité de formation d'un repliement 13 décroît 

avec l'ordre (3S, 6R, 9S)-24 > (35, 6S, 9S)-12 > (3S, 6S, 9R)-21. Cependant 

une possibilité existe pour les amides 12 et 24 d'effectuer une transition 

conformationnelle entre les deux types de repliements car la différence 

d'énergie est suffisamment faible pour laisser cette transition. 
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Carte 1. Surface énergétique de l'amide modèle (3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-NHMe (12). 
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Carte 2. Surface énergétique de l'amide modèle (3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHMe (21). 
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5.4.3 	Études RMN. 

Les méthodes spectroscopiques, en particulier la comparaison des 

données de IZMN et de IR pour les protons amides, permettent la 

détection de pont hydrogène en solution. 

Les dépendances des déplacements chimiques des protons amides 

observées par RMN en fonction de la température ont été largement 

utilisées comme outil pour étudier les liaisons hydrogènes de peptides en 

solution.26  En particulier, les mesures des coefficients de température 

AS/AT, par expériences de basse ou haute température, sont devenues un 

paramètre standard dans la caractérisation du comportement d'un peptide 

en solution.5  Cependant, les équilibres entre des états de liaison hydrogène 

ou non pour des protons amide donnés sont presque toujours plus 

rapides que l'échelle de temps de la RMN, et les déplacements chimiques 

observés de ces protons amide sont des moyennes pondérées des 

déplacements chimiques des états contribuants.26  

Les équilibres entre des états de liaison hydrogène ou non sont plus 

lents que l'échelle de temps de la spectroscopie IR. La spectroscopie IR 

permet donc l'observation des bandes d'absorption amide distinctes. 

Cependant, l'application de la spectroscopie IR à des molécules plus 

complexes, telles les peptides, est limitée par la superposition des signaux 

lorsque plusieurs fonctions amide sont présentes.26  

Les déplacements chimiques des protons amides sont sensibles à 

l'état dans lequel se trouvent ces protons (en liaison hydrogène ou non). 
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Un proton amide non impliqué dans un liaison hydrogène (libre) va subir 

l'influence de l'environnement externe (comme la température ou la 

concentration), et son coefficient de température AS/AT élevé va refléter 

cette exposition au solvant. Par contre, un proton amide impliqué dans 

une liaison hydrogène (lié) sera moins affecté par l'environnement 

externe et son coefficient de température 305/AT sera faible. A partir de 

cette affirmation, l'influence de la température sur les protons amides du 

peptide modèle a été étudiée avec l'enregistrement des spectres R.MN à 

des températures et des concentrations variables dans des solvants non 

polaires. 

La figure 6 décrit le graphe où sont représentés les déplacements 

chimiques, xprimés en ppm, des protons amides du (3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-

NH1Me (12) en fonction de la température avec une concentration de 5 

mmol/ ml dans le dichlorométhane. Ce graphe montre que les 

déplacements chimiques du proton amide de l'AAI (N-HAAL figuré en 

rouge) augmentent fortement avec la diminution de la température. A 

l'inverse, les déplacements chimiques du proton méthylamide (N-Hme, 

figuré en vert) sont relativement indépendants de la variation de 

température par rapport à ceux du N-HAAI. Le coefficient de pente 

A(ôNH)/A(T) du proton amide N-Hme  (-2.0 10-3  ppm/K) suggère la 

présence d'une liaison hydrogène avec ce proton.26  Par contre le 

coefficient de pente A(8NH)/à(T) du proton amide N-HAAI (-6.8 10-3  

ppm/K) suggère un proton libre.26 
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Figure 6'. Effets de la température sur les déplacements chimiques des 

protons amides du (3S, 65, 95)-Ac-AAI-NHMe (12) dans le 

dichlorornéthane. 
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Figure 7. Effets de la concentration sur les déplacements chimiques des 

protons amides du (35, 65, 95)-Ac-AAI-NHMe (12) dans le 

dichlorornahane. 
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La figure 7 décrit le graphe où sont représentés les déplacements 

chimiques, exprimés en ppm, des protons amides de 12 -en fonction de la 

concentration, exprimée en mmol/ml, aux températures de 298 K et 223 K 

dans le dichlorométhane. Il est à •associer avec le tableau 3, qui présente les 

valeurs des coefficients de température A(SNH)/A(T) pour les protons 

amides• de •12 en fonction de la concentration• et enregistrés dans le 

dichlorométhane deutéré. 

Tableau 3. Variation des coefficients de température • des protons amides 

du (3S, 65, 95)-Ac-AAI-NEIMe (12) en fonction de la concentration. 

Concentration (rni\A) 
C D2C12 

A ôNH / A T CON HC H3  
(-10-3  ppm / K) 

A ôNI-1 / A T N HCOC H3 
(le ppm / K) 

1" 1.98 4.80 
5 2.00 6.80 
10 3.07 8.27 
25 3.47 11.47 
50 • 4.40 13.07 

(Les coefficients sont calcufés sur là région 223-298 K) 

Ces données indiquent que les déplacements chimiques du proton 

amide de l'AAI (N-HAAJ, figuré en rouge) sont dépendants de la 

concentration relativement à ceux du proton rnéthylamide (N-Hme, figuré 

en vert): les variations de• déplacement chimique, pour •une variation de 

concentration de 49 mmol/ml, sont de 0.17 et 0.80 à 298 K et 223 K 

respectivement pour N-HAAJ, comparés à 0.02 et 0.21 pou N-Hme  aux 

mêmes températures (figure 7). La même conclusion que précédemment 

peut être déduite: la présence d'un pont hydrogène relativement 

indépendant de la concentration pour le N-Hme  et un N-HAm libre 
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l'effet de la température et de la concentration indiquent la présence d'une 

liaison hydrogène pour le N-Hme  interne et un N-HAAI externe qui est 

libre. Il faut cependant noter que, bien qu'un proton amide est plus exposé 

au solvant que l'autre, les deux sont plus exposés au solvant que les 

protons liés dans les peptides cycliques ou les protéines.15  

L'implication d'un proton amide dans une liaison hydrogène et la 

stabilité de cette liaison hydrogène peuvent être évaluées par l'addition 

d'un solvant polaire accepteur de liaison hydrogène tel que le DMSO. La 

mesure de la dépendance des déplacements chimiques d'un proton amide 

en fonction de la composition du solvant permet cette quantification.27  

La figure 8 décrit le graphe où sont représentés les déplacements 

chimiques exprimés en ppm des protons amides de 12 en fonction du 

pourcentage de DMSO (volume à volume dans le dichlorométhane) à une 

concentratim de 20 mmol/ml aux températures de 298 K et 223 K. Ce 

graphe indique que les variations des déplacements chimiques des deux 

protons amides, lors de l'addition de DMSO (de 0 à 10%), sont du même 

ordre de grandeur, AS = 0.41 et 0.49 pour les protons N-Hme  et N-HAAI 

respectivement à la température de 298 K. Avec la baisse de la 

température, ces différences sont plus prononcées: à la température de 223 

K, ces valeurs sont de AS = 0.79 et 0.93 pour les protons N-Hme  et N-HAAI 

respectivement. Dans le cas de protons exposés au solvant, la valeur de AS 

est de l'ordre de 2 et dans le cas de protons non exposés au solvant, la 
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Figure 8. Effets de l'addition de DMSO sur les déplacements chimiques des 

protons amides du (3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-NHMe (12) dans le 

dichlorométhane. 
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valeur de 305 est de l'ordre de 0.1.27  Dans le cas de l'amide 12, les variations 

des déplacements chimiques entre les deux protons amides ne sont pas 

significatives. Ainsi, les deux protons amides adoptent le même 

comportement vis-à-vis du solvant et l'amide 12 présente une 

conformation dépendante du solvant. La conformation ayant une liaison 

hydrogène qui est stabilisée dans un solvant non polaire va être 

désorganisée dans un solvant polaire. L'addition du DMSO a un effet plus 

grand à basse température car la liaison hydrogène intermoléculaire entre 

le DMSO et les protons amides est mieux stabilisée à basse température. Ce 

résultat est conforté par les résultats des modélisations moléculaires 

effectuées dans l'eau où les conformations ne présentant pas de liaisons 

hydrogènes sont de plus basse énergie que celles des repliements y ou 13. 

La détermination de la valeur de la constante de couplage 3JH-H 

entre le proton amide N-HAAI et Hc3 est un moyen de calculer la valeur 

de l'angle cly2 et ainsi connaître un profil de la conformation en solution. 

Cette valeur fut accessible par une expérience particulière de découplage 

sélective effectuée sur un appareil RMN 600 MHz à la température de la 

pièce et à une concentration de 20 mmol /m1 (figure 9). Cette valeur est de 

5.1 Hz pour l'amide 12, ce qui est proche de celle calculée par la 

modélisation moléculaire pour une conformation de repliement y (valeur 

moyenne 4.5 Hz, 12y, figure 4). 

La valeur de - l'angle de torsion (1)2 peut être calculée à partir de la 

constante de couplage 3hiql grâce à l'équation de Karplus, en utilisant 

l'équation 3:28 
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3j N  (Hz) --- 6.4 cos2 0 - 1.4 cos0 + 1.9 	(3) 
(O= I 0- 60 I ) 

A partir de la valeur 5.1 Hz, le calcul donne deux séries de valeurs 

pour l'angle de torsion 1)2 3, 113° et 34, 94°. 

La valeur de la constante de couplage 3JH_H a également été 

mesurée à 5.7 Hz à 243 K pour une concentration de 20 mmol/ml. La 

mesure de cette constate de couplage, 3JH_H, n'est pas aisée et seulement 

deux valeurs ont pu être mesurées et elles indiquent une modification de 

la conformation en fonction de la température. Cependant, lors des 

expériences d'addition de DMSO, cette valeur a pu être mesurée à chaque 

température et -traduite sous forme d'un graphe. 

La figure 10 décrit le graphe où sont représentées les valeurs de la 

constante de couplage 3JH_H entre le proton amide N-HAAI et Ho de 12 

exprimées en Hz en fonction de la température à une concentration de 20 

mmol/ml dans un mélange de 10% de DMSO deutéré dans le 

dichlorométhane deutéré. Ce graphe montre une variation linéaire 

décroissante de la valeur de la constante de couplage 3JH_H avec 

l'augmentation de la température. Ces données indiquent que l'angle (1)2 

est dépendant de la température et qu'il y a un changement 

conformationnel avec la baisse de la température. Ces données, obtenues 

en présence de DMSO, montrent que la conformation est perturbée par 

l'addition d'un solvant polaire. 
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Figure 10. Variation de la constante de couplage 3h-m-i en fonction de la 

température pour l'amide (3S,-6S, 9S)-Ac-AAI-NliMe -(12). 

A J — = - 0.06 -1-1z/K 
T 

200 	 250 	 300 

 

Température (K) 
(10% DMSO-d6 v/v dans CD2C12, c= 20 mM1) 

Ainsi, ces expériences ont montré la présence d'une conformation 

possédant une liaison hydrogène et stabilisée dans un solvant non polaire. 

Cependant, l'addition d'un solvant polaire entraîne une perturbation de 

cette conformation. 

L'amide modèle (3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHMe (21) a fait l'objet de 
moins d'éttrides que son diastéréoisomère. De par sa stéréochimie, ce 

système semble plus simple car il ne peut pas adopter une conformation 

de repliement de type p. Les résultats des études modèles ont montré que 

la conformation de repliement de type y est une conformation privilégiée 

(voir la section 5.4.2 sur la modélisation moléculaire). 
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La figure 11 décrit le graphe où sont représentés les déplacements 

chimiques, exprimés en ppm, des protons amides de l'amide 21 en 

fonction de la température à une concentration de 20 mmol/ml dans le 

clichlorométhane. Ce graphe montre que les déplacements chimiques du 

proton amide de l'AAI (N-HAm, figuré en rouge) et du proton 

méthylamide (N-Hme, figuré en vert) augmentent de façon significative 

avec la diminution de la température. Les coefficients de température 

A(NH)/(T) respectifs sont de -5.1 10-3  ppm/K et de -8.5 10-3  ppm/K. Ces 

valeurs indiquent que les deux protons amides subissent l'effet de 

température et sont plus exposés au solvant que ceux de l'amide12. 

La tableau 4 présente les variations des coefficients de température 

des protons amides exprimés en ppm/K en fonction du pourcentage de 

DMSO (volume à volume dans le dichlorométhane). Les variations des 

coefficients de température des protons amides indiquent que les 

différences des valeurs des coefficients de température pour un 

pourcentage de DMSO, passant de 0 à 10 pour les - deux protons, sont 

relativement faibles et du même ordre de grandeur: l'addition d'un 

solvant polaire affecte de façon moins significative la conformation 

présente que dans l'amide 12. 
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Figure 11. Effets de la température sur les déplacements chimiques des 

protons amides du (3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHMe (21) dans le 

di chlorornéthane 

Température (K) 
(CD2Cl2, c-= 20 mR/I) 

Tableau 4. Variation des coefficients de température des protons amides 

du (3S, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHMe (21) en fonction du pourcentage de DMSO. 

°/0 DIVISO v/v CD2Cl2 
(C.= 20 met) 

A ÔNH / A T CON HCH3  
(-le ppm / K) 

A ÔNH / A T N HCOC H3 
(-10-3  ppm / K) 

0 5.1 8.5 
10 7.2 10.3 
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La figure 12 décrit le graphe où sont représentées les valeurs de la 

constante de couplage 3JH_H entre le proton amide N-HAAI et Fic3 de 

l'amide 21 exprimées en Hz en fonction de la température à une 

concentration de 20 mmol/ml dans un mélange de 10% de DMSO deutéré 

dans le dichlorométhane deutéré. 

Figure 12. Variation de la constante de couplage 3JH_H en fonction de la 

température pour l'amide (35, 6S, 9R)-Ac-AAI-NHM-e -(21). 

J = + 0.005 tiziK 
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4 

Ce graphe montre, à une exception près (à basse température), une 

certaine linearité de la valeur de la constante de couplage 3JH_H avec la 

baisse de la température. Cette indépendance de l'angle dièdre 1)2 pour 

l'amide 21 dans un solvant plus polaire suggère que cet angle est 

relativement fixé. Ainsi, l'amide modèle 21 peut présenter dans ce 

système de solvant une conformation de type y ou plus probablement une 

conformation sans liaison hydrogène. 
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5.4.4 	Études IR. 

Une liaison N-H d'une amide non impliquée dans une liaison 

hydrogène (libre) présente une bande d'absorption (allongement) à une 

longueur d'onde plus élevée que celle d'une liaison N-H d'une amide 

impliquée dans une liaison hydrogène (liée).261),29  A partir de cette 

matière, l'influence de la concentration et de la température sur les bandes 

d'absorption des liaisons N-H amides de l'amide modèle 12 a été étudiée 

avec l'enregistrement des spectres IR-TF à des températures et des 

concentrations variables. 

La figure 13 décrit le graphe où est représentée l'absorption des 

bandes des liaisons N-H amides de l'amide 12 en fonction de la longueur 

d'onde exprimée en cm-1  à la température de 294 K avec des 

concentrations variables (1, 5 et 10 mmol ml) dans le dichlorométhane. 

Les spectres d'IR-TF indiquent donc deux bandes d'absorption 

correspondant à une liaison N-H amide libre (3448 et 3405 cm-1) ainsi 

qu'une bande d'absorption correspondant à une liaison N-H amide liée 

(3336 cm-1). La variation de la concentration d'un facteur de 10 n'entraîne 

pas de modification sur l'aspect des spectres car les trois bandes 

d'absorption sont toujours présentes aux mêmes longueurs d'ondes et 

avec les mêmes intensités relatives. Par conséquent, il ne semble pas y 

avoir pas d'association intermoléculaire. Les analyses RMN ayant 

suggérées la présence d'une liaison hydrogène, celle-ci est 

intramoléculaire et les bandes d'absorption correspondant aux liaisons N-

H amides libres ne peuvent être attribuées à une conformation de type 12n 
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Figure 13. Effets de la concentration sur la fréquence d'absorption des 

bandes des liaisons N-H amides en IR-TF du (35, 65, 95)-Ac-AAI-NHMe 

(12) dans -le dichlorométhane.a 

0.03 

c = 1 mM 0 
0- 
o 
_o 

3500 
	

3400 	330G 
	

3200 

Longueur dlot-Fde (cm-1) 
(T = 294 K) 

(a après sotrstnediun du dichlorométhane) 

Figure 14. Effets de température sur la fréquence d'absorption• des bandes 

des liaisons N-H amides en IR-TF du (35, 6S, 95)-Ac-AAI-NHMe (12) dans 

le dichlorométhane.a 

T = 294 K (maxima à 3448, 3405 et 3336 cm-1) 
T = 272 K (maxima à 3441, 3410 et 3324 cm-1) 
T = 252 K (maxima à 3441, 3408 et 3321 cm-1) 

C = 10 mM (maxima à 3448, 3405 et 3336 cm-1) 
c = 5 mM (maxima à 3448, 3405 et 3336 cm-1) 

3500 
	

3400 	 3300 

Longueur d'onde (cn1-1.) 
(c = 5 MUT) 

(a après soustraction du dichlorométhane à la même température) 
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(figure 3) mais pourrait résulter de conformations de repliement de type 13 

ou y. 

La figure 14 décrit le graphe où sont représentées les absorptions des 

bandes des liaisons N-H amides de l'amide 12 en fonction de la longueur 

d'onde exprimée en cm-1  à la concentration de 5 mmol/ ml avec des 

températures variables (294, 272 et 252 K) dans le dichlorométhane. Les 

spectres d'1R-TF indiquent toujours la présence de deux bandes 

d'absorption correspondantes aux liaisons N-H amides libres (— 3441 et 

—3405 cm-1) ainsi qu'une bande d'absorption correspondant aux liaisons 

N-H liées avec la variation de température. Cependant il y a une 

modification dans la répartition relative des trois bandes d'absorption 

entre elles. La bande d'absorption de la liaison NH amide liée augmente 

avec la baisse de température. Par contre la bande d'absorption de la 

liaison NH amide libre à —3410 cm-1  diminue tandis que celle à —3441 cm-1  

augmente. Ces données indique donc un changement conformationnel 

avec la baisse de la température. 

5 . 4 . 5 	Dichroisme circulaire. 

La spectroscopie de dichroïsme circulaire (DC) est une méthode 

largement utilisée pour l'étude et la détermination structurale des 

peptides de par sa haute sensibilité conformationnelle et la faible quantité 

d'échantillon requise. -Le spectre de DC d'un peptide est principalement 

déterminé par l'arrangement spatial des chromophores (fonctions amides) 
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autours des centres stéréogènes (Ca des acides aminés). Ainsi, un peptide 

choisi pour étudier ses propriétés conformationnelles par DC doit 

posséder un nombre correct de chromophores aussi bien qu'avoir un 

degré de rigidité conformationnelle. 

La figure 15 décrit donc les spectres de dichroïsme circulaire des 

peptides modèles 12, 18 et 25 enregistrés dans le dichloroéthane, le 

méthanol et l'eau. Malheureusement, ces spectres n'apportent aucune 

information concrète car ils ne présentent pas de courbes similaires à celles 

de références connues.30  11 est à noter que ces spectres différent de celui 

antipode d'un repliement f3 de type II, rapporté par Woody et basé sur des 

calculs théoriques.31  

Trois explications peuvent être avancées: la première est que ces 

spectres traduisent l'absence d'une conformation spécifique présente dans 

ces peptides modèles. Compte tenue des résultats données par la RMN et 

l'IR, cette explication ne peut être retenue. La seconde est que ces spectres 

traduisent la présence d'une conformation de repliement y. La troisième 

est que les composés retenus ne présentent pas de chromophores 

communs aux composés de référence. Cette troisième explication étant 

privilégiée, la synthèse d'un nouveau peptide incorporant des 

chromophores choisis a donc été envisagée avec la possibilité de se référer 

à un modèle connu. 
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Figure 15. Spectres de dichroïsme circulaire des peptides modèles (3S, 6S, 

9S)-Ac-AAI-NHMe (12), (3R, 6R, 9R)-Ac-AAI-NHMe (18) et (3S, 6S, 9S)-Ac-
Va1-AAI-Va1-N(Me)2  -(25) dans différents solvants. 
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5 .5 Le peptide modèle DNP-Gly-AAI-Gly-pNA. 

Les résultats des spectres de dichroïsme circulaire avec les peptides 

modèles 12, 18 et 25 ne permettant de tirer des conclusions sur la 

conformation induite par l'AM, la synthèse et l'étude d'un nouveau 

peptide modèle ont été envisagées. Calquées sur les études faites par Nagai 

et Sato avec leur acide aminé thiaindolizidinone, la synthèse et l'étude 

d'un dérivé comportant des chromophores nitrophényles ont été 

entreprises. 

5.5.1 	Synthèse. 

Le peptide (3S, 6S, 9S)-N'-p-nitrophényl 2-0xo-3-(N-2,4-

dinitrophénylglycinamido)-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9- 

carbonylglycinamide ((3S, 6S, 9S)-DNP-Gly-AAI-Gly-pNA, 26) a été 

synthétisé en cinq étapes avec un rendement global de 73% à partir du (3S, 

6S, 9S)-Boc-AAI-OH (1) (schéma 3). La N'-p-nitrophényl N-(Boc)-

glycinamide 27 a été synthétisée avec un rendement de 61% avec le 

couplage de la Boc-glycine et de la p-nitroaniline en présence de TBTU, de 

triéthylamine et dans l'acétonitrile. Son chlorhydrate 28 a été obtenu par 

déprotection du groupe Boc en présence d'une solution 4N d'acide 

chlorhydrique dans le dioxane. Le composé 29 a été obtenu en couplant le 

chlorhydrate 28 et le -(3S, 6S, -9S)-Boc-AAI-OH (1) dans les mêmes 

conditions avec un rendement quantitatif. 



Boc-Gly-01-1 

N H2 
TBTU, Et3-N , 

CH3C N Diox-ane 

(100%) 

NO2  NO2  

HCI•Gly-HN 

NO2  
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Schéma 3. Synthèse du (3S, 6S, 9S)-N'-p-nitrophényl 2-Oxo-3-(N-2,4-

dinitrophénylglycinamido)-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carbonylglycinamide ((3S, 6S, 9S)-DNP-Gly-AAI-Gly-pNA, 26). 

21 
	

21î 

28 
TBTU,- 	

BoeHN 

	

EtaN 	 1) TFA, 01-12C12 1 	 
CH3CN 	 2) L-Boc-31y-0 H 

(98%) 	 0 e--- 	TBTU,-Et3N 
H—N 	 C1-13CN 

0 	
-(84%) 

N—H 

02N 

1) HCI-g/ dioxane 

_2) DIV1F, Et3N, F 
0,2N 

N —H 

{89%) - N-02  
02N 

02N 

(3S, 6S, 9S)-2§ 
DNP-Gly-AA1-Gly-pNA 

La déprotection du groupe Boc en présence d'acide trifluoroacétique 

puis le couplage avec l'acide aminé Boc-glycine en utilisant les mêmes 



Chapitre 5 	 295 

conditions a conduit au composé 30 avec un rendement de 84%. La 

déprotection du groupe Boc avec l'acide chlorhydrique puis réaction avec 

le 2,4-dinitrofluorobenzène en présence de triéthylamine32  a conduit au 

peptide modèle désiré 26 avec un bon rendement. 

Avec ce peptide modèle obtenu, une comparaison avec les exemples 

rapportés dans la littérature a été faite en utilisant les analyses de 

dichroïsme circulaire. 

5 . 5 . 5 	Dichroïsme circulaire. 

Les 	tétrapeptides linéaires du type DNP-tétrapeptide-p N A 

présentent des spectres de dichroïsme circulaire caractéristiques à partir de 

250 nm, et les effets Cotton sont considérés comme dû aux interactions des 

deux chromophores terminaux. L'amplitude des effets Cotton vers 310 et 

350 nm reflète la préférence de la conformation de repliement p de ces 

peptides.33  Cette méthode d'analyse a montré que les composés du type 

DNP-Gly-X-Y-Gly-pNA, où X est un acide aminé D tel D-Ala et Y un résidu 

L-Pro, présentent des conformations de repliement p. 

Les figures 16 et 17 présentent respectivement les spectres de 

dichroïsme circulaire des• peptides de référence 31a7  / 31b34  et 1e peptide 

modèle 26 enregistrés dans le méthanol. 



40D 	 455 Dm 
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Figure 16. Spectres de dichroïsme circulaire des peptides de référence dans 

le méthano1.33,7  

Figure 17. Spectres-de -dichroïsme circulaire du peptide -(3S, 6S, 9S)-DNP-

Gly-AAI-Gly-pNA (26) dans le méthanol. 

250 
	

350 
	

450 

(nm) 
— Dnp-Gly-AAI-Gly-p NA (c= 0.10 mM) 
	 Dnp-Gly-AAI-Gly-p NA (c= 0.33 mM) 

Le peptide 26 présente des spectres de dichroïsme circulaire très 

similaires à ceux des peptides de référence 31a et 31b qui sont connus pour 

présenter des conformations de repliement (3 de type II'. Ils présentent 

tous une bande positive vers 350 nm et une bande négative vers 305 n m 

pour les peptides de référence 31 ou 310 nm pour le peptide 26. Les 
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similarités entre les spectres de référence et du peptide 26 suggèrent que les 

peptides présentent le même type de conformation, un repliement 13 de 

type II'. 

Cependant l'introduction de ces deux types de chromophores 

nitrophénylés amplifie la préférence intrinséque du peptide à former un 

repliement 13 de type In Cette amplification pourrait s'expliquer par la 

formation d'une liaison hydrogène entre le proton amide pNA et le 

groupe nitro en position 2 du DNP, associé à des interactions de type 

électrostatique entre les phényles figure 18).95  

Figure 18. 

N 02 

(3S, 6S, 9s)-a 
DNP-Gly-AAI-Gly-pN A 

Ce pont -hydrogène peut alors jouer le rôle d'un facteur externe, 

favorisant ainsi la formation d'une conformation de repliement 13 de type 
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5 . 6 Le peptide modèle Ac-Val-AAI-Val-N(Me)2. 

Parallèlement aux études effectuées avec les amides modèles 12 et 
21, un système plus complexe a été choisi avec l'introduction de deux 

acides aminés valine, formant ainsi un tétrapeptide. 

6.5.1 	Synthèse. 

Le peptide modèle (3S, 6S, 9S)-N',N'-diméthyl 2-oxo-3-(N-acétyl-L-

valinamido)-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carbonyl-L-valinamide ((3S, 6S, 

9S)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2, 25) a été synthétisé en cinq étapes avec un 

rendement global de 58% à partir du (3S, 6S, 95)-Boc-AA1-011 -(1) (schéma 

4). 

Schéma 4. Synthèse du (3S, 6S, 9S)-N',N'-diméthyl 2-oxo-3-(N-acétyl-L-

valinamido)-1-azabicyclO[4.3.01nonane-9-carbonyl-L-valinamide (-(3S, 65, 
9S)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2, 25). 

HCI•HN(Me)2  
TBTU, Et3N 
CCN 

L-Boc-Val-OH 	 
1 	 BocHN 0 0 % 

TFA, C-H2C12 

 

TFA•Val-N(me)2. 



Boci-IN 
TBTU, Et3N 

1 
C H3C-N 

(89%) 

1) TFA, CH2C12 

2) L-Boc-Val-O H 
TBTU, Et3N 

CH3CN 
(82%) 
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1) HC19 / dioxane 
2) Ac20 ICH2CF2  

(80%) 

H N 
)4N:00 

1-4—N 

N — 
/ 

Ac-Val-AAI-Val-N(Me)2  

Le sel de trifluoroacétate de la N',N1-diméthyl L-valinamide 33 a été 

synthétisé en deux étapes avec un rendement quantitatif en utilisant les 

mêmes conditions de couplage (TBTU, triéthylamine, acétonitrile) entre la 

Boc-L-valine et la diméthylamine, puis déprotection du groupe Boc en 

présence d'acide trifluoroacétique. Le composé 34 a été obtenu en couplant 

le sel de trifluoroacétate 33 et le (35, 6S, 9S)-Boc-AAI-OH (1) dans les 

mêmes conditions avec un rendement de 89%. Le deuxième acide aminé 

valine du composé 35 a été introduit à partir de 34 et de la Boc-valine en 

utlisant les mêmes conditions de déprotection / couplage avec un 

rendement de 84%. La déprotection du groupe Boc, en utilisant cette fois 
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une solution 4N d'acide chlorhydrique dans le dioxane, puis acétylation 

avec l'anhydride acétique, a conduit au tétrapeptide désiré (3S, 6S, 9S)-Ac-

Val-AAI-Val-N(Me)2  (25). Les assignations de tous les protons et carbones 

ont été faites grâce aux spectres R1VIN 2-dimension COSY et HMQC. 

De la même manière que lors de la synthèse du peptide modèle 12, 

l'acétylation du sel trifluoroacétate dérivé de 35 a conduit à un mélange 

(1.2 pour 1) de deux produits, le peptide désiré 25 et le peptide 

trifluoroacétylé 36 (équation 4). 

1) CF3C 021-1 
2) Ac20 

(4) 

 

à 
(42%) 	 (34%) 

Avec ce peptide modèle plus complexe, des analyses 

conformationnelles ont été entreprises en utilisant les techniques de 

modélisation moléculaire, de RMN, d'IR-TF et de dichroïsme circulaire, 

en suivant les exemples précédents. 
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5 . 6 . 2 	Modélisation moléculaire. 

Le tétrapeptide modèle 25 a été étudié en utilisant les mêmes 

techniques de modélisation moléculaire décrites pour les Ac-AAI-NHMe. 

Le champs de force OPLS-AMBER36  a été utilisé avec le chloroforme 

comme modèle de solvatation. Le tableau 5 présente un résumé des 

résultats de modélisation du peptide 25. Il est à associer avec la figure 19 

qui représente les minima des conformations de repliements y et i3 pour le 

tétrapeptide. 

Tableau 5. Analyses conformationnelles du peptide Ac-Val-AAI-Val-

N(Me)2 (25), en utilisant le chloroforme -comme modèle ide -solvatation et 

le champs de force OPLS/ AMBER. 
no. de 	 3 

conformations.de na °h') 	flO. -(%) conformère Etotai 	 liaison H 
basse énerge du rep. 	-rep_ y 	(no.) 	(Kano') 	4)2 	.11)2 	11)3 	1113 	{d. Å) 	(Hz) 

427 	39 (9) 273(64) 	ey (2) 	-522.6 	-157.9 -123.1 -75.4 38.9 1.9 et 1.8 44 
type 11' type  yI 	 25j3 (23) 	-492.1 	45.4 -120.0 -62.5 -7.1 1.8 et 1.8 6.9 

Valeurs théoriques des - un repliement fi de type 11 	-60 -120 -80 0 
angles de torsion pour: - un repliement y de type inverse -80 80 

Les résultats des analyses indiquent que 25 peut adopter des 

conformations de repliement y et 13. Trois points importants sont à noter. 

Tout d'abord, une plus grande complexité de ce système se traduit par une 

grande quantité de conformations générées. Deuxièmement, parmi les 

minima, la structure de repliement y, (25y, figure 19) est largement 

majoritaire 6.4%) et est prédite comme étant de plus basse énergie que la 

conformation de repliement 13 (9%) (253, figure 19). Cette conformation de 
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repliement y n'est cependant pas prédite comme Ia conformation de plus 

basse énergie. Finalement, dans les deux cas, un pont hydrogène terminal 

pourraitltre présent. 

Figure Tg. Représentation des minima des conformations de repliements y 

et p pourk peptide modèle (3S, 6S, 9S)-Ac-Val-AAI-Va1-N(Me)2  (25) (avec 

le chloroforme comme modèle de solvatation et OPLS/AIVIBER. comme 

• champs de force). 

25? 
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5.6.3 	-Éludes RMN. 

La figure 20 décrit le graphe où sont représentés les déplacements 

chimiques, exprimés en ppm, des protons amides du peptide modèle 25 en 

fonction de la température avec une concentration de 17.5 mmol/ml dans 

le dichlorométhane. 11 est à associer avec le tableau 6 qui présente les 

valeurs des coefficients de pente A(NH)/(T) en fonction de la 

concentration pour les protons amides de 25, enregistrés dans -le 

di chlorom éthane . 

Ce graphe montre une rupture très nette, à une température 

d'environ 250 K, de la variation des déplacements chimiques pour les 

protons amides N-HAAI (figuré en rouge) et N-ElcocH3  (figuré en bleu). 

Par contre, les déplacements chimiques du proton valine diméthylamide 

(N-Hv a i, figuré en vert) sont relativement indépendants de la variation 

de température relativement aux autres protons amide et en particulier le 

proton N-HAAI. En outre, ce graphe indique que les déplacements 

chimiques du proton amide N-HAAI augmentent fortement avec la 

diminution de la température. Le coefficient de température A(SNH)/A(T) 

du proton amide N-HAAI (-11.48 10-3  ppm/K sur la région 233-298 K) 

suggère un proton libre. Ce graphe montre également que les 

déplacements chimiques du proton amide N-HcocH3 sont relativement 

indépendants de la variation de température relativement au N-HAAT. Le 

coefficient de température 3.(âNH)/A(T) du proton amide N-FicocH3 (-

3.16 10-3  ppm/K, sur la région 233-298 K) pourrait suggérer la présence 

d'une liaison hydrogène. Le coefficient de température A(NH)/A(T) du 
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Figure 20. Effets de la température sur les déplacements chimiques des 

protons amides du peptide (3S, 6S, 9S)-Ac-VaI-AAI-Val-N(Me)2 (25) dans 

le dichlorométhane. 

200 	250 
Température (K) 

(c = 17.5 tr) 

300 AÔNH 
_ 5.97 10-3  ppm/K 

 

A T 

Figure n. Effets de la concentration sur les déplacements chimiques des 

protons amides du peptide (3S, 65, 9S)-Ac-VaI-AAI-Val-N(Me)2 (25) dans 

le dichlorométhane. 
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• amide N H-AAI AS = 0.13 

- • amide N HCOC H3  AS = 0.02 
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proton 	iiide N-HV a i est de -5.97 10-3  ppm/K sur la région 193-298 K, ou 

de -5.21 10-3  ppm/K sur la région 233-298 K. Ces trois dernières valeurs 

sont d'un ordre de grandeur relativement élevé pour des protons amides 

impliqués dans une liaison hydrogène. Ces résultats tendraient à indiquer 

un effet d'agrégation plutôt que la présence de liaison hydrogène. Une 

autre possibilité pourrait être la présence d'une conformation qui serait ni 

de repliement y ni de repliement I. 

Tableau 6. Variation des coefficients de température -des protons amides 

du peptide (3S, 6S, 9S)-Ac-Val-AAI-Val-N(Me)2 (25) en fonction de la 

concentration. 

Concentration 
(mM, CD2C12) 

A ÔNH / A T CON HVal 
(-10-3  ppm / K) 

à ÔNI-1 / A T N HCOC H3  
(-10-3  ppm / K) 

A ôNH / à T N H-AAI 
(-1 	ppm / K) 

4.4 
17.5 
33 

4.63 
5.21 
5.19 

0.95 
3.16 
3.54 

10.08 
11.48 
14.05 

(Les coefficients sont calculés sur Ca région 233-298 K) 

A plus faible concentration (4.4 mM), il est important de noter que 

les coefficients de température A(ÔNH)/A(T) du proton amide N-HcoMe 

(-0.95 10-3  ppm/K sur la région 193-298 K) est beaucoup plus faible, et 

pourrait définir la présence d'une liaison hydrogène. Les variations des 

coefficients de température avec la concentration suggèrent un effet 

d'agrégation (tableau 6). 
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La figure 21 décrit le graphe ou sont représentés les déplacements 

chimiques exprimés en ppm des protons amides de 25 en fonction de la 

concentration exprimée en mmole/ml aux températures de 293 K et 203 K 

dans le dichlorométhane. 

Ce graphe indique que les déplacements chimiques des protons 

amides sont peu dépendants de la concentration. Par contre la température 

semble avoir un petit effet sur les protons liés (AS= 0.27 et 0.15 à 203 K 

pour les protons amides N-liva l et N-Ficome  respectivement). 

Ainsi, le peptide modèle 25 semble présenter, sur la région 233 - 298 

K, un proton amide libre, N-HAAI et un proton amide impliqué dans un 

pont hydrogène, N-FicocH3 (ceci est en accord avec les résultats de 

modélisation moléculaires). Au delà de 230 K, un changement 

conformationnel majeur semble s'opérer vers 230 K. 
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5 . 6 . 4 	Études IR. 

La figure 22 décrit le graphe ou est représentée l'absorption des 

bandes des liaisons N-H amides du peptide modèle 25 en fonction de la 

longueur d'onde exprimée en cm-1  à la concentration de 35 mmol/m1 et à 

des températures variables (293, 262, 244, et 211 K) dans le 

dichlorométhane. 

Figure 22. Effets de la température sur la fréquence d'absorption des bandes 

des liaisons N-H amides en IR-TF du peptide (3S, 6S, 9S)-Ac-Val-AAI-Val-

N(Me)2 (25) dans le dichlorométhane.a 

	T = 293 K (maxima at 3420 and 3310 cm-1) 

	 T= 262 K(-maxima at 3418 and 3306 cm-1) 

 	T =244K (maxima at 3416 and 3305 cm-1) 

------- T=211 K (maxima at 3413 and 3301 cm-1) 

3500 	3400 	3300 	3200 

Longueur d'onde (cm-1) 
(c = 35 mM) 

(a  après soustraction du dichlorométhane à la même température) 

Les spectres d'IR-TF indiquent donc deux bandes d'absorption, l'une 

correspondante aux liaisons N-H amides libres (- 3420 cm-1) et l'autre plus 

importante correspondante aux liaisons N-H amides liées (- 3310 cm-1). 

Avec la diminution de température, il y a une modification dans la 
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répartition des deux bandes d'absorption. La bande d'absorption des 

liaisons N-H amides libres augmente avec la baisse de température et la 

bande d'absorption des liaisons N-H amides liées diminue. Ceci va dans le 

même sens des études de basse température effectuées par RMN et il 

semblerait que ces données indiquent un effet d'agrégation. 

5 . 6 . 5 	Dichroïsme circulaire. 

Les spectres de dichroïsme circulaire du peptide modèle 25, 

enregistrés dans le dichloroéthane, le méthanol et l'eau, sont décrits sur la 

la figure 13. Comme dans le cas des amides modèles 12 et 18, ces spectres 

n'apportent aucune information concrète car ils ne présentent pas de 

courbes similaires à celles de références connues.30  Étant donné que le 

composé 25 est un peptide modèle, des investigations plus poussées pour 

déterminer sa conformation n'ont pas été poursuivies mais les efforts ont 

été placés dans la synthèse et l'étude clim peptide biologiq-uement actif, la 

gramicidine S. 
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5. 7 Conclusion partielle. 

Les études sur l'amide modèle Ac-AAI-NHMe (12) ont montré que 

ce peptide induit bien une conformation présentant une liaison 

hydrogène dans le dichlorométhane. Cette conformation générée, au 

regard des résultats de modélisation moléculaire, serait plutôt du type y. 

Dans un solvant plus polaire, cette liaison hydrogène est désorganisée 

entraînant une modification de l'équilibre conformationnel. Par contre, 

l'introduction de chromophores spécifiques dans le peptide modèle 26 

entraîne la formation d'une conformation de repliement f3 bien définie. 

L'hypothèse avancée serait que l'AAI, sous l'action d'une contrainte 

externe, telle que la basse température ou l'introduction de chromophores 

spécifiques, est capable de stabiliser une conformation définie qui pourrait 

être de repliement 13. 

Par contre les résultats obtenus avec le tripeptide modèle sont 

beaucoup moins clairs et apportent plus de problèmes qu'ils n'en 

résolvent. 

Il reste cependant que les résultats sont suffisamment encourageants 

pour suivre cette étude avec l'incorporation de l'AAI dans un système 

biologique. 
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5. 8 Partie expérimentale. 

General: Experimental protocols were conducted as described in the 

general section of Chapter 3. Amino acid signals were assigned according 

to the examples presented in "Tabellen zur strukturaufklârung 

organischer verbindungen mit spektroskopischen methoden", Springer-

Verlag, Berlin, Heidelberg, 1981. Analytical HPLC was performed on an 

reverse phase column Prep DeltaPak HR C-18 (6 mm, 60 Å, 8 x 100 mn) 

with an reverse phase precolumn Prep NovaPak HR C-18 (6 mm 60 .,&) 

eluting with a linear gradient of 90:10:0.01 to 0:100:0.01 (v v) 

H20:CH3CN:TFA over 30 min with a flow rate of 1.5 mL min-1  and 

detection at 220 run. Low-temperature 1H NMR experiments were 

performed on a Bruker ARX-400 using methylene-d2 chloride (99.9%), 

chloroform-d (99.9%) or dimethylsulfcodde-d6 (99.9%) purchased from 

Cambridge Isotope Laboratories. 

General procedure A: TBTU coupling.21  

To a solution of acid (0.13 mmol, 100 mol %) in acetonitrile (1 mL) at 

room temperature was added the amine (0.14 mmol, 110 mol %) followed 

by triethylamine (0.27 mmol, 220 mol %) and benzotriazol-1-y1-1,1,3,3-

tetramethyluronium tetrafluoroborate (TBTU, 0.14 mmol, 110 mol %). 

The mixture was stirred at room temperature for 12 h or until TLC 

analysis showed complete consumption of starting material. The reaction 

mixture was diluted with brine (3 mL) and extracted with ethyl acetate (3 x 
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2 mL). The combined organic layers were washed with 2 N HC1 (0.2 mL), 

H20 (0.2 mL), 5% NaHCO3 (0.2 mL) and H20 (0.2 mL), dried and 

concentrated in vacuo. The crude mixture was purified by flash 

chromatography. 

General procedure B: TFA deprotection. 

A stirred solution of Boc-protected compound (0.10 mmol) in 

dichloromethane (2 mL) was treated with TFA (1 mL) at room 

temperature for 15 min when TLC analysis showed complete 

consumption of starting material. The crude mixture was concentrated in 

vacuo to give a white precipitate which was used directly in the next 

reaction. 

General procedure C: HC1 deprotection. 

To a stirred solution of Boc-protected compound (0.30 mmol) in dioxane 

(2 mL) at room temperature was bubbled a stream of HC1 gas for 15 min at 

which point TLC analysis showed complete consumption of starting 

material. The crude mixture was concentrated in vacuo to afford a white 

precipitate which was used directly in the next reaction. 

General procedure D: Acetamide formation. 

Acetic anhydride (1 mL) was added to a solution of amine salt (0.11 mmol) 

in dichloromethane (1 ml). The mixture was stirred at room temperature 

for 12 h or until TLC analysis showed complete consumption of the 

starting amine. The crude mixture was concentrated in vacuo and the 

residue was purified by HPLC on a preparative reverse-phase column 
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NovaPalc HR C-18 (6 mm, 60 Å, 25 x 100 mn) equipped with a Prep 

NovaPak He -C-18 precolumn (6 iim 60 Å) eluting with a linear gradient of 

90:10:0.01 to 0:100:0.01 (v/v) H20:CH3CN:TFA over 30 min with a flow 

rate of 10 ml, min-1  and detection at 220 nm to afford the desired 

compound. 
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Synthesis of N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 95)-Ac-IAA-NHMe, 12). 

CH3  Ac 

(35, 6S, 9S)-N'-Methyl 2-0xo-3-N-(Boc)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 95)-Boc-IAA-NHMe, 13), by general procedure A. 

General procedure A was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-OH (1, 40 

mg, 0.13 mmol, 100 mol %), methylamine hydrochloride (10 mg, 0.143 

mmol, 110 mol %), TBTU (46 mg, 0.143 mmol, 110 mol %) and 

triethylamine (38 pt, 0.273 mmol, 220 mol %) in acetonitrile (1 mL). Flash 

column chromatography, using a gradient of 0 to 10% Me0H in Et0Ac as 

eluant, and evaporation of the collected fractions yielded the desired 

amide 13 as a white solid. 

(3S, 6S, 9S)-Boc-TAA-Nfir1le 	-(13, 39.9 mg, 96%): 	Rf = 0.48 -(5:1 

Et0Ac:Me01-1); [a]20D -63.2° (c 0.8, CHC13); 1H NMR ô 1.45 (s, 9 H, CH3 

Boa, 1.54-1.62 (m, 2 H, CH2 IA.A-4,5),  1.75 (m, 1 H, CH2 IAA-7),  1.87 (m, 1 H, 

CH2 IAA-8), 2.07 (m, 1 H, CH2 IAA-5), 2.12 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.40-2.50 (m, 2 

H, CH2 IAA-8,4),  2.78 (d, 3 H, J = 4.7 Hz, CH3 N), 3.62 (m, 1 H, CH IAA-6),  4.13 

(m, 1 H, CH IAA-3) 4.44 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, CH IAA-9),  5.48 (d br, 1 H, J = 5.6 

Hz, NH soc), 711 (s br, 1 H, NH N); 13C NMR ô 26.3 (CH3 N), 26.5 (CH2 L. 

C5) 27.0 (CI-12 IAA-04), 27.8 (CH2 IAA-C8), 28.3 (-CH3 Boa, 32.4 (CH2 IAA-C7), 

50.2 (CH IAA-C3), 57.0 (CH IAA-C6), 59.6 (CH IAA-C9),  79.7 (Cg  Boc), 155.7 (CO 
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Boc), 170.7 (CO IAA-N), 171.2 (CO IAA-C3); HRMS calcd for C15H26N304 

(MH+) 312.1923, found 312.1939. 

(3S, 6S, 9S)-W-Methy1 2-0xo-3-N-(Boc)amino-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-NHMe, 13), via methyl ester 14.23  To a 

suspension of methyl amine hydrochloride (135 mg, 2 mmol) in dry 

benzene at 0 °C, was slowly added trimethyl aluminum (2M in toluene, 1 

mL). After the addition was complete, the reaction mixture was allowed to 

warm to room temperature and was stirred for 2 h until gas evolution had 

ceased to give the aluminium reagent MeAlCINHMe. The resulting 

solution (0.6 mL) was added to a solution of (3S, 6S, 9S)-N-Boc-IAA-0Me 

(14, 61 mg, 0.19 mmol, 100 mol %) in dichloromethane (2 mL) and the 

resultant mixture was stirred for 12 h at room temperature and then for 12 

h at reflux. The reaction mixture was cooled to room temperature and 

quenched with 5% aqueous HC1 (10 mL). The aqueous phase was extracted 

with Et0Ac (3 x 5 mL). The combined organic layers were washed with 

brine, dried, and evaporated to yield an oil that was then 

chromatographed on silica gel using a gradient of 0 to 5% Me0H in Et0Ac 

as eluant. The first compound to be eluted was the starting methyl ester 

14 (17 mg, 29%; Rf = 0.71 (10:1 Et0Ac:Me0H)) followed by the amide 13 (25 

mg, 37% (51%); Rf = 0.24 (10:1 Et0Ac:Me0H)). 

(3S, 6S, 9S)-M-Methyl 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide Hydrochloride ((3S, 6S, 9S)-HC1•IAA-NHMe, 13a). General 

procedure C was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-NHMe (13, 35 mg, 
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0.11 mmol) and gave the desired salt 13a which was used directly in the 

next reaction. 

(3S, 6S, 9S)-HC1•IAA-NHMe (13a, 27 mg, 100%): Rf = 0.14 (4:1:1 n - 

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR 1.65-1.83 (m, 3 H, CH2 IAA-4,5,7),  1.95 (m, 1 

H, CH2 IAA-8), 2.00-2.15 (m, 4 H, CH2 IAA-4,5,7,8), 2.70 (d, 3 H, f = 4.8 Hz, CH3 

N), 3.65 (m, 1 H, CH IAA-6), 4-30 (m, 1 H, CH IAA-3), 4.40 (m, 1 H, CH IAA-9), 

7.95 (s br, 1 H, NH N), 8.32 (s br, 2 H, NH2); 1H NMR (CD30D) ô 1.75-1.85 

(m, 2 H, CH2 IAA-4,7), 1.90-2.03 (m, 2 H, CH2 IAA-5,8), 2.11-2.25 (m, 3 H, CH2 

IAA-5,7,8), 2.38 (m, 1 H, CH2 TAA-4), 2.75 (s, 3 H, CH3 N),  3.78 (m, 1 H, CH IAA-

6), 3.98 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.40 (d, 1 H, J = 4.5 Hz, CH IAA-9); 13C NMR 

(CD30D) ô 27.0 (CH2 IAA-05),  27.7 (CH3 N), 28.3 (CH2 IAA-C4), 32.1 (CH2 IAA-

CS), 34.0 (CH2 IAA-C7), 50.9 (CH2 IAA-C3), 60.4 (CH2 IAA-C6), 62.3 (CH2 IAA-

C9), 168.5 (CO TAA-N),  175.2 (CO IAA-C3). 

(3S, 6S, 9S)-N'-Methyl 2-oxo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide Trifluoroacetate ((35, 6S, 9S)-CF300211•IAA-NHMe, 13b). 

General procedure B was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-NHMe (13, 

18 mg, 0.06 mmol) and gave the desired salt 13b which was used directly in 

the next reaction. 

(3S, 6S, 9S)-CF3CO2H • IAA-NHMe (13b, 19 mg, 100%): Rf = 0.17 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR ô 1.76 (m, 3 H, CH2 IAA-4,5,7),  2.00-2.20 (m, 4 

H, CH2 IAA-5,7,8,8),  2.40 (m, 1 H, 2H2 IAA-4), 2.72 (d, 3 H, I = 4.7 Hz, CH3 N), 

3.65 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.95 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.45 (m, 1 H, CH IAA-9), 7.32 

(s br, 1 H, NH N-Me), 8.15 (s br, 2 H, NH2). 
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(3S, 6S, 9S)-N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 9S)-Ac-IAA-NHNle, 12). General procedure D was 

followed using hydrochloride 13a (27 mg, 0.11 mmol) in dichloromethane 

(1 m1). HPLC purification yielded the desired acetamide 12. 

(3S, 6S, 9S)-Ac-IAA-NliMe (12, 27 mg, 85%): Rf = 0.15 (5:1 Et0Ac:Me0H, 

using a solution of 5% sulfuric acid in ethanol as spray reagent); 

Retention time = 9.88; [c]20D -29.7°  (c 0.3, CHC13); 1H NMR 1.53 (m, 1 H, 

(21-12 IAA-4),  1.62 (m, 1 H, C1-12 IAA-5), 1.80 (m, 1 H, 'CH2 IAA-7), 1.94 (m, 1 H, 

CH2 IAA-8), 2.04 (s, 3 H, CH3 Ac), 2.10 (m, 1 H, CH2 IAA-5) 2.18 (m, 1 H, CH2 

TAA-7), 2.45 (d, 1 H, J = 4.8 Hz, CH2 IAA-8), 2.56 (m, 1 H, CH2 IAA4), 2.80 (d, 3 

H, J = 4.6 Hz, CH3 N), 3.67 (m, 1 H, CH IAA-6), 4.37 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.43 

(d, 1 H, J = 8.0 Hz, CH IAA-9), 6.57 (s br, 1 H, NH N-Me), 6.91 (s br, 1 H, NH N- 

C3); 1H NMR (CD2C12) ò 1.53 (m, 1 H, CH2IAA-4), 1.62 (m, 1 H, CH2 IAA-5), 

1.80 (m, 1 H, r14-2 IAA-7), 1.94(m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.02 (s, 3 H, CH3 Ac),  2.11 

(m, 1 H, CH2 IAA-5) 2-16 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.45 (d, 1 H, J = 4.8 Hz, CH2 

IAA-8), 2.55 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.75 (d, 3 H, J = 4.7 Hz, CH3 N), 3.65 (m, 1 H, 

CH IAA-6), 4.32 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.37 (d, 1 H, J = 8.5 Hz, CH IAA-9), 6.62 (s 

br, 1 H, NH N-Me), 6.77 (d, 1 H, 3JH-H = 5.1 Hz, NH N-C3); 13C NMR d 23.2 

(CH3 Ac), 26.4 (CH3 N), 26.5 (CH2 IAA-05), 26.6 (CH2 IAA-C4), 28.0 (CH2 IAA- 

C8), 32.4 (CH2 IAA-C7), 49.3 (CH2 IAA-C3), 57.0 (CH2 IAA-C6), 59.7 (CH2 IAA- 

C9), 170.1, 170.4, 171.1 -(CO Ac, 2 CO IAA); HRMS calcd for -C12H20N303 

(MH+) 254.1505, found 254.1521. 
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(3S, 6S, 9S)-N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 9S)-Ac-IAA-NHMe, 12) and (3S, 6S, 9S)-.V-Methyl 2-

Oxo-3-trifluoroacetamido-1-aza1icyc1o[43.01nonane-9-carboxamide 1(3S, 

6S, 9S)-CF3CO-IAA-NHMe, 15). General procedure D was followed using 

trifluoroacetate 13b (19 mg, 0.06 mmol) in a solution of 1:2 acetic 

anhydride:dichloromethane (1.5 mL). The crude mixture was purified by 

flash column chromatography using an eluant of 5:1 Et0Ac:Me0H. The 

first compound to be eluted was the trifluoroacetamido 15 (6.8 mg, 46%) 

followed by the acetamide 12 (6.1 mg, 42%). 

(3S, 6S, 9S)-CF3CO-IAA-NHMe (15): Rf = 0.5 (5:1 Et0Ac:Me0H, using a 

solution of 5% sulfuric acid in ethanol as spray reagent); Retention time = 

9.95 min; 1H NMR ô 1.50-1.70 (m, 2 H, CH2 IAA-4,5),  1.85 (m, 1 H, CH2 IAA-

7), 1-96 (m, 1 H, CH2 TAA-8), 2.15-2.25 (m, 2 H, CH2 IAA-5,7), 2.46 (m, 1 H, CH2 

TAA-8), 2.68 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.80 (d, 3 H, J = 4.7 Hz, CH3 N), 3.70 (m, 1 H, 

CH IAA-6), 4,36 (m, 1 H, CH IAA-3), 4.43 -(d, 1 H, f = 4.6, CH IAA-9), 6.68 (s br, 1 

H, NH N-me), 7.52 (s br, 1 H, NH N-C3); 19F NMR ô -59.6 (CF3; 

trifluoroacetic acid was used as 19F NMR reference). 

Synthesis of diastereoisomers of N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-

azabicydo[4.3.01nonane-9-carboxamide. 

CH3  Ac CH3  Ac 

  

CH3  N 

21 
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(3R, 6R, 9R)-N-'-Methyl 2-0xo-3-N-(13ociamino-1-azabicyclo[4.3.01nonane--9-

carboxamidç ((3R, 6R, 9R)-Boc-IAA-NHMe, 17). General procedure A was 

followed using (3R, 6R, 9R)-Boc-IAA-OH (16, 40 mg, 0.13 mmol, 100 mol 

%), methylamine hydrochloride (10 mg, 0.143 mmol, 110 mol %), TBTU 

(46 mg, 0.143 mmol, 110 mol %) and triethylamine (38 4L, 0.273 mmol, 220 

mol %) in acetonitrile (1 mL). Flash colun-in chromatography, using a 

gradient of 0 to 10% Me0H in Et0Ac as eluant, and evaporation of the 

collected fractions yielded the desired amide 17 as a solid. 

(3R, 6R, 9R)-Boc-IAA-NFIMe 	(17, 41 mg, 98%): Rf = 0.48 (5:1 

Et0Ac:Me0H); Rf = 0.24 (10:1 Et0Ac:Me0H); [a]20D +63° (c 0.8, CHC13); 

HRMS calcd for C15H26N304 (M1-I+) 312.1923, found 312.1936. 

(3R, 6R, 9R)-N-'-Me1hy1 2-0xo-3-amino-1-aza-bicyclo14.3.0]nonane-9-

carboxamidç Hydrochloride ((3R, 6R, 9R)-HC1•IAA-NHMe, 17a). General 

procedure C was followed using (3R, 6R, 9R)-Boc-IAA-NHIVIe (17, 40 mg, 

0.13 mmol) to give the desired sait 17a which was used directly in the next 

reaction. 

(3R, 6R, 9R )-HC1•IAA-NHMe (17a, 31 mg, 100%): Rf = 0.14 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20). 

(3R, 6R, 9R)-N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-

carboxamide ((3R, 6R, 9R)-Ac-IAA-NHMe, 18). General procedure D was 

followed using hydrochloride 17a (31 mg, 0.13 mmol) in dichloromethane 

(1 ml). HPLC purification yielded the desired acetamide 18. 
(3R, 6R, 9R)-Ac-IAA-NHMe (18, 18 mg, 55%): Rf = 0.15 (5:1 Et0Ac:Me0H, 

using a solution of 5% sulfuric acid in ethanol as spray reagent); [c]20D 
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+30.90  (c 0.4, CHC13); HRMS calcd for C12H20N303 (MH+) 254.1505, found 

254.1525. 

(35, 6S, 9R)-N4-Methy1 2-Oxo-3-N-(Boc)amino-1-azabicyc1o14.3.0]nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 9R)-Boc-IAA-NHMe, 20). General procedure A was 

followed using (3S, 6S, 9R)-Boc-IAA-OH (19, 41 mg, 0.138 mmol, 100 mol 

%), methylamine hydrochloride (14 mg, 0.206 mmol, 150 mol %), TBTU 

(49 mg, 0.151 mmol, 110 mol %) and triethylamine (48 1_1i,, 0.345 mmol, 250 

mol %) in acetonitrile (1 mL). Flash column chromatography, using 5:1 

CHC13:isopropanol as eluant, and evaporation of the collected fractions 

yielded the desired amide 20 as a solid. 

(3S, 6S, 9R)-Boc-IAA-NHMe (20, 21 mg, 51%): Rf = 0.29 (5:1 Et0Ac:Me0H); 

[a]20D -18° (c 0.8, CHC13); 1H NMR ô 1.45 (s, 9 H, CH3 Boa, 1.64 (m, 1 H, 

CH2 IAA-4), 1.75-2.00 (m, 4 H, CH2 IAA-5,5,7,8),  2.07 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.15 

(m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.35 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.77 (d, 3 H, J = 4.8 Hz, CH3 N), 

3.59 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.93 -(m, 1 H, CH IAA-3),  4.39 (d, 1 H, J= 8.1 Hz, CH 

IAA-9), 5.28 (d br, 1 H, J = 6.1 Hz, NH Boa, 6.6 (s br, 1 H, NH N); 13C NMR 

26.2 (CH3 N), 271 (CH2 IAA-05), 28.2 (CH2 IAA-C4), 283 (CH3 Boa, 28.9 (CH2 

IAA-C8), 31.8 (CH2 IAA-C7), 52.2 (CH IAA-C3), 59.5 (CH IAA-C6),  61.2 (CH LeiA-

C9), 79.7 (Cq  Boc), 155.8 (C0 Boc), 169.4 (CO IAA-N), 171.8 (CO IAA-C3); HRMS 

calcd for C15H26N304 (MH+) 312.1923, found 312.1939. 
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(3S, 65, -9R)-N-1-Methy1 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo14.3.-0]nonane=9-

carboxamide Hydrochloride ((35, 65, 9R)-HC1.IAA-NHMe, 20a). General 

procedure C was followed using (3S, 6S, 9R)-Boc-IAA-NHMe (20, 17 mg, 

0.055 mmol) and gave the desired sait 20a which was used directly in the 

next reaction. 

(3S, 6S, 9R)-HC1.IAA-NHMe (20a, 13 mg, 100%): Rf = 0.11 (4:1:1 n- 

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ô 1.50-1.70 (m, 2 H, CH2 IAA-4,7), 

1.78-1.92 (m, 3 H, CH2 IAA-5,7,8), 2.00 (m, 1 H, CH2 IAA-5), 2.20 (m, 1 H, CH2 

IAA-8), 2.32 (m, I H, CH2 IAA4), 2.68 (s, 3 H, CH3 N),  3.60 (m, 1 H, CH IAA-6), 

4.15 (d, 1 H, CH TAA-3),  428d, 1 H, CH IAA-9). 

(3S, 65, 9R)-N'-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide ((3S, 6S, 9R)-Ac-IAA-NHMe, 21). General procedure D was 

followed using hydrochloride 20a (13 mg, 0.055 mmol) in 

dichloromethane (1 ml). HPLC purification yielded the desired acetamide 

21. 

(3S, 6S, 9R)-Ac-IAA-NHMe (21, 9 mg, 65%): Rf = 0.17 (5:1 Et0Ac:Me0H, 

using a solution of 5% sulfuric acid in ethanol as spray reagent); 1H NMR 

ô 1.70-1.85 (m, 3 H, CH2 IAA-4,5,7),  2.01 (s, 3 H, CH3 Ac),  2.05-2.15 (m, 2 H, 

CH2 IAA-5,8) 2.23 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.33 (m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.46 (m, 1 H, 

CH2 I4A-4), 2.78 (s, 3 H, CH3 N), 3.61 (m, 1 H, CH IAA-6),  4.13 (m, 1 H, CH 

IAA-3), 4.38 (d, 1 H, J  4.6 Hz, CH IAA-9),  6.28 (s br, 1 H, NH N-Me), 6.49 (s br, 

1 H, NH N-C3); 13C NMR ô 27.6 (CH3 Ac), 27.9 (CH3 N), 28.7 (CH2 IAA-05), 

29.2 (CH2 IAA-C4), 29.6 (CH2 IAA-C8), 31.9 (CH2 IAA-C7), 52.0 (CH2 IAA-C3), 

59.5 (CH2 IAA-C6),  61.4 (CH2 IAA-C9), 170.9, 171.6, 172.8 (CO Ac 2 CO TAA); 

HRMS calcd for C12H20N303 (MH+) 254.1505, found 254.1525. 
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(35, 6R, 95)-N'-Methyl 2-0xo-3-N-(Boc)amino-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-

carboxamide ((35, 6R, 95)-Boc-IAA-NHMe, 23). General procedure A was 

followed using (3S, 6R, 9S)-Boc-IAA-OH (22, 24 mg, 0.08 mmol, 100 mol 

%), methylamine hydrochloride (6 mg, 0.09 mmol, 110 mol %), TBTU (29 

mg, 0.09 mmol, 110 mol %) and triethylamine (25 pL, 0.173 mmol, 210 mol 

%) in acetonitrile (0.8 mL). Flash col-umn chromatography, using a 

gradient of 0 to 10% Me0H in Et0Ac as eluant, and evaporation of the 

collected fractions yielded the desired amide 23 as a solid. 

(3S, 6R, 9S)-Boc-IAA-NHMe (23, 11 mg, 45%): Rf = 0.30 (5:1 Et0Ac:Me0H); 

[a1% -8.7° (c 0.9, CHC13); 1H NMR ò 1.45 (s, 9 H, CH3 Boa, 1.65 (m, 1 H, 

CH2 IAA-4),  1.75-1.95 (m, 4 H, CH2 IAA-5,5,7,8), 2.05 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.20 

(m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.38 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.77 (d, 3 H, J = 4.8 Hz, CH3 N), 

3.58 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.90 (m, 1 H, CH IAA-3)  4.38 (d, 1 H, f = 4.8 Hz, CH 

IAA-9), 5.23 (s br, 1 H, NH Boc), 6.60 (s br, 1 H, NH N); 13C NMR ò 26.3 (CH3 

N), 27.7 (CH2 IAA-05),  27.9 (CH2 IAA-C4), 28.3 (CH3 Boc),  29.1 (CH2 IAA-C8), 

31.9 (CH2 IAA-C7),  52.3 (CH IAA-c3), 59.4 (CH IAA-C6),  61.4 (CH IAA-C9), 79.8 

(Cq  Boa, 155.81C0 Boa, 169.4 (CO IAA-N), 171.5 (CO IAA-C3); HRMS calcd for 

C15H26N304 (MH+) 312.1923, found 312.1936. 

(3S, 6R, 95)-/P-Methyl 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carboxamide Hydrochloride ((35, 6R, 95)-HC1• IAA-NHMe, 23a). General 

procedure C was followed using (3S, 6R, 9S)-Boc-IAA-NHMe (23, 10.6 mg, 

0.034 mmol) and gave the desired sait 23a which was used directly in the 

next reaction. 

(3S, 6R, 9S)-HC1•IAA-NHMe (23a, 8 mg, 95%): Rf = 0.10 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ô 1.65-1.75 (m, 2 H), 1.75-2.05 (m, 3 
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H), 2.05-2.2 (m, 2H), 2.32 (m, 1 H), 2.68 (d, 3 H, J = 4.8 Hz), 3.6 (m, 1 H), 4.16 

(d, 1 H, J = 4.7 Hz), 4.35 (m, 1 H). 

(3S, 6R, 9S)-N-1-Methyl 2-0xo-3-acetamido-1-azabicydo14.3.11nonane--9-

carboxamide ((35, 6R, 9S)-Ac-IAA-NHMe, 24). General procedure D was 

followed using hydroc.hloride 23a (8 mg, 0.032 mmol) in dichloromethane 

(0.5 ml). 

(3S, 6R, 9S)-Ac-IAA-NHMe (24) Rf = 0.10 (5:1 Et0Ac:Me0H, using a 

solution of 5% sulfuric add in ethanol as spray reagent); Retention time 
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Synthesis 	of 	(35, 	6S, 	95)-N' -p-Nitrophenyl 	2-Oxo-3-(N-2,4- 

dinitrophenylglycinamido)-1-azabicyclo[4.3.0Jnonane-9- 

carbonylglydnamide 	65,-95)-17NP-Gly-IAA-Gly-pNA, 26). 

H-N 

02N 	
Gly-NA Gly-DNP 

2-DNP 	I DNP 	N-H 
1-NA 

N'-p-Nitrophenyl N-(Boc)glycinamide (Boc-Gly-pNA, 27). General 

procedure A was followed using N-(Boc)glycine (351 mg, 2 mmol, 100 mol 

%), p-nitroaniline (304 mg, 2.2 mmol, 110 mol %), TBTU (707 mg, 2.2 

mmol, 110 mol %) and triethylarnine (308 [11, 2.2 mmol, 110 mol %) in 

acetonitrile (16 mL). 	Flash column chromatography, using 2:1 

Et0Ac:hexane as eluartt, and evaporation of the collected fractions yielded 

the amide compound 27 as a white solid. 

Boc-Gly-pNA (27, 360 mg, 61%): Rf = 0.52 (2:1 Et0Ac:hexane); 1H NMR 

(CD30D) ô ..48 (s, -9 H, CH3 Boc), 3.94 (s, 2 H, 'CF12 Gly), 7.79 (m, 2 H, Ar 2-

NA), 8.19 (m, 2 H, Ar 3-NA); 13C NMR (CD30D) å 27.7 (CH3 Boa, 43.9 (CH2 

Gly), 79.9 (Cq  Boa, 118.9 (CH Ar  2-NA), 124.5 (CH Ar  3-NA), 142.9 (Cq  Ar  4-NA), 
143.9 (Cq  Ar 1-NA), 1563 (CO Boc),  168.8 (CO Giy); HRIvIS calcd for 

C13H181\1305 (MH+) 296.1246, found 296.1240. 
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N'-p-Nitrophenyl glycinamide Hydrochloride 	(HCI•Gly-pNA, 28). 

General procedure C was followed using Boc-Gly-pNA (27, 31 mg, 0.11 

mmol) and gave the desired salt 28 as a white solid which was used 

directly in the next reaction. 

HCI•Gly-pNA (28, 20.5 mg, 100%): Rf = 0.51 (4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20); 

1H NMR (CD30D) ô 3.93 (s, 2 H, CH2 Gly),  7.83 (m, 2 H, Ar 2-NA), 8.21 (m, 2  
H, Ar 3-NA); 13C NMR (CL)30D) ô 42.5 (CH2 Gly), 120.5 (CH Ar  2-NA), 126.0 

(CH Ar 3-NA), 145.1 -(Cq  Ar 4-NA), 145.4 (Cg  Ar  1-NA), 166.4 (CO Gly); HRMS 

calcd for C8H9N303 (M+) 195.0644, found 195.0644. 

(3S, 	6S, 	9S)-N -p-nitrophenyl 	2-0xo-3-N-(Boc)amido-1- 

azabicyclo[4.3.0Inonane-9-carbonylglydnamide ((3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-Gly-

pNA, 29). General procedure A was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-

OH (1, 30 mg, 2 mmol, 100 mol %), HC1•Gly-pNA (28, 20.5 mg, 0.11 mmol, 

110 mol %), -TBTU (41 mg, 012 mmol, 120 mol %) and triethylamine (30 

µ1, 0.22 mmol, 220 mol %) in acetonitrile (1 mL). 	Flash column 

chromatography using 9:1 Et0Ac:Me0H as eluant, and evaporation of the 

collected fractions yielded the desired amide 29 as a white solid. 

(3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-Gly-pNA (29, 46.7 mg, 98%): Rf = 0.62 (5:1 

Et0Ac:Me0H); mp 112-113 °C; [a1% +58.2° (c 1.0, CHC13); 1H NMR ô 

1.30 (s, 9 H, CH3 Boc), 1.80 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 1.85-2.00 (m, 2 H, CI-12 IAA-

7,8), 2.05 (m, 1 H, CH2 IAA-5),  2.10-2.20 (m, 3 H, CH2 IAA-5,7,8), 2-25 (m, 1 H, 

CH2 IAA-4), 3.60 (m, 1 H, CH LAA-6), 3.95 (s, 2 H, CH2 Gly), 4.20 (m, 1 H, CH 

IAA-3), 4.45 (m, 1 H, CH IAA-9),  5.65 (d, 1 H J. 4.8 Hz, NH Boc), 7.90 (s br, 1 H, 

NH Gly), 8.05 (m, 2 H, Ar 2-NA), 8.15 (m, 2 H, Ar 3-NA), 9.40 (s, 1 H, NH NA); 

13C NMR ô 26.5 (CH2 IA1-05), 28.1 (CH3 Boc), 28.4 (CH2 IAA-C4), 30.0 (CH2 
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IAA-C8), 31.9 (CH2 IAA-C7), 43.9 (CH2 Gly), 49.2 (CH IAA-C3),  60.0 (CH IAA-C6), 

60.8 (CH IAA-C9),  80.5 (Cq  Boa, 119.6 (CH Ar  2-NA), 124.6 (CH Ar 3-NA), 143.2 

(Cq  Ar  4-NA), 144.4 (Cq  Ar 1-NA), 156.3 -(CO Boa, 168.5, 169.7, 171.9 (3 CO Gly, 

IAA)- 

(3S, 6S, 9S)-N'-p-nitrophenyl 2-0xo-3-amido-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-

carbonylglycinamide Trifluoroacetate ((35, 6S, 9S)-CF3CO2H•IAA-Gly-

pNA, 29a). General procedure B was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-

Gly-pNA (29, 59 mg, 0.125 mmol) and gave the desired salt 29a which was 

used directly in the next reaction. 

(3S, 6S, 9S)-CF3CO2HeIAA-Gly-pNA (29a, 58.7 mg, 100%): Rf = 0.24 (4:1:1 

n-BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ô 1.70-1.85 (m, 2 H, CH2 IAA-4,7), 

1.95 (m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.10-2.30 (m, 4 H, CH2 IAA-5,5,7,8), 2.40 (m, 1 H, CH2 

IAA-4), 3.80 (m, 1 H, CH IAA-6), 4.05 (s, 2 H, CH2 Gly), 4.10 (M, 1 -H, CH IAA-3), 

4.50 (m, 1 H, CH IAA-9), 7.90 (m, 2 H, Ar 2-NA), 8.20 (m, 2 H, Ar 3-NA); 13C 

NMR (CD30D) ô 25.6 (CH2 IAA-05), 27.0 (CH2 IAA-C4), 30.3 (CH2 IAA-C8), 

33.0 (CH2 IAA-C7), 44.8 (CH2 Gly), 49.6 (CH IAA-C3),  59.4 (CH IAA-C6),  61.4 (CH 

IAA-C9), 120.8 (CH Ar 2-NA), 125.8 (CH Ar 3-NA), 144.9 (Cq  Ar 4-NA), 145.8 (Cq  

Ar /-NA),167.8, 170.2, 174.6 (3C0 Gly, IAA). 

(3S, 	6S, 	9S)-N'-p-nitrophenyl 	2-0xo-3-N-(Boc)glycinamido)-1- 

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carbonylglycinamide ((3S, 6S, 9S)-Boc-Gly-IAA-

Gly-pNA, 30). General procedure A was followed using (3S, 6S, 9S)-

CF3CO2HeIAA-Gly-pNA (39a, 58 mg, 0.125 mmol, 100 mol %), Boc-Gly-OH 

(24 mg, 0.13 mmol, 110 mol %), TBTU (82 mg, 0.25 mmol, 200 mol %) and 

triethylamine (36 t1, 0.26 mmol, 220 mol %) in acetonitrile (1 mL). Flash 
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column chromatography, using 10:1 CH2C12:Me0H as eluant, and 

evaporation of the collected fractions yielded the desired compound 30 as 

a white solid. 

(3S, 6S, 9S)-Boc-Gly-IAA-Gly-pNA (30, 57 mg, 84%): Rf = 0.50 (10:1 

CH2C12:Me0H); mp 126-128 °C; [a]20D +31.6° (c 1.2, CHC13); 1H NMR 

1.39 (s, 9 H, CH3 Bo), 1.80 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 1.90-2.00 (m, 2 H, 2H2 IAA-

7,8), 107 (m, 1 H, CH2 IAA-5),  2.12-2.20 (m, 3 H, CH2 IAA-5,7,8), 2.21 (m, 1 H, 

CH2 IAA-4), 3.45-3.65 (m, 3 H, CH IAA-6, CH2 Gly), 3.91 (dd, 1 H, j = 5.2, 21.9 

Hz, CH2 GIyrNA),  4.19 (m, 1 H, CH I4A-3),  4.28 (dd, 1 H, J = 6.6, 17.4 Hz, CH2 

Gly-NA), 4.48 (t, 1 H, J = 5.2 Hz, CH IAA-9),  4.98 (s br, 1 H, NH Boc), 7.55 (d, 1 

H, J = 7.26 Hz, NH IAA), 7.90 (t, 1 H, J = 5.8 Hz, NH Giy-NA), 7.97 (ci, 2 H, f = 

8.7 Hz, Ar 2-NA), 8.14 (m, 2 H, J = 8.7 Hz, Ar 3-NA), 9.34 (s br, 1 H, NH NA); 

13C NMR ò 26.5 (CH2 IAA-05),  28.2 (CH3 Boc), 28.5 (CH2 IAA-C4), 29.4 (CH2 

IAA-C8), 31.$ (CH2 IAA-C7), 43.9 (CH2 Gly-NA), 44.1 (CH2 Gly), 48.6 (CH IAA-

C3), 602  (CH IAA-C6),  60.8 (CH IAA-C9), 80.6 (Cq  Bor), 123.4 (CH Ar  2-NA), 124.8 

(CH Ar  3-NA), 143.2 (Cq  Ar 4-NA), 144.3 (Cq Ar 1-NA), 155.9 (CO Boa, 168.6, 

169.1, 170.4, 171.8 (4 CO Gly, IAA); HRMS calcd for C24H33N608 (Mai ) 

533.2360, found 533.2332. 

(3S, 	65, 	9S)-Ne-p-nitrophenyl 	2-0xo-3-glycinamido-1- 

azabicydo[4,3.01nonane-9-carbonylglycinamide Hydrochloride ((3S, 6S, 

9S)-HCl• Gly-IAA-Gly-pNA, 30a). General procedure C was followed using 

(3S, 6S, 9S)-Boc-Gly-IAA-Gly-pNA (30, 31 mg, 0.06 mmol) and gave the 

desired salt 30a as a white solid which was used directly in the next 

reaction. 
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(3S, 6S, 9S)-HC1eGly-IAA-Gly-pNA (30a, 27 mg, 100%): Rf = 0.26 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) 1.60-1.85 (m, 3 H, CH2 IAA-4,7,8), 

2.00-2.20 (m, 5 H, CH2 IAA-5,5,7,8,4), 3.50-3.70 (m, 3 H, CH IAA-6, CH2 Gly), 

3.98 (d, 2 H, / = 4.5 Hz, -CH2 Gly-NA),  4.38 (d, 1 H, f = 8.7 Hz,CH IAA-3), 4.48 (t, 
1 H, J = 5.2 Hz, CH IAA-9),  7.84 (d, 2 H, J = 9.2 Hz, Ar 2-NA), 8.09 (d, 2 H, / = 

9.2 Hz, Ar 3-NA); 13C NMR (CD30D) å 27.2 (CH2 IAA-05), 28.9 (CH2 IAA- 

C4), 29.8 (CH2 IAA-C8), 33.5 (CH2 IAA-C7), 42.1 (CH2 Gly-NA), 44.6 (CH2 Gly), 

48.7 (CH IAA-C3)1 60.0 (CH IAA-C6)1 62.3 (CH IAA-C9), 121.2 (CH Ar 2-NA), 
126.3 (CH Ar  3-NA), 143.5 (Cq  Ar  4-NA), 146.9 (Cq  Ar  1-NA), 163.4, 167.2, 170.3, 

175.4 (4 CO Gly, 

(35, 6S, 9S)-NI-p-Nitrophenyl 2-0xo-3-(N-2,4-dinitrophenylglycinamido)-

1-azabicyclo14.3.01nonane-9-carbonylglycinamide ((3S, 6S, 9S)-DNP-Gly-

IAA-Gly-pNA, 26).30  To a solution of (3S, 6S, 9S)-HC1•Gly-IAA-Gly-pN A 

(30a, 37 mg, 0.058 mmol, 100 mol %) and triethylamine (24 mL, 0.174 

mmol, 300 mol %) in DMF (1.5 mL) was added 2,4-dinitrofluorobenzene 

(22 mg, 0.116 mmol, 200 mol %). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 3 h and evaporated in vacuo. 	Flash column 

chromatography of the residue, using a gradient of pure CHC13 to 20:1 

CHC13:Me0H as eluant, and evaporation of the collected fractions yielded 

the -desired compound 26 as a yellow solid that was recrystallized from 

chloroform-diethyl ether. 

(3S, 6S, 9S)-DNP-Gly-TAA-Cly-pNA (26, 31 mg, ti9%): Rf = 0.61 (10:1 
CHC13:Me0H); 1H NMR (5:1 CDC13:CD30D) å 1.67-1.84 (m, 2 H, CH2 IAA- 

4,7), 1.90 (m, 1 H, -CH2 IAA-8), 2.00-2.20 (m,5 H, CH2 IAA-5,5,7,8,4), 3.-60 (m, 1 

H, CH IAA-6), 3.73 (dd, 1 H, J = 16.8, 49.3 Hz, CH2 Gly-DNP),  3.90 (m, 2 H, CH 
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1AA-3, CH2 Gly-NA), 4.11 (dd, 1 H, J= 2.1, 17.4 Hz, CH2 Gly-DNP), 4.35 (d, 1 H, 

= 7 Hz, CH2 Gly-NA), 4.46 (d, 1 H, j = 3.7 Hz, CH IAA-9), 6.67 (d, 1 H J = 8.1 

Hz, Ar 6-DNP), 7.85 (dd, 2 H, j = 7.1, 1.5 Hz, Ar 2-NA), 7.96 (dd, 2 H, j = 7.1, 1.5 

Hz, Ar 3-NA), 8.10 (m, 1 H, Ar 5-DNP), 9.00 (m, 1 H, Ar 3-DNP); 13C NMR 
(5:1 CDC13:CD30D) 25.4 cr-T IAA-05), 27.9  (CH2 IAA-C4), 28.4 (CH2 IAA- 

C8), 31.8 (CH2 IAA-C7), 43.4 (CH2 Gly-NA), 45.0 (CH2 Gly-DNP), 47.8 (CH IAA-

0), 59.9 (CH IAA-C6), 60.0 (CH IAA-C9), 113.8 (CH Ar  3-DNP), 119.1 (CH Ar 2-
NA), 123.8 (CH Ar  5-DNP), 124.2 (CH Ar  3-NA), 130.0 (CH Ar  6-DNP), 130.7 (Cg  

Ar 2-DNP), 136.2 (Cg  Ar  T-DNP), 142.9 (Cg  Ar 4-NA), 143.9 (Cg  Ar 4-DNP), 146.7 (Cg  

Ar 1-NA), 167.2, 168.3, 168.4, 173.0 (4 CO Gly, IAA); HRMS calcd for 

C25H27N8010 (MH±) 599.1850, found 599.1829. 
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Synthesis of (3S, 6S, 9S)-N',Nf-Dimethyl 2-0xo-3-(N-acetyl-L-

valinamido)-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carbonyl-L-valinamide ((3S, 6S, 

9S)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2, 25) 

N',N'-Dimethyl (Boc)-L-valinamide (Boc-Val-N(Me)2, 32). General 

procedure A was followed using N-(Boc)-L-valine (217 mg, 1 mmol, 100 

mol %), dimethylamine hydrochloride (90 mg, 1.1 mmol, 110 mol %), 

TBTU (353 mg, 1.1 mmol, 110 mol %) and trimethylamine (303 lit, 2 

mmol, 200 mol %) in acetonitrile (8 mL). Flash column chromatography, 

usin-g 2:1 hexane:Et0Ac as eluant, and evaporation of the collected 

fractions yielded the desired amide 32 as a white solid. 

Boc-Val-N(Me)2 (32, 244 mg, 100%): Rf = 0.46 (1:1 Et0Ac:hexane); 1H 

NMR ö 0.71 (d, 3 H, J = 6.8 Hz, CH3 Val), 0.78 (d, 3 H, J = 6.8 Hz, CH3 Val), 

1.45 (s, 9 H CH3 Bo), 1.85 (m, 1 H, CH V a l), 2.90 (s, 3 H, CH3 N), 3.00 (s, 3 H, 

CE-13 N), 4.38 (m, 1 H, CH« Val), 5.27 (d br, 1 H, J = 5.9 Hz, NH Boc); 13C NMR 

ö 17.1 (CH3 Val), 19.3 (CH3 val), 28.1 -(2H3 soc), 31.3 -(CH 	35.4 (CH3 N), 

37.1 (CH3 N), 54.7 (Ca Val), 79.1 (Cci  Boa, 155.7 (CO Boa, 178.0 (CO V a 1). 
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N' ,N'-Dimethyl L-valinamide Trifluoroacetate (CF3CO21-1.Val-N(Me)2, 

33). General procedure B was followed using Boc-Val-N(Me)2 (32, 33 mg, 

0.135 mmol) and gave the desired salt 33 which was used directly in the 

next reaction. 

CF3CO2H•Val-N(Me)2 (33, 35 mg, 100%): Rf = 0.31 (10:1 Et0Ac:Me0H); 

1H NMR (CD30D) ô 0.70 (d, 3 H, J = 6.8 Hz, CH3 Val), 0.80 (d, 3 H, J = 6.8 

Hz, CH3 val), 1.85 (m, 1 H, CH Va 1), 2.90 (s, 3 H, CH3 N), 3.00 (s, 3 H, CH3 N), 

4.40 (m, 1 H, CH« Val). 

(3S, 	6S, 	9S)-Ni,N'-Dimethy1 	2-0xo-3-N--(Boc)antido-1- 

azabicyclo[4.3.01nonane-9-carbonyl-L-valinamide ((35, 6S, 9S)-Boc-IAA-

Val-N(Me)2, 34). General procedure A was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-

IAA-OH (1, 36 mg, 0.12 mmol, 100 mol %), CF3CO2H•Val-N(Me)2 (33, 35 

mg, 0.135 mmol, 113 mol %), TBTU (43 mg, 0.133 mmol, 110 mol %) and 

trimethylam,ine (35.2 p,L, 0.27 mmol, 210 mol %) in acetonitrile (1 mL). 

Flash column chromatography, using 9:1 Et0Ac:Me0H as eluant, and 

evaporation of the collected fractions yielded the desired peptide 34 as a 

white solid. 

(3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-Val-N(Me)2 (34, 45 mg, 89 %): Rf = 0.41 (5:1 

Et0Ac:Me0H); mp 65-66 °C; [a]20D -29° (c 1.0, CHC13); 1H NMR ô 0.84 (d, 

3 H, J = 6.8 Hz, CH3 V al), 0.92 (d, 3 H, J = 6.8 Hz, CH3 Val), 1.47 (s, 9 H, CH3 

Boc), 1.65-1.68 (m, 2 H, CH2 IAA4,5), 1.68-1.80 (m, 1 H, CH2 IAA-7). 1.92-2:05 

(m, 2 H, CH v a1, CH2 IAA-8),  2.05-2.15 (m, 1 H, CH2 IAA-5), 2.15-2.20 (m, 1 H, 

CH2 IAA-7)1 2.25-2,34 (m, 1 H, CH2 IAA-8), 2.44 (m, 1 H, CH2 IAA-4),  2.94 (s, 3 

H, CH3 N), 3.06 (s, 3 H, CH3 N), 3.63 (m, 1 H, CH IAA-6), 4.16 (m, 1 H, CH IAA-

3) 4.45 (d, 1 H, / = 8.4 Hz, CH IAA-9), 4.77 (m, 1 H, CHaV a I), 5.78 (d br, 1 H, J = 
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4.8 Hz, NH Boa, 7.24 (d br, 1 H, J = 5.8 Hz, NH val); 13C NMR ò 17.2 (CH3 

Val), 191 (CH3 val), 26.6 (CH2 IAA-05), 27.3 (CH2 IAA-C4), 28.3 (CH3 Boc), 28.3 

(CH2 IAA-C8), 31.5 (CH Val), 32.4 (CH2 IAA-C7),  35.6 (CH3 N), 37.2 (CH3 N), 

50.2 (CH IAA-C3),  53.6 (CH«  Val), 56.9 (CH IAA-C6), 59.7 (CH IAA-C9), 79.4 (Cg  

Boc), 155.7 (CO Boa, 169.9 (CO IAA-Val),  170.6 (CO IAA-C3), 171.3 (CO Val); 
HRMS calcd for C211-137N405  (IVIH+) 425.2764, found 425.2740. 

(3S, 6S, 9S)-NW-Dimethyl 2-0xo-3-amido-1-azabicyc1o14.3.01nonane-9-

carbonyl-L-valinamide Trifluoroacetate ((3S, 6S, 9S)-CF3CD2H•IAA-Val-

N(Me)2, 34a). General procedure B was followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-

Va1-IAA-Va1-N(Me)2  (34, 42 mg, 0.10 mmol) and gave the desired salt 34a 

which was used directly in the next reaction. 

(3S, 6S, 9S)-CF3CO2H • IAA-Val-N(Me)2  (34a, 44 mg, l00%): Rf = 0.26 -(4:1:1 

n-BuOH:AcOH:H20); 1H NMR ò 0.82 (d, 3 H, I = 6.8 Hz, CH3 val), 0.88 (d, 

3 H, J = 6.8 Hz, CH3 val), 1.60-1.70 (m, 2 H, CH2 MA-4,5), 1.80-2.30 (m, 6 H, 

CH V a  1, CH2 IAA-5,7,7,8,8), 144 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.95 (s, 3 H, CH3 N), 3.12 

(s, 3 H, CH3 N), 3.72 (m, 1 H, CH IAA-6),  4.18 (m, 1 H, CH MA-3)  4.53 (d, 1 Ft 

= 8.4 Hz, CH IAA-9), 4.68 (m, 1 H, CHaV a 1), 7.68 (d, 1 H, J = 4.6 Hz, NH Val), 

8.20 (s br, 2 H, NH2 IAA). 

(3S, 	6S, 	9S)-Nt,N'-Diniethyl 	2-0xo-3-N-(Boc)-L-valinamido-l- 

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carbonyl-L-valinamide ((3S, 6S, 9S)-Boc-Val-

IAA-Val-N(Me)2, 35). General procedure A was followed using (35, 6S, 

9S)-CF3CO21-1•IAA-Val-N(Me)2  (34a, 44 mg, 0.10 mmol, 100 mol %), N-

(Boc)-L-valine (27.6 mg, 0.12 mmol, 120 mol %), TBTU (41 mg, 0.13 mmol, 

120 mol %) and triethylamine (32 itL, 0.25 mmol, 220 mol %) in 
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acetonitrile (1 	Flash column chromatography, using 10:1 

CHC13:isopropanol as eluant, and evaporation of the collected fractions 

yielded the desired peptide 35 as a white solid. 

(3S, 6S, 9S)-Boc-Val-IAA-Val-N(Me)2 (35, 43 mg, 82 %): Rf = 0.57 (10:1 

CHC13:isopropanol); mp 77-79 °C; [a]20D  -13.3° (c 1.2, CHC13); 1H NMR 

0.80-0.91 (m, 12 H, CH3 Val), 1.38 (s, 9 H, CH3 Boc), 1.51-1.63 (m, 2 H, CH2 

IAA-4,5), 1.63-1.76 (m, 1 H, CH2 IAA-7),  1.90-2.24 (m, 6 H, 2 CH v al, CH2 IAA-

5,7,8,8), 2.38-2:50 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.91 (s, 3 H, CH3 N), 3.03 (s, 3 H, CH3 N), 

3.60 (m, 1 H, CH IAA-6),  4.00 (m, 1 H, CHa var), 4.35 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.41 

(d, 1 H, J= 8.4 Hz, CH IAA-9), 4.72 (dd, 1 H, J = 8.5, 8.5 Hz, CHav a 1), 5.15 (d 

br, 1 H, J = 6.0 Hz, NH Bac), 7.03 (m br, 2 H, NH v a l, NH IAA); 13C NMR 

17.3 (CH3 val), 17.5 (CH3 Var), 19.2 (CH3 Va 1 '), 19.7 (CH3 Val), 26.7 (CH2 IAA-

C5), 26.8 (CH2 IAA-C4), 28.3 (CH3 Bac), 29.7 (CH2 IAA-C8),  31-4 (CH val), 31.8 

(CH v al 1 ), 322  (CH2 IAA-C7),  35.8 (CH3 N), 37.3 (CH3 N), 49.3 (CH IAA-C3).  53.6 

(CHa v ail 572 (CH IAA-C6), 59.3 (CH« Val), 59.9 (CH IAA-C9), 79.5 (Cg  Bac), 

156.0 (CO Boa, 169.2 (CO IAA-Val),  170.6 (CO TAA-C3),  171.4, 171.5 (2 CO val); 

HRMS calcd for C26H46N506 (MH+) 524.3448, found 524.3457. 

(3S, 	6S, 	9S)-N1,N'-Dimethyl 	2-0xo-3-(N-L-valinamido)-1- 

azabicyclo[4.3.01nonane-9-carbonyl-L-valinamide Hydrochloride ((3S, 6S, 

9S)-HC1•Val-IAA-Val-N(Me)2, 35a). General procedure C was followed 

using (3S, 6S, 9S)-Boc-Val-IAA-Val-N(Me)2 (35, 40 mg, 0.076 mmol) and 

gave the desired salt 35a which was used directly in the next reaction. 

(3S, 6S, 9S)-HC1•Val-IAA-Val-N(Me)2 (35a, 35 mg, 100%): Rf = 0.26 (4:1:1 

n -BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ò 0.90-1.00 (2 d, 6 H, J = 6.8, 6.-8 

Hz, CH3 Val), 1.00-1.10 (2 d, 6 H, J = 6.8, 6.8 Hz, CH3 Val), 1.68 (m, 1 H, cl-1 
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IAA-4), 1.80 (m, 1 H, rH— IAA-5), 1.88 (m, 1 H, CH2 I4.A-7), 1.95-2.18 (m, 5 H, 

2.00 CH Val CH2 IAA-5,7,8), 2.18-2.28 (m, 2 H, CH2 IAA-4,8),  2.95 (s, 3 H, CH3 

N), 3-17 (s, 3 H, CH3 N), 3.69-3.75 (m, 2 H, CH« Val', CH IAA-6), 4.404.50 (m, 2 

H, CH IAA-3, CHa Val), 4.64 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, CH IAA-9); 13C NMR 

(CD30D) å 20.5 (CH3 Val), 20.9 (CH3 Var), 21.1 (CH3 Val), 22.0 (CH3 Val), 

29.5 (CH2 IAA-05), 30.7 (CH2 IAA-C4), 32.4 (CH2 IAA-C8),  33.9 (CH Va 1), 34.3 

(CH var), 35.0 (CH2 IAA-C7), 38.2 (CH3 N), 40.2 (CH3 N), 510 (CH IAA-C3), 

58.3 (CHa Val), 62.2 (CH IAA-C6),  62.6 (CHa Val), 63.4 (CH IAA-C9),  171.6, 

171.9 (2 CO IAA), 175.6, 175.9 (2 CO V a I). 

(3S, 	6S, 	9S)-N1 ,N1-Dimethyl 	2-0xo-3-(N-L-valinamido)-1- 

azabicyclo[4.3.01nonane-9-carbonyl-L-valinamide Trifluoroacetate ((3S, 6S, 

9S)-CF3CO2H•Val-IAA-Val-N(Me)2, 35b). General procedure B was 

followed using (3S, 6S, 9S)-Boc-Val-IAA-Val-N(Me)2 (35, 13 mg, 0.025 

mmol) and gave the desired sait 35b which was used directly in the next 

reaction. 

(3S, 6S, 9S)-CF3CO2H•Val-IAA-Val-N(Me)2  (35b, 13.4 mg, 100%): Rf= 0.27 

(4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ö 0.89-0.95 (m, 6 H, CH3 

Val), 1.03-1.08 (m, 6 H, CH3 val), 1.67 (m, 1 H, (14-2 IAA-4), 1.76 (m, 1 H, CH2 

IAA-5), 1.88 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 1.97-2.16 (m, 5 H, 2 CH val, CH2 IAA-5,7,8), 

2.18-2.24 (m, 2 H, CH— -2 IAA-4,8),  2.93 (s, 3 H, CH3 N), 3.16 (s, 3 H, CH3 N), 3.63-

3.73 (m, 2 H, CH« val', CH IAA-6), 4.354.45 (m, 2 H, CH IAA-3, CHaVa I), 4.60 

(m, 1 H, CH TAA-9). 
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(3S, 6S, 9S)-/V,N1-Dimethyl 2-0xo-3-(N-acetyl-L-valinamido)-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carbonyl-L-valinamide ((3S, 6S, 9S)-Ac-Val-IAA-

Val-N(Me)2, 25). General procedure D was followed using (3S, 6S, 9S)-

HC1•Val-IAA-Val-N(Me)2 (35a, 35 mg, 0.076 mmol). HPLC purification 

yielded the desired acetamide 25. 

(3S, 6S, 9S)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2  (25, 28 mg, 80%); Retention time 

13.7 min; 1H NMR (CD2C12) 0.80-1.00 (m, 12 H, CH3 Val), 1.29 (m, 1 H, 

CH V al), 1.65-1.70 (m, 2 H, CH2 IAA-5,7),  1.78 (m, 1 H, CH2 IA A-4), 2.00 (s, 3H, 

CH3 Ac), 2.00-2.07 (m, 2 H, 2 CH v a  r, CH2 IAA-8), 2.12 (m, 1 H, CH —2 IAA-5), 
2.14-2.20 (m,-2-H, CH2 IAA-7,8), 2.32 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.95 (s, 3 H, CH3 N), 

3.09 (s, 3 H, CH3 N), 3.65 (m br, 1 H, CH IAA-6), 4.32 (m br, 1 H, CH IAA-3), 

4.38 (m br, 1 H, CH a  Val), 4.43 (d, 1 H, CH IAA-9), 4.64 (m br, 1 H, CH, Var), 

6.40 (s br, 1 H, NH Val), 7.09 (s br, 1 H, NH Var), 7.31 (s br, 1 H, NH IAA); 

1H NMR ò 0.85-1.00 (m, 12 H, CH3 Val), 1.30 (m, 1 H, CH Val),  1.65-1.81 (m, 

3 H, CH2 IAA-4,5,7),  2.00-2.27 (m, 5 H, 2 CH var, CH2 IAA-5,7,8,8),  2.13 (s, 3H, 

CH3 Ac), 2.33 (m, 1 H, CH2 IAA-4), 2.98 (s, 3 H, CH3 N), 3.10 (s, 3 H, CH3 N), 

3.67 (m br, 11-1, CH IAA-6),  4.38 (m br, 1 H, CH LAA-3), 4.45 (m br, 1 H, CH, 

Val), 4.51 (m, 1 H, CH IAA-9), 4.65 (m br, 1 H, CH« Val.), 6.38 (s br, 1 H, NH 

Val), 7.15 (s br, 1 H, NH Var), 7.30 (s br, 1 H, NH IAA); 

13C NMR (CD2C12) ö 21.9 (CH3 V a l), 22.8 (CH3 Var), 23.6 (CH3 Var),  24.3 

( 2H3 Val), 27.7 (CH3 Ac), 31.5 (cT-1—.. -2 IAA-05), 32.5 (CH2 IAA-C4), 33.7 (CH2 IAA-

C8), 34-3  (CH val), 36.2 (CH V al '), 37.0 (CH2 IAA-C7),  40.6 (CH3 N), 42.4 (CH3 

N), 54-2  (CH IAA-C3),  58.9 (CH«  Var), 63.0 (CH IAA-C6), 63.3 (CH, Val),  65.5 

(CH IAA-C9),  1719 (CO Ac), 173.8, 174.2 (2 CO IAA),  175.6, 176.0 (2 CO V a 1); 

13C NMR ò 17.2 (CH3 val), 18.3 •(CH3 Var), 19.1 (CH3 var), 19.8 (CH3 Val), 

26.3 (CH3 Ac), 28.6 (CH2 IAA-05)1 29.4 (CH2 IAA-C4), 30.9 (CH2 IAA-C8)1 31.3 
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(CH val), 31.8 (CH var), 35.9 (CH2 IAA-C7), 37.4 (CH3 N), 38.6 (CH3 N), 49.2 

(CH IAA-C3), 53.4 (CHa Var), 57.3 (CH IAA-C6), 57.9 (CHa  Val),60.- n (rH ,-- IAA- 

C9), 168.7 (CO Ac), 170.0, 170.2 (20) TAA), 171.-0, 171.6 (2 CO V a 1). 

When general procedure D was used with (3S, 6S, 95)-CF3CO2H,Val-IAA-

Val-N(Me)2 (35b, 13 mg, 0.024 mmol), a mixture of (3S, 6S, 9S)-Ac-Val-

IAA-Val-N(Me)2 (25) and (3S, 6S, 95)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2 (36) was 

obtained (36 was assigned as the trifluoroacetate compound by analogy 

with compound 25). 

(3S, 6S, 9S)-Ac-Val-IAA-Val-N(Me)2 (25, 4.8 mg, 42%): Rf = 0.55 (5:1 

Et0Ac:Me0H); Retention time = 13.71 min; (3S, 6S, 9S)-CF3CO-Val-IAA-

Val-N(Me)2 (36, 3.9 mg, 34%): Rf = 0.2 (5:1 Et0Ac:Me0H); Retention time 

12.88 min. 
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Conformational Analysis. 

Molecular Modeling Calculations. 

Molecular modeling calculations were performed on a Silicon Graphics 

Personal Iris Workstation using the AMBER or OPLS-AMBER force field 

and the GB / SA solvent model for chloroform or water within the 

Macromodel program 4.5x. The modeling protocol on amides 12, 18, 21, 24 

and 25 was conducted as follows. For each N-acetyl Nj-methylarnide 

derivative, a trans-isomer amide bond was drawn and minimized in the 

appropriate solvent using the Steepest Descent (SD) procedure followed by 

a Full Matrix Newton Raphson (FMNR) method until a 0.001 kJ/Â.mol 

gradient was reached. The resulting structure was then used as the 

starting point for the generation of the conformational search and 

conformational energy maps. For the conformational search, the Monte 

Carlo searchs of torsional space were done with BATCHMIN [M5] (version 

4.5x) in order to give tables 1, 2 and 5. For the bicydic system, one ring 

closure bond was defined (in the 6 ring). The global minima for the amide 

derivatives were obtained using a similar protocol as described above in 

which no constraints were placed on the 4) and ip dihedral angle 

geometries. For the conformational energy maps, the 4) and dihedral 

angles were rotated by about 30° increments in order to generate 144 

conformers. For each conformer, two ring puckerings were applied in 

order to generate 288 starting conformers that were then minimized in 

chloroform using a Polack-Ribiere Conjugate Gradient (PRCG) and a force 

of 1000 kJ/ mol in order to restrain the (I) and ip dihedral angles. The 
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resulting minima were then plotted against the cl) and dihedral angles 

using the Mathematica program in order to furnish maps 1-3. 

FT-IR Experiments. 

FT-IR spectras were mesured at 25°C and low-temperature on a Perkin-

Elmer 1600 FT-IR spectrometer using a DTGS detector at 4 cm-1  resolution 

using dichloromethane distilled from P205. Peptide solutions were 

examined in a 1 mm quartz glass Infrasil cell with a concentration as 

noted in text and the spectra were recorded with 16 scans. 

Circular Dichroism Experiments. 

CD spectra were recorded on a JASCO J-710 spectropolarimeter using a 

quartz cell of 1 mmn pathlength at 298 K using spectroscopic grade 

solvents (DCE and Methanol) or distilled water. Concentration was 3.95 

10-3  g/ mL for peptides 12 and 18, 1.72 10-3  g/ mL for 25, 0.1 and 0.3 mM 
mL-1  for peptide 26. The Cotton effect was characterized by the molar 

ellipticity [8]. 
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CHAPITRE 6 

Synthèse et évaluation d'un analogue de la Gramicidine S 
incorporant l'acide aminé indolizidinone. 

6. 1 Introduction. 

Les analyses conformationnelles par modélisation moléculaire des 

dérivés 	(3S, 	6S, 	9S)-N '-méthyl 	2-oxo-3-acétamido-1- 

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxamide et du stéréoisomère (6R) ont prédit 

que chacun des deux isomères peut fonctionner comme un substitut 

peptidomimétique des résidus i+1 et i+2 dans une conformation de 

repliement 13 de type In car les angles de torsion o et tp sont similaires à 

ceux du type II idéal. 

Les peptidomimétiques sont utilisés pour étudier les fragments 

peptidiques et les structures secondaires dans les domaines principaux 

suivants qui sont les neuropeptides (opiacés, tachykinines), les 

antibiotiques (gramicidine S), les hormones (somatostatine, angiotensine 

II, hormone de croissance humaine) et les enzymes (métalloprotéases, 

protéases serine ou aspartyle). Pour étudier la capacité de l'AAI d'induire 

un repliement e de type In le choix s'est porté sur la synthèse d'un 

analogue de la gramicidine S. Le remplacement des résidus D-Phe-Pro de 
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la gramicidine S par des peptidomimétiques est devenu une bonne 

méthode pour mesurer la capacité de ces motifs à induire une 

conformation de repliement p de type IL La gramicidine S, qui est un 

composé très étudié soit sous sa forme naturelle soit sous la forme 

d'analogues, peut servir non seulement comme un modèle physique 

mais aussi comme un système biologique modèle. Ce chapitre présente les 

études relatives à la synthèse de l'analogue [AAI4-5,4'5 ]-GS , qui incorpore 

deux résidus AAI, pour permettre d'effectuer des analyses biologiques et 

des études conformationnelles nécessaires pour prouver notre concept de 

peptidomimétique. 
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6 . 2 Article. 

Use of Azabicycloalkane Amino Acids to Stabilize p-Turn 
Conformations in Model Peptides and Gramicidin S. 

H.-G. Lombart and W. D. Lubell 

In Peptides: Chemistry, Structure and Biology, 

P. T. P Kaurnaya and R. S. Hodges, Editors; ESCOM Sci. Pub. B.V.: Leiden, 

The Netherlands, 11996, p.695. 

Introduction 

We recently communicated a methodology for synthesizing a new 

variety of conformationally rigid f3-tum analogues via a Claisen 

condensation / reductive amination / lactam cyclization sequence [1]. 

Improvements in our procedure now provide gram quantities of 

enantiopure indolizidinone amino acids (IAAs). For example, (3S, 6S, 9S)-

IA A-1 is synthesized in 45% overall yield from L-N-

(phenylfluorenyl)glutamate y-methyl a-t-butyl diester. From L-glutamate, 

we have also synthesized diastereomeric indolizidinone amino acids (3S, 

6R, 9S)- and (3S, 6S, 9R)-IAA-1 [I].  In addition, we have synthesized (3R, 

6R, 9R)- and (3R, 6S, 9R )-IAA-1 via the same strategy from D-glutamate. 

Since our route gives easy access to these azabicycloalkane amino acid 

analogs, we have turned to study the stereochemical and structural factors 

governing the conformational preferences of IAAs in peptides. In this 



R' 
IAA: 1-1 OH 

IAA-1: Hoc OH 

R' 
	 : COCH3  NHCH3 

GS analog â : Cyc1arIAA-Nal--0m-Leu--1AA-Val-Om-Leul 
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communication, we report syntheses of N-acetyl N'-methylamide 2 as 

well as gramicidin S (Gb) analog 3. 

(3S, 6S, 9S)-Indolizidinone Amino Acid (IAA) 
H 

Results and Discussion 

The incorporation of IAA-1 into peptides is readily accomplished 

using TBTU in acetorarile 121. N-Acetyl N'-methylamide (3S, 65, 9S)-2 

was synthesized in 81% overall yield from IAA-1 by coupling to MeNH2, 

cleaving the Boc group with HC1 in dioxane, and acetylating with acetic 

anhydride. Model studies on 2 as well as preliminary conformational 

analysis using NMR and FT-IR indicate that (35, 6S, 9S)-2 can adopt y-turn 

as well as type II P-turn conformations. The y-turn structure is predicted 

to be the lower energy conformation for amide 2. In addition, the IAA 

stereochemistry influences the potential for 13-turn formation which 

decreases in the order of (3S, 6R, 95)-> (3S, 6S, 95)-> (3S, 6S, 9R)-2. 

Since the modification of GS with thiaindolizidinone amino acids 

was shown to give analogs possessing conformations and antibacterial 

activities similar to that of the native peptide [3,4], the replacement of the 
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D-Phe-Pro residues in GS by rigid dipeptide derivatives has become a 

standard method for measuring their capacity to serve as surrogates of the 

i + 1 and i + 2 residues in type II' 13-turns [5-7]. Therefore, we have 

synthesized GS analog 3 using (3S, 6S, 9S)-IAA-1 in order to examine the 

consequence of replacing the thiaindolizidinone sulfur by a methylene 

group as we11 as the effect of inverting the bridgehead stereochemistry. 

A convergent approach and solution-phase techniques were used to 

synthesize GS analog 3. IAA-1 was coupled to H-Val--(Z)-Orn-Leu-

allyl•TFA using TBTU and Et3N in CH3CN which provided Boc-IAA-

Val-(Z)-Orn-Leu-ally1 in 82% yield after chromatography on silica gel with 

0-5 % Me0H in Et0Ac as eluant. This material was then divided and 

independently deprotected at the C-terminal with Pd(PPh3)4 and 

morpholine in THF (94%) and at the N-terminal with TFA in CH2C12 

(98%). The two tetrapeptides were then coupled with TBTU to furnish 

Boc-IAA-Val-(Z)-Orn-Leu-IAA-Val-(Z)-Orn-Leu-ally1 in good yield. 

Deprotection of the allyl ester and Boc group as described above, followed 

by cyclization with TBTU furnished the protected GS analog (m/z = 

1282.3). No traces of dimeric nor polymeric products were observed by MS 

analysis of the cydization reaction. Final hydrogenolysis of the Cbz 

protecting groups with Pd-black as catalyst in Me0H•HC1 gave GS analog 3 

(m/z = [M]+ 1013.9). In conclusion, we have used IAA-1 to synthesize 

peptides 2 and 3. Conformational analysis of 2 and 3 using NMR, FT-IR, 

and CD, as well as bioactivity studies of 3 are now in progress in order to 

further examine the use of IAAs to stabilize turn conformations in 

peptides. 
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6 . 3 Article. 

Exploring Relationships Between Peptide Conformation and 
Biological Activity Using Indolizidinone Amino Acids. 

Synthesis of a Potent Gramicidin S Analog Having Reduced 
Hemolytic Activity. 

Henry-Georges Lombartt and William D. Lubell* 

Journal of Organic Chemistry,1997, Submitted for publication. 

6.3.1 	Abstract 

Methodology for the incorporation of indolizidinone amino acids 

(IAAs) into peptide structures has been developed as a novel means for 

exploring relationships between peptide conformation and biological 

activity. Targeting on gramicidin S (GS), solution-phase techniques have 

been used to introduce IAA residues at the turn regions of this 

antimicrobial peptide. Specifically, RAM-5,4'51-GS (1) was synthesized 

using (3S, 6S, 9S)-IAA (2) in order to study the relationships between turn 

geometry, activity and specificity of the native antimicrobial peptide. 

Peptide 1 and GS exhibit similar circular dichroism spectra as well as 

similar antibacterial and antifungal activities as GS. In addition, [IAA4-

5,4'5 ]-GS (1) possessed reduced hemolytic activity relative to GS. By 

demonstrating that the antieucaryotic and antibacterial activities of GS can 
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be dissociated through modification at the peptide turn regions, the 

introduction of IAAs into GS has furnished significant insight for the 

future design of antimicrobial peptides. 

6 . 3 . 2 	Introduction 

As microbial organisms exhibiting dinically significant drug 

resistance have emerged,1,2  an urgent need has been created for new 

agents that combat infectious disease by novel modes of action.3-6  Among 

leads for the development of antibacterial agents, antimicrobial peptides 

are particularly attractive candidates because they function generally by 

mechanisms of action that are different from their non-peptide 

counterparts.6,7  Furthermore, antimicrobial peptides offer an economical 

means for confronting bacterial pathogens, because they can be assembled 

efficiently from inexpensive amino acid starting materials. For similar 

reasons, antimicrobial peptide libraries may be synthesized for drug 

discovery using combinatorial methods of diversification.8  Although the 

employment of antimicrobial peptides in dinic has been limited because 

of their non-specific cytotoxic activities, specifically hemolytic activity,6,7,9  

analogs that retain high antimicrobial activity, but lose their eucaryotic 

cell lcilling activity may be synthesized by altering the natural peptide 

structure. For example, the synthesis of a retroenantio derivative of 

mellitin, the principal toxic component of bee venom, has produced a 

fully active antibacterial agent that exhibited no hemolytic effects.6  In 
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addition, structural modifications may also be made to improve the 

metabolic stability and bioavailability of antimicrobial peptides. 

Figure 1. 
Gramicidin S, Peptide 1 and IAAs 2 

Gramicidin (GS) 

In this manuscript, we describe modification of the structure and 

spe-cificity of the antimicrobial peptide gramicidin S (GS figure 1). We 

have synthesized and used indolizidinone amino acid 2 (IAA 2) to prepare 

[IAA4-5,4'5]-GS (1) which exhibits similar antimicrobial activity to that of 
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native GS, yet reduced hemolytic activity.10  Gramicidin S [cyclo-(Val-Orn-

Leu-D-Phe-Pro)2] is a naturally occurring peptide that displays potent 

antibacterial effects against both gram-negative and gram-positive 

bacteria.11  Although GS is a topical antibiotic,12,13  its employment is 

restricted because of high hemolytic activity, as illustrated by the lysis of 

red blood cells.9,11  The antieucaryotic and antibacterial activities can be 

dissociated in GS analogs, as recently demonstrated by the synthesis and 

analysis of GS derivatives possessing varying ring sizes.9  The antibacterial 

activity of GS has been shown to be contingent on the peptide 

conformation in which the D-Phe-Pro residues adopt the central positions 

of type II' P-turns that stabilize an antiparallel p-pleated sheet.14  The 

structure of GS is amphiphatic possessing charged ammonium groups of 

the ornithine residues projecting from one side of the sheet and neutral 

hydrophobic residues extending from the opposite sicle. Although the 

mode of GS action is not understood, these structural features are believed 

to enable the peptide to bind to the cell membrane of sensitive 

microorganisms and thereby cause changes in membrane permeability.14- 

21 

Numerous analogues of GS have previously been synthesized with 

the aim of producing more potent antibiotic peptides.20,21  Although 

many structural modifications have resulted in decreased activity, an 

important exception was found when the (3S, 6S, 9S)-7-thiaindolizidinone 

amino acid, BTD,n was introduced at the turn regions of GS.23,24  The 

resulting analogs IBTD4-5,4'51-GS and IBTD4-5]-GS possessed spectral 

characteristics and antibacterial activities similar to that of the native 
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peptide.23,24  Several rigid dipeptide derivatives have since been used to 

replace the D-Phe-Pro residues in GS.25-29  Similar antibiotic activity as 

well as matching spectral properties to that of GS have been suggested as a 

measurement of the capacity of these rigid dipeptide mimics to serve as 

surrogates of the i + 1 and i + 2 residues of type II p-turns.23-29  

With an expedient method for synthesizing enantiopure 

indolizidinone amino acids in hand,30,31  we selected to initially 

synthesize 	GS 	analogues 	using 	2-oxo-3-N-(BOC)amino-1- 

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylic acids (2, Figure 1) in order to 

demonstrate their use in peptide synthesis.10  By introducing the (3S, 6S, 

9S)-IAA isomer into [IAA4-5,4'-5 ]-GS (1), we have begun to examine the 

consequence of IAA stereochemistry on turn geometry in order to better 

define the relationship between peptide conformation and antimicrobial 

activity. Although the concave (3S, 6S, 9S)-IAA isomer was predicted to 

adopt a type If P-turn conformation less effectively than its convex (3S, 6R, 

9S)-isomer in model studies of the N-acetamido indolizidinone N'-

methylamides,10  we began our study with this analog in order to observe 

the consequences of ring-fusion stereochemistry on conformation and 

activity. Increased metabolic stability is expected to be an added benefit of 

studying the all carbon indolizidinone analogs which do not possess the 

masked aldehyde found in their 7-thiaindolizidinone counterparts. 

Furthermore, by testing [IAA4-5,4'-5 ]-GS analogues for activity against 

yeast, gram-positive and gram-negative bacteria, as well as for hemolytic 

activity, we may investigate the relationship between peptide 

conformation and antimicrobial specificity. 
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6 . 3 . 3 	Synthesis of [IAA4-5,4v-51-GS (1) 

A convergent approach and solution-phase techniques were used to 

synthesize [IAA4-5,4'-5 ]-GS (1, Scheme 1).10  The starting material, 

enantiopure (3S, 6S, 95)-indolizidinone N-(BOC)amino acid 2 was 

efficiently synthesized via our Claisen condensation / reductive 

amination / lactam formation sequence from glutamic acid as chiral 

educt.30,31  The tripeptide 3, Val-(Cbz)Orn-Leu-Oallyl•TFA, was 

synthesized from L-leucine allyl ester p-toluenesulfonate,32  L-Na-(BOC)-

N6-(Cbz)ornithine and L-N-(BOC)valine in four steps and 65% overall 

yield using benzotriazol-1-y1-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborate 

(TBTU) for peptide couplings,33-35  TFA for BOC group removals, and 

chromatography on silica gel to isolate several intermediates as described 

in detail in the experimental section. 

Indolizidinone amino acid 2 was coupled to tripeptide 3 using 

TBTU and Et3N in CH3CN to provide tetrapeptide 4, BOC-IAA-Val-

(Cbz)Orn-Leu-Oallyl, in 84% yield after du-omatography on silica gel with 

Et0Ac in hexane as eluant. The tetrapeptide material was then divided 

into two portions. In one pot, the C-terminal allyl ester of 4 was 

deprotected with Pd(PPh3)4 and morpholine in THE to furnish carboxylic 

acid 5 in 95% yield.36  In another pot, the N-terminal BOC group of 4 was 

removed quantitatively with TFA in CH2C12 to give amine 6 as its 

trifluoroacetate salt. The two tetrapeptides, 5 and 6, were then coupled 

with TBTU to furnish the protected octapeptide 7, BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-

Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oallyl, in 87% yield. 
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Similar deprotection conditions were then used to remove the allyl 

ester and BOC groups of peptide 7 in 66% and 95% respective yields and 

furnished linear precursor 8. Macrocyclization was performed at high 

dilution using TBTU and 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) with 

diisopropylethylamine in DMF and was monitoring by analytical HPLC 

which showed complete reaction after 1 h. A crude product was isolated in 

85% recovery after aqueous work-up. Subsequent purification using 

reverse-phase HPLC and lyophilization of the collected fractions gave the 

pure protected GS analogue 9 in 60% yield (m/z = [MH1+ 1282.3). No 

traces of dimeric nor polymeric products were observed by MS analysis of 

the crude cyclization material. The use of TBTU to activate the carboxylate 

and effect macrocyclization in good yield is a notable alternative to 

traditional methods that involve carboxylate activation via N-

hydroxysuccinimide esters and azides prior to cyclization.2 1  

Hydrogenolysis of the Cbz protecting groups, using Pd-black as catalyst in 

Me0H•HC1,21  gave quantitatively [IAM-5,4'-51GS (1, m/z = [M]+ 1013.7) 

as a white hydrochloride salt after isolation by reverse phase HPLC 

(Scheme 1). 

6. 3 . 4 	Circular Dichroism Spectral Analysis 

The circular dichroism (CD) spectra for peptide 1 and for GS are 

presented in Figure 2.37,38  In methanol, the spectral characteristics of 

[IAA4-5,4'-5 ]-GS are similar to those of GS (Figure 2a). Both exhibit a 

negative maximum situated at ca. 207 nm, a positive maximum at ca. 190 
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and a negative shoulder in methanol. Overall, the similarities between 

the spectra of 1 and US suggest that the peptides adopt similar 

conformations in methanol. 

Figure 2. Circular Dichroism Spectra of [IAA4-5,4T-51-GS (- - -) and GS (—) 

in a) Me0H and b) H20. 
a) 

3 

Wavelength (am) 
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In water, the CD spectra for peptide 1 and GS show bands similar to 

those described above (Figure 2b). However, the spectrum for peptide 1 in 

water displays nearly equal negative band intensities for the maximum 

and the shoulder. Such changes in band intensity with variation of 

solvent indicates that peptide 1 is more flexible than GS and suggests that 

1 adopts different preferred conformations in methanol and water. 

6 . 3 . 5 	Antimicrobial and Ilemolytic Activities 

The antimicrobial and hemolytic activities of peptide 1 and GS were 

compared using liquid-based assays.11  A liquid broth assay was used to 

evaluate the antimicrobial activity of [IAA4-5,4'5 ]-GS, because in this 

solution-based assay, GS had been found to show activity against gram-

negative bacteria as well as antifungal activity, two characteristics that 

were previously not detected in examinations of GS using the more 

common agar-based assays. 11  The antibacterial and antifungal activities of 

RAM-5,4'51-GS (1) and GS are presented as the lowest concentration of 

compound necessary for the >50% inhibition of the growth of the micro-

organism (MICs in pg/mL) in Table 1. In general, peptide 1 exhibits 

similar antibacterial and antifungal activities to those exhibited by GS. 

The MIC values for 1 against gram-negative and gram-positive bacteria 

range usually from equal potency down to 4-fold less potency than GS. In 

the antifungal assay, peptide 1 was equal in potency to GS against Candida 

albicans. 
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Table 1. 
Antimicrobial Activity (MIC: pg/rnL) 

of Gramicidin S (GS) and FAA4-5,4t-51Gs  (1)  

GS 1 
Gram-negative Bacteria 
Pseudomonas aeruginosa H187 25 >200 
Pseudomonas aeruginosa 11188 6.2 12.5 
Escherichia coli UB1005 12.5 12.5 
Escherichia coli DC2 6.2 12.5 
Salmonella typhimurium C587 12.5 25 
Salmonella typhimurium C610 12.5 25 
Gram-positive Bacteria 
Staphylococcus aureus SAP0017 1.5 6.2 
Staphylococcus aureus K147 1.5 6.2 
Staphylococcus epidermidis c621 3.1 6.2 
Bacillus subtilis 3.1 12.5 
Enterococcus faecalis 3.1 3.1 
Corynebacterium xeroses 0.8 1.5 
Yeast 
Candida albicans CAND105 6.2 6.2 

Table 2. Hemolytic Activity (yg mL) 
4h 	24h 

Gramicidin S (GS) 	25 	12.5 
RAA4-5,4'-5 i_Gs  (1) 	100 	50 

The concentration of RAM-5,4'51-GS required for complete lysis of 

red blood cens was determined after four and after twenty-four hours 

(Table 2). In this assay, peptide 1 exhibited 4-fold less hemolytic activity 

than GS. The antieucaryotic and antimicrobial activities of GS can thus be 

dissodated through modification at the peptide turn regions using (3S, 6S, 

9S)-indolizidinone amino acid. 
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6 . 3 . 6 	Discussion and Conclusion 

We have developed methodology for incorporating indolizidinone 

arnino acids into peptide structures. The concave azabicycloalkane amino 

acid, (3S, 6S, 9S)-2 was introduced at the turn regions of the antimicrobial 

peptide gramicidin S using solution-phase techniques employing the 

coupling reagent TBTU. The resulfing peptide, [IAA4-5,4'-5 ]-GS (1), was 

then examined using circular dichroism spectroscopy and evaluated for 

antibacterial, antifungal and hemolytic activities in order to study the 

influence of turn geometry on the potency and specifidty of the native 

peptide. 

The significance of the type II t3-turn conformation to the 

antibacterial potency of GS against gram-positive organisms has 

previously been illustrated by replacement of the D-Phe-Pro residues with 

different peptide sequences,20,21,37,39-42  as well as with peptide mimics.21-

29  Antibacterial activity against gram-positive bacteria persisted or was 

slightly decreased by modifications that maintained the type II' geometry; 

however, activity was lost when the type II' i3-turn was significantly 

perturbed. In GS, the type II' p-turns stabilize an anti-parallel p-pleated 

sheet geometry essential for antibacterial activity by favoring formation of 

10- and 14-rnembered hydrogen-bonds.43,44  Stabilization of such a sheet 

structure by an organic nucleator has also led to antibacterial activity in a 

linear analogue.28  Potent antibacterial analogues exhibiting similar CD 

and NMR spectra to that of native GS have also been generated by the 
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incorporation of the convex thiaindolizidinone amino acid, BTD, at the 

turn regions of GS.23,24  

In order to examine the effect of the configuration of indolizidinone 

amino acid 2 on the conformation and bioactivity of GS, we synthesized 

[IAA4-5,4'5 ]-GS (1) using the concave (3S, 6S, 9S)-isomer. 	Circular 

dichroism spectroscopy of [IAA4-5,4'5I-GS (1) in solution demonstrated 

that solvent composition influenced the preferred conformation of 

peptide 1. The CD spectrum of -1 was similar to that of CS in methanol, yet 

the CD band intensifies of 1 differed from those of GS in water. Relative 

to GS, peptide 1 exhibited equal potency down to 4-fold less activity against 

gram-positive and gram-negative bacteria as well as the same antifungal 

activity. On the other hand, peptide 1 showed reduced hemolytic activity, 

4-fold less than GS. The antimicrobial and antieucaryotic cytolytic 

activities of GS were thus clifferentiated by this modification at the peptide 

turn region. 

Besicles influencing peptide conformation, substitution of (3S, 6S, 

9S)-2 for the D-Phe-Pro residues also removed the aromatic side-chains at 

the turn regions of GS. Replacements of D-phenylalanine by D-

cydohexylalanine and by D-alanine in GS have caused slight reductions in 

antibacterial potency,37  indicating that aromatic groups may be removed 

with little loss in potency as long as the conformation and hydrophobicity 

at the turn region are retained. In one study, hemolytic activity has been 

shown to be contingent on the aromatic character at the turn region.ii 

The reduced activity of peptide 1 may thus result in part from removal of 
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the aromatic side-chains, which may have more pronounced 

consequences on antieucaryotic rather than antimicrobial activity. 

The relationships between the turn conformations in GS and this 

peptides antimicrobial potency and cytolytic specificity have been 

highlighted via the use of IAA 2 in the synthesis of [IA.A4-5,4'5 ]-GS (1). 

Analysis of peptide 1 by CD has revealed that greater conformational 

liberty can result through the introduction of local structural constraint 

between adjacent residues at the 13-turn regions of GS. This effect is 

presently being examined by NMR. The efficient introduction of IAA 2 

into peptide 1 as well as the interesting biological profile of 1, both support 

future use of IAAs to explore turn regions in various bioactive peptides. 

Moreover, because our general strategy for synthesizing IAA 2 can deliver 

various ring-sized azabicyclo[X.Y.O]alkane amino acids with stereocontrol 

and capacity for attaching side-chain groups onto ring carbons,25,31  the 

potential exists to use a spectrum of these heterocydic amino acids for 

studying systematically conformational effects at peptide turn regions. W e 

are using Gramiddin S to develop this approach in order to provide 

insight for the future design of peptide mimics as well as to produce novel 

antimicrobial agents for combating infectious disease. 
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6. 3. 7 	Experimental Section 

General: Unless otherwise noted all reactions were run under argon 

atmosphere and distilled solvents were transferred by syringe. 

Tetrahydrofuran (THF) was distilled from sodium / benzophenone 

immediately before use; CH2C12, DMF and acetonitrile were distilled from 

CaH2; Et3N was distilled from BaO. Final reaction mixture solutions 

were dried over Na2SO4. Melting points are uncorrected. Mass spectral 

data, HRMS and MS (EI and FAB), were obtained by the Université de 

Montréal Mass Spectroscopy facility. Unless otherwise noted, 1H NMR 

(300/400 MHz) and 13C NMR (75/100 MHz) spectra were recorded in 

CDC13. Chemical shifts are reported in ppm (ô units) downfield of 

internal tetramethylsilane ((CH3)4Si), or relative to residual chloroform (8 

7.27 and 77 ppm) or residual methanol (ô 3.31 and 49.15 ppm). Analytical 

thin-layer chromatography (TLC) was performed by using 2 x 6 cm 

aluminum-backed silica plates coated with a 0.2 mm thickness of silica gel 

60 F254 (Merck). Chromatography was performed using Kieselgel 60 (230-

400 mesh). Analytical HPLC was performed on an inverse-phase column 

Prep DeltaPak HR C-18 (6 	60 Å, 8 x 100 mn) with an inverse-phase 

precolumn Prep NovaPak HR C-18 (6 pm 60 Å) eluting with a linear 

gradient of 90:10:0.01 to 0:100:0.01 (v/ v) H20:CH3CN:TFA over 30 min 

with a flow rate of 1.5 mL min-1  and detection at 220 nm. CD spectra were 

recorded on a JASCO J-710 spectropolarimeter using a quartz cell of 1 mm 

path length at 298 K, with 0.1 mM peptide concentration. The Cotton 

effect was evaluated by the molar ellipticity 	Biological examination of 

1 and GS, antimicrobial and hemolytic tests, were performed by Ms. Susan 
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W. Farmer and Professor Robert E. W. Hancock in the Department of 

Microbiology and Immunology at the University of British Columbia 

according to the protocols described in references 9 and 11. 

BOC-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester. 	A solution of Na-0300-N 6- 

(Cbz)ornithine (Sigma, 733 mg, 2 mmol, 100 mol %) in CH3CN (16 mL) 

was treated with L-leucine allyl ester p-toluenesulfonate32  (914 mg, 2.2 

mmol, 110 mol %) followed by Et3N (0.62 mL, 44 mmol, 220 mol %) and 

TBTU (626 mg, 2.2 mmol, 110 mol %), and stirred at rt for 12 h when TLC 

(20:1 Et0Ac:Ac01-1) showed complete consumption of starting material. 

Brine (50 mL) was added, the mixture was extracted with Et0Ac (3 x 15 

mL), the combined organic layers were washed with 2 N HC1 (2 mL), H20 

(2 mL), 5% NaHCO3 (2 mL) and H2O  (2 mL), dried, and evaporated to a 

solid that was chromatographed with 1:1 Et0Ac:hexarte as eluant to give a 

white solid, BOC-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester (992 mg, 95 %): Rf = 0.7 (1:1 

Et0Ac:hexane); 1H NMR ô 0.82 (m, 6 H), 1.3 (s, 9 H), 1.42-1.65 (m, 6 H), 1.75 

(m br, 1 H), 3.04 (m, 1 H), 3.21 (m, 1 H), 4.27 (m, 1 H), 4.48 (m br, 3 H), 4.9 

(m, 2 H), 5.15 (m, 2 H), 5.6 (d br, 1 H, J = 15.6 1-1z), 5.65 (m br, 1 H), 5.7 (m, 1 

H), 7.19 (s br, 1 H), 7.2 (s, 5 H); 13C NMR å 21.3, 22.5, 24.3, 25.5, 27.9, 29.6, 

39.5, 40.4, 50.5, 52.7, 65.3, 66.1, 79.1, 118.1, 127.6, 128.0 (2 C), 131.4, 136.3, 155.4, 

156.7, 172.0, 172.2. 

BOC-Val-(Cbz)-Orn-Leu-OAlly1 Ester. A solution of BOC-(Cbz)Orn-Leu-

Oally1 ester (990 mg, 1.90 mmol, 100 mol %) in TFA (15 mL) and CH2C12 

(30 mL) was stirred for 30 h at rt when TLC (1:1 Et0Ac:hexane) showed 

complete disappearance of starting carbamate and the formation of a 
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ninhydrin positive product at a lower Rf value (Rf = 0.07 using 4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20). The volatiles were removed under vacuum and the 

trifluoroacetate salt was dissolved in CH3CN (16 mL), treated with N - 

(BOC)valine (454 mg, 2.09 mmol, 110 mol %), Et3N (0.60 mL, 3.97 mmol, 

210 mol %) and 713TU (595 mg, 2.09 mulot 110 mol %), and stirred for 12 h 

at rt when TLC (4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20) showed complete consumption 

of starting material. Brine (50 mL) was added, the mixture was extracted 

with Et0Ac (3 x 15 mL), and the cornbined organic layers were washed 

with 2 N HC1 (2 mL), H20 (2 mL), 5% NaHCO3 (2 mL) and H20 (2 mL), 

dried, and evaporated to a solid that was chromatographed with 2:1 

Et0Ac:hexane as eluant to give a white solid that recrystallized from Et20 

in hexane. BOC-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester (826 mg, 70 %): Rf = 0.68 

(4:1 Et0Ac:hexanes); mp 141°C; 	—8.7° (c 1, CHC13); 1H NMR e5 0.88- 

0.94 (m, 12 H), 1.42 (s, 9 H), 1.5-1.7 (m, 6 H), 1.82-1.95 (m br, 1 H), 2-2.14 (m, 1 

H), 3.08-3.2 (m br, 1 H), 3.3-3.47 (m br, 1 H), 3.95-4.05 (m, 1 H), 4.504.55 (m, 1 

H), 4.55-4.62 -(m, 2 H), 4.62-4.74 (m br, 1 H), 5.08 (dd, 2 H), 5.18-5.35 (dd, 2 H), 

5.29 (d br, 1 H), 5.8-5.95 (m br, 1 H), 6.95 (d br, 1 H), 7.15 (d br, 1 H), 7.2 (s, 5 

H); 13C NMR ô 17.7, 19.2, 21.6, 22.8, 24.7, 26.1, 28.3, 29.8, 31.0, 39.6, 40.8, 50.9, 

51.6, 59.8, 65.7, 66.6, 79.8, 118.6, 128.0, 128.4 (2 C), 131.6, 136.5, 155.8, 157.1, 

171.6, 171.9, 172.3; HRIVIS calcd for C32H51N408 (MH+) 619.3706, found 

619.3731. 

Val-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester Trifluoroacetate (3) was prepared from 

BOC-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester (235 mg, 0.380 mmol) using the 

protocol for BOC group removal described above. Val-(Cbz)Orn-Leu-

Oally1 ester trifluoroacetate (3, 150 mg, 98 %): Rf = 0.07 (4:1:1 n- 
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BuOH:AcOH:H20); 1H NMR 0.85 (m, 6 H), 0.95 (m, 6 H), 1.5-1.7 (m, 6 H), 

1.7-1.8 (m br, 1 H), 2.1-2.3 (m, 1 H), 3-3.2 (s br, 2 H), 3.9-4.0 (s br, 1 H), 4.45-

4.55 (m, 3 H), 4.70 (s br, 1 H), 5.05 (s br, 2 H), 5.2-5.4 (dd, 2 H), 5.4 (d br, 1 H), 

5.8-5.9 (m, 1 H), 7.3 (s, 5 H), 6.95 (d br, 1 11), 7.15 (d br, 1 H); HRMS calcd for 

C27H43N406 (MH+) 519.3182, found 519.3180. 

130C-IAA-Val-(Cbz)Orrt-Leu-OAlly1 Ester (4) was prepared from 

trifluoroacetate 3 (237 mg, 0.380 mmol, 103 mol %) and (3S, 6S, 9S)-methyl 

2-oxo-3-N -(BOC)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonme-9-carboxylate, ((3S, 6S, 

9S)-2, 110.3 mg, 0.370 mmol, 100 mol %) using the coupling procedure 

described above. Chromatography with 1:5 hexane:Et0Ac as eluant gave a 

white solid that recrystallized from Et20/hexane. BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-

Leu-Oally1 ester (4, 249 mg, 84 %): Rf -= 0.41 (Et0Ac); mp 91-92°C; [c(120D 

-36.9° (c 1, CHC13); 1H NMR 0.84-0.88 (m, 12 H), 1.37 (s, 9 H), 1.45-1.7 (m, 8 

H), 1.77-1.9 (m, 2 H), 2-2.15 (m, 4 H), 2.2-2.3 (m, 2H), 3.1 (m br, 1 H), 3.3 (m 

br, 1 H), 3.55 (m, 1 H), 3.95 (m, 1 H), 4.15 (dd, 1 H), 4.45-4.52 (m, 3 H), 4.56 

(m, 2 H), 5.0 (dd, 2 Hl 5.2 (dd, 2 H), 5.35 (s br, 1 H), 5.35 (d, 1 H), 5.8 (m br, 1 

H), 6.9 (d br, 2 H), 7.2-7.3 (m, 6 H); 13C NMR â 17.9, 19.3, 21.5, 22.7, 24.6, 25.7, 

26.6, 27.5, 28.2, 28.3, 29.2, 30.2, 32.2, 39.9, 40.5, 49.7, 50.8, 52.1, 57.4, 58.7, 59.8, 

65.5, 66.4, 79.6, 118.3, 127.9, 128.2, 128.3, 131.7, 136.5, 155.6, 156.8, 170.3, 171.0, 

171.2, 171.5,1i2.2; HR.MS  calcd for C41H63N6010 (MH+) 799.4607, found 

799.4573. 

BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu (5) A solution of allyl ester 4 (60 mg, 0.075 

mmol) in THF (1.3 mL) was treated with Pd(PPh3)4 (8.7 mg, 0.0075 mmol, 

10 mol%) and morpholine (65 0.75 mmol, 1000 mol%) then stirred for 4 
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h when TLC (20:1 Et0Ac:AcOH) showed complete disappearance of 4. The 

solvent was evaporated, the residue was taken up in 2.4 mL of CH2C12 and 

washed with 2N HC1 (3 x 2.4 mL), dried and evaporated to a solid that was 

chromatographed with 1:5 isopropanol:CHC13 as eluant to give BOC-IAA-

Val-(Cbz)Orn-Leu (5, 54 mg, 95 %) as a white solid (on larger scale, 135 mg 

of 4 yielded 76% of 5): Rf = 0.27 (3:1 CHC13:isopropanol); Rf = 0.24 (1:1 

Et0Ac:Me0H); 1H NMR (CL)30D) ei 0.89-0.98 (m, 12 H), 1.44 (s, 9 H), 1.52-

1.72 (m, 8 H), 1.74-1.89 (m br, 2 H), 1.98-2.18 (m, 6 H), 3.08-3.20 (m br, 2 H), 

3.66 (m br, 1 H), 4.07-4.15 (m, 2 H), 4.37 (m, 1 H), 4.42-4.48 (m br, 1 H), 5.06 

(m, 2 H), 7.29-7.3; 13C NMR (CD30D) ò 19.2, 20.1, 22.1, 23.8, 26.1, 27.0, 27.3, 

28.9, 29.4, 30.2, 30.5, 31.9, 33.0, 41.4, 42.4, 50.7, 53.7, 54.3, 60.3, 60.7, 61.0, 67.6, 

80.7, 129.0, 129.1, 129.6, 138.5, 158.1, 159.0, 171.0, 173.6 (2 C), 174.4, 179.0; 

HRMS calcd for C381159N6010 (MH+) 159.4293, found 759.4322. 

IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester Trifluoroacetate (6). A solution of 

BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester (4, 124 mg, 0.155 mmol) in 

CH2C12 (6 mL) was treated with TFA (1.5 mL) at 25 °C and stirred for 15 h 

when TLC (4:1 Et0Ac:hexanes) showed complete disappearance of starting 

material and the formation of a new ninhydrin positive product at a 

lower Rf value (Rf = 0.07). The volatiles were evaporated and the salt was 

used directly in the next reaction. IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester 

trifluoroacetate (6, 123 mg, 98 %): Rf = 0.07 (4:1:1 n -BuOH:AcOH:H20); 1H 

NMR (CD30D) ò 0.88-0.97 (m, 12 H), 1.66-1.74 (m, 8 H), 1.78-1.95 (m, 2 H), 

2.04-2.19 (m, 5 H), 2.34 (m, 1H), 3.10-3.21 (m, 2 H), 3.72 (m, 1 H), 3.94 (t, 1 H, 

= 8.1), 4.18 (m, 1 H), 4.45-4.62 (m, 5 H), 5.06 (m, 2 H), 5.21 (dd, 1 H, J = 1.3, 

10.5), 5.30 (dd, 1 H, J = 1.5, 17.2), 5.90 (m, 1 H), 7.27-7.32 (m, 5 H); 13C NMR 
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(CD30D) ò 18.9, 19.9, 21.9, 23.4, 25.6, 25.9, 26.9, 27.1, 30.57, 30.64, 32.2, 32.9, 

41.2, 41.5, 49.8, 52.2, 53.7, 59.2, 60.4, 60.9, 66.9, 67.5, 119.0, 128.9, 129.1, 129.6, 

133.3, 138.4, 159.0, 167.2, 173.4, 173.7 (2 C), 174.0; HRMS calcd for 

C36H55N608 (MH+) 699.4081, found 699.4101. 

BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 Ester (7). 

Trifluoroacetate 6 (123 mg, 0.151 mmol, 120 mol%) in CH3CN (1.5 mL) was 

treated with BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu (5, 96 mg, 0.127 mmol, 100 mol 

%) followed by TBTU (49.4 mg, 0.152 mmol, 120 mol %) and Et3N (40 

0.279 mmol, 220 mol %), and stirred at rt for 12 h. Brine (2 mL) was added, 

the mixture was extracted with Et0Ac (3 x 2 mL), and the combined 

organic layers were washed with 2 N HC1 (0.2 mL), H20 (0.2 mL), 5% 

NaHCO3 (0.2 mL) and H20 (0.2 mL), dried, and evaporated to a solid that 

was chromatographed with a gradient of 0-10 % Me0H in Et0Ac as eluant 

to give BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-Oally1 ester (7, 

158 mg, 87 %) as a white solid: Rf = 0.67 (5:1 Et0Ac:AcOH); mp 142-143°C; 

[a]20D -50.5° (c 1, CHC13); 1H NMR ö 0.8-1.05 (m, 24 H), 1.32 (s, 9 H), 1.5-1.8 

(m, 16 H), 1.8-1.95 (m, 4 H), 2.0-2.2 (m, 8 H), 2.25-2.4 (m, 4H), 3-3.25 (m, 4 

H), 3.45-3.68 (m, 3 H), 3.81 (m, 1 H), 3.95 (m, 1 H), 4.05 (m, 1 H), 4.15-4.38 (m, 

5 H), 4.5 (m, 1 H), 4.55-4.6 (m, 2 H), 4.90-4.99 (dd, 2 H), 5.01-5.08 (dd, 2 H), 

5.11 (dd, 1 H), 5.24 (dd, 1 H), 5.68 (s br, 1 H), 5.90 (s br, 1 H), 5.90 (m, 1 H), 6.1 

(s br, 1 H), 6.5-8.0 (s, 7 H), 7.2-7.4 (m, 10 H); 13C NMR ò 19.2, 19.5, 20.1, 20.7, 

21.0, 21.6, 22.9, 23.0, 24.3, 24.7, 25.0, 25.4, 25.6, 26.4, 27.0, 27.6, 28.3, 28.5, 29.2 (2 

C), 29.6, 30.6, 31.4, 31.8, 32.0, 39.7, 40.3, 40.6, 41.1, 48.7, 50.8 (2 C), 52.7, 53.8, 

54.5, 59.6, 60.3, 60.8 (2C), 61.6, 62.9, 653, 66.4, 66.6, 79.9, 117.9, 127.5, 127.8, 

127.9, 128.3 (2 C), 128.5, 132.1, 136.5, 136.9, 155.9, 156.3, 156.6, 169.0, 170.1, 



Chapitre 6 	 372 

171.3, 171.7, 172.2, 172.4, 172.7, 173.1, 173.4, 173.6; MS calcd for 

C74F1110N12017 (M) 1439.77, found (M+) 1439.9. 

IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu Trifluoroacetate (8). A 

solution of protected peptide 7 (158 mg, 0.11 mmol) in MF (1.9 mL) was 

treated with Pd(PPh3)4 (12.7 mg, 0.011 mmol, 10% mol) and morpholine 

(96 t1, 1.10 mmol, 1000 mol%), and stirred 4 h when TLC (5:1 

Et0Ac:Me0H) showed complete disappearance of ester 7. The solvent was 

evaporated, the residue was taken up in 3 mL of CH2C12, extracted three 

times with 2 mL of 2N HC1, dried and evaporated to a solid, that was 

filtered through a plug a silica gel. BOC-IAA-Val-(Cbz)-Orn-Leu-IAA-Val-

(Cbz)Orn-Leu (101 mg, 66 %): Rf = 0.56 (20:1 Et0Ac:AcOH); retention time 

(R. T.) = 24.2 min; 1H NIVIR (CD30D) ö 0.8-1.05 (m, 24 H), 1.32 (s, 9 H), 1.5-

1.8 (m, 16 H), 1.8-1.95 (m, H), 2-2.2 (m, 8 H), 225-2.4 (m, 4 H), 3-3.25 (m, 4 

H), 3.45-3.68 (m, 3 H), 3.81 (m, 1 H), 3.95 (m, 1 H), 4.05 (m, 1 H), 4.15-4.38 (m, 

5 H), 4.5 (m, 1 H), 4.90-4.99 (dd, 2 H), 5.01-5.08 (dd, 2 H), 7.2-7.4 (m, 10 H); 

MS calcd for C71H106N12017 (M) 1399.71, found (M+) 1399.3. 

A solution of BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu 

(96 mg) in CH2C12 (5 mL) was treated with TFA (1 mL) at 25°C and stirred 

for 15 h when TLC (20:1 Et0Ac:AcOH) showed complete disappearance of 

starting material and the formation of a new ninhydrin positive product 

at a lower Rf value (Rf = 0.47, 4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20). The volatiles 

were evaporated yielding trifluoroacetate salt 8. Analysis by HPLC showed 

complete consumption of the BOC-derivative (R. T. = 22.2 min) and 

appearance of a new peak for 8 at R. T. = 19.3 min. IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-

IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu trifluoroacetate salt (8, 92 mg, 95 %): Rf = 0.47 (4:1:1 
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n-BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CL)30D) ô 0.8-1.05 (m, 24 H), 1.5-1.8 (m, 16 

H), 1.8-1.95 (m , 4 H), 2-2.2 (m, 8 H), 2.25-2.4 (m, 4H), 3-3.25 (m, 4 H), 3.45-

3.68 (m, 3 H), 3.81 (m, 1 H), 3.95 (m, 1 H), 4.05 (m, 1 H), 4.15-4.38 (m, 5 H), 

4.5 (m, 1 H), 4.90-4.99 (dd, 2 H), 5.01-5.08 (dd, 2 -H), 7.2-7.4 (m, 10 H); 13C 

NMR ô 20.5, 20.7, 21.6 (2 C), 23.5, 23.8, 25.2 (2 C), 27.5, 27.3, 27.6 (2 C), 28.8 (4 

C), 30.5, 31.9, 32.2 (2 C), 33.7, 33.8, 32.4, 34.5, 42.9 (2 C), 43.4, 43.8, 53.6 (2 C), 

54.8 (2 C), 55.5 (2 C), 60.8 (2 C), 62.1 (2 C), 62.5 (2 C), 69.0 (2 C), 130.5, 130.6, 

130.7, 131.2 t2 C), 131.6, 1-31.7, 134:7, 134.8, 1135.5, 133.9, 140.1, 160:5 (2 C), 

168.8, 172.8, 174.9, 175.0, 175.3, 175.4, 175.5, 175.6, 175.7, 177.5; MS calcd for 

C66F198N12015 (M) 1299.6, fo-und (MH-E)1300.6. 

Cyc/o-(IAA-Va1-(Cbz)Orn-Leu)2 (9). A solution of trifluoroacetate salt 8 (92 

mg, 0.065 mmol, 100 mol%) in DMF (43.3 mL, c = 1 x 10-3  M) was treated 

with TBTU (62.4 mg, 0.195 mmol, 300 mol %) and 1-hydroxybenzotriazole 

hydrate (HOBt, 26.2 mg, 0.195 mmol, 300 mol %) at rt. After a vigorous 

agitation, diisopropylethylamine (DIEA, 68 	0.390 mmol, 600 mol %) 

was added and the mixture was stirred for 1 h when HPLC showed 

complete disappearance of starting material (8, R. T. = 19.3 min). After 

concentration of the volatiles, brine (8 mL) was added and the mixture 

was extracted with Et0Ac (3 x 8 mL). The combined organic layers were 

washed successively with 2 N HC1 (0.8 mL), H20 (0.8 mL), 5% NaHCO3 

(0.8 mL) and H20 (0.8 mL), dried, and evaporated to a solid (72 mg, 85%). 

Purification by HPLC on a preparative inverse phase Watman column C-

18 (10 [lm, 100 Å, 22 x 500 mn) eluting with a linear gradient of 60:40:0.01 

to 0:100:0.01 (v/v) H20:CH3CN:TFA over 60 min with a flow rate of 20 mL 

min-1  and detection at 220 nm, followed by lyophylization of the 
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appropriate fractions afforded the cyclic decapeptide, cyc/o-(IAA-Val-

(Cbz)Orn-Leu)2 (9, 50.2 mg, 60 %): R. T. = 27.5 min; mp 182-183°C; kie01) 

+201.3° (c 1, CHC13) ; 1H NIVIR (C2 symmetry) à 0.75-0.76 (m, 18 H), 0.83 (d, 3 

H, J = 5.7 Hz), 1.32-1.50 (m,7 H), 1.72-1.77 (m , 1 H), 1.82-1.91 (m, 4 H), 1.99-

2.06 (m, 3 H), 2.18 (m, 1H), 2.89 (m, 1 H), 3.02 (m, 1 H), 3.26 (m, 1 H), 3.41 (d, 

1 H, J = 7.2), 3.89 (dd, 1 H, J = 9), 4.29-4.34 (m, 2 H), 4.75 (m, 1 H), 4.94 (ddd, 2 

H, J = 11, 11, 12), 4.97 (s, 1 H), 7.12-7.23 (m, 5 H), 7.6-7.67 (m, 2 H), 8.23 (d, 1 

H), 8.64 (d, 1 H); 13C NMR (C2 symmetry) ö 19.1, 19.4, 22.7, 22.8, 24.7, 25.1, 

27.2, 29.4, 29.6, 29.9, 30.4, 31.1, 40.7, 41.4, 48.7, 50.7, 52.1, 59.5, 60.7, 61.0, 66.1, 

127.5, 127.9, 128.2, 137.1, 156.9, 168.0, 170.8, 171.5, 171.7, 171.9; MS calcd for 

C66H96N12014 (M) 1281.6, found (M) 1281.3 and (IVIH+) 1282.6. 

Cyc/o-(IAA-Val-Orn-Leu)2 ([1AA4-5,41-51-GS, 1).17  A solution of cy clo-

(IAA-V al-(Cbz)Orn-Leu)2 (9, 13.4 mg, 0.0104 mmol) in 90% aq Me0H (6.8 

mL) was treated with 1 M HC1 (30 pl) and palladium black (1.4 mg, 10% by 

wt.), and stirred under 1 atm of hydrogen for 15 h. The catalyst was 

removed by filtration on CeliteTM  and the filtrate was concentrated under 

vacuum. Mass spectral analysis showed that only one Cbz group was 

removed (MS calcd for C58H90N12012 (MH+) 1147.43, found 1148.0). The 

residue and fresh catalyst were resubmitted to the same hydrogenation 

conditions for 12 h. 	Filtration, evaporation of the volatiles and 

purification by HPLC on a preparative inverse-phase column NovaPak 

HR C-18 (6 l.im, 60 Å, 25 x 100 mn) equipped with a Prep NovaPak HR C-18 

precolumn (6 !lm 60 ik) eluting with a linear gradient of 90:10:0.01 to 

0:100:0.01 (v/v) H20:CH3CN:TFA over 30 min with a flow rate of 10 mL 

min-1  and detection at 220 nm afforded cyc/o-(IAA-Val-Orn-Leu)2 (RAA4- 
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5,4.-51-GS, 1, 11 mg, 98 %) as a white hydrochloride salt: Rf = 0.82 (4:1:1 n - 

BuOH:AcOH:H20); R. T. = 18.2 min; mp 283-285 dec. °C; [a]20D -199A° (c 1, 

CH3OH); 1H NMR (CD30D, C2 symmetry) ô 0.89-0.92 (m, 18 H), 1.02 (d, 3 H, 

J = 6.6), 1.48-1.65 (m, 4 H), 1.65-1.78 (m, 3 H), 1.98-2.07 (m, 3 H), 2.09-2.20 (m, 

2 H), 2.21-2.32 (m, 3 H), 2.40 (m, 1H), 2.84 (m, 1 H), 3.02 (m, 1 H), 3.65-3.75 

(m, 2 H), 4.06 (dd, 1 H, J = 8.9), 4.40 (d, 1 H, f = 9.4), 4.53 (m, 2 H), 5.02 (m, 1 
H); 13C NMR (CD30D, C2 symmetry) ô 19.9, 20.1, 23.3 (2 C), 24.5, 26.1, 28.3 (2 

C), 30.9 (2 C), 31.5, 32.4, 40.5, 42.5, 50.2, 52.1, 52.3, 61.5, 62.7, 62.8, 170.6, 172.6, 

172.9, 173.0, 174.7; MS calcd for C50H84N12010 (M) 1013.3, found (M±) 

1013.7 and (MH±) 1014.2. 
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6 . 3 . 9 	Chemical Assignment of NMR Spectra 

General: Protocols were followed as described in the general portion of 

the experimental section of the text. Proton and carbon NMR assignments 

were made using a combination of COSY and H_MQC 2D experiments 

performed on selected products. For certain compounds, signals were 

then assigned by analogy with similar structures. Amino acid signals were 

assigned according to the examples presented in "Tabellon zur 

strukturaufklârung organisher verbindungen mit spektroskopishen 

methoden", Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 1981. 	Amide NH 

protons were not visibles due to exchange with the solvant when spectra 

were recorded in (J)30D. 

BOC-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester 

1H NMR ò 0.82 (m, 6 H, CH3 Leu), 1.3 (s, 9 H, CH3 BOC), 1.42-1.65 (m, 6 H, 

C1 I2 Orn-y y cc,  CH Leu,  CH Leu),  1.75 (m br, 1 H, CH2 Orn-a), 3.04 (m, 1 H, CH2 

orn-B), 3.21 (m, 1 H, CH2 orn-ri), 4.27 (m, 1 H, CH orn-a), 4.48 (m br, 3 H, CH 

Leu-a, CH2 allyl), 4.9 (m, 2 H, CH2 Cbz), 5.15 (m, 2 H, CH2 allyl), 5.6 (d br, 1 H, 

NH orn-a, J = 15.6 Hz), 5.65 (m br, 1 H, NH orn-ô), 5.7 (m, 1 H, CH allyl),  7.19 

(s br, 1 H, NH Leu), 7.2 (s, 5 H Ar). 

3C NMR â 21-3  (CH3 Leu), 22.5 (CH3 Leu), 24.3 (CH Leu), 25.5 (CH2 Orn-b),  27.9 

(CH3 BOC), 29.6 (CH2 orn-p), 39.5 (CH2 orni, ), 40.4 (CH2 Leu), 50.5 (CH Leu-a), 

52.7 (CH Orn-a), 65.3 (CH2 allyl), 66.1 (CH2 Cbz), 79.1 (Cq  BoC), 118.1 (CH2 

a il yl), 127.6 (CH Ar), 128.0 (CH Ar), 128.0 (CH Ar), 131.4 (CH allyl), 136.3 (Cq  

Ar), 155.4 (CO BOC), 156.7 (CO Cbz), 172.0 (CO Leu), 172.2 (CO om). 
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BOC-Val-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester. 

1H NMR 0.88-0.94 (m, 12 H, CH3 Leu/val), 1.42 (s, 9 H, CH3 BOC), 1.5-1.7 

(m, 6 H, CH2 Orn-Se, CH2 Leu, CH Leu), 1.82-1.95 (m br, 1 H, CH2 orn_f3), 2-2.14 

(m, 1 H, CH Val),  3.08-3.2 (m br, 1 H, CH2 orn-y  ), 3.3-3.47 (m br, 1 H, 2H2 Om-

y), 3.95-4.05 (m, 1 H, CH Val-a),  4.50-4.55 (m, 1 H, CH Leu-a), 4.55-4.62 (m, 2 

H, CH2 allyl), 4.62-4.74 (m br, 1 H, CH Orn-a), 5.08 (dd, 2 H, CH2 Cbz), 5.18-

5.35 (dd, 2 H, CH2 allyl), 5.29 (d br, 1 H, NH Val), 5.8-5.95 (m br, 1 H, CH 

al ly1), 6.95 (d br, 1 H, NH Orn-a),  7.15 (d br, 1 H, NH Leu), -7.2 (s, 5 H, CH Ar). 

13C NMR 17.7 (CH3 val), 19.2 (CH3 Val), 21.6 (CH3 Leu), 218 (CH3 Leu), 24.7 

(CH Leu), 26.1 (CH2 Orn-b), 28.3 (CH3 Boc), 29.8 (CH2 orn-p), 31.0 (CH Val), 39.6 

(CH2 Orn-y ), 40.8 (CH2 Leu), 50.9 (CH Leu-a),  51.6 (CH orn-a), 59.8 (CH Val-a), 

65.7 (CH2 ally1), 66.6 (CH2 Cbz), 79.8 (Cg  BOC), 118.6 (CH2 a11y1), 128.0 (CH Ar), 

128.4 (CHAr), 128.4 (CH Ar),  131.6 (CH a11 y1) 136.5 (Cg  Ar), 155.8 (CO BOC), 

157.1 (CO cbz), 171.6 (CO Val), 171.9 (CO Leu), 172.3 (CO orn)• 

Val-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester Trifluoroacetate (3) 

1H NMR ô 0.85 (m, 6 H, CH3 Leu/Val),  0.95 (m, 6 H, CH3 Leu/Val), 1.5-1.7 (m, 

6 H, CH2 Orn-ssp, CH2 Leu, CH Leu), 1.7-1.8 	br, 1 H, CH2 orn-p), 2.1-2.3 (m, 1 

H, CH Val), 3-3.2 (s br, 2 H, CH2 orn_y ), 3.9-4 (s br, 1 H, CH Val-a), 4.454.55 

(m, 3 H, CH Leu-a /CH2 ally1), 4.70 br, 1 H, CH orn-a),  5.05 (s br, 2 H, CH2 

cbz), 5.2-5.4 (dd, 2 H, CH2 a11y1), 5.4 (d br, 1 H, NH orn_8), 5.8-5.9 (m, 1 H, CH 

a1 1y1) 7.3  (s, 5  H,  CH Ar), 6.95 (d br, 1 H, NH orn-a), 7.15 (d br, 1 H, NH Leu). 

BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-OAlly1 Ester (4) 

1H NMR ò 0.84-0.88 (m, 12 H, CH3 Leu/Val),  1.37 (s, 9 H, CH3 BOC), 1.45-1.7 

(m, 8 H, CH2 IAA-4a,7, CH2 Orrt-45e, CH2 Leu, CH Leu), 1.77-1.9 (m, 2 H, CH2 
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IAA-8, CH2 Orn-p), 2-2.15 (m, 4 H, CI-12 IAA-5,5,7, CH V al), 2.2-2.3 (m, 2H, CH2 

IAA-413,8), 3.1 (m br, 1 H, CH2 orn-y ), 3.3 (m br, 1 H, CH2 orn-y ), 3.55 (m, 1 H, 

CH IAA-6), 3.95 (m, 1 H, CH IAA-3), 4.15 (dd, 1 H, CH IAA-9),  4.45-4.52 (m, 3 

H, CH val-a /Leu-a /Orn-a),  4.56 (m, 2 H, CH2 allyl), 5.0 (dd, 2 H, CH2 Cbz), 5.2 

(dd, 2 H, CH2 ally1), 5.35 (s br, 1 H, NH orn-.5),  5.35 (d, 1 H, NH IAA),  5.8 (m 

br, 1 H, CH allyl), 6.9 (d br, 2 H, NH orn-a/Val), 7.2-7.3 (na, 6 H, NH Leu, 

CHAr). 

13C NMR 17.9 (CH3 val), 19.3 (CH3 Val), 21.5 (CH3 Leu), 221 (CH3 Leu), 24.6 

(CH Leu), 25.7 (CH2 Orn-6), 26.6 (CH2 IAA-05), 27.5 (c14-2 IAA-C4),  28.2 (CH3 

BOC), 28.3 (CH2 IAA-C8), 29.2 (CH2 om-g), 30.2 (CH Val), 32.2 (CH2 IAA-C7), 

39.9 (CH2 orn-y ), 40.5 (CH2 Leu), 49.7 (CH IAA-C3), 50.8 (CH Leu-a), 52.1 (CH 

Om-a), 57.4 (CH IAA-C6), 58.7 (CH IAA-C9), 59.8 (CH Val-a), 65.5 (CH2 allyl), 

66.4 (CH2 Cbz), 79.6 (Cg BOC),  118.3 (CH2 ally1), 127.9 (CH Ar), 128.2 (CH Ar), 

128.3 (CH Ar), 131.7 (CH a11y1),  136.5 (Cq  Ar), 155.6 (CO BOC), 156.8 (CO Cbz), 

170.3 (CO IAA), 171-0 (CO  IAA), 171.2 (CO Val), 171.5 (CO Leu), 172.2 (CO an). 

BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu (5) 

1H NMR (CD30D) 0.89-0.98 (m, 12 H, CH3 Leu/Val), 1.44 (s, 9 H, CH3 BOC), 

1.52-1.72 (m, 8 H, CH2 Orn-See, CH2 Leu, CH Leu, CH-- -2 IAA-4a,7), 1.74-1.89 (m 

br, 2 H, CH2 om-I3, CH2 IAA-8), 1.98-2.18 (m, 6 H, CH v a  1, CH2 IAA-413,5,5,7,8), 

3.08-3.20 (m br, 2 H, CH2 orn_y  ), 3.66 (m br, 1 H, CH IAA-6),  4.07-4.15 (m, 2 H, 

CH IAA-3,9), 4.37 (m, 1 H, CH Leu-a), 4.42-4.48 (m br, 1 H, CH orn-a,Val-a), 

5.06 (m, 2 H, CH2 Cbz), 7.29-7.3 (m, 5 H, CH Ar). 

13C NMR (CD30D) ô 19.2 (CH3 Val), 20.1 (CH3 Val), 22.1 (CH3 Leu), 23.8 

(CH3 Leu), 26.1 (CH Leu), 27.0 (CH2 orn-.5), 27.3 (CH2 IAA-05), 28.9 (CH3 BOC), 

29.4 (CH2 IAA-C4), 30.2 (CH2 IAA-C8), 30.5 (CH2 Orn-p), 31.9 (CH Val), 33.0 
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(CH2 IAA-C7), 41.4 (CH2 om-y ), 42.4 (CH2 Leu), 50.7 (CH IAA-C3), 53.7 (CH ori,_ 

a), 543 (CH Leu-ci), 60.3 (CH IAA-C6), 60.7 (CH IAA-C9)1  61.0 (CH Val-a), 67.6 

(CH2 cbz), 807  (Cq BOC),129.0 (CH Ar), 129.1 (CH Ar), 129.6 (CH Ar), 138.5 (Cg  

Ar), 158.1 (CO Boc), 159.0  (C0  Cbz), 171.0 (CO IAA), 173.6 (CO IAA), 173.6 (CO 

V a I), 174.4 (CO om), 179.0 (CO Leu). 

IAA-Val-(Cbz)Orri-Leu-OAlly1 Ester Trifluoroacetate (6). 

1H NMR (CD30D) 0.88-0.97 (m, 12 H, CH3 Leu/val),  1.66-1.74 (m, 8 H, 

CH2 IAA-4a,7, CH2 Orn-,ö, CH2 Leu, CH Leu), 1.78-1.95 (m, 2 H, CH2 IAA-8, 

CH2 orn_f3), 2.04-2.19 (m, 5 H. CH2 IAA-5,5,7,8, CH V a l), 234 (m, 1H, CH2 IAA- 

40, 310-321 (m, 2 H, CH2 om-y ), 3.72 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.94 (t, 1 H, J = 8.1 

Hz, CH IAA-3), 4.18 (m, 1 H, CH IAA-9), 4.45-4.62 (m, 5 H, CH Val-a/Leu-

a /0m-a, CH2 allyl), 5.06 (m, 2 H, CH2 cbz), 5.21 (dd, 1 H, J= 1.3, 10.5 Hz, CH2 

allyl), 5.30 (dd, 1 H, I 1.5, 17.2 Hz, CH2 ally1), 5.90 (m, 1 H, CH allyl), 7.27-

7.32 (m, 5 H, CH Ar). 

13C NMR (CD30D) ô 18.9 (CH3 Val), 19.9 (CH3 Val), 21.9 (CH3 Leu), 23.4 

(CH3 Leu), 25.6 (CH2 IAA-C4),  25.9 (CH Leu), 26.9 (CH2 ornW, 27.1 (CH2 IAA- 

C5), 30.57 (CH2 IAA-C8), 30.64 (CH2 om-13), 322 (CH Val), 32.9  (CH2 IAA-C7), 
41.2 (CH2 om_y  ), 41.5 (CH2 Leu), 49.8 (CH IAA-C3),  52.2 (CH Leu-a), 53.7 (CH 

Orn-a), 59.2 (CH IAA-C6), 60.4 (CH IAA-C9), 60.9 (CH val-a), 66.9 (CH2 ally1), 

67.5 (CH2 cbz), 119.0  (CH2 a11y1), 128.9 (CH Ar), 129.1 (CH Ar), 129.6 (CH Ar), 

133.3 (CH allyl), 138.4 (Cg Ar), 159.0 (CO cbz), 167.2 (CO IAA), 173.4 (CO Leu), 

173.7 (CO IAA), 173.7 (CO va 1), 174.0 (CO Orn). 
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BOC-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)0m-Leu-OAlly1 Ester (7) 

1H NMR ò 0.8-1.05 (m, 24 H, 2 CH3 Leu/Val),  1.32 (s, 9 H, CH3 BOC), 1.5-1.8 

(m, 16 H, 2 (2H2 IAA-4a,7, 2 CH2 Orn-be, 2 CH2 Leu, 2 CH Leu), 1.8-1.95 (m, 4 

H, 2 CH2 IAA-8, 2 CH2 orn-13), 2-2.2 (m, 8 H, 2 CH2 IAA-5,5,7,  2 CH V al), 2.25-2.4 

(m, 4H, 2 CH2 IAA4f3,8), 3-3.25 (m, 4 H, 2 CH2 Orn-y ), 3.45-3.68 (m, 3 H, 2 CH 

IAA-6, CH IAA-3), 3.81 (m, 1 H, CH IAK-3), 3.95 (m, 1 H, CH IAA'-9),  4.05 (m, 

1 H, CH IAA-9), 4.15-4.38 (m, 5 H, 2 CH Val-a/Orn-a, CH Leur-a), 4.5 (m, 1 H, 

CH Leu-a), 4.55-4.6 (m, 2 H, CH2 ally1), 4.904.99 (dd, 2 H, CH2 cbz), 5.01-5.08 

(dd, 2 H, CH2 Cbz), 5.11 (dd, 1 H, CH2 anyl), 5.24 (dd, 1 H, CH2 anyl), 5.68 (s 

br, 1 H, NH IAA'), 5.90 (s br, 1 H, NE orn-ö), 5.90 (m, 1 H, CH ally1), 6.1 (s br, 

1 H, NH Orri-S), 63-8.0 (s,7 H, 2 NH Orn/Val/Leu, NH IAA), 7.2-7.4 (m, 10 H, 

CH Ar). 

13C NMR ô 19.2, 19.5 (2 CH3 Val),  20.1, 20.7 (2 CH3 Val), 21.0, 21.6 (2 CH3 

ILeu), 22.9,23.0 (2 CH3 Leu), 24.7, 25.0 (2 CH Leu), 24.3, 25.4 (2 CH2 Orn-ö), 25.6, 

26.4 (2 CH2 IAA-05), 27.0, 27.6 (2 CH2 IAA-C4),  28.3 (CH3 BOC),  28.5, 29.2 (2 

CH2 IAA-C8), 29.2, 31.4 (2 CH2 orm3), 29.6, 30.6 (2 CH Val), 31.8, 32.0 (2 CH2 

IAA-C7), 39.7, 40.3 (2 CH2 Orn_y ), 40.6, 41.1 (2 CH2 Leu), 48.7 (CH IAA'-C3),  50.8 

(CH IAA-C3), 50.8 (CH Leu-a), 52.7 (CH Leu'-a), 53.8, 54.5 (2 CH orn-a), 59.6, 

60.3 (2 CH IAA-C6), 60.8, 60.8 (2 CH IAA-C9),  61.6, 62.9 (2 CH Val-a), 65.5 (CH2 

allyl), 66.4, 66.6 (2 CH2 Cbz), 79.9 (Cq  BOC), 117.9 (CH2 allyl), 127.5, 127.8 (2 CH 

Ar Cbz), 127.9, 128.3 (2 CH Ar  cbz), 128.3, 128.5 (2 CH Ar  Cbz), 132.1 (CH allyl), 

136.5, 136.9 (2 Cg Ar Cbz), 1-55.9, 156.3, 156.6 (CO BOC, 2 CO cbz), 169.0, 170.1, 

171.3, 171.7, 172.2, 172.4, 172.7, 173.1, 173.4, 173.6 (4 CO IAA, 2 CO v a i, 2 CO 

Leu, 2 CO om). 



Chapitre 6 	 385 

N-B0C-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-OH 

1H NMR (CD30D) ô 0.8-1.05 (m, 24 H, 2 CH3 Leu/Val),  1.32 (s, 9 H, CH3 BOc), 

1.5-1.8 (m, 16 H, 2 (2H2 IAA-4a,7, 2 CH2 Orn-Mp, 2 CH2 Leu, 2 CH Leu), 1.8-1.95 

(m, 4 H, 2 CH2 IAA-8, 2  CH2 Orn-p), 2-2.2 (m, 8 H, 2 CH2 IAA-5,5,7, 2 CH V ai), 

2.25-2.4 (m, 4 H, 2 CH2 IAA-413,8), 3-3.25 (m, 4 H, 2 CH2 orn_y  ), 3.45-3.68 (m, 3 

H, 2 CH IAA-6,  CH  IAA-3), 3.81 (m, 1 H, CH IAA'-3), 3.95 (m, 1 H, CH IAA'-9), 

4.05 (m, 1 H, CH IAA-9),  4.154.38 (m, 5 H, 2 CH val-a /Orn-a,  CH Leu'-a),  4.5 

(m, 1 H, CH Leu-a),  4.904.99 (dd, 2 H, CH2 Cbz), 5.01-5.08 (dd, 2 H, CH2 Cbz), 

7.2-7.4 (m, 10 H, CH Ar Cbz). 

IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu-IAA-Val-(Cbz)Orn-Leu Trifluoroacetate (8). 

1H NMR (CD30D) ò 0.8-1.05 (m, 24 H, 2 CH3 Leu/Val), 1.54.8 (m, 16 H, 2 

CH2 IAA-4a,7, 2 CH2 Orn-q3, 2 CH2 Leu, 2  CH Leu), 1.8-1.95 (m, 4 H, 2 CH2 

IAA-8, 2 CH2 Orn-I3), 2-2.2 (m, 8 H, 2 CH2 IAA-5,5,7, 2 CH V a 1), 2.25-2.4 (m, 4H, 

2 CH2 IAA-413,8), 3-3.25 (m, 4 H, 2 CH2 orn_y  ), 3.45-3.68 (m, 3 H, 2 CH IAA-6, 

CH IAA-3), 3.81 (m, 1 H, CH IAK-3),  3.95 (m, 1 H, CH IAA'-9), 4.05 (m, 1 H, 

CH IAA-9), 4.154.38 (m, 5 H, 2 CH val-a /0rn-a, CH Leu'-a), 4.5 (m, 1 H, CH 

Leu-a), 4.904.99 (dd, 2 11, CH2 Cbz), 5.01-5.08 (dd, 2 H, CH2 Cbz), 7.2-7.4 (m, 10 

H, CHAr  cbz). 

13C NMR ò 20.5, 20.7 (2 CH3 Val), 21.6, 21.6 (2 CH3 Val), 23.5, 23.8 (2 CH3 

Leu), 25.2, 25.2 (2 CH3 Leu), 27.5, 27.6 (2 CH Leu), 27.3, 27.6 (2 CH2 0m-ô), 28.8, 

28.8 (2 CH2 IAA-05), 28.8, 28.8 (2 CH2 IAA-C4), 30.5, 31.9 (2 CH2 IAA-C8),  32.2, 

32.2 (2 CH2 orn-p), 33.7, 33.8 (2 CH val), 32.4, 34.5 (2 CH2 IAA-C7), 42.9, 42.9 (2 

CH2 Orn-y ), 43.4, 43.8 (2 CH2 Leu), 53.6, 53.6 (2 CH IAA-C3), 54.8, 54.8 (2 CH Leu-

a), 55.5, 55.5 (2 CH orn-a), 60.8, 60.8 (2 CH IAA-C6)1 62.1, 62.1 (2 CH IAA-C9), 

62.5, 62.5 (2 CH Val-a), 69.0, 69.0 (2 CH2 Cbz), 130.5, 130.6, 130.7, 131.2, 131.2, 
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131.6, 131.7, 134.7, 134.8, 135.5 (10 CH Ar Cbz), 133.9, 140.1 (2 Cg  Ar Cbz), 160.5, 

160.5 (2 CO Cbz), 168.8, 172.8, 174.9, 175.0, 175.3, 175.4, 175.5, 177.5, 175.6, 

175.7 (4 CO IAA, 2 CO v a  1, 2 CO Leu, 2 CO orn). 

Cyc/0-(IAA-Val-(Cbz)Orri-Leu)2 (9). 

1H NMR (C2 symmetry) 0.75-0.76 (m, 18 H, 2 CH3 Leu, CH3 val), 0.83 (d, 3 

H, CH3 Val, J= 5.7 Hz), 1.32-1.50 (m, 7 H, CH2 Leu, CH Leu, CH2 Oin-Se, CH2 

IAA-7), 1.72-1.77 (m, 1 H, CH2 IAA-4a), 1.82-1.91 (m, 4 H, CH2 IAA-5,7,8, CH2 

Orn-p), 1.99-2.06 (m, 3 H, CH va l, CH2 IAA-518), 2.18 (m, 1H, CH2 IAA-4), 2.89 

(m, 1 H, CH2 orn-y ), 3.02 (m, 1 H, CH2 om-y ), 3.26 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.41 (d, 

1 H, CH IAA-3, J = 7.2 Hz), 3.89 (dd, 1 H, CH IAA-9, I = 9 Hz), 4.29-4.34 (m, 2 

H, CH Val-a /Leu-a), 4.75 (m, 1 H, CH Orn-a),  4.94 (ddd, 2 H, CH2 cbz, I = 11, 

11, 12 Hz), 4.97 (s, 1 H, NH Or), 7.12-7.23 (m, 5 H, CH Ar Cbz), 7.6-7.67 (m, 2 

H, NH), 8.23 (d, 1 H, NH), 8.64 (d, 1 H, NH). 

13C NMR (C2 symmetry) ö 19.1 (CH3 Val), 19.4 (CH3 Val), 22.7 (CH3 Leu), 22.8 

(CH3 Leu), 24.7 (CH Leu), 25.1 (CH2 orn-6), 27.2 (CH2 IAA-05), 29.4 (CH2 IAA-

C4), 29.6 (CH2 IAA-C8), 29.9 (CH V a I), 30.4 (CH2 orn-f3), 31.1 (CH2 1AA-C7), 40.7 

(CH2 orn_y  ), 41.4 (CH2 Leu), 48.7 (CH IAA-C3), 50.7 (CH Leu-a),  52.1 (CH orn-a), 

59.5 (CH IAA-C6),  60.7 (CH IAA-C9),  61.0 (CH Val-a), 66.1 (CH2 Cbz),  127.5, 

127.9, 128.2 (3 CH Ar Cbz), 137.1 (Cg  Ar Cbz), 156.9 (CO an), 168.0, 170.8, 171.5, 

171.7, 171.9 (2 CO IAA, CO Val, CO Leu, CO Orn)- 

Cycice-(IAA-Val-Orrt-Leu)2 ([IAA4-5,4'5 ]-GS, 1) 

1H NMR (CD30D, C2 symmetry) ö 0.89-0.92 (m, 18 H, 2 CH3 Leu, CH3 Val), 

1.02 (d, 3 H, CH3 val, J = 6.6 Hz), 1.48-1.65 (m, 4 H, CH2 Leu,  CH Leu,  CH2 On1-
15), 1.65-1.78 (m, 3 H, CH2 orn-e, CH2 JÅ47), 1.98-2.07 (m, 3 H, CH2 IAA-4a,8, 
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CH2 Om-13), 2.09-2.20 (m, 2 H, CH2 IAA-5,7), 2.21-2.32 (m, 3 H, CH v a  1, CH2 

IAA-5,8), 2.40 (m, 1H, CH2 IAA-413), 2.84 (m, 1 H, CH2 orn-y ), 3.02 (m, 1 H, CH2 

Orn-y ), 3.65-3.75 (m, 2 H, CH IAA-6, CH Val-a), 4.06 (dd, 1 H, j = 8.9 Hz, CH 

PIA-3), 4.40 (d, 1 H, J = 9.4 Hz, CH IAA-9), 4.53 (m, 2 H, CH Leu-a),  5.02 (m, 1 

H, CH orn-a). 

13C NMR (CD30D, C2 symmetry) 19.9 (CH3 val), 20.1 (CH3 v ai), 23.3 (CH3 

Leu), 23.3 (CH3 Leu), 24.5 (CH2 orn-s), 26.1 (CH Leu), 28.3 (CH2 IAA-05), 28.3 

(CH2 IAA-C4), 30.9 (CH2 IAA-C8), 30.9 (CH2 orn-p), 31.5 (CH val), 32.4 (CH2 

IAA-C7), 40.5 (CH2 Orn-y ), 423 (CH2 Leu), 50.2 (CH TAA-C3),  52.3 (CH Leu-a), 

52.1 (CH orn-a), 61.5 (CH IAA-C6),  62.7 (CH IAA-C9),  62.8 (CH val-a),  170.6, 

172.6, 172.9, 173.0, 174.7 (2 CO IAA, CO Val, CO j,  CO 0m). 
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CHAPITRE 7 

Synthèse de composés pseudodipeptidiques mercapto-acyles 

incorporant l'acide aminé indolizidinone: 

application pour l'inhibition double de l'ACE et de la NEP. 

7 .1 Intro4uction. 

La liberté du mouvement peptidique peut être restreinte grâce à la 

formation de liaisons covalentes entre les chaînes latérales et les atomes 

du squelette pour conduire à des peptidomimétiques avec des hautes 

barrières d'interconversion. Ils sont des outils excellents pour les études 

de reconnaissance récepteur-site, la détermination des conformations 

biologiquement actives et la conception d'analog-ues potentiels de peptides 

naturels.1  La conception de peptides conformationnellement restreints et 

leur utilisation dans des synthèses de molécules bioactives ont été le sujet 

de nombreuses études depuis les dix dernières années.2  

L'élaboration d'une synthèse énantiosélective efficace a donné accès 

à ce type d'outils que sont les peptidomimétiques azabicycloalcanes tel que 

le bicycle indolizidinone AAI 1. La fonction de ce peptidomimétique peut 

être perçue à travers deux aspects. L'AAI a été conçu pour induire une 

conformation de repliement fi de type II'. Pour cela, il a été incorporé dans 
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un analogue de la gramicidine S, [AA14-5,4'5']-GS. D'un autre coté, l'AAI 

peut être utilisé comme motif conformationellement restreint du 

dipeptide alanyl-proline. Pour consolider cette affirmation, le choix s'est 

porté sur la synthèse d'un analogue mercapto-acyle, (2'R, 3S, 6S, 9S)-2 

utilisé pour une inhibition conjointe de l'enzyme de conversion de 

l'angiotensin (Angiotensin converting enzyme, ACE) et de 

1 'endopepti dase neutre (Neutral endopeptidase, NEP). Facilement 

accessible, cet inhibiteur peut démontrer l'efficacité de notre mimétique à 

partir d'un concept connu. 

1 
(3S, 6S, 9S)-Boc-IAA-OH 

7 . 2 Le rôle des enzymes ACE et NEP. 

La régulation de la pression artérielle et de la balance électrolytique 

(homéostasie hydrosodée) est sous la dépendance principale de trois 

systèmes peptidergiques, l'angiotensine II (AII) vasoconstricteur, la 

bradykinine3  (Bk) vasodilatatrice et le peptide atrial natriurétique4  (ANP) 

diurétique et vasodilatateur (figure 1)5. La régulation de ces différents 

peptides est contrôlée par deux systèmes enzymatiques, l'enzyme de 

conversion de l'angiotensine (ACE) et l'endopeptidase neutre (NEP), 
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toutes les deux des métallopeptidases zinciques ayant des mécanismes 

d'action similaires.6  

L'ACE est une carboxypeptidase dipeptidyle qui catalyse l'hydrolyse 

du décapeptide angiotensine I (AI) à l'octapeptide vasoconstricteur 

angiotensine II (AII).7  L'AII, une composante majeure du système RAS 

(renin-angiotensin-aldosteron system), est responsable de l'augmentation 

de la pression sanguine à la fois par l'augmentation de la résistance 

vasculaire et par la libération de la production du stéroïde aldostérone (qui 

est rétenteur de sodium et d'eau). La NEP (E.C. 3.4.21.11), qui est une 

métalloprotéase de membrane de liaison, est responsable pour une grande 

part de l'inaçtivation de l'ANP par dégradation de la partie cyclique de ce 

peptide.8  L'ANP est une hormone peptidique à 28 acides aminés sécrétée 

par le coeur en réponse aux distensions atriales qui permet les 

diminutions des sécrétions d'aldostérone et de rénin. La bradykinine est 

métabolisée à la fois par l'ACE et la NEP,9  en fonction de sa localisation 

endothéliale ou épitéliale. La régulation de ces peptides endogènes 

représente donc un moyen de contrôler de pression artérielle au cours de 

des différentes pathologies du système cardiovasculaire. 

Bien que des inhibiteurs sélectifs de 1'ACE10  suscitent beaucoup 

d'intérêt pour le traitement de l'hypertension artérielle et de 

l'insuffisance cardiaque -(congestive heart failure, -CHF), ils souffrent 

d'effets secondaires qui sont dûs à l'association de diurétiques classiques. 
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D'autre part, des inhibiteurs sélectifs de la NEP11  ont été également 

développés, initialement dans le but d'inhiber l'inactivation des 

enképhalines dans le cerveau. 

Comme les actions hormonales de l'AIT et de l'ANP, telles que la 

résistance vasculaire et la sécrétion d'aldostérone, sont fondamentalement 

opposées, une inhibition simultanée de la formation de l'AII et de la 

dégradation de l'ANP doit être faite conjointement pour conduire à un 

effet synergique bénéfique sur la baisse de la résistance vasculaire (figure 

2). 

Figure 2. 
Traitement des maladies cardiovasculaires 

(Hypertension, Insuffisance cardiaque, Arthérosclérose...) 

Action 
synergique 

Inhibition de la 
	 Inhibition de la 

formation de l'Ali 
	 dégradation de l'ANP 

Inhibition de l'ACE 	NsSi1i d'une iflhitiitioi 	l 	-Inhibition de la NEP 
conjointe des deux enzymes 

Il existe donc un intérêt thérapeutique important d'inhiber en 

même temps l'ACE pour éviter la formation de l'angiotensine II, et la 

NEP pour éviter la dégradation de l'ANP. Ainsi une admission double 

d'inhibiteurs sélectifs de l'ACE et de la NEP dans des modèles 

d'hypertension et de faiblesse cardiaque a montré son efficacité.12  De 

nombreuses recherches ont donc été conduites pour concevoir des 

inhibiteurs mixtes de ces deux métalloprotéases. 



Chapitre 7 	 393 

7. 3 Le mécanisme d'action des enzymes ACE et NEP. 

La conception d'inhibiteurs mixtes ACE/ NEP a été facilitée par le 

fait que ces deux enzymes appartiennent à la même famille, celles des 

métallopeptidases. Le mécanisme d'action des métallopeptidases est bien 

connu grâce aux études par rayons X de la carboxypeptidase A13, qui est 

une exopeptidase, et de la thermolysine (TLN),14  qui est une 

endopeptidase bactérienne, cristallisées seules ou en présence 

d 'inhibiteur s. 

De façon schématique, le mécanisme d'hydrolyse d'un peptide par une 

métallopeptidase peut être résumé en deux étapes principales (figure 3)5: 

1) la fonction carboxyle de la liaison peptidique qui va être coupée interagit 

avec le cation métallique Zn2+, ce qui accentue la polarisation de ce 

groupement; 2) le carbone de ce même carbonyle subit une attaque 

nucléophile par une molécule d'eau située dans le site actif. Cette attaque 

est favorisée par un résidu glutamate (G1u143  dans la TLN), ce qui induit 

une catalyse basique généralisée. La liaison amide ainsi fragilisée est alors 

rompue et les deux fragments peptidiques sont libérés. 

La stabilisation du complexe de Michaelis est assurée par un certain 

nombre de liaisons de faible énergie entre le substrat et l'enzyme (figure 

3). Ce modèle de site actif s'est révélé très général et a permis de concevoir 

des inhibiteurs de métalloenzymes alors même que leurs séquences et 

leurs structures demeuraient inconnues. 
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Figure 3. Schéma du site actif de la thermolysine. 
Ara  tt3 

Glu 

/Ga  

\.0  

81  0 
Af0"2  

113 

...... 

Les structures primaires de la NEP15  et de 1'ACE16  ont été 

déterminées après clonage de leur gène. Des expériences de mutagenèse 

dirigée effectuées sur la NEP ont permis de déterminer les acides aminés 

présents au site actif de cette enzyme, et de montrer son étroite analogie 

avec le site actif de la TLN17  (figure 4).5  La seule différence notable est la 

présence d'une seule arginine (Arg203) dans le site actif de la TLN, ce qui 

lui confère son caractère d'endopeptidase et la présence de deux arginines, 
(Argio2 et Arg747) dans le site actif de la NEP, responsables de son double 

caractère d'endo et d'exopeptidase.17b 
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Figure 4. Modèle du site actif de la NEP, déduit des expériences de 

mutagenèse dirigée. 

7. 4 La conception d'inhibiteur des enzymes ACE et NEP. 

Connaissant le mécanisme d'action des métalloprotéases, il a été 

possible de concevoir des inhibiteurs sélectifs et efficaces de ces enzymes. 

L'introduction d'un groupement chélatant le zinc sur une structure 

peptidique a conduit à des inhibiteurs de ces métallopeptidases. Pour 

l'ACE et la NEP, deux grandes familles d'inhibiteurs ont été décrites 

(figure 5). -La première est constituée des composés du type 

pseudodipeptidique, interagissant avec les sous-sites S 11 et S'2 des 

enzymes et possédant un groupement thiol comme ligand du zinc. Ce 

modèle a conduit à la préparation du captopril 3a1oa (Squibb, SQ 13,863) et 

du thiorphan 311  (Squibb, SQ 28,-603), inhibiteurs sélectifs de l'ACE et de la 

NEP respectivement. La seconde famille est constituée des composés du 
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type pseudotripeptidique, interagissant avec les sous-sites Si Si et S'2 des 

enzymes et possédant un groupement carboxylate comme ligand du zinc. 

Ce modèle est illustré par la découverte de l'énalaprilat 5alob (Merck, MEC-

422). 

Figure 5. Interactions proposées des inhibiteurs de l'ACE et de la NEP avec 

les sites actifs des deux enzymes et leurs pouvoirs inhibiteurs. 
Si zn s1  s'2 

I C50 (nM) 	captopril (SQ 13,863) 	 4 thiorphan (SQ 28,603) 
ACE 	 23 

	 32 000 
NEP 	 830 000 

	 9.4 

Si 	Zn 2+  el 	s 2 

tCs) MM) 	énalaprilat (MK-422) 
ACE 	 1.2 
NEP 

Ces différents inhibiteurs ont été concus après prise en compte de la 

spécificité des sous-sites de liaisons des deux enzymes. Pour l'A-CE, le sous-

site Si reconnaît, de préférence, des résidus hydrophobes de petite taille, le 

Si 	Zn 2+  s'1 	s'2 
(-- --(:\_(-=":—/--1'\ = 	= 	= 

= 

	

.2 	 = = 	= = 	= 	_ _  - 
= 

H S 
cQ2, 

-HS 
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sous-site S'2 des résidus hydrophobes aromatiques ou non aromatiques18 

et le sous-site Si des résidus hydrophobes aromatiques.10d Pour la NEP, le 

sous-site Si reconnaît préférentiellement un groupement benzyle, le 

sous-site S'2 des résidus hydrophobes de taille variée19  et le sous-site Si, 

qui est encore mal défini, semble accepter des résidus hydrophobes plutôt 

aromatiques.20  

Pour la conception d'inhibiteurs mixtes ACE/NEP, il a fallu 

combiner la spécificité des deux sites actifs. Une série de molécules 

pseudotripeptidiques a été ainsi développée avec des structures possédant 

une proline, une alanine, un résidu benzylique et une fonction thiol, tel 

que 6a.21  Cette série posséde un pouvoir inhibiteur sur l'ACE comparable 

au captopril avec une certaine inhibition contre ia NEP. 

)1y 
I Cyj (nM) 

ACE 	30 
NEP 	400 C 02H 

Des composés pseudotripeptidiques mercapto-acyles (a-thiol) 

conformationellement restreints de la partie alanylproline ont été 

développés tels des lactames monocycliques (pouvant porter des 

hétéroatomes,22a tels que des diazépinones22c). Les tableaux la et lb 

présente des exemples sélectifs d'inhibiteurs mixtes et leurs pouvoirs 

inhibiteurs contre l'ACE et la NEP.23 
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Le composé 6a étant pris comme référence, la plupart de ces inhibiteurs 

présentent de meilleurs pouvoirs inhibiteurs. 

Tableau 1 a. Pouvoirs inhibiteurs sur t'ACE et ta NEP de composés pseudotripeptidiques 
mercaptoacétyles représentatifs. 

Entrée 	 Composés 
	 IC50 (nM) 	 ACE Al 	Ref. 

ACEa 	NEPb 	pressionc ED50  
(Rmolfkg iv) 

a  Les composés ont été testés avec le N-Cbz-Phe-His-leucine comme substrat. 
b  Les composés ont été testés avec le N[31-111-yr-D-AeLeu-enképhaline-comme substrat. 
C Représente la dose requise pour 50% d'inhibition de la réponse de la pression Al 

chez des rats hypertendus. 



1 
c-021-1 

el 
NT H 

(CH2)nSH 
re n = 1, S 
§_g n = 0, R 
_e n = 1, R 

2 
0 	C 02H 	N 

3 

4 

CO21-1 

5 
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Tableau lb. Pouvoirs inhibiteurs sur iACE erla NEP de composés pseudolripeptidiques 
mercaptoacétyles représentatifs. 

Entrée 	 Composés 	 • 	IC50 (nM) 	 ACE Al 	Ref. 
ACE' 	NEPb 	pressionc  ED50  

(1111101/kg iv) 

30 400 0.06 21 

4 6.6 0.5 
80 285 0.03 21 

210 45 8.1 

6e 	•57 
2 	229 

117 
59 25 

12 6 0.02 22f 

5 17 0.12 22f 

a  Les composés ont été testés avec le hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) comme substrat. 
b  Les composés-ont-été testés avec le ansyl-Gly-Phe-Arg comme substrat. 

Représente la dose requise pour 50% d'inhibition de la réponse de la pression Al 
chez des rats hypertendus. 
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7 . 5 Les peptidomimétiques utilisés comme inhibiteurs des enzymes 

ACE et NEP. 

De nombreux efforts ont été consacrés pour la conception de 

nouveaux inhibiteurs des deux métalloprotéases. L'attention s'est donc 

portée sur le développement de cibles dans lesquelles le résidu alanyl-

proline de 6a a été remplacé par un motif dipeptidique 

conformationnellement restreint (figure 6). 

Figure 6. Restriction conformationnelle du résidu Ala-Pro dans la 

conception d'inhibiteurs mixtes de l'ACE et de la NEP. 
Pharmacophore 	Cyclisation 
mercaptoacélyle 	 Substitution  

c 02H 

§g. 
Lactames bicycliques 

CO2H 

11 
acides aminés -azabicyctiques utilisés-pour la 
restriction conformationnelle du résidu Ala-Pro 

La restriction de l'angle 11) du résidu alanine peut se faire soit par la 

substitution de la position 5 de la proline ou du méthyle de l'alanine ou 

soit par la cyclisation entre ces mêmes positions. Les peptidomimétiques 

de type lactame bicyclique sont donc des candidats parfaits pour la 
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restriction conformationnelle du résidu Ala-Pro. Ainsi, ils ont été utilisés 

dans la conception de nouveaux inhibiteurs. 

7. 5 . 1 	Inhibiteurs de l'ACE. 

La restriction du dipeptide alanyl-proline de l'énalaprilat a conduit 

au .développement de nouveaux inhibiteurs prometteurs de l'ACE avec 

une augmentation de la durée d'action et de la biodisponibilité. Le tableau 

2 présente des exemples sélectifs de composés pseudotripeptidiques 

incorporant des peptidomimétiques inhibiteurs de 1ACE.29  Ces recherches 

ont conduit à la synthèse de l'inhibiteur 18,30  le plus actif appartenant à 

cette catégorie (Ki de 0.004 nM). Par contre, son pouvoir inhibiteur envers 

la NEP est presque nul. 

Ki (nM) 
ACE -NEP 

11004 >10000 



Entrée 	 Composés 

1 	 HS 

2 
HS 

1050 (nM) 	 Ref. 
ACE NEP 

captopril, S 	23 	830000 	10a 
(SQ13,863) 	2300 	 le 
e R 

1? 
	

3.7 	 27 

C 02H 

R = Et 
énalapril (MK421) 	4.5 	 1c 

R = H 	1.2 	 27 
C 02H énalaprilat (MK422) 

3 

13 
H O 	C 02H 

-JA M0L27,088 
Z = CH2 
MDL27,788 

Z = S 

2.9 	 23 

3_8 
	 27 

46 
	 1c 

4 

5 

	

R 	0.6 

	

S 	4 

n = 0 (racornie) 56 
M12 -n =1 	 1.8 
cilazepril (R031-2848) 

	

17,2 S 	52 

	

R 	15 

6 

7 

8 

27/28 

27 

C 02H 
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Tableau 2. Pouvoirs inhibiteurs sur l'ACE de composés pseudodipeptidiques représentatifs. 
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7.5.2 	Inhibiteurs de la NEP. 

Peu d'exemples d'inhibiteurs de la NEP incorporent des 

peptidomimétiques. Un exemple est le composé 19, un mimétique 

pseudotripeptidique restreint de Phe-Leu, inhibiteur de la NEP.31  

:19IVIDL1-00,407 
Ki = 0.4 nM 

7.5.3 	Inhibiteurs mixtes ACEINEP. 

Pour la conception d'inhibiteurs mixtes ACE/NEP, il a fallu prendre 

en compte la spécificité des deux sites actifs des deux enzymes, en 

particulier les interactions avec les sous-sites -Si et S'2 de l'ACE et avec les 

sous-sites Si, Si  et S'2 de la NEP (figure 7)32b,c. 



SI2 
NEP 

o 
1-4-S 

thiorphan 
zn2A- 

C 0211 
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Figure 7. Modes de liaisons proposés pour les analogues de type 11 dans 

les sites actifs de l'ACE et de la NEP par rapport à ceux du captopril et du 

thiorphan. 
S'1 	S12  

 

ACE 

 

s1 

 

0 	c021-1 

captopril 

 

Le changement du pharmacophore acide par un pharmacophore 

thiol, comme ligand du zinc, a permis le développement d'inhibiteurs 

efficaces des deux métalloprotéases, l'ACE et la NEP. Par exemple, les 

entrées 19 et 20 du tableau 3 montrent deux analogues possédant les deux 

pharmacophores, avec une amélioration très sensible du pouvoir 

inhibiteur contre la NEP, tout en gardant une bonne inhibition contre 

l'ACE. 
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La conception d'inhibiteurs des métalloprotéases ACE et NEP a été 

menée avec l'utilisation des acides aminés azabicydiques. Ces lactames 

bicycliques, conformationellement restreints, sont des cibles presque 

parfaites pour le remplacement de la partie Ala-Pro. Le tableau 3 présente 

quelques exemples d'inhibiteurs doubles et leurs pouvoirs inhibiteurs 

contre l'ACE et la NEP in vitro et certaines activités contre l'ACE in vivo. 

Au niveau du choix du pharmacophore, l'activité contre l'ACE des 

dérivés mercapto-acyles (type A ou B, figure 8) est supérieure in vivo par 

rapport aux dérivés mercapto-propanoyles (type C, figure 4); cependant, in 

vitro, de meilleures activités contre l'ACE et la NEP sont enregistrées pour 

les dérivés mercapto-propanoyles (20a v s 21b, entrée 1, tableau 3a). Une 

inhibition in vitro optimale de l'ACE est obtenue avec une stéréochimie S 

du pharmacophore (type B, figure 4); par contre, les inhibitions in vitro de 

la NEP sont équivalentes avec une stéréochimie S ou R du 

pharmacophore (type A ou B, figure 4; 30a v s 30b, entrées 20 et 21, tableau 

3a). En général, de meilleurs pouvoirs inhibiteurs contre à la fois l'ACE et 



0.07 
0.80 
	22e 

„I) 	M n = 0 	16 	11.5 
_Mb il -= 1 	53 	1.1 

C 02H 

1 
Fl 

(CH2)nSH 

2 

3 

4 

5 

11.5 	2820 	 22e 

'2 2542 22e 

M 11.6 133 . 22e 

21c 205 937 22e 
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Tableau 3. Pouvoirs 	in il 'leurs sur l'ACE et ia-NEP 	dtriatogues aca 	 icycliques. 

Entrée 	 Composés 	 I Ca) (nM) 	ACE Al 	Ref. 

	

ACE 	NEP 	pressorc  ED50 
(µmol/kg iv) 

6 

7 

x = H 	12 	22 	0.12 
22i2 x 	20 	140 

x = Fl 	8 	3 	0.01 
x = 0 	7 	16 	0.23 

22c 

22c 



Tableau 3a. Suite. 
Entrée 	 -Composés 

8 

9 

10 

11 

12 

0 	C 02H 

-H 

13 	 N 3 

H 

S H 	O C 02H H 

H 
(CH2)nSH 	C 02H 

A"B 

N 	11 
S H Hu 02H 

14 

15 
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• IC50  (nM) 
ACE 	NEP 

407 

ACE Al 
pression ED50 

(1.tmol/kg iv) 

Ref. 

40 as 32b 
Ma 	13 50 33 

9,9 50 0.013 22g 

283 es 32b 

14_c 	62  >1-000 32b 

2e 	9.9 17 0.013 33 
22g 

3.7 1.0 1.75 22g 

n=1 	5 18 0.06 
n=2 	11 25 0.12 22f 

n = 0 	19.7 102 
17.7 22g 2n2 n=1 	17.7 

M A = S, B 	C 8.5 5.3 0.011 22g 
-Mb A = c, B 	s 7.8 4.9 0.04 



16 	 HS 

17 	 HS 

18 	MS 

0 C 02H 

CO21-1 

H 

19 

21 

S H H0 02H 

20 
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Tableau 3a. Suite. 
Entrée 	 Composés IC50  (nM) 

ACE 	NEP 

2 	>300 

Ref. 

29c 

45 2;t 

29c 2 5 29c 

a 0:004 >1-0000 29c 

0.11 0.08 29c 

ei? 4.5 0.07 29c 
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Figure 8. Pharmacophores thiol utilisés dans les inhibiteurs de l'ACE et 

de la NEP. 

A: mercapto-acétyle 	B: mercapto-acétyle 	C: mercapto-propanoyle 
dérivé de 	 dérivé de 	 dérivé de 

l'acide (R)-2-mercapto- 	l'acide (S)-2-mercapto- 	l'acide (R)-3-mercapto- 
3-phénylpropanoique 	3-phénylpropanoique 	3-benzylpropanoique 

La configuration de la tête de pont a effet accru sur le potentiel 

inhibiteur contre la NEP que contre l'ACE. Par exemple, l'analogue 

concave 20a présente une plus grande activité contre la NEP que 

l'analogue convexe 20c (entrées 1 et 2, tableau 3a). Dans tous les cas, les 

fonctions carboxyle et amine doivent être sur la même face du système 

azabicyclique. Les analogues azabicydiques de type [X.5.0], tel que 25, 

présentent généralement des activités supérieures à celles des analogues 

azabicydiques de type [X.6.0], tel que 26 (entrée 13, tableau 3a). 

Récemment, une étude comparative avec des dérivés thiazépinones 

et oxazépinones bicydiques a été publiée (tableau 3b).34  Ces analogues sont 

des inhibiteurs potentiels des deux enzymes à la fois in vitro et in vivo. La 

recherche d'inhibiteurs du système double ACE/NEP a fait des progrès 

récents en utilisant des acides aminés azabicycliques au point qu'un 

analogue comme 26h (tableau 3b, entrée 1) a été choisi pour un 

développement en phase clinique (phase II) pour le traitement de 

l'hypertension et de l'insuffisance cardiaque. 



5 

6 

7 
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Tableau 3b. Pouvoirs inhibiteurs sur l'ACE et la NEP d'analogues azabicycliques. 

IC50  (nM) 
ACE 	NEP 

ACE AI 
pression ED5D  

(p.mol/kg iv) 

Ref. 

26b 5 8 0.07 34 

2JD 4 4 0.03 34 

31 5 42 0.23 34 

2 8 9 0.05 34 

2.1ç 7 26 0.06 34 

2 fe 11 25 0.12 22f 

lq.@ 5 18 0.06 22f 

Entrée 	 Composés 

N 
H 

1 

2 

3 

C 02H 

H 

N 
H S H 	0 C 02H 

4 



(2S, 3S, 6S, 9S)-2 

(28, 38, 6R, 9S)-2 

(2R, 3S, 65, 9S)-2 

0 C 02H 
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7. 6 Stratégie et synthèse des analogues incorporant l'AAI. 

7.6.1 	Stratégie. 

A travers les études de modélisation moléculaire et l'examen de 

modèles physiques, l'insertion d'une chaîne polyméthylène entre la 

position 5 de la proline et le méthyle de l'alanine permet une restriction 

de l'angle ip de l'alanine.10d Notre synthèse de l'AAI nous donne accès à ce 

type de peptidomimétique, qui peut être utilisé comme motif 

conformationellement restreint d'analogue alanylproline. Pour cela, en 

liant l'unité AAI à un résidu mercaptoacyle, quatre composés 2 ont été 

considérés afin d'examiner leurs activités biologiques contre l'ACE et de la 

NEP (figure 9). 

Figure 9. Analogues considérés incorporant l'AAI. 
H 

ŠH ri 
 0 	C 02H 

(2R, 35, 6R, 9S)-2 

Le pharmacophore 2'R-mercapto-1'-oxo-3'-phénylpropyle a été 

choisi pour faire une évaluation qualitative des deux peptidomimétiques 
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à partir d'un modèle connu. A partir de l'acide aminé L-phénylalanine, les 

deux analogues (2'R, 3S, 6S, 9S)-2 et (2'R, 3S, 6R, 9S)-2 ont été synthétisés. 

7.6.2 	Synthèse. 

Les synthèses des deux analogues 2 sont présentées sur le schéma 1. 

L'acide (R)-2-benzylthio-3-phénylpropanoique a été synthétisé en deux 

étapes à partir de la L-phénylalanine avec une inversion de stéréochimie. 

L'a-amine de la phénylalanine est d'abord convertie avec une rétention 

de configuration en l'acide a-bromo 32.35  L'utilisant du nitrite de sodium 

dans l'acide sulfurique convertit l'amine en azide, qui est ensuite déplacé 

par l'a-acide pour conduire à la formation'une a-lactone. Cette lactone est 

ensuite ouverte in situ par le bromure de potassium pour donner 32 avec 

un rendement de 61%. L'utilisation du sel de césium de l'acide 

thioacétique36  permet par une réaction SN2 la conversion du bromure 32 

en l'acide benzylthio 33 avec un rendement de 77%. Les esters (6S)-34 et 

(6R)-34, tous deux obtenus par une déprotection quantitative de la 

protection Boc des indolizidinones (3S, 6S, 9S)-Boc-AAI-OMe et (3S, 6R, 

9S)-Boc-AAI-OMe respectivement par l'acide chlorhydrique dans le 

dichlorométhane, sont acylés avec l'acide benzylthio 33, en utilisant le 

tétrafluoroborate de benzotriazol-1-y1-1,1,3,3-tétraméthyluronium37  

(TBTU) et la triéthylamine dans l'acétonitrile. Les analogues protégés (2'R, 

3S, 65, 9S)-35 et (2'R, 3S, 6R, 9S)-35 ont été obtenus avec des rendements de 

78% et 62% respectivement. Les déprotections des fonctions ester et 

thioester ont été effectuées avec l'hydroxyde de lithium dans un mélange 
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dioxane-eau. Ces réactions ont été suivies par HPLC analytique et 

spectrométrie de masse. Ces analyses ont montré des réactions complètes 

après 2 h. La purification par HPLC préparative38  puis lyophilisation 

conduit aux analogues désirés (2'R, 3S, 6S, 9S)-2 et (2'R, 3S, 6R, 95)-2 avec 

des rendements de 80% et 70% respectivement. 

7. 7 Résultats et commentaires. 

Les activités biologiques des composés (2'R, 3S, 6S, 9S)-2 et (2'R, 35, 

6R, 9S)-2 ont été mesurées contre l'ACE et la NEP. Les activités contre 

l'ACE et la NEP ont été déterminées dans les laboratoires des professeurs 

Roques et Crine respectivement et ont donné les résultats suivant, 

exprimés en nM (les courbes d'inhibition sont présentées dans l'annexe 3): 

Tableau 4. Pouvoirs inhibiteurs sur l'ACE et la NEP des analogues (2'R, 

3S, 6S, 9S)-2 et (2'R, 35, 6R, 95)-2. 

ACE 	NEP 

(2'R, 3S, 6S, 9S)-2 	10.4 	0.87 

(2'R, 3S, 6R, 9S)-2 	512 	7363 

Ainsi les analogues présentent d'excellentes valeurs d'inhibition 

contre l'ACE, en particulier pour l'analogue (2'R, 3S, 6R, 9S)-2. Par contre 

le pouvoir inhibiteur est modeste contre la NEP. Ces derniers résultats 

pourraient s'expliquer par le mauvais choix du pharmacophore thiol. 
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7. 8 Partie expérimentale. 

General: Experimental protocols were conducted as described in the 

general section of the article of chapter 6. 

(S)-2-Bromo-3-phenylpropanoic acid (32).35a A solution of potassium 

bromide (4.02 g, 34.0 mmol, 340 mol %) in sulfuric acid (20 mL, 2.5 N) was 

treated with L-phenylalanine (1.65 g, 10.0 mmol, 100 mol %) and the 

solution was cooled to 0 °C. Solid sodium nitrite (1.05 g, 15.0 mmol, 150 

mol%) was added in portions over a period of 15 min. After stirring for 1 

h at 0 °C and 2 h at room temperature, the product was extracted with Et20 

(3 x 10 mL). The combined organic layers were washed successively with 

H20 (10 mL) and brine (10 mL), dried and evaporated to afford a light 

yellow oil. This oil was taken up in ether and diluted with hexane until 

cloudy and then let stand overnight at 4 °C. Colorless needles of 2-

hydroxy-1-phenylpropanoic acid were collected. The filtrate was 

evaporated and the residue was distilled at low pressure (0.6 mm, 160 °C) 

to give the bromide as a colorless oil. 

(S)-2-Bromo-3-phenyl propanoic acid (32, 1.4 g, 61%): Rf — 0.46 (1:1 

Et0Ac:hexane); 1H NMR Ô 3.2 (m, 1 H, CH2), 3.43 (m, 1 H, CH2), 4.40 (m, 1 

H, CH a), 7.30 (m, 5 H, Ar), 11.40 (s br, 1 H, OH); 13C NMR å 41.2 (CH2), 

45.0 (CH Œ ), 127.3, 128.7, 129.1 (3 CH Ar), 136.2 (Cci  Ar), 184.5 (CO OH). 

(R)-2-(Benzoylthio)-3-phenylpropanoic acid (33).36  Cesium thiobenzoate 

was prepared by addition of cesiun carbonate (Cs2CO3, 193 mg, 1.0 mmol) 

to a solution of freshly distilled thiobenzoic acid (129 1.t1, 1.1 mmol, 110 
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mol %) in methanol (2 mL). The solvent was removed under vacuum 

and the residue was triturated three times with dry acetone and 

evaporated to yield a white powder. 

A solution of (S)-2-bromo-3-phenylpropanoic acid (32, 230 mg, 1 mmol) in 

DMF (1.5 mL) was treated with cesium thiobenzoate (297 mg, 1.05 mmol, 

105 mol %). The solution was stirred at room temperature for 20 h and 

the DMF wsas removed in vacuo. The residue was dissolved in Et20 (5 

mL), washed successively with H20 (2 mL) and brine (2 mL), dried and 

evaporated to afford a white solid which was recrystallized from 

petroleum ether. 

(R)-2-(Benzoylthio)-3-phenylpropanoic acid (33, 222 mg, 77%): Rf = 0.32 

(1:1 Et0Ac:hexane); mp 104-105 °C (lit.36: 103-104 °C); [a}% +3.5° (c 0.5, 

CHC13) (lit.36: +3.2°, c 0.5, CHC13); 1H N1VIR Ô 3.04 (dd, 1 H, CH2, J = 7.6, 

14.1 Hz), 3.29 (dd, 1 H, CH2, 1 = 7.6, 14.1 Hz), 4.56 (t, 1 H, CH a, 1 = 7.6 Hz), 

7.18 (s, 5 H, Ar Bz), 7.10-7.80 (m, 5 H, Ar Bn), 9.99 (s br, 1 H, OH); 13C NMR ô 

37.4 (CH2), 47.2 (CH a), 127.1, 127.4, 128.5, 128.7, 129.1, 133.8 (2 CH Ar), 135.9, 

136.9 (2 Cg  Ar), 176.5 (CO SBz),  189.9 (CO OH). 

(35, 6S, 9S)- and (3S, 6R, 95)-Methyl 2-0xo-3-amino-1- 

azabicycloI4.3.0]nonane-9-carboxylate hydrochloride ((3S, 6S, 9S)-34 and 

(35, 6R, 95)-34). To a stirred solution of either (3S, 6S, 9S)- or (3S, 6R, 95)-

Boc-IAA-0Me (0.21 mmol, 66 mg) in dichloromethane (2 mL) was bubbled 

a stream of HC1 gas at room temperature for 15 min when TLC analysis 

(1:1 Et0Ac:hexane) indicated complete disappearance of the starting 

carbamate. The white precipitate was filtered to give the hydrochloride 

salt 34. 
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(35, 6S, 9S)-Methyl 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxylate 

hydrochloride 	((35, 6S, 9S)-34, 52 mg, 100%): Rf = 0.35 (4:1:1 n - 

BuOH:AcOH:H20); mp 85-90 °C; [0]20D —54.9° (c 1.0, CH3OH); 1H NMR 

(CD30D) ô 1.66-1.79 (m, 2 H, CH2 IAA-4a,5),  1.93 (m, 1 H, CH2 IAA-7), 2.09 

(m, 1 H, CH2 IAA-8),  2.17-2.34 (m, 3 H, CH2 IAA-5,7,8),  2.46 (m, 1 H, CH2 IAA-

4), 3.73 (s, 3 H, CH3), 3.71 (dddd, 1 H, J = 10.1, 10.1, 5, 5, CH IAA-6), 4.04 (t, 1 

H, J = 8.6, CH IAA-3),  4.49 (d, 1 H, j = 8.7, CH IAA-9); 13C NMR (CD30D) ô 

23.9 (CH2 IAA-05), 26.6 (CH2 IAA-C4), 29.1 (CH2 LAA-C8), 31.8 (CH2 IAA-C7), 

49.0 (CH IAA-3), 52.6 (CH IAA-0Me),  57.1 (CH IAA-6), 58.6 (CH IAA-9),  167.1 

(CO IAA), 172.0 (CO IAA); HRMS calcd for C10H17N203 (MH+) 213.1239, 

found 213.1246. 

(35, 6R, 9S)-Methyl 2-0xo-3-amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate 

hydrochloride ((3S, 6R, 9S)-34, 52 mg, 100%): Rf = 0.35 (4:1:1 n-

BuOH:AcOH:H20); 1H NMR (CD30D) ô 1.60-1.78 (m, 2 H, CH2 IAA-4a,5), 

1.87-2.12 (m, 3 H, CH2 IAA-5,7,8), 2.20-2.30 (m, 2H, CH2 IAA-7,8), 2.40 (M, 1 H, 

CH2 IAA-413), 3.65 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.70 (s, 3 H, CH3), 3.90 (m, 1 H, CH 

IAA-3), 4.41 (d, 1 H, J = 8.7 Hz, CH IAA-9); 13C NMR (CD30D) Ô 27.3 (CH2 

IAA-05), 28.1 (CH2 IAA-C4), 29.4 (CH2 IAA-C8), 32.4 (CH2 IAA-C7), 51.5 (CH 

IAA-3), 531 (CH IAA-Ome),  59.6 (CH IAA-6), 62.3 (CH IAA-9), 166.5 (CO IAA), 

173.5 (CO IAA). 

(2'R, 	3S, 	6S, 	9S)-Methyl 	2-0xo-3-(2'-(benzoylthio)-1'-oxo-3'- 

phenylpropanoyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 

6S, 9S)-35). Crude hydrochloride ((35, 6S, 9S)-34, 73 mg, 0.225 mmol, 100 

mol %) in acetonitrile (2 mL) was treated with (R)-2-(benzoylthio)-3-

phenylpropanoic add (33, 71 mg, 0.248 mmol, 110 mol %) followed by 
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benzotriazol-1-y1-1,1,3,3-tetramethyluronium tetrafluoroborate37  (TBTU, 

81 mg, 0.44 mmol, 120 mol %) and triethylamine (67 pl, 0.478 mmol, 210 

mol %) and the solution was stirred at room temperature for 3 h when 

TLC analysis (4:1:1 n-BuOH:AcOH:H20) indicated complete disappearance 

of the starting hydrochloride 34. Brine (7 mL) was added and the mixture 

was extracted with Et0Ac (3 x 5 mL). The combined organic layers were 

washed successively with 2 N HC1 (0.8 mL), H20 (0.8 mL), 5% NaHCO3 

(0.8 mL) and H20 (0.8 mL), dried, and evaporated to afford an oil that was 

chromatographed with 1:2 hexane in Et0Ac as eluant to yield a colorless 

oil. 

(2'R, 	3S, 	6S, 	9S)-Methyl 	2-0xo-3-(2'-(benzoylthio)-1'-oxo-3'- 

phenylpropanoyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((IR, 35, 

6S, 9S)-35, 84 mg, 78%): Rf = 0.6 (2:1 Et0Ac:hexane); [a]20D +16.2° (c 1.3, 

CHC13); 1H NMR ô 1.30 (m, 1 H, CH2 IAA-4a),  1.50-1.66 (m, 2 H, CH2 IAA-

5,7), 1.95-2.15 (m, 4 H, (---H2 IAA-5,7,8,8),  2.39 (m, 1 H, CH2 IAA-4(3), 3.02 (dd, 1 

H, 1 = 9, 13.7 Hz, PhCH2), 3.35 (dd, 1 H, J = 6.6, 13.7 Hz, PhCH2), 3.62 (m, 1 H, 

CH IAA-6), 3.64 (s, 3 H, CH3), 4.22 (m, 1 H, CH IAA-3),  4.36-4.42 (m, 2 H, CH 

IAA-9, CH), 7.08 (d, 1 H, J = 5.5 Hz, NH), 7.21 (s, 5H, Ar Bz), 7.10-7.80 (m, 

5H, Ar sn); 13C NMR ô 26.2 (CH2 IAA-05), 26.9 (CH2 IAA-C4), 29.1 (CH2 IAA-

C8), 310 (CH2 IAA-C7), 37.6 (PhCH2), 48.1 (CHa), 49.4 (CH IAA-3), 52.4 (CH 

IAA-0Me), 56.3 (CH IAA-6),  58.1 (CH IAA-9), 126.8, 127.5, 128.4, 128.6, 129.2, 

133.7 (CH Ar), 136.3, 137.7 (Cq  Ar), 168.5, 170.0, 172.0 (CO), 190.6 (CO Bz); 

HRMS calcd for C26H29N205S (MH+) 481.1797, found 481.1808. 



Chapitre 7 	 419 

(2'R, 	3S, 	6R, 	95)-Methyl 	2-0xo-3-(2'-(benzoylthio)-1'-oxo-3'- 

phenylpropanoybamino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 35, 

6R, 9S)-35) was prepared by the same procedure as described for (2'R, 3S, 

6S, 9S)-35 using (3S, 6R, 9S)-methyl 2-oxo-3-amino-1-

azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate hydrochloride ((3S, 6R, 9S)-34, 68 

mg, 0.21 mmol). Purification by chromatography using 1:3 hexane in 

Et0Ac as eluant yield a colorless oil. 

(2 R, 	3S, 	6R, 	9S)-Methyl 	2-0xo-3-(2'-(benzoylthio)-11 -oxo-3'- 

phenylpropanoyl)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 

6R, 9S)-35, 63 mg, 62%): Rf — 0.54 (3:1 Et0Ac:hexane); 1H NMR 8 1.60-1.76 

(m, 2 H, CH2 IAA-4«,5),  1.94-2.02 (m, 2 H, CH2 IAA-7,8), 2.05-2.15 (m, 3 H, 

CH2 IAA-5,7,8), 2.36 (m, 1 H, CH2 IAA-413), 3.07 (dd, 1 H, 1 — 8.3, 14.3 Hz, 

PhCH2), 3.42 (dd, 1 H, j = 7.1, 14.2 Hz, PhCH2), 3.61 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.68 

(s, 3 H, CH3), 4.06 (m, 1 H, CH IAA-3), 4.36-4.48 (m, 2 H, CH TAA-9, CHU), 6.90 

(d, 1 H, J — 5.4 Hz, NH), 7.25 (s, 5 H, Ar Bz), 7.10-7.80 (m, 5 H, Ar Bn); 13C 

NMR â 27.5 (CH2 IAA-05), 27.6 (CH2 IAA-C4), 28.3 (CH2 TAA-C8), 31.4 (CH2 

IAA-C7), 36.5 (PhCH2), 47.4 (CHa), 51.5 (CH TAA-3), 52.2 (CH IAA-0Me),  58.0 

(CH IAA-6), 60.3 (CH IAA-9), 126.7, 127.4, 128.3, 128.5, 129.2, 133.7 (CH Ar), 

136.1, 137.6 (Cq  Ar), 167.4, 170.5, 172.1 (CO), 191.3 (CO Bz). 

(2'R, 3S, 6S, 9S)- 2-0xo-3-(21-mercapto-1-oxo-3'-phenylpropanoyDamino-

1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((ZR, 35, 6S, 9S)-2). A solution of 

(2'R, 	3S, 	6S, 	9S)-Methyl 	2-0xo-3-(2'-(benzoylthio)-11 -oxo-3'- 

phenylpropanoyl)amino-1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 

6S, 9S)-35, 78 mg, 0.162 mmol) in dioxane (1.5 mL) was treated with 1 M 

LiOH solution (0.65 mL, 0.648 mmol, 400 mol %) and stirred at rt for 2 h 
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when TLC analysis (2:1 Et0Ac:hexane) indicated complete disappearance 

of the starting ester 35. Analysis by analytical HPLC showed loss of starting 

material (peak at Retention time = 22.17 min) and appearance of two new 

peaks (Retention time = 13.32 min for benzoic acid and Retention time =-

15.45 min for 2). The mixture was partitioned between Et0Ac (5 mL) and 1 

M NaH2PO4 (5 mL). The aqueous phase was extracted with Et0Ac (3 x 4 

mL) and the organic layers were combined, washed with brine, dried, and 

evaporated to a crude solid. Purification26  of this compound was 

performed by HPLC on a preparative inverse phase Watman column C-18 

(10 iun, 100 Å, 22 x 500 mn) eluting with a linear gradient of 

H20:CH3CN:TFA = 60:40:0.01 to 0:100:0.01 (v/ v) over 60 min with a flow 

rate of 20 mL min-1  and detection at 220 nm. Lyophylization of the 

appropriate fractions afforded the desired compound 2 as a white solid. 

(2'R, 3S, 6S, 9S)- 2-0xo-3-(2'-mercapto-t-oxo-3'-phenylpropanoyl)amino-

1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 6S, 95)-2, 47 mg, 80%): Rf 

= 0.24 (1:1 MeOH:Et0Ac); Retention time = 15.45 min; 1H NMR (CD30D) 

1.31-1.40 (m, 1 H, CH2 IAA-4a), 1.42-1.50 (m, 1 H, CH2 IAA-5), 1.62 (m, 1 H, 

CH2 IAA-7), 1.94-2.30 (m, 5 H, CH2 IAA-5,7,8,8,413), 2.94 (dd, 1 H, J = 6.9, 13.7 

Hz, PhCH2), 3.18 (dd, 1 H, J = 8.0, 13.7 Hz, PhCH2)1  3.41 (ddd, 1 H, J = 7.6, 7.6, 

7.6 Hz, CH IAA-3), 3.61 (dddd, 1 H, J = 5.1, 5.1, 10.2, 10.2 Hz, CH IAA-6,),  4.32 

(ddd, 1 H, J = 7.4, 7.4, 7.4 Hz, CH«), 4.43 (d, 1 H, J= 8.6 Hz, CH IAA-9),  7.08 (d, 

1 H, 1 = 5.5 Hz, NH), 7.09-7.21 (m, 5 H, Ar), 8.41 (s br, 1 H, OH); 13C NMR 

(CD30D) ò 26.4 (CH2 IAA-05),  26.5 (CH2 IAA-C4), 28.5 (CH2 IAA-C8), 32.0 

(CH2 IAA-C7), 42.2 (CH2 MA), 44.2 (CH MA-a), 49.1 (CH IAA-3),  57.3 (CH IAA-

6), 58.8 (CH 1AA-3), 126.9, 128.4, 129.2 (CH Ar), 137.9 (Cci  Ar), 170.0, 172.2, 173.6 
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(CO); MS çalcd for C181-123-N204S (MH+) 363.4, found (MI-1±) 363.1; 

HRMS calcd for C18H23N204S (MH+) 363.1378. 

(2'R, 3S, 6R, 9S)- 2-0xo-3-(2'-mercapto-r-oxo-3'-phenylpropanoyflamino-

1-azabicyclo[4.3.01nonane-9-carboxylate ((ZR, 3S, 6R, 9S)-2) was prepared 

by the same procedure as described for (2'R, 3S, 6S, 9S)-2 using (2'R, 3S, 6R, 

9S)-methyl 2-oxo-3-(2'-(benzoylthio)-11-oxo-31-phenylpropanoyl)amino-l-

azabicyclo[4,3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 6R, 9S)-35, 62 mg, 0.129 

mmol). Analysis by analytical HPLC showed loss of starting ester 35 (peak 

at Retention -time = 21.14 min) and appearance of two new peaks 

(Retention time = 13.30 min for benzoic acid and Retention time = 14.95 

min for 2). Purification38  of this compound by preparative inverse phase 

HPLC and lyophylization of the appropriate fractions afforded the desired 

compound 2 as a white solid. 

(2'R, 3S, 6R, 95)- 2-0xo-3-(2'-mercapto-r-oxo-31-phenylpropanoyl)amino-

1-azabicydo[4.3.0]nonane-9-carboxylate ((2'R, 3S, 6R, 95)-2, 33 mg, 70%): Rf 

= 0.27 (1:1, MeOH:Et0Ac); Retention time = 14.95 min; mp 116-117 °C; 1H 

NIVIR -(2D30D) ô 1.48-1.756 (m, 3 H, CH2 IAA), 1.93-2.11 (m, 5 H, CH2 IAA), 

2.93 (dd, 1 H, J = 7.5, 17.1 Hz, PhCH2), 3.14 (dd, 1 H, J = 6.6, 13.9 Hz, PhCH2), 

3.45 (m, 1 H, CH IAA-3), 3.55 (m, 1 H, CH IAA-6), 3.89 (m, 1 H, CH IAA-9), 

4.32 (dd, 1 I-)1, J  =9:8,9.13 Hz, 	710=7.26 (m, 5 H, Ar), 8.55 (s, br, 1 H, 

OH); 13C NMR (CD30D) ô 27.3 (CH2 IAA-05), 27.7 (CH2 IAA-C4), 28.1 (CH2 

IAA-03), 33.4 (CH2 IAA-C7),  41.2 (PhCH2), 44.1 (CHa), 51.1 (CH IAA-3),  58.9 

(CH TAA-6), 60.6 ICH  IAA-9),  126.9, 128.4, 129.4 (CH Ar),  13T5 (Cq Ai),  169.5, 

173.0, 174.3 (CO); HRMS calcd for C18H23N204S (MH+) 363.1378. 
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CHAPITRE 8 

Travaux futurs. 

Les travaux futurs pourraient s'orienter dans trois directions qui 

sont la synthèse, les analyses conformationnelles et les applications de 

l'acide aminé indolizidinone. 

8 . 1 Stratégie et synthèse. 

La stratégie développée est d'une grande richesse, car elle permet 

d'avoir accès à une multitude de dérivés. Dans un premier temps, des 

investigations pourraient être menées en synthétisant des dérivés de 

l'acide aminé indolizidinone, avec l'incorporation de substituants ou 

l'obtention d'une gamme variée d'azabicydes. Ces acides aminés 

azabicydiques devront être obtenus par couplages sélectifs d'acides aminés. 

En conséquence, la méthodologie devrait être développée pour réussir le 

couplage entre des acides aminés dicarboxyliques nudéophiliques et 

électrophiliques (équation 1). Une investigation sur les combinaisons 

possibles de couplage devrait conduire au succès de cette réaction. 
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La modélisation moléculaire des composés azabicyclo[X.Y.O]alcanes 

de type amide N-acétyl N-méthyle (1), n variant de 1 à 2, m variant de 0 à 3 

et de configuration S ou R, a permis de prédire un profil du composé idéal 

pouvant agir dans un peptide comme un mimétique de repliement p de 

type II'. 

1 

Ces résultats ont permis de montrer que le bicycle du type [4.4.0] 

présente des valeurs des angles de torsion des résidus deux et trois (p2  et 

4)3) similaires à celles idéales d'un repliement p de type II (figure 1 et 2, 

tableau 1). 
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Figure L Dérivés  a zahi  cyr1 nal ca n PS amides N ,acel yl N -méthyle. 
H 

Tableau 1. Comparaison des valeurs des angles de torsion (deg.) des 

systèmes azabicyc1o14.4.OIdécanes avec le rep1iement13 de type fl et avec les 

AAI. 
W2 4)3 

Type II' idéal -1200  -80° 
Conformère représentant un repliement de type y (6S)-2 -168° -74° 
Conformère représentant un repliement de type y (6R)-2 -137° -76° 
Conformère représentant un repliement de type y (6S)-3 -115° -80° 
Conformère représentant un repliement de type y (6R)-3 -153° -86° 
Conformère représentant un repliement de type 13 (6S)-2 -127° -67° 
Conformère représentant un repliement de type 13 (6R)-2 -125° -72° 
Conformère représentant un repliement de type 13 (6S)-3 -121° -85° 
Conformère représentant un repliement de-type 1316R)-3 -137 -100° 

(La modèlisation moléculaire a été effectuée avec le programme Macromodel, en 
utilisant le champs de force Amber dans le chloroforme. Les conformères 
représentant les repliements de type y correspondent aux minima observés en 
modèlisation moléculaire. Les conformères représentant les repliements de type 0 
correspondent au 5éme  conformère pour (6S)-2, au 2éme  conformère pour (6R)-2, au 
8éme  conformère pour (6S)-3, au 4éme  conformère pour (6R)-3.) 
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Figure 2. Représentation des conformations de repliement 13 pour les 

deux diastéréoisomères -(65)-3 et (6R)-1 

(6S)-3 

8 . 2 Analyse conformationnelle. 

Dans le domaine de l'analyse conformatiormelle des amides 

modèles, les recherches effectuées pourraient être complétées par des 

études de spectroscopie RMN 2D avec le (3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-NHMe afin 

de déterminer la conformation en solution. Dans le cas du tripeptide 

modèle (3S, 65, 9S)-Ac-Val-AAI-Val-NMe2, deux voies peuvent être 

explorées avec d'une part la modification de la structure peptidique en 

introduisant un acide aminé leucine à la place d'un acide aminé valine et 

la synthèse du peptide modèle (3S, 6S, 9S)-Ac-Leu-AAI-Val-NMe2 (4, 

figure 3). D'autre part, la voie des dérivés nitrophényles, avec les 

synthèses des deux dérives (35, 65, 95)-Dnp-Val-AAI-Val-pNA (5, figure 3) 

et (3S, 65, 95)-Dnp-Gly-Val-AAI-Val-Gly-pNA (6, figure 3), peut être 

étudiée. 
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Une autre possibilité consisterait à étudier des peptides cycliques tels 

que les dérivés c(R-G-D-AAI) (7, figure 4) et c(R-G-D-AAI-V) (8, figure 4). 

Par comparaison avec les études effectuées par Kessler sur ces peptides 

cycliques incorporant le BTD (voir annexe 1), des études de spectroscopie 

RIVIN (coefficients de température et 2D) permettront de déterminer les 

profils des conformations induites par l'AII dans ces deux peptides 

cycliques en solution. -Ces données devrdierrt aider à connaître la capacité 

de l'AAI à stabiliser un repliement de type II'. 
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Figure 4. 
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8 . 3 Applications. 

Dans le domaine de l'analogue de la gramicidine S, les recherches 

effectuées pourraient être complétées par des études de spectroscopie 

RMN 2D pour déterminer la conformation en solution. La synthèse du 

diastéréoisomère IAAI4-5,4'-51-GS (9) permettrait des comparaisons entre 

les deux diastéréoisomères 6S et 6R de l'acide aminé indolizidinone afin 

d'évaluer un profil d'activité. 

H 

4240 
H21\L",-,"%•.>"e'e..- N H2 

0 Fi 
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)( t 
0 H 

[AA14-54-5]-GS (9) 



(2S, 3S, 6S, 93)--» 

0 C 02H 

H-Leu-Ser-Arg-Leu-Phe H-Leu-Ser-Arg-Leu-Phe 
CO-Ala-NHo 

Chapitre 8 	 440 

Dans le domaine de l'inhibition double de métalloprotéases ACE et 

NEP, les recherches effectuées devront être complétées par les synthèses 

des diastéréoisomères (2'S, 3S, 6S, 9S)-10 et (2'S, 3S, 6R, 95)-10 afin de 

permettre les comparaisons avec les meilleurs inhibiteurs. 

-(2S, 3S,--6R,-9S)-j9 

Enfin, un nouveau domaine peut être exploré. La séquence 

octapeptidique de l'hormone de croissance humaine (hGH[6-13]: Leu-Ser-

Arg-Leu-Pheu-Asp-Asn-Ala) a été rapportée comme ayant des propriétés 

de régulation de l'insuline. Des études RMN ont indiqué qu'un 

repliement 13 de type II centré sur les résidus 11 et 12 est important pour 

l'activité observée ("Hypoglycaemic Activity of an Analogue of Human 

Growth Hormone [6-13] Incorporating a D-Ala-Pro Dipeptide Unir, 

Thompson, P. E.; Lim, N.; Wijaya, E.; Ng, F. M.; Hearn, M. T. W. Bioorg. 

Med. Chem. Lett. 1993, 3, 1625). Ainsi, la synthèse des analogues 

incorporant les AAI (11a et 11b) pourrait fournir des informations 

précieuses sur la relation conformation-activité dans un sujet aussi 

sensible. 
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CHAPITRE 9 

Conclusion. 

Depuis la synthèse par Nagai et Sato du composé 

thiaindoliziçiinone BTD, les peptidomimétiques de type azabicycliques ont 

fait l'objet de beaucoup d'attention. Ma recherche est concentrée à la fois 

sur la synthèse et sur l'utilisation d'un nouveau type de 

peptidomimétique, l'acide aminé indolizidinone. Cette recherche 

introduit les éléments d'utilisation future de ce genre d'outil pour le 

contrôle du repliement peptidique et les études des relations 

conformation-activité de peptides ayant des intérêts en chimie médicinale. 

En 10 étapes et avec un rendement global de 10% à partir de l'acide 

glutamique, la première synthèse énantiosélective de l'acide (3S, 6S, 9S)-2- 

oxo-3-N -(Boc)amino-1-azabi cyclo [4 .3.0]nonane-9-carboxylique 	a 	été 

effectuée. Une nouvelle méthodologie, basée sur une condensation de 

Claisen, une amination réductrice et une cyclisation au lactame, a donc été 

mise au point avec succès. L'optimisation de chacune des étapes a permis 

l'amélioration de la synthèse et l'AAI a été obtenu avec un rendement 

global de 27%. L'utilisation d'un ester méthylique comme groupe 

protecteur de l'acide a a permis une synthèse plus efficace et plus rapide. 

L'AAI a été obtenu en 8 étapes avec un rendement global de 39% à partir 
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de l'acide glutamique. Cette stratégie a permis d'obtenir une variété 

d'acides aminés indolizidinones de configurations diverses. 

L'acide aminé indolizidinone a été facilement incorporé dans 

différents peptides. Dans un premier temps, les choix se sont portés sur 

des études conformationnelles afin de déterminer la ou les conformations 

induites par l'AAI avec les synthèses de peptides modèles, des amides N - 

acétyl N '-méthyl, un peptide possédant des chromophores nitrophényles 

et un tripeptide possédant deux acides aminés valine. Les analyses 

conformationnelles par modélisation moléculaire ont prédit que chacun 

des deux isomères de l'AAI pouvaient fonctionner comme des substituts 

peptidomimétiques des résidus i+I et i+2 dans une conformation de 

repliement p de type II', car les angles de torsions fi) et ip sont similaires à 

ceux du type II idéal. Les études sur l'amide modèle (3S, 6S, 9S)-Ac-AAI-

NHMe ont montré que ce peptide induisait bien une conformation 

présentant une liaison hydrogène dans un solvant non polaire et cette 

conformation était désorganisée sous l'effet d'un solvant polaire. Au 

regard des différents résultats, cette conformation générée ne peut être de 

type 13, mais serait plutôt du type y. Cependant, avec l'introduction de 

chromophores spécifiques dans le peptide modèle (3S, 6S, 9S)-DNP-Gly-

AAI-Gly-pNA, les études de dichroïsme circulaire ont démontré que ce 

peptide présentait une conformation de repliement 13 bien définie. 

Ensuite, la synthèse d'un analogue d'un peptide biologiquement 

actif, la gramicidine S, incorporant deux acides aminés indolizidinones a 

été effectuée afin d'étudier l'efficacité de l'AAI dans un mimétique de 

repliement f3 de type II'. Les similarités des spectres de dichroïsme 
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circulaire entre l'analogue [AAI4-5,41-51-GS et la gramicidine S suggèrent 

une conformation similaire. Les analyses biologiques ont montré que 

l'analogue [AAI4-5,4'-51]-GS présentait un profil antibactérien similaire à 

la gramicidine S, avec cependant un pouvoir hémolytique inférieur. Les 

résultats obtenus suggèrent que l'acide aminé indolizidinone pourrait se 

substituer à un dipeptide et servir comme un analogue 

conformationnellement rigide d'un repliement 13 de type II', qui assiste le 

plissement peptidique en stabilisant les liaisons hydrogènes dans les 

structures secondaires. L'ensemble de ces résultats montre que l'AAI, sous 

l'action d'une contrainte externe telle que la basse température, 

l'induction de chromophores spécifiques ou la formation d'un cycle, est 

capable de stabiliser une conformation définie qui peut être une 

conformation de repliement 13. 

Enfin, pour étudier la capacité de l'AAI à fonctionner comme un 

substitut conformationnellement restreint du dipeptide Ala-Pro lors de 

l'inhibition de métalloprotéases, l'ACE et la NEP, les synthèses 

d'analogues incorporant un chromophore mercapto-acétyle ont été 

effectuées. Ces analogues ont présenté de prometteuses valeurs 

d'inhibition de l'ACE. Avec les informations obtenues avec ces trois 

applications, la détermination des caractéristiques structurales induites par 

l'AAI devrait permettre la conception plus rationnelle de nouveaux 

analogues biologiquement actifs dans d'autres domaines. 
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Une synthèse efficace a donc été développée pour l'obtention d'un 

nouveau peptidomimétique, l'acide aminé indolizidinone, qui donne 

accès à un composé ayant de multiples domaines de recherches et 

d'avenir. Ces systèmes indolizidinones font partie d'une famille 

importante d'analogues clipeptidiques et ce peptidomimétique pourrait 

devenir un standard aussi utilisé que le BTD pour la conception des 

nouveaux analogues bio-actifs. 
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ANNEXE 1 

Compléments au chapitre 2. 
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ANNEXE 2 

Spectres RiVIN choisis. 
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ANNEXE 3 

Courbes d'inhibition de l'ACE et de la NEP pour les analogues 
(2 'R, 3S, 6R, 9S)-2 et (2'R, 3S, 6R, 9S)-2 
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