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INTRODUCTION

La catalyse polyfonctionnelle est un des traits caractéristi-
ques de certaines réactions enzymatiques. Ce mécanisme d'action n'est
pas fondamentalement différent de celui de certaines réactions chimiques
classiques ''assistées'', bien que dans ce cas 1la bifonctionnalité inter-
vienne généralement par la participation de groupes voisins portés par
le substrat lui-méme (').

Pour citer un exemple pris dans le cadre de notre étude, cet-
te assistance de groupes voisins a notamment été mise en évidence dans
le cas de 1la participation intramoléculaire d'un imidazole a 1'hydroly-

(2) (3)

se d'esters et d'amides . Cette réaction est particuliérement in-

téressante car le groupe imidazole de 1'histidine participe a la cataly-
se par des estérases et des protéases (4).

Pour rendre compte de cet aspect des réactions enzymatiques,
il est intéressant de synthétiser des modéles simples, que nous appele-
rons "modéles chimiques'',dans lesquels des aspects essentiels de la

structure et des propriétés d'un systéme enzymatique sont imités.

CATALYSE ENZYMATIQUE ET MODELE CHIMIQUE

Les deux propriétés fondamentales des enzymes sont leur effi-
cacité et leur spécificité. Les modéles chimiques sont utilisés pour
expliquer ces deux propriétés et pour les reproduire dans des cas éven-
tuellement plus simples. De plus, cette recherche conduit parfois a la



mise en évidence de réactions intéressantes ayant de?siﬁgilcatlons en

synthése et non connues dans le domaine enzymatique
A priori il n'est pas aisé de comparer 1'efficacité de 1'en-
zyme et celle du 'modéle chimique', les multiples éléments impliqués
dans 1'acte catalytique de la réaction enzymatique n'étant pas tous re-
produits dans la réaction modéle. Mais ces modéles sont une aide pour
mettre en évidence les sites actifs des enzymes, élucider les mécanis-
mes d'action (ou du moins vérifier des hypothéses sur ces mécanismes),
et en méme temps rendre compte de certains aspects structuraux des si-
tes actifs de ces enzymes. A ce point de vue, le modéle idéal (encore
jamais atteint) devrait avoir une efficacité proche de celle du proces-
sus enzymatique,tout en étant suffisamment simple pour permettre une

analyse détaillée 73

L'intérét de rechercher un modéle chimique est décuplé si ce
modéle reproduit aussi la spécificité,qui est de loin la propriété la
plus intéressante de ces réactions, tant du point de vue enzymatique

que du point de vue chimique.

La spécificité comme 1'efficacité sont essentiellement dues
aux interactions multiples et efficaces entre le substrat et le site

actif de 1'enzyme (8

» C'est-3-dire 3 la formation du complexe enzyme-
substrat. Dans ce complexe, seuls certains atomes du substrat sont ac-
cessibles 3 1'attaque par les groupes catalytiques et par un réactif

extérieur (9)

. Alors qu'a 1'opposé, les réactions organiques sont géné-
ralement des attaques par des réactifs simples sur les positions du sub-
strat qui sont a priori réactives, sans grande sélectivité pour des
groupes d'environnement similaire.

Ainsi, les modéles chimiques prétendant réaliser des réactions
sélectives ont cherché 3 imposer des orientations préférentielles rela-
tives entre le catalyseur et le substrat, de maniére i favoriser certai-
nes positions déja potentiellement réactives. I1 faut de plus que dans
Cette orientation relative, le site actif du catalyseur et le site réac-
tif du substrat soient rapprochés.

La disposition pPrivilégiée du substrat par rapport au cataly-
seur lors du rapprochement des deux molécules peut &tre obtenue de ma-



nidres trés diverses. La fagon la plus simple concerne des réactions
intramoléculaires ol les sites actifs et réactifs sont portés par la
méme molécule. Les exemples pour de telles réactions sont nombreux
(')(2). Mais un rapprochement intermoléculaire est aussi possible
lorsqu'il existe entre les molécules des forces électrostatiques, des
forces de dispersion de LONDON, des interactions dipolaires, des liai-

sons hydrogéne ou des liaisons hydrophobes (10).

BUT DE NOTRE TRAVAIL

Notre travail dans cette recherche de '"modé&les chimiques'
s'est porté sur un exemple typique de catalyse multifonctionnelle :
celui de la chymotrypsine.

Cette enzyme hydrolyse spécifiquement la liaison peptidi-
que ou ester dans laquelle est engagé le carboxyle des acides aminés
aromatiques (ll).

La partie catalytique de son site actif est composée d'un
ensemble de trois groupes fonctionnels (carbonyle, imidazole, hydroxy-
le) fixés dans une géométrie bien définie : le carboxyle de 1'acide

aspartique (Asp-102) est 3 une distance de liaison hydrogéne de 1'imi-

His.S7
C.) H
¢ — \

As{ﬁ!\o—"' BN —n -o\cuz—— Ser108

Figure 1



dazole de 1'histidine (His-57) , qui est lui-méme 3 une distance de

liaison hydrogéne de 1'hydroxyle de la sérine (Ser-195) (12) (figu-
re 1).

Lorsque ce travail a été entrepris, le rdle exact de 1'aspar-
tate-102 n'était pas encore totalement mis en évidence. Le caractére
bifonctionnel hydroxyle-imidazole était connu sans toutefois que 1'on
soit assuré du rdle exact relatif de ces deux groupes. On savait que
1'hydroxyle était acétylé et que une ou deux histidines participaient
& la fois 3 1'étape d'acétylation et 3 celle de desacétylation. Mais

le mode exact d'assistance n'était pas connu 314

Beaucoup d'études ont déja été effectuées sur des réactions
dans lesquelles intervient la participation de groupes hydroxyles et
(ou) imidazoles au cours de 1'hydrolyse d'esters ou d'amides (IO)(IS)_
Ces études font appel :

- soit 3 des catalyses intermoléculaires avec inter-

(16 - 18)

vention d'une ou de plusieurs (19) fonc-

tions catalytiques ;

- soit 3 des catalyses intramoléculaires avec inter-
vention d'une (¥ ou de plusieurs (20 = 22) g
tions catalytiques ;

- soit 3 des catalyses intramoléculaires avec parti-
cipation d'un groupe extérieur 3 la molécule (23).

Le mod@le que nous avons choisi de synthétiser correspond 2
un modéle de catalyse intermoléculaire avec intervention de deux fonc-
tions catalytiques (imidazole et hydroxyle) : ces fonctions catalyti-

ques sont portées par une méme molécule tandis que le substrat est ex-
terne.



DESCRIPTION DU MODELE BIOMIMETIQUE ETUDIE

Notre mod&le tente donc de reproduire une partie du site ac-
tif de la chymotrypsine. Ainsi, nous avons envisagé de 'planter' sur
un substrat inerte, en 1'occurence un stéroide, deux chaines terminées
1'une par un noyau imidazole, 1'autre par un groupe alcool primaire.

La grande flexibilité des deux chaines carbonées (figure 2) est loin
de ressembler 3 la grande rigidité de 1'a-chymotrypsine,mais, dans ce
modéle, les groupes actifs (imidazole et alcool primaire) peuvent s'ap-
procher suffisamment 1'un de 1'autre pour permettre la formation d'une
liaison hydrogéne et interagir.

Un des avantages du choix d'un stéroide comme support est d'a-
voir une géométrie parfaitement définie et connue. Le squelette stéroi-
de constitue de plus un site hydrophobe qui devrait favoriser des inter-
actions spécifiques entre ces modéles chimiques de catalyseur et leurs
substrats.

Nous avons synthétisé les deux modéles 1 et 2 représentés
sur la figure 2 dans lesquels les deux chaines sont plantées sur deux
squelettes stéroides différents.

La synthése du produit 1 sert de modéle a celle de 2 dont
la préparation est plus difficile.

L'orientation différente des chaines qui ne sont diaxiales
(donc paralléles) que dans le produit 2 peut a priori induire des ac-
tivités différentes. L'interaction entre 1'alcool et 1'imidazole du pro-
duit 2 étant plus probable, la catalyse par ce produit devrait étre
plus efficace.



OH

1 R =C-0-CH -C_H
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i 2 e

Figure 2



Parallélement 3 notre étude sur ce modéle chimique de cataly-
se enzymatique, nous avons tenté d'utiliser le diamino-stéroide 3 ,
servant de support au modéle 2 précédemment décrit, comme catalyseur
bifonctionnel.

NM

HO

3

Ce squelette stéroide constitue un élément d'asymétrie capa-
ble de former avec une autre molécule un complexe chiral a géométrie
définie. Cette propriété, qui est la clé de la spécificité des réactions
enzymatiques, a été utilisée dans ce travail pour réaliser des deuté-
riations stéréospécifiques sur des molécules prochirales. Ces réactions
devraient conduire 3 des composés trés utiles dans la détermination des
“processus biologiques''. Nos expériences ont porté sur la deutériation
d'acide fumarique en acide succinique dideutérié.
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CHAPITRE 1

PREPARATION DE D-HOMO AMINOSTEROIDES

La synthdse des composés 1 et 2 , présentés dans 1'introduc-
tion page 13, nécessite tout d'abord 1'élaboration du squelette stéroide
devant servir de support a ces produits.

HO
HO

Des groupements amines ont €té introduits sur le stéroide afin
de fixer les chaftnes carbonées R et R' par l'intermédiaire d'une liai-
son amide. Le choix a été dicté par la facilité de création d'une telle
liaison et par sa solidité , une fonction amide &tant susceptible de résis-
ter aux conditions des réactions nécessaires 3 la synthése des modéles sou-
haités. De plus, 1'hydrolyse de cette amide est peu probable dans les con-
ditions de 1'expérience catalytique.



D'autre part, nous avons choisi de faire porter par le stéroide
les fonctions amines nécessaires, celles-ci étant plus faciles d obtenir

que les acides carboxyliques stéroidiques correspondants.

La synthése de 1'amine axiale en position 6p a déja été décri-

te (25), ainsi que 1'amine en 17 en série androstane servant de support

au modéle 1 (25). On se contentera de rappeler briévement ces synthéses

en fin de chapitre.
Nous décrivons donc ci-dessous la synthése détaillée de 1'amino-

178 hydroxy-3p8 méthy1—17aﬁ D-homoandrosténe-5 4 , ce qui constitue 1'objet

essentiel de ce premier chapitre.

NH,

HO

| &

I - PREPARATION DE CETO-17 D-HOMOANDROSTANES

Afin d'obtenir 1'amino-17p D-homostéroide &4 par réduction de
1'oxime, nous avons synthétisé la cétone correspondan;é.

. Dans ce but, nous avons tout d'abord reproduit une méthode clas-
51?ue ?gz§ obtenir les céto-17 D-homostéroides, c'est le réarrangement acy-
loine des hydroxy-17 pregnénolones. Le rendement global peu élevé et
1a longueur de cette synthése nous ont conduit 3 envisager une autre voie
d'accés, faisant appel 3 un réarrangement de BAMFORD-STEVENS de tosylhydra-
zones d'hydroxy-17a pregnanolones.

Ce & P
Sont ces deux méthodes que nous décrivons successivement ci-



dessous.
A - REARRANGEMENT ACYLOINE

La D-homoannélation des stéroides peut &tre obtenue par réarran-
gement d'hydroxy-17 céto-20 pregnanes ; elle a été étudiée par de nombreux

(27) (24)

auteurs et reprise dans le laboratoire . La méthode d'obtention

du céto-17 D-homoandrosténe-5 10 comporte les étapes suivantes (figure 3).

L'acétylure de potassium réagit sur l'androsténolone 5 pour

(28)

former 1'éthynyl-17a dihydroxy-3p,173 androsténe-5 6a . L'hydratation

de la triple liaison de son dérivé diacétylé 6b conduit au produit 7 ,
soit par action de 1l'oxyde mercurique en présence de trifluorure de bore
et d'acide acétique, soit en présence d'une résine échangeuse d'ions sur
laquelle des 1ons mercuriques ont été fixés. La transposition conduisant
au dihydroxy-3p,17aa méthyl-17ap céto-17 D-homoandrosténe-5 8 se fait par
chauffage a reflux d'une solution du composé 7 dans la potasse méthanoli-
que jusqu'a disparition compléte du produit de départ (un chauffage prolon-
gé provoque 1'apparition de 1'épimére en 17a ). Aprés acétylation, l'alcool
axial en position 17aa du produit 9 est réduit par le zinc dans 1'aci-
de acétique 3 reflux, ce gui conduit a la cétone 10 .

Toutefois, la reproduction de cette derniére manipulation dans

(29) ne conduit pas au rendement attendu

les conditions de la littérature
en cétone. I1 y a formation d'un autre produit, le diacétoxy-3p, 16p ceto-17
méthy1-17aB D-homoandrosténe-5 11 . Ce produit est présent en quantité

moindre dans la réaction si on diminue la durée du reflux, le rendement en
cétone 10 é&tant alors plus important que précédemment mais toujours infé-

rieur 3 celui de la littérature (voir partie expérimentale page 94 ).

La structure du produit 11 , dont la formation reste inexpliquée,
a été établie d'aprés les données de 1'analyse élémentaire et 1'analyse des
spectres IR, de RMN et de masse.

La présence du groupement acétate secondaire supplémentaire par
rapport 2 1'acétate en 3 a été suggérée par les données de la RMN du carbo-
ne 13 (2 E - 0 2 170,50 et 170,11 ppm et 2 CH - OAc a 76,12 et 73,72 ppm)

0

e e et e e
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Le spectre IR présente une bande 3 1752 cm ! caractéristique d'un acétate
en o d'un carbonyle. Le spectre de masse ne posséde pas de pic corres-
pondant 3 1'ion moléculaire,mais des pics 3 m/e = M-60 et m/e = M-60-60
correspondant respectivement aux ions résultant de la perte successive de
deux molécules d'acide acétique (présence de deux acétates sur la molécule).
La masse moléculaire a été déterminée sur un spectre de masse effectué par
ionisation chimique.

L'étude, sur le spectre de RMN 'H (&8 276 MHz),du signal appa-
raissant a 5,15 ppm (H-16) permet de déterminer la configuration du carbo-
9 Hz)
(figure A). Cette valeur de la constante de couplage (supérieure i 5,5 Hz)
permet d'affirmer que le proton H - 16 se trouve en dehors de 1'angle
théorique de 120° formé par les deux protons en 15 (30) (figure 4). Une
telle position relative des trois protons est possible soit lorsque 1'acé-
tate est 16p équatorial, soit lorsqu’'il est 16a et que le cycle D est
dans une conformation bateau. Cette derniére hypothése est exclue par le

ne 16. Ce signal se présente sous la forme d'un triplet élargi (J

R

Figure 4



fait qu'il n'existe pas de géne stérique importante au niveau de 1'acé-
tate axial justifiant cette conformation. De plus, une telle conformation

introduirait une géne stérique au niveau du méthyl-17a.
Les résultats du dichroisme circulaire confirment 1'absence d'un

substituant axial en position 16. En effet, la régle de 1'octant permet de
prévoir,en présence d'un substituant axial en 16, une valeur négative de
1'effet COTTON beaucoup plus forte que celle observée dans le produit ne
possédant aucun substituant en position 16, ce qui n'est pas le cas des ré-
sultats obtenus sur notre courbe de dichroisme circulaire :

0
A:z. =-1,7
AcO
o
oAc Q¢ x-21
AcO
A
I
|
\
L]
V
)
|
7 3 $ "
2
|
|
. 7 = - -
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B - REACTION DE BAMFORD-STEVENS SUR LES TOSYLHYDRAZONES D'HYDROXY-17
PREGNANOLONES

La réaction des tosylhydrazones dans les conditions de BAMFORD-
STEVENS (sodium dans 1'éthyléne glycol) s'accompagne souvent de réarran-
gements. Nous avons pensé mettre 3 profit cette réaction pour synthétiser
le D-homostéroide cherché a partir d'un cétol de type 12 . La tosylhydra-
zone correspondante donne naissance, par 1'intermédiaire d'un diazo-alkane
et d'un ion diazonium instable, & un carbocation, qui peut se réarranger
selon les mécanismes a ou b (figure 5), donnant ainsi des produits de

type 14 et 15 .

NHTs N

|
N nt

on  —> ;b/: —‘{ “~oH
12

Yy 1
|~

+

e

Figure §



Cette synthése a tout d'abord été mise au point sur un pro-
L ]
duit dont nous disposions au laboratoire 1'hydroxy-17a pregnanolone

. -
12 . Elle conduit en trois étapes 3 1'acétoxy-3p céto-17 methyl-17ap
148b qui ne différe de la cétone 10 recherchée que

D-homoandrostane
. Dans ce cas, 1'identifi-

par 1l'absence d'une double liaison en 5 - 6
cation du produit 15 obtenu parallélement est trés facile puisque ce-

lui-ci est décrit dans la littérature (ce qui n'est pas le cas de son ho-

mologue insaturé en 5 - 6 ).

o N = NHTs
“om
Ts NH - NMH
—3
HO Ac OH HO H
Na
l HO=CH,~CH,—~OH
O
(o] e
14 RO
- 1s
45% a. R = H
55%
b. R = Ac
Figure 6

Produit Synthétisé par G. S0ZZI, que nous Temercions.



La décomposition de BAMFORD-STEVENS (31) de la tosylhydrazone
13 conduit au mélange des deux alcools 14a et 15a , dont la sépara-
tion est plus facile au niveau de leurs dérivés acétylés. Ces produits
sont identifiés par comparaison de leurs caractéristiques physiques (point
de fusion et pouvoir rotatoire) 2 celles publiées dans la littérature (32).
Par ailleurs leurs spectres IR et de RMN et notamment les déplacements
chimiques des méthyles (voir tableau II page 30) confirment leurs structu-

res.

La tosylhydrazone 13 est décomposée par chauffage dans les
conditions classiques de BAMFORD-STEVENS (sodium dans 1'éthyléneglycol),
c'est-3-dire dans un milieu protique favorisant les réarrangements (33)
Nous avons essayé d'améliorer les proportions de cétone 14 (variation
de température, de solvant et de base) sans y parvenir. Dans certains cas

on observe méme 1'apparition de sous-produits.

La suite des réactions décrites ci-dessus (figure 6), reproduite
en partant de 1'hydroxy-17a pregnénolone commerciale,conduit 3 la cétone
cherchée 10 avec un rendement global de 35%, qui est supérieur 3 celui
du réarrangement acyloine du paragraphe précédent (20%). Les alcools isomeé-
res obtenus 10a et 16a peuvent &tre facilement séparés par 1l'intermé-

RO RO

0T
A 0D
]| ] 1]
et | I
3R



diaire de leurs dérivés acétylés ou de leurs dérivés tétrahydropyrannylés.

La cétone isomére 16 est identifiée 3 1'aide de ses spectres

IR et de RMN , de plus une hydrogénation catalytique de ce produit con-

-duit 3 la cétone 15 identifiée précédemment.

II - PREPARATION DE L'AMINE AXIALE EN 17p

Pour préparer 1'amino-178 hydroxy-3p méfhyl—l?aﬁ D-homoandrosté-

ne-5 4 nécessaire 3 la suite de notre synthése, nous avons tout d'abord

utilisé une méthode classique de réduction de 1'oxime 17 .

NOH NOCH,
17 18
RO a.R=H Ro a.RzH
\ b. R = Ac / b. R = Ac
C. R = THP
NH,
4
RO da. R H
b. R = THP
Figure 7



incompléte, faible solubilité de 1'oxime entrafnant l'utilisation de gran-
des quantités de solvant. De plus, aprés hydrolyse de la réaction, 1'amino-
alcool b4a reste adsorbé sur le précipité minéral, sans qu'il soit possi-
ble de 1l'extraire avec un rendement et une pureté satisfaisante, quelle
que soit la méthode utilisée.

La faiblesse des rendements obtenus 3 partir de 1'oxime (tableau
I) peut €tre due a la formation de camplexes tels que 19 , généralement
peu solubles, entre 1'oxime et 1'hydrure de lithium et d'aluminium, confor-

mément au m&canisme généralement accepté pour ce genre de réaction (figure

Ra C R’

S OAIM3

M _OAIH,

%

_LiAlHg R_C-R' —_— e R=CH-R'

R - ﬁ - R’

‘\o:.Am,

LiAIMg

ReCHoR <o M% __ R-CH-N
' "
LT

Figure 8
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TABLEAU 1

PREPARATION DE L'AMINE AXIALE EN 17p

produit

en amine
axiale

NOCH3
H
Ac O
NOCHa
THP

L ]
q?réq de la solvant z
réaction en h

144 THF

72 THF

48 THF

48 DME

72 THF

24 DME

24 DME

15

30

35
35

40
45

85

temps au bout duquel 1a

réaction n'évolye Plus.




TABLEAU II

DEPLACEMENTS CHIMIQUES DE METHYLES DE D-HOMO STEROIDES
(solvant CDC13)

. CH, [ CH, | cH,’
' nbre de dé- 18 19 20

formule du produit ! . .
gterm1nat10ns ppm ppm ppm
]

vm?i:f 14 | 3 0,64 0,85 [0,92
D,(j:@ 1_5: 3 1,06 0,75 |0,92
Ac
M w0 s 0,68 [1,02 |0,95
A
?ﬁ:@ ﬁl 4 1,06 10,98 {0,92
Ac l |
NOH ! .
17 5 10,70 |1,00 |1,02
Ac
OCM3
18 3 0,68 [1,00 [1,00
NHy |
b 3 10,95 (0,99 0,96
w 1 3 10,64 [0,98 |0,93
| |
1 !

doublet (J=6o0u 7 cps)



IV - SPECTRES DE RMN CARBONE-13
Les spectres de RMN ]3C des différents D-homostéroides ont été
obtenus par transformé de FOURIER. Ils ont pu &tre analysés 3 1'aide des
données connues en série stéroide androstane non modifige (32742) Lrutili-
sation de corrélations empiriques au sein d'une méme série et les résultats
du découplage hors résonance ont permis d'attribuer les signaux aux carbo-
nes de la molécule (tableau III). Comme nous pouvions nous y attendre, la
modification du cycle D en cycle possédant six atomes de carbone ne modi-
fie pas le déplacement chimique des carbones C a C, , ni celui du car-

1 7
bone CIO . En dehors du cycle D , les signaux correspondant aux carbones
C8 R C9 R CIO et C12 sont, par contre, légérement déplacés par suite de

1'influence du cycle D .

V - PREPARATION DE L'AMINO-173 HYDROXY-3p ANDROSTENE-5 22

La synthése de 1'amine 22 de la série androstane non modifiée
a déja été décrite (2%
cette amine 17p sert de produit de départ & 1'élaboration du modéle 1 .

. Nous en rappelons cependant la préparation car

A partir de 1'hydroxy-3B céto-17 androsténe-5 20a , la forma-
tion de 1'oxime suivie d'une réduction par le sodium dans 1'&thanol con-

o NOH NH2
—_— —_—
RO

RO RO
20 2 22
a. R =H
b. R = THP
c. R = AC



TABLEAU III

13 .
DEPLACEMENTS CHIMIQUES EN RMN ~C DE D-HOMOSTEROIDES

OH 0
| | o | b
C
Ac oo e T 9 AC 16
1 37,89 37,87 37,90 37,35
2 27,72 27,69 27,76 27,68
3 73,79 73,72 73,92 73,75
4 38,06 38,07 37,90 37,84
5 139,46 139,59 138,56 139,53
6 122,11 121,79 122,36 122,01
7 32,27 32,07 32,08 32,24
8 31,98 31,97 30,61 31,43
9 49,39 49,34 49,02 49,06
10 36,76 36,79 36,83 36,83
1 20,46 20,38 20,18 19,72
12 36,76 31,97 32,48 35,66
}i 41,31 41,50 42,92 48,06
1 32,51 49,75 42,82 52,70
15 41,}7 31,97 25,81 23,67
16 179,1; 76,12 36,83 31,65
I 79,18 186,00 178,76 39,51
iy 6,09 54,30 80,27 217,01
8 1 6,86 15,06 14,98
19 ]3.12 19,18 19,19 19,22
2 3,18 13,03 17,02 16,87
1 "’ 170,50 170,50 170,37
- 170,11 - -
CH, -C 21,38 21,38 21,45 21,30
0 - 20,74 - ]

6 exprimé en ppm




duit spécifiquement 3 1'amino-17f hydroxy-3@ androsté&ne-5 22a . La mé-
me série de manipulationsappliquée 2 la cétone 20b ,0u la fonction alcool

est bloquée sous forme d'é€ther de tétrahydropyrannyleconduit 2 1'amine
22b . |



GHAPITRE 11

FIXATION DE DEUX CHAINES TERMINEES
PAR UN HYDROXYLE ET UN IMIDAZOLE
SUR DES AMINO-STEROIDES

Dans 1'élaboration des modéles biomimétiques possédant deux
fonctions imidazole et alcool se pose le probléme du choix de la nature
des chalnes portant ces deux fonctions.

Nous avons déja expliqué (page 179 que ces chaines seraient fi-
xées au squelette stéroide par 1'intermédiaire d'une liaison amide, 1'ami-
ne étant portée par le stéroide. L'acide servant 3 la formation de la

liaison amide sera donc porté par la chaine carbonée.

Nature de €a chaine portant £'imidazofe

Ce probléme a déja fait 1'objet d'une &tude dans le laboratoire
(43) | Le moyen le plus simple et qui a été retenu est de brancher 1'histi-
dine dont la fonction amine est bloquée.

Ce blocage de la fonction amine a d'une part 1'avantage de ren-
dre possible la synthése (1'amine bloquée ne pouvant pas réagir avec 1l'aci-
de) et d'autre part d'éviter une action catalytique de la fonction amine

basique dans 1'&tude cinétique de nos produits.



Nature de La chaine portant £'alecool

Comme support de la fonction alcool nous avons choisi une chai-
ne aliphatique. Celle-ci présente 1'avantage de ne pas compliquer le mo-
déle a 1'exces, et d'étre facilement synthétisée (la chaine pouvant éven-
tuellement avoir des longueurs différentes).

Les deux chaines branchées sont donc de natures différentes
1'une, peptidique, a un caract&re plus polaire et facilitera la solubilité
du produit dans 1l'eau ; 1'autre, aliphatique, favorisera en milieu aqueux
des interactions hydrophobes.

Pour les deux squelettes stéroides différents, ce choix conduit
donc a la synthése des produits 1 et 2 .

NH- CO-CHz)‘- OH

HO
NH
! 1
co -
[ ]
- - -co-HN-CH
CeHg-CH-O . NH=CO=(CH ) ~OH
CH, .
A
II_NH
HO
NH
] 2
o -
- - -"N-CH
CqMym i O=CO= M=
CH,
NN

[



I - SCHEMA DE LA SYNTHESE

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit les amines 4
et 22 servant deproduits de départ 3 la synthése des modéles 1 et

2 que nous décrivons ici.
Le schéma des réactions utilisées est donné ci-dessous (figu-

re 9), appliqué ici au produit 2 . La numérotation des produits équiva-

lents possédant le squelette androstane non modifié est indiquée sous les
figures correspondantes.

Des deux chaines, nous avons commencé d fixer celle en 178
la description détaillée de cette premiére étape fait 1'objet du para-
graphe suivant. Le choix de 1l'ordre des étapes n'est pas arbitraire.

En effet, les amines 178 sont obtenues par réduction® de 1'oxime corres-
pondante, tandis que 1'amine 6f est préparée par réduction du dérivé

A-5 nitro-6, provenant lui-méme d'une oxydation nitrique de la double
liaison **). cette derniere expérience, qui ne peut se faire en présen-
ce d'une fonction cétone, est par contre réalisable sur les amides 23b
et 24b aprés fixation de la premiére chaine. Nous obtenons respective-
ment pour les deux séries les produits 25 et 26 .

L'achévement de la synthése comporte 1'hydrogénation catalyti-
que de 25 et 26 en amines 27 et 28 , puis la condensation de la
N-benzyloxycarbonyle histidine conduisant respectivement aux dérivés 29
et 30 , qui, aprés saponification douce, donnent les produits 2 et

1 recherchés.

‘ - -
Sodium dans 1'éthanol pour le cycle a 5, hydrure de lithium et d'alu-
minium pour le cycle 6.



RO

i a. R =
b. R =

RO

HP / 24

22 (squelette androstane)

NH-§-CH2').-OA¢:

AcO

NO, l -
NH-C-CH:) -OAc
» ¢
o
ﬁ
AcO -
28

m.,l

25
26

NH- (oi -(CH,).-OAc

2

AcO —9
" 30
g =

CyHs-O- C -NH-CH

CH,
N

L

Figure 9

Y,

[
a. R =H

. R = Ac
C. R = THP

.



II - CHAINE EN 17p : PREPARATION DE L'ACIDE HYDROXY-7 HEPTANOIQUE

Le branchement de la chaine en 178, qui formellement corres-

pond 3 la condensation de 1'acide hydroxy-7 heptanoique sur les amino-17p

stéroides, a été réalisé au moyen de diverses méthodes nécessitant la

synthése de différents produits dans cette série.
L'oxydation de la cycloheptanone par 1'acide de CARO (HQSOS)

suivie d'une réestérification du produit brut ob-

en présence d'éthanol,
(45)

tenu, permet d'isoler 1'hydroxy-7 heptanoate d'éthyle 31 pur

La premiére méthode de couplage envisagée, se faisant par 1'in-
termédiaire de 1'azide, nécessitait la formation de 1'hydrazide 32 ,
obtenue par action de 1'hydrazine hydratée sur l'ester 31 .

Les autres méthodes utilisent soit 1'acide hydroxy-7 heptanoi-
que 33 , obtenu par saponification de 1'ester 31 , soit l'acide 35
dont 1a fonction alcool est bloquée sous forme d'éther de tétrahydropy-
rannyl obtenu de 1la méme maniére que précédemment a partir de l'ester

bloqué 34 .

Cz“so'ﬁ‘(mz)s‘o” 21
0

NH, - NH - € - (GL)g - OH 32
0

m‘(i‘(CHI)G-(H 33

0

Cz“s‘o'%'(CHz)s-UIHP 34
0

HO - € - (@), - OTHP 35

0



III - ETUDE DU BRANCHEMENT DE LA CHAINE EN 17p
A - METHODE via L'AZIDE

Pour former la liaison amide entre 1'amino-stéroide et le car-
bonyl de 1a chaine alkylée, une méthode simple, 3 partir de l'ester 31 ,
est d'activer celui-ci sous forme d'azide (46). Pour cela on forme 1'hy-
drazide 32 qui, en présence d'acide nitreux,conduit transitoirement i
1'azide, lequel peut réagir sur 1'amine avec formation de la liaison pep-
tidique.

Cette réaction donne effectivement le produit attendu, avec
un rendement variant de 40% 3 80% pour la condensation sur le composé 22
et de 0% 3 20% avec le composé 4 (stéroide modifié). Les plus faibles
rendements obtenus sont dus a la formation parallé&le d'urées 36 et 37

(identifiées par leurs spectres IR et de RMN).

nu-c-nn-(cu,)‘- OR

8

36 a. R = H NH-C-NH =(CH,) -OR
il - [}
RO b. R = Ac °
37 a. R =H
RO -

b. R = Ac

La formation de ces produits peut s'expliquer par le réarran-
gement de 1'azide en isocyanate qui, en réagissant sur 1l'amine, forme
1'urée. L'amino-stéroide étant peu soluble dans les solvants utilisés,
et 1'azide n'étant pas stable d température ordinaire, la réaction s'ef-
fectue dans les conditions limites de solubilité du stéroide et de sta-
bilité de 1'azide. C'est pourquoi les conditions expérimentales qui au-

raient di permettre d'obtenir systématiquement le rendement maximum en



amide n'ont pu étre réalisées de fagon reproductible.
Bien que 1'amide soit séparable de 1'urée par chromatogra-

phie, les faibles rendements observés sur le stéroide modifié 23 nous
ont amenés 3 envisager d'autres méthodes de synthése.

B - METHODE UTILISANT LE REACTIF DE WOODWARD

Parmi tous les réactifs facilitant la formation de la liaison

. (48)
peptidique (47), nous avons choisi le réactif K de WOODWARD 38 .

303-
(o]
I ‘kt H

/ c’ s \N/CIHS

|

H (o

18- ( \O C-(CHZ)-OH

n
0

(o]

39

Ce produit présente 1'avantage de former avec 1'acide un ester
d'énol de type 39 assez réactif, de plus la réaction ne nécessite pas
le blocage des fonctions alcool. Ce réactif a d'ailleurs été utilisé au
cours de la fixation d'acides aminés et de peptides sur un squelette sté-

roide (49 (50)

- Malheureusement le stéroide n'est pas trés soluble dans
les solvants couramment utilisés pour cette réaction (acétonitrile, ni-
trométhane) et les rendements ne sont pas trés satisfaisants : = 40% en
composé 24 et = 20% en composé 23 (stéroide modifié). Cette méthode

nécessite de plus des séparations délicates.



C - METHODE via L'ANHYDRIDE MIXTE

Nous avons finalement utilisé une méthode 2 1'anhydride mix-
te, celui-ci résultant de 1'action du chloroformiate d'éthyle sur 1'a-
cide. Les fonctions alcools doivent &tre protégées. Nous avons utilisé
des éthers de tétrahydropyrannyle, dérivés stables au cours de la for-
mation de 1'amino-stéroide 3 partir de 1'oxime correspondante. L'alcool
est facilement régénéré par une hydrolyse en milieu acide.

Les rendements sont cette fois excellents : = 80% pour 1'ami-
de 24b et 75% pour 1'amide 23b .

REMARQUE

La méme méthode de couplage appliquée aux deux séries de sté-
roides donne des rendements différents. On remarque qu'ils sont toujours
inférieurs en série androstane modifiée. La différence de configuration
de 1'amine créant des interactions stériques différentes dans les deux
séries en est sans doute la cause.

IV - BRANCHEMENT DE LA CHAINE EN POSITION 6p

Le branchement de la chaine 6p, déja évoqué au § I, ne pose
aucun probléme, malgré 1'encombrement di au méthyle 19.

Ainsi, 1'histidine, dont la fonction amine est bloquée sous
forme de dérivé N-benzyloxycarbonyle, peut &tre fix&e, en utilisant le
réactif de WOODWARD, sur les amines 27 et 28 : on obtient les pro-
duits 29 et 30 sur lesquels deux chaines carbonées sont branchées

en position 6p et 17p.



V - OBTENTION DES PRODUITS 1 ET 2

jére étape est la saponification de 1'acétate de 1la
t délicate car nous ne souhai-

La dern
chaine branchée en 17. Cette expérience es : . |
tions pas débloquer 1a fonction amine de 1'histidine branchée en posi-
tion 6p (cf. page 34)-

Le probléme essentiel réside dans le fait que les groupements

benzyloxycarbonyles peuvent, en milieu basique, soit étriss?ponifiés,
1

soit donner lieu 3 des produits de réarrangement divers . L'utilisa-
tion de conditions douces (saponification a froid, faible concentration

en OH) permet de régénérer les alcools sans toucher au groupement pro-

tecteur de la fonction amine (IR, RMN).

VI - CONFIRMATION DES STRUCTURES PAR LES CARACTERISTIQUES PHYSIQUES DES
PRODUITS SYNTHETISES

A - PURIFICATION DES PRODUITS

Tous les produits intermédiaires ont &té purifiés par chromato-
graphie sur colonne de silice et cristallisés au prix de bien des efforts !
Efforts qui demeurérent vains dans le cas des produits 29 et 2 qui,
bien que solides, n'ont pu &tre recristallisés. La pureté des produits a

été vérifiée par les méthodes habituelles (analyse, point de fusion, pou-
voir rotatoire).

B — SPECTRES DE RMN

Ils présentent les caractéristiques des deux composantes : d'une
part le stéroide, d'autre part les chailnes carbonées.

Tous les signaux intéressants du spectre sont nettement sépa-
res et permettent de confimmer les structures des produits.

Ainsi, les protons (H, - OR au bout de la chaine en 17 appa-



raissent sous forme d'un triplet &largi entre 3,6 et 4 ppm selon la
nature de R . Ce signal est bien séparé de celui du proton en posi-
tion 3 sur le stéroide.

Les protons de 1'histidine : imidazole (6,75 et 7,5 pPpm) ,
CH, - imidazole (3 ppm) et le groupement protecteur

C-0-cCH H (5,1 ppm et 7,32 ppm)

donnent des signaux nettement séparés des autres.

Pour le squelette stéroide, les déplacements chimiques des
méthyles 18, 19 et 20 sont portés dans le tableau IV . On remarque que
le branchement de la chalne en position 17 (formation d'une liaison
NH - CO) déplace le CH, 18 d'une valeur identique 3 celle de 1'acétami-
de en 17 (0,71 ppm). Le déplacement chimique du H, 19 dans le produit
30 est de 0,85 ppm tandis que pour 1'acétamide correspondante (pro-
duit ne possédant que la chaine en 6p (43)) le déplacement chimique de
ce méme méthyle est de 1 ppm.

C - SPECTRES DE MASSE

L'analyse des spectres de masse permet de confirmer la struc-
ture de nos produits.

Les spectres des produits 23b et 24b possé&dent peu de pics
importants :

- les pics moléculaires (2,5% du pic de base) 3 m/e = 529
et m/e = 501 ;

- les pics de base 2 M-60, soit m/e = 469 et m/e = 441
résultant de la perte d'acide acétique par un mécanis-

me de transfert d'hydrogéne sur 1'acétate en position
(52)
3



- les pics a2 m/e = 282 et m/e = 254 (30% du pic de
base) proviennent des ions m/e = 469 et m/e = 441
aprés la perte de la chaine en 17 avec migration
de 1'hydrogene en 16 (m* = 166 et m" = 146).

La complexité du spectre de masse du produit 27 rend compte
du grand nombre de fragmentations possibles de la molécule. Cependant,
on peut relever un certain nombre de fragments pour lesquels une struc-
ture peut &tre proposée.

Ainsi le pic 23 m/e = 729 (M-60) provient de la perte d'acide
acétique (transfert d'hydrogéne sur 1'acétate en 3)

- le pic 2 m/e = 543 résulte de 1'ion précédent par
rupture simple de la chaine en position 17 ;

- le pic 3 m/e = 441 provient de 1'ion m/e = 729 par
perte de la chaine en 6 avec transfert de 1'hydro-
géne en 7 sur 1l'oxygéne de la fonction carbonyle
de la chaine ;

- le pic 3 m/e = 244 correspond 3 1'ion

(rupture en a du carbonyle et de 1'azote de la chai-
ne en 6) ;

- aux plus faibles masses nous observons des pics a3
m/e = 108, 107, 91, 79 et 77 caractéristiques du
groupement benzyloxy.



CHAPITRE I1I

ACTION CATALYTIQUE DES COMPOSES SYNTHETISES :
HYDROLYSE D’ESTERS PHENOLIQUES

Les modeles de catalyseur 1 et 2 que nous avons choisi
d'étudier comportent deux fonctions (imidazole et alcool) jouant un ré-
le essentiel dans le site actif de la chymotrypsine.

Les deux modéles (figure 10) ne différent que par 1'orienta-
tion des deux chalnes carbonées (portant 1'une 1'alcool, 1'autre 1'imi-
dazole) par rapport au stéroide. Pour le stéroide 1 les chaines sont
de stéréochimie 68 et 173 sur un squelette androstane, tandis que pour
le produit 2 1les chatnes, fixées en 6¢ et 178 d'un D-homonostéroide,
sont en position diaxiale ('‘paralléle'), perpendiculairement au plan
moyen de la molécule. Dans ces deux composés une liaison hydrogéne est
possible entre 1'imidazole et 1'hydroxyle®, mais les c