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Sommaire

De nouveaux catalyseurs peuvent étre générés par la construction de
peptides, incorporant des acides aminés naturels et conformationnellement
restreints, dans l'objectif de mimer les aspects structuraux des sites actifs
d'enzymes. Le travail présenté dans ce mémoire consiste en la synthése et en
la caractérisation d'un nouveau peptide cyclique, le cyclo[|IAA-Asp-IAA-Asp] (1),
dans lequel deux résidus d'acide aspartique sont situés entre deux résidus
d'acide aminé indolizidinone (IAA). Ce peptide cyclique est congu de fagon a
placer les groupes carboxyliques des résidus d'acide aspartique a proximité
grace aux restrictions de la chaine peptidique causées par les I1AAs. Avec ces
caractéristiques, le cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1) est proposé comme mimétisme
des protéases aspartiques.

Les protéases aspartiques constituent une classe d'enzymes qui ont pour
fonction d'hydrolyser les liens amides des peptides et des protéines. Leur site
actif contient deux résidus d'acide aspartique dont les chaines latérales sont
situées a proximité. Un seul groupe carboxylate est protoné dans la forme
active de l'enzyme. Le mécanisme d'hydrolyse pour ces molécules procéde
soit par une attaque nucléophile par un des groupes carboxylates ou par
I'attaque d'une molécule d'eau assistée par les groupes carboxyles comme
acide général/base générale. Dans le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1), la relation
spatiale entre les deux groupes carboxyliques des résidus d'acide aspartique
pourrait promouvoir I'hydrolyse de liens esters ou amides selon le mécanisme
base générale/acide général ou nucléophile.

Deux conformations de méme energie ont été trouvées pour le cyclo[IAA-Asp-
IAA-Asp] (1) utilisant la recherche conformationneile de MonteCarlo. La
premiére conformation posséde les caractéristiques d'un feuillet plissé B
antiparalléle situé entre deux |AAs placés aux positions i + 1 et i + 2 de
repliements B de type II. Dans la seconde, les résidus IAA sont placés aux
positions i eti + 1 d'un repliement tordu. Le peptide cyclique 1 a été préparé en
solution avec un rendement de 11 % ainsi que sur support solide avec un
rendement de 25 % utilisant la résine PAB-BHA.



La conformation du cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1) a été déterminée avec l'aide
des constantes de couplage scalaires en RMN de 'H, des couplages
dipolaires du spectre NOESY et avec les gradients de déplacement chimiques
des protons amides en fonction de la température (A8/AT). Les résuitats de
I'analyse conformationnelle soutiennent I'une des conformations trouvées par
la modélisation moléculaire et non la seconde.

Les constantes de couplage vicinales entre les protons en o et les deux
protons diastéréotopiques en P des résidus Asp indiquent que les groupes
carboxyliques sont positionnés au dessus du cycle. De plus, le titrage
potentiométrique dans I'eau du cyclo{IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) donne des valeurs
anormales de pKa pour les deux acides carboxyliques. Par contre, les
expériences préliminaires consistant & déterminer l'activité catalytique du
cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) montrent que le peptide cyclique est peu efficace
pour accélérer I'hydrolyse de l'acétate de 2,4-dinitrophényle.

En détaillant la synthése et la caractérisation du cyclofIAA-Asp-lIAA-Asp] (1), ce
travail de recherche discute du mérite de I'utilisation d'acide aminés naturels et
conformationnellement restreints pour la construction de peptides pouvant
mimer les sites actifs d'enzymes.
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CHAPITRE 1;
Introduction

1.1 Enzymes et modéles d'enzymes.

Les systémes biologiques possédent un grand nombre de protéines.1
Ces molécules sont constituées d'une ou de plusieurs chaines d'acides
aminés. Les chaines d'acides aminés adoptent des conformations particuliéres
qui définissent la structure secondaire des protéines . Elle comprend les
formes aléatoires ou organisées comme les hélices, les feuillets et les
repliements. L'organisation tridimentionnelle de la protéine en une structure
tertiaire de forme globulaire qui permet le déroulement des réactions
métaboliques donne naissance aux enzymes. Ces molécules sont essentielles
au fonctionnement de tous systémes biologiques.2

Les enzymes catalysent les réactions chimiques dans leur site actif. Ces
crevasses renferment les caractéristiques chimiques adéquates pour faire la
réaction spécifique a I'enzyme. Le site actif comprend un site de liaison
incluant les résidus d'acides aminés qui fixent le substrat puis, un site
catalytique composé des résidus responsables du mécanisme catalytique. Les
réactions catalysées par les enzymes sont diverses. Elles incluent les ruptures
de liaisons, les formations de liaisons, les transferts de groupements
fonctionnels, les réactions d'oxydo/réduction et les isomérisations.

Du nombre élevé de possibilités de séquences d'acides aminés, une faible
portion seulement a été sélectionnée par la nature pour agir comme protéines
utiles aux organismes vivants. Les enzymes sont donc des systémes optimisés,
sélectionnés au cours de I'évolution et capables de réaliser les transformations
chimiques nécessaires a la vie. Une question survient alors: Serait-il possible



d'atteindre les propriétés catalytiques des enzymes en transposant les
caractéristiques chimiques de leurs sites actifs a l'intérieur de molécules
simples?3 Cette question a intéressé et intéresse toujours la communauté
scientifique. La construction de modéles de sites actifs est utile non seulement
pour I'élaboration de nouveaux systémes catalytiques mais aussi pour pour la
compréhension des mécanismes enzymatiques.

Plusieurs modeéles de sites actifs d'enzymes ont été congus au cours des
années. Des complexes contenant un ou plusieurs centres métalliques ont été
préparés comme modéles pour |'étude des sites de coordination des
métalloenzymes.4 D'autres sites actifs d'enzymes ont également été mimés.
Par leur importance biologique, les peptidases sont des cibles de choix pour la
conception de modéles de sites actifs d'enzymes.

1.2 Mimétismes de peptidases.

Les enzymes protéolytiques® (peptidases ou protéases) sont impliquées
dans de nombreux processus biochimiques. Leur mode d'action réside dans le
clivage des liens amides des peptides et protéines aux extrémités
(exopeptidases) ou a l'intérieur (endopeptidases) de la chaine peptidique . Les
peptidases sont classés selon leur mode d'action. Quatre classes
mécanistiques sont reconnues.® Ce sont les protéases a sérines, les protéases
a cystéines, les protéases aspartiques et les métalloprotéases.

Les protéases & sérines constituent une des familles d'enzymes intensivement
étudiées. Les protéases a sérines possédent toutes la méme géométrie de site
actif avec un groupement carboxyle, un noyau imidazole puis un groupement
hydroxyle gréce a la présence des résidus d'acide aspartique, d'histidine et de
sérine.” Le mécanisme de clivage des liens peptidiques implique la formation



d'un intermédiaire acyl-enzyme entre le substrat et I'nydroxyle de la sérine. Ce
dernier agit comme nucléophile, étant activé par l'imidazole et le groupe
carboxylate via un transfert de protons, pour attaquer la fonction carbonyle du
lien amide et libérer I'extrémité N-terminale du substrat. L'acyl-enzyme est
ensuite hydrolysé par une molécule d'eau afin de regénérer I'hydroxyle de la
sérine et libérer I'extrémité C-terminale du substrat. Comme chez les protéases
a sérines, le site actif des protéases a cystéines posséde un environnement
chimique semblable avec un noyau imidazole et un groupement thiol par la
présence du résidu histidine et cystéine8. Le clivage pour cet enzyme implique
aussi la formation d'un intermédiaire covalent ou le thiol de la cystéine est acylé
par le substrat. Dans les protéases & cystéines, le thiol est activé par le noyau
imidazole qui agit comme base générale dans le processus de clivage.

Un petit nombre de molécules organiques bifonctionnelles avec le noyau
imidazole et le groupement thiol,9 ainsi que des peptides cycliques contenant
les résidus His et Cys,10 ont été préparés comme modales de sites actifs des
protéases & cystéines. Certains candidats ont démontrés une activité vis-a-vis
I'hydrolyse d'un anilide9@ ou d'un ester activé9P appuyant I'effet coopératif des
deux groupements (imidazole et thiol) dans le mécanisme d'hydrolyse. La
triade catalytique des protéases a sérines (groupement carboxylique, noyau
imidazole et fonction hydroxylique) a été incorporée dans de nombreux
composés modeéles. Ces derniers comprennent les modéles organiques
simples,11 les polyméres d'acides aminés,12 les peptides linéaires13 et
cycliques.14 Malgré que certains de ces modéles démontrent la coopération
entre le noyau imidazole et le groupement hydroxyle dans I'hydrolyse d'esters
activés, les résultats impliquant des peptides cycliques ne sont pas concluants
tant qu'a l'effet coopératif entre ces groupes fonctionnels.

Le site actif des protéases aspartiques posséde également un environnement
chimique conservé. L'activité catalytique pour ces enzymes nécessite la
coopération de deux groupements carboxyles grdce a deux résidus d'acide
aspartique. Maigré l'importance biologique de ces enzymes, peu de modéles
de leur site actif ont été congus a travers les années.



1.3 Les protéases aspartiques.

Les protéases aspartiques! 5 sont classées en deux catégories
distinctes. La premiére inclue les enzymes de digestion des mammiféres tels
que la pepsine, la rénine et certaines protéases de champignons telle que la
penicillopepsine et I'endothiapepsine. La seconde comprend les enzymes des
rétrovirus tel que la protéase du HIV. Les protéases aspartiques comme la
pepsine consistent en un monomére qui porte deux séquences Asp-Thr(Ser)-
Gly qui sont localisées dans le site actif. La protéase du HIV est un
homodimére dont chaque monomére posséde une séquence Asp-Thr(Ser)-Gly
distincte. Dans les deux cas, le site actif est situé dans une poche profonde qui
posséde deux groupements carboxyliques disposés de part et d'autre du site
actif.

Les caractéristiques du site actif des protéases aspartiques sont connues. La
structure cristallographique du site actif de I'endothiapepsine a pH = 4,5 a été
déterminée par I'analyse rayon-X a haute résolution.1® Le site actif de cet
enzyme posséde une symétrie C2 laissant des environnements semblables
aux deux groupes carboxylates essentiels a I'activité catalytique. Une distance
d'environ 2,9 A est observée entre les oxygénes des carboxylates voisins.
Cette proximité indique qu'un proton peut étre lié entre les deux carboxylates.
Les groupes carboxyles sont liés par des ponts hydrogénes et sont en contact
de fagon équivalente avec une molécule d'eau. Des valeurs de pKa
anormalement basse de =2 et anormalement haute de =5 sont observées pour
les deux acides carboxyliques. Ces valeurs de pKa sont a la source de la
forme de cloche («bell-shaped~») qui décrit I'activité catalytique en fonction du
pH chez les protéases aspartiques.!”

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour I'hydrolyse des liens amides par
les protéases aspartiques. lls sont divisés en deux catégories: I'hydrolyse via
une attaque nucléophile directe de I'un des groupes carboxylates ou via une
catalyse par un mécanisme acide général/base générale impliquant une
molécule d'eau (Figure 1, p. 5). Le mécanisme par I'attaque nucléophile a été
longuement accepté pour la protéolyse.18 De plus en plus d'évidences
supportent le mécanisme d'hydrolyse par une molécule d'eau assistée par les
carboxylates comme acide général/base générale.19
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Figure 1: Mécanismes possibles pour I'hydrolyse des liens amides par les
protéases aspartiques.

Peu de modeles du site actif des protéases aspartiques sont rapportés dans la
littérature. Certains diacides pouvant former des anhydrides cycliques sont



efficaces pour activer I'hydrolyse d'un amide tendu (Figure 2a, p. 6).20 Il est
démontré que cette réaction procéde via un mécanisme nucleéophile. D'autres
exemples dérivés du triacide de Kemp2! démontrent une augmentation du taux
d'hydrolyse d'amides via acylation intramoléculaire (Figure 2b, p. 6).22
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Figure 2: Modéles des protéases aspartiques.

Malgré l'intérét grandissant pour les protéases aspartiques, la littérature
manque de composés modeéles pour les sites actifs des protéases aspartiques.
L'élaboration de nouveaux modéles de site actif incorporant deux acides
carboxyliques & proximité est important non seulement pour la préparation de
nouveaux catalyseurs mais aussi pour I'étude mécanistique de I'hydrolyse.



1.4 Nouveau modéle pour le site actif des protéases
aspartiques.

De nouveaux catalyseurs peuvent étre générés par la construction de
peptides cycliques, incorporant des acides aminés naturels et
conformationnellement restreints, dans I'objectif de mimer les aspects
structuraux des sites actifs d'enzymes. Au meilleur de nos connaissances,
seulement deux exemples de ce type sont présents dans la littérature. Dans le
premier, les résidus Ser, His et Asp ont été combinés au résidu Aba (résidu de
l'acide 3-aminobenzoique) pour mimer le site actif des protéases a sérines
(Figure 3a, p. 7).14a L'accélération de I'hydrolyse de I'acétate de 4-
nitrophényle est démontrée pour ce peptide. L'autre exemple incorpore les
fonctions imidazole, hydroxyle et amide dans un peptide rigidifié par des unités
piperazin-2-one dans le but de mimer le site actif des lipases (Figure 3b, p.
7).23 Aucune activité n'est rapportée pour ce peptide jusqu'a maintenant.

HN/\N

.

. O
: ,Fl‘Yu | ?N_N\_/N?:()
cyclo[Ser-Aba-His-Aba-Asp-Aba-Ala-Aba] O)_/ o

(a) (b)

Figure 3: Peptides conformationnellement restreints comme modéles de
sites actifs d'enzymes.



Dans ce projet de recherche, un nouveau peptide cyclique, le cyclo[IAA-Asp-
IAA-Asp] (1, figure 4, p. 8), est congu pour agir comme mimeétisme des
protéases aspartiques. Ce peptide incorpore deux résidus d'acide aspartique
ot deux résidus d'acide aminé indolizidinone (IAA) qui consiste en un
mimétisme rigide d'un dipeptide hydrophobs.24 Ce peptidomimétisme fait
partie de la famille des acides aminés azabicyclo[X.Y.0O]alcanes qui sont congus
pour induire des repliements dans les chaines peptidiques.25 Pour cette
étude, les résidus IAAs sont utilisés pour restreindre la conformation du peptide
cyclique dans l'objectif de placer & proximité les groupes carboxyles des
résidus d'acide aspartiques. De cette fagon, les aspects structuraux du site actif
des protéases aspartiques peuvent étre mimés.

COH

(o]
H
H CO,H rij “
N + L —=H"y—N H 0o
BOCHN o BOCHN CO.H 00 7 N nulH
(o) 2H N
2 N
HOL,C °
1

Figure 4: Cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) comme mimétisme du site actif des
protéases aspartiques.



L'objectif de ce travail de recherche est la synthése et la caractérisation du
cyclo[IAA-Asp-1AA-Asp] (1). Une étude de modélisation moléculaire est
présentée pour évaluer le potentiel du peptide 1 & agir comme modéle du site
actif des protéases aspartiques. La synthése énantiopure de I'acide aminé
indolizidinone 2 et son incorporation dans le peptide cyclique 1 via une
technique en solution est décrite. Une synthése générale sur support solide est
développée pour I'élaboration future d'une bibliothéque de peptides cycliques
analogues. Finalement, une analyse conformationnelle et une investigation
des caractéristiques physico-chimiques sont présentées pour déterminer le
potentiel du cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) & agir comme mimétisme des protéases
aspartiques.



CHAPITRE 2:
Modélisation moléculaire

Une expérience de modélisation moléculaire est faite pour déterminer la
conformation d'énergie minimale du cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1). Une structure
de départ plane est dessinée avec une fonction carboxylate protonée et l'autre
associée a un ion sodium. Cette forme est choisie pour étudier la conformation
du peptide 1 lorsqu'un seul proton est installé au niveau des carboxylates. Cet
état de protonation reproduit les caractéristiques du site actif des aspartates
protéases (voir section 1.3). La structure de départ est minimisée en énergie
avant d'étre soumise a une recherche conformationnelle par la méthode
MonteCarlo.26,27 Le logiciel Macromode! version 4.528 est utilisé
conjointement avec le champ de force AMBER*29 possédant un modele
continu pour I'eau comme solvant.30 Les détails de I'expérience sont
mentionnés a la section expérimentale (voir section 8.2).

La recherche MonteCarlo du peptide cyclique 1 permet de conserver un total
de 143 structures dans 50 kJ/mol du minimum global (voir rapport final de
modalisation & I'annexe XIV et XV). Les structures générées sont classées en
72 conforméres différents. Ces derniers sont analysés directement sans
minimisation supplémentaire. Deux conformations distinctes possédant la
méme énergie potentielle sont associées aux minima globaux de la recherche
conformationnelle. Ces conforméres sont retrouvées 11 et 13 fois lors de la
recherche stochastique. Par leur basse énergie et par leur grande fréquence
d'apparition, ces deux conformations sont considérées comme les structures
les plus probables pour le cyclofIAA-Asp-lIAA-Asp] (1).



Figure 5:

Minima globaux de la recherche MonteCarlo.
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Les structures des minima globaux (I et Il) sont représentées a la figure 5 (p.
11). Dans ces représentations, seuls les protons amides et les protons des
acides carboxyliques sont présents pour plus de clarté. Dans les deux cas, le
peptide cyclique est caractérisé par une structure concave. Cette forme
particulidre est rendue possible par l'orientation des cycles des résidus 1AAs
qui courbent vers l'intérieur du peptide. Dans le minimum |, les protons amides
des résidus IAAs sont orientés vers l'extérieur du cycle peptidique tandis que
les protons amides des résidus d'acide aspartique sont orientés vers l'intérieur.
De plus, dans ce conformére, I'ion sodium est bien installé entre les groupes
carboxyles. Dans le minimum I, tous les protons amides sont orientés vers
Iintérieur du macrocycle. Pour ce minimum, lion sodium est rejeté pour créer
une charge négative nette au niveau des groupes carboxyliques. Les deux
conformations orientent les chaines latérales des résidus d'acide aspartique de
fagon & placer les groupes carboxyles au-dessus du cycle et face a face.

L'analyse des ponts hydrogénes intramoléculaires est importante pour
caractériser la conformation du peptide 1. Les distances entre les oxygenes et
les protons des liens amides pointant a l'intérieur du cycle ainsi que leur
orientation dans I'espace peut donner des indications sur la présence de ponts
hydroganes entre les résidus. Dans le minimum I, les protons et les oxygénes
des fonctions amides des résidus d'acide aspartique sont séparés de 2,28 et
2,74 A. La proximité de ces fonctions et leur alignement dans l'intérieur du
cycle permet de croire en I'existence de deux ponts hydrogénes
intramoléculaires entre ces deux résidus. Dans le minimum I, tous les protons
amides peuvent étre impliqués dans des ponts hydrogenes avec, comme
accepteurs, les oxygénes des fonctions amides des résidus IAAs. D'autre part,
dans les deux conforméres, & cause de l'orientation et la mobilité potentielle
des chaines latérales des résidus d'acide aspartique, les groupes
carboxyliques peuvent agir comme accepteurs pour créer un patron plus
complexe de ponts hydrogénes intramoléculaires.



13

Angles de Modele Structure. .\
Jorsion u@a&mﬂ secondaire (°)
$1.4 -158 -139 feuillet B-anti.
Y14 135 135 "
b2 63 60 repliement B-II'
VY25 -137 -120 "
-72 _80 -
-4 0 "
X1=69°
X2 = 74 °
wyg=180°
|
Angles de Modele :
Jorsion {moyenne)
Q
14 174
V14 -76
025 -167
Y25 -124
¢36 -68
HO,C ° Va6 80
] X1=45°
X2 =165°
‘ 0y.=180°

Figure 6: Angles diédres des minima d'énergle de I'analyse MonteCarlo.
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Les valeurs des angles diédres moyens (¢, y) des minima d'énergie sont
représentées a la figure 6 (p. 13). Des différences de moins de 10° sont
observées pour les angles de chaque couple de résidus (dn=6n+3, ¥n=¥n+3,
x1=%2). Une symétrie C2 est donc observée pour les modéles du peptide
cyclique 1. Une telle symétrie a été observée expérimentalement dans
plusieurs hexapeptides cycliques du type cyclo[Xxx-Pro-Gly-Yyy-Pro-Gly] ou
Xxx=Yyy.31

Les valeurs des angles diédres (¢, y) pour le minimum | peuvent étre
comparées aux angles diédres des structures secondaires connues (Figure 6,
p. 13).32,33 Les valeurs des angles ¢, y pour les résidus i + 1 et i + 2 du
repliement béta de type II' sont respectivement 60°, -120° et -80°, 0°. Par
comparaison, les valeurs moyennes des angles ¢, y des |IAAs sont de 62°,
-137° et -72°, -4°. Les résultats de la modélisation supportent théoriquement
que le IAA peut induire des repliements béta de type II' lorsqu'il est incorporé
dans des peptides cycliques. D'autre par, les valeurs moyennes des angles
disdres ¢ et y pour les résidus d'acides aspartiques sont respectivement -158°
et 135°. Ces valeurs sont trés semblables a celles rencontrées dans un feuillet
plissé antiparalléle qui sont -139° et 135° pour ¢ et y. . Les angles diédres dans
le minimum Il ne sont pas comparables aux angles des structures secondaires
connues. Dans ce dernier, les résidus I1AAs sont placés aux positionsieti + 1
d'un repliement tordu qui ne s'apparente pas aux structures secondaires
connues.

Le positionnement des chaines latérales des résidus d'acide aspartique est un
facteur essentiel pour mimer les caractéristiques des protéases aspartiques.
Des angles diédres X de 69° et 74° sont observés pour le minimum | du peptide
1. Ces angles correspondent a une conformation du peptide qui oriente les
chaines latérales symétriquement vers l'intérieur du cycle. Dans le minimum I,
les chaines sont positionnées asymétriquement de part et d'autre avec des
angles y de 45° et 165°. Ces résultats doivent étre interprétés avec précaution
puisque les chaines latérales des résidus d'acide aminés sont considérées
comme flexibles. Toutefois, dans les deux conformations, les chaines sont
orientées préférentiellement au-dessus du cycle procurant une proximité aux
deux groupes carboxyles.



15

Selon la recherche MonteCarlo, deux conformations différentes sont possibles
pour le peptide cyclique 1 en solution. Un des conforméres est caractérisé par
deux repliements béta de type II' qui sont séparés par un feuillet plissé
antiparaliéle minimum. D'autre part, la conformation du second minimum ne
s'apparente pas aux structures secondaires connues. Les deux conformations
sont caractérisées par une structure compacte qui positionne les chaines
latérales des résidus d'acide aspartique au-dessus du cycle procurant une
proximité entre les deux groupes carboxyles. Ce positionnement est essentiel
pour imiter les caractéristiques du site actif des protéases aspartiques.



CHAPITRE 3
Synthése en solution

3.1 Préparation de Il'acide (3S, 6S, 9S)-2-0x0-3-N-
(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique
(BOC-IAA-OH, 2).

La synthése de I'acide aminé azabicyclique 2 énantiopure implique une
séquence de condensation de Claisen/amination réductive/lactamisation a
partir du (2S)-N-9-(9-PhF)glutamate de a-tert-butyle-y-méthyle (6).24 Cette
stratégie est intéressante puisque l'acide glutamique de départ est peu couteux
et les étapes synthétiques sont simples.

BY 2) pyridine, 25 °C

a _COH > CO;H
©: 39 % ©
NH, NH, 3

acide (2S5)-glutamique

1) TMSCI, CHCl3, A
2) BrPhF (4), Pb(NO3),, Et3N,

CHCl3, 25 °C
85%
NH
COMe /lk COMe Ph ‘
t‘BU\o CClg 2 ﬁ
COstBu ~* L c PrF= 3
ot CH;Cly, 25 °C O=H Y
NHPhF 83 % NHPhF
6 2

Schéma 1: Synthése du (2S5)-N-9-(9-PhF)giutamate de o-tert-butyle-
y-méthyle (6).
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Br 1) n-BuLi, éther, 0 °C "\ _ph
0o
<9 Iy
3) HBr, H20, toluéne, 25 °C 4

70 %
(a)

1) NaH, éther, 25 °C

2) CIsCCN, 0 °C NH
OH > t+Bu ,U\
07 Ncch

95 %

z
(b)

Schéma 2: (a) Préparation du BrPhF (4). (b) Préparation du
trichloroacétimidate de tert-butyle (7).

Trois groupes protecteurs différents sont premiérement installés sur l'acide
(2S)-glutamique. (Schéma 1, p. 16). Dans le méthanol en milieu acide, I'acide
(2S)-glutamique y-méthyl ester (3) est obtenu sélectivement avec un rendement
de 39 % aprés recristallisation.34 L'amine est ensuite protégé avec le bromure
de PhF 4 pour donner l'acide (2S)-N-9-(9-PhF)glutamique-y-méthyl ester (5)
avec un rendement de 85 % aprés recristallisation.35 L'installation du groupe
phénylfluorényle procéde en deux étapes via la protection temporaire de la
fonction acide en o par I'ester de triméthylsilyle et par I'attaque nucléophile de
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I'amine sur le carbone porteur du brome. Le BrPhF (4) est préparé & partir du
bromobenzéne et de la fluorénone avec un rendement de 70 % aprés
recristallisation (Schéma 2a, p. 17).36 Ce groupe protecteur trés volumineux
est choisi pour prévenir la racémisation qui peut se produire au niveau du
carbone en «.37 Finalement, le (2S)-N-9-(9-PhF)glutamate de a-tert-butyle-y-
méthyle (6) est formé par I'attaque nucléophile de I'acide en position a sur le
trichloroacétimidate de tert-butyle (7) avec un rendement de 83 % aprés
chromatographie.38 L'imidate 7 est préparé avec un rendement de 95 % &
partir de I'alcool tert-butylique et du trichloroacétonitrile (Schéma 2b, p. 17).39

COzMe

NaHMDS, THF,
CO.Me 30 °¢ . I)\
t-BuO,C CO.t-Bu O COxt-Bu
COxtBu  65% NG 2= Noe
NHPhE NHPhF 9 NHPhF 10
-]
NaOH, H,0, dioxane, reflux
95 %
1) Ha (6 atm), Pd/C, AcOH, EtOH, 25 °C 0

2) HEl, HoO, CH,Chy, 25 °C

H 3) HCI, MeOH, 25

i 4) EtoN, CH,Cly, 25 °C

5) (BOC),0, EtsN, CH,Clp,25 °C

PBUOQC

91%
COR NHPhF NHPhF

(o]
16 R=Me )
2R=H NaOH, H,0, dioxane. 8
89 %

Schéma 3: Synthése de l'acide (3S, 6S, 95)-2-0x0-3-N-(BOC)amino-1-
azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique (BOC-IAA-OH, 2).
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Le glutamate protégé 6 est ensuite soumis & une condensation de Claisen puis
a une réaction d'hydrolyse/décarboxylation pour conduire au (2S, 8S)-5-oxo-
2,8-di-N-9-(9-PhF)amino azélate de di-tert-butyle 8 (Schéma 3, p. 18).24 La
réaction de Claisen pour obtenir le B-cétoester 9 se produit a -30 °C par
I'addition lente de NaHMDS sur une solution du glutamate 6 avec un
rendement de 65 % aprés chromatographie. Le produit secondaire de la
réaction est le pyroglutamate 10 (25 %) qui se forme par la cyclisation
intramoléculaire de l'azote sur l'ester méthylique en milieu basique. Le
mélange diastéréomérique du P-cétoester 9 est par la suite transformé a la
cétone symétrique 8 par une réaction d'hydrolyse/décarboxylation avec un
rendement de 95 % aprés chromatographie.

Ha (6 atm),Pd/C,
EtOH, AcOH
———-—-——»
+BuOC N CO,t-B
t-Bu .
_ %0 Nacor
H NH,ACOH
NHPhF NHPhF

8 12 l
Hoﬁ\(\/()*COzH HCI, H20, CH2Cl s
Mo - 1-50020\'/\;%

3
NH,CI
AcOH

NH2ACOH
HCI, MeOH 1 (cis)

COxt-Bu

ClHaN
3 I . EtsN, CHoCh
13 (40%)
MeOC COMe
‘ sz
NH3Cl
14 (60 %)

Schéma 4: Etapes de cyclisation de la cétone symétrique 8.
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La cyclisation finale pour conduire & l'acide (3S, 6S, 9S5)-2-0x0-3-N-
(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique 2, & partir de la cétone
8, consiste en une séquence de six étapes simples avec un rendement global
de 91 % (Schéma 3 et 4, p. 18 et 19). Les cing premiéres étapes ne requiérent
aucun traitement des produits des réactions mis a part I'évaporation des
solvants. L'hydrogénation catalytique de la cétone 8, en présence d'acide
acétique et sous six atmosphéres d'hydrogéne, produit le 5-alkylproline 11,
sans PhF, par la formation et réduction de I'imminium 12. La réduction est
stéréosélective pour conduire principalement & l'isomére cis du 5-alkylproline
11. Les esters tert-butyliques sont hydrolysés en milieu acide puis remplacés
par des esters méthyliques pour favoriser la cyclisation intramoléculaire. Un
mélange 40:60 du bicycle 13 et de I'alkylproline 14 est obtenu. La composition
de ce mélange & I'équilibre peut étre évalué par RMN de 1H aprés avoir
directement évaporé un échantillon du mélange réactionnel. Les deux signaux
singulets des esters méthyliques de l'alkylproline 14 apparaissent a 3,83-3,88
ppm, dans le CD30D, tandis que le signal singulet de I'ester méthylique du
bicycle 13 apparait a 3,71 ppm dans le méme solvant. La cyclisation de
l'alkylproline 14 est achevée en soumettant le mélange a un excés de
triéthylamine pour créer les bases libres des fonctions amines. Cette réaction
est suivie par RMN de 1H. Une réaction compléte se traduit par la présence
d'un seul pic singulet a 3,71 ppm, dans le CD30D, qui correspond & l'ester
méthylique 15. Le groupement BOC est ensuite installé sur I'amine avec le
(BOC)20 comme réactif en présence de triéthylamine. Aprés chromatographie,
I'ester méthylique 16 est hydrolysé avec un léger excés de NaOH, dans un
mélange 1:1 d'eau et de dioxane, pour conduire a I'acide (3S, 6S, 95)-2-0x0-3-
N-(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique (BOC-IAA-OH, 2).
L'assignation de la stéréochimie 3S, 6S, 9S de 2 est basée sur la comparaison
des déplacements chimiques et de la multiplicité des signaux en RMN de 1H
dans le CDCI3 avec ceux publiés dans la littérature.24 Ces derniers sont
supportés par les différents couplages dipolaires (effets NOE) par une structure
cristallographique de I'ester méthylique 16. La pureté énantiomérique n'a pas
été déterminée lors de cette synthése puisqu'une pureté supérieure a 99 % a
été trouvée lors de la synthése précédente.24
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3.2 Synthése en solution du cyclo[lAA-Asp-lAA-Asp], (1).

Le succés de la condensation d'acides aminés en solution a été
démontré bien avant I'apparition des techniques sur support solide. Pour des
fins pratiques, des synthéses de petits peptides linéaires et cycliques sont
encore réalisées en solution. Par exemple, la préparation d'hexapeptides
cycliques du type cyclo[Xxx-Yyy-Zzz]2 a été réalisée avec succeés par la
condensation de tripeptides et cyclisation en solution.40 Par analogie, la
préparation du cyclo{IAA-Asp-lAA-Asp] (1) a donc été envisagée en solution.

Une voie convergente est utilisée pour la préparation du peptide cyclique 1. La
stratégie implique la formation du dipeptide IAA-Asp, dimérisation du dipeptide
puis cyclisation du tétrapeptide résultant. La fonction BOC est utilisée comme
groupe protecteur des fonctions amines. L'ester allylique et I'ester benzylique
sont choisis respectivement comme groupes protecteurs des fonctions acides
en a et B de l'acide aspartique. Tous ces groupes protecteurs sont
sélectionnés pour étre enlevés indépendamment sans affecter les autres
groupes. L'ester allylique est utilisé au lieu de I'ester de méthyifluorényle
(OFm) afin d'éviter I'épimérisation du centre en a associée a ce dernier.41
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CO,8n 3 CsHCO;, EBtOH. Hz0 CO,Bn
B AN\ DMF, 25 °C
o o
BOCHN COH 100 % BOCHN 17 COLAllyl
BOC-Asp(OBn)-OH
TFA, CH,Cl,
100 %

COan

L

TFAH,N CO,Allyl
18

Schéma 5: Préparation du TFA<HaN-Asp(OBn)-OAllyl (18).

La préparation du TFA<H2N-Asp(OBn)-OAllyl (18) nécessite une étape de
formation de l'ester allylique et une étape de déprotection du groupement BOC
a partir du BOC-Asp(OBn)-OH commercialement disponible (Schéma 5, p. 22).
La formation de l'ester allylique procéde par la préparation préalable du sel de
césium du BOC-Asp(OBn)-OH.42 Le sel de césium est ensuite traité avec du
bromure allylique, dans le DMF, pour conduire quantitativement a l'allyl ester
17 aprés une simple filtration et évaporation du solvant.43 La force motrice de
la réaction est la précipitation du CsBr. Le groupe BOC est enlevé
quantitativement en présence d'un excés de TFA dans le dichlorométhane pour
conduire au TFA*H2N-Asp(OBn)-OAllyl (18).
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(Me)zN
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Figure 7: Structures du TBTU et du HOBL.

Pour la synthése peptidique, I'absence de réactions secondaires, des temps de
réaction courts et une réduction de I'épimérisation des centres en a des
fonctions acides activées sont des caractéristiques importantes pour un réactif
de couplage idéal. L'apparition des dérivés de I'hydroxybenzotriazole (HOBt,
Figure 7, p. 23) tels que les dérivés phosphonium (BOP44, etc.) ou guanidinium
(TBTU45, etc., Figure 7, p. 23) ont permis d'augmenter I'efficacité des
couplages peptidiques en limitant les problémes énumérés ci-hauts. Dans la
préparation du cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1), les couplages en solution sont
réalisés avec du TBTU et la cyclisation finale avec un mélange de TBTU et
HOBt conjointement avec la triéthylamine et la DIEA comme bases tertiaires.
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Schéma 6: Synthése en soiution du cyc/o[IAA-Asp-IAA-Asp] (1).

La formation du dipeptide BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (19) est la seconde étape
pour la synthése en solution du cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1, Schéma 6, p. 24).
Le BOC-IAA-OH (2) est couplé au TFA*H2N-Asp(OBn)-OAllyl (18) en présence
de triéthylamine et de TBTU, dans l'acétonitrile, avec un rendement de 96 %
sans purification sur colonne.45 La pureté diastéréomérique du dipeptide peut
étre évaluée qualitativement par RMN de 1H et de 13C. Par la singularité des



25

signaux RMN, il est possible d'affirmer que la présence d'épimére est
négligeable et ce malgré I'utilisation d'une base stériquement peu encombrée
comme la triéthylamine. Par exemple, le signal du proton amide a 7,6 ppm (voir
annexe xLvi), qui se trouve & proximité du centre racémisable, n'est pas
accompagné d'un pic secondaire. Ce résultat démontre l'efficacité du réactif de
couplage TBTU, conjointement avec la triéthylamine comme base, pour les
couplages peptidiques impliquant le BOC-IAA-OH (2).

Les déprotections du dipeptide BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (19) aux extrémités
N- et C-terminales sont réalisées indépendamment aprés avoir divisé le
matériel en deux portions égales (Schéma 6, p. 24). Le traitement de l'une des
moitiés avec un excés de TFA dans du dichlorométhane conduit au TFA*H2N-
IAA-Asp(OBn)-OAllyl (20). La déprotection de I'ester allylique nécessite une
catalyse par un métal tel que le Pd0 dans un milieu nucléophilique. Dans notre
cas, l'ester allylique est déprotégé avec une quantité catalytique de Pd(PPh3)4
en présence d'un excés de morpholine dans le THF pour obtenir le BOC-IAA-
Asp(OBn)-OH (21) avec un haut rendement.43

Le couplage des dipeptides TFA*H2N-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (20) et BOC-1AA-
Asp(OBn)-OH (21) est réalisé en utilisant les mémes conditions que le
couplage précédent (Schéma 6, p. 24).45 Par contre, I'obtention du BOC-IAA-
Asp(OBn)-lIAA-Asp(OBn)-OAllyl (22) est obtenu avec un rendement de 50 %.
La haute tendance a I'émulsion est un probléme important du traitement du
produit de cette étape de dimérisation. Cette difficuité peut expliquer en partie
la perte de rendement mais aucune preuve n'est disponible pour expliquer
rationnellement ce faible résultat.

Les déprotections du tétrapeptide 22 aux extrémités C- et N-terminales sont
réalisées selon les protocoles décrits ci-haut (Schéma 6, p. 24). La cyclisation
est réalisée dans le DMF avec une faible concentration en peptide (1,5 mM)
afin d'éviter les couplages intermoléculaires. Un excés de TBTU (3 équ.) et de
HOBT (3 équ.) est utilisé avec un large excés de DIEA (6 équ.).46 Les étapes
de déprotection et de cyclisation permettent d'obtenir le cyclo[|IAA-Asp(OBn)-
IAA-Asp(OBn)] (23) avec un rendement de 30 % apras purification du peptide
brut par HPLC semi-préparatif en phase inversée sur colonne C-18. Dans les
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mémes conditions, le rendement obtenu est comparable aux rendements de
cyclisation de différents hexapeptides rapportés dans la littérature.46

L'enlévement des groupes benzyles est la derniére étape pour I'obtention du
peptide cyclique 1. Une hydrogénation catalytique avec le Pd/C en présence
d'hydrogéne gazeux peut étre susceptible de former des produits secondaires
tel que le dérivé imide cyclique.47 Pour cette raison, un clivage par
hydrogénation catalytique de transfert de phase est utilisé.48 Le peptide
cyclique protégé 23 est traité avec une quantité catalytique de Pd réduit et un
exces d'acide formique dans le méthanol pour conduire au peptide cyclique
déprotégé 1. Malgré cette précaution, certains produits secondaires non-
identifiés sont détectés par 'analyse HPLC du produit brut de la réaction.
Aprés purification par HPLC semi-préparatif en phase inversée sur colonne C-
18, le cycio[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) est obtenu avec un rendement de 85 %.

Le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) est préparé avec succés utilisant une stratégie
en solution. Un rendement global de 10 % est obtenu a partir du TFA*H2N-
Asp(OBn)-OAllyl (18) et du BOC-IAA-OH (2). Ce rendement modeste pourrait
étre augmenté en optimisant certaines étapes plus problématiques que
d'autres. Ceci n'est pas fait puisque, malgré cette réussite, le temps de
préparation du peptide cyclique en solution est long et les étapes de traitement
des produits sont assez laborieuses. De plus, cette stratégie en solution est
limitée a la synthése d'un seul peptide a la fois. Ceci est peu intéressant
puisque l'extension de ce projet nécessite la préparation de plusieurs peptides
analogues au peptide 1. Cela est possible par une technique de synthése
combinatoire qui est plus facilement réalisable par l'utilisation de supports
polymériques. Le prochain chapitre décrit une méthode de synthése du
cyclo{IAA-Asp-IAA-Asp] (1) sur support solide.



CHAPITRE 4
Synthése sur support solide

4.1 Revue de la littérature et stratégie.

La synthése sur supports solides est devenue la méthode de choix pour
la préparation de peptides. Depuis la premiére utilisation par Merrifield et son
équipe,49 la synthése sur support solide a évolué de fagon dramatique.50
L'apparition des nouveaux schémas de protection des acides amines, le
développement des réactifs de couplage plus performants et I'avancement
considérable des techniques de purification par HPLC sont des facteurs qui ont
permis d'étendre le champ d'application de la synthése de peptides sur support
solide.

L'intéret grandissant pour les peptides cycliques homodétiques a permis le
développement de nouvelles techniques de synthése sur support solide pour
leur prép¢'=1ration.51 La plus intéressante consiste a coupler les acides aminés
et & cycliser le peptide tout en gardant celui-ci fixé au support polymére.52.,53
Cette méthode est employée pour la synthése de peptides cycliques
incorporant, entre autres, le résidu d'acide aspartique. La technique consiste &
créer un lien covalent temporaire entre le support polymere et l'acide
carboxylique en B de la chaine latérale de I'acide aspartique ayant les fonctions
en a protégées. Aprés déprotection de la fonction amine, les acides aminés
sont couplés puis le peptide est cyclisé aprés déprotection des extrémités N - et
C -terminales.
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Figure 8: Schémas de protection de l'acide aspartique (a) connus et (b)
proposé pour la synthése sur support solide.

Deux schémas de protection de l'acide aspartique sont utilisés (Figure 8a, p.
28). Avec le groupe Fmoc comme protecteur de I'amine, l'ester allylique
(OAllyl) est employé pour la protection du carboxylate en «.54,55 Avec le
groupe BOC comme protecteur de I'amine, I'ester de méthylfluorényle (OFm)
est employé.56-59 Par contre, comme mentionné au chapitre précédent, cet
ester est susceptible de produire de la racémisation au niveau du centre en .
Cette racemisation survient a cause de la déprotection prématurée du groupe
OFm et de l'activation de l'acide libre par les agents de couplage lors de
I'élongation du peptide.41 De plus, lincorporation de I'ester de
méthylfluorényle sur la résine peut étre problématique étant donné le grand
encombrement stérique de la partie fluorényle.59 Pour ces raisons, un schéma
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de protection de type a-BOC/a-OAllyl (Figure 8b, p. 28) pour I'acide aspartique
est proposé comme alternative pour la synthése sur support solide du
cyclo{|AA-Asp-lIAA-Asp] (1, Schéma 7, p. 29).

- Elongation du Résine
Résine Chargement Résine peptide
+ —_— - o
BOC-Asp-OAllyl o '
(25124 BOC-As'p-OAIlyI BOC-IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp-OAllyl
Cyclisation
Résine
i
IAA-Asp(OH)-IAA-Asp(OH) Clivage !
NH-CO
IAA-Asp(OBn)-1AA-Asp
1

NH-CO—

Schéma 7: Stratégle générale pour la synthése du cyc/o[IAA-Asp-l1AA-Asp]
(1).
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4.2 Préparation de l'acide (2S)-N-(BOC)aspartique-a-allyl
ester (BOC-Asp-OAllyl, (25)-24).

L'acide (2S)-N-(BOC)aspartique-a-allyl ester (BOC-Asp-OAllyl, (25)-24)
est préparé en trois étapes a partir de lacide (2S)-aspartique. La stratégie
implique la protection de la fonction amine par le groupement BOC, une
formation d'oxazolidinone et une ouverture nucléophilique. Cette voie directe
est congue pour étre la plus économique que possible en temps et en colt de
synthése.

o)
NaOH(aq) dioxane
(BOC) OH
OH
66 % BOCHN
(2928 O | parar, APTS
acide (25)- aspamque benzéne, DMF, reflux
82 %
o 1) /\/ oK ,0°C
alcool allylique 9
< oH 2) ACOH oH
2
1 O\/\ o 4 (o}
BOCHN o~ %% sooN
\—o
(2524 (45125

Schéma 8: Préparation de I'acide (2S)-N-(BOC)aspartique-a-allyl ester (BOC-
Asp-OAllyl, (25)-24)
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L'acide (4S)-3-(BOC)-5-o0x0-4-oxazolidineacétique ((4S)-25) est préparé en
deux étapes a partir de I'acide (2S)-aspartique (Schéma 8, p. 30). La fonction
BOC est installée sur I'amine avec le (BOC)20 en milieu basique pour conduire
a l'acide (2S)-N-(BOC)aspartique ((2S)-26) avec un rendement de 66 % aprés
cristallisation.60 L'oxazolidinone (45)-25 est ensuite formée en présence d'un
excés de paraformaldéhyde et d'une quantité catalytique d'acide p-
toluénesulfonique, dans le benzéne a reflux, avec un rendement de 82 % aprés
chromatographie.61

Une réaction d'ouverture nucléophilique de l'oxazolidinone (4S)-25 donne
I'ester allylique (2S)-24 (Schéma 8, p. 30). Cette procédure est basée sur la
synthése de l'ester méthylique en o de l'acide glutamique via I'ouverture de
l'oxazolidinone correspondante par le méthanoate de sodium.62 Dans notre
cas, l'allyloate de potassium est le nucléophile de choix. L'utilisation du sel de
sodium, au lieu du potassium, conduit a l'ester allylique avec un faible
rendement (<20 %). Par contre, l'ouverture de I'oxazolidinone par l'allyloate de
potassium, a 0 °C et dans l'alcool allylique anhydre, conduit & l'acide (2S)-a-
allyl N-(BOC) aspartique (BOC-Asp-OAllyl, (2S)-24) avec un rendement de 36
% aprés chromatographie. L'autre produit de la réaction est I'acide (2S)-N-
(BOC)aspartique (2S5)-26 (50 %) qui peut étre réutilisé dans la séquence de
réactions.
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Schéma 9: Détermination de la pureté énantlomérique.

La racémisation associée a I'ouverture de l'oxazolidinone (4S)-25 est évaluée
en déterminant la pureté diastéréomérique des dérivés a-méthylbenzylamides
de l'oxazolidinone (4S)-25 et de l'ester allylique (2S)-24 par RMN de TH
(Schéma 9, p. 32). La (R)- et la (S)-a-méthylbenzylamine sont couplées de la
méme fagon & l'oxazolidinone (4S)-25 et & I'ester allylique (2S)-24 avec le
TBTU et la triéthylamine dans l'acétonitrile pour conduire aux dérivés o-
méthylbenzylamides (4S, 1'S)-27 et (2S, 1'S)-28 correspondants avec de
hauts rendements.63 Lorsque la (S)-a-méthylbenzylamine a 99 % de pureté
énantiomérique est utilisée, I'examen du signal des protons en position C2 du
cycle oxazolidinone (5 5,33; 5,41), dans l'acétone-dg, démontre une pureté
diastéréomérique d'environ 98 % pour |'amide (4S, 1'S)-27. Une pureté
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énantiomérique d'environ 99 % est donc observée pour l'oxazolidinone (4S)-
25. De méme, lorsque la (S)-a-méthylbenzylamine de 99 % de pureté
énantiomérique est utilisée, I'examen du signal des protons vinyliques de
l'ester allylique (8 5,27; 5,31), dans l'acétone-dg, démontre une purete
diastéréomérique d'environ 91 % pour I'amide (2S, 1'S)-28. Une pureté
énantiomérique approximative de 92 % est donc observée pour I'ester allylique
(25)-24. La quantité de racémisation n'est pas déterminée avec précision mais
une perte de la pureté optique du centre a de I'ordre de quelques pourcents est
évidente lors de l'ouvertude de l'oxazolidinone (4S)-25 par l'allyloate de
potassium & 0 °C. Ce résultat est en accord avec la racémisation observée lors
de l'ouverture d'une oxazolidinone par le méthanoate de lithium.64 L'ester
allylique (2S)-24 est toutefois utilisé tel quel pour la synthése sur support
solide du cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1).

4.3 Synthése sur support solide du cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp]
(1).

La synthése sur support solide du cyclo{IAA-Asp-IAA-Asp] (1) est faite sur
deux résines différentes compatibles avec le groupe protecteur BOC. Le p-
chlorométhyl copoly(styréne-1%-divinylbenzéne), appelé résine de Merrifield
(Figure 9a, p. 34),65 contenant approximativement 1 mmol de chlorométhyle
par gramme de résine, est utilisé. Ce support est peu colteux mais le lien ester
entre le peptide et le polymére est susceptible au clivage lors du traitement au
TFA (25 % dans CH2CI2) pour la déprotection de la fonction BOC.66 Le lien
ester est encore plus fragile si le premier acide aminé est lié au support solide
par le carboxylate en B ou y de la chaine latérale de I'acide aspartique ou de
l'acide glutamique.57 Pour cette raison, l'a-(p-chlorométhyl
phénylacétamido)benzyl copoly(styréne-1 %-divinylbenzéne), résine PAB-
BHA68 (Figure 9b, p. 34), contenant approximativement 0,5 mmol de
chlorométhyle par gramme de résine, est aussi utilisée pour la préparation du
peptide cyclique 1. Pour cette résine, le pont acétamido rend le lien ester plus
stable en milieu acide.
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Figure 9: Supports solides employés.
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Schéma 10: (a) Encrage au support solide et (b) titrage a I'acide picrique.
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L'attachement du premier acide aminé a la résine de Merrifield et & la résine
PAB-BHA est réalisé avec le sel de césium du BOC-Asp-OAllyl (25)-24
(Schéma 10a, p. 34).42 Dans les deux cas, la résine est traitée avec 0,2 mmol
de BOC-Asp-OCs par gramme de résine, a 50 °C et dans le DMF, pour former
le lien ester entre la résine et la fonction carboxylate en B. Aprés déprotection
du groupement BOC avec une solution 25 % v/v de TFA dans du CHaCl2
contenant 2 % v/v d'anisole, un échantillon de chaque résine est prélevé pour
I'évaluation de la quantité d'ester d'acides aminés présents sur la résine.

Un titrage de retour & l'acide picrique est utilisé pour évaluer la quantite
d'amines libres présentes sur la résine (Schéma 10b, p. 34).69 Le principe de
ce titrage consiste premiérement & neutraliser le sel de TFA de I'échantillon de
la résine puis a former le picrate avec l'acide picrique. Aprés lavage de la
résine, le picrate est déplacé par la DIEA et le sel DIEA*picrate" est élué pour
permettre une lecture d'absorbance aprés une dilution adéquate de I'éluat. La
quantité d'ester d'acides aminés présents sur la résine est directement
proportionnelle & la quantité de sel DIEA*picrate~ éluée. Une substitution de
0,15 mmol d'ester d'acides aminés par gramme de résine est trouvée pour la
résine de Merrifield et PAB-BHA. Le rendement de chargement du sel de
césium est donc de 75 %. Ce degré de substitution est adéquat pour maintenir
un effet de pseudo-dilution nécessaire pour minimiser les réactions entre les
chaines peptidiques sur la résine.57
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Schéma 11: Synthése sur support solide cyc/o[lIAA-Asp-l1AA-Asp] (1).

L'élongation du peptide sur le support solide de Merrifield et PAB-BHA procéde
de la méme fagon (Schéma 11, p. 36). Le sel de TFA résultant de la
déprotection du BOC est neutralisé par une solution 10 % v/v de DIEA dans le
CH2Cl2. Aprés layage de la résine, le couplage du BOC-IAA-OH (2) est réalisé
avec un léger excés de TBTU (1,1 équ.) et de DIEA (2 équ.) dans le DMF pour
12 heures. Le TBTU est choisi étant donné le haut rendement de couplage
obtenu pour la préparation en solution du dipeptide BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl
(19). Par la suite, les étapes de déprotection, neutralisation et couplage sont
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répétées jusqu'a la formation du tétrapeptide linéaire protégé. Chaque
couplage est complet aprés 12 h selon les tests & la ninhydrine pour la
révélation des amines.”0

Figure 10: Structure du HATU.

Les déprotections aux extrémités C- et N-terminales sont nécessaires avant la
cyclisation du peptide sur le support solide (Schéma 11, p. 36). Pour les deux
résines, l'ester allylique est enlevé en présence de Pd(PPh3)4 et de
morpholine dans le THF. Le BOC est enlevé avec le TFA en présence
d'anisole dans le CH2Cl2. Le peptide déprotégé est ensuite cyclisé en utilisant
deux agents différents. La totalité de la résine de Merrifield chargée est traitée
avec le TBTU et la DIEA dans le DMF pour 6 heures tandis que la résine de
PAB-BHA chargée est séparée en deux portions pour l'utilisation de deux
réactifs différents. Une portion est traitée avec le TBTU et la DIEA dans le DMF
pour 6 heures. L'autre portion est traitée de la méme fagon mais avec le HATU
qui est un dérivé azoté du TBTU (Figure 10, p.37).71 Dans les trois cas, des
cyclisations complétes sont confirmées par des tests a la ninhydrine négatifs.
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Figure 11: Chromatogrammes HPLC des peptides bruts Issus de la synthése
sur (a) la résine de Merritield, (b) la résine PAB-BHA avec TBTU comme réactif
de cyclisation et (c) la résine PAB-BHA avec HATU comme réactif de cyclisation.

Un clivage au HF est employé pour récupérer le peptide cyclique brut. Les
résines sont traitées, a 0 °C, avec du HF liquide en présence d'anisole pour le
clivage du lien ester entre le support solide et le peptide ainsi que le lien ester
du groupe protecteur benzyle. Aprés lyophilisation, 11 mg et 68 mg de matériel
brut sont récupérés respectivement pour 1 g de résine Merrifield chargée et 1 g
de résine PAB-BHA chargée, quel que soit le réactif de cyclisation utilisé. Les
trois échantillons sont analysés par HPLC en phase inversée sur une colonne
de C-18 (Figure 11, p. 38). Les chromatogrammes des peptides bruts issus de
la synthése sur la résine PAB-BHA sont semblables. Beaucoup de pics
secondaires accompagnent le pic du peptide d'intéret (identifié par une fleche).
De l'autre coté, le chromatogramme du produit brut issu de la synthése sur la
résine de Merrifield est plus propre.
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Le peptide cyclique 1 est obtenu avec une pureté adéquate pour sa
caractérisation aprés purification par HPLC. Une technique semi-préparative
sur colonne de C-18 est utilisée. Pour la purification d'un échantillon de 5 mg
issu de la synthése sur la résine de Merrifield, 2,4 mg de peptide cyclique 1 est
obtenu. Ceci correspond & un rendement global de 5 % basé sur une
substitution de départ de 0,15 mmol/g de résine. D'autre part, la purification
d'un échantillon de 6 mg issu de la synthése sur la résine PAB-BHA, quel que
soit le réactif de cyclisation utilisé, donne 2 mg de peptide cyclique 1. Ceci
correspond & un rendement global de 25 % basé sur la substitution de départ.

En résumé, le cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) est préparé avec succés selon la
méthode d'élongation et de cyclisation du peptide directement sur le support
solide. Pour le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1), le rendement total aprés purification
est cing fois plus élevé si la résine PAB-BHA est utilisée au lieu de la résine de
Merrifield. Les résultats de la cyclisation avec le HATU sont comparables a
ceux obtenus avec le TBTU. La nouvelle stratégie utilisant le BOC-Asp-OAllyl
((2S8)-24) comme acide aminé lié au polymeére est efficace et peut-étre
appliquée a la synthése d'autres peptides cycliques incorporant le résidu
d'acide aspartique. De plus, l'acide aspartique peut possiblement étre
substitué par l'acide glutamique dans le processus d'ouverture nucléophilique
de l'oxazolidinone. De cette fagon, des peptides incorporant I'acide glutamique
pourrait étre préparés suivant la méme méthode.



CHAPITRE S

Caractérisation du
clo[IAA-Asp-lAA-As

5.1 Analyse conformationnelle.

Aprés la synthése en solution et sur support solide, le cyclo[|IAA-Asp-l1AA-
Asp] (1) purifié est caractérisé par la spectrométrie de masse et par l'analyse
HPLC en phase inversée. La pureté du produit est appuyée par la présence
d'un seul pic sur le chromatogramme HPLC. La nature de ce pic est confirmée
par la spectroscopie de masse en basse (FABMS: m/e 591 [MH]*) et en haute
résolution (SMHR: Calc. pour C2gH35NgO 10 [MH]* 591,2415; trouvée

591,2400).

Des expériences de RMN modernes sont utilisées pour caractériser le peptide
cyclique 1.72 L'assignation des signaux est faite avec I'aide des couplages
scalaires des spectres de corrélation bidimentionnelle homonucléaire 1H-1H
COSY et TOCSY. L'homogénéité de la conformation est appuyée par
linfluence de la température sur les signaux RMN de 1H. La conformation
probable du peptide 1 est déterminée par les différentes constantes de
couplage scalaire des signaux RMN de 1H, par les couplages dipolaires (effets
NOEs) du spectre de corrélation bidimentionnelle homonucléaire TH-1H
NOESY avec un temps de mixage de 500 msec ainsi que par la dépendance
des déplacements chimiques des protons amides en fonction de la
température.

Déterminer la présence d'un ou de plusieurs conforméres en équilibre en
solution est la premiére étape de I'analyse conformationnelle. Dans de petits
peptides cycliques, il est possible d'envisager une grande rigidité de la chaine
peptidique (angles ¢, y, ®) associée a une flexibilité des chaines lattérales des

acides aminés (angles X).72 Dans ces peptides, le changement
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conformationnel le plus courant de la chaine peptidique est I'isomérisation des
liens amides Xxx-Pro de trans (o = 180°) a ¢is (w = 0°). Par exemple, dans le
DMSO-dg, le cyclo[Glu-Pro-Gly]2 est caractérisé par un ratio 3:1 de l'isomére
avec des liens amides touts trans et l'isomére ou les liens Xxx-Pro sont cis.”3

Le spectre RMN de 1H du cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1), dans un mélange 9:1
H20:acétone-dg, est représenté & la figure 12 (p. 42). L'acétone deutérée est
ajoutée pour permettre I'ajustement du champ magnétique et pour faciliter la
solubilisation du peptide. La majorité du signal de I'eau (3 = 4,8) est éliminé du
spectre par irradiation sélective de sa fréquence de résonance. La présence
de deux seuls signaux fins (a, b) pour les quatres protons amides et
I'apparition d'une seule série de signaux pour chaque type de résidus
soutiennent que le cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) est caractérisé par une symétrie
C2. Par la singularité et la haute résolution des signaux, un seul isomére ou
plusieurs isoméres en échange rapide peuvent étre présents en solution. Dans
le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1), les résidus bicycliques (IAAs) fixent les liens Xxx-
Pro & une géométrie toute trans (o = 180°). Les changements
conformationnels possibles de la chaine peptidique sont donc associés aux
angles ¢ et y. Lorsque le spectre est enrégistré a 273 K et & 323 K, les
constantes de couplage (J cHa-NH) entre les protons en a et les NH amides ainsi
que la résolution des signaux amides demeurent les mémes. Il est ainsi
possible d'assumer 'homogénéité conformationnelle de la chaine peptidique
(angles ¢, y et ) du cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) en solution entre ces
températures. De plus, 1a conservation des déplacements chimiques ainsi que
la résolution des signaux entre les spectres du peptide 1 enrégistrés a 2 mM et
a 30 mM indique que le peptide 1 a peu tendance a l'agrégation en solution
dans 9:1 H20:acétone-dg.
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Figure 12: Spectre RMN de 1H (non-référé, 400 MHz) du cyclo[IAA-Asp-lAA-
Asp] (1), 30 mM dans 9:1 H20:acétone-dg a pH = 3,5.

L'assignation des signaux RMN de 1H est possible avec les couplages
scalaires issus des spectres COSY, TOCSY (Figures 13, p. 43). Les signaux
des protons amides, des protons en « et en B des résidus d'acide aspartique
ainsi que des protons en a des IAAs sont assignables par les couplages
scalaires. Par contre, mis & part les protons en téte de pont, les signaux des
protons des cycles des |AAs n'ont pas été attribués.
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Signaux | 3. Couplage i Hh o Hy
(nbre protons) | scalaire Hy, hey H " Hy
a 8,19 (2H) c e = 6.1 Hz Hpw Hy
b 7,84 (2H) e Hg tee. Hi
c 4,70 (2H) ag
d 4,45 (2H) h
e 4,35 (2H) b,h
f 3,85 (2H) h o
g 3,01 (4H) ¢ g * Wi
h 1,1-23 (16H) | —
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Figure 13: Déplacements chimiques (référés vs TMS), intégration des

signaux, couplages scalaires et spectre COSY (600 MHz) du peptide 1, 20 mM
dans 9:1 H20:acétone-dg a pH = 3,5 et 303 K.
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Les angles de torsion ¢ sont déterminés expérimentalement par les constantes
de couplages entre les protons o et les protons amides (J cHa-NH, Figure 13, p.
43). L'équation de Karplus modifiée par Witrich est utilisée (Equation 1, p.
44).74 Pour chaque constante de couplage, quatre solutions sont possibles
aprés la résolution de l'équation quadratique. Pour les résidus d'acide
aspartique, des angles diédres expérimentaux ¢1 de -143° et -97° sont
associés a une constante de couplage de 8,7 Hz. Pour les résidus |IAAs, une
constante de couplage de 6,1 Hz correspond & des angles ¢2 de 83°,37°, -165°
et -75°. Les angles expérimentaux peuvent étre comparés aux mémes angles
des conforméres | et Il issus de la recherche conformationnelle MonteCarlo
(voir chapitre 2). Les angles -143 et 83 ° pour ¢1 et ¢2 correspondent aux
valeurs moyennes (A = 15° et 20°) des mémes angles de torsion dans le
conformére | (Figure 14, p. 45). Par contre, les angles ¢1 et ¢p2 de -143 et -165 °
sont plus prés (A = 43° et 2°) des valeurs des mémes angles du conformére Il
(Figure 14, p. 45). Selon la détermination des angles diédres ¢1 et ¢2, les deux
conformations peuvent étre possibles.

J CHa-NH = 6,4 c0s20 - 1,4 cos20 +1,9; 6=]|¢-60°|

J CHa-NH(Asp) = 8,7 Hz; cos6 = -0,92; 8 = 157°, 8 = | ¢1 - 60 °|; ¢1 = -97°, -143°
cost = 1,14 (rejet, cos>1)

J CHa-NH(1AA) = 6,1 Hz; c0os8 = 0,92; 6 = 23°; 6 = |92 - 60 °|; $2 = 83°, 37°
cos@ =-0,71;6 = 135° 6 = |¢2 - 60 °|; ¢2 = -165°, -75°

Equation 1: Equation de Karplus modifiée par Watrich et solutions.”4
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cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1).

Figure 14: Conformations probables pour
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Avant de résoudre le probléme de la conformation de la chaine peptidique en
solution, I'étude du positionnement des chaines latérales des résidus d'acide
aspartique est nécessaire. La résolution des signaux des protons
diastéréotopiques du méthyléne en B du résidu d'acide aspartique et les
constantes de couplages JcHq-CH2p donne de l'information sur la mobilité et la
position de ces chaines latérales (Figure 15 et 16, p. 46 et 47). Dans le
mélange H20O:acétone-dg, des constantes vicinales JCHa-CH2p €t JCHa-CH2p'
équivalentes de 5-6 Hz confirment que les chaines sont positionnées en
moyenne au dessus du cycle & un angle x d'environ 60°.75 La coalescence
partielle des deux signaux (doublets doublés) est la preuve d'une mobilité
rapide des chaines latérales dans ce solvant. Cette coalescence est
probablement causée par un équilibre des interactions entre les groupes
carboxyliques seuls et les groupes carboxyles et les molécules d'eau. Dans le
DMSO, des constantes JcHa-CH2p et JCHa-CH2p' €quivalentes de 5-6 Hz sont
également observées pour les mémes signaux. De plus, dans ce solvant, la
résolution des deux protons diastéréotopiques démontre une organisation des
chaines latérales des résidus d'acide aspartique. Ceci est prévisible puisque le
DMSO est seulement un accepteur de ponts hydrogénes tandis que I'eau est
donneur et accepteur de ponts hydrogénes.

l L] T L) ] l

3 3.0 2.5
(a) (b)

Figure 15: Signal RMN 1H du -CH2B- des résidus Asp dans (a) 9:1
H20:acétone-dg , pH = 3,5 et (b) DMSO-dg, pH = 4 du
cyclo[lAA-Asp-IAA-Asp] (1).
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JCHa-CHoB = JCHa-CH.p' = 5-6 Hz

Figure 16: Positionnement des chaines latérales des résidus Asp dans le
cyclolAA-Asp-lAA-Asp] (1).

Les signaux transversaux du spectre NOESY donnent de l'information sur les
distances entre les différents couples de protons. Les couplages dipolaires
(effets NOES) sont observés entre les protons dont la distance est inférieure & 3-
4 A (Figure 17, p. 48).72 Selon les effets NOEs en fonction des distances entre
les différents couples de protons amides, la conformation | de la chaine
peptidique pour le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) serait moins probable que la
conformation ll. La corrélation presque parfaite entre le minimum | en énergie
obtenu par I'analyse MonteCarlo et les valeurs des angles diédres ¢, calculées
expérimentalement, laisse croire en l'existence du conformére . Par contre,
dans ce conformére issu de la modélisation, les distances interatomiques entre
les protons amides a et b sont de 4,6 et 4,2 A. Ces valeurs sont au dela des
limites pour I'observation des effets NOEs. Dans le conformére Il, ces
distances sont de 3,7 et 2,7 A. De plus, pour ce dernier, 'angle ¢4 de 174°
dans le modele fait place, expérimentalement, & un angle de -143°. Ceci a
pour effet de réduire encore plus la distance de 2,7 A observée dans le modéle.
D'aprés les couplages dipolaires entre les différents protons amides, la
conformation Il est plus probable pour le peptide cyclique 1.
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Figure 17: Couplages dipolaires observés et spectre NOESY (600 MHz) du
peptide 1, 20 mM dans 9:1 H20:acétone-dg a pH = 3,5 et 303 K.
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Les gradients de déplacements chimiques des protons amides en fonction
température (A3/AT), nous informent sur la présence de ponts hydrogénes
impliquant ces protons. En général, dans I'eau et le DMSO-dg, des gradients
AJ/AT >|-4 ppb/K| indiquent des échanges importants entre les protons amides
et le solvant. De l'autre coté, des gradients AS/AT <|-3 ppb/K| sont associés a la
formation de ponts hydrogénes intra- ou intermoléculaires protégeant les
protons amides du solvant.”6,77 |'expérience est réalisée dans un mélange
9:1 H20:acétone-dg et dans le DMSO-dg, avec 5 mesures entre 303 et 323 K, a
une concentration de 2 mM pour éviter les interactions intermoléculaires (voir
graphes aux annexes). Le DMSO-dg, qui est le solvant de choix pour ces
expériences,’/2 peut étre utilisé car la conformation du peptide 1 demeure
semblable a celle rencontrée dans I'eau selon la conservation des constantes
de couplage JcHa-NH 6t selon la multiplicité des signaux en RMN de 1H. Les
gradients AS/AT des protons amides sont différents selon le solvant employé
(Tableau 1, p. 49). Dans le mélange H20:acétone-dg, des mesures, en valeur
absolue, de 6 et 3 ppb/K sont mesurés respectivement pour les protons amides
des résidus d'acide aspartique et IAA. Dans le DMSO, des gradients AY/AT de
4 et 0 ppb/K sont mesurés pour les mémes résidus. Ceci démontre clairement
que seuls les protons amides des résidus IAA sont impliqués dans un pont
hydrogéne. Ce lien est probablement intramoléculaire étant donné la haute
dilution et la faible tendance & I'agrégation du peptide 1.

Résidus -AS/AT dans 9:1 -AS/AT dans
H20:acétone-dg (ppb/K) DMSO-dg{ppb/K)
I1AA 3 0
Asp 6 4

Tableau I: Gradients AS/AT des protons amides entre 303 et 323 K, 2 mM.
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Les mesures des gradients A3/AT pour les protons amides supportent la
conformation Il du peptide cyclique 1 ou tous les protons amides pointent vers
l'intérieur du macrocycle. |l est démontré précédemment que les chaines
latérales des résidus d'acide aspartique sont orientées au dessus du cycle
peptidique. Cette conformation empéche la formation de ponts hydrogénes
entre les groupes carboxyliques et les protons amides des IAAs. Le gradient
Ad/AT indiquent que les protons amides des résidus IAAs sont impliqués dans
un pont hydrogéne intramoléculaire. La conformation | est donc peu probable
puisque, dans cette forme, les protons amides des IAAs sont directement
exposés au solvant.

Les résultats de I'analyse conformationnelle démontre que, pour le cyclo{lAA-
Asp-lAA-Asp] (1), la conformation Il est plus probable que la conformation I. En
solution, le peptide 1 adopte probablement une conformation ou les résidus
IAA sont placés aux positions i et i + 1 d'un repliement tordu. Une assignation
absolue de la conformation sera possible par I'obtention d'une structure
cristalline du peptide 1. Des efforts sont maintenant déployés pour obtenir un
crystal convenable. Toutefois, le peptide cyclique est caractérisé,
expérimentalement, par une forme rigide qui oriente les deux chaines latérales
des résidus d'acide aspartique au dessus du cycle peptidique. Avec ces
caractéristiques, le peptide 1 est un candidat potentiel pour agir comme
mimique des protéases aspartiques. La section suivante consiste & démontrer
les interactions entre les groupes carboxyles selon leur constante de
dissociation.
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5.2 Détermination des constantes de dissociation.

Dans les protéases aspartiques, des valeurs anormales des constantes
de dissociation des acides carboxyliques dans I'eau sont observées!6 (pKay =
2, pKa2 =~ 5). La distance d'environ 3 A entre ces groupes fonctionnels ainsi
que leur positionnement symétrique de part et d'autre du site actif rend les
interactions possibles entre les deux groupes carboxyles (voir section 1.3).

L'influence de la proximité des acides carboxyliques sur la valeur de leur pKa
est démontrée dans plusieurs polyacides (Figure 18, p. 51). Par exemple,
I'acide malonique posséde des pKa de 2,55 et 5,10 dans l'eau a 25 °C.78 La
rigidité du systéme contribue encore plus aux valeurs anormales des
constantes de dissociation. L'acide maléique, qui est rigidifiée par un lien
double, posséde des valeurs de pKa de 1,91 et 6,33 dans I'eau & 25 °C.16 Un
autre exemple marquant est le triacide de Kemp21 qui associe proximité et
stabilité conformationnelle pour I'obtention de valeurs de pKa de 3,3; 5,85 et
7,3 dans l'eau a 25 °C. Dans ce systéme, les trois acides carboxyliques sont
maintenus a proximité (=2,5 A) en position axiale. Cette conformation est
favorisée puisque des interactions 1, 3-diaxiales sont présentes lorsque les
groupes méthyles sont axiaux.

COzH COH COxH COH
< | CO,H
CO,H HyC CHa
COH HaC
acide malonique acide mailéique triacide de Kemp

Figure 18: Exemples de polyacides.
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Dans le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1), il est possible d'assumer que le cycle

peptidique adopte une seule conformation homogéne dans I'eau. De plus,
l'analyse conformationnelle supporte que les chaines latérales des résidus
d'acide aspartique sont positionnées au dessus du cycle procurant une
proximité entre les groupes carboxyles. Des valeurs anormales de pKa sont
attendues si des interactions entre ces groupes sont présentes. La
détermination des constantes de dissociation des deux acides carboxyliques
est nécessaire pour évaluer I'état de protonation du peptide 1 selon le pH du
milieu et ainsi démontrer son potentiel pour agir comme mimétique des
protéases aspartiques.

Les constantes de dissociation sont déterminées dans l'eau a 25 °C par un
titrage potentiométrique d'une solution aqueuse du peptide 1, préalablement
acidifiée avec du HCI, par une solution aqueuse de NaOH. Les équations de
Simms79 sont utilisées pour le calcul du nombre de protons installés au niveau
des carboxylates & chaque volume de base ajouté. Le nombre de protons
installés est calculé par la différence entre la quantité totale théorique des
protons présents en solution (nINIT - nTIT + nEQ) et la quantité de protons
détectés a I'électrode (nOBS, Equation 2, p. 53). Les deux constantes de
dissociation sont équivalentes aux pH lorsque 1,5 et 0,5 protons sont présents
au niveau des groupes carboxylates. Un programme informatique est utilisé
pour le calcul des protons installés et pour la détermination des constantes de
dissociation (voir données et graphe aux annexes).80
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nH = (nINIT - nTIT + nEQ - NnOBS) / (nORG)

nombre de H* initial (mol) = NINIT = (NACID) + (NORG x nPROT)
ou: nACID = quantité de HCI ajouté au départ (mol)
nORG = quantité de peptide 1 ajouté au départ (mol)
nPROT = nombre de fonctions protonées (2 pour le diacide 1)

nombre de H* titrés par OH™ (mol) = nTIT = (VOL) x (CONCBASE)
ou:  VOL = volume total de base ajouté (I)
CONCBASE = concentration de 1a base (M)

nombre de H* provenant de la dissociation de 'eau (mol) = nEQ = cEQ x VOLTOT

ou: VOLTOT = volume total (I)
cEQ = concentration de H+ & I'équilibre (M) = KH20/10(-PH)
KH20 = dissociation de l'eau = 1,66 x 10-14

nombre de H* observé A I'électrode (mol) = nOBS = cOBS x VOLTOT
ou: cOBS = concentration de H* observée (M)

Equatlon 2: Equation utilisée pour le calcul des protons Installiés (nH) a
chaque volume de NaOH ajouté.

Des constantes de dissociation de 3,2 (pKa1) et 6,9 (pKa2) sont obtenues pour
les acides carboxyliques du cyclo[{IAA-Asp-IAA-Asp] (1). La valeur normale de
la constante de dissociation, dans I'eau et a 25 °C, de l'acide carboxylique de
la chaine latérale de I'acide aspartique est de 4,081. Dans le peptide 1, la
premiére constante est inférieure de 0,9 unité a la valeur normale tandis que la
deuxiéme constante est supérieure de 2,9 unités. Ces valeurs de pKa
indiquent que l'analyse conformationnelle du peptide 1 est réalisée dans un
état de monoprotonation des carboxylates (pH = 4 pour analyse dans DMSO-
ds, pH = 3,5 pour analyse dans 9:1 H20:acétone-dg).
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Les valeurs des constantes de dissociation confirment la proximité des chaines
latérales des résidus d'acide aspartique dans le peptide 1. Une différence de
3,7 unités est observée entre les deux pKa's. Ceci est explicable par la
formation d'un patron de ponts hydrogénes dans la forme monoprotonée du
peptide. La perte du deuxiéme proton résulte en une proximité des deux
charges négatives portées par les carboxylates. La répulsion des charges est
réduite que par le déplacement de part et d'autre des chaines latérales. Ce
mouvement peut étre empéché, partiellement, par un patron de liens
hydrogénes entre les carboxylates et les protons amides des résidus |AAs.

Ces résultats démontrent clairement le potentiel du peptide 1 a agir comme
mimique des protéases aspartiques . Avec l'installation d'un seul proton au
niveau des carboxylates entre les pH 3,2 et 6,9, le peptide 1 peut activer un lien
ester ou amide pour catalyser son hydrolyse. L'étude de l'activité hydrolytique
du cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) sur le 2,4-dinitrophénylacétate est décrite au
chapitre suivant.



CHAPITRE 6
Activité hydrolyti

Une étude de cinétique est faite pour évaluer le potentiel du cyclo[IAA-
Asp-IAA-Asp] (1) A hydrolyser le 2,4-dinitrophénylacétate (2,4-DNPA). Cet
ester activé est choisi pour permettre de suivre la réaction d'hydrolyse par
spectrométrie d'absorbtion grace & la libération du 2,4-dinitrophénolate.

S O»«» 4—3‘} Y O

>= >= T 2

Mécanisme nucléophlilique

ON OGN H,c
T HC )—-on HO
HC )—-o—@—m, o Ny & N
(- 0 H——O OH HO
H >=0 ‘0
o]
O ( ‘0 (4%0 Asp, >=O
>= (*H =° s
%0
Aspy

Mécanisme acide général-base générale

Figure 19: Mécanismes possibles pour I'hydrolyse du 2,4-DNPA par le
cyclo[IAA-Asp-l1AA-Asp] (1).
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L'hydrolyse du p-nitrophénylacétate et du 2,4-DNPA par l'ion acétate est
démontrée dans la littérature.82 |l est postulé que cette réaction procéde par
un mécanisme impliquant directement I'ion acétate comme nucléophile.83 Par
analogie avec le mode d'action des protéases aspartiques (voir section 1.3),
I'hydrolyse du 2,4-DNPA par le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) peut se produire par
deux mécanismes différents (Figure 19, p. 55).

L'expérience d'hydrolyse est effectuée & 35 °C dans un milieu 9:1
d'eau:isopropanol pour augmenter la solubilité des réactifs. La force ionique
est ajustée a p = 0,3 avec du KCl et les pH sont fixés avec l'aide de différents
tampons. Un rapport peptide/substrat de 10 est utilisé lors des mesures de
l'activité. Pour tous les pH, des expériences contréles sont faites pour vérifier
l'activité hydrolytique du milieu tamponé seul sur le 2,4-DNPA. Les détails de
l'expérience sont mentionnés a la section expérimentale (voir paragraphe 8.8).

Temps (min) Absorbances a 410 nm
pH =3 pH = 4 pH=35 pH =7
(contrdle) (contrble) (contréle) (contrdle)

0 0,011 0,018 0,031 0,033
(0,007) (0,017) (0,026) (0,035)

45 0,010 0,022 0,044 0,041
(0,009) (0,019) (0,0386) (0,039)

90 0,015 0,026 0,055 0,049
(0,014) (0,024) (0,046) (0,049)

Tableau 2:

Activité hydrolytique du peptide 1 (1 x 104 M) sur le 2,4-DNPA (1
x 10°5 M) a 35 °C et & pH = 3 (tampon formate de sodium/acide formique), pH = 4

et 5 (tampon acétate de sodium/acide acétique), pH = 7 (tampon MOPS).




57

0,06

0,05 Expérience

Absorbance

0,04 -

Contréle

0,03

0,02 T Y T T T
0 20 40 60 80 100

temps (min)

L2

Figure 20: Graphe de I'absorbance en fonction du temps pour I'expérience et
le contréle a pH = 5.

Les mesures des absorbances en fonction du temps sont compilées dans le
tableau 2 (p. 56). Pour tous les pH, une augmentation de I'absorbance est
observée. Toutefois, 'augmentation de I'absorbance dans les expériences
avec le peptide 1 est comparable & celle des expériences contréles avec les
tampons seuls. La plus grande activité est observée a pH = 5. A ce pH, en
comparant les pentes des graphes de |'absorbance en fonction de la
température pour I'expérience avec le contréle, une accélération d'environ 20
% est observée pour I'hydrolyse du 2,4-DNPA par le peptide 1 (Figure 20, p.
57). Ces résultats démontrent l'inactivité du peptide cyclique 1 a accélérer
I'hydrolyse du 2,4-DNPA.
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Figure 21: Substrats suggérés pour I'étude de I'activité hydrolytique du
cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1).

L'étude de I'activité hydrolytique est limitée a un seul substrat (2,4-DNPA). |l est
trop t6t pour affirmer avec certitude que le peptide cyclique 1 ne posséde
aucune activité hydrolytique. Cette étude doit s'étendre a plusieurs autres
candidats. Par exemple, I'amide tendu 29 (Figure 21, p. 58),84 qui posséde
une réactivité pour l'attaque des diacides,20 est un substrat de choix. D'autre
part, un autre ester activé comme 30 peut étre un autre choix judicieux. Une
certaine affinité pourrait étre observée entre la chaine alkyle du substrat et la
partie alkyle des résidus IAA. Une étude plus approfondie doit étre faite pour
évaluer la candidature du cyclo{IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) & agir comme mimique
des protéases aspartiques.



Conclusion

Dans l'objectif de rejoindre l'activité catalytique des protéases
aspartiques en mimant les aspects structuraux de leur site actif, le cyclof|AA-
Asp-lAA-Asp] (1) a été synthétisé puis caractérisé dans ce travail de recherche.
Premiérement, le BOC-IAA-OH (2) a été préparé avec succés selon la methode
rapportée24 et le peptide cyclique 1 fut synthétisé avec un rendement de 11 %
par la méthode en solution. Etant donné que cette technique nécessite des
étapes de purification laborieuses et un temps de préparation élevé, une
méthodologie pour la préparation du peptide cyclique 1 utilisant un support de
polymére comme matrice pour I'élongation et la cyclisation du peptide a été
dévelopée. Cette voie nécessite la préparation du BOC-Asp-OAllyl (25)-24 qui
a été lié au support solide. Le peptide 1 a été obtenu avec un rendement de 25
% pour la synthése sur la résine PAB-BHA. La synthése sur support solide est
avantageuse puisqu'elle ne requiére aucune étape de purification et le temps
de préparation du peptide cyclique 1 est court. De plus, la méthode générale
d'élongation et de cyclisation sur support solide peut étre applicable pour la
préparation, par technique combinatoire, d'autres peptides cycliques
incorporant soit un résidu d'acide aspartique ou d'acide glutamique avec
d'autres acides aminés.

La conformation du cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1) a été déterminée par des
expériences de RMN modernes. La structure concorde assez bien avec un des
minima d'énergie déterminés par la recherche conformationnelle de
MonteCarlo. Elle est caractérisée par une forme compacte qui place les
résidus IAAs aux positions i et i + 1 de repliements tordus plutdt qu'aux
positions i + 1 eti + 2 de repliements B de type II'.
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Par les restrictions conformationnelles apportées par les IAAs, les chaines
latérales des résidus d'acide aspartique dans le peptide 1 sont positionnées au
dessus du cycle et a proximité pour imiter les aspects structuraux du site actif
des protéases aspartiques. Malgré ses caractéristiques, le peptide 1 est peu
efficace pour accélérer I'hydrolyse du 2,4-dinitrophénylacétate.

Le cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp] (1) est une molécule intéressante pour d'autres
applications. Par exemple, il est démontré que les peptides cycliques sont des
candidats qui possédent des propriétés biologiques surprenantes.’2 L'activité
biologique du peptide 1 reste encore inconnue. De plus, par sa conformation
particuliére, le cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1) est un ligand potentiel pour la
complexation de métaux. Les groupes carboxylates des résidus d'acide
aspartique ou d'acide glutamique servent souvent de ligands dans plusieurs
sites actifs de métalloenzymes.85 |l s'avére donc intéressant d'étudier la
conformation ainsi que les propriétés catalytiques du peptide 1 en présence de
métaux normalement retrouvés dans les sites actifs des métalloenzymes (Fe,

Co, Zn, Mg, ...).

Lr

(oo
O et o

Jj/

n=13

y = -COzH, -CH,CO,H, autres chaines latérales
Z = -COzH, -CH,CO,H, autres chaines latérales

Figure 22: Génération de bibliothéques de peptides cycliques incorporant le
réesidu IAA et Asp ou Glu.
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La figure 22 (p.60) représente certaines possibilitées de peptides cycliques,
contenant au moins un résidu d'acide aspartique ou d'acide glutamique et deux
résidus IAAs, qui peuvent étre préparés par la méthode générale sur support
solide. De tels peptides peuvent servir de composés modéles dans I'étude des
interactions entre les différentes chaines latérales de résidus d'acides aminés,
de mimiques d'autres sites actifs d'enzymes ou de métalloenzymes et méme de
peptides qui peuvent posséder des propriétés biologiques intéressantes.

En conclusion, par la synthése et la caractérisation du cyclo{IAA-Asp-IAA-Asp]
(1), il est demontré que lincorporation de IAAs dans de petits peptides
cycliques permet de restreindre la conformation de la chaine peptidique pour
contréler le positionnement des chaines latérales d'acides aminés naturels.
Ainsi, il est possible de mimer les caractéristiques des sites actifs d'enzymes.
Le cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] (1) est un exemple ol les groupes carboxyles de
deux résidus d'acide aspartique sont positionnés de fagon & mimer le site actif
des protéases aspartiques.



CHAPITRE 8:
Section expérimentale

8.1 Généralités.

Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphere d'azote. Les
solvants ainsi que les réactifs distillés ont été transférés avec des seringues. Le
THF et I'éther éthylique ont été distillés sur du sodium/benzophénone; le
méthanol a été distillé sur du Mg(OCH3)2; le bromobenzéne, le chlorure de
triméthylsilane et le dichlorométhane ont été distillés sur du CaH2; le
chloroforme a été distillé sur du P20s5; le DMF a été distillé sur du MgSOy4; la
pyridine et la triéthylamine ont été distillées sur du BaO; l'alcool allylique a été
distillé sur du K2C0O3. De I'eau distillé et déionisé a été utilisée pour la
préparation des solutions lors de la mesure des constantes de dissociation et
pour déterminer I'activité hydrolytique du peptide 1. Les points de fusion ne
sont pas corrigés. Les spectres de masse a basse résolution (FABSM) et a
haute résolution (SMHR, FAB) ont été obtenus du Centre Régional de
Spectroscopie de Masse de I'Université de Montréal. Les spectres de RMN de
TH (300/400/600 MHz) et 13C (75/100 MHz) ont été enrégistrés dans différents
solvants deutérés (CDCI3, D20, acétone-dg, DMSO-dg, H2O:acétone-dg). Les
déplacements chimiques sont exprimés en ppm (unités 8) par rapport au
tétraméthylisilanne ((CH3)4Si, 6= 0 ppm) et les constantes de couplage sont
exprimées en hertz. Les déplacements chimiques des carbones aromatiques
des groupes PhF ne sont pas rapportés. Les chromatographies-éclaire sur
colonnes ont été faites avec de la silice 230-400 mesh. Les analyses et
purifications par HPLC ont été faites en phase inversée sur des colonnes de C-
18 (6 um, 60 A) avec un détecteur UV avec détection & 214 nm. Des colonnes
cartouches de 8 x 100 mm et 25 x 100 mm ont été utilisées, avec leur module de
compression, pour l'analyse et la purification des peptides 1 et 23.
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8.2 Modélisation moléculaire

La détermination de la conformation minimale en énergie du cyclo[IAA-
Asp-IAA-Asp] (1) a été réalisée avec le logiciel Macromodel version 4.5.28 La
structure plane du peptide cyclique a été dessinée avec une fonction
carboxylate protonée puis l'autre associée avec un ion sodium. L'énergie de
cette structure a été minimisée en utilisant le champ de force AMBER*29 avec le
minimiseur «Steepest Descent » (SD) pour 2000 itérations dans le vide. La
structure résultante a été soumise & une recherche conformationnelle par la
méthode MonteCarlo.26.27 Le champ de force AMBER* a été choisi avec un
modale continu pour I'eau comme solvant.30 L'algorithme «Polack-Ribiére
Conjugated Gradient» (PRCG) avec un critére de convergence de 0,01 kJ/mol-A
pour 500 itérations (max.) été utilisé pour minimiser les conforméres générés.
Les sélections par défaut ont été utilisées pour le choix des angles diédres et
des liens de fermeture. Les liens amides sont fixés a une géométrie trans (w =
180 °). Pour 1000 étapes de recherche, 143 structures groupées dans 72
conforméres différents ont été conservées dans 50 kd/mol du minimum global.

8.3 Synthése de I'acide (35,6S,9S5)-2-0x0-3-N-
(BOC)amino-1-azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique
(BOC-IAA-OH, 2).

8.3.1 Acide (2S)-glutamique y-méthyl ester (3).34

Du chlorure d'acétyle fraichement distillé (20 ml; 0,28 mmol) est ajouté
goutte-a-goutte, a 0 °C, sur du méthanol (250 ml) puis la solution est agitée



64

pendant 5 min & 0 °C. L'acide (2S)-glutamique (36,8 g; 250 mmol) est ensuite
ajouté lentement puis le mélange est agité vigoureusement & 0°C pendant 10
min pour dissoudre la majorité du solide. La solution est ensuite agitée
lentement a température ambiante pour 24 h. De la pyridine (25 ml) est
additionnée, le mélange est agité lentement a température ambiante pour 48 h
et le précipité est filtré puis lavé avec de I'éthanol 100%. Le solide recueilli est
séché dans un appareil Abder-Alden sur P20s5 et chauffage par un reflux
d'acétone. L'ester méthylique 3 est obtenu sous la forme d'un solide blanc.

Rendement: 39% (15,5 g; 96 mmol).

P.f.: 182-184 °C (litt. 182 °C).34

RMN 1H: (D20 avec DOH comme référence 8= 4,80; 300 MHz) & 2,11 (m, 2H);
2,52 (t,2H, J=7,5); 3,66 (s, 3H); 3,73 (t, 1H, J=6,4).

FABSM: m/e 162 (100, [MH]*), 149 (9), 133 (9), 116 (18).

8.3.2 9-bromo-9-phénylfluoréne (4).36

Dans un ballon de type Morton muni d'un agitateur mécanique et sous
atmosphére d'azote, une solution de bromobenzéne (158 ml; 1,5 mol) dans 800
ml d'éther éthylique anhydre est refroidie a 0 °C puis du n-butyllithium (767 ml;
1,15 mol; 1,5 M/hexane) est ajouté, a 0 °C, pendant 30 min. Le mélange est
agité a 0 °C pour 20 min puis une solution de 9-fluorénone (180 g; 1,0 mol) dans
300 ml de THF anhydre est additionnée a 0 °C pendant 30 min. La solution est
agitée pour 2 h a température ambiante et 250 ml d'eau sont ajoutés. Les
phases sont séparées et la phase organique lavée avec de I'eau (800 ml) puis
avec de la saumure (800 ml) . La saumure est jetée et les phases aqueuses
combinées sont extraites avec de I'éther éthylique (2 x 200 ml). Toutes les
phases organiques: sont réunies puis évaporées jusqu'a l'obtention d'un solide
puis du toluéne (800 ml) et du HBr 48% (400 ml) aqueux sont ajoutés et le
mélange est agité pour 24 h a température ambiante. Les phases sont
séparées et la phase aqueuse est extraite avec du toluéne (400 ml). Les
phases organiques sont combinées, séchées sur sulfate de sodium puis
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évaporées a sec. Le résidu est recristallisé dans de l'isooctane pour donner le
bromure 4 sous la forme d'un solide jaune .

Rendement : 70% (225 g; 0,70 mol).
P.f.: 98-100 °C (litt. 99 °C).36

8.3.3 Acide (2S)-N-9-(9-PhF)glutamique y-méthyl ester
(5).35

Dans un ballon de type Morton muni d'un agitateur mécanique, d'un
condenseur a reflux et sous atmosphére d'azote, du chlorure de triméthylsilane
(6,7 ml; 53 mmol) est ajouté & une suspension de l'acide (2S)-glutamique Y-
méthyl ester (3; 8,1 g; 50 mmol) dans du chioroforme (100 ml). La suspension
est chauffée a reflux pour 2 h puis refroidie a température ambiante. De la
triéthylamine (14,6 ml; 105 mmol) est ensuite ajoutée goutte-a-goutte ainsi que
du nitrate de plomb (9,9 g; 30 mmol) et une solution de 9-bromo-9-
phényifluoréne (4; 19,3 g; 60 mmol) dans du chloroforme (125 ml). Le mélange
est agité pour 3 jours & température ambiante, sous azote, puis du méthanol (35
ml) est ajouté. Aprés 15 min d'agitation rapide, le mélange est filtré et le filtrat
est évaporé. Le résidu est ensuite partagé dans 170 ml d'acétate d'éthyle et
170 ml d'acide citrique 5 % aqueux. La phase organique est refroidie a 0 °C
puis extraite successivement avec du NaOH aqueux (1 M; 2 x 65 mi) et de 'eau
(2 x 35 ml). Les phases aqueuses combinées sont lavées avec de l'éther
éthylique (65 ml). La phase aqueuse est ensuite acidifiee a pH=6 avec de
I'acide acétique puis extraite avec plusieurs portions d'acétate d'ethyle pour
récupérer complétement le produit (il est possible d'ajouter du NaCl solide a la
phase aqueuse pour faciliter I'extraction). Les phases organiques sont
combinées, séchées sur sulfate de sodium puis évaporées a sec. Le résidu
obtenu est recristallisé dans de I'éther éthylique pour donner I'acide glutamique
protégé 5 sous la forme d'un solide brunatre.

Rendement: 85% (17 g; 42 mmol).
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P.f.: 80-85 °C (litt. 142-143 °C).35

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) § 1,65-1,90 (m, 2H); 2,37 (m, 2H); 2,64 (dd, 1H, J =
7,3; 4,8); 3,67 (s, 3H); 7,15-7,75 (m, 13H).

RMN 13C: (CDCI3) § 28,9; 30,2; 51,6; 55,3; 72,8; 174,2; 1786.

FABSM: m/e 402 (7, [MH]+), 241 (100).

8.3.4 trichloroacétimidate de tert-butyle (7).39

Du NaH (0,82 g; 20,5 mmol; 60 % dans de I'huile) est ajouté, sous
atmosphére d'azote, sur de I'éther éthylique anhydre (20 ml). De l'alcool tert-
butylique (21 ml; 220 mmol) est ensuite additionné goutte-a-goutte et le
mélange est agité pour 30 min & température ambiante. Le mélange est refroidi
a 0 °C puis du trichloroacétonitrile (19 ml; 190 mmol) fraichement distillé est
ajouté goutte-a-goutte pendant 30 min a 0 °C. Le mélange est ensuite agité
pour 1 h a température ambiante. La solution est évaporée & une huile puis du
pentane (20 ml) contenant du méthanol (1 ml) sont ajoutés. Le mélange est
agité vigoureusement pour ensuite étre filtré et le filtrat évaporé a sec. Le
trichloroacétimidate de tert-butyle 7 qui est obtenu sous la forme d'un liquide
brunatre est conservé a 4 °C en solution dans le cyclohexane (1 M).

Rendement: 95% (39,3 g; 180 mmol).
RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) & 1,58 (s, 9H); 8,25 (large s, 1H).
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8.3.5. (2S)-N-9-(9-PhF)glutamate de a-tert-butyle-y-
méthyle (6).38

A un solution de l'acide (25)-N-9-(9-PhF)glutamique y-méthyl ester (5;
15,5 g; 38,7 mmol) dans du dichlorométhane (40 mil) est ajouté du
trichloroacétimidate de tert-butyle (7; 77,4 ml; 77,4 mmol; 1 M/cyclohexane). Le
mélange est agité 4 jours, & température ambiante et sous atmosphére d'azote,
filtré puis une autre portion de trichloroacétimidate de tert-butyle (1
M/cyclohexane; 38,7 mi; 38,7 mmol) est ajoutée au filtrat. Le mélange est agité
pour une autre journée dans les mémes conditions. La solution est filtrée de
nouveau et le filtrat est évaporé & sec. Le résidu est chromatographié sur
colonne-éclair de silice utilisant de I'hexane contenant 10 % d'acétate d'éthyle
comme éluant. Le résidu est recristallisé dans de l'isooctane pour donner le
diester 6 comme un solide blanc .

Rendement: 83% (14,7 g; 32,2 mmol).

P.f.: 99-100 °C (litt. 100 °C).38

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) & 1,17 (s, 9H); 1,69 (dd, 2H, J =14,4; 7,2); 2,25-
2,55 (m, 3H); 3,65 (s, 3H); 7,15-7,75 (m, 13H).

RMN 13C: (CDCI3) § 27,7; 30,2; 51,3; 55,0; 72,7; 80,6; 173,8; 174,4.

FABSM: m/e 458 (41, [MH]*), 356 (28), 241 (100), 165 (35).

8.3.6 (25,85)-5-0x0-2,8-di-N-9-(9-PhF)amino azélate de
di-tert-butyle (8).24

Une solution du (2S)-N-9-(9-PhF)glutamate de a-tert-butyle-y-méthyle (6;
14,29 g; 31,2 mmol) dans du THF anhydre (30 ml), sous atmosphére d'azote, est
refroidie a -30 °C puis du NaHMDS (34,4 mi; 34,4 mmol; 1 M/THF) est
additionné goutte-a-goutte pendant 45 min a -30 °C. Le mélange est agité & -30
°C pour 3h puis du NaH2PO4 aqueux (1M; 150 ml) et de I'acétate d'éthyle (90
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ml) sont ajoutés. Les phases sont séparés et la phase aqueuse est extraite avec
de l'acétate d'éthyle (3 x 90 ml). Les phases organiques combinées sont lavées
avec de la saumure, séchées sur sulfate de sodium puis évaporées a sec. Le
résidu est chromatographié sur colonne-éclair de silice utilisant de I'hexane
contenant 10% d'acétate d'éthyle comme éluant. Le B-cétoester 9 résultant (9,0
g; 10,2 mmol) est ensuite dissout dans du dioxane (40,5 ml) puis du NaOH
aqueux (1 M; 30,5 ml; 30,5 mmol) aqueux est ajouté. Le mélange est chauffé a
reflux pour 30 min puis du NaH2PO4 (1M; 110 ml) et de I'acétate d'éthyle (110
ml) sont ajoutés. Les phases sont séparés et la phase aqueuse est extraite de
l'acétate d'éthyle (3 x 80 ml). Les phases organiques combinées sont lavées
avec de la saumure, séchées sur sulfate de sodium puis évaporées a sec. Le
résidu est chromatographié sur colonne-éclair de silice utilisant de I'hexane
contenant 15 % d'acétate d'éthyle comme éluant. La cétone 8 est obtenue
comme un solide blanc.

Rendement: 62 % (8,0 g; 9,7 mmol).

P.1.: 129 °C (litt. 129 °C).24

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) & 1,19 (s, 18H); 1,62 (m, 4H); 2,30-2,60 (m, 6H);
3,10 (d, 2H, J =7,7); 7,15-7,75 (m, 26H).

RMN 13C: (CDCI3) § 27,8; 29,3; 38,9; 55,2; 72,9; 80,7; 175,0; 209,9.

FABSM: m/e 826 (45, [MH]*+); 568 (24), 241 (100), 217 (72), 181 (45).

8.3.7 (35,65,9S)-2-0x0-3-N-(BOC)amino-1-
azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate de méthyle (16).24

A une solution du (2S,8S)-5-0x0-2,8-di-N-(3-PhF)amino azélate de di-tert-
butyle (8; 2,76 g; 3,35 mmol) dans de I'éthanol anhydre (100 ml) contenant de
l'acide acétique (10 ml), du palladium sur charbon (330 mg) est ajouté et le
mélange est soumis a une pression de 6 atmosphére d'hydrogéne. La réaction
est agitée pour environ 24h a température ambiante pour ensuite étre filtrée sur
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un lit de terre de diatomée. Le filtre est lavé avec de I'éthanol 100% (80 ml) et le
filtrat évaporé a sec. Cette manipulation est répétée une autre fois sur la méme
quantité de cétone 8 (2,76 g; 3,35 mmol). Les deux résidus combinés sont
dissouts dans du dichlorométhane (92 ml) puis du HCI 6 M aqueux (92 ml) est
ajouté. Le mélange a deux phases est agité pour 15 h & température ambiante
pour ensuite étre évaporé a sec. Une solution de HCI dans le méthanol est
générée en additionnant goutte-a-goutte, & 0 °C, du chlorure d'acétyle (15 ml)
sur du méthanol anhydre (125 ml). Le résidu sec de I'étape précédente est
dissout dans du méthanol anhydre (50 ml) puis cette solution est additionnée &
la solution de HCI dans le méthanol. Le mélange est agité pour 2 jours a
température ambiante pour ensuite étre évaporé & sec. Le résidu sec est
ensuite dissout dans du dichlorométhane (150 ml) puis de la triéthylamine (3,3
ml; 24,0 mmol) est ajoutée. La solution est agitée a température ambiante pour
8 h. La réaction peut étre suivie par spectroscopie de RMN du proton (Une
réaction compléte se traduit par la présence d'un seul pic singulet & 3,71 ppm
dans CD30D). De la triéthylamine (1,2 ml; 8,5 mmol) et du (BOC)20 (9,3 g; 42,5
mmol) sont ajoutés a la solution de I'étape précédente. Aprés 15 h d'agitation a
température ambiante, du dichlorométhane (100 ml) et du NaH2PO4 aqueux (1
M; 100 ml) sont ajoutés. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est
extraite avec du dichlorométhane (3 x 75 ml). Les phases organiques
combinées sont lavées avec de la saumure, séchées sur sulfate de sodium puis
évaporées a sec. Le résidu est chromatographié sur colonne-éclair de silice
utilisant un gradient de 33-100 % d'acétate d'éthyle dans I'hexane. Le méthyi
ester 16 est obtenu comme un solide blanc.

Rendement: 91% (1,90 g; 6,09 mmol).

P.f.: 111-112 °C (litt. 111-112 °C).24

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) 5 1,45 (s, 9H); 1,60-1,80 (m, 3H); 2,03-2,27 (m
4H); 2,47 (m, 1H); 3,70 (m épaulé, 1H); 3,75 (s, 3H); 4,16 (dd, 1H, J = 18,2; 7,9);
452 (d, 1H, J=7,5), 5,53 (large d, 1H, J= 4,5).

RMN 13C: (CDCI3) & 26,4; 26,8; 27,8; 28,5; 31,7; 49,6; 51,8; 56,0; 57,6; 78,9:
155,8; 169,0; 172,2.

FABSM: m/e 313 (24, [MH]*), 257 (67), 213 (100), 197 (36).
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8.3.8 Acide (35,6S5,9S5)-2-0x0-3-N-(BOC)amino-1-
azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique (2).24

Une solution du (35,6S5,9S)-2-0x0-3-N-(BOC)amino-1-
azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylate de méthyle (16; 1,75 g; 5,61 mmol) dans
du dioxane (8,5 ml) et du NaOH aqueux (1 M; 8,5 ml; 8,5 mmol) est agitée a
température ambiante pour 1 h. La solution est ensuite acidifiée avec des
cristaux d'acide citrique et extraite avec du chloroforme (3 x 80 ml) . Les phases
organiques combinées sont lavées avec de la saumure, séchées sur sulfate de
sodium puis évaporées a sec. Le résidu est chromatographié sur colonne-éclair
de silice utilisant un gradient de 1-5 % d'acide acétique dans de l'acétate
d'éthyle. L'acide 2 est obtenu sous le forme d'un solide blanc.

Rendement: 89% (1,48 g; 4,97 mmol).

P.f.: 61-62 °C

RMN 1H: (CDCl3, 300 MHz) & 1,44 (s, 9H); 1,60-1,80 (m, 3H); 2,05-2,30 (m,
4H); 2,41 (m, 1H); 3,70 (m, 1H); 4,22 (dd, 1H, J= 14,3; 8,2); 4,53 (d, 1H, J = 8,7);
5,65 (d, 1H, J = 4,5); 8,30 (large s, 1H).

RMN 13C: (CDCI3) 5 26,5; 27,0; 28,3; 28,6; 32,0; 49,9; 57,1; 58,8; 79,8; 155,8;

170,6; 173,5.
SMHR: Calc. pour C14H23N205 ([MH]*) 299,1607; trouvé 299,1596.

8.4 Synthése en solution du cycl/o[IAA-Asp-IAA-Asp] (1).

8.4.1 (2S)-N-(BOC)aspartate de «-allyl-p-benzyle (BOC-
Asp(OBn)-OAllyl, 17).42,43
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Une solution de l'acide (2S)-N-(BOC)aspartique B-benzyl ester (1,43 g;
4,43 mmol) dans de I'éthanol (4 ml) contenant de I'eau (1 ml) est traitée avec du
bicarbonate de césium (0,95 g; 4,87 mmol) préalablement séché a I'étuve et
refroidi dans un dessicateur. La solution est agitée pendant 5 min a température
ambiante puis évaporée a sec. Le résidu est dissout dans du benzéne puis le
solvant est évaporé a sec. Cette étape est répétée a quelques reprises pour
enlever la majorité d'eau. Le sel de césium est ensuite séché dans un
dessicateur sous vide en présence de P20s5. Au sel de césium (4,43 mmol)
dissout dans 30 ml de DMF, du bromure allylique (3,8 mi; 44,3 mmol) est ajouts.
La solution est agitée pendant 12 h & température ambiante pour ensuite étre
filtrée et évaporée & sec. Le résidu est dissout dans du chloroforme (10 mi) et la
solution est filrée puis évaporée a sec. L'ester allylique 17 est obtenu sous la
forme d'une huile claire et jaunatre.

Rendement: 100 % (1,60 g; 4,42 mmol).

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) & 1,45 (s, 9H); 2,89 (dd, 1H, J = 18,2; 6,3); 3,08
(dd, 1H, J = 18,2; 6,3); 4,58-4,69 (m, 3H); 5,13 (s, 2H); 5,20-5,36 (m, 2H); 5,50 (d,
1H, J=7,9); 5,85 (m, 1H); 7,36 (m, 5H).

RMN 13C: (CDCI3) § 28,2; 36,7; 49,9; 66,1; 66,6; 80,0; 118,5; 128,2; 128,3;

128,5; 131,4; 135,3; 155,2; 170,6 (2C).
FABSM: m/e 364 (24, [MH]*+), 308 (71), 264 (86), 154 (33), 91 (100), 57 (48).

8.4.2 Trifluoroacétate du (2S)-aspartate de o-allyl B-
benzyle (TFA-H2N-Asp(OBn)-OAllyl, 18).

A une solution du (2S)-N-(BOC)aspartate de o-allyl B-benzyle (17; 1,60
g; 4,42 mmol) dans du dichlorométhane (34 ml), du TFA (6,8 ml; 88 mmol) est
ajouté. La solution est agitée pendant 45 min a température ambiante puis
évaporée a sec. Le sel de TFA 18 est obtenu comme une huile claire et

brunétre.

Rendement: 100 % (1,67 g; 4,42 mmol).
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RMN 1H: (CDCl3, 300 MHz) § 3,21 (d, 2H, J=5,5); 4,40 (t, 1H, J = 6,3); 4,64 (d,
2H, J=6,0); 5,15 (s, 2H); 5,20-5,40 (m, 2H); 5,80 (m, 1H); 7,25-7,50 (m, 5H); 8,34
(large s, 3H).

8.4.3 BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (19).45

Une solution de l'acide (3S, 6S, 9S)-2-0x0-3-N-(BOC)amino-1-
azabicyclo[4.3.0]nonane-9-carboxylique (BOC-IAA-OH) (2; 0,113 g; 0,379 mmol)
dans de l'acétonitrile (2,0 ml) est traitée avec du TBTU (0,134 g; 0,417 mmol)
ainsi que de la triéthylamine (0,116 mi; 0,834 mmol). Aprés agitation rapide,
une solution de trifluoroacétate du (2S)-aspartate de a-allyl B-benzyle (18;
0,157 g; 0,417 mmol) dans de l'acétonitrile (1,5 ml) est additionnée. Le
mélange est agité & température ambiante pour 2 h puis de l'acétate d'éthyle
(10 mi) ainsi que du NaOH aqueux (0,1 M; 7 ml) sont ajoutés. Les phases sont
séparées et la phase aqueuse est extraite avec de I'acétate d'éthyle (2 x 5 ml).
Les phases organiques combinées sont lavées avec du HCI aqueux (0,1 M; 2 x
5 ml) puis avec de la saumure. Les phases organiques sont séchées sur sulfate
de sodium puis évaporées a sec pour donner le dipeptide 19.

Rendement: 96 % (0,198 g; 0,365 mmol).

RMN TH: (CDCig3, 300 MHz) 3 1,44 (s, 9H); 1,51-1,70 (m, 3H); 1,88-2,18 (m,
3H); 2,35-2,50 (m, 2H); 2,92 (dd, 1H, J = 12,6; 3,6); 3,03 (dd, 1H, J = 12,6; 3,6);
3,64 (m, 1H); 4,17 (dd, 1H, J=19,0; 10,9); 4,49 (d, 1H, J=8,3); 4,58 (d,2H, J =
5,9); 4,82 (m, 1H); 5,12 (s, 2H); 5,19-5,31 (m, 2H); 5,56 (d, 1H, J = 4,9); 5,84 (m,
1H); 7,34 (m, 5H); 7,59 (d, 1H, J=7,7).

RMN 13C: (CDCl3, 400 MHz) & 26,6; 26,9; 28,0; 28,3; 32,4, 36,3; 48,9; 50,3;
56,7; 59,4; 66,4; 66,9; 79,6; 118,9; 128,3; 128,4; 128,6; 131,4; 135,3; 155,7;
170,0; 170,46; 170,52 (2C).

FABMS: m/e 544 (100, [MH]*), 444 (77), 197 (88), 154 (80), 136 (60).
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8.4.4 TFA-H2N-1AA-Asp(OBn)-OAllyl (20).

A une solution du BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (19; 73 mg; 0,134 mmol)
dans du dichlorométhane (2 ml), du TFA (0,2 mi; 2,6 mmol) est ajouté. La
solution est agitée pendant 2 h & température ambiante puis évaporée a sec. Le
sel de TFA 20 est obtenu comme une huile claire et brunétre.

Rendement brut: 75 mg.

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) & 1,65 (m, 2H); 1,95-2,25 (m, 5H); 2,36 (m 1H);
2,99 (m, 2H); 3,59 (m, 1H); 4,03 (m, 1H); 4,42-4,66 (m, 3H); 4,85 (m, 2H); 5,09 (s,
2H); 5,16-5,35 (m, 2H); 5,80 (m, 1H); 7,33 (m, 5H); 7,85 (d, 1H, J = 7,7); 8,30
(large s, 3H).

8.4.5 BOC-IAA-Asp(OBn)-OH (21).43

A une solution de BOC-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (19; 72 mg; 0,133 mmol)
dans du THF (1,33 ml) sous atmosphére d'azote, du Pd(PPh3)4 (15,4 mg;
0,0133 mmol) ainsi que de la morpholine (0,116 ml; 1,33 mmol) sont ajoutés. La
solution est agitée pour 15 min & température ambiante, sous atmospheére
d'azote et a la noirceur. Aprés évaporation a sec, du dichlorométhane (15 ml)
est ajouté et la phase organique est extraite avec du HCI aqueux (0,1 M; 2 x 5
mi). La phase organique est lavée avec de la saumure, séchée sur sulfate de
sodium puis évaporée a sec. Le résidu est suspendu dans de I'éther éthylique
(10 ml) puis la solution est filtrée. Le filtrat est évaporé a sec pour conduire a
l'acide libre 21 sous la forme d'une huile jaunatre.

Rendement brut: 61 mg.
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RMN 1H: (CDCl3, 300 MHz) 3 1,44 (s, 9H); 1,49-1,74 (m, 3H); 1,90-2,18 (m,
3H); 2,34 (m, 2H); 2,98 (d, 2H, J = 2,9); 3,64 (m, 1H),; 4,21 (dd, 1H, J = 19,0;
10,9); 4,54 (d, 1H, J = 8,0); 4,81 (m, 1H); 5,10 (d, 2H, J=5,5); 5,75 (d, 1H, J =
6,5); 7,33 (m, 5H); 7,55 (d, 1H, J = 6,3).

8.4.6 BOC-IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (22).45

Au BOC-IAA-Asp(OBn)-OH (21; 17,6 mg; 0,035 mmol) dissout dans de
I'acétonitrile (0,5 ml), du TBTU (14,0 mg; 0,0436 mmol) ainsi que de la
triéthylamine (0,01 ml; 0,072 mmol) sont ajoutés . Aprés agitation rapide, du
TFA-H2N-1AA-Asp(OBn)-OAllyl (20; 19,8 mg; 0,035 mmol) est additionné. Le
mélange est agité a température ambiante pour 12 h. Par la suite, de I'acétate
d'éthyle (1 ml) ainsi que du NaOH aqueux (0,1 M; 1 ml) sont ajoutés. Les
phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec de l'acétate
d'éthyle (2 x 2 ml). Les phases organiques combinées sont lavées avec du HCI
aqueux (0,1 M; 2 x 2 mi) puis avec de la saumure. Les phases organiques sont
séchées sur sulfate de sodium puis évaporées a sec pour donner le tétrapeptide
22 sous la forme d'une huile beige.

Rendement: 50% (16 mg; 0,017 mmol).

RMN 1H: (CDCIa, 300 MHz) & 1,43 (s, 9H); 1,5-1,77 (m, 6H); 1,90-2,18 (m, 6H);
2,27-2,46 (m, 4H); 2,75-3,10 (m, 4H); 3,60 (m, 2H); 4,17 (dd, 1H, J = 18,0; 9,2),
4,28 (dd, 1H, J = 18,5; 9,0); 4,47 (m, 2H); 4,57 (d, 2H, J = 5,8); 4,85 (m, 2H); 5,11
(s épaulé, 2H); 5,13 (s épaulé, 2H); 5,18-5,34 (m, 2H); 5,65 (d, 1H, J = 5,0); 5,83
(m, 1H); 7,34 (m, 5H); 7,47 (d épaulé, 1H, J=7,5); 7,52 (d épaulé, 1H, J=7.9);
7,72 (d, 1H, J= 8,5).

FABSM: m/e 929 (9, [MH]*), 829 (100), 197 (60).

8.4.7 cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OBn)], (23).43,46
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Au BOC-IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OBn)-OAllyl (22; 30,0 mg; 0,032 mmol)
dans du THF (0,4 ml), sous atmosphére d'azote, du Pd(PPh3)4 (3,7 mg; 32
umol) ainsi que de la morpholine (30 ul; 0,323 mmol) sont ajoutés. La solution
est agitée pour 30 min & température ambiante, sous atmosphére d'azote et a la
noirceur. Aprés évaporation du THF et de la majorité de la morpholine, 10 ml de
dichlorométhane sont ajoutés et la phase organique est extraite avec du HCI
aqueux (0,1 M; 2 x 4 ml). La phase organique est lavée avec de la saumure,
séchée sur sulfate de sodium puis évaporée a sec. Le résidu sec est dissout
dans du dichlorométhane (0,50 ml) puis du TFA (100 pl; 1,3 mmol) est ajouté.
La solution est agitée pendant 30 min & température ambiante pour ensuite étre
rapidement évaporée a sec. Le sel de TFA est dissout dans du DMF (21,5 ml)
puis du HOBT (13,0 mg; 0,0969 mmol) et du TBTU (31 mg; 0,0969 mmol) sont
ajoutés. Apres agitation rapide, du DIEA (34 pl; 0,194 mmol) est additionné et la
solution est agitée pour 24 h a température ambiante. Le mélange est ensuite
évaporé a sec et le résidu est suspendu dans de I'acétate d'éthyle (10 ml) et de
l'eau (5 ml). Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec de
I'acétate d'éthyle (5 ml). Les phases organiques combinées sont lavées avec
du HCI aqueux (0,1 M; 2 x 3 ml) et avec de I'eau (5 ml). Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de sodium puis évaporées a sec. La
totalité du peptide brut est ensuite purifié par HPLC semi-préparatif en phase
inversée utilisant un gradient d'acétonitrile/eau contenant 0,1 % de TFA. Un
gradient d'élution de 10-100 % d'acétonitrile en 45 min avec un débit de 10
ml/min est utilisé pour isoler le pic & 28,5 min qui correspond au peptide 23.

Rendement: 31 % (8,0 mg; 0,010 mmol).

RMN TH: (CDCI3, 300 MHz) & 1,40 (s, 2H); 1,65 (s, 4H); 1,90-2,25 (m, 8H); 2,55
(s, 2H); 2,97-3,25 (m, 4H); 3,66 (s, 2H); 4,30 (s épaulé, 2H); 4,40 (s épaulé, 2H);
4,66 (s, 2H); 5,13 (s, 4H); 7,34 (s, 10H); 7,62 (s, 4H).

FABSM: m/e 772 (52, [MH]*), 108 (49), 91 (100).

Analyse par HPLC en phase inversée: Tr= 19,96 min (10-100 %
acétonitrile/eau + 0,1 % TFA, sur 30 min & 1,5 mi/min).
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8.4.8 cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp], (1).48

A une solution du cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OBn)] (23; 8,0 mg; 10
umol), sous atmosphére d'azote, dans du méthanol (1,5 ml) contenant 4,4 %
d'acide formique, du noir de palladium (20 mg) est ajouté et le mélange est agité
pour 15 min & température ambiante et sous atmosphére d'azote. Le mélange
réactionnel est filtré sur un lit de terre de diatomée et le filtre est lavé avec du
méthanol (2 ml). L'excés de méthanol est évaporé puis du palladium black (20
mg) est ajouté de nouveau. Le mélange est agité pour 45 min & température
ambiante et sous atmosphére d'azote. Le mélange réactionnel est filtré sur un lit
de terre de diatomée et le filtre est lavé avec du méthanol (2 ml) puis de l'eau (2
ml). Le filtrat est évaporé a sec puis le peptide déprotégé brut est purifié par
HPLC semi-préparatif en phase inversée utilisant un gradient d'acétonitrile/eau
contenant 0,1 % de TFA. Un gradient d'élution de 0-50 % d'acétonitrile en 50
min avec un débit de 9 ml/min est utilisé pour isoler le pic & 16,5 min qui
correspond au peptide cyclique 1.

Rendement: 85 % (5,0 mg; 8,5 umol).

RMN 1H: (DMSO-dg, pH = 4, 30 °C, 2 mM, 400 MHz) & 1,12 (m, 2H): 1,50-1,73
(m, 4H); 1,83 (m, 2H); 2,04 (m, 4H); 2,14 (m, 2H); 2,32 (m, 2H); 2,72 (dd, 2H, J =
16,4; 5,8); 2,81 (dd, 2H, J = 16,7; 4,9); 3,76 (m, 2H); 4,24 (m; 6H); 7,4 (d, 2H, J =
5,8); 8,12 (d, 2H, J=7,8).

SMHR: Calc. pour C26H35N6010 ([MH]*) 591,2415; trouvée 591,2400.
Analyse par HPLC en phase inversée: Tr= 14,39 min (0-50 %
acétonitrile/eau + 0,1 % TFA, sur 25 min & 1,5 ml/min).
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8.5 Synthése de l'acide (2S)-N-(BOC)aspartique a-allyl
ester (BOC-Asp-OAllyl, (25)-24).

8.5.1 Acide (2S)-N-(BOC)aspartique ((2S)-26).60

Une solution de I'acide (2S)-aspartique (10,0 g; 75,2 mmol) dans du
dioxane (300 ml) et du NaOH aqueux (0,5 M; 300 ml) est refroidie a 0 °C et du
(BOC)20 (18 g; 83 mmol) est ajouté. Le mélange est agité pour 24 h &
température ambiante. Le dioxane est par la suite évaporé et de l'acétate
d'éthyle (400 ml) est additionné. Le mélange & deux phases est refroidi & 0 °C
puis acidifié jusqu'a pH= 2-3 avec des cristaux d'acide citrique. Les phases sont
separées et la phase aqueuse est extraite avec de l'acétate d'éthyle (2 x 150
ml). Les phases organiques combinées sont lavées avec de I'eau (2 x 150 ml),
avec de la saumure puis séchées sur sulfate de sodium et évaporées a sec. Le
résidu est recristallisé dans de I'éther éthylique pour donner l'acide (2S)-N-
(BOC)aspartique ((25)-26) sous la forme d'un solide blanc .

Rendement: 66 % (11,5 g; 49,4 mmol).

P.f.: 117-119 °C (litt. 118-119 °C).86

[o]p20: -5,3° (¢ 1,1; CH3OH; litt.: -5,5; ¢ 1,0 CH30H).86

RMN TH: (D20 avec DOH comme référence 5= 4,80; 300 MHz) & 1,36 (s, 9H);
2,85(d,2H, J=4,5); 4,45 (t, 1H, J=4,5).

8.5.2 Acide (45)-3-(BOC)-5-ox0-4-oxazolidineacétique
((4S)-25).

A l'acide (25)-N-(BOC)aspartique ((25)-26; 3,0 g; 12,9 mmol) dissout
dans du benzéne (117 ml) et du DMF (13 ml), du paraformaldéhyde (1,8 g; 45
mmol ) ainsi que de l'acide p-toluénesulfonique (0,74 g; 3,9 mmol) sont ajoutés.
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Le mélange est porté a reflux pour 8 h dans un montage de Dean-Stark.61
Aprés évaporation des solvants, le résidu est chromatographié sur colonne-
éclair de silice utilisant un mélange 1/1 d'hexane/acétate d'éthyle contenant 1 %
d'acide acétique comme éluant. L'oxazolidinone (4S)-25 est recristallisée dans
de l'acétate d'éthyle pour donner un solide blanc.

Rendement: 82 % (2,6 g; 10,6 mmol).

P. f.: 139 °C.

[a]p20: 1456 ° (¢ 1,31; CH3OH).

RMN 1H: (CDCI3, 300 MHz) § 1,49 (s, 9H); 3,06 (dd, 1H, J = 17,9; 3,1); 3,21
(large s, 1H); 4,32 (large s, 1H); 5,25 (dd, 1H, J = 3,8; 1,3); 5,45 (large s, 1H);
10,52 (large s, 1H).

RMN 13C: (CDCI3) § 28,2; 34,5; 51,3; 78,5; 82,6; 152,1; 171,9; 175,4.

FABSM: m/e 246 (38, [MH]+), 190 (66), 146 (100).

8.5.3 Pureté énantiomérique de l'acide (4S)-3-(BOC)-5-
oxo-4-oxazolidineacétique ((4S)-25) par la formation et I'analyse du
(48, 1'S)-3-(BOC)-5-0x0-4-oxazolidine acétate de N'-c-méthyi-

benzylamide ((4S, 1'S )-27).63

Une solution de l'acide (4S)-3-(BOC)-5-ox0-4-0xazolidineacétique ((4S)-
25; 24 mg; 0,10 mmol) dans de I'acétonitrile (2 ml) est traitée avec soit le (R)- ou
le (S)-a-méthylbenzylamine (12 ul; 0,10 mmol) avec du TBTU (31 mg; 0,10
mmol) et de la triéthylamine (15 ul; 0,11 mmol). La solution est agitée pour 5 h a
température ambiante puis de la saumure (5 ml) et de I'acétate d'éthyle (20 ml)
sont ajoutés. Les phases sont séparées puis la phase organique est lavée avec
de I'eau (2 x 20 ml) puis avec de la saumure. La phase organique est séchée
sur sulfate de sodium et évaporée a sec. Le résidu sec est directement analysé
par RMN de TH. Lorsque du (S)-a-méthylbenzylamine & 99 % de pureté
énantiomérique est utilisé, I'examen du signal des protons en position C2 du
cycle oxazolidinone (8 5,33; 5,41), dans l'acétone-dg, démontre une pureté
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diastéréomérique de 98 % t 5 % pour l'amide (4S, 1'S)-27. Une pureté
énantiomérique de 94-100 % est donc observée pour l'oxazolidinone (45)-25.

(4S8, 1'S)-3-(BOC)-5-0x0-4-0xazolidine acétate de N'-a-méthyl-
benzylamide ((4S, 1'S)-27).

Rendement brut: 35 mg.

RMN 1H: (acétone-dg, 400 MHz) § 1,42 (d, 3H, J = 7,1); 1,45 (s, 9H); 2,88 (d,
1H, J=16,7); 3,17 (dd, 1H, J = 16,2; 4,5); 4,28 (large s, 1H); 4,92 (large s, 1H);
5,03 (m; 1H); 5,33 (d, 1H, J = 3,1); 7,18-7,35 (m, 5H); 7,94 (d, 1H, J=9,5).

(48, 1'R)-3-(BOC)-5-0x0-4-oxazolidine acétate de N’'-a-méthyl-
benzylamide ((4S, 1'R)-27).

Rendement brut: 34 mg.

RMN 1H: (acétone-dg, 400 MHz) & 1,42 (d, 3H, J=7,1); 1,50 (s SH); 2,86 (d,
1H, J=17,0); 3,17 (dd, 1H, J= 17,1, 6,7); 4,28 (large s, 1H); 5,05 (m, 1H); 5,16
(large s, 1H); 5,42 (d, 1H, J = 3,3); 7,18-7,35 (m, 5H), 7,94 (d, 1H, J= 9,5).

8.5.4 Acide (2S)-N-(BOC)aspartique o-allyl ester (BOC-
Asp-OAllyl, (25)-24).62

Une solution d'allyloate de potassium est générée en dissolvant, a -20 °C
et sous atmosphére d'azote, du potassium métallique (0,651 g; 16,7 mmol) dans
de l'alcool allylique anhydre (10 ml). Aprés dissolution compléte du solide, la
solution est réchauftée & 0 °C puis est ajoutée goutte-a-goutte, pendant 10 min,
4 0°C et sous atmosphére d'azote, & une solution de I'acide (4S)-3-(BOC)-5-
oxo-4-oxazolidineacétique ((4S)-25; 1,94 g; 7,92 mmol) dans de l'alcool
allylique anhydre (43 ml). Le mélange est agité a 0 °C pour 30 min puis
réchauffé a température ambiante. De l'acide acétique (1,0 ml; 17,4 mmol) est
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ajouté et le solvant est évaporé a sec. Le résidu est chromatographié sur
colonne-éclair de silice utilisant un gradient de 20-30 % d'acétate d'éthyle dans
I'hexane contenant 1 % d'acide acétique comme éluant. L'ester allylique (2S)-
24 est obtenu conne une huile claire et jaunatre.

Rendement: 36 % (0,779 g; 2,85 mmol).

RMN TH: (CDCI3, 300 MHz) § 1,45 (s, 9H); 2,87 (dd, 1H, J = 17,3; 4,5); 3,07
(dd, 1H, J = 17,3; 4,5); 4,60 (m épaulé, 1H); 4,65 (d épaulé, 2H, J = 5,7); 5,21-
5,38 (m, 2H); 5,57 (d, 1H, J = 8,2); 5,90 (m, 1H); 8,90 (large s, 1H).

RMN 13C: (CDCI3) § 28,2; 36,5; 49,8; 66,3; 80,4; 118,7; 131,4; 155,5; 170,7;
175,8.

SMHR: Calc. pour C12H20N10¢ ([MH]*) 274,1273; trouvé 274,1291.

8.5.5 Pureté énantiomérique de I'acide (2S)-N-
(BOC)aspartique «-allyl ester ((2S)-24) par la formation et l'analyse
du (2S, 1'S)-N-(BOC)aspartate N'-a-méthylbenzylamide a-allyl ester

((28, 1'S)-28).63

Une solution de I'acide (25)-N-(BOC)aspartique a-allyl ester ((25)-24; 26
mg; 0,10 mmol) dans de I'acétonitrile (2 ml) est traitée avec soit le (R)- ou le (S)-
a-méthylbenzylamine (12 ul; 0,10 mmol) avec du TBTU (31 mg; 0,10 mmol) et
de la triéthylamine (15 ul; 0,11 mmol). La solution est agitée pour 5 h a
température de la piéce puis de la saumure (5 ml) et de 'acétate d'éthyle (20 ml)
sont ajoutés. Les phases sont séparées puis la phase organique est lavée avec
de I'eau (2 x 20 ml) puis avec de la saumure. Les phases organiques sont
séchées sur sulfate de sodium et évaporées a sec. Le résidu sec est
directement analysé par RMN de 1H. Lorsque du (S)-a-méthylbenzylamine de
99 % de pureté énantiomérique est utilisé, I'examen du signal des protons
vinyliques de l'ester allylique (& 5,27; 5,31), dans l'acétone-dg, démontre une
pureté diastéréotopique de 91 % + 5 % pour I'amide (2S, 1'S)-28. Une pureté
énantiomérique de 87-97 % est donc observée pour l'ester allylique (25)-24.
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(2S, 1'S)-N-(BOC)aspartate N'-a-méthylbenzylamide a-allyl ester
((2s, 1'S)-28).

Rendement brut: 37 mg.

RMN TH: (acétone-dg, 300 MHz) & 1,43 (m, 12H); 2,70 (dd, 1H, J = 16,3; 4,3);
2,86 (dd; 1H, J = 16,3; 4,3); 4,52 (m, 1H); 4,60 (m, 2H); 5,05 (m, 1H); 5,18 (m,
1H); 5,35 (m, 1H); 5,93 (m, 1H); 6,20 (large d, 1H, J = 8,3); 7,17-7,38 (m, 5H);
7,62 (d, 1H, J=7,7).

(28, 1'R)-N-(BOC)aspartate N'-a-méthylbenzylamide a-allyl ester
((2S, 1'R)-28).

Rendement brut: 37 mg.

RMN 1H: (acétone-dg, 300 MHz) & 1,43 (m, 12H); 2,74 (dd, 1H, J = 16,0; 5,1);
2,83 (dd, 1H, J = 16,1; 6,0); 4,46-4,57 (m, 3H); 5,0-5,18 (m, 2H); 5,30 (m, 1H);
5,87 (m, 1H); 6,27 (large d, 1H, J = 8,3); 7,18-7,38 (m, 5H); 7,60 (large d, 1H, J =
7,7).

8.6 Synthése sur support solide de cyc/o[IAA-Asp-lAA-Asp]
(1).

8.6.1 Test a la ninhydrine pour la révélation des
amines.”0

Préparation des solutions:
Une fraction de 2 mi d'une solution de KCN (65 mg) dans 100 ml d'eau est
diluée a 100 ml avec de la pyridine fraichement distillée sur de la ninhydrine.
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Cette solution est additionnée & une solution de de phénol (40 g) dans 10 mi
d'éthanol 95%-Solution A. De la ninhydrine (2,5 g) est dissoute dans 50 ml
d'éthanol 95 %-Solution B.

Test:

Un échantillon de résine (2-5 mg) est placé dans un tube a essai puis 6 gouttes
de la solution A et 2 gouttes de la solution B sont ajoutées. Parallelement,
une expérience controle est préparée en mélangeant uniquement 6 gouttes de
la solution A et 2 gouttes de la solution B . Les tubes sont agités
vigoureusement puis chauffés & 100 °C pour 10 min. La présence d'amines
libres sur la résine se traduit par I'apparition d'une coloration bleue tandis que la
couleur de I'expérience témoin demeure inchangée.

8.6.2 BOC-Asp(OCs)-OAllyl.42

L'acide (2S)-N-(BOC)aspartique a-allyl ester ((25)-24; 0,50 g; 1,83 mmol)
est dissout dans de I'éthanol contenant 25 % d'eau (11 mi). Du carbonate de
césium (0,36 g; 1,83 mmol), préalablement séché a I'étuve et refroidi dans un
dessicateur, est ensuite additionné. La solution est agitée pendant 5 min a
température ambiante puis évaporée a sec. Le résidu est dissout dans du
benzéne puis le solvant est évaporé a sec. Cette étape est répétée a quelques
reprises pour enlever la majorité d'eau. Le sel de césium est séché dans un
dessicateur sous vide en présence de P205s pour 12 h avant d'étre utilisé a

I'étape suivante.

8.6.3 ‘BOC-Asp(OMer.)-OAllyi.42

Une solution du BOC-Asp(OCs)-OAllyl (0,20 g; 0,50 mmol) dans du DMF
(12,5 ml) est traitée avec du p-chiorométhyl copoly(styréne-1%-divinylbenzéne),
(2,5 g; résine de Merrifield contenant approximativement 1 mmol de
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chlorométhyl par gramme de résine). La suspension est agitée pour 3 jours a
50 °C, filtrée et la résine lavée avec les solutions suivantes (4 ml/g de résine):
DMF; DMF contenant 10 % d'eau; DMF; éthanol anhydre. La résine est par la
suite séchée sous vide pour I'évaluation de la substitution par un titrage a
I'acide picrique.

8.6.4 BOC-Asp(OPAB-BHA)-OAllyl.42

En suivant la méme procédure qu'au paragraphe 8.6.3, une solution de
BOC-Asp(OCs)-OAllyl (0,40 g; 1,0 mmol) est traitée avec I'a-(p-chlorométhyl
phénylacétamido)benzyl copoly(styréne-1 %-divinylbenzéne), (5,0 g; résine
PAB-BHA contenant approximativement 0,5 mmol de chlorométhyl par gramme
de résine). La résine est ensuite soumise a un titrage a l'acide picrique pour
I'évaluation de la substitution.

8.6.5 Titrage a l'acide picrique pour I'évaluation de la
quantité d'esters d'acides aminés présents sur la résine.69

Un échantillon soit de la résine de Merrifield chargée (47 mg) ou de la
résine PAB-BHA chargée (49 mg) est traitée avec 1 ml de chacune des solutions
pour les temps suivants: CH2CI2 (1 x 1 min); CH2CI2:TFA:anisole (73:25:2, 1 x 2
min et 2 x 15 min); CH2CI2 (5 x 1 min); DIEA:CH2CI2 (1:9, 2 x 2 min); CH2Cl2 (3
x 2 min). L' échantillon est ensuite séché puis traité avec 2 ml de chacune des
solutions pour les temps suivants: acide picrique 0,1 M dans CH2ClI2 (2 x 3
min); CH2CI2 (5 x 2 min). L' échantillon de résine est par la suite traité avec 2
ml de chacune des solutions pour les temps suivants, en conservant les filtrats:
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DIEA:CH2Cl2 (1:9, 2 x 3 min); CH2Cl2 (3 x 2 min). Les filtrats combinés sont
ensuite dilués a 100 ml avec de I'éthanol 95 %. L'absorbance est lue (A = 358
nm, e = 14500) contre un blanc composé de 4 ml de DIEA:CH2CI2 (1:9) et 6 ml
de CH2Cl2 complétés & 100 ml avec de I'éthanol 95 %. Une substitution de
0,14 mmol d'amine libre/g est obtenue pour la résine de Merrifield contre 0,15
mmol d'amine libre/g pour la résine PAB-BHA.

8.6.6 BOC-IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OMer.)-OAllyl.

La totalité de la résine BOC-Asp(OMer.)-OAllyl (2,5 g au départ) est
placée dans un réacteur & synthése peptidique puis est traitée avec les
solutions pour les temps suivants (10 mi/g de résine): CH2CI2 (1 x 1 min),
CH2Cl2:TFA:anisole (73:25:2, 1 x 2 min et 2 x 15 min); CH2CI2 (5 x 1 min),
DIEA:CH2Cl2 (1:9, 2 x 2 min); CH2CI2 (2 x 1 min); DMF (2 x 1 min). La
présence d'amines libres est confirmée par un test a la ninhydrine positif. La
résine est ensuite suspendue dans du DMF (7 ml/g de résine) puis traitée avec
du BOC-IAA-OH (2; 0,149 g; 0,50 mmol), du TBTU (0,177 g; 0,55 mmol) ainsi
que du DIEA (0,174 mil; 1,0 mmol). Le mélange est agité pour 12 h a
température ambiante. La solution est retirée puis la résine est lavée avec les
solutions pour les temps suivants: DMF (2,5 ml/g de résine), (1 x 1 min), DMF
(10 ml/g de résine, 2 x 1 min), éthanol 100 % (10 ml/g de résine, 2 x 1 min). Un
couplage complet est confirmé par un test a la ninhydrine négatif. Suivant le
mémae protocole, en utilisant les mémes quantités de réactifs, deux autres cycles
de déprotection-couplage sont effectuer pour coupler le BOC-Asp(OBn)-OH
(0,162 g; 0,50 mmol) et le BOC-IAA-OH (2; 0,149 g; 0,50 mmol). Des tests a la
ninhydrine positifs et négatifs ont suivis respectivement chaque étape de
déprotection et couplage.
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8.6.7 BOC-IAA-Asp(OBn)-l1AA-Asp(OPAB-BHA)-OAllyl.

En suivant la méme procédure qu'au paragraphe 8.6.6, la totalité de la
résine BOC-Asp(OPAB-BHA)-OAllyl (5,0 g au départ) est placée dans un
réacteur & synthése peptidique puis trois cycles de déprotection-couplage sont
effectuer pour coupler le BOC-IAA-OH (2; 0,298 g 1,0 mmol), le BOC-Asp(OBn)-
OH (0,323 g; 1,0 mmol) et le second BOC-IAA-OH (2; 0,298 g; 1,0 mmol)
utilisant du TBTU (0,353 g; 1,1 mmol) ainsi que du DIEA (0,348 ml; 2,0 mmol).
Des tests & la ninhydrine positifs et négatifs ont suivis respectivement chaque
étape de déprotection et couplage.

8.6.8 cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OMer.)]

La totalité de la résine BOC-IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OMer.)-OAllyl (2,5 g
au départ) est lavée avec du THF (6 ml/g de résine) puis suspendue dans du
THF (10 ml/g de résine) sous atmosphére d'azote, traitée avec du Pd(PPh3)4
(58 mg; 0,050 mmol) ainsi que de la morpholine (0,44 mi; 5,0 mmol). Le
mélange est agité pour 15 min a température ambiante, sous atmosphere
d'azote et a I'abris de la lumiére. La solution est retirée et la résine est lavée
avec du THF (6 ml/g de résine, 2 x 1 min). Un autre cycle de deprotection est
effectué en traitant la résine avec les mémes quantitées de réactifs. Le mélange
est agité cette fois pour 1 h & température ambiante, sous atmosphére d'azote et
A 'abris de la lumidre. La solution est retirée et la résine est lavée avec les
solutions pour les temps suivants: THF (6 ml/g de résine, 4 x 1 min); CH2CI2 (10
mi/g de résine, 2 x 1 min). Par la suite, la résine est traitee avec les solutions
pour les temps suivants (10 ml/g de résine): CH2CI2 (1 x 1 min);
CH2CI2:TFA:anisole (73:25:2, 1 x 2 min et 2 x 15 min); CH2CI2 (5 x 1 min);
DIEA:CH2Cl2 (1:9, 2 x 2 min); CH2CI2 (2 x 1 min); DMF (2 x 1 min). La
présence d'amines libres est confirmée par des tests & la ninhydrine positifs. La
résine est suspendue dans 18 mi de DMF et du TBTU (0,177 g; 0,55 mmol) ainsi
que du DIEA (0,174 mi; 1,0 mmol) sont ajoutés. Le mélange est agité pour 6 h a
température ambiante. La solution est retirée puis la résine est lavée avec les
solutions pour les temps suivants: DMF (2,5 ml/g de résine; 1 x 1 min); DMF (10
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ml/g de résine, 2 x 1 min); éthanol 100 % (10 ml/g de résine, 2 x 1 min). Une
cyclisation compléte est confirmée par des tests a la ninhydrine négatifs.

8.6.9 cyclo[IAA-Asp(OBn)-1AA-Asp(OPAB-BHA)] utilisant
le TBTU comme réactif de cyclisation.

En suivant la méme procédure qu'au paragraphe 8.6.8, la moitié de la résine
BOC-Asp(OPAB-BHA)-OAllyl (2,5 g au départ) est déprotégée puis le peptide
est cyclisé utilisant du TBTU (0,177 g; 0,55 mmol).

8.6.10 cyclo[IAA-Asp(OBn)-I1AA-Asp(OPAB-BHA)] utilisant
le HATU comme réactif de cyclisation.

En suivant la méme procédure qu'au paragraphe 8.6.8, la moitié de la résine
BOC-Asp(OPAB-BHA)-OAllyl (2,5 g au départ) est déprotégée puis le peptide
est cyclisé utilisant du HATU (0,209 g; 0,55 mmol) au lieu du TBTU.

8.6.11 cyclo[IAA-Asp-l1AA-Asp] (1).

Une fraction de la résine soit de cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OMer.)] (1,0
g de la résine chargée) ou cyclo[|IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OPAB-BHA)] cyclisé
avec TBTU (0,95 g de la résine chargée) ou cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OPAB-
BHA)] cyclisé avec HATU (2,0 g de la résine chargée) est placé dans un
réacteur en teflon avec de l'anisole (0,5 ml/g). Du HF liquide (10 mi/g) est
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condensé dans le réacteur a -78 °C et le mélange est agité pour 1 ha 0 °C. Le
HF est évaporé a sec et le résidu est lavé avec plusieurs portions d'éther
éthylique. Le peptide 1 brut est extrait avec de l'acide acétique puis la solution
est lyophilisée aprés avoir ajouté un volume équivalent d'eau. Une fraction du
matériel est purifiée par HPLC semi-préparatif en phase inversée utilisant un
gradient d'acétonitrile/eau contenant 0,1 % de TFA. Un gradient d'élution de 0 &
50 % d'acétonitrile en 50 min avec un débit de 9 mi/min est utilisé pour isoler le
pic a 16,5 min qui correspond au peptide cyclique 1.

cyclo[lAA-Asp-lIAA-Asp] (1) obtenu du clivage du cyclo[lAA-
Asp(OBn)-IAA-Asp(OMer.)].

Aprés lyophilisation, 11 mg de peptide brut est obtenu. Une fraction de
5,0 mg est purifiée par HPLC pour donner 2,4 mg de peptide.

Rendement global: 5 % (2,4 mg; 4,1 umol)

cycla[lAA-Asp-lAA-Asp] (1) obtenu du clivage du cyclo[lAA-
Asp(OBn)-IAA-Asp(OPAB-BHA.)] cyclisé avec TBTU.

Apres lyophilisation, 65 mg de peptide brut est obtenu. Une fraction de
6,0 mg est purifiée par HPLC pour donner 2,0 mg de peptide.

Rendement global: 26 % (2,0 mg; 3,4 umol).
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cyclo[IAA-Asp-l1AA-Asp] (1) obtenu du clivage du cycl/o[lAA-
Asp(OBn)-IAA-Asp(OPAB-BHA.)] cyclisé avec HATU.

Aprés lyophilisation, 135 mg de peptide brut est obtenu. Une fraction de
7,4 mg est purifiée par HPLC pour donner 2,4 mg de peptide pur.

Rendement global: 25 % (2,4 mg; 4,1 umol).

RMN 1H, SMHR: Voir paragraphe 8.4.8

FABMS: m/e 591 (31, [MH]*+), 217 (100), 131 (97), 109 (74).

Analyse par HPLC en phase inversée: Tr= 14,39 min (0-50 %
acétonitrile/eau + 0,1 % TFA, sur 25 min & 1,5 mi/min,)

8.7 Détermination des constantes de dissociation du
cyclo[IAA-Asp-lAA-Asp] (1).

Les constantes de dissociation des acides carboxyliques du peptide 1 ont
6té déterminées & u = 0,3 (KCl), T = 25 °C par un titrage potentiométrique de 4
ml d'une solution aqueuse du peptide 1 (11,1 mM; 26,2 mg; 44,4 pmol)
préalablement ajustée a pH = 2,6 avec du HCI aqueux (0,985 M; 120 ui). Du
NaOH aqueux a été utilisé comme solution titrante (27,2 mM; aussi a p = 0,3;
KCI). Une burette automatique «Radiometer ABU-12», un titrateur automatique
«Radiometer TTT-2» et une électrode combinée «Radiometer GK2321C» ont
é6té utilisé pour le titrage. Le nombre de protons installés au niveau des acides
carboxyliques, & chaque volume de NaOH ajouté, est calculé par la différence
entre la quantité totale théorique de protons présents en solution et la quantité
de protons détectés a I'électrode’9,80. Les deux constantes de dissociation
sont équivalentes aux pH lorsque 1,5 et 0,5 protons sont installés au niveau des
acides carboxyliques.

pKa #1 = 3,2.
pKa #2 = 6,9.
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8.8 Détermination de l'activité hydrolytique.

8.8.1 Préparation des solutions meéres et des tampons.

Solution mére du cyc/o[lAA-Asp-lIAA-Asp] (1) 8,8 mM: Le
peptide 1 (26,0 mg; 44,1 umol) est solubilisé dans un volume total de 5 ml d'un

mélange d'eau:isopropanol 9:1.

Solution mére du 2,4-dinitrophénylacétate (2,4-DNPA) 1 mM:
Le 2,4-dinitrophénylacétate (2,4-DNPA; 22,6 mg; 0,1 mmol) est solubilisé dans
un volume total de 100 ml d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1. '

Solution mére de KCI 3M: Du KCl (22,4 g; 0,3 mol) est solubilisé
dans un volume total de 100 ml d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1.

Tampon formate de sodium/acide formique 0,5 M (pH = 3): Du
formate de sodium (54,4 mg) et de I'acide formique (157 pl) sont mis en solution
dans un volume total de 10 mi d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1.

Tampon acétate de sodium/acide acétique 0,5 M (pH = 4): De
I'acétate de sodium (68,1 mg) et de I'acide acétique (239 ul) sont mis en solution

dans un volume total de 10 ml d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1.

Tampon acétate de sodium/acide acétique 0,5 M (pH = 5): De
I'acétate de sodium (271 mg) et de I'acide acétique (97 ul) sont mis en solution

dans un volume total de 10 ml d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1.

Tampon MOPS 0,5 M (pH = 7): Du MOPS (1,045 g) est solubilisé
dans un volume total de 10 mi d'un mélange d'eau:isopropanol 9:1 en ajustant
le pH & 7 avec du NaOH aqueux (0,1 M).
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8.8.2 Cinétique d'hydrolyse du 2,4-DNPA.

L'activité hydrolytique a été déterminée a u = 0,3 (KCl), T = 35 °C, dans un
milieu 9:1 d'eau:isopropanol, en observant 'augmentation de I'absorbance a
410 nm d'une solution du 2,4-dinitrophénylacétate (2,4-DNPA; 0,01 mM) en
présence du peptide 1 (0,1 mM) A différents pH. Des contréles pour tous les pH
ont été préparés pour déterminer l'activité hydrolitique des tampons seuls. Les
solutions finales de 2 mi ont été préparées de la fagon suivante en suivant
I'ordre d'addition des solutions méres. Les absorbances au temps zéro
correspondent aux absorbances des solutions apres 'addition du substrat 2,4-

DNPA. Les résultats sont compilés au chapitre 6.

Etapes 1 2 3 4 5
Eau:iPA Tampons Solution Solution Soilution
9:1 (selon pH) | mére de|mére du|meére de

KClI peptide 1 | 2,4-DNPA

pH = 3 1580 ul |200pul  |200pl |- 20 ul

contrdle

pPH=3 1557 ul 1200 pl 200 ul 22,7 ul 20 pl

pH = 4 1580 ul | 200 pl 200 pl - 20 ul

contréle

pH = 4 1657 ul 1200 ul 200 ul 22,7 ul 20 ul

pH = § 1580 ul |200p  |200mul |- 20 ul

contrdle

pH = 5 1557 ul 200|200 |22,7w  |20pl

pH = 7 1580 ul | 200 pi 200 ul --- 20 pl

contrdle

pH = 7 1557 ul {200 ul 200 ul 22,7 ul 20 pl
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Jufdata/chinie/ns/hgl-10/1/pdata//screen Wed Oct 18 26:26:37 1935 §§
Disy, USEEchizie, NAWEshgl-10, EXPHO:1, PROCHO:1 <
F1=5 §dippr, F2:1.633ppa, HI=1.00ce, MAXI=1000.00ca, FC=0.890

{ ADLRESS FREQUESCY INIENSITH

{Hz] §238!

! 1262.580 56354 13 ©

: 2253351 5§44 12 Zz—{nT

3 1$19.3¢1 15463 3 54

: 1310452 13051 AT

5 101,689 250 1.6 8

¢ 1£93.133 N5y 2.7k N

1 1832874 £.2308 763 .

2 1485, 423 {0 7,48

: 1337214 §.2068 7,62

1t 1656235 10141 I

1 1875.214 (1463 1.38

1 1195558 3,737 101

i3 1483611 17155 2.3

1 1435091 37118 143

15 1475.994 3.6587 7.85

15 1475364 1,887 1.9

17 1471333 3,677 1.12
rofdataichizie/naribal-10/1 pdataf 1/ screen wed Oot 18 05021035 1438

Di=y, (SEB=chimie, WAME=hgl-10, EYPKU=1, PROCND= :
Fiz§ {i0ppm. Fi=g.193psz, H1=1.0Cca, HREI= 16309.03zn, PC=1.090

] LDDEE3S FREQUEKCY THTESSITY
[Kz2] [PEY]
1 t631.7 3333.340 8.3303 .33
2 £35.8 3370.033 §.3123 141
jufdatzicnicie/sar/hy1-10/1/pdata/1/screen Wed Oct 18 48:21:53 1538

DU=u, USER=chiaie, NAME=hgl-10, EXPRO=1, PEOCKD:=1
Fi=2. 43°ppn, F2=1.62¢ppe, KI=1.00ce, ¥AEI=10000.00ce. PC=t. 0

ADDE2SE FZEQUENCY THTERSTITY

(’11]
i 24140.2 363110 1. i.3%
i 1Nt §£3.832 2. .70
3 14510.9 §13.052 1. 337
¢ 5561 §12.54§ 1. 143
5 14803.3 306.911 1. §.78
£ 11854 £233.¢77 1. B
1 #I01 535.30) 1. [
] U5 .2 884.¢18 1. {13
3 14308.C 373,923 2.1% 313
16 248874 8:3.590 Y 3.3
11 14538.¢C 365,433 1. i3
12 243559 255.831 1. 3.4f
13 748733 335.603 1. (5]
1 180031 382,510 113 7.4
5 353,228 2.17 3.1
848,287 1.1 et
$43.11 113 i1
31378 2.0813 {5
B3P 7 e B
1983 1,37
1784 184
1.7522 3.8
1.73%) 3 i
.71 {5
533.*'3 17082 5.1
£13.350 1.6978 £.1t
572,113 1.e2d0 £t
££9.752 16738 LS
663,151 18303 it
837,341 18428 1.3

1-:0. BiBNd=1, PEOCKD=!

i gz, MATI=10000.00cs. FC=1 G0
DU IR IHTERSTTY

‘r71 [FFY]

52 JREET) 119.42
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88Tected Isotopns:

x 8ymbol Min Max V'cy Hame
c 0 autn 4 Catbon-12
0 0 auto 2 Oxygen-16
i 0 auto 1 Hydrogen-1
N 0 2 3 HMitrogen-14

of 15.0 ppm, 7.0 mmu.
0.0 = 30.0}

Mass Calculated Ppm wmu R/DB  Yormula

29915960 299.16071 3.7 1.1 4.5 Cpq0ghgty

299.15802 ~5.3 -1.6 0.0 CyqOgliygN

COzH

T P Z Rl

SMHR

BOCHN

ATOMIC COMFOSITION REKPORT (MANUAL)

¢+0ev Bnd of Atomic Composition Report ¢t
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cyclo[IAA-Asp(OBn)-IAA-Asp(OBn)]
23

Chromatogramme HPLC phase inversée (C-18)
10-100 % CH3CN/H20 + 0,1 % TFA, 30 min; 1,5 mi/min
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cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp] ] B
1 - (= Lvii
RMN, 'H, DMSO-de, 400 MHz, 2 mM, pH = 4,30 °C
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cycloflAA-Asp-IAA-Asp]
1

"H-TH COSY, Hy0:0C(CDa)p 9:1, 600 MHz,
20 mM, pH = 3,5, 30 °C
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cycloflAA-Asp-IAA-Asp]
1

'H-"H NOESY, H,0:0C(CD3), 9:1, 600 MHz,
20 mM, pH = 3,5, 30 °C
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cyclo[IAA-Asp-IAA-Asp]
1

Chromatogramme HPLC phase inversée (C-18)
0-50 % CH3CN/Ho0 + 0,1 % TFA, 25 min; 1,5 mi/min
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ATOMIC COMPOSITIGN REPORT (MANUAL) :
LX1

Selected Isotopes:

Symbol Min  Max Vey Name
C 0 60 4 Cbon-12 cyclo[IAA-Asp-lIAA-Asp]
H 0 90 { Hydrogen- 1
O 0 20 2 Oxygenlé , 1
N 0 8 3 Nitrogen-14 SMHR

Allowable error = minimum of 10.0 ppm, 5.0 mmu.
Ring/Double Bond limits = (-0.5 : 100.0]

Mass Caiculated ppm mmu R/IDB Formula

5$91.24000 591.24011 0.2 0.1 7.5 CzgH39014N3
591.23962 0.6 -0.4 25.5 C3gH31O3N4
591.24097 1.6 1.0 25.0 C4oH3304N
591.23877 -2.1 -1.2 8.0 C3H37013Ng
591.24146 2.5 1.5 12.5 CagH3sO1oNs &
591.23828 -2.9 -1.7 26.0 C3gH2902N7
$91.23828 -2.9 -1.7 20.5 C37H35C7
591.24231 3.9 2.3 30.0 C4qHagNs
591.23743 4.4 -2.6 3.0 CpaH41O¢7N
£ 591.23743 -4.4 -2.6 8.5 CzyH35012Ng
591.24280 4.7 2.8 12.0 CpgH3z7011N3
§91.23694 -5.2 -3.1 21.0 C35H3304N3
591.24335 5.7 33 0.5 Cy4H39017Ng
$91.24365 6.2 3.7 29.5 C43H3{ONz
§91.23608 -6.6 -3.9 3.5 CyoH39016N4
591.24414 7.0 4.1 17.0 Cp9HzzO7N7
591.24414 7.0 4.1 115 C3gH39012
5¢1.23560 -7.4 -4.4 21.5 C33H31OgNg

IR L

«x4** £nd of Atomic Composidon Report
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cyclolAA-Asp-lAA-Asp] (1). L exxi

Gradients de température des protons amides (a, b) dans H20:acétone-d6

5 8,2
(ppm)
8,1 -
8,0 - y = 8,3454 - 6,0000e-3x RA2 = 1,000
7,9
] y = 7,9152 - 2,8000e-3x RAZ = 0,999
7’8 ] b\\\
7,7 T T 1
20 30 40 50 60

Température (°C)

Gradients de température des protons amides (a, b) dans DMSO

8,2
6 \9\
(ppm) ; a
8,0 -
y = 8,2488 - 4,3400e-3x RA2 = 0,978

7,8

7,6

y = 7,3940 + 5,0000e-4x RA2 = 0,381 b
7,4 ' = : .
20 30 40 50 60

Température (°C)



Volume

W BN O
o N

AN O

.3885

.9365
.136
.3475
.574
.8305
.063
.2035
.422
.536
.6075
.655
.6915
.719
.7495
.765
.7925

Ao oo UTnUTUTEd PR WWNNDNDE R

pKa # 1
pKa # 2

o

.02

NSO UVTUITUTED D PR D WWWWNNNNNNNNDNRE R B R e T

3.154902
6.855459

Titrage potentiométrique du cyclolAA-Asp-1AA-Asp] (1)-

.50395
.50868
.51821
.53322
.57335
.65602
.73417
.81819
.90702
.0017

.10275
.21735
.35238
.51955
.74136
.93648
.17754
.38031
.60424
.8272

.09014
.40292
.57022
.92574
.20831
.48155
.7404

.25801
.67218
.85911
.21524

=]
o

FRRHEBPBRREPEBRRPHERBREBHERBRERRRR

.747586
.713237
.71163

.682035
.690851
.718436
.710081
.71688

.72248

.722152
.709533
.695061
.67692

.651195
.618143
.563673
.493401
.419205
.322568
.203275
.059133

.9246299
.8406155
.7090122
.6398832
.5963783
.5673748
.5450239
.5281258
.5093668
.4998134
.4828705

LXXXiii



LXXXiv

L
cC

(27.2 mM NaOH, 0.118 mmol HCI, 0.044 mmol organic acid)

1.8

16
14l
1.2
1.0
08
06

04 r

Average number of installed protons vs pH

Titrage potentiométrique du cyclolAA-Asp-lIAA-Asp] (1).




