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Caractérisation de nouveaux dérivés et analogues de
la nétropsine et identification de leurs intermédiaires
de synthése par spectrométrie de masse FAB [1]
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The fast-atom bombardment (FAB) mass spectra of a series of netropsin derivatives and analogues were ex-
amined in positive-ion and when necessary negative-ion modes. Behaviour of these derivatives was related to
that of oligopeptides. Some compounds protected by t-butoxycarbonyl groups were also investigated using

this technique and showed characteristic fragmentations.

Introduction.

La nétropsine (synonyme congocidine) [2] et la distamy-
cine [3] (Figure I) sont des pseudooligopeptides naturels
contenant respectivement deux et trois résidus 4-amino-1-
méthylpyrrole-2-carboxylate. A ce jour, ces deux sub-
stances ont suscité un important intérét en raison d’une
part de leurs activités antivirales et antiprolifératives nota-
bles [4], d’autre part de leur aptitude & se fixer sélective-
ment au niveau de séquences (adenine-thymine), dans le
petit sillon de ’ADN en conformation B, et ce de fagon
non covalente et non intercalante [5]. Leurs propriétés bio-
logiques remarquables ont ainsi conduit diverses équipes
de recherches a entreprendre la synthése et 1'évaluation
biologique de nombreux analogues de la nétropsine et de
la distamycine. Bien que la spectrométrie de masse en im-
pact électronique ait été parfois utilisée lors de la
caractérisation de certains de ces analogues et de leurs in-
termédiaires de synthése [6-10], cette technique s’est
révélée dans la plupart des cas inefficace en raison princi-
palement de leur instabilité thermique et de leur faible
volatilité. Par contre il a été récemment montré que des
techniques d’ionisation plus douces [désorption par
champ, bombardement par des atomes lourds (FAB) et
désorption dans un plasma d’ionisation chimique] permet-
tent d’obtenir des informations fondamentales sur la
structure de la distamycine et de certains de ses analogues
[11,12].

Dans ce travail nous présentons nos résultats en spec-
trométrie de masse FAB, technique particuliérement
adaptée a 1’étude de composé polaires [13,14] et notam-
ment de peptides [15,16], sur un certain nombre d’ana-
logues et de dérivés de la nétropsine synthétisés dans
notre laboratoire.
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Resultats et discussion.
Composés étudiés.

Les structures des analogues et dérivés de la nétropsine
qui font P’objet de ce travail sont présentées dans les
Figures II & V. La synthése des composés 1-14 [17] et
15-18 [18] a été précédemment rapportée, celle des com- -
posés 19-22 [19] est en cours de rédaction.

Spectres de masse.

Les principaux ions observés dans les spectres de masse
FAB en mode positif (et également négatif pour 5, 7, 15 et
17) sont consignés dans le Tableau I. Les spectres FAB, en
mode positif, présentent certaines similitudes avec ceux
des peptides [15,16,20-22] et comportent trois parties dis-
tinctes:

- l'ion quasimoléculaire (protoné), généralement abon-


Françoise_D
Zone de texte 

Françoise_D
Zone de texte 

Françoise_D
Zone de texte 

Françoise_D
Zone de texte 


Figure T
- —R,
BOC -
(CH,),COC-
Composé n R, R,
1 1 NO, (CH,),N(CH,),NHBOC
Boc
2 1 NH, (CHz);Il"(CHz)MOC
BOC
3 2 NO, (CHq)zll\l(CHz)aNHBOC
BOC
4 2 NH, (CH:);II‘I(CHDNBOC
BOC
s 2 [O-m:]c-n (CH,);N(CH,)NHBOC
2 éoc
HNey
3 2 HC SC-NHCHCONH  (CHp,N(CH,)NHBOC
BN Soc
7 2 HO,C-CH,~CH, (CH,),N(CH,) NHBOC
«(CHIN doc
8 2 BOC NH(CH,_),II\I((J{Q,NHCO(CH,)z (CH,I),II\I(CH,)4NHBOC
BOC BOC

S 2 NE(CH)NHCH)NHCOCH), (CH)NH(CH N,

10 2 CF,COCH- HN*c-mcn,coma( (C!-IQ),NH(C!-IQ)‘NH,

HN" «2 CF,COOH
n 2 HCl - NH, CH;CHQ—{; J-Hal
H
HN.
12 2 12HSO,+  SC-NHCH,CONH cm—cnz—(N ]-mnzso4
H,N N ‘
H
NH
B 2 HCONH cnz-cnz-tf «12H,S0,
NHz
N, NH
14 2 :C—NHCH,CONH CH. +12H,S0,
HEN"  -12HSO, “NH,
Figure I
én, TX(N—(CHQS-N-—(CH».—NIRS
Composé R, R, R,
15 NO, BOC BOC
16 Sc-NHCH,CONH
N7 T HCH, BOC BOC
* CF,COH
H H
17 NO, .CF,COH +CF,COH
18 '\>C—NHCHQC0NH H H
N +CF,COH - CF,COH

- CF,COH

C
N: H
( \S N 0
f,j { ¢ i ﬂ_ll
R-NH-CH,~CH, s , O . CG1-OCH;
|
Composé n R
19 0 BOC
20 1 BOC
21 1 H«CF;COH

Figuere V

ONEH:
/TN
o Y MY P
CH, 1~lz CONH-(CH,),-C -CH,CO,H
N CH,3 CH; \NH2

N
] N-CH,
N CH,CO0™
H ¢q,
2

dant, dans la partie supérieure du spectre, et permettant
de déduire la valeur de la masse moléculaire du composé,
- quelques ions significatifs de la structure mais de plus
faible abondance dans la partie intermédiaire du spectre,
- enfin, aux masses peu élevées, des ions plus abondants,
caractéristiques des groupements fonctionnels.

En ce qui concerne le spectre FAB en mode négatif du
composé 5, on observe, outre l'ion quasimoléculaire
[M-H]" (m/z = 788), un autre ion (m/z = 824) correspon-
dant & [M +CIJ5; cette attribution a été confirmée par la
distribution isotopique de cet ion imputable a I’atome de
chlore [m/z = 824-826 (3:1)].

Pour les composés 6, 7, 9-14, 16-18 et 21-22 qui avaient
été isolés sous forme de sel, leur nature (cationique ou
anionique) conditionne le choix du mode d’ionisation et
les résultats obtenus sont en accord avec ceux relatifs &
divers sels organiques que nous avions précédemment
publiés [23-25].

Ainsi pour les composés 12 et 14 qui présentent une
structure cationique du type C*, HSO3, I'ion C* (m/z re-
spectivement égal a 451 et 425) est observé avec une abon-
dance notable dans les spectre FAB en mode positif. De
plus la présence dans le spectre de I’ion adduit [C+H,-
SO,]* (m/z respectivement égal a 549 et 523) permet de
confirmer que D'anion sulfate fait bien partie de la
molécule.

Dans le cas du composé 7, +qui présente une structure
anionique du type A", (C,Hy), NH, I’anion A~ (m/z = 682)
est Iion le plus abondant dans le spectre FAB en mode



Composé Formule brute

10

n

14

15

16

C24H3gN4O5
C24H4oN4Os
C31H43NsOg
C31HysNsOg
CasHe7N70¢
CasHgN70g

C34HsoNgO7

«HC1
CisHygNsOg

+(CoHs)»3N

CsyHgoNgO12

C32HsoNgO4

- 4 CF4COOH
Co4H34Ng03

+3 CF3COOH
C19Hz1NsO,
«2HCl
CapH2NgO3
« H,S0,

CigHgNsOq

* 172 H3804
CaoH24Ng03

*H,S04

Cy9H4sN70g

Ca9HysN70g
C33HsaN1 07

« CH;COOH

Masse
moléculaire

494
464
613
583
789
789
682 + 36
718
683 + 101
7;4

1010

610 + 456

1066
482 + 342

24
351+72
4;3
450+ 98
5:8

353 +49

402
424 + 98

522
619

619

688 + 60

748

Table I

Spectres de masse FAB des composés 1-22

Mode
d'ionisation
+ = mode positif

-= mode négatif  structure moléculaire  des groupements BOC

Ion(s) caractér-
istique(s) de la

M+HJ+
495 (17)
M+H]*
465 (35)
M+H]*
614 (100)
M+H]*+
584 (4)
[M+H]*+
790 (100)
[M-HJ
788 (20)
M+H-HC1]+
683 (32)

M-H-(CHs);NI-
682 (100)

M+H]+
1011 (4)

[M+H-4CF3 COOH]*
611 (18)

[M+H-3CF; COOH]*
483 (100)
[M+H-2CF3 COOH]+
597 (10)
M+H-2HCI)*
352 (36)
[2M+H-2HCIJ*
703 (1)
[M+H-H,SO4]+
451 (23)
[M+H]+
549 (8)
[M+H- 172 HyS04]*
354 (100)

[M+H-HySO4]*
425 (100)
M4H]}*
523 (45)
M+H]*
620 (35)

M-HI
618 (100)
[M+H-CH3COOHJ*

689 (38)

m/z (intensité relative, %)
Ions résultants ITons résultants de
de la fragmentation la fragmentation des
liaisons peptiques.
B Y
395 (31), 339 (100), 150 (29) -
295 (9)
395 (35), 309 (28), 120 (100) 346 (47)
265 (15),
514 (86)
484 (24), 428 (20), 239 (48) 346 (12)
384 (13) 120 (100) -
583 (1), 239 (72) -
483 (11) 120 (100)
100 (100)
911 (31), 855 (2), 239 (26) 346 (25)
811 (5),711 (D), 120 (100)
611 (22)
- 239 (19) -
120 (100)
_ 239 (12) -
120 (17)
_ 239 (9) -
120(17)
- 239 (32) -
120 (50)
520 (45), 464 (39), 275 (100) -
420 (19) 123 (95)
518 (10) = -
418 (5)
- 123 (100) -

Autres ions
caracteris-
tiques

824
(100)

97 (100)
44 (28)

355 (4)
97 (100)

355 (30)

781 (3)
[M+Gly-
cérol+H
-CH3COOH]+



Table I (continued)

Composé Formule brute Masse m/z (intensité relative, %)
moléculaire Ion(s) caractér- Ions résultants Ions résultants de Autres jions
+ = mode positif istique(s) de la de la fragmentation la fragmentation des  caracteris-
-= mode négatif structure moléculaire  des groupements BOC liaisons peptiques. tiques
B Y
17 Ci9HygN704 419 +228 [M+H-2CF3COOH]+ - 275 (42) = -
= 420 (100) 123 (26)
»2 CF;COOH 647
17 CigHygN7yO4 419 + 228 [M-H-2CF3COOH]- - - - 227 (9)
= 418 (2) 113 (100)
+ 2 CF3COOH 647 [M-H-CF3COOH]-
532(5)
18 CyppH3gNigO3 488 + 342 [M+H-3CF3COOH}+ - 245 (21) - -
= 489 (57) 123 (100)
» 3 CF3COOH 830
19 CisHigN3S;04 369 M+H]+ 270 (50) - - -
370 (100)
20 Ca7H31N95,0¢ 613 M+H]+ 514 (90) - - -
614 (100) -
21 CyHy3N78,04 513+ 114 [M+H-CF3COOH]+ - - - -
= 514 (100)
+ CFCOOH 627
22 C3gHy3N1g04 715+ 119 [M-CH3COOH-CH;COO 1+ - - - -
« CH;COOH, = 715 (100)
CH;CO0O- 834

négatif (Figure VI)[le spectre FAB en mode positif de 7 ne
comporte comme principal ion que le cation triethylam-
monium (C,H,), NH, m/z = 102].

Enfin le spectre FAB en mode positif du composé 22, ce
dernier étant du type C**, 2CH,COO", montre qu’il est pos-
sible de caractériser un cation doublement chargé a partir

de I’ion simplement chargé (m/z = 715, Figure VII), corre-
spondant 2 la perte d’un proton selon ’équation suivante:

++—H+ +
C ——— [C-H]

100 o

=~ o @
o o o
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Figure VI. Spectre de masse FAB en mode negatif de 7.
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Figure VII. Spectre de masse FAB en mode positif de 22.
Pour tous les composés étudiés, les fragmentations amides sont en accord avec celles proposées pour les com-
observées en mode positif et impliquant les liaisons posés similaires que sont les peptides [26]. Ainsi, dans le

Schéma I spectre du composé 2, on observe, énumérés suivant la
nomenclature de Roepstorff et Fohlmann [27], les ions B
(m/z = 120) et Y" (m/z = 346) caractéristiques respective-

NH- —N— —NHB . q
HN ﬁ’ (CHa)s i (CHy *© ment des ses parties N- et C-terminales (Schéma I).
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Une autre fragmentation caractéristique, conduisant a
la formation de I’ion m/z = 355, a également été observée
sur les specires des composés 12 et 14. Cette fragmenta-
tion (Schéma II) est similaire & celle préalablement
observée dans les spectres FAB de certains peptides
linéaires [28] et cycliques [29].

Les spectres FAB positif des analogues de la nétropsine
comportant un ou plusieurs groupements protecteurs
t-butoxycarbonyle (BOC) présentent des fragmentations
spécifiques de ce groupement, déja décrites dans le cas de
BOC-aminoacides [30] et de BOC-peptides [26]. Ainsi le
BOC est caractérisé par les pertes successives (56 daltons
d’abord, 44 daltons ensuite) ou simultanées (56 + 44 =
100 daltons) de C,H, et CO, (Schéma III). Plus générale-
ment, lorsque le composé comporte n groupements BOC,
cela se traduit par la présence aux masses élevées de (n +
1) ions séparés par 100 daltons. Par exemple, dans le spec-
tre FAB en mode positif du composé 8 M = 1010), qui
posséde quatre groupements BOC, les ions suivants sont

Schéma I
+H* CH,
~CHg
R—NH—ﬁ-O-(f-—CH, —_—
o CH
™ +H}
+H' —CO, +
R—NH-'CI—OH i R—NH;
M + H-CHy* M + H-CHy - COJ*

observés: m/z = 1011, 911, 811, 711 et 611 (Tableau I et
Figure VIII).

Figure IX
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Spectre de masse FAB en mode positif de 8.



Enfin les spectres de masse de la plupart des composés
étudiés comportent, dans la région correspondant aux mas-
ses peu élevées, divers ions caractéristiques de leur struc-
ture, et présentés dans la Figure IX.

Conclusion.

Les spectres FAB en mode positif (et éventuellement
négatif) des analogues et dérivés de la nétropsine étudiés
dans ce travail présentent d’intéressantes propriétés an-
alytiques. D’une part ils permettent de déterminer la
masse moléculaire du composé, d’autre part, lorsque le
compose est un sel, la présence d’un ion adduit permet de
déterminer sans ambiguité la nature du contre-ion.

Dans le cas des composés possédant des groupements
protecteurs BOC, il est en outre possible de déterminer le
nombre de ces groupements, et ce & partir des fragmenta-
tions caractéristiques résultant en une perte de 100 dal-
tons. Les autres ions fragments présents dans ces spectres
sont généralement peu abondants et appartiennent aux
deux catégories attendues, & savoir ions fragments des
parties N- et C-terminales. Par rapport aux spectres FAB
des composés apparentés que sont les peptides [21], les
spectres étudiés dans ce travail présentent comme spécifi-
cité une plus grande abondance des ions acylium
caractéristiques de la partie N-terminale.

En résumé, la spectroméirie de masse FAB constitue
une méthode analytique de choix pour la caractérisation
des dérivés de la nétropsine, et ce a partir d’une faible
quantité d’échantillon et dans un temps trés bref.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres FAB en modes positif et négatif ont éié
enregistrés sur un spectrométre de masse JEOL DX300, équipé
du traitement automatique des données DA 5000. Le gaz utilisé
est le xénon. L’énergie du faisceau d’atomes neutres est égale 4 3
Kev et le courant d’émission & 20 mA. Les matrices utilisées sont:
le glycérol, le mélange glycérol-thioglycérol (50:50, v/v) ou
'alcool meta-nitrobenzylique. Pour chaque spectre, 2 pl d’une
solution de I’échantillon dissous dans 100 ul de la matrice sont
déposés sur la cible.
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