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Propyle
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Index de sélectivité
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Tétrahydrofurane
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Triisopropylsilyle
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Préambule

Preambule

Le paludisme et la toxoplasmose sont deux maladies causées par des parasites de la famille des
apicomplexes. Ils représentent un séricux probléme de santé publique (notamment le paludisme),
auquel il est urgent de trouver de nouveaux traitements efficaces. Le projet des travaux effectués au
cours de cette these sur la synthése de nouveaux composés antipaludiques et antitoxoplasmoses est axé
sur deux thématiques de recherche, qui sont d’une part la synthése de composés spiro-cycliques

antipaludiques, analogues de produits naturels, les aculéatines (Fig 1), et d’autre part, la syntheése

modulable de nouveaux cyclotétrapeptides antitoxoplasmoses, analogues de FR235222.

(o]
I8
’

aculéatine A FR235222 HO

Fig 1 : produits naturels antipaludiques et antitoxoplasmoses

¥ Dans la premiere thématique, notre étude s’est concentrée au niveau des réactions de spiro-
annélation oxydante (Schéma 1) induite par des réactifs a I’iode hypervalent (II) (Fig 2). Ces
réactifs sont de plus en plus appréciés en synthése organique pour leur stabilité, et leur
utilisation dans des conditions douces. Nous nous sommes intéressés aux composés de type
[bis(acyloxy)iodo]benzéne, en particulier au PIDA [phényliodonium (III) diacétate] et au
PIFA [phényliodonium (III) bis(trifluoroacétate)].

R

R
0=\ & =0
0] 0]

PIDA : R = CHg
PIFA : R =CF;

Fig 2 : réactifs a ’iode hypervalent (II1) PIDA et PIFA

v Afin d’obtenir rapidement de nouveaux analogues des aculéatines, nous avons opté pour une
stratégie de réactions en cascade en ‘un pot’, via la formation d’intermédiaires réactionnels qui

n’avaient jusqu’a présent pas été élucidés ou réalisés. Lors de la réaction d’oxydation

L
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phénolique par les réactifs a I’iode hypervalent, le cation phénoxonium 1 formé (Schéma 1)
peut étre piégé par différentes entités, pouvant aboutir a la formation de nouvelles espéces
¢lectrophiles réactives. Les intermédiaires générés peuvent étre eux-mémes piégés de facon
intra ou intermoléculaire lors de différentes réactions en cascade, jusqu’a aboutir a un produit
final, analogue des aculéatines. Nous nous sommes intéressés a la formation d’intermédiaires
spiro-oxocarbénium ou vinyl-spiro-oxocarbénium 2 par piégeage (respective) d’une fonction
carbonyle ou d’une fonction carbonyle o,p-insaturée. Nous avons aussi exploité la capacité du
phénoxonium a piéger une fonction époxyde, afin de générer un nouvel intermédiaire
réactionnel spiro-époxonium 5. Les conditions réactionnelles nécessaires pour déclencher des
processus de réactions en cascade via la formation de ces différents intermédiaires seront

exposées dans les travaux de cette thése.

cation
cation spiro-oxocarbénium ou
phénoxonium vinyl-spiro-oxocarbénium
OH o
oxydation
o phénolique
o
. PIDA ou PIFA Nu nouveaux analogues
i R' des aculéatines
R 3 o
cation
spiro-époxonium
0 ) o}
OH
oxydation (-)-aculéatine A
phénolique Nu
—_— F —_—
R' -0 (o)
o PIDA ou PIFA nouveaux analogues
( R' des aculéatines
R R N R
L ) . u R

Nu 5 6

Schéma 1 : réactions en cascade d’oxydation phénolique

v Les travaux réalisés au cours de cette thése touchent également au concept de réactions
tandem d’oxydation phénolique, par activation simultanée d’au moins deux fonctions au sein
de la méme molécule. L’enjeu de cette stratégie de synthése est de trouver les conditions
optimales afin d’éviter des interférences entres les différents intermédiaires des deux réactions
d’oxydation simultanées en ‘un pot’. Les méthodes développées afin d’obtenir ’analogue
hybride (Schéma 2) par réactions tandem désynchronisées en un ‘pot’ seront également

présentées.
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oxydation
phénolique i
_______ oxydation
' i furanyl-2-méthanol 0
. OH: - \
U 0
Lo DS R-O °
e | \
OH o

analogue hybride

Schéma 2 : réaction tandem d’oxydations phénolique-furanyl-2-méthanol

# La deuxiéme thématique développée durant les travaux de cette thése se concentre sur la
diversification d’une librairie de nouveaux composés cyclotétrapeptidiques, en privilégiant un
acces a la fois modulable et court. Des réactions de chimie radicalaire avec les xanthates 7 et
les thioacides 8 (Schéma 3) ont été mises en place afin d’obtenir une grande diversité de
cyclotétrapeptides en peu d’étapes. Afin de diversifier le squelette cyclopeptidique et d’obtenir
un élargissement du cycle en seulement une étape, une méthode de réduction de liaison C-N
en présence de Sml, a également été¢ étudiée. Les différentes stratégies des synthéses
développées, ainsi que les résultats de 1’évaluation biologique des différents analogues seront

€XpOoses.

R? 0 F—\/RS
R2: N y

HN =0 o)
od (@ iy

;/1 ou?2 1 étape\x
R 9 RS étape(s) ||

R5
R2: N\/ réactions de couplage RZ.})'\_ /3/

HN ’—FO radicalaire ,/o
0 @ NH cétone U ﬁ\ thioester
R3\§4 N diversification 3" /[2)
0] des fragments S
l1 étape l l l1 étape

réduction de liaison
C-N avec Sml,

B o B g
O _HN \U, O HN
R1 /NRS R1 B R5
R2 o diversification RQ\ @
i @ o du squelette
}\\ s cétone >\\ thioester
0 S N‘m 2
R® ReH R4H
O S/[(R7

Schéma 3 : synthéses modulables de nouveaux cyclopeptides
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Finalement, ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres :
9

O
0'0

&
0'0

Dans un premier temps, plusieurs rappels bibliographiques seront effectués sur le paludisme et
sur la toxoplasmose. Les formes cliniques, les données épidémiologiques, ainsi que les

moyens thérapeutiques seront exposés.

Dans un deuxiéme chapitre, une analyse de la littérature en rapport avec les deux familles de
produits d’origine naturelle, les aculéatines (antipaludiques) et les tétrapeptides cycliques
(antipaludiques et antitoxoplasmoses), sera effectuée. Une partie bibliographique exposera les

synthéses antérieures de ces deux familles de produits naturels.

Une troisiéme partie sera consacrée aux résultats des travaux de synthése de nouveaux
analogues, naturels et synthétiques des aculéatines : plusieurs paramétres ont été étudiés en

vue d’établir des études de relations structure-activité.

Le quatriéme chapitre rassemble les résultats des travaux de synthéses de nouveaux
tétrapeptides cycliques. Les propriétés biologiques des nouveaux analogues obtenus, ainsi que

les caractéristiques structurales nécessaires a 1’optimisation de 1’activité antitoxoplasmoses.
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Chapitre I : Le paludisme et la toxoplasmose

Introduction

Plasmodium falciparum, 1’agent étiologique du paludisme et Toxoplasma gondii, I’agent responsable
de la toxoplasmose, appartiennent a la grande famille des apicomplexes qui sont des organismes
unicellulaires tous parasites des métazoaires. Le phylum des apicomplexes est constitué de plus de
4000 espéces de protistes parasites, dérivant d’un plaste non photosynthétique. Présents dans les
cellules eucaryotes végétales, les plastes sont des organites limités par deux membranes, les plus
connus sont les chloroplastes, intervenant dans la photosynthése, les amyloplastes, spécialisés dans le
stockage d'amidon, ou encore les chromoplastes, qui donnent leurs couleurs aux fruits. Les
apicomplexes possedent une combinaison caractéristique d’organelles appelée le complexe apical qui
a donné son nom au phylum. Ce complexe est situé dans la zone antérieure de la forme invasive et
comprend trois organites sécrétoires, les micronémes, les rhoptries et des anneaux polaires constituants

les microtubules!"

(Fig L1). Les contenus de ses organelles spécialisés sont déchargés
séquentiellement au cours de I’invasion. Ce processus contribue a I’¢laboration d’un compartiment
membranaire (la vacuole parasitophore) au sein duquel se développent les parasites. Par ailleurs, les
parasites apicomplexes présentent deux organites contenant des éléments génétiques extranucléaires,

qui sont la mitochondrie et 1’apicoplaste (un plaste vestigial).

Plasmodium falciparum
merozolte

tomplexe apical
(anneaux polaires}

Toxoplasma gondii

tachyzolte Conoid

| G ‘micronémes
\ rhoptries
granules denses
/ il microtubules
subcellulaires
.- | —— membrane
M innerte
: \ ! mitochondrie
apicop
U] .

noyaux

reficulum
endoplasmique
membrane
plasmique

péile posterieure

Fig 1.1 : caractéristiques structurales des apicomplexes 7. gondii et P. falciparum"’

Dans ce chapitre sera présentée dans un premier temps I’infection la plus meurtriére causée par les
apicomplexes qui est le paludisme, ensuite sera exposée la toxoplasmose une infection opportuniste
trés répandue dans le monde. Etant donné que les agents responsables de ces deux parasitoses sont de
la méme famille, des composés antipaludiques peuvent potentiellement agir en tant que composés

antitoxoplasmoses et réciproquement.
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I) Le paludisme

& 1) Généralités

Le paludisme (du latin palus, paludis, marais), ou malaria (de I’italien mal aria, mauvais air), est la
maladie parasitaire la plus répandue dans le monde. Pour la moitié de la population mondiale (3,3
milliards de personnes), le paludisme demeure I’un des pires fléaux en matiere de santé publique.
Selon les estimations du rapport 2011 de 1’Organisation Mondiale de la Santé,”” 216 millions
d’épisodes palustres ont été enregistrés en 2010, dont 81% en Afrique. Le nombre des déceés dus au
paludisme a été estimé a 655 000, et 91% des cas concernent toujours le continent Africain. Sur ce
continent, le paludisme est la premiere cause de mortalité et de morbidité. A 1’échelle mondiale, ce
sont les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans (86% des déces) qui sont les cibles les plus
vulnérables.

Les pays d’Europe, non endémiques, connaissent le paludisme d’importation. En 2011, la France a
enregistré 3560 cas importés, soit une baisse de 25% parrapport a 2010, grice aux méthodes

préventives.

Estimation de la charge mondiale de morbidité Estimation de la pauvreté dans le monde
et de mortalite palustres

Charge croksante de monbidie

Charge croissante de pau\n’glé»
——

2t de mortalite %Imﬁ 5

Draprés: Donndes REMYJ). Sachs 1999

Fig .2 : répartition géographique du paludisme dans le monde (données Roll Back Malaria 20102

En plus des conséquences humaines, le paludisme est a la fois une maladie due a la pauvreté et une
cause de pauvreté (Fig 1.2). Les économistes attribuent au paludisme un déficit de croissance annuel
pouvant atteindre 1,3% dans certains pays d'Afrique. Au fil des années, 1'écart se creuse entre le PIB
des pays selon qu'ils sont touchés ou non par le paludisme et c'est la croissance économique de toute la
région qui est pénalisée. Le cout direct du paludisme recouvre les dépenses individuelles et publiques
pour la prévention et le traitement de la maladie. Dans les pays fortement impaludés, ces dépenses
peuvent représenter jusqu'a 40% des dépenses de santé publique, 30-50% des admissions hospitaliéres

et jusqu'a 50% des consultations externes. Le colt indirect du paludisme inclut la perte de productivité
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ou de revenu associée a la maladie ou au déces. Le paludisme entrave également la scolarisation et le
développement social des enfants en raison de l'absentéisme et des atteintes neurologiques
permanentes, le ralentissement du flux d’échanges commerciaux des investisseurs étrangers et du
tourisme.

Conscients du fardeau que le paludisme peut avoir sur le développement économique, les
gouvernements d'Afrique consacrent désormais davantage de ressources (Tableau 1.1) a la lutte
antipaludique conformément & la déclaration d’Abuja en Avril 2000.”! L’objectif de cette déclaration
est de réduire de 50% la mortalité et la morbidité palustre en 2010, selon une action globale de
I’initiative « Faire Reculer le Paludisme » FPR (Roll Back Malaria) lancée par les dirigeants de
I’OMS, ’UNICEF, PNUD et la BM. Le bilan de cette action est positif (Tableau I.1), essentiellement
grace a une forte campagne de sensibilisation sur les méthodes de préventions, notamment 1’utilisation
des moustiquaires imprégnées d’insecticides. L’incidence estimée du paludisme a réduit de 17% entre
2000 et 2010, les taux de mortalité ont diminué de 26%. Ces chiffres restent cependant inférieurs aux

objectifs de la déclaration d’Abuja pour 2010.

2000 - 2006 2007 -2010 2010 -2015
Taux de contamination annuel 400 millions 247 millions
Taux de mortalité par an 1,7 a2,7 millions 0,7 millions
Besoins financiers < 100 millions $ 2,5 milliards $ 5 milliards $

Tableau I. 1 : rapport 2011 de I’OMS sur le paludisme

& 2) Plasmodium, agent du paludisme

L’agent pathogéne du paludisme (Plasmodia) a été découvert en 1880 a I’hopital militaire par un
médecin de I’armée francgaise, A. Laveran, qui régut le Prix Nobel en 1907 pour cette découverte. En
1897, le médecin anglais Ronald Ross a prouvé que les moustiques étaient les vecteurs du paludisme
aviaire. Ensuite, le scientifique italien Giovanni Battista Grassi montra qu’il en était de méme pour le
paludisme humain. Parmi plus d’une centaine d’espéces de Plasmodia, seules quatre espéces
parasitent I’homme : P. malariae, P. vivax, P. ovale et P. falciparum, de loin la plus dangereuse (80%

des cas mortels).
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¢ le cycle de développement du Plasmodium

Les Plasmodia ont un cycle de vie complexe qui passe par différentes phases et fait intervenir trois
acteurs qui sont : le parasite (Plasmodium), un vecteur (I’anophéle femelle) ou a lieu la reproduction
sexuée et un hote intermédiaire (un vertébré, I’homme dans le cas présent) ou a lieu la multiplication

asexuée (Fig 1.3).

Cycle chez I'humain

[reproduction asexuée) |
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Fig 1.3 : cycle de transmission du paludisme

a) Le cycle chez I’homme

Le cycle chez ’homme peut étre subdivisé en deux parties : le cycle hépatocytaire et le cycle intra-
érythrocytaire.

Le cycle hépatocytaire ou exo-érythrocytaire commence lors de la piqlre par 1’anophele femelle.
L’anophele injecte dans le tissu sous cutané de I’hote le parasite sous forme de sporozoites, formes
infectieuses mobiles, contenues dans la salive anticoagulante du moustique. Les sporozoites circulent
dans le sang et atteignent le foie en quelques minutes ou ils s'y multiplient par schizogonie (divisions
cellulaires) pendant dix a quinze jours. Pour certaines especes n’incluant pas P. falciparum, 1’infection
hépatique peut devenir latente et permettre au parasite de survivre longtemps dans l'organisme, alors
qu'il aura disparu du sang. C'est ce qui explique les rechutes a longue échéance des infections causées
par les especes P. vivax et P. ovale.

Le cycle intra-érythrocytaire commence apres éclatement de [’hépatocyte, les sporozoites sont libérés

sous forme de mérozoites. Ceux-ci circulent dans le sang et vont infecter les globules rouges, ou ils se
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reproduisent de maniere asexuée par schizogonie dans les érythrocytes. Les globules rouges parasités
finissent par éclater et libérent les mérozoites qui vont gagner d'autres globules rouges pour continuer
leur prolifération. Ce sont ces €éclatements brutaux et synchrones a ’issue de chaque cycle qui sont a
l'origine des acces de fievre. La destruction des hématies provoque une anémie et, dans le cas du
paludisme cérébral, la mort intervient a la suite d'une obstruction des vaisseaux sanguins du cerveau
par les globules rouges infectés.*! Aprés environ une semaine, induit par certains facteurs de stress,
une faible proportion de mérozoites va se différencier en gamétocytes males et femelles. A la suite

d’une nouvelle piqlre par un moustique, les gamétocytes sont ingérés avec le repas sanguin.

b) Le cycle chez I’anophéle

Le cycle chez I’anophele commence par la piqlire d’une personne malade par le moustique vecteur.
Dés I’arrivée dans ’estomac de I’anophele, les gamétocytes se transforment en gameétes. Les
gamétocytes males subissent 1’exflagellation leur permettant d’acquérir la mobilité tandis que les
gamétocytes femelles se développent en macrogametes. Apres fécondation, le zygote obtenu se
transforme en ookinéte (oo = oeuf et kino = mobile) qui se fixe sous la paroi stomacale externe en
formant I’oocyste. Cette bréve phase diploide s’acheve par une division méiotique suivie par plusieurs
milliers de mitoses conduisant au développement de sporozoites. Aprés éclatement de 1’oocyste, les
sporozoites libérés dans 1I’hémolymphe migrent préférentiellement vers les glandes salivaires du

moustique et un autre cycle recommence.

II) La toxoplasmose

& 1) Généralités

Tout comme le paludisme, la toxoplasmose (du grec foxon, arc et plasma, forme) est une maladie
parasitaire dont 1’agent est un protozoaire de forme arqué, Toxoplasma gondii. Présente partout dans le
monde, la toxoplasmose est I’infection parasitaire la plus commune chez les animaux a sang chaud,
mammiferes et oiseaux. L’homme s’infecte le plus souvent par ingestion de kystes contenus dans les
viandes mal cuites, de la charcuterie crue ou d’oocystes souillant les fruits et légumes mal lavés. Les
trois formes cliniques sont : la toxoplasmose acquise, en général inapparente ou bénigne, la
toxoplasmose congénitale qui peut étre a I'origine de foetopathies graves, et la toxoplasmose de
I’immunodéprimé. Touchant un tiers de la population mondiale, sa prévalence chez les humains varie
d’une région a ’autre avec une grande variabilité (de 7 a 80%) essentiellement liée aux habitudes
alimentaires des différents pays et a la température moyenne des différentes zones géographiques du
globe. L’incidence de la toxoplasmose est difficile a évaluer puisque la plupart des infections restent

asymptomatiques. Elle est faible en Asie ou en Amérique (inférieure a 30%), plus élevée en Afrique
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ou en Europe du Sud (supérieure a 60%). En France, la séroprévalence est en baisse. Actuellement elle
est de 50%. Chez I'immunodéprimé, la toxoplasmose inaugurale du SIDA est en nette régression avec
une incidence de 250 par an depuis la mise en place des protocoles de HAART."” En revanche, le
nombre de toxoplasmoses liées aux greffes d’organes solides ou aux greffes de moelle est en
augmentation,'” elle est I’infection parasitaire la plus fréquente chez le transplanté. Sa prévalence chez
les femmes enceintes a été estimée a 2700 par an soit environ 3 pour 1000 grossesses, parmi lesquelles
600 toxoplasmoses congénitales, aboutissant a la naissance de 175 enfants symptomatiques’’

(choriorétinites essentiellement, hydrocéphalies).

& 2) Toxoplasma, agent de la toxoplasmose

L’agent responsable de la toxoplasmose est Toxoplasma gondii qui est la seule espéce connue a ce

jour. En 1908, Nicolle et Monceaux découvrent le parasite!”

dans les tissus d’un rongeur
(Ctenodactylus gondii). Ce n’est que dans les années 1920-1930 qu’apparaissent les premicres
descriptions de cas de toxoplasmose humaine. En 1939, Wolf et son équipe exposent la nature
congénitale de la maladie aprés avoir isolé le parasite chez un enfant atteint agé d’un mois. Avec la
mise au point des premiers tests sérologiques, dans les années 1940, I’importance de la prévalence de
la toxoplasmose humaine a pu étre mise en évidence. Dans les années 1960, Desmonts définit le role
dans la transmission de la maladie de la consommation de viande insuffisamment cuite. Le role du
chat comme hote définitif du parasite n’a été compris que plus tardivement en 1965. Hutchison réussit
a transmettre le parasite a une souris en la nourrissant d’excréments de chats, puis, en 1970, Frenkel

observe le parasite sous forme d’oocyste (stade de développement sexuel) dans I’intestin du chat. Le

parasite 7. gondii peut exister sous trois formes :

» La forme végétative en arc (tachyzoite), elle se multiplie dans les cellules de 1’hote
(principalement dans la lignée macrophagique). Les tachyzoites sont les formes du parasite a

I’origine des lésions cliniques.

» Le kyste est sphérique ou ovoide, il résulte de nombreuses multiplications d’une forme
végétative qui a colonis¢ une cellule hote. Le kyste contient plusieurs centaines ou milliers de
bradyzoites, formes a division lente, non pathogénes. Les kystes sont localisés principalement
dans le tissu nerveux et les muscles, et représentent la principale forme de dissémination du
parasite. Les kystes persistent dans ces tissus jusqu’a la mort de 1’héte. La production

d’antigénes permet d’entretenir I’immunité. Ces kystes, trés résistants, peuvent survivre
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plusieurs jours a température ambiante. Leur destruction peut se faire par exposition a des

températures extrémes (—13°C ou 67°C) ou a des irradiations y.

» L’oocyste est le fruit de la multiplication sexuée du parasite dans 1’intestin de 1’hdte définitif
représenté souvent par le chat. Il peut étre responsable de la contamination humaine par les
aliments souillés par les féceés des chats. Il est particuliérement résistant, méme a certains
détergents, et peut ainsi survivre plusieurs mois dans le sol. Cependant, la chaleur, le froid et

la dessiccation peuvent conduire a sa destruction.

¢ le cycle de développement de 7. gondii

Le cycle de développement de T. gondii est complexe dans la diversité des formes parasitaires et des
hotes impliqués. Il possede une reproduction sexuée, son cycle fait intervenir généralement le chat
comme hote définitif et tous les animaux homéothermes comme hote intermédiaire. La toxoplasmose
est également une maladie a trois acteurs : le parasite (Toxoplasma gondii), ’homme (1’héte

intermédiaire) et le félin (1’hote définitif).
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Fig 1.4 : cycle de transmission de la toxoplasmose
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a) Cycle asexué chez I’homme (ou autre mammifére ou oiseau)

Le cycle asexué englobe les deux premiéres formes du parasite, tachyzoite et bradyzoite, et débute par
I’ingestion d’oocystes ou de kystes : les kystes sont contenus dans la viande crue ou peu cuite ; les
oocystes sont présents a la surface de la terre ou des plantes apres avoir été souillées par les déjections
de chats. Chez I’hote intermédiaire, les oocystes liberent les sporozoites qui pénétrent I’épithélium
intestinal et se différencient en tachyzoites. Ces derniers se multiplient rapidement, de facon asexuée
dans les cellules épithéliales de I’intestin puis dans les macrophages situés au niveau de la paroi
intestinale de I’hote : il s’agit de la phase septicémique. Les macrophages servent alors de véhicules
jusqu’a la circulation sanguine ou les parasites seront dissémingés aprés rupture de la cellule hote et
envahiront de nombreux tissus cellulaires. La forme tachyzoite est responsable de la réponse
inflammatoire et de la destruction des tissus, a 1’origine des manifestations cliniques de la maladie.
Ces manifestations restent généralement trés faibles et la maladie passe souvent inapergue pour la
personne contaminée. Aprés 7 a 10 jours, la réponse immunitaire de 1’hote force le parasite a
s’enkyster dans des organes a faible réponse immunitaire (oeil, cerveau, muscles...). Ces kystes
peuvent ensuite survivre jusqu’a la mort de 1’héte : D’infection est alors dite chronique. La
réactivation™ de la maladie (conversion tachyzoite-bradyzoite) n’a généralement pas lieu, sauf dans le
cas des personnes immunodéprimées (contamination par le SIDA ou suivi de traitement apres

transplantation).

b) Cycle sexué chez les félins hotes définitifs

Le cycle sexuel débute deux jours aprés ’ingestion des kystes par le félin (chat, jaguar, couguar
etc...). Les bradyzoites libérés pénétrent les cellules épithéliales de I’intestin gréle et se multiplient par
reproduction asexuée pour former plusieurs générations de schizontes ; les mérozoites relachés par les
schizontes sont a I’origine de la formation des gametes males et femelles. Apres fertilisation et
multiplication du parasite, les cellules épithéliales infectées éclatent et libérent les oocystes dans le
lumen intestinal. Lorsque ceux-ci sont rejetés dans le milieu extérieur avec les excréments, ils ne sont
pas infectieux : la sporulation s’effectue dans les jours qui suivent, généralement de 1 a 5 suivant les
conditions de température et d’aération. Les oocystes sporulés contiennent deux sporocystes
ellipsoidaux contenant eux-mémes chacun quatre sporozoites. Un nouveau cycle peut alors débuter.

La transmission directe (ou verticale) d’un hote intermédiaire a un autre sans passer par le cycle sexuel
est une caractéristique toute particuliére, non retrouvée dans le cas de Plasmodium et non habituelle

chez les apicomplexes.
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III) Les movens de lutte contre le paludisme et la
toxoplasmose

Les luttes dirigées contre les parasites 7. gondii et P. falciparum sont diverses et peuvent se révéler
efficaces avant d’étre confrontées aux problemes de résistance développée par les parasites. Dans le

cas du paludisme, la lutte peut aussi étre dirigée contre le vecteur (moustique).

& Méthodes préventives

a) Vaccins antipaludiques et antitoxoplasmoses

Actuellement, il n’existe aucun vaccin pour I’homme, que se soit contre le paludisme ou contre la
toxoplasmose, bien que plusieurs projets dont certains trés prometteurs (dans le cas du paludisme)

soient en cours d’étude.”

Cependant, un vaccin contre la toxoplasmose est actuellement
commercialisé pour usage vétérinaire, il s’agit d’un vaccin faisant intervenir la souche atténuée S48
utilisé en Europe et en Nouvelle-Zélande pour éviter I’avortement des brebis. Ce vaccin ne peut pas
étre applicable a ’homme pour différentes raisons : I’immunisation reste de courte durée, de plus, une
réactivation des bradyzoites en une forme pathogéne n’est pas a exclure. Finalement, pour limiter ce
risque, la conception de vaccins a base de parasites « entiers » est une alternative mais ne constitue pas
I’essentiel des recherches dans le domaine. Dans le cas des vaccins basés sur des antigénes, les

N ’ 1
premiéres études'”!

se sont focalisées sur des molécules exprimées pendant la phase aigué de
I’infection : il s’agit essentiellement de vaccins a base de protéines recombinantes ou d’ADN utilisant
des antigénes de surface (SAG1), des antigénes des granules denses''!! (GRA1), des protéines des

rhoptries (ROP2) ou des micronémes!'* (MIC3).

b) la lutte dirigée contre le moustique

Dans le but d’éradiquer le moustique, ’OMS avait lancé dans les années 1950-1960 une grande
campagne sur [’utilisation intensive d’insecticides, tel que le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT).
Cette stratégic a été abandonnée en 1969, car I’utilisation intensive d’insecticides a favorisé
I’apparition de souches de moustiques résistantes. D’autres mesures ont été privilégiées depuis, telles
que I’assainissement, la lutte anti-larvaire, la dispersion d’anophéles males stériles dans la nature,
interventions génétiques sur les espéces vectrices. Mais ces mesures ne sont efficaces que sur un
territoire limité. Il est tres difficile de les appliquer a 1'échelle d'un continent tel que I'Afrique par
exemple. En attendant 1’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide perméthrine ou de

dérivés de pyréthrinoide reste la seule méthode de prévention efficace et accessible aux populations.
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& 2) Méthodes curatives

a) les principaux médicaments antipaludiques et antitoxoplasmoses

Le traitement médicamenteux est la seule méthode qui s’est avérée efficace dans la lutte contre le
paludisme et la toxoplasmose. Les principes actifs des principaux médicaments antipaludiques et
antitoxoplasmoses peuvent étre regroupés selon leurs structures chimiques et propriétés biologiques
(Fig 1.5). Les composés a la fois antipaludiques et antitoxoplasmoses ont été regroupés en 5 grandes
familles'"” qui sont : les endopéroxydes dérivés de 1’artemisinine, les sulfonamides, les biguanides, les
naphtoquinones et les antibiotiques. Les dérivés quinoléiques ont ét¢ classés parmi les composés
spécifiquement antipaludiques du fait de leur mode d’action ciblant principalement 1’hé¢me des
érythrocytes. D’autres composés tels que la monensine (utilisée dans la médecine vétérinaire) ou le

PABA sont essentiellement des composés antitoxoplasmoses.




Chapitre I : Le paludisme et la toxoplasmose

antipaludiques

4-aminoquinolines

8-aminoquinolines

amino-alcool

cl N c \o P
Chloroquine Amodiaquine ) ) \o =z
N/\/\N OH Primaquine Bulaquine
HoN
he "1 EL Wil
Piperaquine NH
Naphtoqulnone NS =

h&fa

C4Hg™

H
=
HO N
H HO, N
N
_ H5CO. N
N CFy
7
CFs N
cl
be Q .

Luméfantrine

Méfloqume Quinine

f}(
FaC

Halofantrine

C4Hg

Tafenoqume NPC-1161B

Fa

antipaludiques et antitoxoplamoses

sulfonamides

biguanides ou antifolates

naphtoquinones

/N cl
o 0 N._NH,
? H — - H N H
HQNQSW N N N
) N—7 /©/ NH \[’\L j/
NH, c HaN N
Sulfadoxme cl Proguanil T 7\‘
o Pyriméthamine =
N /©/ Og Cycloguanil | \r Atovaquone
| Y i .
2N Dapsone ’ ocrs
Sulfadlazme HzN NH )\
" OCH3
sI’N _N, c OCH;
/@/ | \L<o Triméthoprime
cl
. PHQN-6
N
*" Sulfaméthoxazole Chioroproguanil
antibiotiques

endoperoxydes

o H

OZ439R =
- r ;\©\ /\/N\)
Dihydroartémisinine o

Artéméther R = Me
Artésunate R = C=OPr

NH;
[e]

; ; OH
Azitromycine m

antitoxoplasmoses H

OH
/ oH

""'OMe

Monensine

Ho\/\/\ /g

Spiramycine |

Triméthoprime

Ho R N" o (cf antifolates)
NH, o OH
Fosmidomycine
COoH
PABA

Fig 1.5 : principes actifs qui sont devenus des médicaments a usage médical ou vétérinaire




Chapitre I : Le paludisme et la toxoplasmose

b) Traitements antipaludiques

Pendant longtemps, les traitements antipaludiques ont fait appel a des molécules trés efficaces a faible
cout et sans effets secondaires, comme la chloroquine de la famille des 4-aminoquinolines, mais sa
prescription sans contrdle a favorisé I'émergence de souches résistantes. Aujourd'hui, les soins a base
de chloroquine échouent a plus de 25% dans la plupart des pays africains touchés par le paludisme.
Face aux problémes de résistance a la chloroquine, le Fansidar qui est I’association de la sulfadoxine
(sulfamides) et de la pyriméthamine (antifolates) a été utilisé. Il a fallu moins de cing ans aux parasites
pour développer des résistantes a ce dernier. L artémisinine (endopéroxydes) et ses dérivés ont pris la
reléve a partir des années 1972, mais n’ont pas échappé aux problémes de résistance développée
principalement par P. falciparum qui sont apparus en 2005. En 1995, les combinaisons thérapeutiques
avec Dlartémisinine ont fait leurs apparitions. Au vu des résultats efficaces des combinaisons
thérapeutiques, en 2000, 'OMS a demandé¢ a tous les laboratoires pharmaceutiques de cesser
immédiatement la commercialisation et la vente des antipaludiques ne comportant comme seul
principe actif que l'artémisinine pour le traitement du paludisme simple, en raison du risque
d'apparition de pharmaco-résistance chez les parasites. Elle leur recommande de ne commercialiser
l'artémisinine que dans des associations thérapeutiques, les ACT (Artemisinin—based combination
therapy : combinaisons thérapeutique a base d'artémisinine). Pendant longtemps, les ACT sont restés
le traitement véritablement efficace sans effet secondaire. L’inconvénient de ce traitement ACT restait
cependant son prix, inaccessible pour de nombreux pays en développement. Les derniers
antipaludiques sont tous associés en bithérapie au moins, tels que [’atovaquone-proguanil
(MALARONE®), I’arthéméter-luméfantrine (COARTEM®, RIAMET®), chloroproguanil-dapsone
(LAPDAP®), ainsi que d’autres associations, toujours avec un dérivé de 1’artémisinine, a cause de leur
rapidité d’action, de leur impact sur la transmission et 1’absence de chimiorésistance de P.
falciparum a  Dartésunate-méfloquine, a [D’artésunate-amodiaquine et a D’artésunate-SP. Les
médicaments prescrits en prophylaxie sont les associations chloroquine-proguanil (SAVARINE®) et
atovaquone-proguanil MALARONE®. Malheureusement depuis 2006, des résistances aux ACT sont
de plus en plus fréquentes (voir échelle d’apparitions des résistances, Fig 1.6). Depuis mars 2007, un
nouveau médicament, I’ASAQ (artésunate et amodiaquine) a été mis sur le marché. Simple
d’utilisation, non protégé par un brevet et moins cher que les ACT, ’ASAQ représente une grande
avancée dans la lutte contre le paludisme. Ce médicament, qui est issu de la recherche menée en
partenariat par Sanofi—Aventis et la DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative), fut le premier a

étre mis directement dans le domaine public pour un acces le plus large possible dans les pays pauvres.
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Fig 1.6 : introduction des médicaments sur le marché et apparitions des résistances

c) Traitements antitoxoplasmoses

Aucun traitement n’est utilisé lorsque la toxoplasmose touche des personnes immunocompétentes, les
traitements existant contre la toxoplasmose reposent sur un nombre trés limité de médicaments qui
visent a supprimer la prolifération du parasite, pendant la phase aigué€, jusqu’a ce que I’immunité soit
acquise. Il n’existe actuellement aucun traitement contre la toxoplasmose chronique puisqu’aucun
médicament n’est capable d’éliminer les kystes tissulaires. Les principes actifs des principaux
médicaments utilisés en traitement curatif sont essenticllement de la famille des biguanides
(pyriméthamine, trimétroprime...), des sulfamides (sulfadiazine, sulfaméthoxazole...), et des
macrolides (AfSAA).”! Les traitements antitoxoplasmoses les plus couramment utilisés sont

rassemblés dans le tableau ci-dessous.

traitements commentaires
Infections asymptomatiques Aucun
Femme enceinte contaminée-feetus sain spiramycine L’objectif de cette thérapie est d’éviter
I’infection placentaire
Femme enceinte contaminée-feetus PYR + SULF + Ac.FOL Traitement contre-indiqué le 1
atteint trimestre de la grossesse (tératogene)
Toxoplasmose congénitale sans et avec PYR + SULF + Ac.FOL

symptomes

Patients immunodéprimés

(transplatation)

triméthroprime + sulfaméthoxazole

Traitement prophylactique

Patients immunodéprimés (sidéen)

PYR + SULF + Ac.FOL (clindamycine
si intolérance aux sulfonamides) ou
PYR + atovaquone, clarithromycine,

azithromycine ou dapsone

Apres traitement de la phase aigué,
mise en place d’une chimioprophylaxie
(méme combinaison thérapeutique,

mais doses moins élevées)

PYR = pyriméthamine ; SULF = sulfadiazine ; Ac.FOL = acide folinique

Tableau 1.2 : thése M. Peuchmaur 2007, divers cas de toxoplasmose et indications de traitements courants
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Tout comme P. falciparum, T. gondii développe aussi des résistances aux médicaments. Cependant,
les résistances cliniques aux sulfamides ou aux biguanides semblent peu fréquentes, et rarement
documentées par une ¢tude de la susceptibilité de la souche in vitro. Par contre, des échecs
thérapeutiques sont fréquemment observés avec l'atovaquone utilisée en monothérapie, sans qu'il soit
clairement établi s’ils sont dus a des résistances vraies ou a une mauvaise biodisponibilit¢ du
médicament.

Afin de mieux comprendre ces problémes de résistances développées par les parasites aux
médicaments, il est important de comprendre le mode d’action de ces derniers et d’identifier leurs

cibles biologiques.

VI) Modes d’actions des principaux composés

antipaludiques et antitoxoplasmoses.

Les apicomplexes (P. falciparum et T. gondii) disposent pour leur développement des métabolismes et
des moyens de défenses spécifiques qui constituent des cibles comme la membrane plasmique, la
vacuole nutritive du parasite, le cytoplasme comportant le cytosol et les deux organites essentiels, les
mitochondries et 1’apicoplaste (Fig 1.7). La compréhension des différents modes d’action cellulaires
des agents antipaludiques et antitoxoplasmoses est essentielle pour optimiser leur emploi et

.. . R . . . 15,16,17
comprendre les mécanismes qui sont impliqués dans les phénoménes de résistances. ['>'%"7

Membrane plasmigue
Complexe
membranaire interne

Reticulum

Apicoplaste
Mitochondrie (génomes nucléaire, mitochondrial,

et apicoplastidial)

Organites contenant de I'’ADN
Noyau

Fig 1.7 : schéma de la compartimentation membranaire dans une cellule de P. falciparum'®

Selon leurs modes d’actions, les principaux médicaments antipaludiques et antitoxoplasmoses actuels
peuvent étre classés en deux catégories : les schizonticides sélectifs et les inhibiteurs des acides
nucléiques. Les schizonticides sélectifs comprennent les dérivés quinoléiques et les dérivés de

I’artémisinine, ils peuvent interférer avec 1’utilisation de I’hémoglobine dans la vacuole nutritive. Les
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inhibiteurs des acides nucléiques ou antimétabolites bloquent la division du noyau de I’hématozoaire.

Ce groupe comprend les antifolates, les naphtoquinones et les antibiotiques. Les activités biologiques

des principaux composés antipaludiques et/ou antitoxoplasmoses sont regroupées dans le tableau ci-

dessous.

activités biologiques

fonctions chimiques

cibles biologiques / étape du

cycle

Les quinoléiques :
inhibiteurs de la polymérisation

de I’hémozoine

4-aminoquinolines N

8-aminoquinolines R

/

\

aminoalcools N

Vacuole nutritive / schizontes

0.0
>SS R
R(\S/N 3

sulfonamides R
Les antifolates : NH )NJ\H |
Ri< R Le cytoso
Inhibiteurs de la DHPS etdela |,. . NTONT N Y
biguanides H H H
DHFR
Les antibiotiques : '
(inhibiteur de la synthése de tétracycline OFf NS L’apicoplaste

protéines procaryotiques)

macrolides
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Detoxification de I’héme et Les cibles potentielles sont : la

Autres ? vacuole nutritive et la
les endopéroxydes .
membrane plasmodiale.

Les inhibiteurs de la

dihydroorotate déshydrogénase Mitochondrie

naphtoquinone

Tableau 1.3 : structures chimiques des principaux principes actifs, modes d’actions et cibles

» Les inhibiteurs de la polymérisation de ’hémozoine (spécifiguement antipaludiques)

La vacuole est le sicge de nombreuses voies métaboliques essentielles a la survie des Plasmodia telles
que la digestion de I’hémoglobine et la cristallisation de ’héme. En effet, I’hémoglobine est dégradée
dans la vacuole en globine, partie protéique qui est hydrolysée en acides aminés, et en héme (union
d’un atome ferreux et d’un noyau tétrapyrrolique, la protoporphyrine) qui polymérise en pigment
insoluble, pour donner I’hémozoine. Elle est aussi le sicge des moyens de défense contre le stress
oxydant tels que la détoxification de I’héme libre et des radicaux libres qui sont néfastes au
développement intra-érythrocytaire du parasite. Les dérivés quinoléiques!" ont un mécanisme d’action
ciblant principalement la détoxification de 1’héme libre formé lors de la dégradation de I’hémoglobine,

cette détoxification s’effectue par polymérisation pour former ’hémozoine.

> Les antifolates : les inhibiteurs de la dihydrofolate réductase (DHFR) et les inhibiteurs de la

dihydroptéroate synthase (DHPS)

Les antifolates agissent dans le cytosol au niveau de la synthése des folates qui sont des composés
essentiels au métabolisme et a I’homéostasie du parasite. Ils interviennent également dans la synthése
des nucléosides et bloquent ainsi la division du noyau du parasite aux stades schizontes (phases
érythrocytaire et hépatocytaire). Les antifolates sont des composés possédant des structures
biguanides, aminopyrimidines et des sulfamides (Tableau 1.3). Ils peuvent étre classés en deux grandes
familles :

- Les antifoliques (sulfadoxine) : ce sont des inhibiteurs de la dihydroptéroate synthase (DHPS)
qui produit I’acide folique. Ces composés présentent aussi des effets indésirables car ils
agissent également sur la synthése de 1’acide folique de I’héte.

- les antifoliniques (pyriméthamine, proguanil) : ce sont des inhibiteurs de la déhydrofolate

réductase (DHFR) qui produit I’acide folinique.
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Lorsque ces molécules sont utilisées en monothérapie, les résistances se développent trés rapidement
par mutation de 1’enzyme-cible. Des combinaisons ont donc ét¢ mises au point afin de retarder
I’apparition des phénomenes de résistances. Parmi les associations les plus actives, figurent le
Fansidar®  (pyriméthamine-sulfadoxine), triméthoprime-sulfaméthoxazole et le Lapdap®

(chlorproguanil-dapsone).

> Les antibiotiques

Les tétracyclines telles que la doxycycline ou les macrolides telles que 1’azytromicine connus pour
leur propriétés antibactériennes sont aussi des médicaments validés dans le traitement du paludisme et
de la toxoplasmose. Cette propriété a la fois antibactérienne et antiparasitaires apicomplexes
s’explique par le fait que tout comme les bactéries les apicomplexes possédent leur propre ADN, un
génome circulaire de 35 kilobases de type procaryotique localisé dans la mitochondrie et dans
I’apicoplaste. Ces antibiotiques peuvent inhiber la synthése des protéines de type procaryotique par

inhibition de certaines fonctions de I’apicoplaste.

» Les endopéroxides ou dérivés de I’artémisinine

Le mode d’action de ces composés n’a pas été clairement établi pour expliquer leurs propriétés a la
fois antipaludiques et antitoxoplasmoses. Chez P. falciparum, leur mode d’action repose sur la
présence du groupement endopéroxyde 1,2,4-trioxane. En effet, ce groupement peut réagir avec le fer
de I’héme dans la vacuole pour fournir des radicaux libres hautement réactifs alkylant certaines
molécules du parasite, telles que des protéines ou I’ADN, et conduisant ainsi a sa mort. Le véritable

. . 120
mode d’action des endopéroxydes reste controversé,””!

car certaines observations ne coincident pas
avec I’hypothese d’activité héme-dépendante : en particulier, les molécules actives ne semblent pas
étre localisées dans la vacuole nutritive, ou 1’héme est abondant, mais dans la membrane plasmodiale.
La fonction 1,2,4-trioxane semble jouer un réle important dans 1’activité antitoxoplasmose, car des
dérivés désoxyartémisinines sans le fragment 1,2,4-trioxane sont incapables de bloquer la prolifération
intracellulaire des tachyzoites. Ils inhibent légérement la prolifération extracellulaire des tachyzoites

2lc

invasives des cellules hotes.”!®! L'illumination du mécanisme exact d'action de Iartémisinine et de ces

dérivés contre 7. gondii, un parasite obligatoirement intracellulaire qui ne posséde pas de phases

érythrocytaires, reste un domaine de recherche important.”"
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» Les inhibiteurs du cytochrome C réductase et de la dihydroorotate déshydrogénase

Les apicomplexes réalisent leur métabolisme énergétique mitochondrial grace a deux enzymes : le
cytochrome C réductase et la dihydroorotate déshydrogénase, une enzyme clé dans la biosynthese des
nucléotides. Les naphtoquinones dont I’atovaquone, [’ubiquinone, et PHQN-6 sont des inhibiteurs
puissants des fonctions mitochondriales. Ils bloquent la chaine de transfert d’¢lectrons au niveau de
son enzyme-clé, la dihydroorotate déshydrogénase (DHOdase). L’atovaquone a peu d’impact
thérapeutique lorsqu’elle est utilisée seule. En combinaison avec un antimétabolite (proguanil), une
intéressante synergie d’action grace a une inhibition séquentielle de la synthése des pyrimidines est
observée. Une originalit¢é de [’association atovaquone-proguanil est son action sur les stades
hépatocytaires de P. falciparum. L'atovaquone fait partiec des rares molécules actives sur les
tachyzoites et les kystes de 7. gondii.”* Malgré cette caractéristique remarquable qui pourrait
permettre d’envisager une compléte éradication du parasite, 1’utilisation de 1’atovaquone reste trés

51 g décrit  une

limitée par sa mauvaise biodisponibilité. Une ¢équipe brésilienne
hydroxynaphtoquinone, la PHNQG6 [2-(3-allylphényl)-3-hydroxy-1,4-naphtoquinone], qui permet de
diminuer de facon significative le nombre de kystes dans le cerveau des souris aprés 4 semaines de

traitement, sans pour autant ¢liminer totalement les kystes.

V) Cibles potentielles et nouvelles molécules pour la

conception de nouveaux médicaments

Depuis 1996, aucune nouvelle classe de composés chimiques n’a été présentée pour le traitement
clinique du paludisme,*™ la diversité structurale des nouveaux composés est cependant un facteur
important dans I’identification de nouvelles cibles biologiques. De nombreuses cibles potentielles
peuvent étre envisagées pour la conception de nouveaux composés antipaludiques et
antitoxoplasmoses. Par la suite, nous considérerons que toutes les cibles potentiellement
antipaludiques sont également des cibles antitoxoplasmoses, méme si actuellement [’activité
antitoxoplasmose de tous les composés antipaludiques n’a pas encore été évaluée. Cependant les
ressemblances structurales et fonctionnelles entre les parasites 7. gondii et P. falciparum peuvent

corroborer cette hypothése.
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& 1) Potentielles cibles biologiqgues conventionnelles

a) De nouvelles enzymes cytoplasmiques comme cible

De nouvelles cibles protéiques peuvent étre envisagées pour la conception de nouveaux médicaments.
Beaucoup de parasitologistes dont Guiguemde et al. se sont intéressés a 1’identification par la
génétique de nouvelles cibles.””! Le séquengage du génome du P. falciparum, qui a révélé que 60% de

,- . 2
ses protéines sont orthologues aux humains,”*

a accéléré cette approche méme si pour la conception
de médicaments d’autres facteurs tels que la biodisponibilité et la toxicologie doivent aussi étre pris en
compte. Les études ont permis de déterminer un certain nombre de protéines essentielles pour le
parasite telles que des kinases, des protéases dont la cystéine protéase. D’autres enzymes intervenant
dans I’hydrolyse de la globine (en acide aspartique et métalloprotéases) et des enzymes intervenant
dans les mécanismes de défense contre le stress oxydant (le systéme thiorédoxine réductase, etc...)
sont également des cibles potentielles non exploitées. La lactase déshydrogénase (LDH), jouant un
role important dans la glycolyse chez P. falciparum, constitue une cible potentielle pour la recherche
et la conception d’inhibiteurs sélectifs. La farnésyl transférase, I’enzyme catalysant le transfert de
résidus farnésyle d’un farnésyl-pyrophosphate sur un résidu cystéine proche du C-terminal de
différentes protéines, est trés étudiée pour le développement d’inhibiteurs sélectifs. Les parasites
Plasmodia sont incapables de synthétiser les purines et sont donc contraints d’utiliser celles de leur
hoéte, a I’inverse des pyrimidines qu’ils synthétisent eux-méme. Les inhibiteurs de la synthese des
pyrimidines et de la récupération des purines sont donc des voies métaboliques permettant d’envisager
le développement de molécules sélectives. Méme si cette stratégie ciblant les enzymes est souvent
controversée (celles-ci subissent facilement des phénoménes de mutation), des cibles enzymatiques
font toujours 1’objet de diverses recherches pour la conception de nouveaux composés

antiparasitaires.

b) La membrane plasmique comme cible

L’équipe d’Henri Vial®” développe une nouvelle approche ciblant la membrane plasmique pour la
conception de nouveaux composés antipaludiques. En effet, la membrane plasmique constituée de
phospholipides, de canaux calciques et parasitophores, est le siége du trafic nutritionnel. On y trouve
le transporteur de choline qui fournit au parasite un précurseur indispensable pour la synthése de la
phosphatidylcholine, principal phospholipide plasmodial. Les phospholipides sont les constituants
majeurs des membranes du Plasmodium. La synthése de la phosphatidylcholine impliquant 1’apport de
choline au parasite, I’équipe de Vial®”! développe une stratégie thérapeutique qui consiste a bloquer le
transporteur de la choline par des sels d’ammonium bisquaternaires (Fig [.8). Différentes études de

relations structure-activité ont permis aux auteurs d’optimiser la structure des sels d’ammonium
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bisquaternaires. Une molécule nommé G25 [dibromure de 1,16-hexadécaméthylénebis(/V-
méthylpyrrolidium) (Fig 1.8), a permis I’inhibition in vitro de la croissance de P. falciparum a des
concentrations 1000 fois inférieures a la toxicité mesurée sur les cellules de mammiféres. Ce composé

28 . . I . .
81 sur les souris et sur les primates. Ces composés sont aujourd”hui

s’est également révélé actif in vivo
en phase clinique de développement. Ils constituent une nouvelle classe de composés antipaludiques

agissant sur de nouvelles cibles biologiques.
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Fig I. 8 : nouvelles molécules ciblant la membrane plasmique

¢) L apicolaste comme cible

L’apicoplaste est le siége de quatre voies métaboliques''® uniques aux apicomplexes qui sont la voie
de synthése des acides gras par FASIL™ la voie de synthése des isoprénoides de type 1-désoxy-D-
xylulose 5-phosphate (voie DOXP),"” Ia voie de synthése des hémes"" et, enfin, la voie de synthése
de centres fer/soufre (FeS)."! Les premiéres molécules développées pour viser I’apicoplaste agissent
soit sur la maintenance et la biologie de I’ADN contenu dans cet organite (c’est le cas notamment des
antibiotiques) soit sur les voies métaboliques qui y sont localisées telles que les voies de synthese des
acides gras, des isoprénoides... qui ont trés vite attiré I’attention en tant que cibles prometteuses pour
de nouvelles chimiothérapies. Plusieurs composés tétes de séries ont ainsi été identifi¢s, parmi lesquels

se trouvent la thiolactomycine et le triclosan (Tableau 1.4).

Molécules candidates Cibles Effets

Maintenance et réplication de I’ADN, transcription et traduction

Ciprofloxacine réplication de I’ADN immédiat
Rifampicine transcription retardé ( ?)
Doxycycline traduction retardé

Voies métaboliques compartimentées

Triclosan Synthése des lipides (acide gras immédiat
synthase de type II) et cible(s)
non identifiée(s)
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Thiolactomycine Synthése des lipides (acide gras immédiat
synthase de type II) et cible(s)
non identifiée(s)

Fosmidomycine Biosyntheése des isoprénoides immédiat

Tableau 1.4 : molécules ciblant I’apicoplaste!'™

d) Les histones comme cible

L’apidicine et la HC-toxine possedent de bonnes propriétés antipaludiques et antitoxoplasmoses. Ce
sont des inhibiteurs des histones désacétylases qui sont des enzymes jouant un réle important dans le
controle de la structure de I’ADN. Ces composés sont trés prometteurs pour la conception de

[33]

nouveaux composés antiparasitaires apicomplexes. Toutefois, 1’enjeu réside encore dans

I’amélioration de la sélectivité de I’inhibition entre le parasite et 1’hote.
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Fig.9 : inhibiteurs d’histones deacétylases a activité antiparasitaires

& 2) Nouvelles structures chimiques

Pour répondre aux besoins urgents de trouver de nouvelles entités chimiques, plusieurs approches™*!

ont été développées afin de s’interroger sur la structure de nouveaux composés antipaludiques
potentiellement antitoxoplasmoses. Ces nouvelles approches sont basées sur des méthodes et des
essais pour analyser et caractériser les composés antipaludiques prioritaires et publiquement
disponibles afin de rassembler plus d'informations nécessaires pour le développement des
médicaments de futures générations. Elles visent également a encourager des chercheurs a développer

et a appliquer des approches biologiques, chimiques, informatiques et a base de systémes innovants
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242551 pour faciliter la sélection de meilleurs composés antipaludiques & développer. Ces différentes

2435

études notamment celles menées par I’équipe de Gamo****! ont conduit a la découverte de milliers de

composés avec d’excellentes activités inhibitrices. Les structures et les descriptions de ces composés

B3] accessibles.

ont été publiées récemment et sont ¢galement disponibles dans des bases de données
L’entreprise « medicines for malaria ventures (MMV)» a récemment choisi 400 composés des
bibliothéques chimiques de I'Hopital de Recherche de St. Jude Children, de Novartis et de
GlaxoSmithKline pour former "the malaria boxe" incluant 200 composés semblables aux médicaments
actuels comme des points de départ pour la découverte de médicament antipaludiques et pour la
conception d’outils pour des études biologiques.

La découverte de nouvelles entités chimiques exploite également les produits d’origine naturelle et

synthétique possédant de bonnes propriétés antipaludiques avec des cibles biologiques méconnues en

général.
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salinosporamide A

simalikalactone D

omphostenine R=H
P. falciparum FcB11Cs, =10 nM P. yoelii ICs =11.4 nM P. falciparum FCR-31C5,= 0.7 nM gomp

P. falciparum IC5, =115 pM

gomphostenine-A R = COCH;
P. falciparum IC5, =10 pM

Fig 1.8 nouvelles molécules candidats médicaments

La Simalikalactone D”7 extrait d’une plante Quassia amara L. (Simaroubaceae) semble avoir une
cible mitochondriale et présente des effets synergiques avec 1’atovaquone. D’origine marine, la
salinosporamide A, isolé de Actinomyceétes, est un composé anticancéreux en phase clinique de
développement qui posséde également de bonnes propriétés antipaludiques.”™ La fébrifugine™” est
une quinazolinone isolée d’une plante chinoise Febrifuga dichroa. Ce produit naturel et divers

(401 sont

analogues se sont révélés étre d’excellents composés antipaludiques. Les gomphostenines
¢galement de nouveaux antipaludiques caractérisés en 2009, ils ont été¢ extraits des racines de

Gomphostemma niveum une plante utilisée dans la médecine traditionnelle indienne.

Conclusion

Le paludisme et la toxoplasmose sont de sérieux problémes de santé publique. De nos jours, il n’existe
toujours pas de vaccins contre ces deux parasitoses, la seule méthode de traitement efficace reste le

traitement médicamenteux. Les parasites 7. gondii (rarement) et P. falciparum (trés souvent)
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développent des résistances aux médicaments mis sur le marché. Depuis 1996, aucune nouvelle
molécule agissant sur une nouvelle cible n’a ét¢ introduite pour le traitement du paludisme et de la
toxoplasmose. La recherche de nouveaux composés possédant a la fois des structures originales et
agissant sur de nouvelles cibles représente une des approches pour pallier les problémes de résistances
observés chez les parasites. Dans ces recherches de nouveaux composés, les produits d’origine
naturelle sont trés sollicités notamment ceux qui sont utilisés dans les différentes médecines

traditionnelles.
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Chapitre 11 : Produits naturels et conception de nouveaux médicaments antipaludiques et antitoxop.

Introduction

Les produits d’origine naturelle sont une source importante de découverte de nouvelles entités
chimiques dont sont issus bons nombres de candidats médicaments. Ainsi, que se soit dans le domaine
du cancer, des maladies neurodégénératives ou des maladies infectieuses, ils sont sollicités pour la
découverte de nouveaux médicaments depuis de longues dates. Avant les années 1990, le principe
actif d’environ 80% de médicaments vendus était isolé de produits d’origine naturelle ou des
analogues inspirés de produits naturels. Parmi eux, on peut citer des antibiotiques (la pénicilline, la
tétracycline,  I’érythromycine), des antiparasitaires (la  quinine, [I’artémisinine), des
immunosuppresseurs (cyclosporine, rapamycines) et des anticancéreux (taxol, doxorubicine) (Fig
IL.1). Le principe actif de ces célebres médicaments a été isolé souvent a partir des plantes, mais aussi

a partir des champignons (pénicilline) ou des bactéries.

o
(@]

o

I

oSE .
o,

morphine pénicilline taxol

Fig I1.1 : morphine (extrait de Papaver somniferum), pénicilline G (extrait du champignon

Penicilliumfungi), taxol (ou paclitaxel, extrait du Taxus brevifolia)

Les travaux de cette theése touchent a des méthodes d’optimisation des structures de produits naturels
dans le but de comprendre les relations structure-activité, et d’obtenir de meilleures activités
biologiques antiparasitaires. Cette stratégie cible deux familles de molécules d’origine naturelle qui
sont d’une part les aculéatines extraites d’une plante Amomum aculeatum pour leurs propriétés
antipaludiques, et d’autre part les tétrapeptides cycliques analogues de FR235222 extrait d’un
champignon Acremonium sp. pour leurs propriétés antitoxoplasmoses tres efficaces (Fig 11.2). En
utilisant des stratégies de synthéses flexibles et modulables en peu d’étapes, de nouveaux analogues de
ces deux familles de produits naturels ont été synthétisés dans le but d’une part d’augmenter 1’activité
antipaludique des aculéatines et d’autre part de déterminer leur cible biologique qui pourrait étre une
nouvelle cible dans le traitement du paludisme. Avec les nouveaux analogues des tétrapeptides
cycliques, I’objectif sera de diminuer la toxicité en augmentant 1’index de sélectivité (SI) tout en

conservant I’activité antiparasitaire efficace de 1I’ordre du nanomolaire.

lasmoses
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Apicomplexes

P. falcipaV \ T. gondii

Antipaludiques | Antitoxoplasmoses |

l Téte de série : produits naturels l
Les aculéatines Les tétrapeptides cycliques
50§
oy
HN '-[40
lo) NH
j\N o
H o
Aculéatine A FR235222 HO
Meéthodes de synthése
flexibles
modulables
en peu d’étapes
Analogues synthétiques Analogues synthétiques

/N /N

Découvrir une nouvelle
cible biologique

Augmenter l'efficacité et
la sélectivité antipaludique

Développer de nouvelles
molécules antipaludiques
ciblant les HDACi

Augmenter la sélectivité
antioxoplasmose

Fig I1.2 : stratégie bioinspirée pour la conception de nouveaux composés antiparasitaires analogues de

produits naturels
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I) Les aculéatines

& 1) Les composés naturels de la famille des aculéatines

Les aculéatines (Fig 11.3) sont des molécules extraites des racines d’Amomun aculeatum une plante
rencontrée en Nouvelle Guinée Papouasie, en Malaisie et en Indonésie, ou elle est utilisée dans les
différentes médecines traditionnelles pour le traitement de la fiévre et du paludisme. En 2000 les
aculéatines A, B et C ont été isolées et caractérisées par I’équipe de Heilmann.*"! Une année plus tard

1’aculéatine D a été publiée par la méme équipe."*”!

(-)-aculéatine A (+)-aculéatine B

(2R.4R,65) (2RARGR) (-)-aculéatine D (-)-aculéatine E (-)-aculéatine F

9 (2R,48,65) (2R,48,65) (2R,4R,6S)

(+)-aculéatine C

(2R,4R,6R)
0 [0}
HO (o) HO (6]
HO' HO
aculéatol A aculéatol B aculéatolC  aculéatol D )10 aculéatol E )12
o
6% on 1
2 M (CH2)14CH;
(-)- amomol A 11
(+)- amomol B
2§,12R 5R-hydroxy-1-(4-hydroxyphényl)-éicosan-3-one

Fig I1.3 : les aculéatines et analogues naturels

En 2007, d’autres composés de la famille des aculéatines, les aculéatols A-D ont été caractérisés a
partir des feuilles et des rachis d’Amomum aculeatum (fractions hexane-chloroforme) par I’équipe de
Kinghorn."”! Par la méme occasion, les auteurs ont identifié un cinquiéme composé phénolique
acyclique 11 qui pourrait étre le précurseur naturel des amomols. En 2008, les aculéatines E, F ainsi

\

que Dl’aculéatol E ont été isolés a partir des feuilles d’Amomum aculeatum (fractions hexane-
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chloroforme) par 1’équipe de Kinghorn.""! En paralléle, ils ont isolé deux autres produits naturels les

amomols A et B. Les amomols sont de nouveaux analogues avec un cycle en moins par rapport aux

aculéatines et aculéatols.

& 2) Structures et activités des aculéatines et analogues naturels

Connues pour leurs propriétés antipaludiques intéressantes et présentant une activité de I’ordre de 0,20

uM sur les souches 3D7 et K1 du P. falciparum, les aculéatines A et B*' se sont ensuite révélées étre

aussi des composés actifs sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses (Tableau 1I.1). La structure

tridimensionnelle polyspirannique des aculéatines semble avoir peu d’influence sur les activités

biologiques observées, méme si pour les mémes activités biologiques, I’aculéatine A reste la meilleure

molécule antipaludique et que I’aculéatine D présente une meilleure activité bactérienne.*! Les

aculéatols se sont aussi révélés cytotoxiques sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses tout comme

les aculéatines E et F, et les amomols A et B. Les derniers nouveaux composés isolés par Kinghorn

n’ont pas été évalués pour leurs activités antiprotozoaires.

[43,44]

Activités antiprotozoaires

Cytotoxicité (lignées cellulaires)

Activités antibactériennes

(ICSO en uM) (ICSO en pM) (CMI en uM)
P.falciparum P.falciparum T. T. b. KB Lul LNCaP | MCF-7 B. E. St.
K1 NF54 cruzi rhodesiense cereus | coli Epidermis
Aculéatine A 0,18 0,20 0,30 0,90 1,7 1,0 0,5 0,2
Aculéatine B 0,43 0,62 1,00 1,10 2,0 3,1 1,2 1,9
Aculéatine C 0,37 0,51 2,20 3,00 1,6
Aculéatine D 1,00 1,12 1,17 0,48 0,9 38 38 19
Aculéatol A 3,7 1,5 2,7
Aculéatol B 1,5 1,2 2,7
Aculéatol C 2,8 1,1 1,6
Aculéatol D 54 2,2 1,7
Aculéatine E 1,8 1,8 0,5
Aculéatine F 1,0 0,7 0,5
Aculéatol E 1,8 44 39
Amomol A 0,9 0,7 0,9
Amomol B 0,5 0,9 0,7
Chloroquine 0,12 0,01
Melarsoprol 0,01
Beznidazol 2,30
Podophyllotoxin 0,01
Chloramphenicol 4 2 4

Tableau II.1 : activités biologiques des aculéatines et analogues naturels
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Y 3) Relations structures activités des aculéatines

Des études de relations structure-activité antérieures aux travaux de cette thése ont permis d’identifier

la fonction cyclohexa-2,5-diénone et la chaine grasse comme deux fonctions indispensables a I’activité

biologique antipaludique des aculéatines. La réduction de la fonction cyclohexa-2,5-diénone du

composé 12 (Fig I1.4) conduit a la perte de ’activité antipaludique'

1 (IC50 > 5 pM). Les analogues 13

et 14 ne présentant pas de chaine grasse se sont révélés toxiques lors des tests in vitro. La meilleure

activité antipaludique in vitro de I’ordre du nanomolaire a ét¢ obtenue avec les composés synthétiques

15 et 16 qui présentent deux fonctions cyclohexa-2,5-diénone. Cependant, ces derniers se sont révelés

cytotoxiques in vivo. Cette toxicité pourrait étre due a I’hydrolyse de la fonction ester dans le milieu

vivant par les estérases (These Peuchmaur, 2007) qui générent respectivement les analogues 13 et 14

toxiques.

13 effet cytotoxique
généralisé

(o] (¢]
(o] o
OH HO
0)12 D12

(-)-aculéatine D (+)-aculéatine B

0.48 uM 0.45 uM

(-)-6-épi-aculéatine D (-)-aculéatine A

0.45 uM 0.29 uM

0 (o]
: 0
)12 0_0

12

15 16
0.08 pM 0.09 uM
SI =109 SI=123

Fig I1.4 : relations structure-activité des premiers composés synthétiques

Les nouveaux dérivés d’aculéatines ont un effet antiprolifératif rapide sur la croissance du parasite a

différents stades comme on peut I’observer sur la courbe (Fig I1.5) avec le composé 15. Cependant le

mode d’action ainsi que la cible biologique demeurent encore inconnus.
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10 == RiNgs
Trophozoites
7 == Schizontes

% du contrdle

Temps de contact, h

Fig I1.5 : mode d’action du composé 15 sur la croissance du parasite

II) Synthéses antérieures des aculéatines naturelles et de

leurs épimeres synthétiques

Plusieurs synthéses racémiques et énantiopures des aculéatines ont été réalisées. Toutes ces synthéses
passent par un mécanisme biomimétique hypothétique (Schéma II.1) de réactions en cascade
d’oxydation phénolique a partir d’un dérivé phénolique de type 17, présentant une fonction cétone en

position v, et via la formation d’un intermédiaire phénoxénium 18.

[0}
a © QH (gH /\0 '/Qh H o
Wz PIFA O A an
HO HO
" o 18
syn (£)-17 (CH2)12CH3
aculéatine A aculéatine B

Schéma II.1 : hypothése biomimétique de synthése des aculéatines

Diverses stratégies ont été développées afin d’accéder aux dérivés phénoliques de type 17, racémiques

ou énantiopures.
En 2002, la premiére synthése totale des aculétines A et B a été rapporté par Wong*®! de fagon

racémique. Cette synthése a été réalisée suivant une séquence tandem de réaction oxydation

phénolique/déprotection du dithiane, du composé (£)-20 en utilisant le PIFA comme réactif.

=N
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or [ Lowon

S S H o 12 (*)-aculéatine A
o ii 44%
HO o-SiMe; (#)-20

19 (*)-aculéatine B
12 15%

(i) BF3.Et,0, CH,Cly, 68 % ; (ii) EtsB, NaBH,, THF/MeOH (4:1),
63 % ; (iii) PIFA, MeCN/H,0 (6:1), 5 min.

Schéma IL. 2 : premiére synthése racémique des aculéatines A et B*¢

En 2005, Baldwin er al.*” ont rapporté la synthése racémique des aculéatines D, et 6-épi-D par

oxydation phénolique du composé anti (£)-17 (schéma I1.3).

Ny =

OH OH o0 o ¢ 9o o0
O~ A _A_come : ~ — .
2 — ” — 12 vii 12 viii, ix
iv,v,vi
OAc OAc
OH OH O (+)-aculéatine D
. 17%
12 X °
anti (+)-17 OH (+)-6-épi-aculéatine D
43%

(i) PCC, CH,CI,, 85 % ; (ii) acétoacétate de méthyle, NaH, THF puis n-BuLi 84 % ; (iii) Me,NBH(OAc);, MeCN/AcOH (1:1), 89 % ;
(iv) 2,2-diméthoxypropane, CSA, 98 % ; (v) méthylphosphonate de diméthyle, n-BuLi, THF, 65 % ; (vi) NaH, THF puis 4-
acétoxybenzaldéhyde 82 % ; (vii) H, (1 atm), Pd/C cat., AcOEt, 76 % ; (viii) K,CO3, MeOH, 89 % ; (ix) HCI ag. 0,5 M, THF, 83 % ; (x) PIFA,
acétone/H,0 (9:1), 20 min.

Schéma I1.3 : premiére synthése racémique de 1’aculéatine D

C’est en 2006 que Bercedo er al™ ont décrit les premiéres synthéses énantiosélectives des
aculéatines A, B, D et d’un analogue non naturel, le 6-épi-aculéatine D (schéma I1.4). La premicre
synthése énantiopure des aculéatines A et B a été réalisée grace a la réaction d’allylation asymétrique
utilisant un allylborane chiral préparé a partir du (—)-DIP-Cl pour obtenir le composé (-)-21. La
réaction d’aldolisation avec induction 1,5 de chiralit¢ conduit au composé (+)-22, qui a permis

d’obtenir les aculéatines D et 6-épi-D par la suite.
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o] OBn O : s L (-)-aculéatine A
i,il,iii L\II,VIL W (+)-aculéatine B
Jix

OBn O  OH

O OR OR i

: Xivixv (+)-aculéatineD
X, Xi,xii, xiii 12 (-)-6-épi-aculéatine D
HO (+)-22

12 R=TBDMS

BnO

(i) allylBlpc, obtenu a partir de (-)-DIP-Cl et bromure d’allyimagnésium, Et,O ; (ii) NaH, THF puis BnBr, 85 % sur 2 étapes ; (iii) PdCl,, CuCl,,
DMF aq., Oy, 75 % ; (iv) Bu,BOTf, EtNiPr,, CH,Cl, puis n-tétradécanal puis LiBH,;, 65 % ; (v) 2,2-diméthoxypropane, CSA cat., acétone, 72 % ;
(vi) H, (1 atm.), Pd/C 10 %, AcOEt, 70 % ; (vii) (COCl);, DMSO, CH,Cl, puis Et;N, 87 % ; (viii) PIFA, acétone/H,O, (9:1), 24 h, 65 % ;
(ix) Bu,BOTf, EtNiPr,, CH,Cl, puis n-tétradécanal, 70 % ; (x) Me4sNBH(OAc);, MeCN/AcOH, 86 % ; (xi) TBDMSOTf, 2,6-lutidine, CH,Cl;, 91 % ;
(xii) Hz (1 atm), Pd/C 10 %, AcOEt, 74 % ; (xiii) (COCI),, DMSO, CH,ClI; puis Et3N, 81 % ; (xiv) TASF (tris(diméthylamino)sulfonium difluoro-triméthyisilicate),
DMF ; (xv) PIFA, acétone/H,0 (9:1), 30 min, 77 % sur 2 étapes

Schéma I1.4 : premiéres synthéses énantiosélectives des aculéatines

En 2007, Peuchmaur et Wong!*' ont décrit une autre stratégie de synthése stéréocontrolée des
aculéatines A, B, D et 6-épi-D grace a une approche d’induction chirale 1,3 au cours de la réaction
d’aldolisation de Mukaiyama (Schéma I1.5). Cette synthése homochirale des aculéatines utilise une
stratégie diastéréodivergente en jouant sur la nature du groupement protecteur P. Le diastéréoisomere
syn diol (-)-23 est obtenu majoritairement avec un groupement protecteur PMB, tandis que ’autre
diastéréoisomere anti 17 est isolé de facon majoritaire lorsque P est un groupement trityle. Les deux
diastéréoisomeres syn et anti ont permis d’obtenir respectivement les aculéatines A, B et les

aculéatines D et 6-épi-D.

PMB.
induction 1,3 O OH O
~ (-)-aculéatine A
o O P =PMB ii, i

12 ———  (+)-aculéatine B
H (F23 g5y OH
)11
OH
. i OH
OoTMS OH OH O Q i (+)-aculéatine D

(-)-6-épi-aculéatine D

12 1;(‘) 0~ “OH
anti 17 0% OH
OTMS
=Tr
OH OH O
12
syn17 29% OH

i) BF3.Et,0, THF, -78°C ; puis BuyNF, THF ; ii) H,, Pd/C, AcOEt ; iii) PIFA, acétone/H,0 (9:1), 30 min

Schéma I1.5 : synthése énantiosélective des aculéatines

BT ont reporté une autre synthése énantiosélective des

La méme année, Chandrasekhar et al.
aculéatines A, B, D. D’autres synthese stéréocontrdlée des aculéatines ont suivi, en 2009 par 1’équipe

de Rychnovsky.”" En 2010, 1’équipe de Yadav a rapporté deux synthéses des aculéatines, I’une a
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152 et I’autre en utilisant une stratégie via une cyclisation de Prins.”*! Tout

partir du L-acide maléique,
récemment, plusieurs équipes indiennes ont décrit d’autres (versions de) synthéses, parmi eux 1’équipe
de Kumar® en 2010, ou celle de Sudhakar.!

Enfin, toujours en 2010, Pandey et al. ont publié la derniére synthése modulable des aculéatines A, B,
E, F ainsi que celle des analogues non naturels 6-épi-aculéatines E et F.”°! (Schéma IL.6). Ils utilisent
une stratégie de synthése convergente de trois fragments afin de moduler facilement, a la fois la
longueur de la chaine grasse et aussi de la stéréochimie des diols pouvant aboutir aux aculéatines A, B,

D, 6-6pi-D, E, 6-¢pi-E, F, 6-6pi-F.

=12
aculéatine A, B = /‘\
N—=—pF,
n o
n=11 \
aculéatine F, 6-épi-F ——— \\
OBn OPMB

OBn OPMB —_— Pdl
n=12
aculéatine D, 6-épi-D ———> anti syn /©/
P / I TBSO
- anti

e n=11
aculéatine E, 6-épi-E

Schéma I1.6 : synthése convergente des aculéatines

Afin d’¢établir une comparaison entre les différentes méthodes de synthése décrites dans la littérature,
le nombre d’étapes ainsi que les rendements globaux de chaque diastéréoisomere sont présentés dans

le tableau I1.2

nombre rendements globaux (%) des aculéatines
d’étapes
A B D 6-¢piD | E 6-¢piE | F 6-Epi F

Synthése racémique — Wong 2002 9 8,7 3,0 |/ / / / / /
Synthése racémique — Baldwin ez al. 2005 9 / / 2,1 3,0 / / / /
Synthése énantiosélective — Falomir et al. 10 6,5 1,2 |/ / / / / /
2006
Synthése énantiosélective — Alvarez-Bercedo | 12 / / 2.8 7,6 / / / /
et al. 2006
Synthése énantiosélectve - Peuchmaur et | 6/7 10,8 | 7,7 | 10,7 | 9,7 / / / /
Wong 2007
Synthése énantiosélective — Chandrasekhar | 8 10,8 | 43 |/ / / / / /
et al. 2007
Synthése énantiosélective — Rychnovsky er | 10 / / 14 16 / / / /
al. 2009
Synthése énantiosélective — Yadav et al | 9 13 5 / / / / /
2010
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Synthése énantiosélective — Pandey et al. | 12 6,9 2,5 |/ / 44 | 44 63 |19
2010

Tableau I1.2 : rendements globaux des différents synthéses totales des aculéatines

III) Les tétrapeptides cvcliques inhibiteurs des histones

désacétylases (HDAC)

Les histones désacétylases (HDAC) sont des enzymes qui jouent un réle important lors des processus
de condensation de I’ADN sous forme de chromatine et par conséquent, dans les mécanismes de la
régulation de l'expression génétique. Le dysfonctionnement des enzymes HDACs est associ¢ a une
variété de pathologies humaines, comme le cancer, I'anémie drépanocytaire, la polyarthrite chronique
évolutive et I’hypertrophie cardiaque.”” La découverte de molécules agissant comme des inhibiteurs
des HDAC, appelées HDACI, ont permis de mieux comprendre les fonctions de ces enzymes. Les
produits naturels et analogues inhibiteurs des HDACs sont de plus en plus étudiés en chimie et en
biologie. Des progreés ont été réalisés aussi bien dans leur synthése que dans la compréhension des
mécanismes d’action dans les pathologies auxquelles ils sont associés. Les recherches s’orientent vers
le développement de nouveaux inhibiteurs sélectifs des isoformes de la famille des enzymes HDACs.

38 classés en 4 familles en fonctions des

En effet, le génome humain code pour 11 différents HDACs!
homologies structurales. Les classes | (HDACs 1, 2, 3 et 8), Ila (HDACs 4, 5, 7, 9), IlIb (HDAC:s 6,
10), et IV (HDAC 11) sont Zn-dépendants c'est-a-dire que leur site catalytique contient du Zn (Fig
IL.5). La classe III est NAD-dépendante. La plupart de ces enzymes HDACs est commune aux
métazoaires et aux protozoaires, a I’exception du HDAC6 qui serait absent chez les parasites
apicomplexes.””!

D’autres enzymes, les histones acétyles transférases'® (HAT) ont pour role d’acétyler les queues

histones.

]
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Class | Class Il Class .W
HDAC1 HDAC4 . Rl
H - L |
- HDACS
HDAC2 =l
1 Ol [ 1
HDAC3 HDACY
HDACS HDAC9
HDACGH
HDAC1D
2 Class | catalytic domain I Class IV catalytic domain
B Class |l catalytic domain B Coiled-coil region

] Class Il catalytically inactive domain [ Zine finger

Fig IL5 : famille des HDACs possédant un site catalytique & zinc®"!

& 1) Les histones désacétvlases

Pour mieux conserver I’information génétique, les longs brins d’ADN s’enroulent autour de protéines
que sont les histones pour former une structure plus compacte que constitue la chromatine (Fig I11.6).
La condensation de I’ADN sous forme de chromatine limite ainsi I’accés aux facteurs de transcriptions
de ’ADN, et constitue un mécanisme de régulation de la transcription du génome. Le contréle de la
structure chromatinienne est donc un mode de contréle de 1'expression génétique. En effet, I'ADN pour
s’exprimer doit &tre décompacté, et pour modifier la structure de la chromatine deux processus
enzymatiques sont mis en place, I’un passant par I’énergie de 1’hydrolyse de I’ATP pour altérer les
liens histones-ADN a I’intérieur de la chromatine, et I’autre processus fait intervenir des modifications

.. . , . . 1
chimiques covalentes de certains résidus des histones.!*"

Les principales modifications post-
traductionnelles connues des histones sont 1’acétylation, la méthylation, la phosphorylation et
I’ubiquitinylation. Nous nous intéresserons principalement a I’acétylation des résidus lysines des
histones parmi ces différentes modifications chimiques.

L’hyperacétylation de la queue N-terminale des résidus lysines présents sur les histones est connu
depuis longtemps pour avoir un étroit lien avec I’activation des génes de I’ADN.*! Un phénoméne
physico-chimique pourrait expliquer le lien entre ’acétylation des histones et la relaxation de I’ADN
(Fig I1.6). En effet, I’acétylation des lysines dans le domaine amino-terminal des histones entraine la
neutralisation de la charge positive des lysines, ce qui meéne a la diminution des contacts entre I’ADN
nucléosomique et les nucléosomes voisins, et aussi avec certaines protéines régulatrices établissant ou
stabilisant I’hétérochromatine. Ces changements donnent naissance a une chromatine plus flexible, ou

I’ ADN est plus accessible.

40




Chapitre 11 : Produits naturels et conception de nouveaux médicaments antipaludiques et antitoxoplasmoses

Chromatine condensée

Lysine —. i
AN

Histone =

Chromatine relaxée

Fig L6 : controle de la structure de la chromatine par les enzymes HDAC et HAT!®

Ce phénomene physico-chimique serait le mécanisme principalement utilisé par les parasites P.
falciparum et T. gondii pour contréler la structure de la chromatine, et le dysfonctionnement des
enzymes HDACSs pourrait leur étre néfaste. En effet, une des hypothéses développées par 1’équipe
d’Hakimi®™ est que la survie du 7. gondii dépend essentiellement de sa capacité a se différencier de
maniére quasi permanente (exemple du passage de la forme bradyzoite a la forme tachyzoite), et ces
phénomenes de différentiation reposeraient essentiellement sur le mécanisme épigénétique a partir des
informations stockées dans la chromatine. L’inhibition des enzymes HDACs pourrait donc étre un
moyen appropri¢ pour empécher cette différentiation rapide du parasite, pouvant entrainer sa mort.
Cette stratégie est d’autant plus prometteuse qu’elle pourrait étre plus spécifique aux parasites. En
effet, contrairement aux humains qui a travers des facteurs de transcriptions peuvent compenser
certaines inhibitions des enzymes HDACs, T. gondii posséde un nombre relativement faible de

facteurs de transcriptions.

Y 2) Codes épioénétiques des histones

Les différentes combinaisons des modifications chimiques formeraient selon une hypothése un code
(le code épigénétique'® des histones) qui serait par la suite lu par des protéines régulatrices et serait
finalement traduit en un état chromatinien. Pour ce faire, des domaines protéiques particuliers présents
dans plusieurs co-régulateurs transcriptionnels jouent un réle dans la reconnaissance spécifique de
différentes modifications d’histones. Les HDACs et les HATs font partie de complexes
multiprotéiques dont les sous-unités (notamment les bromodomaines qui reconnaissent sélectivement
les queues histones acétylées)® accomplissent des fonctions essentielles, comme I’interaction avec
des facteurs transcriptionnels liés a I’ADN ou pour coupler le complexe a des promoteurs

spécifiques.'®!
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& 3) Structure de FR235222 et analogues inhibiteurs des HDACs

Plusieurs composés naturels et synthétiques sont connus pour étre des inhibiteurs des histones

désacétylases.® Ils sont divisés en deux classes. Les petites molécules acycliques les plus connues
sont la trichostatine, le SAHA commercialisé sous le nom de Zolinza par Merck (Fig IL. 7), et la
psammapline F, un produit naturel découvert en 2003. La deuxiéme classe est composée de peptides et
de depsipeptides cycliques tels que I’HC-toxine, FK228 etc...

Le SAHA en 2008 et le FK228 en 2009 ont recu ’autorisation de mise sur le marché comme

médicament anticancéreux en application cutanée.
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Fig 1.7 : HDAC!I naturels et synthétiques'®®
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Méme s’il existe une grande diversité structurale des inhibiteurs des histones désacétylases, tous ces
composés peuvent étre caractérisés par la présence de trois régions principales que 1’on retrouve dans
le substrat naturel des histones (N-Ac-Lys) (Fig I1.8). Il s’agit d’une partie hydrophobe (pour les
HDACis acycliques) ou cyclopeptidique (pour les HDACis cycliques), séparée par une chaine
aliphatique de sept a huit atomes de carbones, d’une fonction téte chelatante du zinc pouvant avoir
diverses fonctionnalités (hydroxyamine, a-hydroxycétone, pont disulfure, thioester).

Plus récemment 1’équipe de Schwabe a rapporté la premicre structure cristallographique de HDAC3

humain.[®”

Les premicres structures des enzymes HDACs, co-cristallisées avec des HDAC:s, révelent
la présence d’un site catalytique contenant du zinc qui interagit avec la partie téte chélatante des
HDAC:s (Fig 11.8). La partie cyclopeptidique jouerait le rdle de reconnaissance et de pénétration

cellulaire.

\N/ Q
T
HN HN (e} 0
(o]
o N
/\
7 atomes| (o]
/EH 7 atomes 8 atomes
N\
0 o 7 atomes
zn? HN =9
O Zn2+ \ o
N-Ac-Lys | < Uy n2*
substrat naturel
TSA SAHA apidicine

Fig I1.8 : structure et activités des HDACis*®

Plus récemment 1’équipe de Ghadiri®®” a rapporté une nouvelle molécule 24 HDACi dépourvue de la
partic téte chélatante du zinc (Fig I1.9). Ce nouveau composé présente de bonnes propriétés
inhibitrices des HDACs de la classe I (HDACI, 2, et 3). Il interagit sur l'ouverture du site actif, mais

pas avec le site actif Zn**

o
Me, H
N Me
NH
o ?OV /—N(Me),
NH N
Me /
N
Me o cyclic peptide HDAC active site tunnel
24

Fig IL9 : interaction de nouvelles molécules HDACis dépourvues de téte chelatante!®®!
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s 4) Activités de FR235222 et analogues inhibiteurs des HDACs

Le produit naturel FR235222 (voir Fig I1.7) isolés en 2003 du bouillon de fermentation d'Acremonium

[69] 70]

a été d’abord connu pour ses propriétés anticancéreuses. En 2009, Hakimi et al. " ont

sp.
découvert une activité antiparasitaire pour ce produit naturel. En effet, FR235222 posséde
d’excellentes propriétés antitoxoplasmoses avec comme cible identifié¢e, HDAC 3 de 7. gondii
(Tg.HDACS3). D’autres composés comme 1’HC-toxine et 1’apidicine ont aussi présenté des propriétés
antipaludiques et antitoxoplamoses efficaces. La plupart des HDACis ont pour cible les histones
désacétyalse de la classe I et IIb (voir Fig I1.5),"*) communs au parasite et a I’hote. L enjeu serait de
developper de nouveaux composés plus sélectifs sur le parasite.

A travers la synthése de nouveaux analogues, il serait intéressant d’optimiser les propriétés

antiparasitaires de FR235222, en ciblant ce nouveau mode d’action d’inhibition des histones

déacétylases qui n’a pas encore été utilisé contre ces parasites.

Plus récemment en 2008, le produit naturel d’origine marine, le largazole (voir Fig I1.7), a été isolé
d’un cyanobactérium du genre Symploca.’" Ce produit naturel a suscité 1’intérét d’un grand nombre
de chercheurs, en raison de sa cytotoxicité remarquable sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses.
Le largazole se distingue des autres cyclopeptides HDACis par la présence d’une fonction thioester et
¢galement par ses propriétés d’inhibition plus sélective sur les HDACs de la classe I (de 1’ordre du

nanomolaire) par rapport 8 HDAC6 (Tableau I1.2, entrée 1).17

Valeurs des ICso (nM) des tests in vitro de largazole et analogue HDACis possédant une
fonction thiol prodrogue. Les tests ont été réalisés dans des conditions différentes* par
plusieurs auteurs
entrée | classe I ITa IIb v
HDAC 1 2 3 8 4 5 7 9 6 10 11
1 largazole 20 21 48 - - - - - >1000 | - -
2 largazole 0,07 | 0,07 | 0,17 25
thiol
3 0,4 0,9 0,7 102 >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 42 0,5 |3
4 FK228 0,12 | 0,14 | 0,28 35
5 35,8 51,2 >500
6 RedFK228 | 0,8 1 1,3 >1000 | 647 >1000 | >1000 | >1000 | 226 0,9 |03
7 1 62,4
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Williams e al. en 2008.7%

Luesch et al. 2012.1

Nishino ez al. 2003.74

Nishino et al. 2011.74"

Miyata et al. 2006."!

Tableau II. 2 : sélectivité des HDAC:s largazole et analogues entre les isoformes d’HDAC

8 25 14,2 >5.10° | 14,5 >5.10°
9 26 4 1,8 40

10 28 1210 1030 29

11 29 1270 1140 36

12 30 900 840 23

13 SAHA 10 100 |15 9

14 TSA 22 40 20 28

%

Plusieurs équipes se sont intéressées a la présence de cette fonction thioester, afin de concevoir de

nouveaux composés HDAC:s sélectifs sur les isoformes de la famille des HDACs. En 2010, Luesch et

collaborateurs!’®

qui, en présence de protéines cellulaires, est rapidement hydrolysée en largazole thiol libre (Fig I1.10).

I ont mis en évidence que la fonction thioester du largazole est une fonction prodrogue
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Fig IL. 10 : hydrolyse in vitro ou in vivo de la fonction thioester du largazole!”!

L’activation du largazole est donc induite par des protéines (estérases et protéases) cellulaires. Ceci
expliquerait pourquoi le largazole lui-méme présente, lors des tests enzymatiques in vitro avec des
enzymes HDACs recombinantes, des activités inhibitrices environ 10 fois inférieures a celles de
largazole thiol libre (Tableau I1.2, entrées 2 et 3). Il est a noter que le largazole thiol libre devient actif
sur HDACG6 (entrées 2, 3). En 2011, une structure cristallographique de ’HDACS co-cristallisée avec
le largazole thiol a été réalisée par I’équipe de Christianson.!””

D’autres produits naturels, tels que FK228 (voir Fig 11.7), (Tableau I1.2, entrées 4 et 5) étaient connus
pour leur activation in vitro et in vivo par réduction de la fonction prodrogue pont disulfure en une
fonction thiol libre, intéragissant avec le zinc du site catalytique.”® FK228, tout comme sa forme
réduite (Tableau IL.2, entrées 6 et 7), ont également présenté une meilleur sélectivité en faveur des
HDAC:s de la classe 1, par rapport aux isoformes HDACs de classe I1.

Des composés synthétiques avec des fonctions pont disulfure se sont également révélés plus sélectifs
sur des HDACs des classe I et Ila (HDAC4) par rapport a HDAC6. Ces propriétés ont été illustrées

74b]

notamment & travers les travaux de Nishino et al! en 2003, a travers la synthése du

composé dimérique 25 (Fig I1.11) (Tableau I1.2, entrée 8). Plus récemment en 2012, un autre composé

synthétique 26 a présenté la méme sélectivité (Tableau I1.2, entrée 9).[7*!
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MeO 25 26

Fig I1.11 : analogues synthétiques du largazole

Cependant, il est difficile de conclure que cette propriété d’inhibition sélective des HDACs de la
classe I par rapport aux autres HDACs notamment HDAC®6, pourrait étre due a la nature de la fonction
téte chélatante thiol libre. En effet, d’autres composés inhibiteurs des histones désacétylases ont
présenté des sélectivités inverses ou contradictoires par rapport a celles observées avec le largazole. En
2006, Miyata et al. [ avaient identifié des composés synthétiques (Fig II. 12) qui se sont révélés étre
des inhibiteurs s¢lectifs de HDACG6 et n’ont présenté aucune activité sur les HDACI et 4 (entrées 10-
12).

OtBu OtBu
O~ 'NH H HN™ 0
'ﬂ\[('\/\/\/s\ﬂ)\ R/N\H)\/\/\/SH
H
G/ o) o
27 28 : R = cyclopentyle

29 : R = cyclohexyle
30 : R = cycloheptyle

Fig II. 12: inhibiteurs sélectifs de HDAC6

Auparavant, une seule molécule, la tubacine” (Fig II.13), était connue pour ses propriétés
d’inhibiteurs sélectifs de HDAC6. La découverte de nouveaux composés agissant sélectivement sur
HDACS®, pourrait avoir des domaines d’application trés intéressants. En plus d’avoir beaucoup servi
comme outils pour I’étude des fonctions biologiques de I’'HDACS6, les inhibiteurs sélectifs de
I"HDACG6 sont également des potentiels candidats médicaments anticancéreux.”* L’intérét pour cette
cible est dii a la particularit¢ de 1’isoforme HDAC6, du fait de sa localisation uniquement
cyctoplasmique. Il participe également a la désacétylation des protéines telles que I’a-tubuline et la
chaperone HSP90, tout en jouant un rdle important dans les fonctions et la stabilité des

microtubules.®”
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Fig I1.13 : inhibiteur sélectif de HDAC6

11 serait intéressant d’étudier les propriétés antiparasitaires de nouveaux analogues du largazole, pour
la conception de nouveaux composés inhibiteurs des histones désacétylases plus sélectives sur les
différents isoformes HDACS.

Dans ce but, notre objectif sera de réaliser la synthése de nouveaux cyclopeptides analogues de
produits naturels FR235222 et du largazole (voir Fig I1.7) afin d’obtenir une grande diversité

structurale et fonctionnelle de nouveaux composés antiparasitaires efficaces et sélectifs.

IV) Synthéses antérieures de KFR235222 et analogues
naturels

La premiére synthése de FR235222 a été rapportées par I’équipe de Ma™*!! en 2005 (Schéma 11.7). Plus

tard, en 2006, I’équipe de Taddei et Gomez-Paloma'®

ont publi¢ une autre (version de la) synthése de
FR235222 (Schéma II.8). Ces deux premicres synthéses utilisent une stratégie linéaire ou un résidu
acide aminé 31 porte la partie latérale du cyclopeptide (Fig 11.10). La synthese de ce dernier constitue
une des étapes clés. Pour la synthése du résidu acide (25,9R)-2-amino-9-hydroxy-8-oxodécanoique 31,
I’équipe de Ma a utilisé une réaction de métathése pour coupler les composés 33 et 34, en employant

le catalyseur de Grubbs de seconde génération (Schéma I1.7).

La synthese du résidu acide aminé 36 par 1’équipe de Taddei (voir Schéma 11.8) a été réalisée en 5

étapes et une réaction de type Wittig-Horner a permis d’obtenir le composé 37.
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Ma et al. 2005
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Schéma I1.7 : premiére synthése de FR235222 en solution
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Schéma I1.8 : premiéres synthéses de FR235222 sur support
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Les autres synthéses de tétrapeptides cycliques inhibiteurs des histones désacétylases'® (Schéma 11.9)
utilisent la méme stratégie linéaire, c¢’est le cas de la synthése de la trapoxine B rapportée par

Schreiber et collaborateurs en 1996, la synthése de I’apidicine A publiée en 2001 ou la synthése

de ’azumamide A décrite par 1’équipe de Ganesan en 2007.!
TIPSO
W cyclisation o
— série de couplages ><O“‘ NHCbz
- s Ph peptidiques { OH
O >
3 N O
N o z
0 COOH résidu acide aminé
portant la partie latérale

trapoxine B

%)L 0 N OCF; série de couplages| NMe
- cycllsatlon peptldlques M CO,Me
NHCbZ o NHCbz

O
NBoc o

apidicine
[0}
TceO
\‘/ﬁ/( série de couplages Me CO,Bn
cycllsatlon j\/ J\A peptldlques PMBO _
HO r::} o HN\ﬁ/tBU
(o}
azuamide A

Schéma II. 9 : synthéses linéaires des analogues tétrapeptides cycliques

En 2008, pour la premiére synthése du largazole, Luesch et al.® utilisent une stratégie convergente,
au cours de laquelle ils synthétisent dans un premier temps, le coeur cyclopeptidique portant une
fonction alcene terminale 38. Ce dernier a ensuite ét¢ fonctionnalisé par une réaction de métathése
utilisant le catalyseur de Grubbs (Schéma I1.10). En 2010, pour la synthése de nouveaux tétrapeptides

cycliques, I’équipe de Bruno™” utilise la méme stratégie de couplage par métathése (Schéma I1.11).

50
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Schéma 11.10 : synthése convergente de Luesch utilisant la métathése

X=0OH
NHOTrt (o) ~

30-35%

a) 18% mol catalyseur de Grubbs 2°™¢ génération,

Schéma II.11 : synthése convergente de Bruno utilisant la métathése

DCM, 300 W, 30 min, 2 cycles

Cependant, I'utilisation de la réaction de métathese lors de la derniere étape de synthése présente un

inconvénient. Ce type de couplage fourni en effet des rendements toujours inférieurs a 50%.
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Introduction

Le paludisme est une maladie qui touche principalement les pays pauvres. Il est important pour la
conception de nouveaux médicaments de minimiser le colt de la synthese des différents principes
actifs. Pour cette raison nous avons opté pour des stratégies de synthéses courtes via I’emploi de
réactions en cascades et tandem ou 1’on crée plusieurs liaisons en une étape sans isoler les différents
intermédiaires réactionnels. Les méthodes de synthése utilisées sont simples et peuvent étre appliquées
a grande échelle. Cette caractéristique est aussi un atout pour les étapes de développement de la
molécule. Dans le contexte de ce manuscrit, une réaction en cascade sera définie comme une réaction
qui nécessite 1’activation d’une seule fonction dans la molécule pour déclencher une série de réactions
aboutissant au produit final (Fig IIl.1), tandis que dans une réaction tandem, 1’activation sera
simultanée sur au moins deux fonctions dans la méme molécule qui vont converger pour donner le

produit final.

Réaction en cascade ou domino Reaction tandem

Fig. II1.1 : illustration de réactions en cascade et tandem

I) Réactions d’oxvdation phénolique en cascade et tandem

en synthese

La désaromatisation des dérivés phénoliques par oxydation est un processus couramment utilisé pour
la synthése biomimétique de divers produits naturels complexes. En fonction de 1’environnement dans
lequel il se trouve, le phénol présente des réactivités différentes qui peuvent étre exploitées pour
¢laborer de nouvelles structures. Dans sa forme la plus simple, la déprotonation du phénol 39 (Schéma
III.1) génere une espeéce nucléophile 40 (phénolate). Dans des conditions oxydantes, la perte d’un
¢lectron et d’un atome d’hydrogene conduit a la formation des espéces radicalaires transitoires 41a,
41b, 41c stabilisée par mésomérie. La perte d’un deuxiéme ¢€lectron conduit a des phénoxéniums, des
especes électrophiles trés réactives 42a, 42b, 42c¢ qui pourront subir I’addition de différents

nucléophiles.
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Schéma III.1 : les réactivités du phénol

Différents réactifs et méthodes peuvent étre utilisés pour oxyder les dérivés phénoliques et générer
I’espece électrophile phénoxénium. Les réactifs a bases d’iode hypervalent tels que le PIDA ou le
PIFA présentent des atouts incontestables par rapport aux réactifs a base de métaux lourds, tels que le
tri-acétate de thallium TI(OAc); et le di-acétate de mercure Hg(OAc),, ou le tétra-acétate de plomb
Pb(OAc), utilisé par Nicolaou™ pour la synthése du bisorbicillinol (Schéma II1.2). L’oxydation
anodique des dérivés phénoliques par voie €lectrochimique est également une méthode efficace. La
synthése totale de divers produits naturels™ par oxydation phénolique induite par différents réactifs

peut étre illustrée a travers plusieurs exemples de la littérature.

o Pb(OAc), e, JOAC
M M Cla o
© ®  ACOH-CH,Cl, 1) CsOH, MeOH
R 2) NaH,PO,
OH 40% Me 22%
O OH
R o

R= /e

(+)-bisorbicillinol

Nicolaou et al. 1999

Schéma I11.2 : oxydation phénolique avec des réactifs a base de métaux lourds

Des exemples de réactions d’addition sur le phénoxénium conduisant a la formation de liaison C-O
sont les plus courants (Schéma II1.3). En 2006, pour la synthése actuellement en cours de la
bacchopétiolone, un sesquiterpéne dimérique, par ’équipe de Wood.”” Les auteurs utilisent une
stratégie de réaction d’oxydation phénolique pour générer un intermédiaire phénoxénium 44, qui

subira I’addition d’une fonction carboxylate pour donner le composé 45. Ce dernier dimérise

uléatines
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spontanément par réaction de Diels-Alder pour former en une étape le squelette de la bacchopetiolone

46.

Pour la synthése de la puupehenone en 2002, I’équipe de Quideau®!! utilise également le piégeage de
I’intermédiaire phénoxénium 48 par une fonction hydroxyle pour former le composé 49. Une réaction
de réarrangement, provoquée par l’oxydation in situ du composé 49, a permis d’obtenir la

puupehenone de maniére concise.

®
x Et;NH =
o
co, PIDA, CH,CN o
60% °
Me oH ® ° Me o

45
Wood et al. 2006

dimérisation
[4+2]

HO -2CO
HO N -

\ SR

(¥)-bacchopetiolone

OH
réarrangement
67% KH-dioxane
PIFA > 18-crown-6
—_—
DCM, -25°C

oxydation in situ
27%

A

47

(+)-puupehenone

Quideau et al. 2002

Schéma I11.3 : formation de liaisons C-O en cascade

Seulement deux exemples de réactions d’addition de fonctions amines secondaires sur le phénoxonium

[92] [93]

conduisant a la formation de liaison C-N ont été rapportés par Honda”*' en 2002 et Sorensen" " en
2000 (Schéma II1.4). L’oxydation du composé 50 génére I’intermédiaire phénoxénium 51 (trés
réactif), qui subit 1’addition intramoléculaire de la fonction amine secondaire cyclique, pour fournir en
seulement une étape le composé 52. L’équipe de Sorensen utilise également le piégeage par une
fonction amine secondaire de I’intermédiaire phénoxénium 54 pour former le composé 55 en

seulement une étape a partir de 53.
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Schéma I11.4 : formation de liaisons C-N

Des exemples de réactions d’oxydation phénolique avec formation de liaisons C-C existent et ont été
rapportés notamment par Kita, Nicolaou et Canési (Schéma II1.5). D’aprés les travaux de Kita,”" la
(+)-maritidine, un alcaloide naturel, peut étre obtenu facilement a partir du composé 58, qui est
synthétisé en seulement une étape a partir de 56, et via la formation de 1’intermédiaire phénoxénium
57. Cet intermédiaire activé conduit spontanément a la formation de liaison C-C par une réaction de
couplage aryl-aryl pour donner le composé 58. L’équipe de Nicolaou™ utilise une réaction en cascade
d’addition d’une fonction alcéne sur le phénoxénium 60 conduisant au composé 61, I’intermédiaire clé
qui a permis de synthétiser par la suite la platensimycine. Des réactions de formation de liaison C-C

[9

-, , . 196 N , . ..
ont aussi été rapportées par Canesi,”” notamment & travers des exemples de réactions d’addition de

fonctions alcynes sur I’intermédiaire phénoxénium 64, conduisant également a la formation de liaison
C-C et d’un intermédiaire cationique 65, qui subit a son tour I’addition d’un nucléophile externe pour

donner le composé 66 stable avec de bons rendements. D’autres exemples de formation de liaison C-C

97]

dans des composés 67 et 68 (schéma II1.6) ont été rapportés par 1’équipe de Waldvogel®” et de

Swenton.”™

Ces derniers utilisent des réactions d’oxydation anodique par électrochimie pour
déclencher des processus de réactions en cascade d’oxydation phénolique conduisant a la formation de

composés complexes.

uléatines
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“1CO,Me

) 58 (+)-maritidine
F;COC

(o}
Sml,, HFIP
_-78°C, 46% _
OH
62
(-)-platensimycine
R R
0. (o)
® Nu
R - R
65 N2 66

Schéma II1.5 : formations de liaison C-C

(o]
OoTBS
PIDA
(o] /4
61% E
o
o) T™MS 60
o 59
Nicolaou et al. 2007
HO. i X R
DT = [
R
50-73Y R
63 &
Canesi et al. 2010 64
OH B

J «
| z oxydation anodique
L™
Rs

Swenton et al. 1996

_ =

20 - 85%

OH anode 48 + oxydation
anodique
Ba(OH),.8H,0 v

Waldvogel et al. 2008

réarrangement

Schéma I11.6 : formation de liaisons C-C par oxydation anodique

Plusieurs synthéses ont été réalisées en utilisant la stratégie de désaromatisation des dérivés

phénoliques par oxydation comme initiateur de réactions en cascade ou tandem. La syntheése des

composés complexes 71a et 71b a été réalisée par Canési””! via une méthode élégante de réaction en

cascade induite par oxydation phénolique (Schéma II1.7). L’oxydation du composé 69 génére d’abord

I’intermédiaire phénoxénium 70, suivie d’une série de réactions en cascade, commengant par

I’addition d’un nucléophile externe sur la fonction alcyne.
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VS
Br
= PIDA
HO HFIP
Br 69

Canési et al. 2011

Schéma I11.7 : exemple de réaction en cascade d’oxydation phénolique

Ciufolinit'®

! fut le premier a appliquer le concept de réactions tandem d’oxydation phénolique.
L’activation simultanée des dérivés phénoliques et des fonctions oximes permet de générer deux
intermédiaires trés réactifs, le phénoxénium et le dipdle oxyde oxime 73, qui vont interagir pour
conduire aux composés polycycliques 74 ou 75 (Schéma II1.8). En 2009, Sorensen et al.'® ont
rapport¢ une synthése efficace de la cortistatine A, en reprenant la réaction tandem d’oxydation
phénolique et d’oxydation de I’oxime développée par Ciufolini. Ils arrivent ainsi a former le noyau
spirocyclohexa-2,5-diénone 77 qui va subir une réaction de cycloaddition dipolaire [3+2]

intramoléculaire de I’oxime permettant d’obtenir facilement le produit final.

OH o -
PIDA §)
(2,2 équiv) N, -
N loaddition [3+2
TFA (cat.) cycloaddition [3+2]
. \N’OH ta,1h Nu dipolaire
73 Nu =-OMe 74
Ciufolini et al. 2009 Nu = -NHAc 75

cortistatine A

Sorensen et al. 2009

Schéma II1.8 : exemples de réactions tandem d’oxydation phénolique

L’avantage des réactions en cascade ou tandem d’oxydation phénolique reste principalement la
génération d’especes trés réactives qui une fois formées peuvent subir d’autres réactions ou
réarrangements afin de former plusieurs liaisons en seulement une étape. Cependant, pour la synthése
de composés biologiquement actifs dans des conditions douces et plus respectueuses de
I’environnement, le choix du réactif oxydant devient trés important. Les réactifs a base d’iode
hypervalent sont des oxydants de choix qui seront par la suite les seuls utilisés dans les travaux de

cette these.
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II) Stratégies de synthese de nouveaux analogues des

aculéatines

Durant les travaux de cette thése, nous nous sommes intéressés a la synthése de nouveaux composés
analogues des aculéatines, en utilisant des approches de réactions en cascade et tandem d’oxydation
phénolique. Un de nos objectifs était de mettre en évidence I’addition sur I’intermédiaire phénoxénium
d’une fonction cétone. En effet, ’addition d’une fonction cétone en position y (Schéma I11.9) pourrait
conduire a la formation d’un intermédiaire spiro-oxocarbénium, qui pourrait a son tour subir 1’addition
d’un nucléophile inter ou intramoléculaire et former le squelette spirocyclohexa-2,5-diénone des

aculéatines et de ses analogues.

cation spiro-oxocarbénium

OH o) o) o
[Ox]
o) o) (-)-aculéatine A
—)-aculeatine

-2e- + (o] _Fjmattiiedtific A
o R H* ~ R /o N (-)-(2£,12R)-amomol A
B Y ) N u (+)-(2£,12R)-amomol B
& Nu R NS

Schéma II1.9 : formation de squelette spirocyclohexa-2.5-diénone via le cation spiro-oxocarbénium

Les conditions réactionnelles utilisées lors des syntheses reportées des aculéatines (Schéma I11.10) ne
permettent pas de confirmer ce type de mécanisme réactionnel passant par un cation spiro-
oxocarbénium. Du fait de la présence de I’eau dans le milieu réactionnel, le mécanisme passant par la
voie I, avec formation d’un intermédiaire para-quinol 80 reste possible. Tout comme les aculéatines,
les amomols peuvent &tre obtenus suivant la voie I, en partant d’un intermédiaire clé phénolique 78
(schéma 111.10), qui dans des conditions oxydantes va générer 1’intermédiaire phénoxénium 79. Ce
dernier pourrait subir 1’addition intermoléculaire de H,O présent dans le milieu pour conduire au para-
quinol 81 qui cycliserait spontanément pour donner I’hémiacétal 82. L hémiacétal en présence de
MeOH en milieu acide permettrait d’obtenir les amomols en 2 étapes. Notre dessein est de réaliser la
synthése des amomols en seulement une étape a partir de 78, via la formation de I’intermédiaire
réactionnel spiro-oxocarbénium 83, qui serait le produit de 1’addition d’un groupement carbonyle
(cétone) sur un intermédiaire phénoxénium 79 (voie II). Cette synthése nous offrira ainsi I’opportunité

de prouver I’existence de I’intermédiaire spiro-oxocarbénium 83.

uléatines
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Voie I: voie de synthése en deux étapes via un
intermédiaire para-quinol 80 ou 81

0 -H,0

)12 Ho‘ér/
OHO OH X X=0H 12
F : aculéatine A aculéatine B

voy 12

80: X=0H
oH 81: X=H
O OH X PIFA ou PIDA
12
;ZEX;:O':' 18:X=0OH
79: X=H (-){2£,12R)-amomol A
(+)-(2£,12R)-amomol B
voie II\‘ X=H
[0} + MeO

Voie Il: voie de synthése en une étape via le cation
spiro-oxocarbénium 83

MegH 83 12 aculéatine A aculéatine B

cation spiro-oxocarbénium

Schéma I11.10: voies de synthéses des amomols et aculéatines

& 1) Synthése des amomols par réaction d’oxydation phénolique

en cascade via le cation spiro-oxocarbenium

Afin d’obtenir les amomols selon la voie II (Schéma II1.10), il a été nécessaire de mettre au point les
conditions opératoires favorisant la formation du cation spiro-oxocarbénium a partir d’'un modéle
simplifié 84 de I’intermédiaire clé (Schéma III.11). L’enjeu de cette approche est de favoriser
I’addition intramoléculaire du groupement carbonyle en position y sur le phénoxénium 85 par rapport
a ’addition externe du MeOH qui conduira a la formation du produit non désiré 88. Le cation spiro-
oxocarbénium formé 86 subira ensuite 1’addition externe du MeOH pour former le squelette des
amomols 87. Pour cela, différents réactifs a base d’iode hypervalent (III) et différents solvants ont été

testés. Les résultats obtenus ont été rassemblés dans le tableau I11.1.




88

Schéma III.11 : mise au point de conditions favorables a la formation du cation spiro-oxocarbénium
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OH

[0}
3

84
solvants
[ox]

5 min 0°C,
t.a. 30 min

entrée [Ox] solvants rendements 87 rendements 88
(%) (%)

1 PIDA MeOH 35 25

2 PIFA MeOH 39 44

3 PIDA CH,Cl,/MeOH 68 8
(10 équiv)

4 PIDA acétone/MeOH 34 8
(10 équiv)

5 PIDA CH;CN/MeOH 64 13
(10 équiv)

6 PIDA HFIP/MeOH 75 0
(10 équiv)

7 PIFA CH,Cly/MeOH - -
(10 équiv)

8 PIFA HFIP/MeOH 2 -
(10 équiv)

Tableau III.1 : mise au point des conditions de formation du cation spiro-oxocarbénium
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Lorsque nous avons réalisé la réaction dans du MeOH (100%), nous avons isolé les deux produits 87
et 88 avec respectivement un rendement de 35% et de 25% (Tableau III.1, entrée 1) en utilisant le
PIDA, et avec 39% et 44% en utilisant le PIFA (entrée 2). En mettant seulement 10 équivalents de
MeOH dans le milieu avec d’autres solvants tels que CH,Cl,, CH;CN, I’acétone ou HFIP (entrées 3-
6), nous observons une nette sélectivité en faveur de la formation du produit désiré 87. Pour la suite de
la synthése, nous avons retenu les deux meilleures conditions du tableau qui ont permis d’obtenir de
bonne sélectivité en faveur de la formation du composé 87 avec de bons rendements. Il s’agit des
conditions avec 10 équivalents de MeOH dans du CH,Cl, (entrée 3), qui conduisent tres
majoritairement au composé 87 avec 68% de rendement et seulement 8% pour 88. Lorsque nous avons
remplacé le CH,Cl, par le HFIP (entrée 6), nous avons observé uniquement la formation du composé
87 avec 75%. Le choix du réactif oxydant est aussi déterminant pour la synthése. L utilisation du PIFA
a la place du PIDA dans les deux meilleures conditions de solvant retenues (entrées 7 et 8) conduit a la
dégradation du produit de départ 84. Le produit final doit-étre sensible en milieu acide, notamment en

présence des sous produits (trifluoroacide acétique TFAA) générés par PIFA in situ.

G 2) Syntheses des amomols en série racémique et énantiopure via

la formation du cation spiro-oxocarbénium

Afin de tester les conditions réactionnelles mises au point et d’optimiser la réaction, nous avons dans
un premier temps réalisé la synthese en série racémique des amomols (Schéma II1.12). Les amomols A
et B ont été obtenus en seulement 4 étapes a partir du produit commerciale 84. Pour diminuer le coftit
de cette synthése nous avons choisit le CH,Cl, lors de la réaction d’oxydation phénolique au lieu du

HFIP qui a permis d’obtenir une meilleure sélectivité en faveur du produit spiranique 87.

OH
o o 1) LDA, THF anhydre
-78°C, 15 min 14
Ho 5 o o, k@/ HO o
—_— + 14
2) PPTS, MeOH, 1 nuit (#)-78
84 | 89 20 48%
o]
PIDA
PPTS, CH,Cl,, 16 h 10 équiv. MeOH
94% CH,Cl,
30 min
o]
o]
OMe
OH
(N4
(¥)-amomol A (*)-amomol B
31% 36%

Schéma II1.12 : premiére synthése racémique des amomols

uléatines
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Aprées avoir trouvé les conditions optimales pour obtenir les amomols en série racémique, nous nous
sommes ensuite intéressés a la synthése des amomols naturels énantiopures (configuration du carbone

C12 est R) (Schéma II1.13) et non naturels (configuration du carbone C/2 est S).

(‘jf
“'OH

/?\('")'91
) Pr),Si
o Pr),Si (Pr)sSi
o  réactif de OH (Pr);Sicl, imidazole 3> 0 o o
N DMF, 1 nuit, \f/)/'\/\/ WH
wH 14 t.a, 95% 14 4 )94
oo | P-TSOHH,0 (+)-92 (+}93 O CH,Cl, )
CH,Cly, 1 nuit 15 min, -78°C
t.a, 81% 35% O | nBuLi, THF
o g0 -78°C, 63%
~~N0—
(Pr);Si y °
i o
(Pt e 9 H ME,O (Pr);Si i
~A
/ BnO o (g o oH Eo/ \(\%}H :
(-)-97 -~ 1)-96 g . . P 90 ~
OBn  K,CO,, EtOH (=) réactif dgHDgTs Martin " (o}
3h,ta, 79% . 2~2 95
H,, PdIC 0°C, 30 min, t.a
AcOEt, 3h 97%
64%
(Pr)sSi.

o O

TBAF, THF
W 30 min, t.a, 83%
14 - >
(-)-98 OH

OH O
LOAa o
()78 OH

OH ©
w0
(+)-78 OH

PIDA, PIDA,
MeOH (10 équiv) MeOlé &1((): :’equiv)
CH,CI ,Cl,
0°C, 30 min 0°C, 30 min

MeO 1 MeO 14 MeO 14 MeO 14
O0<"13 0 o B O~
o OH o OH ° OH ° OH

(+)-amomol A
(non naturel) 11%

op = 49,9

(-)-amomol B
(non naturel) 25%

op =-8,2

(-)-amomol A
(naturel) 15%

op = -11,1

(+)-amomol B
(naturel) 21%

op = +8,9

Schéma I11.13 : Synthése énantiopure des amomols naturels et non naturels

La synthése des amomols énantiopures a été achevée en seulement 9 étapes a partir de 1’aldéhyde 90.
Dés la premiere étape, nous avons introduit la chiralité en utilisant le réactif de Nokami!'**! (18,25,5R)-
1-(1-méthylallyl)menthol (+)-91 pour obtenir le composé (+)-92. Apres la protection de la fonction
alcool par un groupement tripropylsilyle, une réaction d’ozonolyse nous a permis de former I’aldéhyde
(-)-94. Une réaction d’alkylation du diméthoxy-méthylphosphonate sur I’aldéhyde (-)-94 conduit a la
formation d’un réactif de type Wittig-Horner 95. La fonction alcool présente sur ce dernier a été
oxydée dans des conditions de Dess-Martin pour former le composé (—)-96, qui a subi une addition de
Wittig-Horner pour donner le composé (—)-97. Apres la réaction de réduction en “‘un pot’ de la double
liaison et du groupement benzyle, suivie de la déprotection du groupement silylé au TBAF, nous
obtenons I’intermédiaire clé réactionnel (—)-78 énantiopure qui a conduit par la suite aux amomols A

et B naturels optiquement actifs. Dans les mémes conditions, les amomols A et B non naturels ont été
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obtenus a partir de [’aldéhyde 90 et en utilisant le réactif de Nokami (1R,2R,5S5)-1-(1-

méthylallyl)menthol (-)-91.

& 3) Svnthese de nouveaux analooues des amomols via la

formation du cation spiro-oxocarbénium

D’autres composés analogues des amomols ont été obtenus par la suite, soit en modifiant la nature du

nucléophile alcool qui s’additionne sur le cation spiro-cyclohexa-2,5-diénone (Schéma III.14), soit a

partir des dérivés substitués du phénol (Schéma III.15). En faisant la réaction d’oxydation phénolique

dans 100% MeOH, nous favorisons la formation de la forme ouverte 99 par rapport aux amomols. Ce

composé pourra nous permettre d’étudier I’influence de la forme spiranique dans [’activité

antipaludique. La synthése des composés 100a et 100b permettra d’étudier les effets de la présence

d’une deuxiéme chaine grasse sur ’activité biologique.

OH

(o}

1WJ\/\©\
OH

PIDA (4)-78
0°C, 30 min
)
CH,cl, ©
& CoH47-OH
/ OH
(10 équiv)
i g3 ™ ]

OH

(#)-100a 23%

(#)-100b

Schéma I11.14 : synthése de nouveaux analogues des amomols

\o MeOH
o 0 (100%)
(*¥)-amomol AetB 4 OH
99
0,
18% 36% )1a
TBDMS.
O O
= OCH;
14
101 OBn

a) Hy, Pd/C AcOEt, 85%
b) TBAF, THF, 75%

OCH;

PIDA

0°C, 30 min

EE—

102 OH

CH,Cl,
—_—

35%

MeOH (10 équiv)

Schéma II1.15 : synthése de 1’analogue substitué des amomols

21%

OCH;
OH

14

104
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L’analogue 104 a été obtenu par oxydation phénolique du composé 102. Un mélange de

diastéréoisomeres a été isolé.

& 4) Synthése de nouveaux analocues des amomols via la

formation du cation vinyl spiro-oxocarbénium

Nous nous sommes ensuite intéressés a une autre réactivit¢ du phénoxénium qui serait le piégeage
d’une fonction carbonyle-a,B-insaturée 105 afin de générer un intermédiaire vinyl spiro-
oxocarbénium 106 (Schéma III.16). Avec ce nouvel intermédiaire, nous générons potentiellement
deux centres électrophiles en position 1,2 et 1,4 du carbonyle pouvant subir des additions
nucléophiles. Notre objectif était de voir la compétition entre la position 1,2 et 1,4 lors de I’addition de

différents nucléophiles (Schéma II1.17).

(o]
cation vinyl spiro-oxocarbénium
(o]
Nu
add 14 _ \
PIDA ‘_\;oie 1 1
(o] (o]
= .
14 .v0|e 2
105
add 1,2 0Nu

Schéma III. 16 : réactivité du cation vinyl spiro-oxocarbénium
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o)
o)
0
o)
OMe PIDA OK’
1 HO \(Lﬁ
14l PIDA (10 équiv) 14 }\
MeOH (#)-107
(#)-108 (10 équiv)
41% 38% - -
a
b _TM 0
_ o™
o)
PIFA
TMSCN OH
50% ¢ (5équiv) 29%
0 [ >
()-108 0/\CF:; PIDA o o |
50% TFE | )
(#)-109 MeOH ) 111 14
( (10 équiv) 112 ']/14
14 — -
non séparé d e PIDA
proportion évaluée
RMN PIDA /\/TMS
HFIP 36% \ (5 équiv)
o] o 7 o
OH
OH 12% 0
- |
o] | o \
14( )
111 Ja = = 111 “
110

mécamisne plausible

Schéma I11.17 : addition de différents nucléophiles sur le vinyl spiro-oxocarbénium

Le cation vinyl spiro-oxocarbénium 106 en présence des nucléophiles (2E,4F)-hexa-2,4-dien-1-ol
(voie a, Schéma III.17), MeOH (voie b) ou TFE (voie c¢) conduit uniquement a la formation de
produits d’addition 1,2. En mettant le HFIP comme nucléophile (voie d), du fait de son environnement
plus encombré que le MeOH ou le TFE, nous espérions observer le produit d’addition 1,4 qui pourrait
étre privilégié par rapport a la réaction d’addition en position 1,2. Dans ces conditions, le composé 111
a ¢été isolé avec un faible rendement de 12%. Un mécanisme plausible de formation du 111 serait
I’addition des éventuelles traces de H,O dans le milieu réactionnel sur I’intermédiaire vinyl spiro-
oxocarbénium pour former I’intermédiaire hémiacétal 110 peu stable, qui subirait une ouverture de
cycle pour donner finalement le composé 111. D’autres nucléophiles plus affins a des réactions
d’addition 1,4 du fait de leurs caractéres mous, le vinyltriméthylsilane et le TMSCN (voies e et f) ont
¢été testés. Une fois de plus le composé 111 a été isolé, ces derniers résultats nous ont permis de
conclure que la position 1,4 du cation vinyl spiro-oxocarbénium n’est pas suffisamment compétitive
vis-a-vis de la position 1,2. Avec le TMSCN, il a été nécessaire d’utiliser PIFA (voie f). En effet, en

présence du TMSCN le composé 112 se forme dans un premier temps. Les sous-produits générés par

uléatines
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PIDA (CH;COOH) ne sont pas suffisamment acide pour déprotéger le TMS du phénol. Avec le PIFA,

contrairement a nos attentes, aucun produit d’addition 1,4 sur I’intermédiaire vinyl spiro-oxocabénium

106 n’a éte observé et seul le produit 111 est obtenu.

III) Syntheése d’un analogue hybride par réaction tandem

d’oxydation phénolique utilisant la génération in situ de

réactif a I’iode hypervalent (III) en quantité catalytique

Afin de diversifier la structure vers de nouveaux analogues des aculéatines, nous nous sommes aussi

intéressés a la synthése d’un analogue hybride 113, présentant deux fonctions pharmacophoriques :

une fonction spirocyclohexa-2,5-diénone dérivée des aculéatines et une fonction 2H-pyran-3(6H)-one

dérivée d’un autre produit naturel EBC-23 connu pour ces propriétés anticancéreuses!'* (Fig I11.2).

11
HO

aculéatine

Hybride

EBC-23
MCF-7 : IC5 = 0,45 M

Fig II1.2 : nouvel analogue hybride des aculéatines

Ce nouvel analogue hybride pourrait étre obtenu en utilisant une approche de réactions tandem

d’oxydation phénolique initiée par un réactif a I’iode hypervalent (III) (Schéma I11.18). A partir d’un

intermédiaire clé 114, une activation simultanée des deux réactions d’oxydation phénolique et

d’oxydation de la fonction furanyl-2-méthanol conduirait au produit désiré.

oxydation
phénolique

o
o
PIDA (0}
_— RO
1 étape N\

(o)

(¥)-1156:R=H
esterlflcatlonC (£)-113 : R = -OCO(CHy)1,CH,

Schéma II1.18 : stratégie de synthése en tandem de 1’hybride 113
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La synthese de ’intermédiaire clé 114 a été réalisée en 5 étapes a partir du produit commercial 116

(Schéma II1.19). Nous avons d’abord converti la fonction acide carboxylique de 117 en chlorure

d'acyle, qui a ensuite réagi avec l'acide de Meldrum 118 pour donner le compos¢ 119. Le B-cétoester

120 correspondant a €t¢ obtenu par chauffage au reflux de 119 dans I'éthanol. La réaction de Garcia-

Gonzalez entre le dimere de DL-glycéraldéhyde 121 et le B-cétoester 120 en présence du catalyseur

CeCl;.7H,0 a permis d’obtenir le composé 122. Enfin, une réaction de réduction avec LiAlH, de la

fonction ester conduit a I’intermédiaire clé 114.

H 1) (cOCl)

2

Ac,0 CH,CI,
EtOH

[0}
NaOH/H,0 2) pyrldlne reflux
OH 97% 95%
116

77%

de la réaction de Garcia-Gonzales

mécanisme général

CeCl,.7H,0 OH
(0,5 équiv.) HO
dioxane/H,0
90°C,10 h 0 {
56% S
122 OEt
&°r°“ °
HO 0~ “OH LiAIH,
121 a0,
réaction de Garcia-Gonzales
OH
HO
o} 0\
R NS
X
114 OH
OH

Schéma I11.19 : synthése de I’intermédiaire clé 114

Lorsque I’intermédiaire clé 114 a été mis en présence d’une quantité stoechiométrique de PIDA ou

PIFA, aucune trace du produit désiré n’a été observée (Schéma II1.20). En effet, I’oxydation

simultanée des fonctions phénolique et furanyl-2-méthanol passe par différents intermédiaires

réactionnels trés réactifs (Fig I11.3) qui peuvent interférer pour donner des produits indésirables.

oxydation
phénolique oxydation

furanyl-2-méthanol

(3 equiv.)
—k—
solvant

Schéma [11.20

PIDA ou PIFA

o
HO 0
\

115 °

: réaction tandem avec une quantité steechiométrique de PIDA et PIFA
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OH OH
PIDA ou PIFA @ —_— O
—_— -H*
-1e-
Ry Ry Ry
R
2_OH
- o PIDA ou PIFA _—
= +
-1e- -H
R4

Nu
— | [
R4 4 Nu
(0]
Nu R2
| (0]
R; Nu

Fig II1.3 : différents intermédiaires réactionnels produits au cours des réactions d’oxydations

Afin d’éviter des interférences entre les différents intermédiaires réactionnels, une des solutions a été

de désynchroniser les deux réactions d’oxydation. Pour cela, deux méthodes ont été développées

durant les travaux de cette theése (Schéma II1.21).

Voie | : réactions désynchronisées en deux étapes

mCPBA
OH
(1,1 équiv)
solvant
0°C,1h
puis t.a.,1h HO O
. o
réaction d'achmatowicz —
123
OH OH
HO PIDA
(1,5 équiv)
o i\ - solvant
~ 0°C, 30 min
puista.,1h
OH |
114 o
124 (catalyseur)
mCPBA (3 équiv)
F o
réaction tandem par o
génération in situ du réactifa HOQO
I'iode hypervalent (lll) \
115 o

Voie Il : réactions désynchronisées en une étape

mécanisme général de la réaction d'Achmatowicz

/ \ R I \LPR, H® ®
R1@Yﬁa mcPBA R1@ﬁ§3 O wﬁ
OH OH 3

RO L.

AN __ H
H0>(\//ER2 <—‘o\ é-l}) 0O —— \_o‘)Rﬁ

R "O” 'R; 1 R, R{” 0% 3
Rs ©" OH
réarrangement

Schéma II1.21 : réactions tandem désynchronisées

& 1) Réactions désynchronisées en deux étapes

Pour oxyder sélectivement la fonction furanyl-2-méthanol sans toucher a la fonction phénol, le

mCPBA est un oxydant de choix qui par la réaction d’Achmatowicz conduit a la formation du

composé¢ 123 (Tableau II1.4, entrées 1, 2, 3). En présence d’un réactif a 1’iode hypervalent (III), le
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compos¢ 123 géneére un intermédiaire phénoxénium qui subit 1’addition intramoléculaire d’un
hydroxyle pour donner le composé 115 constituant le squelette du produit final attendu. La deuxiéme
¢tape de cette réaction dépend beaucoup de la nature du solvant (entrées 4-9) et le HFIP semble jouer
un role déterminant dans la réussite de la réaction. En effet, ces types de solvants fluorés ont écrit
comme ¢étant des stabilisateurs des especes radicales cations, formées lors de la réaction d’oxydation
phénolique. La présence du HFIP indispensable a la réussite de cette réaction pourrait s’expliquer
é¢ventuellement par le piégeage de I’intermédiaire radical cation au lieu du phénoxénium par le
nucléophile (hydroxyle hémiacétal 123). C’est uniquement en faisant la réaction dans un volume
équivalent de CH,ClI, et HFIP (entrée 8) que le composé 115 a pu étre obtenu. Ces conditions de
solvant ont également permis d’obtenir le composé 123 (entrée 3) avec le meilleur rendement (74%).
Par la suite, nous avons retenu le mélange HFIP/CH,Cl, (1/1) pour tenter d’obtenir le composé 115 en

seulement une étape a partir de 114 (Voie II, Schéma I11.21).

Entrée | réactif condition pour | rendement | condition pour | rendement
obtenir 123 de 123 (%) | obtenir 115 de 115 (%)
1 mCPBA acétone 43
2 mCPBA DCM/CH;CN | 72
3/1)
3 mCPBA DCM/HFIP 74%
(1/1)
4 PIDA DCM <1
5 PIDA DCM/CH;CN | <1
(3/1)
6 PIDA THF <1
7 PIDA acétone 4
8 PIDA DCM/HFIP 74%
(1/1)
9 PIFA DCM/HFIP 2
(1/1)

Tableau I11.4 : résultats de la synthése désynchronisée en 2 étapes
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& 2) Réactions désynchronisées en une étape

Afin d’obtenir le composé 115 directement a partir de 114, nous nous sommes inspirés des travaux de

d’Ochiai"® et de Kita""! qui en 2005 ont rapporté une nouvelle approche de génération in situ de
mCBA

réactif a I’iode hypervalent (III) (Schéma II1.22).
mCPBA>< >< produits

co-oxydant d'oxydation
quantité
stoichiometrique

quantité
catalytique

Schéma I11.22 : génération in situ de réactifs a 1’iode hypervalent (I1I)

Afin d’introduire facilement une fonction oxygénée sur le carbone en position o d’un groupement

carbonyle, 1I’équipe d’Ochial'*"

a utilis¢ la méthode de génération in situ de réactif a 1’iode
hypervalent (III) a partir du 4-iodobenzene en quantité catalytique (0,1 équiv), en présence de mCPBA
comme co-oxydant en quantité steechiométrique (1,4 équiv) (Schéma II1.23). Pour cette synthése, les
auteurs insistent ¢galement sur la nécessité d’un milieu acide (BF;.Et,O, 3 équiv) qui a beaucoup
d’influence sur la cinétique de la réaction d’oxydation de I’iodobenzéne en diacyloxyiodobenzéne.
L’utilisation de BF;.Et;,O semble aussi essenticlle pour 1’énolisation des cétones, seule la forme

énolique est capable de réagir avec le réactif a 1’iode hypervalent (II1) généré in situ.

(o]

AcOH

o OAc m-CPBA

m-CBA
Ar
Phi(lin

Schéma I11.23 : génération in situ de réactif a I’iode hypervalent dans la réaction d’Ochia

Afin de mettre en place une réaction de spirolactonisation, I’équipe de Kita a utilis¢ différents
composés iodo-arénes comme le 4-iodotoluene ou le 4-iodobenzéne, qui ont été mis en présence d’une
quantité steechiométrique de mCPBA jouant le role de co-oxydant afin de générer in situ le réactif a
I’iode hypervalent correspondant (Schéma I11.24). La présence d’un additif acide de Lewis (BF;.Et,0)

ou de Bronsted (TFA) semble importante pour obtenir un bon rendement et diminuer
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considérablement le temps de la réaction. Kita et al. ont aussi reporté un autre exemple de
p p p

formation de liaison C-C par génération in situ de réactif a ’iode hypervalent (III) (Schéma 111.24).

OH o
R1 R2 R1 RZ
cat. (0,05 équiv)
3 Rs o
R CO,H mCPBA (1,5 équiv)
3 CF3CO,H (1 équiv) R o
R 4
4 CH,Cly, t.a,2h
Br | OMe
MeO
O TOLY
OMe cat (0,125 équiv)
OMe Br O
mCPBA (0,75 équiv) OMe
BFgEtzo OMe

CH,Cl,, -40°C a t.a, 10 h

Schéma I11.24 : génération in situ de réactif a I’iode hypervalent (III) par Kita

Une version énantiosélective de la réaction de spirolactonisation par génération in situ de réactif a
I’iode hypervalent (III) a été rapportée par I’équipe de Kita'®” en 2009 (Schéma II1.25) et repris par
Ishihara et al.'"”" A partir des composés iodo-aryles chiraux, ils générent dans le milieu réactionnel

des réactifs a I’iode hypervalent (III) chiraux qui permettent d’obtenir les spirolactones de fagon

énantiosélective.
(o]
OH
. mCPBA catalyseur "’O 0
OO CO,H (1,3 équiv)
R
Kita
30% mol
78-86% ee
Ishihara o] | o
MesHNJ\{ OO\HkNHMes
15% mol
84-90% ee

Schéma I11.25 : génération in situ de réactifs a 1’iode hypervalent (III) chiraux

Afin de désynchroniser les deux réactions d’oxydation du furanyl-2-méthanol et du phénol en
seulement une étape, nous avons utilisé cette approche de génération in situ de réactif a I’iode

hypervalent (IIT) (Schéma I11.26).




OH

mCPBA

123
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OH

HO O

réactif a I'iode hypervalent (lil)

OH 115

Schéma I11.26 : synthése désynchronisée de 1’hybride en ‘un pot’ via la génération in situ de réactif a

I’iode hypervalent

Le réactif mCPBA qui nous a permis d’oxyder sélectivement la fonction furanyl-2-méthanol du 114

pour donner le composé 123, servira également de co-oxydant pour convertir le 4-iodotolueéne (I) 124

en iode hypervalent (III) qui oxydera le phénol du composé 123 pour donner le produit désiré¢ 115

(Tableau I11.5) en « un pot séquentiel » (entrées 1-4), ou en « un pot » (entrée 5).

entrée solvant conditions réactionnelles | rendement de
115 (%)
1 CH,Cly/HFIP (1/1) mCPBA, 1 h, 0°C + 1 h, | <1
t.a, puis addition du cat. a
t.a. + TFA (1 equiv.), puis
15 min a t.a.
2 CH,CI1,/HFIP (1/1) mCPBA, 1 h, 0°C + 1 h, | 22
t.a, puis addition du cat. a
t.a., puis 15 min a t.a.
3 acétone mCPBA, 1 h, 0°C +1h, |7
t.a, puis addition du cat. a
t.a., puis 48 h a t.a.
4 acétone/H,0 (6/1) mCPBA, 1 h, 0°C + 1 h, | <I
t.a, puis addition du cat. a
t.a., puis 48 h a t.a.
5 CH,CL,/HFIP (1/1) mCPBA +cat. 1hata. | 25%

Tableau I11.5 : résultats de la synthése désynchronisée en ‘un pot’
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D’aprés les travaux de Kita,"'* I’ajout d’un additif acide (TFA) améliore le rendement de la réaction.

194 montre également la nécessité d’avoir un acide de Lewis dans le milieu. Dans

Les travaux d’Ochia
notre cas, 1’ajout du TFA dans le milieu réactionnel a conduit a la dégradation du composé 114 (entrée
1). Le faible rendement de produits purs obtenus s’explique aussi par des difficultés de purification
dues a la présence en quantité importante de mCPBA. Une réaction d’estérification a ensuite permis

d’obtenir I’analogue hybride a partir de 113 (Schéma I11.27).

o
o
o
12 Cl
p DMAP, Et;N
HO lo) » EL3!
\ CH2c|2

38%
115

Schéma I11.27 : synthése de I’analogue hybride

IV) Synthése de nouveaux analogues via la formation du

cation spiro-époxonium

En extrapolant nos travaux sur le piégeage de fonction cétone par le phénoxénium et pour accéder a de
nouveaux composés spirocyclohexa-2,5-diénone, nous nous sommes ensuite intéressés a la capacité du
phénoxénium a piéger cette fois-ci une fonction époxyde pour générer un intermédiaire spiro-

époxonium (Schéma I11.28).

oxydation _ cation
phénolique Spiro-epoxonium
[Ox.]
— + _
‘ 0 (o}
| e W
époxydation 126 Nu 127 128

125

Schéma II1.28 : synthése de nouveaux composés spiranique via le cation spiro-époxonium

Cette synthése pourrait étre réalisée en utilisant une stratégie de réactions tandem d’oxydation

phénolique et d’époxydation d’une fonction alcéne. L’intermédiaire phénoxénium 126, généré a partir

<



Chapitre III : Syntheses et évaluations de nouveaux analogues des ac

du phénol, sera ensuite pi¢gé par 1’époxyde pour donner I’intermédiaire spiro-époxonium 127. Ce
dernier pourra a son tour subir 1’addition d’autres nucléophiles et conduire aux composés spiraniques

finaux 128.

Deux approches ont été développées afin d’obtenir le composé spiranique final. La premicre approche
(Schéma 111.29, voie I) consiste a former d’abord 1’époxyde 129 en présence de mCPBA. Ensuite en
présence d’une quantité steechiométrique de réactif a I’iode hypervalent, 1’intermédiaire phénoxénium
126 (Schéma I11.28) sera généré et pourra étre piégeé par la fonction époxyde pour conduire au produit
final 128. Dans la deuxiéme approche en ‘un pot’, le réactif a 1’iode hypervalent (III) qui permet
d’obtenir le phénoxénium 126 sera cette fois-ci généré in situ en présence d’une quantité
steechiométrique de mCPBA et d’une quantité catalytique de 4-iodotoluéne 124 (Schéma II1.29, voie
II), conformément a la méthode en ‘un pot’ que nous avons précédemment développée pour la

synthése de I’analogue hybride 113 (voir Schéma I11.26).

Voie | : oxydations en deux étapes

R
(o]
/@MR'
HO
129a : R=R'=H P|D“A’I (ngPIFA
MCPBA/ 129b : R=R'=CH, \e
R R

_ mCPBA (co-oxydant (o] R’
R' stoechiométrique) OMe
HO (o]

. [ R
125a : R=R'=H ’©7°atalyseur) 128a : R=R'=H

125b : R=R'=CH, 124 128b : R=R'=CH,

Voie Il : oxydation en seulement une étape

Schéma I11.29 : réactions d’époxydation et d’oxydation phénolique

& 1) Réactions d’oxydation en deux étapes

Le composé spiranique 128a pourrait effectivement €tre obtenu en deux étapes a partir de 1’alcéne
125a. L’¢époxyde 129a (Schéma II1.30) est obtenu avec des rendements raisonnables. La deuxi¢me

étape de cette réaction est trés dépendante de la nature du solvant, du réactif oxydant (PIDA ou PIFA)

uléatines
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et aussi de la température. Plusieurs conditions ont été testées et les résultats obtenus ont été

rassemblés dans le tableau II1.6.

P mCPBA, DCM, [Ox], MeOH (10 équiv) o
HFIP (20%) solvant OMe
_ o température
HO 0°C (2 h), t.a (1 nuit), HO fo) 128a
40%

129a

Schéma I11.30 : réaction d’époxydation et d’oxydation phénolique en deux étapes

oxydants solvant additif température Rdt de
entrée 128a
PIDA PIFA DCM MeOH THF HFIP ta 0°C —40°C | -78°C (%)
1 X X X 25
2 X X X X 22
3 X X X 32
4 X X X 18
5 X X X 41
6 X X X 0
7 X X X 25
8 X X X 0
9 X X X 70
10 X X X 63

Tableaux I11.6 : mise au point des réactions d’oxydations en deux étapes

Le premier essai d’oxydation (Tableau II1.6, entrée 1) n’offrant qu’un rendement de 25%, d’autres
parametres réactionnels (réactif oxydant, solvant, température) ont ét¢ modifiés afin d’optimiser le
rendement. Dans un premier temps, un essai en ajoutant 20% de HFIP (entrée 2) a été réalisé, mais le
rendement de la réaction n’en fut pas amélioré. Les résultats obtenus pour les entrées 3 et 4 mettent en
¢vidence que le PIDA est le réactif le plus approprié¢ a la mise au point de cette réaction. L’effet de la
température semble jouer un role important dans cette réaction. En effet, les rendements ont été

améliorés en travaillant a 0°C (entrée 3) et davantage a —40°C (entrée 10). A —78°C (entrée 8), la
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réaction d’oxydation ne s’est pas produite, ce qui nous a permis de définir une limite de température
(-40°C) pour cette réaction. Le meilleur rendement a été obtenu en faisant la réaction dans du MeOH
(100%). L’utilisation du THF a apporté des résultats différents suivant le réactif a base d’iode
hypervalent (III). Avec le PIDA comme oxydant (entrée 6), le produit désiré n’a pas été obtenu, sans
doute du fait que le PIDA ne soit pas soluble dans ce solvant, alors que I’utilisation du PIFA (entrée 7)

a permis d’obtenir le produit désiré avec un faible rendement de 25%.

& 2) Réactions d’oxyvdation en une étape

L’approche en ‘un pot’ via la génération in situ du réactif a 1’iode hypervalent (III) (Schéma II1.31) a
¢galement permis d’obtenir les composés 128a et 128b spiraniques en seulement une étape (Tableau

11L.7).

R

R R' R
o]
#~Rr mMCPBA R MeOH OMe
- (0]
HO 0°C HO ta o
1

128a:R=R'=H

125a:R=R'=H 129 '\
125b: R=R' = Me I(+l)
/©/ 128b: R=R'= Me
I(+)
/©/ %\mCBA
03

mCPBA

Schéma I11.31 : réaction d’oxydation en ‘un pot’ via la génération in situ de réactif a I’iode

hypervalent (I1I)

substituant o temps (h)
. 1O Rdt
. produits

entree . (%)

R R’ époxydation oxydation

phénolique
! 1280 | H | H | ta 16 I 20
2 1280 | CH, | CH; | ta 4 0.5 25

Tableau II1.7 : réaction en ‘un pot’ d’époxydation et d’oxydation phénolique

uléatines
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V) Activités biologiques et études de relations structure-

activité de nouveaux analogues des aculéatines

Les propriétés biologiques antipaludiques des différents composés analogues naturels et synthétiques

des aculéatines ont été évaluées sur la souche 3D7 de P. falciparum (Fig 111.4).

o o) (o] o
N
(o]
0 o o o oMe
0 0 oMe OMe OH
\ OH
\L\ d \L\ 1l
12 “ k!k g ° “ !
(#)-107 #)-113 99 (¥)-108 104
(+)-100a (+)-amomol A
1,35 uM 0,55 uM
>5 p,M 4,55 HM 4,35 HM 412 HM 3;15 MM 1!95 }LM (£)-100b (-)-amomol B
3,0 uM 0,64 uM

[o} (o}

Q | \

(o} ¢ o [0}

% — w \ \of X

(o} [o] 0

on HO" £ 15

012 )12

(+)-aculéatine B (-)-aculéatine A
(-)-6-epi-aculéatine D

(x)-amomol A (-)-amomol A (-)-aculéatine D
0,50 uM 0,48 pM
(%)-amomol B (+)-amomol B 0,48 uM 0,45 uM 0,45 uM 0,29 uM 0,08 pM 0,09 uM

0,50 uM 0,61 pM

Fig I11.4 : activités antipaludiques des nouveaux analogues des aculéatines

Molécule de référence | modifications produits activité antipaludique
réduction de la 12 perte de I’activité
fonction cyclohex-2,5-
diénone
suppression du 3™ les amomols conservation de
cycle I’activité
suppression du cycle a 929 diminution de ’activité

(-)-aculéatine A 5 spiranique
0,29 pM
substitution sur le cycle 104 diminution de ’activité

E
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double pharmacophore 15,16 amélioration de
Iactivité
suppression de la | 13,14 (voir Fig I1.4) effet cytotoxique
chaine grasse généralisé (these
Peuchmaur)

Tableau I11.8 : études de relations structures-activités

Par rapport aux produits naturels les amomols, toutes les modifications apportées sur le cycle a 6
(composé 104) ou I’ajout d’une deuxiéme chaine aliphatique (composés 100) ont conduit a une
diminution de I’activité antipaludique. Les amomols A et B énantiopurs se sont révélés aussi efficaces
que les amomols racémiques (de I’ordre 0,5 uM). Ce résultat prouve que les configurations ont peu
d’influence sur I’activité antipaludique. L’activité antipaludique des amomols, avoisinant celle des
aculéatines, montre que le 3™ cycle spiranique des aculéatines n’est pas indispensable a ’activité
antiparasitaire. En revanche, le deuxiéme cycle a 5 spiranique joue un réle important dans I’activité
antipaludique observée car sa suppression entraine une diminution de I’activité (composé 99). De
toutes ces informations, nous déduisons que la fonction pharmacophorique indispensable a 1’activité
antipaludique est la fonction spiro-cyclohexa-2,5-diénone. Les meilleurs composés synthétisés au
laboratoire restent les composés 15 et 16 avec un double pharmacophore, qui sont actifs de I’ordre du
nanomolaire avec des SI supérieures a 100. Du fait de la présence de la fonction ester hydrolysable in

vivo, les composés 15 et 16 présentent cependant 1’inconvénient d’étre cytotoxique.

VI) Des outils pour la recherche d’une cible biologique

& 1) Cibles et mode d’action possibles des aculéatines

Les activités biologiques assez diverses de ces molécules (antipaludiques, anticancéreuses et
antibactériennes) semblent indiquer qu’il pourrait y avoir plusieurs cibles potentielles des aculéatines
et analogues. La (les) cible(s) biologique(s) des aculéatines demeure(nt) encore inconnue(s). Elles
représentent une nouvelle classe de pharmacophores antipaludiques caractérisés par la présence d’une

fonction spirocyclohexa-2,5-diénone. Le motif cyclohexa-2,5-diénone se retrouve dans plusieurs

produits naturels biologiquement actifs, comme la wasabidiénone A isolée en 1984 par Soga et al.!'"

[110

(Fig I11.5), I’herbimicine A,""*” ou la dumhirone A isolée par une équipe chinoise.!"'” Ce type de motif

[111]

plus ou moins modifié est aussi rencontré dans des produits comme la duocarmycine," ' un candidat

79
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médicament qui a été jusqu’a la phase clinique de développement. En 2004, un brevet '

a été déposé

sur une classe de composés cyclohexa-2,5-diénone dérivés d’une algue rouge en vue de leur utilisation

comme agent thérapeutique.

molécules naturelles
biologiquement actives

HO

(o]
\ OH
aculéatine A (o) dumhirone A
wasabidiénone A
NH,

herbimicine A

candidats médicaments médicament

en phase clinique

Z OMe

O Hn ) .

OMe clobétazole propionate
duocamycine MeO CLARELUX , CLOBEX

DERMOVAL

Fig I11.5 : produits d’origine naturelle avec le motif cyclohexa-2.5-diénone

La présence de la fonction cyclohexa-2,5-diénone fait de ces molécules des accepteurs de Michael
potentiels. Les accepteurs de Michael dans la conception de médicament est un sujet trés controverseé.
Dans le cas d’accepteurs de Michael non sélectifs, ces molécules peuvent se révéler cytotoxique.!'!
Ce type d’accepteurs entraine généralement la formation de liaisons covalentes avec des nucléophiles
comme les résidus cystéine présents sur de nombreuses protéines, pouvant entrainer des dommages

114 : ’ (e O .
4 Pour des raisons de sécurité, des médicaments covalents sont rarement pris en compte

cellulaires.
dans la conception de nouveaux médicaments. Cependant, il serait nécessaire de réévaluer cette classe
importante de médicaments dans les projets de recherche. Notamment, face au défi actuel qui est le
développement de composés accepteurs de Michael sélectifs.!''™ Plusieurs programmes de recherche
récents exploitent cette approche, a travers la conception d’inhibiteurs agissant de fagon covalente et
réversible avec la cible. Les avantages potentiels de cette stratégie sont essentiecllement une affinité
forte et prolongée avec la cible biologique.!''® D’autre part, plus de 39 médicaments'' ! covalents ont
déja été approuvé par la US Food and Drugs Administration (FDA). L’aspirine, la pénicilline ou

I’oméprazole agissent de fagon covalente et irréversible avec leur cible.
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G 2) Méthodes d’études du caractere accepteurs de Michael des

composeés o, B-insatures

L’équipe de Noyori'''" avait rapporté en 1997 des études RMN sur les accepteurs de Michael pour
mieux comprendre leur mode d’action avec les fonctions thiols. Leur stratégie mettait en présence
différents analogues de la prostaglandine avec des composés thiols tels que le glutathion, la cystéine
ou encore le butanethiol dans un mélange 1/1 de méthanol deutérié (CD;0D) et d’une solution a 0,1
M de tampon phosphate deutérié a pH 7,4. Par analyse RMN, ils ont observé la diminution des
signaux caractéristiques des protons vinyliques correspondant a 1’addition des nucléophiles thiols sur
la fonction diénone pour former le composé 131 (Schéma I11.32). L’ensemble de ces études les a
conduit & émettre une hypothése, a savoir que les analogues de la prostaglandine, accepteurs de
Michael, agissent de fagon covalente et réversible avec plusieurs composés thiols dans des conditions
proches du milieu physiologique.

L’acide 2-cyano-3,12-dioxooléana-1,9(11)-dién-28-oique (CDDO) est un composé anti-inflammatoire
présentant une fonction accepteur de Michael trés activée du fait de la présence de la fonction nitrile
électroattracteur (Schéma I11.32). En 2005, au cours de leurs études, Couch ez al."'™ ont identifi¢ le
CDDO comme une molécule qui réagit de facon covalente et réversible avec le glutathion, et mieux
encore avec le 1,4-dithiothréitol (DTT). Lorsqu’ils ont mis le DTT en présence de la CDDO dans du
DMSO, ils observent par UV la formation du composé 132 correspondant au produit d’addition de

Michael du DTT sur I’énone (Schéma I11.32).

o) = COOCH;
= COOCH;

—
— <7' RS
131 MO
HO Tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4)

/' MeOD (1/1)

R = CHj, n-C4Hg, OHCH,CH,, CH;00CCH,
cystéine, glutathion

DMSO-Dg
25°C
DMSO-Dg
25°C
9
o] HS, S
costunolide j — j 133 o
~— H
H,N H-N - RSH = cystéamine
®H - Pas d'addition lorsque

RSH = dodécanethiol

Schéma I11.32 : réactivité des accepteurs de Michael avec des nucléophiles thiols
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9]

a réalisé des études similaires pour mettre en évidence le

caractére accepteur de Michael de la costunolide (Schéma I11.32). Lorsqu’ils ont mis la costunolide en

présence de 1-dodécanethiol dans différents solvants, aucune réaction n’a été observée. C’est en

mettant la cystéamine, un nucléophile thiol activé a cause du phénoméne de prototropie avec la

fonction amine qu’ils ont observé la réaction d’addition de Michael conduisant au compos¢ 133.

D’autres composés accepteurs de Michael se sont révélés inactifs en présence de la cystéamine dans

les mémes conditions. Ces résultats confirment que les composés possédant une fonction accepteur de

Michael ne présentent pas la méme réactivité vis-a-vis des nucléophiles thiols et qu’une certaine

sélectivité peut étre obtenue. Un résumé du pouvoir accepteur de Michael de quelques composés

biologiquement actifs est présenté dans le tableau I11.9.

5

(+)-piperitone

accepteur de Michael Nu testés solvants
thiol-accepteur, DTT et glutathion DMSO*
liaison covalente et
réversible
thiol-accepteur cystéamine DMSO*
liaison covalente
thiol accepteur cystéamine DMSO*
liaison covalente
thiol accepteur cystéamine DMSO*
liaison covalente
OMe  curcumin  OMe
2 thiol accepteur la fonction double MeOD/tampon
= COOCH,
_ liaison covalente et | accepteur de Michael phosphate
HO réversible augmente 1’affinité deutérié, (pH
analogue de la prostaglandine avec les thiols et la 7,4:0,1 M)°
réversibilité
non thiol accepteur cystéamine DMSO*
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alpha-santonin

non thiol accepteur cystéamine DMSO*
X
o
(+)-verbenone
non thiol accepteur cystéamine DMSO*
non thiol accepteur cystéamine DMSO*

a : condition Appendino

b : condition Noyori

Tableau I11.9 : pouvoir accepteur de Michael de quelques composés naturels ou biologiquement actifs

Afin d’évaluer le pouvoir accepteur de Michael des aculéatines, plusieurs nucléophiles thiols et

solvants ont été testés sur un modele simplifié des aculéatines (Schéma I11.33).

(o)

mélange de diastéréoisoméres
de produits de mono-addition

Q o
o °R RS %%o RS o SR
o (0}
\ AN O\
134 135 136

produit de di-addition

Schéma I11.33 : réactivité des aculéatines en présence des nucléophiles thiols

entrée | nucléophiles thiols milieu réaction commentaires
réactionnel | d’addition
1,4
1 cystéamine (1 a 2 équiv) | DMSO addition réaction tres rapide
2 DTT (1,5 équiv) DMSO aucune apres 48 h
addition
3 dodécanethiol (1 a 2 | DMSO aucune aprés 48 h




Chapitre III : Syntheses et ¢évaluations de nouveaux analogues des aculéatines

équiv) addition
4 cystéamine (1 équiv) tampon mono- formation de  sous
phosphate addition produits
deutérié¢/
MeOD (1/1)
5 DTT tampon aucune apres 48 h
phosphate addition
deutérié¢/
MeOD (1/1)
6 dodécanethiol (1 a 2 | tampon aucune apres 48 h
équiv) phosphate addition
deutérié¢/
MeOD (1/1)
7 N-diméthyl-cystéamine (1 | tampon mono- Seul produit formé
équiv) phosphate addition déterminé par RMN
deutéri¢/ suivie de di-

MeOD (1/1) | addition
avec 2

équiv

Tableau I11.10 : réactivité des aculéatines en présences des nucléophiles thiols

Notre choix s’est porté dans un premier temps sur la cystéamine dans les conditions décrites par
Appendino,!"'” (Tableau I11.10, entrée 1). En présence de la cystéamine dans le DMSO, nous avons
observé une disparition totale des signaux de la fonction diénone, en ajoutant progressivement 0,5 a 2
équivalents de cystéamine. Dans les mémes conditions, d’autres nucléophiles tels que le DTT et le
dodécanethiol (entrées 2, 3) se sont révélés inactifs. Ces premicres études nous ont permis de
comprendre que les aculéatines sont potentiellement des accepteurs de Michael sélectifs. Cette
sélectivité dépendrait d’une part du caracteére accepteur de Michael des aculéatines, et d’autre part, de
la nucléophilie (basicité) des dérivés thiols (Tableau II1.11).

"7 afin d’évaluer le pouvoir accepteur de

Ensuite, nous nous sommes inspirés des travaux de Noyorit
Michael des aculéatines dans des conditions proches des conditions physiologiques (tampon phosphate
a pH 7,4). Pour mieux suivre 1’évolution de la réaction d’addition, seulement 1 équivalent de
cystéamine a été¢ ajouté au modele aculéatine 87 (Tableau II1.10, entrée 4) dans un mélange (1/1)
d’une solution a 0,1 M de tampon phosphate a pH 7,4 et de MeOD. Une fois de plus, nous observons

la disparition progressive des signaux de la fonction dienone avec le temps (Fig 1.6, b, c). La
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multiplicité des signaux apparus prouve qu’il se forme d’abord des diastéréoisomeres du produit de

mono-addition de Michael (Schéma I11.33). Cependant, avec la cystéamine, 1’addition 1,4 n’est pas la

seule réaction que subit le modele aculéatine 87. En effet, nous observons également I’apparition d’un

signal a 7,1 ppm, qui n’a pas pu étre identifié (Fig I11.6, b, c). Avec les deux poles nucléophiles de la

cystéamine (fonctions thiol et amine secondaire), la formation de sous produits indésirables n’a pas été

négligeable lors des tests.

nucléophiles thiol pKade la nucléophiles thiol pKadela
fonction thiol fonction thiol

| 7,95 glutathione 8,75
N ~"gH
N-diméthylcystéamine

NH, 8,3 OH 9,2
HOZCJ\/\SH Hs > SH
cystéine OH
DTT
HZN\/\SH 8,6 /\SH 9,5
cystéamine mercaptoéthanol

Tableau II1.11 : pka de quelques nucléophiles thiols

pem (1)

nom 11

IETiN

7.50

a) 87 dans du tampon phosphate 0.1 M pH 7.4/MeOD (1/1)

7.00 8.50

b) 15 min apres I’ajout de 1 équiv de cystéamine

¢) 1 nuit apres ’ajout de 1 équiv de cystéamine

Fig I11.6 : évolution de la réaction d’addition de Michael sur 87 avec la cystéamine

@
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.

8.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
=

7.00 8.50

d) 15 min apres ’ajout de 1 équiv de N-diméthyl-cystéamine

¢) 15 min aprés I’ajout de 2 équiv de N-méthyl-cystéamine

Fig II1.7 : évolution de la réaction d’addition de Michael sur 87 avec la N-diméthylcystéamine

Afin de diminuer le risque de formation de sous-produits, notre choix s’est ensuite porté sur
I’hydrochlorure de 2-diméthylaminoéthanethiol ou N-diméthylcystéamine, qui ne présente que le
groupement thiol comme groupe nucléophile. L’addition de 1 équivalent de ce dernier dans les
conditions de Noyori (Tableau II1.10, entrée 7) conduit également a la disparition progressive du
réactif de départ pour donner un mélange de diastéréoisoméres du produits de mono-addition (Fig
II1.7). Cette fois-ci, peu de sous-produit se sont formés.

Afin de compléter la réaction, nous avons ajouté 2 équivalents de N-méthylcystéamine. Une
disparition totale des signaux de la fonction diénone a été observée pour former le produit 136 de
double addition de Michael (Schéma I11.30) (confirmé par spectrométrie de masse).

Le caractére accepteur de Michael sélectif des aculéatines se confirme encore dans les conditions de
Noyori, puisque le dodécanethiol ainsi que le DTT n’ont fourni aucun produit d’addition (Tableau

II1.10, entrées 5 et 6).

& 3) Cibles biologiques potentielles

Du fait de leur caractére accepteur de Michael, la thiorédoxine réductase (TRX/R) pourrait étre une
des cibles potentielles des aculéatines. En effet, P. falciparum posséde un systéme thiorédoxine

réductase fonctionnel qui joue un role important dans la régulation de I’équilibre rédox cellulaire. La
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détoxification des especes réactives de I'oxygeéne (radicaux libres) et des alkyles hydropéroxydes est
un mécanisme particuliérement important pour les organismes parasites comme P. falciparum qui
doivent se charger de détoxifier non seulement les radicaux libres de leur propre métabolisme, mais
aussi ceux produits par le systéme immunitaire de I’hote pendant la phase érythrocytaire de 1’infection.
En plus des enzymes telles que la catalase et la glutathion péroxydase, le systéme thiorédoxine!'*”
constitu¢ de la réductase NADPH dépendante, de la disulfure oxydoréductase, de la thiorédoxine
réductase, et de petites protéines thiorédoxines, fournit un systéme antioxydant supplémentaire pour
protéger P. falciparum de dégats oxydatifs.

Etant donné le role indispensable du systéme thiorédoxine chez P. falciparum, il pourrait constituer
une cible importante pour la conception de nouveaux composés antipaludiques.

L’hypotheése selon laquelle la thiorédoxine pourrait étre une cible potentielle des aculéatines se
confirment notamment par les travaux de Westwell'*'! et d’Emsley"**! sur le composé PMX464 (Fig
II1.8) qui présente des similitudes structurales (par la présence de la fonction cyclohexa-2,5-diénone)

et fonctionnelles (du fait de leurs propriétés anticancéreuses) avec les aculéatines.

HO >N

PMX 464

MCF-7  ICg = 0.44 pM
Cible TRXITRXR

Fig II1.8 : inhibiteur de la thiorédoxine

Le produit synthétique PMX 464"*! ainsi que d’autres composés cyclohexadiénones se sont révélés
étre des inhibiteurs de la thiorédoxine C du Mycobacterium tuberculosis (MtbTrxC). Plus récemment,
I’équipe d’Emsley a rapporté une structure cristallographique du site catalytique mutant de la
thiorédoxine C (MtbTrxCC40S).""*! Sur cette structure (Fig III. 9), on observe la fonction cyclohexa-
2,5-diénone du PMX464 liée de facon covalente au nucléophile thiol Cys37. Elle établie également

des liaisons non covalentes avec Trp36 et Asp66 du site catalytique.!'*”
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Fig I11.9 : structure cristallographique de la thiorédoxine co-cristallisée avec le PM X464

Méme si le systéme thiorédoxine pourrait étre une cible potentielle des aculéatines, ces composés
peuvent avoir comme cible toute une série de protéines, autre que la thiorédoxine réductase avec

lesquelles elles peuvent établir des liaisons covalentes.

“ 4) Mode d’action par inhibition des interactions protéine-

protéine
En 2010, Porter e al.'™* ont montré que des protéines possédant des résidus tyrosine (protéine A),
(Fig II1.10) peuvent subir dans des conditions de stress oxydant (forte formation de radicaux libres)
dans le milieu vivant, des réactions radicalaires aboutissant a la formation de composés cyclohexa-2,5-
diénone. La formation de ces types de composés pourrait faire parti des signaux qui activent les
protéines régulatrices des espéces réactives de I’oxygeéne (ROS). Leur interaction de fagon covalente
avec d’autres protéines possédant des résidus cystéines (protéine B), pourrait induire des changements
structuraux pouvant inhiber I’activation des protéines régulatrices des ROS et augmenter la production
des ROS néfastes pour les cellules infectées. Les aculéatines pourraient donc miner dans le milieu

vivant ces types de protéines possédant des fonctions cyclohexa-2,5-diénone.

Lll:liﬂ
HS—
L|p|d-H }
‘, v rnrhatron
N’! ‘OH ramcaiatr iy protéine B
A/

protéine A

Fig I11.10 : addition de Michael sur des protéines portant une fonction cyclohexa-2.5diénone

uléatines
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Y 5) Des outils pour la recherche de la cible des aculéatines

Les amomols représentent un modéle de composés antipaludiques efficaces qui sont obtenus
facilement en grande quantité et en trés peu d’étapes dans des conditions peu coliteuses (synthese
racémique). Ces caractéristiques en font des molécules de choix pour tenter des expériences de
repéchage de(s) cible(s) biologiques. Méme si les amomols pourraient se lier de fagcon covalente a
leur(s) cible(s), nous avons réalisé la synthése du composé 137 (Fig III.11), portant une fonction
‘clickable’ et une fonction azide photoactivable.!"** Ce composé pourra aussi servir d’outils pour le

repéchage de cible(s) des aculéatines.

0
Ns
o/
0
o
Ns V1a

137

P. falciparum ICsy = 5.56 pM

Fig.I11.11 : outils pour la recherche de cibles des aculéatines

Conclusion

La formation du cation spiro-oxocarbénium a permis un acces direct a la premiere synthése totale des
amomols et analogues. Nous avons aussi montré que le phénoxénium piege également des fonctions
carbonyle a,fB-insaturée et époxyde afin de générer respectivement des intermédiaires vinyl spiro-
oxocarbénium et spiro-époxonium capablent de subir des additions nucléophiles. Les différents
analogues obtenus nous ont permis de comprendre des caractéristiques structurales nécessaires a
I’activité antipaludique des aculéatines. Nous avons €galement prouvé que du fait de la présence de la
fonction cyclohexa-2,5-diénone, les acul€atines sont des accepteurs de Michael potentiellement

sélectifs.
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Introduction

Pour la synthése de nouveaux tétrapeptides cycliques analogues de FR235222 et du largazole (Schéma
IV.1), nous avons optés pour une stratégie de synthése convergente afin d’apporter plus de flexibilité
et de diversité dans la structure de nouveaux analogues. Cette stratégie consiste a synthétiser le coeur
cyclopeptidique possédant une fonction alcéne terminale qui sera ensuite couplée a différentes
fonctions cétones ou thioesters capable d’interagir avec le zinc localisé dans le site catalytique. Avant
les travaux du laboratoire, seule la réaction de métathese était reportée pour fonctionnaliser 1’alcéne
terminal du tétrapeptide cyclique a la fonction chélatante du zinc.***”) Les réactions de couplage par
métathése sont peu rentables (moins de 50% de rendement), a cause des autres réactions
d’homocouplage. Nous avons développé une approche radicalaire, afin de fonctionnaliser 1’alcéne

(1251 ot de thioacides

terminal de différents tétrapeptides cycliques avec une variété de xanthates
(Schéma IV.1). Cette stratégie nous permettra d’accéder facilement a une grande diversit¢ de

nouveaux composés analogues de FR235222 et du largazole.

' iy
cétone R N
nouveaux })L y
analogues de =0
FR235222 HN r
N N

R H o n R™
FR235222 J o)
A
thioester S. OEt
S s
E \ Q In
R N
H o rgact:ons ~_o
N radicalaires HN —
S\(\ 1 ou 2 étape(s)
\
N \ nouveaux R o F\I>)" o NH
analogues de })‘N , R Hm
s SN /2 largazole HN ‘KFO o R o n
u B o o \ j(q:/\/ 0 HS)J\R' ceeur cyclopeptidique
- S .
(o} Vam R RY H 5 n S/Z(R'
téte
largazole chélatante

Schéma IV.1 : stratégie de synthése de nouveaux tétrapeptides cycliques

Dans ce chapitre seront présentées, dans un premier temps les différentes méthodes utilisées pour
réaliser la syntheése des tétrapeptides cycliques avec une fonction alcéne terminal, puis dans un
deuxieme temps les méthodes développées pour fonctionnaliser 1’alcéne terminale du tétrapeptide
cyclique avec des xanthates et thioacides capables d’interagir avec le zinc du site catalytique.
L’ensemble des modifications apportées sur les résidus acides aminés constituant le cyclotétrapeptide,
la longueur de la chaine aliphatique, et les fonctions cétones et thioesters chélatantes du zinc,

permettra de déduire des caractéristiques structurales importantes a 1’activité antitoxoplasmose.
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I) Stratégie de synthése du cyclotétrapeptide

Durant les travaux de cette thése, les différents cyclotétrapeptides cycliques obtenus ont été synthétisés
suivant une stratégie convergente par couplage de deux dipeptides (Schéma IV.2), afin d’obtenir dans
un premier temps le tétrapeptide linéaire, qui cyclise en présence de HATU pour donner le tétrapeptide

cyclique final.

Boc-n\g)l\N%OBu R fo) Q
% S 1) LiOH “'?)LN e 7L 1) TFA 7j’"®

. HOITHF/MeOH j\ 2)HATU  HN °
NH
DCC ~ HNBoc (o}

oj/\N c/)]/07< CHZCIz A " o 0

R” "NH;

Schéma IV.2 : synthése convergente de cyclotétrapeptides

Y, 1) Synthese du cyclotétrapeptide (—)-144

La synthése du résidu acide aminé avec la double liaison représente une étape importante de la
synthése du cyclotétrapeptide. Une premiére stratégie de synthése & partir de la (S)-sérine!*® (Schéma
IV.3) a permis d’obtenir I’amino ester (S)-méthyl-2-(zert-butoxycarbonylamino)hex-5-énoate (+)-139.
Ce dernier a ensuite été couplé au butyl-2-amino-2-méthylpropanoate (H-Aib-OzBu ) 140 pour donner
le premier dipeptide (—)-141. L’avantage de cette stratégie est I’obtention de 1’amino ester (+)-139 en

grande quantité a partir de la (S)-sérine qui est peu cotiteuse.

1) Zn 1) LiOH
CuCN Licl H,O/THF

(0]
H
. DCC
Boc: NQ&OMe Boc N:QJ\OMe 2) CHZCI Boc: N\)k >§(

> 2) Bro _~ I >§(03u )
138 (+)139 Xx H,N o 79%

93% (141

4 étapes

(S)-sérine —

Schéma IV.3 : premicére stratégie de synthése du résidu acide aminé avec la double liaison

Le couplage du dipeptide (-)-141 au dipeptide H-Phe-Pro-D-O7Bu (+)-142 (Schéma 1V.4) a permis
d’obtenir le cyclotétrapeptide (—)-144.
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(o]
H
Boc-N OBu
Y N
H H

I o c

(141

N : Z I Q
///

otB
81% u 50% j\
HNBoc m
H- Pro D-OtBu O HN
H2N

Z-Phe-OH ——~ 5 (144
78% /~0tBu =
(+)-142 143

a) DCC, HOBY, Et;N, DMF, t.a 1 nuit ; b) H,, Pd/C, AcOH, 1 nuit ; c) LiOH,
THF/H,O/MeOH (1/1/0,5), t.a, 2h ; d) HATU, DIEA, DMF, 1 nuit.

Schéma IV .4 : synthése du cyclopeptide (-)-144

G 2) Synthése de ['énantiomére du cyclopeptide (+)-144

Nous avons ensuite envisagé la syntheése de 1’énantiomére du résidu (+)-139. Cette synthese aurait pu
étre réalisée a partir de la (R)-sérine comme précédemment. Cependant, le colt bien supérieur de la
(R)-sérine par rapport a celui de la (S)-sérine nous a obligés a revoir la stratégie de synthése. Afin de
pallier ce probléme et d’obtenir le résidu (-)-139 en quantité raisonnable dans des conditions moins

[127a] o

colteuses, nous avons repris une autre stratégie de synthése inspirée des travaux de Belokon
reprise par Brimble!'””™ en 2010 (Schéma IV.5). A partir de la copule chirale (-)-145, elle-méme
obtenue a partir de la D-proline, I’amino ester (-)-139 a été obtenu avec un bon rendement. Ce dernier

a ensuite été couplé a H-Aib-OzBu 140 pour donner le dipeptide (+)-141.

HN O KOH, Glycine,
Ni(NO3),,6H,0
(e SRCIvINE: L el
QNH 89%
o
CO,H KOH 40°C N- methyllmldazole “
D-proline 0°C, %(;02 6 h, COZH HCI chlorure de méthane sulfonyle ‘/U\‘

CH,Cl,anhydre
23 h, 50°C, 69% (-)-145

146 ——
o}
N
BocHN 1) LiOH
NaOH OMe | H,OITHF Boc K OBu

NS /o\j CH,CN, 4 h 1.HCI 2N - .
Ni =, DCC
NN 76% o 2. SOCl,, MeOH 0°C X 2) CH,CI,
' puis reflux 3 h ¥  54%
3. Boc,0, (-)-139 140
Et;N, CH,CN - (+)-141
(-)-145 76%

Schéma IV.5 : deuxiéme stratégie de synthése du résidu acide aminé avec la double liaison
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Le couplage du dipeptide (+)-141 au dipeptide H-D-Phe-Pro-OfBu (-)-142 a permis d’obtenir

I’énantiomere du cyclopeptide (+)-144 suivant la méme approche convergente (Schéma IV.6).

(o}
H

Boc-N >§(OBU
N
H
o c

(+)-141
o (o}
a /LN d RLN
e HN OtBu g0 HN o
o:/( o

fo) NH
H-Pro-OtBu H N/E\H/N NN HNBoc Hjo\)//\%
zDPheoH _ &b TF 1 077 P
73% o’ OtBu T\ (+)-144

(1142 148

a) DCC, HOBt, Et;N, DMF, t.a 1 nuit ; b) H,, Pd/C, AcOH, 1 nuit ; c) LiOH,
THF/H,0/MeOH (1/1/0,5), t.a, 2h ; d) HATU, DIEA, DMF, 1 nuit.

Schéma IV.6 : synthése de I’énantiomeére du cyclopeptide (+)-144

& 3) Modification sur la chaine latérale

Pour la synthese de nouveaux analogues du largazole avec une fonction thiol chélatante, la distance de
cinq atomes de carbone entre le cyclotétrapeptide et la fonction chélatante a été décrite comme la
longueur optimale pour produire une activité HDACi."" L’analogue 25 (voir chapitre II, Fig I1.11),
avec une fonction pont disulfure comme pro-drogue, est I’un des composés les plus actifs avec 5
atomes de carbone comme espaceur entre le cceur cyclotétrapeptidique et la fonction téte chélatante
thiol. D’autres composés synthétiques'”™ de type 27 (voir chapitre II, Fig I1.12) avec une fonction
thioester, présentent également une distance de 5 atomes de carbone. Nous nous sommes intéressés a
I’influence que pourrait avoir la longueur de la chaine latérale sur I’activité antitoxoplasmose, ce qui
nous a conduit a réaliser la synthése du cyclotétrapeptide (-)-154 qui présente un atome de carbone en
plus sur la chaine latérale par rapport au cyclopeptide initial (—)-144. La stratégie de synthése du résidu
acide aminé avec la double liaison repose sur la méme approche utilisée précédemment (voir Schéma
IV.5), et nous a permis d’obtenir I’amino ester (+)-151 (Schéma IV.7). Cette synthése a été réalisée a

partir de la copule chirale (+)-145, elle-méme obtenue a partir de la L-proline.
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L-proline ° CH,Cl,anhydre
23 h, 50°C, 63% (+)-145

e

gj 149
- 0
B NS o) 1) LiOH H
C ] CaOm C . BocHN\/lLOMe H,OITHF Boc~NQKN><H/OBu
/\j CH3CN4h ’\/\//( : Lo
N a5 N ‘N 2. SOCl,, MeOH 0°G 2 Qi
| puis reflux 3 h + .
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Schéma IV.7 : synthése du résidu acide aminé avec un carbone en plus sur la chaine latérale

Le couplage du dipeptide (—)-152 au H-Phe-Pro-D-OfBu (+)-142 a permis d’obtenir le cyclopeptide
(-)-154 (Schéma IV.8).

o a) LiOH, THF/H,0/MeOH HATU o
H 1111 2h DIEA
BOC"N\)J\N><”/OBU (11/0,5) t.a /3 DMF ND
: H -0
NH

5 Ph OtBu 58%
¥ H,N N
2 = HNBoc H
I (152 o /\OtBu H o} N
(+)-142 &
DCC, HOBt 153 (-)-154

Et;N, DMF
t.a, 1 nuit, 90%

Schéma IV.8 : synthése du cyclopeptide avec un carbone en plus sur la chaine latérale

Y 3) Modifications portant sur les résidus des acides aminés du

cyclotetrapeptide : ’influence du eroupement phenyle

On rencontre des groupements aromatiques dans la plupart des composés naturels et synthétiques
possédant une activité HDACIi. Les groupements aromatiques (hydrophobes plan) joueraient un role
important dans les interactions avec les surfaces extérieures du site catalytique. D’apres Nishino ef al.,
ces interactions hydrophobes contribuent aussi favorablement a la stabilit¢ des complexes
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cyclotétrapeptidiques. Nous nous sommes également intéressés a ce parametre hydrophobe, et




Chapitre IV : Synthéses et évaluations de nouveaux tétrapeptides cycliques

avons réalisé la synthése de trois nouveaux cyclotétrapeptides qui sont le composé (-)-155, ou le

groupement phényle a été remplacé par une fonction cyclohexane et les composés (—)-156 et (-)-157

dans lesquels a été rajouté un deuxiéme groupement phényle a la place du résidu Aib avec

respectivement les configurations L et D (Schéma IV.9). Ces différents cyclotétrapeptides nous

permettront d’évaluer la contribution du groupement phényle dans différentes positions sur le

cyclotétrapeptide, sur I’activité antiparasitaire.
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e) LiOH, THF/H,0, 2 h, t.a.

Schéma IV.9 : variation de la position du groupement phényle sur le cyclotétrapeptide

Pour obtenir le cyclotétrapeptide (—)-155, nous avons d’abord synthétis¢ le dipeptide (+)-158 a partir
de l’acide aminé¢ Z-Cha-OH et du H-D-Pro-OrBu. Le dipeptide (+)-158 a ensuite été couplé au

dipeptide (—)-141 pour former le tétrapeptide linéaire 159 qui a permis d’obtenir le cyclotétrapeptide

(-)-155 apres une étape de cyclisation. Afin de réaliser la synthése des cyclopeptides (—)-156 et (-)-

157, les résidus amino esters quaternaires optiquement actifs (+)-161 et (-)-161 (Schéma IV.9) ont été

obtenus conformément aux procédures de Seebach et de Mutter

12913 partir des synthons chiraux (+)-

160 et (-)-160'"°" correspondants. Les dipeptides (+)-162 et (—)-164 obtenus ont été couplés au
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dipeptide (+)-142 pour conduire respectivement aux tétrapeptides 163 et 165. Une réaction de

cyclisation a ensuite permis d’obtenir les cyclotétrapeptides (—)-155 et (-)-156.

Les différents cyclotétrapeptides portant une fonction alcéne terminal, obtenus avec des modifications
portant d’une part sur la longueur de la chaine latérale, et d’autre part sur les résidus d’acides aminés
constituant le cyclotétrapeptide, seront par la suite couplés a des fonctions chélatantes du zinc, pour

donner de nouveaux composés analogues de FR235222 et du largazole.

II) Synthese de nouveaux cyclotétrapeptides analogues de
FR235222 possédant une fonction cétone chélatante du
Zing

Pour mieux comprendre la contribution des fonctions cétones interagissant avec le zinc dans le site
catalytique sur l'activité HDACI, nous avons d'abord effectué un criblage afin d'identifier la meilleure
fonction cétone chélatante. Différents xanthates 166a-g (Schéma IV.10) ont été synthétisés a partir du
réactif potassium éthyl xanthate et de composés carbonyle o-halogénés commerciaux, et
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synthétiques."”" Les xanthates obtenus ont ensuite été couplés au cyclopeptide (—)-144 par réaction

radicalaire ; plusieurs composés analogues de FR235222 ont été obtenus (Schéma IV.11).

KS._ _OEt
0 \g/ o o o o o}
XHJ\R"" potassium éthyl xanthate HJ\OBn ’)K/ MOEt H&Cl
acétone, t.a,3-5h
. H‘i S\gOEt S\Q/OEt S\Q/OEt S\[S]/OEt
{ :‘;Et 166a 166b 166c 166d
j\/ 2 étapes HOK/ \[s]/ o 0 0
BtO" S a ol . |8%%% HJ\CFs HJ\/ HH/
OH /Si\’< 166 STOH EtO\n/S o, di EtOYS %sli
(-)-Ethyl lactate s S 7< S 7<
1660 166f 1669

Schéma IV.10 : stratégie de synthése des différents xanthates
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Schéma IV.11 : synthése de nouveaux analogues de FR235222

Des hémisyntheses a partir du produit naturel FR235222 ont aussi été réalisées (Schéma IV.12) et ont
porté notamment sur des modifications de la fonction hydroxyle en a du carbonyle en ester (composés

180 et 181). L’analogue 182 avec une fonction cétone simple, que 1’on retrouve également dans le
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produit naturel apidicine a été synthétisé via le composé¢ 181 par réaction de déshydroxylation

radicalaire.
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Schéma IV.12 : hémisynthéses a partir du produit naturel FR235222

A partir des cyclopeptides (—)-155, (-)-156 et (—)-157 (voir Schéma IV.9), les analogues (—)-184, (-)-
185, (-)-186 ont été obtenus par réaction radicalaire avec le xanthate 166g (Schéma IV.13).
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Schéma IV.13 : variation de la position du phényle dans les nouveaus analogues de FR235222

L’énantiomeére (+)-144 du cyclopeptide (voir Schéma IV.6) a également été couplé au xanthate 166g

pour obtenir le composé (+)-176 (Schéma 1V.14).

o}
0 N
O o
HN o 1669 HN NH o)
(o] NH _— o /«"'//\/\)H/
N‘«’ a, b, c N
H lo) ///\¢ T

(+)-144 XA

a) DLP, 1,2-dichloroéthane, reflux, 1 nuit ; b) DLP, isopropanol,
reflux 3 h ; c) TBAF, THF, t.a, 1 h

Schéma IV.14 : fonctionnalisation de I’énantiomeére de cyclopeptide

& 1) Evaluation biologique de ces nouveaux analogues

Les propriétés biologiques des premiers composés obtenus ont été évaluées pour dégager les premiers
¢léments de relations structure-activité (Tableau IV.1). Certains composés obtenus ont présenté des

propriétés antitoxoplamoses tres intéressantes (entrées 15, 16), notamment avec des valeurs d’index de
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sélectivité supérieures a celle du produit naturel FR235222 qui présente 1’inconvénient d’étre

cytotoxique avec un index de sélectivité faible de 13.1.

entrée Produits % d’inhibition 1Csg 1Csy souche SI (ICsoHFF/
de la souche RH | souche HFEP!
490 nM RH ICsoRH)
(nM)
(nM)
1 0 d FR235222 100 9,7 127 13,1
HN 7O
NH
© HO

2 0 O apicidine 100 15 165 11

3 0 - -
4 28 - -
5 0 - -
6 52 172 243 1,4
7 0 - -
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19 o d (183 76 953 | 805 8.5
N

o ()-184 e
HN F

[0} .)-
HN 1’|/

22

[a] RH = souche RH Type 1 T. gondii, [b] HFF = human foreskin fibroblast

Tableau IV.1 : évaluation des activités biologiques des premiers analogues obtenus
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Pour les analogues présentant un pourcentage d’inhibition supérieur a 40% a 90 nM sur la souche T.
gondii RH, les valeurs d’1Cs sur les souches 7. gondii RH et HFF ont été évaluées pour déterminer les

valeurs d’index de sélectivité (SI).

La fonction (R)-hydroxy cétone acétylée des analogues (—)-179 et (-)-180 (entrées 15, 16) a été
identifi¢e comme la meilleure fonction chélatante contre 7. gondii (ICso = 17 et 10 nM). L’analogue
(-)-178 (entrée 12) ayant une configuration (R)-hydroxy cétone s’est révélé plus efficace que son
diastéreoisomére (S)-hydroxy cétone (-)-176 (entrée 13), ce qui démontre une configuration
préférentielle pour D’activité inhibitrice des HDACs. Pour la synthése des autres analogues la
configuration (R)-hydroxy cétone sera privilegié¢e. L'acétylation du groupement hydroxyle augmente
considérablement la valeur d’index de sélectivité, notamment celle du composé (-)-180 (SI = 61,9 ;
entrée 16). L’augmentation de la longueur de la chaine de la fonction ester avec le groupe heptanyle
réduit la sélectivité de (—)-181 (entrée 17). L’analogue (—)-182 avec une fonction carbonyl xanthate
(entrée 18) s’est aussi révélé tres efficace (ICso = 11,3 nM ; SI = 47,7). Par ailleurs, le cyclopeptide
(-)-144 sans la fonction interagissant avec le zinc du site catalytique n'a montré aucune activité a 90
nM (entrée 3), tout comme les analogues présentant une fonction a-chloro cétone (entrée 4), a-

hydroxyle cétone silylée (entrées 10, 11)...

Afin d’évaluer I’influence du groupement phényle, nous avons choisi la meilleure fonction chélatante
(R)-a-hydroxycétone pour fonctionaliser les cyclopeptides (-)-155, (+)-156, et (-)-157 (Schéma 1V.9).
Les nouveaux analogues, (-)-184, (-)-185 et (-)-186 (Schéma IV.11) obtenus n’ont présenté aucune
propriété antitoxoplasmose (entrées 20-22). Ces résultats indiquent que la perte ou la présence d’un

groupement phényle supplémentaire est défavorable a I’activité antiparasitaire.

& 2) Lénantiomeére du cyclopeptide

L’énantiomere du cyclopeptide normal (+)-144 a également été fonctionnalisé par la téte chélatante
(R)-hydroxycétone afin d’obtenir le composé (+)-176 (entrée 14). Ce dernier s’est révélé moins
efficace que I’analogue (-)-178 (entrée 12) qui présente la méme fonction chélatante. En induisant une
inhibition de la croissance des souches 7. gondii RH a 48%, [’analogue (+)-176 (entrée 14) est donc
capable d’atteindre sa cible et de traverser les membranes cellulaires. Des lors que les deux
énantiomeres du cyclotétrapeptide tranversent les membranes cellulaire, nous pouvons en déduire que
ces cyclotétrapeptides pourraient avoir un mode de passage passif. La faible activité inhibitrice de
I’analogue (+)-176 par rapport a I’analogue (—)-178 proviendrait d’une moins bonne reconnaissance

avec la cible.
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III) Synthése de nouveaux composés analogues du

largazole avec une fonction thioester

Pour la synthése de nouveaux composés analogues du largazole, avec une fonction thioester
interagissant avec le zinc dans le site catalytique, les deux cyclopeptides (-)-144 et (—)-154 différents
par la longueur de la chaine aliphatique ont été couplés a différents thioacides par réaction radicalaire
en présence d’AIBN (Schéma IV.15). L’activité inhibitrice des composés (-)-187, (-)-188, (-)-189, et
(-)-190 obtenus a été évaluée sur les souches 7. gondii RH et HFF (Tableau IV.2).

o)
Q O cat. AIBN D
N~ o THF ”(O
T reflux, 16 h HN NH o)
HN NH _— )J\
o) o s

o] Z N n R

N T

3 équiv.
=1: (-)- (-)-187: R = CH3 (91%)
ne T (-)-188: R = C;Hy5 (68%)
n=2:(-)-154

(-)-189: R = CH; (59%)
(-)-190: R = C;H,5 (65%)

Schéma IV.15 : stratégie de synthése de nouveaux analogues du largazole

entrée produits % ICS? souche ICs souche
d’inhibition de 4 (nM) HFF™ (nM)
la souche RH
490 nM

1 W
NH
(-)-187 0 - -

Teys
j\ C7H15
NM 0 - -
H

0 (-)-188
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0
3 N e
HN =0 2/
=
fo) NH
N (-)-189 0 - 120
H

o

0
CTORTO, e
HN =0 s
=
o NH (-)-190
j\NM 0 - 82
H

0o

o)
5 WN/D
HN "’fo SH
o) NH
j\ M 0 i nd
N (-)-191
o)

[a] RH = souche RH Type 1 T. gondii, [b] HFF = human foreskin fibroblast

Tableau IV.2 : activités antitoxoplasmoses de nouveaux analogues du largazole

Les composés (—)-187 et (—)-188 n’ont présenté aucune activité inhibitrice ni sur 7. gondii, ni sur les
cellules HFF humaines. Ce résultat confirme une fois de plus, que la longueur optimale pour I’activité
HDAC: est de 5 atomes de carbones entre le cyclotétrapeptide et la fonction thiol. En effet, le zinc du
site catalytique se touve dans un tunnel et pour franchir ce tunnel, la longueur de la chaine latérale
semble étre un facteur important. Les composés (—)-189 et (—)-190 obtenus avec la bonne longeur de
chaine latérale se sont révélés cette fois-ci actifs, mais uniquement sur humain et non sur le parasite 7.
gondii a 90 nM. Cette différence de sélectivité pourrait s’expliquer par le fait que les nouveaux
composés synthétiques analogues du largazole seraient également des inhibiteurs sélectifs d’HDACs.
Mais cette sélectivité entre les cellules HFF humaines et le parasite pourrait aussi étre due a la
présence de la fonction thioester qui ne serait pas hydrolysable in vivo chez les espéces parasites
comme 7. gondii. Afin d’étudier cette éventualité, nous avons décidé de déprotéger la fonction
thioester prodrogue afin d’obtenir le composé (—)-191 avec une fonction thiol libre. Ce dernier a
présenté les mémes activités biologiques que son analogue thioester (Tableau IV.2, entrée 5), ce qui
nous permet de rester sur notre premiere hypothése, a savoir que la différence de sélectivité observée
entre I’humain et le parasite pourrait étre due au fait que nos nouveaux analogues synthétiques sont
des inhibiteurs sélectifs d’isoformes HDACs. Ils semblent agir sur une classe de HDAC, peut étre

HDACS, qui est absent chez le parasite 7. gondii (voir chapitre II, Fig 11.12).1"!
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V) Synthése d’autres analogues avec ’ouverture du cycle

de la proline par le Sml,

. , . 132
Au cours de nos tentatives pour réduire par Sml,'

I'la fonction hydroxyle en position a de la fonction

cétone chélatante de FR235222, pour obtenir un nouvel analogue (-)-183 (Schéma IV.16) présentant

une fonction cétone simple (comme dans I’apidicine), une réduction de la liaison C-N du résidu 3-

méthyle proline a été observé. A la place du composé (—)-183 avec un cycle a 12, le composé (-)-192

constitué d’un cycle a 15 a été isolé avec un bon rendement.

Smi,
THF/MeOH

<k

HN 0°C,30min .~

-—0
@ |,
0 NH
é\N 7 "$
H o .
FR235222 HO
THF/MeOH

0°C, 30 min
89%

()183

(-)-192

..........

apicidine

Schéma IV.16 : Reduction de la liaison C-N par Sml,

Les tétrapeptides cycliques constitués de 4 résidus acide a aminé (cycle o4) (Schéma IV.16) dont un

résidu proline peuvent donc subir une expansion de cyle par une réaction de réduction de la liaison C-

N en présence de Sml,, pour fournir des cyclopeptides plus larges constitués de 3 résidus acide a

aminé et un résidu acide 6 aminé (cyle a30). Ces réactions représentent une nouvelle approche pratique

et directe, permettant d’apporter plus de diversité dans la partie cyclopeptidique de nos analogues. Des

réactions de réduction ou d’oxydation ont déja été exploitées pour élargir des macrocyles

[133]

fonctionnalisés. La réaction de clivage de liaison C-N des acides o aminés cycliques en présence de

Sml, était connue dans la litérature, notamment a travers les traveaux de Honda " (Schéma IV.17)

qui utilise la réaction de désamination réductrice avec Sml,, dans des conditions nécessitant la

présence d’'un donneur de proton et aussi de I'hexaméthylphosphoramide (HMPA). Mais ce type de

réaction n’avait jamais été utilisée auparavant

cyclotétrapeptides et sans HMPA.

sur des composés complexes comme les
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\'T‘#R o a R
P ] \(
o

THF, source de proton (MeOH) NHP le)
P = alkyl, acyl 5 équiv HMPA
R = alkyl, OR’

Schéma IV.17 : ouverture de cycle par Sml, par Honda

Cette approche a ensuite ét¢ utilisée pour réaliser la synthéses des composés (-)-193 et (—)-194 de type
cycle a3d a partir des composés (—)-178 et (-)-190 (Schéma IV.18). L’obtention de ces nouveaux
analogues sans le groupement méthyle sur la proline, dans les mémes conditions que précédemment
(Schéma IV.16), c’est-a-dire sans HMPA, nous confirme que ’¢largissement du cycle est facilité par

la tension générée par le cycle a 5 de la proline.

Sml, O.HN
W THF/MeOH
HN 0°C, 30 min @ o
HN

66% NH
0 T~n 0
Ho

(1)-178 (-)-193

0 HN
o o C7H1s
N2 oo re
HN 7O s sml, HN @ ° S
o (12) THF/MeOH NH
0°C, 30 mi
N O%N
H H

°C, 30 min
o 62% o

(-)-190 (-)-194

Schéma IV.18 : nouveaux analogues avec le cycle 030

Les nouveaux analogues obtenus ont mis en lumiére I’importance de la structure tétrapeptidique de
type cycle o, dans I’activité antiparasitaire. Aucun des nouveaux composés avec le cycle 036 ne s’est
révélé efficace contre le parasite (Tableau IV.3). Cette caractéristique structurale sera prise en compte

pour la conception de futurs HDAC:is plus efficaces et sélectifs de 7. gondii.
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entrée | Produits % d’inhibition | ICs ?ouche ICs %ﬁ)uche
de la souche RH™ (nM) HFF® (nM)
RH a 90 nM
1 o HN 22 - -
o
o
O))\H T (-)-192

HN
2 07 ﬁl RN 0 - > 4000
o S
HN
o% ’

[a] RH =souche RH Type 1 T. gondii, [b] HFF = human foreskin fibroblast

Tableau IV.3 : propriétés antitoxoplasmoses de nouveaux analogues ;9.

Conclusion

En utilisant des méthodes de synthése flexibles et modulables, via la chimie radicalaire avec les
xanthates et thioacides et I’extension de cycle au Sml,, divers composés analogues de FR235222 et du
largazoles ont été obtenus. L’évaluation des propriétés antitoxoplasmoses des nouveaux analogues
obtenus a permis de dégager des caractéristiques structurales indispensables a [’activité
antitoxoplasmose. Pour les analogues de FR235222 avec une fonction a hydroxy cétone, une
acétylation de la fonction hydroxyle améliore I’index de sélectivité. Avec les analogues du largazole
présentant une fonction thioester, la longeur de 5 atomes de carbones entre le cyclopeptide et la
fonction chélatante (thiol libre) est requise pour I’activit¢é HDACi sur HDAC humain. Le squelette du
cyclotétrapeptide avec 4 résidus d’acide a-aminé (cycle type o4) présenterait une tension de cycle,
vraisemblablement favorable a la reconnaisance de la cible, contrairement aux analogues présentant un

cycle plus large de type a39.
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& 1) Conclusions

Les principaux résultats obtenus a 1’issue des travaux de cette thése se situent a différents niveaux.

+ Dans le but de développer des méthodes peu coiteuses de synthése de nouveaux composés
antipaludiques accessibles aux populations affectées, nous avons réalisé la premiere synthese
totale des amomols, produits naturels de la famille des aculéatines. Cette synthése a été
réalisée via la formation d’un intermédiaire spiro-oxocarbénium qui a ainsi été mis en
évidence pour la premiére fois. Les propriétes antipaludiques des amomols sont comparables a
celles des aculéatines, de I’ordre de 0,5 uM, avec en plus ’avantage d’étre plus facilement
accessibles en grande quantité en seulement 4 étapes (synthése racémique). Dans la famille
des aculéatines, les amomols représentent de nouveaux composés antipaludiques, trés
prometteurs pour la conception de nouveaux médicaments a moindre cotlt en synthése. Cette
famille de produits d’origine naturelle a par la suite été retenue pour mener des études

biologiques dans le but de déterminer la (les) cible(s) biologiques des aculéatines.

Durant les travaux de cette thése, nous nous sommes intéressés a des stratégies de synthése
rapide, en formant plusieurs liaisons en seulement une étape. Pour cela, 1’accent a été mis sur
les réactions en cascade via la formation de nouvelles espéces intermédiaires électrophiles
(spiro-oxocarbénium, vinyl spiro-oxocarbénium et spiro-époxonium) afin d’accéder
rapidement a de nouveaux composés spiraniques analogues des aculéatines. Toujours dans le
but de créer plusieurs liaisons en un ‘pot’, le concept de réaction tandem a aussi été étudié via
la synthése d’un analogue hybride. Cette synthése a nécessité la mise en place d’une méthode

de génération in situ de réactif a I’iode hypervalent (III).

L’évaluation de I’activité antipaludique des différents analogues obtenus, nous a permis de

comprendre des caractéristiques struturales nécessaires a I’activité biologique.

++ Nous avons aussi réalisé la synthése de nouveaux tétrapeptides cycliques HDACis analogues
de FR222235. Cette nouvelle approche pourrait étre trés prometteuse pour la conception de
nouveaux composés antipaludiques et antitoxoplasmoses. Afin d’accéder facilement a une
grande diversité structurale de nouveaux analogues de FR235222, des méthodes de synthéses
modulable par réactions radicalaires, et par extension de cycle avec Sml, ont été developpées.

Plusieurs paramétres influengant 1’activité biologique ont été déterminés :

- la configuration du cyclopeptide (via la synthése des deux énantiomeéres) jouerait un role

important dans la reconnaissance.
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- La configuration (R)-hydroxycétone de la téte chélatante est privilégiée dans les interactions

avec le zinc du site catalytique.

- Une acétylation de la fonction (R)-hydroxycétone a permis d’améliorer considérablement

I’index de sélectivité notamment avec le composé (-)-180.

- Les nouveaux analogues du largazole, avec une fonction thioester et thiol libre, semblent

avoir des propriétés d’inhibition sélectives sur certaines histones désacétylases.

Enfin, en jouant sur la nature de la fonction téte chélatante, nous avons développé de
nouveaux composés antiparasitaires avec une fonction cétone chélatante, plus sélective sur le
parasite par rapport a I’hote. Les analogues présentant une fonction thioester se sont révélés

plus sélectifs sur I’humain et n’ont présenté aucune activité inhibitrice sur le parasite.

Rt © =R cétone
N
R2 0 (o] plus sélectives sur le parasite
HN P | A ) RH IC5, = 10 nM
o:&\ NH R
Rs\\ N‘(&/\/
R* H o)
plus sélectives sur I'humain

HFF IC5o = 80 nM

thioester

& 2) Perspectives

Les analogues synthétiques des aculéatines obtenus durant les travaux de cette thése ont permis de
dégager des caractéristiques structurales nécessaires a ’activité antipaludique. Il serait intéressant de
continuer les études biologiques afin de déterminer la cible biologique de la famille des aculéatines qui
pourrait étre une nouvelle cible. La connaissance du mode d’action des aculéatines pourrait étre treés
utile pour la synthése de meilleurs analogues en utilisant des outils de modélisations moléculaire et/ou

QSAR en vu d’optimiser I’activité antipaludique par rapport aux produits naturels.

De méme, afin de réaliser la synthése de futurs analogues de FR235222 efficaces, des études de
modélisation moléculaire sont actuellement en cours. Le mode d’action des tétrapeptides cycliques a
beaucoup été étudié, grace a la structure cristallographique de plusieurs familles de HDACs. Grace a la
description trés récente de la structure cristallographique du HDAC3 humain,*” il existe & présent des

possibilités de réaliser des études fiables de docking par modélisation moléculaire.
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General procedure of phenolic oxidation

Method A: To a stirred ice-cold solution of phenol (0.1 M) in the appropriate solvent was added
alcohol (10 equiv) and PIDA (1.5 equiv). The mixture was stirred at 0°C for 5 min and at room
temperature for 30 min, after which time solid NaHCO; was added. The solid was then removed by
filtration and the solution was concentrated in vacuo to give a mixture which was purified by flash
chromatography.

Method B: To a stirred ice-cold solution of phenol (0.1 M) in anhydrous methanol was added
hypervalent iodine reagent (1.5 equiv). The mixture was stirred at 0°C for 5 min and at room
temperature for 30 min, after which time solid NaHCO; was added. The solid was then removed by
filtration and the solution was concentrated in vacuo to give a mixture which was purified by flash
chromatography.

(£) 2-Methoxy-2-methyl-1-oxaspiro [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(£)-87]

According to Method A, and starting from 4-(4-hydroxyphenyl)butan-2-one (115 mg, 0.70 mmol)
and anhydrous MeOH (224 mg, 7.0 mmol) in CH,Cl, (5 mL), the crude product was purified by flash
chromatography on silica gel column, eluting with cyclohexane/EtOAc (75/25), to give (£)-87 (94.0
mg, 0.48 mmol, 69%) along with 88 (11 mg, 0.057 mmol, 8%). Ry= 0.23 (75/25 cyclohexane/EtOAc);
IR Vpa (film, CH,Cl,) 3428, 2900, 1714, 1396, 1126 cm™; UV (MeOH) 220 nm; '"H NMR (400
MHz, CDCl) 6 ppm 1.48 (s, 3H, CH3;), 1.94-2.04 (m, 2H, 2xH4), 2.21 (m, 1H, 1xH3a), 2.36 (m, 1H,
1xH3b), 3.26 (s, 3H, OCHj;), 6.05 (dd, J = 10.0, 1.8 Hz, 1H, 1xH6), 6.08 (dd, J = 10.0, 1.8 Hz, 1H,
1xH10), 6.75 (dd, J=10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.82 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH7 ); *C NMR (100
MHz, CDCl;) 6 ppm 21.4 (CH3), 35.4 (CH,, C4), 39.1 (CH,, C3), 48.9 (CH;, OCH3;), 78.7 (C, C5),
109.7 (C, C2), 126.9 (CH, C7), 127.4 (CH, C9), 149.2 (CH, C6), 151.5 (CH, C10), 185.5 (C, C8);
LMRS (ESI+): m/z (%) 217 [M + Na] * (38), 203 (100), 163 (75); HRMS (ESI+) m/z found
217.0838. Cy;H140;5Na requires 217.0835.

4-Methoxy-4-(3-oxobutyl) cyclohexa-2,5-dienone (88)

According to Method B using PIFA as oxidant (220.2 mg, 0.51 mmol) and starting from 4-(4-
hydroxyphenyl)butan-2-one (56 mg, 0.34 mmol) in anhydrous MeOH (2 mL), the products were
purified by flash chromatography [silica gel eluting with cyclohexane/EtOAc (75/25)], to give 88 (30
mg, 0.15 mmol, 44%) and (£)-87 (25.2 mg, 0.13 mmol, 39%). Ry = 0.20 (75/25 cyclohexane/EtOAc);
IR vy, (film, CH,CL,) 3500, 2900, 1750, 1110, 775 cm™; UV (MeOH) 227 nm; 'H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 ppm 2.04 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2xHS5), 2.12 (s, 3H, CH;), 2.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
2xH6), 3.21 (s, 3H, OCH;), 6.38 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 2xH2), 6.71 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 2xH3); “C
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NMR (100 MHz, CDCl;) J ppm 30.5 (CH,, C5), 32.8 (CHj3, C8), 37.6 (CH,, C6), 53.5 (CH;, OCHj,),
75.3 (C, C4), 131.9 (2xCH, C2), 150.7 (2xCH, C3), 185.1 (C, C1), 207.3 (C, C7); LRMS (ESI+) m/;
(%) 217 [M + Na]" (100), 213 (25), 137 (49); HRMS (ESI+) m/z found 217.0835. C;;H;,0;Na
requires 217.0835.

(9)-(2E,5R)-Icos-2-en-5-0l [(+)-92]

19 17 15 1B 1 9

20 18 16 14 12 10 8 6 4

To a stirred solution of aldehyde 90 (2.0 g, 8.33 mmol) and (1§,25,5R)-1-(1-methylallyl)menthol (3.5
g, 16.66 mmol) in CH,Cl, (140 mL) was added p-TsOH (158.3 mg, 0.83 mmol). The mixture was
stirred at room temperature overnight, after which time saturated aqueous NaHCO; (70 mL) was
added, and the mixture was extracted with CH,Cl, (3%x70 mL). The combined organic layers were
dried over MgSQO,, filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel column
chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (98/2), to give (+)-92 (2.0 g, 6.76 mmol, 81%). Ry
=0.29 (95/5 cyclohexane/EtOAc); [a]p?® =+0.6 (c = 1.0, CHCLs); IR V., (film, CH,Cly) 3442, 2956,
1645, 1130, 1094, 1020, 960 cm™'; UV (MeOH) 276, 225, 208 nm; 'H NMR (400 MHz, CDCl;) §
ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH20), 1.24-1.31 (m, 24H, 2xH7, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12,
2xH13, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18), 1.40-1.47 (m, 4H, 2xH19, 2xH6), 1.69 (dd, J = 6.2,
0.6 Hz, 3H, 3xHI), 2.05 (m, 1H, 1xH4a), 2.22 (m, 1H, 1xH4b), 3.57 (m, 1H, 1xHS5), 5.43 (m, 1H,
1xH3), 5.55 (dq, J = 15.2, 2.6 Hz, 1H, 1xH2); *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 ppm 14.3 (CH;, C20),
18.2 (CHj3, C1), 22.9 (CH,, C19), 25.9 (CH,, C7), 29.6 (CH,, C17), 29.9 (9xCH,, C8, C9, C10, Cl11,
Cl12, C13, C14, Cl15, C16), 32.1 (CH,, C18), 37.0 (CH,, C6), 40.9 (CH,, C4), 71.1 (CH, C5), 127.4
(CH, C2), 128.8 (CH, C3); HRMS (ESI+) m/z found 319.2972. CyH,;,ONa requires 319.2971.

(H)-(2E,5S)-Icos-2-en-5-ol [(-)-92]

19 17 15 13 119 T = 3 4
/\/\/\/\/\/\/\/W
20 18 16 14 12 10 8 6> 4 2

Preparation according to (+)-92, and starting from aldehyde 90 (2.0 g, 8.33 mmol) and (1R,2R,55)-1-
(1-methylallyl)menthol (3.5 g, 16.66 mmol). The product (-)-92 was isolated after a flash
chromatography on silica gel cyclohexane/EtOAc (98/2) (1.4 mg, 4.73 mmol, 57%). [a]p”’ =—0.8 (c =
1.0, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 319.2974. CyH4ONa requires 319.2971.
(+)-(2E,5R)-(Icos-2-en-5-yloxy)tripropylsilane [(+)-93]

24

2

26] 23 21
27 B 2ggi 2
/\/ \O
19 17 15 13 11 9 7 31
N

20 18 16 14 12 10 8 6> 4
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To a stirred solution of (+)-92 (2.0 g, 6.76 mmol) in DMF (40 mL) were successively added imidazole
(2.8 g, 40.56 mmol) and chlorotripropylsilane (3.9 g, 20.28 mmol). The mixture was stirred at room
temperature overnight, after which time saturated aqueous NH,CI (20 mL) was added, and the mixture
was extracted with Et,O (3%x20 mL). The combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered,
and evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography, eluting with
cyclohexane, to give (+)-93 (2.9 g, 6.41 mmol, 95%). R; = 0.28 (cyclohexane); [a]p>’ = +5.0 (c = 1.0,
CHCLy); IR Vpay (film, CH,Cly) 2950, 1202, 1052, 963 cm™; UV (MeOH) 226 nm; 'H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 ppm 0.54-0.61 (m, 6H, 2xH23, 2xH26, 2xH29), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH20),
0.96 (t, J = 7.2 Hz, 9H, 3xH21, 3xH24, 3xH27), 1.24-1.30 (m, 24H, 2xH7, 2xHS8, 2xH9, 2xH10,
2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18), 1.31-1.43 (m, 10H, 2xH6, 2H19,
2xH22, 2xH25, 2xH28), 1.64 (dd, J = 6.2, 0.6 Hz, 3H, 3xH1), 2.05-2.17 (m, 2H, 2xH4), 3.62 (m, 1H,
1xH5), 5.35-5.48 (m, 2H, 1xH2, 1xH3); *C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ ppm 14.4 (CH;, C20), 17.2
(3xCH,, C23, C26, C29), 17.5 (3xCH,, C22, C25, C28), 18.2 (CH;, C1), 18.8 (3xCHj;, C21, C24,
C27), 23.0 (CH,, C19), 25.7 (CH,, C7), 29.7 (CH,, C8), 30.1 (9xCH,, C9, C10, C11, C12, C13, C14,
C15, C16, C17), 32.3 (CH,, C18), 37.2 (CH,, C6), 41.1 (CH,, C4), 72.8 (CH, C5), 127.1 (CH, C2),
128.3 (CH, C3); HRMS (ESI+) m/z found 475.4306. C,9HsONaSi requires 475.4306.

(-)-(2E,5R)-(I1cos-2-en-5-yloxy)tripropylsilane [(—)-93]

24
2
26 232 21
27/28\238i\/0\3/
19 17 15 13 11 9 7 = 3 1
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/

20 18 16 14 12 10 8 6 4 2

Starting from (—)-92 (682 mg, 2.30 mmol), the product (-)-93 (1.0 g, 2.21 mmol, 96%) was isolated by
flash chromatography on silica gel, eluting with cyclohexane. [a]p™’ = —4.0 (c = 1.0, CHCl;); HRMS
(ESI+) m/z found 475.4306. CyoHsyONaSi requires 475.4306.

(-)-(R)-3-(Tripropylsilyloxy)octadecanal [(—)-94]

22

%
6 24 21 55 19

2 -/\/
25 X 27 Si
D NEL fo) fo)
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3
6 16 14 12 10 8 6 ,°31H
Method C

To a stirred solution of (+)-93 (1.1 g, 2.43 mmol) and NMO (569 mg, 4.86 mmol) in THF (12 mL)
was added a solution of OsO4 4% wt in H,O (1.3 g, 0.24 mmol). The mixture was stirred for 2 h at
room temperature, after which time saturated aqueous NaHSO; (10 mL) was added and the mixture
was extracted with EtOAc (3x10 mL). The combined organic layers were dried over MgSO,, filtered,
and evaporated. The resulting colorless oil was diluted in EtOAc/MeOH/THF/H,O (2/2/1/1) (30 mL),
the NalO, (3.1 g, 14.6 mmol) was then added and the mixture was stirred for 30 min, after which time
saturated aqueous NaHCOs; (15 mL) was added and the mixture was extracted with Et,O (3x15 mL).
The combined organic layers were dried over MgSQO,, filtered, and evaporated. The residue was
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subjected to silica gel column chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (95/5), to give (-)-94
(439 mg, 1.0 mmol, 41%).

Method D

To a stirred solution of (+)-93 (2.2 g, 4.87 mmol) in CH,Cl, (65 mL) at —78°C, ozone was passed
through for 90 min (lightly blue solution). The solution was then warmed to room temperature.
Dimethylsulfide (3 mL) was added and the mixture was stirred for 10 min. The solution was
concentrated in vacuo and the residue was subjected to silica gel column chromatography, eluting with
cyclohexane/EtOAc (95/5), to give (-)-94 (739 mg, 1.68 mmol, 35%).

R; = 0.36 (95/5 cyclohexane/EtOAc); [()L]D20 =-5.2 (¢ = 1.0, CHCL); IR vy, (film, CH,Cl,) 2955,
1733 cm™; UV (MeOH) 209 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 0.54-0.65 (m, 6H, 2xH21,
2xH24, 2xH27), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH18), 0.96 (t, J = 7.2 Hz, 9H, 3xH19, 3xH22, 3xH25),
1.22-1.36 (m, 24H, 2xHS5, 2xH6, 2xH7, 2xHS8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14,
2xH15, 2xH16), 1.36-1.50 (m, 10H, 2xH4, 2xH17, 2xH20, 2xH23, 2xH26), 2.50 (dd, J = 5.9, 2.5
Hz, 2H, 2xH2), 4.18 (q, J = 5.9 Hz, 1H, 1xH3), 9.80 (s, I1H, 1xCHO); *C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢
ppm 14.3 (CH;, C18), 17.0 (3xCH,, C21, C24, C27,), 17.2 (3xCH,, C20, C23, C26), 18.7 (3xCHs,
C19, C22, C25), 22.9 (CH,, C17), 25.4 (CH,, C5), 29.6 (CH,, C15), 29.8 (CH,, C6), 29.9 (8§8xCH,, C7,
C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14), 32.2 (CH,, C16), 38.2 (CH,, C4), 51.1 (CH,, C2), 68.4 (CH, C3),
202.6 (C, C1); HRMS (ESI+) m/z found 463.3941. Cy;Hs5c0,NaSi requires 463.3942.

(H)-(S)-3-(Tripropylsilyloxy)octadecanal [(+)-94]

22
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Preparation according to Method D, starting from (-)-93 (2.2 g, 4.87 mmol) the product (+)-94 (858
mg, 1.95 mmol, 40%) was isolated by flash chromatography on silica gel, eluting with
cyclohexane/EtOAc (95/5). [a]p™® = +4.7 (¢ = 1.0, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 463.3942.
Cy7Hs60,NaSi requires 463.3942.

(-)-(4R)-Dimethyl-(2-hydroxy-4-tripropylsilanyloxy)nonadecylphosphonate [(-)-95]

A stirred solution of dimethyl methylphosphonate (599 mg, 4.83 mmol) in dry THF (8 mL) was
cooled at —78°C, and treated dropwise with n-BuLi 2.5 M in hexane (1.9 mL, 4.83 mmol). The
reaction mixture was stirred at —78°C for 10 min, after which time a solution of (-)-94 (710 mg, 1.61
mmol) in dry THF (4 mL) was added dropwise. The reaction mixture was stirred at =78°C for 1 h, and
then allowed to warm to room temperature over 1 h, before hydrolysis with aqueous NH4Cl (10 mL),
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followed by extraction with Et,0O (3x10 mL). The combined organic layers were dried over MgSQ,,
filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography, eluting with
cyclohexane/EtOAc (60/40), to give (-)-95 (570.6 mg, 1.01 mmol, 63%). Ry = 0.14 (50/50
cyclohexane/ EtOAc); [oz].)20 = —12.8 (¢ = 1.0, CHCl;); IR vy, (film, CH,Cl,) 3389, 2950, 1468,
1330, 1224, 106 cm™; UV (MeOH) 227 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm 0.56-0.66 (m, 6H,
2xH22, 2xH25, 2xH28), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH19), 0.96 (t, J = 7.2 Hz, 9H, 3xH20, 3xH23,
3xH26), 1.21-1.33 (m, 26H, 2xH6, 2xH7, 2xHS8, 2xH9, 2xH10, 2xHI11, 2xH12, 2xH13, 2xH14,
2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18), 1.33-1.65 (m, 6H, 2xH21, 2xH24, 2xH27), 1.45-1.55 (m, 2H,
2xH5), 1.60-1.75 (m, 2H, 2xH3), 1.90-2.05 (m, 2H, 2xH1), 3.74 (s, 3H, 1xOCHy), 3.77 (s, 3H,
1xOCH3), 3.98 (m, 1H, 1xH4), 421 (m, 1H, 1xH2); *C NMR (100 MHz, CDCls, * indicates the
diastereomer, and * phosphate effect) 6 14.2 (CH;, C19), 16.9 (3xCH;, C20, C23, C26), 17.0, 17.2*
(3xCH,, C22, C25, C28), 18.6 (3xCH,, C21, C24, C27), 22.8 (CH,, C18), 24.9, 25.5* (CH,, C17),
29.5 (CH,, C16), 29.7 (CH,, C7), 29.8 (8<xCH,, C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15), 32.0 (CH,,
C6), 32.7, 32.9* (CH,, C1%), 34.0, 34.2* (CH,, C1%), 36.9, 37.7* (CH,, C5), 43.2, 43.3* (CH,, C3%),
44.0, 44.1* (CH,, C3%), 52.2, 52.3* (CH;3, OCHs), 52.4, 52.5* (CH;, OCH3), 63.6, 63.8* (CH, C2),
70.8, 72.3* (CH, C4); HRMS (ESI+) m/z found 587.4227. C;,Hs0sNaSiP requires 587.4231.

(+)-(4S)-Dimethyl-(2-hydroxy-4-tripropylsilanyloxy)nonadecylphosphonate [(+)-95]

Starting from (+)-94 (702 mg, 1.60 mmol), the compound (+)-95 (530 mg, 0.94 mmol, 59%) was
isolated by flash chromatography on silica gel, eluting with cyclohexane/EtOAc (60/40). [a]p™ =
+11.5 (¢ = 1.0, CHCI3); HRMS (ESI+) m/z found 587.4229. C;,H¢s05NaSiP requires 587.4231.

(-)-(R)-Dimethyl-2-0x0-4-(tripropylsilyloxy)nonadecylphosphonate [(—)-96]
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To a stirred ice-cold solution of (=)-95 (215 mg, 0.38 mmol) in dry CH,Cl, (6 mL) was added the
Dess-Martin reagent (242 mg, 0.57 mmol). The reaction mixture was then allowed to warm to room
temperature and was further stirred for 30 min, before hydrolysis with NaOH IN (5 mL), followed by
extraction with Et;0O (3x5 mL). The combined organic layers were dried over MgSO,, filtered, and
evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography, eluting with
cyclohexane/EtOAc (40/60), to give (-)-96 (210 mg, 0.37 mmol, 97%). Ry = 0.28 (50/50
cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —18.1 (¢ = 1.0, CHCl5); IR Vpay (film, CH,Cl,) 2924, 1698, 1216 cm™;
UV (MeOH) 227 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm 0.55-0.61 (m, 6H, 2xH22, 2xH25,
2xH28), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH19), 0.95 (t, /= 7.2 Hz, 9H, 3xH20, 3xH23, 3xH26), 1.24-1.30
(m, 26H, 2xH6, 2xH7, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17,
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2xH18), 1.30-1.40 (m, 6H, 2xH21, 2xH24, 2xH27), 1.40—1.48 (m, 2H, 2xH5), 2.69 (dd, J=15.8, 5.3
Hz, 1H, 1xHla), 2.75 (dd, J = 15.8, 6.7 Hz, 1H, 1xH1b), 3.10 (m, 1H, 1xH3a), 3.16 (m, 1H, 1xH3),
3.77 (d, J = 2.5 Hz, 3H, 1xOCH;), 3.80 (d, J = 2.5 Hz, 3H, 1xOCHa), 4.14 (m, 1H, H4); *C NMR
(100 MHz, CDCl;) 6 ppm 14.1 (CH;, C19), 16.8 (3xCH,, C22, C25, C28), 16.9 (3xCH,, C21, C24,
C27), 18.4 (3xCH,, C20, C23, C26), 22.7 (CH,, C18), 24.9 (CH,, C6), 29.3 (CH,, C17), 29.5 (CH,,
C8), 29.7 (8xCH,, C9, C10, C11, C12, C13, Cl4, C15, C16), 31.9 (CH,, C7), 37.6 (CH,, C5), 41.9,
43.2% (CH,, C1), 51.2 (CH,, C3), 52.8 (2xCH;, OCHj3), 68.8 (CH, C4), 200.9, 201.0* (C, C2); HRMS
(ESI+) m/z found 585.4074. C30Hg;05sNaSiP requires 585.4075.

(+)-(S)-Dimethy-2-ox0-4-(tripropylsilyloxy)nonadecylphosphonate [(+)-96]

Starting from (+)-95 (517 mg, 0.92 mmol), the product (+)-96 (506 mg, 0.90 mmol 98%) was isolated
by flash chromatography on silica gel, eluting with cyclohexane/EtOAc (50/50). [a]p™ - +17.8 (¢ =
1.0, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 585.4075. C30Hg305NaSiP requires 585.4075.

(-)-(1E,5R)-1-[4-(Benzyloxy)phenyl]-5-(tripropylsilyloxy)icos-1-en-3-one [(—)-97]

To a stirred solution of (-)-96 (323 mg, 0.57 mmol) in EtOH (5 mL) were added successively 4-
(benzyloxy)benzaldehyde (121 mg, 0.57 mmol) and K,CO; (157 mg, 1.14 mmol). The reaction
mixture was stirred at room temperature for 3 h, after which time aqueous NH4Cl1 (5 mL) was added,
and the mixture was extracted with EtOAc (3x5 mL). The combined organic layers were dried over
MgSQ,, filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography,
eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10), to give (-)-97 (292 mg, 0.46 mmol, 79%). Ry = 0.67 (90/10
cyclohexane/EtOAc); [a]p™’ = —8.2 (¢ = 1.0, CHCLy); IR Vpay (film, CH,Cl,) 2929, 1685, 1654, 1605,
1512, 1171 em™; UV (MeOH) 323, 278 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCI;) ¢ ppm 0.54—0.60 (m, 6H,
2xH23, 2xH26, 2xH29), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H20), 0.92 (t, J = 7.2 Hz, 9H, 3xH21, 3xH24,
3xH27), 1.23-1.30 (m, 26H, 2xH7, 2xHS8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH14,
2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19), 1.30-1.38 (m, 6H, 2xH22, 2xH25, 2xH28), 1.46-1.52 (m, 2H,
2xH6), 2.64 (dd, J = 14.7, 5.2 Hz, 1H, 1xH4a), 2.84 (dd, J = 14.7, 7.0 Hz, 1H, 1xH4b), 4.25 (m, 1H,
1xHS), 5.07 (s, 2H, 2xH36), 6.64 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 1xH2), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 1xH32,
1xH34), 7.32 (m, 1H, 1xH40), 7.35-7.43 (m, 4H, 1xH38, 1xH39, 1xH41, 1xH42), 7.45-1.52 (m, 3H,
1xH1, 1xH31, 1xH35); ®C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CHs, C20), 17.1 (3xCH,, C23,
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C26, C29), 17.2 (3xCH,, C22, C25, C28), 18.7 (3xCHj;, C21, C24, C27), 22.9 (CH,, C17), 25.4 (CH,,
C19), 29.6 (CH,, C7), 29.8 (CH,, C8), 29.9 (8xCH,, C9, C10, C11, C12, C13, C14, Cl15, C16), 32.1
(CH,, C18), 38.3 (CH,, C6), 48.6 (CH,, C4), 69.8 (CH, C5), 70.2 (CH,, C36), 115.4 (2xCH, C32,
C34), 125.4 (CH, C2), 127.6 (2xCH, C38, C42), 127.7 (C, C30), 128.3 (CH, C40), 128.8 (2xCH, C39,
C41), 130.2 (2xCH, C31, C35), 136.6 (C, C37), 142.7 (CH, C1), 160.9 (C, C33), 199.4 (C, C3);
HRMS (ESI+) m/z found 671.4823. C4,HssO3NaSi requires 671.4830.

(+H)-(1E,55)-1-[4-(Benzyloxy) phenyl]-5-(tripropylsilyloxy)icos-1-en-3-one [(+)-97]

24
25
26 23, 2
2
29 /\}/
27/2}\/3'\9 o 1
17 7 -
19 15 13 11 9 - 3/33132
20 18 16 14 12 10 8 6 4 2
33 36 38
35 37 39
34 o
4 40
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Starting from (+)-96 (473 mg, 0.84 mmol) the product (+)-97 (421 mg, 0.65 mmol, 77%) was isolated

by flash chromatography on silica gel, eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10). [a]p>"=+7.4 (c = 1.0,
CHCI3); HRMS (ESI+) m/z found 671.4823. C4,HeO3NaSi requires 671.4830.

(-)-(1E,5R)-1-|(4-Benzyloxy-3-methoxy)phenyl]-5-(tripropylsilyloxy)icos-1-en-3-one [(-)-101]

24
25
20 23 21
27/28\2}Si\0 o
19 17 15 13 11 9 7 /13313
0 18 16 14 12 10 8 6 >4 372 3;2;36 .

To a stirred solution of (-)-96 (74 mg, 0.13 mmol) in EtOH (5 mL) were added successively (4-
benzyloxy-3-methoxy)benzaldehyde (32 mg, 0.13 mmol) and K,CO; (36 mg, 0.26 mmol). The
reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h, after which time aqueous NH,CI (5 mL) was
added, and the mixture was extracted with EtOAc (3x5 mL). The combined organic layers were dried
over MgSQ,, filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography,
eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10), to give (-)-101 (76 mg, 0.11 mmol, 85%). Ry = 0.60 (90/10
cyclohexane/EtOAc); [a]p™’ = —7.0 (c = 1.0, CHCL); IR Vpay (film, CH,Cl,) 2926, 1613, 1654, 1579,
1444 cm™; UV (MeOH) 323, 237, 205 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 0.53-0.60 (m, 6H,
2xH23, 2xH26, 2xH29), 0.90 (dt, J = 7.2, 6.8 Hz, 12H, 3xH20, 3xH21, 3xH24, 3xH27 ), 1.24-1.28
(m, 22H, 2xHS8, 2xH9, 2xH10, 2xHI11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH14, 2xH16, 2xH17, 2xH]18),
1.29-1.40 (m, 10H, 2xH7, 2xH19, 2xH22, 2xH25, 2xH28), 1.46—1.53 (m, 2H, 2xH6), 2.65 (dd, J =
14.7,7.0 Hz, 1H, 1xH4a), 2.86 (dd, J = 14.7, 7.0 Hz, 1H, 1xH4b), 3.93 (s, 3H, 1XOCHj3;), 4.24 (m, 1H,
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1xHS), 5.19 (s, 1H, 1xH36), 6.63 (d, /= 16.1 Hz, 1H, 1xH2), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 1xH34), 7.03—
7.11 (m, 2H, 1xH31, 1xH35), 7.29 (m, 1H, 1xH40), 7.37 (m, 2H, 1xH38, 1xH42), 7.40-7.49 (m, 3H,
IxH1, 1xH39, 1xH41); *C NMR (100 MHz, CDCL) 6 ppm 14.3 (CHs, C20), 17.1 (3xCH,, C23,
€26, C29), 17.2 (3xCH,, C22, C25, C28), 18.7 (3xCHs, C21, C24, C27), 22.9 (CH,, C19), 25.4 (CH,,
C7), 29.6 (CH,, C8), 29.8 (CH,, C8), 29.9 (9xCH,, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17),
32.1 (CH,, C18), 38.3 (CH,, C6), 48.5 (CH,, C4), 56.1 (CHs, OCH3), 69.9 (CH, C5), 71.0 (CH,, C36),
110.4 (CH, C31), 113.5 (CH, C34), 123.0 (CH, C35), 125.6 (CH, C2), 127.4 (2xCH, C38, C42), 128.0
(C, C30), 128.2 (CH, C40), 128.8 (2xCH, C39, C41), 136.7 (C, C37), 143.1 (CH, C1), 149.9 (C, C32),
150.6 (C, C33), 199.7 (C, C3); HRMS (ESI+) m/z found 731.5048. C4H,,0sNaSi requires 731.5047.

(-)-(R)-1-(4-Hydroxyphenyl)-5-(tripropylsilyloxy]-icosan-3-one [(-)-98]
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To a stirred solution of (-=)-97 (253 mg, 0.39 mmol) in EtOAc (5 mL) was added 10% Pd/C (37 mg,
0.04 mmol). The reaction mixture was then stirred at room temperature under H, atmosphere for 3 h,
after which time the reaction mixture was filtrated on celite and the solution was concentrated in
vacuo. The residue was subjected to silica gel column chromatography, -eluting with
cyclohexane/EtOAc (90/10), to give (-)-98 (137 mg, 0.25 mmol, 64%). Ry = 0.25 (90/10
cyclohexane/EtOAc); [alp™’=—12.8 (¢ = 1.0, CHCL3); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3993, 2924, 1702, 1605,
1512, 1047 cm™; UV (MeOH) 224, 278 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCI;) 6 ppm 0.53-0.60 (m, 6H,
2xH23, 2xH26, 2xH29), 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH20), 0.95 (t, J = 7.2 Hz, 9H, 3xH21, 3xH24,
3xH27), 1.23-1.28 (m, 22H, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH15, 2xH]16,
2xH17, 2xH18), 1.29-1.37 (m, 10H, 2xH7, 2xH19, 2xH22, 2xH25, 2xH28), 1.38-1.44 (m, 2H,
2xH6), 2.44 (dd, J = 15.1, 4.9 Hz, 1H, 1xH4a), 2.58 (dd, J = 15.1, 7.2 Hz, 1H, 1xH4b), 2.73 (m, 2H,
2xH2), 2.79 (m, 2H, 2xH1), 4.16 (m, 1H, 1xHS5), 6.75 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 1xH32, 1xH34), 7.01 (d, J
= 8.4 Hz, 2H, 1xH31, 1xH35); *C NMR (100 MHz, CDCl3) J ppm 14.3 (CHs, C20), 17.0 (3xCH,,
C23, C26, C29), 17.2 (3xCH,, C22, C25, C28), 18.7 (3xCH;, C21, C24, C27), 22.9 (CH,, C19), 25.3
(CH,, C7), 28.8 (CH,, C8), 29.6 (CH,, C1), 29.8 (CH,, C17), 29.9 (8xCH,, C9, C10, C11, C12, C13,
Cl14, C15, C16), 32.1 (CH,, C19), 38.0 (CH,, C6), 46.7 (CH,, C2), 50.5 (CH,, C2), 69.4 (CH, C5),
115.6 (2xCH, C32, C34), 129.5 (2xCH, C31, C35), 132.9 (C, C30), 154.4 (C, C33), 210.6 (C, C3);
HRMS (ESI+) m/z found 583.4516. C55HO3SiNa requires 583.4522.

(+)-(S)-1-(4-Hydroxyphenyl)-5-(tripropylsilyloxy]-icosan-3-one [(+)-98]
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Starting from (+)-97 (393 mg, 0.61 mmol), the product (+)-98 (230 mg, 0.41 mmol, 67%) was isolated
by flash chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAC (90/10). [a]p™ = +11.7 (¢ = 1.0, CHCI,);
HRMS (ESI+) m/z found 583.4227. C30HgpOsNa requires 583.4236.

(-)-(R)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)icosan-3-one [(—)-78]

OH O
19 17 145 13 11 9 7 1 422
53 =
20 18 16 14 12 10 8 6 ° 4 ° 2 ”
26
25 OH

To a stirred solution (-)-98 (103 mg, 0.18 mmol) in THF (3 mL) was added a solution of TBAF 1 M
in THF (0.2 mL). The reaction mixture was stirred at room temperature for 30 min, after which time
the mixture was concentrated in vacuo. The residue was subjected to silica gel column
chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (75/25), to give (-)-78 (60 mg, 0.15 mmol, 83%).
R; = 0.2 (75/25 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —18.8 (¢ = 1.0, CHCL3); IR Vpmay (film, CH,Cl,) 3375,
2915, 1689, 1516, 1459, 1260 cm™'; UV (MeOH) 224 nm; “C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.88
(t,J= 6.8 Hz, 3H, 3xH20), 1.25 (s, 24H, 2xH7, 2xHS, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14,
2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18), 1.33-1.41 (m, 2H, 2xH19), 1.44-1.53 (m, 2H, 2xH6), 2.48 (dd, J =
17.5, 8.9 Hz, 1H, 1xH4a), 2.57 (dd, J=17.5, 2.9, 1H, 1xH4b), 2.72 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH1), 2.83 (t,
J=1.3 Hz, 2H, 2xH2), 4.03 (m, 1H, 1xHS), 6.74 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 1xH23, 1xH25), 7.02 (d, /= 8.4
Hz, 2H, 1xH22, 1xH26); “C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CH;, C20), 22.9 (CH,, C19), 25.7
(CH,, C7), 28.9 (CH,, C17), 29.6 (CH,, C8), 29.7 (CH,, C18), 29.8 (CH,, C9), 29.9 (7xCH,, C10,
Cl11, C12, C13, C14, C15, C16), 32.1 (CH,, C1), 36.6 (CH,, C6), 45.5 (CH,, C2), 49.4 (CH,, C4),
68.0 (CH, C5), 115.6 (2xCH, C23, C25), 129.6 (2xCH, C22, C26), 132.8 (C, C21), 154.4 (C, C24),
212.0 (C, C3); HRMS (ESI+) m/z found 427.3182. C,sH4403Na requires 427.3182.

(+)-(S)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)icosan-3-one [(+)-78]

OH O
19 17 15 13 11 9 T = 1 5,2
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Starting from (+)-98 (206 mg, 0.37 mmol), the compound (+)-78 (141 mg, 0.35 mmol, 95%) was
isolated by flash chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (75/25). [alp™ = +19.2 (¢ = 1.0,
CHCI;); HRMS (ESI+) m/z found 427.3184. C,sH4405Na requires 427.3183.

(-)-(R)-5-Hydroxy-1-[(4-hydroxy-3-methoxy)phenyl]icosan-3-one [(—)-102]

OH O ] 2 |
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To a stirred solution of (-)-101 (58 mg, 0.08 mmol) in EtOAc (5 mL) was added 10% Pd/C (16 mg,
0.02 mmol). The reaction mixture was then stirred at room temperature under H, atmosphere for 3 h,
after which time the reaction mixture was filtrated on celite and the solution was concentrated in
vacuo. Then, the residue was diluted in THF (3 mL) and a solution of TBAF 1 M in THF (0.2 mL)
was added at room temperature. The reaction mixture was stirred for 30 min, after which time the
mixture was concentrated in vacuo. The residue was subjected to silica gel column chromatography,
eluting with cyclohexane/EtOAc (70/30), to give (-)-102 (26 mg, 0.06 mmol, 75%). Ry = 0.18 (70/30
cyclohexane/EtOAc); [()L]D20 = -16.9 (c = 1.0, CHCl;); IR vy, (film, CH,Cl,) 3375, 2920, 1689,
1579, 1459, 1260 cm™; UV (MeOH) 236, 322 nm; “C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 0.88 (t, J =
6.8 Hz, 3H, 3xH20), 1.24-1.28 (m, 24H, 2xH7, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14,
2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18,), 1.44-1.53 (m, 4H, 2xH6, 2xH19), 2.48 (dd, J = 7.5, 8.9 Hz, 1H,
1xH4a), 2.57 (dd, J=17.5, 2.9 Hz, 1H, 1xH4b), 2.73 (t,J = 11.1 Hz, 2H, 2xH2), 2.84 (t,J = 11.1 Hz,
2H, 2xH1), 2.98 (m, 1H, OH), 3.87 (s, 3H, OCHj3), 4.03 (m, 1H, 1xH5), 6.64 (m, 1H, 1xH26), 6.68
(m, 1H, 1xH22), 6.82 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 1xH25); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CHs,
C20), 22.9 (CH,, C19), 25.7 (CH,, C7), 29.5 (CH,, C17), 29.6 (CH,, C1), 29.8 (CH,, C8), 29.9
(8xCH,, €9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16), 32.1 (CH,, C18), 36.7 (CH,, C6), 45.6 (CH,, C2),
49.5 (CH,, C4), 56.1 (CH;, OCH3;), 67.9 (CH, C5), 111.2 (CH, C22), 114.6 (CH, C25), 120.9 (CH,
C26), 132.8 (C, C21), 143.9 (C, C24), 146.6 (C, C23), 211.7 (C, C3); HRMS (ESI+) m/z found
457.3287. Cy7H4s0O4Na requires 457.3288.

(E)-1-(4-Hydroxyphenyl)icos-4-en-3-one (105)
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To a solution of 4-(4-hydroxyphenyl)butan-2-one (1.0 g, 6.09 mmol) in DIMCARB ration carbone
dioxide/dimethylamine <0.2/1 (6 mL) was added aldehyde 90 (4.4 g, 18.33 mmol) portionwise (3x1
equiv) every 3 h at 25°C. Stirring was continued for 48 h. The solvent mixture was acidified with HCl
IN (10 mL) and extracted with CH,Cl, (3x10 mL). The combined organic fraction was dried with
MgSO,, filtrated, and the solvent removed in vacuo. The residue was subjected to silica gel column
chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10), to give 105 (1.2 g, 3.11 mmol, 51%). Ry =
0.23 (85/15 cyclohexane/EtOAc); IR Vpa, (film, CH,CL,) 3407, 2621, 1691, 1623, 1086 cm™; UV
(MeOH) 278, 224 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH20), 1.25—
1.30 (m, 24H, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2xH13, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18,
2xH19), 1.42 (m, 2H, 2xH7), 2.18 (m, 2H, 2xH6), 2.82-2.88 (m, 4H, 2xH]1, 2xH2), 6.10 (d, /= 15.9
Hz, 1H, 1xH4), 6.75 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 1xH23, 1xH25), 6.84 (dt, J = 15.9, 6.9 Hz, 1H, 1xH5), 7.03
(d, J= 8.5 Hz, 2H, 1xH22, 1xH26); >C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ ppm 14.3 (CH;, C20), 22.9 (CH,,
C19), 28.2 (CH,, C8), 29.4 (CH,, C17), 29.6 (CH,, C7), 29.7 (CH,, C16), 29.9 (7xCH,, C9, C10, C11,
C12, C13, Cl14, C15), 31.1 (CH,, C1), 32.8 (CH,, C18), 42.1 (CH,, C6), 115.6 (2xCH, C23, C25),
129.6 (2xCH, C22, C26), 130.3 (CH, C4), 133.0 (C, C21), 148.9 (CH, C5), 154.4 (C, C24), 201.0 (C,
C3); HRMS (ESI+) m/z found 409.3078. C,sH4,0,Na requires 409.30877.
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(-)-(2R,125)-(2-Hydroxyheptadecyl)-2-methoxy-1-oxaspiro  [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(-)-
amomol A]

7 1 01 43 15 17 19 21 23 25 27

2 12 14 16 18 20 22 24 26

According to Method A, and starting from (-)-78 (48 mg, 0.120 mmol), the (-)-amomol A (8 mg,
0.018 mmol, 15%) and the (+)-amomol B (11 mg, 0.025 mmol, 21%) were isolated after flash
chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (80/20).

(-)-amomol A (natural): Ry = 0.36 (75/25 cyclohexane/EtOAc); [a]p™* = —11.1 (¢ = 0.6, CHCl;); IR
Vmax (film, CH,Cl,) 2915, 1671, 1636, 1560, 1167 cm™: UV (MeOH) 230 nm; '"H NMR (400 MHz,
CDCl;) 0 ppm 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH27), 1.22-1.34 (m, 24H, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18,
2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26), 1.35-1.47 (m, 3H, 1xHI13a,
2xH14), 1.52 (m, 1H, 1xH13b), 1.69 (dd, J = 14.7, 1.8 Hz, 1H, 1xH11a), 2.07 (m, 1H, 1xH4a), 2.13
(m, 1H, 1xH3a), 2.15 (m, 1H, 1xH11b), 2.34 (m, 1H, 1xH3b), 2.39 (m, 1H, 1xH4b), 3.01 (d, /= 1.6
Hz, 1H, OH), 3.35 (s, 3H, OCHs), 3.85 (m, 1H, 1xH12), 6.12 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.17
(dd, J=10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.78 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH6), 6.84 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz,
1H, 1xH10); ®C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CHs, C27), 22.9 (CH,, C26), 25.7 (CH,,
Cl14), 29.6 (CH,, C15), 29.9 (9xCH,, Cl16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24), 32.1 (CH,,
C25), 35.1 (CH,, C4), 37.0 (CH,, C3), 38.0 (CH,, C13), 40.9 (CH,, C11), 49.2 (CH;, OCH3;), 69.3
(CH, C12), 79.3 (C, C5), 111.8 (C, C2), 127.9 (CH, C7), 148.6 (CH, C6), 150.6 (CH, C10), 185.5 (C,
C8); HRMS (ESI+) m/z found 457.3285. C,7H4s0O4Na requires 457.3288.

(+)-(2S,125)-(2-Hydroxyheptadecyl)-2-methoxy-1-oxaspiro  [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(+)-
amomol B]
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(+)-amomol B: R; = 0.36 (75/25 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = +8.9 (¢ = 0.6, CH;Cl); IR Vyay (film,
CH,Cl) 2915, 1671, 1636, 1560, 1167 cm™: UV (MeOH) 230 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCls) 0
ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH27), 1.22-1.35 (m, 25H, 1xH13a, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18,
2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26), 1.43 (m, 2H, 2xH14), 1.53 (m, 1H,
1xH13b), 1.96 (m, 2H, 2xH11), 2.06 (m, 1H, 1xH4a), 2.24 (m, 2H, 2xH3), 2.42 (m, 1H, 1xH4b), 2.68
(s, 1H, OH), 3.31 (s, 3H, 1xOCHj3;), 3.79 (m, 1H, 1xH12), 6.13 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.17
(dd, J=10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.81 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH6), 6.85 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz,
1H, 1xH10); ®C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CHs, C27), 22.9 (CH,, C26), 25.8 (CH,,
C14), 29.6 (CH,, C15), 29.8 (CH,, C24), 29.9 (8xCH,, Cl16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23),
32.1 (CH,, C25), 35.3 (CH,, C4), 36.9 (CH,, C3), 38.0 (CH,, C13), 40.3 (CH,, C11), 48.8 (CHs,
OCHs3), 68.4 (CH, C12), 78.9 (C, C5), 111.8 (C, C2), 127.6 (CH, C7), 127.7 (CH, C9), 148.4 (CH,
C6), 150.8 (CH, C10), 185.5 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 457.3286. C,;HsO4Na requires
457.3288.
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(H)-(2R, 12R)-(2-Hydroxyheptadecyl)-2-methoxy-1-oxaspiro [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(+)-
amomol A]

2 12 14 16 18 20 22 24 26

Starting from (+)-78 (54 mg, 0.133 mmol), the (+)-amomol A (6 mg, 0.014 mmol, 11%) and (-)-
amomol B (14 mg, 0.033 mmol, 25%) were isolated after flash chromatography, eluting with
cyclohexane/EtOAc (80/20). [a]p™ = +10.9 (¢ = 0.4, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 457.3288.
C,7H4604Na requires 457.3288.

(-)-(2S,12R)-(2-Hydroxyheptadecyl)-2-methoxy-1-oxaspiro  [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(-)-
amomol B]

7 6101 13 15 17 9 21 23 25 27

2 12 1
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OH

(-)-amomol B (non natural): [a]p> = —8.2 (¢ = 0.5, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 457.3286.
Cy7;H4604Na requires 457.3288.

(£)-(2R)-(Hydroxyheptadecyl)-2-nonyloxy-1-oxaspiro [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(£)-100a]

36

34
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According to method A and starting from (£)-78 (37 mg, 0.091 mmol) and decanol (71 mg, 0.45
mmol) in CH,Cl, (1.5 mL), the products (x)-100a (11 mg, 0.019 mmol, 21%), and (£)-100b (11.7 mg,
0.021 mmol, 23%) were obtained after flash chromatography [silica gel eluting with CH,Cl,/Et,O
(94/6)]. Ry = 0.32 (96/4 CH,Cly/E;0); IR Vyay (film, CH,Cly) 3497, 2929, 1679, 1625 cm™; UV
(MeOH) 225 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 3xH27, 3xH37),
1.23-1.40 (m, 40H, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23,
2xH24, 2xH25, 2xH26, 2xH30, 2xH31, 2xH32, 2xH33, 2xH34, 2xH35, 2xH36 ), 1.41-1.54 (m, 4H,
2xH13, 2xH29), 1.69 (m, 1H, 1xH11a), 2.05 (m, 1H, 1xH4a), 2.10-2.20 (m, 2H, 1xH3a, 1xH11b),
2.32-2.44 (m, 2H, 1xH3b, 1xH4b), 3.17 (s, 1H, OH), 3.56 (m, 2H, 2xH28), 3.83 (m, 1H, 1xHI12),
6.12 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.17 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.78 (dd, J = 10.0, 3.0
Hz, 1H, 1xH6), 6.82 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH10); *C NMR (100 MHz, CDCl;) J ppm 14.3
(2xCHj;, C27, C37), 22.5 (2xCH,, C26, C36), 25.8 (CH,, C14), 26.5 (CH,, C30), 29.5 (CH,, C24),
29.6 (CH,, C33), 29.7 (CH,, C16), 29.8 (CH,, C34), 29.9 (8xCH,, Cl16, C17, C18, C19, C20, C21,
C22, C31, C32), 30.3 (CH,, C23), 32.0 (2xCH,, C15, C29), 32.1 (2xCH,, C25, C35), 35.3 (CH,, C3),
37.0 (CH,, C13), 37.9 (CH,, C4), 41.8 (CH,, C11), 61.6 (CH,, C28), 69.3 (CH, C12), 79.2 (C, C5),
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111.7 (C, C2), 127.3 (CH, C7), 128.0 (CH, C9), 148.7 (CH, C6), 150.6 (CH, C10), 185.5 (C, C8);
HRMS (ESI+) m/z found 583.4697. C3cHgyO4Na requires 583.4697.

(£)-(25)-(Hydroxyheptadecyl)-2-nonyloxy-1-oxaspiro [4.5] deca-6, 9-dien-8-one [(=)—100b]
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R;= 0.30 (96/4 CH,Cl,/Et,0); IR Vpay (film, CH,Cly) 3497, 2929, 1679, 1625 cm™; UV (MeOH) 225
nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl,) § ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 6H, 3xH27, 3xH37), 1.24-1.36 (m, 40H,
2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26,
2xH29, 2xH30, 2xH31, 2xH32, 2xH33, 2xH34, 2xH35, 2xH36), 1.37-1.45 (m, 2H, 2xH14), 1.48—
1.62 (m, 2H, 2xH13), 1.92-2.00 (m, 2H, 2xHI11), 2.04 (m, 1H, 1xH4a), 2.20-2.27 (m, 2H, 2xH3),
2.42 (m, 1H, 1xH4b), 3.43 (m, 1H, 1xH28a), 3.56 (m, 1H, 1xH28b), 3.80 (m, 1H, 1xH12), 6.13 (dd, J
=10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.16 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.80 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H,
1xH6), 6.85 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH10); *C NMR (100 MHz, CDCl;) J ppm 14.3 (2xCHs,
C27, C37), 22.9 (2xCH,, C26, C36), 25.8 (CH,, C14), 26.5 (CH,, C30), 29.6 (CH,, C24), 29.7 (CH,,
C33), 29.8 (CH,, C34), 29.9 (8xCH,, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C31, C32), 30.3
(2xCH,, C15, C29), 32.1 (2xCH,, C25, C35), 35.5 (CH,, C3), 36.9 (CH,, C13), 38.0 (CH,, C4), 41.3
(CH,, C11), 61.3 (CH,, C28), 68.5 (CH, C12), 78.9 (C, C5), 111.8 (C, C2), 127.6 (CH, C7), 127.8
(CH, C9), 148.5 (CH, C6), 150.9 (CH, C10), 185.5 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 583.4697.
C;36He4O4Na requires 583.4697.

(£)-[(E)-Heptadec-1-enyl]-2-methoxy-1-oxaspiro [4.5] deca-6,9-dien-8-one [(£)-108]

o) 13 15 17 19 21 23 25 27
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According to Method A and starting from 105 (105 mg, 0.27 mmol) and MeOH (86 mg, 2.7 mmol) in
CH,Cl, (2.5 mL), the product (£)-108 (47 mg, 0.11 mmol, 41%) was obtained after flash
chromatography [silica gel eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10)]. Ry = 0.31 (85/15
cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl,) 2920, 1680, 1631, 1463 cm™; UV (MeOH) 225 nm; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH27), 1.23-1.32 (m, 22H, 2xH15, 2xH]16,
2xH17, 2xH18, 2xH19, 2xH20, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26), 1.40 (m, 2H, 2xH14), 2.00—
2.14 (m, 4H, 2xH3, 2xH13), 2.29 (m, 1H, 1xH4a), 2.40 (m, 1H, 1xH4b), 3.24 (s, 3H, 3xH28), 5.51
(dt,J=15.6, 1.1 Hz, 1H, H11), 5.93 (dt, J = 15.6, 6.7 Hz, 1H, 1xH12), 6.13 (dd, /= 10.0, 2.0 Hz, 1H,
1xH7), 6.16 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.88 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH6), 6.91 (dd, J =
10.0, 3.0 Hz, 1H, H10); “C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 14.3 (CH;, C27), 22.9 (CH,, C26), 29.1
(CH,, C15), 29.4 (CH,, C24), 29.6 (2xCH,, C14, C23), 29.9 (6xCH,, C16, C17, C18, C19, C20, C21),
32.1 (2xCH,, C13, C22), 32.2 (CH,, C25), 35.3 (CH,, C4), 39.5 (CH,, C3), 49.8 (CH3, OCH3;), 78.9
(C, C5), 110.2 (C, C2), 127.2 (CH, C7), 127.5 (CH, C9), 128.0 (CH, C12), 134.5 (CH, C11), 149.2
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(CH, Ce), 151.5 (CH, C10), 185.7 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 439.3179. C,;H44,O;Na requires
439.3183.

(®)-[(E)-Heptadec-1-enyl]-2-((2E,4E)-hexa-2,4-dienyloxy)-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-8-
one[(¥+)-107]
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According to Method A and starting from 105 (50 mg, 0.013 mmol) and (2F,4E)-hexa-2,4-dien-1-ol
(64 mg, 0.65 mmol) in CH,Cl, (1.5 mL), the product (£)-107 (22 mg, 0.05 mmol, 38%) was obtained
after flash chromatography [silica gel eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10)]. Ry = 0.17 (90 /10
cyclohexane/EtOAc); IR Vuay (film, CH,Cl,) 2924, 1671, 1631, 1463 cm™; UV (MeOH) 226 nm ; 'H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 0.88 (t, /= 6.8 Hz, 3H, 3xH27), 1.22-1.33 (m, 24H, 2xH15, 2xH16,
2x H17, 2xHI18, 2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26), 1.39 (m, 2H,
2xH14,), 1.76 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 3xH33), 2.00-2.12 (m, 4H, 2x H3, 2xH13), 2.33-2.47 (m, 2H,
2xH4), 3.98 (dd, J = 13.3, 6.1 Hz, 1H, 1xH28a), 4.05 (dd, J=13.3, 6.1 Hz, 1H, 1xH28b), 5.55 (d, J =
15.6 Hz, 1H, H11), 5.63 (dt, J = 15.0, 6.3 Hz, 1H, 1xH32) 5.72 (dd, J = 14.8, 6.7 Hz, 1H, 1xHI12),
5.93 (dt, J=15.6, 6.8 Hz, 1H, 1xH29), 6.07 (m, 1H, 1xH31), 6.11-6.12 (m, 1H, 1xH6), 6.15 (m, 1H,
1xH10 ), 6.21 (m, 1H, 1xH30), 6.82 (dd, /= 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.89 (dd, J=10.0, 3.0 Hz, 1H,
1xH9); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CH;, C27), 18.3 (CH,, C33), 22.9 (CH,, C26), 29.1
(CH,, C15), 29.4 (CH,, C24), 29.6 (2xCH,, Cl14, C22), 29.7 (CH,, C23), 29.8 (CH,, C16), 29.9
(5xCH,, C17, C18, C19, C20, C21), 32.1 (CH,, C25), 32.2 (CH,, C13), 35.4 (CH,, C4), 39.6 (CH,,
C3), 62.9 (CH,, C28), 79.0 (C, C5), 110.1 (C, C2), 127.1 (CH, C7), 127.2 (CH, C9), 127.6 (CH, C11),
128.5 (CH, C32), 130.1 (CH, C29), 131.1 (CH, C31), 132.6 (CH, C12), 134.3 (CH, C30), 149.2 (CH,
C6), 151.6 (CH, C10), 185.8 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 505.3653. Cs,Hs00sNa requires
505.3652.

(£)-4-(5-Hydroxy-3-oxoicosyl)-4-methoxycyclohexa-2,5-dienone [(£+)-99]

According to Method B, using PIFA as oxidant (64 mg, 0.17mmol) and starting from (£)-78 (44 mg,
0.11mmol) in MeOH (1.5 mL), the product (£)-99 (19 mg, 0.05 mmol, 36%) and a mixture of (£)
amomol A and B (10 mg, 0.02 mmol, 18%) were obtained after flash chromatography [silica gel,
eluting with cyclohexane/EtOAc (90/10)]. Ry = 0.19 (75 /25 cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film,
CH,CL,) 3407, 2925, 1712, 1668, 1270 cm™; UV (MeOH) 225 nm ; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) §
ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH26), 1.23-1.28 (m, 24H, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18,
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2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25), 1.29-1.52 (m, 3H, 1xH12a, 2xH13), 1.67
(m, 1H, 1xHI12b), 2.04 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2xH7), 2.44 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2xHS), 2.51 (dd, J = 15.0,
6.0 Hz, 1H, 1xH10a), 2.82 (s, 1H, 1xOH), 3.21 (s, 3H, OCHj3), 3.36 (m, 1H, 1xH10b), 4.01 (m, 1H,
1xH11), 6.37 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 1xH2, 1xH6), 6.71 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 1xH3, 1xH5); *C NMR
(100 MHz, CDCl;) 14.3 (CH;, C26), 22.9 (CH,, C25), 25.6 (CH,, C13), 29.6 (CH,, C23), 29.7 (CH,,
Cl14), 29.8 (CH,, C15), 29.9 (7xCH,, Cl16, C17, C18, C19, C20, C21, C22), 32.1 (CH,, C24), 32.6
(CH,, C1), 36.7 (CH,, C12), 37.8 (CH,, C2), 49.5 (CH;, OCH3), 53.4 (CH,, C10), 67.9 (CH, C11),
75.2 (C, C4), 132.0 (2xCH, C2, C6), 150.6 (2xCH, C3, C5), 185.3 (C, C1), 210.3 (C, C9); HRMS
(ESI+) m/z found 457.3288. C,;H4s0O4Na requires 457.3288.

2-(Hydroxyheptadecyl)-2, 7-dimethoxy -1-oxaspiro [4.5] deca-6, 9-dien-8-one (104)
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According to Method A, and starting from (-)-102 (18 mg, 0.042 mmol), the product 104 (7 mg,
0.015, 35%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30). Ry = 0.25 (60/40
cyclohexane/EtOAc); IR vmax (film, CH,Cl,) 3362, 2924, 1671, 1531, 1463 cm™'; UV (MeOH) 228
nm ; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H, 3xH27), 1.26 (s, 24H, C14, C15, C16,
Cl17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25), 1.38-1.56 (m, 1H, 1xH13), 1.58-1.73 (m, 1H,
1xH26), 1.92-2.00 (m, 1H, 1xH3a), 2.06-2.18 (m, 1H, 1xH11a), 2.21-2.29 (m, 1H, 1xH4a), 2.28-
2.57 (m, 2H, 1xH3b, 1xH11b), 2.66-2.80 (m, 1H, 1xH4b), 3.33 (m, 1H, 1xH12), 3.67 (s, 3H, OCH3),
3.69 (s, 3H, OCH,), 5.67 (dd, J = 6.0, 2.5 Hz, 1H, 1xH6), 5.74 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H, 1xH10), 6.77
(m, 1H, 1xH9); “C NMR (100 MHz, CDCl;) 14.1 (CHs, C27), 22.7 (CH,, C26) 25.4 (CH,, C14),
29.6 (10xCH,), 29.9 (CH,, C15), 31.9 (CH,, C25), 33.3 (CH,, C4), 36.3 (CH,, C3), 38.4 (CH,, C13),
49.3 (CH;, OCHs;), 55.1 (CH;, OCHj3), 60.0 (CH, C12), 73.7 (C, C5), 122.1 (C, CH, C2, C6), 128.3
(CH, C9), 1514 (C, C7), 158.5 (CH, C10) 181.2 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 487.3395.
CysHy305Na requires 487.3394.

4-(4-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)phenyl)butan-2-one (89)

15

To a stirred solution of 4-(4-hydroxyphenyl)butan-2-one (4.0 g, 24.39 mmol) in CH,Cl, (50 mL) were
added PPTS (612 mg, 2.44 mmol) and 3,4-dihydro-2H-pyran (2.5 g, 29.76 mmol). The mixture was
stirred for 16 h at room temperature. Then was added an aqueous solution of NaHCO; (30 mL),
followed by extraction with EtOAc (3x40 mL). The combined organic layers were dried over MgSQ,,
filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel column chromatography, eluting with
cyclohexane/EtOAc (90/10), to give 89 (5.7 g, 22.98 mmol, 94%). Ry = 0.18 (90/10
cyclohexane/EtOAc); IR Vy,, (film, CH,Cl,) 2950, 1713, 1613, 1502 cm™; UV (MeOH) 274, 222
nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.55-1.72 (m, 3H, 2xHI13, 1xHI4a), 1.80-1.87 (m, 2H,
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2xH12), 1.99 (m, 1H, 1xH14b), 2.12 (s, 3H, 3xH4), 2.72 (m, 2H, 2xH1), 2.82 (m, 2H, 2xH2), 3.58
(m, 1H, 1xH15a), 3.89 (m, 1H, 1xH15b), 5.36 (t, J = 3.2 Hz, 1H, 1xH11), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
1xH7, 1xH9), 7.08 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 1xH6, 1xH10); *C NMR (100 MHz, CDCL;) § ppm 18.9
(CH,, C13), 24.7 (CH,, C14), 25.3 (CH,, C14), 29.0 (CH,, C4), 30.2 (CH,, C12), 30.5 (CH,, C1), 45.5
(CHa, C2), 62.1 (CH,, C15), 96.5 (CH, C11), 116.6 (2xCH, C7, C9), 129.2 (2xCH, C6, C10), 134.1
(C, C5), 155.5 (C, C8), 208.2 (C, C3); HRMS (ESI+) m/z found 271.1310. C,sH,O:Na requires
271.1310.

(¥)-(S)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)icosan-3-one [(£)-78]

To a stirred ice-cold solution of diisopropylamine (918 mg, 9.09 mmol) in THF (10 mL) was added
dropwise nBuLi 2.5 M in hexane (9.09 mmol, 3.63 mL). The mixture was stirred at 0°C for 15 min,
and then cooled at —78°C. Ketone 89 (1.88 g, 7.58 mmol) in THF (10 mL) was injected dropwise,
stirred for 15 min at —78°C. Then hexadecanal 90 (1.80 g, 7.58 mmol) was injected dropwise, stirred
for 30 min, then allowed to warm to room temperature over 1 h, after which time an aqueous solution
of NH4CI (10 mL) was added, followed by extraction with EtOAc (3%20 mL). The combined organic
layers were dried over MgSOQ,, filtered, and evaporated. The residue was subjected to silica gel
column chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (80/20), to give the protected compound
(1.45 g, 2.97 mmol, 39%). Ry= 0.15 (80/20 cyclohexane/EtOAc); IR vy (film, CH,Cl,) 3346, 2909,
1707, 1514, 1351 cm™; UV (MeOH) 222.5 nm ; "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 0.88 (t, J = 6.8
Hz, 1H), 1.19-1.33 (s, 26H, 2xH7, 2xH8, 2xH9, 2xH10, 2xH11, 2xH12, 2x H13, 2xH14, 2xH]15,
2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19), 1.54-1.73 (m, 2H, 2xH6), 1.79-1.88 (m, 3H, 2xH29, 1xH30), 1.87—
1.90 (m, 2H, 2xH28), 1.99 (m, 1H, 1xH30b), 2.47 (dd, J = 17.5, 8.8 Hz, 1H, 1xH4a), 2.56 (dd, J =
17.5, 3.0 Hz, 1H, 1xH4b), 2.69-2.75 (m, 2H, 2xH1), 2.80-2.87 (m, 2H, 2xH2), 3.59 (m, 1H,
1xH31a), 3.90 (m, 1H, 1xH31b), 4.01 (m,1H, 1xH5), 5.37 (t, /= 3.2 Hz, 1H, 1xH27), 6.96 (d, J= 8.7
Hz, 2H, 1xH23, 1xH25), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 1xH22, 1xH26); >C NMR (100 MHz, CDCl;) §
ppm 14.3 (CH;, C20), 19.0 (CH,, C9), 22.9 (CH,, C19), 25.4 (CH,, C7), 25.6 (CH,, C30), 28.9 (CH,,
C8), 29.5 (CH,, C18), 29.9 (8xCH,, C10, C11, C12, C13, C14, C15, Cl16, C17), 30.6 (CH,, C28), 32.1
(CH,, C1), 36.6 (CH,, C6), 45.5 (CH,, C2), 49.5 (CH,, C4), 62.3 (CH,, C31), 67.8 (CH,, C5), 96.6
(CH, C27), 116.6 (2xCH, C23, C25), 129.3 (2xCH, C22, C26), 133.9 (C, C21), 155.7 (C, C24), 211.6
(C, C3); HRMS (ESI+) m/z found 511.3763. C;;Hs,0O4Na requires 511.3763. A solution of this
following protected compound (1.45 g, 2.97 mmol) and PPTS (148 mg, 0.59 mmol) in MeOH (15 mL)
was stirred at rt overnight. The mixture was concentrated in vacuo and the residue was subjected to
silica gel column chromatography, eluting with cyclohexane/EtOAc (75/25), to give (%)-78 (577 mg,
1.43 mmol, 48%).
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4-Hydroxy-4-[(E)-3-oxoicos-4-enyl]cyclohexa-2,5-dienone (111)

According to Method A and starting from 105 (48 mg, 0.12 mmol) and MeOH (43 mg, 1,20 mmol) in
HFIP (1.5 mL), the product 111 (31 mg, 0.08 mmol, 67%) was obtained after flash chromatography
[silica gel, eluting with CH,Cl,/Et,O (98/2)]. Ry = 0.22 (98/2 CH,CIy/Et;,0); IR v,y (film, CH,Cl,)
2926, 1714, 1670, 1271 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl3) J ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 1xH26),
1.24-1.28 (m, 22H, 2xH14, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19, 2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23,
2xH24, 2x H25), 1.44 (m, 2H, 2xH13), 2.10 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH7), 2.20 (td, J = 8.3, 1.4 Hz, 2H,
2xH12), 2.61 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2xHS), 6.08 (dt, /= 15.8, 1.4 Hz, 1H, 1xHI11), 6.18 (d, /= 10.2 Hz,
2H, 1xH2, 1xH6), 6.84 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 1xH3, 1xH5), 6.88 (m, 1H, 1xH10); *C NMR (100
MHz, CDCl;) ¢ ppm 14.3 (CH3, C26), 22.9 (CH,, C25), 28.2 (CH,, C14), 29.4 (CH,, C13), 29.6 (CH,,
C23), 29.7 (CH,, C14), 29.9 (8xCH,, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22), 32.1 (CH,, C24),
32.7 (CH,, C12), 33.7 (CH,, C8), 34.5 (CH,, C7), 69.4 (C, C4), 128.5 (2xCH, C2, C6), 129.9 (CH,
C10), 149.1 (CH, C11), 151.1 (2xCH, C3, C5), 185.6 (C, C1), 199.6 (C, C9); HRMS (ESI+) m/z
found 425.3032. CycH4,0O3Na requires 425.3032.

(£)-4-{2,2,2-Trifluroethoxy-4-[(E)-3-oxoicos-4-enyl]}cyclohexa-2,5-dienone [(£)-109]
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According to Method A and starting from 105 (50 mg, 0.13 mmol) in TFE (1.5 mL), the product ()-
109 (19 mg, 0.04 mmol, 31%) was obtained after flash chromatography [silica gel, eluting with
cyclohexane/EtOAc (95/5)]. Ry = 0.45 (90/10 cyclohexane/EtOAc); '"H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢
ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 1xH27), 1.22-1.32 (m, 24H, 2xH15, 2xH16, 2xH17, 2xH18, 2xH19,
2xH20, 2xH21, 2xH22, 2xH23, 2xH24, 2xH25, 2xH26), 1.35-1.44 (m, 2H, 2xH14), 1.66 (d, J=16.1
Hz, 1H, 1xHlla), 2.03-2.11 (m, 3H, 1xH3a, 2xH13), 2.15 (m, 1H, 1xH4a), 2.40-2.50 (m, 2H,
1xH3b, 1xH4b), 3.81 (m, 2H, 2xH28), 5.51 (dt, /= 15.6, 1.4 Hz, 1H, 1xH11), 6.00 (dt, /= 15.6, 6.9
Hz, 1H, 1xH12), 6.14 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH6), 6.19 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH10), 6.80
(dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.86 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 1xH10); *C NMR (100 MHz,
CDCls) 0 ppm 14.3 (CH;, C27), 22.9 (CH,, C26), 29.0 (CH,, C25), 29.4 (CH,, C24), 29.6 (2xCH,,
C15, C23), 29.8 (CH,, C14), 29.9 (7xCH,, Cl6, C17, C18, C19, C20, C21, C22), 32.1 (CH,, C16),
32.2 (CH,, C13), 35.2 (CH,, C4), 39.3 (CH,, C3), 60.0, 60.3*, 60.7*, 61.0* (CH,, C28), 79.9 (C, C5),
110.2 (C, C2), 126.9, 127.5%, 128.2* (C, C29), 135.9 (CH, C11), 148.3 (2xCH, C7, C9), 150.3 (CH,
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C12), 150.3 (2xCH, Ce, C10), 185.4 (C, C8); HRMS (ESI+) m/z found 507.3058. C,3H4;0;5F;Na
requires 507.3062.

4-13-(2,2-Dimethyl-4,6-dioxo-1,3-dioxan-5-ylidene)-3-hydroxypropyl]-phenyl acetate (119)

To a solution of 3-(4-acetoxyphenyl)propanoic acid (16.4 g, 77.1 mmol) in dry CH,Cl, (190 mL) was
added dropwise oxalyl chloride (13.3 mL, 154 mmol) at rt followed by addition of few drops of DMF
and the mixture was stirred for 3 h at rt. The solvent was removed in vacuo to give a yellow oil. To a
solution of Meldrum’s acid (11.21 g, 77.1 mmol) in dry CH,Cl, (72 mL) was added dropwise at 0°C
dry pyridine (12.5 mL, 154.2 mmol). After stirring for 1 h, the freshly prepared acyl chloride in dry
CH,Cl, (30 mL) was added dropwise into the mixture. After stirring for 16 h at 0°C and 2 h at rt, the
mixture was quenched by addition of a HCI solution 1 N. The product was extracted with CH,Cl,, the
combined solution dried over MgSO, and concentrated to give an orange oil which crystallized in dry
EtOH to give a clear yellow solid 119 (18.2 g, 54.49 mmol, 71%). Ry = 0.17 (80/20
cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl;) 1739, 1665, 1578, 1508, 1409, 1292, 1197, 1019, 912
cm; UV (MeOH) 208, 263 nm; "H NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 1.65 (s, 6H, 6xH16), 2.28 (s,
3H, 3xH15), 3.01 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 2xH2), 3.40 (t, /= 7.2 Hz, 2H, 2xH1), 7.01 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
1xH9, 1xH13), 7.27 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 1xH10, 1xH12); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 20.3
(CHs;, C15), 27.2 (2xCHs;, 2xC16), 31.9 (CH,, C1), 32.9 (CH,, C2), 96.3 (C, C4), 104.6 (C, C6), 121.5
(2xCH, C9, C13), 129.2 (2xCH, C10, C12), 138.1 (C, C8), 148.5 (C, C11), 162.4 (2xC, CS5, C7), 169.0
(C, C14), 186.6 (C, C3); LRMS (ESI+) m/z (%) 357 [M+Na]" (100), 335 (19), 336 (3); HRMS
(ESI+) m/z found 357.0945. C;H,30,Na requires 357.0948.

Ethyl-5-(4-acetoxyphenyl)-3-oxopentanoate (120)

X
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A solution of 119 (4.5 g, 13.5 mmol) in dry EtOH was stirred at reflux for 3 h. The solvent was
removed in vacuo. The residue was subjected to silica gel column chromatography
cyclohexane/EtOAc (80/20) to give 120 as colorless oil (3.56 g, 12.8 mmol, 95%). Ry = 0.2 (80/20
cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl,) 2984, 1748, 1647, 1509, 1369, 1318, 1196, 1098, 1019,
913, 848 cm'; UV (MeOH) 270 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
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3xH7), 2.28 (s, 3H, 3xH15), 2.78-2.80 (m, 4H, 2xH1, 2xH2), 3.41 (s, 2H, 2xH4), 4.13 (q, J = 7.1 Hz,
2H, 2xH6), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 1xH9, 1xH13), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 1xH10, 1xH12); *C
NMR (100 MHz, CDCly) § ppm 14.1 (CHs, C7), 20.3 (CHs, C14), 28.7 (CH,, C1), 41.4 (CH,, C2),
48.9 (CH,, C4), 61.0 (CH,, C6), 121.5 (2xCH, C9, C13), 129.2 (2xCH, C10, C12), 138.1 (C, C8),
148.5 (C, C11), 168.1 (C, C5), 169.0 (C, C14), 202.1 (C, C3); LRMS (ESI+) m/z (%) 301 [M+Na]
(100), 287 (45), 216 (37); HRMS (ESI+) m/z found 301.1046. C,sH,s0sNa requires 301.1047.

Ethyl-5-(hydroxymethyl)-2-(4-hydroxyphenyl)furan-3-carboxylate (122)

To a solution of 120 (0.78 g, 2.79 mmol) in 1,4-dioxane (6 mL) was added distilled water (3.5 mL),
CeCl5.7H,0 (0.5 g, 1.33 mmol), and DL-glyceraldehyde dimer (0.3 g, 1.67 mmol). The mixture was
stirred at 90 °C for 10 h. The mixture was concentrated by repeat co-evaporation with toluene
(azeotrope). The residue was directly subjected to silica gel column chromatography
cyclohexane/EtOAc (65/35) to give 122 (0.45 g, 1.56 mmol, 56%). Ry = 0.19 (40/60
cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl,) 3362, 2982, 1711, 1680, 1615, 1574, 1518, 1457, 1304,
1215, 1070, 1017, 827 cm™; UV (MeOH) 202, 249 nm; "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 1.33 (t, J
= 7.1 Hz, 3H, 3xH9), 2.85 (t, J = 8.0, 2H, 2xH2); 3.23 (t, J = 8.0 Hz, 2H, 2xH1), 4.26 (q, /= 7.1 Hz,
2H, 2xHS), 4.55 (s, 2H, 2xH10) 6.54 (s, 1H, 1xHY), 6.75 (d, J= 8.4 Hz, 2H, 1xH13, 1xH15), 7.20 (d,
J = 8.4 Hz, 2H, 1xH12, 1xH16); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.5 (CH;, C9), 30.3 (CH,,
C2), 33.6 (CH,, C1), 57.4 (CH,, C10), 60.6 (CH,, C8), 109.0 (CH, C5), 114.3 (C, C6), 115.4 (2xCH,
C12, C16), 129.7 (2xCH, C13, C15), 132.9 (C, C11), 152.1 (C, C4), 154.3 (C, C14), 162.5 (C, C7)
164.2 (C, C3); LRMS (ESI+) m/z (%) 313 (100) [M+Na]", 301 (75), 167 (40); HRMS (ESI+) m/z
found 313.1046. C,cH,30sNa requires 313.1045.

[5-(4-Hydroxyphenethyl)furan-2,4-diyl]dimethanol (114)

To a solution of 122 (0.91 g, 3.12 mmol) in dry THF (37 mL) was added dropwise at 0°C and under
argon a solution of LiAlH, in THF (15.6 mL, 15.6 mmol, 1 M in THF). The mixture was stirred at rt
overnight. The mixture was quenched by addition of EtOAc, followed by an aqueous solution of
NH,4CI. The product was extracted with EtOAc, dried over MgSO, and concentrated. The residue was
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subjected to silica gel column chromatography cyclohexane/EtOAc (20/80) to give 114 (0.67 mg, 2.70
mmol, 86%). Ry = 0.30 (20/80 cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl,) 3350, 2946, 2918, 1611,
1518, 1445, 1364, 1235, 1174, 1146, 1082, 1002, 827 cm™; UV (MeOH) 278, 225 nm; '"H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 ppm 2.74-2.86 (m, 4H, 2xH1, 2xH2), 4.14 (s, 2H, 2xHS), 4.45 (s, 2H, 2xH7), 6.22
(s, 1H, 1xH5), 6.68 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 1xH11, 1xH13), 6.91 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 1xH10, 1xH14); *C
NMR (100 MHz, CDCIl;) 6 ppm 29.7 (CH,, C2), 35.1 (CH,, Cl1), 56.2 (CH,, C7), 57.5 (CH,, C8),
110.1 (C, C6), 116.1 (2xCH, Cl11, C13), 121.4 (CH, C5), 130.5 (2xCH, C10, C14), 133.4 (C, C9),
153.0 (C, C4), 153.7 (C, C3), 156.5 (C, C12); LRMS (ESI+) m/z (%) 271 [M+Na]" (100), 218 (20),
231 (15); HRMS (ESI+) m/z found 271.0941. C4H;04Na requires 271.0943.

6-(4-Hydroxyphenethyl)-6-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-2H-pyran-3(6H)-one
(123)

To a solution of 114 (230 mg, 0.93 mmol) in CH,Cl,/ HFIP (1/1) was added at 0°C mCPBA (176 mg,
1.02 mmol). After stirring for 1 h at 0°C and 1 h at rt, the mixture was quenched with an aqueous
solution of Na,S,0;. The product was extracted with EtOAc, dried over MgSQO, and concentrated. The
residue was subjected to silica gel column chromatography cyclohexane/EtOAc (40/60) to give 123
(182.2 mg, 0.69 mmol, 74%). Ry = 0.29 (30/70 cyclohexane/EtOAc); IR vyay (film, CH,Cl,) 3362,
1674, 1508, 1436, 1303, 1254, 1052, 1016, 826, 746 cm™'; UV (MeOH) 224, 278 nm; 'H NMR (400
MHz, CDCl;) 0 ppm 1.92-2.07 (m, 2H, 2xH2), 2.40-2.51 (m, 1H, COH), 2.67-2.79 (m, 1H,
CH,0OH), 3.29-3.33 (m, 2H, 2xH1), 4.07 (d, /= 16.8 Hz, 1H, 1xH4a), 4.35 (t, J = 2.0 Hz, 2H, 2xHS),
4.67 (d, J=16.8, 1H, 1xH4b ), 4.89 (s, 1H, ArOH), 6.25 (t, J = 1.6 Hz, 1H, 1xH6), 6.28 (d, J = 8.6
Hz, 2H, 1xHI11, 21xH13), 6.98 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 1xH10, 1xH14); *C NMR (100 MHz, CDCl;) §
ppm 30.3 (CH,, C1), 42.0 (CH,, C2), 61.2 (CH,, C8), 67.1 (CH,, C4), 96.5 (C, C3), 116.4 (2xCH,
Cl11, C13), 122.1 (CH, C6), 130.3 (2xCH, C10, C14), 133.8 (C, C9), 156.7 (C, C12), 166.5 (C, C7),
197.6 (C, C5); LRMS (ESI+) m/z (%) 287 [M+Na]™ (100), 285 (28), 310 (27); HRMS (ESI+) m/z
found 287.0895. C,4H,40sNa requires 287.0890.

(£)-2[5-(Hydroxymethyl)-2H-Pyran-3(6 H)-one|-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-8-
one [(+)-115]
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Method E: To a solution of 123 (11 mg, 0.043 mmol) in CH,Cl,/HFIP 1/1) (1 mL) was added at 0°C
PIDA (20.9 mg, 0.065 mmol). After stirring for 30 min at 0°C, solid NaHCO; was added. The solid
was then removed by filtration and the solution was concentrated in vacuo. The residue was subjected
to silica gel column chromatography cyclohexane/EtOAc (40/60) to give (£)-115 (8.5 mg, 74%).

Method F: To a solution of 114 (160 mg, 0.65 mmol) in CH,Cl,/HFIP (6 mL) was added at 0°C
mCPBA (124 mg, 0.72 mmol). After stirring for 1 h at 0°C and 1 h at rt, 4-iodotoluene (14.17 mg,
0.065 mmol) was added at rt. After completion (about 15 min) solid NaHCO; was added. The solid
was then removed by filtration and the solution was concentrated in vacuo. The residue was subjected
to alumina column chromatography cyclohexane/EtOAc (20/80) to give (£)-115 (38 mg, 22%).

Method G: To a solution of 114 (31 mg, 0.12 mmol) in CH,CI,/HFIP (2 mL) was added at rt mCPBA
(45 mg, 0.26 mmol) and 4-iodotoluene (3 mg, 0.012 mmol). After stirring until completion (1 h),
NaHCOs; solid was added. The solid was then removed by filtration and the solution was concentrated
in vacuo. The residue was subjected to alumina column chromatography cyclohexane/EtOAc (20/80)
to give (£)-115 (8 mg, 25%). Ry = 0.25 (30/70 cyclohexane/EtOAc); IR vy, (film, CH,Cl,) 3343,
2954, 1675, 1631, 1457, 1429, 1247, 1162, 1082, 1013, 860 cm™; UV (MeOH) 203 nm; 'H NMR
(400 MHz, CDCl;) 6 ppm 2.17-2.26 (m, 1H, 1xH3a), 2.29-2.35 (m, 1H, 1xH3b), 2.43-2.57 (m, 2H,
2xH4), 4.15 (d, J = 17.2 Hz, 1H, 1xHl11a), 4.30 (dd, J = 20.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH15a), 4.43 (dd, J =
20.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH15b), 4.45 (d, J=17.2 Hz, 1H, 1xH11b), 6.12 (dd, J = 25.2, 2.0 Hz, 1H, 1xH7),
6.13 (dd, J=5.2, 1.6 Hz, 1H, 1xH9), 6.29 (t, /= 3.6 Hz, 1H, 1xH13); 7.02 (dd, J = 20.6, 4.0 Hz, 1H,
1xH6), 7.03 (dd, J = 7.2, 4.0 Hz, 1H, 1xH10); C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 35.7 (CH,, C3),
36.0 (CH,, C4), 61.5 (CH,, C15), 68.1 (CH,, C11), 80.8 (C, C2), 107.2 (C, C5), 124.0 (CH, C13),
128.0 (CH, C7), 128.4 (CH, C9), 150.6 (CH, C6), 152.8 (CH, C10), 162.0 (C, C14), 187.3 (C, C8),
196.8 (C, C12); LRMS (ESI+) m/z (%) 285 [M+Na] (100), 263 (16), 264 (2); HRMS (ESI+) m/z
found 285.0733. C,4H,,0sNa requires 285.0736.

(£)-2-[(5,6-Dihydro-5-oxo0-2H-pyran-3-yl)methyltetradecanoate]-1
oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-8-one [(£)-113]

29

To a solution of (£)-115 (35 mg, 0.13 mmol) in dry CH,Cl, (2 mL), was added at 0°C DMAP (16 mg,
0.13 mmol), myristol chloride (43 mg, 0.17 mmol) and Et;N (17 mg, 0.17 mmol). After 30 min at 0°C
and 2 h at rt, an aqueous solution of HCI 1N was added. The product was extracted with CH,Cl,, dried
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over MgSO, and concentrated. The residue was subjected to silica gel column chromatography
cyclohexane/EtOAc (70/30) to give (£)-113 (24 mg, 38%). Ry = 0.18 (70/30 cyclohexane/EtOAc); IR
Vmax (film, CH,CL,) 2914, 2845, 1752, 1683, 1469, 1275, 1251, 1162, 1025, 1013, 900, 847 cm™'; UV
(MeOH) 221 nm; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH29), 1.26-1.28
(m, 20H, CH;(CHy)¢), 1.67-1.75 (m, 2H, 2xH18), 2.19-2.29 (m, 2H, 2xH3), 2.23-2.38 (m, 2H,
2xH4), 2.52-2.60 (m, 2H, 2xH17), 4.18 (d, J = 16.8 Hz, 1H, 1xH11a), 4.51 (d, J = 16.8 Hz, 1H,
1xH11b), 4.72 (dd, J = 20.0, 1.6 Hz, 1H, 1xH15a), 4.91 (dd, /= 20.0, 1.6 Hz, 1H, 1xH15b), 6.19 (dd,
J=11.6,2.0 Hz, 1H, 1xH7), 6.22 (dd, J = 11.6, 2.0 Hz, 1H, 1xH9), 6.25 (t,J = 1.6 Hz, 1H, 1xH13),
6.80 (dd, J=10.0, 3.2 Hz, 1H, 1xH6), 6.89 (dd, J = 10.0, 3.2 Hz, 1H, 1xH10); *C NMR (100 MHz,
CDCl;) 0 ppm 14.3 (CH;, C29), 22.9 (CH,, C28), 25.0 (CH,, C18), 28.7 (CH,, C17), 29.2 (CH,, C27),
29.7 (8xCH,), 30.1 (CH,, C3), 33.7 (CH,, C4), 61.7 (CH,, C15), 67.0 (CH,, C11), 79.7 (C, C2), 105.9
(C, C5), 125.4 (CH, C13), 128.0 (2xCH, C7, C9), 147.2 (2xCH, C6, C10), 149.7 (C, C14), 173.3 (C,
C16), 185.1 (C, C8), 194.7 (C, C12); LRMS (ESI+) m/z (%) 495 [M+Na]" (100), 143 (95), 245 (65),
217 (40); HRMS (ESI+) m/z found 495.2717. C,3H40OgNa requires 495.2718.

4-(Oxiran-2-ylmethyl)phenol (129a)
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General procedure of epoxidation

To a stirred solution of 4-allylphenol (1.0 g, 7.46 mmol), in dry CH,Cl, (2 mL), was added mCPBA
(2.57 g, 14.92 mmol,). The mixture was stirred at 0°C for 2 h, then at rt overnight. An aqueous
solution of Na,SO; [10% (wt/wt), 4 mL] was added and the organic phase was washed with an
aqueous solution of NaCl (4 mL) and filtrated on alumina. Organic phase was then dried over MgSOQ,,
filtrated and concentrated in vacuo. After flash chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20), the
product 129a (50 mg, 0.31 mmol, 45%) was obtained. Ry = 0.11 (90/10 cyclohexane/EtOAc); IR Vyax
(film, CH,Cl,) 3382, 1514, 1265, 831, 738 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm 2.58 (dd, J =
4.8, 2.8 Hz, 1H, H7a), 2.80 (dd, J = 8.6, 4.9 Hz, 2H, 2xHS), 2.82 (dd, J = 9.5, 2.8 Hz, 1H, H7b), 3.17
(m, 1H, H6), 6.76 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2xH2), 7.09 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 2xH3); *C NMR (100 MHz,
CDCl;) ¢ ppm 37.8 (CH,, C7), 47.0 (CH, C6), 52.9 (CH,, C5), 115.5 (2xCH, 2xC2), 129.0 (C, C4),
130.2 (2xCH, 2xC3), 154.6 (C, Cl); LRMS (ESI+) m/z (%) 151 (85) [M+H]", 107 (100)
[M—C,H;0,]"; HRMS (ESI+) m/z found 151.0754. CoH;,0, requires 151.0753.

(S)-4-[(3,3-dimethyloxiran-2-yl)methyl]phenol (129b)

According to the general procedure of epoxidation, and starting from 4-(4-methylpent-3-enyl)phenol
(170 mg, 0.97 mmol) and mCPBA (416 mg, 2.41 mmol) in CH,Cl, (5 mL), the product 129b (91 mg,
0.47 mmol, 49%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20). Ry = 0.22
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(85/15 cyclohexane/EtOAc); IR v,y (film, CH,Cl,) 3054, 2986, 1716, 1421, 1265, 896, 739, 705
cm; "TH NMR (400 MHz, CDCl;) J ppm 1.39 (s, 3H, 3xH9), 1.45 (s, 3H, 3xHS), 2.80 (dd, J = 14.7,
6.5 Hz, 1H, H5a), 2.90 (dd, J = 14.7, 6.0 Hz, 1H, H5b), 3.00 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H6), 6.83 (d, J = 8.6
Hz, 2H, 2xH2), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 2xH3); *C NMR (100 MHz, CDCl;)  ppm 19.0 (CHs, C9),
24.9 (CH;, C8), 34.5 (CH,, C5), 64.4 (C, C7), 64.8 (CH, C6), 115.5 (2xCH, 2xC2), 129.9 (2xCH,
2xC3), 130.1 (C, C4), 154.3 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 179 (50) [M+H]", 149 (100) [M—H,0];
HRMS (ESI+) m/z found 179.1067 C;1H;50, requires 179.1068.

3-Methoxy-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-8-one (128a)

General procedure of oxidation

Method H: To a stirred solution of 129a (35 mg, 0.24 mmol) in dry CH,Cl, (2 mL) and MeOH (0.1
mL, 1.82 mmol, 10 equiv) was added PIDA (116 mg, 0.36 mmol) at —40°C and under argon for 10
min, after which time CH,Cl, (5 mL) and solid NaHCO; was added. The mixture was filtrated and
concentrated in vacuo. After flash chromatography cyclohexane/Et,O (75/25), the product 128a (27
mg, 0.15 mmol, 63%) was obtained.

Method I: To a solution of 4-allylphenol (56 mg, 0.42 mmol) and MeOH (0.19 mL, 10 equiv) in dry
CH,Cl, (2 mL), were added successively at —40°C, 4-iodotoluene (18 mg, 0.08 mmol) and mCPBA
(180 mg, 1.04 mmol). The mixture was stirred at —40°C for 2 h, after which time CH,Cl, (5 mL) and
solid NaHCO; were added. The mixture was filtrated and concentrated in vacuo. The residue 128a
(63% vyield) was subject after flash chromatography cyclohexane/Et,O (75/25). Ry = 0.17 (80/20
cyclohexane/Et,0); IR Viay (film, CH,Cl,) 3054, 1672, 1421, 1265, 896, 739 cm™; "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 ppm 1.70 (dd, J = 14.2, 7.6 Hz, 1H, 1xH5a), 2.12 (dd, J = 14.2, 3.8 Hz, 1H, 1xH5b),
245 (dd, J =10.2, 2.7 Hz, 1H, 1xH7a), 2.77 (dd, J = 5.9, 2.7 Hz, 1H, 1xH7b), 3.08 (m, 1H, 1xH6),
3.24 (s, 3H, OCHs;), 6.40 (dd, J = 10.3, 1.9 Hz, 1H, 1xH2a), 6.42 (dd, J = 10.3, 1.9 Hz, 1H, 1xH2b),
6.79 (dd, J = 10.3, 3.1 Hz, 1H, 1xH3a), 6.92 (dd, J = 10.3, 3.1 Hz, 1H, 1xH3b); *C NMR (100 MHz,
CDCl;) 0 ppm 43.4 (CH,, C5), 46.6 (CH,, C7), 47.6 (CH, C6), 53.1 (CH;, OCHj3), 74.5 (C, C4), 131.6
(2xCH, 2xC2), 150.1 (CH, C3a), 150.4 (CH, C3b), 185.0 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 203 (50)
[M+Na]’, 181 (30) [M+H]", 163 (100) [M—OH]"; HRMS (ESI+) m/z found 203.0679. C,,H;;0sNa
requires 203.0679.

3-Methoxy-2,2-dimethyl-1-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-8-one (128b)
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According to Method H and starting from 4-[(3,3-dimethyloxiran-2-yl)methyl|phenol (40 mg, 0.22
mmol) in CH,Cl, (2 mL) and MeOH (10 equiv) and PIDA (106 mg, 0.33 mmol), the product 128b
(19.3 mg, 0.09 mmol, 41 %) was obtained after flash chromatography cyclohexane/Et,O (75/25). R¢=
0.19 (75/25 cyclohexane/Et,0); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3054, 2985, 1672, 1265, 738, 705 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm 1.28 (s, 3H, 3xH9), 1.34 (s, 3H, 3xHS), 1.82 (dd, J = 14.3, 7.6 Hz,
1H, H5a), 2.16 (dd, J = 14.3, 4.0 Hz, 1H, H5b), 2.93 (dd, J = 7.6, 4.0 Hz, 1H, H6), 3.29 (s, 3H,
OCH,), 6.45 (dd, J = 10.4, 1.9 Hz, 1H, H2a), 6.47 (dd, J = 10.4, 1.9 Hz, H, H2b), 6.83 (dd, J = 10.4,
3.1 Hz, 1H, H3a), 6.95 (dd, J = 10.4, 3.1 Hz, 1H, H3b); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 19.0
(CH;, €9), 24.7 (CH;, OCHj3), 39.7 (CH,, C5), 53.1 (CH, C6), 57.3 (C, C7), 59.1 (CH3, C10), 74.6 (C,
C4), 131.6 (2xCH, 2xC2), 150.1 (CH, C3a), 150.5 (CH, C3b), 185.1 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%)
209 (100) [M+H]", 191 (100) [M-H,O]"; HRMS (ESI+) m/z found 209.1172. C,,H,;0; requires
209.1174.

Benzyl-2-(ethoxycarbonothioylthio)acetate (166a)

(o)

Method J: General procedure to obtain xanthate, with 166a as example:

To a solution of benzyl 2-chloroacetate (2.8 g, 15 mmol) in acetone (50 mL) was added at 0°C a
solution of potassium ethyl xanthate (2.6 g, 16 mmol) in acetone (50 mL). The mixture was stirred for
4 h at rt. The organic solvent was removed in vacuo and CH,Cl, was added. The organic layer was
washed with brine, dried (MgSO,) and then evaporated. After Kugelrohr distillation (13 mbar,
180—200°C), the product 166a (2.74 g, 68%) was isolated as a pale yellow oil (for 166e and f,
purification was performed by flash chromatography). Ry = 0.21 (95/5 cyclohexane/EtOAc); IR Vyax
(film, CH,Cl,) 2982, 1740, 1615, 1498, 1455, 1376, 1232, 1150 cm™'; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) §
ppm 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 3xH5), 3.93 (s, 2H, 2xH2), 4.58 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH4), 5.18 (s, 2H,
2xH6), 7.32-7.36 (m, SH, 1xH8, 1xH9, 1xH10, 1xH11, 1xH12); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm
13.7 (CHs, C5), 37.9 (CH,, C2), 67.6 (CH,, C6), 70.8 (CH,, C4), 128.5 (CH, C10), 128.6 (2xCH, C8,
C12), 128.7 (2xCH, C9, C11), 135.4 (C, C7), 167.9 (C, Cl1), 212.4 (C, C3); LRMS (ESI+) m/z (%)
293 (100) [M+Na]"; HRMS (ESI+) m/z found 293.0281. C,,H,4,0;NaS, requires 293.0282.

O-Ethyl-S-2-oxobutyl carbonodithioate (166b)

2%3K/5
4

1
7\6/0\[]/3

S
Starting from 1-chlorobutan-2-one (1.0 g, 6.6 mmol), the product 166b (800 mg, 4.17 mmol, 63%)
was purified by distillation (Kugelrohr, 2.2 mbar, 100°C). IR vy, (film, CH,Cl,) 2980, 1729, 1717,
1457, 1376, 1224, 1113, 1052 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 1.11 (t, J = 7.1 Hz, 3H,
3xHS5), 1.42 (t, J= 7.1 Hz, 3H, 3xH7), 2.65 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH4), 4.00 (s, 2H, 2xH2), 4.63 (q, J
= 7.1 Hz, 2H, 2xH6); *C NMR (100 MHz, CDCl;) d ppm 7.9 (CH3, C5), 13.9 (CHs, C7), 35.4 (CH,,
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C4), 45.3 (CH,, C2), 71.0 (CH,, C6), 204.0 (C, C3), 213.5 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 215 (100)
[M+Na]".

Ethyl 4-(ethoxycarbonothioylthio)-3-oxobutanoate (166¢)

O O
6
mops AL 2
S

Starting from ethyl-4-chloro-3-oxobutanoate (3.0 g, 18.23 mmol), the product 166¢ (3.05 g, 12.2
mmol, 67%) was purified by distillation (Kugelrohr, 2.2 mbar, 150°C), (pale yellow oil). IR V.
(film, CH,Cl,) 2983, 1745, 1616, 1376, 1225, 1113, 1048 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ ppm
1.30 (t,J=7.1 Hz, 3H, 3xH7), 1.42 (t,J= 7.1 Hz, 3H, 3xH9), 3.65 (s, 2H, 2xH4), 4.12 (s, 2H, 2xH2),
4.20 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH6), 4.64 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xHS8); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm
13.9 (CH;, C7), 14.3 (CH;, C9), 45.6 (CH,, C4), 48.3 (CH,, C2), 61.8 (CH,, C6), 71.2 (CH,, C8),
166.9 (C, C5), 196.3 (C, C3), 213.0 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 273 (100) [M+Na]".

(H)-(S)-S-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-2-oxobutyl O-ethyl carbonodithioate (166f)

Starting from (S)-3-(tert-butyldimethylsilyloxy)-1-chlorobutan-2-one (440 mg, 1.86 mmol), the
product 166f (563 mg, 1.75 mmol, 94%) was purified by flash chromatography cyclohexane/Et,O
(95/5). Ry = 0.25 (96/4 cyclohexane/Et,0); [a]p>’ = +7.4 (¢ = 1.2, CHCL); IR Vpay (film, CH,Cl,)
2960, 2930, 1735, 1725, 1363, 1232, 1110, 1048, 835 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) J ppm 0.13
(s, 3H, 3xH6), 0.14 (s, 3H, 3xH7), 0.95 (s, 9H, 9xH9), 1.37 (d, /= 6.8 Hz, 3H, 3xH5), 1.41 (t, J= 7.1
Hz, 3H, 3xH11), 4.30 (d, /= 17.9 Hz, 1H, 1xH2a), 4.34 (q, J = 6.8 Hz, 1H, 1xH4), 4.34 (d, /=179
Hz, 1H, 1xH2b), 4.62 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH10); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm —4.9 (CH3),
—4.4 (CH;), 13.9 (CH;), 18.1 (C), 21.0 (CHj3), 25.9 (2xCHj3), 42.8 (CH,), 70.6 (CH,), 75.0 (CH), 205.7
(C), 213.6 (C); LRMS (ESI+) m/z (%) 345 (100) [M+Na]", 323 (8); HRMS (ESI+) m/z found
345.0989. Ci3H,30;NaSiS,; requires 345.0990.

(-)-(R)-S-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)-2-oxobutyl O-ethyl carbonodithioate (166g)

3l 4 5
2
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Starting from (R)-3-(fert-butyldimethylsilyloxy)-1-chlorobutan-2-one (221 mg, 0.93 mmol), the
product 166g (289 mg, 0.90 mmol, 96%) was purified by flash chromatography cyclohexane/Et,O
(95/5). Ry = 0.25 (96/4 cyclohexane/Et,0); [alp’ = —7.3 (¢ = 1.15, CHCL); IR Vpax (film, CH,Cl,)
2955, 2931, 1735, 1728, 1363, 1224, 1112, 1051, 836 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) J ppm 0.13
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(s, 3H, 3xH6), 0.14 (s, 3H, 3xH7), 0.95 (s, 9H, 9xH9), 1.37 (d, /= 6.8 Hz, 3H, 3xH5), 1.41 (t, J=17.1
Hz, 3H, 3xH11), 4.30 (d, /= 17.9 Hz, 1H, 1xH2a), 4.34 (d, J = 17.9 Hz, 1H, 1xH2b), 4.34 (m, 1H,
1xH4), 4.62 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH10); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm —4.9 (CH;, C6), —4.4
(CH;, C7), 13.9 (CH;, C11), 18.1 (C, C8), 21.0 (CHs;, C5), 25.9 (3xCHj3, 3xC9), 42.8 (CH,, C2), 70.6
(CH,, C10), 75.0 (CH, C4), 205.7 (C, C3), 213.6 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 345 (100) [M+Na]",
323 (5); HRMS (ESI+) m/z found 345.0987. Ci3H,30;NaSiS, requires 345.0990.

(+)-(2R.,4S5)-3-Benzoyl-4-benzyl-4-methyl-2-phenyl-1,3-oxazolidin-5-one [(+)-160]

12 11
13 10 0 .

(NNEN]
|||l

To a solution of hexamethyldisilazane (5.7 mL, 26.7 mmol) in THF (25 mL) was added »n-Buli (2.5 M
in hexane, 7.8 mL, 19.6 mmol) at —78°C. After 5 min at this temperature, the reaction mixture was
allowed to warm to 0°C for 30 min and then cooled to —78°C again. A solution of (+)-(2R,4S5)-3-
benzoyl-4-methyl-2-phenyl-1,3-oxazolidin-5-one (5.0 g, 17.8 mmol) in THF (60 mL) was slowly
added under nitrogen to this reaction mixture. After stirring for 3 h at this temperature, a solution of
benzyl bromide (2.76 mL, 23.1 mmol) in THF (50 mL) was slowly added. The reaction mixture was
allowed to warm to room temperature in 4 h and stirred at this temperature overnight. The solvent was
evaporated in vacuo and the residue was dissolved in 10% NH,4Cl and extracted with CH,Cl,. The
organic layer was dried over Na,SO, filtered off and concentrated in vacuo. After flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (90/10), the product (+)-160 (4.42 g, 67%) was isolated as a
white solid. Ry = 0.48 (20/80 cyclohexane/EtOAc); [a]p>® = +246.9 (¢ = 2.5, CHCL3); IR Vpay (film,
CH,Cl,) 3554, 1795, 1650, 1447, 1393, 1358, 1226, 1170, 1032 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) §
ppm 2.18 (s, 3H, CH3), 3.38 (d, J= 13.6 Hz, 1H, 1xH3a), 3.94 (d, J= 13.6 Hz, 1H, 1xH3b), 5.64 (s,
1H, 1xH8), 6.65 (d, /= 7.0 Hz, 2H, 2xH5), 6.75 (d, /= 7.4 Hz, 2H, 2xH6), 7.02-7.11 (m, 4H, 2xH]15,
2xH16), 7.15-7.22 (m, 2H, 2xH11), 7.33-7.39 (m, 2H, 2xH12), 7.40-7.45 (m, 3H, 1xH7, 1xH13,
1xH17); ®C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 24.6 (CH;), 41.3 (CH,, C3), 65.6 (C, C2), 90.6 (CH,
C8), 126.0 (2xCH, 2xCl11), 127.0 (2xCH, 2xC5), 128.0 (CH, C13), 128.5 (2xCH, 2xC5), 128.6
(2xCH, 2xCl15), 129.1 (2xCH, 2xC12), 129.8 (CH, C7), 129.9 (CH, C13), 130.2 (2xCH, 2xC6),
136.1 (C, C13), 136.2 (C, C9), 136.4 (C, C4), 169.3 (C, C9), 175.0 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%)
394 (10) [M+Na]’, 372 (100) [M+H]", 238 (15); HRMS (ESI+) m/z found 372.1598. CyH2,NO;
requires 372.1594.

(-)-(2S,4R)-3-Benzoyl-4-benzyl-4-methyl-2-phenyl-1,3-0xazolidin-5-one [(—)-160]

O O
@‘

The product (—)-160 was obtained as a white solid following the experimental procedure described
above, starting from (-)-(2S,4R)-3-benzoyl-4-methyl-2-phenyl-1,3-oxazolidin-5-one. [a]p>* = —251.1
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(c = 1.2, CHCl;); LRMS (ESI+) m/z (%) 394 (8) [M+Na]’, 372 (100) [M+H]", 238 (15); HRMS
(ESI+) m/z found 372.1598. C,4H2,NO; requires 372.1594.

(+)-(25)-Methyl-2-amino-2-methyl-3-phenylpropanoate hydrochloride [(+)-161]

o
1
6 5 OMe
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A suspension of oxazolidinone (+)-160 (1.50 g, 4.04 mmol) in concentrated HCI (18 mL) was refluxed
under nitrogen overnight. After cooling down, the precipitate was removed by filtration and the filtrate
was evaporated in vacuo. The residue was then dissolved in methanol (12 mL) and thionyl chloride
(0.88 mL, 12.1 mmol) was slowly added at 0°C. The reaction mixture was stirred overnight at room
temperature and was then concentrated in vacuo. The oily residue was precipitated in Et,O to give the
salt of the amino ester (+)-161 (789 mg, 85%) as a white solid; [a]p>" = +8.5 (¢ = 2.5, MeOH); IR Vpay
(film, CH,Cl,) 3408, 2075, 1654 cm™; "H NMR (400 MHz, CD;0D) ¢ ppm 1.64 (s, 3H, CH;), 3.17
(d, J=12.0 Hz, 1H, 1xH3a), 3.29 (d, /= 12.0 Hz, 1H, 1xH3b), 3.83 (s, 3H, OCHj3), 7.20-7.23 (m, 2H,
2xH5), 7.32-7.51 (m, 3H, 2xH6, 1xH7); *C NMR (100 MHz, CD;0D) 6 ppm 22.6 (CHs), 44.2
(CH,, C3), 54.0 (CH;, OCHs;), 62.1 (C, C2), 129.3 (CH, C7), 130.2 (2xCH, 2xC15), 131.4 (2xCH,
2xC16), 134.5 (C, C4), 172.3 (C, C1); LRMS (ESI+) m/z (%) 194 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z
found 194.1177. C;;H,NO; requires 194.1176.

(-)-(2R)-Methyl-2-amino-2-methyl-3-phenylpropanoate hydrochloride [(—)-161]

(o)

"”\)J\OMe
NH,/HCI

The product (-)-161/HCI was obtained as a white solid (725 mg, 78%) following the experimental
procedure described above, starting from compound (-)-160 (1.50 g, 4.04 mmol). [a]p™ = 8.1 (c =
1.1, MeOH); LRMS (ESI+) m/z (%) 194 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 194.1178.
C11H4sNO, requires 194.1176.

(+)-(S)-Methyl 2-(tert-butoxycarbonylamino)hex-5-enoate[(+)-139]

To a suspension of zinc powder (2.48 g, 37.9 mmol) in dry DMF (28 mL) was injected 1,2-
dibromoethane (0.17 mL) under argon. The mixture was stirred for 20 min at rt. TMSCI (50 pL) was
injected and the solution was stirred at 60°C for 30 min. (R)-Methyl-2-(zert-butoxycarbonylamino)-3-
iodopropanoate (2.0 g, 6.08 mmol) in DMF (8 mL) was added dropwise. The solution was stirred for
20 min at 60°C. LiCl (587 mg, 13.8 mmol) and CuCN (619 mg, 6.9 mmol) in DMF (6.5 mL) were
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injected at —55°C and the mixture was warmed up with stirring for 10 min at 0°C. The solution was
cooled again at —55°C and allyl bromide (1.05 mL, 12 mmol) was injected. After 5 min, the mixture
was warmed up at 0°C and then stirred for 2 h at this temperature. The unreacted zinc was removed by
Celite® filtration and the filtrate was quenched with a saturated aqueous NH,4Cl solution. The product
was extracted with EtOAc. The combined organic layer was washed with brine, dried (MgSO,4) and
evaporated. After flash chromatography (92/8 cyclohexane/EtOAc), the product (+)-139 (1.38 g, 93%)
was isolated as a colourless oil. Ry = 0.25 (90/10 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = +20.5 (c = 1.0,
CHCL;); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3358, 2978, 1745, 1716, 1518, 1453, 1366, 1249, 1163, 914 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.45 (s, 9H, 3xH10), 1.74 (m, 1H, 1xH3a), 1.90 (m, 1H, 1xH3Db),
2.12 (m, 2H, 2xH4), 3.74 (s, 3H, 3xH7), 4.32 (m, 1H, 1xH2), 5.00 (bd, /= 10.3 Hz, 1H, 1xH6a), 5.05
(bd, J = 17.0 Hz, 1H, 1xH6b), 5.18 (bd, J = 7.2 Hz, 1H, NH), 5.79 (m, 1H, 1xH5); *C NMR (100
MHz, CDCl3) ¢ ppm 28.4 (3xCHj3, 3xC10), 29.6 (CH,, C4), 32.0 (CH,, C3), 52.3 (CH3, C7), 53.0
(CH, C2), 79.8 (C, C9), 115.7 (CH,, C6), 137.0 (CH, C5), 155.4 (C, C8), 173.4 (C, C1); LRMS
(ESI+) m/z (%) 266 (100) [M+Na]’, 210 (43), 166 (38); HRMS (ESI+) m/z found 266.1374.
C1,H;NOyNa requires 266.1368.

(—)-(R)-Glycine-nickel-(R)-2-[N-(N'-benzylpropyl)amino]benzophenone-but-1-en complex [(-)-
147]

Method K: general procedure to (-)-147

To a suspension of (—)-145 (6.36 g, 12.80 mmol) and NaOH (1.33 g, 33.25 mmol) in CH;CN (55 mL)
was added the 4-bromobut-1-ene (2.44 g, 19.52 mmol). The mixture was stirred at room temperature
for 2 h. An aqueous solution of HCl IN (50 mL) was added and the organic phase was extracted with
CH,Cl, (3x100 mL), dried over MgSQ, filtrated and concentrated in vacuo. The product (-)-147 (5.33
g, 9.67 mmol, 76%) was obtained after a flash chromatograhy acetone/CH,Cl, (30/70). Ry = 0.4 (30/60
acetone/CH,Cl,); [ot]D20 =-9.9 (¢ = 1.0, CHCl;); IR vy, (film, CH,Cl,) 2957, 1672, 1637, 1589,
1438, 1330, 1257, 1165, 1063, 913, 752 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § 1.72 (m, 1H, 1xH17a),
1.82 (dd, J = 6.5, 1.4 Hz, 1H, 1xH18a), 2.08 (m, 1H, 1xH17b), 2.17 (m, 1H, 1xH18b), 2.29 (m, 1H,
1xH16a), 2.49 (m, 1H, 1x16b), 2.74 (m, 2H, 2xH4), 3.48 (m, 2H, 2xH3), 3.57 (d, J = 12.7 Hz, 1H,
1xHl1bn), 3.90 (dd, J = 8.6, 3.5 Hz, 1H, 1xHS5), 4.43 (dd, J = 12.7, 5.6 Hz, 1H, 1xH1bn), 4.87 (dd, J
=10.2, 1.7 Hz, 1H, 1xHla), 4.96 (qd, J = 17.1, 1.5 Hz, 1H, 1xH1b), 5.49 (m, 1H, 1xH2), 6.64 (m,
2H, 2xH3y,), 6.92 (d, J = 7.4 Hz, 1H, 1x12), 7.16 (m, 2H, 2xH4y,), 7.26 (m, 1H, 1xHS5,), 7.35 (m,
2H, 1xH11, 1xHpye), 7.42-7.48 (m, 2H, 1xH10, 1xH13), 7.51 (m, 2H, 2XHpy), 8.05 (m, 2H, 2XHpye),
8.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 1xHp); “C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ 23.9 (CH,, C17), 29.5 (CH,, C16),
30.9 (2xCH,, C4, C3), 35.1 (CH,, C18), 57.2 (CH,, Clbn), 63.2 (CH, CS5), 70.4 (CH, C15), 115.9
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(CH, C1), 120.9 (CH, C10), 123.8 (CH, C12), 126.6 (CH, C5y,), 127.4 (CH, C4p,), 127.6 (2xCH,
2xC3yy), 128.9 (2xCH, 2xC4y,), 129.0 (2%CH, 2xCHpye), 129.8 (2xCH, CHpye), 131.6 (C, C8), 132.2
(CH, C13), 133.3 (CH, C11), 13 3.8 (CH, C2), 136.6 (2xC, C2,, Clpy), 142.3 (C, C9), 170.5 (C, C7),
179.3 (C, C6), 180.5 (C, C14); LRMS (ESI+) m/z (%) 552 (100) [M+H]", 385 (80); HRMS (ESI+)
m/z found 574.1611. C5;H3,N3NaNiO; requires 574.1611.

(-)-(2R)-tert-Butyl 1-(methoxycarbonyl)pent-4-enylcarbamate [(—)-139]

Method L: general procedure (-)-139

To a suspension of compound (-)-147 (5.3 g, 9.67 mmol) in MeOH (80 mL) was added 2 M aqueous
HCI (100 mL) and the mixture was stirred under reflux for 2 h. The green solution was cooled to room
temperature and basified to pH 9-10 with 25% ammonia solution. After extraction with CH,Cl, the
aqueous layer was concentrated in vacuo to afford a green solid estimate to 1.25 g, (100%). Freshly
distilled SOCI, (1.2 mL, 14.81 mmol) was added dropwise to a suspension of the following green solid
(1.25 g, 9.67 mmol) in dry methanol (100 mL) under nitrogen at 0 °C, and the reaction mixture was
stirred under reflux for 3 h. The solvent was removed under reduced pressure and the solid residue was
dissolved in CH3CN (75 mL) and was placed in an icewater bath. Et;N (2.1 mL, 14.81 mmol) and
Boc,O (3.23 g, 14.81 mmol) were added and the suspension was stirred for 16 h at rt. The solvent was
removed under reduced pressure and the residue was dissolved in water (50 mL) and EtOAc (75 mL).
The organic layer was separated and the aqueous layer was extracted with EtOAc (2x75 mL). The
combined organic extracts were dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure
to give an oil which was purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/EtOAc
(95/5) as eluent to afford compound (-)-139 (2.30 g, 9.47 mmol, 98%). [a]p’ = —19.2 (¢ = 1.0,
CHCl3); HRMS (ESI+) m/z found 266.1368. C,H,;NO,4Na requires 266.1368.

(H)-(S)-Glycine-nickel-(S)-2-[N-(N'-benzylpropyl)amino]benzophenone-pent-1-en complex [(+)-
150]

O//\N H
9 I 1
Phe
10 7 2Phe
1 13 3Phe
12 4Phe

According to Method K, and starting from (+)-145 (9.9 g, 19.81 mmol), NaOH (2.0 g, 49.53 mmol)
and S5-bromopent-1-ene (4.4 g, 29.72 mmol) in CH;CN (100 ml), the product (+)-150 (9.5 g, 16.77
mmol, 85%) was obtained after flash chromatography acetone/CH,Cl, (30/70). Ry = 0.4 (30/60
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acetone/CH,CL); [a]p® = +6.1 (¢ = 1.0, CHCL); IR vy (film, CH,Cl,) 2957, 1671, 1637, 1589,
1439, 1330, 1256, 1165, 1063, 913, 752 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDClL;) § 1.58-1.77 (m, 1H,
1xH17a), 1.87-2.11 (m, 4H, 2xH18, 2xH4"), 2.13-2.19 (m, 2H, 1xH17b, 1xH16a), 2.17-2.31 (m, 1H,
1xH16b), 2.45-2.60 (m, 1H, 1xH4a), 2.81-2.71 (m, 1H, 1xH4b), 3.49 (m, 2H, 2xH3), 3.57 (d, J =
12.7 Hz, 1H, 1xHly,), 3.91 (dd, J = 8.1, 3.5 Hz, 1H, 1xHS5), 4.42 (d, J = 12.7 Hz, 1H, 1xHl,,), 4.95
(m, 2H, 2xH1), 5.72 (tdd, J = 16.9, 10.2, 6.7 Hz, 1H, 1xH2), 6.64 (m, 2H, 2xH4,), 6.91 (d, J = 7.43
Hz, 1H, 1xH12), 7.12 (m, 1H, 1xH4y,), 7.18 (m, 1H, 1xH4,), 7.26 (m, 1H, 1xH5,,), 7.34 (m, 2H,
1xH11, 1xHpye), 7.42-7.47 (m, 2H, 1xH10, 1xH13), 7.51 (m, 2H, 2xHpy), 8.05 (m, 2H, 2xHpp,), 8.13
(d, J = 8.3 Hz, 1H, 1xHp,); “C NMR (100 MHz, CDCl;) § 23.7 (CH,, C16), 24.6 (CH,, C17), 30.8
(2xCH,, C4, C3), 33.3 (CH,, C4°), 34.8 (CH,, C18), 57.1 (CH,, Cl,,), 63.2 (CH, C5), 70.3 (CH, C15),
115.3 (CH, C1), 120.7 (CH, C10), 123.7 (CH, C12), 126.5 (CH, C5y,), 127.2 (CH, C4py), 127.6
(2xCH, 2xC3,), 128.9 (4xCH, 2xC4y,, 2XCHpye), 129.7 (2xCH, 2xCHjpye), 131.6 (C, C8), 132.1 (CH,
C13), 133.3 (CH, C11), 133.8 (CH, C2), 137.7 (2xC, C24,, Clpp.), 142.3 (C, C9), 170.3 (C, C7), 179.3
(C, C6), 180.3 (C, C14); HRMS (ESI+) m/z found 588.1512. C3,H;3;N5NaNiO; requires 588.1512.

(+)-(2S)-tert-Butyl 1-(methoxycarbonyl)hex-4-enylcarbamate [(+)-151]

I3y

According to Method L, starting from (+)-150 (9.48 g, 16.75 mmol), the green solid (2.40 g, 100%)
was obtained. Starting from this green solid (2.40, 16.75 mmol), SOCI, (2.8 mL, 36.88 mmol), Et;N
(4.20 mL, 30.17 mmol) and Boc,O (4.02 g, 18.44 mmol), the product (+)-151 (3.19, 12.40 mmol,
74%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (95/5). Ry = 0.15 (95/5
cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = +11.4 (¢ = 0.2, CHCl;); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3359, 2977, 1743, 1718,
1520, 1450, 1366, 1249, 1163, 915 cm™; NMR (400 MHz, CDCl;) J 1.34 (s, 11H, 9xH10, 2xH4),
1.53 (m, 1H, 1xH3a), 1.71 (m, 1H, 1xH3b), 1.96 (m, 2H, 2xHS5), 3.63 (s, 3H, OCHs;), 4.18 (dd, J =
12.9, 7.5 Hz, 1H, 1xH2), 4.86 (m, 2H, 2xH7), 5.16 (d, J = 8.12 Hz, 1H, NH), 5.66 (m, 1H, 1xH6); *C
NMR (100 MHz, CDCl;) 6 24.5 (CH,, C4), 27.2 (3xCHs;, 3xC10), 31.9 (CH,, C5), 33.0 (CH,, C3),
51.9 (CHs, OCHa3), 53.2 (CH, C2), 79.4 (C, C9), 114.9 (CH,, C7), 137.8 (CH, C6), 155.3 (C, C8),
173.1 (C, Cl); LRMS (ESI+) m/z (%) 258 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 280.1520.
C13H»3NO4Na requires 280.1519.

(-)-(S)-Butyl 2-[2-(tert-butoxycarbonylamino)hex-5-enamido]-2-methylpropanoate [(—)-141]
3 0
" ou W
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To a solution of amino acid (+)-139 (1.0 g, 4.11 mmol) in THF (15 mL) was added LiOH (452 mg,
10.28 mmol) in water (15 mL). The mixture was stirred at rt 2-3 h until complexation. An aqueous
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Method M: general procedure [(—)-141]
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solution of H3;PO, 5% was added until pH 3, and the organic phase was extracted with EtOAc, dried
(MgS0,) and evaporated to give the corresponding unprotected carboxylic acid C-terminal (915 mg,
4.0 mmol). To a cooled solution of the following residue and H-Aib-O-Bu (654 mg, 4.11 mmol) in dry
DMF (20 mL) was added HOBt.H,O (554 mg, 4.11 mmol), DCC (954 mg, 4.93 mmol) and Et;N (0.6
mL, 4.11 mmol) and the mixture was stirred at rt overnight (18 h). DMF was evaporated and the
residue was diluted with EtOAc and washed with 10% citric acid, 4% sodium carbonate, and brine.
The organic phase was dried (MgSO,) and evaporated. The residue was purified by flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20) to give the corresponding dipeptide (-)-141 (1.23 g, 3.32
mmol, 81%). Ry = 0.23 (80/20 cyclohexane/EtOAc); [a]p>® = —17.0 (¢ = 1.0, CHCL); IR Vpay (film,
CH,Cl,) 3358, 2978, 2890, 1745, 1750, 1518, 1453, 1366, 1220, 1070, 914 cm™; "H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 0.82 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 3xH16), 1.26 (m, 2H, 2xH15), 1.32 (ds, 9H, 9xH12), 1.41 (ds, 6H,
6xH3), 1.50 (m, 2H, 2xH14), 1.61 (m, 1H, 1xH6a), 1.77 (m, 1H, 1xH6b), 2.04 (dd, J=13.7, 6.7 Hz,
2H, 2xH7), 4.00 (m, 2H, 2xH13), 4.1 (td, J = 12.0, 5.9 Hz, 1H, 1xHS5), 4.90 (m, 2H, 2xH9), 5.57-5.79
(m, 2H, 1xH8, NH), 7.28 (s, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) § 13.5 (CH;, C16), 18.9 (CH,,
C15), 24.5 (CH;, 1xC3a), 25.0 (CH;, 1xC3b), 28.2 (3xCHj3;, 3xC12), 29.6 (CH,, C7), 30.4 (CH,, C14),
31.7 (CH,, C6), 53.7 (CH, C5), 56.0 (C, C2), 64.9 (CH,, C13), 79.4 (C, C11), 115.1 (CH,, C9), 137.4
(CH, C8), 155.7 (C, C10), 171.5 (C, C1), 174.0 (C, C4); LRMS (ESI+) m/z (%) 315 (100), 317 (75)
[M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 393.2360. C;oH34N,O;sNa requires 393.2365.

(+)-(R)-Butyl 2-[2-(tert-butoxycarbonylamino)hex-5-enamido]-2-methylpropanoate [(+)-141]

3 0
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According to Method M, and starting from (-)-139 (959 mg, 3.95 mmol) and H-Aib-OnBu (636 mg,
4 mmol), the product (+)-141 (1.23 g, 3.32 mmol, 81%) was obtained after flash chromatography
cyclohexane/EtOAC (80/20); [a]p™ = +16.5 (c = 1.0, CHCl;); LRMS (ESI+) m/z (%) 315 (100), 317
(75) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 393.2365. C;oH34N,OsNa requires 393.2365.

(-)-(S)-Butyl 2-[2-(tert-butoxycarbonylamino)hept-6-enamido]-2-methylpropanoate [(-)-152]

17 15 3 0 6 8 10
\/\/O%M

16 14 H - 7 9

(o) HN_,,

)0,
o 12)<13
According to Method M, and starting from (+)-151 (135 mg, 0.53 mmol) and H-Aib-OnBu (84.3 mg,
0.53 mmol), the product (-)-152 (157 mg, 0.41 mmol, 77%) was obtained after flash chromatography
cyclohexane/EtOAc (80/20). Ry = 0.23 (80/20 cyclohexane/EtOAc); [a]p’ = —16.9 (¢ = 1.0, CHCl;);
IR Vo (film, CH,Cl,) 3358, 2978, 2890, 1745, 1750, 1518, 1453, 1366, 1220, 1070, 914 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) 6 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 3xH17), 1.35 (m, 2H, 2xH16), 1.41 (m, 2H,
2xH15), 1.43 (s, 9H, 9xH13), 1.51 (s, 6H, 6xH3), 1.60 (m, 3H, 2xH7, 1xH6a), 1.78 (m, 1H, 1xH6b),

2.05 (m, 2H, 2xH8), 4.09 (m, 2H, 2xH14), 4.95 (m, 2H, 2xH10), 5.27 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 1xH5), 5.75
(tdd, J = 16.9, 10.2, 6.7 Hz, 1H, 1xH9), 7.0 (s, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) J 13.8 (CH,,
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C17), 19.1 (CH,, C16), 24.7 (CH,, C7), 24.8 (CH,, C15), 26.9 (CHj3, C3a), 28.4 (3xCHj3, 3xC13), 30.6
(CH;, C3b), 32.1 (CH,, C6), 33.4 (CH,, C8), 54.4 (CH, C5), 56.4 (C, C2), 65.3 (CH,, C14), 79.8 (C,
C12), 114.9 (CH,, C10), 138.2 (CH, C9), 1559 (C, C11), 171.4 (C, Cl), 174.4 (C, C4); LRMS
(ESIH) m/z (%) 385 (100) [M+H]", 329 (90); HRMS (ESI+) m/z found 407.2515. CyH3¢N,NaOs
requires 407.2516.

(+)-(2R,55)-Methyl-2-benzyl-5-| (fert-butoxycarbonyl)amino]-2-methyl-4-oxonon-8-enoate  [(+)-
162]

According to Method M, and starting from (+)-161 (655 mg, 2.69 mmol) and (+)-139 (789 mg, 3.43
mmol), the product (+)-162 (1.0 g 92%) was obtained after a flash chromatography
cyclohexane/EtOAc (90/10). Ry = 0.48 (70/30 cyclohexane/EtOAc); [a]p™* = +5.8 (¢ = 1.8, CHCl;); IR
Vmax (film, CH,Cl,) 3313, 2974, 1740, 1666, 1523, 1249, 1168, 1123 cm™; '"H NMR (400 MHz,
CDClL;) 0 ppm 1.47 (s, 9H, 9xH12), 1.65-1.72 (m, 4H, 1xH13a, CH;), 1.92-2.02 (m, 1H, 1xH13b),
2.16 (q,J = 7.2 Hz, 2H, 2xH14), 3.22 (d, /= 13.5 Hz, 1H, 1xH3a), 3.55 (d, /= 13.5 Hz, 1H, 1xH3b),
3.80 (s, 3H, OCH3), 4.02-4.12 (m, 1H, 1xH9), 4.95-5.11 (m, 2H, 2xH16), 5.82 (ddt, J = 17.0, 10.2,
6.6 Hz, 1H, 1xH15), 6.71 (bs, NH), 7.06 (dd, J = 7.8, 2.0 Hz, 2H, 2xHS5), 7.21-7.29 (m, 3H, 2xH6,
1xH7); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 23.3 (CH;), 28.5 (3xCHj3, 3xC12), 29.9 (CH,, C14), 31.8
(CH,, C13), 41.7 (CH,, C3), 52.8 (CH;, OCHj;), 54.5 (CH, C9), 61.3 (C, C2), 80.2 (C, C11), 115.9
(CH,, C16), 127.2 (CH, C7), 128.5 (2xCH, 2xC5), 130.0 (2xCH, 2xC6), 136.2 (C, C4), 137.4 (CH,
C15), 155.7 (C, C10), 171.5 (C, C1), 174.2 (C, C8); LRMS (ESI+) m/z (%) 405 (58) [M+H]", 349
(100) [M—tBu+2H]", 305 (69) [M-Boc+2H]; HRMS (ESI+) m/z found 405.2386. requires
CyH33N,05 405.2384.

(-)-(2S8,55)-Methyl-2-benzyl-5-| (fert-butoxycarbonyl)amino|-2-methyl-4-oxonon-8-enoate  [(-)-
164]
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According to Method M, and starting from (-)-161 (420 mg, 1.73 mmol) ang (+)-139 (594 mg, 2.59
mmol), the product (-)-164 (532 mg, 76%) was obtained after a flash chromatography
cyclohexane/EtOAC (90/10). R, = 0.55 (30% EtOAc/cyclohexane); [a]p™® = —14.4 (¢ = 1.6, CHCLy);
IR Vpay (film, CH,Cly) 3415, 1650, 1527, 1258, 1168, 1119 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm
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1.46 (s, 9H, 9xH12), 1.63 (s, 3H, CH;), 1.64—1.73 (m, 1H, 1xH13a), 1.81-1.93 (m, 1H, 1xH13b), 2.10
(q,J = 7.0 Hz, 2H, 2xH14), 3.28 (d, J = 13.6 Hz, 1H, 1xH3a), 3.46 (d, J= 13.6 Hz, 1H, 1xH3b), 3.79
(s, 3H, OCH3), 4.00-4.12 (m, 1H, 1xH9), 4.99-5.07 (m, 2H, 2xH15), 5.08-5.16 (m, 1H, NH), 5.80
(ddt, J = 17.0, 10.3, 6.6 Hz, 1H, 1xH15), 6.64 (bs, NH), 7.08 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 2H, 2xH5), 7.24-
7.32 (m, 3H, 2xH6, 1xH7); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 23.3 (CHs), 28.4 (3xCHs, 3xC12),
29.8 (CH,, C14), 31.8 (CH,, C13), 41.6 (CH,, C3), 52.8 (CH;, OCHj3), 54.3 (CH, C9), 60.9 (C, C2),
80.0 (C, C11), 115.8 (CH,, C16), 127.2 (CH, C7), 128.5 (2xCH, 2xC5), 130.1 (2xCH, 2xC6), 136.1
(C, C4), 137.4 (CH, C15), 155.7 (C, C10), 171.5 (C, C1), 174.2 (C, C8); LRMS (ESI+) m/z (%) 405
(63) [M+H]", 349 (100) [M—tBu+2H]", 305 (73) [M-Boc+2H]"; HRMS (ESI+) m/z found 405.2384.
requires C,H33N,05 405.2385.

Method N: general procedure for (+)-142

(+)-(S)-tert-Butyl 1-((S)-2-amino-3-phenylpropanoyl)pyrrolidine-2-carboxylate [(+)-142]
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To a solution of Z-Phe-OH (2.88 g, 9.60 mmol) and H-D-Pro-OsBu (2.0 g, 9.60 mmol) in DMF (20
mL) was added at 0°C HOBt (1.30 g, 9.60 mmol), DCC (2.4 g, 11.52 mmol), EtzN (1,37 g, 10.0
mmol). The mixture was stirred at 0°C for 1 h, then at rt overnight. DMF was evaporated and the
residue was diluted with EtOAc and washed with 10% citric acid, 4% sodium carbonate, and brine.
The organic phase was dried over MgSO, and evaporated. The corresponding dipeptide (4.0 g, 8.84
mmol, 92%) was obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2). To a solution of all
protected dipeptide in acetic acid was added Pd/C 10% (252 mg, 2.72 mmol) and the mixture was
stirred under H, at rt overnight. The mixture was filtrated on celite, washed with EtOAc, and
concentrated in vacuo. The unprotected dipeptide (+)-142 (2.39 g, 7.52 mmol, 85%) was purified by
flash chromatography CH,Cl,/MeOH (95/5). Ry = 0.23 (5/95 MeOH/CH,CL,); [a]p = +43.0 (c = 1.0,
CHCI;); IR vy, (film, CH,Cl,) 3358, 2978, 2929, 1724, 1646, 1454, 1364, 1254, 1152, 1090, 910,
849, 756, 694 cm™'; "TH NMR (400 MHz, CDCl3) J ppm 1.39 (s, 9H, 9xH9), 1.49 (m, 1H, 1xH4a),
1.71-1.90 (m, 3H, 2xH5, 1xH4b), 2.62 (m, 1H, 1xH10a), 2.74 (m, 2H, 2xH6), 3.44 (m, 1H, 1xH10b),
3.72(dd, J=17.9, 6.8 Hz, 1H, 1xH1), 4.18 (dd, J = 8.3, 3.9 Hz, 1H, 1xH3), 7.05-7.30 (m, 7H, 5xH,,,
NH,); "C NMR (100 MHz, CDCl;)  ppm 24.3 (CH,, C5), 27.8 (3xCHj3, 3xC9), 28.7 (CH,, C4), 42.0
(CH,, C10), 46.4 (CH,, C6), 54.7 (CH, C1), 59.3 (CH, C3), 81.0 (C, C8), 126.5 (CH, C14), 128.2
(2xCH, 2xC13), 129.2 (2xCH, 2xC12), 137.5 (C, C11), 171.1 (C, C7), 173.1 (C, C2); HRMS (ESI+)
m/z found 369.1800. C;3sH,cN,O,4Na requires 369.1790.

(-)-(R)-tert-Butyl 1-((R)-2-amino-3-phenylpropanoyl)pyrrolidine-2-carboxylate [(-)-142]
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According to Method N, and starting with Z-D-Phe (3.0 g, 10.0 mmol) and H-L-Pro-OsBu (2.1 g, 10.0
mmol), the protected (3.90 g, 8.63 mmol, 92%) and unprotected peptide (-)-142 (2.17 g, 6.82 mmol,
79%) were obtained. [a]p”” = —42.6 (¢ = 1.0, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 369.1800.
Ci3Hy6N,0O4Na requires 369.1790.

(+)-(R)-tert-Butyl 1-[(S)-2-amino-3-cyclohexylpropanoyl]pyrrolidine-2-carboxylate [(+)-158]

According to Method N, and starting with Z-L-Cha (1.0 g, 3.28 mmol) and H-D-Pro-O7Bu (679 mg,
3.28 mmol) the corresponding protected dipeptide (1.4 g, 3.06 mmol, 93%) was obtained after flash
chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2). And the corresponding unprotected dipeptide (+)-158 (964
mg, 2.98 mmol, 97%) was obtained after a flash chromatography CH,Cl,/MeOH (95/5). Ry = 0.21
(80/20 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = +67.2 (c = 1.0, CHCl;); IR v (film, CH,Cl,) 2974, 2925,
2851, 1723, 1638, 1442, 1364, 1217, 1148, 841 cm™'; HRMS (ESI+) m/z calc. for; '"H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 0.70-0.91 (m, 2H, 2xH12), 1.03 (m, 1H, 1xH12), 1.18 (m, 2H, 2xH4), 1.26 (m, 1H,
1xH12), 1.36 (s, 9H, 9xH9), 1.57 (m, 4H, 4xH13), 1.75 (m, 1H, 1xH3a), 1.79-1.92 (m, 3H, 2xH15,
I1xH11), 2.04 (m, 2H, 2xH), 3.37 (m, 1H, 1x10a), 3.51 (m, 1H, 1xH5b), 3.60 (m, 1H, 1x10b), 4.01
(dd,J =14.3,7.1 Hz, 1H, 1xH1), 4.23 (dd, J = 8.3, 3.4 Hz, 1H, 1xH3), 4.42 (d, J = 8.3 Hz, 2H, NH,);
C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 24.6 (CH,, C5), 25.9 (CH,, C13a), 26.2 (CH,, C13b), 26.4 (CH,,
C14), 27.9 (3xCH3;, 3xC9), 28.9 (CH, C11), 32.5 (CH,, C4), 33.9 (CH,, Cl12a), 34.2 (CH,, C12b), 42.4
(CH,, C10), 46.8 (CH,, C6), 50.4 (CH, C1), 59.6 (CH, C3), 81.0 (C, C8), 171.3 (C, C2), 174.9 (C,
C7); LRMS (ESI+) m/z (%) 325 (100) [M+H]", 269 (75), 649 (20); HRMS (ESI+) m/z found
347.2301. C,3H;,N,NaO; requires 347.2305.

(-)-(35,9S,14aR)-9-Benzyl-3-(but-3-enyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10] tetra-
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-144]
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Method O: general procedure to obtain cyclopeptides, example with (—)-144
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143 — (-)-144

To a solution of the dipeptide (-)-141 (383 mg, 1.04 mmol) in THF/H,O/MeOH 1/1/0.5 (10 mL) was
added LiOH (55 mg, 1.25 mmol), the mixture was stirred at rt for 2 h. An aqueous solution of H3PO,
5% was added until pH 3, and the organic phase was extracted with EtOAc, dried (MgSO,) and
evaporated to give the corresponding dipeptide unprotected. To a cooled solution of this dipeptide and
(+)-142 (419 mg, 1.04 mmol) in dry DMF (5 ml) was added HOBt.H,O (141 mg, 1.04 mmol), DCC
(215 mg, 1.04 mmol) and Et;N (0.11 mL, 1.04 mmol) and the mixture was stirred at rt overnight (18
h). DMF was evaporated and the residue was diluted with EtOAc and washed with 10% citric acid,
4% sodium carbonate, and brine. The organic phase was dried over MgSO, and evaporated. The
residue was purified by flash chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20) to give the corresponding
tetrapeptide 143 (516 mg, 0.84 mmol, 81%); HRMS (ESI+) m/z found 637.3577. C3;3HsoN4O;Na
requires 637.3577. This tetrapeptide was dissolved in TFA (5 mL) at 0°C and stirred for 3 h at this
temperature. After evaporation, the product was precipitated in dry ether to give after filtration the
unprotected product. To a solution of this tetrapeptide trifluoro acetic acid (516 mg, 0.84 mmol),
HATU (384 mg, 1.01 mmol), DIEA (0.5 mL) in DMF (50 mL) were added in five aliquots with a time
interval of 30 min under vigorous stirring in DMF (50 mL). Then the reaction was stirred for 18 h at rt.
The DMF was evaporated and EtOAc was added. After washing with a solution of 10% citric acid
followed by 4% NaHCOs;, the organic phase was dried over MgSO, and evaporated. After flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20), the cyclotetrapeptide (—)-144 (185 mg, 0.42 mmol,
50%), was isolated as a white foam. [a]p>* = —110 (c = 0.84, CHCl3); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3303,
2930, 1678, 1663, 1630, 1663, 1529, 1427, 1251, 1181, 913 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm
1.31 (s, 3H, 3xH10a), 1.67-1.82 (m, 6H, 1xH3a, 1xH4a, 1xH18a, 3xH10b), 1.92 (m, 1H, 1xH18b),
2.09 (m, 2H, 2xH19), 2.16 (m, 1H, 1xH4b), 2.30 (m, 1H, 1xH3b), 2.94 (dd, J = 13.5, 5.8 Hz, 1H,
1xH13a), 3.19-3.28 (m, 2H, 1xH5a, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.30 (ddd, /= 10.1, 7.5, 7.5 Hz,
1H, 1xH12), 4.66 (m, 1H, 1xH2), 4.97 (m, 1H, 1xH21a), 5.00 (m, 1H, 1xH21b), 5.17 (ddd, J = 10.1,
10.0, 5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.78 (ddt, J = 16.8, 10.2, 6.6 Hz, 1H, 1xH20), 6.18 (s, 1H, NH), 7.16-7.28
(m, 6H, 2xH15, 2xH16, 1xH17, NH), 7.61 (d, J = 10.1 Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢
ppm 23.4 (CH;, C10b), 24.6 (CH,, C3), 24.8 (CH,, C4), 26.3 (CH;, C10a), 28.2 (CH,, C19), 29.6
(CH,, C18), 35.7 (CH,, C13), 46.7 (CH,, C5), 53.2 (CH, C7), 53.7 (CH, C12), 57.6 (CH, C2), 58.5 (C,
C9), 115.5 (CH,, C22), 126.5 (CH, C17), 128.4 (2xCH, 2xC15), 128.9 (2xCH, 2xC16), 136.9 (C,
C14; CH, C20), 171.5 (C, C1), 172.6 (C, C6), 174.2 (C, C8), 175.4 (C, C11); LRMS (ESI+) m/z (%)
463 (100) [M+Na]"; HRMS (ESI+) m/z found 463.2316. C,4H3,N4O4Na requires 463.2321.

148




Parties expérimentales

(H)-(3R,9R,14aS5)-9-Benzyl-3-(but-3-enyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(+)-144]
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Acording to Method O, and starting from (+)-141 (1.11 g, 3.06 mmol) and (-)-142 (1.08 mg, 2.68
mmol), the corresponding tetrapeptide 148 (1.12 g, 1.82 mmol, 68 %); was obtained after flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20). HRMS (ESI+) m/z found 637.3577. C;3HsoN4O,Na
requires 637.3577. This tetrapeptide was converted into the corresponding cyclic peptide (+)-144 (350
mg 0.93 mmol, 51%), which was obtained as a white foam after flash chromatography (80/20
cyclohexane/EtOAc). [a]p” = +109 (¢ = 1.0, CHCl;); HRMS (ESI+) m/z found 463.2321.
CyH;3,N,O4Na requires 463.2321.

(-)-(35,9S,14aR)-9-Benzyl-3-(pent-3-enyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-][1,4,7,10] tetra
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-154]
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According to Method O, and starting from dipeptide (-)-152 (157 mg, 0.40 mmol) and (+)-142 (161
mg, 0.40 mmol) the corresponding tetrapeptide (220 mg, 0.35 mmol, 88%) was obtained after flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30). HRMS (ESI+) m/z found 651.3721. C;,Hs5,N4O;Na
requires 651.3728. This tetrapeptide (220 mg, 0.38 mmol) was converted into cyclic peptide (-)-154
(113.5 mg, 0.25 mmol, 58%) which was obtained after flash chromatography (70/30
cyclohexane/EtOAc). Ry = 0.22 (30/70 EtOAc/cyclohexane); [a]p”’ = —86.6 (¢ = 1.0, CHCL3); IR Vpax
(film, CH,Cl,) 3304, 2930, 1678, 1663, 1630, 1663, 1529, 1428, 1251, 1181, 914 cm™; "H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 1.33 (s, 3H, 3H, 3xH10a), 1.55 (m, 2H, 2xH20), 1.61-1.79 (m, 5H, 2xH4, 3xH10b),
1.84 (m, 1H, 1xH3a), 1.99 (m, 2H, 2xH19), 2.09 (m, 1H, 1xH18a), 2.23 (m, 1H, 1xH18b), 2.25 (m,
1H, 1xH3b), 2.85 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.10-3.20 (m, 2H, 1xHS5a, 1xH13Db), 3.76 (m,
1H, 1xH5b), 4.10 (ddd, J = 10.3, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.56 (dd, J = 7.7, 2.3 Hz, 1H, 1xH2),
4.85-4.94 (m, 2H, 2xH22), 5.68 (ddd, J=10.1, 10.0, 5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.80 (ddd, /= 16.8, 10.2, 6.6
Hz, 1H, 1xH21), 6.99 (s, 1H, NH), 7.07-7.22 (m, 6H, 2xH15, 2xH16, 1xH17, NH), 7.41 (d, J = 10.26
Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 23.7 (CH;, C10b), 24.7 (CH,, C3), 24.8 (CH,, C4),
24.9 (CH,, C20), 26.2 (CHs;, C10a), 28.7 (CH,, C19), 33.3 (CH,, C18), 35.9 (CH,, C13), 46.8 (CH,,
C5), 53.3 (CH, C7), 54.4 (CH, C12), 57.7 (CH, C2), 58.6 (C, C9), 115.1 (CH,, C22), 126.7 (CH, C17),
128.6 (2xCH, 2xC15), 129.1 (2xCH, 2xC16), 137.0 (C, C14), 138.0 (CH, C21), 172.0 (C, C1), 172.9
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(C, C6), 174.5 (C, C8), 175.6 (C, C11); LRMS (ESI+) m/z (%) 455 (100) [M+H]", 225 (5); HRMS
(ESI+) m/z found 477.2469. C,5H3,N4O4Na requires 477.2472.

(-)-(35,9S5,14aR)-9-Cyclohexan-3-(but-3-enyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-155]
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According to Method O, and starting from (—)-141 (120 mg, 0.32 mmol) and dipeptide Z-Cha-Pro-
OrBu (+)-133 (131 mg, 0.32 mmol), the corresponding tetrapeptide (101 mg, 0.16 mmol, 50%) was
obtained after flash chromatography (20/80 EtOAc/cyclohexane); HRMS (ESI+) m/z found 643.4037.
Ci3Hs¢NyNaO; requires 643.4041. Starting from this tetrapeptide (183 mg, 0.32 mmol), the cyclic
peptide (-)-155 (65 mg, 0.15 mmol, 47%) was obtained after flash chromatography
cyclohexane/EtOAc (70/30). Ry = 0.23 (20/80 EtOAc/cyclohexane); [a]p™ = —80.0 (¢ = 0.5, CHCl,);
IR Vpa (film, CH,Cl,) 330, 2921, 2852, 1650, 1630, 1585, 1458, 1380, 719 cm™; "H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 0.87-1.01 (m, 2H, 2xH4), 1.07-1.28 (m, 4H, 2xH19, 2xH17), 1.34 (s, 3H, 3xH10a),
1.54-1.63 (m, 2H, 1xH3a, 1xH5a), 1.64-1.75 (m, 5H, 4xHI16, 1xH14), 1.77 (s, 3H, 3xH10b),
1.79-1.97 (m, 4H, 4xH15), 2.09 (m, 2H, 1xH3b, 1xHS5b), 2.26 (m, 1H, 1xHI18a), 2.39 (m, 1H,
1xH18b), 3.51 (ddd, J = 10.2, 7.4, 7.4 Hz, 1H, 1xH13a), 3.97 (ddd, J = 10.2, 8.4, 8.4 Hz, 1H, 1xH12),
4.23 (ddd, J = 10.3, 7.5, 7.5 Hz, 1H, 1xH13b), 4.74 (dd, J = 7.9, 2.0 Hz, 1H, 1xH2), 4.88-5.09 (m,
3H, 2xH21, 1xH7), 5.77 (ddd, J = 16.9, 10.2, 6.6 Hz, 1H, 1xH20), 5.92 (s, 1H, NH), 7.13 (d, J = 10.3
Hz, 1H, NH), 7.31 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ ppm 23.8 (CH,, C4),
25.0 (CH,, Cl6a), 25.4 (CH,, C16b), 26.3 (CH3, Cl10a), 26.6 (CH;, C10b), 26.8 (CH,, C17), 28.3
(CH,, C19), 29.8 (CH,, C3), 33.4 (CH, C14), 33.5 (CH,, C18), 34.1 (CH,, Cl5a), 34.6 (CH, C15b),
37.1 (CH,, C13), 47.3 (CH,, C5), 50.3 (CH, C7), 54.0 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 115.9
(CH,, C22), 137.2 (CH, C20), 172.1 (C, C1), 173.7 (C, C6), 174.4 (C, C8), 175.8 (C, C11); LRMS
(ESI+) 447 (100) [M+H]", 225 (80); HRMS (ESI+) m/z found 469.2781. C,,H3sN,O4Na requires
469.2785.

(-)-(35,65,98,14aR)-6,9-Dibenzyl-3-(but-3-enyl)-6-methyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10] tetra-
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-156]
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According to Method O, and starting from dipeptide (+)-162 (610 mg, 1.51 mmol) in THF/H,O (1/1)
(20 mL) and dipeptide (+)-142 (480 mg, 1.51 mmol), the tetrapeptide 163 (832 mg, 80%) was
obtained after a flash chromatography cyclohexane/EtOAC (70/30). HRMS (ESI+) m/z found
691.4065. C39HssN40O7 requires 691.4065. Starting from this tetrapeptide (150 mg, 0.22 mmol), the
cyclotetrapetide (-)-156 (25 mg, 22%) was obtained after a flash chromatography cyclohexane/EtOAc
(70/30). Ry = 0.34 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —134.7 (¢ = 0.7, CHCl;); IR Vpay (film,
CH,Cl,) 3375, 1626, 1654, 1532, 1430, 1246, 993, 911 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm
1.22 (s, 3H, 3xH10), 1.75-1.92 (m, 4H, 2xH3, 2xH4), 2.01-2.27 (m, 1H, 1xHS5a), 2.34-2.41 (m, 1H,
1xH18a), 3.14 (dd, J = 13.8, 7.0 Hz, 1H, 1xH18b), 3.29-3.42 (m, 2H, 2xH19), 3.42 (d, J = 13.9 Hz,
1H, 1xH13a), 3.70 (d, J = 13.9 Hz, 1H, 1xH13b), 3.87-3.95 (m, 3H, 1xH5b, 2xH22), 4.25-4.32 (m,
1H, 1xH2), 4.73-4.77 (m, 1H, 1xH12), 5.02-5.09 (m, 2H, 2xH21), 5.27-5.36 (m, 1H, 1xH7),
5.77-5.87 (m, 1H, 1xH20), 5.89 (bs, NH), 7.08-7.10 (m, 2H, 1xH17, 1xH26), 7.20 (d, J = 10.3 Hz,
NH), 7.22-7.47 (m, 8H, 2xH15, 2xH16, 2x24, 2xH25), 7.91 (d, J = 10.3 Hz, NH); *C NMR (100
MHz, CDCl;) ¢ ppm 23.4 (CHj;, C10), 25.3 (CH,, C3), 27.1 (CH,, C4), 28.5 (CH,, C19), 29.8 (CH,,
C18), 36.0 (CH,, C13), 40.7 (CH,, C5), 47.2 (CH,, C22), 53.6 (CH, C7), 54.1 (CH, C12), 58.1 (CH,
C2), 62.9 (C, C9), 116.1 (CH,, C21), 127.0 (CH, C17), 127.1 (CH, C26), 128.4 (2xCH, 2xC15), 128.9
(2xCH, 2xCl16), 129.3 (2xCH, 2xC24), 130.4 (2xCH, 2xC25), 135.6 (C, C14), 137.2 (CH, C21),
137.3 (C, C23), 171.9 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.8 (C, C8), 175.4 (C, C11); LRMS (ESI+) m/z (%)
517 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 517.2808. C30H;,N4O, requires 517.2809.

(-)-(3S,6R,95,14aR)-6,9-Dibenzyl-3-(but-3-enyl)-6-methyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10] tetra-
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-157]
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According to Method O, and starting from dipeptide (—)-164 (504 mg, 1.25 mmol) in THF/H20 (1/1)
(20 mL) and dipeptide (+)-142 (397 mg, 1.25 mmol), the tetrapeptide 165 (635 mg, 74%) was
obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30). HRMS (ESI+) m/z found 691.4060.
requires C;oHssN4O; 691.4065. Starting from the tetrapeptide 165 (480 mg, 0.70 mmol), the
cyclotetrapeptide (—)-157 (80 mg, 36%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAC
(20/80). Ry = 0.36 (40% EtOAc/cyclohexane); [a]p>* = —41.5 (¢ = 1.4, CHCl;); IR Vpay (film, CH,Cl,)
3309, 2921, 2851, 1679, 1625, 1527, 1450, 1262, 739, 702 cm™'; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) d ppm
1.65-1.86 (m, 6H, 3xH10, 2xH4, 1xH3a), 1.88-1.98 (m, 1H, 1xH3b), 2.02-2.21 (m, 3H, 2xH]19,
1xH5a), 2.28-2.35 (m, 1H, 1xH18a), 2.99 (d, J = 14.1 Hz, 1H, 1xH18b), 3.01 (dd, J= 13.4, 5.7 Hz,
1H, 1xH13a), 3.19 (d, J = 14.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.22-3.34 (m, 2H, 2xH22), 3.80-3.87 (m, 1H,
1xH5b), 4.22 (dt, J=15.1, 7.6 Hz, 1H, 1xH2), 4.66-4.71 (m, 1H, 1xH12), 4.94-4.98 (m, 1H, 1xH7),
4.99-5.01 (m, 1H, 1xH21a), 5.20 (dt, /= 10.1, 5.8 Hz, 1H, 1xH21b), 5.77 (ddt, /= 16.5, 10.8, 6.8 Hz,
1H, 1xH20), 6.10 (bs, NH), 7.08 (d, /= 10.3 Hz, NH), 7.23-7.42 (m, 10H, Har), 7.48 (d, /= 10.2 Hz,
NH); "C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 ppm 22.1 (CHs, C10), 25.0 (CH,, C3), 27.1 (CH,, C4), 28.1
(CH,, C19), 29.9 (CH,, C18), 36.1 (CH,, C13), 44.0 (CH,, C5), 47.0 (CH,, C22), 53.8 (CH, C7), 53.9
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(CH, C12), 58.0 (CH, C2), 61.8 (C, C9), 116.0 (CH,, C21), 126.9 (CH, C17), 127.4 (CH, C26), 128.6
(2xCH, 2xC15), 128.8 (2xCH, 2xC16), 129.3 (2xCH, 2xC24), 131.2 (2xCH, 2xC25), 135.5 (C, C14),
137.1 (CH, C21), 137.2 (C, C23), 171.8 (C, C1), 172.9 (C, C6), 174.5 (C, C8), 175.8 (C, C11); LRMS
(ESI+) m/z (%) 517 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 517.2806. CsHyN,O, requires
517.2809.

(-)-(35,9S,14aR)-9-Benzyl-3-(7-chloro-6-oxoheptyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-172]
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Method P: general procedure to obtain (-)-172

A solution of cyclotetrapeptide (—)-144 (75 mg, 0.17 mmol) and carbonyl xanthate 166d (72 mg, 0.34
mmol) in 1,2-dichloroethane (0.3 mL) was refluxed for 30 min under argon. Dilauroyl peroxide (7 mg)
was added every 2 h (5 at 7 times). After completion (8 to 18 h at reflux), the solvent was removed in
vacuo and the residue was directly purified by flash chromatography cyclohexane/EtOAc to give the
intermediate xanthate (72 mg, 65%) as colorless laque; HRMS (ESI+) m/z found 675.2053.
C;30H41N4O4CINaS, requires 675.2054. A solution of this intermediate (12 mg, 0.018 mmol) in
isopropanol (1 mL) was refluxed for 5 h with DLP (11 mg, 0.027 mmol). After evaporation and direct
flash chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30), the product (-)-171 (9 mg, 92%) was obtained as
colourless laque; Ry = 0.07 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [a]p>* = —80 (¢ = 1.0, CHCI3); IR Vpay (film,
CH,Cl,) 3304, 2928, 1733, 1678, 1663, 1628, 1525, 1434, 1390, 1179 cm™; '"H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 ppm 1.29-1.34 (m, 7H, 2xH20, 2xH19, 3xH10a), 1.63 (m, 2H, 2xH21), 1.69-1.87 (m, 7H,
1xH3a, 2xH18, 1xH4a, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H, 1xH3b), 2.56 (t, J= 7.3 Hz, 2H,
2xH22),2.95 (dd, J=13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.21 (dd, J = 10.0, 7.0 Hz, 1H, 1xHS5a), 3.26 (dd, J
=13.5,10.0 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.07 (s, 2H, 2xH24), 4.19 (ddd, /= 10.2, 7.6, 7.6
Hz, 1H, 1xH12), 4.67 (m, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.0, 5.7 Hz, 1H, 1xH7), 5.95 (s, 1H, NH),
7.11 (bd, J=10.1 Hz, 1H, NH), 7.19-7.29 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.51 (bd, J=10.1 Hz, 1H,
NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 23.4 (CH,, C21), 23.7 (CHs, C10a), 24.9 (CH,, C3), 25.2
(CH,, C4), 25.4 (CH,, C19), 26.7 (CH;, C10b), 28.8 (CH,, C18), 28.9 (CH,, C20), 36.0 (CH,, C13),
39.6 (CH,, C22), 47.1 (CH,, C5), 48.3 (CH,, C24), 53.6 (CH, C7), 54.4 (CH, C12), 57.9 (CH, C2),
59.0 (C, C9), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.0
(C, Cl1), 173.0 (C, C6), 175.0 (C, C11), 175.8 (C, C8), 202.7 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 555
(100) [M+Na]’, 533 (10); HRMS (ESI+) m/z found 555.2343. C,;H3;N,0sCINa requires 555.2350.
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(-)-Benzyl-6-((35,95,14aR)-9-benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetraoxotetradécahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl)hexanoate [(-)-167]
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According to Method P, and starting from (-)-144 (100 mg, 0.23 mmol) and xanthate 166a (92 mg,
0.34 mmol), the intermediate xanthate (145 mg, 90%) was obtained. Starting from following
intermediate (124 mg, 0.17 mmol), the product (-)-167 (69 mg, 69%) was obtained after flash
chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1) as colourless laque. Ry = 0.17 (60/40 cyclohexane/EtOAc);
[a]p™ = =75 (c = 1.4, CHCL3); IR vpa (film, CH,Cl,) 3309, 2934, 1735, 1678, 1663, 1629, 1525,
1424, 1257, 1173 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.25-1.40 (m, 7H, 2xH20, 2xH19,
3xH10a), 1.65 (m, 2H, 2xH21), 1.72 (m, 1H, 1xH3a), 1.77-1.87 (m, 6H, 2xH18, 1xH4a, 3xH10b),
2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.29 (m, 1H, 1xH3b), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7
Hz, 1H, 1xH13a), 3.19-3.29 (m, 2H, 1xH13b, 1xHS5a), 3.86 (ddd, J = 10.3, 8.6, 4.6 Hz, 1H, 1xHS5Db),
4.18 (ddd, J=10.2, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.65 (m, 1H, 1xH2), 5.11 (s, 2H, 2xH1y,), 5.16 (ddd, J =
10.2, 10.1, 5.7, 1H, 1xH7), 5.90 (s, 1H, NH), 7.09 (bd, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.17-7.40 (m, 10H,
2xH3,, 2xH4y,, 1xH5y,, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.51 (bd, J = 10.3 Hz, 1H, NH); *C NMR (100
MHz, CDCl;) 6 ppm 23.7 (CH;, C10b), 24.86 (CH,, C3), 24.93 (CH,, C19), 25.2 (CH,, C4), 25.4
(CH,, C21), 26.7 (CH3, C10a), 28.9 (2xCH,, C20, C18), 34.3 (CH,, C22), 36.0 (CH,, C13), 47.2 (CH,,
C5), 53.6 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 66.3 (CH,, Cly,), 126.9 (CH, C17),
128.4 (3xCH, 2xC15, C5y,), 128.7 (2xCH, 2xC3y,), 128.8 (2xCH, 2xC16), 129.2 (2xCH, 2xC4y,),
136.2 (C, C2y,), 137.2 (C, C14), 172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 173.6 (C, C23), 174.5 (C, C11), 175.8
(C, C8); LRMS (ESI+) m/z (%) 613 (100) [M+Na]", 591 (18); HRMS (ESI+) m/z found 613.2991.
C33HN,OgNa requires 613.3002.

(-)-(3S5,9S,14aR)-9-Benzyl-3-[ (R)-7-(tert-butyldimethylsilyloxy)-6-oxooctyl]-6,6-
dimethyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-177]
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According to Method P, and starting from (-)-144 (60 mg, 0.136 mmol) and xanthate 166g (110 mg,
0.34 mmol), the intermediate xanthate (100 mg, 96%) was obtained. Starting from this intermediate
(71 mg, 0.093 mmol), the product (-)-177 (36 mg, 60%) was obtained after flash chromatography

153



Parties expérimentales

CH,Cl,/MeOH (92/8) as colourless laque. Ry = 0.32 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [oz]])20 =-47 (c =
2.3, CHCL); IR vp, (filmy, CH,Cl,) 3520, 3314, 2925, 2853, 1716, 1678, 1630, 1525, 1427, 1246,
1165, 1117, 836 cm’™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.07 (s, 6H, 6xH26), 0.91 (s, 9H, 9xH28),
1.26-1.34 (m, 7H, 3xH25, 2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.55-1.73 (m, 4H, 1xH18a, 1xH3a,
2xH21), 1.75 (m, 2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H,
1xH3Db), 2.47-2.64 (m, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.21 (m, 1H, 1xH5a),
3.26 (dd, J=13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.13 (q, /= 6.8 Hz, 1H, 1xH24), 4.19
(ddd, /=10.1, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.66 (bd, /= 7.8 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (m, 1H, 1xH7), 6.03 (s,
1H, NH), 7.12 (d, J=10.1 Hz, 1H, NH), 7.18-7.29 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.55 (bd, /= 10.1
Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm —4.8 (CHs, C26a), —4.5 (CHs, C26b), 18.2 (C,
C27), 21.1 (CH;, C25), 22.9 (CH,, C21), 23.2 (CH,, C19), 23.8 (CHs, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2
(CH,, C4), 26.0 (3xCHj,, 3xC28), 26.7 (CH;, C10b), 29.8 (CH,, C20), 29.9 (CH,, C18), 36.0 (CH.,
C13), 36.9 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5), 53.7 (CH, C7), 54.6 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9),
75.1 (CH, C24), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.3 (2xCH, 2xCl16), 137.3 (C, C14),
172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.6 (C, C11), 175.9 (C, C8), 214.4 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%)
665 (17) [M+Na]’, 551 (100); HRMS (ESI+) m/z found 665.3717. Cs3HssN,O¢NaS; requires
665.3710.

(-)-(3S,9S5,14aR)-9-Benzyl-3-[(S)-7-(tert-butyldimethylsilyloxy)-6-oxooctyl]-6,6-
dimethyldecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-175]

According to Method P, starting from (-)-144 (80 mg, 0.18 mmol) and xanthate 166f (145 mg, 0.45
mmol), the intermediate xanthate (126 mg, 95%) was obtained. Starting from following intermediate
(114 mg, 0.15 mmol) the product (—-)-175 (57 mg, 59 %) was obtained after flash chromatography
CH,C1,/MeOH (92/8) as colourless laque. Ry = 0.32 (40/60 EtOAc/cyclohexane); [a]p> = —77.8 (¢ =
1.1, CHCL); IR v,y (filmy, CH,Cl,) 3515, 3311, 2920, 2850, 1718, 1677, 1631, 1526, 1427, 1251,
1170, 1117, 835 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 ppm 0.07 (s, 6H, 6xH26), 0.91 (s, 9H, 9xH28),
1.25-1.34 (m, 10H, 3xH25, 2xH19, 2xH20, 3xH10a), 1.55 (m, 2H, 1xH18a, 1xH3a), 1.63 (m, 2H,
2xH21), 1.76 (m, 2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H,
1xH3Db), 2.47-2.64 (m, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.21 (m, 1H, 1xH5a),
3.26 (dd, J=13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.13 (q, /= 6.8 Hz, 1H, 1xH24), 4.20
(ddd, J=10.1, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.67 (bd, J = 7.6 Hz, 1H, 1xH2), 5.17 (m, 1H, 1xH7), 6.11
(bs, 1H, NH), 7.15 (d, /= 10.1 Hz, 1H, NH), 7.18-7.29 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.57 (bd, J =
10.1 Hz, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm —4.9 (CH;, C26a), —4.5 (CH;, C26b), 18.2
(C, C27), 21.1 (CH;, C25), 22.9 (CH,, C21), 23.1 (CH,, C19), 23.8 (CH3;, C10b), 24.9 (CH,, C3), 25.2
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(CH,, C4), 25.9 (3xCHj, 3xC28), 26.6 (CHs, C10a), 29.8 (CH,, C20), 29.9 (CH,, C18), 36.0 (CH,,
C13), 36.9 (CH,, C22), 47.1 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.6 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 58.9 (C, C8),
75.1 (CH, C24), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14),
172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11), 175.8 (C, C8), 214.3 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%)
665 (100) [M+Na]’, 643 (30); HRMS (ESI+) m/z found 665.3705. CsHsqN,O6NaS; requires
665.3710.

(-)-(35,9S,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-3-(7,7,7-trifluoro-6-oxoheptyl)decahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-173]

Method Q: general « one pot » procedure to convert (—)-144 into (-)-173

A solution of cyclotetrapeptide (—)-144 (31 mg, 0.07 mmol) and carbonyl xanthate 166e (45 mg, 0.14
mmol) in 1,2-dichloroethane (0.2 mL) was refluxed for 30 min under argon. Dilauroyl peroxide (3 mg)
was added every 2 h (5 to 7 times). After completion (18 h reflux), the solvent was removed in vacuo
and isopropanol (1.5 mL) was added. After being refluxed for 30 min under argon, DLP (28 mg, 0.07
mmol) was added and the solution was refluxed for 1 h. Additional DLP (14 mg, 0.035 mmol) was
then added again and the solution was refluxed for 3 h. After evaporation, the residue was directly
purified by flash chromatography cyclohexane/EtOAc (65/35) to give produit (-)-173 (22 mg, 48%).
R; = 0.08 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [alp™’ =71 (¢ = 0.44, CHCl3); IR Vpay (film, CH,Cl,) 3307,
2925, 1763, 1683, 1666, 1631, 1529, 1435, 1206, 1174 cm™; RMN 'H (400 MHz, CDCl;) 6 ppm
1.25-1.36 (m, 7H, 2xH19, 2xH20, 3xH10a), 1.56-1.72 (m, 4H, 1xH3a, 2xH21, 1xH18a), 1.77 (m,
2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.18 (m, 1H, 1xH4b), 2.33 (m, 1H, 1xH3b), 2.71 (t, J =
7.2 Hz, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.22 (m, 1H, 1xH5a), 3.26 (dd, J =
13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.87 (m, 1H, 1xH5b), 4.19 (m, 1H, 1xH12), 4.66 (bd, J = 7.8 Hz, 1H,
1xH2), 5.17 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.7 Hz, 1H, 1xH7), 5.92 (s, 1H, NH), 7.12 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH),
7.19-7.31 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.49 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); LRMS (ESI+) m/z (%)
575 (100) [M+Na]’, 437 (12); HRMS (ESI+) m/z found 575.2442. C,;H;sN,OsF;Na requires
575.2457.
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(-)-(35,9S,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-3-(6-oxooctyl)decahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10] tetra-
azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-170]

16 _ 14 13 O
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According to Method Q and starting from (—)-144 (19 mg, 0.043 mmol) and carboxylic xanthate 166b
(16 mg, 0.085 mmol), product (-)-170 (11 mg, 0.022 mmol, 50%) was obtained after flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30) as colorless laque. Ry = 0.1 (60/40 cyclohexane/EtOAc);
[a]p” = —65.0 (c = 0.47, CHCl;); IR Vpa, (film, CH,Cl,) 2923, 1716, 1683, 1540, 1522, 1457, 1177
cm’'; "TH NMR (400 MHz, CDCly) 6 ppm 1.05 (t, J = 7.3 Hz, 3H, 3xH25), 1.25-1.34 (m, 4H, 2xH]19,
2xH20), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.51-1.70 (m, 4H, 1xH3a, 2xH21, 1xH18a), 1.77 (m, 2H, 1xH18D,
1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.18 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H, 1xH3b), 2.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
2xH22), 2.41 (q, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH24), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH24a), 3.22 (m, 1H,
1xH5a), 3.26 (dd, J = 13.5, 9.9 Hz, 1H, 1xH24b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.18 (m, 1H, 1xH12), 4.66
(bd, /=28.0 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, /= 10.1, 10.1, 5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.89 (s, 1H, NH), 7.08 (d, J
=10.2 Hz, 1H, NH), 7.18-7.31 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.51 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); “C
NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 8.1 (CHj;, C25), 23.8 (CH3, C10b), 25.0 (CH,, C21), 25.2 (CH,, C4),
25.6 (CH,, C19), 26.7 (CH;, C10a), 29.0 (CH,, C18), 29.1 (CH,, C20), 29.9 (CH,, C3), 36.0 (CHa,
C13), 36.1 (CH,, C22), 42.4 (CH,, C24), 47.2 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH,
C2), 59.0 (C, C9), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xCl15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, 14),
172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.6 (C, C11), 175.9 (C, C8), 211.8 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%)
535 (100) [M+Na]’, 437 (33); HRMS (ESI+) m/z found 535.2896. C,3H,40N,OsNa requires 535.2896.

(-)-Ethyl-8-[(3S5,9S,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetra-oxotetradecahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl]-3-oxooctanoate [(—)-171]
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According to Method Q and starting from (—)-144 (20 mg, 0.045 mmol) and carboxylic xanthate 166¢
(22 mg, 0.091 mmol), product (-)-171 (13 mg, 0.023 mmol) was obtained after flash chromatography
cyclohexane/EtOAc (65/35) as colourless laque, 52% yield. Ry = 0.25 (60/40 cyclohexane/ EtOAc);
[a]p™ = =71.0 (c = 0.68, CHCI;); IR vy, (film, CH,Cl,) 3305, 2928, 1741, 1714, 1681, 1666, 1629,
1529, 1434, 1315, 1232, 1178, 1030 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 ppm 1.28 (t,J = 7.1 Hz, 3H,
3xH27), 1.25-1.34 (m, 4H, 2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.54-1.67 (m, 4H, 1xH3a, 2xH21,
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1xH18a), 1.77 (m, 2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H,
1xH3b), 2.53 (t, J= 7.3 Hz, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1x13a), 3.23 (m, 1H, 1xH5a),
3.26 (dd, J = 13.4, 10.0 Hz, 1H, 1xH13b), 3.42 (s, 2H, 2xH24), 3.86 (m, 1H, 1xH5a), 4.17 (m, 1H,
1xH12), 4.20 (q, J = 7.1 Hz, 2H, 2xH26), 4.66 (bd, J = 7.8 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, /= 10.1, 10.1,
5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.92 (s, 1H, NH), 7.09 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.19-7.32 (m, 5H, 2xH]15,
2xH16, 1xH17), 7.51 (d, J = 10.1 Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 5 ppm 14.3 (CH;,
C27), 23.3 (CH,, C21), 23.8 (CH3, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.5 (CH,, C19), 26.7
(CHs;, C10a), 28.8 (CH,, C20), 28.9 (CH,, C18), 36.0 (CH,, C13), 43.0 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5),
49.5 (CH,, C24), 53.6 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 61.6 (CH,, C26), 126.9
(CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 167.4 (C, C25), 172.0 (C,
Cl1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11), 175.8 (C, C8), 202.9 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 593 (100)
[M+Na]", 521 (20); HRMS (ESI+) m/z found 593.2942. C3,H,,N,O-Na requires 593.2951.

(35,98,14aR)-9-Benzyl-3-(7-bromo-6-oxoheptyl)-6,6-dimethyldecahydropyrrolo|1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(—)-174]

5 4
15
16_ 14 13 O

NI 2
1 76 2
HN 170

10 o 20 23\_-Br
24

LiBr (23 mg, 0.27 mmol) was added to the solution of (-)-144 (7.1 mg, 0.013 mmol) in acetone (1
mL). The mixture was stirred in darkness for 5 days. The solvent was removed in vacuo and EtOAc
was added. The organic layer was washed with water, and dried over MgSO,. After evaporation, the
residue was purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2) to give the product (-)-174 (6 mg,
75%) as colorless laque. Ry = 0.07 (60/40 cyclohexane/EtOAc); IR V., (thin film, CH,Cl,) 3486,
3282, 2926, 2856, 1683, 1620, 1525, 1427, 1263, 1176, 732 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl3) § ppm
1.27-1.34 (m, 4H, 2xH20, 2xH19), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.62 (m, 2H, 2xH21), 1.70-1.83 (m, 7H,
1xH3a, 2xH18, 1xH4a, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H, 1xH3b), 2.65 (t,J= 7.3 Hz, 2H,
2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.24 (m, 1H, 1xH5a), 3.26 (dd, J = 13.5, 10.0 Hz,
1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 3.88 (s, 2H, 2xH24), 4.18 (ddd, J = 10.2, 7.6, 7.6 Hz, 1H,
1xH12), 4.65 (bd, J = 7.8 Hz, 1H, NH¢), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.0, 5.7 Hz, 1H, 1xH7), 5.93 (s, 1H,
NH), 7.11 (bd, J = 10.1 Hz, 1H, NH), 7.19-7.31 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.51 (bd, J = 10.1
Hz, 1H, NH); “C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 23.7 (CH;, C10b), CH,, C21), 25.0 (CH,, C3),
25.2 (CH,, C4), 25.5 (CH,, C19), 26.7 (CH3, C10a), 28.8 (CH,, C18), 28.9 (CH,, C20), 34.5 (CH,,
C24), 36.0 (CH3, C13), 39.8 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH,
C2), 59.0 (C, C9), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.3 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14),
172.1 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11), 175.8 (C, C8), 202.2 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%)
602 (30) [M+Na]", 601 (100) [M+Na]", 600 (30) [M+Na]", 599 (100) [M+Na]", 555 (30). HRMS
(ESI+) m/z found 599.1838. C,7H37N40sBrNa requires 599.1845.
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(-)-(3S5,9S,14aR)-9-Benzyl-3-[(R)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-176]
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Three drops of TBAF (1 M in THF) were added to a solution of (-)-175 (13 mg, 0.020 mmol) in THF
(1 mL). The mixture was stirred for 30 min at rt. After evaporation, the residue was directly purified
by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2) to give (-)-176 (8 mg, 78%); Ry = 0.16 (98/2
CH,Cl,/MeOH); [a]p™® = —65.3 (c = 0.98, CHCls); IR vy, (thin film, CH,Cl,) 3288, 2920, 2850,
1710, 1666, 1625, 1523, 1426, 1368, 1187, 732 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.25-1.35
(m, 4H, 2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.38 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.62-1.69 (m, 4H,
1xH3a, 2xH21, H18a), 1.77 (m, 2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (m, 3H, 3xH10b), 2.17 (m, 1H, 1xH4Db),
2.32 (m, 1H, 1xH3b), 2.38-2.58 (m, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.22 (m,
1H, 1xH5a), 3.26 (dd, J = 13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.19 (m, 1H, 1xH12),
4.22 (q,J =7.1 Hz, 1H, 1xH24), 4.67 (bd, J = 7.7 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz,
1H, 1xH7), 6.12 (bs, 1H, NH), 7.17 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.20-7.30 (m, 5H, m, 5H, 2xH]15,
2xH16, 1xH17), 7.54 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 20.1 (CH3,
C25), 23.5 (CH,, C21), 23.8 (CH;, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.4 (CH,, C19), 26.7
(CHs;, C10a), 28.9 (CH,, C18), 29.0 (CH,, C20), 36.0 (CH,, C13), 37.5 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5),
53.7 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 72.8 (CH, C24), 126.9 (CH, C17), 128.8
(2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.1 (C, Cl1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11),
175.8 (C, C8), 212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 551 (100) [M+Na]", 529 (10); HRMS (ESI+):
m/z found 551.2847. C,3H40N4O¢Na requires 551.2846.

(-)-(35,9S,14aR)-9-benzyl-3-|(S)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-178]

Five drops of TBAF (1 M in THF) were added to a solution of (-)-177 (22 mg, 0.033 mmol) in THF
(1.5 mL). The mixture was stirred for 30 min at rt. After evaporation, the residue was directly purified
by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2) to give (-)-178 (14 mg, 78%). Ry = 0.09 (60/40
cyclohexane/EtOAc); [a]p>® = —98.0 (c = 0.98, CHCl;); IR Vpay (thin film, CH,Cl,) 3290, 2925, 2840,
1716, 1666, 1625, 1525, 1424, 1188, 732 cm™'; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.26-1.35 (m, 4H,
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2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.38 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.60-1.69 (m, 4H, 1xH3a,
2xH21, H18a), 1.77 (m, 2H, 1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.18 (m, 1H, 1xH4b), 2.33 (m,
1H, 1xH3b), 2.40-2.57 (m, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.21 (m, 1H,
1xH5a), 3.27 (dd, J = 13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.19 (m, 1H, 1xH12), 4.24
(q, J = 7.1 Hz, 1H, 1xH24), 4.66 (bd, J = 7.7 Hz, 1H, 1xH2), 5.17 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz, 1H,
1xH7), 6.00 (s, 1H, NH), 7.13 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.18-7.30 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17),
7.51 (d, J =102 Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ ppm 20.1 (CH;, C25), 23.5 (CH,,
C21), 23.8 (CHj, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.4 (CH,, C19), 26.7 (CHs, C10a), 28.9
(CH,, C18), 29.0 (CH,, C20), 36.0 (CH,, C13), 37.5 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5), 53.7 (CH, C7), 54.5
(CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 72.8 (CH, C24), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15),
129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.1 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11), 175.8 (C, C8),
212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 551 (45) [M+Na]’, 242 (100); HRMS (ESI+) m/z found
551.2847. CysHygN4,OgNa requires 551.2846.

(-)-(35,6S5,98,14aR)-6,9-dibenzyl-3-[(R)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6-methyldecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]teraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-185]
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Method R: general procedure to convert (-)-156 into (-)-185

A solution of cyclotetrapeptide (-)-156 (87 mg, 0.17 mmol) and carbonyl xanthate 166g (109 mg, 0.34
mmol) in 1,2-dichloroethane (0.3 mL) was refluxed for 30 min under argon. Dilauroyl peroxide (DLP,
8 mg) was added every 1 h (5 to 7 times). After refluxing overnight, the solvent was removed in vacuo
and the residue was directly purified by flash chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30) to give
xanthate intermediate (82 mg, 58%) as colourless laque. Ry = 0.35 (60/40 cyclohexane/EtOAc);
LRMS (ESI+) m/z (%) 839 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 839.3892. C,4;3Hg;N4O;S,Si
requires 839.3902. A solution of this intermediate (75 mg, 0.09 mmol) in isopropanol (4 mL) was
refluxed for 5 h with DLP (50 mg). After evaporation and direct flash chromatography (60/40
cyclohexane/ EtOAc), the silylated intermediate (40 mg, 62%) was obtained as colorless laque. Ry =
0.40 (60/40 cyclohexane/EtOAC); [a]p™ = —90.1 (c = 0.8, CHCl;); LRMS (ESI+) m/z (%) 719 (100)
[M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 719.4190. C4HsoN4O4Si requires 719.4198. Five drops of TBAF
(1 M in THF) were added to a solution of the silylated intermediate (30 mg, 0.042 mmol) in THF (1.5
mL). The mixture was stirred for 30 min at room temperature. After evaporation, the residue was
directly purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1) to give (-)-185 (23 mg, 91%) as a
colourless oil; Ry = 0.24 (96/4 CH,Cl,/MeOH); [a]p™® = —117.0 (¢ = 0.9, CHCl5); IR Vpay (film,
CH,Cl,) 3297, 2921, 2847, 1674, 1654, 1523, 698 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.21 (s,
3H, 3xH10), 1.25-1.41 (m, 4H, 2xH19, 2xH120), 1.41 (d, J= 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.61-1.98 (m, 7H,
2xH21, 2xH18, 2xH4, 1xH3a), 2.17-2.26 (m, 1H, 1xH3b), 2.33-2.62 (m, 3H, 2xH22, 1xHS5a), 3.13
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(dd, J = 13.8, 7.0 Hz, 1H, 1xH13a), 3.29-3.40 (m, 1H, 1xHI3b), 3.43 (d, J = 13.7 Hz, 1H, 1xH26a),
3.69 (d, J = 13.7 Hz, 1H, 1xH26b), 3.86-3.94 (m, 1H, 1xH5b), 4.29 (q, J = 7.1 Hz,1H, 1xH24), 4.76
(dd, J = 7.9, 2.4 Hz, 1H, 1xH12), 5.27-5.36 (m, 1H, 1xH2), 6.01 (s, 1H, NH), 7.04-7.10 (m, 2H,
1xH7, NH), 7.20-7.36 (m, 10H, Har), 7.91 (d, J = 10.2 Hz, IH, NH); “*C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢
ppm 20.1 (CHs, C25), 23.3 (CH,, C21), 23.5 (CHs, C10), 24.9 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.5 (CH,,
C19), 29.0 (CH,, C20), 29.8 (CH,, C18), 36.0 (CH,, C13), 37.5 (CH,, C22), 40.7 (CH,, C26), 47.2
(CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.7 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 62.9 (C, C9), 72.8 (CH, C24), 126.9 (CH,
C17), 127.1 (CH, C30), 128.4 (2xCH, 2x15), 128.9 (2xCH, 2xH16), 129.3 (2xCH, 2xC28), 130.4
(2xCH, 2xC29), 135.6 (C, C27), 137.2 (C, C14), 172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.9 (C, C11), 175.4
(C, C8), 212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 627 (6) [M+Na]", 605 (100) [M+H]", 517 (8); HRMS
(ESI+) m/z found 605.3326. Cs,H,sN,O; requires 605.3334.

(-)-(3S,6R,95,14aR)-6,9-dibenzyl-3-[(R)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6-methyldecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]teraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-186]

According Method R and starting from cyclotetrapeptide (-)-156 (70 mg, 0.14 mmol), xanthate
intermediate 166g (80 mg, 70%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (80/20)
as colourless laque. Ry = 0.36 (60/40 cyclohexane/EtOAc); LRMS (ESI+) m/z (%) 856 (100)
[M+H,O+H]", 839 (46) [M+H]", 391 (35); HRMS (ESI+) m/z found 839.3897. C4HgN,O;S,Si
requires 839.3902. Starting from this xanthate intermediate (75 mg, 0.09 mmol), the next silylated
intermediate (49 mg, 76%) was obtained after flash chromatography cyclohexane/EtOAc (70/30) as a
colourless laque. Ry = 0.42 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —13.6 (¢ = 1.9, CHCl;); LRMS
(ESI+) m/z (%) 736 (100) [M+H,O+H]", 719 (69) [M+H]", 391 (86); HRMS (ESI+) m/z found
719.4190. C4HsoN4O6Si requires 719.4198. Starting from this silylated intermediate (30 mg, 0.04
mmol), the product (-)-186 (21 mg, 85%) was obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH
(99/1) as a colorless oil. Ry = 0.24 (96/4 CH,Cl,/MeOH); [(1]1)20 = -32.1 (¢ = 0.7, CHClL3); IR V.
(film, CH,Cl,) 3305, 2925, 2851, 1674, 1527, 1450, 1258, 698 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) §
ppm 1.25-1.36 (m, 4H, 3xH10, 1xH3a), 1.42 (d, J= 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.60-1.71 (m, 4H, 2xH19,
2xH20), 1.71-1.86 (m, 5SH, 2xH21, 2xH4, 1xH3b), 2.08-2.17 (m, 1H, 1xH18a), 2.28-2.36 (m, 1H,
1xH18b), 2.38-2.57 (m, 2H, 2xHS5), 3.00 (m, 2H, 2xH22), 3.17-3.24 (m, 2H, 2xH26), 3.29 (dd, J =
13.4, 10.1 Hz, 1H, 1xH13a), 3.78-3.86 (m, 1H, 1xH13Db), 4.15-4.25 (m, 1H, 1xH12), 4.28 (q, /= 7.0
Hz,1H, 1xH24), 4.69 (dd, J = 7.6, 1.8 Hz, 1H, 1xH2), 5.19 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz,1H, 1xH7),
6.18 (s, IH, NH), 7.09 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.23-7.40 (m, 10H, Har), 7.45 (d, /= 10.1 Hz, 1H,
NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 20.1 (CHs, C25), 22.9 (CH,, C21), 23.5 (CHs, C10), 24.9
(CH,, C3), 25.0 (CH,, C4), 25.4 (CH,, C19), 28.8 (CH,, C20), 29.0 (CH,, C18), 36.2 (CH,, C13), 37.5
(CH,, C22), 43.9 (CH,, C26), 47.0 (CH,, C5), 53.9 (CH, C7), 54.4 (CH, C12), 58.1 (CH, C2), 61.9 (C,
C9), 72.8 (CH, C24), 127.0 (CH, C17), 127.4 (CH, C30), 128.6 (2xCH, 2xC15), 128.8 (2xCH,
2xC16), 129.3 (2xCH, 2xC28), 131.3 (2xCH, 2xC29), 135.6 (C, C27), 137.2 (C, C14), 172.0 (C, C1),
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173.0 (C, C6), 174.6 (C, C11), 175.8 (C, C8), 212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 605 (100)
[M+H]+; HRMS (ESI+) m/z found 605.3330. C3,Hy4sN4Og requires 605.3334.

(-)-(35,9S,14aR)-9-cyclohexan-3-[(R)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-184]

According to Method R and starting from (-)-155 (36 mg, 0.081 mmol), and xanthate 166g (65 mg,
0.203), xanthate intermediate (30 mg, 0.040 mmol, 49%) was obtained after a flash chromatography
cyclohexane/EtOAc (70/30). Starting from this intermediate (20 mg, 0.026 mmol), the next silylated
intermediaite (11 mg, 0.016 mmol, 62%) was obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH
(92/8). Ry = 0.30 (70/30 cyclohexane/EtOAc); [a]p®® = —64.7 (¢ = 0.8, CHCL;); LRMS (ESI+) 649
(100) [M+H]+, 225 (70); HRMS (ESI+) m/z found 671.4166. requires C3;HgN4NaOgSi 671.4174.
Starting from this silylated intermediate (11 mg, 0.016 mmol), the product (-)-184 (10 mg, 100%) was
obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2). Ry = 0.30 (70/30 cyclohexane/EtOAc);
[a]p®® = —78.0 (c = 1, CHCL3); IR vpa (film, CH,Cly) 3465, 3281, 2983, 2925, 2860, 1724, 1643,
1458, 1368, 1225, 1152, 1368, 907, 841, 747, 703 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 0.84-1.02 (m,
2H, 2xH19), 1.10-1.24 (m, 2H, 2xH17), 1.26 (m, 2H, 2xH20), 1.26-1.32 (m, 3H, 2xH21, 1xH4a),
1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.38 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.57-1.63 (m, 7H, 4xH16, 2xH18, 1xH14),
1.64-1.73 (m, 4H, 4xH15), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 1.78-1.97 (m, 3H, 2xH3, 1xH4b), 2.33-2.14 (m,
1H, 1xH5a), 2.40-2.55 (m, 2H, 2xH22), 3.51 (ddd, J = 10.2, 7.4, 7.4 Hz, 2H, 2xH13), 3.98 (ddd, J =
10.2, 8.5, 4.8 Hz, 1H, 1xH12), 4.14-4.27 (m, 2H, 1xH5b, 1xH24), 4.73 (dd, J = 7.9, 2.0 Hz, 1H,
1xH2), 4.97 (ddd, J = 10.0, 8.3, 7.2 Hz, 1H, 1xH7), 5.93 (s, 1H, NH), 7.12 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH),
7.29 (s, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 20.1 (CH;, C25), 23.5 (CH,, C4), 23.8 (CH3,
C21), 25.0 (CH,, C19), 25.4 (CH,, Cl16a), 25.5 (CH,, C16b), 26.3 (CH3, C10a), 26.6 (CH,, C17), 26.8
(CHs;, C10b), 28.9 (CH,, C20), 29.0 (CH,, C3), 29.9 (CH, C14), 33.4 (CH,, C18), , 36.6 (CH,, C22),
34.7 (CH,, C13), 37.2 (CH,, Cl5a), 37.5 (CH,, C15b), 47.3 (CH,, C5), 50.3 (CH, C7), 54.5 (CH,
C12), 58.0 (C, C9), 59.0 (CH, C2), 72.8 (CH, C24), 172.2 (C, C1), 173.7 (C, C6), 174.4 (C, C11),
175.8 (C, C8) 212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 535 (100) [M+H]", 225 (70); HRMS (ESI+)
m/z found 557.3310. C,3H46N4O¢Na requires 557.3305.
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(H)-(3R,9R,14aS5)-9-Benzyl-3-[(R)-7-hydroxy-6-oxooctyl]-6,6-dimethyldecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(+)-176]
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According to Method R and starting from (+)-144 (64 mg, 0.14 mmol) and xanthate 166g (113 mg,
0.35 mmol), the xanthate intermediaite (60 mg, 0.08 mmol, 57%) was obtained after flash
chromatography. Starting from this intermediate (48 mg, 0.063 mmol), the next silylated intermediate
(12 mg, 0.018 mmol, 29%) was obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH (92/8) as
colourless laque. Ry = 0.30 (70/30 cyclohexane/EtOAc); [a]p®® = +78.5 (¢ = 0.8, CHCl;); HRMS
(ESI+) m/z found 665.3705. C;34Hs4N4OgNaS; requires 665.3710. Starting from this silylated
intermediate (12 mg, 0.0184 mmol), the product (+)-176 (10 mg, 100%) was obtained after flash
chromatography CH,Cl,/MeOH (98/2). Ry = 0.16 (98/2 CH,Cl,/MeOH); [(1]1)20 = +64.7 (c = 043,
CHCl;); 'H NMR (400 MHz, CDCl;) 0 ppm 1.22-1.30 (m, 4H, 2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H,
3xH10a), 1.38 (d, J= 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.57-1.69 (m, 4H, 1xH3a, 2xH21, 1xH18a), 1.77 (m, 2H,
1xH18b, 1xH4a), 1.77 (m, 3H, 3xH10b), 2.18 (m, 1H, 1xH4b), 2.33 (m, 1H, 1xH3b), 2.38-2.58 (m,
2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.11-3.39 (m, 2H, 1xH13b, 1xH5a), 3.8 (m,
1H, 1xH5b), 4.21 (m, 2H, 1xH12, 1xH24), 4.66 (d, J= 7.3 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1,
5.8 Hz, 1H, 1xH7), 6.0 (s, 1H, NH), 7.13 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.17-7.31 (m, SH, 2xH15,
2xH16, 1xH17), 7.50 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 20.1 (CHj,
C25), 23.5 (CH,, C21), 23.8 (CH;, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.4 (CH,, C19), 26.7
(CHj;, C10a), 28.9 (CH,, C18), 29.0 (CH,, C20), 36.0 (CH,, C13), 37.5 (CH,, C22), 47.2 (CH,, C5),
53.7 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 72.8 (CH, C24), 126.9 (CH, C17), 128.8
(2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.1 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11),
175.8 (C, C8), 212.6 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 551 (100) [M+Na]’, 529 (10); HRMS (ESI+)
m/z found 551.2847. C,3H40N4O¢Na requires 551.2846.

(-)-(R)-8-(35,95,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl)-3-oxooctan-2-yl acetate [(—)-179]
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To a stirred solution of (-)-178 (10.0 mg, 0.018 mmol) in CH,Cl, (1 mL) was added DMAP (catalytic
amount) and 3 drops of Ac,O at 0°C. The mixture was stirred overnight at rt. After solvent
evaporation, the residue was directly purified by flash chromatography cyclohexane/EtOAc (60/40) to
give (-)-179 (9 mg, 88%) as colorless laque. Ry = 0.09 (60/40 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —73.1 (¢
= 0.9, CHCl;); IR v,y (thin film, CH,Cl,) 3518, 3293, 2929, 1723, 1679, 1625, 1528, 1425, 1368,
1233, 1082 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl3) § ppm 1.25-1.34 (m, 4H, 2xH19, 2xH20), 1.34 (s, 3H,
3xH10a), 1.39 (d, J= 7.1 Hz, 3H, 3xH25), 1.54-1.67 (m, 4H, 1xH3a, 2xH21, 1xH18a), 1.77 (m, 2H,
1xH18b, 1xH4a), 1.77 (s, 3H, 3xH10b), 2.14 (s, 3H, 3xH27), 2.18 (m, 1H, 1xH4b), 2.32 (m, 1H,
1xH3b), 2.42 (m, 1H, 1xH22a), 2.51 (m, 1H, 1xH22b), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1x13a), 3.23
(m, 1H, 1xH5a), 3.26 (dd, J = 13.5, 10.1 Hz, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.19 (m, 1H,
1xH12), 4.66 (bd, J = 7.7 Hz, 1H, 1xH2), 5.08 (q, /= 7.1 Hz, 1H, 1xH24), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1,
5.8 Hz, 1H, 1xH7), 6.02 (s, 1H, NH), 7.12 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.20-7.30 (m, 5H, 2xH]15,
2xH16, 1xH17), 7.53 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); ®C NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ ppm 16.3 (CH;,
C27), 20.1 (CH;, C25), 23.1 (CH,, C21), 23.8 (CH3, C10b), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.5
(CH,, C19), 26.7 (CH;, C10a), 28.9 (CH,, C18), 29.0 (CH,, C20), 36.0 (CH,, C13), 38.2 (CH,, C22),
47.2 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.0 (C, C9), 74.8 (CH, C24), 126.9
(CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 170.6 (C, C1), 173.0 (C,
C6), 174.6 (C, Cl11), 175.9 (C, C8), 207.8 (C, C26), 212.6 (C, C23); HRMS (ESI+) m/z found
593.2946. C3yH4oN,O;Na requires 593.2946.

(-)-(R)-8-((35,6R,95,135,14aR)-9-Benzyl-6-ethyl-6,13-dimethyl-1,4,7,10-
tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetraazacyclododecin-3-yl)-3-oxooctan-2-yl
acetate [(—)-180]

14 13 O /j
W ’/O

FR235222 (20 mg, 0.036 mmol) in CH,Cl, (2 mL) was added acetic anhydride (5 mg, 0.049 mmol),
Et;N (8 mg, 0.072 mmol) and DMAP (9 mg, 0.072 mmol) at 0°C. The solution was stirred for 1 h at
0°C and 16 h at rt. EtOAc was added and the mixture was washed with a saturated solution of NH,Cl.
The organic layer was dried over MgSQO, and in vacuo. After flash chromatography CH,Cl,/MeOH
(98/2), the product (-)-180 (20 mg, 93%) was isolated as a colorless laque. Ry = 0.18 (98/2
CH,Cl,/MeOH); [a]p™® = -87.5 (c = 2.4, CHCls); IR Vpy (thin film, CH,Cl,) 3538, 3293, 2929, 2864,
1728, 1680, 1621, 1520, 1433, 1237, 1053 cm™'; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.84 (t, J= 7.4
Hz, 3H, 3xH20), 0.88 (d, /= 6.6 Hz, 3H, 3xH6), 1.25-1.35 (m, 7H, 3xH18, 2xH22, 2xH23), 1.36 (m,
1H, 1xH3a), 1.39 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 3xH29), 1.53-1.66 (m, 3H, 2xH24, 1xH21a), 1.81 (m, 1H,
1xH21b), 2.13 (s, 3H, 3xH31), 2.16 (m, 1H, 1xH19a), 2.28-2.56 (m, 4H, 1xH3b, 1xH19b, 1xH25a,
1xH25b), 2.63 (m, 1H, 1xH4), 2.73 (dd, J = 9.6, 8.1 Hz, 1H, 1xH5a), 2.96 (dd, J = 13.5, 6.0 Hz, 1H,
1xH13a), 3.24 (dd, J=13.5, 9.9 Hz, 1H, 1xH13b), 4.06 (dd, J=9.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH5b), 4.21 (ddd, J
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=10.2, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.67 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 1xH2), 5.08 (q, J = 7.1 Hz, 1H, 1xH27),
5.16 (ddd, J = 10.1, 9.9, 6.0 Hz, 1H, 1xH&), 5.87 (s, 1H, NH), 7.16 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.19-
7.29 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.57 (d, J = 10.1 Hz, 1H, NH); BC NMR (100 MHz, CDCL;) ¢
ppm 8.6 (CH3, C20), 16.3 (CH;, C29), 18.3 (CHs, C6), 21.0 (CH3;, C31), 22.5 (CHs, C18), 23.1 (CHa,,
C24), 25.5 (CH,, C22), 28.3 (CH,, C19), 28.8 (CH,, C23), 28.9 (CH,, C21), 33.0 (CH, C4), 33.2 (CH,,
C3), 35.9 (CH,, C13), 38.2 (CH,, C25), 53.5 (CH, C8), 54.0 (CH,, C5), 54.6 (CH, C12), 58.2 (CH,
C2), 63.2 (C, C10), 74.8 (CH, C27), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16),
137.2 (C, C14), 170.6 (C, C30), 172.0 (C, C1), 173.2 (C, C7), 174.4 (C, C11), 175.8 (C, C9), 207.7
(C, C26); LRMS (ESI+) m/z (%) 621 (100) [M+Na]", 599 (15); HRMS (ESI+) m/z found 621.3257.
C3,Hy6N,O;Na requires 621.3264.

(-)-(R)-8-((3S,6R,98,13S,14aR)-9-Benzyl-6-ethyl-6,13-dimethyl-1,4,7,10-
tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl)-3-oxooctan-2-yl
octanoate [(-)-181]

To a solution of FR235222 (43 mg, 0.077 mmol) in dry CH,Cl, (2 mL) was added octanoyl chloride
(22 mg, 0.13 mmol) and DMAP (36 mg, 0.29 mmol). The mixture was stirred for 18 h and was
quenched by a saturated solution of NaHCO;. The product was extracted with EtOAc. The organic
layer was dried (MgSO,) and was removed in vacuo. After flash chromatography cyclohexane/EtOAc
(75/25), the product (-)-181 (48 mg, 91%) was isolated as a colorless laque. Ry = 0.3 (70/30
cyclohexane/EtOAc); [a]p™’ = —88.6 (c = 1.0, CHCls); IR Vp,y (thin film, CH,Cl,) 3444, 2933, 2855,
1720, 1646, 1630, 1523, 1421, 1384, 1164 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.83 (t, J = 7.4
Hz, 3H, 3xH20), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 3xH6), 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH36), 1.24-1.35 (m, 15H,
3xH18, 2xH22, 2xH23, 2xH32, 2xH33, 2xH34, 2xH35), 1.36 (m, 1H, 1xH3a), 1.38 (d, J = 7.1 Hz,
3H, 3xH28), 1.51-1.71 (m, 5H, 2xH31, 2xH24, 1xH2la), 1.81 (m, 1H, 1xH21b), 2.16 (m, 1H,
1xH19a), 2.27-2.45 (m, 5H, 1xH3b, 1xH19b, 1xH25a, 2xH30), 2.51 (dt, J = 17.4, 7.2 Hz, 1H,
1xH25b), 2.62 (m, 1H, 1xH4), 2.73 (dd, /= 9.7, 8.1 Hz, 1H, 1xH5a), 2.96 (dd, J = 13.5, 6.5 Hz, 1H,
1xH13a), 3.24 (dd, J=13.5, 9.8 Hz, 1H, 1xH13b), 4.06 (dd, J=9.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH5Db), 4.20 (ddd, J
=10.2, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.67 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 1xH2), 5.08 (q, J = 7.1 Hz, 1H, 1xH27),
5.16 (ddd, J = 10.2, 9.9, 6.0 Hz, 1H, 1xH8), 5.86 (s, 1H, NH), 7.15 (d, /= 10.2 Hz, 1H, NH), 7.18-
7.31 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.56 (d, J= 10.2 Hz, 1H, NH); “C NMR (100 MHz, CDCl;) §
ppm 8.6 (CH;, C20), 14.2 (CH;, C36), 16.3 (CH;, C28), 18.3 (CHj3, C6), 22.5 (CH3, C18), 22.8 (CH,,
C35), 23.1 (CH,, C24), 25.0 (CH,, C31), 25.5 (CH,, C22), 28.0 (CH,, C19), 28.9 (CH,, C23), 29.0
(CHy, C21), 29.1 (CH,, C33), 29.2 (CH,, C32), 31.8 (CH,, C34), 33.0 (CH, C4), 33.2 (CH,, C3), 34.2
(CH,, C30), 35.9 (CH,, C13), 38.2 (CH,, C25), 53.5 (CH, C8), 54.0 (CH,, C5), 54.6 (CH, C12), 58.1
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(CH, C2), 63.2 (C, C10), 74.6 (CH, C27), 126.8 (CH, C17), 128.7 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH,
2xC16), 137.2 (C, C14), 172.0 (C, C1), 173.2 (C, C7), 173.4 (C, C29), 174.3 (C, C11), 175.8 (C, C9),
207.9 (C, C26); HRMS (ESI+) m/z found 705.4200. C35HssN4O-Na requires 705.4203.

(-)-0-(R)-8-[(3S5,6R,98,13S,14aR)-9-Benzyl-6-ethyl-6,13-dimethyl-1,4,7,10-
tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetraazacyclododecin-3-yl]-3-oxooctan-2-yl O-
phenyl carbonothioate [(—)-182]
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Phenyl chlorothiono carbonate (34 mg, 0.2 mmol) was added to a solution of FR235222 (83 mg, 0.15
mmol) in CH,Cl, (2 mL) at 0°C, followed by DMAP (38 mg, 0.32 mmol). The mixture was stirred for
1 h at 0°C and at rt for 16 h. After solvent evaporation, the residue was directly purified by flash
chromatography cyclohexane/EtOAc (75/25) to give (-)-182 (76 mg, 74%) as colorless laque; Ry =
0.15 (30/70 cyclohexane/EtOAc); [alp™ =—71.9 (¢ = 1.1, CHCls); IR Vpay (thin film, CH,Cl,) 3303,
2924, 1735, 1683, 1662, 1627, 1525, 1274, 1222, 1207 cm™'; H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 0.83
(t,J=17.4 Hz, 3H, 3xH20), 0.88 (d, /= 6.6 Hz, 3H, 3xH6), 1.25-1.50 (m, 8H, 3xH18, 2xH22, 2xH23,
1xH3a), 1.57 (d, J= 7.2 Hz, 3H, 3xH28), 1.59-1.71 (m, 3H, 1xH21a, 2xH24), 1.80 (m, 1H, 1xH21b),
2.15 (m, 1H, 1xH19a), 2.31 (m, 1H, 1xH19b), 2.37 (m, 1H, 1xH3b), 2.45-2.77 (m, 3H, 1xH4,
2xH25),2.73 (dd, J=9.6, 8.0 Hz, 1H, 1xH5a), 2.96 (dd, J = 13.5, 6.0 Hz, 1H, 1xH13a), 3.24 (dd, J =
13.5, 9.9 Hz, 1H, 1xH13b), 4.06 (dd, J = 9.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH5a), 4.19 (ddd, J = 10.0, 7.6, 7.6 Hz,
1H, 1xH12), 4.66 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 9.9, 6.0 Hz, 1H, 1xH8), 5.56
(q, J = 7.2 Hz, 1H, 1xH27), 5.78 (s, 1H, NH), 7.13-7.34 (m, 9H, 2xH2,., 1xH4, 2xH15, 2xH]16,
1xH17, NH), 7.43 (dd, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H, 2xH3;.), 7.54 (d, J= 10.1 Hz, 1H, NH); *C NMR (100
MHz, CDCl;) J ppm 8.6 (CH;, C20), 16.6 (CH3, C28), 18.3 (CHj;, C6), 22.6 (CH;, C18), 23.0 (CH,,
C24), 25.6 (CH,, C22), 28.0 (CH,, C19), 28.9 (CH,, C21), 29.0 (CH,, C23), 33.1 (CH, C4), 33.2 (CH,,
C3), 35.9 (CH,, C13), 38.4 (CH,, C25), 53.6 (CH, C8), 54.1 (CH,, C5), 54.6 (CH, C12), 58.2 (CH,
C2), 63.2 (C, C10), 83.4 (CH, C27), 122.0 (2xCH, 2xC2ppe ), 126.9 (CH, C4ye), 127.0 (CH, C17),
128.8 (2xCH, 2xC16), 129.3 (2xCH, 2xC15), 129.8 (2xCH, 2xC3,), 137.3 (C, Cl14), 153.6 (C,
Clpne), 172.1 (C, C1), 173.3 (C, C7), 174.4 (C, C11), 175.9 (C, C9), 194.8 (C, C=S), 206.7 (C, C26);
LRMS (ESI+) m/z (%) 715 (100) [M+Na]’, 693 (25) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 715.3154.
C;37H4sN,O;NaS requires 715.3141.
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(-)-(3S,6R,95,13S5,14aR)-9-Benzyl-6-ethyl-6,13-dimethyl-3-(6-oxooctyl)decahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetraazacyclododecine-1,4,7,10-tetraone [(-)-183]
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To the product (-)-182 (4.4 mg, 6.4 umol) in degassed solution of toluene (1 mL) was added nBu;SnH
(5.5 mg, 19 pmol) and AIBN (catalytic). The mixture was warmed at 100°C under argon for 3 h. The
solvent was removed in vacuo and the residue was directly purified by flash chromatography (10% KF
w/w in silica gel, 70/30 cyclohexane/EtOAc) to give the product (-)-183 (2.3 mg, 67%) as colourless
laque; R; = 0.12 (70/30 cyclohexane/EtOAc); [a]p™ = —117.6 (¢ = 1.3, CHCl;); IR Vpay (thin film,
CH,Cl,) 3307, 2925, 1714, 1682, 1662, 1628, 1524, 1456, 1378, 1248, 914 cm™; "H NMR (400 MHz,
CDClL;) 6 ppm 0.84 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 3xH20), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 3xH6), 1.05 (t, J = 7.3 Hz,
3H, 3xH28), 1.23-1.42 (m, 8H, 3xH18, 2xH22, 2xH23, 1xH3a), 1.52-1.65 (m, 3H, 1xH21a, 2xH24 ),
1.80 (m, 1H, 1xH21b), 2.15 (m, 1H, 1xH19a), 2.27-2.46 (m, 6H, 1xH3b, 1xH19b, 1xH25a, 1xH25b,
2xH27), 2.62 (m, 1H, 1xH4), 2.73 (dd, J = 9.7, 8.0 Hz, 1H, 1xH5a), 2.96 (dd, J = 13.5, 6.0 Hz, 1H,
1xH13a), 3.24 (dd, J=13.5, 9.9 Hz, 1H, 1xH13b), 4.06 (dd, /=9.7, 7.6 Hz, 1H, 1xH5b), 4.19 (ddd, J
=10.2,7.6,7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.67 (dd, /= 8.0, 2.0 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J=10.1, 9.9, 6.0 Hz,
1H, 1xH7), 5.77 (s, 1H, NH), 7.14 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.18-7.32 (m, 5H, 2xH15, 2xH16,
1xH17), 7.54 (d, J = 10.1 Hz, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 8.1 (CH;, C28), 8.6
(CH;, C20), 18.3 (CH;, C6), 22.6 (CH3, C18), 23.8 (CH,, C24), 25.6 (CH,, C22), 28.1 (CH,, C19),
29.0 (CH,, C21), 29.1 (CH,, C23), 33.1 (CH, C4), 33.3 (CH,, C3), 35.9 (CH,, C13), 36.1 (CH,, C27),
42.4 (CH,, C25), 53.6 (CH, C8), 54.1 (CH,, C5), 54.6 (CH, C12), 58.2 (CH, C2), 63.3 (C, C10), 126.9
(CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.3 (2xCH, 2xC16), 137.3 (C, C14), 172.1 (C, C1), 173.2 (C,
C7), 174.4 (C, C11), 175.9 (C, C9), 211.9 (C, C26); LRMS (ESI+) m/z (%) 563 (100) [M+Na]";
HRMS (ESI+) m/z found 563.3209. C;0H44N4OsNa requires 563.3209.

(-)-(8)-4-[(35,95,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetra-oxotetradecahydropyrrolo[1,2-
al[1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl|butyl ethanethioate [(-)-187]
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To a solution of (-)-144 (32 mg, 0.073 mmol) in dry THF (10 mL) was added thioacetic acid (22 mg,
0.29 mmol). The mixture was refluxed for 30 min under argon. A catalytic amount of AIBN was
added and the mixture was stirred at reflux for 16 h. After evaporation, the residue was directly
purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1) to give (-)-187 (34 mg, 91%) as colorless
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laque. Ry = 0.12 (99/1 CH,Cl,/MeOH); [a]p™ = —85.1 (c = 1.1, CHCL3); IR vy (film, CH,Cl,) 3307,
2934, 1684, 1630, 1528, 1428, 1274, 1187, 915 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) J ppm 1.34 (s, 3H,
3xH10a), 1.39 (m, 2H, 2xH19), 1.53—-1.71 (m, 4H, 1xH3a, 1xH4a, 2xH18), 1.72 (m, 5H, 3xH10b,
2xH20), 2.11-2.22 (m, 2H, 1xH4b, 1xH3b), 2.32 (s, 3H, 3xH23), 2.85 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 2xH21),
2.95 (dd, J = 13.4, 5.6 Hz, 1H, 1xH13a), 3.23 (m, 1H, 1xH5a), 3.26 (m, 1H, 1xH13b), 3.86 (m, 1H,
1xH5b), 4.21 (m, 1H, 1xH12), 4.68 (m, 1H, 1xH2), 5.17 (s, 1H, 1xH7), 6.02 (s, 1H, NH), 7.13 (d, J =
10.1 Hz, 1H, NH), 7.19-7.29 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.53 (d, J = 10.1 Hz, 1H, NH); “C
NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 23.7 (CH3, C10a), 24.8 (CH,, C3), 24.9 (CH,, C19), 25.1 (CH,, C4),
26.6 (CH;, C10b), 28.6 (CH,, C20), 28.9 (CH,, C21), 29.33 (CH,, C18), 30.8 (CH;, C23), 35.9 (CH,,
C13), 47.1 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.4 (CH, C12), 57.9 (CH, C2), 58.9 (C, C9), 126.9 (CH, C17),
128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.0 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.4 (C,
Cl11), 175.8 (C, C8), 196.0 (C, C22); LRMS (ESI+) m/z (%) 539 (100) [M+Na]", 517 (10); HRMS
(ESI+) m/z found 539.2302. CysH3¢N4OsNaS requires 539.2304.

(-)-(8)-4-[(35,95,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl|butyl octanethioate [(—)-188]
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To a solution of (—)-144 (42 mg, 0.095 mmol) in dry THF (12 mL) was added octanethioic S-acid (61
mg, 0.3.8 mmol). The mixture was refluxed for 30 min under argon. A catalytic amount of AIBN was
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added and the mixture was stirred at reflux for 16 h. After evaporation, the residue was directly
purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1) to give (—)-188 (39 mg, 68%) as colorless
laque. Ry = 0.19 (92/8 CH,CL/EtOAc); [a]p™ = —56.5 (c = 1.2, CHCL3); IR vy (film, CH,Cl,) 3297,
2945, 2921, 2855, 1687, 1658, 1620, 1524, 1420, 1225, 1176 cm™; '"H NMR (400 MHz, CDCL;) ¢
ppm 0.88 (t, J = 5.9, Hz, 3H, 3xH30), 1.20-1.33 (m, 10H, 2xH29, 2xH28, 2xH27, 2xH26, 2xH19),
1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.58 (m, 2H, 2xH25), 1.59-1.69 (m, 5SH, 2xH18, 1xH4a, 1xH3a, 1xH3b), 1.77
(s, 3H, 3xH10b), 1.94 (m, 2H, 2xH20), 2.16 (m, 1H, 1xH4b), 2.28-2.37 (m, 2H, 2xH22), 2.53 (t, J =
7.5 Hz, 2H, 2xH24), 2.84 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH21), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a),
3.16-3.30 (m, 2H, 1xH13b, 1xH5a), 3.86 (ddd, J = 10.1, 10.1, 4.6 Hz, 1H, 1xHS5b), 4.18 (ddd, J =
10.1, 7.6 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.66 (d, J = 5.7 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz, 1H,
1xH7), 5.99 (s, 1H, NH), 7.10 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.16-7.31 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17),
7.52 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); "C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 ppm 14.3 (CHj, C29), 22.8 (CH,,
C28), 23.8 (CH;, C10b), 24.9 (CH,, C19), 25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C4), 25.9 (CH,, C24), 26.6
(CH;, C10a), 28.6 (CH,, C26), 28.7 (CH,, C25), 29.1 (2xCH,, C20, C21), 29.5 (CH,, C18), 31.8 (CH,,
C27), 36.0 (CH,, C13), 44.4 (CH,, C23), 47.2 (CH,, C5), 53.6 (CH, C7), 54.4 (CH, C12), 58.0 (CH,
C2), 59.0 (C, C9), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xCl15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14),
172.1 (C, C1), 173.0 (C, C6), 174.4 (C, C11), 175.8 (C, C8), 199.9 (C, C22); HRMS (ESI+) m/z
found 623.3244. C3,H43N4OsNaS requires 623.3243.
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(-)-(8)-4-[(35,95,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetra-oxotetradecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl]pentyl ethanethioate [(—)-189]

16 14 13 o /3

N 3
17 76

HN 170

8 NH
° 1112 19

107 |? H 21
10 e} 18

To a solution of (-)-154 (10 mg, 0.022 mmol) in dry THF (10 mL) was added thioacetic acid (7 mg,
0.092 mmol). The mixture was refluxed for 30 min under argon. A catalytic amount of AIBN was
added and the mixture was stirred at reflux for 16 h. After evaporation, the residue was directly
purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1) to give (-)-189 (7 mg, 59%) as colorless
laque; Ry = 0.12 (99/1 CH,Cl,/MeOH); [a]p™® = —54.3 (¢ = 0.7, CHCl;); IR Vpa (film, CH,Cl,) 3307,
2934, 1684, 1630, 1528, 1428, 1274, 1187, 915 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § 1.24 (m, 2H,
2xH19), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.40 (m, 2H, 2xH20), 1.57 (m, 2H, 2xH4), 1.61 (s, 3H, 3xH10b),
1.77-1.87 (m, 5H, 1xH3a, 2xH18, 2xH21), 2.17 (m, 1H, 1xH3b), 2.32 (s, 3H, 3xH24), 2.85 (t,J = 7.2
Hz, 2H, 2xH22), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xH13a), 3.25 (m, 1H, 1xHS5a), 3.75 (m, 1H,
1xH13b), 3.85 (m, 1H, 1xH5b), 4.18 (ddd, J = 10.1, 7.6, 7.6 Hz, 1H, 1xH12), 4.66 (ddd, J = 7.7, 2.3,
2.3 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.95 (s, 1H, NH), 7.09 (d, J = 10.3
Hz, 1H, NH), 7.18-7.34 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.50 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH); *C NMR
(100 MHz, CDCl;) 6 ppm 23.8 (CH;, C10a), 25.0 (CH,, C3), 25.3 (2xCH,, C19, C20), 26.7 (CH;,
C10b), 28.6 (CH,, C4), 29.0 (CH,, C21), 29.1 (CH,, C22), 29.5 (CH,, C18), 30.9 (CH;, C24), 36.1
(CH,, C13), 47.2 (CH,, C5), 53.7 (CH, C7), 54.6 (CH, C12), 58.0 (CH, C2), 59.1 (C, C9), 126.9 (CH,
C17), 128.8 (2xCH, 2xCl15), 129.3 (2xCH, 2xC16), 137.3 (C, C14), 172.1 (C, C1), 173.0 (C, C6),
174.5 (C, C11), 175.9 (C, C8), 196.2 (C, C23); LRMS (ESI+) m/z (%) 531 (100) [M+H]", 225 (5);
HRMS (ESI+) m/z found 553.2455. Cy;H3sN4NaOsS requires 553.2450.

(-)-(8)-4-[(35,95,14aR)-9-Benzyl-6,6-dimethyl-1,4,7,10-tetraoxotetradecahydropyrrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra-azacyclododecin-3-yl]pentyl octanethioate [(-)-190]
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To a solution of (-)-154 (92 mg, 0.20 mmol) in dry THF (10 mL) was added octanethioic S-acid (130
mg, 0.89 mmol). The mixture was refluxed for 30 min under argon. A catalytic amount of AIBN was
added and the mixture was stirred at reflux for 16 h. After evaporation, the residue was directly
purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (99/1 to give (-)-190 (80 mg, 0.13 mmol, 65%) as
colourless laque. Ry = 0.12 (99/1 CH,Cl,/MeOH); [a]p™ = —60.7 (¢ = 0.7, CHCL3); IR Vpay (film,
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CH,Cl,) 3296, 2945, 2920, 2855, 1689, 1658, 1620, 1524, 1420, 1225, 1176 cm™; "H NMR (400
MHz, CDCLy) 6 0.88 (t, J = 5.9 Hz, 3H, 3xH30), 1.25-1.33 (m, 10H, 2xH29, 2xH28, 2xH27, 2xH26,
2xH19), 1.34 (s, 3H, 3xH10a), 1.41 (m, 2H, 2xH25), 1.56 (m, 2H, 2xH4), 1.59-1.69 (m, 2H, 2xH18),
1.71-1.86 (m, 7H, 3xH10b, 2xH20, 2xH22), 2.18 (m, 1H, 1xH3a), 2.32 (m, 1H, 1xH3b), 2.50 (t, J =
7.5 Hz, 2H, 2xH24), 2.85 (t, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH21), 2.95 (dd, J = 13.5, 5.7 Hz, 1H, 1xHI13a),
3.16-3.30 (m, 2H, 1xH13b, 1xH5a), 3.86 (m, 1H, 1xH5b), 4.18 (ddd, J = 10.2, 7.6, 7.6 Hz, 1H,
1xH12 ), 4.66 (d, J = 5.7 Hz, 1H, 1xH2), 5.16 (ddd, J = 10.1, 10.1, 5.8 Hz, 1H, 1xH7), 5.93 (s, 1H,
NH), 7.09 (d, J = 10.2 Hz, 1H, NH), 7.13-7.35 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.51 (d, /= 10.2 Hz,
1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl;) § ppm 14.3 (CH,, C30), 22.8 (CH,, C29), 23.8 (CH;, C10a),
25.0 (CH,, C3), 25.2 (CH,, C19), 25.9 (CH,, C25), 26.7 (CHs, C10b), 28.6 (CH,, C4), 28.8 (CH,,
C27), 29.0 (CH,, C26), 29.1 (2xCH,, C20, C21), 29.6 (CH,, C18), 31.8 (CH,, C28), 34.0 (CH,, C122),
36.0 (CH,, C13), 44.4 (CH,, C24), 47.2 (CH,, C5), 53.7 (CH, C7), 54.5 (CH, C12), 58.0 (CH, C2),
59.0 (C, C9), 126.9 (CH, C17), 128.8 (2xCH, 2xC15), 129.2 (2xCH, 2xC16), 137.2 (C, C14), 172.0
(C, C1), 173.0 (C, C6), 174.5 (C, C11), 175.8 (C, C8), 199.9 (C, C23); LRMS (ESI+) 615 (100)
[M+H]", 535 (75), 225 (80); HRMS (ESI+) m/z found 637.3387. C3;HsoN,NaOsS requires 637.3394.

(-)-(3S,6R,95,145)-3-Benzyl-6-ethyl-6,14-dimethyl-9-(6-oxooctyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-tetraone [(-)-192]
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Method S : general prodecure to obtain 192

FR235222 (15 mg, 0.027 mmol) in a degassed solution of THF/methanol (1/1; 1 mL) under argon was
cooled at 0°C. Sml, (0.1 M in THF) was injected until persistence of a deep blue coloration (about 3
mL), The mixture was stirred for 30 min at 0°C. A solution of THF/H,O (1:1) was added and the
product was extracted with EtOAc. The combined organic layer was dried over MgSO,. After
evaporation, the residue was purified by flash chromatography CH,Cl,/MeOH (97/3) to give (-)-192
(13 mg, 89%) as colorless laque. Ry = 0.3 (96/4 CH,Cl,/MeOH); [a]p”’ = —56.0 (¢ = 1.3, CHCl3); IR
Vmax (thin film, CH,Cl,) 3309, 2933, 2864, 1707, 1638, 1520, 1454, 1260, 1180 cm™; "H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 ppm 0.46 (t, J = 7.4 Hz, 3H, 3xH20), 0.94 (d, /= 6.6 Hz, 3H, 3xH6), 1.06 (t, /= 7.3
Hz, 3H, 3xH28), 1.25-1.42 (m, 8H, 3xH18, 2xH22, 2xH23, 1xH3a), 1.42-1.79 (m, 6H, 1xH19a,
I1xH19b, 2xH24, 1xH4a, 1xH3b), 1.80-2.03 (m, 2H, 1xH21a, 1xH21b), 2.08 (m, 1H, 1xH2a), 2.25
(m, 1H, 1xH2b), 2.40-2.47 (m, 4H, 2xH25, 2xH27), 2.68 (m, 1H, 1xH5a), 2.88 (dd, J = 14.2, 11.0
Hz, 1H, 1xH13a), 3.49 (m, 1H, 1xHS5b), 3.54 (m, 1H, 1xH13b), 3.80 (m, 1H, 1xH12), 4.74 (m, 1H,
1xHS), 6.18 (s, 1H, NH), 6.44 (bd, J= 6.8 Hz, 1H, NH), 6.55 (bd, /= 9.5 Hz, 1H, NH), 7.19 (m, 1H,
1xH17), 7.26-7.27 (m, 4H, 2xH15, 2xH16), 7.63 (bd, J = 7.6 Hz, 1H, NH); *C NMR (100 MHz,
CDClL) ¢ ppm 7.9 (CH;, C20), 8.1 (CH3, C28), 18.3 (CH;, C6), 21.6 (CH;, C18), 23.7 (CH,, C24),
26.3 (CH,, C22), 28.8 (CH,, C19), 29.2 (CH,, C23), 29.7 (CH,, C21), 31.6 (CH,, C3), 33.2 (CH, C4),
34.1 (CH,, C2), 36.2 (CH,, C27), 37.7 (CH,, C13), 42.2 (CH,, C25), 44.3 (CH,, C5), 54.7 (CH, C8),
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55.2 (CH, C12), 61.7 (C, C10), 126.7 (CH, C17), 128.6 (2xCH, 2xC15), 129.3 (2xCH, 2xC16), 138.2
(C,C14), 171.7 (C, C7), 172.6 (C, C11), 173.2 (C, C9), 175.0 (C, C1), 211.9 (C, C26); LRMS (ESI+)
m/z (%) 565 (100) [M+Na]', 543 (10) [M+H]", 291 (8); HRMS (ESI+) m/z found 565.3364.
C30H46N4OsNa requires 565.3366.

(-)-(3S5,95)-3-Benzyl-6,6-dimethyl-9-(6-oxooctyl)-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-
tetraone (-)-193

o 18 2
20 27 23 5
24

According to Method S, and starting from (-)-178 (5 mg, 0.098 mmol), the product (-)-193 (3 mg,
66%) was obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH (96/4) as colorless laque. Ry= 0.1 (96/4
CH,Cl,/MeOH); [a]p>® = —56.4 (c = 0.33, CHCl;); IR vy, (thin film, CH,Cl,) 3311, 2927, 2855,
1646, 1547, 1452, 1361, 1266 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.05 (t, J = 7.3 Hz, 3H,
3xH25), 1.25-1.45 (m, 9H, 3xH10a, 2xH19, 2xH20, 2xH3), 1.45-1.86 (m, 9H, 3xH10b, 2xH21,
2xH4, 2xH2), 2.05-2.21 (m, 2H, 1xH18a, 1xH18b), 2.39-2.46 (m, 4H, 2xH22, 2xH24), 3.12 (m, 1H,
1xH5a), 3.17 (dd, J = 14.2, 11.0 Hz, 1H, 1xH13a), 3.42 (m, 1H, 1xH5b), 3.46 (dd, J = 14.0, 4.9 Hz,
1H, 1xH13b), 3.91 (m, 1H, 1xH12), 4.49 (m, 1H, 1xH7), 6.19 (s, 1H, NH), 6.44 (bd, J = 6.8 Hz, 1H,
NH), 6.50 (bd, J= 9.5 Hz, 1H, NH), 7.16-7.30 (m, 5H, 2xH15, 2xH16, 1xH17), 7.37 (bd, J = 7.6 Hz,
1H, NH); *C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 ppm 8.1 (CHs, C25), 22.1 (CHs, C10a), 23.4 (CH,, C21),
24.8 (CH,, C19), 25.7 (CHj3, C10b), 25.9 (CH,, C20), 27.6 (CH,, C18), 28.7.6 (CH,, C3), 29.8 (CH,,
C4), 35.9 (CH,, C2), 36.2 (CH,, C24), 36.6 (CH,, C13), 38.0 (CH,, C22), 42.1 (CH,, C5), 54.9 (CH,
C7), 55.8 (CH, C12), 58.0 (C, C9), 126.7 (CH, C17), 128.6 (2xCH, 2xC15), 129.5 (2xCH, 2xC16),
138.4 (C, C14), 171.6 (C, C7), 173.3 (C, C11), 173.9 (C, C8), 175.1 (C, C1), 212.0 (C, C23); HRMS
(ESI+) m/z found 537.3046. CosH4,N4OsNa requires 537.3047.

(-)-(8)-{5-[(2S,85)-8-Benzyl-5,5-dimethyl-3,6,9,15-tetraoxo-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecan-2-
yllpentyl} octanethioate [(—)-194]

5 4
HN 3
o 2
13 76 )
15 1 o
HN g
16 o 12 NH
17 o N L
H 18
10 O 20 S23 % 4
22 - 28 5
o 27

According to Method S, and starting from (-)-190 (5 mg, 0.098 mmol), (-)-194 (3 mg, 66%) was
obtained after flash chromatography CH,Cl,/MeOH (96/4) as colorless laque. Ry = 0.1 (96/4
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CH,ClyMeOH); [a]p* = —42.8 (¢ = 0.6, CHCL); IR Vynax (thin film, CH,Cl,) 3313, 2925, 2859, 1646,
1548, 1450, 1360, 1266 cm™; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, 3xH30),
1.25-1.30 (m, 12H, 2xH28, 2xH27, 2xH26, 2xH25, 2xH19, 2xH20), 1.31 (s, 3H, 3xH10a), 1.32 (s,
3H, 3xH10b), 1.34-1.85 (m, 10H, 2xH29, 1xH4a, 1xH4b, 1xH3a, 1xH3b, 1xH18a, 1 xH18b, 2xH21),
2.06-2.24 (m, 2H, H2a, H2b), 2.54 (t, J = 7.4 Hz, 2H, 2xH24), 2.85 (1, J = 7.3 Hz, 2H, 2xH22),
3.06-3.19 (m, 2H, 1xH5a, 1xH13a), 3.39-3.49 (m, 2H, 1xH5b, HI3b), 3.91 (m, 1H, H12), 4.50 (m,
1H, H7), 6.28 (m, 1H, NH), 6.42 (s, 1H, NH), 6.50 (m, 1H, NH), 7.15-7.29 (m, SH, 2xH15, 2xH16,
1xH17), 7.37 (m, 1H, NH). *C NMR(400 MHz, CDCL;) § ppm 14.3 (CHs, C30), 22.1 (CH,, C3),
22.8 (2xCH,, C29, C19), 24.8 (CHs, C10a), 25.5 (CH,, C25), 25.6 (CHs, C10b), 25.9 (CH,, C20), 27.6
(CH,, C27), 28.2 (CH,, C18), 28.5 (CH,, CH26), 29.1 (CH,, C22), 29.5 (CH,, C4), 30.0 (CH,, C28),
31.8 (CH,, C21), 35.8 (CH,, C5), 36.7 (CH,, C13), 38.0 (CH, C2), 44.4 (CH,, C24), 55.0 (CH, C12),
55.6 (CH, C7), 58.0 (C, C9), 126.7 (CH, C17), 128.6 (2xCH, 2xC16), 129.5 (2xCH, 2xC15), 138.4
(C, C14), 171.6 (C, C11), 173.2 (C, C6), 173.9 (C, C1), 175.2 (C, C8), 200.4 (C, C23). LRMS (ESI+)
m/z (%) 617 (100) [M+H]"; HRMS (ESI+) m/z found 617.3729. C53Hs;N,OsS requires 617.3731.

Method T: Procedure for Michael addition monitoring by RMN.

Appendino’s conditions:

Aculeatin (10 mg) model 87 was dissolved in DMSO (0.5 mL) in a standard 5 mm NMR tube, and the
spectrum was recorded. Then, nucleophile thiol (1, 1.5 or 2 equiv) was added and spectrum was
recorded from 5 min after the addition.

Noyori’s conditions:

To a solid tampon phosphate pH 7.4 (5.0 mg) was added D,O (0.5 mL). 0.25 mL of this solution was
added to 0.25 mL of MeOD, and the mixture was added to 87 (10 mg). Spectrum NMR was
monitoring from 5 min after the addition.
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Synthéses et évaluations biologiques de nouveaux composés antipaludiques et

antitoxoplasmoses

Mots clés : paludisme, toxoplasmose, oxydation phénolique, réactif a I’iode hypervalent (III), réactions cascades et

tandem, réactions radicalaires.

Résumé :
Le paludisme est la maladie parasitaire la plus meurtriere qui touche 3,3 milliards de personne (la moitié de la population
mondiale). En 2010, le nombre des décés dus au paludisme a été estimé a 655 milles, dont 91% des cas concerne le continent
Africain. Ce sont les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans (86% des déces) qui sont les plus vulnérables. Pour
les pays aftricains le paludisme est non seulement une maladie due a la pauvreté, mais il est également la cause de la pauvreté.
Face a ce fléau qui fait beaucoup de ravage dans les pays pauvres, il est urgent de trouver de nouveaux traitements efficaces
et accessibles aux populations concernées. D’autre part, la toxoplasmose est une maladie parasitaire qui touche
principalement les pays industrialisés (50% de la population frangaise). Cette parasitose souvent bénigne chez les personnes
immunocompétentes, est qualifiée de maladie opportuniste, car elle peut s’avérer dangereuse chez les femmes enceintes et
chez les patients immunodéprimés (personnes atteintes du SIDA ou ayant subi des transplantations d’organe).
Les parasites responsables de paludisme (P. falciparum) et de la toxoplasmose (7. gondii) appartiennent a la grande famille
des apicomplexes, qui sont des organismes unicellulaires. Afin de concevoir de nouveaux composés antipaludiques et
antitoxoplasmoses, nous nous sommes inspirés de produits d’origine naturelle qui sont les aculéatines et les
cyclotétrapeptides analogues de FR235222. Afin d’optimiser les propriétés antiparasitaires de ces produits naturels, nous
avons développé des méthodes de synthése rapides en peu d’étapes. Des nouveaux analogues des aculéatines ont été obtenus
en utilisant une stratégie de réactions en cascade et tandem d’oxydation phénolique induites par les réactifs a 1’iode
hypervalent (III). Des réactions de chimie radicalaire avec les xanthates et thioesters ont permis d’obtenir une grande
diversité de cyclotétrapeptides analogues de FR235222. Les activités antiparasitaires des différents analogues obtenus ont été

évaluées et certains se sont révélés actifs de 1’ordre du nanomolaire.

Svnthesis and biological evaluations of new antimalarial and antitoxoplasmosis
compounds

Key words: malaria, toxoplamosis, phenolic oxidation, hypervalent iodine (III) reagents, cascades and tandem
reactions, radical reactions.

Abstract:

Malaria is the more deadly parasitic disease, affecting 3.3 billion people (half of the world population). In 2010, the number
of deaths due to malaria was estimated at 655,000, of which 91% of cases for the African continent. Pregnant women and
children under 5 years (86% of deaths) are the most vulnerable. For African countries, malaria is not only a disease due to
poverty, it is also the cause of the poverty. Due to this serious problem, it is urgent to find new effective treatments accessible
to affected populations. Toxoplasmosis is a parasitic disease that affects mainly the industrialized countries (50% of the
French population). This parasitosis is termed opportunistic disease because it can be dangerous for pregnant women and

immunocompromised patients (people with AIDS or who have undergone organ transplation).

Parasites responsible of malaria (P. falciparum) and toxoplasmosis (7. gondii) belong to the same family of apicomplexan,
which are unicellular organisms. To develop new antimalarial and antitoxoplasmosis compounds, we found inspiration from
natural products: aculeatins and cyclopeptide analogues of FR235222. To optimize antiparasitic properties of these natural
products, we have developed short synthetic methods. New analogues of aculeatin were obtained by using an approach
involving cascade and tandem phenolic oxidative reactions, induced by hypervalent iodine (III) reagents. Radical chemistry
with xanthates and thioesters allowed us to obtain a great diversity of cyclopeptides analogue of FR235222. The antiparasitic

activities of various analogs obtained were evaluated, and some has reached nanomolar efficacy.



