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Two stable hemiaminals, N acylated by the p-nitrobenzoyl or Boc group and each
substituted by the difluorocarboxylethylester moiety, were obtained in a single step
from the corresponding ethylhemiacetal. The Boc compound, after acylation by tri-
fluoroacetic anhydride followed by in situ reaction either with trimethylsilylated
derivatives of cyanide or diethylphosphite, or with sodium sulfite, led to the pro-
tected carboxylic, phosphonic, and sulfonic a-aminoacids, respectively. Acid hydrol-
ysis, preceded by acidolysis in the cases of the sulfonic and phosphonic compounds,
led to the free aminoacids.

Keywords Aminoacids analogs; fluorine; Phosphorus; protease inhibitors; sulphur

INTRODUCTION

Les c-asp-ases constituent une famille particuliere de proté-ases, a c-
ystéine active, catalysant ’hydrolyse de différents peptides au niveau
du carboxyle de leurs résidus d’acide asp-artique. Elles sont notamment
impliquées dans les phénomeénes d’'inflammation ou de mort cellulaire
programmée (apoptose).! En raison de cette grande importance phys-
iologique, il importe de disposer d’inhibiteurs a leur égard puissants
mais surtout sélectifs. A ce jour, cette derniere propriété de sélectivité
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n’est pas décrite. Pour 'obtenir on peut se baser sur celle, établie, de
petits peptides substrats en modifiant leur résidu d’acide aspartique de
facon a constituer un “analogue de I'état de transition” de I’hydrolyse
de 'amide clivé. Ceci doit étre le cas avec les peptides incorporant un
groupe « phosphoryle ou sulfonyle a la place de 'a carboxyle.? Mal-
heureusement ces deux types d’amides sont d’'une trés grande labilité.>*
Toutefois nous avons établi, dans le cas des analogues de I’alanine, que
la présence de trois atomes de fluor dans la chaine latérale les sta-
bilise suffisamment.’% Avant d’examiner s’il en est de méme avec deux
atomes de fluor, pour les analogues correspondant a I’acide aspartique,
et d’accéder ainsi a des inhibiteurs sélectifs, nous décrivons dans la
présente publication la syntheése des « aminoacides libres ou protégés.

RESULTATS

La méthodologie utilisée est celle établie avec 'analogue trifluoré de
I’alanine, débutée dans les années 70 par le groupe de Weygand.
Lintermédiaire clef est 'hémiaminal 4 qui apres trifluoroacétylation
suivant Weygand,” conduisant a 5, est source de 'imine 6, non isolée,
laquelle conduit finalement aux « aminoacides soit carboxylique 10
via le nitrile® 7b, soit phosphonique 12 via le diester® 9, soit sul-
fonique 11 via le sel® 8. Lobtention de 'hémiaminal 4 est trés simple
suivant notre méthode!® au tamis moléculaire 5 A piégeant I'éthanol
libéré a partir de 'hémiacétal 3. Celui-ci a déja été obtenu en deux
étapes!! a partir du chlorodifluoroacétate 1, mais nous avons amélioré
sa préparation (rendement supérieur a 90%) en modifiant sensible-
ment le mode opératoire décrit. Lensemble des syntheses fait I'objet du
schéma ci-dessous. Les caractéristiques physiques et spectrales princi-
pales des produits obtenus sont consignées dans les Tableaux I et II.

Linéquivalence magnétique de chaque atome de fluor est bien no-
table et ’'on observe en RMN du '°F des spectres de type ABX (X = C,-
H) analysés suivant Martin et Martin.'? Les produits ont été obtenus
sous forme racémique mais in fine le dédoublement des aminoacides
est facilement réalisable comme ceci a été déja montré dans le cas de
10 (synthétisé par une autre voie'? nécessitant la manipulation dan-
gereuse du réactif de fluoration FC10s3).

DISCUSSION

La difficulté principale dans ces synthéses provient de la grande
acidité du proton Ca-H (c¢f déblindage, Tableau II; par comparaison
avec 10, pour 'acide aspartique, dans 'eau deutériée, les valeurs des
déplacements chimiques sont de ~3,8 et 37,2 ppm, en RMN du proton
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et du carbone ce qui empéche l'utilisation de milieux basiques, méme
légerement. Ainsi 'hydrolyse de la fonction ester latérale ne peut étre
effectuée qu’en milieu acide. Méme en milieu neutre, dans le cas du ni-
trile 7a, 'élimination du fluorure d’hydrogene peut se produire comme
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TABLEAU I Produits Synthétisés, Caractéristiques Physiques

% Rdt F°C (solvant de (re)cristallisation)/ Eb°C (pression)
2 95 90-92 (12 mm de Hg1°
3 92 125 (~ 5 mm de Hg)
4a 95 123-124 (dichloroéthane)
4b 85 90-91 (CCly)
7a* 35* huile
7b 70 65—67 ( CCly - pentane)
8 65 136-138 (éther diisopropylique)
9 65 101-102 (pentane)
10 41 180-182, dec. (eau-éthanol)
11 86 >200 (MeoCO)
12 qtif >200 (Me2CO)
13* 36* 174-176 (MeOH)

*7a et 13 produits dans la méme réaction.

le montre I'isolement de la fluorooléfine'* 13. Paradoxalement ceci est
sans doute un avantage, au point de vue de l'activité biologique des
produits, en raison de l'inhibition alors possible non pas seulement
compétitive, comme vu ci dessus, au titre de I'analogie de I'état de
transition,? mais irréversible, avec formation d’une liaison covalente
par addition de l'oléfine formée sur un centre nucléophile du site actif
des caspases.

Une difficulté secondaire est apparue lors de la synthese du sulfinate
14 suivant notre méthode a la rongalite.® Le produit, n’a pas pu étre
isolé, étant trop soluble, sans doute par suite de ’hydrolyse tres (trop)
facile) de I'ester éthylique (lui méme déja activé par la présence des deux
atomes de fluor), par participation de la fonction sulfinate. Lutilisation
de l'ester de tertiobutyle devrait y remédier.'®

Finalement, il apparait que la stabilisation apportée par le groupe
—CF3COOEt comparée a celle de —CF3 comme précédemment établi®®
reste trés importante. Ainsi les dérivés 4a et 4b ne présentent aucune
dégradation apres plusieurs mois. Ceci augure donc favorablement de
I'isolement des deux hémiaminals diastéréoisomeres résultant du cou-
plage de 3 avec un oligopeptideamide nécessairement protégé, perme-
ttant 'obtention du peptide modifié inhibiteur potentiel spécifique des
différentes caspases.®

PARTIE EXPERIMENTALE

Les conditions générales (produits, appareils) sont identiques a celles
précédemment décrites.?1°
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Hémi-acétal-aminal Mixte (2)

19,8 g (300 mmol) de zinc en poudre recouvert par 12 g de DMF sont
activés!” par addition de 2,24 g (12 mmol) de dibromoéthane, 1 minute
a 65°C, puis, avec effervescence, de 0,97 g (9 mmol) de chlorure de
triméthylsilane (déshydratant) a température ordinaire. Apres 15 min-
utes on tire sous vide (15 mm de Hg) pendant 20 minutes et on met sous
argon. On ajoute alors 23,7 g (150 mmol) de CICF;COOEt redistillé
puis, sous forte agitation magnétique et progressivement de facon a ne
pas dépasser dépasser 40°C, une solution de DMF (70 g) alkylé apres
chauffage 2 h a 90°C en présence de diéthylsulfate (46,2 g, 300 mmol).
Apres 4 h de chauffage a 60°C, le zinc résiduel (7,90 g apres séchage)
est essoré sur fritté et rincé soigneusement avec 5 x 10 g de DMF.
La solution brun clair est extraite en continu'® avec environ 100 g de
pentane, jusqu’a ce qu’un contréle en RMN du fluor montre ’absence de
produit dans la phase DMF (une dizaine d’heures). Lextrait présentant
deux phases (DMF et pentane) est concentré (élimination du pentane)
et dilué avec environ 1,5 volume d’éther puis additionné progressive-
ment de 70 g d'une solution a environ 2% de bicarbonate. La phase
aqueuse est extraite encore une fois avec 30 g d’éther, puis ’ensemble
de la solution organique est extraite a son tour par 4 x 30 g d’eau, pour
éliminer le DMF, séchée (NagSQ,) et concentrée a sec laissant 32 g de
produit pur (RMN).

En opérant dans les conditions décrites'! le rendement n’a pas excédé
20%. Avec un étalon de PhCF3 la RMN du '°F montre une importante
perte (environ 65%) de fluor (polymérisation), la formation de difluo-
roacétate 8: —52,5; Jry = 52, 3 Hz (piégeage du zincique) et une extrac-
tion incompléte au pentane. Lester éthylique 2 est également obtenu
lorsqu’on utilise 'ester méthylique correspondant a 1 (transesterifica-
tion).

Hemiacétal (3)

A 18 g d’Amberlyst 15 (1 équivalent, le dosage sur un aliquot donnant
1,5 mmol d’acide par gramme) on ajoute 40 g d’alcool absolu et une
solution de 6,03 g (26,8 mmol) de 2 dans 20 g d’alcool a 95 (soit environ 2
équivalents d’eau) et laisse une nuit. Sur fritté, on essore puis suspend
pendant quelques minutes la résine dans environ 10 g d’alcool a 95
et essore de nouveau (10 fois). Le filtrat total est concentré a sec et
dilué avec environ 10 g d’éther. Apres avoir laissé quelques heures sur
K3CO3 anhydre on filtre et concentre a sec. Le produit (5,67 g) incolore,
pur (RMN), est utilisé tel quel pour I’étape suivante, la distillation a
(trop) haute température s’accompagnant d'une dégradation avec perte,
d’environ 30%.
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Les extractions en milieu aqueux doivent étre évitées car, comme
observé avec 'analogue trifluoré,? la transformation en hydrate (§1°F:
-48,6; Jrg = 6, 2 Hz) non extractible, est trés rapide. Dans nos mains
suivant les conditions décrites,'!'!, le rendement excede difficilement
60%.

Hemiaminal N-Acylé (4a)

A partir d'un mélange de 1,63 g (8,23 mmol) de 3, de 1,24 g (7,44 mmol)
de para nitrobenzamide, de 16 g de tamis 5 A activé et de 30 g de
dioxanne on obtien suivant le mode opératoire décrit? apres 10 jours de
chauffage a 75°C, 2,25 g de produit. Analyse élémentaire: % trouvés: C:
45,28; H: 3,82; N: 8,98; % calculés: C: 45,29; H: 3,80; N: 8,80.

Avec un exces (10%) d’amide le composé 3 est entierement consommé
mais la séparation de 'amide restant, de plus grande polarité que 4a,
s’avere difficile.

Hemiaminal N-Acylé (4b)

A partir d'un mélange de 29 g (24 mmol) de 3, de 3,75 g (32 mmol)
de Boc-NH;, de 48 g de tamis 5 A activé et de 36 g de dioxanne on
obtient, suivant le mode opératoire décrit,'* apres 5 jours a 40°C, 5,48
g de produit (I'exceés de Boc-NHjy étant facilement éliminé par lavages
aqueux). Apres addition de PhCFj3, étalon, I'intégration en RMN du
9F montre la présence de 2,57 mmol dans les eaux-meres (Rdt global
95,5%). RMN 'H (CDCl3): § = 1,385 (t, & = 7,1 Hz, 3H, Me), 1,45
(s, 9H, tBu), 4,37 (q, Jug = 7,1 Hz, 2H, CHy), 5,66 (t, Jug = 5, 8 Hz,
1H, CH). RMN 3C (CDCl3): § = 13, 8 (CH3 éthyl), 28,2 (CH3 tBu), 63,3
(CHy), 74,2 (t, Jor = 24,5 Hz, CH), 81,5 (C quat. tBu), 112,1 (t, Jor =
257 Hz, CF5), 155,1 (CO ester), 162,7 (t, Jor = 31, 3 Hz, CO uréthane).
Spectre de masse (impact électronique): M = 269,11 (valeur attendue:
idem). Analyse élémentaire: % trouvés: C: 44,62; H: 6,14; N: 5,19; %
calculés: C: 44,61; H: 6,36; N: 5,20.

Nitrile (7a)

Sous argon, a une solution refroidie (eau-glace) dans 4 g de pyridine an-
hydre de 318 mg (1 mmol) de 4a, on ajoute goutte a goutte en 1 minute
environ, 0,18 mL (1,27 mmol) d’anhydride trifluoroacétique puis, apres
5 minutes, 300 mg (3 mmol) de triméthylsilylcyanure liquéfié. Apres
15 minutes (la RMN du '°F montre la conversion achevée du quadru-
plet ABX centré sur § — 36 de 5 en un autre § — 35,3 de 7a), en
opérant a ~ 4°C, le mélange réactionnel est dilué avec environ 40 g de
dichlorométhane et la solution est ajoutée, sous aspiration maximale
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d’une sorbonne, progressivement, a environ 30 g de solution d’acide cit-
rique a 10%. La phase organique est extraite avec des solutions d’acide
citrique a 10% (2 x 20 g) et a 'eau (3 x 20 g), séchée (NaySOy) et
concentrée a sec. Le résidu est repris par quelques mL d’AcOEt lais-
sant 110 mg de poudre noiratre de 13, finalement recristallisée dans le
méthanol. Spectre de masse (ionisation chimique, ammoniac): M = 325
(valeur attendue: idem). Analyse élémentaire: % trouvés: C: 51,27; H:
3,35; N: 13,18; % calculés: C: 50,82; H: 3,28; N: 13,68. Le filtrat AcOEt
est concentré a sec laissant 116 mg de 7a sous forme de pate.

Par comparaison, le triméthylsilycyanure conduit apres trifluo-
roacétylation de Z-NHCHCF3;OH! au nitrile décrit.® Par contre le
cyclohexylisonitrile conduit (t 1/2 ~ 12 h) a l'isolement (Rdt 25%)
d’une huile attribuée a ZNHCHCF;CON(COCF3)CgHi1 (81°F: + 4,5
et —4,9), puisque, apres réaction de detrifluoroacétylation, achevée
en une semaine, dans EtOH + NEts (6 equiv.) on isole (Rdt 87%)
Z-NHCHCF3CONHCgH;; (8'°F: +2) qui cristallise spontanément, F
227°C (1it.® F 217°C). Analyse élémentaire: % trouvés: C: 56,42; H: 5,72;
N: 7,82; % calculés: C : 56,98; H: 5,91; N: 7,82.

Nitrile (7b)

On opére comme pour la préparation de 7a mais avec une durée de
réaction de 4 h. Apres addition de PhCF3, étalon, I'intégration en RMN
de 9F montre la présence dans les eaux meéres de ~ 15% de produit:
Rdt global 72 %. Spectre de masse (impact électronique): M = 278,10
(valeur attendue: idem). Analyse élémentaire: % trouvés: C: 47,48; H:
5,97, N: 10,17; % calculés: C: 47,48; H: 5,80; N: 10,07

Il est important d’effectuer rapidement la séparation du produit en
raison de sa déshydrofluoration (cf ci dessus la formation de 13): ob-
servation en RMN du '°F des signaux de § —45 (s) et =81 (m, g = 7
Hz, TMSF, identifié par coinjection). Les tentatives de saponification
conduisent a sa dégradation (en RMN du °F: s, §: —44,5), compléte en
moins de 5 minutes en présence d’une solution de K;CO3 a 7%.

Sel (8)

Sous forte agitation magnétique, a une solution refroidie (eau-glace)
de 0,26 g (2,06 mmol) de sulfite de sodium dans 6 g d’eau, on ajoute
goutte a goutte en 5 min une solution aussi froide de 5 juste préparée a
partir de 0,28 g (1,05 mmol) de 4b, dans 1,5 g de pyridine anhydre, et
0,18 mL (1,3 mmol) d’anhydride trifluoroacétique, et enfin une solution
dans 16 g d’eau de 1 g (4,76 mmol) d’acide citrique et de 0,86 g (4,76
mmol) de dicyclohexylamine. Le mélange réactionnel est extrait avec
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du dichlorométhane (4 x 25 g), puis les extraits organiques cumulés
sont a leur tour extraits a I'eau (10 x 15 g; la RMN du °F montre
alors la disparition du trifluoroacétate contaminant). Apres séchage
(NagS0y), concentration a sec, dissolution du résidu dans environ 5 g
d’éther diisopropylique la cristallisation a —30°C est rapide. Analyse
élémentaire: % trouvés: C: 50,15; H: 7,51 ; N: 5,23. % calculés avec 0,5
H,0: C: 50,46 ; H: 7,89; N: 5,23.

Diester Phosphonique (9)

A partir de 0,65 g (2,40 mmol) de 4b practicum,, 0,41 mL (2,90 mmol,
1,2 eq) d’anhydride trifluoroacétique,1,15 g (10,58 mmol, 4,4 eq.) de
chlorure de triméthylsilyle, et 0,52 g (4,81 mmol, 2 eq.) de diethylphos-
phite, ajouté en dernier, on obtient suivant le mode opératoire décrit®
0,6 g de cristaux. Apres addition de PhCF3, étalon, I'intégration en RMN
du °F montre la présence de 0,6 mmol dans les eaux-meres (Rdt global
85%). Analyse élémentaire: % trouvés: C: 43,48; H: 6,67; N: 3,72; %
calculés: C: 43,19; H: 6,73; N: 3,60.

Aminoacide Carboxylique (10)

A une solution dans 2 g d’acide acétique de 456 mg (1,64 mmol) de
7b on ajoute 4 g de solution d’HBr a 48% et chauffe au reflux du-
rant 2 h. Le spectre de RMN du proton du résidu d’un aliquot, dans
le DMSO-dg montre la persistance de I'ester éthylique. Aprés 10 h a
température ordinaire, ’hydrolyse est achevée (un seul C,—H §: 4,99;
dd, Jrg = 24, 2 et 3,8 Hz). Apres concentration a sec (Rdt 98% pour un
mélange de bromhydrate d’aminoacide et de bromure d’ammonium)
et dissolution dans environ 1 g d’eau, le produit est précipité in-
complétement par addition d’'un volume d’alcool. Il peut aussi étre
obtenu apres addition d’acétone et filtration de I'insoluble, essentiellem-
rnt du bromure d’ammonium,!® puis concentration, rajout d’alcool et
(précipitation immédiate) d’oxyde de propyléne (environ 0,2 volume).
Analyse élémentaire : % trouvés: C: 28,48; H: 3,17; N: 8,36. % calculés:
C:28,41; H: 2,98; N: 8,28.

La méthode de Weygand et al.® de séparation du NH4CI et de
Paminoacide en milieu basique conduit a la compléete dégradation du
produit (s, §: -54 en RMN du '°F).

Aminoacide Sulfonique (11)

A 100 mg (0,15 mmol) de 8 on ajoute 3,5 g d’acide trifluoroacétique.
La solution obtenue apres quelques minutes est concentrée a sec apres
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une heure. Le solide résiduel est dissout dans environ 10 g d’eau. Apres
extraction au CHyCls(10 x 15 g), concentration a sec et dissolution du
résidu dans environ 1 g d’acétone le produit cristallise (Rdt 77%) a —
15°C: F 147-148°C. Analyse élémentaire: % trouvés: C: 31,78; H: 4,64,
N: 5,33; % calculés avec 0,75 Me;CO: C: 31,44; H: 4,87; N: 5,06. Le pro-
duit ne peut étre recristallisé entre chaud et froid sans décomposition
dans un mélange d’isopropanol et d’alcool. Apres dissolution dans HCI
4N, 8 heures, il y a essentiellement formation de I'acide (t /2 ~ 2 h) et
d’un peu d’hydrate qui est éliminé lors de la concentration a sec. L'acide
se décarboxyle a la longue (t 12 ~ 2,5 mois). (RMN du ¥F: § —7; d,
Jr = 50, 8 Hz).

Aminoacide Phosphonique (12)

A 34 mg (0,09 mmol) de 9 on ajoute 0,7 g d'une solution a environ 33%
d’HBr dans T'acide acétique. Apres 2 jours (90% de réaction apres 1
jour) la RMN du °F et du 3'P montre 1 seul produit avec les 2 fluors
inéquivalents (respectivement un systéme ABXY’ centré sur §: -31,5
et un dd Jrp = 20 et 22 Hz, §: 6,58) et, aprés concentration a sec et
dissolution dans CD3OD, celle du 'H et du '3C la persistance du groupe
éthyle (confirmé par I'IR: CO ester 2 1767 cm 1) et apres plusieurs jours
une certaine dégradation observable également en RMN du F et du
31P. Celle ci est évitée en effectuant de suite I’hydrolyse acide (24 h en
solution aqueuse d'HBr 2N). L'acide 12 est obtenu par concentration a
sec.
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