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RESUME

Parmi les peptidomimétiques présentant des propriétés pharmacologiques et
biologiques intéressantes, les azapeptides constituent une famille de pseudopeptides dans
laquelle le groupe (CH)" d’un ou de plusieurs résidus a été substitué par un atome d’azote
isoélectronique. Un des avantages de cette substitution, est de garder intacte la nature
chimique de la chaine latérale dont le role est si important dans les processus de
reconnaissance moléculaire. De plus, nous avons choisi d’étudier 1’azaproline, analogue de la
proline qui fait partie des amino acides proteinogenes et qui, en tant qu’imino acide, présente
une forte singularité au sein de ces derniers. Nous avons procédé en premier lieu a la
préparation de son précurseur en réalisant la synthése sous forme cristalline pure du cycle
pyrazolidine protégé sur ses deux atomes d’azote par deux fonctions de type uréthane
différentes avec déprotection orthogonale. Cette synthése a été effectuée en deux étapes: la
premiére consiste en la protection régiosélective du synthon de base par le groupement
benzyloxucarbonyl (Z); la deuxiéme qui est I’étape déterminante, est basée sur I’addition du
1,3-dibromopropane a I’hydrazine- N* NP-diprotégée résultant de la premiére étape.

Pour introduire le résidu azaprolyl dans une séquence aza-dipeptidique avec la
phénylalanine, nous avons utilis¢é un nouveau protocole de synthése faisant appel au
triphosgene dans la C-activation de la phénylalanine. Contrairement aux méthodes décrites
dans la littérature nécessitant des conditions séveres (reflux pendant plusieurs heures), en plus
des réactions secondaires indésirables, ce réactif nous a permis de travailler a faible
température avec des temps de réactions réduits.

Sur le plan structural, les calculs ab-initio que nous avons effectués sur des modeles
simples montrent que le résidu azaprolyl favorise un repliement de type pseudo BVI avec le
résidu qui le précéde. L’azote N* du cycle pyrazolidine acquiert un caractére pyramidal qui le

rapproche d’un azote SP* et lui confére une prochiralité.
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ABSTRACT

Among the peptidomimétics presenting interesting pharmacological and biological
properties, we distinguish, azapeptides, which are pseusdopeptides in which N has been
substituted for the (CH)® group contained in one or several amino acids. One of the
advantages of this substitution is to keep the integrity of the side chain, the role of which is
so important, for example, in molecular recognition processes. Moreover we chose to deal
with the azaproline analogue because proline belongs to the proteinogenic amino acids and
as an iminoacid, presents a great singularity within these last. We proceeded initially to the
preparation of its precursors by carrying out the synthesis in pure crystalline form of the
pyrazolidine cycle, protected on its two nitrogen atoms by two different urethane functions
with orthogonal cleavage. this synthesis has been done in two stage; the first, consists in
regioselective protection of the basis synthon by the benzyloxycarbonyl group (Z); the
second which is the determining stage, is based on the addition of 1,3-dibromopropane to
the N NP -protected hydrazine resulting from the first stage.

In the aim at introducing the azaprolyl residue into an azadipeptidic sequence with
phenylalanine, we used a new synthetic protocol which requires triphosgene for the
C-activation of phenylalanine. Unlike usual methods described in literature which
necessitate drastic conditions (reflux for many hours), this reagent allows for completing at
low temperature and with reduced reaction times.

On the structural level, ab-initio calculations which we carried out on simple

models show that unlike proline the azaprolyl residue supports a BVI turn-like with the

preceding residue. The nitrogen N* pyrazolidine ring which is partially SP*-hybridized

acquires a pyramidal character and become prochiral.
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INTRODUCTION

Les peptides comme les neurotransmetteurs, les neuromodulateurs et les hormones
interviennent dans divers processus physiologiques. Ils influencent la cellule de
communication et contrdlent une série de fonctions vitales telles que le métabolisme, les
défenses immunitaires, la digestion, la respiration, la sensibilité a la douleur et la reproduction.
Ils ont donc un énorme intérét médical. En outre, leur rdle dans 1’apparition et le maintient de
diverses maladies a pu étre prouvé sans équivoque. Cependant 1’utilisation des peptides
comme médicaments ou agents thérapeutiques est limité par leur faibles stabilité métabolique
envers les protéases, et par leur lente progression a travers les barrieres physiologiques, ou ils
peuvent subir des réactions d’hydrolyse partielle ou totale, ou des réactions d’oxydoréduction.
Ils sont également limités par leur biodisponibilité et par leurs effets indésirables causés par
I’interaction de peptides structurellement flexibles avec divers récepteurs. Pour remédier a ces
inconvénients, les peptidomimétiques ou les pseudopeptides semblent tout indiqués pour
minimiser la flexibilité¢ et réduire les effets secondaires du peptide médicament. Il est
¢galement possible d’introduire une contrainte stérique dans la structure des peptides pour
réduire et stabiliser la flexibilité et le nombre de conformations pouvant avoir lieu en milieu

physiologique.

Les peptidomémitiques [1-3] comme les pseudopeptides, résultant des modifications
des chaines latérales et du squelette lui méme, sont des composés qui miment le peptide
naturel. IIs ont montré dans certains cas, une meilleure stabilit¢ métabolique, une haute affinité
ou sélectivité vis a vis du récepteur, et des effets secondaires minimaux par rapport aux
produits de base [4]. Dans le cas des azapeptides résultant de la substitution isoélectronique du
groupe (CH)" par un atome d’azote, diverses propriétés biologiques et thérapeutiques ont été
observées selon la position des résidus Aza incorporés dans le composé parent [5-7]. Dans le
cas de I’azaproline, le remplacement du groupement (CH)" de la proline par un atome d’azote
entraine certes la perte du centre chiral, mais laisse intacte la chaine latérale. L importance de

I’homologue proline est diie au fait qu’il est le seul imino acide naturel cyclique codé
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génétiquement, induisant par sa présence dans I’enchainement peptidique des propriétés
particulieres tant structurales que biochimiques [8]. Quand elle est impliquée dans une chaine
peptidique, la liaison amide en amont peut adopter une configuration cis, alors que dans la
plupart des cas la configuration trans est majoritaire [9]. Cette derniere est hydrolysable par les

peptidases contrairement a la conformation cis.

A la lumiere de ces données, notre travail consiste dans un premier temps a synthétiser
le résidu azaprolyl homologue de la prolyl pour obtenir le composé Boc-AzaPro-OBzl, ou les
deux groupements protecteurs Boc et Z peuvent étre clivés sélectivement. Dans un deuxiéme
temps, le chlorhydrate HCI-AzaPro-OBzl obtenu par déprotection du synthon Boc-AzaPro-
OBzl est couplé avec la phénylalanine de configuration absolue (L) a chaine latérale
hydrophobe. Cette derniére intervient non seulement dans les étapes de reconnaissances
moléculaires, mais également dans la stabilit¢ des interactions intramoléculaires (liaison
hydrogéne) et la structure tridimensionnelle des peptides et protéines dont 1’activité biologique
en dépend [10,11]. Ce couplage génére le dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl. Tous les
synthons et produits synthétisés ont été identifiés par spectroscopie FTIR, RMN-'H et UV.

Dans le but de comprendre le comportement structural de 1’azaproline au sein d’un
peptide, nous avons effectué des calculs théoriques de type ab-initio sur des molécules
modeles, simples contenants le résidu azaprolyl encadré par les groupements acétyle et

NHMe ou Formyle et NH,.



CHAPITRE 1
LESPEPTIDES

1.1 Généralités

Les peptides, comme les protéines, sont formés par I’enchainement d’a-amino
acides au moyen de liaisons amides (figure 1.1). Ils sont présents dans tous les organismes

vivants.

R, R, R

i

I o 1 IOL ' [0} ] o 1
--NH-C H-CO-NH-C H-CO NH-C H-CO-NH-C H-CO--

Figure 1.1: Enchainement peptidique

Ces enchainements polypeptidiques exercent diverses fonctions. Par exemple, les
hormones li¢es a leurs récepteurs spécifiques initient une réponse biologique particuliere ;
les enzymes jouent le role de catalyseur au cours de maintes réactions biochimiques dans
les organismes; d’autres protéines encore, véhiculent, complexent de simples entités
comme ’oxygene et 1I’ion de fer, transportés et stockés respectivement par 1’hémoglobine
et la myoglobine, ainsi que la transferrine et la ferritine. Les anticorps, responsables de
notre protection vis- a-vis d’agents extérieurs agresseurs, et d’autres protéines du systéme
immunitaire, sont congus pour identifier spécifiquement tout élément exogene. Des
protéines jouent également un réle capital dans la coordination des mouvements controlent
la croissance et la différentiation cellulaire. Certaines régulent la qualité et la quantité de
I’information génétique stockée dans I’ADN, et qui doit &tre utilisée en temps voulu. En
conséquence, beaucoup de peptides et protéines ont un intérét médical ou industriel. Les
avancées majeures en chimie organique et en biologie moléculaire, conjuguées avec
I’emploi judicieux de méthodes physiques d’analyse ont permis d’isoler, de purifier et
d’identifier un grand nombre de protéines et de peptides naturels, et de synthétiser un
grand nombre d’entre eux ou de leur analogues. Ces études ont en outre généré un large

ensemble de données sur les propriétés structurales des peptides et des protéines.
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1.2 Les chaines peptidiques et leur nomenclature

Les chaines peptidiques sont vectorisé€es, les liaisons peptidiques attachent les
amino acides dans un ordre spécifique. Les amino acides engagés dans une chaine
peptidique sont appelés résidus, leur nom est celui de I’amino acide auquel on ajoute le
suffixe (yl). Par convention le groupement amine du premier amino acide (aussi appelé N-
terminal) est placé a gauche, et le groupement carboxylique du dernier amino acide (aussi
appelé C-terminal) est placé a droite. La notation de la chaine peptidique se fait de

I’extrémité N-terminal vers I’extrémité C-terminal (figure 1.2) [12].

0 H 0 H 0] C-terminal
, | %
H;N N N _
Va T/\f\/ = 0

Figure 1.2: Exemple d’une chaine peptidique; Alanaylglycylsérylvalylphénylalanine
(Ala-Gly-Sér-Val-Ph¢ ou A-G-S-V-F)

1.3 Géométrie de la liaison peptidique

La liaison peptidique CO-NH peut se trouver sous deux formes de résonance. Une
des deux formes fait apparaitre une double liaison entre le carbone et 1’azote de la liaison
peptidique (figure 1.3). De ce fait la taille moyenne d’une liaison peptidique (0,132 nm)
sera beaucoup plus petite que celle d’une liaison covalente simple normale (par exemple,
une liaison simple carbone-carbone est de 0,154 nm de longueur). En conséquence, la

liaison peptidique présente un caractere spécifique de double liaison [13,14] (figurel.3).
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Figure 1.3: Les Formes de résonances (caractere partiel ) de la liaison peptidique

La liaison peptidique est en général dans une conformation trans, sauf dans les systémes de

type X-Pro qui peuvent exister dans les conformations cis et trans.

Figure 1.4: Structure de la liaison peptidique.

» Les quatre atomes de la liaison peptidique sont coplanaires (figure 1.4). Ceci donne un
caractere rigide a la liaison peptidique et empéche la libre rotation autour de cette
liaison. Les seules liaisons dont l'orientation reste libre, sont celles qui entourent chacun

des carbones asymétriques porteurs des chaines latérales.

»La liaison (NH—C") située a l'extrémité NH,-terminale peut tourner librement: I'angle de

rotation de cette liaison est appelé angle (¢).

»La liaison (C,—CO) située vers l'extrémité COOH-terminale peut tourner librement:

l'angle de rotation de cette liaison est appelé angle ().
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» La liaison peptidique (CO—NH) est de caractére partiellement double, dont la rotation
est restreinte. L'angle de rotation de cette liaison est appelé angle ® (oméga) et adoptera
généralement la valeur de 180° (trans) ou parfois de 0° (CiS). Les angles ¢ et y demeurent
eux aussi habituellement prés de 180° (trans) mais avec un peu plus de variation que

I’angle o, grace a leur caractére de liaison simple.

»Les atomes d’oxygéne et d’hydrogéne d’une liaison peptidique sont d’excellents

accepteurs et donneurs de liaisons hydrogene.

La conformation de la chaine peptidique est déterminée effectivement par les
valeurs des trois angles dieédres ¢, vy, ® qui sont définis par les atomes de la chaine
principale, @ et y sont comptés positivement quand on se déplace dans le sens des aiguilles
d’une montre et inversement. Pour les groupements latéraux le sens de parcours est celui
qui se dirige du carbone C* vers I’extrémité du substituant. L’angle qui définit la rotation
autour de C- CP est noté y;, cependant les y; sont les angles de rotation autour de la j™
liaison de la chaine latérale [15]. Il faut noter que les conformations de la chaine latérale
sont mesurées par des angles ; ou (i) représente le numéro de I’atome depuis le carbone de

la chaine principale.

1.4 Structures des peptides

On distingue quatre différents types de structure dans les peptides et les protéines:

La structure primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire [16].

1.4.1 Structure primaire

On appelle structure primaire d'un peptide ou d'une protéine 1'ordre dans lequel sont
enchainés les a-aminoacides dans la molécule (figure 1.5). C’est une chaine linéaire allant
du N-terminal au C-terminal, en ne tenant compte que des liaisons peptidiques, le nombre,
la nature des amino acides constitutifs ainsi que 1’emplacement des ponts disulfures inter et
intramoléculaires. Les a-amino acides existent dans les protéines uniquement sous la

forme L.

S S
|

|
Gly-Ile-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Ala-Sér-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn

Figure 1.5: Structure primaire de 1’insuline de beeuf
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1.4.2 Structure secondaire

La structure secondaire des protéines et des peptides résulte de la possibilité de
formation de liaison hydrogene entre I’oxygene du carbonyle et I’hydrogeéne de ’azote de

la liaison amide [17].

L’organisation de la chaine polypeptidique en une structure ordonnée fait intervenir
des structures en feuillets plissés, soit de structures hélicoidales. L’étude structurale des
polypeptides naturels, a montré essentiellement les hélices o droites, les feuillets plissés
paralleles et antiparalléles, les structures B et les structures de type collagéne [18]. Par
ailleurs les a-amino acides doivent étre de configuration L. Les chaines latérales
n’influencent pas la structure secondaire a 1’exception de la proline a cause de sa nature
planaire, de sa rigidité stéréochimique, de la perte d’hydrogéne sur 1’azote en position a.
Ce dernier lorsqu’il est impliqué dans une liaison hydrogeéne, entraine le plissement de la

chaine peptidique et peut méme inverser le sens de propagation de la chaine.

1.4.2.1 Conformation Cs

La conformation Cs est caractérisée par I’existence d’une liaison hydrogene
intramoléculaire du type (i—i1) fermant un cycle a cinq atomes (figure 1.6). Bien que
I’angle H;_N...O; est treés loin de la linéarité, elle se déforme progressivement lorsque le
substituant R; devient de plus en plus encombrant [19]. Elle est approximativement plane
lorsqu’il s’agit de dérivés de la glycine (H, Me). La conformation Cs subit, dans tous les

autres cas, un gauchissement plus au moins prononce.

Figure 1.6: Conformation Cs

1.4.2.2 Conformation C7

La conformation C; ou repliement y [20], est die a la présence d’une liaison

hydrogéne du type (i+2—1) (figure 1.7). Deux dispositions de cette conformation sont
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possibles, selon la situation du substituant R; relativement a I’arréte du diedre formé par
les deux plans qui contiennent les deux unités peptidiques. Dans un cas la direction
C”"—Rjx; est peu inclinée par rapport a cet arréte et la conformation C; correspondante est
qualifiée d’équatoriale. La seconde éventualité appelée C; axiale, s’obtient en permutant
les liaisons C*—H" et C*—R;;;. La disposition équatoriale est généralement la plus

favorisée des deux conformations (figure 1.8).

Figure 1.8: Conformation C; axial (a gauche) et équatorial (a droite)

1.4.2.3 Conformation CsC;et C; Cs

Les conformations Cs et C7 sont observées sous forme d’accolements permis par le
biais d’une liaison hydrogéne bifide pour C;Cs (figure 1.9) par la double interaction

i— i «it2 [21,22] (figure 1.10).
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. | |l
R—C—II\I— CO‘(HR‘”)-ﬁ—N—C“H(R‘)—C—II\I—R
H

Figure 1.9: Conformation C;Cs

I | : I
R—ﬁ—N—Co‘H(R‘)—C—II\I—C“H(R‘”)—ﬁ—N—R‘
0 H 0

Figure 1.10: Conformation CsC

Des calculs théoriques montrent que le conformere CsC; (figure 1.10) est
prédominant en milieu inerte. Par ailleurs des exemples de doubles interactions
intramoléculaires ont été reconnues au sein des structures cristallines de certaines protéines

globulaires [23].

1.4.2.4 Conformeéres C,oou repliements ()

Dans une protéine, un tiers environ des amino-acides font partie de tours qui
permettent a la chaine peptidique de faire un demi-tour (quelques fois sensiblement moins
que le changement de direction de 180°). Elles agissent comme une clé de reconnaissance
dans I’initiation des phénomenes biologiques [24-26].

Les tours B sont formés par quatre résidus consécutifs notés (i, i+1, i+2, i+3),
caractérisés par une liaison hydrogene entre le groupement C=0O du résidu i et le
groupement NH du résidu (i+3) fermant un cycle de chélation de 10 atomes (figure 1.11),

la distance C%....C%;; estde 7.5 A.
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Figure 1.11: Structure générale d’un repliement f3

Richardson [27] a classé les tours du type BVI qui sont rares en deux sous types, le
premier noté BVIa (-60°, 120°, -90°, 0°), est caractérisé par une liaison hydrogéne interne,
tandis que dans le deuxiéme type noté BVIb (-120°, 120°, -60°, 0°) la liaison hydrogene

n’est pas toujours observée.

1.4.3 Structure tertiaire

La chaine polypeptidique déja ordonnée en structure secondaire se replie sur elle-
méme pour former une molécule compacte, présentant une configuration spatiale bien
déterminée. C’est cette géométrie tridimensionnelle de la molécule constitue la structure
tertiaire [16]. A partir des chaines latérales, se forment un certain nombre de liaisons
intramoléculaires, des liaisons covalentes comme les ponts disulfures et un grand nombre
de liaisons de faible énergie : liaison hydrogene, liaison hydrophobe et liaisons salines. Ces
différentes liaisons conférent a la structure sa stabilité. C’est la structure tertiaire qui
conditionne en particulier I’activité biologique spécifique des protéines (cas de protéine

globulaire).

1.4.4 Structure quaternaire

L’activité d’un grand nombre d’enzymes dépend étroitement de cette structure; elle
résulte de I’association convenable de sous unités par des interactions non covalentes de
type Van der Waals ou hydrophobes [16]. Les sous unités peuvent étre ou non identiques.

Dans certains cas, elle disparait sous l’influence des conditions qui favorisent la
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dissociation. Toutes fois les protéines n’acquierent pas forcement des structures

quaternaires.

1.5 Synthése des peptides

1.5.1 Introduction

La synthese des peptides constitue un défi que les chimistes organiciens s’efforcent
de relever depuis le début du siécle passé. Un grand nombre de peptides ont été synthétisés
et leur capacité d’induire une réponse biologique a été prouvée. L’étape clé dans la
synthése chimique des peptides est la formation de la liaison amide CO-N entre le
groupement carboxylique d'un amino acide et le groupement amine d'un autre amino acide

avec libération d’une molécule d’eau (figurel.12) [28].

R (0]

Agent de couplage )\n/g\‘)l\
> H,N OH
-H,0 2

(0] R'

Figure 1.12: Formation de la liaison amide entre deux amino acides

Notons que la synthése chimique des peptides a lieu dans le sens C—N
contrairement a la synthése biologique. La formation du lien amide nécessite 1’activation
de la fonction carboxylique par l’introduction d’un groupement bon partant pour
augmenter le caractere électrophile du carbone du carbonyle et facilite son attaque par une
fonction amine libre (figure 1.13). Cependant, la synthése d’un peptide a partir d’un amino
acide a fonction amine libre est ambigué, car dans ce cas, le composé activé réagirait non
seulement avec la fonction amine du deuxiéme amino acide mais également avec son
propre groupement amine. Par conséquent la synthése d’un peptide pur exige la protection

de toutes les fonctions susceptibles d’induire des réactions secondaires indésirables.
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Figure 1.13: Activation de la fonction carboxylique
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En synthése peptidique deux approches sont utilisées : synthése en solution, avec
purification du peptide entre chaque étape [28], et synthése sur support solide [29] ou la
séparation se fait par simple ringage aprés les étapes de couplage et de clivage de la

protection intermédiaire.

Chacune de ces méthodes a ses avantages et ses inconvénients. La synthése en
phase liquide est longue et fastidieuse, mais on peut travailler sur des quantités tres
importantes. De plus la purification intermédiaire garantit la propreté du produit final. La
synthése sur support solide est plus rapide, elle est automatisable entiérement, mais elle
reste limitée a quelques grammes de peptide par synthese. Elle est plus exigeante au point
de vue des rendements et déprotection intermédiaire, car I’on conserve sur la résine toutes
les ratées de couplage. Il faut aussi disposer d’un support adéquat pour I’¢longation du

peptide, et d’étre capable de cliver le peptide de la résine en fin de synthése.

1.5.2 Groupements protecteurs

La multiplicité des groupements fonctionnels dans les amino acides rend délicate la
formation de la liaison amide. La réaction de I’amino acide AA1 par exemple avec un autre
amino acide AA2 donne non seulement le produit AA1-AA2 qui est ultraminoritaire mais
il se forme aussi bien les produits AA2-AA1, AA1-AA1, AA2-AA2, et d’autres polymeéres
plus lourds. De la méme fagon, si les fonctions réactives portées par les chaines latérales de
ces deux amino acides ne sont pas bloquées, il se formera aussi des branchements latéraux
de diverses manicres. Il est donc nécessaire d’utiliser des groupements protecteurs si I’on
veut obtenir un seul produit et en respectant en méme temps 1’orthogonalité des protections
et diminuer la racémisation lors des opérations de couplage. En effet, lorsque 1’on voudra
coupler un 3™ amino acide AA3, il faudra pouvoir libérer sélectivement la fonction

COOH de AA2 pour permettre la formation de la nouvelle liaison peptidique.
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1.5.2.1 Protection de la fonction amine

Les uréthanes trouvent leur utilisation étendue en tant que groupements protecteurs
pour la fonction amine. Ces derniers sont facilement introduits et peuvent étre aisément

clivés en utilisant les conditions appropriées.

1.5.2.1.1 Groupement tertiobutyloxycarbonyl (Boc)

Le groupement tert-butyloxycarbonyl (Boc) [30,31] est parmi les meilleurs
groupements protecteurs du type uréthane. Il est insensible a I’hydrogénation catalytique,
en milieu alcalin et en présence d’hydrazine. Les Boc-amino acides sont généralement
préparés a partir du di-tert-butyl dicarbonate a cause de I’instabilité du chloroformate tert-

butylique (figure 1.14)

i
(CH3)C—0—C lf ? -
0 + HyN—C—COOH ——— (CH;);C—0—C—N—C—COOH
(CH3);C—0—C" H >3 H
300U
Il

)

Figurel.14: Préparation du Boc-amino acide

Clivage du Boc

Le groupement Boc est généralement éliminé en milieu acide. La méthode
classique consiste a traiter le dérivé Boc- avec de 1’acide trifluroacétique (TFA) ; ainsi
I’action de 1’acide chlorhydrique dans 1’acétate d’éthyle ou de I’acide bromhydrique sur le
dérivé Boc peut cliver plus rapidement le groupement Boc [28]. Le mécanisme de clivage
implique dans un premier temps la protonation de 1’oxygene li¢ au groupement tert-butyle;

puis libération du carbocation tert-butylique (figure 1.15).

0 R © R
| H | TFA XGD | ®
(CH3);C—0—C—N—C—COOH ————— > H3N—C—COOH + C(CH3); + CO,
H ou HC1 H
anhydre CH
/ 3
X=Cl, TFA H2C=C\
CHj;

Figure 1.15: Clivage du groupement Boc
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1.5.2.1.2 Groupement benzyloxycarbonyle (Z)

C’est le groupement protecteur idéal de la fonction amine [28,32]. La préparation
des Z-amino acides, implique une réaction entre le chlorure de benzyloxycarbonyl et
I’amino acide choisi (figure 1.16). La fonction ester ainsi formée par le groupement Z est
remarquablement stable a I’hydrolyse en milieu alcalin. Par conséquent, il est possible de

cliver sélectivement d’autres fonctions esters.

Figure 1.16: Préparation du Z-amino acide

Clivage du Z

Le groupement Z peut étre clivé par une variété de méthodes. La plus utilisée est
I’hydrogénation catalytique a température ambiante sous pression atmosphérique [28,33].
Ce processus laisse la liaison peptidique et les différentes chalnes latérales intactes en

générant des produits inoffensifs, qui sont le toluéne et le dioxyde de carbone (figure 1.17).

> RNH2 + C02 + C6H5CH3

Figure 1.17: Clivage du groupement Z
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1.5.2.1.3 Fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc)

En principe, les groupements protecteurs clivables par une base forte ne sont pas
trés recommandés, a cause du probléme de la racémisation qui est fortement favorisée par
la présence d’une base forte. Cependant, la protection labile en milieu basique doux a une
grande importance dans la synthése des peptides. Le Fmoc est le groupement protecteur le
plus utilis¢ dans la syntheése des peptides en phase solide [29,34]. Il est introduit par
acylation de la fonction amine par le chlorure d’acide: chlorure de fluoréthyloxycarbonyle

[35] (figure 1.18).

NaCl O’  HCI dilu¢

Figure 1.18: Préparation du Fmoc-amino acide

Clivage du Fmoc

En effet le Fmoc est ¢éliminé par [’action d’une amine secondaire plus
particulierement avec les amines secondaires cycliques comme la pipéridine (figure 1.19).
Ce groupement est stable en milieu acide mais malheureusement il ne résiste pas a

I’hydrogénation catalytique. Il est également cotlteux [28,35].
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ipéridine O
s (Y9

H

Figure 1.19: Clivage du groupement Fmoc

1.5.2.2 Protection latérale

Comme la fonction portée par la chaine latérale de certain amino acide peut
interférer durant la synthése peptidique, il est nécessaire de les bloquer pour éviter la

formation de réactions secondaires.

Les fonctions alcools de la sérine et la thréonine, le phénol de la tyrosine, la
guanidine de l'arginine et le thiol de la cystéine peuvent subir en méme temps l'acylation
et l'alkylation. La protection de la cystéine est également impérative pour éviter la
formation non controlée des ponts dissulfures. Les fonctionnalités de type amide primaire
de l'asparagine et de la glutamine ne sont pas impliquées dans des réactions secondaires,
mais une fois incorporées dans un peptide leur protection est souvent recommandée pour

éviter la déshydratation en nitriles durant I'activation [28].

Le choix du groupement protecteur dépend du type de protection de la fonction
amine liée au C°. Si le groupement protecteur de cette derniére est labile en milieu acide, le
cas typique du groupe tert-butyloxycarbonyl (Boc), alors la protection de la chaine latérale
doit étre stable en milieu acide moyennement fort. La ou Z est employé, le groupement
protecteur de la chaine latérale doit étre résistant a 1’hydrogénation ou a 1’acidolyse avec

des acides forts (figure 1.20).
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e a
Groupement protecteur Groupement a protégé Conditions de clivage
-CO,H Acide fort
-OH (95% CF;CO,H
-SH ou
HCI dans le dioxane
-CO,H Hydrogénolyse (H,/Pd)
OH ou acide fort
HF ou HBr dans l'acide
-SH . »
trifluoroacétique
-CONH, Milieu acide doux
-SH (CH5COOH)
(His imidazole
=
N )
N\/
(-NHp)
(Etyle, métyle) -CO,H Saponification basique
(CH50H/NaOH)
\ J

Figure 1.20: Schéma représentatif des différents groupements protecteurs de la
chaine latérale

1.6 Les Méthodes de synthése des peptides

1.6.1 Méthode d’azide

L’ester de I’amino acide est converti en hydrazide, ce dernier subit a son tour un
traitement a 1’acide nitreux pour donner la forme azide qui constitue un fort agent

d’acylation. Sa réaction avec un amino acide génére 1’acyldipeptide [36] (figure 1.21).
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Figure 1.21: Formation du lien peptidique par la méthode d’azide

L’avantage de cette méthode est qu’elle se fait sans acylation de la fonction
hydroxyl. Cependant, elle présente I’inconvénient d’accroitre considérablement le temps
de couplage ce qui favorise certaines réactions secondaires. Avec la méthode d’azide le
probléme de la racémisation ne se présente pas. Ceci peut étre expliqué par I’aminolyse de
I’azide peptidyl catalysé par une base d’une fagcon pseudointramoléculaire ce qui empéche

la formation de I’oxazolone [28].

1.6.2 Méthode du chlorure d’acide

Les chlorures d’amino acide [37], sont des agents d’acylation trés efficaces mais
trés susceptibles a la racémisation quand la fonction amine liée au C* est protégée sous
forme de carbamate. Contrairement aux chlorures d’acide, les fluorures d’acide sont trés

stables et ne donnent pas des réactions secondaires [38,39] (figure 1.22).

Rlll
. ORH
R agent de R HNR Ry 0
OH chloration Cl \_O N
HNR' ——> HNR' > HNR' OR"
(0] O (@) R™
Cl OCH;
NN N SN ct o
Exemple de quelques | |
agents de chloration: (] )\N/J\Cl H3CO)\ N/)\Cl %11>LOJLOJ<€11

Figure 1.22: Formation de la liaison amide par la méthode du chlorure d’acide
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1.6.3 Méthode de I’anhydride mixte

Cette méthode est tres efficace a basse température et donne des rendements élevés
de produits purs [40]. Elle s’effectue en deux étapes ; la premicre consiste a activer la
fonction carboxylique de I’amino acide N-protégé avec 1’alkylchlorocarbonate, comme
I’ethylchlorocarbonate ou préférablement 1’isobutylchloro-carbonate. L’activation
s’effectue dans un solvant organique en présence d’une base tertiaire ; la seconde étape
implique la réaction de 1’anhydride carbonique avec la fonction amine libre d’un amino
acide ou d’une unité peptidique. A cause de leur grande réactivité qui les rend tres
susceptibles a la racémisation, les anhydrides mixtes sont préparés juste avant leurs

utilisations (figure 1.23).

O
(0]
0 0 i —
L L o® R—C—Cl R
R'—C—OH + EtzN —— R'—C—ONE; ——— > 0

2 O R §
R’NH, L 0
- »R!'—C—N—R? + RCOOH + CO,

0]
Il .
________ » R— C—E—R2 ('un sous produit)

R= isovaleryl (CH5),CHCH,
Pivaloyl (CHj3)C

Figure 1.23: Formation de la liaison amide par la méthode de 1’anhydride mixte
Contrairement aux anhydrides mixtes, ’aminolyse des anhydrides symétriques
mene seulement au peptide désiré. Cet avantage compense 1égerement la perte de la moitié

de L amino acide protégé employ¢ dans la préparation de l'agent d’acylation.

1.6.4 Méthode des esters activés

Les esters activés stables d’amino acides constituent une alternative commode aux
anhydrides mixtes. Ils sont moins réactifs mais plus sélectifs et plus résistants a I’hydrolyse
que les anhydrides [41-43]. 1l s’agit généralement des esters phényliques préparés par
condensation de I’amino acide avec un phénol porteur de groupements attracteurs
(Hydroxybenzotriazole, pentaflurophénol ou I’hydroxy succinimide) en présence du
carbodiimide. Les esters du pentafluorophenyl (PFP) des amino acides N-protégés sont

des agents d’acylation trés efficaces. Ils sont préparés par action du carbodiimide sur le



32

pentafluorophénol (figure 1.24); Leur réactivité est légérement inférieure a celle des
anhydrides, mais peut étre augmentée par l'addition de I’hydroxybenzotriazole (HOBT)
[44-46].

F
E F
(0] (0]
H H
R"O N DCC/lngPOH R"O N
OH > 0 F —
PFP-Trifluoroacetate

(0] R Pyr. (0] R F

ester actif stable et isolable

0
H
R"O N R'NH,
T NHR' =
0 R

Figure 1.24: Formation de la liaison amide par la méthode de 1’ester activé

Elle peut constituer une méthode de choix lorsque 1’ester activé est obtenu sous une
forme cristalline pure et stable, ce qui facilite son stockage et son utilisation dans d’autre

synthése.

1.7 Agents de couplage

Le champ des agents de couplage a connu une grande évolution depuis 1955 par
I’introduction du carbodiimide jusqu’aux sels d’uronium et de phosphonium récemment

appliqués comme agents de couplage [47-49].

1.7.1 Couplage au DCCI

Le dicyclohéxylcarbodiimide (DCCI) [48,50] trés connu comme réactif de couplage
pour la formation du lien peptidique, ne remplie pas toutes les conditions d’un bon agent
de couplage 4 cause de sa grande réactivité qui peut provoquer la racémisation et d’autres

réactions secondaires (figure 1.25).
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Figure 1.25: Mécanisme d’activation par le carbodiimide (DCCI) [48]

Le mécanisme d’activation par le Carbodiimide est un peu compliqué. Il débute par
un transfert de proton, suivi par 1’addition d’un carboxylate pour former le O-acylurée (1).
Cette derniére espeéce trés réactive est capable de réagir avec un groupement amine libre
pour donner 1’amide correspondant. Toutefois le O-acylurée a tendance de se réarranger en
N-acylurée (2) qui n’est pas réactif, comme il peut conduire, par une cyclisation
intramoléculaire au 5(4H) oxazolone (3a), ce dernier peut subir une tautomérisation et
induire par conséquent la perte de la chiralité. La présence d’un équivalent supplémentaire
de I’amino acide durant I’étape d’activation génere le composé (4) qui est treés réactif.
Les esters activés du OBT (5) sont moins réactifs que (1) mais ils sont plus stables et
moins susceptibles a la racémisation [48]. Les réactions secondaires indésirables ainsi que
les rendements faibles obtenus avec le DCCI rendent I’ajout des dérivés du benzotriazole

nécessaire. L’inconvénient majeur de cet agent de couplage est la précipitation du
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N,N’-dicyclohexylurée (DCHU) difficile a €liminer, n’est pas complétement soluble dans

le solvant de la réaction. Par conséquent, le produit désiré est souvent contaminé.

1.8 Probléme de racémisation

Au cours de la synthése peptidique, il est important que les centres asymétriques
conservent leur chiralité. Il faut donc éviter I’épimérisation durant les différentes étapes de
la synthése. L’activation est incontestablement I'étape qui affecte le plus l'intégrité optique
du peptide synthétique. Elle consiste a remplacer I’hydroxyle carboxylique de 1’amino
acide N-protégé par un substituant a effet inductif attracteur, ce qui augmente le caractére
¢lectrophile du carbone carboxylique et facilite son attaque par I’oxygeéne carbonylique (2).
L’intermédiaire cyclique ainsi obtenu, est stabilisé par élimination d’un hydracide HX en
Oxazolone (Azlactone) ce dernier se tautomérise a son tour en oxazolidine responsable de
la racémisation (figure 1.26) [51,52]. L’explication de la tendance des azalactones a
racémiser est due a la facilité avec laquelle le proton acide peut étre arraché par une base

(figure 1.26).
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Figure 1.26: La racémisation dans le couplage des peptides
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Le degré de racémisation dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels, on peut citer
la méthode et les agents de couplage, le type de protection, la nature de la base utilisé, les

conditions de travail ainsi que d’autres facteurs.

Bien que la réaction de couplage soit treés lente, les esters actifs comme le
pentafluorophényl ester, sont trés utiles pour éviter le probléme de la racémisation. Les
agents de couplages ont également une grande influence sur la racémisation, dans le cas du
carbodiimide par exemple le degré de racémisation augmente avec la température, comme
il dépend aussi de la nature de solvant, il est plus prononcé dans un solvant polaire comme
le DMF que dans un solvant moins polaire comme le CH,Cl,. L’addition de HOBT qui est
un trés bon nucléophilie, réduit considérablement le risque de la racémisation en formant
avec I’intermédiaire réactif un ester actif de type —OTB, avant que le groupement amine

attaque intramoléculairement le groupement acyle de I’intermédiaire réactif.

Le taux de racémisation dépend aussi de la nature des amino acides utilisés dans la
synthése d’une séquence peptidique. Les amino acides possédant un substituant
¢lectronégatif en position f comme la cysteine, la sérine, thréonine, 1’acide aspartique, les
amino acides aromatiques comme (la phénylalanine, tyrosine, tryptophane et 1’histidine),
ont une grande tendance a la racémisation contrairement aux amino acides aliphatiques

[53].

Grace a leur faible tendance a former un azalactone, les groupements protecteurs de
type uréthane comme les groupements Boc, Fmoc, CBz, réduisent considérablement le
taux de racémisation comme ils peuvent 1’éliminer complétement. Le trifluoroacétyl,
utilisé récemment comme groupement protecteur de la fonction amine, protége le chlorure
d’amino acide non seulement des réactions secondaires mais également de la racémisation

[54].



CHAPITRE 2
LESAZAPEPTIDES, CONFORMATION, ACTIVITE BIOLOGIQUE ET
SYNTHESE

2.1 Pseudopeptides

Un peptide résulte d’une polycondensation dirigée de a-amino acides, reliés par une
liaison amide, cette derniére est appelée généralement liaison peptidique. Initialement, la
recherche de composés présentant une activité biologique, et dérivés de peptides naturels, a
consisté en 1’échange, I’addition ou la perte de résidus amino acides, de telle sorte que la
chaine principale resterait de nature peptidique. Plus récemment, est apparue une démarche
raisonnée et planifiée, qui découle du concept de structure bioactive. Elle consiste a
produire par synthese des analogues du peptide en plagant les fonctions reconnues comme
indispensables sur support moléculaire de nature plus ou moins peptidique. Cette démarche
conduit a des analogues appelés pseudopeptides [55]. Cependant, I’activité biologique
d’une molécule ne dépend pas uniquement de sa structure chimique, mais également du
milieu biologique complexe ou elle agit, et de sa liaison plus ou moins spécifique a un
récepteur, de plus, il faut que cette molécule puisse arriver intacte a son site d’action apres
avoir franchi, sans étre altérée, les diverses barricres hépatique, hémato-encéphalique,
intestinale.... Il faut donc tenir compte, que durant le transport jusqu’a son site d’action,
cette substance bioactive peut subir des réactions de métabolisation par oxydo-réduction,

d’hydrolyse partielle ou totale sous I’influence des diverses protéases circulantes.

La modification du squelette peptidique par D’introduction de groupes non
peptidiques, permet d’espérer une limitation de la dégradation des molécules par les
peptidases. Un autre avantage est de pouvoir moduler les propriétés conformationnelles des
analogues sans nécessairement atteindre les chaines latérales dont elles peuvent étre
indispensables a une étape de reconnaissance moléculaire par exemple. La molécule idéale
serait celle qui résisterait le plus efficacement aux processus de la biodégradation (temps
de vie plus long) [56] et qui se comporterait comme un superagoniste doué¢ d’une tres

grande spécificité et d’une absence de toxicité.
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Les figures 2.1 et 2.2 rassemblent quelques exemples de modification du squelette

peptidique que 1’on trouve dans la littérature.

La plupart des modifications citées dans la figure 2.1 et 2.2 stabilisent plutot le
repliement B. Certaines cependant déstabilisent le repliement : c’est le cas par exemple du
lien amide inversé (NH-CO) [57]. Les altérations du lien amide peuvent aussi conduire a
un changement du type de repliement: BIII, ou BII par introduction respective d’une C"-

alkylation [58] et d’une a,fB-insaturation [59].

Echange d'unité individuelle
R
I
— NH CH COo
-1 O 1 N -1 CS
ester aza Thio
=1 S I — C-alkyl | 1 CH, |-
depsi Reduit
— (coyl CH, |- - BH [ "
n=1.2
cetomethylene Bora Sulfonamide
— P=O(OH) |-
phosphonamide
— B(OH)
Borate

Figure 2.1: Modification par échange d’unité individuelle dans 1’unité peptidique

C“-CO-NH [60]
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Figure 2.2: Modification du squelette peptidique par insertion d’un atome ou d’un groupe
d’atome

L’introduction d’hétérocycles ou de ponts covalents de longueurs variables en
différents points de la molécule peut aussi moduler la conformation des peptides tout en la
rigidifiant. C’est le cas par exemple des lactames [61], des pyrolinones [62], des azoles .
Ces hétérocycles résultent du couplage, soit de deux chaines latérales, soit de deux sites du
squelette principal, soit d’une chaine latérale et d’un azote de la chaine principale. Enfin, la

liaison peptidique elle-méme peut étre incorporée dans 1’hétérocycle (figure 2.3).

Certains lactames sont considérés comme des mimes des repliements 3 et y [63,64],
ainsi que d’autres hétérocycles non peptidiques ; on y trouve aussi des initiateurs d’hélice
a, comme les hydrazides hepta- et hexa-cycliques. On connait des analogues porteurs de
mimes cycliques et qui présentent une activité¢ biologique, comme des antagonistes de la
Leu- enképhaline et de I’hormone de croissance humaine (hGH), ou comme des puissants

inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (ECA). Actuellement, la
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reproduction d’une structure secondaire est I’un des thémes qui donnent lieu a un grand

nombre d’études en vue de la mise au point de molécules bioactives.

s A
Modification Position du pont Dénomination
S==S
Le pont relie deux chaine
N latéral
N aterales
N N 0
H
0)
o n=1 X=CH, y-lactame [61]
X n=2 X=CH, o-lactame [61]
Le pont relie deux chaine n=1 X=NH azalactame
\N NH latérales X=0 oxalactame
H o X=S Thiolactame
RV
I\ L li ité . .
—N N)ﬁ( dj E(;Tetlg tlee deux unités Pipérazinone-2
7 t O
R (0]
(0] . .
X Le pont relie la chaine et Lactame [61,66]
NN l'azote du squelette
H
o R
RY
X _ : i
h / Peptide azole, incluant un X _S’ Thlazcl)lell3,3 2666]
V4 N mime d'une liaison amide. X =0, oxazole-1, [66]
X =N, diazole-1,3
(0)
k y,

Figure 2.3: Principaux modes de rigidification du squelette peptidique par introduction

d’un hétérocycle [65,66]
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2.2 Azapeptides

2.2.1 Propriétés conformationnelles des azapeptides

L’activit¢ biologique d’un peptide dépend fortement de sa structure
tridimensionnelle. Ainsi, pour pouvoir interagir avec un récepteur, le peptide bioactif doit
avoir une conformation bien spécifique. L’étude de ces conformations bioactives est d’un
intérét majeur dans la conception d’agents thérapeutiques efficaces et sélectifs, comme elle
permet d’établir le rapport structure/activit¢ [67]. L’introduction d’une contrainte
structurale dans une séquence peptidique peut favoriser une conformation en limitant sa
flexibilité conformationnelle et par conséquent, ses substituants sont disposés dans 1’espace

d’une maniére précise et prévisible.

La substitution du C" d’un amino acide par un atome d’azote entraine des
modifications dans la structure et la dynamique du squelette peptidique en raison de la
perte de I’asymétrie associée au C* et la libre rotation autour de la liaison C*-C de I’amino

acide, ce qui pourrait mener a la perte de la flexibilité du peptide.

L’introduction d’un atome d’azote en position a géneére deux ¢léments structuraux ;
I’hydrazine dont la conformation est décrite par 1’angle de torsion des peptides o, et la
partie urée pour laquelle I’angle de torsion y représente les différentes conformations

possibles [68] (figure 2.4 ).

o T
AM ® oy
WV\/C\N/CTN\JVV\ W\/\/C\N?N%N\/\J\/\
| |
H () O H (b) O

Figure 2.4: Amino acide (a) et aza-amino acide (b)

En raison de la structure plane de I’urée et pour mieux comprendre la structure des
azapeptides, I’hydrazine et ses dérivés 1,2-diformyle hydrazine qui représentent la partie
hydrazine de 1’azapeptide, ont fait I’objet de nombreuses études en chimie quantique

[68,69]. Les calculs théoriques ont montré que le minimum global du 1,2-diformyl
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hydrazine et ses dérivés N-substitués correspondent a une structure non plane dans laquelle
les doublets libres des atomes d’azote sont perpendiculaires 1’un vis-a-vis de 1’autre. La
pyramidicit¢ des atomes d’azote du 1,2-diformyl hydrazine considéré comme un
constituant des azapeptides, change considérablement avec 1’angle de torsion ¢. Le
caractére pyramidal le plus élevé est observé pour o= 0, alors que la planéité prédomine

pour ¢= 180 [68].

L’importance de la chiralité dans les azapeptides reste un peu ambigué a cause de la
possibilité d’inversion des atomes d’azote. La préférence d’un arrangement pyramidal peut
influencer D’orientation de la chaine latérale qui joue un rdle trés important dans
I’interaction avec d’autres molécules, ainsi que la configuration absolue des amino acides
adjacents qui peuvent favoriser certain type de structure secondaire. Le caractére pyramidal
de chaque azote peut étre mesuré par I’écart au plan défini par les trois atomes auxquels il
est lié. Ce phénomene est influencé par la conjugaison électronique dans 1’enchainement
CO-N-N"-CO-N qui est probablement différente de celle dans ’enchainement peptidique
CO-N-C“-CO-N [70,71]. L’analyse structurale de nombreux azapeptides contenants le
résidu prolyle a montré que ces derniers adoptent une structure de type repliement P
[72,73]. Cependant, le role des aza-mino acides en tant que motifs des tours 3 a été quelque

peu ambigué a cause de la présence du résidu prolyle qui lui méme favorise les repliements

B.

Parmi toutes les structures secondaires, les repliements  [17] sont d’une grande
importance dans la conception de molécule bioactive. Ils sont considérés comme une clé
de reconnaissance dans I’initiation des processus biologiques [24-26]. Dans cette optique,
I’étude et le développement de nouveaux aza-analogues capables de stabiliser les différents

types de repliement B constituent désormais une extension particulierement importante.

Récemment les études théoriques menées sur quelques modeles d’azapeptides du
type For-AzaXaa-NH2 avec (Xaa =Gly, Ala, leu) [74] et qui avaient comme objectif la
recherche d’outil favorisant les repliements 3, ont montré que les conformations préférées
du résidu aza-amino acide sont limitées par les valeurs des angles di¢dres stériquement
permises, suivantes (o= = 90 £ 30°, y= 0 = 30° ou £ 180 + 30°). Ce résultat s’est avéré tres
intéressant du fait que les angles diédres (9= + 90 £ 30°, y= 0 = 30°) sont caractéristiques

du résidu (i+2) d’un repliement . Ainsi, la conformation la plus stable du Boc-Ala-
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AzaAla-NH; Correspond a un repliement de type BII, ce qui suggere que I’incorporation du
résidu Ala dans I’azapeptide For-AzaAla-NH, n’a pas une grande influence sur les angles

diedres et sur le repliement § [75].

Incorporé dans le dipeptide Boc-AzaTic-LeuOMe, le résidu 3,4-dihydro-2 (1H)
phtalazine carboxylique (AzaTic) [76] favorise une conformation Cs (figure 2.5) dans
laquelle 1’azote N* est pratiquement plan avec une hybridation sp® alors q’un caractére
pyramidale ¢élevé est observé pour 1’azote N; qui participe a la formation d’un pont

hydrogene du type NoH....Nj.

Figure 2.5: Vue en perspective de la conformation du Boc-(S-N;)-AzaTic-Leu-OMe

Les structures moléculaires déterminées par Diffraction des rayons X des deux
aza-dipeptides Z-AzaAsp(NHMe)-Pro-NHiPr (I) et Z-AzaAsp(Oet)-Pro-NHiPr (II)
synthétisés par Frédérique [77] ont montré que 1’aza-dipeptide (II) est caractérisé par un
repliement [ stabilisé par une liaison hydrogéne intramoléculaire, tandis que (I) présente

une interaction intrarésidu N...HN® (figure 2.6).
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Figure 2.6: Structure cristalline des composés I et 11

Pour déterminer les conséquences structurales de I’échange N/C"H dans les
azapeptides, et plus particuliérement le comportement de la chaine latérale carboxamide
dans les dérivés contenant 1’AzaAsn, Frédérique et coll [78] ont étudié la structure
cristalline de quelque dérivés contenant 1’aza-analogue de ’asparagine [Z-AzaAsn(Me)-
NM,; (Ill), Z-AzaAsn(Me)-Pro-NHiPr (IV) et Piv-Pro-AzaAsn(Me)-NHiPr (VII)] (figure
2.7), de I’acide aspartique [Z-AzaAsp(Oet)-Pro-NHiPr (V)] (figure 2.8) et d’alanine [Boc-
AzaAla-Pro-NHiPr (VI)]; la diffraction des rayons X de ces dérivés montrent que I’azote-a
adopte une structure pyramidale (III-VI) ou planaire (VII) selon la séquence. Quand il est
pyramidal, ’azote-o. acquit une configuration absolue R. Tous ces dérivés sauf (III)
adoptent un repliement de type BI (IV-VI) ou BII (VII) dans lequel la liaison amide

(AzaAsn)N°H forme une liaison hydrogéne avec 1’azote-o (figure 2.8).

Figure 2.7: Vue stéréochimique du repliement f du composé Piv-Pro-AzaAsn(Me)-NHiPr

La liaison hydrogene est représentée par des pointillés
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av) V)

Figure 2.8: Vue stéréochimique du repliement BI dans la structure moléculaire cristalline
du
Z-AzaAsn(Me))Pro-NHiPr (IV) et Z-AzaAsp(OEt)-Pro-NHiPr (V)

L’acide pipecolique (amino acide 2-piperidinecarboxylique) non codé
génétiquement est un homoproline, n’appartenant pas aux 20 amino acides naturels, mais
on le trouve dans le régne végétal et dans certains antibiotiques (efrapeptine, elvapeptine,
rapamycine) [79]. L’isomérisation cis-trans de la liaison amide pipecolique a été analysée
[80] a travers les systémes d’acétyl-Gly-X-Pip-Gly-carboxamide (GXPipG), ou X=A, F, Y,
W, cyclohexylalanine (Cha). La substitution de la proline par le résidu pipecolyle a conduit
a ’augmentation du pourcentage du conformer cis et a la formation d’une interaction de
type i—it+2 dans la forme trans des peptides contenant un résidu aromatique, une
interaction stabilisatrice entre le résidu aromatique et le cycle pipecolique qui le succede
est observé aussi dans la forme cis. Plusieurs analyses conformationelles ont été réalisées
pour étudier la perturbation locale diie au remplacement du résidu Pip par son analogue
AzaPip dans différentes séquences peptidiques. Les résultats expérimentaux des rayons-X
montrent que les deux cycles piperidine et hexahydropyridazine [79,81] ont quelque
propriétés en commun, tel que la conformation chaise, la disposition axiale du substituant
du squelette C-terminal, la forme cisoide de la fonction amide N-terminal et I’hybridation

sp> de I’azote N* (figure 2.9).
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Figure 2.9: Représentation de la structure moléculaire cristalline du

Piv-(R)-AzaPip-L-Ala-NHiPr (VIII) a gauche et du Piv —D-Pip-NHMe (X) a droite

Les aza-dipeptides Piv-AzaPip-L-Ala-NHiPr (VIII), Boc-L-Ala-AzaPip-NHiPr (IX)
et le Piv-DL-Pip-NHMe (X) ont été Synthétisés pour évaluer I’influence de la position du
résidu AzaPip dans une séquence aza-dipeptidique sur les propriétés conformationnelles
[79]. L'aza-dipeptide heterochiral Boc-L-Ala-(s)AzaPip-NHiPr (XI) adopte une
conformation plutdt étendue, tandis que 1'aza-dipeptide homochiral (XII) est replié en un

pseudotour B-VI stabilisé par une liaison hydrogéne intramoléculaire de type i+3—1i
(figure 2.10).

(XI) (XII)
Figure 2.10: Structure moléculaire cristalline du composé Boc-L-Ala-(S)AzaPip-NHiPr

montrant le repliement BVI Stabilisé par une liaison intramoléculaire (4—1)
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Dans le méme but Christine et coll. [81] ont synthétisé L’aza-tripeptide Boc-Ala-
AzaPip-Ala-NHiPr, sa structure moléculaire cristalline est caractérisée par la présence d’un
pseudo tour BVI autours de la séquence Ala-AzaPip N-terminal, stabilisé fortement par
deux liaisons hydrogénes intramoléculaires, la premiére (Boc)C=0---HN(Ala’) est de type
1+3—1 tandis que la deuxiéme (Boc)C=0---HN(iPr) est de type i+4—1 fermant un cycle a
13 atomes et partagent le méme groupement carbonyle accepteur (Boc)CO avec la
premiere. En solution (chloroforme, DMSO) deux isoméres sont en équilibre. L un d’eux
ressemble au stéréoisomere du cristal (figure 2.11), I’autre est non repli€, mais conserve
I’isomérie cis de la liaison Ala-AzaPip et le degré de pyramidicité élevé de ’atome N*

axiale de la seconde fonction amide.

Figure 2.11: Mod¢le construit a partir des données expérimentales obtenues par analyse
NOESY de I'isomére Boc-L-Ala'-Pip-L-Ala’-NHiPr

caractérisé par un repliement BVI

L’aza-dipeptide R-CO-AzaPip-L-Ala-NHiPr (R=tBu ou tBu) est caractéris¢ par
deux populations de stéréoisomeres dans le DMSO-D6, tandis que le pseudodipeptide Boc-
L-Ala-AzaPip-NHiPr possede un seul. La figure 2.12 montre que les deux molécules
contenant les séquences (AlaPip/AzaPip) adoptent respectivement les structures de type
BVI (avec une isomérie trans autour de la liaison amide centrale) et de type B II (avec une
isomérie cis autour de la liaison amide centrale), tandis que la valeur de I’écart au plan de

I’atome d’azote-2N* est pyramidal avec une configuration absolue (S) [82].
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Figure 2.12: Les Structures moléculaires cristallines du Boc-D-Ala-L-Pip-NHiPr

(a gauche) et du Boc-L-Ala-(S)-AzaPip-NHiPr (a droite) avec les valeurs

des angles diedre ¢, y et o.

2.2.2 Activité biologique des azapeptides

Des ¢études biologiques et pharmacologiques ont montré que certains aza-analogues
naturels et synthétiques présentent une action biologique accrue, des durées d’action plus
longues, et une résistance supérieure a la biodégradation. Dans le cas de 1’[AzaAsn’]-
¢lédoisine par exemple, les deux effets, augmentation de 1’activité et la prolongation des

durées d’action, ont été observées [83].

Des résultats dignes d’intérét ont été obtenus en remplacant 1’alanine ou la lysine
par leur aza-analogue dans des inhibiteurs d’ECA, qui sont respectivement 1’enalprilate et
le lisinopril [84]. Des résultats particulierement intéressants ont ét¢ obtenus aussi avec des
aza-analogues de luliberine (LHRH) a partir desquels de puissants agonistes et
antagonistes ont été préparés pour produire ou empécher I’ovulation [85]. Par exemple, les
agonistes analogues de LHRH, ou le résidu azaglycine est introduit en position 6 et 10,
sont beaucoup plus actifs que la luliberine elle-méme. Une combinaison d’ a-amino acide
lipophile, 3-(2-naphthyl-)-D-Alanine, en position 6, avec le résidu azaglycyle en position
10, a généré les agonistes les plus puissants connus a ce jour, 100 a 200 fois plus actifs
que la LHRH (figure 2.13). Un produit de cette série, qui est l’aza-analogue
[D-ser(tbu)’,AzGly'] LHRH a été introduit sur le marché pharmaceutique sous le nom du

Zoladex, ICI118630, pour le traitement du cancer de prostate [86].
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Peptide parent Résidu incorporé Activite
AzaGly'"-LHRH ++
AzaGly"- +
LHRH® AzaAla’- ++
D-Ala®-azaGly'’- +++
-3-(2-Napthyl)®-D-Ala-AzaGly'’-D- +++
Ser(tBu)®-AzaGly'’- o

Figure 2.13: Incorporation de quelques résidus d’aza-amino- acides dans le LHRH.
a. LHRH: Gly'-His’- Trp’-Ser*-Tyr’-Gly’-Leu’-Arg®-Pro’-Gly'*-NH,
b. Activité supérieure (+), nettement supérieure (++), ou plusieurs fois supérieure

(+++) a celle du produit parent.

L’azatide est un cas particulier des azapeptides et dont le C* de chaque résidu est
remplacé par un atome d’azote, ce n’est qu'en 1995 que Gante a synthétisé le premier

azatide biologiquement actif qui est un inhibiteur de la rénine [87,88].

Le plus grand probléme de la série des enképhalines est leur dégradation rapide
dans le plasma du sang. Le remplacement d’a-amino acide par son aza-analogue dans

certaines positions entraine une augmentation d’activité et / ou de la sélectivité [89].

Le lien aza-peptidique confére une résistance a la dégradation par des enzymes
protéolytiques. La liaison azapeptidique a été incorporée dans plusieurs inhibiteurs
d’enzymes telque 1’angiotensine de conversion d’enzyme [90], protéase de la cystéine
[91,92] (figure 2.14), la leucocyte €lastase humain [93], protéase du rhinovirus 3C [94].
Les aza-inhibiteurs du cathépsinne B et k [95] et du 1, 3-, 6-, 8-caspase [96] sont plus

efficaces et plus sélectifs que les inhibiteurs parents.
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CbzNH N \ v/\NHCbz
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Figure 2.14: Diaminopyrrolidinone, inhibiteur de I’ostéoclaste cathepsine K.

L’aza-analogue du sécrétagogue (figure 2.15) hormone de croissance a été
synthétisé et testé biologiquement. Il constitue un bon traitement pour la maladie de

Turner et les brilures, comme il peut réduire aussi certains effets liés a 1’age [97].

Figure 2.15: Structure chimique de I’aza-analogue de la sécrétagogue

La thrombine joue un role trés important dans la trombose qui est I’une des causes
de la maladie cardiovasculaire. L’azaphenylalanine est incorporé dans la partie centrale de
I’argatrobane, inhibiteur de la trombine (figure 2.16). L’activité inhibitrice et la capacité
anticoagulante de 1’aza-inhibiteur sont plus élevées que celle de I’analogue-C. Certains de
ces composés présentent une activité €levée ou a la limite égale a celle de 1’argatrobane

[98].
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Figure 2.16: Structure de I’inhibiteur de la trombine

De nombreux inhibiteurs de protéases ont été proposés pour le traitement de
I’infection au HIV. Cependant en plus de leur faible activité, les programmes de traitement
trés durs, sont accompagnés par des complications séveéres. Plus récemment, les tests
cliniques de l’atazanavir qui est un nouveau azapeptide, ont montré que ce dernier
constitue un inhibiteur sélectif du HIV-1: Il intervient dans le processus de reproduction du
HIV et empéche la formation des virons infectés. Grace a sa bonne biodisponibilité, le
minimum d’effets secondaires est observé grace a sa structure chimique unique (figure
2.17), ’atazanavir (Rayataz ®) est considéré comme le seul inhibiteur dans sa classe qui

est administré sous forme d’une seule dose quotidiennement [99].

H;CO

TZ
ZT

dx

)i OCH3 H,S04

Figure 2.17: La structure chimique d’un atazanavir
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2.2.3 Synthése des azapeptides

La synthese d’un aza-amino acide et son incorporation dans une chaine peptidique est
une combinaison de la chimie des peptides et des hydrazines [100-103]. La construction
d’un azapeptide a partir des hydrazines et des hydrazides substitués se fait par
I’introduction d’un groupement carbonyle entre deux atomes d’azote, tandis que
I’allongement de la chaine se fait par les méthodes classiques de la synthése peptidique. Il
existe plusieurs méthodes de syntheése d’aza-amino acides et de leur incorporation dans une
séquence peptidique (figure 2.18). Cependant, le choix de la méthode a utiliser dépend de

la nature et de la position de 1’aza-amino acide a incorporer.

Activation de I'hydrazine Activation du N-terminale du peptide
v C-NH-N-C-X 4 H,Nvwvwn wWWWC-NH-NH + X-CO-NHvvw
b. esters activés a. isocyanates
ft 0=C=N—
-NH-N-C-OR
b. esters activés
c. chlorure d'acide 0 RO ﬁ |
1? Q wv% NHILQ HNA RO-C-N—
-NH-N-C-ClI c. chlorure
d'acide

d. 1, 3, 4-oxadiazol-2(H)-ones: Il

Figure 2.18: Principales méthodes de synthése d’un azapeptide

2.2.3.1 Méthode de ’isocyanate

C’est le mode de synthése le plus fréquemment utilisé. Elle consiste a faire réagir
une hydrazine adéquatement protégée avec un isocyanate. Ce dernier est généralement
obtenu par action du phosgéne, ou du chloroformate d’aryle ou de carbonate sur

I’extrémité N-terminal d’un fragment peptidique [100,104] (figure 2.19).
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Rl

R I R R!

| 0=C=N—CH—CO,R? |
NH,-NH » ( H,N—N—CO$NH—CH—CO,R?

Rl
b | I i
O=C=N—CH—CO,R?
R3-C—NH—NH 2 R3-C{NH—N—CO}NH—CH—CO,R?

Figure 2.19: Schéma général de la méthode d’isocynate

2.2.3.2 Méthode des esters actifs

L’utilisation des esters d’aryl actifs comme ¢élément de base dans cette méthode a
donné une certaine flexibilité synthétique [104 -107]. Il est possible par exemple de
synthétiser non seulement n’importe quel analogue de peptide mixte, mais, de coupler
directement n’importe quel nombre d’aza-amino acide et dans n’importe quel ordre, ce qui
ouvre la voie devant la synthese des azapeptides purs [100]. Ceci est rendu possible, car en
plus de la C-Activation, on peut effectuer une N-activation qui n’est pas possible par la
méthode d’isocyanate. Les esters N-Activés et C-activés sont obtenus par action d’un
chlorocarbonate d’ester ou d’un diester carbonique sur un groupement amine libre de

I’extrémité N-terminal et sur I’hydrazine, respectivement [100] (figure 2.20).
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C-Activation N-Activation
R il
R-CO-NH-NH NH,-X-CO-R?
Cl-CO,-Ar Cl-CO,-Ar
ou ou
(ArO0),CO (Ar0),CO
R! R?
| |
R-CO-NH-N-CO,Ar ArO,C-NH—X-CO-R®
II{2 llzl
-ArOH | NH,-X-CO-R? -ArOH | R-CO-NH-NH
R-CO{NH-N-CO{NH-X-CO-R?

\{

Figure 2.20: Synthése d’un aza-amino acide et son incorporation selon la méthode des

esters actifs

2.2.3.3 Méthode du chlorure d’acide

Dans cette méthode le Z-hydrazine réagit avec le phosgéne pour donner le
Chlorure du Z-azaglycine. Le couplage nécessite une température élevée et donne un
mélange de polyazaglycine (figure 2.21). Le Z-azaleucine, par exemple est plus stable et

donne seulement les dérivés azapeptidiques correspondants [100,108].

_COCL_ 7 NH-NH-COCI ﬂ»R}NH-NH-CO}RI
X

Z-NH-NH,

Figure 2.21: Incorporation de I’azaglycine dans la chaine peptidique par la méthode au

chlorure d’acide

2.2.3.4 Méthode de 1.,3.4-Oxadiazol-2(3H)-one

Cette méthode consiste a faire réagir le 1, 3, 4-oxadiazol-2(3H)-one dont le

substituant en position 5 peut étre un alkyl, aryl ou un Z-amino-alkyle, avec plusieurs aza-
dipeptides N-protégés, par une ouverture de cycle suivie d’une addition des tri- ou des

tétrapeptides [100,105]. L’hétérocycle peut étre obtenu par la réaction de 1’hydrazide
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correspondant avec le phosgéne ou a partir de 1’aza amino acide 4-nitrophénylester en

milieu basique [100] (figure 2.22).

Ve

R-CO-NH-NH, R-CO-NH-NH-CO,-C¢H,-NO,

COCl, R base
>:N
\
O\[( NH

0)

H,N-N(R,)-CO-NH-CH,CO,Et

RCO—{NH-NH-CO—3}NH-N(R)-CO-NH-CH,CO,Et

Figure 2.22: Incorporation d’un résidu aza-amino acide dans la chaine peptidique par la

méthode d’azolide

2.2.3.5 Méthode d’azolide

Cette méthode est basée sur la réaction d’un azolide (I’imidazolide ou le 1, 2, 4-

triazolides) avec un hydrazide, pour donner 1’imidazole ou le 1,2,4-triazole [100,109]

(figure 2.23).

N= N=
—\ 0=C=N-CH(R)-CO,R! —\ .

N NH > & _N-CO-NH-CH(R)-CO,R
X X

R%-CO-NH-NH,

N=—
L \a

s
X

R2-CO-NH-NH-CO-NH-CH(R)-CO,R! ==

X=CH, N

Figure 2.23: Synthése d’un résidu aza-amino acide selon la méthode

de 1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-one
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2.3 Exemples de synthése de quelques azapeptides

Niedrich et ses collaborateurs [110] incorporerent les aza-analogues de I’asparagine
et de la glycine dans ’octapeptide oxytocine, ainsi que l’aza-alanine dans 1’¢lédoisine
[110], par acylation de 1’hydrazino-acétamide ou de la méthylhydrazine, respectivement
(figure 2.24).

H-Phe-OMe

CoCl, OC(ONp),

Y
OCN-CH(Bzl)-CO,Me NpOCO-Phe-OMe

H,N-N(Me)H

H,N-N(Me)-CO-Phe-OMe

Figure 2.24: Incorporation du résidu azaalanyle dans [Ala6]-¢lédoisine selon Niedriche et

Coll. [111]

Niedrich et coll. proposent différentes méthodes de synthése, dont I'une est surtout utilisée
pour I’incorporation de [’acide aza-aspartique sous forme de vy-esters, et de 1’aza-

asparagine a partir de I’hydrazinoacétamide [12] (figure 2.25).
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Boc-NH-CHR!-COOH

CICO,Tcp

Y
Boc-NH-CHR'-CO,Tep

NH,-NH-CH,COR?

Y
Boc-NH-CHR'-CO-NH-NH-CH,-COR?

0=C=N-CHR?-CO,Me

Y
Boc-NH-CHR'-CO-NH-N(CH,COR?)-CO-NH-CHR?-CO,Me

R = OMe, OEt, tBuO, NH,

Figure 2.25: Incorporation des résidus aza-aspartyle ou aza-asparagyle selon Niedrich et

coll. [111].

Enfin, Gante [112] et Niedrich [111] ont mis a profit la régiosélectivité des
réactions d’acylation de la méthylhydrazine et de la benzylhydrazine avec les esters
d’amino acides N-activés (sous forme d’isocyanate ou de N-(4-nitro ou 2,4-dinitro-
phényloxycarbonyle) dans la préparation de peptide contenant des résidus AzaAla et

AzaPhe (figure 2.26).
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1) ZCl
Boc-NH-NR-Z <= NH,-NHR (R=Me, Bzl)
2) Boc-OTcp
Boc-OTcp
Z-NH-CHR'CO,T ZCl
l CHR CO,Tep NH,-NR-Boc j
1
Z-NH-CHR'CO-NH-NR-Boc Z-NH,-NR-Boc
HC1 l l HCI
Z-NH-CHR'CO-NH-NR-H.HCI Z-NH-NRH.HCI
O=C=N-CHR?-CO,R' O=C=N-CHR’-CO,R'
R'= Me,OEt R'= Me,OEt
Z-NH-CHR'CO-NH-NR-CO-NH-CHR?CO,R' Z-NH,-NR-CO-NH-CHR?-CO,R'
H,/Pd-C
Z-NH-CHR!CO,Np (ou Tcp) 5
NH,-NR-CO-NH-CHR?-CO,R'

Figure 2.26: Synthése d’un azapeptide a partir de la méthyl- ou benzyl-hydrazine d’aprés
Gant et Niedrich [112]

Le synthon de base est le plus souvent une alkylhydrazine NP-protégé par un groupe
uréthane. Il est donc nécessaire de disposer de procédés de protection régiosélective des
hydrazides. De nombreux travaux [112], y compris ceux conduits au laboratoire de
I’ENSIC [113], ont montré que 1’acylation régiosélective des hydrazines dépend, a la fois,
de la nature de la chaine latérale R, et de la nature de 1’agent acylant (figure 2.27). C’est
généralement 1’azote a qui est le plus réactif, sauf lorsque R est encombrant. De plus, un
agent acylant de type ester activé comme Z-Osu oriente préférentiellement 1’acylation en f3

[114].
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R=CH,CO,Et

H,NP-N“H-R

ZCl . HNP-N%Z)-R + H-NF(Z)-N*H-R + H-NF(Z)-N*Z)-R

68% 20% 10%
Z-OSu . 70% 50 S
7,0
> 75% 15% —
H,NP-N%Z)-R' + H-(Z)NP-N“H-R' + HZNP-N*(Z)-R' - ZCl
60% 25% 10%
B Z-OSu
10% 83% — =
7,0
80% 10% 5% <

Figure 2.27: Rendement régiosélectif de la N-protection par le groupe Z des azotes de la

méthylhydrazine (R=Me) et de I’hydrazinoacétate d’éthyle (R= CH,CO,Et)

André¢ et coll ont utilisé le triphosgéne comme agent de chlorocarbonylation de la
fonction amine (NH)? dans la synthése d’un azapeptide aza-analogue MIR=Trp-Asn-Pro-
Ala-Asp-Tyr-Gly-Gly-lIle-Lys, récepteur de I’acétylcholine et responsable de la réponse

auto immune de la maladie de myasthénie [114].

Les différents exemples de synthése donnés précédemment nous permettent de résumer la
synthése d’un azapeptide en trois étapes:

(i) Une protection- NP régiosélective d’un hydrazine N*-substitués.

(i1) Carbonylation —activation et couplage de ce dernier a un peptide N-terminal.

(ii1) Elongation de I’hydrazine de I’extrémité N-terminale.

La protection-NB doit étre sous forme de carbamate pour éviter la formation du 1, 3, 4-
oxadiazol-2(3H)-one connu pour étre beaucoup moins réactif que les azalactones

rencontrés dans la synthése classique des peptides [100].

Le Bis(trichloromethyl) carbonate est un dérivé solide stable, il joue un role trés
important comme agent de chloroformylation, carbonylation, chloration et de déshydration,

comme il peut transformer les amines primaires en isocyanate [115,116]. Il correspond a
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trois molécules de phosgéne d’ou son nom de triphosgéne. Avec le précurseur hydrazine
N“substitué NP-protégé de résidu AzaAla ou AzaAsx, le triphosgéne réagit & —10° C pour
donner le chlorure d’acide carbazique correspondant qui n’est pas isolable et doit étre
utilisé in situ. Il réagit rapidement a basse température (-10°C) avec une amine pour donner
un carbazamide protégé en NP ou avec la fonction amine libre d’un amino acide protégé

pour donner un aza-dipeptide.

Dans le but d’améliorer les propriétés biologiques de la cystéine protéase, le résidu
glycine de la partie N-terminal de I’enzyme a été remplacé par son analogue azaglycine
[93]. Ce dernier a ¢été synthétisé et incorporé dans la chaine désirée par 1’addition du
Boc-NH-NH; a P’extrémité N-terminale libre du peptide désiré, avec le DCCI comme
agent de couplage (figure 2.28). L’utilisation de ce dernier a donné un rendement plus
¢levé et une grande pureté comparé au bis- (2,4-dinitrophenyl)carbonate. Le Boc-NH-NH;
a servi aussi comme synthon de base dans la synthése d’aza-analogues d’amino acides

non naturels comme I’acide azapipecolique [79].

(0]

NA JJ\ X O R
N N H
\Q/ \=N N R!
PN
» Boc N N
H H
O

Figure 2.28: Synthése et incorporation du résidu azaglycyl dans la protéase de la cystéine

De nombreux azapeptidomimetiques contenant le cycle lactame comme contrainte
stérique ont été préparés par cyclisation du Mitsunobu (figure 2.29) a partir des dérivés de
la sérine-aza-alanine [117,118]. Cette méthode inclue la synthése des -lactames, ainsi que

les analogues de butyrolactame et du D-valérolactame, avec de trés bons rendements.

0 Ry TR
|
R2 )n H \"/ R02C'N:N'C02R R2 n 0

n=1,2 ou 3

Figure 2.29: Schéma général pour la synthése des lactames azapeptidomimetiques
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La synthese d’un azatide [119,120], dont tous les résidus sont des aza-amino acides,
peut étre effectuée selon deux méthodes; la premicre (figure 2.30) est basée sur la
réduction du Boc-hydrazone, résultant de la réaction du Boc-carbazate avec un aldé¢hyde
ou une cétone (Eq. 2.1). La deuxiéme méthode porte sur 1’alkylation d'hydrazine avec un
halogénure d'alkyl. L'alkyl hydrazine ainsi obtenu est protégé ensuite par le groupement

Boc (Eq. 2.2).

-
0]
HN
g ot g O-t-Butyl E O-t-Butyl
- --buty P -t-But .
+ > N T > 1N T yl (2.1)
O |
A : :
R R2 R1 R2 R R2
Boc-Hydrazone
0]
H,N—NH
2 2 H (Boc),0 _NH, 55
+ —> N_ > t-Butyl-O N (2.2)
R NH, I
R—Br ou R—Cl R

Figure 2.30: Préparation du monomere Boc-Alkylhdrazine

Pour convertir les Boc-aza-amino acides en agents d'acylation et permettre
l'allongement de la chaine, la partie hydrazine de la molécule doit étre activée (figure
2.31). L'activation de cette partie est un probleme du fait que les Boc-alkylhydrazines
sont des nucléophiles faibles, plus faibles qu’une amine simple ou un amino acide. Par
conséquent, un synthon fortement activé est exigé pour faciliter le couplage entre deux

Boc-aza-amino acides et former le lien azatide.
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I I
_NH 1, DMAP )J\ N O
t-Butyl-O N 2 » t-Butyl-O Il\I \”/ .
iy Rl 0O >
0] H ,
_No O u R O
t-Butyl-0” "N~ "R? |
H _N N
> tButyl-0” N \”/ N~ ~O-t-Butyl
DMAP .
R 0]
( )

G

(1)
Bis(2,4-dinitrophényl)carbonate

DMAP: 4-Diméthylaminopyridine

Figure 2.31: Schéma général pour la synthése d’un diazatide en solution

L’emploi du chloroformate du p-nitrophényl, carbonyldiimidazol, bis (2,4-
initrophényl) carbonate ou le trichlorométhyl chloroformate pour 1’association de deux
aza-amino acides souffre de plusieurs problémes: des réactions secondaires, des
rendements faibles et un temps de réaction prolongé. Ces problémes sont dus au fait que le
p-nitrophénol et 1’imidazole sont de mauvais groupements partants ainsi qu’a la géne
stérique du groupement O-nitro dans le cas de bis (2,4-dinitrophényl) carbonate. Pour
éviter ces problémes, le bis (pentafluorophényl) carbonate (1) a été utilis€ comme agent
d’activation.

La synthése d’un diazatide en phase liquide, consiste a activer d’abord le carbazate
de départ, ensuite le Boc-aza-amino acide est ajouté goutte a goutte. Le complexe activé
ainsi formé, réagit immédiatement avec un deuxiéme Boc-alkylhydrazine pour donner le
diazatide (figure 2.31). Cette procédure de couplage donne un bon rendement en diazatide,

peu de réactions secondaires et un temps de réaction acceptable.



CHAPITRE 3
PARTIE EXPERIMENTALE

Les produits de départ et les réactifs sont de source Aldrich et Fluka. Ils ont été
utilisés tels quels. Les solvants utilisés dans les étapes de synthése ont été distillés et

séchés sur MgSOs.

L’avancement de la réaction a été suivi par chromatographie sur couche mince
(CCM), a I’aide de plaques d’aluminium revétues de gel de silice 60 F,s4 en tant que phase
stationnaire (Merck, 5735), et en utilisant des éluants appropriés comme phase mobile.

Les purifications ont été réalisées par précipitation, cristallisation, et par chromatographie
par gravité a pression atmosphérique et sur colonne de silice (63-200 um). La pureté des
composés a été controlée par I’obtention d’une seule taiche en CCM pour au moins deux
¢luants différents, et confirmée par I’examen et ’interprétation des spectres FTIR, RMN-

'"H 2 300 MHz dans le CDCl; avec le TMS comme référence interne.

3.1 Techniques et méthodes d’analyse

3.1.1 Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomeénes d’adsorption. L’échantillon est mis en suspension dans un solvant trés volatile
qui est le chloroforme dans notre cas, la solution obtenue est déposée a 1’aide d’un
capillaire et perpendiculairement en un point de la plaque situ¢ a Icm de la partie
inférieure et le diametre de la tache doit étre le plus faible possible pour avoir une bonne
séparation (figure 3.1). Pour augmenter la quantité on a effectué plusieurs dépots au méme
point en séchant rapidement entre chaque dépot. Le développement de la plaque a été
effectué verticalement dans une cuve congue pour la CCM et contenant une quantité de la
phase mobile dont la hauteur ne doit pas dépasser le dépdt du produit sur la plaque. Les
différents composés sont entrainés par la phase mobile et par capillarité vers le haut de la

plaque a différentes vitesses. Cette vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques
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retenant le composé sur la phase stationnaire, et d’autre part de sa solubilité¢ dans la phase

mobile qui le porte sur la plaque.

¢ Révélations

Pour la visualisation des différents produits nous avons utilis€¢ une lampe UV, car
les produits obtenus apres cristallisation ou méme avant purification c-a-d dans le suivi des
différentes réactions sont invisibles sur les plaques, en plus de la fluorescence des plaques
que nous avons utilisées et qui sont de type Silica gel Fys4. Sous la lampe UV toute la

plaque est de couleur verte brillante sauf les taches des produits qui sont de couleur rose.

¢ Calcul de Ry

Pour calculer le Facteur de rétention Ry qui reste constant pour les mémes
conditions, on mesure d’abord la distance ds.y, parcourue par le front du solvant. On
détermine ensuite les distances, dgp parcourues par chaque substance durant le
développement. La mesure est effectuée a partir du centre de la tache, le R¢ est donné par le

rapport suivant:

d
Rf — sub
d solv
Plaque Plaque
d'origine développée Front de solvant
W REEEEEEEEE -
d,
& ----|----- - Rfl_ d
composé solv
dsolv 2 d2
d
o---1-- Rp=
composé dgory
1 d
)
PUNEP BRI i PR H A -
A
Echantillon

Figure 3.1: Exemple de calcul de Ry

3.1.2 Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne est une technique de purification et de séparation
fondée principalement sur des phénomenes d’adsorption; elle s’apparente étroitement a la

chromatographie sur couche mince. La phase solide que nous avons utilisée est le gel de
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silice 60 Fjs4 tandis que la phase mobile est déduite a partir de la CCM effectuée pour

chaque réaction.

+* Remplissage de la colonne

Pour avoir le remplissage le plus homogeéne possible et sans bulle d’aire nous avons
choisi de remplir la burette par voie humide. Cette méthode consiste a préparer d’abord un
mélange homogene du gel de silice 60 F,s4 avec le solvant le moins polaire de 1’éluant, en
ajoutant par petite quantité la silice dans le solvant jusqu'a 1’obtention d’une bouillie
suffisamment fluide coulant facilement dans la colonne. On a utilis¢ 40g de silicagel 60

pour 1g de produit a purifier ou a séparer.

Lorsque 1’échantillon en solution concentrée est déposé au sommet de la colonne
(figure 3.2), il est aussitot adsorbé en une zone cylindrique de faible épaisseur.
L’écoulement continu de I’éluant dans la colonne provoque alternativement la désorption
et ’adsorption des molécules de I’échantillon. Les molécules sont entrainées vers le bas a
des vitesses variables selon leur affinité pour 1’adsorbant et leur solubilité dans 1’¢luant, le
chromatogramme se développe en formant une succession de zones cylindriques qui se

séparent en migrant vers le bas.

2 +— Ampoule a décanter

Colonne chromatooraphicque —
S L Gl de silice

- support

Figure 3.2 : Appareillage pour chromatographie sur colonne
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3.2 Synthése d’un aza-dipeptide

La synthése d’un azapeptide est une combinaison entre la synthése classique des
peptides et la chimie des hydrazines. L’étape déterminante dans la synthése classique des
peptides est la condensation de deux amino acides avec libération d’'une molécule d’eau.
Pour éviter une condensation aléatoire ou une autocondensation il faut veiller a protéger

les fonctions qui ne doivent pas réagir et activer les fonctions acides carboxyliques.

3.2.1 Groupements protecteurs

Les groupements protecteurs de type uréthane comme les groupements Boc, CBz
(Z) et Fmoc sont considérés comme les meilleurs groupements protecteurs de la fonction
amine dans la synthése peptidique. Ils protégent non seulement des réactions secondaires
mais de la racémisation aussi. Il faut noter également qu’ils résistent aux conditions
séveres des différentes étapes de la synthése. Nous avons choisi d’utiliser les groupements
Boc et Z (figure 3.3) dans notre synthése. L un résiste aux conditions de clivage de I’autre.
Le groupement tertiobutyloxucarbonyle est clivable en milieu acide, alors que la

déprotection de benzyloxycarbonyle est effectuée par hydrogénolyse.
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Figure 3.3: Les groupements protecteurs Boc et Z

3.2.2 La méthode de couplage

La réaction de condensation est effectuée suivant la méthode de I’anhydride mixte
en utilisant le triphosgéne (figure 3.4) qui est un solide stable comme agent d’activation de
I’amino acide C-terminal. L’anhydride mixte obtenu réagit in-situ en présence d’une base

tertiaire avec 1’aza-amino acide N-terminal pour donner 1’azapeptide désiré.
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Figure 3.4: Formule chimique développée du triphosgene

3.2.3 Synthése du Boc-NH-NH-Z

Dans un ballon de 100 ml, on introduit successivement 20 mM (2.64g) de Boc NH-
NH; dissous dans 15 mL de THF anhydre et 20 mM de (2.2 mL) de NMM. Le mélange est
refroidi a 0°C sous agitation pendant 30 mn. On ajoute alors lentement 20 mM (2.86 mL)
de chlocarbonate de benzyle ZCl a la solution précédente. Aprés 2 heures d’agitation a 0
°C et une nuit a température ambiante, on se débarrasse du sel form¢ (HCLNMM) par
filtration sur biichner, sous pression réduite et on évapore a sec le filtrat. L huile brute
obtenue est selon le cas, soit chromatographiée sur colonne avec comme ¢luant un mélange
THF/Hx, soit directement cristallis¢ dans ce milieu. Les cristaux de 1-benzyloxycarbonyl-

2-terbutyloxycarbonylhydrazine (figure 3.5) blancs obtenus sont séchés puis pesés.

0
H;C

H3C\\ q)J\ Hz Y
4 “~ / \ B_ /

H,C

Figure 3.5: Formule chimique développée du Boc-NH-NH-Z

M =266 g/mol
Rendement = 86%
Tr=81-82°C
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Rf=0.6 (AcOELt), 70/30); 0.8 (DCM/iPrOH, 95/5); 0.8 (AcOEt/iPrOH, 95/5)
RMN-'H (CDClL):
d(ppm): 1,41 (9H, 0,8); 6 ,45 (1H, B/a,, s); 6,69 (1H, B, 5); 5,2 (2H, 3, s); 7,3 (SH, v, m)

Les résultats de 1’analyse ¢lémentaire sous forme de pourcentages massiques du composé

Boc-NH-NH-Z sont regroupés dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Pourcentages massiques obtenus par analyse ¢lémentaire
du Boc-NH-NH-Z

Ci3HisN2O4 C H N

Pourcentages expérimentaux 57.95 6.42 9.21

3.2.4 Synthése du Boc-AzaPro-OBzl

3.2.4.1 Lavage de NaH
Dans un ballon de 100 mL une dispersion de NaH 4 mM (0.22 g) a 60 % dans de la

paraffine est mise en suspension dans 10 mL d’éther de pétrole anhydre; aprés 10 mn sous
forte agitation le NaH est récupéré par filtration sous vide puis relavé une deuxiéme fois
pour ¢éliminer toute trace de 1’huile de paraffine, le NaH ainsi obtenu est utilisé directement

dans I’étape suivante.

3.2.4.2 Formation du cycle pyrazolidine

Dans un tricol de 250 ml, 4 mM (0.132 g) de NaH sont mises en suspension dans 6
mL de DMF anhydre, pendant 30 mn et sous atmosphére d’azote avec agitation a
température ambiante. On ajoute alors lentement 20 mM (0.532 g ) de Boc-NH-NH-Z
dissous dans 2 mL de DMF et on maintient le mélange sous atmosphére d’azote et sous
agitation pendant 60 mn avant d’ajouter goutte a goutte 2 mM (0.21mL) de
1.3-dibromopropane dilu¢ dans 2 mL de DMF. Aprés une nuit sous agitation, le mélange
réactionnel, débarrassé de son solvant est repris par 50 mL d’acétate d’éthyle, puis lavé
successivement par 10 mL d’eau (2 fois), 10 mL d’acide citrique a 5% (2 fois), 10 mL de
NaHCO; 10 mL d’eau (2 fois) et 10 mL d’une solution saturée de chlorure de sodium
NacCl (2 fois). Apres une nuit de séchage sur Na;SO,, I’huile obtenue, (5,4 g) est purifiée

par chromatographie sur colonne avec comme ¢éluant AcOEt/EP, (70/30 %), puis cristallisé
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dans un mélange THF/Hx. Le solide blanc, le 1-benzyloxycarbonyl-2-tertio-butylcarbonyl-

pyrazolidine (figure 3.6), sous forme d’aiguilles ou de paillettes, est séché puis pesé.
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Figure 3.6: Formule chimique développée du Boc-AzaPro-OBzl

M=306 g/mol

Rd=48%

Te=41°C

R¢= 0.5 (AcOEt, 70/30); 08 (AcOEt/iPrOH, 95/5); 0.8 (DCM/iPrOH, 95/5).

RMN-'H (CDCly):

o (ppm): 1,39 (9H, 6, s); 2.13 ( 2H, y, m); 3.27 (2H, &’+p’/p’+3°, m); 3.93 (2H, d3+p/B+3,
m); 5,2 (2H, g, s); 7,34 (5H, A, m).

La composition en carbone, hydrogene et en azote de la formule brute du Boc-AzaPro-
OBzl a ét¢ déterminée par analyse €¢lémentaire et les résultas sont donnés dans le tableau

3.2.

Tableau 3.2 : Pourcentages massiques obtenus par analyse ¢lémentaire
du Boc-AzaPro-OBzl

Ci6H2oN204 C H N

Pourcentages expérimentaux 61.62 7.29 7.91




69

3.2.5 Synthése du HCI.AzaPro-OBzl

3.2.5.1 Préparation d’une solution d’acétate d’éthyle contenant HCI (3N)

Dans un bicol de 125 mL, on introduit 20 mL d’acétate d’éthyle anhydre dans
lequel on fait arriver un courant gazeux d' HCI sec pendant 20 mn environ. Le titre de la
solution est déterminé par pesée, avant et aprés la dissolution du gaz. La solution

fraichement préparée est utilisée dans 1’étape suivante.

3.2.5.2 Elimination du Boc

A 3,5 mM (1,071g) du composé N-protégé par Boc, on ajoute, a raison d’une mM
par mL de la solution précédente, 3,5 mL. Apres 45 mn sous forte agitation a température
ambiante, on chasse le solvant au moyen d’un évaporateur rotatif. Le résidu solide obtenu
(chlorhydrate) est repris en solution par quelques millilitres d’eau avant lyophilisation. Le
chlorhydrate obtenu (figure 3.7) est cristallis¢ dans un mélange EtOH/Et,O. Le solide

Blanc cristallin est séché puis pesé.
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ClonN_N

Figure 3.7: Formule chimique développée du chlorhydrate d’azaproline

HCIl.AzaPro-OBzl

M =242.5 g/mol
Rd =96%.
Tr=158-164 °C

R¢= 0.45 (EtOH/Et,0, 70/30); 0.61 (EtOH/ THF, 50/50);
0.76 (MeOH/Acétonitrile, 70/30).
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Les résultats de 1’analyse ¢lémentaire du chlorhydrate du 1’azaproline protégée en position

N sont sur le tableau 3.3.

Tableau 3.3 : Pourcentages massiques obtenus par analyse ¢lémentaire
du chlorhydrate de I’ AzaPro-OBzI

C11H5N20,Cl C H N

Pourcentages expérimentaux 52.46 6.16 11.86

3.2.6 Synthése du Boc-L-Phe-AzaPro-OBZI

1.2 mM (0.32 g) du dérivé N-protégé a extrémité carboxylique libre Boc-L-Phe-OH
et 1.2 mM (0.13 mL) de TEA en solution dans 5 mL de THF anhydre, sont agitées et
refroidies a -15°C avec un mélange réfrigérant de ( NaCl/Glace pilé, 50/50) pendant 15
mn. On additionne alors lentement 0.4 mM (0.36 g) de triphosgene, apres trente minutes
toujours sous agitation et a -15 °C. On ajoute lentement goutte a goutte 2 x 1.2 mM (0.26
mL) de NMM et immédiatement apres, 1.2 mM (0.29g) de HCI.AzaPro-OBzl par portion.
On laisse encore une heure a -15 °C avant de revenir a température ambiante et de
poursuivre 1’agitation pendant 6 h. Apres filtration du sel formé sous pression réduite et
évaporation a sec du filtrat, on obtient une huile incolore qu’on cristallise dans ’acétate
d’éthyle. La formule chimique développée du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzI est donnée sur la
figure 3.8.

oy WWLN_A ;

H3C

Figure 3.8: Formule chimique développée du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzI
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M =354 g/mol

Rendement: 60-70%

T¢=180°C.

R¢=0.55 (THF/Hx, 50/50); 0.6 (AcOEt/EP, 70/30); 0.72 (DCM/iPrOH, 90/10);

0.76 (AcOEt/iPrOH, 80/20).

RMN-'H (CDCls):

o (ppm): 1.30 (9H, 6, s); 1.84 (2H, y, m); 3.00 (4H, 2H (8’+p’/p’+6’)+2H (t et pn)
ABX, m); 3.84 et 4.35 (2H, B+8/6+p, d); 4.86, 5.0, 5.2 (4H, 1Ha (ABX),
1Ho(NH), 2He, m); 7.23 (10H, A+A’, m).

La composition en carbone, hydrogene et en azote de la formule brute du 1’aza-dipeptide
Boc-L-Phe-AzaPro-OBzI a été déterminée par analyse élémentaire. Les résultas sont

donnés dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Pourcentages massiques obtenus par analyse élémentaire
du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl.

Cy5H31N30s5 C H N

Pourcentages expérimentaux 66.91 7.26 9.56

3.2.7 Les différentes techniques de caractérisation

Les composés synthétisés au cours de ce travail ont été caractérisés par les techniques

suivantes:

+* Point de fusion et analyse élémentaire

La détermination des points de fusion qui est une constante physique caractéristique
de chaque produit solide a été réalisée a I’aide d’un appareil de type STUART
SCIENTIFIC SMP3.

+ Analyse élémentaire

Tous les produits synthétisés ont été caractérisés par analyse ¢élémentaire.

L’appareil utilisé est de type LECO CHN-900 menue d’un détecteur infrarouge. Elle est
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basée sur la combustion de I’échantillon a analysé. Aprés la combustion du composé
synthétiseé, les gaz obtenus passent a travers une cellule infrarouge entre deux fenétres de

CaF, ou ils vont étre détectés.

¢ Spectroscopie UV-Vis.

L’analyse par la spectrophotométrie d’absorption électronique UV dans la gamme
200 a 400 nm a été effectué en solution dans 1’éthanol, dans des cellules en quartz de trajet
optique lcm, D’appareil utilis¢é est de marque VARIAN, de type Cary Win UV

(scan application).

+ Spectroscopie infrarouge

Les spectres d'absorption du rayonnement infrarouge (IR) sont enregistrés a 1’aide
d’un spectrophotométre a transformée de Fourrier de type GENISIS II menu du logiciel
« WinFirst » dans la gamme de 400 a 4000 cm™, sur des pastilles ou I’échantillon solide

(1mg) est dispersé dans du KBr (250 mg). La résolution employée est de 4 cm™.

+»» Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

Les spectres de résonance magnétique nucléaires du proton ont été enregistrés sur

un spectrometre BRUKER 300 MHz dans le CDCls.



CHAPITRE 4
RESULTATSET DISCUSSION

La synthese des azapeptides est conditionnée par deux aspects, 'un est li¢ a la
synthése peptidique classique, a savoir I’utilisation et le choix des groupes N et C-
terminaux en fonction des conditions choisies pour construire la chaine peptidique. L’autre
consiste a introduire I’aza-résidu dans une chaine en cours de construction par des
procédés compatibles avec les principes fondamentaux de la synthése peptidique. En
particulier, la synthese peptidique doit €étre conduite selon le mode récurrent, en accrochant
les résidus un a un a partir de I’extrémité carboxylique, de fagon a minimiser les risques
d’énantiomérisation du carbone a. L’objectif de notre travail est résumé sur le schéma

réactionnel de la figure 4.1.
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Figure 4.1: Schéma réactionnel de notre travail
4.1 Caractérisation du Boc-NH-NH, par spectroscopie UV
Le spectre UV du Boc-NH-NH, dans 1’éthanol (C=10) (figure 4.2) présente un

seul pic @ 202 nm qui correspond & la transition =—n  du carbonyle de la fonction

uréthane du groupement protecteur terbutyloxycarbonyle (Boc).
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Figure 4.2: Spectre UV du Boc-NH-NH, dans 1’éthanol (C= 10M)

4.2 Réaction de synthése du Boc-NH-NH-Z.

Comme le pyrazolidine n’est pas commercialisé, on a utilisé le carbazate de
tertiobutyl comme produit de base. Nous avons d’abord préparé le N*-benzyloxycarbonyl-
Nﬁ-tertiobutyloxycarbonylhydrazine (Boc-NH-NH-Z) sous forme cristalline pure par
réaction du Boc-NH-NH; avec le chloroformiate de benzyle (ZCl) dans le THF anhydre a
O°C (figure 4.3). La présence d’un équivalent d’une base tertiaire est obligatoire pour
piéger I’acide chlorhydrique sous forme d’un sel blanc insoluble dans le milieu. Avec la
tri¢thylamine comme base tertiaire on a obtenu une huile trés visqueuse et collante qu’il
faut purifier par Chromatographie sur colonne pour pouvoir cristalliser le Boc-NH-NH-Z,
tandis que I’emploi de la N-méthylmorphpoline comme base a donné facilement le produit
sous forme de cristaux sans passer par la chromatographie sur colonne, avec un rendement

de 88 %.
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Figure 4.3: Réaction de synthése du

N“benzyloxycarbonyl-N"-tertiobutyloxycarbonylhydrazine
(Boc-NH-NH-Z)

Le groupement benzyloxycarbonyl est parmi les meilleurs groupements protecteurs
de la fonction amine. Il protége sélectivement I’hydrazine Boc-NHP-NH,* en position a et
résiste aux conditions de 1’acydolyse du groupement Boc. L’introduction de ce dernier
implique un mécanisme d’addition élimination. La protection par le groupement Z est
basée sur I’acylation de I’extrémité N* de ’hydrazine en présence d’une base tertiaire qui
est de préférence la N-methylmorpholine (NMM). Le mécanisme d’acylation (figure 4.4)
débute par une attaque nucléophile de ’azote N* du Boc-NH-NH-Z sur le carbone du
carbonyle du groupement Z et provoque le départ de CI'. Cette attaque fragilise en méme
temps la liaison N"—H et facilite I’arrachement du proton H” par la N-méthylmorpholine

pour former un sel blanc (HCLNMM).
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Figure 4.4: Mécanisme proposé pour la protection du Boc-NH-NH;

par le groupement Z
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4.2.1 Analyse élémentaire du Boc-NH-NH-Z

Pour vérifier la formule brute du Boc-NH-NH-Z, nous avons procédé a 1’analyse
¢lémentaire. Les pourcentages donnés par cette dernicre (tableau 4.1) vérifient la masse

molaire théorique et la formule brute du Boc-NH-NH-Z.

Tableau 4.1 : Résultats de ’analyse ¢lémentaire du Boc-NH-NH-Z

C13H18N204 C H N
Pourcentages expérimentaux 57.95 6.42 9.21
Pourcentages théoriques 58.64 6.76 10.52

4.2.2 Caractérisation du Boc-NH-NH-Z par spectroscopie UV.

Comparé au spectre UV dans I’éthanol du Boc-NH-NH, (C=10" M) qui ne présente
aucune absorption dans la zone de 230 nm a 275 nm, le spectre du Boc-NH-NH-Z dans
I’éthanol (C=10" M) (figure 4.5) présente une large bande de faible intensité avec trois pics
(263.02 nm, 257.03 nm, 251.99 nm) caractéristiques des transitions n—m des liaisons C=C
conjuguais du cycle benzénique. Ceci confirme 1’addition du groupement protecteur
benzyloxycarbonyle (Z). Les deux transition a 213.98 nm et 210.04 nm sont du type o,

elles sont dues aux carbonyles C=0O de type uréthane des deux groupements protecteurs

(Boc et 7).
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Figure 4.5: Spectre UV du Boc-NH-NH-Z dans 1’éthanol (C=10~ M)

4.2.3 Caractérisation du Boc-NH-NH-Z Par spectroscopie FTIR

Le spectre du composé Boc-NH-NH-Z dans une pastille de KBr (figure 4.6)
présente des bandes trés intenses a 1699.79 et 1723.12 cm™ caractéristique des vibrations
de valence d’¢longations des C=0O uréthanes des deux groupement Boc et Z, ainsi la bande
4 1539.91 cm™' peut étre attribuée a la vibration de déformation du C-H et C-N uréthane et
celles a 1227.10 et 1274.64 cm™ aux vibrations d’élongation C-N et C-O d’uréthane. La
vibration de valence des deux liaisons N-H uréthanes est présente par deux pics a 3272

cm™ et 3299 cm™.

L’examen des bandes d’absorption des basses fréquences révele la présence des
bandes & 699.95 cm™ et 752.69 cm’l, relatives aux deux modes de déformations hors du
plan pour 5 hydrogenes adjacents, ce qui affirme la monosubstitution du cycle benzénique.
On trouve également d’autres modes de vibration d’élongation du noyau aromatique qui
apparaissent a 1473, 79 cm™ et 1495.38 cm™. Plus loin dans la zone des hautes fréquences,
les bandes a 3008.97 cm™ et 3033 cm™ sont caractéristiques des vibrations d’élongation
des C-H aromatiques, ce qui est compatible avec les bandes des basses fréquences et

confirme la présence du groupement protecteur Z.
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Les bandes a 2933.18 cm™, 2952.99 cm™ et 2977.91 cm™ correspondent aux
vibrations d’élongation C-H, des CHj tert-butylique, qui présentent également des bandes
de déformations a 1388.55 cm™ et 1393.37 cm™, tandis que les bandes intenses 4 1054 cm™

et 1161.66 cm™ peuvent étre attribuées 4 la vibration d’élongation de la liaison C-O.
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4.2.4 Caractérisation du Boc-NH-NH-Z par RMN-




80

Le signal 4 7.33 ppm observé sur le spectre RMN-'H (figure 4.8) du Boc-NH-NH-Z
(figure 4.7) enregistré dans le CDCl; avec TMS comme référence correspond au
déplacement chimique des 5 protons y du cycle benzénique (Z). Les deux protons Z 3(CH>)
résonnent sous forme d’un singulet d’intégration 2 a 5,2 ppm confirmant la protection de
I’extrémité N” par le groupement benzyloxycarbonyle.

Les deux signaux importants de ce spectre a 6.45 ppm et 6.69 ppm d’intégration 1 pour
chacun, correspondent a la résonance magnétique nucléaire de 2H de type uréthane (1HJ

du Boc-NH et 1Ho du NH-Z7).

Les protons méthyliques 6 (CH3); du groupement tertiobutyloxycarbonyle ne se
couplant a aucun proton, présentent un singulet intense situ¢ a 1.45 ppm d’intégration 9. Le

massif a 2.2 ppm correspond aux protons de I’acétone de lavage du tube RMN.

0
H,C 0 0 5
H3C\\C u gz Y
AN O/ ~NB pd
N N (0]
H;C H H

Figure 4.7: Les différents types de proton du Boc-NH-NH-Z
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La Syntheése du cycle pyrazolidine NeNP -Protégé (figure 4.9) est 1’étape clé dans la
syntheése de 1’azapeptide; Le Boc NH-NH-Z obtenu dans 1’étape précédente est traité par 2
équivalents de NaH dans le DMF pour former le dianion de couleur rouge, cette derniére se
dégrade en orange puis en jaune suite a I’ajout de 1,3-dibromopropane. La réaction est
suivie par CCM avec le THF/Hx comme éluant. Aprés une nuit sous forte agitation, 1’huile
obtenue est lavée par 10 mL d’eau (2 fois), 10 mL d’acide citrique a 5% (2 fois), 10 mL de
NaHCO; 10 mL d’eau (2 fois) et 10 mL d’une solution saturée de chlorure de sodium
NaCl (2 fois), ensuite elle est purifiée par chromatographie sur colonne. Le Boc-AzaPro-
OBzl ainsi obtenu avec un rendement total certes plutét moyen (45 %), mais sous forme

cristalline pure. Son point de fusion est de 41°C.

H;G 0 0 H;C O O
3
HsC I I 1) 2NaH

H
C C C H3C )k 2
%\O/ ~ N/ \O/ 2) C3H6Br2 /C\ /C
H;C N— —_— 0 N—N 0
3 o . " U

C5;H¢Br, = 1,3-dibromopropane

Figure 4.9: Réaction de synthése du Boc-AzaPro-OBzI

Le mécanisme de cette réaction (figure 4.10) qui est en réalité une réaction de
cyclisation est de type addition élimination, elle consiste a arracher les deux protons de la
fonction hydrazine pour créer un dianions, responsable de la couleur rouge, ce dernier
réagit par un mécanisme d’addition avec le 1,3-dibrompropane pour former le cycle

pyrazolidine avec libération d’un sel jaune le NaBr.
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O O
H;C 2 © H;C 2
;j\O/C\N—N/C\O/C 2H " (NaH) } *O/C\N—N/C\O/C Couleur
3 H H DMF H;C Na@@ @@Na rouge
+
Br B

-«

H;C ﬁ o
2NaBr 4 H3C9\O/C\ _ J\O/Cz

Figure 4.10: Mécanisme proposé pour la synthése de Boc-AzaPro-OBzl

4.3.1 Analyse élémentaire de Boc-AzaPro-OBzl.

La formule brute du cycle pyrazolidine-N“-NP -Protégé (Boc-AzaPro-OBzl) a été
confirmée par les pourcentages en masse du carbonne, azote et d’hydrogéne obtenus par
analyse élémentaire (CHN) regroupés sur le tableau 4.2 et qui sont trés proches des

pourcentages théoriques .

Tableau 4.2 : Résultats de 1’analyse élémentaire du Boc-AzaPro-OBzl

C16H22N204 C H N
Pourcentages expérimentaux 61.62 7.29 7.91
Pourcentages théoriques 62.74 7.18 9.15

4.3.2 Caractérisation du Boc-AzaPro-OBzl par spectroscopie UV
Le spectre UV du Boc-AzaPro-OBzl dans 1’éthanol (C=10" M) (figure 4.11)

présente la méme allure que celui du Boc-NH-NH-Z sauf que les bandes de transition
n—m sont un peu décalés vers les basses longueurs d’onde, ce phénomene peut Etre
expliqué par la disparition des groupements amines secondaires qui induisent généralement
des effets bathochromes. Les trois pic a 251.9 nm, 257,9 nm et 262.9 nm représentent
toujours les transitions =—n du cycle benzénique du groupement benzyloxycarbonyle qui

sont peu affectés par les groupements amines secondaires.
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Abzorbance

a,0-

zﬂn Egﬂ 36D Séﬂ 46D
Longueur d'onde (i)
Figure 4.11: Spectre UV du Boc-AzaPro-OBzI dans 1’éthanol
(C=10"M)

4.3.3 Caractérisation du Boc-AzaPro-OBzl par spectroscopie FTIR
Le spectre FTIR (figure 4.12) du Boc-AzaPro-OBzl dans une pastille de KBr

présente un pic trés intense & 1695.62 cm™' caractéristique de la vibration d’élongation du
C=0 des deux groupements uréthanes. Les C-N, C-O uréthanes donnent aussi des

vibrations d’¢élongation qui sont dans notre cas a 1215.97 cm™ et 1246.35 cm’™.

L’absence de bande a haute fréquence plus particulierement les bandes de vibration
de la liaison N-H, confirme la formation et la présence d’un cycle pyrazolidine, les pics a
1313.50 cm™ et 1352.88 cm™ peuvent étre attribuées aux vibrations d’élongation des deux
C-N du cycle pyrazolidine. Les C-H du groupement méthyle et méthyléne présentent
également des bandes de vibration d’élongation qui sont 4 2934.88 cm™ et 2979.59 cm’,
2902.60 cm’, tandis que leurs bandes de déformation symétrique et asymétrique sont a
1352.88 cm™ et 1416.77 cm™. Le noyau aromatique est présent par ces différents modes

de vibration, les bandes 4 695.75 cm™ et 751.10 cm™ de déformation en dehors du plan des
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5 C-H aromatiques tandis que sa vibration d’élongation est observée a 1460.91 cm™. Les

1

autres bandes faibles a basse fréquence comme celles a 1103.71 ecm™, 938.04 cm™ et

908.99 cm™' peuvent étre attribuées a la vibration de valence des liaisons C-C, C-N et C-O.
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4.3.4 Caractérisation du composé Boc-AzaPro-OBzl par RMN-lH
Le spectre RMN-'H de la figure 4.14 du composé Boc-AzaPro-OBzI (figure 4.13)

dans le CDCl; et le TMS comme référence présente un large multiplet a 2.13 ppm avec une
intégration de 2 caractéristique des 2H" (cyclane). Le signal 4 3.27 ppm d’intégration 2 est
attribu¢ a la résonance magnétique nucléaire de 1H? et 1H® non équivalents

magnétiquement. Le proton B (B’) est couplé avec le proton B’ () et doublement couplé
aux deux protons y. Ainsi les pics obtenus sont doublement dédoublé par le couplage a
travers le cycle pyrazolidine avec les protons d et 8’ qui ne sont pas équivalents entre eux.
Du fait de la symétrie du cycle pyrazolidine I’écart entre les déplacements chimiques des

protons B et B’ est faible, ce qui entraine le chevauchement de leurs pics et donne un

multiplet. Les autres protons 1H" et 1H® sont déblindés par rapport aux protons (1H?,

1H6) de méme pour les protons (1H", 1H5), les protons 1H" et 1H® présentent un large

multiplet au environ de 3.93 ppm.

Les deux protons y sont couplés avec les deux protons B, B’et les protons d et &’
avec des constants de couplage différentes. La non équivalence de ces quatre protons

génére un multiplet au environ de 2 ppm.

Le singulet intense d’intégration 9 a 6=1.39 ppm correspond au déplacement
chimique des 9 protons méthyliques (CH3)3 du groupement tertiobutyloxycarbonyle. On
observe également un autre signale situé a 7.34 ppm propre au 5 protons du noyau
aromatique (Z), les deux protons benzylique Z(CH>) existent sur le spectre par un signale a

5.2 ppm d’ intégration 2. Le massif a 2.14 ppm est di a la présence d’acétone de lavage

dans le tube RMN.

Ve

Figure 4.13: Les différents types de proton du Boc-AzaPro-OBzl
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4.4 Réaction de déprotection du Synthon Boc-AzaPro-OBzl par Clivage

du groupement Boc

Le chlorhydrate HCl.AzaPro-OBzI sous forme de cristaux blancs est obtenu par
action de I’acide chlorhydrique gazeux dissout dans 1’acétate d’éthyle anhydre sur le
synthon de base (figure 4.15) selon le mode de clivage cité dans la partie expérimentale. Le
chlorhydrate obtenu a été cristalllisé dans 1’éthanol/éther de pétrole. Le rendement de la
réaction est quasi-quantitatif (96%). La température de fusion du HCl.AzaPro-OBzl est
dans I’intervalle de 158°C-164°C.

H;C |c|) 0 0
H Hy
H3C )k : )k
C C e @ /C
HyC O/ ~ N—N O/ HCI/AcOEt Cl. H,N N 0

Figure 4.15: Réaction de synthése du HCl.AzaPro-OBzI

Le mécanisme de clivage des fonctions uréthane (figure4.16) commence
généralement par la protonation de I’atome d’oxygeéne du carbonyle du groupement
protecteur le terbutyloxycarbonyl (Boc) dans notre cas, suivie par la fission de la liaison
tbutyl- O., la décarboxylation de I’acide carbamique libére le chlorhydrate de I’azaproline

N%protégé et un carbocation terbutylique qui se réarrange en isobuténe.
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: ©
H;C 0 0 g H
HZ H3C

H3C§\ & )J\ H ® 0 o
e 07 SN—N o~ H (HCI) H3C9\ /(|:|)\ )j\ /C2
U AcOET H;C o @ o \O

Figure 4.16: Mécanisme réactionnelle proposé pour la déprotection

du Boc-AzaPro-OBzI1

4.4.1 Analyse élémentaire du HCl.AzaPro-OBzl

L’analyse ¢élémentaire du chlorhydrate de 1’azaproline (HCl.AzaPro-OBzl), dont
les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-dessous sont en accord avec la formation de

ce produit (tableau 4.3).

Tableau 4.3 : Résultats de 1’analyse ¢lémentaire du chlorhydrate HCl.AzaPro-OBzl
Ci1H1sN20,Cl C H N

Pourcentages expérimentaux 52.46 6.16 11.86

Pourcentages théoriques 54.43 6.185 11.54
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4.4.2 Caractérisation du HCl.AzaPro-OBzl par spectroscopie UV

L’action de 1’acide chlorhydrique sur le Boc-AzaPro-OBzIl provoque le clivage
du groupement Boc et ne laisse qu’une seule fonction uréthane (Z). Le spectre UV dans
1’éthanol du chlorhydrate (C= 10~ M) (figure 4.17) confirme ce fait par la présence d’un
seul pic a 213,9 nm de la transition n—n de la liaison C=0 (Boc) qui est plus décalé vers
les grandes longueurs d’ondes par rapport a celui du Boc-AzaPro-OBzl a cause de la
présence du groupement -NH, " -. La superposition des deux spectres Boc-AzaPro-OBzl et
de son chlorhydrate (figure 4.18), montre aussi que cette bande (213,9 nm) est moins large

que celle du Boc-AzaPro-OBzl a cause de la diminution du nombre de carbonyle.

2120

Absorbance

57.0
263 0

]
Ln
1
195 0
265 0

I I 1 1
200 230 300 350 400
Longueur d'onde (i)

Figure 4.17: Spectre UV du chlorhydrate HCl.AzaPro-OBzl
dans 1’éthanol (C= 10°M)
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3.0+
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Boc-AraPro-OEs

2,0

1,54

Ahzarbance

Chlothydrate d'Azaproline

1,0
’ HCl AzaPro-OFEz

0,5

0.0+
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Longueur d'onde (rtmn)

Figure 4.18: Superposition des spectres UV du Boc-AzaPro-OBzI et de son
chlorhydrate dans 1’éthanol (C= 10" M)

4.4.3 Caractérisation du HCl.AzaPro-OBzl par spectroscopie FTIR

Les nouvelles bandes enregistrées dans le spectre du chlorhydrate (HCI.AzaPro-
OBzl) en pastille de KBr (figure 4.19) a 3428 cm™ et 3250,63 cm’ sont dues aux
vibrations d’¢longation du N-H (HCLH-N) du cycle pyrazolidine. Cette attribution est
renforcée par la faible bande & 1608.18 cm™ relative a la vibration de déformation de la
liaison N-H et par la présence des bandes de vibration d’élongation & 2667 cm™ et
2865.2 cm™ caractéristiques du -NH, -, ce qui confirme le clivage du groupement Boc par

HCI gazeux.

La seule et la plus intense bande 4 1737.19 cm™ est caractéristique de la vibration de
valence d’¢longation d’un seul C=O uréthane. La bande a 1390.45 cm™ est attribuée a la
vibration d’¢élongation C-N et C-O uréthane (Z), amide IV. Le cycle benzénique du
groupement benzyloxycarbonyle est resté¢ intact suite aux bandes de vibration d’¢longation
du noyau aromatique a 1503,18 cm’! , 1533,16 em’! et 1567,22 cm™' et les bandes a
738 cm™’, 770 cm™ et 696 cm™ de la monosbstitution. Les bandes de vibration d’élongation

des C-H aromatiques sont présentes a 3030.22 cm™ et 3075.26 cm™. Aux faibles
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fréquences, on trouve des bandes a 1140,90 cm™ et 1217.81 cm™ qui correspondent aux

vibrations d’élongation des liaisons C - O et C — N.
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4.5 Réaction de couplage de ’azaproline a la phénylalanine

L’agent de couplage est un élément crucial dans 1’étape d’activation des amino
acides. Malheureusement, la majorité des réactifs de couplage, habituellement utilisés,
induisent des réactions secondaires indésirables et nécessitent des conditions de réaction
séveres et un temps de réaction trés long qui peut aller jusqu’a trois jours. Nous avons
proposé le triphosgéne qui est un solide stable et moins dangereux que le phosgene,
comme agent d’activation dans la réaction de couplage de I’azaproline a la phénylalanine
(figure 4.20). L aza-dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl est obtenu sous forme de cristaux

blancs avec un rendement de 70 %, son point de fusion est de 80°C.

Le suivie de la réaction de couplage par Chromatographie sur couche mince (CCM)
révele la présence d’un intermédiaire qui se forme in situ, qui n’est autre que la forme
C-activée du Boc-Phénylalanine. Cet intermédiaire a un Ry = 0.49 dans le mélange

(THF/Héxane, 70/30) comme ¢€luant.

(0]
H;C (|? )J\ H,
H-C ~C
3 O/C\ N’CHTOH HCIL.HN—N (0) Triphosgéne / THF
H;C +
3 H 5 U 2NMM, -15°C

e}
o

H H,

me o M M ¢
H CX T CH™ “N—NT 70
3 -
€ o S U @ Rum

Figure 4.20: Réaction de synthése de 1’aza-dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl

Le mécanisme de couplage (figure 4.21) implique en premiere étape 1’activation de
la fonction carboxylique du Boc-phénylalanine par acylation au triphosgéne, plus
précisément 1/3 de la molécule de triphosgéne. L’intermédiaire ainsi obtenu (2) est un

anhydride mixte qui réagit in situ par un mécanisme d’addition avec 1’azaproline-
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N%protégée (4) résultant de la neutralisation du chlorhydrate de 1’azaproline (3) par le

deuxieéme équivalent de la N-méthylmorpholine (NMM) pour aboutir a 1’aza-dipeptide (5)
Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl.

p -2 (COCLy)
o~ N = cl
H;C H T BN
0 e
(1) o
Triphosgene

H,C 0 H‘/_\
H3C§\ [ L

©® ugo ©
U —cranmm

Sel Blanc
(0]
S &
©® NMM ® ~AC
+HCl, HNMM)? Cl. H,N—N (@)
) Sel blanc

3

THF | -HC1

H;C

0 0
H H,
o N
L . 2/ \H/ ci” “N—N"T o
H,C |
H;C 0  CH,

©)

Figure 4.21: Mécanisme proposé pour le couplage de I’azaproline a la phénylalanine
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4.5.1 Analyse élémentaire de 1’aza-dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl

D’aprés les résultats donnés par l’analyse élémentaire sur le tableau 4.4 les
pourcentages expérimentaux sont trés proches des valeurs théoriques, ce qui peut

confirmer la formule brute proposée pour le composé Boc-L-Phe-AzaPro-OBzI.

Tableau 4.4: Résultats de 1’analyse élémentaire du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl.

CasH31N305 C H N
Pourcentages expérimentaux 66.91 7.26 9.56
Pourcentages théoriques 66.22 6.84 9.27

4.5.2 Caractérisation par spectroscopie UV du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl

Par rapport & la transition 7—n du C=O obtenu dans les spectres précédents,
I’aza-dipeptdide obtenu présente dans 1’éthanol a 10° M (figure 4.22) une plus large et
plus intense bande entre 200 nm et 250 nm avec deux pics a 226 nm et 211 nm et un
¢paulement a 213 nm. Le pic & 211 nm et I’épaulement a 213 nm correspondent d’apres les
spectres précédant aux transitions n—7 du C=0 des deux fonctions uréthanes des deux
groupements protecteurs (Boc et Z), tandis que le pic a 226 nm plus intense et déplacé
vers les grandes longueurs d’ondes, est dii a I’addition d’un nouveau chromophore a ceux
observés dans le spectre UV du chlorhydrate de 1’azaproline et qui chevauche un peu avec

.o, . * Y . r
les transitions T—n des systémes conjugués.

Le pic a 258 nm et les deux épaulements a 263 nm et 266 nm sont plus larges et
plus intenses comparés aux spectres précédents, ceci peut étre expliqué par la présence
d’un nouveau systéme conjugué qui s’ajoute par ses transitions T—7 et qui ne peut étre

que le cycle benzénique de la phénylalanine.
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Figure 4.22: Spectre UV du compose Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl superposé avec le spectre du
chlorhydrate d’azaproline dans I’éthanol 4 10 M

4.5.3 Caractérisation de I’aza-dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl par spectroscopie
FTIR
Le spectre FTIR du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl en pastille de KBr (figure 4.23)

enregistre 1’apparition d’un pic a 3387 cm™ caractéristique des vibrations d’élongation
d’un N-H uréthane et une bande trés intense & 1653.21 cm™ relative aux vibrations
d’¢longation d’un C=0O amide tertiaire, ce qui confirme la réussite de la réaction de
couplage. La bande & 1706.64 cm™ correspond 4 la vibration de valence d’élongation de
C=0 uréthane, par conséquent les bandes a 1330 cm™ et 1301 cm™ peuvent étre attribuées
aux vibrations d’élongation des C-N amide III et les pics a 1205 cm™ et 1242 cm™ sont
caractéristiques du C-N, C-O Uréthane (amide IV). Lorsqu’ on passe aux basses
fréquences, le spectre présente un pic a 2975.24 cm™ et un épaulement a 2893.92 cm’
correspondant aux vibrations d’élongation des C-H des groupements CH, et CHj, ce
dernier présente également des vibrations d’élongation symétrique et asymétrique a

1388.42 cm™ et 1425.02 cm™ respectivement.
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Les pics a 1456 cm™ et 1508 cm™ correspondent & la vibration du noyau aromatique
monosubstitué par les pics a 702.03 cm™ et 750.22 cm™. Les épaulements a 3064.20 cm™
et 3025.73 cm’ sont caractéristiques de la vibration d’élongation des C—H aromatiques.
Les bandes 4 1163 cm™ et 1091 cm™ représentent les vibrations d’élongation des liaisons

C—O et C—N.
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4.5.4 Caractérisation de 1’aza-dipeptide Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl par RMN-lH
Le spectre RMN-'H (figure 4.25) du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl (figure 4.24) a été

effectué¢ dans le CDCl; avec le TMS comme référence. Les deux signaux treés intenses a
1.30 ppm et 7.23 ppm d’intégration 9 et 10, présents sur le spectre RMN-'H de 1’aza-
dipeptide, proviennent respectivement des 9 protons méthyliques (CHs3)s du groupement

Boc et des 10 protons aromatiques du groupement benzyloxycarbonyle (Z) et de la

phénylalanine.

Les protons (YCH,) sont équivalents, ils se couplent avec les quatre protons BCH,
et OCH,, ce couplage est présent par un large multiplet a 1.84 ppm. Les deux protons
BCH; ne sont pas équivalents magnétiquement et se couplent différemment avec les deux
protons 0CH;, non équivalents aussi. Par conséquent, les deux protons 1HB+ 1Ho (1HO +
1HPB) présentent un large multiplet a 3 ppm tandis que les signaux a 3.80 ppm et 4.35 ppm
correspondent aux deux protons 1H 6’+ 1HB’(1HB °+ 1H &°).

Les signaux a 5.25 ppm, 5.0 ppm et 4.86 ppm sont attribués respectivement aux 4
protons suivant ; 2H du Z(CH,) du groupement OBzl, 1H du NH’-CO-O et 1 H 1ié au C*
de la phénylalanine, ce dernier proton déblindé a cause de la présence de I’azote et la
fonction urétane voisins, représente la partiec X du systéme ABX formé avec les deux
protons t et u de la phénylalanine. Les deux Parties A et B du systéme ABX correspondant
aux deux protons t et u de la phénylalanine, sont représentées sur le spectre par un
multiplet autour de 3 ppm. Le singulet a 1.60 ppm d’intégration 2 dans le CDCl; est

caractéristique des deux protons de H,O présents dans le solvant du lavage du tube RMN.

HO (%) 0 0
e o Aol E
3 |

¢ N—N o

Hﬁ* THM i T\ WP

H,C 0 (A)

i O H
(B) v o

Figure 4.24 : Les différents types de proton dans le Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl



SOX0°0
311 \
Bz

BEMC
4]
gocHE

EBTOS
BaEL
EaEIL
[FTL ST
Gaide s
griza’s
EEE
QaCEE""
EIIIHE';_[

LERD

Tearn”

=1
PR
BELE—
gerag
TEELE R
DEFA0E:
BIBED T
FEM0E

[k ¢AD°F
LEEHTE
RIDEETE

cF T
cHIiE"E
(1 S5 N
B00EE"F

DD
BETER
fBRD

il

BEPES S
21T

e

1511
19T
BOEET L«
ERERE ™S
R BSE
TLRLEL
TBPLE L
=T
=] 1o

wdd

t

s

K

-1

FELF

g

-~
-
—

E

(™

/)

=
=

Yoo w0

]

AN

102

Figure 4.25: Spectre RMN-'H du Boc-L-Phe-AzaPro-OBzl dans le CDCl; 4 300 MHz



CHAPITRE 5
ETUDE THEORIQUE DU RESIDU AZAPROLYL

5.1 Introduction

L’application des méthodes de la chimie quantique a 1’é¢tude des molécules s’est
révélée étre d’un apport non négligeable dans la détermination de leurs propriétés physico

chimiques et de leurs structures géométriques.

Plusieurs études théoriques ont été effectuées sur des aza-amino acides incorporés dans
des modeles simples, dans le but essentiel de trouver une corrélation quantitative entre
grandeurs quantiques et activités biochimiques, qui permet de prévoir 1’activité biologique et
thérapeutique d’une quelconque molécule méme hypothétique avant son utilisation ou parfois

méme avant sa synthése.

5.2 Méthode de Hartree-Fock

La méthode Hartree-Fock (HF) [121] repose sur un principe simple qui stipule que
I’interaction électrostatique du type 1/rj (Eq. 5.1), d’un électron 1 donné d’un atome
polyélectronique avec tous les autres électrons j est remplacée par I’interaction de cet électron
avec un champ moyen, ou potentiel effectif Vi) (Eq. 5.2), crée par le noyau et la totalité des

autres électrons:

n 1, . 1 1 ~ A
He=2-5A0-2 =42, —=2 HD+2 H(i.]) (5.1)
i ik tik i
Veft= ez/rij =) Iez/rij (1)j2(j) dr; @; : orbitale atomique (5.2)

Chaque électron est décrit par une fonction monoélectronique dite spin-orbitale. La fonction

d’onde totale peut étre écrite sous la forme d’un déterminant de Slater [122] (Eq. 5.3).
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¢o1(1) Or(1) ..eee. on(1)

(5.3)
1
P [0 2) D)
BIN)  byN) o (N
L’équation monoélectronique de Hartree-Fock (Eq. 5.4) est de la forme:
FOYKD=A1)K1) (5.4)
Avec Ié(l) est I’opérateur monoélectronique de Fock
FI =AW +Y[i0-K 0 (5.5)
A ermy 1
Avee -3, (0)]4.()) = (). 4" (2)—4, (2)dz, (5.6)
2 12
. a1
Ki]¢:0) =4 0] 4" (2) =4, (2)dr, (5:7)
2 12

L'opérateur de Coulomb Ji (Eq. 5.6) tient compte de la répulsion coulombienne entre

les électrons. L'opérateur d'échange Ki (Eq. 5.7) représente la modification d'énergie due aux

effets de corrélation de spin.

Le fait important ressortant de ces expressions est que ’opérateur F o dont on cherche
les fonctions propres ¢k est défini a partir des fonctions {¢} elles mémes. On doit donc utiliser
une méthode itérative (ou auto-cohérente, self consistent). Un ensemble de fonctions d’ essai

(initial guess) {¢}o (obtenues souvent par la méthode de Hiickel généralisée, EHT) fournit une

valeur de I’énergie moyenne (E) , et permet de calculer F o, dont la diagonalisation fournit un

nouveau jeu de fonctions {¢}; qui donne une nouvelle valeur E; et un nouvel ensemble {¢},
etc. On arréte ce processus lorsque deux valeurs consécutives de I’énergie différent de moins

d’une valeur fixée d’avance, généralement de 10~ a 10® hartrée.
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5.2.1 Modele de Hartree-Fock pour les molécules polyatomiques

La méthode de Hartree-Fock, pour le calcul des fonctions d’ondes totales approchées
d’un systeme moléculaire, est le prolongement des équations obtenues pour les atomes
polyélectroniques. La fonction d’onde totale W est approchée au moyen de fonctions
monoélectroniques (OM) dites spin-obitales, notées (¢x), comme dans le cas des atomes
polyélectroniques. Cette fonction d’onde totale ¥ est prise comme le produit antisymétrique
de toutes les fonctions monoélectroniques ¢y C’est la théorie des orbitales moléculaires

(LCAO).

5.2.2 Systémes a couches fermées et ouvertes.

Dans un systéme a couches électroniques complétes (closed-shell), chaque électron est
soumis a la répulsion d’un ensemble de paires électroniques, en plus 1’électron de spin opposé
occupant la méme OM. Les OM des électrons o et B sont donc deux a deux dans un
environnement identique et on leur attribue a priori les mémes coefficients: ¢’est la méthode

RHF (Restricted Hartree-Fock, H-F avec contrainte de spin) RHF ou HF.

Dans des systémes possédant des couches incomplétes (open-shell), les électrons a et B
ne sont pas soumis a la méme répulsion, on peut donc optimiser indépendamment leurs
coefficients orbitalaires au cours du processus SCF: c’est la méthode UHF (sans contrainte de

spin, (Unrestricted H-F).

5.3 Bases de calcul

La base de calcul est une description mathématique des orbitales formant un systéme,
elles sont introduites pour faciliter les différentes étapes du calcul théorique. La majorité des

bases considérent les orbitales comme une combinaison linéaire de fonctions gaussiennes.

Les deux bases que nous avons utilisées, la 3-21G™ et la 6-31G” sont de type Split
valence. Le premier nombre de chaque base représente le nombre de gaussienne décrivant
I’orbitale 1S. La présence de deux numéros dans la deuxiéme partiec montre que les orbitales
de valence sont décrites par deux types de fonction, et chaque numéro représente le nombre de

gaussienne formant chaque fonction.
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5.4 Etude théorique de la substitution de carbone C* par un atome d’azote dans la proline

Afin de donner une description structurale au résidu azaprolyl et étudier les
perturbations structurales de la substitution du groupe (CH)" de la proline par un atome
d’azote, nous avons procédé a 1’optimisation de la géométrie des modeles For-AzaPro-NH, et
Acé-AzaPro-NHMe par des méthodes ab-initio avec les deux bases 3-21G" et 6-31G*

L’optimisation a été faite a partir des structures générées par Chem3D.

Le choix des modeles a étudier a été basé sur la simplicité, le faible poids moléculaire
et la représentation au mieux du résidu prolyl et azaproly. Nous avons choisi d’utilisé les deux
bases, HF/6-31G* et HF/3-21G*, cette derniere est moins colteuse que la premiere, elle a été
utilisée pour effectuer la surface de 1’énergie potentielle du modele For-AzaPro-NH,. Les

calculs théoriques ont été effectués sur un micro-ordinateur de type Pentium 3.

5.4.1 Etude comparative entre les deux modéles Acé-AzaPro-NHMe et Acé-Pro-NHMe

obtenus par optimisation compléte sur la base HF/6-3 1G*

Figure 5.1: Représentation spatiale de la forme la plus stable

du modeéle Acé-Pro-NHMe
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Figure 5.2: Représentation spatiale de la forme la plus stable

du modéle Acé-AzaPro-NHMe

Tableau 5.1: Angles et longueurs des liaisons caractéristiques des résidus prolyl et azaprolyl

Liaisons et angles Acé-AzaPro-NHMe Acé-Pro-NHMe
Energie (E: HF/6-31G*) -585.7095 hartrée -569.7540 hartrée
c—o0° 1.197 A 1.207 A
C—N° 1.361 A 1351 A
N —N¥* 1392 A 1.451 A
NV 1.417 A 1.53 A
c—0’ 1.196 A 1.203 A
C5—N°® 1.358 A 1352 A
N’ N¥*C? 112.654°
N*N“4 ™ 103.328°
CONY 4! 115.349°
YN%=331.331°

NB. Y N“ représente la somme des trois angles autour de N*.
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08 0’

1.19” ”1.19
H
C2136 N3l,39 N 1.41 C5 N6 C

C

1.46 1.46

Figure 5.3: Longueurs (A) des liaisons du motif azaprolyl comparées aux dimensions standard

du motif peptidique

Les résultats du calcul théorique résumés sur la figure 5.3, montre que la liaison N*-CO
est plus courte de 0.12 A que la liaison C*-CO dans le peptide (figure 5.1). Les liaisons amides
qui encadrent le cycle pyrazolidine (figure 5.2) sont plus longues de 0.01 A. Corrélativement,
les liaisons carbonyles C=0O sont un peu plus courtes de 0.01 A. Si les carbonyles conservent
la méme planéité que dans les peptides (la somme des trois angles de valences est égale a
360°), I’atomes d’azote N** du cycle pyrazolidine, bien qu’acylé, il est pyramidal. Le
caracteére pyramidal de cet azote peut étre mesuré par 1’écart au plan défini par les trois angles

autour du N® (AN®= 0.19 A, YN*= 331.331°).

La conjugaison électronique dans I’enchainement CO-N-N®-CO-N est probablement
différente de celle dans I’enchainement peptidique et il en résulte une variation des longueurs
de liaison, allongement du lien amide CO-NP, raccourcissement des liaisons N-N“ et N®-CO

par rapport aux liaisons homologues dans les peptides.
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5.4.2 Etude théorique du résidu azaprolyl

Dans le but de voir si la molécule For-AzaPro-NH, (figure 5.4) présente des
conformations plus stables que celle obtenue par 1’optimisation compléte de la géométrie,
nous avons fait varier les angles diedres ¢ et vy, caractéristiques de I’unité azaprolyle par un
"Relax Scan" en effectuant des optimisations avec une variation systématique d’un pas de 30°
des deux angles ¢ et y. Le changement de la conformation nécessite la relaxation de toutes
les coordonnées moléculaires sauf ¢ et y, pour permettre a tous les atomes de se placer dans

I’espace au mieux afin d’atténuer les répulsions.

Figure 5.4: La géométrie la plus stable du PES du mod¢le For-AzaPro-NH;
obtenue par optimisation sur HF/6-31G" et réoptimisation

sur la base HF/3-21G" (voir appendice B)
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Figure 5.5: La surface de I’énergie potentielle (PES) du modéle For-AzaPro-NH2
obtenue par la méthode HF/3-21G’
E° (HF/6-31G*//3-21 G*) = -504.82007 hartrée

AE : Energie relative par rapport a E°.

La surface de 1’énergie potentielle présente une symétrie par rapport au point (0,0).
Pour les conformations les plus stables (stériquements permises) (figure 5.5) 1’angle de
rotation ¢ autour de la liaison centrale N-N“ adopte les valeurs £120° £30° tandis que 1’angle
v autour de N°—C(O) est dans la zone de +30° +30° et I’optimisation compléte donne une
valeur de 0° pour I’angle ®. Toutes ces données et plus particulierement (= -120.05°, y=
23.51°, o= 22.85°) obtenues par optimisation compléte, montrent que 1’introduction du résidu

azaprolyl en position i+3 favorise un repliement de type BVI avec le résidu qui le précede.

\ 3 . T . ,
L’azote N a un caractére sp” du fait de sa pyramidicité exprimée par la somme de ces

trois angles Y N%= 331°, trés proche de 328°, caractéristique d’un carbone sp’, ce qui lui
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confére une prochiralité. Le caractére pyramidale du N® réduit considérablement la
conjugaison ¢€lectronique du doublet libre de 1’azote avec 1’orbitale m du carbonyle adjacent et
par conséquence, il induit 1’allongement du lien N°—C> (1.417) par rapport aux liaisons

amides standard C*—N° et C*—N° de longueurs 1.361 Aet1358 A respectivement.

Tableau 5.2: Variation de I’énergie et de I’écart au plan AN* du modéle
For-AzaPro-NH, en fonction de @

) 1 AE en >N AN*
en degré en degré Kcal/mol en degré A
-180 30 16,3277 322.384 0.232
-150 30 2,8439 332.323 0.195
-120 30 0,1568 339.860 0.163
-90 30 3,081 344.351 0.143
-60 30 11,4645 349.137 0.118
-30 30 18,0346 355.865 0.072
0 30 15,4808 354.219 0.085
20
18 I o.o7zi
190,232 0,985
\ ]
_ 14
EA
§ | 0,118 w
M 10
8
m 8
< N
L
4
40,195 0,143
2 L 0.163
0 5
-180 -150 -120 -90 -60 -30 0
¢ en degré

Figure 5.6: Courbe de 1’énergie potentielle HF/3-21G" de la rotation autour de la liaison
N—N* L’écart au plan est donné en

La courbe de 1’énergie potentielle HF/3-21G" décrivant la rotation autour de la liaison

N-N* donnée par la figure 5.6, montre que le seul minima entre -180° et 0° et qui correspond a
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¢ = -120° présentent un caractére pyramidale de AN* = 0.163, la somme > N® et I’écart au
plan AN“ changent considérablement avec ’angle de rotation autour de N—N®. la pyramide
avec le plus grand écart au plan est obtenue pour ¢= -180°, tandis que la planéité¢ prédomine

pour un =0° (tableau 5.2).

La rotation autour de la liaison N*—CO au voisinage du minimum global (figure 5.7)
peut donner des écarts aux plans (AN®) (tableau 5.3) plus accrus que ceux obtenus par la
rotation autour de la liaison N—N* et qui nécessite plus d’énergie a cause de la contrainte du

cycle (tableau 5.2).

Tableau 5.3: Variation de I’énergie et de 1’écart au plan AN® du modéle
For-AzaPro-NH; en fonction de y

o) v AE en >N* AN*"
en degré en degré Kcal/mol en degré A
-120 0 2.2464 347.772 0.12
-120 30 0.1568 339.856 0.163
-120 60 3.3760 331.255 0.198
-120 90 6.6202 325.057 0.221
-120 120 8.4588 323.682 0.226
-120 150 7.3795 325.887 0.218
-120 180 6.3503 331.884 0.195
10
0.226
]
8 ‘U.ZJ.B
0.2214 \"
=6 0.195
£
8
34 0.198
| [ ]
.12
2
0.163
0 [ ]
0 30 60 90 120 150 180
v en degré

Figure 5.7: Courbe de I’énergie potentielle HF/3-21G" de la rotation autour de la liaison
N*—CO (y). L’écart au plan est donné en A,
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5.5 Conclusion

Du point de vue du calcul théorique sur les modeles For-AzaPro-NH,, Acé-Pro-NHMe,
Acé-AzaPro-NHMe, la substitution du (CH)" par un atome d’azote dans la proline induit des
perturbations structurales locales trés importantes; 1’atome d’azote o acquiert un caractére
pyramidale qui le rapproche d’un azote sp’ et lui confére une prochiralité. En conséquence, les
liaisons N-CO de chaque coté de cycle sont plus longues que celles des liens amides standard.
L’¢étude de la surface de I’énergie potentielle du mod¢ele For-azaPro-NH, montre que le résidu

azaprolyl favorise un repliement de type BVI avec le résidu qui le précede (i+1).

L’¢tude de I’énergie en fonction des deux angles ¢ et y séparément, montre que la
barriére de rotation autour de la liaison N—N* (¢) est plus grande qu’autour de la liaison
N*—CO a cause de la contrainte de cycle. La variation des deux angles ¢ et y séparément
influe aussi sur le caractére pyramidal de 1’azote N". Pour la méme variation autour du

minimum global, y donne des écarts au plan plus accrus que .
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CONCLUSION

Nous avons porté dans ce travail un grand intérét a la synthése du résidu azaprolyl et
son couplage avec la phénylalanine a chaine latérale hydrophobe et encombrante.
Du fait que 1’aza-résidu est composé de deux parties, la partie urée et la partie hydrazine,
nous avons procédé en premier lieu a la protection régiosélective du NP -tertiobytylhydrazine
par le groupement benzyloxycarbonyle pour générer le N"-benzyloxycarbonyl-NP-
tertiobutyloxycarbonylhydrazine sous forme cristalline pure. Le rendement de cette réaction
et la qualité des cristaux dépendent de la nature de la base utilisée. Avec la tri¢thylamine on
a obtenu un produit difficile a cristalliser tandis qu’avec la N-méthylmorpholine, des
cristaux blancs sont obtenus par cristallisation, sans passer par chromatographie sur colonne.
En outre, cette protection a été détectée par FTIR et la régiosélectivité est confirmée par

RMN-'H.

La deuxieme étape est I’étape déterminante. Elle consiste a préparer le précurseur du
résidu azaprolyl en réalisant la synthése sous forme cristalline pure du cycle pyrazolidine
protégé sur ces deux atomes d’azote par deux fonctions uréthanes différentes (Boc et Z)
avec déprotection orthogonale. Comme la réaction de couplage de 1’azaproline a la
phénylalanine exige une extrémité N-terminal libre, on a déprotégé le synthon obtenu par
clivage du groupement tertiobutyloxycarbonyle (Boc) en milieu acide. Le rendement de la

réaction est quasiquantitative et donne un produit pur aprés lyophilisation et recristallisation.

Afin d’incorporer le résidu azaprolyl dans un peptide, nous avons proposé¢ un
protocole de synthese faisant appel au triphosgeéne, un solide stable, pour la C-activation de
la phénylalanine N-protégée. Contrairement aux méthodes utilisées et décrites dans la
littérature et qui nécessitent des conditions séveres (reflux pendant plusieurs heures), ce
réactif permet de travailler a faible température avec des temps de réaction réduits et donne
des produits purs. Une fois que la réaction de couplage du chlorhydrate de I’AzaPro-OBzl a
la phénylalanine suivie par CCM est effectuée avec succes, I’azadipeptide est récupéré sous
forme de cristaux blancs. Tous les produits synthétisés ont été caractérisés

par spectroscopie FTIR, RMN- 'Het UV.
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Sur le plan structural et d’apreés les calculs théoriques, ’azote N* du résidu azaprolyl
acquiert un caractére pyramidal qui le rapproche d’un azote sp’ et lui confére une
prochiralité résultant de la répulsion stérique, ce qui facilite sa participation éventuelle a une
liaison hydrogéne. En conséquence, les liaisons N-CO de chaque coté de I’hétérocycle sont
plus longues que celles des liens amides standard et la conjugaison ¢€lectronique dans
I’enchainement CO-N-N*-CO-N est donc différente de celle de ’enchainement peptidique
CO-N-C*-CO-N. Les calculs ab-initio, montrent que le résidu azaprolyl favorise un
repliement de type pseudo BVI avec le résidu qui le précéde contrairement au résidu prolyl

qui favorise un repliement BVI avec le résidu qui le suit.



Ala

Arg:

Asp:
AzaTic:
Cys.

lle:

Leu:

Lys:

Phe:

Pro:

Pip:

Tyr:

Acé:

For:

Boc:
Fmoc :

Z.

Z-Cl:
DCC:
HOBT:
CI-COx-Ar:
OC(ONp) :
CI-COx-Tcp:
Boc-OTcp:
Z-OSu':

APPENDICE A
LISTE DESSYMBOLESET DESABREVIATIONS

Alanine

Arginine

Asparagine

Acide 3,4-dihydro-2(1H)-phtal azinecarboxylique
Cystéine

Isoleucine

Leucine

Lysine

Phénylalanine

Proline

Acide pipecolique

Tyrosine

Acétyle

Formyle

Tertiobutyloxycarbonyle
Fluorénylméthyloxycarbonyle
Benzyloxycarbonyle

Chloroformiate de benzyle
Dicyclohexylcarbodiimide
Hydroxybenzotriazole

Chlorocarbonate d' aryle
Bis-(2,4-dinitrophényl)carbonate
Chlorocarbonate de 2,4,5-trichlorophényle
Tertiobutyloxycarbonyloxy de 2,4,5-trichlorophényle
N-(Benzyloxycarbonyloxy) Succinimide



AcOEt :
DCM :
DMAP:
DMF:

EP:

Et,O:

EtOH

Hx :

MeOH
iPrOH :
NEt;:

NMM :
THF:

TMS:

CCM :
FTIR:
RMN-H:

d (RMN-H)
m (RMN-H)
s (RMN-'H)
ppm:

Rd:

Acétate d’ éhyle

Dichlorométhane
4-Diméthylaminopyridine
Diméthylformamide

Ether de pétrole

Ether diéthylique

Ethanol

Héxane

Méthanol

| sopropanol

Triéthylamine
N-méthylmorpholine
Tétrahydrofurane
Tétraméthylsilane
Chromatographie sur couche mince
Infrarouge a transformée de Fourier
Résonance magnétique nucléaire du proton
Doublet

Multiplet

Singulet

Partie par million

Rendement



APPENDICE B

B.1. Données de I’ optimisation compléte du modele
For-AzaPro-NH,

E (HF/6-31G*//HF/3-21G*) = -504.82007 hartrée

C(1)-N(2) 1.380 C(8)-C(7)-H(15)
C(1)-0(3) 1.208 H(14)-C(7)-H(15)
C(1)-H(4) 1.080 C(5)-C(8)-C(7)
N(2)-C(5) 1.489 C(5)-C(8)-H(16)
N(2)-N(6) 1.422 C(5)-C(8)-H(17)
C(5)-C(8) 1.561 C(7)-C(8)-H(16)
C(5)-H(10) 1.078 C(7)-C(8)-H(17)
C(5)-H(11) 1.078 H(16)-C(8)-H(17)
N(6)-C(7) 1.478 N(6)-C(9)-N(12)
N(6)-C(9) 1.405 N(6)-C(9)-O(13)
C(7)-C(8) 1.553 N(12)-C(9)-O(13)
C(7)-H(14) 1.075 C(9)-N(12)-H(18)
C(7)-H(15) 1.080 C(9)-N(12)-H(19)
C(8)-H(16) 1.081 H(18)-N(12)-H(19)
C(8)-H(17) 1.080 0(3)-C(1)-N(2)-C(5)
C(9)-N(12) 1.346 0(3)-C(1)-N(2)-N(6)
C(9)-0(13) 1.218 H(4)-C(1)-N(2)-C(5)
N(12)-H(18) 0.994 H(4)-C(1)-N(2)-N(6)
N(12)-H(19) 0.995 C(1)-N(2)-C(5)-C(8)
N(2)-C(1)-0(3) 123.848 C(1)-N(2)-C(5)-H(10)
N(2)-C(1)-H(4) 111.712 C(1)-N(2)-C(5)-H(11)
0(3)-C(1)-H(4) 124.425 N(6)-N(2)-C(5)-C(8)
C(1)-N(2)-C(5) 120.299 N(6)-N(2)-C(5)-H(10)
C(1)-N(2)-N(6) 115.307 N(6)-N(2)-C(5)-H(11)
C(5)-N(2)-N(6) 109.150 C(1)-N(2)-N(6)-C(7)
N(2)-C(5)-C(8) 104.184 C(1)-N(2)-N(6)-C(9)
N(2)-C(5)-H(10)  109.857 C(5)-N(2)-N(6)-C(7)
N(2)-C(5)-H(11)  107.942 C(5)-N(2)-N(6)-C(9)
C(8)-C(5)-H(10)  111.581 N(2)-C(5)-C(8)-C(7)
C(8)-C(5)-H(11)  113.326 N(2)-C(5)-C(8)-H(16)
H(10)-C(5)-H(11)  109.729 N(2)-C(5)-C(8)-H(17)
N(2)-N(6)-C(7) 106.179 H(10)-C(5)-C(8)-C(7)
N(2)-N(6)-C(9) 117.391 H(10)-C(5)-C(8)-H(16)
C(7)-N(6)-C(9) 117.999 H(10)-C(5)-C(8)-H(17)
N(6)-C(7)-C(8) 103.439 H(11)-C(5)-C(8)-C(7)
N(6)-C(7)-H(14)  108.827 H(11)-C(5)-C(8)-H(16)
N(6)-C(7)-H(15)  108.713 H(11)-C(5)-C(8)-H(17)

C(8)-C(7)-H(14)  113.607 N(2)-N(6)-C(7)-C(8)

111.268
110.626
104.459
110.161
111.588
109.947
111.687
108.937
114.667
120.470
124.843
121.537
118.052
120.351
-24.345

-158.495

157.009
22.857

-120.096

120.260
0.633
16.541

-103.105

137.279
105.452

-120.052

-33.570
100.927
5.674

-112.360

126.501
124.147
6.108

-115.025
-111.390

130.575
9.437
35.710



N(2)-N(6)-C(7)-H(14)
N(2)-N(6)-C(7)-H(15)
C(9)-N(6)-C(7)-C(8)
C(9)-N(6)-C(7)-H(14)
C(9)-N(6)-C(7)-H(15)
N(2)-N(6)-C(9)-N(12)
N(2)-N(6)-C(9)-O(13)
C(7)-N(6)-C(9)-N(12)
C(7)-N(6)-C(9)-O(13)
N(6)-C(7)-C(8)-C(5)
N(6)-C(7)-C(8)-H(16)
N(6)-C(7)-C(8)-H(17)
H(14)-C(7)-C(8)-C(5)
H(14)-C(7)-C(8)-H(16)
H(14)-C(7)-C(8)-H(17)
H(15)-C(7)-C(8)-C(5)
H(15)-C(7)-C(8)-H(16)
H(15)-C(7)-C(8)-H(17)
N(6)-C(9)-N(12)-H(18)
N(6)-C(9)-N(12)-H(19)

0(13)-C(9)-N(12)-H(18)
0(13)-C(9)-N(12)-H(19)

156.810
-82.630
-98.460

22.640

143.199

23511

-158.023

152.629
-28.908
-24.637

93.543

-145.401
-142.449

-24.270
96.790
91.913

-149.907

-28.849
-6.405
176.404
175.218

-1.951
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