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Dans le but d’étudier le phénoméne de clustérisation des récepteurs membranaires, nous rapportons la
synthése de nouveaux dérivés tétraazacycloalkanes substitués par 'intermédiaire d’intercalateurs a des pep-

tides (V-formyl-Met-Leu-Phe)biologiquement actifs.

J. Heterocyclic Chem., 22, 1307 (1985).

L’idée de la synthése d’azamacrocycles polyfonctionna-
lisées par des peptides biologiquement actifs est née de
I’observation selon laquelle le greffage de deux on plu-
sieurs entités pharmacophores sur une structure chimique
judicieusement sélectionnée conduisait a une potentialisa-
tion trés sensible des effets biologiques observés; potentia-
lisation qui n’avait rien de commun avec une simple addi-
tivité des effets dus a Dactivité intrinséque de chaque
pharmacophore présent. La pluralité des interactions
pharmacophores - sites actifs entraine des modifications
des propriétés physico-chimiques des membranes par
““clustérisation’” ou microaggrégation des récepteurs. Ce
phénomeéne serait a ’origine de ’amplification des effets
biologiques observés. Les exemples rapportés dans la lit-
térature scientifique, trop nombreux pour étre discutés
dans cet article, sont répertoriés sous les références numé-
rotées de 2 & 15.

Notre intérét en tant que chimiste bio-organicien était
de construire un modéle chimique susceptible de mettre
en évidence ce phénomeéne d’amplification des performan-
ces biologiques par clustérisation des récepteurs membra-
naires externes. Notre projet fut de greffer sur un support
hétérocyclique du type polyazacyclane plusieurs entités
peptidiques du type N-formyl-Methionine-Leucine-Pheny-
lalanine (f-Met-Leu-Phe) par I’intermédiaire d’un spacer
ou intercalateur (schéma 1). En effet, ce petit peptide a
terminaison N-formylée posséde des propriétés chimiotac-
tiques reconnues [16] et induit le phénoméne de phagocy-
tose par relaichement d’enzymes lysosomales. La raison du
choix du support du type polyazacyclane résulte du fait
que, sur le plan de la synthése organique, ce support,
d’une part offrait des possibilités de modification structu-
rale (taille du macrocycle, variation du nombre d’hétéro-
atomes dans le cycle) et d’autre part par la présence de
plusieurs fonctions amines secondaires, ce support per-
mettait des réactions de substitution aisées entre le macro-
cycle et 'intercalateur. L’intercalation d’une chaine car-
bonée entre le macrocycle et le ligand pharmacophore a
pour objet de donner a la macromolécule résultante une
plus grande flexibilité. L’agent intercalant choisi n’est
autre qu’un e-aminoacide, dont les deux fonctions termi-

nales, amine et acide, sont utilisées dans les réactions de
greffage (schéma 1).
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La synthése des dérivés tétraazacycloalcanes tétrasub-
stitués par des entités peptidiques (schéma 1) a été réali-
sée a partir d’un schéma réactionnel qui nécessite I’obten-
tion de deux séries de composés intermédiaires. Les pre-
miers intermédiaires sont les dérivés du type 2 (2a,b,c)
qui résultent de la condensation de ’acide e-aminocaproi-
que protégé sur les supports hétérocycliques tétraazacy-
cloalcane, par I'intermédiaire de I’anhydride symétrique
de cet aminoacide (schéma 2).

Plusieurs tentatives ont été effectuées soit par conden-
sation directe de I’acide e-aminocaproique en présence de
I’agent couplant dicyclohexylcarbodiimide dans le chlo-
rure de méthylie ou le N,N-dimethylformamide, soit par
condensation directe de 1’anhydride mixte, obtenu par
couplage de l’acide e-aminocaproique protégé avec le
chloroformate d’éthyle. Dans chacune de ces tentatives,
les rendements en produits 2 étaient faibles, et des
mélanges de produits non tétrasubstitués étaient obtenus.
Pour ces raisons, nous avons opté pour la méthode qui
consiste 4 condenser ’anhydride symétrique de ’acide e-
aminocaproique sur le squelette tétraazacycloalkane dans
le dimethylformamide, en présence d’une quantité cataly-
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tique de para-dimethylaminopyridine [17]. Cette derniére
méthode conduisait aux dérivés tétraazacycloalkylamides
2 avec des rendements variants entre 50-80 % selon les cas.

La seconde série d’intermédiaires tétraazacycloalkylté-
trapeptides 3 a été obtenue selon les méthodes classiques
utilisées dans la chimie des peptides [18,19,20]. Aprés dé-
protection en milieu basique de la fonction ester méthyli-
que du résidu Phénylalanine terminal, le peptide résultant
est condensé sur les intermédiaires tétraazacycloalkyl-
amides 2 deprotégés du groupement tertiobutoxycarbonyl
a I’aide d’acide formique. Cette condensation s’effectue a
0° dans le dimethylformamide. Le peptide déprotégé est
mis en présence de 4,4 équivalents d’hydroxy-1 benzotria-
zole et de 4,4 équivalents de dicyclocarbodiimide, puis on
additionne I'intermédiaire 2 déprotégé dissous dans le di-
methylformamide (schéma 3). Aprés une étape de purifica-
tion par chromatographie flash, les dérivés tétraazacyclo-
alkyltétrapeptides 3 sont obtenus avec des rendements de

Pordre de 50 a 70%.

Les composés tétraméres cycliques peptidiques finaux
4, ont été obtenus a partir d’une réaction de N-formylation
originale que nous avons récemment publiée [21]. Cette
méthode par rapport aux méthodes connues de formyla-
tion [22,23,24,25,26,27] présentait, dans le cas bien spécifi-
que des composés macrocycliques, ’avantage d’étre une

Rg = - é-[crlz]; - NH -.[Cj—PHE-LEU—MET-NHtBOC

‘‘one pot reaction’’, facile 2 mettre en oeuvre et conduisait
a d’excellents rendements. Aprés déprotection du résidu
méthionine terminal des composés 3, on additionne direc-
tement sur le composé déprotégé 1,1 équivalent de N-
éthoxycarbonyl, éthoxy-2 dihydroquinoline-1,2 dans le
chloroforme (schéma 4). Les dérivés N-formylés résultants
4 sont facilement isolés.

Ces dérivés macrocycliques tétrapeptidiques du type 4
ont été étudiés du point de vue de leur propriétés chimio-
tactiques [28,29,30,31,32] et de leur aptitude & provoquer
le reldichement des enzymes lysosomales [33]. Les résultats
préliminaires obtenus tendent & démontrer que le relache-
ment des enzymes lysosomales, induit par les dérivés té-
traazacycloalkanes substitués par des entités peptidiques,
est jusqu’a mille fois supérieur a celui provoqué par le seul
tripeptide de référence f-Met-Leu-Phe-OCH;. Ce résultat
est d’autant plus encourageant que par exemple le compo-
sé 4b 3 la concentration 107'°M posséde une activité de
50% par rapport au témoin, alors qu’a la concentration de
1078M, I’effet du dérivé de référence est quasiment nul.
Ces résultats biologiques feront I’objet d’une publication
compléte dans une revue spécialisée adéquate, mais on
peut penser que la modification des paramétres struc-
turaux (taille du macrocycle, nombre d’atomes d’azote
susceptibles de recevoir une substitution, longueur de
Iagent intercalant) laisse augurer des possibilités de



Sept-Oct 1985

Synthése d’azamacrocycles polysubstitués

1309

Schéma 4
s Ry
R SN
’pb]z [CHZ]\m @ij /[0;2]2 [CHZ]m
R — N N—FR + e Uit Ry — N N— Ry
C n ' m n
B, 1 oo ol (o
boome nen R
3c n=m=3 4c n=m=3
Ry = — C— [5 ~t=C - PHE-LELFMET ¥ £BOC Ry = — G [ -t G, -PHE-LEL- T -
' 0 0 0

potentialisation des propriétés biologiques. Ce type de
modéle pourrait alors constituer un outil précieux pour
I’étude des récepteurs externes des membranes cellulaires.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les solvants utilisés lors des synthéses des tétraazacycloalkanes substi-
tués étaient de qualité spectroscopique. Le tétrahydrofurane est obtenu
aprés distillation en présence de sodium et de benzophénone. La triéthy-
lamine est purifiée par distillation sur oxyde de baryum. Les divers
autres solvants sont séchés sur tamis moléculaire. Tous les acides aminés
utilisés sont de configuration L et provenaient des manufacturiers sui-
vants: Aldrich, Sigma et Bachem ou Chemalog pour les acides aminés
t-BOC protégés.

La N-éthoxycarbonyl, éthoxy-2 dihydroquinoline-1,2 est recristallisée
dans I’éther anhydre avant emploi. Le réactif dicyclohexylcarbodiimide
(Aldrich) est purifié par solubilisation dans I’éther anhydre et filtration
pour éliminer le dicyclohexylurée. L’acide formique a2 98% (BHD) est
utilisé sans purification particuliére dans les réactions de déprotection
d’acides aminés. Les chromatographies analytiques sur couches minces
sont réalisées sur des plaques de gel de silice Kieselgel 60 F254, 0,2 mm
épaisseur (Merck) et sont révélées soit par évaporation a la ninhydrine
soit par lampe ultra-violet (254 nm). Les chromatographies sur colonne
de gel de silice (32-64 y) sont réalisées a partir de la technique de Still
[34]. Les points de fusion sont déterminés a partir d’un appareil type
Buchi SMP-20 et ne sont pas corrigés. Les spectres infra-rouges sont en-
registrés sur un spectrométre Perkin-Elmer 297, les spectres de réso-
nance magnétique nucléaire (rmn) sont enregistrés sur des spectrométres
Varian T60A ou XL-200. Les déplacements chimiques sont exprimés en

Tableau I

Propriétés spectrales et caractéristiques physiques des composés du type 2

Rf solvant

0,35, Hexane 4
Acétate d’éthyle 1
0,54, Hexane 3
Acétate d’éthyle 2

0,60, Hexane 3
Acétate d’éthyle 2

No. Structures (RMN 60 MHz) Rdt %
2a 'H rmn (solvant deuteriochloroforme) § ppm/TMS 1,2-1,9 (m, Ha), 1,5 (s, Hb), 2,4 (t, He), 4,6-5,4 86
(m, He), 5,6-6,3 (m, Hf)
2b ‘H rmn (solvant deuteriochloroforme) & ppm/TMS 1,0-2,0 (large, Ha), 1,5 (s, Hb), 2,4 (t, He), 3,2 50
(q, Hd), 4,4-4,8 (2t, He), 5,2-5,6 (m, He), 5,7-6,25
(m, Hf)
2¢ ‘H rmn (solvant deuteriochloroforme) 8 ppm/TMS 1,2-1,9 (m, Ha), 1,5 (s, Hb), 2,4 (t, Hc), 3,2 (t, Hd§5
4,6-5,4 (m, He), 5,6-6,3 (m, Hf)
Tableau II
Caractéristiques physiques et spectrales des composés du type 3
No. Structure (RMN 200 MHz) Solvant deuteriochloroforme é ppm/TMS Rdt %
3a 0,90 (t, Ha), 1,42 (s, Hb), 1,05-2,05 (m, He), 2,1 (s, Hd), 2,3 (t, He), 2,55 (t, He), 3,1 (m, Hh), 4,25 72
(m, Hi), 4,42 (m, Hi), 4,5 et 5,61 (t, Hk), 4,75 (m, Hl), 5,4 (1H, NH), 6,48 (1H, NH), 6,95 (NH-
Boc), 7,1 (1H, NH), 7,25 (s, Hm)
3b 0,89 (1, Ha), 1,42 (s, Hb), 1,05-2,05 (massif Hc), 2,09 (s, Hd), 2,31 (1, He), 2,54 (1, Hf), 3,05 (m, 81
Hg), 3,16 (m, Hh), 4,27 (m, Hi), 4,40 (m, Hj), 4,57 et 4,59 (2t, Hk), 4,72 (m, HI), 5,22 et 5,28 et
5,37 (m, Hm), 5,91 (Hm), 6,48 (NH), 5,44 (NH), 6,95 (d, NH-Boc), 7,25 (m, Hn)
3c 0,88 (t, Ha), 1,42 (s, Hb), 1,1-2,0 (massif Hc), 2,05 (s, Hd), 2,29 (t, He), 2,51 (1, Hf), 3,05 (m, Hg), 58

3,19 (m, Hh), 4,39 (m, Hi), 4,55 et 4,58 (21, Hj), 4,52 (m, Hk), 4,77 (m, HI), 5,20-5,35 (m, H), 5,57
(d, NH-Boc), 5,91 (m, Hm), 6,72 (m, NH), 7,17 (m, NH), 7,22 (m, Hn), 7,46 (m, NH)

Rf solvant

0,32
Chlorure de méthyléne 3
Acétate d’éthyle 2
0,32
Chlorure de méthyléne 3
Acétate d’éthyle 2
0,30
Chlorure de méthyléne 3
Acétate d’éthyle 2
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Tableau II1

Caractéristiques physiques et spectrales des composés du type 4

Analyse %
Point fusion Calculé/Trouvé
No. Rdt % °C Rf solvant C H N IR cm™!
4a 76 121-122 0,12 Ci16H176N 360,05, 60,60 7,72 12,18 3260, 3060, 2920, 1730,
Méthanol 1 60,55 7,70 11,92 1620
Chloroforme 9
4b 72 174-175 0,14 Ci15H 160N 500,08, 60,90 7,79 12,04 3280, 3060, 2920, 2850,

Méthanol 0,5
Chloroforme 9,5
178-180 0,15
Méthanol 0,5
Chloroforme 9,5

4c 65

Tableau IV

Caractéristiques RMN des composés du type 4

4a 0,87 (t, Ha), 1,1-2,0 (m, Hb), 2,09 (s, Hc), 2,29 (1, Hd), 2,57
(t, He), 3,06 (m, Hf), 3,15 (m, Hg), 4,55 (21, Hh), 4,46 (m,
Hi), 4,66 (m, Hh), 4,97 (m, Hk), 5,05 et 5,26 et 5,35 (3t, Hh),
6,33 (m, NH), 7,20 (m, Hl), 7,46 (m,NH), 7,78 (m, NH), 8,22
(d, Hm), 8,41 (m, NH)

4b 0,88 (t, Ha), 1,1-2,13 (m, Hb), 2,03 (s, He), 2,29 (1, Hd), 2,46
(t, He), 3,06 (m, Hf), 3,14 (m, Hg), 4,57 (2t, Hh), 4,90 (m,
Hi), 4,93 (m, Hj), 5,21 et 5,26 et 5,35 (m, Hh), 5,9 (m, Hk),
7,03 (NH), 7,21 (m, HI), 7,90 (m,NH), 8,10 (NH), 8,22 (d,
Hm), 8,41 (NH)

4c 0,88 (t, Ha), 1,1-2,23 (m, Hb), 2,03 (s, He), 2,30 (1, Hd), 2,48
(t, He), 3,06 (m, Hf), 3,12 (m, Hg), 4,57-4,59 (2t, Hj), 4,9-5,2
(m, Hi, Hk, H), 5,20 et 5,27 et 5,36 (m, Hj), 5,93 (m, Hn),
7,21 (m, Ho), 7,60 (NH), 8,25 (Hq), 8,35 (NH), 8,71 (2NH)

ppm a partir des références indiquées. Les analyses élémentaires des
composés finaux ont été faites par la compagnie Guelph Laboratories,
Ontario, Canada.

Tétraazacycloalkanes la,b,c.

La synthése des trois macrocycles 1,4,7,10-tétraazacyclododécane la
1,4,8,12-tétraazacyclopentadécane 1b, et 1,4,8,11-tétraazacyclotétradé-
cane lec a été réalisée selon des techniques expérimentales décrites par

Richman [35] et Raymond [36].
Tétraazacycloalkylamides 2a,b,c (méthode générale).

L’anhydride symétrique (4,4 équivalents) de ’acide e-aminocaproi-
que N-t-BOC protégé, sont additionnés a température ambiante a 1 équi-
valent de tétraazacycloalkane dans le dimethylformamide, en présence
d’une quantité catalytique (15 mg) de pare-N,N-diméthylaminopyridine.
Aprés 24 heures d’agitation a température ambiante, le solvant est éva-
poré sous vide, et le résidu est immédiatement chromatographié sur co-
lonne par la technique flash, ’éluant étant un mélange Acétate d’éthyle 2
hexane 3. Dans le tableau I sont rassemblés les paramétres rmn,
rendements, et les Rf des composés 2a,b,c dont les formules structurales
sont représentées sur le schéma V (ces composés se présentent sous
forme de solides amorphes, difficilement cristallisables, et immédiate-
ment utilisés).

60,69 7,73 11,85 1730, 1630

Cy10H,4N,00,.8, 61,05 7,84 11,97 3260, 3060, 2920, 1730,
60,95 7,94 11,93 1730, 1620
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Tétraazacycloalkyltétrapeptides protégés 3a,b,c (méthode générale).

t-BOC-NH-Met-Leu-Phe-OH (4,4 équivalents) (préparé a partir des mé-
thodes classiques décrites dans la littérature); 4,4 équivalents d’hydroxy-
l-benzotriazole dissous dans du dimethylformamide anhydre sont addi-
tionnés & 0° a une solution constituée de 4,4 équivalents de dicyclohexyl-
carbodiimide et de 4,4 équivalents de triethylamine. Le mélange réac-
tionnel est laissé sous agitation pendant 3 heures. On note la précipita-
tion de dicyclohexylurée. A ce mélange, on additionne lentement 1 équi-
valent de dérivé tétraazacycloalkylamide 2 (la fonction aminée ayant été
préalablement déprotégée par I’acide formique) dissous dans le diméth-
ylformamide. La solution résultante est gardée 2 heures sous agitation a
0°, puis une nuit & température ambiante. Aprés filtration du dicyclo-
hexylurée formé, le diméthylformamide est évaporé par distillation sous
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vide poussé. Le composé résultant est immédiatement chromatographié
sur colonne par la technique flash, en utilisant pour solvant un mélange

acétate d’éthyle-2 chlorure de méthyléne-3. Dans le tableau II sont ras-
semblés les différents paramétres spectroscopiques rmn, Rf, et rende-
ments des composés 3a,b,c, dont les formules structurales sont repré-

sentées sur le schéma 6.

Tétraazacycloalkyltétrapeptides N-formylés 4a,b,c (méthode générale).

Un équivalent de tétraazacycloalkyltétrapeptide 3 est mis en solution
dans ’acide formique 2 98% sous agitation pendant 2 heures a tempéra-
ture ambiante. Aprés évaporation sous vide de I’acide formique, le résidu
est azéotropé au toluéne pour éliminer I’acide formique résiduel. Le pro-
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duit résultant est ensuite dissous dans le chloroforme en présence de 7,2
équivalents de N-éthoxycarbonyl éthoxy-2 dihydroquinoline. La solution
obtenue est agitée a température ambiante pendant 12 heures. Aprés
évaporation du solvant, le produit désiré est obtenu. Dans les tableaux
IIT et IV sont rassemblés les paramétres spectraux rmn, ir, et les
caractéristiques physiques des composés 4a,b,¢ correspondant aux for-
mules structurales représentées sur le schéma 7.
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English Summary.

The synthesis of new cyclic tetrameters of formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine amides from tetraazacycloalkanes incorporating a spacer
arm is described. These new analogs were designed for their ability to
release lyzozome from human neutrophils.



