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Introduction générale:

Le protéasome 26S est une macromolécule impligaés & dégradation de la majorité des
protéines cellulaires. Parmi ces protéines, il yes différents régulateurs de processus
cruciaux tels que les protéines responsables deprdgression du cycle cellulaire, de
'apoptose, des réponses inflammatoires, de l'attm de NFB, de la présentation
antigénique et de la différenciation cellulairer Banséquent, les inhibiteurs du protéasome
sont des agents thérapeutiques dans des pathotetfiague le cancer, I'inflammation et les
maladies auto-immunes. En effet, les inhibiteurgpthiéasome sont connus pour induire la
mort sélective des cellules cancéreuses tout enrdadant plus sensibles aux autres
traitements anticancéreux existants (chimiothéramediothérapie...). L'objectif de notre
laboratoire est de développer des inhibiteurs novalents du protéasome de structures
peptidomimétiques fluorés ou non fluorés, et de tneonl’intérét du fluor en chimie
médicinale. Mon projet de these s’inscrit dans adre. Ce manuscrit S’articule en trois

chapitres.

Le premier chapitre portera sur un rappel bibliphique de la structure du protéasome et des
différentes classes d’inhibiteurs du protéasomeit@dcdans la littérature. Nous ferons aussi
un rappel bibliographique sur I'intérét du fluor enimie médicinale. Nous montrerons des
exemples ou l'incorporation de groupements flu@éété accompagnée d’'une augmentation
de l'affinité de molécules bioactives pour les nomoolécules cibles et de la stabilité
métabolique. Nous verrons aussi comment la RMN*Bipeut étre utilisée pour : i) évaluer
I'affinité d’un ligand pour son récepteur et déterer son IG ii) élucider un mécanisme
réactionnel iii) étudier la structure et la dynauvdqdes protéines. Enfin, nous verrons les

différentes voies d’acces aux peptidomimétiquesrés.

Dans le deuxiéme chapitre, nous parlerons de laaddma effectuée pour concevoir nos
inhibiteurs du protéasome et leurs synthéses. Ensgiace aux résultats de I'évaluation
biologique nous établirons des relations strucaatesité sur I'ensemble des molécules
synthétisées. Nous allons aussi voir comment laéligation moléculaire nous a permis
d’emettre des hypothéses sur le mode de liaisomake composés dans le site actif
chymotrypsine-like du protéasome et ainsi de prepasme explication rationnelle aux
différentes activités de nos composés. Enfin, poattre en valeur l'utilisation du fluor en
1



chimie médicinale, la technique du FABS basée auRMN du’°F sera développée pour

déterminer I'lGo de nos molécules.

Le troisieme et dernier chapitre portera sur leshowblogies de synthése que nous avons
mises au point pour développer des nouveaux sgathontraints fluorés dans le but de les

incorporer dans nos inhibiteurs.



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

|. Les inhibiteurs du protéasome:

[.1. Structure et fonction du protéasome :

Dans une cellule vivante, le nombre de protéinésrsconstante balance entre le taux de
synthese et le taux de dégradation. La protéolyse yn role important dans le maintien de
’lhoméostasie et la régulation de différents preassgntracellulaires. La cellule a différentes
stratégies pour éliminer les protéines anormales pour diminuer la concentration
intracellulaire d'un type de protéines. Dans lefules eucaryotes, les protéines sont
dégradées principalement par deux mécanismes pridgées distincts. Les protéines
intracellulaires a demi-vie longue, les membrarehilaires et les protéines extra cellulaires
sont dégradés par le systéme lysosdmiad. voie ubiquitine-protéasome (UP), est l'autre
mécanisme protéolytique. Ce dernier, plus séleesif,présent dans le cytosol et le noyau et
est responsable de la majorité des dégradationsysosomales. Cette voie (figure 1) utilise
de I'ATP et contient le protéasome 26S a sa bdse.jdue un réle de premier plan non
seulement dans la dégradation de protéines a logtgeaurte durée de vie mais, aussi dans la
suppression sélective des protéines anormalestepli#es ou mal assembl&elses produits

de dégradation du protéasome sont des peptidepegwient étre antigéniques du systeme
immunitaire. Un autre role du systeme UP est lalsdgpn de différents processus cellulaires
tels que la progression du cycle cellulaire, |&édéntiation cellulaire, la réponse au stress et

I'apoptose’

Ubiguitination Proteasome-mediated
degradation

. Ubiquitins
Lysine Ubiquitins 265 proteasome
% Lysine ( E
o= Protein
3 degradation

Cyclins A, B,D.E C)CE:)

p53
IxB

Ubiquitins

CDK inhibitors

Figure 1 : schéma simplifié du systéme ubiquitinetdasomé.
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Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

La majorité des protéines dégradées par le pratgassont préalablement marquées par
plusieurs molécules d’ubiquitine, une petite pmééide 8 kDa. Trois enzymes sont
nécessaires pour réaliser cette polyubiquitinatidfactivateur d’ubiquitine (E1), le
transporteur d’'ubiquitine (E2) et enfin la ligaseldquitine (E3). Tout d’abord, il y a la
formation de liaison thioester entre la padiderminale de la glycine de l'ubiquitine et la
cystéine de I'enzyme E1. Ce processus est ATP-déoen Ensuite, il se produit une
transthioestérification de I'enzyme E1 par la cystéde I'enzyme E2. Enfin, I'enzyme E3
catalyse la formation de liaison entre la pa@iterminale de l'ubiquitine et un résidu lysine
de la protéine cible (figure 2)E3 est capable de reconnaitre la protéine cibiedqit étre

détruite.

E) : Ubiquitin-activating enzyme
O
I g I
@ Ubiquitin —(i\ + ATP —— PP + Ubiquitin —(C ~AMP

O

(C-term. Gly) o Ubiquitinyl-acyladenylate
(0] _

& Ubiquitin —'(1/ (”)
Y AMP + Ep—sH —> AMP + Ej— S ~ C — Ubiquitin

(Thioester)

Ey) : Ubiquitin-carrier protein
O O
| |

Ej—S~ C — Ubiquitin + Eg— S ———> (E)—SH + Ea— S ~C — Ubiquitin

Eg : Ligase

Eg + Protein > (Eg : Protein
(substrate) O

Eg :Protein + (Eg ~ S~ C — Ubiquitin —> (Eg— SH + (Eg) + Protein
|

Ubiquitin
@ 2005 Brooks/Cole - Thomson

Figure 2 : réaction enzymatique pour la liaisorbéjuitine a la protéine



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

l.1.a. Le protéasome 26S :

Le protéasome 26S ATP-dépendant a une forme cidunelret comprend le protéasome 20S
qui assure la protéolyse, et la partie 19S qui perfa fixation des protéines
polyubiquitinées.Entre les deux, se trouve le domaine contenarteé 8iTPases qui permet

le déploiement et la translocation des protéinigsié 3)>*

iise
;3";7 /%, 20S CORE
Peptidases {'! ) % (0.7 MDa)
6 {"J} ¥ "‘E Proteolysis
ATP-(\ o

ases ) Unfolding
Rpn11 Translocation
Usp14 Sy Y Binding of polyUb

Uch-L5 and its removal

Figure 3 : structure du protéasome 26S d’apréseidsst al >

Le protéasome 20S :
Le protéasome 20S de masse molaire de 700 kDanesylindre creux formé de quatre
anneaux empilés. Chaque anneau périphérique egtoséntle sept sous-unitégandis que
chaque anneau interne est composé de sept soésfuhites trois sites actifs du protéasome
sont situés dans les sous-unitegntre les sous-unitg¢dl etf2 se trouve le site caspase-like
ou post-acide (PA) qui clive de préférence apresdsidus acides. Entre les sous-urfi@et
B3 associée a une trypsine-like (TL) clive apresrésidu basique. Enfin entfh etp6 se
situe le site chymotrypsine-like (CT-L) responsathleclivage aprés des résidus hydrophobes
(figure 4)13



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

® Chym-L (B5)
® Tr-L(B2)

Figure 4 : coupe transversale du protéasome 20&ambfiemplacement des sites actifs

Dans tous les sites catalytiques, le rédiierminal qui est la thréonine 1 (Thrl) est utilisé
comme nucléophile, ainsi le protéasome fait padtiegroupe des "N-terminal nucléophile
(Ntn) hydrolases”. La thréonine 1 agit par attaqueléophile de I'hydroxyle en sur le
carbonyle des peptides a cliver. L'aminede la Thrl joue le rdle de base dans le cycle
catalytique (figure 5AS.

L'architecture des sites actifs est bien connuecegréa de nombreuses études
cristallographiques du protéasome 20S ou’28%t d'inhibiteurs cristallisés au sein des
différents sites actif!*™® Par exemple la co-cristallisation du TMC9Bnhibiteur non
covalent du protéasome) au niveau des sites dgiadg du protéasome de levure montre, au
niveau des 3 sites catalytiques, deux poches hiidlmgs S1 et S3 dont I'occupation est
indispensable pour la fixation du substrat au @saéne. L'occupation de deux autres poches
accessoires (AS1 et AS2) est nécessaire pour ameisélectivité au protéasome par rapport
aux autres protéases et d'améliorer I'activité hitice des composés.La formation de
liaison hydrogene avec certains acides aminéselgesiue la Thr21, Gly47, Ala49 et Aspl14
(qui devient Aspl125 dans le protéasome bovin) essidfondamentale pour une liaison du
substrat au protéasome (figure 5B). Enfin tousimdmsbiteurs du protéasome adoptent un
feuillet B avec les acides aminés clés cités plus haut fgdasrde détail voir partie inhibiteurs
du protéasome et modélisation moléculaire).

La spécificité de clivage de chacun des trois sitgalytiques est due au résidu 45 présent
dans la poche S1. En effet, au niveau du site ilagd caspase-like ou post-acide (PA), le
résidu 45 est une arginine chargée ce qui favdeisenteractions électrostatiques d’'ou le

clivage aprés les résidus acides. Au niveau dutsipsine, le résidu 45 est une glycine par
6



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

conséquent la poche S1 est trés spacieuse et patent des gros groupements. Enfin, dans
le cas du site chymotrypsine, la position clé esupée par une méthionine ce qui minimise

I'espace de cette poche.

HO' (@] Sqito

yeast 20S proteasome

s 129 HO D“:é _activitv_/ :

Figure 5 : sites actifs du protéasome d’aprés @tal.*

En cas d’infection, pour augmenter la quantité delQVi(les présentateurs d’antigenes),
I'activité du protéasome est altérée dans le buprdeuire des peptides antigéniques. Cette
altération est due a la production d’interféro(i=N-y) qui stimule I'expression de 3 autres
sous-unité$ : Bli, B2i et B5i. Ces sous-unités sont incorporées dans une hedgane de
protéasome en remplacant leurs homologile$2 etp5 donnant ainsi 'immunoprotéasome

(figure 6)*® Les interférony permettent aussi la surexpression d’un activadeysrotéasome

PA28 (11S cap) qui remplace la partie £9S.

()

O
xﬁ @
@e

Constitutive Immuno-
proteasome proteasome
Figure 6 : formation de I'immunoprotéasome
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Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

Le complexe régulateur 19S:
La partie régulatrice 19S permet la fixation det@irees polyubiquitinées, leur dépliement et
leur translocation dans le protéasome 20S. Cetteypla est composée de 19 sous-unités et
peut étre divisée en deux parties : le couvercla bse. Le couvercle est constitué de neuf
protéines non ATPasiques (Rpn3, Rpn5-Rpn9, RpnphlR et seml dans la levure) et,
d’'une enzyme de deubiquitination (DUBs) dont I'aité est essentielle pour une dégradation
efficace des substrats. Cette partie permet ldidimade la protéine polyubiquitinée. La base
contient six sous-unités ATPasiques, Rptl-Rpt6,foune un cercle hétéro-hexamérique et
constitue le moteur du protéasoiePlusieurs roles ont été attribués a cette partie
ATPasique :
1. Elle fournirait I'énergie nécessaire pour la foribat du protéasome 26S par
assemblage du complexe 19S et du protéasomé& 2032
2. Elle interagirait directement avec les sous-unités partie 20S et fournirait I'énergie
nécessaire a l'ouverture du canal permettant lsgoms des protéines dans le site
catalytique?®
3. Elle fournirait I'énergie nécessaire pour la tracstion des protéines dans le site
catalytique®*

11° dans Nature montre I'architecture compléte de la

Une récente publication de Landsra
partie 19S (figure 7). Ce qui a permis de connditngangement spatial des récepteurs de
protéines ubiquitinées et de I'enzyme de deubigaiitbon (Rpnll). En effet ils ont démontré

gue Rpnll est située directement au dessus deékedtl pore et qu’elle est entourée par les
récepteurs d’ubiquitines Rpnl0 et Rpnl3. Ceci ane de connaitre le chemin de

dégradation du substrat et sera essentiel & Iddtion de la facon dont les caractéristiques
des modifications de l'ubiquitination peuvent aff¥cla reconnaissance du substrat et sa

dégradatiort?
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Figure 7 : modéle de reconnaissance, de deubigtidimet d’engagement de substrat

polyubiquitiné par le protéasome 19S d’aprés Laetai®

I.1.b. Réle du protéasome:

La majorité des protéines cellulaires sont dégragee le systeme ubiquitine-protéasome.
Parmi ces protéines, il y a les différents réguietede processus cruciaux comme les
protéines responsables de la progression du cyllalaire, de l'apoptose, des réponses
inflammatoires, de I'activation de NF-kB, de la ggétation antigénique, de la différenciation
cellulaire et autre® Par conséquent, le protéasome constitue une icitdieessante pour la
découverte de médicaments.

Il a été établi qu'a cause d’'un disfonctionnemantycle cellulaire, des cellules cancéreuses
deviennent insensibles aux signaux de mort cetkileti acquierent la capacité de se diviser de
facon autonome et anarchique. Les inhibiteurs diiépsome sont connus pour induire la
mort cellulaire rapide et sélective des cellulesmsformées, mais pas des cellules normales
grace en particulier a la stabilisation des factepB3 et p27°?® Ces facteurs permettent
I'arrét du cycle cellulaire en phase G1, l'inductide I'apoptose, et I'inhibition de NF-kB. lIs
accroissent ainsi I'apoptose et diminuent la péodifion cellulaire et I'angiogénese (figure
8)2 Ainsi, lnhibition du protéasome est un objectifuhaitable pour le contrdle de la
croissance anormale des cellules tumorales. De géissétudes récentes ont démontré que les
inhibiteurs du protéasome utilisés comme traitemadjuvant sensibilisent les cellules

cancéreuses aux autres chimiothérapies.
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T Apoptosis
i1 §
p53, Bid, Bax stabilization

T )
) . 21 027 M -kB  TApoptosis
4 Proliferation ¢ stlzlbifi;ation | PROTEASOME INHIBITION |2 L NF-kB ! Proliferation
{1 ! Angiogenesis
Caveolin-1 stabilization

i
\ Migration

Figure 8 : conséquence de l'inhibition du protéasm

[.2. Les inhibiteurs du protéasome:

Parce que plus de 90% des protéines cellulainesd&gradées par le protéasome, et grace
aux réles thérapeutiques cités précédemment, lauletdoh ou linhibition de l'activité du
protéasome présente un grand intérét dans lesgaugdiologiques. C’est pour cette raison
qu’'un grand nombre inhibiteurs de cette protéineété décris dans la littératuté®333439 e
Bortezomib ou Velcad&9 est le premier inhibiteur de protéasome approavéapFDA (food

and drug administration USA) pour le traitement mhyélome multiple en 2003 et du
lymphome du manteau en 2086°’ Actuellement d’autres inhibiteurs du protéasome sm
phase clinique de développement (figuré®d§.L'inhibition de tous les sites actifs n’est pas
nécessaire pour avoir une activité significative mhotéasome. En effet, l'inhibition ou
linactivation du site chymotrypsine seule entrainee bonne réduction de protéines
dégradéed®***? En revanche, I'inhibition des sites caspase ygistne ont peu d’effet sur
I'activité protéolytique globalé®****> Par conséquent, presque toutes les molécules
inhibitrices du protéasome en clinique agissemqgpalement sur le site chymotrypsine et ont
peu d'effets sur les deux autres sites. Selonrfeade de liaison au protéasome, il existe deux

classes d’inhibiteurs : les inhibiteurs covalenties inhibiteurs non-covalents.
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Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale
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Figure 9 : inhibiteurs du protéasome en phaseqelmi

[.2.a. Les inhibiteurs covalents:

Ces inhibiteurs sont en général des petites ségagqraptidiques avec des fonctions réactives
dans la partieC-terminal®*®* Cette fonction réactive interagit avec la thréenindu site
catalytigue avec formation de liaison covalentesgu moins réversible. La partie peptidique
permet quant a elle la reconnaissance et occupdiffésentes poches du site catalytique.
L’'avantage de ces inhibiteurs est qu’ils peuvent @tilisés comme outils pour étudier la
régulation du systeme ubiquitine-protéasome daifiérelints tissus et cellules et comme chef
de file de potentiels médicaments. En revanchehibition prolongée du protéasome par ces
molécules est toxique pour presque toutes lesleslkt entraine leur mort par apoptdsBe
plus les groupements réactifs de ces composés merdagir avec d’autres nucléophiles de

'organisme entrainant ainsi un manque de sélgétivi

Les peptides aldéhydes:
Ce sont les premiers inhibiteurs du protéasomeidétans la littérature. Ces composés
forment une liaison covalente par attaque de I'oydle de la thréonine 1 du protéasome sur
la fonction aldéhydique (figure 10). Ceci conduitaaformation d’'une liaison hémiacétale
réversible. Ces inhibiteurs rentrent aisément dartellule et leur effet est réversible car ils
sont facilement oxydés en acides carboxyliguesxptileés de la cellule par le systeme de
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transporteur MDR (MultiDrug Resistance). Par congddg, il y a une rapide perte

d’inhibition lors des expériences dans les culteelkilaires®

O
H
‘0. H
N H N
H ‘\3 2N 0-C protéasome
LH - : CH

)/ ") gH y N, <\o
N roteasome
AN
0

Figure 10 : mécanisme de formation de la liaisomibéétate des peptides aldéhydes avec la
Thrl

Les peptides aldéhydes sont bien connus commed#annhibiteurs des protéases a serine et
a cystéine, et peuvent donc inhiber ces protéasaso.

Par son action inhibitrice 25 fois plus puissanie lgs protéases a cystéine telles que la
calpaine et la cathepsine B par rapport a celldesprotéasome, le peptide ALLN (Ac-Leu-
Leu-NLe-al)6, utilisé comme inhibiteur de protéasomes€ 2,1 uM sur CT-L), a d’abord
été décrit comme inhibiteur de la calpairf® Plusieurs autres peptides aldéhydes ont été
synthétiséé®*° par exemple MG132° (Z-Leu-Leu-Leu-al, 1§ = 0,075, 0,67 et 0,45 uM
sur les sites CT-L, PA et T-L respectivement) emspl’étre plus puissant que ALLN pour
inhiber le protéasome, est aussi sélectif au psot@e par rapport a la calpaine et a la
cathepsine B Cette différence de sélectivité est due au renept@nt de Nle par la Leu qui
occupe la poche hydrophobe S1 ce qui stabilis¢efattion ligand-protéasome (figure 11,
A)). Récemment, des dérivéscétoaldéhydiques ont été décfitar exemple, le compo8é

a un K de l'ordre du nanomolaire sur le site chymotrypsibe mécanisme de liaison de ces
dérivés a été élucidé par I'équipe du Pr Grollajep-cristallisé le dériv8 dans le site CT-L

du protéasome de levure (figure 11, BJ).

A)
o H o (0] b o
)LH NQLH H o N N\s)J\N H
o) Y o H o ﬁ/H 0
ALLN (Ac-Leu-Leu-Nle-al) MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al)

6 7
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Figure 11 : A) exemple de peptides aldéhydes, Bictire et mécanisme d’action d'un
cétoaldéhyde ;

Les peptides boronates :
Le Bortezomib ou Velcade9 est le premier inhibiteur de protéasome approwarda FDA
(Food and Drug Administration USA) pour le traitethee myélome multiple en 2003 et du
lymphome du manteau en 2006 (figure 1¥&). Depuis cette approbation, la famille des
peptides boronates est devenue la plus célebrmldiégeurs du protéasome, ce qui a conduit
au développement de plusieurs dérivés du Bortezbmib?® > >*En effet, les peptides
boronates sont plus actifs et plus sélectifs queslanalogues aldéhydes et n'ont pas d'effet
sur les autres protéases a cystéine (Calpaineteejine).® L'étude cristallographique du
complexe Bortezomib/protéasome de levure a monieda Bortezomib inhibe le protéasome
par formation de liaison covalente avec I'hydroxgike la thréonine 1 pour former un adduit
tétraédrique quasi irréversible (figure 12djandis que la partie peptidique fait des liaisons
hydrogenes avec les résidus Thr21, Gly47, Alad@58let Aspll4 du site actif tout en

adoptant une structure en feuilfefigure 12c).

a)
Ho 9
HO_ OH
wNBoon N B
: WY O, Hy
JOH - - : 0-C protéasome
HY'C \( CHY
H/‘N/CHmproteasome KB, O
H (0]
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b) ©) o
Thr21 Gly47
- NN
2 H H
K\ o ﬁ\‘
I H
O oH M\\/lw/ \)\ E'O”
N\ N \U o HO, (8] Thr1
[ J @
N 0
% 4 "lArads
d a
PS-341 (Pyrazylcarbonyl-Phe-Leu-boronate), Alasﬁlhj‘l)\
Bortezomib, Velcad® 9 0

CT-L T-L PA

ICso(uM)  0.024 0.73 >40

Figure 12 : a) mécanisme d’action du bortezomib]@3) du bortezomib dans les 3 sites
catlaytiques, c) interaction du Bortezomib dansite chymotrypsine de la levure (obtenu par

diffraction aux rayons X du complexe Bortezomil@<itT-L du protéasome de levure).

Néanmoins le manque de sélectivité du Bortezomskawis d’autres nucléophiles entraine
certains effets secondaires tels que des nausgesliatirhées et la neuropathie périphérique.
De plus, son administration se fait uniguementipjgction intraveineuse. Pour palier a ces
problemes, la compagnie Cephalon a réecemment ggxelone nouvelle molécule plus
puissante et plus sélective que le Bortezomib stcle CEP-1877@® qui est en phase 1
d’étude cliniqué®*°pour les tumeurs solides et en phase | et Il pptiaitement du myélome
en rechuté® Plusieurs études de relation-structure-activité &é reportées conduisant & de
nouveaux dérivés d'acides boroniques inhibiteurgpiiéasome 20S. On peut par exemple
citer les dérivés chalcones boroniques (AM 114j’, les analogues boroniques de la
belactosinell *8 les dérivés de tyropeptiri®™ et les boroniques de lactam&&® (figure
13).
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12 13
ICs0 (UM)
Composé CT-L T-L PA
AM114 1 - -
11 0,28 >10 8,54
12 6,3 5,6 >40
13 0,008 - -

Figure 13 : exemples de dérivés d’acide boronidqueue |Cso.

Les époxycétones :

Cette famille a été développée apres la découderttépoxomicinels (ICs= 2,7 nM sur
CT-L) et de I'éponémicind5, deux composés naturels issusStieeptomyces hygroscopicus
En effet, ces composés ont montré une activitéuandralein vivo par inhibition irréversible
du protéasom&" % %3 a co-cristallisation de I'époxomicine dans le téasome de levure a
permis de déterminer le mécanisme d’action de oagpo0sés qui est le méme pour tous les
époxycétone¥’ Le groupement hydroxyle de la thréonine 1 du @séne attaque la fonction
cétone. L'amine Nklde la thréonine 1 attaque ensuite I'époxyde poumér un adduit de

type morpholino (figure 14).> %
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Figure 14 : structure de I'époxomicine et 'éponémg et leur mécanisme d’action

La pharmacomodulation des différentes parties @@okomicine a abouti a plusieurs dérivés
dont le carfilzomib4 (ICso= 6, 2400 et 3600 nM sur CT-L, PA et T-L respectieat) et le
composé PR-043 en phase clinique Il et | respectivement (figui3, seconde génération
d’inhibiteurs du protéasome développée par la cgmigaProteolix® ®° Ce tétrapeptide est
actuellement en phase clinique | et Il dans le¢draént du myélome multiple, le lymphome
non-Hodgkinien et les tumeurs solidéSon analogue YU-1016 a la méme activité que le
Bortezomib mais est aussi plus sélectif du sitenwtyypsine par rapport aux autres sites
(ICs= 6 NnM, 3600 nM, 2400 nM pour CT-L, T-L, et PA resivement sur le protéasome
20S humain). De plus, il est mieux tolémévivo car inhibe spécifiguement le protéasome, les

autres protéases ne sont touchées qu’'a partir ¢emeentration de 10 pfA4.
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Figure 15 : exemples de dérivés d’époxycétones

Les peptides vinyles:
C’est une autre classe d'inhibiteurs du protéaspossédant un accepteur de Michael a
'extrémité C-terminale. lls se lient donc au protéasome paqatt de I'’hydroxyle de la
thréonine 1 sur l'accepteur de Michael ce qui cd@nduune inhibition irréversible du
protéasome. Trois classes de composés constitetet famille : les vinyles sulfones, les

vinyles esters et les syrbactines.

Les peptides vinyles sulfones :
Les peptides vinyles sulfones sont a l'origine oidsbiteurs des protéases a cystéine, mais
ont aussi montré des propriétés inhibitrices imgiées du protéasonté&. ®° Plus de 800
molécules de structure tripeptidique et tétrapégpiiel 17 et 18 ont été préparées,
généralement par chimie combinatoire dans le baptahiser I'inhibition pour un des trois
sites actifs du protéasome (figure 18Y% ™ "“Par exempld 8ainhibe uniquement le site T-
L tandis quel8b inhibe les trois sites catalytiquésLes structures cristallographiquesifa
et 18b dans le protéasome de levure ont confirmé la foomal’'une liaison covalente entre
ces composés et la fonction hydroxyle de la thrédi (figure 17}3 Leur sélectivité vis-a-
vis des différents sites actifs du protéasome @stadl’'occupation de la poche S3 par le résidu
R4 dans les trois sites catalytiqdése principal avantage de ces molécules est quep&ut
fixer des sondes radioactives ou fluorescentesleur extrémitéN-terminale’™ " ™ Et
comme ils forment une liaison covalente stable degarotéasome on peut donc les utiliser
pour un marquage et une visualisation ciblée das fites catalytiques. D’ailleurs certains
peptides vinyles sulfones ont été marqués par dagpgments fluorescents et utilisés en
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clinigue pour déterminer la fonction du protéasoatesa dynamique dans les cellules

vivantes’®
Ri 4y O R

RS\N)\WN\:)LN)\/AlsI,m \)J\ /kffN\)L /'\/\u Ry
H 6 R M Sl

18a: R1 Me R2— CHQCONHz R3— |BU R4— (CH2)3NHC(NH)NH2
Rg= chaine laterale de proline, R7=Ac

18b: R1 Me, R2— CHQCONHz R3— R4— iBu, RG_ CH206H4OH
R7=Ac

Figure 16 : structures de peptides vinyles sulfones
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Figure 17 : mécanisme d’inhibition du protéasomelgmpeptides vinyles sulfones.

Les peptides vinyles esters:

L’unité vinyle ester qui est un excellent accept@eiMichael a été introduite dans la pa@ie
terminale des peptides. Il en ait résulté plusienotécules avec différentes structures dont
I'activité inhibitrice a été testée sur le protéaso20S (figure 18)> "Il n’y a pas de structure
cristallographique de ces composeés liés au pratéasin revanche, I'inhibition irréversible
observée lors des tests enzymatiques laisse pgaseres composés se lient au protéasome
par attaque de I'hydroxyle de la thréonine 1 sacdepteur de Michaél.Les composég0a

et 20b inhibent plus particulierement le site T-L, lees€T-L est peu inhibé et le site PA n’est
pas du tout affecté. La modélisation moléculairaantré que ces molécules peuvent adopter

un feuilletp en se liant au site acfif.

18



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

Ph
-
o, *N_0 O Rs 0 Ry
T 9 HO N
A A Y
g/\ NH N N= o "o r " o
N~ 0 20

\( 20a: Ry= Ry= Ry=iBu
19 20b: Ry= iBu, Ry= CH,OH, Rg= iPr

Figure 18 : structure de dérivés de peptides vinglters

Les Syrbactines (amidegB-insaturés):

Cette familles est composée de molécules contamanmacrocycled-lactame a 12 carbones
avec fonction amidea,p-insaturée. Ce macrocycle est lié a une chaineralaté
pseudopeptidiqu&: *® Les syringolineS' ® et les glidobactines sont des produits naturels de
cette classe. L'étude cristallographique de langyiine A21 complexée au protéasome de la
levure montre la formation d’'une liaison covaleatec la thréonine 1 du site catalytique ce
qui forme un adduit irréversible (figure 1986)La syringoline A est aussi actiwe vivo et a

un effet antiprolifératif et pro-apoptotique sus leellules cancéreuses de I'ovaire et les
neuroblastomes. D’autres analogues de la syring@iont été synthétisés et ont aussi montré
une bonne activité inhibitrice du protéasome maiger tout de méme moins actifs que la
syringoline A%

La glidobactine A 22 isolée des bactériePolyangium brachysporuna une activité
cytotoxique sur des lignées cellulaires cancéreesgsolonge la vie de souris atteintes de
leucémie P388&? La co-cristallisation de la glidobactine et dutpasome de levure a montré

qu’elle agit de la méme maniére que la syringofir@@igure 19)**
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Figure 19 : a) structure de la syringoline A elalglidobactine A, b) mécanisme d’action des
syrbactines, c) constante d’affinité de syringolet de la glidobactine A sur le protéasome

d’eucaryote.

Les dérivés dg-lactones :

La lactacystine et ses dérivés:
Les y-lactameB-lactones sont une autre importante famille d’iiteirs du protéasome. Le
premier inhibiteur naturel non peptidique du pretdae est la (+)-lactacystirgS isolée de
Streptomyces lactacystinaeuSe composé agit comme prodrognevivo, ou il régénére
spontanément la molécule bioactive: la clasto-tadiinep-lactone connu sous le nhom de
Omuralide24 avec élimination de N-acétyl-cystéine (figure 2D®)L’analyse de la structure
des cristaux du complexe Omuralide/ protéasomevdeéd prone que I'ouverture nucléophile
de l'unitép-lactone est cruciale pour l'inhibition, ceci comshnt a la formation d’une liaison
covalente avec la thréonine 1 (figure 20B))' En occupant la poche hydrophobe S1, le
groupement diméthyle de I'Omuralide joue un rééstimportant dans la sélectivité vis-a-vis
des autres protéases a cystéines(figure 20C))ieBtgssyntheses et évaluations biologiques
de I'Omuralide et de ses analogues ont été effesfié® ®Les relations structure-activité
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ont montré que le cyclg-lactone est essentiel pour avoir une activité bifice du
protéasome et que le remplacement du méthyle gpa€idne chaine aliphatique plus longue

augmentait I'activité.

Lactacystine Omuralide

23 24
B)

Omuralide

C)

Figure 20 : A) structure de la lactacystine et ’'@amuralide, B) mécanisme d’inhibition de
I'Omuralide, C) structure du complexe omeraldinef@asome dans le site chymotrypsine de

la levure.
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La Salinosporamide et ses dérivés :
Un autre composé trés prometteur de la famille gdactamep-lactones est la
Salinosporamide A développée par la compagnie Nereus (figure 21A. est isolée d'un
actinomycete marinSalinospora tropicat est actuellement en essai clinique de phaseirl p
le traitement du myélome multiple et d'autres casite Elle est administrée par voie
intraveineuse aux patients résistants au bortez®htia Salinosporamide A est 35 fois plus
efficace que 'Omuralide et inhibe de facon irréiele les 3 sites catalytiques du protéasome
de lapin (IGo = 2,6, 21 et 430 nM pour CT-L, T-L et PE)Elle est aussi trés sélective du
protéasome, jusqu’a 1000 fois moins efficace ssialéres protéases tels que la cathepsine A
et B, la trypsine et la chymotrypsifieLa cristallisation de la Salinosporamide dans le
protéasome de levure a permis de connaitre son miadé&on (figure 21B)}:> *® Comme
avec I'Omuralide la thréonine 1 attaque d’abordfdaction p-lactone conduisant a la
formation d’un adduit ester, ensuite le départ Hlore forme un éther cyclique qui est le
produit final (figure 21C)). La compagnie Neureuauwssi effectué des relations structure-

activité aboutissant & plusieurs analogues telSgli@osporamide B 88 9192

o]
B =§ M45
, O,

Salinosporamide /1

CHs Salinosporamide RB5
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Figure 21: A) structure de la Salinosporamide A Bst B) structure du complexe
Salinosporamide A /protéasome dans le site chymsimg de la levure, C) mécanisme

d’inhibition du protéasome par la Salinosporamide A

La Belactosine et ses dérivés :

Les Belactosines A et C sont isoléesSteeptomycegt possédent une activité antitumorale
intéressante (figure 22). En effet, elles inhidantroissance cellulaire dans le cancer humain
HeLa S3 avec une Kgde 50 et 200 uM respectivement pour la belactosieeB>® In vitro

leur activité sur le protéasome de lapin est coalgara celle de la lactacystine. Des
modifications structurales de ces produits natudks que I'acétylation de I'amine libre ou

I'estérification de I'acide carboxylique augmentemir efficacité’®

H “u,, o H (0]
HNJ\WN : \\/ /'\WN .
O

(0]
. 0
belactosine A 27 belactosine C: Ry= Ry=H, n=1
26 28 homobelactosine C: Ry= COOBn, R,= Bn, n=2

Figure 22 : structures des dérivés de la belaaosin

Autres inhibiteurs covalents du protéasome:
D’autres inhibiteurs covalents moins connus du gasbme sont les polyphénols ((-)-
epigallocatechin-3-gallate ou EGC@9 et les terpénoides (le Celastr8l (figures 23). En
effet, Dou et al. ont montré que les polyphénols contenant uneolmisster inhibent
sélectivement le protéasome 20S des procaryotes=(B5-194 nM sur le site CT-L) et le
protéasome 26S dans les cellules vivantes dansrieur de Jurkat (1-10 pM{.Des études
de modélisations moléculaires ont montré que Ibitldn irréversible du site CT-L du

23



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

protéasome par 'EGCG implique la formation desla acyle entre I'hydroxyle de la
Thréonine 1 et la fonction ester de 'lEGEG.

Plusieurs Ginsénosides isolés Bignax ginsengitilisés dans la médecine traditionnelle, ont
été testés pour voir leur capacité a inhiber letgasome. Tous ces stéroides inhibent
sélectivement le site CT-L a I'exemple du Celastyaila une IGy de 2.5 uM sur le site CT-L

du protéasome du lapift®’

OR
o @EOR
RO OR
"0
R OR
geou
OR

R=H: ( -)-EGCG Celastrol
29 30

Figure 23 : exemples de polyphénol et de terpénoide

[.2.b. Les inhibiteurs non-covalents:

Bien que les groupements réactifs des inhibiteavslents du protéasome peuvent contribuer
a une interaction efficace avec I'enzyme, ils petnaissi induire une manque de spécificité
par rapport aux autres nucléophiles cellulaires. des leur extréme réactivité et leur
instabilité limitent leur utilisatiomn vivo,”*%%%°

Les inhibiteurs non covalents du protéasome onfpété étudiés mais présentent un grand
intérét thérapeutique et pourraient induire moireffets secondaires que les inhibiteurs
covalents’? En effet, ces composés contiennent une structémérglement peptidique qui
permet la reconnaissance avec le protéasome maisiépourvus de groupements réactifs.
Ces inhibiteurs se lient au protéasome par le biaikaisons faibles (hydrogéne, hydrophobe,

électrostatique et/ou Van Der Waals).
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TMC-95 et ses dérivés :

TMC-95A, B, C et D sont des molécules cycliguesurgles issues du bouillon de
fermentation de Aspiospora montagnei Sae@yant une activité inhibitrice du protéasome
(figure 24)X° Le stéréiosmére TMC-95A est le plus abondant ssiale plus actif sur le
protéasome humain avec unedde I'ordre du nanomolaire sur CT-L @& 5,4 nM pour
CT-L, 200 nM pour T-L et enfin 60 nM pour PA). TME@5A inhibe I'activité du site CT-L du
protéasome d'autres espéces telles que la bovink étvure avec presque la méme
efficacité!*1%?L’inhibition par le TMC-95A est trés sélectif cavec une concentration de 30
MM, la calpaine, la cathepsine L et la trypsinesoet pas touchées. Cette molécule est aussi
active sur les cellules de leucémie promyélytigl@ee 9,8 UM) et de cancer de colon
humain (IGo= 4,4 uM).

10) ° TMC-95 R1 R2 R3 R4
Ry=— A H OH CH; H
R, B H OH H CHs
CHy C OH H CHy H
31 D OH H H CH;

Figure 24 : structure chimique de TMC-95A, B, C, D

Le TMC-95A a été cristallisé dans les trois sitetalytiques du protéasome. L'analyse de ces
complexes montre que TMC-95 se lie au niveau desoes unités par un réseau serré de
liaisons hydrogénes sans aucune modification chienide la thréonine (figure 25)Ces
interactions non covalentes conduisent a la foomat’un feuilletp antiparalléle entre le
TMC-95A et les acides aminés clés (Thrl, Thr21,2G)yAla49, Aspl114) du site catalytique.
La chaine latérale de l'asparagine occupe la p&htandis que la poche S1 est occupée par

un motif (Z)-propenyle.
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L’analyse de cette structure cristallographiqueeenyis la conception et la synthése de 39
molécules qui contiennent dans leurs structuresélésents importants du TMC-95A

nécessaires pour la liaison dans le site catakyfifu**'*

Q Lys33
~—~" HN
Thr1 =0
, Ser20
OH. 2 HO™
Gly47) L
~— |\ 3.34 .-'D/ NH
&, g Thr21
S w257 HO
Thr48 —0.NH"
- “OI'L’ gsHN o
Gly23
: 287
_NH" g
O0=ala49

Figure 25 : structure schématique du réseau dmhdiydrogene entre la TMC-95A et le site

actif T-L du protéasome de la levure d’aprés Geokl!

Au vu de l'activité de TMC-95A, il n'est pas étomague beaucoup d’efforts aient été
fournis pour développer des analogues synthétigQ&Est ainsi que plus de 45 analogues
linéaires ont été développés et synthétidézarmi eux, les peptides linéaird® et 33 actifs
sélectifs sur un, deux ou trois sites actifs dugasome avec une constante d’inhibition Ki
comprise entre 0,32 et 84 pM (figure 28).Ces dérivés linéaires de la TMC-95 ont une
activité inhibitrice significative du protéasormevitro et sur cellules et sont métaboliquement
stables™® Un analogue du compo$? a été cristallisé dans le site actif du protéaseme

présente une liaison au protéasome similaire au DB’

0 R, 0

H H
R4/N§)L”)\[(N\gJ\R1

0 /  32:X=Bry=
— 33:X=Y=H
Y HN

OR
® X

Figure 26 : structure de dérivés linéaires de TNiB-9
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Les dérivés d’Aminobenzylstatine et analogues:

Le screening a haut debit effectué par le labamatdiovartis a montré que le dérivé
synthétique de la 2-aminobenzylstatB#einitialement utilisé pour inhiber la protéase délV
présente une activité inhibitrice du protéasomgu(e 27):°"1°8109119%Cet inhibiteur non
covalent du protéasome est beaucoup plus actifiesgite CT-L du protéasome 20S de
'humain (IGo= 0,9 uM) que sur les sites T-L et PA {§G 20uM). Cette molécule a été
optimisée en utilisant la modélisation moléculgioair donner le compos¥6. Ainsi le motif
statine a été remplacé par un résidu 3,4,5-trimgtitenylalanine qui interagit avec la poche
S3. La partie N-terminale occupée par le groupenpiéinoxyphenyle occupe les poches
accessoires AS1 et AS2. Ce composé est un puissgabiteur du site CT-L du protéasome
20S humain avec une dg&de 15 nM. Il bloque aussi I'activité du protéasofit®= 20 nM)

et la prolifération des cellules MDA-MB (¥ 60 nM)%’

Figure 27 : structure des dérives d'aminobenzytstat (en couleur le motif
aminobenzylstatine).
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Les peptides et pseudopeptides:
Dans cette classe de peptides et pseudopeptiddsambh’activité du protéasome, nous
pouvons citer le peptide naturel Argyrine A (fig@®). C’est un octapeptide cyclique isolé de
la mycobactéridrchangium gephyrgui inhibe le protéasome avec la méme efficaait lq

Bortezomib9.*'* A ce jour, son mécanisme d’action n’a pas enctiFelécidé.

S/N HNAQQ

Sl

e

O:§/~NHHNLO ° /N
N "

o
37

Figure 28 : structure de I'Argyrine

Cette classe est aussi constituée de lipopeptidesant obtenus par ajout d’'une chaine
aliphatique sur I'extrémit&l-terminale d’un peptide ayant montré une activitébirice du
protéasome’? Le groupement lipophile peut avoir deux fonctiomsnéliorer I'activité
inhibitrice et permettre le passage de la membcatialaire. Ainsi les lipopeptide38 et 39
inhibent les sites CT-L et PA du protéasome de rievavec une 1§ de l'ordre du
micromolaire (figure 29'* La structure de ces molécules peut étre modjf@e inhiber

sélectivement un ou plusieurs sites actifs du psaime.

COOH

G,
/©/ \M)\TITHDY n=4-16

Figure 29 : structure des lipopeptides inhibitedusgprotéasome
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Les inhibiteurs non peptidiques:
La majorité des molécules de cette classe ontlétdifiée par un criblage de larges librairies

de molécules chimiquésOn peut par exemple citer les hydronaphtoquinoeles quet0

et les naphtoquinones telles que PI-08B'*!°

(figure 30). Ces molécules inhibent
sélectivement le protéasome des cellules cancé&etm# en ciblant les trois sites

catalytiques. En revanche les cellules normalesonépas touchées.

©

O J
“~ |

41 P1-08340

Figure 30 : structures des hydronaphtoquinonds&nhaphtoquinones

Les hydrourées, une autre classe d’inhibiteursgtntécemment identifiées par criblage. Les
relations structure-activités effectuées sur celeombes ont aboutis au compot&ayant une
constante d'inhibition de l'ordre de 30 nM pour $de CT-L du protéasome. L’'étude
cristallographique du compod dans le site CT-L du protéasome de levure a maypiedes
poches S1 et S3 sont occupées par les groupenmemislerants tels que les noyaux benzyl et
d’adamantane (figure 31). Une absence de liaiswalente entre la Thrl et le compakgest
constatée. Enfin ce composé contracte des liaiegdsogeénes avec la Gly47, Thr2l et la
Ser118 (figure 313*°
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Figure 31 : structure de l'inhibiteur hydroxyuréesa structure cristallographique dans le site

CT-L du protéasome de levure d’aprés Gallastegal**°
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Il. Intérét du fluor en chimie médicinale:
[1.1. Généralités sur le fluor:
Il.1.a. Propriétés physico-chimiques du fluor:

Le fluor est le treizieme élément par ordre d’alsored dans I'écorce terrestre (0,028%), et
est le premier halogene. L'atome de fluor est pasiculier car c’est le plus petit élément de
la classification périodique apres I'’hydrogéne. Sayon de Van der Waals est proche de
ceux de l'oxygéne et de l'azote et c’est I'élémbniplus électronégatif selon I'échelle de
Pauling (tableau 1)"".

H F O N C Cl
Ruaw (A) 1,20 1,47 1,52 1,55 1,70 1,75
Ap 2,20 3,98 3,44 3,04 2,55 3,16

Tableau 1 : rayon de Van der Waals (&) et élecyatigité selon Paulingf)

Un excellent recouvrement de ses orbitales 2s oav2g les orbitales correspondantes du
carbone entraine une forte polarisation de ladraisarbone-fluor. A ceci s’ajoute la faible
polarisabilité de I'atome du fluor pour donner diddéson C-F I'énergie de dissociation la plus

forte que le carbone puisse faire avec un autraehé (tableau 2)

Longueur de liaison (A) Energie de dissociationgkmol)
CHs-H 1,09 104.3
CHs-F 1,39 108,3
CHs-Cl 1,77 82,9
CHs-Br 69,6

Tableau 2 : comparaison des propriétés physiquesrti&ines liaisons C-X

Cette force de liaison augmente avec le nombreuxiies de fluor lié au carbone (tableau 3).

Composé ChF CHF; CHR; CK

Energie de dissociation (Kcal/mol) 108,3 119,5 527, 130,5

Tableau 3 : énergie de dissociation de la liaiséh C
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[I.1.b. Effet du fluor sur la lipophilie :

La notion de lipophilie est tres importante dansdaception de médicaments. En effet, il est
nécessaire de respecter une bonne balance hyditipbiphile dans une molécule pour
permettre son absorption, son transport dans ledeseet les tissus et enfin son interaction
avec la molécule cible. S’il a été démontré quitularation augmente la lipophilie, ceci n’est
vrai que pour les composés aromatiques et plusrgiéndent lorsque les atomes de fluor se
trouvent eru d’atomes ou de systéme possédant des électrgableau 4):8 119

Log P (octanol/eau)

CeHs-OH 1,48
CeFs-OH 3,23

Tableau 4 : comparaison de IBglans les systemeas

Au contraire la présence de fluor dans une moléalifghatique décroit la lipophilie mais
augmente I'hydrophobie, au point que les moléchkstement fluorées ne sont solubles ni
dans les solvants organiques, ni dans I'eau, formmsi une troisiéme phase (tableau?8).
121.Cette augmentation de I'hydrophobie est particafigent appréciée en chimie médicinale
car elle stabilise les structures en feuipet?*? Il serait donc intéressant d'introduire des
groupements fluorés dans les peptidomimétiquesoqtiune conformation bioactive en
feuillet p.

Structures Log P Structures Log P
CH3CH,OH -0,32 CRCH,OH 0,36
CH3;CH,CH,OH 0,34 CECH,CH,OH 0,39
CH3CH,CH,CH,OH 0,88 CRCH,CH,CH,OH 0,90
CH3;CH,CH,CH,CH,OH 1,40 CRCH,CH,CH,CH,OH 1,15

Tableau 5 : comparaison des valeurs log P (octauo)/des composés fluorés et non fluorés.
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Il.1.c. Effet du fluor sur I'acidité, basicité et liaison hydrogéne:
Acidité, basicité :
Les groupements fluoroalkyles sont trés électractiburs, par conséquent l'acidité des

hydrogenes voisins est fortement augmentée. Géests dans les acides carboxyliques, les
alcools et les amides. De méme, la fluoration diraita basicité des amines (tablead®$)'?®

Acidité
structure pKa Structure pKa
CHsCOOH 4,76 CECOOH 0,5
CH3;CH,OH 15,9 CRCH,OH 12,4

P 9,6 F P 2.1
E:ENH FﬁNH
F
(o]
F4-Succinimide

Succinimide

Basicité
structure pKb Structure pKb
CH3CH,;NH; 10,7 CRCH;NH; 3,3
CeHsNH> 4,3 GFsNH; 0,36

Tableau 6 : valeurs de pKa et pKb de composésdtuer non fluores.

Liaison hydrogene :
Les liaisons hydrogénes jouent un role tres impbrians les interactions entre un ligand et
sa cible biologique.
En dépit de sa forte électronégativité et de saepd’électrons libres, le fluor est un faible
accepteur de liaison hydrogéne du fait de la fafulkarisation de ses électronet 6.**’ Si
I'atome de fluor lui-méme n’est pas directementlimpé dans des liaisons hydrogénes, son
effet inductif joue un réle trés important sur fdpde des fonctions voisines a donner (HBD)

ou & accepter (HBA) des liaisons hydrogénes (tablg&* **°
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structure HBA HBD Structure HBA HBD
CH;COOH 0,42 0,550 GEOOH - 0,951
CH3CH,OH 0,44 0,33 CECH,OH 0,18 0,57
Succinimide - 0,493 #Succinimide - 0,86
CH3CH,NH; 0,70 - CRCH,NH; 0,36 -
CeHsNH; 4,3 - GFsNH - -

Tableau 7 : valeurs des HBA et HBD de composésékio

I1.1.d. Effet du fluor sur les propriétés biologiques

Les molécules fluorées sont présentes dans la plules grandes classes thérapeutiques

(flgu re 32) .117,126—130

0o o0
o F
Ty oyl
HN
07N & OMe A
S-fluorouracile Moxifloxacine, antibiotique Méfloquine, antiparasitaire
Anticancérew (Bayer, 1999) Walter Reed, 19¢
HC o

CHs |,

Nj
N.__N
J@[ \r/ OCF,H
O,N =
/) F N NJ F3C)\F
7: ] F

Flunitrazépam, hypnotique Flutonidine, antihypertenseur pesflurane, anesthésiques
(Hoffman-LaRoche, 1975) (Boeringher) (Baxter, 1992)

Figure 32 : quelques exemples de médicaments Buoré

Si l'incorporation de fluor dans une molécule bibae ne modifie pas toujours son affinité
pour sa cible, elle peut engendrer une profondeiffnation au niveau de son activité
biologique. Ainsi le processus d’absorption, derthation, de reconnaissance et d’interaction

avec la cible biologique, le métabolisme et I'élation de cette molécule seront affectés.
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Affinité :
L’affinité d’'un substrat pour sa cible est due e@empier lieu a sa complémentarité avec la
macromolécule cible. La reconnaissance molécukstefaite grace a des interactions qui
peuvent étre des liaisons covalentes, des liaibgdeogénes, des interactions dipolaires ou
hydrophobes.
La présence de fluor peut augmenter la force deintegactions ce qui pourrait améliorer
I'affinité du substrat pour sa cible. Par exemmefllor, grace a son effet inductif, peut
augmenter le caractere donneur de liaison hydroghase hydrogénes voisins. De taille
comparable a un groupement isopropyle, le groupe@Enpeut mimer la chaine latérale de
nombreux acides aminés (valine, phénylalanine...)lidasds ou des inhibiteurs d’enzyme.
Ainsi, le caractére hydrophobe de ce groupememduinet d’'occuper une poche hydrophobe
destinée a accueillir les chaines latérales d'acigeinés.'®
Aussi le changement conformationnel induit parttaduction de fluor peut augmenter son
affinité pour sa ciblé3! La forte électronégativité du fluor, et donc latéopolarité de la
liaison C-F, favorise les interactions dipdle-dgpdalans le site de liaison. Cette capacité du
fluor a été mise a profit dans les inhibiteursaélombine. En effet, il a été démontré que le
composé monofluoré a une affinité cing fois plugd@our la thrombine que son analogue

non fluoré (figure 338

L
_N 0o

R
R Ki- thrombine (LM)
HOOC™ 'NH
H 1,6
F 0,26
H,N” >NH

43
Figure 33 : affinité d’inhibiteur fluoré de la thrdine

Absorption :
L’absorption est le parcours effectué par le médmat depuis son site d’administration
jusqu'a sa cible biologique. En fonction du sitedhinistration le principe actif aura a

traverser la barriére intestinale (voie orale)ptariere hémato-encéphalique (si la cible se
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trouve dans le cerveau) ou la barriére cellulairardcroorganisme pathogene (si la cible est
un agent infectieux pathogéne). Ces étapes depetnsont dépendantes de facteurs comme
la lipophilie, le pKa, la solubilité et le poids téoulaire. Comme on a pu le voir
préecédemment, la présence d’atome de fluor peutifimodccertains facteurs comme
'augmentation de la lipophilie ou de I'hydropholaieine molécule. Elle peut aussi agir sur le
pKa, soit en augmentant I'acidité des protons wsigiu en diminuant la basicité des amines.
Ce dernier effet a été exploité pour diminuer lssicité de la fonction amidrazone
d’inhibiteurs de la thrombine. Cela a conduit a @wugmentation du pic de concentration

maximale sanguine aprés administration par voikeaha composé chez le rat (figure 3.
133

%HﬂTD

ST
1] =
IO
R Gnax (UM a 30mg/Kg)
R
H 1,6
HaN—\ 44
N—NH, F 41

Figure 34 : influence du fluor sur le pKa et I'aljgioon

Métabolisme:

Métabolisme oxydatif :

Le ralentissement du métabolisme oxydatif est I'uhes raisons les plus fréquentes
d’introduction d’atomes de fluor dans une molécie. effet, la force de liaison C-F (voir
page 31) combinée a la formation difficile de lmisO-F explique cette résistance a
I'oxydation**’ Les groupements fluoroalkylés tels que,OEFs, C,Fs ont une inertie quasi-

totale a I'oxydation, ils peuvent donc remplacerguaupe alkyl pour éviter le métabolisme
oxydatif. Un exemple significatif de cette stragégst illustré sur la figure 35, ou la
protection de la chaine latérale par le groupent@R{ (composé 46) conduit a une

augmentation de la concentration plasmatique dosé analgésique muscarinidtie.
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N _S.
N\ /N N\ /N
S
gy
N N F
F
(5S, 6% exo4t (5S, 6% exo (LY316108%6

Produits Ki (nm)  Concentration plasmatique (ng/kgjes 1h
(5S, 6%exo 0,45 21
(5S, 6$exo(LY316108) 0,40 805

Figure 35 : augmentation de la concentration pléisjna par ralentissement du métabolisme

Métabolisme hydrolytique :

Le fluor est connu pour déstabiliser la formati@ncarbocation situé eh'*’

Cette propriété
du fluor est exploitée en vu de renforcer la rasise au métabolisme hydrolytique. Au
laboratoire, cette propriété a été mise a profitsda synthese d’un analogue trifluométhylé
de la désoxoartémisinine, un composé aux proprigtéipaludiques. La protonation de la
double liaison de la désoxoartémisinine conduiti dokmation d’oxonium qui évolue tres
rapidement vers un métabolite inactif. L'introdectide Ck sur la double liaison défavorise
la formation de cet oxonium et empéche ainsi lanfdron de métabolite inactif. De plus, le

dérivé fluoré est actih vivo, ce qui n’est pas le cas de la désoxoartémisifiigere 36)*>>

136

— » métabolite inactif

Désoxoartémisinind?7
In vitro 1Csop= 20nM

In vivo (test de Peters) 0% de survie
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CFRs-désoxoartémisininé8
In vitro 1ICs¢= 6,3 NnM
In vivo (test de Peters) 90% de survie

Figure 36 : activités antimalariquisvitro etin vivo de glycals dérivés de I'artémisinine

Il.1.e. Inhibiteurs d’enzymes par modification de & réactivité chimique :

L’introduction de fluor dans une molécule peut nfiedi sa réactivité chimique. Cette
modification est liée a trois facteurs : la foreeld liaison C-F, le caractere électroattracteur
des substituants fluorés, et la perte d’ion poedilains les processus Ri¢limination. Sur ces
bases les différentes stratégies pour concevointésiteurs d’enzyme sont :

Les inhibiteurs analogues de substrats :
L’atome de fluor peut mimer stériquement un hydregeet stéréo-électroniquement un
hydroxyle. D’autres groupements fluorés sont wdipour mimer d’autres fonctions (figure

37). Ainsi les monofluoroalcenes sont des mimes tnydrolysables de la liaison

peptidique*’
Q o
o Y 0
V I ~_NH
OH
I I f I
F F Fo_F
ﬁ Fl OH, |
£ PN |
Il

Figure 37 : mimes fluorés de groupes fonctionnels
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Les inhibiteurs stabilisant ou déstabilisant lestammédiaires réactionnels :
Le caractere électronégatif du fluor peut étrasgtipour défavoriser le développement d’'une
charge positive. Dans un processus biologique gupht un état de transition chargé
positivement cette propriété peut étre mise a priodis fluorocétones sont de trés bons mimes
de I'état de transition tétraédrique impliqué ddihgdrolyse de la liaison peptidique. Le
carbonyle de ces fluorocétones est tres électmploié qui facilite I'attaque de l'entité
nucléophile du site actif de I'enzyme. L'interma&ide tétraédrique formé avec I'enzyme est
tres stable, par conséquent I'équilibre ne peuté&ies déplacé et I'enzyme se trouve ainsi
inhibée. L’exemple d’une aspartyl protéase est néostir la figure 38’

_enzyme-As
o Zy p

enzyme-Asp H
H\)?\ J\enzyme-Asp-OH H (') O(ﬂ\ /N\/&O enzyme-Asp-
—_— z
R M rR A * y OH
/N\_/go
NH, Ii
enzyme-
o Ao.OH (Ianzyme-Asp ?nzyme-Asp Asp-PH
H enzyme-Asp- H O. 0©
H O OH
RFF R F F A FF - JS(
R FF

Figure 38 : inhibition d’'une protéase a sérineypaa-amino trifluorométhylcétone

Inhibiteurs irréversibles : concept de substratiside :
Cette inhibition est due a un départ d’ion fluoratevant une réaction dgeélimination. Bien
gue I'anion fluorure ne soit pas un bon nucléofagesmuse de la grande force de liaison C-F,
les cétones, imines et esters donnent facileméts @action dg-élimination (figure 39). La
présence d'un tel groupement électroattracteumgsbrtante car le produit d’élimination est
un accepteur de Michael, d’autant plus réactif quau plusieurs atomes de fluor seront
présents sur la double liaison. Cet accepteur addél pourrait former un adduit irréversible

avec un nucléophile du site actif d'une enzymeufig39).
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F._° o
~. o /\ + F
PO . U )F\)(J)\ addition irréversible F_O
Dl Mg —— Bk, — A e
H F OR F KN OR enzyme-Nu OR
enzyme-Nu

Figure 39 : le fluor dans les réactionspdélimination.

[I.1.f. RMN du fluor et applications :

Le criblage de larges librairies de molécules aubeap été utilisé ces derniéres années pour

la découverte de nouveaux médicaments. Dans cextenta RMN duH a été utilisée pour

la découverte de potentiels inhibiteurs dans plusielasses thérapeutiques, notamment des

inhibiteurs de la matrice métalloprotéase stromels{iMMP-3Y*% de la protéine de

papillomavirus humaine EZ, etc...

La RMN du®F, quant & elle, a été utilisée pour I'étude diiatdions ligands-protéines avec

des protéines contenant des acides aminés fluarée®ligands fluoré$®'* Le criblage de

molécules par RMN difF présente de nombreux avantages par rapport Sikdr *H 4%

1. Une abondance isotopique de 100%, ce qui conduitedplus grande sensibilité. En
théorie, la sensibilité du noyatF est de 0.83 fois celle du proton, mais en pratigu
fluor est plus sensible que le proton.

2. Les solvants protiques, les tampons ou les détergeinterferent pas avec la mesure,
ce qui permet un screening dans des solutions tanées mieux appropriées pour la
stabilité et la solubilité des protéines.

3. L'absence de chevauchement entre les différentsasigobservés en RMN didF
permet le screening d’'un large de mélange de sitegtchimiques et d’automatiser
I'analyse du spectre.

4. La grande sensibilité du fluor & son environnenpErimet de voir une variation du

signal d’un ligand libre ou lié a son récepteur.

Avec toutes ces propriétés, il n'est pas étonnaetlg RMN™F ait été utilisée dans les tests
d’interaction ligand-protéine, les mesures ddgCpour ['élucidation d’'un mécanisme

réactionnel et les études structurales et dynarsidas protéines.
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Application dans le criblage de I'interaction ligalhirécepteur:
Le criblage de l'interaction ligand-récepteur paviIR du *°F de ligands fluorés a beaucoup
été utilisé dans la littératuré?® 143 144 Cette technique consiste a faire un criblage d’'une
librairie de ligands fluorés sur une macromoléaiiide. Les ligands ayant une affinité pour la
cible sont identifiés par un élargissement et/owéplacement chimique de leurs signaux par
RMN du®F. Bien que efficace et trés utilisée, cette teghmiprésente certains inconvénients
et limitations. En effet, on peut détecter la fimatde ligands non spécifiques tandis que les
ligands avec une forte affinité pour le réceptées,ligands avec une cinétigue lente et ceux
peu solubles dans I'eau ne sont pas détectés. iBe fdpplication de cette technique est
limitée aux ligands fluorés.
Pour remédier a ces inconvénients une nouvellentgeld appelée« Competition ligand-
based NMR screening » a été dévelopfge*® 4" 8Cette approche appelé FAXS
(Fluorine chemical shift Anisotropy and eXchange fecreening) consiste a mettre en
compétition une ou plusieurs molécules chimiquescawn ligand fluoré appelé molécule
« espion ». Cette molécule « espion » doit avoie famble ou moyenne affinité pour la
macromolécule cible. Ces expériences sont en géréaisées en présence d'une molécule
fluorée qui n’interagit pas avec le récepteur attde signal reste constant: c’est I'étalon
interne ou molécule contrble. Le diagramme schémuatidu FAXS est représenté sur la

fiaure 40.
A) B)

°@°@ . >

S
il
5 1°F 5 '°F

Figure 40 : diagramme schématique de I'expériecé¢F:*?
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En absence de ligand du récepteur, la moléculpieres ayant une affinité pour le récepteur
va se fixer au niveau du site catalytique ce quidcdt a un élargissement et une diminution
de son signal (figure 40A)). Ce changement d’aspsttd au fait que la molécule se relaxe
differemment suivant si elle est libre ou liée apltéine cible. En effet, le temps de
relaxation transversale, ™'une petite molécule est plus long ce qui donnesignal fin. En
revanche, ce temps; Bst plus rapide dans une grosse molécule (prgtéineonduit a un
signal plus élargit. Lorsqu’une molécule est liégena protéine, elle adopte la méme propriété
de relaxation que cette derniére avec un temp<ldeation & plus court conduisant a un
plus signal élargit. En présence de ligand du rtécepil va y avoir une compétition entre la
molécule « espion » et ce ligand. Si ce dernieplkst affin que I'espion, il va le déplacer du
site catalytique et par conséquent son signal deviia (figure 40B)). Le FAXS marche avec
un exces de ligands par rapport au récepteur lemsneilleurs résultats sont obtenus avec des
ligands fluorés dont I'échange entre la forme laerécepteur et la forme libre est assez
rapide.

Ainsi cette technique de « competition ligand-baS®&tR screening » est tres fiable car elle

ne permet la sélection que de ligands spécifiquagckpteur.

Sélection de la molécule « espion »
Le FAXS est une technique qui requiert d’aborddhtfication de la molécule « espion »
utilisée pour le screening. De plus, la moléculssgion » et la molécule contrdle ne doivent
pas avoir le méme déplacement chimique. Les deatégies envisagées pour la sélection de

cette molécule sont décrites dans la figure 41.
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» S T
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+ protéimne YF + protéime : ’
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ITC )
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« esplon »

Figure 41 : différentes stratégies pour la sélaatie molécules « espion »

Dans la premiere stratégie, (figure 41A)) on pauhd petite librairie de molécules fluorées.
Ces molécules subissent le test de WaterLOGSY (Wagand Observation with Gradient
Spectroscopy) qui est un transfert d’aimantatiofiebal au ligand en passant par la protéine.
Cette technique permet de sélectionner les ligajilsnteragissent avec la protéine cible.
Seules les molécules suffisamment solubles, stadile® présentant pas d’agrégation sont
choisies pour la suite. Les ligands sélectionn&sgssant ensuite le test d& CPMG (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill) qui permet de choisir lesdigds ayant un signal différent libres et liés
a la protéine: exemple de molécules A et B (figdi2g. Cette étape est nécessaire afin de
trouver la bonne molécule « espion » car le Wat&Bd peut identifier des molécules dont
la relaxation transversale,Rlu **F en présence ou absence de protéine n'est vigige
pendant une minute. Les ligands identifiés par WAQESY et montrant une atténuation
assez significative du signal en présence et eenabsde protéine comme le fait la molécule
A (figure 42) sont retenus comme potentielles mdiEs « espion ». Enfin, les constantes de
dissociation k des potentielles molécules « espion » pour laedbint déterminées par ITC
(Isothermal Titration Calorimetry) ou par fluoresce. Les molécules ayant une faible
affinité et un seul site de liaison sur le récepteant sélectionnées comme molécules

« espion ».
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L’autre stratégie (figure 41B)) consiste a partirrdligand connu du récepteur sur lequel on
fixe un ou plusieurs atomes de fluor. Cette incaapon d’atome de fluor ne doit pas trop

influencer I'affinité de la molécule pour son rétmp. La suite est identique a la premiére

stratégie.
B
A
- protein
vt byt pnerln
+ protein
el el A s L onvns ‘..:‘L.‘
Difference ‘
175 170 165 160 155 150 145 140 135  pom
5 °F

Figure 42 : spectre CPMEF de deux molécules A et B.

Le criblage :

Les ligands a tester peuvent ne pas posséder depaments fluorés et donc pas de
caractéristiques spéciales en RMN'dg. Ils peuvent étre testés individuellement oussou
forme de mélange, ce qui augmente la vitesse deesitry. Cette technique a donc été
appliguée par exemple, pour la recherche de lighndomplexe de protéine elF4E/elF4G
avec la molécule A comme « espion » (figure 43% &eteurs ont considéré qu’'une molécule
est un hit si elle déplace la molécule « espiom>18%. Seul le mélange 14 est actif sur le
mélange de protéine avec un déplacement de 21%rdelécule « espion ».

free

21%

15% e -
WWMM#&WMWW Wil

R12345678 910 1112131415161718

Figure 43 : Spectre de différence entre le spaidré seul et le spectre de A en présence du
complexe elF4E/elF4G et de 18 mélanges de ligands.
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Application pour la détermination des I3

La théorie :

Le pourcentage d'inhibitionF d'une réaction enzymatique en présence dinhibsteu

compétitifs, non-compétitifs et incompétitifs estndé respectivement par les équatibn@

et 3. Un inhibiteur compétitif possede généralement tessemblance structurale avec le
substrat et tous deux entrent en compétition peufixer sur le méme site enzymatique
(=effet isostérique). En revanche, un inhibitewwompétitif ne se fixe jamais a I'enzyme libre
mais seulement a I'enzyme complexée avec le stbsteapéche la formation du produit car
le complexe ESI est inactif. Enfin, Un inhibiteuwmcompétitif a un site de fixation distinct

de celui du substrat (site allostérique) et empéebeajustements conformationnels du site

actif pour qu’il y ait catalyse (le complexe ESt gmctif).

100
T Ki+[0 M
. 100[1]
" TRk . &
(gem) o
. 1001] )

(Q%_ 1{1) +0

Les valeurs [S] et [I] sont respectivement les emations du substrat et celle de
l'inhibiteur, Km est la constante de Michaelis-Menten et eKfiest la constante de liaison de
linhibiteur. Les courbes représentant la simulatides trois équationg, 2 et 3 sont

représentées sur la figure 44.

70

60 1
non-compétitif
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Figure 44 : courbes simulant les équations 1,2 et
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Le pourcentage d’inhibition est fonction de la cemication du substrat skim. La courbe est
enregistrée dans la phase linéaire de la réactiagneatique ou seulement une fraction de
substrat a été transformée en produit. Donc pagetrcette courbe, il faut pouvoir quantifier
la quantité de produits formés, et cette quantificapeut ainsi se faire par RMN du fluor.
Pour cela, la technique utilisée est le FABS (Rhe®itoms for Biochemical Screening) ou
n-FABS oun est le nombre de fluor utilisé pour la détectibh!*

Cette technique est basée sur la grande sensifilitBuor a son environnement, ainsi la
modification du substrat fluoré par réaction enzijquee change le déplacement chimique du
fluor méme s’il est loin du site de la réactionr Banséquent, on distingue deux signaux
différents, I'un correspondant a celui du substtdtautre a celui du produit (figure 45). Dans
le cas ou il y a chevauchement des deux signaus, rdedifications des conditions
expérimentales sont effectuées pour augmenterffieratice de déplacement chimique. Ces
variations de déplacement chimique peuvent étreaugenentation du pH, de la température
ou I'addition de substances qui perturbent différeat le substrat et le produit, comme par
exemple les cyclodextrines et les cyclophdris.

Cette approche nécessite ainsi I'utilisation destabou cofacteur fluoré ce qui est facilement
faisable si le substrat ou co-facteur est un peptith effet, le groupement fluoré peut étre
introduit par exemple en positidd-terminal avec I'anhydride trifluoroacétique dontam
peptide N-trifluoroacetylé. Le groupement g@Fpeut aussi étre incorporé en positiGa
terminal par formation de liaison amide avec luprométhylamine ou, par l'utilisation
d’acide aminé fluoré lors de la synthése peptidiglic.e groupement fluoré doit étre

introduit dans une position qui n’influence padgfiraté du substrat pour son récepteur.

‘ SUBSTRATE D
Lk
‘,fa‘d M
. nF y Enzymatic
Yo Redclion
‘ PRODUCT U

o6y

y

Figure 45 : représentation schématique du FAB®st le nombre de fluor utilisé pour la
détectiony™°
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Criblage et mesure de I'ig:
Un exemple d'utilisation du FABS pour la détermioatde I'lCso d’inhibiteur de la Ser/Thr
kinase Akt-1 a été reporté par Dalgttal’*® Le criblage a été effectué en mettant en contact
un ou plusieurs inhibiteurs potentiels, avec uneeatration proche de la valeur idm, avec
'enzyme et le substrat naturel de 'enzyme prdataknt fluoré a I'extrémitdN-terminale
(CR-CO-ARKRERAYSFGHHA). Ce substrat fluoré en se liant site actif de I'enzyme est
phosphorylé sur le résidu sérine par 'ATP pourrdonun produit avec un déplacement
chimique en RMN™F différent (figure 46a)). Les molécules présentamé affinité pour
'enzyme vont se fixer au niveau du site catalygiggmpéchant ainsi la fixation du substrat
naturel fluoré. Par conséquent, le signal corredgon au produit fluoré résultant de la
transformation du substrat n’est pas enregistréeg\pn délai bien déterminé d’incubation, la
réaction est arrétée par addition d’'un inhibiteduspfort, par un agent chélatant, par
dénaturation de la protéine ou tout simplementgb@ngement de pH. Chaque criblage est
réalisé en présence d’'un ou deux échantillons saiécule a tester : ce sont les références

avec 0% d’inhibition (figure 46).

CF;-CO-ARKRERAYSFGHHA

f )
a) b) ||| +4cpds C) d) l!
= || +H89 +4 cpds /I +H89
| | | |

s || | | : | II l

Al \l | !| iR | \l

IlI| ||.‘.I Jl \\']k || \ J |I *

2z Nocromesr 5 ) Mpassmnc. Ao i VAN VRN
0420 0405 ppm 8 19F
e) 30 =
— Br

s " V”I“‘“
z s IC = 0.72 +0.05uM '\I.;—-
o 15 - ~
= 104 - HB89 N

5] ______.-/ n.f”\T i 3

0 == ke*r’l“w-aohd
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Figure 46 : screening de molécules et mesure Gglde la molécule H89 avec le FABS
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Sont représentées dans la figure 46 a) les réefésates différents déplacements chimiques du
substrat et du produit en absence de molécules. test présence d’'un mélange de quatre
molécules  (2-amino-6méthylquinazolin-4-ol, 2-quinbmecarboxylate d'éthyle, 5-
méthylbenzimidazole et isoquinoline-3-carboxylagendéthyle) et du composé H89 le signal
correspondant au produit disparait, ce qui sigmjfisau moins une molécule de ce mélange
inhiberait 'enzyme (figure 46 b)). Le screeningdpiatre molécules avec I'enzyme a montré
un signal équivalent a celui de la référence (fgd6c)) tandis qu’avec la molécule H89
utilisée seule on observe une disparition totalesiunal du produit (figure 46 d)). Cela
signifie que ce composeé est un tres bon inhibideua Ser/Thr kinase Akt-1.

L'ICso de la molécule H89 a donc été obtenu par I'ennegieent de différentes
concentrations d'inhibiteurs et par la mesure dgdgrale du signat® du substrat et du

produit (figure 46 e)).

Différentes applications du FABS :
La mise en place facile de la technique du FAB®rangs son utilisation dans de nombreuses
procédures:

1. Le criblage de molécules modulant I'activité desgree toutes les classes d’enzymes
notamment les oxydoredecutases, les transferasedydses, les isomérases et les
ligases est possible. Récemment, le FABS a étégagphvec succes pour le screening
de libraiies de molécules inhibitrices de caspd&esde la thymidine
phosphorylas&® mais aussi dans la médecine tranditionnelle dsénpour le criblage
d’extraits de plantes contre les capd¥esla protéase du VIH®, et la propyl
oligopeptidast®.

2. Un criblage simultané contre plusieurs enzymesbelrexemple de cette approche est
le screening avec la Ser/Thr kinase Akt-1 et ladarse & trypsing?

3. La détermination de la fonction d’'une nouvelle s&qe protéique est importante pour
le développement d’agents bioactifs. Ainsi apréesiradéterminé le déplacement
chimique des produits de substrats fluorés d’enzgommus, ces derniers sont utilisés
pour le criblage de nouvelles protéines dans lelbutéterminer leurs fonction®.

4. Le FABS peut étre aussi utilisé pour un criblagesdkes cellules vivantes ou des
extraits cellulaire. Comme la cellule ne contiemts pnaturellement de substance

fluorée le signal observé est celui du produitdtée
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Application de la RMN du®F pour I'élucidation d’un mécanisme réactionnel :

Colby et al*’ ont exploité la RMN du fluor comme sonde pour détrer le mécanisme
d’action des sesquiterpenes lactone parthenomideeftet, il avait été démontré que les
dérivés dax-méthylamine lactone servent de prodrogues et ‘qnarle est libérée selon un
mécanisme de rétro-Michael pour régénérer I'énonprésence de nucléophile biologique tel

gue le glutathion (figure 47).

0 (0]
\:[5/\ bioactivation \b? RySH
o R, = = Q R,SH= enzyme, O
!\] 2 HNR1R2 3 ! y ) SR3

protéine, GSH, etc
R; (Ry, Ry= alkyle)

Figure 47 : conversiom vivo dea-méthylamine lactone en enone

lls ont donc incorporé un groupement fluoré sucamposér-méthylamine lactone et ils ont
d’abord vérifié par RMN du®F que le produit et I'amine fluorée ont des dépiaeets
chimiques différents (figure 48 A)). lls ont ensuihcubé le produit avec du glutathion et
suivi I'apparition du signal correspondant a I'amifluorée. La figure 48 B)) montre bien que
la quantité d’amine libérée en présence du gluatlEst beaucoup plus élevée gqu’en son
absence au méme mométitlls ont ainsi prouvé le mécanisme de rétro-Micheel RMN du
19F.

A)
CFs CFs

E}% — Eﬁ (;Q

| henol
Glsy = 1.00 uM '|| parthenol |de

(HL-60 cells) [l |
/| 19F NMR 282 MHz
720 ' -73.0 ' 740 —75.0
f1 (ppm}
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B) sence de ghitathion b) en présence de ghitathion

A M 72h ‘ 72h

48 h M ‘l 48 h

HN CF, HN CFa
N O O
produit =~ roduit
Oh 0h
T T T T T T T T T T T T
-72.0 -73.0 ppm -72.0 -73.0 ppm

Figure 48 : A) comparaison des déplacements chiesigle I'amine fluorée libre ou liée. B)

a) la réaction en abscence de glutathion, b) letickaen présence de glutathion

Application de la RMN du'F pour étude structurale et dynamique des proté&ne

La RMN F a aussi été appliquée pour les études strucsurate dynamiques de
protéines:t*%81%pour cela, les protéines doivent au préalable rsuées au fluor. Ces
protéines fluorées sont obtenues par I'incorponatiacides aminés fluorés par une approche
classique de synthése chimique ou, par une applmoblgnthétique. Si la voie synthétique est
efficace dans le cas des peptides, elle perd nag@dede son efficacité du fait de la faiblesse
du rendement liée au grand nombre de couplagesegBar conséquent, I'approche par voie
biosynthétique est la plus efficace. Cette stratégnsiste a faire pousser des bactéries dans
un milieu contenant des analogues fluorés d’'uneacichiné dont il est auxotrophe. Les
atomes de fluor servent ainsi de sondes RMN maiwegre aussi induire des interactions
propres. On peut citer dans ce domaine des étunldsssétats globulaires (molten globular
state) de protéind§® En effet le fluor a un déplacement chimique déféren RMN selon
gue la protéine soit native ou dénaturée. De méme, modification de déplacement
chimique peut étre enregistrée selon que l'acidm@rftuoré est exposé ou non au solvant on
peut ainsi déduire la conformation adoptée pard#éne. ®1%2

Cette méthode est surtout utilisée pour les preginsoluble donc difficile a cristalliser.
L’inconvénient majeur de cette méthode est quendalmature, le nombre et les positions des
molécules de fluors incorporées, la fonctionnatig 'enzyme pourrait étre modifiée ou

supprimée.
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[1.2. Les peptidomimétiques fluorés:

Les peptides jouent un role fondamental dans debneum processus physiologiques et
peuvent étre utilisés comme médicaments dans liéertrant de plusieurs maladies.
Cependant, leur faible biodisponibilité constitue des inconvénients majeurs de leur
utilisation en chimie médicinale. Pour palier ceolpeme, le développement de
peptidomimétiques, qui sont des analogues pludestales peptides, a connu un grand essor
ces derniéres annéd§>**1%°gn effet, en plus d’augmenter la sélectivité efficacité des
peptides naturel, ces composés peuvent diminuerefésts secondaires, améliorer la
biodisponibilité et prolonger I'activité pharmacgique des peptides naturels apparetffés.
Les peptidomimétiques peuvent aussi étre utilisésnece outil pharmacologique pour étudier
I'effet des structures secondaires sur I'activiténg protéine-®’

Les premiers peptidomimétiques ont été obtenusipgule modification des extrémitéset
C-terminales, la méthylation de I'azote de la fometamide ou le remplacement des L amino
acides par des D amino acides (figure 48§%° L'introduction d’isostére de fonction amide
permet d’éviter la dégradation enzymatique et niedifissi les propriétés biochimiques du

peptide en particulier sa conformation et son hytodbie!

R, O O

P4 H ” L
R,

R o) A ; p ,
H rétropeptide L /
~ MN% — PP N T T Zalcene
/ S H R
R4 ‘ (0]
:’/\N)ﬁ]/Nw)L//\
H o R,

N-méthylamide
Figure 49: exemples d’isostéres de groupement amide
Un tres grand nombre de peptidomimétiques sonigidans la littérature. Ce chapitre ne se
veut pas du tout exhaustif sur les peptidomimésaere général mais nous nous focaliserons

un peu plus précisément sur les modes d’accesseagplications des peptidomimétiques

contraints et fluorés.
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Comme évoqué précedemment, l'introduction du fldans une structure peptidomimétique
s’accompagne d'une profonde modification des péips physiques, de la réactivité
chimique et de Iactivit¢ biologiqug’*?***° Par conséquent, le développement de
peptidomimétiques fluorés comme médicament potieesieune stratégie tres intéressante en
chimie médicinale. Pour concevoir les peptidomioqés fluorés plusieurs approches sont
envisageées :

1) Utilisation d’isosteres fluorés de la liaison pdfmue

2) Incorporation lors de la synthése d’acides amilugésés

3) Utilisation d’isosteres de I'état de transition

Il.2.a. isosteres fluorés de la liaison peptidique

Le remplacement de la liaison amide par un isest&t une approche classique en chimie
médicinale pour la synthése de peptidomimétiqguess [(Z)-alcenes et le groupement
trifluoroéthylamine sont d’excellents isostéres mydrolysables, ce qui palie aux probléemes

de stabilité enzymatique des peptides.

Les (Z2)-fluoroalcénes:
Les peptides contenant une unité avec une oléfim@ine structure rigide ce qui mime bien
un groupement amide et augmente aussi la lipophiéiefaible polarité de la double liaison
171

est compensée par l'incorporation d’'un atome derf(figure 50)."~ Les monofluoroalcénes

sont des structures rigides par conséquent ladilmanformationnelle cis/trans est nulle.
0]
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Figure 50: Monofluoroalcene comme mime de liaiseptilique
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Sur le plan stérique, la double liaison et le gmupnt amide ont des longueurs et angles de

liaison comparables (figure 51%

o
F O O
1.32 ¢|>121.3° — 1.32?,\1?125" -~ \I(
Figure 51 : comparaison de la double liaison dadaison amide

Pour prouver cette théorie, Allmendinggral. ont remplacé une liaison peptidique par une
liaison monofluoroalcéne dans une substance nepiidpé’® Les essais de liaison de ce

peptidomimétique sur le récepteur ont montré queasfinité était tres proche de celle de la
substance neuroleptique native (figure 52).

Ph Ph

O O
H
R-P-K—P-Q-Q-F\Nj\ﬂ/N\)J\L_M_NHz R-P-K—P-Q-Q-F\HWL_M_NHz
H @] F
Substance B9 (2)-fluoroalcene50
Produit 1Go (NM)
Substance P 1.3
(2)-fluoroalcene 2.0

Figure 52 : structure et affinité du peptidomima#dluoré pour le récepteur de la substance P

Le groupement trifluoéthylamine
Le groupement trifluoroéthylamine est aussi un Bekisostere car sa polarité avoisine celle
du carbonyle de la fonction amide (figure 53) eutpelonc le remplacer. Son effet
électroattracteur diminue la basicité de I'aminge,aagmente donc le caractére donneur
d’hydrogéne de la fonction amide adjacente. De,plasgle formé par des liaisons CH-CF
et CH-NHest proche de celui formé par les liaisons C=0 &tHCd’'une fonction amide
(figure 51)1"*
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] Pouvoir donneur de liaisons

|§

Figure 53 : le groupement trifluoroéthylamine comsuestere de la liaison amide

Zandaet al’

ont introduit un groupement trifluoroéthylaminendale rétropeptide de
Gellman (figure 54). L’étude conformationnelle gRI¥IN a démontré que I'analogue fluoré
de ce rétropeptide adoptait la méme conformationcerlep que le rétropeptide de Gellman

(figure 54).™

O O O CF;

J K A~ K
\N N/\n/\ IT] H/\[(])/\

rétropeptide de Gellmasi Analogue fluorés2

Conformation de I'analogue
fluoré par RMN

Conformation
prédominante

Figure 54: conformation adoptée par le rétropepdel&ellman et son analogue fluoré

Ce groupement trifluoroéthylamine a été utilisé cagecces par le groupe Merck comme
isostére du groupement amide dans les inhibitearsadcathepsine K (figure 55% Le
remplacement de la liaison peptidique par ceté&est permis d’augmenter considérablement
l'activité du composeé. lls ont méme obtenu unectigiée pour la cathepsine K par rapport

aux autres cathepsines avec le prosiyit54. "
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N N._CN N N._CN
T g °
N O N
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53 11 3950 3725 2010
54 <0,005 1111 47 451
55 4.6 >10 000 68 902

Figure 55: inhibiteurs de la cathepsingd (M)
I1.2.b Les acides aminés fluorés :

Plusieurs synthéses d’acides aminés fluorés omtéedtes:'”*2°0On peut par exemple citer la
trifluoroalanine, la (Sy-trifluorométhylproliné’® qui sont des analogues fluorés d’acides
aminés naturels (alanine et proline). D’autres anasicides fluorés tels que la D-
trifluorométhyle norvaling’, l'acide B-trifluorométhyl-amind’® les fluorotyrosines’

(figure 56) etc... ont aussi été décrites.
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H,N~ >COOH N "COOH
trifluoroalanine trifluorométhylproline
OH
CF; F
K NH, O
5 F3C“‘“UkOH
HoN COOH HoN COOH ) , . .
Trifluorométhyl-amino-acide
D-TFNVal FTyr
CH, CF3
FsC™ ™) FsC7 )
H,N" > COOH H,N~ >COOH
trifluoroleucine 5,5,5,5,5,5-2S-hexafluoroleucine

Figure 56: exemples d’acides aminés fluorés

Ainsi, plusieurs équipes ont utilisé ces acides nasi fluorés pour concevoir des
peptidomimétiques avec de meilleures activités. Kurat son équipe ont montré que
lincorporation de la 5,5,5,%,5-2S-hexafluoroleucine dans des peptides & activité
antimicrobiale augmentait leur activité et leurisémce aux protéaskS. |l a aussi été
démontré que lincorporation de la trifluoroleucipermettait de maintenir la structure
secondaire des peptides et d’augmenter la stapiidique face a la dénaturation chimique
et thermique®

Un autre exemple est rapporté par Ojial. dans la synthése de fluoroenképhaline (figure
57)18L En effet, si le remplacement de la glycine 2 pabiNval a permis une augmentation
considérable de I'activité analgésique de I'enképkale remplacement de la D-Nval par la

(D)-TENVal entraine une multiplication de I'actigiinalgésique par 100 000.
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HO ~g
H @) H 0]
H,N NJL”/\H/N\)J\H NH,
0]

Méthionine-enképhaline : Tyr-GhGly- Phe-Met 56

CH, CF3

\ \

H,N~ >COOH H,N~ >COOH

D-NVal D-TFNVal
Produit Activité analgésique Ep (10°
mol/souris)
Tyr-Gly*-Gly- Phe-Met 700
Tyr-(D)NVal-Gly-Phe-Met-NH 0,04

Tyr-(D)TFNVal-Gly-Phe-Met-NH 0,007

Figure 57: activité analgésique sur la souris

Zandaet al. ont mis au point une synthése asymeétrique d’'utoguoa trifluorométhylé d’un
motif statine nomméy-Tfm-GABOB ou le groupement isobutyle est remplauar le

groupement trifluorométhyle (figure 58%
OBz OBz

BzcHN.__J_cooH ——— BzcHN._L__cooH

Y éF:a

Figure 58: structure de Tfm-GABOB

lls ont par la suite incorporé ce motif dans lategse d’analogues fluorés de pepstatine A qui
est un inhibiteur naturel de plusieurs aspartytgases. Les analogues fluorés de la pepstatine
A n’ont pas montré d’'activité inhibitrice sur lagéase de VIH 1 ou 2. En revanche, ils ont
permis d’améliorer la sélectivité entre les difféies protéases (figure 59).
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O O R O R
H H . _
Pepstatine A R+Bu, X=H
H i H  Z I 0H 2 :
O _~ OH O = OH

58 R= G X= Me
Produit Protéase du VIH Plasmepsine Il  Plasmegdsine Cathepsine D
Pepstatine A 2500 0,44 0,61 0,64
57 >150 000 1,3 23 120
58 indéterminé 2,4 96 2900

Figure 59: 1G, (M) de pepstatine A et ses dérivés fluorés.

[1.2.c. les isostéres fluorés de I'état de transitin:

L’'une des stratégies pour inhiber une protéaseeshimer I'état de transition du clivage de
la liaison peptidique. Certains inhibiteurs possédaians leur structure un mime fluoré de cet
état de transition. Sham &t ont développé plusieurs inhibiteurs de la protékes®IH dans
lesquels on retrouve certains de ces isostéraséfig0) > Le carbonyle de la difluorocétone
est attaquée par la protéase du VIH ce qui donnmtermédiaire tétraédrique stable (voir

page 39)

NH-Val-Z

59

Ki=0,1nM

Figure 60: inhibiteurs fluorés de la protéase dH VI

En conclusion, nous avons vu dans ce chapitre i#érahtes classes d'inhibiteurs du

protéasome. La grande diversité et la quantité edeirhibiteurs montrent I'importance de

cette macromolécule comme cible dans le traiten@entcancer. D’ailleurs, un de ces

inhibiteurs est utilisé dans le traitement du mg&anultiple et du lymphome du manteau et,
58



Chapitre I: inhibiteurs du protéasome et intéréfldor en chimie médicinale

plusieurs composeés sont en études cliniques péfératits cancers. Nous avons aussi mis en
evidence le bénéfice apporté par l'incorporationgideupement fluoré sur une molécule
bioactive surtout de structure peptidomimétique.r&manche, I'introduction d'un atome de
fluor ou d’'un groupement fluoré n’a été que tres pectuée dans le domaine des inhibiteurs
du protéasome. On peut citer trois exemples : uivéldifluorobenzyl indanone dipeptitfé

un dérivé fluoré de la salinosporamieet un dérivé d'époxycétotid Par ailleurs, d'une
maniere plus générale les peptidomimétiques cansrat fluorés sont peu développés, le seul
exemple a notre connaissance est I'analogue cohtrafluoré de la substance P contenant le
motif (Z)-fluoroalcene. Ainsi, les objectifs de ntaése sont doubles. Le premier est
l'introduction de fluor dans des composeés peptidoétiques potentiellement inhibiteurs du
protéasome. Le deuxieme est de mettre au pointmétbodologie de synthése des unités
peptidomimétiques contraints et fluorées pouvastiga étre introduites dans des composés a

visée inhibitrice du protéasome mais également dangres composés bio actifs.
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|. Objectifs et conception:

Comme évoqué dans mon introduction, les inhibiteorsalents du protéasome provoquent
un grand nombre d’effets secondaires dus a la pcésgans leurs structures de groupements
réactifs. Par conséquent, notre objectif est deldgper de nouvelles molécules inhibitrices
du protéasome sans ces fonctions réactives, qeoguiait diminuer ces effets secondaires.
Dans un premier temps, nos composés se sont iagf@eemolécules analogues des composés
aminobenzylstatine des laboratoires Novatis, etiquéier de la molécule6 inhibitrice du

site CT-L du protéasome 20S humain avec ung d@ 15 nM (voir chapitre | page 2.
Nous visons a cibler principalement le site CT-k cast l'inhibition de ce site qui semble
nécessaire pour obtenir une bonne activité antotafe des inhibiteurs. Par des études de
modélisation moléculaire, il a été montré que ldénae 36 se lie au site actif CT-L en
formant un feuillef avec les résidus 21 a 23 d’'un c6té et les régldus 49 de l'autre coteé.
Elle contracte aussi des liaisons hydrogenes axetht2l, la Gly47 et I'Ala49 tout en
occupant les poches S1, S3, AS1 et AS2 (figure 61).

S3

©\ MeQ OMe
CO Thr21NH
oMeO P
! i S1
(0] : (0] OH
H 2 8

o H

IZr

coaclyar  OMe

NH Ala49

molécule de Novartis 36

Figure 61: structure de la molécule de Novartisngeige de modélisation dans le site CT-L du
protéasome?’

L’objectif de notre laboratoire était de diminuer daractére peptidique de la molécule de
Novartis en remplacant le résidu valine par un geaminoacide afin d’essayer d’obtenir des
inhibiteurs du protéasome d’efficacité comparabteitten augmentant leur stabilité

meétabolique. Au-dela de notre intérét pour dédowu nouveaux inhibiteurs du protéasome,

notre laboratoire s’intéresse a la conception deveaux peptidomimétiques et de nouveaux
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pseudoaminoacides ainsi qu'a l'incorporation deugements fluorés dans ces structures
peptidomimétiques.

Nous avons ainsi con¢u de nouveaux scaffolds fluoré non fluorés en remplacement du
résidu valine de la molécuB6 de Novartis par les motif&-hydrazino acide trifluorométhylé
60, pB-hydrazino acide 61, a-hydrazino acide 62, B-amino acides cyclopropane
trifluorométhylé63 et N-aminoaziridine acide trifluorométhyéd (figure 62).

Nous nous sommes particulierement intéressés auifsmbydrazino acides "“flexibles" et
contraints afin de démontrer que les pseudoamideadie nature hydrazino acide peuvent
mimer les structures des acidesaminés et les structures secondaires des pepiatds
lorsqu’ils sont introduits dans des inhibiteurspdetéase. Les scaffoldset B-hydrazino acide
sont des motifs peptidomimétiques contenant demxes d’azotes et peuvent étre considérés
comme des analogues deset B-amino acidesb5 et 66 respectivement dans lesquels la
fonction amine est remplacée par I'’hydrazine (fg6R2). Lesu et B-hydrazino acides peuvent
aussi étre considéerés comme des analogufsetieamino66 et 67 acides dont les carbones
C? et ¢ sont remplacés par un azote (figure B2)Par conséquent, ces structures peuvent
mimer les structures secondaires de peptides tatymeservant ainsi I'activité biologique
tout en augmentant la stabilité métabolidt/é®® De plus, ces scaffolds apportent une
fonction amine supplémentaire ce qui pourrait augsere le nombre de liaisons
hydrogénes®® Cependant & notre connaissanceolds/drazino acides sont peu utilisés en
chimie médicinale et, il n’existe qu'un seul exemple leur utilisation dans les inhibiteurs
d’'une sérine protéasé’ Les rétro hydrazino-azapeptoides ont été récemdeésrts comme
inhibiteurs covalents du protéasome avec degailant de 50 & 500 uM?° Par ailleurs si les

B-amino acides ont été trés utilis€s™*

peu d’exemples existent sur I'incorporation file
hydrazino acides dans les peptidomimétiques. Aenocbnnaissance, l¢shydrazino acides
trifluorométhylés, les N-aminoaziridines acidesfliobrométhylés et lesp-aminoacides

cyclopropane trifluorométhylés ne sont pas dédaiss la littérature.
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CF; O Ri O o

H H
- N
HZN\N)\/U\OH HZN\NA‘)J\OH HZN/ %OH
H

H R, R

B-hydrazino acide i : :
p-hydrazino acidé1 a-hydrazino acid&2

trifluorométhylés60
CFs3 CF;, o
& HeN OH
HoN COOH HZN’N COOH ﬁ
p-aminoacide cyclopropant N_aminoaziridine acide trifluorométhylé g-amino acidess
trifluorométhylé63 64
51 (0] }32 (0]
HZNM OH HZNWOH
R Ri Rs
B-amino acides6 y-amino acides?

Figure 62: structures générales des amino acid#ssatydrazino acides

Sur la figure 63 est représentée la structure géméles molécules que nous avons congues.
Nos molécules sont divisées en quatre partiesgQaise parties doivent permettre d’occuper
correctement le site actif CT-L du protéasome etrataplir les trois critéres qui sont:
'occupation des poches S1, S3, AS1 et AS2; lan&tion de liaisons hydrogenes avec
Thr21, Gly47, Ala49 et Aspl14 et la formation d'iguillet B avec les résidus 21 a 23 d'un
cOté et les résidus 47 a 49 de l'autre. Nous alkffectuer les pharmacomodulations sur
chaque partie afin d’établir des relations strugdtactivité et de tenter d’obtenir des

molécules inhibitrices du site CT-L du protéasofigi(e 63).

Partie 1:
Nous envisageons d’introduire sur cette partighesipementsert-butyloxycarbonyle (A.1),
9-fluorénylméthoxycarbonyle (A.2), 3-phénoxyphénylacétyle (A.3) et 2,5-
diméthoxyphénylacétyle (A.4). Ces groupements asaez encombrants et sont susceptibles
d’occuper les poches accessoires ASlet AS2 imdeggour une bonne activité inhibitrice.
Ensuite, pour vérifier si une plus grande flextBilde cette partie pourrait améliorer I'activité

en permettant une meilleure occupation des pocl&k & AS2, nous allons remplacer la
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liaison amide par une liaison amine, et ainsi mhiice les motifs 3-phénoxyphényl méthyle
(A.5) et 2,5-diméthoxyphényl méthyle (A.6).

Partie 2 :
La partie 2 doit contenir un groupement occupamtoehe S3 du site actif CT-L et doit aussi
engager une liaison hydrogéne avec le résidu Asfuidevient Asp125 dans le protéasome
bovin). Nous avons ainsi introduit les résidus gsiprotégée (B2) et déprotégée (Bl),

asparagine (B3), 3,4-diméthoxyphénylalanine (B4jygttophane (B5).

Partie 3:
La partie 3 doit adopter une structure en Brpour former un feuillep avec les résidus 21 a
23 d’'un co6té et les résidus 47 a 49 de l'autrengbger des liaisons hydrogenes avec Thr21,
Gly47, Alad9. Comme expliqué précédemment, nousawtecidé d’introduire sur cette
partie des motifs hydrazino acides et amino acidesraints.
Dans un premier temps, nous avons introduits lefnfeliydrazino acide trifluorométhylé
(C.1). Le groupement trifluorométhyle a été intribddans le but d’exploiter son effet
électroattracteur, ce qui pourrait favoriser larfation de liaison hydrogene entre I'amine de
'hydrazine et un carbonyle d’'un acide aminé dwe sttif du protéasome. De plus, les
groupements fluorés augmentent I’hydrophobie etv@euainsi stabiliser la formation de
feuillet B au sein du site actif. Comme évoqué dans le aleapile groupement Gpeut aussi
mimer les chaines latérales hydrophobes d’acidesémet occuper une poche accessoire du
site actif. Nous avons aussi décidé de synthdta®alogue non fluoré dérivé dithydrazino
acide (C.3) pour évaluer I'apport du groupemefiutsrométhyle a la molécule. Par ailleurs,
étant donné que les poches S1 et S3 ne sont ga&ldignées, nous souhaitions raccourcir la
partie centrale pour permettre aux groupementsapyahbes de nos molécules de les occuper
tout en gardant une structure étendue. Pour catiern, nous avons envisagé de remplacer le
B-hydrazino acide par son homologue inférieurHydrazino acide (C.4). Nous avons aussi
proposé lintroduction de pseudoaminoacides camai N-aminoaziridine (C.5) et
cyclopropanes trifluorométhylés (C.6). La synthéke ces deux scaffolds contraints est
décrite dans la chapitre Ill mais, ils n'ont pac@e été incorporés dans nos molécules a
visée inhibitrice du protéasome. Par conséquerd ntan parlerons pas dans le chapitre Il.
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Partie 4:
La partie 4 doit contenir un groupement capablealiper la poche S1. Dans un premier
temps, le résidu phénylalanine (D1) a été gréféEh@nt que les structures peptidiques sont
tres facilement dégradées par les protéases, mulitons nous éloigner le plus possible
d’'une structure peptidique. Pour cette raison, renms remplacé ensuite la phénylalanine
par la 3,4,5-triméthoxybenzylamine (D2). Nous avégalement évalué I'activité inhibitrice
des molécules intermédiaires porteuses d’'un groaptimenzyloxycarbonyle (D3) étrt-

butyloxycarbonyle (D4).

R>
Rl\N)\n/PseudoaminoacideS\
H o R3
Partie 1 Partie 2 Partie 3 Partie 4
HoN L CR O
Al >L P{ B1 H
© CF3-b-hydrazino acide| ™S &N
X s
PHN O CFg D.2
C2. H H e
A'z' o /N\NJ\/kN,N\ ~ OMe
B.2 H H H
O retro hydrazin_o ) OMe
CF3-b-hydrazino acide OMe
o P = Cbz or Boc " [e)
o) C.3.
ST A S e | )
0 H 0o
B.3. NH, b-hydrazino acide
O/ ! (0]
A4, C.4.
N< D.4
o _ N/\n/ o
B.4. I Ho g \”/ j<
(0]
\/@: a-hydrazino acide 0]
O e
~
O | cs CF5
A5 o B.5.
H _N
N H,N COOH
/ N-aminoaziridine-CF3
A.6 O/
c6 CF,
H,N COOH
o CF3-b-amino acide
~

Figure 63: la structure générale de nos moléctulkes gharmacomodulations envisagés
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A mon arrivée au laboratoire, un certain nombrea®poses portant le mofithydrazino
acide trifluorométhylé avaient déja été synthétiffigure 64)1°*%° Jai donc poursuivi
pendant ma these la synthése des molécules cohteaamotif f-hydrazino acide. Jai
egalement synthétisé les molécules contenant l¢issmoet -hydrazino acides non fluoreés.
J'ai ensuite pu établir des relations structurévaiét sur I'ensemble des molécules
préalablement synthétisées et celles préparéempaméme qui seront présentées dans la
partie 3 de ce chapitre.

5,8 @ﬁf s

68a: P=Cbz

68b: P=H

NHP

ChzHN NHP
O/
o Q) o CFy O
HNBoc N‘N)\)I\N RN g OF: O ¥ )\3/1L o
H H N, A o N N N ~
0 Y HoN N N ~ H H H
2 H H (0] (e} e}

70a: P= Cbz 0o 0o ~
70b: P=H 71 72a: P=Cbhz

72b: P=H

NH,
CF; O ~ CF; O o
DRORE R L e
[¢] [¢] o) o)
73 _0 74 75
El i $
0
CF, O
CF, O
CF3 H 3
i‘/ o HNBO:/ZNN\HJ\/[LH o

77a: P=Boc 0 7 <
77b: P=H g 8
/
/E M _~NHCbz ©\/U\
NHBoc
HNFmoc M JL/‘\

79a P=Fmoc
79b: P=H 81a P— Cbhz

81b: P=Boc

Figure 64: structures des molécules préalablenyehétisées au laboratoire
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ll. Synthese:

II.1. Synthése d’analogue$-hydrazino acides trifluorométhylés:

La synthése du compo%&b est décrite dans le schéma 1. La synthese débuta pduction
de la fonction cétone du 4,4,4-trifluoro-3-oxobutate d’éthyle82 par NaBH suivie d’'une
déshydratation par,Ps pour donner trifluorocrotonate d’éthydd (produit commercialavec

un rendement de 57% pour les deux étapes. Le cang§mest obtenu par addition de
Michael du carbazate de terbutyle sur le com@@s@vec un bon rendement (90%). La
saponification de l'ester éthylique du comp@&&econduit avec un bon rendement (95%) a
I'acide 86 qui est couplé a la 3,4,5-triméthoxybenzylantea I'aide des agents de couplage
HBTU et HOBt en présence de DIPEA dans la DMF pmnduire au compos#8 avec un
bon rendement (79%). Le clivage acide du grouperBentde88 par le TFA donne9. Le
couplage entre ce dernier et la Boc-Lys (Z)-OH daoiercomposé&7a avec un rendement
moyen (45%). A partir d&€7a nous avons obtenu lintermédiaif@b avec un rendement

guantitatif apres clivage acide du groupement Boc.

o o0 NaBH, OH O  P,0s reflux Q MeOH, . BOCHN\NH 0
M MeOH, HCI, t.a. M 57% 2 étapes A\)J\ teflux.5), 90% )\/U\
FsC OEt ——— F,¢ OEt FaC OBt~ NHBoc OFt

82 83 84  HN ’ 85
HOBt, HBTU OMe
NaOH, THF/MeOH H DIPEA, DMF OMe
ta., 2h, 95% BocHN,N OH t.a., 18h, 79% “ “
OMe -
CF; O H,N BocHN j/\[( OMe
86 CF; O
OMe 87 88
OMe OMe

OMe Boc-Lys(Z)-OH OMe

OMe HOB, HBTU HN\)CL H H\/@[
TFA/DCM H H DIPEA,, DMF Boc .
TN Ome

ot o @N N :
t.a., 2h, quantitatif CF,CO0 HaN OMe ta., 18 h, 45% H

CF; O
CF; O
89
OMe NHCbz 77a
TFA/DCM 6 o O 4 " OMe
t.a., 2h, quantitatif
ta, 2h, quantitatit - op o0 HSN\E)kH,N N oM
3 CF; O

77a  NHCbz
Schéma 1: synthese des compaseset 77b
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Le composé9la est obtenu avec un rendement satisfaisant (57%) cpaplage de
'intermédiaire 77b avec l'acide 2,5-méthoxyphénylacétiq@® en utilisant toujours les
mémes agents de couplage a savoir HBTU et HOBtrésepce de DIPEA (Schéma 2). Le
produit 91b est obtenu avec un rendement satisfaisant (75%sapydrogénolyse du

groupement Chz (Schéma 2).

HOBt, HBTU
DIPEA, DMF OMe

OMe
—_— \/@EOMe
0,
77p L2 18H.57% NJJ\ W oMo
OMe o \ CF3 O
OMe
\/©[OM9
OMe

(0] OMe
OH NHChz ~ 91a
OMe H, PA/C 10%
MeOH, t.a.,
90 18 h, 75%
OMe (0]
H H H
NN N
TN
o) CF3 O
OMe \
NH, 91b

Schéma 2: synthése des comp@skset91b

Le produit93a est également obtenu avec un bon rendement (7f&$ an couplage entre
'acide 3-phénoxyphénylacétiqu#? et l'intermédiaire77b. Ce produit a ensuite subit une

hydrogénolyse du groupement Chz pour donner leyir88b avec un bon rendement (89%)
(schéma 3).

HOBt, HBTU o \/@[
DIPEA, DMF
77b ta, 18h 71% \)J\H
L J@\)L W\ e

NHCDb.
H, Pd/C 10% ‘ z

MeOH, t.a., 18 h,
H \/éj[
CF; O

89%
NH; 93b

IZ

SRR AR
\

Schéma 3: synthése des compo$aet 93b
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les composé9la-b et 93b sont obtenus sous forme d’'un mélange de deuxédéssomeres

en proportion équivalente (50 : 50) non séparapsgschromatographie sur gel de silice. Par
conséguent c’est le mélange de deux diastéréoissnaer chaque composé qui est testé pour
sa capacité a inhiber le site CT-L du protéasont &9 lapin. En revanche, jai resynthétise
la molécule68b (figure 64) préparée antérieurement dans le |abioeaet séparé les deux
diastéréoisomeéres par HPLC afin de les tester égpant et d’évaluer I'éventuelle influence

de la stéréochimie de la carbone portant le groep¢@F; sur I'inhibition du protéasome.

[1.2. Synthése d’analogues non fluorép-hydrazino acides:

Il.2.a. analogues-hydrazino acides non fluorés avec la phénylalaningur la partie 4 :

Comme évoqué précédemment dans les objectifs génémus avons décidé de synthétiser
les molécules analogues non fluorés contenant l&f idiydrazino acide afin d’évaluer
'apport du groupement trifluorométhyle.

La synthése du compodd1b est décrite dans le schéma 4. La synthese comnpamca
substitution nucléophile du carbazate de terbutylele 3-bromopropionate d’éthygzl dans

le toluene anhydre en présence de DIPEA. On olggmioduit95 avec un rendement moyen
de 56%. Ce rendement est expliqué par uf®® gubstitution nucléophile par I'amine
secondaire d65 sur le 3-bromopropionate d’éthyle. Aprés sapoatfan de I'ester éthylique
de 95, I'acide 96 obtenu est couplé a I'ester méthylique de la L-ptedanine en utilisant
HBTU et HOBt dans la DMF en présence de la DIPEArgmnner le produf@7 avec un bon
rendement (76%). Le clivage acide du groupemenepreur Boc par le TFA dans le DCM
donne le produi®8 qui est couplé avec la Boc-Iy3¢OH dans les mémes conditions décrites
précédemment pour donner le prode® avec un faible rendement (36%). Le clivage du
groupement Boc en milieu acide du prodfitdonne I'intermédiaird 00. Le couplage de cet
intermédiaire avec I'acide 3-phénoxyphénylacétigngrésence d’'HBTU et d’HOBt comme
agents de couplage donne le compt@Eaavec un assez bon rendement (58%). Le composé
101best obtenu aprés hydrogénolyse du groupement i em(présence de Pd/C 10%) avec

un rendement de 89%.
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H H §
98
NHCbz
Boc-Lys(2)-OH
HOBt, HBTU
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—_—_—
BocHN N‘NVLN OMe
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@L Q\)L «A ove
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OWOH MeOH/DMF
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ta, 18 h, 89%
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Schéma 4: synthése des compds¥kaet101b

Le composél02a est obtenu par couplage de lintermédialt®0 avec l'acide 2,5-
diméthoxyphénylacétique. La purification sur colende silice nous permet d’isoler deux
produits distincts : le compod®2a(rendement : 38%) et un autre prodiB qui résulte du
couplage entre 'amine secondaire de I'hydrazinkaetde 2,5-méthoxyphénylacétique avec

un rendement de 20%. Ceci expliquerait le faibledeznent de cette réaction (38%). Le
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clivage du Cbz dd02a par une hydrogénation catalytiqgue dans un mélang®H/DMF
donne le composEd2bavec un rendement de 70% (schéma 5).

NHCbz NHCbz

HOB, HBTU
DIPEA,, DMF
100 t2:18h ta 18 h
/\)L OMe /\)k OMe
[;l\ P (38% H, Pd/C 10% 9
2 ( (20%)
OH 102a JMeOH/DMF \

oL 90 ta., 18h, 70% 103

NH,
~o

N NN/\)L” OMe
e o

o
102b

Schéma 5: synthése des compds¥Ezaet102b

II.2.b. analoguesp-hydrazinoacide non fluorés avec la 3,4,5-triméthgsbenzylamine sur
la partie 4 :

La synthese des composi¥Baet 108b est décrite dans le schéma 6. Le couplage pepédiq
entre I'intermédiaire acidé6 et la 3,4,5-triméthoxybenzylamir@’ conduit au produifi04
avec un rendement moyen (52%). Le clivage acidgrdupement Boc par traitement tie4
avec du TFA suivi du couplage peptide avec la FingsgBoc)-OH donne le produit06, un
produit intermédiaire qui sera testé (nous ne sompasepartis de la Boc-Lys(Z)-OH en raison
d’'un probleme d’approvisionnement de ce composénbkcule ciblel08b étant totalement
déprotégée, le probleme de groupement protectese posait donc pas). La déprotection de
'amine o du composé en présence de 10% de pipéridine dabBIF donne I'intermédiaire
amine 107. La formation de la liaison amide entrd07 et [lacide 2,5-
diméthoxyphénylacétique conduit au prodl@8a Le pseudopeptide findl08b est obtenu

apres traitement acide du compaf8aavec un rendement quantitatif (schéma 6).
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BocHN /\)J\ D|PEA, DMF BOCHN\N/\)J\N OMe
” OH ta., 18 h, 52% H H
OMe
9 104 OMe
NHBoc

H H 2,4,6-collidine, DMF

(¢}
H
t.a.,18 h, 30%
6§ OMe ( FmocHN N\N/\)kN OMe
105 e o H H o
e
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(@]
TFA/DCM o ® Fmoc-Lys(Boc)-OH
ta.,2h,>99% CFaCOO HSN\N/\)J\N/\E;[OMG HOB, HBTU
_—

OMe
NHBoc NHBoc
10% pipéridine/ gﬁ’?ftAHgl\-l/-lLl-! OMe
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—_— o
HoN /\)J\ OMe N N \N /\)J\N OM
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107 OMe OH 108 OMe
a
OMe
NH; Gl 20
. OMe
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N N\N/\)J\N OMe
OMe [e) oM
108b OMe

Schéma 6 : synthése des compdsiaet108b

L’un des composeés finauk09aest obtenu par couplage entre I'intermédiabé et I'acide 3-
phénoxyphénylacétique avec un rendement moyen %e B2 clivage du Boc de I'amirede
la lysine en présence de HCI 4M dans le dioxanenelde composé final09b avec un

rendement quantitatif (schéma 7).
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HOB, HBTU NHBoc

DIPEA, DMF
0,
107 ta.,18 h, 52%

@L m @L Q\)L ~”JH«@[Z::

109a

OMe
HCI 4M/dioxane

t.a., 2 h, quantitatif

-

S)
NH 5 Cl

R

109b OMe

Schéma 7 : synthése des compdsiEaet109b

II.2.c. analogues-hydrazinoacide non fluorés avec la liaison amineus la partie 1

Comme évoqué dans mes objectifs, nous essayonérifiervsi la flexibilité de la partie 1

pourrait améliorer I'activité. Par conséquent, nsashaitions remplacer la fonction amide de
la partie 1 par une fonction amine plus flexibleuPréaliser cette réaction d’amination, nous
avions deux possibilités : la premiére étant uretién de substitution nucléophile d’'une
amine sur un halogénure d’alkyle et la deuxiemeam@ation réductrice. Nous avons donc
décidé de tester les deux méthodes sur une réaooieéle mettant en jeu I'amine et le H-

Phe-OMe avant d’engager notre peptidomimétique :

Essais 1 (schéma 8)la réduction de la 2,5-diméthoxybenzaldéhyd® commercial
par NaBH conduit a l'alcool111 qui est transformé en produit brorh&2 en présence de
PBr; dans le DCM. La substitution du brome par I'amie I'ester méthylique de la L-

phénylalanine conduit au proddit3avec un rendement moyen de 48%.

Essai 2 (schéma 9) nous avons essayé d'effectuer une aminationctéde entre
'amine libre de I'ester méthylique de la L-phénglane et la 2,5-diméthoxybenzaldéhyde
110 Pour realiser cette réaction nous avions d’apertsé a isoler 'iminé14 formée lors de

la premiére étape et de la réduire par la suiteNa#BH,. Malheureusement nous n’avons
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obtenu qu’une trace du produit attendu et récupengroduit de départ. Nous avons donc
décidé de réaliser I'étape de réduction sans idiheine et en ajoutant rapidement I'agent
réducteur aprés la formation de lI'imine. La premifois nous avons utilisé le NaBH(OAc)
comme agent réducteur. La réaction ayant encoreuéeh(produit de départ), nous avons
décidé de changer d’agent réducteur en utilisaite ¢eis le NaBHCN en présence d’acide
acétigue. Nous avons obtenu I'amibE3 désirée avec un rendement de 71%. Au vu de ces
deux essais, I'amination réductrice s’est avéréss gffficace (71% de rendement pour une
étape) que la substitution nucléophile (27% poatapes) pour obtenir I'amine désirEE3

A partir de I'aldéhydel 10 Nous avons donc choisi I'amination réductrice peymthétiser les

molécules cibled17bet118bportant 'amine sur la partie 1.

NaBH; MeOH ™

0°Cata,2h PBrz DCM D|PEA DMF
89% ©\/ ta 6 h, 91% 24h 48%
\/
1 113 :

CI H3N

Schéma 8 : essai d’amination par substitution

~ ~o
0 NaBH,CN,
Na,CO3, MeOH CH;COOH, MeOH
t a., 5 min ta., 22h, 71% H
=N__ O N\_/O\

CIH3 :
(O < ~
110 \© \©

Schéma 9: essai d’amination par amination rédwctric

L’application de cette réaction d’amination rédigetra I'intermédiairel00 n’a pas marché, et
on n'obtient qu'une trace de produit attendu. N@wens émis I'hypothése que l'azote
secondaire de I'hydrazine pourrait réagir lors @edaction d’amination réductrice (comme
précédemment lors des réactions de couplage paypidcomposé&03). Par conséquent cette
amine a été protégée a partir du comp@8éar le groupement benzoyle en présence de
pyridine pour donner le compogél5 avec un trés bon rendement (84%). L'amitb
obtenue apres le clivage acide du groupement Béocmese en réaction avec le 3-

phénoxybenzaldéhyde et le 2,5-diméthoxybenzaldébydagrésence de NaBEN et d’acide
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acétigue pour donndrl7aet 118arespectivement avec un assez bon rendementlddiar
(58%) et rendement moyen polit8a (42%). L’hydrogénolyse des groupements Chz des
composéd l17aet118aa conduit aux produits finaukl7b et 118b respectivement, avec de
bons rendements (91% et 86% respectivement) (schéjma

NHCbz NHCbz
benzyl chloroformate
pyridine, 30°C, 2 h
84%
BocHN /\)L OMe BocHN /\)J\ OMe
o Cbz (0]
NHCbz 115
HCI 4M, dioxane
2h, t.a., quantitatif
—_—
CIHH,N /\)J\ OMe
Cbz
3-phénoxybenzaldéhyde 116 2,5-diméthoxybenzaldéhyde
NaBH3;CN, CH;COOH NaBH,;CN, CH,;COOH
MeOH, t.a. 18h, 58% MeOH, t.a. 18h, 42%
NHCbz NHCbz
OMe
ey Ay ey
H
Cbz Cbz
17a |\ parc, 10%, MeoH OMe 118a
rt, 91% H, Pd/C, 10%, MeOH
rt, 86%
NH, NH,
o OMe H 0
H N /\)J\ OMe
o N N
N N\N/\)J\N OMe H I ” ”
o H H o o
OMe

Schéma 10 : synthese des compddédet118b
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[1.3. Synthése d’analoguesi-hydrazino acides

II.3.a analoguesa-hydrazinoacides avec la lysine sur la partie 2:

Comme décrit dans les objectifs (page 60), nousianaussi envisagé de synthétiser des
analogues plus courts de la partie 3 en rempldeambtif 3-hydrazino acide par I'analogue
a-hydrazino acide. Cette synthese commence par uplage entre la Boc-Lys(Z)-OH et
'hydrochlorure d’hydrazinoacétate d’éthylel9 commercial en utilisant HBTU et HOBt
comme reéactifs de couplage en présence de DIPE# ldabMF pour donner le produi0
avec un bon rendement de 76%. Aprés saponificateoliester éthyligue du compo4eo0,
I'acide 121 obtenu est couplé avec I'ester méthyliqgue de [ghénylalanine pour donner le
composél22 La déprotection de I'amine en positiarpar clivage acide du groupement Boc

a conduit a I'intermédiair&23(schéma 11).

Boc-Lys(Z)-OH
HOBt, HBTU NaOH
o DIPEA, DMF O  THF/MeOH, ta., o . 0
ta, 18 h, 76% BocHN 3 h, 88%
CIHNN\)J\OEt S 2 QJ\ N\)LOEt == - BOCHN%HN\)LOH
119 2
120 121
NHCbz NHCbz
H-Phe-OMe
HOBY, HBTU
DIPEA, DMF o % TFAIDCM, o
ta, 18 h, 76% BocHN\-)J\NN\)LN OMe ta., 2 h, quantitatif g \)k Hﬁ oo
E ol CF3COO 5
\H H O
122
NHCbz
123 \hicos

Schéma 11 : synthese de l'intermédidied

L’intermédiaire 123 est divisé en deux pour effectuer deux couplagssavec l'acide 2,5-
méthoxyphénylacétique et l'autre avec l'acide 3muh&phénylacétique pour donner
respectivement les composég4a et 125a avec des rendements moyens (55% et 48%
respectivement). L’hydrogénolyse des groupementz @Bs deux composés donne les
composés finaux24b et 125b avec d’excellents rendements (97% et 98% respsuBnt)

(schéma 12).
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o
NH,
OMe
NH,

124b
Schéma 12: synthese des compds#kaa 125b

I1.3.b. analoguesa-hydrazinoacides avec le tryptophane sur la parti@:

Comme évoqué dans lintroduction, un groupemenoericant tel que le tryptophane dans la
partie 2 pourrait également permettre une bonnepgation de la poche S3. Nous avons dans
un premier temps repris la stratégie de synthésgtel@précédemment avec les analogues
hydrazino acides avec la lysine sur la partie 2syr#ghése du compo4&4 a donc commencé
par le couplage entre le Z-Trp-OH et I'hydrochlerw’hydrazinoacétate d’éthyl&l9 en
utilisant HBTU et HOBt comme réactifs de couplagepeésence de DIPEA dans la DMF
pour donner le composd26 avec un trés bon rendement (84%) (schéma 13).
Malheureusement I'étape de saponification de liegthyligue en présence de solution
agueuse de NaOH n’a pas conduit au produit atterads @ un mélange de plusieurs produits.
La réaction a été reproduite mais cette fois elisatit une solution aqueuse de LiOH (base
plus douce que NaOH), le produi27 est obtenu mais avec un faible rendement de 30%.
Nous avons jugé ce rendement trop faible pour éaetion de saponification surtout que, le

produit obtenu n’était pas propre. Nous avons di#uidé de changer de stratégie.
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Z-Trp-OH LiOH
b0 E%'Z‘,;”S&‘é’ THF/MeOH, t.a. o o
: ) 3h, 30% H
HZN/N\)J\OEt rt, 18h, 84% CszN\)L N\)koa ’ cozin I NI
119 - -
HN HN
126 127

Schéma 13 : premiére voie envisagée pour la syath&s34

Cette nouvelle stratégie débute par la protectehainine primaire de I'hydrazingl9 par le
groupement protecteur Boc pour donner le comd@&avec un bon rendement (70%). La
fonction ester dd.28 est ensuite saponifiée pour conduire a 'ad@® avec un rendement
moyen (51%). Le couplage peptidique entre I'acl@® et la H-Phe-OMe en présence de
HOBt, HBTU et DIPEA dans le DMF suivi du clivageide du groupement Boc a conduit a
'amine 131 Cette derniére est couplée avec la Z-Trp-OH demsmémes conditions que
précédemment décrites pour conduirg32 un rendement de moyen (53%). Le produit final
134 est obtenu avec un rendement de 48% par couplage d¢amine issue de

I’hydrogénolyse du groupement Cbz g8 et I'acide 3-phénoxyphénylacétique (schéma 14).

Hocg0. DIFEA NaOH, MeOH/THF o)
(0] MeOH, rt, 18H (0] aOH, Me
H P H 3h, ta, 51% N
70% , La., () N
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DIPEA, DMF, ioxane
ta., 18h, 99% BoctiN’ \)L OMe '™ 2h, quantitatif @ @ N\)L OMe
130
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nos e 0 0 I|;|/|2 gﬂcr’t 18h j Hj
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, , H A H,N N OMe
,18n,53% _ cbziN. I NI K _ome 87% . TN N
:H H § ~ o}
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132
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lll. Résultats de I'évaluation biologique:

L’évaluation biologique des inhibiteurs potentiets effectuée sur le protéasome 20S du lapin
en collaboration avec I'équipe du Pr Reboud-Ra\gboratoire d’enzymologie moléculaire
et fonctionnelle, UPMC). Pour réaliser ce testistubstrats sont utilisés en fonction du site
actif : Suc-LLVY-AMC (Suc= succinyl, AMC= aminoetlopumaride) pour le site
chymotrypsine (CT-L), Boc-LRR-AMC pour le site tsgipe et Z-LLEB-NA (Z=
benzyloxycarbonylp-NA= B-naphthylamine) pour le site caspase ou post-g&dg.*** 1%
L’inhibiteur du protéasome MG132 (Z-LLL-H) est igi comme témoin pour les 3 sites.

Ces substrats ont la particularité d’émettre uneréiscence lorsqu’ils sont clivés par le
protéasome, ce qui veut dire qu'’ils se sont plaeds leur site actif respectif. Par conséquent,
le test consiste a incuber le protéasome 20S du dec ou sans (test controle) les molécules
a tester pendant 15 min: c’est la préincubatian, permet a l'inhibiteur de se fixer au
protéasome s'il y a affinité. Les molécules a testmt préalablement dilués dans le DMSO
avec une guantité finale de DMSO a 3% v/v. Le sabdluorescent correspondant au site
actif dont on veut mesurer l'activité est ensud@uté. Le mélange est par la suite incubé a
37°C pendant 45 min. La fluorescence émise estmdegar un appareil de fluorescence avec
lecteur de microplaque a 96 puits. Les longueuosidis d’excitation et d’émission pour les
substrats Succ-LLVY-AMC et Boc-LRR-AMC (spécifiquedes sites CT-L et T-L
respectivement) sont de 360 et 460 nm tandis cllescdu subtrat Z-LLEB-NA spécifique

du site PA sont de 340 et 405 nm. Les tampons (B utilisés lors des tests sont 20 mM
Tris, 1 mM DTT, 10% glycerol, 0.02% (w/v) SDS pdeas sites CT-L et PA; 20 mM Tris, 1
mM DTT, 10% glycerol pour le site T-L. La concetitva finale de DMSO est de 3% v/v et
'expérience témoin sans inhibiteur est réaliséecda méme quantité de DMSO.

L’IC 5o (concentration donnant 50% d’inhibition) est déteree en tracant la courbe du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concatitn de 'inhibiteur grace a I'équation : %
inhibition = 100[1)/(1Gse ™ + [1] ™), ou I'équation: % inhibition = 100[f]" /(1Cso " + [1] ™)

ou ny estle «Hill number ». Les valeurs de la camstale Mickaelis (Km) des substrats
fluorescents dans nos conditions sont : 30 £ 5 BMc{LLVY-AMC), 77 + 4 uM (Z-LLE$-

NA) et 26 £ 6 uM (Boc-LRR-AMC). Un exemple de coerbbtenue avec un inhibiteur (18b)
est donné sur la figure 65.
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% of inhbition

15

E; 10
(1 ™M

Figure 65 : Inhibition du site CT-L du protéasontx2le lapin par le compog@b a pH 7,5
eta 37°C.

Les résultats de I'évaluation biologique de nos posés sur le protéasome 20S du lapin sont
consignés dans les tableaux 8, 9 et 10. Dans umigréemps, les molécules ont été testées
sur le site CT-L. Concernant les molécules danpartie 3 est occupée par lmotif p-
hydrazino acide trifluorométhylé (molécules68aa93b, table 8), les résultats montrent que :

i) Les composés ayant le groupement 3-phénoxyphénylacgurla partie 1 sont
légerement plus efficaces que ceux ayant les gmeapts 2,5-
diméthoxyphénylacétyle aiert-butyloxycarbonyle (molécul68b comparée a0b
et 72b et93b comparée &1h). On remarque aussi qu'une bonne activité inhdatr
est obtenue avec les composés dont la partie dupptimée et dont 'amine en
de la lysine est libre et que celle enest protégée par le groupement Cbz
(moléculesr1et77h).

i) Sur la partie 2 du pseudoaminoacide, la lysine est plus favorabléactivité
l'inhibitrice que la 3,4-dimethoxyphénylalanine (l&oules68b et 70b comparées a
69). La protection de I'amine ea de la lysine entraine une suppression ou une
diminution de I'activité (moléculé8a 70aet 72acomparéeé8b, 70b, et72b). Le
remplacement de la lysine par I'asparagine estetognt délétere pour I'activité
inhibitrice (moléculesr5 et 76 comparées d0b et 72h). Les résultats montrent
aussi que le raccourcissement du pseudopeptidsuparession de la partie 2 en
liant directement les groupements 3-phénoxyphépjyée et 2,5-
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diméthoxyphénylacétyle sur le mofithydrazino acide supprime toute activité
inhibitrice (moléculeg3 et 74).

lii) Par ailleurs, l'inversion du sens du mdthydrazino acide et 'augmentation de la
longueur dela partie 3 par introduction d’'un motif rétro GH-hydrazino acide
entrainent une suppression totale de I'activitébitviice (molécules/9a 79b, 80,
8laet81b), voir une augmentation de I'activité CT-L (x $6ur793).

iv) Enfin surla partie 4,l'introduction de la 3,4,5-triméthoxybenzylamindaaplace
de la phénylalanine ne modifie pas ou peu I'adiuithibitrice des molécules. Il est
donc possible de diminuer le caractere peptidigaes saffecter le potentiel
d’inhibition du site CT-L (molécule83b, 91b, 77b comparées @9b, 71, 72b).

molécules Structure CT-L
68a (P= CBz) @ NHP ni
68b (P=H) racemic Q 16+0.1
@\i N @
68c (P=H) Dia 17 AN AN O 8.5
H o H H o
68b (P=H) Dia 2 56

69 85+1.5

5=
ig) /
o (0]
N N\NMN O~
H 5 H H g
70a (P= CB2) NHP ni
H CRO
70b (P=H) Boenk S N A P O 35.3+2.7
o H H o

71 NHCbz 6.0+0.5

4 CFsO
HoN N\N)\)J\N o
o H H o

72a (P= CB2) NHP 30%

O/
o H CFO
72b (P=H) NS N A AN O 8.6+0.3
o_ H H H o

73 X2
74 ni
o " CF3 O
G
H H o)
o]
_0O
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Tableau 8 : structure et activité inhibitrice deslégules contenant le mofifhydrazino acide

trifluorométhylé sur le site CT-L du protéasomdajan.

ni : molécule non inhibitrice
% : % d’inhibition a 10QuM

x 3,6 : activation de I'activité de 3,6 fois a wrancentration de 100 uM d’inhibiteur

81



Chapitre II: Synthése et évaluation biologique kifriteurs du protéasome
deérivés de scaffolds et hydrazino acides

En ce qui concerne les molécules avemtdif p-hydrazino acide non fluorésurla partie 3

des relations structure-activité similaires a celtécrites précédemment sont observées
(molécules99 a 118b table 9). Surla partie 1 une légére augmentation de l'activité
inhibitrice lorsqu’on a le groupement phénoxyphéoglyle a la place des groupements 2,5-
diméthoxyphénylacétyle, tert-butuloxycarbonyle et 9-fluorénylméthoxycarbonylest e
observée (molécul&O0lacomparée &9 et 102aet moléculel09acomparée d06 et 1083).
Dans le compos&00 ou I'amine ena de la lysine est libre et celle erest protégée par le
groupement Cbhz, une bonne activité inhibitriceadxgervée. La méme observation avait été
faite dans la série des molécules fluorées (tapleL@ugmentation de la flexibilité par
remplacement de la liaison amide par une liaisomartmoléculesl17b et 118b) dans la
partie 1 n’a pas permis une nette amélioration d’activit@gron maintient une bonnesiC
Comme la lysine sua partie 2dans la série des pseudopeptides fluorés étadfigée pour
I'activité inhibitrice, nous I'avons gardé dansdérie des non fluorées. En revanche, dans
cette série, l'activité inhibitrice du site CT-Last pas affectée par la protection de I'amine
par les groupements Boc ou Cbz (moléculeda 1023 108a et 109a comparées 401b,
102h, 108bet109h).

De méme que dans la série des molécules fluorgelsibition n'est pas affectée par le
remplacement de la phénylalanine par la 3,4,5-thimé/benzylamine (comparaison des
moléculeslO1lbal109bet102ba108b) surla partie 4

Ces résultats montrent aussi que les moléculed &yanotif f-hydrazino acide sur la partie
centrale ont des activités inhibitrices similair@scelles contenant le trifluorométhype
hydrazino acide (comparaison des moléc6igls a 101b a 109b, 72b a102b, 93b 4 109b et
91b a 108hb). Le groupement trifluorométhyle ne semble dons jpaluencer I'activité
inhibitrice des molécules portant un mofifhydrazino acide. La faible influence du
groupement trifluorométhyle a été confirmée parfdg que la configuration absolue du
carbone le portant n'est pas impliguée dans l&étivinhibitrice. En effet les deux
diastéréoisoméres d&@8b séparés et testés séparément ont montré destéciivhibitrices
similaires (table 868cet68d).
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Tableau 9 : structure et activité inhibitrice deslécules contenant le mofithydrazino acide

non fluoré sur le site CT-L du protéasome 20S dimla

Les molécules raccourcies par l'introduction deoffifologue a-hydrazino acide dansla
partie 3 possédent un pouvoir inhibiteur similaire ou |&geent plus élevé que leurs
homologues supérieurs (table 10). Par exemple,olécule 122 portant le groupemertért-
butyloxycarbonyl est quatre fois plus efficace goa homologue supérief8. Les molécules
125aet125bavec le phénoxyphényle darpartie 1ont une activité inhibitrice comparable a
celle des moléculeB0laet101bavec une Ig de I'ordre du submicromolaire poli25h. La

molécule 124b possédant le 2,5-diméthoxyphénylacétyle lsupartie 1 est 8,8 fois plus
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efficace quel02btandis quel24aet102aont la méme activité. Par ailleurs, comme observé
avec la série dgs-hydrazino acides, dana partie 2 la protection de I'amine de la lysine
par un groupement Cbz n’entraine pas une détéoarde I'activité inhibitrice (molécules
122 124aet1259. La moléculel34 contenant le tryptophane a la place de la lysaresda
partie 2 garde une bonne activité inhibitrice. De méme hs&vé dans les deux séries
précédentes, les molécules contenant le groupeBphénoxyphénylacétyle sur la partie 1
sont |égerement plus efficaces que celles avegriagpements 2,5-diméthoxyphénylacétyle et

tert-butyloxycarbonyle (moléculek22 et 124acomparées 4259.

122 NHCbz 11.8+1.1

124a (P= CBz) HP 71+02

124b (P=H) 1.040.03
o " w o
N N\N/YN\AO/
o H 0 ’\©
125a (P= CB2) /@ 11+01
HP

125b (P=H) o 0.7 +0.03

134 61

v 98 9

P NN NQLN,NQLN _OMe

I I . Aol

= Z o > e}
NH

Tableau 10 : structure et activité inhibitrice daslécules contenant le motifhydrazino

acide non fluoré sur le site CT-L du protéasome @®&pin.

Nous avons également évalué I'activité biologigeecdrtains de nos molécules sur les deux
autres sites actifs du protéasome : PA et T-L é&il11). Nous avons ainsi pu constater une
différence de sélectivité de nos molécules selositie actif du protéasome. En effet, le
composés9 possede une bonne activité inhibitrice sur lesssET-L et PA (IG= 85 et 72
MM respectivement), tandis qu’elle active quatris fe site T-L & une concentration de 100
UM. Les composég2a et 75 inhibent le site PA avec une 4&€de I'ordre du micromolaire,
activent le site T-L par un facteur 2 et n'inhibepte 30% de I'activité du site CT-L a une
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concentration de 100 pM. Enfin, la molécileactive le site T-L, inhibe le site CT-L et n’a

aucun effet sur I'activité inhibitrice du site Pralfle 11).

1Cs0 (M)
Molécules CT-L PA T-L
68b 16+0,1 2,7+0,1 8,4+1.3
59 85+1,5 72+0,7 X4
102a 3,6+0,3 10,3+0,8 < 25% (& 50 pM)
67 30% 777 x2,7
64a 30% 54 +7 x1,6
63 60 +0,5 Ni x3

Tableau 11 : structure et activité inhibitrice &g sites CT-L, PA et T-L du protéasome 20S

de lapin.

En revanche l'inhibition n’est pas toujours maintersur les sites T-L et PA pour les autres
molécules (tables 8, 9 et 10). En effet nous aworesréactivation du protéasome a des plus
fortes concentrations (figure 66). A ce jour notsvans pas d’explication a ce phénomene
mais, des études enzymologiques complémentairegmoétre envisagées dans I'équipe du
Pr Reboud-Ravaux. Nous pouvons tout de méme émdtrex hypotheéses: soit ce
phénomene est di a un effet allostérique et letbitebrs a plus fortes concentrations se
fixent sur un site allostérique qui va activer tetpasome, soit a plus forte concentration, les
inhibiteurs ne sont plus solubles, précipitenteesa fixent plus au protéasome.

Par ailleurs, certaines molécul@&slp, 70b et 71) ont été évaluées pour les capacités a inhiber
des enzymes protéolytiques structurellement prot#les que la calpaine | et la cathepsine B
et, elles se sont montrées sélectives au protéaSérbe plus, la moléculé8 b inhibe

I'activité CT-L dans les cellules humaines HeLa%2@'inhibition & 50 pM)-**
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Figure 66. courbe obtenue dans le cas ou l'inhibition nfEet maintent : noir : courbe
d’inhibition classique, rougecourbe obtenue en cas de réactiv:

En conclusion, ces résultats confirment que leBkitsa etp-hydrazino acies fluorés et non
fluorés peuvent mimer la structure secondairea-peptides natifs. Les molécules conter
ces motifs sont capables d’inhiber le site-L du protéasome avec des concentrat
inhibitrices de I'ordre du micromolaire ou submicrolaires (0,7 UM pour la molécule X
Afin de tenter de trouver une explication ratiommepour les différentes activités c
composeés, nous avons méné des études de modélisatitculaire par des calculs

docking.

V. Modélisation moléculaire ;

Au vu desdifférences d'activité inhibitrice observées entres molécules dans le s
chymotrypsine nous avons décidé d'utiliser la misdébn moléculaire afin de trouver u
explication plausible a ses résultats en employartechnique de I'amarrage molécre
(docking.*®’

A ce jour, plusieurs modeles théoriques décrivamhbde de liaison des différents inhibite
avec le protéasome 20S ont été rapportés dartglatire >>°42°'S; |a plupart dedockings
ont été effectués avde protéasome 20S de levure, l'utilisation du paetéme 20S bovi
reste marginale alors qu'il présente une identitésélquence qui-totale avec le protéasor
20S humain, notamment au niveau des sites cataég’®>>°*Cela est certainement di

fait que le protéasome bovin n'a été cristallisé gécemmer*' Par conséquent nous avc
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décideé d'utiliser la structure cristallographique protéasome bovin (code PDB 1IRU) pour
réaliser notradocking Le dockinga été effectué avec le programme GOLD sur leGite
défini a l'interface des sous-unitgs etf6.

IV.1. Validation de notre modeéle:

Dans le but de valider notre procédure, nous aefiestué ledockingd’un inhibiteur non
covalent de structure pseudopeptidique développé&patet al, dans le but de vérifier que
nous retrouvions des résultats comparables a cécnitsl par ces auteurs, dans le site CT-L
d’'un modéle du protéasome humain, construit par diogie de séquence a partir du
protéasome de la levut¥’.

Pour chaque molécule, nous avons calculé plussalutions. La pose capable de reproduire
au mieux le mode de liaison communément admis ri@biieurs non covalents (a savoir la
formation de liaisons hydrogénes avec les acidemémclé Thrl, Thr2l, Gly23, Gly47,
Ala49 et Asp125, I'occupation des poches S1, S3, AiSAS2) a été retenue.

Les premiers résultats de notre validation montoer les conditions employées permettent
de positionner le pseudopeptid® de maniere analogue a celle décrite par I'équap€utet.
On remarque en particulier la formation de liaisbgdrogénes entre le pseudopeptideet

les acides aminés clé Thrl, Thr2l, Gly47, Ala48sil125 ainsi que I'occupation des poches
S3 et AS2. En revanche la poche S1 n’est pas oedfigére 67), ce qui constitue un défaut
important de ce modéele initial. Néanmoins, le ménozléle avec le protéasome bovin a été
publié parallélement & notre travail par I'équipe B. Villoutreix?®? Leurs travaux ont
démontré que des composés sulfonamides étaientleapd’inhiber le site CT-L du
protéasome de fagcon non covalente sans occupechke 1. Nous avons donc décidé dans
un premier temps d'effectuer le docking de toutes Imolécules sur ce modeéle.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a trouwer réelle explication pour les
différences d’activité entre les compo$elydrazino acides portant une lysine protédisa (

et 72a par exemple) et leurs homologues déproteg8b €t 72b). Par ailleurs, le mode de
liaison des molécules portant un motif plus lonigotéydrazino était également peu différent
du mode de liaison des hydrazino acides trifluorthiylés alors que leurs efficacités sont trés

différentes.
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o ;' . . Thri

Figure 67 : a gauchereprésentation d’'une premiere hypothese de medéadon de e
molécule de Furedt al.dans le site C-L avec la surface accessible au solvant de laipei
a droite: liaisons hydrogénes contractées avec les réslda

Nous avons donc essayé d’améliorer notre modétepartant au point de départ du dock
avec le pseudopeptid@6 de Furet. Pour expliquer cette divergence avecégsltats obtent
par Furet en matiére d’occupation de la poche 8asmavons dans un premier temps €
I'hypothese que cette poche pourrait étre plustgpekans le protéasome bovin que dar
protéasme de la levure. Afin de vérifier cette hypothéseus avons commencé f
superposer la structure du protéasome bovin disgtaseul (sans ligand) avec celle
protéasome de la levure castallisé avec un inhibiteur non covalent ana®duéaire du
TMC 957% Nous avons ainsi pu remarq que dans ces conditions la poche S1

protéasome bovin était plus petite que celle dtdasome de la levure (figure €'

‘ E l/"\, \ Pocje S1 bovin
- ,\ T

Poche S1 levure

Figure 68 superposition des poches S1 dans le protéabovin et celui de la levur
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En revanche, lorsque nous avons superposé lestusgsicdu protéasome bovin et du
protéasome de la levure tous deux cristallisésssaolus avons constaté que les deux poches
S1 avaient approximativement la méme taille.

Au vu de ces résultats, nous avons révisé notrethgpe initiale et attribué cette différence
de volume apparent a un phénomene d’adaptatioa gedhe S1 induit par le substrat. Ne
disposant pas de structure du protéasome bovinistadtisé avec un ligand, nous n'avons pas
pu confirmer formellement cette hypothése. Néanmoimous avons poursuivi cette étude
avec le protéasome de la levure en étudiant latemeide différents cocristaux. Nous avons
ainsi remarqué que la taille de la poche S1 vaemifonction du volume du groupement qui
I'occupait. Par exemple, dans le cas d’un inhibiitgan covalent (dérivé linéaire du TMC 95),
la poche accueille un groupement phényle et danadedu bortezomib elle est occupée par
un groupement isopropyle, ce qui s’accompagne dlagere diminution du volume de la
poche. Enfin, lorsque I'on superpose la structwepbtéasome de levure cristallisé seul a
d’autres structures ou le site CT-L est occupédiféérents inhibiteurs non covalents ou le
Bortezomib, on s’apercoit que la poche S1 est englus fermée lorsqu’elle est vide.

Nous avons poursuivi I'étude de ce phénoméne dtatlap supposé de la poche S1 en
essayant de comprendre s'il était di a un changecoaformationnel majeur de la sous-unité
porteuse de cette poche. Nous avons alors obsargédgns les structures dont nous
disposions, les boucles a proximité de la poche@iptaient des conformations similaires,
sur le fond duquel se détachait un net mouvementotiion de la chaine latérale de la
méthionine 45 (figure 69). L'effacement de cettaiok latérale était a son tour rendu possible
par I'existence concomitante de la chaine latédald’isoleucine 35 sous forme d’un autre

rotamere.
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B

Figure 69 : a) Réduction du volume de la poche S1 illustrée lpasuperposition de la
structure du protéasome de la levure co-cristafli®® un inhibiteur non covalent (code PDB:
3NZW, brun clair) et de la structure du protéasatada levure cristallisé seul (code PDB :
2F16, vert). b) méme figure sans la figure accéssib solvant avec la chaine latérale de la
Met45 (vert) responsable de la diminution du volume

Nous avons refait ldockingen libérant la conformation de ces deux chaingsdkes et nous
avons alors eu l'agréable surprise de voir appargiarmi les résultats des solutions ou la
poche S1 était occupée par le groupement phénytena du pseudopeptidgs (figure 70).
Dans cette hypothése de mode de liaison, le comp@sst également engagé dans cinq
liaisons hydrogénes (deux avec Thr21, une avec Z5pG&ly47 et Met45). Nous avons alors
jugé ce modele satisfaisant, et nous avons comn&etiaéliser pour essayer d’expliquer les

différences d’activité inhibitrice du site CT-L absées entre nos différentes molécules.

Gly23 Thr21

Figure 70 : Nouvelle hypothése de mode de liaisdautée pour la molécule de Novartis en
prenant en compte la flexibilité conformationnellevoisinage de la poche S1.
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I\V.2. Docking de nos molécules:

Une des questions que nous voulions prioritairertraiter a I'aide de I'outil de modélisation
moléculaire que nous avions développé était 'egplon de la différence d’activité observée
entre les pseudopeptides fluorés porteurs d'unpgnment protecteur sur I'amirede la
lysine et leurs homologues déprotégés (comp68és72a comparés &8b et 72b). Lorsque
nous avons engageé les structures correspondamesdda expériences deckingdans les
conditions précédemment mises au point, nous atronsé pour le composg8b avec une
fonction amine libre un positionnement analogueslicdu pseudopeptide de Furet (figure
71). En particulier, les poches S1, S3 et AS1 santipées, et des liaisons hydrogenes sont
contractées avec Gly47, Aspl25, Serl23 et GInlBlreizanche, avec le compo68a,
aucune des solutions générées par le programndeakéngne montrait simultanément une
occupation des poches S1 et S3 et la formatiomd®hs hydrogenes avec les acides aminés
clés. Dans les molécul&8a 72a les deux diastéréoisomeéres ont été dockes eésedtats
sont tout a fait similaires. La stéréochimie dubcae portant le groupement trifluorométhyle
n'a donc pas d’'influence sur le mode de liaisonsdarsite CT-L. Ceci est cohérent avec les
résultats de I'évaluation biologiques concernéBb dont les deux diastéréoisomeres ont

montré la méme efficacité d’inhibition du site CT-L

Ser 123 cz-j\\/\Gln 131

V o -‘\/ﬁ ) Ala 49

Figure 71 : Représentation du mode de liaison t&aljgour le composé8b SSS dans le site

actif CT-L du protéasome bovin.

Par ailleurs, ledocking des pseudopeptides non fluorés portant ou non raopgment
protecteur sur 'amine de la lysine a aussi été effectué. L’analyse deésultats montre que
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le composé protégEl7ase positionne de la méme maniére que le pseuddpaje Fureet

al. dans le site actif, occupe les poches S1, S3 &teA$rme deux liaisons hydrogenes avec
Gly47 (figure 72). Une premiere liaison hydrogerst établie entre le carbonyle de la
fonction ester du composil7a et I'atome d’hydrogene polaire du squelette pégie de
Gly47. La deuxiéme liaison est formée entre le gesoent NH du résidu phénylalanine de
117aet le groupement carbonyle du squelette peptidiu€ly47. A I'inverse des molécules
de la série fluorée, son homologue déprotEfjéb adopte un positionnement similaire avec
occupation des poches S1 et S3 par le noyau amqumeatiu résidu phénylalanine et la chaine
latérale aminée de la lysine respectivement et dtion de liaisons hydrogéne avec les
résidus Thrl, Serl23, Serl129 et Serl30 (figure €8% résultats sont cohérents avec ceux
obtenus en évaluation biologique (table 9) et stgggeque les pseudopeptides non fluorés

avec la lysine protégés ou libre sont susceptitieagir les mémes activités inhibitrices.

Figure 73: Représentation du mode de liaison aaldulcomposé77bdans le site CT-L.
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Le docking des composés non ac8fa et 82b a montré que ces molécules n’interagissent
pas bien avec le site actif. En effet, avec le ams@f2aaucune solution n’occupe les poches
S1, S3, AS1 et AS1 et avec le comp@b une seule pose se positionne a peu pres
correctement. On remarque que dans cette posecke 1l est occupée par le groupement
CRs tandisque les poches S3, AS1 et AS2 ne sont pagées (figure 74). En revanche le
composéd2b contracte des liaisons hydrogenes avec les résidasels que Thr2l, Gly47,

Aspl25 et Serl29 (figure 74). Au vue de ces résutta aurrait pu s’'attendre a une légére

activité du compos8éz2b.

7\@1‘9”29 Gly47
Asp125 o ﬁn

Thr21

Figure 74 : réprésentation du mode de liaison ¢&@ldu compos8&82b_SRdans le site CT-L

L’analyse détaillée de ces résultats dieking nous a ainsi permis de nous rapprocher de
I'explication des différences d’activité observésdre nos dérivés. Nous avons en particulier
pu émettre I'hypothése que les molécules activetegurotéasome produisent leur effet en se
fixant dans le site actif d'une maniere satisfaidas critéres communs aux inhibiteurs du
protéasome non covalents peptidomimétiques conausavoir la formation de liaisons
hydrogene avec les résidus clé et I'occupation meshes S1 et S3. Encouragés par les
résultats de la validation de ce modeéle basé staclmnique dudocking nous I'avons utilisé
en tant qu’outil prédictif pour orienter la suite de travail. En particulier, nous avons soumis
a ce modele la structure de plusieurs composeésléd@et 160 qui contiennent une contrainte
au niveau de sa partie centrale. Cette contrainfwx but d’orienter les groupements
encombrant vers une direction privilégiée qui daage cas sont les poches S1 et S3 (voir
chapitre 3).
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V. Evaluation biologique par RMN du *°F :

La technique du FABS, utilisée pour déterminer dol@es inhibiteurs de différentes classes
thérapeutiques grace a la RMN du fluor a été dedans le chapitre 1. Nous avons décidé de
développer cette méthode pour I'évaluation biolagiqde nos inhibiteurs potentiels du

protéasome dans le site chymotrypsine.

V.1. Principe de I'évaluation biologique par fluorescence:

Le substrat le plus utilisé pour réaliser le teésthobition sur le site CT-L du protéasome 20S
de est le Suc-LLVY-AMC (Suc = succinyl, AMC = amiméthylcoumarinel35. La liaison
de ce substrat au site catalytique entraine uagdiapres la tyrosine et libére le groupement

fluorescent 7-amino-4-méthylcoumarine (AMC) (schérba

ot /¢¢LIW %m == 35,

methylcoumanne)

Schéma 15: réaction de clivage dans le site caja/iCT-L

Le dosage de la fluorescence émise par 'AMC ersqmée et en absence d’inhibiteurs
potentiels permet de déterminer respectivementitesses initiales Vi et Vo de clivage du
substrat par la protéasome et de calculer le potage d’inhibition en utilisant I'équation 1.

La représentation graphique du pourcentage d’itibibien fonction de la concentration

permet de déterminer I'g (concentration donnant 50% d’inhibitidf)

Vi -
% inhibition = 100 x (1 — —) Equation 4
Vo
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Figure 75. exemple de courbe obtenue avec un inhibiteulessite C7-L du protéasome 2C
de lapina pH 7,5 et & 37°C.

V.2. Approche par RMN du fluor:

La détermination de I'lgy par RMN du fluor implique la quantification du pratdformé pat
RMN du fluor. La technique que nous avons choikeHABS) nécessite I'utilisation d’v
substrat fluoré. Ce substrat doit étre sélectiaeéacon a ce que le déplacement chimiqu
son goupement fluoré soit different de celui du prodéormé aprés clivage par
protéasome. Sachant que le clivage a eu lieu #éptgsosine du substriSuc-LLVY-AMC, il
nous a semblé judicieuy de remplacer la totalité du groupement AMC parguouperent
fluoré ou, ii) d’'incorporer un groupement fluoré $&AMC. De ce fait, le groupement fluol
serait & proximité du site catalytique, ainsi l&pldcements chimiques en RMN *°F
devraient étre différents selon qu’il est lié alnsdat ou libre erésclivage (figure 7). De
plus, la fluoration d'un substrat doit se faire m@niere & ne pas influencer I'affinité
substrat pour son récepteur. Ce qui devrait étoadecar, la reconnaissance du substrat
protéasome semble due a I'enchaineme séquences d’acides aminés-leucine-leucine-

valinetyrosine et non a la présence du groupement A

Site CT-Ldu

HOOC/\)L /¢ ji'( /Q proteasome H,N
CF3

Figure 76 représentation schématique du substrat fluoré ageigt de son clivage dans

site CT-L du protéasome 20S.
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Nous avons donc entrepris la synthése de plussmatogues fluorés du substrat naturel Suc-
LLVY-AMC.

V.2.a. Substrat fluoré 1:

La premiere fluoration du substrat Suc-LLVY-AMC é&sagée a été le remplacement de
'AMC par le groupement trifluoroéthylamine (sché®@). En effet, dans ce substrat fluoré,
seulement un carbone sépare le groupementdOFsite catalytique. Par conséquent, aprés
clivage, l'environnement des atomes de fluor duugement trifluorométhyle serait

significativement modifié, ce qui devrait induir@eu difféerence de déplacement chimique

entre le substrat et le produit (amine libre) idewson clivage par le protéasome.

Synthése du substrat fluoré 1:
La synthése de ce premier substrat fluoré esttdédans le schéma 16. Elle débute par une
réaction de couplage entre la trifluoroéthylamir®6 et la Boc-Tyr(Z)-OH en présence de
I’hydrochlorure de N-(3-DimethylaminopropylN'-ethylcarbodiimide (EDCI) et d’HOBt
comme réactifs de couplage, de DIPEA comme bases @aDMF a température ambiante,
pendant 16h pour conduire au prodliB7 avec un excellent rendement de 94%. Une
succession de clivages acide du groupement prateBiec suivi des couplages peptidique
avec la Boc-Valine-OH, et deux fois avec la Boc-H@d ont conduit aux produits38 139
et 140. Si les composésd38 et 140 sont obtenus avec de bons rendements (90% et 64%
respectivement), ceci n'est pas le cas pour le osédp39 qui est obtenu avec un faible
rendement (31%). Ce rendement est di a la failildiité du composd39dans les solvants
d’extraction et d’élution. La réaction entre I'amhigle succinique et 'amine issue du clivage
acide du groupement Boc dd0en présence de DIPEA dans le DMF a permis I'olerdu
composél4l avec un rendement de 85%. L’insolubilité du congédatl dans le méthanol ou
un mélange méthanol/DMF a rendu I'hydrogénatioralgtijue du groupement benzyle du
composél4l trés difficile. Finalement, ce clivage a été efifiécdans I'acide acétique glacial

en présence 10% de Pd/C sous atmosphere d’hydrpgeneonduire au substrat firled 2
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OBn 1) HCI, dioxane
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137 oBn o8
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0 AL (o]
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DIPEA 0 lo) 0 ) H
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141 142

Schéma 16 : synthese du substrat fluct2

Test de chevauchement:
Aprés l'obtention du substrat fluoré, I'étape suitea dans la techniqgue du FABS est de
vérifier qu’il 'y a pas de chevauchement entredigmaux des substrats et ceux du produit
aprés la réaction enzymatique. Le clivage ayantliew apres la tyrosine, le produit
correspondant est la trifluoroéthylamine. Nous avdonc comparé le déplacement chimique
de cette amine et celui du substrat fluoré 1. Geaeté réalisé dans un tampon 100 mM Tris
avec un 5% v/v de DMSO final. Le spectre RMN'&t obtenu avec le mélange de substrat 1
et de la trifluoroéthylamine montre une différertze déplacement de 2,21 ppm (figure 77).
Ce qui est tout a fait compatible pour détermin#sh de nos inhibiteurs potentiels a
condition que ce substrat soit affin pour le pretéae et qu'il soit correctement clivé pour

libérer la trifluoroéthylamine.
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trifluoroéthylamine
-73,74

substrat 1

—]1,53
T YT
Figure 77 : résultats du test de chevauchemerRRpi du*°F des déplacements chimiques

du substrat fluoré 1 et de la trifluoroéthylamine.

Test d’affinité avec le protéasome:
Pour vérifier que le substrat fluoré 1 est recoehulivé par le protéasome, ce dernier est
incubé avec le protéasome 20S de lapin dans uro@d@0 mM Tris avec 5% v/v de DMSO
final & 37°C. L'évolution de la réaction est suivigr RMN du *F. Deux ratios
protéasome/substrat ont été testés : 1/2500 e90/50
Le premier ratio testé avec ce substrat nous mépéré par I'équipe du Pr Grdif.En effet,
pour réaliser leur test d’inhibition du protéasoiteytilisent de 2500 fois plus de protéasome
gue de substrat. Nous avons effectué le test edagtrce méme ratio en faisant des
acquisitions toutes les heures. Aprés une heunewbiation, seul le pic correspondant a celui
du substrat est observé (figure 78). Ce n'est qwaut de 5 heures que I'on observe la
formation du signal correspondant a celui de I'amissue du clivage du substrat. A 16
heures, les quantités d’amine libre et de subsimat presque égales. Enfin, nous avons

obtenu une conversion compléte du substrat en dibieeau bout de 30 heures.

a 30 heures |
A A e P P, i e o et s g g ot g

a 16 heures | |
T A A MMl ST Ml iy e A e
. amine libre
a 5 heures
4 1 heure . substrat 1

WKJW‘M M—\W«W
T T T T T T T T T T T T
-70 -T2 -74

Figure 78 : évolution dans le temps du substrat fgrésence du protéasome (ratio 1/2500).
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Pour vérifier que le pic formé au cours du tempsbén celui de 'amine et non celui d'un
produit de dégradation, nous avons superposé talsabtenu apres clivage sur celui de la
trifluoroéthylamine. Nous avons pu observer unesgogsition parfaite des deux pics et pour
éliminer tout doute, nous avons ajouté de I'amibeel dans le tube apres 30h et n’avons
obtenu qu’un seul pic en RMN dtF.

Pour mettre en évidence le r6le du protéasome lddiosmation de I'amine, le substrat a été
incubé dans le méme tampon avec la méme quantiE@vi®O sans ajouter le protéasome.
Aprés une semaine d'incubation & 37°C, la RMN'#ua montré I'absence totale d’amine
libre et seul le pic correspondant au substratait gisible. Nous avons ainsi démontré par
RMN du **F que le clivage est bien di & I'action du protésset qu'il a eu lieu aprés la
tyrosine.

Malgré ces résultats encourageants, cette expériprésente une limitation financiere. En
effet, le protéasome est onéreux et dans ces camglita préparation de chaque tube RMN
revient a 24 euros. Sachant qu’il faut environ fwaibhcentrations différentes et chacune en
triplicate, le colt de la détermination d’une sddg, serait d’environ 576 euros. Ce montant
étant trop éleve, nous avons donc envisageé d’araties.

Le deuxieme ratio testé est de un protéasome paQ@® Substrats dans le méme tampon et
avec la méme quantité de DMSO que précédemmenheMiadusement, ce n’est qu’'au bout
de 47 heures que I'amine libre devient majoritgiee rapport au substrat et, apres une
semaine d’incubation on n'a pas obtenu un clivagel tdu substrat 1 (figure 79). Si I'on
compare ces résultats avec ceux obtenus aveddelfab00, on remarque qu’en divisant par
deux la quantité de protéasome, la réaction dagdest trop lente et n’est pas complete au
bout d’une semaine. L’hypothése est que notre mtb#tioré n'est pas assez affin pour
protéasome et que I'aromaticité du groupement Aldi@®jait peut-étre aussi un role dans la
reconnaissance. Nous avons donc envisage la sgnthés autre substrat fluoré en espérant

gu’il serait plus affin pour le protéasome.
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amine libre
substrat 1
a 163h (1 semaine)
substrat 1 amine libre
|
a 47h 30min

! i | I I . l |
42 73 & a5 W™ T - D

Figure 79 : évolution dans le temps du substratet & ratio 1/5000.

T n

V.2.b. Substrat fluoré 2 :

Un autre substrat utilisé pour sonder le site Ca@st.la NCbz-Gly-Gly-Leypara-nitroanilide
143 Avec ce substrat, le clivage est effectué amésucine ce qui libére lgara-nitroaniline
comme produit dosé par fluorescence. En s’inspidante substrat, nous avons remplacé le
groupement AMC du substrat Suc-LLVY-AMC par [garatrifluorométhylaniline. Ce
nouveau substrat que nous appellerons substrathZn® 17) devrait étre plus affin du

protéasome que le substrat 1.

o} e N
Ph/\O)J\N/\H/NVU\N N
Ho o Ho o
NO,

143

Synthése du substrat 2:
Le schéma de synthése du substra#2est presque identique a celui du premier avec une
succession de clivage acide du groupement Boc daigiouplage peptidique avec les acides
aminés correspondants (schéma 17). En revancha, @ater I'étape de clivage du
groupement benzyl qui nous avait posé des probléanesde la synthése du substrat 1, la
Boc-Tyr-OH a été utilisée a la place de la Boc-ZWQH. Les rendements globaux des

différentes étapes sont bons et le substrat 2oésho sans difficulté majeure.
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Schéma 17: synthese du substrat 2

Test de chevauchement:
Nous avons réalisé ce test de chevauchement danslmes conditions que précédemment a
savoir dans un tampon 100 mM Tris avec un 5% v/DBESO. De méme que précédemment,
nous avons compare les déplacements chimiqueshdtrat2 avec celui de 'amine de départ
correspondant: lpara-trifluorométhylaniline (figure 80). Si entre lelsirat 1 et son amine
libre il y avait plus de 2 ppm d’écart, cet écatréduit a 1,2 ppm entre le substrat 2 et la
paratrifuométhylaniline. Ceci est probablement di ait fque dans le substrat 2, le
groupement Cfest un peu plus loin du site de clivage, par cgmsét, son environnement
est moins perturbé. Mais cet écart reste suffipant les différencier et effectuer le test avec
le protéasome.
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60,36
para-trifluorométhylaniline

61,55

substrat 2

pe———

Figure 80: résultats du test de chevauchement piM Bu *°F des déplacements chimiques

du substrat 2 et de la para-trifluorométhylaniline

Test avec le protéasome :

L’affinité de ce deuxiéme substrat pour le prot@as®0S du lapin a été déterminée en les
incubant dans un tampon 100 mM Tris avec 5% vADMSO final a 37°C. Cette fois ci,
nous avons commence le test avec le ratio 1/50006gsome/substrat) et suivi I'évolution de
la réaction par RMN dd°F au cours du temps (figure 81). Les résultats reahtque ce
substrat est beaucoup plus affin pour le protéasprede substrat 1. En effet, nous observons
une conversion presque complete du substrat 2 @redilore au bout de seulement 2 heures
contre une semaine avec le substrat 1. Aprés 3esedlincubation, le substrat est
complétement transformé en amine libre. Comme Baoas du substrat 1, nous avons ajouté
de la para-trifluorométhylaniline dans le tube RMN contendat produit de clivage du
protéasome et nous n'avons observé qu’un seulgi&MN du**F. Ce confirme que I'amine
libérée est lgara-trifluorométhylaniline. L'expérience contréle salgsprotéasome n’a pas
montré la formation de I'amine libre. On peut dadéduire comme précédemment que le
protéasome est responsable du clivage du subs@pté® la tyrosine. Encouragé par cette
grande sensibilité¢ du fluor a son environnementysnavons décidé de développer un
troisieme substrat plus proche de la structureeleai atilisé pour les tests de fluorescence

mais dont le groupement fluoré serait plus loirsiie de clivage.
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Figure 81: évolution dans le temps du substratet ¢ ratio 1/5000 de protéasome

V.2.c. Substrat fluoré 3 :

Nous avons observé avec le substrat 2 que le ddptat chimique du fluor est affecté méme
lorsque celui-ci est loin du site de clivage. Pansgquent, nous avons synthétisé un dernier
substrat dont la seule différence avec le subsatatrel (Suc-LLVY-AMC) du protéasome est
le remplacement du méthyle du groupement AMC pargwoupement trifluorométhyle,

appelé substrat 3.

Synthese du substrat 3:
La synthese du substrat fluoré 3 est décrite darschéma 18. Le compodél est formé
avec un rendement moyen (46%) a partir de la 7-@hiftrifluorométhyl)coumarind 50 et
la Boc-Tyr-OH dans la pyridine en présence de ladMgrure de phosphore a -15°C. La suite

est identique a la synthése des deux autres stghatrac des rendements compris entre 46 et

64%.
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Schéma 18: synthése du substrat fluoré 3

Test de chevauchement:
Ce test réalisé avec le substrat 3 et la 7-amiftaftorométhyl)coumarine a montré que
malgré la distance importante entre le fluor esite de clivage (10 atomes), le déplacement
chimique de ce dernier est affecté (figure 82).effat, nous avons obtenu une différence de
déplacement chimique de 0,25 ppm, ce qui démoatrgrande sensibilité du fluor a son
environnement. La comparaison de cet écart avex obtenus avec les deux précédents

substrats montre que, logiquement, plus le fludrles du site de clivage, moins son
déplacement chimique est affecté.

7-amino-4-(trifluorométhyl)coumarine
64,09

| substrat 3
| 64,34

1 \
It
I\ il
{\ AT N A\
o AL A AR YW e ™y
WY AN RN ™y

e <40 <42 44 15 ppm

Figure 82: résultats du test de chevauchement piM Bu *°F des déplacements chimiques
du substrat 3 et de la 7-amino-4-(trifluorométhgl)marine
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Test d’affinité avec le protéasome:
Le méme test d’incubation du substrat 3 avec l&gpsmme 20S de lapin a été réalisé dans un
tampon Tris 100 mM a 37°C. Le premier ratio test®umn protéasome pour 5000 substrats.
Apres seulement une heure de réaction, la moitgudistrat 3 est transformée en amine libre.
La conversion est totale au bout de 1h46 min (Ef8) contre 3 heures avec le substrat 2. Le
substrat 3 a la plus grande affinité pour le pxéze. Ceci nous laisse penser que le
groupement AMC joue un réle dans la reconnaissdancgte actif.

a 1h 46 min

. a 1h 30 min
l "1: ’ hak. B 5

it VA i A A g

]
: 4 58 min
f: A

\. fr}J ¥ .p Vi un- ‘\-r,_ nffz -\; '\k‘i\,_ﬂ"‘f" Moy rv"“‘.

amine 3 | 4 42 min
q J
r“fW‘ Tr'“w TM"W A ‘ Wiy M"ﬂ}.\; M* v Yﬁr‘
substrat 3

!I 4 26 min
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Figure 83: évolution dans le temps du substrate® ¢ ratio 1/5000 de protéasome

Encouragé par ce résultat, nous avons testé dsawaos notamment celui utilisé par
I'équipe du Pr Rebod® qui est d’environ un protéasome pour 166000 satsstt'intérét
majeur d’utiliser ce ratio est que le prix de rewid’'une manipulation s’en trouve grandement
diminué (0,18 euro/tube). Le test est réalisé desmsnémes conditions que précédemment et
suivi par RMN du®®F. Au bout d’une heure, on observe I'apparition d’pic qui ne
correspond pas a celui de I'amine libre et domtdnsité augmente avec le temps. Le signal
correspondant a celui de I'amine libre n'est appguia partir de 19 heures et atteint son

maximum au bout de 138 heures. L'expérience esitéarau bout de 138 heures sans
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conversion complete du substrat en amine et avgours la présence du nouveau pic (figure
84).

amine 3
a 138h
Ywermdong’ .umw&dlm-'mm Par el sk e
4 19h06 min
WMWJ‘MWMHHMW
4 10h34 min
a4 4h58 min
(RPN ¥ Gotibievorrd] "‘%'* gy gt i Mg,
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l i 4 2h34 min
A, *"#JP\WVMMM\U"}%MWN . __
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o fe “
Fdpmry) """"1“'*‘%"?“\ gt “"f“"""l" amine3  pic inconnu
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Figure 84: gauche) évolution dans le temps du satb® avec le ratio 1/166000 de
protéasome droite) agrandissement a 138 h

Différentes hypothéses ont été émises quant girferidu pic inconnu, I'une d’elles est que
ce pic serait un conformeére du substrat 3. La tigclende choix pour vérifier la présence de
conforméres est de réaliser la RMN a différentesptatures. On déplace ainsi I'équilibre
dans la formation d’'un conformere. Par conséquenis avons effectué la RMN du substrat
3 dans le tampon 100 mM Tris HCI sans protéasomiéf&entes températures. Lorsque le
tube RMN est incubé a 37°C, au bout d’une heur@jddanconnu est largement majoritaire
par rapport a celui du substrat 3. Lorsque la teatpge augmente et que I'on atteint les 47°C
on voit le pic du substrat qui augmente. A 57°Cdesx pics ont presque la méme intensité et
a 77°C seul le pic correspondant au substrat 8kesstrvé. En revenant a 37°C on observe la
réapparition du pic inconnu (figure 85). Au vu dis gésultats, on peut conclure que le pic

inconnu n’est qu’un conformére du substrat 3.
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Figure 85 : Evolution du substrat 3 en fonctioaleempérature

D’autres ratios tels que 1/10000 et 1/25000 prot@agsubstrat ont aussi été testés. Si avec le
ratio 1/25000 nous n’avons obtenu que 50% de csioreau bout de 23 heures, avec le ratio
1/10000 nous avons eu 90% de conversion en 20eure

Apres ces tests sur les trois substrats fluoréthatisés, nous avons décidé de travailler avec
le substrat 3 pour la suite de nos expériencesaatructure est la plus proche du substrat
utilisé classiguement dans les déterminationssd’IDe plus, le clivage du substrat 3 par le
protéasome libérant un groupement fluorescensubstrat pourra donc aussi étre utilisé pour
déterminer et donc, confirmer lessi@le nos molécules par fluorescence.

Pour la suite de nos expériences par RMN, noussaaossi choisi d’utiliser le ratio 1/10000
car il permet une conversion presque totale dutsathbst son colt de revient est raisonnable

(environ 1 euro).
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V.3. Application a la détermination des 1G:

Disposant d’'un substrat fluoré du protéasome, €ofif est de I'utiliser pour déterminer I'ig

de nos inhibiteurs par RMN didF. Auparavant, il faut déterminer certains paragetels
gue la constance de Michaelis-Menten (Km) ainsi lgsevitesses initiales de la cinétique
enzymatique de notre substrat 3 avec le ratio dprateéasome pour 10000 substrats. Grace
au substrat 3, nous pouvons déterminer ces parsmgdr fluorescence puis par RMN‘de

et ainsi comparer les deux méthodes.

V.3.a. Rappel sur la cinétique enzymatiqué®®

Lorsque I'on met en contact une enzyme (E) et sdistgat (S), dans un premier temps,
chaque molécule d’enzyme va se lier a une molédelsubstrat pour former le complexe
enzyme-substrat (ES). Ensuite, I'effet catalytigieel’enzyme transforme alors le complexe
enzyme-substrat en produit (P) et libére I'enzymerm’autres réactions.

S+E -« ES=E+P

En mesurant la concentration du produit P en fonatiu temps dans un milieu ou il n'y a au
temps to que des molécules de I'enzyme et du substec [S] >>>> [P], la réaction se
déroule de fagcon non uniforme (figure 86):

1) On distingue une premiére phase tres bréve, ats abel laquelle la vitesse de la
réaction est croissante. Durant cette phase, ldécmies de substrat se lient avec
'enzyme : la concentration du complexe enzyme{sabsugmente. C’est la phase
préstationnaire.

2) Lorsque toutes les molécules de I'enzyme sont aaesippar des molécules du
substrat, la vitesse de la réaction est maximunreste constante tant que la
concentration du substrat est grande et celle dwdyir petite. C'est la phase
stationnaire, on l'appelle aussi vitesse initial2gans ces conditions, l'efficacité
catalytiqgue de I'enzyme est la plus grande, paséquent la vitesse initiale est la plus

grande de toutes les vitesses que I'on peut mesrdonction des phases de la
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réaction. Dans la suite des expériences, la vitéssdiée sera toujours la vitesse
initiale.

3) Lorsque la concentration du produit augmente, élaction inverse commence a
concurrencer celle que I'on mesurait : la vitesgarle.

4) Enfin dans une derniere phase, tardive, la vitdsska transformation inverse devient

égale a celle de départ : les concentrations negeima plus, on est a I'équilibre.

(P14
mmol/| S —E’. P

Vltessei
initialo: '

-

Phase Phase Effet du
préstationnaire stationnaire Produit

[es] ¥ [s1--[p]1 [eP] ¥ ES—>EP = EP—ES

-
Equilibre t A

Figure 86: les différentes phases d’une réactiayraatique

Maintenant, si on s'intéresse a I'évolution de daation lorsqu’'on change cette fois-ci la
concentration du substrat et que celle du protéasoeste fixe. Les mesures de la
concentration du produit en fonction du temps sdifférentes pour chacune des
concentrations de substrat essayées. La vitedsgdarest proportionnelle a la concentration
du substrat. Ainsi on peut déterminer une vitessgale pour chaque concentration de
substrat.
La représentation graphique des vitesses initettefonction des concentrations du substrat
montre que (figure 87):
1) Les vitesses mesurées croissent en fonction degitrations du substrat. Mais cette
relation n'est pas linéaire : le graphe de cettetion est une hyperbole.
2) Lorsque la concentration du substrat est nulleyitesse est évidemment 0, donc
I'hyperbole passe par l'origine du graphe. Lorstpeoncentration du substrat tend

vers l'infini, I'hyperbole se rapproche de son agyote.
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La constance de Michaelis Km correspond a la cdretgon de substrat pour laquelle on peut
mesurer une vitesse initiale égale a la moitié alevitesse maximum (VmaxKm a la
grandeur d’'une concentration et représente I'affirde I'enzyme pour son substrat. En
comparant deux substrats possibles d’'une enzymmes, kKem respectifs sont différents (Km2 >
Km1). Cela signifie que, pour atteindre Vmax2ailf une concentration en S2 supérieure a la
concentration en S1 nécessaire pour atteindre Vmpaxlconséquent, S1 a plus d’affinité
pour I'enzyme que S2.

A v=dipy/dt
Vm ————

Vm/2

>
Km (]

Figure 87 : courbe représentant les vitesseslgstien fonction des concentrations

Expérimentalement, il n'est pas possible de démemVmax, on ne connait qu'une valeur
approchée. En revanche on peut retrouver les dalexins importantes Vmax et Km grace a

différents traitements mathématiques:

a) Lineweaver et Burk:

C’est une méthode d’analyse qui implique la reprtsg®n en double inverse : 1/V = (1/S)
(figure 88). Le probléme principal de cette méthet la prépondérance accordée aux
valeurs les plus faibles de S et de V, pour lesgsidincertitude est pourtant la plus grande.
Elle peut conduire a des estimations fausses.ngélldevient intéressante que pour des valeurs

de [S] élevées, donc dans des conditions « saggant
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»
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Figure 88: courbe obtenue aprés la linéarisatiohinieweaver et Burk

b) Hanes — Woolf

On utilise alors la relation %: # [S]+ I;—Z La droite a une pente de 1/Vm, dont

I'extrapolation donne —Km a l'intersection avecxgades abscisses.

A spv

Km/Vm
pente= 1/Vm

-Km [s]

Figure 89: courbe obtenue apres la linéarisatioHalees — Woolf

c) Eadie — Hoftsee:
La relation utilisée est I'inverse de la précédehte pente est —1/Km, les intersections avec

les axes donnent Vm/[S] et Vm.

A VI[S]
a— Yns]
pente= -1/Km
vm
3
v

Figure 90: courbe obtenue apreés la linéarisatiatieea Hoftsee
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d) La représentation de Schwarzenbach:
C’est une méthode purement graphique : on repartéae des abscisses les valeurs de —[S]
et sur celui des ordonnées celles de V (pour degles S(i)/V(i) de résultats expérimentaux),

et les droites se coupent en un point d’abscisseeKadrordonnée Vm.

Ay
/./'
Vm
V3.
- ///
/./// y
P
/./// v
.// -
|
s3 s2 s Km s

Figure 91: courbe obtenue apres la linéarisatioBaevarzenbach

V.3.b. Détermination du Km par fluorescence:

Détermination deslexc etiem de la 7-amino-4-trifluorométhylcoumarine (AFC)

Le clivage du substrat fluoré 3 libére la 7-amintiiluorométhylcoumarine (AFC) qui peut
étre dosée par fluorescence, ce qui nous permaéteéeminer le Km de notre substrat fluoré
par fluorescence. Dans un premier temps, nous avoulu vérifier les longueurs d’onde
d’excitation et d’émission de la 7-amino-4-triflaonéthylcoumarine (AFC) décrites dans la
littérature (365 et 490 nm respectiveméntyf’® Pour réaliser cette expérience, on est parti
d’'une solution de AFC a 0,1 uM dans le tampon 100 Twmis HCI a été utilisée pour cette
expérience. En fixant les longueurs d’excitationtree 350 et 370 nm, la longueur d’onde
maximum d’émission obtenue est de 490 nm. La meéleéponse est obtenue lorsque la
longueur d’'onde d’excitation est fixée a 360 nm.dagueur d’onde d’excitation obtenue est
de 363 nm lorsque I'émission est fixée entre 44096 nm avec un maximum de réponse a
490 nm. Par conséquent, les longueurs d’onde datiam et d’émission de la 7-amino-4-
trifluorométhylcoumarine sont 363 et 490 nm ce gsi cohérent avec les données de la
littérature (365 et 490 nm). Pour des raisons guas, nous avons décidé d'utiliser en
fluorescence des filtres ayant des. et Aem @ 360 et 480 nm respectivement. En effet, les
longueurs d’'ondes d’excitation et d’émission dusstdi non fluoré étant respectivement de
360 et 460 nm, nous pouvons ainsi utiliser les n¥fifiees en fluorescence quelque soit le

substrat utilisé.
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Détermination du Km du substrat non fluoré :
Dans le but de valider notre protocole expérimemtalis avons essayé de retrouver le méme
Km que celui décrit par I'’équipe du Pr Reboud gewubstrat non fluoré Suc-LLVY-AMC.
Cette expérience a été réalisée dans une micrap@jpuits avec une concentration finale de
protéasome 20S de lapin de 0,3 nM dans un tamponN2dris, 1 mM DTT, 10% glycerol,
0.02% (w/v) SDS. A cette solution de protéasomeagsité le substrat Suc-LLVY-AMC
préalablement dissout dans le DMSO. La quantitéldinle DMSO dans les préparations est
de 2% v/v dans un volume final de 200 pl. Les cotre¢ions de substrat ajoutées varient
entre 10 et 90 uM. La fluorescence émise est medatdes les deux minutes avec un lecteur
de plaque (Fluostar Optima, BMG Labtech) thermésaa37°C.
L’intensité de la fluorescence émise est propontétle a la quantité de produit formé. Ainsi,
pour chaque concentration de substrat, la courpeegentant I'unité de fluorescence en
fonction du temps permet de déterminer la vitesgele. Un exemple de courbe obtenue
avec 20 uM de substrat est donné figure 92. Paii sleureproductibilité, chaque expérience

est effectuée en triplicate.

a)
b)
1000

S 800 et e 600

$ 600 = 3

5 = =g S § 400 > e
S a0 5872 as

S 200 < S g 200 ==

N -_—

.‘é 0 * 0

> 0 200 400 600 800 1000 0 100 200 300

temps (min) temps (min)

Figure 92 : a) courbe représentant I'intensitélderéscence en fonction du temps pour une
concentration de 20 uM de substrat (Suc-LLVY-AME) £ 1,06 unité de fluorescence/min),

b) agrandissement de 0 a 250 min

Enfin, pour déterminer la valeur de Km nous avotigsé la linéarisation de Lineweaver et
Burk, ce qui nous a conduits a une valeub8euM. Cette valeur est cohérente avec celle
donnée par I'équipe du Pr Reboud comprise éstiret 60 puM ce qui valide notre protocole

expérimental.
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Détermination du Km du substrat fluoré 3:
Nous avons appliqué le méme protocole décrit peso@dent avec le substrat non fluoré pour
déterminer leKm du substrat fluoré 3. Cette fois la concentratimale de protéasome est
fixée a 5 nM (pour étre proche du ratio 1/1000Ggasome/substrat choisi pour la RMN), les
concentrations de substrat fluoré 3 varient en@eetl90 UM avec une quantité finale de
DMSO a 2% v/v. Pour étre dans les mémes conditipres la RMN, nous avons utilisé le
tampon Tris HCI 100 mM a la place du tampon 20 mis,TL. mM DTT, 10% glycérol,
0.02% (w/v) SDS. Nous avons obtenu une valeur decEmprise entrd0 et 45 uM

V.3.c. Détermination du Km par RMN du fluor:

Apres avoir déterminé la valeur de Km de notre sabdluoré par fluorescence, I'étape
suivante est de vérifier si on retrouve la mémewaen RMN du°F. Cette expérience a été
réalisée dans un tube RMN avec une concentratitalefide protéasome a 5 nM dans un
volume final de 400 pL d’'un tampon 100 mM Tris H&lcette solution de protéasome est
ajoutée une quantité de substrat 3 préalablemesbul dans le DMSO de facon a avoir une
guantité finale de DMSO de 5% v/v. Les concentretide substrat testées varient entre 30 et
90 uM. Les expériences de RMN sont effectuées @ &n°aide d’'un appareil Bruker Avance
400 MHz dont la fréquence en RMN Yt est de 376 MHz avec un nombre de scan de 256.
Les acquisitions sont effectuées toutes les 21 ethiles spectres analysés avec le logiciel
TOPSPIN 2.1 (Bruker).

Ainsi pour chaque concentration, la courbe rept@sen’intensité du pic du produit en
fonction du temps permet de déterminer la vitesg@le. Un exemple de courbe obtenue

avec une concentration de 90 uM de substrat Zpstté sur la figure 93.
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Figure 93 : courbe représentant I'intensité dudaicproduit en fonction du temps avec une
concentration de 90 uM de substrat 3.

Comme on peut le remarquer, cette courbe n’estapasi linéaire que celle obtenue en
fluorescence. Ceci est d0 a la grande sensibiéiteadluorescence et a sa rapidité de mesure
(2 min contre 21 min en RMN diiF). Une autre limitation de la RMN est que les ssts
initiales des concentrations inférieures a 30 uMsoet pas déterminées. En effet, dans nos
conditions expérimentales, la limite de quantifimatest de 30 uM. Pour des concentrations
plus faibles il faudrait un appareil beaucoup phesformant. Néanmoins, nous avons pu
déterminer le Km en utilisant la linéarisation dedweaver (I'inverse des vitesses initiales en
fonction de l'inverse de la concentration). Onm@sabbtenu une valeur de Km comprise entre
30 et 35 uM

V.4. Détermination de I'lCsy;
V.4.a. Par fluorescence:

Dans un premier temps, nous avons décidé de dérniiCso de nos molécules par
fluorescence en suivant le protocole décrit paguipe du Pr Reboud (ratio 1/166000 de
protéasome/substrat dans le tampon le tampon 207mEyil mM DTT, 10% glycerol, 0.02%
(w/v) SDS). Nous avons choisi le compdsbadont I'lCsp est connue dans le but de valider
de notre protocole. Dans une microplaque de 96 plgitprotéasome 20S du lapin (0,3 nM)
est incubé avec différentes concentrations (dgu81a 100 uM) du composE25a pendant

15 min a 37°C. Un test contréle sans compd&saest réalisé parallelement. Le substrat non
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fluoré Suc-LLVY-AMC est ensuite ajouté de maniérav@ir une concentration finale de 50
MM. Pour chaque concentration d’inhibiteli25a la fluorescence émise est mesurée en
fonction du temps ce qui permet de déterminertiesse initiale. Le pourcentage d’inhibition

pour chaque concentration d’inhibiteur est obteraicg a I'équation suivante :

% inhibition = 100 x (1—+)
Avec Vi et Vo représentant les vitesses initialscaet sans inhibiteur.
La représentation graphique du pourcentage d’itibibien fonction de la concentration a

permis de trouver la valeur de I3€qui est de 5 uMfigure 94). Cette valeur est proche de
celle obtenue par I'équipe du Pr Reboud qui esi,deyM, ce qui valide notre protocole

expérimental.
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Figure 94: pourcentage d’inhibition en fonctionldeoncentration de la molécul@5a

Nous avons ensuite utilisé ce protocole en remptalga substrat Suc-LLVY-AMC par le
substrat fluoré 3 en gardant exactement les méresentrations que précédemment.
Malheureusement, cette expérience n’a pas marchéff& dans ces conditions nous n’avons

pas obtenu de pente en fluorescence permettagtéantination de la vitesse initiale (figure

95).
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Figure 95: courbe obtenue avec le substrat fluof80pM) en présence de protéasome (0.3
nM) dans le tampon 20 mM Tris, 1 mM DTT, 10% glyae0.02% (w/v) SDS.

Nous avons émis deux hypothéses : le premier gtante substrat fluoré 3 serait moins affin
du protéasome que le substrat non fluoré Suc-LLMWMEA et le deuxieme serait que le
clivage du substrat fluoré est plus lent dansrgtan 20 mM Tris, 1 mM DTT, 10% glycérol,
0.02% (w/v) SDS. Pour vérifier la premiere hypothésous avons augmenté la quantité de
protéasome (ratio 1/10000 protéasome/substrat itcmm de la RMN a la place de
1/166000) et refait I'expérience dans le méme tamgpeavoir 20 mM Tris, 1 mM DTT, 10%
glycérol, 0.02% (w/v) SDS. Cette fois-ci nous avob$enu un Igy compris entrel et 6 pM
(méme valeur que celle obtenu précédemment). Lxiélme hypothése a été vérifiée en
effectuant I'expérience de fluorescence dans lesditons du Pr Reboud (1/166000
protéasome/substrat) mais cette fois-ci dans |@dani00 mM Tris a la place du tampon le
tampon 20 mM Tris, 1 mM DTT, 10% glycerol, 0.02%\jvSDS. En comparant la courbe
obtenue dans ce tampon (figure 96) a celle obtdans le tampon 20 mM Tris, 1 mM DTT,
10% glycérol, 0.02% (w/v) (figure 96), on remarguee le clivage est plus efficace dans ce
tampon. En effet, dans cette nouvelle condition, atrtient une pente en fluorescence

permettant le calcul de la vitesse initiale.
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Figure 96: courbe obtenue avec le substrat fluof80pM) en présence de protéasome (0.3
nM) dans le tampon 100 mM Tris.

Cette derniere hypothese a aussi été verifiee pad Bu fluor, en effet, avec le méme ratio
(1/10000) la quantité de produit formée dans lep@m100 mM Tris HCI est beaucoup plus
élevée que celle dans le tampon 20 mM Tris, 1 mM DI0% glycérol, 0.02% (w/v) SDS au
méme moment (figure 97). En effet si on regardiéglare 97, & 2 heures on voit I'apparition
de I'amine dans le tampon 100 mM Tris HCI et riamslle tampon 20 mM Tris, 1 mM DTT,
10% glycérol, 0.02% (w/v) SDS. A 6 heures d’incudmat 'amine est majoritaire dans le
tampon Tris 100 mM et la conversion est totale dnd@&es. Dans le tampon 20 mM Tris, 1
mM DTT, 10% glycérol, 0.02% (w/v) SDS le substreste majoritaire méme aprés 18 heures

d’'incubation. Ces observations mettent en évidd¢imfiuence du tampon dans l'activité du

protéasome.
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Figure 97: gauche) évolution du substrat 3 dansmndgpon20 mM Tris, 1 mM DTT, 10%
glycerol, 0.02% (w/v) SDS avec un ratio 1/100000ii2) substrat 3 dans le tampon 100 mM
Tris HCI.
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Au vue de ces résultats, on peut donc déduire guseubstrat fluoré est moins affin du
protéasome que le substrat Suc-LLVY-AMC, mais aqgasi le clivage est plus rapide dans le
tampon 100 mM Tris que dans le tampon 20 mM TrispMl DTT, 10% glycérol, 0.02%
(w/v) SDS.

V.4.b. Par RMN du °F :

Comme nous avons pu constater précédemment quaviatio de 1 protéasome pour 10000
substrats dans le tampon 20 mM Tris, 1 mM DTT, ¥6erol, 0.02% (w/v) SDS le clivage
est trop lent car I'amine formée n’est quantifiagiéau bout de 8 h. Et, sachant que dans les
mémes conditions, le clivage est plus rapide dartarhpon 100 mM Tris HCI, nous avons
décideé d'utiliser ce tampon pour la déterminaties 5.

Malheureusement, dans ces conditions nous avoesiwiseulement 60% d’inhibition avec
une concentration d’'inhibiteur a 100 pM. Notre hyygse est que le tampon 100 mM Tris
HCIl combiné a la concentration élevée de protéasentine un clivage trop rapide du
substrat.

Ce résultat est confirmé par la fluorescence fiat kes pentes obtenues avec le ratio 1/10000
dans le tampon 100 mM Tris HCI sont trop raidesespermettent pas d’avoir une différence

de vitesse initiale en présence ou en absenceihitiabrs.

V.5. Conclusion et perspectives:

Nous avons développé de nouveaux substrats flubréste chymotrypsine du protéasome
20S. Nous avons validé par RMN du fluor que cesstsats sont reconnus et clivés par le
protéasome. Nous avons déterminé la valeur du Kmatiee substrat fluoré par RMN et

compareé avec celle obtenue en fluorescence et,avmrs obtenu des valeurs similaires (40-
45 pM en fluorescence et 30-35 UM en RMN'#u Les premiers essais de détermination de
I'IC 50 de nos molécules n'ont pas marché car le clivagdrep rapide dans le tampon 100

mM Tris HCI. Nous allons essayer d’autres ratioscamoins de protéasome pour ralentir le

clivage.
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VI. Conclusion du chapitre Il :

A notre connaissance, les scaffold$ydrazino acide ont été tres peu utilisés en aimi
médicinale et presque pas dans les inhibiteurgatégse. Quant au mofifhydrazino acide,
pratiguement aucun exemple ne mentionne leur icatipn dans les peptidomimétiques. Au
laboratoire, nous avons confirmé que les structaoesportant les motifs. et p-hydrazino
acides peuvent mimer les structures secondaireg-pgeptides natifs. Pour preuve, ces motifs
ont été introduits dans une librairie de 50 molésutiont les potentiels inhibiteurs du
protéasome ont été testés. Nous avons mis au pomtsynthese facile et efficace de
pseudopeptides possédant les maiifet p-hydrazino acides. Ces molécules inhibent de
maniere efficace le site CT-L du protéasome 20Slagin avec une 1§y de l'ordre du
submicromolaire pour le compo%&5b. Nous avons ainsi démontré que I'activité biologiq
n'est pas modifiée par I'incorporation de scaffaldst B-hydrazino acides.

La pharmacomodulation effectuée autour de ces sotifis a permis d’établir des relations
structure-activité. Nous pouvons conclure que:e§ tomposés possédant le groupement
phénoxyphényl sur la partie 1 sont légérement effisaces comme prédit par Fuetal. '’

i) la présence de la lysine sur la partie 2 augmennsidérablement I'activité inhibitrice iii)
la presque totale suppression du caractere pepéigigr I'introduction du groupement 3,4,5-
triméthoxybenzylamine a la place de la phénylakanmest pas délétere pour I'activité
inhibitrice.

Nous avons aussi mis au point un modéle de dockiisgz fiable qui va nous permettre de
prédire le potentiel inhibiteur de nos futures roalés.

Enfin, la détermination de I'l§z de nos molécules en utilisant la technique du FABRMN

du *°F a été tentée sans succés pour le moment. Celiigidae est en cours d’optimisation.
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|. Objectifs :

Nous

allons décrire dans ce chapitre la synthese rdetifs aminoacide cyclopropane

trifluorométhylés, et de N-aminoaziridine fluoré&us nous sommes intéressés a ces motifs

pour quatre raisons :

1)

2)

Les amino acides cyclopropaneon fluorés ont été synthétisés et décrits dans la
littérature. En effet, le motif cyclopropane estgkment présent dans les produits
naturels et les composés bioactfs?!%?*121par ailleurs, grace & leur petite taille et
leur structure contrainte, I'incorporation de cetiindans des molécules bioactives
rigidifie ces derniéres, a l'instar des peptidontiouges. L'intérét de ces amino acides

cyclopropane sera décrit dans le paragraphe 2 deagstre.

Les profonds changements qu’apportent I'incorporatie groupement fluoré dans les
molécules bioactives a déja été bien détaillée dambapitre 1. Par conséquent, les
cyclopropanes trifluorométhylamt été tres utilisés comme building blocks emaéi
meédicinale. lls ont d’ailleurs montré leur intéddns les récepteurs antagonistes de
cannabinoides GB" les antagonistes de I'intégrine VLAZ' les inhibiteurs de la
polymérase HCV NS58° les analgésiques non opoidigfist les activateurs du
canal potassiqug’ D'une maniére générale, nous avions vu dans Ipitthd que les
peptidomimétiques contraints fluorés sont tres g@teloppés. A notre connaissance,
lesamino acides cyclopropane trifluorométhyléent été que tres peu décrits dans la
littérature. Pour résumer, il n’existe principaletheque trois régioisomeéres de
cyclopropane trifluorométhyle amino acide décrasslla littérature (figure 98) :

Les analogues cyclopropanes fluorés de la prolibéa et 156b utilisés comme
marqueur fluoré pour lI'étude de la pénétration utaite de peptides riches en
proline?®

L’acide cis outranstrifluoronorcoronamiqué57.**°

Un analogue de I'acide gamma amino butyrig68°?°
Ces trois scaffolds sont généralement synthétisésupe réaction d’addition des
composés diazo trifluorométhylés sur des alcéentdysge par un métal. Une autre

méthode de synthése de l'acide trifluoronorcorogaiB a partir d'un époxyde
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trifluorométhyle a été décrifé’ Ces scaffolds n'ont pas été introduits dans des

structures peptidiques.

CF,
FsC CFs F4C_.COOH
. Agrs X
H COOH N COOH “"GOOMe _NH;
156a 156b 157 158

Figure 98: acide 3-trifluoromethyl 2-aminocyclopamgcarboxylique

3) A notre connaissance lg$-aminoaziridines non fluorés et fluorésont pas éte
exploités en chimie médicinale.

4) Au vue de nos résultats de modélisation molécyldiirecorporation de ces deux
motifs contraints cyclopropaniques &kaminoaziridine dans nos inhibiteurs du
protéasome devrait permettre une meilleure oriemtates groupements encombrants
vers les poches S1 et S3. Par ailleurs, l'incotpmmad’unités cyclopropaniques dans
des structures peptidomimétiques peut permettre simeturation en brirg (voir
paragraphe 2). Cette particularité nous intéreasec@mme nous I'avons vu dans le
chapitre I, les inhibiteurs du protéasome se la@ant sites actifs en adoptant dans leur
partie centrale une structure en bipour former un feuillef avec les résidus 21 a

23 d'un coté et les résidus 47 a 49 de I'autre.coté

En partant de la moléculé8b synthétisée au laboratoire et ayant une bonnevitécti

inhibitrice du protéasome, nous avons pensé remplacmotif B-hydrazino acide par une

structure contrainte fluorée tels que les cycloprgs et N-aminoaziridines fluorés (figure 99)

a mi es

CFs / lCF \

Figure 99: structure de la molécuBb et de ses analogues cyclopropaniquesNet

aminoaziridine
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Nous avons donc envisageé la synthese des molétbeet 160. Ces molécules contiennent
soit les motifs cyclopropane trifluorométhylés,tdeiN-aminoaziridine trifluorométhyle dans
la partie centrale, le groupement phénoxyphénytes de partie 1, la lysine dans la partie 2 et
enfin la phénylalanine sur la partie 4. Les réssiltau docking de la moléculé9 ont montré
gue deux diastéréoisomeres sur quatre avaient wmneb interaction avec le site
chymotrypsine. En effet, le diastéréoisom&E® SSSSSontracte des liaisons hydrogénes
avec des résidus clés tels que la Thr2l, le Trpl®7Serl29 et Asp 125. De plus, le
cyclopropane contraint le groupement trifluorométhéy occuper la poche S1, la poche S3 est
occupée par la lysine et enfin, les poches AS132 Sont occupées par le phénoxyphényle
(figure 100). Quant au diastéréoisomé®s9 SRRRS il effectue des liaisons hydrogenes
avec Thrl, Thr21, Lys33 et Aspl125. Cette fois eist’le groupement phényle qui occupe la
poche S1 tandis que les poches S3, AS1 et AS2tsojaurs occupés par la lysine, et le

groupement phénoxyphényle (figure 101).

Asp125 NQQ
AN

. % J’l \

Tyr107 ! | \\

Figure 100: image de docking du peptidomimétiqueraint159 SSSSS
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Figure 101: image de docking du peptidomimétiquaraint159 SRRRS

Le docking avec le composé contenant le motif gydpane trifluorométhyld n’a pas
encore été réalisé. Par ailleurs, les études deélisation moléculaire de la molécul®0
comportant le motitrans N-aminoaziridine trifluorométhylé ont montré que composé se
positionne bien dans le site actif en contractastléiisons hydrogenes avec quatre des acides
aminés clés (Thr2l, Gly47, Aspl25). Les pochesSR®],AS1 et AS2 sont occupées par le
phényle, la lysine et le phénoxyphényle (figure)102

NH,
: NN O
o Y ol
CF;

160

Figure 102: exemple de molécule cibleminoaziridine et résultats du « docking »

124



Chapitre Ill: motifs contraints et fluorés : cyctopaneN-aminoaziridine

ll. Rappels sur les structures peptidiqgues contenanun motif
cyclopropane non fluoré :

[I.1. Les peptidomimétiques contraints :

La détermination de la structure du complexe ligegwepteur dans les peptides bioactifs est
fondamentale dans la conception de nouveaux méditsmCependant, cette étude rencontre
un obstacle majeur di a la grande flexibilité deptiles naturels. Par conséquent, le
développement de peptidomimétiques contraints tafmit de déterminer la conformation
bioactive d’une molécule a connu un grand essordeesiéres annéé&*??>2°| es acides
aminés cycliqgues permettent également de maintenaaractere hydrophobe des chaines
alkyles linéaire$?® Par ailleurs, les peptidomimétiques contraintst sarssi utilisés pour
promouvoir la formation de structures secondaiheside a, feuillet p et coudes§?”-#28:#29:230
Diverses approches ont été utilisées pour dévetdppeeptidomimétiques contraints. Parmi
lesquels on peut citer I'utilisation de prolineses dérivés connus pour prévenir la formation
d’hélice a et promouvoir la formation de coudggians les structures peptidiq#ds®*?Les
peptidomimétiques contraints sont également obtgrarsle remplacement de la liaison
peptidique par des isostéres contraints tels gaaldenes® ou un groupement triazéfé>**

En effet le groupement triazole est facilementodtit dans une structure peptidomimétique
par une réaction de chimie click entre un azidenetfonction alcyne. Ainsi il a été démontré
par étude cristallographigue que la fonction trdezde I'analoguel61 de I'amprénavir (un
inhibiteur de la protéase du VIH-1) occupe la mépasition que la fonction amide de

I'amprénavir (figure 103§

Amprénavi Analogue triazolé 61

Figure 103: structure de 'amprénavir et son anaddagiazole.
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L'utilisation de p amino acides contraints tels qlié2 163 164 et 165 lors de la synthese
peptidigue permet d'obtenir des peptidomimétiquemtraints (figure 104). Ainsi les
contraintes induites par ces amino acides favdrikeriormation de foldameres en hélice
0.2352829Gellman et Seebatf! ont démontré que les structures en hélicasloptées par

lesp peptides sont plus stable que celles adoptédssapeptides.

H,N
2 COOH H,N  COOH
162 163
Acide aminocylopentanecarboxylique acide aminocylohexanecarboxylique

R |:L
/A\ H,N"  COOH

H,N COOH
164 165

Figure 104: structure de différerftamino acides.

Nous nous sommes particulierement intéressés aptidpmimétiques contenant le motif
cyclopropane. En effet, de par leur petite taitléear structure rigide, les cyclopropanes sont
des motifs trés intéressants pour induire une icéstn conformationnelle qui pourrait

améliorer I'activité des molécules bioactivés.

[1.2. Voie d’acces aux peptidomimétiques cyclopropaques :

Depuis son isolation dans les jus de pommes et aleesp par Burroughis' et, son
identification comme intermédiaire biosynthétique déthylené*’, I'acide 1-amino-1-
cyclopropane carboxyliqgue (ACC) également appel&,@méthano amino acide et ses
dérivés sont utilisés pour concevoir des structyreptidomimétique$*?** La synthése
énantiosélective de ce motif a été réalisée ernsanil des auxiliaires chiraux tels que le
Bislactim éther de Scholkoff, la 1,3-oxazolidine de HussSh et les auxiliaires
dicetopiperazin@’. Au méme moment plusieurs dérivés ayant des chalagérales

hY

fonctionnalisées, obtenus a partir de lactones ®uménnitol énantiopurs, ont aussi été

décrits**® Quelques exemples de dérivés de '’ACC sont résulaés la figure 105.
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H,N. COOH
-, OH 2 ,3-methanohomoserine
H,N. COOH A
DRCUN ' H,N. COOH
Acide allo-cororamic HRN COOH . -
) N
HoN COOH - - 1-amino-1-cyclopropane  0,SPh
. SMe carboxylique (ACC) ou 2,3- Z-cyclo-Trp
" méthano amino acide
E-cyclo-Met Y
HOOC, NHBoc
\ H
vy N__NH,
NHTs

Boc-Z-cyclo-Arg’(Ts)

Figure 105: structures de I'acide 1-amino-1-cycbmane carboxylique (ACC) acide et de

guelques dérivés

L’ACC a ainsi servi de produit de départ pour lantegse du 1-cyclopropylquinolone
contraint166 ainsi que pour celle de ses analoglLiég et 168 (figure 106). Ces molécules
possedent une activité inhibitrice de 'ADN gyrastesont des potentiels antibactériens
vivo. Cependant leurs activités restent inférieuresli@s des analogues ne possédant pas de

structure cyclopropanique (Ciprofloxacine et Ofloixe) (figure 1067+
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168 r/\NH

R = Et, cPr HN
|

F COOH
K\N O‘ R= cPr, 2,4-F206H3
HN: ‘J R
167

Figure 106 : utilisation de 'ACC comme produit départ dans la synthése de composés

bioactifs (analogue de la Ciprofloxacine et deo®dicine).

L’analoguep de I'ACC : I'acidep-aminocyclopropaneB¢ACC) a également été utilisé dans
des peptidomimétiques contraints (figure 107). H#etela stabilisation conformationnelle de
la partie C terminale est importante pour une boaaotvité biologique des substances
neuropeptides. Ainsi, la rigidification de cettertpapar I'incorporation de cycloproparfe

amino acide a permis d’augmenter la sélectivitéa#tnité pour le récepteur du neuropeptide

Y1 (Ki= 29 nM pou Y, 118 nM pour ¥ et pas d’activité pour les autres récepteurs N&%).

OtBu
COOMe COOMe
HY A H Y A H O
Ac-Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu—N N /%( N \)J\ N/A\H/ N \)J\ N" “CONH,
H™ H o = H o = H
1, X

NH N~ “NH,

H
/gNH

HN 169

Figure 107 : structure de la partie C-terminalencinalogue du neuropeptide Y
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[1.3. Les cyclopropanes comme isosteres de dipeptis :

Les cyclopropanes peuvent également servir de mideeslipeptide$> En effet, leur
structure contrainte oriente la chaine latérale sdame direction spécifique tout en
contraignant la chaine principale dans une confoomdien définie.

Le premier type d’isostére est obtenu par la suhstn de 'azote de la fonction amide par un
carbone, et la formation de liaison entre ce cagbetrle carbon@ de la chaine latérale d’un

acide aminé conduisant aux isost&¥@g et 171 (figure 108)*>2

Dans le cas de l'isostei& 0,
'acide aminé en positioN-terminale et le groupement R sont cis, par coredqils
occupent a peu pres la méme région dans I'espages De cas, l'isostérg70 mime le
conformére gauche (-) ainsi l'anglg est de -60°. De méme, dans lisostelrél le
groupement R est cis avec I'acide aminé en pos{figerminale ce qui en fait un mime de

conformére gauche (+) avec un anglde +60° (figure 108§>2

y 0 H‘“\\R2 ( O |-=| Ro
%N : — 'H.,{HN\)J\ /g& — “LL,{ \/U\ﬁ\(i
H O
R 170 remplacement par C R 171
{ {
-CO-HN__H __H -CO-HN__ H _H
H R2 R2 H
NH-CO- NH-CO-

Figure 108 : isostere par substitution de 'amiadadfonction amide par un carbone

Le second type d’isostére provient de la formatitume liaison entre le carborfe et le
carbone du carbonyle du cété C-terminal et la foanmtion de ce dernier en carbone
tétraédriqué>® Cette contrainte entraine le positionnement diduége la chaine latérale en

anti par rapport a la chaine principale avec uneadg + 180° (figure 109).

R2 RZ
0] o) O H 0O
H H H H H
N \y N\)g‘j _ N ”/%(N\)Sf‘
R~ O g, Ry~ ; SR,

172
Figure 109: isostere par substitution de la fomctiarbonyle
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Cette stratégie a été appliquée par Maetial *>®

pour concevoir des inhibiteurs contraints de
la rénine. En effet, le pseudopeptide contenanintgif cyclopropanel73 posséde une
meilleure activité inhibitrice que son analogueéire174 (figure 110). Cette amélioration de

I'activité s’est également accompagnée d’une mediestabilité dd 73face aux protéasés’

173 174
Molécule 1Go (NM)
173 25
174 150

Figure 110: structure et gd’un inhibiteur de la rénine et son analogue @ntr

[1.4. Les cyclopropanes et les structures secondais:

Dans la nature, les structures secondaires jouenbla trés important dans les processus de
reconnaissance biologiqd¥.**®%>*#>Grace & cette fonctionnalité, beaucoup d’effortiséié
dédiés a la conception de mimes peptidiques dstoastures secondaires. L'introduction de
motifs cyclopropanes dans des parties spécifiqeepeaptidomimétique peut permettre de

favoriser la formation d’hélice, de feuilletf ou de coude.

II.4.a. Hélice a:
L'hélice a est une structure périodique trés fréquente damsgliement des protéines et des

peptides. Elle se caractérise par la formationidisdns hydrogenes entre le groupement
carbonyle -CO d'un résiduet le groupement amide -NH d'un résield. Un tour d'hélicex
moyen contient 3,6 résidus et mesure 0.54 nm,wwt translation de 0.15 nm par résidu
(figure 111).

130



Chapitre Ill: motifs contraints et fluorés : cyctopaneN-aminoaziridine

R
\N CK\\“H
LN Vi
—N
& . & R
, O R\\\\\\C‘I‘:F-F N !\\\‘_:2
o a y —%- H
""s.___ H C_N 0
N 0/’// \r“ Vi R
“"\_,_ Rm\}-fﬂj\\ !\\\\H
Ho NG
a-helix ™ H o
el p Q

Figure 111: structure d’'une hélice

Yanget al ont introduit un motif cyclopropane pour la caostion de I'aciden -aminé [1-
(aminoxy)cyclopropanecarboxylique, OAcc] disubgtiat achiral comme building block dans
la formation d’hélicen N-O (figure 112). lls ont ainsi pu démontrer apdes analyses de
dichroisme circulaire et de cristallographie quetibduction du résidu contraint OACC dans

les structures peptidiques permettait la formatitmlice 0.2

(@) (0] (0] (0]
N/O N/O § N/O N
Ha Hb Hc Hd
b) 50000*4

Y
30000 \
20000 \

10000-| Y
N\

0 . e

£
g

Mol.Ellip. (deg cm’ dmol '}

190 200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm)

Figure 112: tripeptique contenant OAcc : cristadctre de dichroisme circulaire

Reiser etal.®’ ont également développé des peptidomimétiqueserant cette fois-ci le
motif acide cis-B-aminocyclopropane carboxylique. Ills ont démontue get oligopeptide
adopte une conformation en hélicet que la stabilité de cette hélice est proponigtie a la
longueur de la chaine peptidique. En effet ils a@ntenu des structures plus stables avec une
meilleure définition avec I'heptapeptide (n = 2) let nonapeptide (n = 3) gu’avec le

pentapeptide (n = 1) (figure 113).
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L
o) o) o)
COOMe J, COOMe n=1,2,3

Figure 113: structure d’oligopeptide contenant t&ifrp cyclopropane amino acide.

[I.4.b. Coude B:
Les coudes ne sont pas des structures périoditiigagit plutét d'un repliement particulier

du squelette carboné localisé a trois ou quatidugsonseécutifs. Les coudes permettent bien
souvent de relier deux structures secondaires gigties (hélices et/ou brins). Les isostéres
cyclopropane de dipeptides sont capables d’indiesestructures en coufleAinsi Martin et

al. les ont incorporés dans des analogues de l'enképhat des inhibiteurs de Ras
farnesyltransferase. Si l'incorporation de motifgclopropane a permis la formation de
coudes, elle n'a pas permis un gain d'activitébittice >>* Sur la figure 114 est montrée une

structure classique de coufledlans une structure et I'analogue cyclopropangcqour le

mimer?2°®
R1 R
H 1 H
N
H o) \EO H \EO
o “'|'_i NH ————» o NH
N
R, N
Ry O Ry O
Structure classique de Mime cyclopropanique de coufle
coudef

Figure 114: conception de mime cyclopropaniquealeief

Il.4.c. Brin B:
Le brin B est une structure périodique étendue. Les liaibgdsogenes qui le stabilisent se

font entre résidus distants plutét qu'entre résamsécutifs, comme dans le cas de I'halice
En fait, un brinp seul n'est pas stable, il a besoin de former idésohs hydrogénes avec
d'autres bring pour se stabiliser : on parle alors de feuilpets&/n brinf est une structure de
période 2, dont les chaines latérales sont sitakeshativement au dessus et en dessous du

plan du feuillet. Il existe deux types de feuillgtdfigure 115) :
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- Les feuilletss anti-paralleles dans ce cas, les brifiss‘organisent de maniere téte-béche.
Les groupements -NH et -CO d'un résidilun brinA forment des liaisons hydrogénes avec
les groupements -CO et -NH d'un résjdiiun brinB. Typiquement, deux brin$ consécutifs
reliés par un coude forment un feuilptnti-parallele. On a ainsi une alternance de syale

14 et 10 atomes ce qui rend ces feuillets tredestab

- Les feuilletsp paralléles: Lorsque les bring sont tous orientés dans le méme sens, ils
s’organisent en un feuillgk parallele. Les groupements -NH et -CO d'un résidun brinA
forment des liaisons hydrogenes avec les groupemed© et -NH d'un résidyg+2
appartenant a un brih On a la formation de cycles a 12 atomes ce qud tes feuillets3
paralleles moins stables que les feuilfetmnti-paralléles.

g} R ! o) j;( . R ] 0O R
u*m %u u*m %u&(
o rR "o o R 1 o
o , R O . R H O R H

)K(Nm/KNJ\(N\ HN)\WN%NJ\WN\
R o M R o rR " o

Feuilletp anti-paralléle Feuilletp paraliele

Figure 115: structure des différents feuillgts

Martin et al. ont montré par modeélisation que les isosteresopycpanes de dipeptides
peuvent servir a renforcer des brihé>® Pour vérifier cette hypothése, ils ont introduésc
isosteres dans des inhibiteurs de protéase de Bfiteffet, il est connu que les inhibiteurs de
la protéase du VIH adoptent une conformation embpour se fixer au site catalytiq@&.lls
ont donc synthétisé des inhibiteurs contraints alg@rotéase et I'évaluation biologique a
montré que ces composeés et leurs analogues liséaire environ la méme efficacité et

certains dérivés contraints sont légérement plirsaees (figure 1165>°
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175: R1= R2 = Me
176: R1= Me; R2= H
177: R1 = H; R,=Me
178: R1 = R2 =H

H

G

179

9 RR2q
QANW
H 7 N
H :
G H

Produits Ki

175 0,31
176 0,16
177 0,47
178 0,17
179 0,22

Figure 116: structures et activité d’inhibiteurstraints de la protéase du VIH.

[1.5. Peptidomimétiques cyclopropaniques et fluorés

Bien que, la synthése de cyclopropanes trifluorbgyiés ont suscité beaucoup d’intérét dans
le domaine de la chimie organigtf8Jes amino acides cyclopropane trifluorométhyléséié
tres peu développés. En effet, il n'existe prinlgpeent que trois régioisoméres de
cyclopropane trifluorométhyle amino acides décriigns la littérature : l'analogue
cyclopropane fluoré de la proline& I'acide cis ou trans trifluoronorcoronamique 8%, un
analogue de I'acide gamma amino-butyriqué?°C(figure 98). Par ailleurs, & notre
connaissance ils n’ont pas été incorporés danstdestures peptidiques d’intérét biologique
et, leur influence sur une potentielle structuraties peptidomimétiques n’a pas été étudiée.
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Ill. Rappels bibliographiques sur le mode d'accés és
cyclopropanes trifluorométhylés

Les différentes approches de synthese de cyclopespaifluorométhylés décrites dans la
littérature sont résumeées sur la figure 117. Cetopyopanes sont obtenus selon quatre voies
principales : 1) a partir d’alcenes tifluorométtsyl@) a partir de carbéenes trifluorométhylés,
3) par cyclisation intramoléculaire de composés tament le trifluorométhyles 1,3-
bifonctionnalisé, 4) par la fluoronation directadde cyclopropane carboxyliqt®.

cvclisation

s Y - - -~
[ R1—: ] | Tf, ;[; \
* CF;‘-Q‘[" - R2
R3, 1 3 R1
: =, \_,"HH . ___.,:/' Ba T‘
£ b S -
._\CF ! R?,-' . GF_.\J{ R3 CF~ r,a ~r2
. . !
cyclopropanation R1
g ~ R17 “RZ ) B
N | = X [ HoOC_ R3
- ~R1 2 4 A H
R17 "R2 |

fluoronation de COOH

Figure 117: rétrosynthese de formation de cyclopneg trifluorométhylés.

Ici nous allons focaliser nos recherches bibliobmgpes sur les réactions de
cyclopropanations (voies 1 et 2) et celles de sgtilbn (voie 3), en particulier sur celles

conduisant & des amino acides cyclopropane triflméthyles.

[11.1. Cyclopropanation par des carbénes trifluoromethyles (voie 2):

La cycloaddition [2+1] entre un alcene et un congpdgzotrifluoroéthane est 'une des
méthodes directes d’acces aux cyclopropanes trifftnéthylés. Le carbéne trifluorométhyle
180 a été décrit pour la premiére fois en 18B0Il est généré par photolyse du 2,2,2-
trifluoroéthyldiazométhanel 36°°22°3:264.2%5 |iiméme obtenu par diazotation de la 2,2,2-
trifluoroéthylamine (schéma 1%95. Ainsi, en 1995, Dolbieet al ont utilisé cette méthode

pour réaliser la synthése du 2-(trifluorométhyRitylcyclopropanel81laet 181h%°°
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NaNO,

Fo. NF /A
> P @ hv F ",
F3C/\NH2 HCI FsC N\\N@ - = \||:/ T%> FsC | F;C |
136 180

181a 181b

Schéma 19: réaction de cyclopropanation a parttliasotrifluoroéthane

Ce n’est qu’en 2006 que la premiére réaction déopyapanation entre le carbeh80 et un
alcéne catalysée par un métal a été dét¥itBans ce travail, 'addition asymétrique du
carbenel80sur le styréne a été effectuée en présence ddapétphyrine comme catalyseur
(schéma 20). Le cyclopropane trifluorométhylé a étbtenu une excellente
diastéréosélectivité (96-98%) et une énantioséig&timoyenne allant de 30 a 79% en
fonction du ligand utilisé.

©) catalyseur
© ©

182a 182b

B

M=Fe L=C

Schéma 20: premiére réaction de cyclopropanatitalysge par un métal

Aprés cette découverte, plusieurs métaux ont éiiésést pour réaliser cette réaction,
notamment le palladium acétate Pd(OA®) (utilisé pour la cyclopropanation d’acide

vinylboronique), le rhodium ou le cuivf€’ Cette méthode a été appliquée a la synthése de
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cyclopropanes trifluorométhylés amino acides teis ps dérivés de cyclopropane fluoré de

la proline156 et 1578 ou I'acide trifluoronorcoronamiques7-*°.

i
COOH F,c 1.NaOH F3C
Py \Yl _2TFA
FaC™ N, COOEl N ~COOH

CucI 66%

156a
ou
O A
1. NaOH
N~ “COOEt A‘ 2.TFA
Boc _—
—————= N” COOE N~ ~TCOOH
Cucl, 15% Boc H 156b
J\ or, CF,
e Sy, AT GO0 A NHac  HCION, A’N i 157
Rhy(OAC),, 23% “COOMe “COOH

Schéma 21 : exemples de réactions de cyclopropasatatalysés par des métaux

Afin d'éviter I'isolement du 2,2,2-trifluoroéthyldzométhane qui pourrait étre toxique ou
explosif, une autre procédure permettant sa foomain situ a partir de la 2,2,2-
trifluoroéthylamine en présence de nitrite de sodaiété mise au poift? Récemment, cette
meéthode a été appliquée a la synthése diastéréetigélde cyclopropanes en présence d’un

catalyseur au fer complexé & la porphyrine (sch22)a’

trifluoroéthyldiazométhane(1,5 éq),
R 51 (3 mol.%), DMAP (0,1 2q), NaNO, .
(1,18 éq), NaOAc (0,2 éq), H,SO4 W R
X (0,1 éq), H,0, rt X
R=H, Me 183
X=H, CI, Br, Me,
CF3 OMe
<ih! R
- =
7N [ \F‘CI/ " \/ SN
N/ >\7__ /e\ _f"';m’/
N
A }

schéma 22: exemple de réaction de cyclopropanatilisant la formation in situ du 2,2,2-

trifluoroéthyldiazométhane
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Les carbénes trifluorométhyles substitués peuveeatdbtenus a partir de cétoeéteou par

nitration directé’? ?"*donnant ainsi accés a des diazoesters et diazdlnibrés (schéma 23).

o
b
Q ot | TSNHNH, ON
0 0
N N
® j‘ N,05 0,5 éq ol
FaC F3CJ\NOQ

Schéma 23: exemples de diazo trifluorométhyléstgubs

Ainsi, la réaction entre le 3,3,3-trifluorodiazopronate d’éthyle et l'allylamine sylilé en
présence de R{OAc), dans I'éther a reflux a conduit aux analoguesatede gamma amino
butyrique (GABA)184aet184bavec un rendement de 34% (schéma’Z4).

o
N
N® FsC
. CJKCOOE FsC{ .COOEt FsC, ,cooEt NOUERO T35 COOH  FsC, ,cooH
_~_N(SiMe;), _F3 t 2.NaOH N
Rhy(OAc), 1mol. % +
0,
34% N(SiMe3), N(SiMe3), NH, NH,

184a 184b
Schéma 24: synthése d’analogue du GABA

[11.2. Cyclopropanation par réaction de Michael Tandem addition
nucléophile-cyclisation (voie 1 et 3):

Dans le précédent paragraphe, nous avons vu comforamér des cyclopropanes a partir
d’alcene et de carbene trifluorométhylé. Une amtkthode d’obtention de cyclopropanes
trifluorométhylés est I'utilisation d’alcénes trfbrométhylés et de carbéenes (voie 1). Ces
alcenes fluorés peuvent étre obtenus par déshtidratiun alcool au pied du GPu par une
réaction de Wittig (schéma 25

QR déshydratation R réction de Ri i
R3 R wittig
Fac& F3o)\( 3 F3C/g0 ' Ra/ngs
Ro R,

Schéma 25: les différentes voies d’obtention diaésatrifluorométhylés
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Cette méthode a été utilisée pour la synthese duédd’acide trifluoronorcoronamiquis?.

En effet, I'intermédiairel85 obtenu en quatre étapes a partir du chloroacététieyle réagit
avec le diazométhane pour donner le compose iest8bl La décomposition photochimique
de ce dernier a -18°C conduit au cyclopropdB& avec un rendement de 48% (schéma
26).274

cl Fac CH,N FaCm¢ N A \COOEt
[on —— ]\ — | f D 18G FCT N
COOEt =, HN" “COOEt HNE 0=
P o
07 Ph o7 ph
187
185 186

Schéma 26: synthese de dérivé d’acide trifluorcorartamique

L’inconvénient majeur a l'utilisation des compos#azo est le risque d’explosion, posant
ainsi une limitation a leur utilisation a grandehéte. Par conséquent, les ylures, en
particulier ceux du soufre, sont largement utilipésir les réactions de cyclopropanation sur
des alcenes pauvres en électron. Ainsi, la réaaimre le trifluorocrotonate d’éthyle et
'ylure de soufre générén situ par le systéme triméthylsulfoxonium d’iode-NaH rpet
d’accéder au cyclopropai®9 (schéma 27§

F.C Me;SOI 1,1 éq
e NaH 1,1 éq A\ LiOH, 50% A
COOEt FsC" COOEt T ECY NCOOH
188 189

Schéma 27: réaction d’ylure de soufre avec leutitbcrotonate d’éthyle

La méme méthodologie a été utilisée pour la syetlits monotrifluorométhyle pyrethroide
192 trisubstitué par les fonctions nitrile, ester @fluorométhyle. L'alcénel91 obtenu par
réaction de Wittig entre le compo480 et le trifluoacétate de méthyle est mis en réactio
avec l'ylure de soufre pour donner le compd$®® (schéma 28). Ce synthon est tres
intéressant car il permet I'obtention facile de lopcopane amino acide avec une bonne
stéréosélectivité (75%5°
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CF é® COOEt e
NC._PPh; _CFC(O)Me \[ 3 S
NC COOEt
CN
190 192

191

Schéma 28: cyclopropanation utilisant des yluresaildre

La réaction de l'anion, obtenu a partir du composghyléne, avec le (Z)-2-bromo-3,3,3-
trifluoro-2-benzoate de méthyle conduit aux cyctyganes193 a 198 avec des bons

rendements de maniére stéréosélective (schénfd®29).

COOMe

F3C | + R R 4,NaH :
3> coome I~ FiC ';\;R1
2

193: Ry = SO,PH, Ry= CN, 83%
194: Ry = R, = COMe, 80%

195: R = R, = COOE, 85%
196: Ry = R, = COOMe, 87%
197: Ry = COOE, R, = CN, 75%
198: Ry = R, =CN 68%

Schéma 29: réaction de cyclopropanation en utilidas composés méthylenes

Les énolates de lithium et les ylures d’'arsénigomsaussi été utilisés comme nucléophile
dans cette réaction tandem d’addition de Michaélitsale cyclisation par départ d’un
nucléofuge sur le trifluorocrotonate d'éthyle, atwgant a la formation de cyclopropanes

fluorés (schéma 3G)." 2"®

0 ®
5 Oe L FaC A cooRt CF,
_ >
\ X - HO COOEt
o)
X =Br, Cl
o ® FaC ookt CFs
N AsPh, o
o ) COOEt
Br o)

Schéma 30: réaction de cyclopropanation utilisaeg dnolates de lithiums et les ylures
d’arséniques

Récemment Linet al ont utilisé les sels d@-(Trifluorométhyl)vinyl sulfonium comme
accepteur de Michael dans la réaction tandem esepcé de composés methényle pour

obtenir des cyclopropanes trifluorométhylés (schémad’®
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CF3;
EWG

EWG

® O
FaC g, o
base, DMSO EWG

Schéma 31: réaction de cyclopropanation utilisastskls de sulfonium fluorés

IVV. Synthese de cyclopropanes trifluorométhyles:

Comme évoqué précédemment (partie I, chapitredéiis les objectifs nous souhaitons
synthétiser la molécul&59 contenant le motif cyclopropane dans la partietreém Le -

amino acide cyclopropane trifluorométhylé est urenmédiaire clé dans la synthése de ce
composé (schéma 32). Ce synthon n’étant pas dfrd la littérature, ceci nous a incités a
développer une méthodologie de synthése. Nous amrnsagé sa synthése par réduction du

nitrocyclopropand 99
HoN
UGS BTSN oYY U ¢
0 N N N °~ H,N COOH A
H o H o 2 O,N COOEt
CF3 63
159 199

Schéma 32: schéma rétrosynthétique du comps3e

Pour effectuer la synthése du scaff@@® nous avons appliqué la méthode la plus utilisée
dans la littérature a savoir la cyclopropanatigregtir de composeés diazotrifluoroéthylés sur
des alcenes, catalysée par un métal [(Rh(@4c)Malheureusement, nos différentes

tentatives (variation de solvant) sur cette réactiont pas eu de succes et le produit de

départ a systématiqguement été retrouvé.

CF,
[Rh(OAC),], 1% mol

o N0 Com  ON COOEY

&

N2

Schéma 33: essai de réaction de cyclopropanatidisant le diazoacétate d’éthyle et
catalysée par le Rhodium

Nous nous sommes donc tournés vers la deuxiemedmpde formation de cyclopropanes
impliquant une addition de Michael suivie d’'une lgsation par départ de groupement partant
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(schéma 34). Notre choix s’est porté sur le trifbwpotonate d’éthyle comme accepteur de
Michael et le bromonitrométhane comme nucléoptile.effet, la réaction entre ces deux
composés conduirait a cyclopropane trifluorométhsibstitué de part et d’autre par une
fonction nitro et une fonction ester, précurseuesnihe et d’acide. Le bromonitrométhane a
beaucoup été utilisé comme nucléophile dans lestioda de nitrocyclopropanatioh® 2%

Cependant, a notre connaissance, il n'existe pesediples dans la littérature utilisant le

bromonitrométhane dans la synthése de cyclopropefiasrométhylés.

FsC

= o CF3
base o CO,Et CF3 O
PN PO .
X TEWG — | X7 EwWG|— GWEMOB WG Ot

X 0

Schéma 34: réaction de cyclopropanation impliquarg addition de Michael suivie d’une
cyclisation.

Pour la préparation du synthon cyclopropane triflaeéthylé disubstitué par les fonctions
nitro et ester, nous avons choisi une méthode tééuair Balliniet al?®! En effet, ces auteurs
utilisent le bromonitrométhane et un alcene distuispar des groupements électroattracteurs
pour obtenir des nitrocyclopropanes avegCR; comme base dans l'acétonitrile. Ces

cyclopropanes sont obtenus avec de bons rende7®&&s96%) (schéma 35).

BrCH,NO NO2
rCHaNO,,
EWG A ppg ——

KoCO3; MeCN EWG EWG
48h, t.a.

Schéma 35: réaction de nitrocyclopropanation

En utilisant les mémes conditions avec le triflonodonate d’éthyle comme alcene
disubstitué nous n'avons obtenu que 10% de cororershfin d’améliorer ce taux de
conversion, un screening de solvants et de baéés effectué. L'utilisation des solvants tels
gue le dichlorométhane, le toluene ou le THF aeel&COs; ou le K,CO; n'ont pas permis
une augmentation du taux de conversion (5 a 12%)relzanche, nous avons obtenu une
conversion compléete aprés six heures dans le DMIe &/5 équivalents de,RO; et 2
équivalents de bromonitrométhane. Cette augmentatio taux de conversion est
probablement due a la grande solubilité de€C® dans le DMF par rapport aux autres

solvants. Le cyclopropan&99 est obtenu avec un rendement de 78%. Nous av@ns ét
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agréablement surpris d’observer la formation déeseent deu diastéréoisomeres parmi |

quatre attendus avec un rapport 9:1 (schéme

CF3 CF3

Base, solvent A
O N Br+ Foo” NCO0R ———— /A ¥ A
O,N COOEt O,N COOEt

200 188 199 M 199 m
K,CO3, CHsCN, 80°C  10% (9/1)

K,CO3, DMF, rt, 6h 78% (9/1)

Schéma 36 réaction de cyclopropanation entre le trifluoadonate d'éthyle et |
bromonitrométhane.

yo e

Les configurabns relatives des deux diastéréoisomeres ont &t¥rdinées par RMN. Le

valeurs des constantes de couplage vicinales @tache °J= 7-9 Hz), des expérienct

supplémentaires en NOE ont été nécessaires paenndgér sans ambiguité la stéréochi

desdeux diastéréoisomeres. En effet, dans le prodaijibritaire (en bleu) on observe un ei

NOE entre le trifluorométhyle et les deux protor; et Hs. Ceci implique que le groupeme

CF; et ces deux protons sont du méme c6té sur le appape. En renche, dans le
diastéréoisomére minoritaire, le groupemens n’observe un effet NOE qu’avec le prot

Hs. Par conséquent, il est du méme coté que ce detrpposé au proton; (figure 118).

1D 'H{I%F} NOE différence

irradiation a —61 ppm

irradiation a —66.7 ppm h \

-66.7 ppm —61 ppm
CF; CF;
A3 s
O,N"1 "COOEt O,N"1  “COOEt
|
[ WUVL\“"‘“ ]AV‘V‘*‘LA,,VM“W_*,\;“‘.‘”JJ ) 11l J*dh‘,““\/
T " T T " T " T N T " T T T
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 26 24 2.2 2.0 1.8 ppm
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W

1\& H3 1\%“\\\ H

O,N  COOEt ON  COOE
Majoritaire Minoritaire

i

<~ 1H{19F} NOE

Figure 118: détermination de la stéréochimid g@par H, F hétéro NOE

En se basant sur la configuration relative du gydpane trifluorométhyle, nous proposons le
mécanisme suivant (schéma 37). L’addition de Mithewre I'anion généré em du

bromonitrométhane et le trifluorocrotonate d’éthylenduit a I'intermédiaire majoritaire dont

les groupements GFet nitro sonttrans Dans le cas du diastéréoisoméere minoritaire, les

groupements Gfet nitro sont du méme coté. Dans les deux casoepgment ester est en

trans par rapport au groupements;CEe qui signifie que le groupement ester est plus

volumineux que le groupement MdPar ailleurs, pour les deux autres diastéréoisesngon
obtenus, on peut supposer que les états intermé&slidDl et 202 présentaient un

encombrement trop important.

"

(o 7 07 oEt ON 2 O,N" i
O~ "OEt lo)
/@k
o~ base /9\ F3C OEt <
Br N02 Br N02
CF.
B(rij 3 H ‘0\2m<CF3 CF,
) G S |
‘0" TOEt i
g H OAOEt OoN i

Non Favorable

CF
oN H H eﬁl
201 202

Schéma 37: mécanisme de cyclopropanation

Encouragé par ces résultats et dans le but d’obtBautres produits contenant ce motif

cyclopropane trifluorométhylé, nous avons testéiés nucléophiles. Les résultats obtenus

avec les meilleurs nucléophiles sont reportés tatableau 12.
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entrée nucléophile Conditions produit rdt ed
o K,CO; DMF, 80°C, CFs CFs
e 16 h AL
1 Ph Ph COOEt Ph\[ \\\\ COOEt
203 o ! 68% 7:3
204-cis 204-trans
)(j)\/ K,CO; DMF, 80°C, CFs ¢Fs
Br
(¢) 16 h O%cooa o ~“"Acooa
2 205 T _ T 209 7:3
206-cis 206-trans
NGl CFs CFs
207 /\ /\
3 K,CO; DMF, 80°C  NC COOEt NC" “COOEt 5oy 55
208-cis 208-trans
5h

a : 20% de conversion par RMN diF

Tableau 12: Cyclopropanation par addition de Mitkaele trifluorocrotonate d’éthyle 1

Les produits sont obtenus dans le DMF ave€® comme base a 80°C pendant 5 ou 16
heures. Avec le chlorure de phenylacéthyle, noesigwbtenu le cyclopropa2®4 avec un
bon rendement de 68% (tableau 12, entrée 1). Atraios letert-butyl de bromoacetate
utilisé comme nucléophile a conduit au prodfi6 avec un faible rendement de 20%. Dans
les deux cas, nous avons une perte de diastérégéde (7:3) par rapport au
bromonitrométhane (9 :1). Le dernier nucléophitadesst le chloroacétonitrile qui a donné le
cyclopropane208 avec un rendement moyen (50%) sans aucune diesédeétivite. Afin
d’améliorer le rendement avec les compo&€$ et 207, nous avons utilisé d’'autres solvants
et bases et malheureusement les rendements n’enétpaaméliorés. La stéréochimie des
différents isomeres est déterminée par RMN en raesla constante de couplage des protons
du cyclopropane®gs = 7,5 Hz pour les protonSis). Le groupement GFest en position
trans par rapport aux autres groupements, de ce faieom déduire que la formation de ces

composés passe par le méme intermédiaire quedtehitrocyclopropan99.
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Fonctionnalisation des cyclopropanes :

Ayant obtenu divers cyclopropanes, I'étape suivantensisté a les fonctionnaliser en amino
acide afin de pouvoir les intégrer dans des strastipeptidomimétiques. Nous avons
commence cette investigation par le cyclopropk@@ La premiére réaction effectuée sur ce
compose est la réduction du nitro en amine. Malwgement, dans les conditions classiques
de réduction de nitro (HPd/C en milieu acide, Zn/HCI, Zn/AcOH,,HPt/C) nous avons
obtenu un produit d’ouverture du cycle. Ce prodst issu d’'une réaction de push pull
conduisant a I'imin@09 (schéma 38). Cette réaction de push pull a déjalitervée dans des

cyclopropanes non fluor&&? 28> 286

CF3 CF;
HZ@%\[SOB e N~ COOEt
0 209

Schéma 38: Mécanisme d’ouverture du cyclopropane

Afin de contourner cet obstacle, nous avons dép&lame autre voie décrite dans le schéma
39. Le but étant de supprimer le caractére élettamdeur de I'ester responsable de la
réaction de push pull, celui-ci est réduit pour mEmi’alcool 210 sans aucune épimérisation.
Ensuite la fonction nitro est facilement réduiteamine en présence Pd/C sous atmosphere
d’hydrogéne, I'amine obtenue est protégeesitu par le groupement Boc pour donner le
composé&11 La stéréochimie du compo241l a été établie sans ambiguité par RMN en se
basant sur le NOE homonucléaitel-'H mesuré & partir du spectre 2D et le NOE
héréronucléairéH {*°F}. L'oxydation directe de I'alcool en acide aveesdoxydants tels que
H,0O, en présence de NaOCI a entrainé une ouverturgatiopcopane. Nous sommes une fois
de plus face a un probleme d’ouverture di a lagm@s de part et d’autre d’'une fonction
amine nucléophile et d’'une fonction acide pauvreélttron. Pour palier a ce probléme,
nous avons décidé de diprotéger I'azote avec lepgnment Boc, ce qui €limine tout son
caractére nucléophile. Malheureusement dans leditemms de diprotection de l'azote, la
fonction hydroxyle réagit avec le Bfig pour donner une fonction carbamate. Pour éviter
cette réaction secondaire, la réaction de diprotecte I'azote est précédée de la protection
de l'alcool par une fonction tétrahydropyrane. lydation directe d212 en aldéhyde a été

effectuée par le chlorochromate de pyridinium (P@@ns le toluén&’ L'aldéhyde est
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ensuite oxydén situ en acide213 avec un faible rendement de 15% a parti2tl2 (schéma

39).

' LiAH, AICI CFs 1) Hp Pd/C, MeGH &Fs
ELO 4,2h 82"/ 2) Boc,0, EtN; MeOH A/
20, y (] 0,
OZN&(O\/ — NAOH 16h, 79% BocHN oHt
2
o] 211
199 210
1) 3,4-dihydro-2H-pyrane 1) PCC, tamis moléculaire 3A CF

PPTS, DCM CFs toluéne 73

2) Boc,0, DMAP, MeCN 2) NaH,P0O, H,0, NaClO,

t.a., 60% A 9 OH
o (Boc) NA/OTHP MeCH, 15% (BOC)ZNAr
0C)o

O
212 213

Schéma 39: synthése du comp2sa

Cette premiere fonctionnalisation a mise en évidantsynthon intéressant : I'alcdilO qui
pourrait étre utilisé pour développer d’autres opobpanes trifluorométhylés. En effet, la
transformation de la fonction hydroxyle en un neeifl groupement partant tel que I'iode
conduit au compos14 avec un bon rendement (8288 .Ce dernier est ensuite substitué par
'azoture de sodium pour conduire au prod2ds avec un trés bon rendement (90%). La
réduction sélective de la fonction azoture pardaction de Staudinger suivi du couplage
peptidiqgue avec l'acide aminé Boc-Valine-OH a fouenproduit216. La fonction nitro est
ensuite réduite pour donner 'ami@&7 avec un rendement moyen (65%) (Schéma 40). Les

composéR16 et 217 sont obtenus sous forme de mélange de diasténé@ies avec un ratio

50/50. On peut envisager une séparation des dastedtoisomeres par HPLC.

CF3 PPhg imidazole, I, CF3 CF3
2 MeCN/Et,0, 0°C : NaN; DMSO, t.a. £

ata., 4h, 82% A/ 1h, 96% A
02NA/OH . O,N | e ON Ng

210 214 215
1) PPhy THF/H,0
ta., 1h
2) Boc-Val-OH CF, CFs
HOBY, EDCi, DIPEA o In, HCl aq, THF ~ oy 0
DMF, t.a., 18h, 42% AH P )< ta. 1,5h, 65% AN L J<
ON N" o ————= CIHHN N"o
o " 0
216 217

Schéma 40: synthese du comp2sé&
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Une réaction d’amination réductrice en présencéadaenzylamine et de NaBBN sur la
fonction cétone a été envisagée pour fonctionmalseomposé03 Malheureusement, la
réaction n'a pas marché et nous avons récupéréolduip de départ. Nous avons donc
envisagé une autre voie dont la premiere étapdaestduction de la cétone en alcool en
présence de NaBHlans I'éthanol. Nous avons obtenu un mélange delei218 et d’alcool
219 (schéma 41). Cette réaction nous a permis deromgfila stéréochimie du cyclopropane
majoritaire 203M dont les fonctions cétone et ester sont tous dsuypositiontrans par
rapport au Ck

s CF3
- A _NaBH,
+  Ph
CO4Et WA "CO,Et A >> Ph
o} o EtOH “CO,Et
203M 203m

203M:203m=7:3) 26%
% 8%

Schéma 41: réduction de la cétone

En effectuant la réaction dans les conditions dehEd®, nous avons évité la formation de ce
produit bicyclique, et obtenu ainsi les alcoa) et 221 Etonnamment, nous n’avons obtenu
qu’un seul diastéréoisomére (par RMN'd&) pour chaque isoméresig ettrans), ce qui met

en evidence la diastéréosélectivité de la réductibette diastéréosélectivité est due a
lattaque préférentielle sur le co6té le moins enomn du carbonyle des cétones

cyclopropaniques (schéma £29.

CF3 CF, CF3 CF,
Ph \\\A% + ) NaBH,, CeCl; \\Aw Ph "
i "COOE Phj‘A “COOEt — > Phj“‘ "COOEt 4 COOEt
fe} o) MeOH, H,O OH OH
203M 203m 220 (41%) 221 (10%)

réduction stéréosélective

S opn e
203M 203m

Schéma 42: réduction dans les conditions de Luche

L’introduction du chlore a la place de la fonctioydroxyle et la substitution de ce dernier par

I'azoture de sodium conduit au prodd#3 L’hydrogénation catalytique de I'azoture donne le
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composé224 qui peut étre utilisé dans d’autres réactions, gpgample de type couplage

peptidique.
CE:FS 9F3 (§>F3 CF3
SOCl, Et;N, DCM NaN; KI, DMF £ H, Pd/C, EtOH
Ph \A ta., 64% oh reflux, 5h, 45% p, ta., 16h, 85%
COOEt —— COOEt — " COOEt — = Ph COOEt
OH N [©) S
220 Cl 3 NH,Cl
222a: 222b=6:4 223a:223b= 6:4 224

Schéma 43: synthese du compa2é

V. Les N-aminoaziridines :

V.1. Généralités sur lesN-aminoaziridines

Dans la suite de notre projet d’insertion de conteadans la partie centrale de nos inhibiteurs
du protéasome, nous nous sommes intéressés-aminoaziridines (en collaboration avec un
stagiaire de Master 2, Bertrand Schweitzer-Chapkt). effet, ces composés sont des
précurseurs d-hydrazinoacides, rencontrés naturellement danspegsides a propriétés
antibiotiques™ Elles peuvent aussi étre utilisées comme mimesidigpes & potentiel
antiviral stables métaboliquemént. Il existe peu de méthodes de synthése Nie
aminoaziridines, la principale étant I'addition deminohétérocycles sur des alcénes. Cette
réaction d’oxydation a été effectuée en présendétdacétate de ploriti 2*° d’iodobenzéne
diacétate (PhI(OAg)*® ***ou d'autres oxydants tels qmEPBA>*? ou KO, >,

V.1l.a. Synthése en présence de tétraacétate de Pbom

L’oxydation par le Plomb deN-aminohétérocycles en présence d'alcénes condué a
formation d’aziridine. Reest al ont appliqué cette méthode a la synthese d’urie dérN-
aminohétérocycles, ils ont ainsi obtenu les N-ammnadines avec de bons rendements
(schéma 445%* 22| est & noter que la stéréochinzi®u E de l'alcéne de départ est conservée
lors de l'aziridination. Ainsi, une oléfirie donnera une aziridingans et une oléfineZ une
aziridinecis. Cette méthode permet en outre d'obtenir desdams a partir d'alcenes riches
en électrons (styréne, butadiene et trans-but-2-@ind'alcénes présentant des groupements
électroattracteurs (acrylate de méthyle et métinghcétonefF™
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Ho

Schéma 44 : réaction de N-aminoaziridination w@ilisle tétraacétate de plomb.

La mise au point de synthése eénantiosélective Mesninoaziridines a partir déN-
aminohétérocycles a été effectuée par plusieurgpésjuCette stéréoseélectivité peut étre
obtenue par l'utilisation de copules chirales aebde menthot®® de ligands chiraux™,
d’aminohétérocycles chirat¥ ou d'auxiliaires chiraux de types camphor-pyratiathne
greffés aux alcéneS°. Cette derniére méthode décrite par Cheal permet l'aziridination

par le N-aminophtalimide d'un panel d'alcenes drent substitués (Schéma 45).

Me Me

Me M J\rR NP
e 3
- % W o <L
NH OAC \”
/ )4 0

07 N P
Ph

é

Schéma 45: exemple de réactiorm\daminoaziridination énantiosélective.

Ces auxiliaires permettent d'obtenir une bonnetéli@ssélectivité (dr jusqu'a 95/5) avec
d'excellents rendements (86-95%). La stéréoséigcst trés bonne pour des groupements
Rs;=Me/Et, et des di-substituanfisp R,=R;=Me (A/B >95:5) elle est plus faible pour i
cynnamoylpyrazolidinone riche en électrong<Rh; A/B 61:39). On note qu'un substituant
en o fait fortement diminuer la stéréosélectivité;¥Rle; A/B20:80), mais celle-ci remonte
avec la présence d'un autre substituanp et s'inverse dans le cas étudié par les auteurs
(Ri=Rs=Me; A/B <5:95). En outre, les 2-carboxyl aziridsngont facilement obtenues dans le
méthanol en présence de DMAP avec de bons rendert@i%) et permettent de régénérer

l'auxiliaire chiral avec un excellent rendement9déo. La stéréoselectivité a été rationalisée
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par les auteurs et s'explique par la configuratipreférentielle prise par ledN-
enoylpyrazolidinones (schéma 46). Les composésosségant pas de substituant dd o
prendront une configuration plasecistandis qu'un substituant, Rrientera la molécule vers
une configuration plans-transpour limiter les interactions stériques avec Idipgontée du
camphre. L'attaque syn de l'intermédiaire acetoxyaphthalimide se fait sur la face ré dans
le cas de la conformatiagiciset sur la face si dudCdans le cas de la conformatistirans

pour donner la stéréosélectivité observée.

Me
H R
| e AcOHNNPhHt
N
/ Ry
N (@]
h
AcOHNNPht

conformation s-cis conformation s-trans

\ o‘R

Schéma 46: configuration adoptée par les N-enogimfidinones permettant la
stéréosélectivité

V.1.b. Synthese en présence de diacétate d’'iodobene :

Une variante de cette réaction permet d'utilisedd’ (111) hypervalent comme oxydant, moins
toxique que le tétracétate de plomb. Cette réaci@e menée en présence de diacétate de
iodobenzéne PhI(OAgf® Ces conditions permettent de n'utiliser qu'un \éent de
l'alcene, ce qui est intéressant dans la synth&saridines a partir d'alcénes complexes,
difficiles a obtenir. Aprés optimisation des coiutis de réaction, un équivalent d'alcéne mis
en présence d'un exces d'oxydant (Phl(QALheq) et d&-aminophtalimide (1,4eq) dans le
dichlorométhane a température ambiante permetetioldes aziridines avec des rendements
et taux de conversion souvent bons (schéma 47plie il est a noter que cette méthode est
chimiosélective puisque d'autres groupements fonatls tels que des esters, cétones ou
alcools présents sur l'alcene ne sont pas affeEiés.permet en outre l'aziridination de
substrats ne réagissant pas avec la méthode acét@tie de plomb comme le @+acétal-D-

glucal et semble plus donc générafe.
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PhI(OAC), R
R K,COj 3
1 \/\ R2 + H2N -3 > N
CH20|2 R1\\\\\ \ R2

? O
Rj = .
’ N—§ ©:N>:O
A
(0]

Schéma 47: réaction déaminoaziridination utilisant I'iode hypervalent.

Contrairement aux aziridines, peu de synthesds-dminoaziridines ont été décrites dans la
littérature et, a notre connaissance, |'étude digme de composés portant des groupements
fluorés n'a pas été entreprise jusqu'a mainterRour réaliser cette synthése nous avons

utilisé la méthode deN-aminoaziridination développée par Clee al3®

précédemment

exposée en l'appliquant a des alcéenes portant aupegment fluoré et une fonction ester
permettant un couplage peptidique par la suite sDaptique d'utiliser ces molécules comme
motif central, il nous faut en effet deux groupestgcteurs orthogonaux, libérant facilement

les fonctions réactives permettant le couplage.

V.2. Réaction d’aziridination :

La méthode de synthese d'aziridine utilisée auscor ce travail est basée sur I'addition

d'hydrazines sur des alcénes en présence de déadétendobenzéne (schéma 48).

E“<'§8A°)2 NP4P,
Rf\/\R1 + HZN,NF’1P2 2003 N
CHCl, Rf™ R

Schéma 48: réaction déaminoaziridination sur un alcéne fluoré.

Nous avons d’abord réalisé cette réaction d’azietion avec les produits commerciaux : le
N-aminophtalimide et le trifluorocrotonate d’éthykans le dichlorométhane avec 1,5
équivalents de diacétate d'iodobenzéne et 2,8 abprits de KCO;. LaN-aminoaziridine225
est obtenue avec un bon rendement (64%) bien éué@ufr a celui obtenu avec son
homologue non fluor@26 (table 13, entrées 1 et 2). La réaction a enstdeétendue a

d’autres accepteurs de Michael fluorés (H§-4,4,5,5,5-pentafluoropentenoate d’éth@@6
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304 le (E)-4,4-difluorobutenoate d'éthyl@27 et le (E)-3-(perfluorophenyl) acrylate d'éthyle
228 dans les mémes conditions que précédemmentNtarinoaziridines correspondantes
sont obtenues avec des rendements moyens (tatdeantiée 3-5).

Eh'éSA"’z NPht
Roa P coogt + HN- NPt 2208 N
T onor R Nco
188, 225-228 229-233
entry Starting materi: R® Produc Yield %
1 188 CF3 229 64
2 22F CHs 23C 78
3 22¢€ CoFs 231 31
4 227 CHF; 232 58
5 22¢ CoFs 233 55
Tableau 13: résultats des réactions d’aziridinatieec differents accepteurs de Michael

La réaction a aussi été étendue au (E)-trifluoropiopéne234’® et au (E)-benzyloxy-
trifluorobuténe 235 pour conduire awi-aminoaziridines fluorée@36 et 237 avec des

rendements de 67 et 35% respectivement (schéma 49).

Phl(OAc), NPht
K,CO
_NPh 23
F3C\/\R1 T HxN R L\
CH.Cl, t.a., 16 FsC*
234, R, =NO, 236, 67%
235 R, = CH,OBn 237, 35%

Schéma 49: synthese Neaminoaziridines trifluorométhylées

Afin d'utiliser ces N-aminoaziridines fluorées pour concevoir des p@epdnétiques
contraints, la réaction a été effectuée avec désupseurs de nitrénes comportant d’autres
groupements protecteurs que le phtalimide. Le tautté&le libérer plus tard la fonction amine
afin de l'engager dans une réaction de couplagetidigpe. Ainsi, le N,N-ditert-
butylcarbazate (NENBoG,) *%, le N-méthyle-Ntert-butylcarbazate (NHN(CHs)Cbz) et le
N,N-dibenzylcarbazate (NINICbz) on été mis en réaction avec le trifluorocrotordiéthyle
188 ou le (E)-trifluoronitropropene234 pour donner ledN-aminoaziridines correspondantes,

avec des rendements acceptables de 37 a 76%.dLdtate sont reportés dans le tableau 14.
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PhI(OAGC), NP,P,
FaC\/\R1 . HQN’NP1P2 K2CO3 NA
188, 234 CH)Cl, F,C" Ry
238-241
entry R* Reager P* =5 Produc Yield %
1 CO,Et 188 Boc Boc 23¢ 65
2 CGCEt 188 Boc Me 23¢ 37
3 CO,Et 188 Chz Chz 24C 7€
4 NO, 234 Boc Boc 241 57

Tableau 14: réaction de N-aminoaziridination aves chrbazates.

Nous avons ensuite appliqué cette réaction a d#igsotocrotonates amino acides afin
d’obtenir directement des peptidomimétiques fluaréntraints. L’'acide trifluorocrotonique
242 est couplé avec divers acide aminés commerciaugrésence de HBTU et de HOBt

comme réactifs de couplage dans le DMF (schéma 50).

HBTU, HOBt H
FSC\/\”/OH . H2N\é/C02Me DIPEA FgC = N\/COzMe
o) R DMF, r.t. O R

242 243a, R = Me, 81%

243b, R =iPr, 78%
243c, R =Bn, 76%

Schéma 50: réaction de couplage peptidique ergtoedg trifluorocrotonique et divers acides
aminés.

La N-aminoaziridination des composg43a-cen présence dé-aminophtalimide ou dbl,N-
di-tert-butylcarbazate a été effectuée dans lesditions décrites précédemment. Les
peptidomimétiques correspondants sont obtenusdeg&cendements satisfaisants sous forme
de diastéréoisomeéres avec un ratio 1:1 (tableauDiEs)s le cas des composkBlaet 244b,

les deux diastéréoisomeres sont séparés sur umaneolde silice conduisant a des

peptidomimétiques énantiopurs.

9y Phl(OAc), NPP
FsC.~__N_ _CO,Me NP.p, 12COs N H
W \_/ + H2N/ m2 F C\N\NN\/COQMe
(o) ﬁ CH20|2 r.t. 3 Z
' O R
243a-c 244a-d
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entry reager R P = Produc Yield %
1 243a Me Ph 244a 68
2 24%b iPr Pht 244b 64
3 24%c Bn Pht 244c 72
6 24%c Bn Boc Boc 244 79

Tableau 15: réaction dd-aminoaziridination des compos&4$3aa243c

V.3. Déprotection des N-aminoaziridines:

Dans l'optique d'utiliser nds-aminoaziridines en synthese peptidique, il nous liaérer les
groupements protecteurs. Dans un premier temps, anans essaye de déprotéger l'aziridine
229 par la méthode classique de déprotection des ptitts en présence d'hydrazifie.
Malheureusement, tous nos essais se sont soldékeparchecs, et ce quelles que soient les
conditions opératoires employées (solvant, nombégquivalents d'hydrazine, température)
(schéma 51).

a0 &2 = ~
gon 1@

eq
O CF; NZHA-HZ o (1’5 )

— Ta
N Ni( N HDCM‘ > Mélanges complexes
H
L COE 274720 A eg)
bDewm, o°c
oH

229 4H,0 (1 eq)
m J

-ZOOC

Schéma 51: résultats des essais de clivage duermi protecteur phtalimide

Ensuite, la déprotection des deux groupements Bod'aziridine 238 par hydrolyse en
présence d'acide trifluoroacétique n'a pas non phrguit a laN-aminoaziridine attendue.

Nous avons isolé I'hnydrazo2d5 formée probablement selon le mécanisme ci-dessous.
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CF,
TEA BocHN ..
(Boc),N—N . )Vco Et
g CH,Cl, Ta FsC ?
CO,Et ,
238 245, 58%

H
HFK BocN\N OH BocHN\
BOCK‘XNJ — )J\ *CO Fgc)\/koa = Fc)\/COzEt
O/S_OEt

Schéma 52: mécanisme d’obtention de I'hydrazdtte

D’autres essais de déprotection de ces groupensentsen cours tels que l'utilisation de
BiCls pour cliver le groupement Boc. Une autre altermapour éviter cette étape délicate de
déprotection est I'incorporation directe d’'un acadeiné sur la partie hydrazine, et d’effectuer

ensuite la N-aminoaziridination selon le schéma 53.

H % FoC P cookt FiC H T
HoN” \H)\NHR S WN j{LNHR
o} PhI(OAC), o}

K,CO; DCM COOEt

Schéma 53: alternative aux problémes de déprotectio

V1. Conclusions et perspectives du chapitre 3 :

En résumée, a partir du trifluorocrotonate d’éthygtais avons développé de nouveaux amino
acides cyclopropanes trifluorométhyles dans desditions opérationnelles simples et douces.
La réaction tandem de Michael, addition nucléopbilévie de cyclisation nous a permis
d'accéder a de nouveaux stéréoisomeres avec ungllemte diastéréosélectivité pour
certaines réactions. La séparation de certainstédémsomeres se fait facilement par
chromatographie sur colonne de silice. De plussnmons préparé un panel de nouveaux
motifs cyclopropaniques trifluorométhylés. Nous Bsy@ussi développé une synthese efficace
deN-aminoaziridine fluorés a partir d’oléfines fluorétsde précurseurs de nitréne en présence
de diacétate d’iodobenzene (PhlI(OAcNous avons ensuite étendu cette réaction a la
synthese de peptidomimétiques contraints triflugrhylés. Ces travaux ont donné lieu a

deux publications (dont une soumise). Ces compasés des synthons intéressants et
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peuvent étre utilisés pour synthétiser des peptichétiques contraints et fluorés.
L’incorporation de ces nouveaux scaffolds dangracture de nos inhibiteurs de protéasome
est en cours de réalisation dans le laboratoirepétapective, nous souhaitons effectuer la
synthése énantiosélective de ces motifs contraldsr cela, un premier essai de synthése
énantiosélective des cyclopropanes trifluorométhy été effectué en utilisant la thioQd®b
(schéma 54). En effet ce catalyseur a beaucouptiés® dans la littérature pour la synthese
énantiosélective de nitrocyclopropan®3'°Malheureusement cet essai n'a pas abouti car il
n'y a pas induction d’excés énantiomérique. Latiéaest a améliorer en changeant peut étre

le solvant ou la base.

CF; CF;
K,COs DMF A + A

~ x_COOEt '
O,N Br+ FiC” Y oF O,N" “COOEt  O,N' COOEt

200 3 199 M 199 m

S
ee: 0%
FsC HJ\N

NMez
246

Schéma 54: essai de synthese énantiosélectivectigmypanes trifluorométhylés

D’autres perspectives de synthese énantioséleckvees cyclopropanes est ['utilisation
d’amines tertiaires chirales telles que les déridésla quinine, dans ce dernier cas on

passerait par un ylure d’ammonium quaterndite.
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Conclusion générale:

Ce travail de thése a été essentiellement consaer&€onception, la synthése et I'évaluation
biologique des inhibiteurs non covalents fluorésaat fluorés du protéasome 26S.

Nous avons vu dans le chapitre 1 les différentassels d’'inhibiteurs du protéasome. La
grande diversité et la quantité de ces inhibiteomsntrent I'importance de cette
macromolécule comme cible dans le traitement deera’ailleurs, un de ces inhibiteurs est
utilisé dans le traitement du myélome multiple atlgmphome du manteau et, plusieurs
composés sont en études cliniques pour différeamsears. Nous avons aussi mis en évidence
le bénéfice apporté par I'incorporation de groupetflioré sur une molécule bioactive en
particulier dans les structures peptidomimétiqies.revanche, ce rappel bibliographigue a
aussi montré que les peptidomimétiques contraibtfluerés sont peu décrits dans la
littérature et le seul exemple a notre connaissastd’analogue contraint et fluoré de la

substance P contenant le motif (Z)-fluoroalcéene.

La deuxieme partie de mon travail s’est focaliagrda conception, la synthése et I'évaluation
biologique d’inhibiteurs originaux du protéasomeoud avons mis au point une synthese
facile et efficace de pseudopeptides possédamideits a et B-hydrazino acides et le mofif
hydrazino acide trifluorométhyle (schéma 55). Cedéeules inhibent de maniére efficace le
site CT-L du protéasome du lapin avec unggl@e l'ordre du submicromolaire pour le
composél124h Nous avons ainsi déemontré que l'activité biologigest maintenue en
remplacant um-amino acide par un scaffotdou B-hydrazino acide. La pharmacomodulation
effectuée autour de ces motifs nous a permis diétis relations structure-activité.

Nous avons aussi mis au point un modéle de dockiisgz fiable qui va nous permettre de
prédire le potentiel inhibiteur de nos futures roalés.

Enfin, la détermination de I'l§z de nos molécules en utilisant la technique du FABRMN

du'°F a été tentée sans succés pour le moment mags) estirs d’optimisation.
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H
Br\/\[(OEt BocHN/N\/\[(OEt — = peptidomimétiques B-hydrazino acide
o]

OEt — » peptidomimétiques B-hydrazino acide

BocHN’N )
trifluorométhyl

CF, O

o

o

© \
o

0

m

H couplage peptidique
QJ\OEt

H2N’N peptidomimétiques o-hydrazino acide

Schéma 55: voies d’acces aux peptidomimétiquesnant les motifs et p-hydrazino acide

et le motifp-hydrazino acide trifluorométhyl

Ces travaux de théses ont été complétés par uneododdgie de synthése portant sur le
développement de nouveaux synthons contraintsétudans le but de les incorporer dans nos
inhibiteurs de protéasome. Les cyclopropanes trifiméthyles ont été obtenus en utilisant la
réaction tandem de Michael, addition nucléophilevisude cyclisation avec une excellente
diastéréosélectivité pour certaines réactions. L®glopropanes obtenus ont été
fonctionnalisés en amino acides ce qui facilitdeait incorporation dans nos pseudopeptides.
Les N-aminoaziridines fluorés ont été synthétisés aimpailéfines fluorés et de précurseurs
de nitréene en présence de diacétate d’'iodobenzBh#QAc). L'incorporation de ces
nouveaux scaffolds dans la structure de nos irhitst de protéasome est en cours de

réalisation dans le laboratoire.
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Expérimental part:

General chemical techniques:

The usual solvents were purchased from commeroiaices. Dimethylformamide (DMF)
was distilled on CaSf) tetrahydrofuran (THF) was distilled on sodium/baphenone,
acetonitrile was distilled on CaCITLC was performed on silica gel, 60F-250 (0.26 mm
thickness) plates. The plates were visualized Wkhlight (254 nm) or with a 3.5% solution
of phosphomolybdic acid in ethanol or with a saatiof ninhydrin in ethanol. Liquid
chromatography was performed on Merck 60 silica @30-400 mesh). Separation of
diastereoisomers of was performed by HPLC using a WATERS gradientesys(pump +
controller E600, UV detector PDA 2996, autosamfler) and a column SUNFIRE (C18, 5
um, 150 mm x 19 mm). Protected aminoacids, HBTU, BAPand 3-bromo-propionic acid
ethyl este33 were purchased from commercial sources. Meltirngtpavere determined on a
Kofler melting point apparatus. Unless otherwissest, NMR spectra were performed on a
Bruker AVANCE 400 tH, 400 MHz;**C, 100 MHz). If stated, NMR spectra were performed
on a BRUKER AMX 200 {H, 200 MHz ;*C, 50 MHz; 188 MHz'*F) or an Ultrafield
AVANCE 300 (H, 300 MHz :**C, 75 MHz). Unless otherwise stated, CP@is used as
solvent. Chemical shiftd are in ppm, and the following abbreviations aredussinglet (s),
doublet (d), doublet doublet (dd), triplet (t),plet doublet (td), quintuplet (quint), multiplet
(m), broad multiplet (bm), and broad singlet (ddass spectra were obtained using a Bruker
Esquire electrospray ionization apparatus at th&18BA(Faculty of Pharmacy at Chatenay-
Malabry). Element analyses (C, H, N) were perforroeda Perkin-Elmer CHN, Analyser
2400 at the Microanalyses Service of the Facultpledrmacy at Chatenay-Malabry (France).
Rabbit protéasome and the fluorogenic substratLl&M¥-AMC were obtained from Boston
Biochem, Cambridge, MA.
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3-(N’-tert-butoxycarbonyl-hydrazino)-4,4,4-trifluor o-butyric acid ethyl ester 85

104
9%$H'Hﬁo\z) C11H19F3N204

5" MW= 300,27 g/mol
A solution of84 (1.74 g, 10.35 mmol, 1.0 eq) and hydrazinecarhoxatid tert-butyl ester
(2.73 g, 20.70 mmol, 2.0 eq) in MeOH (15 ml) wasretl in a sealed tube at 80°C over 5
days.the solvent was evaporated under vacuum andfiedu by chromatography
(cyclohexane:EtOAc 8:2), obtainir@p (2.80 g, 9.35 mmol, 90%) as a slightly yellow &if:
0.3 (EtOAc/cyclohexane: 1/4}H NMR (CDCls, 300 MHz) & 6.48 (bs, 1H, NH-@), 4.80
(bs, 1H, NH-G), 4.46 (q, J = 7.2 Hz, 2H,/H 4.16 (m, 1H, K, 2.90 (m, 2H, H), 1.71 (s, 9H,
Ho, Hio Hi1), 1.53 (t, J= 7.2 Hz, 3H, $f *C NMR (CDCl; 75 MHz) § 169.8 (G), 152.3
(C7), 125.3 (q, J= 270 Hz,4£81.3 (G), 61.3 (G), 58.5 (G), 32.1 (G), 28.2 (G, Cio C1),
14.0 (G); *F NMR (CDCl3, 188 MHz)$ -75.3 (d, 1H, J = 5.6 Hz)R (cm™): 3300 (N-H),
1715 (C=0), 1234 (C-O)ESI" MS m/z 323 [M+N4d]; Anal. Calcd for GiH19FsN,O4: C,
44.00; H, 6.38; N, 9.33; found C, 43.72; H, 6.16;9\69

3-(N’-tert-butoxycarbonyl-hydrazino)-4,4,4-trifluor o-butyric acid 86

10
0
)(1 1)L Ns Az oH CoH15F3N204

975 077'N
CFs O MW= 272.22 g/mol

An aqueous solution of NaOH 2N (1.8 mL, 9.6 mmol, &q.) was added to a solution8&%
(985 mg, 3.28 mmol, 1.0 eq.) THF/MeOH (5/5 mL, v/v). The reaction was stirredr@am
temperature over 3 hrs. After removing the soluerder reduced pressure without distilling
the water, the remaining solution was brought atgby addition of aqueous solution of 1N
HCI. The aqueous phase was extracted with EtOAQ®BrL). Then, the combined organic
layers were dried over MgS(filtered and concentrated under reduced predsugeve acid
86 as a white solid (844 mg, 3.10 mmol, 95%) whiclswaed in the next step without further
purification.m.p: 138-140 °CRf: 0.3 (EtOAc/cyclohexane: 7/3)*H NMR (DMSO-d6, 300
MHz) & 12.54 (bs, 1H, COOH), 8.39 (bs, 1H, NH}C4.90 (bs, 1H, NH-€), 3.82 (m, 1H,
Hs), 2.61 (dd, J= 16.6 and 5.4 Hz, 1H;;512.44 (dd, J= 16.6 and 6.8 Hz, 1H;,;{1.38 (s,
9H, Ho, Hio, Hi1); *C NMR (DMSO-d6 75 MHz) § 170.8 (G), 156.4 (G), 125.9 (g, J= 280

Hz, Go), 78.9 (G), 57.4 (G), 32.4 (G), 28.0 (G, Cio, C11); *°F NMR (DMSO-d6, 188 MHz)
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§ -74.1 (d, 1H, J = 6.8 Hz)R (cm™): 3325 (N-H), 3100 (OH), 1715 (C=0), 1234 (C-O);
ESI" MS m/z 271 [M-H]; Anal. Calcd for GH1sF3N2O4: C, 39.71; H, 5.55; N, 10.29; found
C, 39.83; H, 5.50; N, 10.29

N'-{2,2,2-Trifluoro-1-[(3,4,5-trimethoxy-benzylcarbamoyl)-methyl]-ethyl}-
hydrazinecarboxylic acid tert-butyl ester 88

1\0
18170 8 2502 C19H28F3N30s
H H
@(o%w””m““ 2’803 MW= 451.19 g/mol
19 H CE. O 10 7
3

14

To a solution 086 (911 mg, 3.35 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10ml) weagcessively added
3,4,5-trimethoxybenzylamine (792 mg, 4.01 mmol, 42, DIPEA (1.7 g, 13.4 mmol, 4 eq),
HBTU (1.5 g, 4.01 mmol, 1,2 eq), and HOBt (542 m@1 mmol, 1.2 eq). The mixture was
stirred overnight at RT under argon atmosphereerAftmoval of the solvent under reduce
pressure, the residue was dissolved in EtOAc (20 washed with 10% aqueous solution of
citric acid (2 x 20 ml), water (20 ml), 10% aqueaolution of KCOs (2 x 20 ml) and brine
(20 ml). The organic layer was dried over,8@, filtered and evaporated to give crude
product which was purified by column chromatogragByOAc/cyclohexane: 1:1) to afford
the compound8 (1.19 g, 2.60 mmol, 79%) as colorless soiidp.: 138-140 °C;Rf: 0.3
(S10,, EtOAc/cyclohexane: 1/2H NMR (CDCl 3, 300 MHz) 8 7.90 (sl, 1H, NH-G), 6.50
(s, 2H, H Hg), 6.19 (s, 1H, NH-&), 4.49 (d, 2H, J=4.7 Hz, 4, 3.82 (s, 6H, HH3), 3.67 (s,
3H, H), 3.60 (m, 1H, Hg), 2.53 (dd, 1H, J=16.0 and 3.2 Hz}l, 2.41(dd, 1H, J=16.0 and
9.0 Hz, Hap), 1.4 (s, 9H, hi Hig Hig); *C NMR (CDCl3 75 MHz) 5 168.2 (Gi), 156.7
(Cy15), 153.2 (G, Ce), 137.1 (G), 136.9 (G), 114.8 (qJ = 284.0 Hz,Cy4) 105.1 (G, Cg), 81.5
(Ci6), 60.8 (Go), 59.0 (G, Cs), 56.1 (G), 44,0 (Gy), 33.3 (G), 28.2 (G7,Cis,Cro); *F NMR
(CDCl3, 188 MHz) § -75.09 (d, 1H, J=7.0Hz)R (cm™): 3300 (N-H), 1652 —C=0), 1506
(C=C), 1234 (C-O)ESI" MS m/z 474.2 [M+Nd]; Anal. Calcd for GgH2gF3sN30s + 1H,O:

C, 48,61; H, 6.45; N, 8.95; found C, 48.40; H, 5.888.49

162



4,4 ,4-trifluoro-3-hydrazino-N-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)methyl]butanamide
trifluoroacetic acid salt 89

~o
8 250, Ci4H20FsN304 CFCOOH
H 12, H 3
6 _
HOOCFAC.HN" P PN 07 MW= 465.34 g/mol
CFs O

A solution of the Boc-protected compoud8 (926 mg, 1.99 mmol, 1.0 eq.) in DCM/TFA 3:1
(12 mL) was stirred for 2 h at room temperaturee Eblvent was evaporated under reduced
pressure to give the trifluoroacetic salt8% in quantitative yield, as a slightly yellow solid
and that was used without further purificatiod. NMR (CDsOD, 300 MHz) § 6.62 (s, 2H,

H7 Hg), 4.31 (d, 2H, J=2.2 Hz, ), 4.07 (m, 1H, H), 3.81(s, 6H, K Hs), 3.75 (s, 3H, b,
2.89 (dd, 1H, J=16.3 and 3.9 HzyH), 2.72 (dd, 1H, J=16.3 and 9.0 Hz,}).

[5-tert-Butoxycarbonylamino-5-(N'-{2,2,2-trifluoro- 1-[(3,4,5-trimethoxy-
benzylcarbamoyl)-methyl]-ethyl}-hydrazinocarbonyl)-pentyl]-carbamic acid benzyl
ester 77a

o
4 0
30 ho9 4 g 8 ~2
31 0\2[€N1 N132244N 6 3
29 14N T Y o
o) CF; O
32 1617 33
Cs3Ha6F3N50g
18~ 19
HN__O MW=713.73 g/mol
207

(0]
21
22
27 23
26 24
25

To a solution of thdree amine 89(1.11 g, 3.30 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (15 ml)sva
successively added Boc-lys (2)-OH (1.50 g, 3.90 mm@ eq), DIPEA (2.90 g, 23.03 mmol,
7 eq), HBTU (1.50 g, 3.90 mmol, 1.2 eq), and HOR3 mg, 3.90 mmol, 1.2 eq) in this
order. The mixture was stirred overnight at RT uratgon atmosphere. After removal of the
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solvent under reduced pressure, the residue wasldisl in EtOAc (15 ml), washed with
10% aqueous solution of citric acid (2 x 15 ml),teva(15 ml), 10% aqueous solution of
K2CGOs (2 x 15 ml) and brine (15 ml). The organic layeaswdried over N&O;, filtered and
evaporated to give a crude product which was @iy column chromatography (EtOAc) to
afford the compound7a (L.03 g, 1.40 mmol, 45%) as a white soliolp.: 112-114 °C;*H-
NMR (CD30OD, 300 MHz) & 7.35 (m, 5H, Hs Has Hos, Has Hz7), 6.51 (s, 2H, H Hg), 5.15
(s, 2H, H1), 4.89 (m, 1H, Hk), 4.32 (M, 2H, Ho), 3.90 (M, 1H, Hk), 3.81(s, 6H, HH3), 3.75
(s, 3H, H),3.14 (m, 2H, Hy), 2.50 (m, 2H, hb), 1.45 (s, 9H, kb Hsi H3); 1.80-1.20 (m, 6H,
His, H17, Hig),; *3C NMR (CDOD, 75 MHz) 5 168.2 (G1), 163.2 (Gs), 156.7 (Gg), 155.9
(Cz0), 153.2 (G Cg), 137.2 (Go), 137.1 (@), 136.1 (G), 128.3 (Gs,Cy7), 127.7 (G4, Cos Coe),
114.8 (g,J = 284.0 Hz,Cg3), 105.1 (G, Cg), 81.5 (Gy), 65.0 (G1), 60.8 (Go), 59.0 (G C;,
Cs), 55.6 (Gs), 44.0 (G3), 40.0 (Go), 33.3 (G2), 31.8 (Ge), 28.0 (Go, Cs1,C32) 29.1 (Ga),
22.4 (G7); °F (CD;OD, 188MHz)$ -74.62 (d, 1F, J=7.5Hz), -74.89 (d, 1F, J=6.3HR);
(cm*): 3312 (N-H), 1637 (C=0), 1525 (C=C), 1250 (C-@BI" MS m/z 714.4 [M+H];
Anal. Calcd for GsH4eF3NsOg + 1H,0O C, 54.19; H, 6.63; N, 9.58; found C, 54.17; H,%
N, 9.43.

[5-Amino-5-(N'-{2,2,2-trifluoro-1-[(3,4,5-trimethox y-benzylcarbamoyl)-methyl]-ethyl}-

hydrazinocarbonyl)-pentyl]-carbamic acid benzyl es¢r trifluoroacetic acid salt 77b

HOOCF3C.H,N 1
1

1617 28 CogH3oFgN50s. CR:COO

MW= 727.65 g/mol

A solution of 77a (860 mg, 1.22 mmol, 1.0 eq) in DCM/TFA 3:1 (24 mis stirred for 2 h
at room temperature. After removal of the solvamdar reduced pressure, the excess of TFA

was coevaporated with methanol. The crude was pneanipitated with diethyl ether and
164



washed with cyclohexane (3 x 15 mL) to affafdb as a white solid (745 mg, 1.04 mmol,
quantitative).mp: 136138 °C;'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz)§ 9.49 (m, 1H, NH-G),
8.02 (m, 1H, NH-Gy), 7.90 (sl, 3H, NH), 7.45 (m, 1H, NH-G), 7.35-7.09 (m, 5H, b4 Hos,
Has Hag, Ha7), 6.51 (s, 2H, K Hg), 5.25 (s, 1H, NH-), 5.15 (s, 2H, bh), 4.21 (m, 1H, Hk),
3.98 (m, 2H, Hp), 3.82 (m, 1H, hk), 3.61(s, 9H, K H;, Hs), 3.03 (m, 2H, Hk), 2.52 (m, 2H,
Hiz), 1.20-1.80 (m, 6H, i Hi7, Hig); *C NMR (DMSO-d6, 75 MHz)§ 170.1 (G1), 168.0
(C14), 155.9 (Gg), 153.3 (G Cp), 136.1 (G), 137.2 (Gy), 133.1 (@), 129.0; 128.5; 128.2;
127.75 (Gs, Ca4, Cos Cos, Co7), 114.8 (q, 3 284.0 Hz,Cyg), 104.8 (G, Cg), 65.0 (Gy), 60.8
(C10), 60.0 (G, Cz, Cg), 55.6 (Gs), 44.0 (Gg), 40.0 (Go), 33.3 (Go), 31.8 (Ge), 29.1 (Gy),
22.4 (G7); *F (DMSO-d6, 188MHz) & -76.51 (m, 1F), -77.33 (s, 1AR (cm™): 2924 (C-
H), 1667 (C=0), 1594 (C=C), 1123 (C-CgSI" MS m/z 614 [M+H']; Anal. Calcd for
CaoH3gFsNsOgt+ 1.5 HO: C, 47.74; H, 5.72; N, 9.28; found C, 47.52; H0% N, 8.80.

[5-[2-(2,5-Dimethoxy-phenyl)-acetylamino]-5-(N'-{22,2-trifluoro-1-[(3,4,5-trimethoxy-
benzylcarbamoyl)-methyl]-ethyl}-hydrazinocarbonyl)-pentyl]-carbamic  acid benzyl

ester 91a
1\
(0]
36 4
o] o 8 O
3 29 28N _1 AN 12, 60/3
341 a0 140 10 7
33 31 O 46 17 CF; O CzgHagF3N5010
32 38
0\37 18™ 19 MW= 791.81 g/mol
HN (0]
207
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To a solution of théree amine 77b(376 mg, 0.61 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10 ml)sva
successively added 2,5-dimethoxyphenyl acetic éo48 mg, 0.73 mmol, 1.2 eq), DIPEA
(556 mg, 4.30 mmol, 7 eq), HBTU (277 mg, 0.73 mnio® eq), and HOBt (99 mg, 0.73
mmol, 1.2 eq) in this order. The mixture was stirovernight at RT under argon atmosphere.
After removal of the solvent under reduced presdheeresidue was dissolved in EtOAc (15

ml), washed with 10% aqueous solution of citricda@ x 10 ml), water (10 ml), 10%
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aqueous solution of O; (2 x 10 ml) and brine (10 ml). The organic layeasadried over
NaSQy, filtered and evaporated to give a crude produbickv was purified by column
chromatography (EtOAc) to afford the compowih 77 mg, 0.35 mmol, 57%) as a white
solid; m.p.: 138-140 °CRf: 0.3 (SO, EtOAc); *H NMR (DMSO-d6, 400 MHz)& 9.55 (dd,
1H, J=5.1 Hz, NH-&,), 8.52 (t, 1H, J=5.4 Hz, NH-@), 7.91 (m, 1H, NH-g), 7.32 (m, 5H,
Has Haa Hos Has Hz7), 7.21 (t, 1H, J=5.1 Hz, NH4g), 6.85 (d, 1H, J=8.7 Hz, 43, 6.73 (m,
2H, Hs1 Haa), 6.58 (s, 2H, H Hg), 5.56 (dd, 1H, J=14.4 and 4.1 Hz, NH3C 5.00 (S, 2H,
Hz1), 4.28 (m, 2H, hb), 4.19 (m, 1H, hk), 3.84 (m, 1H, H), 3.73 (s, 9H, K Hz H3), 3.57 (s,
6H, Hss Hs7), 3.40 (m, 2H, k), 2.96 (m, 2H, kL), 2.52 (m, 2H, hb), 1.55 (m, 2H, Hk), 1.36
(m, 2H, Hg), 1.25 (m, 2H, Hy); *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz)5 171.3 (G4), 169.9 (Gy),
168.0 (Gy), 156.0 (Gp), 152.9 (@), 152.8 (G), 151.3 (Gs, C32), 137.3 (Gy), 136.3 (@),
134.7 (G), 128.3 (G3,Cz7), 127.7 (Ga,Ca5 Coe), 125.7 (Qo), 116.8 (G4), 115.1 (qJ = 284.0
Hz, Czg), 111.9 (G, Cs3), 104.4 (G, Cg), 65.09 (G1), 59.9 (Ge,Cs7), 57.6 (G3), 55.7 (G, C,,
Cs), 51.0 (Gs), 42.4 (Go), 40.0 (Go), 36.6 (Gg), 33.2 (G2), 31.8 (Ge), 29.1 (Gg), 22.4 (Gy);
F (DMSO-d6, 188 MHz)$§ -76.51 (m, 1F), -77.33 (s, 1AR (cm™): 3298 (N-H), 1633
(C=0), 1503 (C=C), 1228 (C-N), 1126 (C-QJIS (ESI) m/z: 793 [M+H]; Anal. Calcd for
CagHagFsNsO10+1H,0: C, 56.34; H, 6.23; N, 8.65; found C, 56.556:88; N, 8.41.

3-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(2,5-dimethoxyphenyl)acetiamino]lhexanoyllhydrazino]-4,4,4-
trifluoro-N-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)methyl]butanam ide 91b

~o
36
- 8 %2
Y 9.0 § oMo H 3
3 2 N@LN,NWN o CaoHa2F3Ns0s
341 30 D14 10 7
33 3231 O 16t 38CF3 O MW= 657.68 g/mol
O\ 18
37 19
NH,

To a solution 081a(119 mg, 0.15 mmol, 1 eq) in dry DMF/MeOH (5:30 miy) was added
10% Pd/C (11 mg). The mixture was stirred overnighder hydrogen atmosphere at room
temperature. The catalyst was filtrated on a cgl#d and the solvent was evaporated under
reduced pressure to affoddb as a white solid (70 mg, 0.10 mmol, 75%).NMR (DMSO-

d6, 400 MHz) § 8.57 (t, 1H, J=5.4 Hz, NH-Q), 7.97 (m, 1H, NH-@), 6.86 (d, 1H, J=8.7
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Hz, Hss), 6.76 (M, 2H, Wy Ha3), 6.57 (s, 2H, K Hs), 5.54 (d, 1H, J= 3.6 Hz, NH.§), 4.28
(M, 2H, Ho), 4.20 (M, 1H, k), 3.86 (M, 1H, H), 3.74 (s, 9H, K Ha Hg), 3.67 (S, 6H, kb,
Hs7), 3.41 (m, 2H, k), 2.73 (M, 2H, Hb), 2.51 (m, 2H, H), 1.56 (M, 1H, He), 1.50 (m,
1H, Hiey), 1.35 (M, 2H, k), 1.21 (M, 2H, H); °C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) § 171.3
(C1a), 169.9 (Gy), 168.1 (Gy), 152.8 (G, Cs), 151.3 (Gs, Cs2), 136.3 (G), 134.9 (G), 125.7
(Cs0), 115.0 (q,J = 284.0 Hz,Cgzg), 111.9 (Gy, C33), 111.6 (Gs), 104.4 (G, Cg), 59.9 (Ge,
Cs7), 57.8 (G3), 55.7 (G C».Cs), 51.1 (Gs), 42.3 (Go), 36.7 (Go), 33.4 (G»), 33.2 (Go), 31.9
(Cie), 31.4 (Gy), 22.4 (G7); F (DMSO-d6, 188MHz): -71,34 (s), -72,71 (s): 2
diastereoisomeres: 75/2BPCI* MS m/z 658 (M+H)"; Anal. Calcd for GgH4oFsNsOg + 4
H,O: C,49.40; H,6.92; N, 9.60; found : C, 48.83 6.35; N, 9.76 ;

benzyl N-[6-0x0-6-[2-[3-0x0-1-(trifluoromethyl)-3-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)
methylamino]propyl]hydrazino]-5-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyllamino]hexyl]carbamate
93a

O
H H H

3 - ~
40 363 310 16™~17 22F3 0] C4oH4gF3N50g
41 32
)8\19 0 MW= 823.85 g/mol

NH240<O

21
22 23
27 24
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To a solution of77b (376 mg, 0.61 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10 mL) wasccessively
added 3-phenoxyphenyl acetic acid (166 mg, 0.73 inth@ eq), DIPEA (556 mg, 4.30
mmol, 7.0 eq), HBTU (277 mg, 0.73 mmol, 1.2 eq)d #OBT (99 mg, 0.73 mmol, 1.2 eq).
The mixture was stirred overnight at room tempegatunder argon atmosphere. After
removal of the solvent under reduced pressurerasidue was taken up in EtOAc (15 mL),
washed with 10% aqueous citric acid (2 x 10 mL)tewv&10 mL), 10% aqueous,&Os; (2 x
10 mL) and brine (10 mL). The organic layer wagdrover NaSQ,, filtered and evaporated

under reduced pressure to give a crude product hwhi@s purified by column
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chromatography (EtOAc) to afford the Cbz protecetine93a (355 mg, 4.30 mmol, 71%)
as a white solidkf: 0.2 (SO, EtOAc/cyclohexane: 8/2fH NMR (CDCl 3, 400 MHz)$ 8.10
(s, 1H, NH-Gg), 7.92 (m, 1H, NH-G), 7.35-7.18 (m, 6H, bt Has Has Has Hzz, NH-Cyg),
7.02 (m, 2H, Hg Hag), 6.92-6.71 (M, 7H, Bl Haz Has Has Hag Ha1 Hao), 6.49 (s, 2H, H Hg),
6.30 (bs, 1H, NH-&), 5.01 (s, 2H, k), 4.90 (m, 1H, NH-@), 4.32 (m, 2H, Hp), 4.15 (m,
1H, His), 3.79 (m, 1H, kk), 3,73 (s, 9H, K Hs, Hy), 3.07 (M, 2H, k), 2.41 (m, 2H, Hb),
2.23 (m, 2H, Ho), 1.70-1.41 (m, 2H, K), 1.32 (m, 2H, k), 1.15 (m, 2H, H); *°C NMR
(CDCl3, 100 MHz) 8 171.1 (Gg4), 169.7 (Gg), 168.1 (G1), 156.6 (G7), 156.4 (Gs), 152.8
(Cs, Ca), 138.6 (Go), 136.3 (G), 136.0 (Gy), 134.7 (G), 129.9 (Gg), 129.6 (Gy, Css, Cze),
128.3 (Gs, Cz7), 127.7 (Ga, Cos, Co), 124.1 (Gy), 123.3 (Go Ca1), 119.2 (G3), 118.5 (Gy),
116.0 (q,J = 283.0 Hz,Cy4y), 104.4 (G, Cg), 67.1 (G4), 66.6 (G1), 59.9 (G), 57.5 (G, 3, 55.7
(C13), 51.9 (Go), 50.9 (Gs), 42.3 (Go), 41.8 (Gg), 33.3 (G2), 32.0 (Ge), 26.5 (Gg), 23,1
(C17); *F (CDCls, 188 MHz)$ -76.51 (m, 1F), -77.33 (s, 1F).

3-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyl]amo]hexanoyllhydrazino]-4,4,4-
trifluoro-N-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)methyl]butanam ide 93b

CzaH42F3Ns07

H @ H H
38 o 35 292N@k Ris24R 9 g 3
39 373 30 214N W % 0
a0 M3 33 _J31 0 qe 1 7 MW= 689.72 g/mol

CF, O
17 3
41 32 42
18™19

NH,

To a solution 0f93a (183 mg, 0.22 mmol, 1.0 eq) in dry DMF/MeOH 1/48 (mL) was
added 10% Pd/C (18 mg). The mixture was stirredrogbt under hydrogen atmosphere at
room temperature and was filtered on a celite pdigr removal of the solvent under reduced
pressuré@3b was obtained as a white solid (89%).NMR (DMSO-d6, 400 MHz) § 9.62 (s,
1H, NH-Cys), 8.53 (m, 1H, NH-G), 8.21 (m, 1H, NH-@), 7.37 (m, 2H, ks Hsg), 7.27 (m,
2H, Hs1, Hss), 7.11 (m, 2H, B Ha1), 7.02 (m, 1H, H), 6,99 (m, 1H, k), 6,94 (m, 1H, Hp),
6,57 (s, 2H, K Hg), 5,54 (m, 1H, NH-G), 4.24 (m, 2H, hb), 4.19 (m, 1H, k), 3.85 (m, 1H,
Hi3), 3.73 (s, 6H, K H3), 3.62 (s, 3H, B, 3.45 (m, 2H, k), 2.51 (m, 2H, hb), 2.23 (m, 2H,
Hig), 1.52 (m, 2H, He), 1.29 (m, 2H, Hg), 1.19 (m, 2H, Hy); *C NMR (DMSO-d6, 100

MHz) & 171.1 (Ga), 169.7 (Gg), 168.1 (Gy), 156.6 (G7), 156.4 (Ga), 152.8 (G, Ca), 138.6
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(Cs0), 136.3 (@), 134.7 (@), 129.9 (Gg), 129.6 (Gy, Css,Cze), 124.1 (Gp), 123.3 (Go, Cay),
119.2 (Gy), 118.5 (Gp), 104.4 (G, Cg), 115.8 (gJ = 283.0 Hz,C42), 59.9 (G), 57.5 (G, Cs),
55.7 (G3), 51.9 (Gg), 50.9 (G5), 42.3 (Go), 41.8 (Gy), 33.3 (G2), 32.0 (Ge), 26.5 (Gg), 23.1
(C17). *F (DMSO0-d6, 188MHz): ): -71,35 (s, 1F), -72,75 (s, 1F): 2 diastereois@meb/25;
ESI" MS m/z 690 (M+H)’; Anal. Calcd for G4H4.F3NsO; + 0.75 HO: C, 58.66; H, 5.97; N,
10.36; found. C, 58.38; H, 6.09; N, 9.40;

3-(N'-tert-Butoxycarbonyl-hydrazino)-propionic acid ethyl ester 95

C10H20N204
3 o\/
% )_ N MW= 232.14 g/mol

A solution of 3-Bromo-propionic acid ethyl es@f (2 ml, 15.7 mmol, 1.0 eq.), DIPEA (2.6
ml, 15.7 mmol, 1.0 eq.) and Boc-hydrazine (3.1.¢,@ 23.55 mmol, 1.5 eq) in toluene was
heated at 80 °C for 4 days. After removal of thiwestt under pressure, the crude product was
purified by column chromatography (cyclohexane:E6@A4) to giveds as a slightly yellow

oil (1.58 g, 6.80 mmol, 56%JH NMR (CDCl 3,300 MHz) & 6.26 (bs, 1H, NH-¢), 4.08 (q,
2H, J=7.1 Hz, K, 3.06 (t, 2H, J= 6.6 Hz, 4} 2.41 (t, 2H, J=6.6 Hz, ) 1.39 (s, 9H, Il Hg,
Hio), 1.19 (t, 3H, J=7.1Hz, % **C NMR (CDCl3, 75 MHz) § 172.2 (G), 156.7 (G), 80.3
(Cy), 60.3 (G), 47.3 (G), 33.0 (G), 28.2 (G, Co,C10), 14.0 (G); IR (cm™): 2980 (C-H), 1714
(C=0), 1252 (C-O)ESI" MS m/z: 233 [M+H']; Anal. Calcd for GoHooN2O4: C, 51.71; H,
8.68; N, 12.06; found C, 51.61; H, 8.25; N, 11.58.

3-(2(N-tert butoxycarbonyl)hydrazinyl)propionic acid 96

2

6 O
™~ )k 1
OH C8H16N204
g 504 \/\If
o MW=204.11 g/mol

An aqueous solution of NaOH 2N (4.8 mL, 9.6 mmol, &q.) was added to a solution9&

(2.00 g, 8.6 mmol, 1.0 eq.) iHF/MeOH (10/10 mL, v/v). The reaction was stirrgidroom

temperature over 3 hrs. After removing the solwerder reduced pressure without distilling

the water, the remaining solution was brought atby addition of aqueous solution of 1N

HCI. The aqueous phase was extracted with EtOAQ®BrL). Then, the combined organic
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layers were dried over MgSQ{iltered and concentrated under reduced pregeuwve the 3-
(N'-tert-Butoxycarbonyl-hydrazino)-propionic ac#b as a white solid (1.64 g, 8.0 mmol,
93%) which was used in the next step without furghaification m.p. 112-114 °C (crude);
'H NMR (DMSO-d6 300 MHz)$ 8.20 (s, 2H, OH and NHJ, 3.30 (s, 1H, NH-g), 2.90 (t,
2H, J=6.9 Hz, i) , 2.30 (t, 2H, J=6.9 Hz, | 1.40 (s, 9H, K H7 Hg); **C NMR (DMSO-ds,
75 MHz) § 173.2 (G), 156.2 (G), 78.2 (G), 46.7 (G), 32.5 (G), 28.0 (G,C; Cg); IR (cmi*):
3350 (N-H), 2981 (C-H), 1679 (C=0), 1437 (C-HSI® MS m/z 227 [M+N4d], 431.1
[2M+Na']; Anal. Calcd for GH1¢N2O4: C 47.05; H, 7.90; N, 13.72; found C, 47.43; H(7.
N, 13.33.

2-[3-(N'-tert-Butoxycarbonyl-hydrazino)-propionylam ino]-3-phenyl-propionic acid
methyl ester 97

od 3 M ssd
_N 4 N3 - Ci1gH27N30s
SOTNTY T 20

11 .18

O 12 17 MW= 365 g/mol
14716
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To a solution 0B6 (985 mg, 4.8 mmol, 1.0 eq ) in dry DMF (15 ml) wascessively added
H-Phe-OMe (1.25 g, 5.8 mmol, 1.2 eq), DIPEA (2.4892 mmol, 4 eq), HBTU (2.20 g, 5.8
mmol, 1.2 eq) and HOBt (784 mg, 5.8 mmol, 1.2 ddje mixture was stirred overnight at
room temperature under argon atmosphere. After vamof the solvent under reduced
pressure, the residue was taken up in EtOAc (20 wa$hed with 10% aqueous solution of
citric acid (2 x 15 ml), water (15 ml), 10% aquematution of KCOs (2 x 15 ml) and brine
(20 ml). The organic layer was dried over,N@,, filtered and evaporated under reduce
pressure to give crude product which was purifigd dolumn chromatography (EtOAc
/cyclohexane, 8:2) to give the compoudid (1.33 g, 3.6 mmol, 76%) as uncoloress Ril.=
0.30(EtOAc /cyclohexane, 8:2, viv, SiD *H NMR (DMSO 300 MHz) § 8.45 (s, 1H, NH-
Cy), 8.30 (s, 1H, NH-Q), 7.28-7.13 (m, 5H14 His Hig Hi7 Hig), 6.10 (sl, 1H, NH-@), 4.85
(dd, 1H, J=6.9 and 13.1 Hz,3sH3,73 (s, 3H, K, 3.11 (dd, 1H, J=6.9 and 13.1 Hz;,b),
3.09-2.99 ( m, 3H, Hand Hzy), 2.34 (t, 2H, J=5.4 Hz, §1 1.45 (s, 9H, K Hig Hi1); °C
NMR (DMSO, 75 MHz) § 172.4 (G), 171.9 (G), 157.0 (G), 136.21 (G3), 129.2 (G4 C19),
128.5 (Gs, Cyi7), 127.1 (Ge), 81.0 (G), 53.3 (Q), 52.3 (G), 47.9 (GQ), 37.5 (G, 33.7 (@),
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28.2 (G, Ci0,C10); IR (cm™): 2935 (C-H), 1728 (C=0), 1529 (N-H), 1156 (C-@BI* MS
m/z 388.3 [M+Nd]; Anal. Calcd for GgHo7/NzOs: C, 59.16; H, 7.45; N, 11.50; found C,
59.20; H, 7.20; N, 11.05.

methyl (25)-2-(3-hydrazinopropanoylamino)-3-phenyl-propanoatetrifluoroacetic acid
salt 98

O
H H
5
_N 4 N\?QJ\ e
HOOCF;C.HoN \G/\g/ 7% é% C13H19N303 CRCOOH
10
;@11 MW= 379.36 g/mol
12

A solution 0f97 (1.03 g, 2.82 mmol, 1.0 eq) in HCI 4M in dioxan® 8l) was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporateddoum to afford the hydrochloride salt
of 98 with quantitative yield as a yelow oil, which wased without further purificatiortH
NMR (DMSO-d6, 300 MHz) 6 8.61 (d, 1H, J=7.5 Hz, NH4} 7.20-7.45 (m, 5H, b Hio,
Hi1 Hiz Hig), 4.51 (m, 1H, H), 3.97 (sl, 3H, NH), 3.59 (s, 3H, K), 2.78-3.15 (m, 4H, H
H-), 2,48 (m, 2H, ); *C RMN (DMSO-d6, 75 MHz) 171.9 (G), 169.8 (G), 137.0 (G),
129.0 (G, Ci3), 128.2 (Go,Ci2), 126.56 (G1), 53.6 (G), 51.8 (Q), 46.15 (G), 36.7 (G), 35,9
(Cs).
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2-{3-[N'-(6-Benzyloxycarbonylamino-2-tert-butoxycamonylamino-hexanoyl)-hydrazino]
-propionylamino}-3-phenyl-propionic acid methyl eser 99

30
31 29

32

10 C32H4sNs0g
0 11; MW=627.73 g/mol
13
1817 016 2 0\1
O

To a solution 008 (653 mg, 1.8 mmol, 1 eq ) in dry DMF (15 ml) wagsessively added
Boc-Lys(Z2)-OH (841 mg, 2.2 mmol, 1.2 eq), DIPEAG2.g, 12.6 mmol, 7 eq), HBTU (841
mg, 2.2 mmol, 1.2 eq) and HOBt (298 mg, 2.2 mmaok &q). The mixture was stirred
overnight at room temperature under argon atmospl#dter removal of the solvent under
reduced pressure, the residue was dissolved in &t@B ml), washed with 10% aqueous
solution of citric acid (2 x 15 ml), water (15 ml)0% aqueous solution 0of,R&O; (2 x 15 ml)
and brine (20 ml). The organic layer was dried dvesSQy, filtered and evaporated under
reduced pressure to give crude product which wasfigu by column chromatography
(EtOAC) to afford the compoun@ (569 mg, 0.90 mmol, 50%) as white solidp 106-108
°C; Rf = 0.20 (EtOAc, Si®; *H NMR (CDCl3, 300 MHz) § 8.07 (bs, 1H, NH-&), 7.20-
7.41 (m, 10H, W Hio Hi1 Hiz Hiz and Hg Hag Hao, Ha Hazp), 7.17 (s, 1H, NH-@), 7.15 (s,
1H, NH-Cyg), 5.20 (m, 1H, NH-@), 5.09 (s, 2H, bk), 4.85 (m, 1H, H), 4.15 (m, 1H, Hk),
3.60 (s, 3H, H)), 3.05-3.28 (m, 6H, klH7 H24), 2.35 (t, 2H, J=6.8 Hz, 4} 1.31-1.88 (m, 6H,
Ha1, Haz, H2g), 1.50 (s, 9H, b Hio Hao); *C NMR (CDCls, 75 MHz) § 172.9 (G), 171.4
(Cy), 171.1 (Gy), 156.6 (Gs), 156.0 (G7), 136.6 (G7), 136.1 (G), 129.1; 128.6; 128.5;
128.0 (G, C1o, C11, C12, Cizand Gg, Cog, Cao, Ca1, C32), 80.4 (G7), 66.6 (Ge), 56.0 (G), 53.3
(Cs), 51.6 (Gs), 47.7 (G), 40.5 (Gy), 37.5 (G), 34.3 (G), 31.1(Gy), 29.3(Gy), 28.0 (Gs,Cio
Cz0), 22.3 (Go); IR (cm™): 3309 (N-H), 1686 (C=0), 1653 (C=0), 1524 (C=EBI" MS
m/z 650.8 [M+N4d]; Anal. Calcd for GoHssNsOg C, 61.23; H, 7.23; N, 11.16; found C,
61.03; H, 7.14; N, 10.94.
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Methyl (29)-2-[3-[2-[(2S)-2-amino-6-(benzyloxycarbonylamino)hexanoyl] hydraino]
propanoylamino]-3-phenyl-propanoate trifluoroacetic acid salt 100

31

30 32 0 0
27 025N 23 21, H .5 H\)}\
205 L OBN Al NS AUNI 01 Gabyi0; CRCOOH
o) NH,.¢F,cooH 0 =g 2 "
7 MW= 64126 g/mo
13 11
12

A solution 0f99 (400 mg, 0.64 mmol, 1.0 eq) in DCM/TFA 3:1 (16 mias stirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated usderced pressure and the excess of TFA
was coevaporated with methanol. The crude prodast then precipitated with diethyl ether
and washed with cyclohexane (3 x 15 mL) to affa@d as a white solid with quantitative
yield. mp: 96-98 °C*H NMR (DMSO-d6, 300 MHz,) 5 9.89 (bs, 1H, NH-€), 8.41 (s, 1H,
NH-C,), 8.20 (s, 3H, NH), 7.95 (s, 1H, NH-&), 7.17-7.40 (m, 10H, & H0 H11 Hi2 Hiz and
Has Hog Hso, Hai Hsp), 6.51 (bs, 1H, NH-g), 5.02 (s, 2H, k), 4.51 (m, 1H, H), 3.55 (m,
1H, His), 3.50 (s, 3H, K, 3.10-12.82 (m, 6H, kIH7 Hz4), 2.23 (t, 2H, J= 6,8 Hz, 4} 1.22-
1.70 (m, 6H, Hi Hys Hzg); °*C NMR (DMSO-d6, 75 MHz,) § 174.5 (G), 174.1 (G), 169.5
(C14), 159.4 (Gs), 138.8 (Gy), 138.5 (G), 130.8; 130.2; 129.8 ; 129.2; 128.3 (Cio, Ci1,
Ci2,Cizand Gg Cyg, Cs0,Cs1, Csy), 67.8 (Gg), 55.7 (G), 53.6 (G), 53.1 (G), 41.6 (Gs), 51.6
(C1s), 38.7 (G), 35.3 (G), 32.5 (Gy), 30.8 (Gg), 23.5 (Gy); ESI" MS m/z 528 [M+H]";
Anal. Calcd for GgHzgFsNs0g.1.5 HO: C, 52.12; H, 6.20; N, 10.48; found C, 52.486k28;

N, 10.13.
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2-[3-(N'-{6-Benzyloxycarbonylamino-2-[2-(4-phenoxyphenyl)-acetylamino]-hexanoyl}-
hydrazino)-propionylamino]-3-phenyl-propionic acid methyl ester 101a

30
31 29
28
32N,
i%
25
HN™ ~O 12 Ca1Hs52N40g
2324 130 X1
39 MW= 73783 g/mo
2 46 22 10
13 35 N 2
43 0 33N715 ‘N/\)4J\N3 O
42 36 34H L H STHT

To a solution 0fL00 (387 mg, 0.41 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (5ml) wakcessively added
2-phenoxyphenylacetic acid (114 mg, 0.50 mmol,eq®, DIPEA (371 mg, 2.87 mmol, 7.0
eq), HBTU (190 mg, 0.50 mmol, 1.2 eq) and HOBt 463, 0.50 mmol, 1.2 eq). The mixture
was stirred overnight at RT under argon atmosph&feer removal of the solvent under
reduced pressure, the residue was dissolved in &tQ@8 ml), washed with 10% aqueous
solution of citric acid (2 x 10 ml), water (10 mi)0% aqueous solution of,&O; (2 x 10 ml)
and brine (10 ml). The organic layer was dried dvesSQy, filtered and evaporated under
reduced pressure to give crude product which wasfigui by column chromatography
(EtOAc /MeOH, 10:0 then EtOAc/MeOH, 9.5:0.5, EtOMeOH, 9:1, EtOAc /MeOH,
8.5:1.5 v/v) to give the compourtDla (19 mg, 0.16 mmol, 40%) as white solidp
decomposition at 70-80 °C (452 mg, 0.61 mmol, 81&#)= 0,1(EtOAc, SiQ); ‘*H NMR
(CDCl3, 400 MHz)$ 8.45 (s, 1H, NH-€), 7.41-7.10 (m, 15H, & Hio Hi1 Hio Hiz and Hg,
Hag Hso, Ha1 Hsz, Hag Hao and Hyz Hag Has), 7.14 (bs, 1H, NH-¢), 7.01-6.80 (m, 4H, k& Has,
Ha2 Hae), 6.38 (d, 1H, J=7.3 Hz, NH+@), 5.25 (m, 1H, NH-@), 5.10 (s, 2H, k), 4.83 (dd,
1H, J=7.5 and 12.2 Hz,3q 4.28 (dd, 1H, J=7.2 et 14.0 Hz g 3.79 (s, 3H, ), 3.52 (s,
2H, Hsg), 3.16 (m, 1H, H), 3.13 (m, 2H, H,), 3.03 (m, 1H, H,), 3.02 (m, 2H, K), 2.22 (m,
2H, H), 1.75 (M, 1H, bhy), 1.55 (M, 1H, bhy), 1.46 (M, 2H, k), 1.24 (m, 2H, k); °C
NMR (CDCl3, 100 MHz) & 172.9 (G), 171.8 (G3), 171.4 (Q), 171.1 (Gy), 156.6 (Gs),
153.8 (G7), 151.1(C41), 136.6 (G7), 136.1 (G), 135.8 (Gs) 129.1; 128.6; 128.5; 128.0;
127.0 (G, C1o, C11,Cy2, Crzand Gg, Cag, Cso,Ca1,Ca2,Cao,Ca2,Ca3, Cas), 124.2 (Gs), 117.2 (Ge),
113.2 (Gy), 111.8 (Gg), 66.6 (Ge), 56.0 (G), 53.3 (G), 52.5 (G4), 51.6 (Gs), 47.7 (G), 40.5

(Czq), 37.5 (G), 34.3 (@), 31.1(G1), 29.3(Gs), 22.3 (Gy); ESI" MS m/z 760 [M+N4d],
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776.5 [M+K']; Anal. Calcd for GiH4/NsOg+0.75 BHO: C, 65.58; H, 6.52; N, 9.53; found C,
65.95; H, 6.40; N, 8.87.

Methyl (29)-2-[3-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyl]amino]hexaayl]
hydrazino]propanoylamino]-3-phenyl-propanoate 101b

NH

2
24
/@ Cz3H41Ns06
36 o 2t _

H —_
@\ 14N /\H/ MW= 603.71 g/mol

03738 32 31Y

To a solution ofl01a (114 mg, 0.15 mmol, 1 eq) in dry methanol (5 mL)svemlded 10%
Pd/C (11 mg). The mixture was stirred overnight amtilydrogen atmosphere at room
temperature and filtered on a celite pad. After temoval of the solvent under reduced
pressure,101b was obtained as yellow resinous oil (81 mg, 0.1Bai 89%)'*H NMR
(CDCl3, 400 MHz) 6 7.55 (bs, 1H, NH-), 7.23-6.85 (m, 15H, §H10 Hi1 Hi2 Hi3 H3s4 Hss,
Hss, Hag H3o Has Has Haz Hag, NH-G3), 4.80 (m, 1H, H), 4.33 (m, 1H, k), 3.67 (m, 3H, H),
3.51 (m, 2H, Hp), 3.10 (m, 1H, H,), 3.02 (m, 1H, H,), 3.00 (m, 2H, K), 2.70 (m, 2H, H),
2.24 (m, 2H, H), 1.70 (m, 1H, by, 1.59 (m, 1H, bhy), 1.49 (m, 2H, H), 1.33 (m, 2H,
Ha2); *C NMR (CDCl3, 100 MHz) 8 172.9 (G), 171.9 (G), 171.2 (G4), 171.0 (Gy), 157.54
(Cs7), 156.9 (Go), 136.7 (G), 136.3 (G3), 130.0, 129.8, 129.1, 128.54C1p, C11, Ci2, Cy3),
127.0, 124.0, 123.4 ¢ Css, Cysp, Cu3, Cag), 119.7, 118.9, 117.4 & Csg, Cs9 Ca1), 53.5 (G),
52.4 (G), 51.8 (Gs), 47.5 (G), 43.0 (Gy), 40.5 (Gy), 37.5 (G), 34.1 (@), 31.7 (Gy), 30.0
(Cs9), 22,3 (Gy); ESI" MS m/z: 604 (M+H)"; Anal. Calcd for GaH4iNsOs + 2.5 HO: C,
61.13; H, 7.17 ; N, 10.90 ; found C, 61.36 ; H,06;%, 10.07.
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Methyl (29)-2-[3-[2-[(25)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-[[2-(2,5-dimethoxyplenyl)

acetyllamino]hexanoyl]lhydrazino]propanoylamino]-3-pghenyl-propanoate 102a

30
31 29

C37H47Ns50g
10
9 11 MW= 705.80 g/mol
12
O 7

H g 13
‘N%N 3 20
H 5 H 1

To a solution 0fL00(490 mg, 0.93 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10ml) veagcessively added
2,5-dimethoxyphenyl acetic acid (235 mg, 1.2 mmd?, eq), DIPEA (841 mg, 6.51 mmol, 7
eq), HBTU (456 mg, 1.2 mmol, 1.2 eq) and HOBt (18g, 1.2 mmol, 1.2 eq). The mixture
was stirred overnight at RT under argon atmosph&feer removal of the solvent under
reduced pressure, the residue was taken up in E{@®@anl), washed with 10% aqueous
solution of citric acid (2 x 15 ml), water (15 mi)0% aqueous solution of,&O; (2 x 15 ml)
and brine (20 ml). The organic layer was dried dNaiSQO,, filtered and evaporated to afford
crude product which was purified by column chrorgaaphy (EtOAc /MeOH, 10:0 then
EtOAc/MeOH, 9.5:0.5, EtOAc/MeOH, 9:1, EtOAc /MeOHB.5:1.5 v/v) to give the
compoundl02a @47 mg, 0.35 mmol, 37%) as a white sold.p.: 171-173°C;Rf: 0.1
(AcOEt, SO,); *H NMR (CDCl 3 400 MHz) & 7.20-7.33 (m, 10H, & Hio Hi1 Hiz Hiz and
Has Hog H3o, Ha1 Hsp), 7.14 (d, 1H, J=7.3 Hz, NH< 6.82-6.73 (m, 3HH37 Hsg Hag), 6.48
(d, 1H, J=7.3 Hz, NH-¢), 5.10 (s, 2H, k), 4.83 (dd, 1H, J=7.5 and 12.2 Hz;)H4.28 (dd,
1H, J=7.2 and 14.0 Hz,1¥), 3.72 (s, 6H, & Hs), 3.79 (s, 3H, H), 3.52 (s, 2H, k), 3.16
(m, 1H, H,), 3.13 (m, 2H, H,), 3.03 (m, 1H, H,), 3.02 (m, 2H, H), 2.21 (t, 2H, J=5.4 Hz,
Hs), 1.75 (m, 1H, bk, 1.55 (M, 1H, k), 1.46 (M, 2H, k), 1.24 (m, 2H, k); °C NMR
(CDCl3, 100 MHz) 8 172.9 (G), 171.8 (Ga), 171.4 (G), 171.1 (G4), 156.6 (Gs), 153.8 (Ge),
151.1 (Gg), 136.6 (Gy), 136.1 (G), 129.1; 128.6 ; 128.5; 128.0 ; 127.09 (Co, C11,C12,Ci3
and Gg Cyg Csz0 Ca1,Csp), 124.2 (Gs), 117.2 (Gg), 113.2 (Gy), 111.8 (Go), 66.6 (Gg), 56.0
(Cy), 53.3 (GQ), 52.5 (G4, Cy42), 51.6 (Gs), 47.7 (G), 40.5 (G4), 38.9 (Gy), 37.5 (G), 34.3

(Cs), 31.1 (G1), 29.3(G3), 22.3 (Gy); IR (cm™) : 3283 (N-H), 1742 (C=0), 1682 (C=0),
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1638 (N-H), 1535 (C=C)APCI" MS m/z:706 [M+H]". Anal. Calcd for G/H47NsOg + 1.5
H,O: C, 60.64; H, 6.89; N, 9.56; found €0).48; H, 6;71: N, 9.31

Methyl (29)-2-[3-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(2,5-dimethoxyphenyl)acetyllamino]lexanoyl]
hydrazino]propanoylamino]-3-phenyl-propanoate 102b

40
~

(@] O (@]
34 333233015 )L T8 4 K3
35 \;)1J4\N’ V\ﬁ/ \)2J\o/ 1
H 6 Co9H43Ns0/Cl;

ey %8 © 21522 © 7\839 10
O\ ;Qé‘l o 13 11 MW= 644.59 g/mol

39 NH; Cl

To a solution ofl02a (175 mg, 0.24 mmol, 1 eq) in dry methanol (5 mL)svealded 10%
Pd/C (17.5 mg). The mixture was stirred overnightier hydrogen atmosphere at room
temperature and filtered on a celite pad. Afteraeah of the solvent under reduced pressure
and addition of HCI/MeOH102b was obtained as a white hygroscopic hydrochlosdk:
(110 mg, 0.17 mmol, 73%)H NMR (400 MHz, MeOD-d6) & 7.28-7.19 (m, 5H, kiH1o Ha1,
Hi2 Hi3), 6.83 (m, 3H, B Hss Hzg), 4.67 (dd, 1H, J=5.73 and 8.71 Hz)H1.34 (dd, 1H, J=
5.82 and 8.30, H), 3.79 (s, 3H, k), 3.74 (s, 3H, kt), 3.69 (s, 3H, H), 3.52 (d, 2H, J=5.06
Hz, Hsp), 3.17 (dd, 1H, J=5.63 and 13.82,,53.01-2.88 (m, 5H, k) Hg Hz4), 2.31 (M, 2H,
Hs), 1.39-1.04 (m, 6H, K Hz Ho3); *C NMR (100 MHz, MeOD-d6) 5 174.7 (G), 173.4
(Cr4), 172.4 (G), 171.9 (Gy), 155.0 (Gy), 153.1 (Gy), 138.0 (G), 130.3 (G, C13), 129.6 (G,
12), 128.0 (G1), 126.0 (G3), 118.3 (Gs), 113.7 (Ge), 112.7 (Gg), 68.2 (Gy), 56.7 (G), 56.2
(Csg), 55.5 (Go), 52.8 (G), 50.0 (Gs), 40.5 (G), 38.4 (G), 38.2 (), 32.0 (G4), 30.4 (Ga),
28.0 (Gy), 23.4 (Go); IR (cm™): 2926 (C-H), 1682 (C=0), 1650 (C=C), 1592 (N-HSI"
MS m/z 572 (M+HY. Anal._: calcd for GgH4sCIbNsO7 + 2.5 HO: C. 50.50, H. 7.03, N.
10.16 found C. 50.58, H. 7.26, N. 9.63
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tert-butyl N-[[3-o0x0-3-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)methylamino]propyl]lamino]carbamate
104

O/
5 o CiH2oN306
GESJOL o1 H ﬁ e mol
N 11N _ MW= 383.44 g/mo
1 150 14 N m1065403

O

To a solution of 3-(N'-tert-Butoxycarbonyl-hydraa)rpropionic acid (1.3g, 6.38 mmol, 1 eq)
in dry DMF (30mL) was successively added 3,4,5-¢timoxybenzylamine ( 1.5 g, 7.65 mmol,
1.2 eq), DIPEA (3.3 g, 25.5 mmol, 7 eq), HBTU (8,97.65 mmol, 1.2 eq), and HOBT (1.0
g, 7.65 mmol, 1.2 eq). The mixture was stirred pight at room temperature under argon
atmosphere. After removal of the solvent under cedyressure, the residue was taken up in
EtOAc (20 mL) and successively washed with 10% aqgseitric acid (2 x 20 mL), water (20
mL), 10% aqueous ¥CO; (2 x 20 mL) and brine (20 mL). The organic layeasndried over
NaSQy, filtered and evaporated under reduced pressugeveoa crude product which was
purified by column chromatography (EtOAc) to affar@4 (.26 g, 3.28 mmol, 52%) as a
white foam.Rf: 0.2 (SO, EtOAc). *H NMR (CDCl3 300 MHz) & 7.18 (bs, 1H, NH-g),
6.51 (s, 2H, | H;), 6.45 (bs, 1H, NH-g), 6.01 (s, 1H, NH-¢), 4.31 (d, 2H, J= 5.7 Hz,
Hio), 3.81 (s, 6H, K Hs), 3.80 (s, 3H, b), 3.06 (t, 2H, J= 6.1 Hz, ), 2.35 (t, 2H, J= 6.1 Hz,
H1), 1.45 (s, 9H, hk Higs, Hi7); *°C NMR (CDCl3 75 MHz) § 171.7 (Gy), 157.3 (Gy), 153.3
(C4,Cg), 136.9 (G), 134.3 (G), 104.8 (G Cy), 80.8 (Gs), 60.8 (G), 56.1 (G, Cy), 48.5 (G»),
43.6 (Go), 34.4 (G>), 28.6 (G, C17,Cig9); IR (cm™) : 3303 (N-H), 2352 (C-H), 1647 (C=0),
1592 (C=C), 1507 (C=C), 1457 (C=@®SI* MS m/z 406 (M+Na}
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3-hydrazinyl-N-(3,4,5-trimethoxybenzyl)propanamidehydrochloride 105

O/
. 8 ONG? C13H25CIN3O4
N. 221q ’ _
CIH.H,N” m O o 3 MW= 319.78 g/mol

A solution 0f104(1.2 g, 3.28 mmol, 1.0 eq) in HCI 4M in dioxane (@9 was stirred for 2 h
at RT. The solvent was evaporated in vacuum taréffee hydrochloride salt of the amine
105 (1.14 g, 3.57 mmol, quantitative) as a colorleds which was used without further
purification *H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) § 8.51 (s, 3H, NH), 6.52 (s, 2H, B H;), 4.21
(d, 2H, J= 5.5 Hz, i), 3.79 (s, 6H, K Hs3), 3.61 (s, 3H, K, 3.15 (t, 2H, J= 6.6 Hz, 13,
2.60 (t, 2H, J=6.6 Hz, H); *C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 172.0 (Gy), 152.7 (G, Ca),
137.1 (GQ), 134.7 (@), 104.7 (G C;), 59.9 (G), 55.9 (G, C3), 48.6 (G3), 43.8 (G), 34.2
(Cra).

9H-fluoren-9-yImethyl N-[(1S)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-1-[[[3-o0x0-3-[(3,4,5

trimethoxyphenyl)methylamino]propyllamino]carbamoyl Jpentyl]jcarbamate 106

10 7
6 80\1 CaoHs51N50g
H
S79072  Mws= 733.85 a/mc
0
3

To a solution of the hydrochloride salt of the ae195(1.04 g, 3.28 mmol, 1 eq) in dry DMF
(25 mL) was successively addBd-FmocNe-Z-L-Lys ( 1.7 g, 3.68 mmol, 1.1 eq), collidine
(2.5 g, 21.1 mmol, 7 eq), EDC (694 mg, 3.68 mmd, €q), and HOBT (489 mg, 3.68 mmol,
1.1 eq). The mixture was stirred overnight at raemperature under argon atmosphere. After
removal of the solvent under reduced pressurerasidue was taken up in EtOAc (20 mL)

and successively washed with 10% aqueous citrid gtix 20 mL), water (20 mL), 10%
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aqueous KCOs (2 x 20 mL) and brine (20 mL). The organic layeasadried over NSO,
filtered and evaporated under reduced pressurévéoggcrude product that was purified by
column chromatography (EtOAc) to affoD6 672 mg, 0.92 mmol, 30%) as a white
solidm.p.: 140-142°CRf: 0.1 (SO,, AcOEt).*H NMR (CDCl 3 400 MHz) § 7.74 (d, 2H, J=
7.6 Hz, Hg Hsg), 7.55 (d, 2H, J= 7.5 Hz,3 Hzs), 7.38 (t, 2H, J= 7.3 Hz,4d H37), 7.29 (t,
2H, J= 7.4 Hz, kh Hsg), 7.13 (t, 1H, J= 5.3 Hz, NH-Q), 6.52 (s, 2H, Kl H7), 5.58 (m, 1H,
NH-Cis), 4.71 (m, 1H, NH-&), 4.37 (m, 2H, k), 4.35 (m, 2H, Hb), 4.17 (m, 1H, H;), 4.06
(m, 1H, Hs), 3.81 (s, 6H, K H3),3.80 (s, 3H, H), 3.11 (m, 2H, h), 3.06 (M, 2H, Hy), 2.36
(m, 2H, Hyo), 1.79 (m, 1H, Hey), 1.66 (M, 1H, Hey), 1.45 (M, 2H, Hk), 1.41 (S, 9H, bb Has,
Ha4), 1.35 (M, 2H, Hy); *C NMR (CDCl3 100 MHz) § 171.6 (Ga), 171.5 (G1), 157.0 (Gy),
156.3 (Gp), 153.3 (G, Cg), 143.6 (G, Csg), 141.3 (Gs, Caq), 137.1 (G), 134.2 (G), 127.8
(Cs0,Cs7), 127.1 (G, Cge), 124.9 (G2, Cgs), 120.0 (Go, C3g), 104.9 (G, C7), 80.2 (Gy), 67.0
(Cz), 60.1 (G), 56.0 (G C3), 53.6 (Gs), 48.1 (Ga), 47.1 (Gy), 43.7 (Go), 39.7 (Gy), 34.7
(C12), 31.6 (Gg), 29.5 (Gg), 28.4 (G2, Co3, C2a), 22.4 (G7); IR (cm™) : 2926 (C-H), 1682
(C=0), 1650 (C=C), 1592 (N-HESI® MS m/z 756 (M+23J. Anal.: calcd for GoHs1N5Oq
C.62.71, H. 7.10, N. 9.38 found C. 62.86, H. 71209.24

tert-butyl N-[(5 S)-5-amino-6-0x0-6-[2-[3-0x0-3-[(3,4,5-trimethoxypheyl) methylamino]
propyl]hydrazinolhexyl]carbamate 107

24
0
23
Sl L
2 9720
18- 19
17
16 0
N 13 10 , 7
14N 6 01 C24H41N507
H2N"15 N~ 211N 8
0 5579 0 2 MW= 511.61 g/mol
0

3

To a compound.06 (613 mg, 0.84 mmol, 1.0 eq) was added a solutigpipdridine in DMF
(10% v/v, 12 ml). The mixture was stirred at RT foh. The solvent was evaporated under
reduced pressure to afford the free aniif& (quantitative) as uncolourless oil, which was
used without further purificatiodH NMR (DMSO-d6,300 MHz) § 8.51 (s, 2H, NH), 8.01
(m, 1H, NH-G), 6.74 (m, 1H, NH-&), 6.58 (s, 2H, 5l H), 4.98 (m, 1H, NH-G), 4.30 (d,
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2H, J= 5.8 Hz, H), 4.05 (m, 1H, H), 3.76 (s, 6H, K H3), 3.62 (s, 3H, K, 3.15 (m, 2H,
Hi3), 3.07 (M, 2H, Hb), 2.30 (M, 2H, Hb), 1.62-1.28 (m, 6H, i Hi7 Hig), 1.38 (s, 9H, kb,

Has, Hos); °C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 169.7 (G1), 169.5 (G4), 152.7 (Gy), 146.2 (G,

Cg), 135.2 (G), 132.1 (G), 104.3 (G, Cy), 77.2 (Gy), 60.0 (G), 55.8 (G Cs), 54.3 (G3), 53.6
(Cis), 47.8 (Go), 42.1 (Go), 35.0 (G2), 34.2 (Ge), 30.7 (G2, Cz3,Cr4), 25.7 (Gs), 24.1 (Go);

ESI MS m/z:510 (M-H).

tert-butyl N-[(5 S)-5-[[2-(2,5-dimethoxyphenyl)acetyl]Jamino]-6-oxo0-g2-[3-0x0-3-[(3,4,5-
trimethoxyphenyl)methylamino]propyl]hydrazinolhexyl ] carbamate 108a

C34H51N5019

MW = 689.80 g/mol

To a solution of theamine 107 (305 mg, 0.42 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10 ml)sva
successively added 2,5-dimethoxyphenylacetic aéRlrfig, 0.50 mmol, 1.2 eq), DIPEA (380
mg, 2.94 mmol, 7 eq), HBTU (191 mg, 0.50 mmol, &, and HOBt (68 mg, 0.50 mmol,
1.2 eq) in this order. The mixture was stirredraight at RT under argon atmosphere. After
removal of the solvent under reduced pressuretasidue was dissolved in EtOAc (10 ml),
washed with 10% aqueous solution of citric acidk (20 ml), water (10 ml), 10% aqueous
solution of KCO; (2 x 10 ml) and brine (10 ml). The organic layeaswdried over N&O;,
filtered and evaporated to give crude product whvels purified by column chromatography
(EtOAC) to afford the compountD8a (42 mg, 0.20 mmol, 50%) as a white sohap.: 138-
140°C;Rf: 0.60 (02, EtOAc/MeOH: 8/2);*H NMR (CDCl 3 300 MHz) § 7.23 (t, 1H, J= 5.0
Hz, NH-C), 7.18 (m, 1H, NH-G), 6.79 (m, 1H, Hy), 6.79 (m, 1H, NH-G), 6.78 (m, 1H,
Hsg), 6.77 (m, 1H, k), 6.54 (s, 2H, H H7), 6.41 (d, 1H, J= 6.9 Hz, NH+§), 4.96 (m, 1H,
NH-C;3), 4.36 (m, 2H, hb), 4.23 (m, 1H, hk), 3.82 (s, 6H, K Hs), 3.81 (s, 3H, H), 3.78 (s,
6H, Hsz Hss), 3.49 (s, 2H, k), 3.05 (t, 2H, J= 6.3 Hz, 19, 3.01 (m, 2H, hk), 2.28 (t, 2H, J=
6.3 Hz, Hy), 1.78 (m, 1H, hky), 1.55 (m, 1H, Hbyp), 1.42 (s, 9H, bb Has Hog), 1.41 (m, 2H,
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Hig), 1.25 (M, 2H, Hy); 2°C NMR (CDCl3 75 MHz) § 171.7 (Ga), 171.6 (Gs), 171.2 (Gy),
156.2 (Go), 153.9 (Ge), 153.3 (G.Cs), 151.1 (Gy), 137.1 (G), 134.4 (), 124.2 (Gy), 117.4
(Cas Ca1), 113.2 (Go), 104.8 (G,C7), 79.2 (Gy), 60.8 (G, Cs), 56.1 (Gs, Cas), 55.7 (G), 51.9
(Cis), 48.2 (Gs), 43.7 (Go), 40.0 (Gg), 39.0 (Gg), 34.6 (G2), 31.1 (Ge), 29.6 (Gg), 28.4
(C22.Cas Caa), 22.5 (G); IR (cm'™%): 2926 (C-H), 1680 (C=0), 1591 (N-H), 1459 (C-H}25
(C-N); ESI* MS m/z 712 (M+NaJ; Anal..: calcd for GsHsiNsOy: C. 57.69, H. 7.56, N.
9.90 found C. 57.73, H. 7.17, N. 9.87

3-[2-[(25)-6-amino-2-[[2-(2,5-dimethoxyphenyl)acetyllamino]lexanoyl]hydrazino]-N-
[(3,4,5-trimethoxyphenyl)methyl]propanamide 108b

NH,. TFA

19

Ca3HasFeNs012

17 o

H =
14N 134 106 7 04 MW= 817.73 g/mol

11N 3
HTFA ' H
3 47 9 0/2
/O
3

A solution 0f108a(93 mg, 0.13 mmol, 1.0 eq) in DCM/TFA 3:1 (4 mLasvstirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated usderced pressure and the excess of TFA
was coevaporated with methanol to affdt@i8b as a white solid (81 mg, 0.13 mmol,
quantitative).'H NMR ( CDz0D, 300 MHz) § 6.87 (d, 1H, J= 8.8 Hz,41), 6.80 (s, 1H, bb),
6.79 (m, 1H, Hy), 6.62 (s, 2H, B H7), 4.32 (m, 1H, hk), 4.31 (m, 2H, k), 3.82 (s, 6H, K
Hs), 3.77 (s, 3H, Bb), 3.73 (s, 6H, K Hs4), 3.60 (s, 2H, k), 3.44 (m, 2H, h), 2.91 (m, 2H,
Hig), 2.68 (M, 2H, hb), 1.88 (M, 1H, hky), 1.78 (m, 1H, Hy), 1.68 (M, 2H, hk), 1.44 (m,
2H, Hi7); *C NMR (CD30D 75 MHz) § 173.2 (Gs), 171.2 (Gy), 170.9 (Gs), 153.7 (Go),
153.2 (G, Cg), 151.7 (Gy), 136.9 (G), 134.4 (@), 124.5 (G7), 117.0 (Gg), 112.2 (Gy), 111.3
(Cs1), 104.8 (G, Cy), 59.7 (GQ), 55.3 (G, C3), 55.2 (Gg), 54.7 (G4), 51.9 (Gs), 47 (Ga), 43.0
(C10), 39.0 (Go), 36.8 (Gg), 30.4 (Ge), 30.0 (G2), 26.6 (Gg), 22.3 (G7). IR (cm™): 2926 (C-
H), 1682 (C=0), 1650 (C=C), 1592 (N-HESI" MS m/z: 588 (M-H); Anal.: calcd for
CasHasFeNsO12 + 4 HO: C. 44.54, H. 6.02, N. 7.87 found C. 44.17, H. 51667.37
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tert-butyl N-[(5 S)-6-0x0-6-[2-[3-0x0-3-[(3,4,5-trimethoxyphenyl)metilamino]propyl]
hydrazino]-5-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyl]amino]lhexyjcarbamate 109a

CzgHs1Ns508

MW= 721.84 g/mol
R
33 27 6 A0
0731732 5 2 g
5579072

e

3
To a solution of the free amir®7 (305 mg, 0.42 mmol, 1 eq) in dry DMF (10 mL) was
added successively 3-phenoxyphenylacetic acid (mig50.50 mmol, 1.2 eq), DIPEA (380
mg, 2.94 mmol, 7 eq), HBTU (191 mg, 0.50 mmol, &, and HOBT (68 mg, 0.50 mmol,
1.2 eq). The mixture was stirred overnight at raemperature under argon atmosphere. After
removal of the solvent under reduced pressureratidue was taken up in EtOAc (10 mL)
and successively washed with 10% aqueous citrid ¢gtix 10 mL), water (10 mL), 10%
aqueous KCOs (2 x 10 mL) and brine (10 mL). The organic layeasadried over NSO,
filtered and evaporated under reduced pressureelt § a crude product which was purified
by column chromatography (EtOAc) to affoi@9a (57 mg, 0.21 mmol, 52%) as a white
solid. m.p.: 142°C-144°C Rf: 0.66 ($0,, EtOAc/MeOH: 8/2);'H NMR (CDClI 3 400 MHz)
6 8.31 (t, 1H, J= 5.5 Hz, NH-%), 8.21 (d, 1H, J= 8.0 Hz, NH.g), 7.31 (t, 1H, J= 8.2 Hz,
Hss), 7.25 (m, 1H, Hy), 7.17 (t, 1H, J= 5.6 Hz, NH+@), 7.10 (t, 1H, J= 7.0 Hz, &), 6.95 (t,
1H, J= 9.0Hz, k), 6.93 (M, 1H, Hy), 6.90 (M, 2H, B, Hsg), 6.87 (M, 2H, K Hs4), 6.52 (S,
2H, Hs H7), 6.44 (m, 1H, NH-G), 4.74 (m, 1H, NH-G), 4.34 (m, 2H, H), 4.28 (m, 1H,
His), 3.80 (s, 9H, HH2 Hs), 3.46 (s, 2H, k), 3.07 (m, 2H, h), 3.02 (m, 2H, hb), 2.32 (M,
2H, Hip), 1.75 (m, 1H, Heg), 1.58 (M, 1H, Hey), 1.42 (M, 2H, Hg), 1.41 (s, 9H, kb Ha3 H24),
1.25 (m, 2H, Hy) ; *C NMR (CDCl3 100 MHz) & 171.6 (G1), 171.1 (Gs), 171.0 (Gy),
157.7 (Go), 156.8 (G3), 156.3 (Gy), 153.3 (G), 153.2 (@), 137.1 (@), 136.4 (G7), 134.3
(Ce), 130.2 (Gy), 129.8 (Gs), 123.9 (Go, Cze), 123.5 (Go), 119.5 (G2, Czs), 117.5 (G4, C29),
104.8 (G, Cy), 79.2 (Gy), 60.8 (G), 56.1 (G, C3), 51.8 (Gs), 48.0 (Ga), 43.6 (Gy), 43.1
(Cz6), 36.9 (Go), 34.5 (G2), 31.2 (Gg), 29.5 (Gg), 28.4 (G2, Cz3,C24), 22.5 (G7); IR (cm™):
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3585 (NH-CO), 2931 (C-H), 2048 (CaH), 1638 (C=0), 1586 (N-H)ESI" MS m/z: 744
(M+23)": Anal. calcd for GgHs:NsOg C. 61.68, H. 7.24, N. 9.47 found C. 61.46.

3-[2-[(29)-6-amino-2-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyllamino]hexaayl]lhydrazino]-N-[(3,4,5-
trimethoxyphenyl)methyl]propanamide 109b

NH,. HCI
18~ 19
@ 122 0w ] o
33 6 L1aN N3 e CasHasCINLO
~ 1 33144 5U7

0731752 2625N15O N" 327N A
557902 MW= 658.18 g/mol
e
3

A solution 0f109a(103 mg, 0.14 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (hQ) was stirred for
2 h at room temperature. The solvent was evaponateéer reduced pressure to afford the
hydrochloride sali09b (100 mg, 0.15 mmol, quantitative) as a colorléssNMR (CD3;0D,
400 MHz) & 7.39 (bs, 1H, NH-&), 7.30 (m, 2H, ks Has), 7.22 (t, 1H, J= 8.1 Hz, 47, 7.08
(t, 1H, J= 7.2 Hz, &), 6.95 (m, 3H, kb, Has, Hzg), 6.89 (M, 2H, Ko Hso), 6.50 (s, 2H, H
H7), 4.31 (m, 1H, Hk), 4.30 (d, 1H, J= 5.0 Hz, k), 3.79 (s, 6H, K H3), 3.78 (s, 3H, ),
3.47 (s, 2H, H), 3.05 (t, 2H, J=5.5 Hz, 1J), 2.61 (t, 2H, J= 6.3 Hz, 49, 2.31 (t, 2H, J=5.5
Hz, Hi), 1.67 (M, 1H, Hey, 1.56 (M, 1H, Hey), 1.39 (M, 2H, k), 1.26 (m, 2H, h); *°C
NMR (CD30OD 100 MHz) & 171.7 (Gy), 171.1 (Gs), 171.0 (G4 157.6 (Gy), 156.8 (Gy),
153.2 (G, Cg), 137.0 (@), 136.6 (Gy), 134.2 (G), 130.1 (G7), 129.9 (Gg), 129.8 (Gs, Cyg),
123.9 (G4 123.5 (Ge), 119.6; 118.9; 117.3 §& Csy, Cyg), 104.8 (G, Cy), 60.8 (G), 56.0
(C1, Cg), 51.9 (Gs), 48.0 (Gg), 43.6 (Go), 43.0 (Ge), 41.0 (Gg) 34.5 (Go), 31.7 (Gg), 315
(Ci9), 22.4 (G7); IR (cm™): 2926 (C-H), 1682 (C=0), 1650 (C=C), 1592 (N-HHSI" MS
m/z 622 (M+H)"; Anal._.: calcd for GsH4aNsO7 + 0.75 HO: C. 62.39, H. 7.08, N. 11.03
found C. 62.69, H. 7.29, N. 10.75
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Methyl (25)-2-[3-[benzyloxycarbonyl-[[(25)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)hexanoyl]JaminoJamino]propanoylanino]-3-phenyl-propanoate
115

0] O
H
40| 037 N@QJ\N,N N ot CaoHs1N5010
38 22N R A 2

41 O 2425 0 ‘f}©7 MW= 761.86 g/mol
2627 10 8

35 33

To a solution of99 (650 mg, 1.04 mmol) in dry pyridine (20 mL) wasdad benzyl
chloroformate (355mg, 2.08 mmol, 2 eq) and the un&ivas stirred during 3 h at 30°C. After
removal of Pyridine under reduced pressure, theuesvas dissolved in GBI, and washed
successively with 10% aqueousCOs; (2 x 15 mL), brine (20 mL). The organic layer was
dried over MgS@ filtered and concentrated under vacuo to affocdugle product wich was
purified by column chromatography (EtOAc/Cyclohexéi) to afford115 as colorless oill
(583 mg, 76.5 mmol, 74%Rf: 0.6 (SO,, EtOAc);*H NMR (CDCl 3, 300 MHz) 5 9.05 (sl
1H, NH-Gy), 7.76 (sl, 1H, NH-@), 7.37-7.22 (m, 15H, §lH; Hs H 9 Hi0 Hi17, Hig Hig Ha2o,
Ho1 Hap, Has, Has, Has Hse), 5.13 (m, 1H, NH-@s), 5.07 (s, 4H, kb, Hao), 4.80 (m, 1H, H),
4.04 (m, 1H, Hg), 3.77 (m, 2H, h), 3.72 (s, 3H, W), 3.19 (m, 1H, H), 2.95 (dd, 1H, J=
10.0 and 14.3 Hz, k), 2.94 (m, 2H, H), 2.33 (m, 2H, Hb), 1.82 (m, 1H, k), 1.68 (m, 1H,
Haar), 1.60 (M, 2H, k), 1.44 (s, 9H, kb Hao Hai), 1.33 (m, 2H, k); **C NMR (CDCl; 75
MHz) 6 174.7 (Q), 171.7 (G2, C11), 156.2 (G4,Cz0), 156.0 (G7), 136.6 (Gs, Ca1), 136.3 (G),
128.9, 128.5, 128.4, 128.0, 127.9, 126.9 @3 Cg Cg, Cio, C17,Cig,Ci9, Co0, Co1, Cs2, Ca3, Caa,
Css, Cge), 80.6 (Gg), 66.6, 66.5 (&5, Cs0), 53.8 (G), 52.8 (Gg), 52.7 (G), 45.4 (Ga), 40.4
(C27), 37.0 (G), 32.7 (G2), 31.2 (G4), 28.9 (Gg), 28.3 (Go, Cao,Ca1), 22.2 (Gs). IR (cm™):
3322 (N-H), 2952 (C-H), 1689 (C=0), 1525 (N-H), 34f&-H), 1225 (C-N)ESI" MS m/z
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784 (M+23J; Anal.: calacd for [GoHs:NsO10+ 0.25 HO] C. 63.23, H. 7.30, N. 8.92 found C.
62.90, H. 7.34, N. 8.88

Methyl (25)-2-[3-[[[(2S)-2-amino-6-(benzyloxycarbonylamino)hexanoyllamino]

benzyloxycarbonyl-amino]propanoylamino]-3-phenyl-piopanoate hydrochloride 116

O 14
H
CHHN 3L N 24N 1 CasHa4CINSOg

7 MW= 698.21 g/mol

35~ 33

A solution 0f115(523 mg, 0.69 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (h§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedruwratuum to afford the free amit&6
as an hydrochloride salt in quantitative yield ashate solid, which was used without further
purification. 'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) § 10.80 (s, 1H, NH-&), 8.55 (d, 1H, J= 7.8
Hz, NH-G3), 8.35 (bs, 3H, Nb), 7.30-7.25 (m, 15H, &lH; Hg H 9 Hi0 H17 Hig Hig Hoo Ha1,
Hs2 Has Haa Hss Hse), 5.01 (S, 4H, kb, Hso), 4.80 (m, 1H, H), 4.45 (d, 1H, NH-&), 4.04 (m,
1H, Ha), 3.55 (s, 3H, W), 3.02 (m, 6H, &, Hy7, Hig), 2.41 (M, 2H, Hb), 1.8-1.2 (m, 6H, b,
Has, Haze). °C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 177.2 (G), 175.1 (Gy), 173.4 (G1), 161.3(Ga),
159.9 (Gg), 142.4 (Gs, Ca1), 141.4 (G), 134.3; 133.6; 133.4; 133.2; 133.0; 132.8; 13CH
C7,Cg, Cy, C1p,C17,Cy8 Cig,Cop,Co1, Cs2, Cs3, Cas,Cas,Csp), 72.3; 71.6 (&, Cao), 58.8 (G), 57.0
(C1), 56.1 (Gg), 44.8 (Gy), 44.7 (G), 43.9 (G7), 41.9 (Go), 35.7 (G4), 34.0 (Ge), 26.5 (Gs).
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Methyl (2S5)-2-[3-[benzyloxycarbonyl-[[(2S)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-[(3-
phenoxyphenyl)methylamino]hexanoyllamino]amino]pro@noylamino]-3-phenyl-
propanoate 117a

21 19
16 18

15
46 40 o ¥
TS el 20
4 38 N.23 1 481531\ 50Ug
487 ak0T 37N3Q2J5””NWN\§J\O/
2425 0O & 7 MW = 843.96 g/mol
2627 1078
HN.__O
297
O30
31
36 32

33
35
34

To a solution ofL16 (297 mg, 0.39 mmol, 1 eq) in methanol (7 mL) wddead DIPEA (100
mg, 0.78 mmol, 2 eq) and a solution of 3-phenoxhllehyde (78 mg, 0.39 mmol, 1 €q)
methanol (3 mL). After stirring for 5 min at roorenmiperature, NaB¢CN (25 mg, 0.39
mmol, 1 eq) was added and the solution was broagipH= 5 by addition of acetic. The
mixture was stirred overnight at room temperaturbe reaction was quenched by addition of
2N solution of HCI. After stirring for 10 min at oo temperature, the mixture was brought at
pH= 10 by addition of saturated pO;. The methanol was then evaporated under vacuo
(without distilling water) and the agqueous mixtuvas extracted with ACOEt (2 x 15 mL).
The organic layer was dried over Mg&@ltered and concentrated to give a crude product
wich was purified by column chromatography (AcOfét)afford 117a(190 mg, 0.23 mmaol,
58%) as a colorless oiRf = 0.6 (SO, EtOAc); *H NMR (CDCI 5, 400 MHz)$ 8.90 (bs, 1H,
NH-Cy2), 7.32 (m, 2H, 36, Hag), 7.26 (M, 10H, kb, Has, Has, Has, Hss, Hi7, His, Hig, Hoo,
Ho1), 7.23 (m, 1H, k), 7.11 (m, 1H, &), 7.09 (m, 5H, B, H;, Hg, Hy, Hig), 7.08 (m, 2H,
Hag, Hag), 6.98 (M, 2H, s, Hag), 6.87 (M, 1H, H), 6.42 (bs, 1H, NH-G), 5.08 (s, 4H, Hk,
Hsg), 4.80 (m, 1H, H), 3.86 (m, 2H, Hk), 3.63 (s, 3H, K, 3.42 (s, 2H, k), 3.14 (m, 1H,
Has), 3.13 (M, 2H, k), 3.07 (m, 1H, K., 2.97 (m, 1H, k), 2.39 (M, 2H, hb), 1.66 (m, 1H,
Ha49, 1.57 (M, 1H, k), 1.37 (M, 2H, k), 1.30 (m, 2H, k); **C NMR (CDCls3, 100 MHz)

5 172.3 (G), 172.0 (G2), 171.8 (G1), 157.4 (Go), 157.1 (Ga), 156.3 (Ga, Cae), 141.6 (Gg),
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136.7 (Ge, Cs2), 135.8 (G), 129.7; 129.1; 128.6; 128.5, 128.2; 128.0: 14T Cr, Cs, Co,
Ci0. Gi7, Cig, Cro, Coo, Coa, Caz, Caz, Caay Cas, Cae, Cao, Casy Caz, Cag), 123.3 (Go, Cu), 118.8
(Cas, Cao), 117.5 (Gy), 68.2 (Go), 66.5 (Gs), 60.9 (Gs), 53.3 (G), 52.3 (G), 51.9 (Gy), 47.7
(C19), 40.6 (G), 37.7 (G), 35.2 (G2), 32.9 (G2), 29.5 (Ge), 22.7 (Gs): IR (cm™): 3295 (N-
H), 2949 (C-H), 1707 (C=0), 1498 (C=C), 1453 (C-HBI* MS m/z 867 [M+Na]: Anal.
Calcd for GgHs3NsOg + 1.5 HO: C, 66.19; H, 6.49; N, 8.04; found C, 66.20; 446 N,
7.44.

Methyl (29)-2-[3-[2-[(2S)-6-amino-2-[(3-phenoxyphenyl)methylamino]hexanoyl]
hydrazino]propanoylamino]-3-phenyl-propanoate dihydochloride 117b

R 45 41,22
Q
HC 2
4 23 1
48 440 43 : ”/ N\?)J\O/
49 24: o5 (0] 4:}(6>7 C3oH43CIoN505
2627 107 8 MW= 648.62 g/mol
NH,.HCI

To a solution ofll17a (150 mg, 0.18 mmol, 1.0 eq) in dry MeOH (25 ml) wadded
palladium on activated charcoal 10% (15 mg, 10% Jnfhe mixture was stirred overnight
under hydrogen atmosphere at RT. The catalyst Maddd on a celite pad. After removal of
the solvent under reduced pressure, HCI/MeOH watedchnd precipitation with ED
afforded the hydrochloride saltl7b as a colorless solid (100 mg, 16,33 mmol, 9).9%H
NMR (CD3;OD, 300 MHz) 6 7.31-7.03 (m, 8H, K Hy, Hs, Ho, Hio, Hao, Hae, Hasg), 6.98 (t, J
= 7.4 Hz, 2H, Hs, Hag), 6.93-6.81 (m, 3H, ki, Haz, Ha7), 6.75 (dd, J = 8.1 and 1.6 Hz, 1H,
Hj1), 4.57 (dd, J= 8.8 and 5.7 Hz, 1H3)H3.65 (s, 3H, H), 3.38 (m, 2H, W), 3.12 (dd, 8.7
and 4.3 Hz, 1H, k), 3.00-2.79 (m, 4H, Id Hz7), 2.56 (t, J= 7.1 Hz, 2H,4), 2.22 (1, J= 7.1
Hz, 2H, Hy), 1.56 (m, 1H, b4y, 1.49 (m, 1H, k), 1.33 (M, 2H, k), 1.26 (M, 2H, kk);
3C NMR (CDsOD, 100 MHz) § 172.1 (G), 171.8 (Go), 171.5 (G1), 155.0 (Go), 153.1
(Caq), 140.9 (Gg), 138.0 (@), 131.8; 131.0; 129.5; 127.9, 128.2%(C;, Cg, Co, Cio, Cuo, Cas,
Ca7, Cag), 124.9 (Gg, Cs3), 120.7 (Gs, Cag), 120.3 (Gy), 61.2 (G3), 56.6 (G), 56.2 (G), 52.8
(Ca7), 48.5 (Ga), 40.6 (G7), 38.3 (G), 36.2 (Go), 33.7 (G4), 28.3(Ge), 22.3 (Gs); IR (cm™):
3295 (N-H), 2949 (C-H), 1707 (C=0), 1498 (C=C), 24%C-H); Anal. Calcd for
Cs2H43CINsOs + 3 HO: C, 54.77; H, 7.05; N, 9.98; found C, 54.34; 816 N, 10.09.
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Methyl (2S5)-2-[3-[benzyloxycarbonyl-[[(25)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-[(2,5-
dimethoxyphenyl)methylamino]hexanoyl]amino]amino]propanoylamino]-3-phenyl-

propanoate 118a
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To a solution othe 116 (200 mg, 0.30 mmol, 1 eq) in methanol (7 mL) wddeal DIPEA
(0.19 mL, 1.12 mmol, 2 eq) and a solution of 2 Belhoxybenzaldehyde (47 mg, 0.30
mmol, 1 eq)n methanol (3 mL). After stirring for 5 min at nootemperature, NaB§CN (19
mg, 0.30 mmol, 1 eq) was added and the solutionbr@sght at pH= 5 by addition of acetic.
The mixture was stirred overnight at room tempegatu The reaction was quenched by
addition of 2N solution of HCI. After stirring fdrO min at room temperature, the mixture was
brought at pH= 10 by addition of saturated.Gl@;. The methanol was then evaporated under
vacuo (without distilling water) and the agueouxtome was extracted with AcOEt (2 x 20
mL). The organic layer was dried over Mg&@iltered and concentrated to give a crude
product wich was purified by column chromatograhgOEt) to afford118a(165 mg, 0.20
mmol, 68%) as a colorless oitf = 0.3 (SO,, EtOAc); *H NMR (CDCl 3, 400 MHz) & 9.26

(s, 1H, NH-Gy), 7.32-7.21 (m, 15H, §iH7, Hg H o Hio Ha7 H1g H1o Hao Ho1 Hap Haz Hag Has,
Hse), 7.12 (d, J= 7.3 Hz, 1H, NH19, 6.80 (m, 1H, H), 6.76 (d, J= 1.9 Hz, 1H, &), 6.68
(m, 1H, Hy), 5.13 (m, 1H, NH-&3), 5.05 (s, 4H, kb, Hsg), 4.80 (m, 1H, H), 4.66 (s, 2H,
Hs7), 3.82 (m, 2H, hk), 3.76 (s, 3H, k), 3.74 (s, 3H, &), 3.64 (s, 3H, K, 3.17 (m, 1H,
Has), 3.08 (M, 2H, k), 3.06 (m, 2H, ), 2.46 (m, 2H, hb), 1.68 (m, 1H, k), 1.54 (m, 1H,
Haap), 1.45 (M, 2H, k), 1.26 (M, 2H, kk); **C NMR (CDCl3, 100 MHz)$§ 172.2 (G), 170.6
(C11, Cp), 156.5 (Gy), 155.3 (Gy), 153.5 (Go), 151.8 (G3), 136.7 (G, Cs), 136.1 (G),
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135.8 (Gg), 129.1; 128.5; 128.4; 128.2; 128.1; 127.Q (3. Cs. Co Ci0,C17.Cis Cio Cao Cor
Caz, Ca3,Ca4,Cs5,Cge), 116.9 (Go), 113.0 (G1), 111.3 (Gg), 68.2 (Go), 66.5 (Gs), 62.1 (Gy),
60.9 (Gs), 55.8 (Gy), 55.7 (Ga), 53.5 (G), 52.2 (G), 47.3 (G2), 37.9 (G, Cs7), 34.8 (Go),
32.8 (Ga), 29.4 (Gg), 22.6 (Go): IR (cm™): 3295 (N-H), 2949 (C-H), 1707 (C=0), 1498
(C=C), 1453 (C-H)ESI" MS m/z 834 [M+Na]J; Anal. Calcd for G4Hs3Ns010 + 0.3 HO: C,
64.65; H, 6.62; N, 8.57; found C, 64.66; H, 6.90;M82.

Methyl (2S)-2-[3-[2-[(2S)-6-amino-2-[(2,5-dimethoxghenyl)methylamino]hexanoyl]
hydrazino]propanoylamino]-3-phenyl-propanoate 118b

45
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H. HCP H HCI
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043 37 2 13 C28H44ClI3N50s
~ 24 7
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To a solution 0fLl18a(181 mg, 0.22 mmol, 1 eq) in dry MeOH (25 mL) wasled 10% Pd/C
(18 mg). The mixture was stirred overnight undedrbgen atmosphere at room temperature
and filtered on a celite pad. After removal of gsw@vent under reduced pressrE8b was
obtained as a white solid (101 mg, 0.19 mmol, 86%4)NMR (CDCl s, 400 MHz)§ 9.37 (s,
1H, NH-Gy), 8.68 (d, J= 7.7 Hz, 1H, NH+Q, 8.11 (s, 2H, Nh), 7.27 (m, 2H, H, Ho), 7.24
(m, 1H, Hg), 7.23 (m, 2H, B, Hig), 7.21 (m, 1H, ), 6.98 (m, 1H, k), 6.95 (m, 1H, k),
4.46 (m, 1H, H), 4.04 (s, 2H, k), 3.80 (M, 1H, k), 3.75 (s, 3H, &), 3.72 (s, 3H, hb),
3.59 (s, 3H, H), 3.07 (m, 2H, hk), 3.02 (dd, J= 12.5 and 6.9 Hz, 1H,);12.91 (dd, J= 13.9
and 9.1 Hz, 1H, k), 2.74 (M, 2H, k), 2.49 (m, 2H, H,), 1.96 (M, 1H, s, 1.86 (m, 1H,
Haap), 1.59 (M, 2H, H), 1.36 (M, 2H, H); *C NMR (CDCl3, 100 MHz)$ 172.0 (G), 169.8
(C11), 165.9 (Gg), 152.8 (Go), 151.6 (Gg), 137.2 (G), 129.1 (Gz GCse), 128.2 (G, Cso),
126.5 (Gg), 119.7 (Gg), 117.5 (Gg), 115.5 (Gy), 112.1 (Gy), 57.2 (Gs), 56.0 (G4), 55.6
(Cas), 53.7 (G), 51.8 (G), 46.4 (Gy), 43.3 (Gv), 38.2 (&), 36.7 (G), 31.5 (Go), 28.8 (Ga),
26.3 (Gg), 21.1 (Go); IR (cm™): 3295 (N-H), 2949 (C-H), 1707 (C=0), 1498 (C=C)534
(C-H); Anal. Calcd for GgH44CIsNsOg + 1.5 HO: C, 49.45; H, 6.98; N, 10.30; found C,
49.69; H, 6.78; N, 10.16.
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Ethyl 2-[2-[6-(benzyloxycarbonylamino)-2-(tert-butaxycarbonylamino)hexanoyl]
hydrazino] acetate 120

Ca3H36N4O7

MW= 480.55 g/mol

To a solution of ethyl 2-hydrazinylacetate hydracide 119 (1.0 g, 6.47 mmol, 1 eq) in dry
DMF (20mL) was successively addiig-BocN:-Z-Lys (2.95 g, 7.76 mmol, 1.2 eq), DIPEA
(5.8 g, 4.3 mmol, 7 eq), HBTU (2.95 g, 7.76 mmoR &q), and HOBt (1.04 g, 7.76 mmol,
1.2 eq). The mixture was stirred overnight at raemperature under argon atmosphere. After
removal of the solvent under reduced pressureratidue was taken up in EtOAc (20 mL)
and washed successively with 10% aqueous citrid gix 15 mL), water (15 mL), 10%
aqueous KCOs (2 x 15 mL) and brine (20 mL). The organic layeasadried over NSO,
filtered and evaporated under reduced pressureciidte product obtained was purified by
column chromatography (EtOAc/cyclohexane, 8:2)it@ 20 .35 g, 4.9 mmol, 76%) as a
white foam.Rf: 0.5 (SO, EtOAC). ).'H NMR (CDCI 3,300 MHz) 6 8.30 (m, 1H, NH-@),
8.16 (s, 1H, NH-Gg), 7.27 (m, 5H, Hb Hzo, H21,H22 H23), 5.25 (m, 1H, NH-G), 5.01 (s, 2H,
Hi7), 4.12 (q, 2H, J= 7.1 Hz, 4 3.90 (m, 1H, H), 3.56 (s, 2H, k), 3.10 (m, 2H, hk), 1.47
(m, 6H, Hy His Hi), 1.34 (s, 9H, Kl Hip Hi), 1.18 (t, 3H, J= 7.1 Hz, # °C NMR
(CDCls, 75 MHz) § 172.2 (G), 171.5 (G), 156.7 (G), 155.8 (Ge), 136.6 (Gg), 128.5; 128.0
(C19, Cy0, C21, Cy2, Cy3), 80.3 (G), 66.6 (G7), 61.3 (G), 53.2 (Gs), 52.8 (G) 40.3 (G), 314
(C12), 29.3 (Ga), 28.2 (G, Cio, C11), 22.3 (G3), 15.26 (G); IR (cm™): 3290 (N-H), 1684
(C=0), 1519 (C=C), 1367 (C-H), 1245 (C-NBSI" MS m/z 503 (M+Na)
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2-[2-[(2S)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-(tert-butoxycarbonybmino)hexanoyl]
hydrazino]acetic acid 121

Ca21H32N407

MW= 452.5 g/mol

To solution 0f120(2.00 g, 4.16 mmol, 1.0 eq) THF/MeOH (15 ml/15 ml) was added a 2N
solution of NaOH (4 ml). The reaction was stirrédRd@ over 3 hrs. The solvent was removed
under vacuum (without distilling the water) and tieenaining solution was brought at pH=5
by addition of 10% aqueous solution of citric acldhe aqueous phase was extracted with
EtOAc (2 x 30 ml). The combined organic layers wdreed with MgSQ, filtered and
concentrated under vacuum to obtaand 121(1.65 g, 3.60 mmol, 88%) as white foam which
was used in the next step without further purifmat *H NMR (CDCI 3, 300 MHZz) § 8.81 (s,
1H, OH), 8.10 (m, 1H, NH-g}, 7.90 (s, 1H, NH-&), 7.34 (m, 5H, Hg Hzo, H21, Hoo Hag),
5.61 (m, 1H, NH-G), 5.10 (s, 2H, h¥), 4.25 (m, 1H, K), 3.40 (s, 2H, H), 3.15 (m, 2H, hk),
1.65-1.28 (m, 6H, kb, His His), 1.41 (s, 9H, Kl Hio Hii). 3C NMR (CDCl3 75 MHz) §
173.8 (@), 172.1 (@), 156.8 (G), 156.0 (Gg), 136.5 (Gg), 128.5; 128.0 (&, Cyo, Co1, Coo,
Cz3), 80.5 (G), 66.7 (G7), 53.2 (Gs), 52.8 (G), 40.50 (G), 32.0 (G2), 29.3 (G4), 28.3 (G,
Cuo, C11), 22.5 (G3); IR (cm™): 2951 (C-H), 1694 (C=0), 1519 (C=C), 1367 (C-N)46G2
(OH); APCI” MS m/z 451(M-H)
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Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-(tert-
butoxycarbonylamino)hexanoyllhydrazino]acetyllJaming-3-phenyl-propanoate 122

Cz1H43Ns0g

MW= 613.7 g/mol

\_\

To a solution of the carboxylic aci?1 (1.20 g, 2.64 mmol, 1 eq) in dry DMF (20mL) was
added successively H-Phe-OMe (690 mg, 3.16 mmdleqd), DIPEA (1.36 g, 10.56 mmol, 4
eq), HBTU (1.20 g, 3.16 mmol, 1.2 éq), and HOBTQ(43g, 3.16 mmol, 1.2 éq). The mixture
was stirred overnight at room temperature undeorargtmosphere. After removal of the
solvent under reduced pressure, the residue was tgiin EtOAc (20 mL) and washed with
10% aqueous citric acid (2 x 15 mL), water (15 mlQ% aqueous ¥CO; (2 x 15 mL) and
brine (20 mL). The organic layer was dried over,3{@,, filtered and evaporated under
reduced pressure to give a crude product which puaigied by column chromatography
(EtOAC) to afford122 (907 mg, 1.48 mmol, 76%) as a white fodrfi: 0.2 (SO, AcOEt). H
NMR (CDCl3 300 MHz) & 8.08 (m, 1H, NH-G), 7.37-7.15 (m, 10H, H Hao Ho1 Hao Has
and H7 Has Hog Hsp Hsi), 7.05 (d, 1H, J= 5.6 Hz, NHE; 6.99 (d, 1H, J= 5.5 Hz, NH.§),
5.08 (s, 2H, Hk), 4.79 (m, 1H, H,), 3.90 (m, 1H, ), 3.65 (s, 3H, H), 3.38 (s, 2H, &), 3.03
(M, 4H, His Has), 1.47 (M, 6H, kb His His), 1.34 (s, 9H, ki Hio H11); °C NMR (CDCl3 75
MHz) & 172.4 (G), 172.2 (G), 171.5 (@), 156.7 (G), 155.8 (Ge), 136.6 (Gg), 135.9 (Ge),
129.1; 128.7 (&7, Cas Cag,Cs0,Ca1), 128.0; 128.5 (6, Cp0,Co1,Caz, Cp3), 80.7 (G), 66.6 (G7),
54.8 (G), 53.2 (Gs), 53.0 (G4), 52.4 (Q), 51.3 (@), 37,5 (Gs), 31.4 (Go), 29.3 (Gy), 28.2
(Co. C10,C11), 22.3 (G3); APCI™ MS m/z 614 (M+H)"; Anal. Calcd for GiH43NsOg + 0.25
H,O: C, 60.67; H, 7.06; N, 11.41; found: C, 60.25;7H,3; N, 10.95;
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Methyl (2S5)-2-[[2-[2-[(25)-2-amino-6-(benzyloxycarbonylamino) hexanoyl] hydazino]
acetyllJamino]-3-phenyl-propanoate trifluoro aceticacid salt 123

21
22 20
23 19
18
17 >0
16 CosH35N506 CRRCOOH
O)\NH 26H35N506 CF3
1544 MW= 627.60 g/mol
1312 o
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25 28
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A solution 0f122 (775 mg, 1.26 mmol, 1 eq) in DCM/TFA 3/1 (19 mL)sstirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated usderced pressure and the excess of TFA
was coevaporated with methanol to afford the hylhlrade salt of the amind23 as a
colorless oil, which was used without further pigefion.'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) &
9.75 (m, 1H, NH-G), 8.30 (sl, 3H, NH), 8.08 (m, 1H, NH-&), 7.05-7.41 (m, 10H, H Hyo
Ha1 Haz, Hozand H7 Hag Hog Hao Hag), 6.28 (M, 2H, NH-G, NH-C,), 5.01 (s, 2H, H), 4.55
(m, 1H, Hy), 3.61 (M, 1H, K), 3.59 (s, 3H, k), 3.45 (s, 2H, k), 2.98 (m, 4H, Hs Hys),
1.71-1.18 (m, 6H, I Hiz H1s); °C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) & 171.7 (G), 169.40 (G),
167.8 (@), 156.0 (Ge), 137.2 (Gg), 136.9 (Ge), 129.0; 125.3 (&7, Czs Co9, Csp, C31, Cig, Coo,
Ca1, Cz2, C3), 65.1 (Gy), 58.3 (GQ) 53.2 (Gs), 53.3 (G4), 51.8 (G), 51.0 (@), 37.5 (Gs),
30.7(G), 28.8 (Gs), 21.4 (Go); IR (cm™): 2944 (C-H), 1664 (C=0), 1528 (C=C), 1439 (C-
H), 1157 (C-Q; ESI” MS m/z 515(M+H)"
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methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-[[2-(2,5-
dimethoxyphenyl)acetyl]laminolhexanoyl]hydrazinolacéyllamino]-3-phenyl-propanoate
124a
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To a solution of théree amine 123(457 mg, 0.89 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10ml) was
successively added 2,5-dimethoxyphenylacetic acd®9mg, 1.07 mmol, 1.2 eq), DIPEA
(685 mg, 5.30 mmol, 7 eq), HBTU (406 mg, 1.07 mnioP, eq), and HOBt (144 mg, 1.07
mmol, 1.2 eq) in this order. The mixture was stirovernight at RT under argon atmosphere.
After removal of the solvent under reduced presdhee residue was dissolved in EtOAc (10
ml), washed with 10% aqueous solution of citricda@ x 10 ml), water (10 ml), 10%
aqueous solution of &£O; (2 x 10 ml) and brine (10 ml). The organic layeasadried over
NaSQ,, filtrated and evaporated to give crude producictvhwas purified by column
chromatography (EtOAc/MeOH : 10:0, then EtOAc /MeO#5:0,5, EtOAc /MeOH : 9:1) to
afford the compound24a(423 mg, 0.61 mmol, 69%) as a white soitdp. : 143-145°CRf:

0.4 (SO, EtOAc/MeOH: 9/1):*H NMR (CDCl 3 400 MHz) § 8.20 (s, 1H, NH-¢), 7.47 (d,
1H, J=8.3 Hz, NH-&), 7.24-7.33 (m, 8H, I Hzo H21 Haz HozandHag Hag Hso), 7.14 (m,
2H, Hyzand H;), 6.78 (m, 2H, KB Hsg), 6.77 (m, 1H, H), 6.52 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NHgL;
5.12 (m, 1H, NH-Gs), 5.07 (s, 2H, ), 4.83 (m, 1H, Hy), 4.63 (m, 1H, NH-G), 4.24 (m,
1H, Hg), 3.78 (s, 3H, &), 3.72 (s, 3H, k), 3.69 (s, 3H, ), 3.49 (m, 2H, Hs), 3.38 (s, 2H,
Hy), 3.15 (m, 2H, k), 3.10 (m, 2H, hk), 1.74 (m, 1H, hby, 1.53 (m, 1H, hby), 1.42 (m,
2H, Hia), 1.19 (m, 2H, hk); *C NMR (CDCl3 100 MHz) § 172.5 (G), 171.4 (Gy), 169.9
(Cy), 167.7 (G), 156.5 (Gg), 153.7 (Gs), 151.1 (Gg), 136.7 (Gg), 136.0 (Ge), 129.1 (G,

C31), 128.6 ; 128.5; 128.0 ; 12711@20 C21,C22, C23andC28, C29,C30,), 124.3 (G4), 117.2
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(Cs7,Casg), 113.1 (Gg), 66.5 (G7), 56.0 (Go), 55.7 (Gy1), 54.8 (Q), 53.0 (G4), 52.4 (G), 51.4
(Ce), 40.5 (Gs), 38.8 (Ga), 37.4 (Gs), 31.4 (Go), 29.3 (Gy), 22,3 (G2); IR (cm™) : 3285 (N-
H), 1731 (C=0), 1688 (C=0), 1649 (N-H), 1501 (C=€223 (C-N);APCI* MS m/z 692
[M+H]"; Anal. calcd for GgHssNsOg: C, 62.50 ; H, 6.56 ; N, 10.12 ; found: C, 62.48,;
6.60 ; N, 10.02;

Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(2,5-dimethoxyphenyl)acetyl]amino]lexanoyl]
hydrazino]acetyllamino]-3-phenyl-propanoate 124b
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To a solution ofl24a (100 mg, 0.14 mmol, 1 eq) in dry MeOH/DMF (4/1 2% mL) was
added 10% Pd/C (11 mg). The mixture was stirredrogbt under hydrogen atmosphere at
room temperature and filtered on a celite pad. rAfeenoval of the solvent under reduced
pressurel24b was obtained as a white solid (79 mg, 0.13 mmogngtative). m.p.. 84-
86°C;*H NMR (CDCl 3 300 MHz) & 8.48 (d, 1H, J= 7.4 Hz, NH4Q), 7.96 (d, 1H, J= 8.0
Hz, NH-G), 7.28-7.21 (m, 5H, b Ha7, Hag Hog H3g), 6.86 (d, 1H, J= 8.5Hz,3), 6.75 (m,
2H, Hag, Hsg), 5.25 (m, 1H, NH-G), 4.48 (dd, 1H, J=7.4 and 14.2 Hz;};14.16 (m, 1H, b),
3.69 (s, 3H, k), 3.67 (s, 3H, &), 3.57 (s, 3H, H), 3.42 (s, 2H, k), 3.26 (m, 2H, H), 3.04
(m, 1H, Hao), 2.92 (M, 1H, Ky, 2.53 (M, 2H, Hs), 1.59 (M, 1H, Hby, 1.49 (M, 1H, Hby),
1.34 (m, 2H, Hs), 1.25 (M, 2H, Hy); *C NMR (CDCl3 75 MHz) § 171.7 (G), 171.2 (G),
169.8 (G), 169.7 (Gy), 152.9 (Gg), 151.3 (Gs), 137.0 (Gs), 130.0, 129.0, 128.3, 126.64C
Caz7, Cas, Ca9, Ca0), 125.7 (G4), 116.8 (Gy), 111.9 (Gg), 111.6 (Gg), 55.9 (Go), 553 (Gy),
53.7 (G), 53.1 (Gy), 51.8 (G), 51.2 (G), 41.0 (Gs), 36.9 (Ga), 36.7 (G3), 31.9 (G), 31.8
(Cs), 22.5 (G9); IR (cm™): 2935 (C-H), 1647 (N-H), 1500 (C=C), 1224 (C-MSI* MS
m/z 558 (M+H)". Anal. : calcd for GgH3gNsO;0.75H,0 C. 58.91, H. 7.17, N. 12.27 found C.
58.87, H. 6.79, N. 12.36
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Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-6-(benzyloxycarbonylamino)-2-[[2-(3-
phenoxyphenyl)acetyllamino]hexanoyllhydrazino]acetifamino]-3-phenyl-propanoate
125a
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To a solution of the trifluoroacetic salt of the iam123 (300 mg, 0.63 mmol, 1 eq) in dry
DMF (10mL) was successively added 3-phenoxyphesti@@cid (218 mg, 0,75 mmol, 1,2
€q), DIPEA (871 mg, 5.30 mmol, 7 eq), HBTU (287 fag;5 mmol, 1,2 eq), and HOBT (102
mg, 0.75 mmol, 1.2 eq). The mixture was stirredroigt at room temperature under argon
atmosphere. After removal of the solvent underdueiced pressure, the residue was taken up
in EtOAc (10 mL), and washed with 10% aqueouscifitid (2 x 10 mL), water (10 mL),
10% aqueous ¥COs; (2 x 10 mL) and brine (10 mL). The organic layeasadried over
NaSQy, filtered and evaporated to give a crude produbickv was purified by column
chromatography (EtOAc) to afford the compourgba 27 mg, 0.38 mmol, 48%) as a white
solid. m.p.: 156-157°C;"H NMR (CDCl3 400 MHz) § 8.05 (s, 1H, NH-¢), 7.35 (d, 1H,
J=8.3 Hz, NH-Gy), 7.24-6.82 (m, 21H, H Hzo, Hz1, H22, Hazand H7 Hag Hag H3p Hap, Has
Hs7, Hsg Hzgand Hii Hao Has Hag Has and NH-Go, NH-Gs), 6.25 (m, 1H, NH-G), 5.07 (s, 2H,
Hi7), 4.75 (m, 1H, Ky, 4.24 (m, 1H, K), 3.42 (m, 2H, k), 3.26 (s, 3H, H), 3.38 (s, 2H,
Hy), 3.10 (m, 4H, bk, His), 1.74 (m, 1H, Kby, 1.53 (m, 1H, hby), 1.42 (m, 2H, H), 1.19
(m, 2H, Hs); *C NMR (CDCl3 100 MHz) § 172.7 (G), 171.4 (Gy), 171.0 (G), 169.9 (G),
157.6 (Gse), 156.8 (Ge), 156.7 (Go), 136.5 (Gg), 136.0 (Gg), 130.2 ; 129.8; 127.2 (& Cos,
C29, Czo, Ca1, Cag, Caz, Cas, Cgs and Go, Goo, Co1, Coo, Gag), 125.3 (Gy), 123.9 (Gs), 123.5
(Csg), 119.6 (G7), 119.0 (G4, Cas), 66.6 (G7), 54.7 (G), 53.1 (G4), 52.5 (G), 51.4 (G), 43.1

(Cs), 40.4 (Gg), 37.4 (Gs), 31.4 (Go), 29.3 (Ga), 22.3 (G3); IR (cm™) : 3304 (N-H), 1690
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(C=0), 1646 (N-H), 1533 (C=C), 1487 (C-H), 1258 N\&;-MS (APCI+): m/z 724 (M+HJ;
Anal. Calcd for GoH4s5Ns0s5: C, 66.37; H, 6.27; N, 9.68 ; found: C, 66.39 :687 ; N, 9.57 ;

Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-6-amino-2-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyllamino]hexaayl]
hydrazino]acetyllamino]-3-phenyl-propanoate 125b
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To a solution oftl25a(114 mg, 0.15 mmol, 1.0 eq) in dry MeOH/DMF (4/1 &5 ml) was
added palladium on activated charcoal 10% (11 n@§p In/m). The mixture was stirred
overnight under hydrogen atmosphere at RT. Thdysataas filtrated on a celite pad. After
removal of the solvent under reduced pressure, MEIH was added and precipitation with
Et,O afforded the hydrochloride sal5b as a colorless solid (81 mg, 0.13 mmol, 98%)
m.p.: 118-120°C}H NMR (DMSO-d6 400 MHz) & 8.48 (d, 1H, J= 8.0 Hz, NH<; 8.35 (d,
1H, J= 7.6 Hz, NH-©), 8.25 (d, 1H, J= 8.2 Hz, NH¢{; 7.38 (t, 2H, J= 6.7 Hz, 41 Hy3), 7.28
(M, 4H, H7,Hog Hag Hss), 7.21 (M, 2H, ks Hzo), 7.13 (t, 1H, J= 7.2 Hz, 4), 7.03 (d, 1H, J=
8.2 Hz, Hy), 6.99 (M, 2H, ko Hag), 6.94 (M, 2H, KB Hsg), 5.25 (M, 1H, NH-@), 4.24 (m,
1H, Hy), 4.14 (m, 1H, ), 3.56 (s, 3H, k) 3.40 (s, 2H, H,), 3.26 (M, 2H, H), 3.11 (m, 1H,
H242), 2.95 (M, 1H, Ka), 2.52 (M, 2H, k), 1.55 (M, 1H, hby), 1.49 (M, 1H, Hby), 1.33 (M,
2H, Hw), 1.22 (m, 2H, Hy); *C NMR (DMSO-d6 100 MHz) § 171.7 (G), 171.1 (G),
169.9 (@), 169.7 (G1), 156.6-156.5 (&7, Csg), 137.0 (Gs), 135.6 (G3), 130.1, 130.0, 129.7,
129.0, 128.3, 126.9, 126.7 46,7, Cas, Cog, Cz0,Cs5 Ca1 Cag), 124.2 (Gy4), 123.4 (Gp), 119.3,
119.2, 118.6 (68, Ca0,Cs4), 116.6 (Gg), 55.2 (G), 53.7 (G), 53.4 (G), 51.9 (G), 41.9 (Gy),
40.8 (Gs), 37.0 (Gs), 32.0 (G2), 31.4 (Ga), 22.6 (G2); IR (cm™) : 3514 () 2926 (C-H), 2048
(C-H), 1656 (C=0), 1485 (C-HESI" MS m/z 590 (M+H). Anal. Calcd for GoH4oCINsOs +
H,0O: C.59.66, H. 6.58, N. 10.87 found C. 59.51, B76N. 10.57.
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Ethyl 2-(2-tert-butoxycarbonylhydrazino)acetate 128

Too0 H @ CoH18N204

7)6(0)J5\N’N\):i\0/2\
H 4 1 MW= 218.25 g/mc

To a solution of ethyl hydrazinoacetate (2.0 g013mol, 1.0 eq) in MeOH (20 mL) was
added DIPEA (6.72 g, 52.0 mmol, 4.0 eq) andBo¢3.0 g, 14.2 mmol, 1.1 eq). The mixture
was stirred overnight at room temperature. Theesulwas removed and the residue obtained
was dissolved in EtOAc (20 mL).The organic layerswaashed successively with 10%
agueous solution of citric acid (2 X 15 mL), bri(8 mL), dried over MgSg®ifiltrated and
evaporated. The crude product was purified by calehromatography (EtOAc/cyclohexane:
8:2) to afford the compound28 (2.0 g, 9.2 mmol, 70%) as a colorless d#f: 0.7
(EtOAc/cyclohexane: 8:2, Si) 'H NMR (CDCl s, 300 MHz) § 6.43 (bs, 1H, NH-§), 4.52
(m, 1H, NH-G), 4.17 (g, 2H, J= 6.7 Hz,#] 4.06 (m, 2H, H), 1.42 (s, 9H, H Hs, Ho), 1.23
(t, 3H, J= 6.7 Hz, i; **C NMR (CDCl3, 75 MHz) 5 171.4 (G), 156.2 (G), 81.2 (G), 61.0
(Cy), 52.8 (G), 28.2 (G, Cs, Co), 14.2 (G); ESI" MS m/z 241 [M+NaJ; Anal. Calcd for
CoH1gN204: C, 49.53; H, 8.31; N, 12.84; found C, 50.47; I289 N, 12.59

2-(2-tert-butoxycarbonylhydrazino)acetic acid 129

8

/gj\ H\)(j)\ C7H14N204
. N
6075 N" 73 OH MW= 190.20 g/mol

To a solution oiX (1.86 g, 8.53 mmol, 1.0 eq.) ITHF/MeOH (10 ml/10 ml) a 2N aqueous
solution of NaOH (4.7 ml, 9.4 mmol, 1.1 eq.) wasledl The reaction was stirred at room
temperature over 3 hrs. The solvent was removedruwratuum (without distilling the water)
and the remaining solution was brought at pH=5 dgiteon of 1N solution of HCI. The
agueous phase was extracted with EtOAc (3x 20ThB.combined organic layers were dried
with MgSQ,, filtered and concentrated under vacuum to okit@as white solid which was
used in the next step without further purificati823 mg, 4.33 mmol, 51%)'H NMR
(DMSO-d6, 300 MHz) 4 8.30 (bs, 1H, NH-¢), 7.52 (bs, 1H, COOH), 3.93 (s, 2H,)H1.38
(s, 9H, H, Hg, Ho); *C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) 5 171.1 (G), 156.2 (G), 79.5 (G), 52.8
(C4), 28.1 (G, Cg, Co); MS (ESI+) m/z: 213 [M+Nad];, Anal. Calcd for GH14N,0O4: C, 44.20;

H, 7.42; N, 14.73; found C, 44.22; H, 7.88; N, B4.4
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Methyl (25)-2-[[2-(2-tert-butoxycarbonylhydrazino)acetyl]amino]-3-phenyl-propanoate
130

6 8
164 o 4 2 9 C17H25N30s
PO P EY
15714 03 H 511 H 3 >y MW= 351.40 g/mol
O

To a solution ofX (800 mg, 4.20 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10ml) waaded H-Phe-OMe
(2.10 g, 5.04 mmol, 1.2 eq), DIPEA (2.14 g, 16.8a@hM eq), HBTU (1.9 g, 5.04 mmol, 1.2
eq), and HOBt (681 mg, 5.04 mmol, 1.2 eq) in tmgeo. The mixture was stirred overnight at
RT under argon atmosphere. The solvent was evagubmatder vacuum and the residue
obtained was dissolved in EtOAc (20 ml). The orgdayer was washed successively with
10% aqueous solution of citric acid (2 x 20 ml),teva(20 ml), 10% aqueous solution of
K2CGOs (2 x 20 ml) and brine (20 ml) and dried over,8i@;, filtered and evaporated. The
crude product was purified by column chromatograffByDAc/cyclohexane: 8:2) to afford
the compound.30 (1.3 g, 4.0 mmol, 99%) as a white foaRf: 0.5 (SO, EtOAc); *H NMR
(CDCl3, 300 MHz) 6 7.26 (m, 5H, KB H7, Hg, Ho, Hig), 7.08 (m, 1H, NH-@), 6.42 (d, J=5.1
Hz, NH-Ci3), 5.90 (m, 1H, NH-@), 4.88 (m, 1H, H), 4.03 (s, 2H, hb), 3.72 (s, 3H, h),
3.20-3.10 (m, 2H, ), 1.44 (s, 9H, kb, Hie Hi7) °C NMR (CDCl3 75 MHz) § 171.8 (G),
168.7 (Gy), 156.9 (Ga), 135.9 (G), 129.3 (G, Cig), 128.6 (G, Co), 127.2 (@), 81.2 (Ga),
54.9 (Go), 53.6 (@), 53.0 (G), 37.8 (G), 28.2 (Gs, C16,C17); IR (cm™): 3300 (N-H), 2970
(C-H) (1652 —C=0), 1506 (C=C), 1234 (C-®SI" MS m/z 374.2 [M+NaJ;
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Methyl (2S5)-2-[(2-hydrazinoacetyl)amino]-3-phenyl-propanoatel 31

7
6 8
5 C12H18CIN3O3
HJOL 1 19 i MW= 287.74 g/mol
CIHH,N” 511 N3 >
0]

A solution 0f130(662 mg, 1.00 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (h§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporate@denum to afford the aminE31 as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@il, which was used without further
purification.’H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) & 8.82 (d, 1H, J= 5.3 Hz, NH; 8.2 (bs, 3H,
NHs), 7.31-7.21 (m, 6H, KIH7, Hg, Ho, Hio, NH-Cy2), 4.52 (m, 1H, H), 4.03 (s, 2H, hb),
3.62 (s, 3H, H), 3.03 (dd, J= 13.6, 6.3 Hz, 1H4d 2.92 (m, 1H, H); *C NMR (DMSO-
d6, 75 MHz) 5 171.6 (G), 168.2 (G1), 136.9 (G), 129.0 (G, Cio), 128.3 (G, Cy), 126.6 (G),
53.7 (@), 53.5 (G), 50.2 (Go), 36.6 (G); ESI" MS m/z 252 [M+H]';

Methyl (25)-2-[[2-[2-[(2S)-2-(benzyloxycarbonylamino)-3-(1H-indol-3-yl)propaoyl]
hydrazino]acetyllamino]-3-phenyl-propanoate 132

7
6 8
28 5 9
29 27
e oaati 1 2 % CalasO
O 13N SN Y
31 0 15 16H7 H™ o MW= 571.62 g/mol
—
NH
2
18
22 19
21 5

To a solution o0fl31(1.3 g, 3.70 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (20ml) waklad Z-Trp-OH (1.0

g, 2.96 mmol, 0.8 eq), DIPEA (3.3 g, 25.9 mmol, &d), HBTU (1.7 g, 4.45 mmol, 1.2 eq),
and HOBt (601 mg, 4.45 mmol, 1.2 eq) in this orddre mixture was stirred overnight at
room temperature under argon atmosphere. The sokanevaporated under vacuum and the
residue obtained was dissolved in EtOAc (20 mlke dhganic layer was washed successively
with 10% aqueous solution of citric acid (2 x 20,mater (20 ml), 10% aqueous solution of
K2CGOs (2 x 20 ml) and brine (20 ml) and dried over,8i@;, filtered and evaporated. The
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crude product was purified by column chromatografiftyDAc) to afford the compounti32
(896 mg, 1.57 mmol, 53%) as a white foaRf: 0.5 (SO, EtOAc); *H NMR (CDCl 3, 400
MHz) & 8.38 (bs, 1H, NH-6), 7.60 (m, 2H, by, Hz1), 7.32 (m, 2H, K Hs1), 7.30 (m, 2H,
Hig, Hoo), 7.24 (m, 1H, NH-@), 7.22-7.15 (m, 6H, ¥ Hg, Ho, Hag, Hag, Hag), 7.08 (m, 2H, i,
Hio), 6.89 (bs, 1H, k), 5.59 (d, 1H, J= 5.1 Hz, NH16), 5.09 (dd, 2H, J= 20.6 and 12.4 Hz,
Has), 4.72 (dd, 1H, J= 6.9 and 13.2 Hz)H4.40 (m, 1H, Hb), 3.61 (s, 3H, k), 3.25 (m, 1H,
His9, 3.18 (M, 2H, Hb), 3.11 (m, 1H, Ky, 3.09 (m, 1H, Hky), 2.98 (dd, 1H, J=13.9 and 7.3
Hz, Hs); *C NMR (CDCl3 100 MHz) § 172.1 (G), 171.2 (Gs), 169.5 (G1), 156.9 (G),
136.2 (Gg), 136.1 (G3), 136.0 (Gg), 135.9 (G), 129.1 (G, Cio), 128.6 (G, Co), 128.5 (@),
128.2 (G, Ggy), 127.2 (Go), 123.6 (G7), 122.2 (Gs, Cap), 118.6 (G1, Cp), 111.4 (Go, Cpo),
109.6 (Ge), 67.1 (Gs), 54.3 (G»), 53.0 (G, Cu), 52.4 (G), 37.5 (G), 28.7 (Gs); IR (cm™):
3300 (N-H), 1652 —C=0), 1506 (C=C), 1234 (C-@®SI" MS m/z 594 [M+NaJ; Anal.
Calcd for GiH33NsOs + 1H,0: C, 63.14; H, 6.00; N, 11.88; found C, 63.175t¥,9; N, 11.81

Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoyl]lhydrazino]acet/l]amino]
-3-phenyl-propanoate hydrochloride 133

6 8
o o 4 3 9 C23H28CIN504
\14)}\ H 210
ClHHN._ 13N/N TN O MW= 473.95 g/mol
:PH_ 12 H 1
15167 0
NH
2
18
22 19
21 20

A solution 0f132 (866 mg, 1.5 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (15 mas stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford the amid@3as an
hydrochloride salt in quantitative yield as yelowl, avhich was used without further
purification.*H NMR (CDCl 3, 300 MHz) § 8.51 (bs, 3H, NH), 8.32 (bs, 1H, NH-G), 7.51
(m, 2H, Ho, Hz1), 7.25 (d, 1H, J= 7.5 Hz, ), 7.13-6.97 (m, 7H, K Hg, Ho, Hs, Hio, Hzz,
NH-C,,), 6.91 (s, 1H, k), 4.76 (dd, 1H, J=6.9 and 13.2 Hz)H3.60 (s, 3H, k), 3.53 (m,
1H, Hy), 3.11-2.98 (m, 6H, K His, Hi); *C NMR (CDCl3 75 MHz) § 174.5 (G), 172.1
(C13), 170.0 (Gy), 136.3 (Gg), 136.1 (G3), 129.7 (G, Ci0), 129.1 (G, Cy), 127.5 (G), 127.1
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(Ce), 123.4 (Gp), 122.1 (Gy), 119.5 (Gy), 118.7 (Gy), 114.4 (G7), 110.8 (Ge), 54.8 (GQ),
54.7 (Go), 52.9 (Ga4), 52.4 (G), 37.6 (GQ), 30.7 (Gs); ESI" MS m/z 460 [M+Na];

Methyl (29)-2-[[2-[2-[(2S)-3-(1H-indol-3-yl)-2-[[2-(3-phenoxyphenyl)acetyl]anino]
propanoyl]hydrazino]acetyllamino]-3-phenyl-propanoae 134

7
6 8
5 9
3320284/ 2524H$0L HQOLLl 25
Loyl LR
35 37 29 31 O 15167 O
36 30 NH MW= 647.72 g/mol
2¥~(18
22 19
21 20

To a solution 0of133 (616 mg, 1.3 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (15ml) wadded 3-
phenoxyphenylacetic acid (356 mg, 1.56 mmol, 1)3 BtPEA (672 mg, 5.22 mmol, 4.0 eq),
HBTU (595 mg, 1.56 mmol, 1.2 eq), and HOBt (211 rhé6 mmol, 1.2 eq) in this order.
The mixture was stirred overnight at room tempegatinder argon atmosphere. The solvent
was evaporated under vacuum and the obtained eegids dissolved in EtOAc (20 ml). The
organic layer was washed successively with 10% @egisolution of citric acid (2 x 15 ml),
water (15 ml), 10% aqueous solution ofdO; (2 x 15 ml) and brine (15 ml) and dried over
NaSQ,, filtered and evaporated. The crude product wasied by column chromatography
(EtOA) to afford the compoundi34 407 mg, 0.63 mmol, 48%) as a white foaRf: 0.5
(SO, EtOAc/MeOH: 9/1):'H NMR (CDCl 3, 300 MHz) & 8.34 (bs, 1H, NH-&), 7.69 (bs,
1H, NH-Cy3), 7.50 (d, 1H, J= 7.5 Hz,d{ 7.43 (d, 1H, J= 7.9 Hz, NH:Q, 7.49 (m, 2H,
Hss), 7.43 (M, 2H, K, Ho), 7.22 (m, 2H, b, Hzg), 7.19 (m, 1H, k), 7.17 (m, 1H, k), 7.15
(m, 1H, Hy) 7.13 (m, 1H, Hy), 7.03 (m, 2H, B, Hig), 6.96 (d, 2H, J= 8.1 Hz, 4 Hs7), 6.87
(m, 2H, By, Hag), 6.76 (M, 1H, Hy), 6.71 (s, 1H, Hy), 6.39 (d, 1H, J= 7.4 Hz, NH-4) 4.65
(dd, 1H, J= 6.2 and 13.4 Hz3K14.50 (dd, 1H, J= 6.7 and 13.7 Hz4H 3.53 (s, 3H, H),
3.38 (s, 2H, k), 3.08 (m, 2H, Hb), 3.06 (M, 1H, Hky), 3.03 (M, 1H, k), 2.94 (m, 1H, Hky),
2.91 (dd, 1H, J= 13.9 and 7.3 Hzy}d **C NMR (CDCl3 75 MHz) § 172.3 (G), 171.1 (G3),
170.7 (G4), 170.0 (Gy), 157.6 (Gg), 156.9 (Gy), 136.4 (Ge), 136.1 (Gs, GCs), 136.0 (Gy),
130.1 (G2), 129.8 (G, C20, Cig), 129.0 (G, Cio), 128.6 (G, &), 127.1 (Go), 124.1 (G),
123.4 (G7), 119.7 (Gs, Cs7), 119.0 (Gy), 118.7 (Ge), 118.0 (Gy), 117.4 (G7, Cy), 114.4
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(Css), 109.8 (Gg), 54.4 (G2), 53.1 (GQ), 52.6 (G4), 52.4 (G), 43.0 (Gs), 37.5 (Q), 28.2 (Gs);
IR (cm'l): 3300 (N-H), 1643 (C=0), 1506 (C=C), 1234 (C-88I" MS m/z 670 [M+Na];
Anal. Calcd for GH37Ns06: C, 68.61; H, 5.76; N, 10.81; found C, 68.29; ¥ N, 10.73

tert-butyl N-[(1 §)-1-[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-(2,2,2-triuoroethylamino)
ethyllcarbamate 137

0
H
2 O19N%N/2\(1:F
20 H 3
O 5~ H1110 Ca3H27F3N20,4
23
6
9 12 18 MW= 452.47 g/mol
7 0743 17
14 16
15

To a solution of 2,2,2-trifluoroethylamine hydroatitle (3 g, 8.07 mmol, 1 eq ) in dry DMF
(30 ml) was added Boc-tyr(Bzl)-OH (1.3 g, 9.69 mpioP eq), DIPEA (4.1 g, 32.28 mmol, 4
eq), EDCI (1.8 g, 9.69 mmol, 1.2 eq) and HOBt (@.3.69 mmol, 1.2 eq) in this order. The
mixture was stirred overnight at room temperaturden argon atmosphere. The solvent was
evaporated under vacuum and the residue obtaineddigaolved in EtOAc (30 ml). The
organic layer was washed successively with 10% @egisolution of citric acid (2 x 30 ml),
water (30 ml), 10% aqueous solution ofdO; (2 x 30 ml) and brine (30 ml), and dried over
NaSQO,, filtered and evaporated. The crude product wasied by column chromatography
(EtOACc /cyclohexane, 2:8) to give the compout&r 3.4 g, 7.00 mmol, 95%) as a white
solid. m.p. 148°-150°C Rf: 0.25 (SO, EtOAc/cyclohexane: 2/8)*H NMR (CDCl3, 300
MHz) & 7.35 (m, 5H, Ha His Hig Hi7 Hig), 7.15 (d, 2H, J= 8.7 Hz,+H1,), 6.91 (d, 2H, J=
8.7 Hz, B Hip), 6.51 (bs, 1H, NH-G), 5.07 (s, 2H, hb), 4.28 (m, 1H, k), 3.82 (m, 2H, H),
3.04 (m, 1H, Hy), 3.02 (m, 1H, k), 1.38 (S, 9H, bk, Haz Ha3); *C NMR (CDCl3, 75 MHz)

8 172.0 (@), 157.9 (Go), 156.6 (G), 137.0 (G3), 130.3 (G, C11), 128.6 (Gs, Ci17), 128.4 (G),
128.0 (Ge), 127.5 (G4, Cig), 123.8 (q, J= 278.4 Hz,.[; 115.1 (G, Cig), 70.0 (Gy), 65.8
(C12), 54.1 (G), 40.5 (g, J= 35.3 Hz, & 37.2 (G), 28.1 (G1, Co, Cr3); *°F (CDCl3, 188
MHz) & -72.63 (t, J= 8.9 Hz)R (cm™): 3330 (N-H), 1670 (C=0), 1512 (N-H), 1395 (C-H);
ESI" MS m/z 475 [M+NaJ; Anal. Calcd for GsH»7;FsN,O4: C, 61.05; H, 6.01; N, 6.19;
found C, 61.25; H, 6.04; N, 6.16
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tert-butyl N-[1-[[(1 S)-1-[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-2-o0x0-2-(2,2,2-triluoroethylamino)
ethyl]carbamoyl]-2-methyl-propyl]carbamate 138

2)%7

22 23

19N QL AL CoeHagFsNOs

A solution 0f137(2.0 g, 4.42 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (50 mas stirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated wagrium to afford free amine as the

O24 N 20
MW= 551.60 g/mol

hydrochloride salt in quantitative yield as yelovl, avhich was used without further
purification. '"H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) § 9.33 (t, 1H, J= 5.6 Hz, NH), 8.39 (bs, 3H,
NH3), 7.46-7.29 (m, 5H), 7.18 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 6(852H, J= 8.6 Hz), 5.08 (s, 2H), 4.08
(m, 1H), 3.95 (m, 2H), 2.98 (m, 2H)’C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 169.0, 157.5, 137.1,
130.6, 127.8, 127.7, 127.6, 126.3, 123.8 (q, J=2WH), 114.7, 69.4, 53.5, 41.0 (q, J=35.3
Hz), 35.8;*°F (DMSO-d6, 188 MHz) & -70.77 (t, J= 8.9 HZ)ESI" MS m/z 353 [M+H']. To

a solution of obtainettee amine(4.42 mmol, 1 eq) in dry DMF (30 ml) was added Bai-
OH (1.2 g, 5.30 mmol, 1.2 eq), DIPEA (2.3 g, 1768hol, 4 eq), EDCI (1.0 g, 5.30 mmol,
1.2 eq) and HOBt (716 mg, 5.30 mmol, 1.2 eq) irs tbrder. The mixture was stirred
overnight at room temperature under argon atmosphdre solvent was evaporated under
vacuum and the residue obtained dissolved in EtGAaml). The organic layer was washed
successively with 10% aqueous solution of citricda@ x 30 ml), water (30 ml), 10%
aqueous solution of ££0O; (2 x 30 ml) and brine (30 ml), dried over J$&), filtered and
evaporated. The crude product was purified by calumhromatography (EtOAc
/cyclohexane, 2:8) to give the compouXd?2.3 g, 4.16 mmol, 94%) as a white solmw.p.
182°-184°C Rf: 0.2 (SO, EtOAc/cyclohexane: 2/8)H NMR (CDCl 3, 300 MHz) 8, 7.42-
7.30 (M, 5H, Ha His, Hig Hiz, Hig), 7.08 (d, 2H, J= 8.6 Hz,HH11), 6.94 (d, 2H, J= 8.6 Hz,
Hs, Hig), 6.47 (d, 1H, J= 5.9 Hz, NH4J; 5.04 (s, 2H, k), 4.80 (d, 1H, J=5.4 Hz, NH-g),
4.69 (dd, 1H, J=14.2 and 6.7 Hz))H3.96 (m, 1H, H,), 3.83 (t, 1H, J=52 Hz, XJ), 3.70 (m,
1H, Hyp), 3.18 (dd, 1H, J= 14.2 and 5.4 Hz:42.99 (dd, 1H, J= 14.2 and 6.6 Hz,H2.16
(m, 1H, K1), 1.37 (S, 9H, bk, Ha7, H2g), 0.92 (d, 3H, J= 6.9 Hz, %), 0.82 (d, 3H, J= 6.7 Hz,
H,3); 13C NMR (CDCls, 75 MHz) § 171.5 (G), 171.3 (Go), 158.0 (G), 156.6 (G4), 136.9
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(C13), 130.2 (G, Cy11), 128.6 (G5, Ci7), 128.1 (G), 128.0 (Gg), 127.4 (G4, Cig), 123.9 (q, J=
278.4 Hz, G), 115.2 (G, Cio), 80.9 (Gs), 70.0 (G2), 60.9 (Go), 53.9 (G), 40.7 (q, J= 35.3
Hz, G), 36.6 (G), 29.9 (G1), 28.1 (Gs, Co7, Cog), 19.2 (Gy), 17.3 (G3); *°F (CDCls, 188
MHz) & -72.24 (t, J= 8.8 Hz)IR (cm™): 3310 (C-H aromatic), 2963 (C-H), 1684 (C=0),
1649 (C=C), 1519 (N-H)ESI* MS m/z 574 [M+N4d]; Anal. Calcd for GgHzsFsNzOs: C,
60.97; H, 6.58; N, 7.62; found C, 60.95; H, 6.57./M63

tert-butyl N-[(1 S)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-(2,2,2-
trifluoroethylamino)ethyl]carbamoyl]-2-methyl-propy lJcarbamoyl]-3-methyl-butyl]
carbamate 139

22 23
(0]
2
\HQNQ)%N 20 \)k C34H47F3N40s
34 26\(8 \©\ MW= 664.76 g/mc

A solution 0f138(2.2 g, 3.81 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (30 mas stirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated umdeuum to afford free amine in
quantitative yield as a yelow oil, which was useithout further purification.'H NMR
(DMSO-d6, 300 MHz) & 8.88 (t, 1H, J= 5.6 Hz, NH), 8.76 (d,1H, J= 5.9 NH), 8.15 (bs,
3H, NHs), 7.45-7.23 (m, 5H), 7.22 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 6(842H, J= 8.7 Hz), 5.06 (s, 2H),
4.55 (m, 1H), 3.95 (m, 1H), 3.61 (m, 1H), 2.95 (tHl), 2.81 (m, 1H), 2.14 (m, 1H), 0.86 (d,
3H, J= 6.7 Hz), 0.56 (d, 3H, J= 6.9 H2JC NMR (DMSO-d6, 75 MHz) & 171.5, 167.8,
158.0, 157.0, 137.2, 130.2, 129.3, 128.4 , 12727,6], 124.6 (q, J= 278.4 Hz), 114.4, 69.0,
57.0, 54.5, 41.4 (g, J= 35.3 Hz), 36.4, 29.8, 18724 ;:°F (DMSO-d6, 188 MHz)§ -71.06

(t, J= 8.9 HZ)ESI" MS m/z 452 [M+HT'. To a solution ofthe free amine(3.81 mmol, 1 eq)
in dry DMF (20 ml) was added Boc-Leu-OH (1.02 g44¢4mmol, 1.2 eq), DIPEA (1.9 g,
14.80 mmol, 4 eq), EDCI (852 mg, 4.44 mmol, 1.2 ag) HOBt (600 mg, 4.44 mmol, 1.2
eq) in this order. The mixture was stirred overhiglh room temperature under argon
atmosphere. The solvent was evaporated under vaamdnthe residue dissolved in EtOAc
(20 ml). The organic layer was washed with 10% agaesolution of citric acid (2 x 20 ml),

water (20 ml), 10% aqueous solution ofGO; (2 x 20 ml) and brine (20 ml), dried over
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NaSQ,, filtered and evaporated. The crude product wasied by column chromatography
(EtOAC) to give the compount39 (/62 mg, 1.14 mmol, 31%) as a white fodrf. 0.6 (SO,
EtOAc/cyclohexane: 7/3)H NMR (CDCl3, 300 MHz) & 7.46-7.34 (m, 5H, b, His, Hig,
Hi7, Hig), 7.14 (d, 2H, J= 8.6 Hz,41H;1), 7.03 (m, 1H, NH-&), 6.90 (d, 2H, J= 8.6 Hz,d
Hi0), 6.90 (m, 1H, NH-@), 5.06 (s, 2H, hb), 5.01 (d, 1H, J= 5.3 Hz, NH-§) 4.90 (dd, 1H,
J=13.9 and 8.2 Hz, 4 4.19 (m, 1H, k), 4.11 (m, 1H, k), 4.07 (m, 2H, H), 3.34 (dd, 1H,
J=14.2 and 4.4 Hz, 4, 2.95 (dd, 1H, J= 14.2 and 9.0 Hz;pH2.16 (m, 1H, Hy), 1.71 (m,
1H, Hy7), 1.65 (M, 1H, by, 1.54 (M, 1H, Hy), 1.45 (s, 9H, kb, Hsz Has), 0.98 (d, 3H, J=
6.3 Hz, Hg), 0.95 (d, 3H, J= 6.4 Hz, %), 0.89 (d, 3H, J= 6.9 Hz, %), 0.77 (d, 3H, J= 6.7
Hz, H); C NMR (CDCls, 75 MHz) & 173.9 (G), 171.8 (Go), 170.9 (Gy), 157.7 (G),
156.4 (Gp), 137.0 (Gg), 129.9 (G, C11), 128.9 (G), 128.5 (Gs, C17), 127.9 (Gg), 127.4 (Ga,
Cig), 124.0 (q, J= 278.3 Hz,1§; 115.0 (G, Cy0), 81.0 (Gy), 70.0 (Go), 59.5 (Go), 54.1 (Q),
54.0 (Gs), 40.6 (g, J=44.0 Hz, & 36.5 (G), 29.8 (G1), 29.7 (Ge), 28.2 (G2, Css, Ca4), 24.8
(C27), 23.0 (Gg), 21.7 (Go), 19.2 (G»), 17.2(Gs); *°F (CDCls, 188 MHz) 5 -72.35 (t, J= 8.8
Hz): IR (cm™): 3308 (N-H), 2959 (C-H), 1678 (C=0), 1644 (C=@528 (N-H);ESI* MS
m/z 687.7 [M+N4d]; Anal. Calcd for G4H47FsN4Og: C, 61.43; H, 7.13; N, 8.43; found C,
61.79; H, 7.19; N, 8.14

tert-butyl N-[(1 9)-1-[[(19)-1-[[(19)-1-[[(19)-1-[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-
(2,2,2-trifluoroethylamino)ethyllcarbamoyl]-2-methyl-propyl]carbamoyl]-3-methyl-
butyl]carbamoyl]-3-methyl-butyl]jcarbamate 140

34

% 22 23 CaoHseF3Ns07

)(80 33 32 O
4N 0 QL AL MW= 777.91 g/mol
: : \9 /1<©
A solution 0f139(662 mg, 1.00 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (h§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedacuum to afford free aminwith

quantitative vyield as yelow oil, which was used hwiit further purification.®H NMR
(DMSO-d6, 300 MHz) 8 8.71 (t, 1H, J= 5.6 Hz, NH), 8.45 (d,1H, J= 5.9 INiH), 8.25 (bs,
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3H, NHg), 7.44-7.29 (m, 5H), 7.16 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 6(882H, J= 8.6 Hz), 5.04 (s, 2H),
4.56 (m, 1H), 4.21 (m, 1H), 3.92 (m, 1H), 3.90 @hl), 2.89 (m, 1H), 2.76 (m, 1H), 1.97 (m,
1H), 1.71 (m, 1H), 1.49 (m, 2H), 0.98 (d, 3H, J3 BIz), 0.96 (d, 3H, J= 6.4 Hz), 0.91 (d, 3H,
J= 6.9 Hz), 0.88 (d, 3H, J= 6.7 HZfC NMR (DMSO-d6, 75 MHz) & 171.9, 170.2, 168.7,
157.0, 137.1, 130.0, 129.5, 128.3, 127.7, 127.8,612q, J= 278.3 Hz), 114.3, 69.1, 57.7,
54.0, 50.1, 40.6 (g, J= 44.0 Hz), 36.5, 30.8, 28374, 22.6, 22.0, 19.0, 18.2F (DMSO-d6,
188 MHz) § -71.03 (t, J= 8.8 Hz)ESI" MS m/z 565 [M+H]". To a solution ofthe free
amine (1.00 mmol, 1 eq) in dry DMF (15 ml) was added Bew-OH (273 mg, 1.20 mmol,
1.2 eq), DIPEA (520 mg, 4.00 mmol, 4 eq), HBTU (486, 1.20 mmol, 1.2 eq) and HOBt
(162 mg, 1.20 mmol, 1.2 eq) in this order. The mm&twas stirred overnight at room
temperature under argon atmosphere. The solventewagorated under vacuum and the
residue was precipitated in EtOAc. The white priégip was filtered washed with 10%
agueous solution of citric acid (2 x 20 ml), waf2® ml), 10% aqueous solution 0p®O; (2

x 20 ml) and EO (20 ml) to give the compourid0 600 mg, 0.64 mmol, 64%) as a white
solid. m.p.: 236°-238°C;Rf: 0.6 (SO, EtOAc/cyclohexane: 6/4fH NMR (DMSO-d6, 400
MHz) 6 7.41-7.32 (m, 6H, 4 His, Hig, Hi7, His, NH-C3), 7.14 (m, 1H, NH-G), 7.13 (d, 2H,
J=8.4 Hz, H, H11), 6.87 (d, 2H, J= 8.4 Hz,d1 Hi0), 5.04 (s, 2H, hb), 4.50 (dd, 1H, J=7.7
and 5.7 Hz, &), 4.34 (dd, 1H, J= 8.6 and 5.0 Hzz)4 4.12 (d, 1H, J= 6.5 Hz, &), 3.95 (m,
1H, Hys), 3.88 (m, 2H, H), 2.88 (dd, 1H, J= 14.0 and 5.3 Hz,512.76 (dd, 1H, J=13.7 and
8.8 Hz, Hy), 1.91 (m, 1H, ), 1.58 (m, 2H, kK Hsa), 1.44 (m, 2H, k), 1.38 (m, 2H, k),
1.36 (s, 9H, Hg, Hag Hag), 0.85 (m, 6H, kg Hzg), 0.82 (M, 6H, Ky, Hzs), 0.74 (m, 6H, b,
Has); *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) § 172.4 (Go), 171.8 (G), 171.6 (Gs), 170.5 (Gy),
157.0 (G), 155.2 (Ge), 137.2 (G3), 130.0 (G, Cy11), 129.5 (G), 128.4 (Gs, Ci7), 127.7 (Ge),
127.6 (Ga, Crg), 124.6 (q, J= 278.3 Hz 1[5 114.4 (G, Cy0), 78.0 (G7), 69.1 (G2), 57.3 (Go),
53.9 (G), 52.8 (Gs), 50.8 (Gy), 40.6 (Gs, Csp), 39.4 (g, J= 44.0 Hz, £ 36.6 (G), 30.7
(Ca1), 28.1 (Gg, Cgo, Cap), 24.2 (G7, Cgg), 23.0 (Gsg, Cag), 21.7 (G4, Cag), 19.2 (Go), 17.8
(C22); )F (DMSO-d6, 188 MHz)5 -71.60 (t, J= 8.8 Hz)R (cm™): 3344 (N-H), 2959 (C-H),
1676 (C=0), 1644 (C=C), 1541 (N-HESI" MS m/z 776.6 [M-HJ; Anal. Calcd for
CaoHsgF3NsO7 + 2.5 HO: C, 58.37; H, 7.73; N, 8.51; found C, 58.21; HZI N, 8.44.
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4-[[(19)-1-[[(29)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-benzyloxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-(2,2,2-
trifluoroethylamino)ethyl]carbamoyl]-2-methyl-propy ljcarbamoyl]-3-methyl-butyl]
carbamoyl]-3-methyl-butyl]Jamino]-4-oxo-butanoic acd 141

34
35 22 23
28 033y32 |, g)OJ\ » \)J\ CsgH54F3N50s
HO. 39 30N /\
3736 ” 31 24N 20 : MW= 777.87 g/mol
o 26

Hi4

@ .
29
A solution 0f140(438 mg, 0.56 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (b0 was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@N, which was used without further
purification.*H NMR (DMSO-d6, 300 MHz)§ 8.66 (m, 1H, NH), 8.23 (sl, 3H, Njj 8.11
(m, 1H, NH), 7.95 (d, 1H, J= 7.8 Hz, NH), 7.44-7 (8, 5H), 7.13 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 6.87
(d, 2H, J= 8.4 Hz), 5.04 (s, 2H), 4.50 (m, 1H),04(tn, 1H), 4.14 (m, 1H), 3.90 (m, 1H), 3.80
(m, 2H), 2.90 (dd, 1H, J=14.0 and 5.3 Hz), 2.7&® (tH, J= 13.7 and 8.8 Hz), 1.95 (m, 1H),
1.60 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 1.40 (m, 2H), 0.85 @), 0.82 (m, 6H), 0.75 (m, 6H}’C
NMR (DMSO-d6, 75 MHz) 6 177.0, 176.4, 175.8, 173.8, 162.2, 142.4, 135333,7], 133.6,
133.0, 131.7, 124.6 (g, J= 278.3 Hz), 119.6, 78233, 59.2, 56.4, 55.9, 45.6, 44.4 (q, J=44.0
Hz), 41.0, 35.9 (@), 29.2, 28.7, 28.3, 27.8, 27.4, 27.0, 24.2, 28@(DMS0-d6, 188 MHz)
5 -71.03 (t, J= 8.7 HZESI" MS m/z 678 [M+H]". To a solution othe free amine(300 mg,
0.42 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (10 ml) was addedyalnide succinic (46 mg, 0.46 mmol, 1.1
eq) and then DIPEA (109 mg, 0.84 mmol, 2 eq). Tirdure was stirred at room temperature
overnight. The solution was brought at pH5 usingoldf aqueous solution of citric acid. The
precipitate formed was filtered and washed witfOE20 ml) to give X (279 mg, 0.36 mmol,
85%) as a white solidn.p.: 250°-252°C *H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) & 11.88 (bs, 1H,
COOH), 8.55 (t, 1H, J= 6.1 Hz, NH; 7.95 (d, 1H, J= 7.9 Hz, NH%), 7.49 (d, 1H, J=8.8
Hz, NH-Gy), 7.48-7.30 (m, 5H, H, His, His, Hi7, Hig), 7.13 (d, 2H, J= 8.4 Hz,41H1), 6.88
(d, 2H, J= 8.4 Hz, K Hig), 5.04 (s, 2H, hb), 4.50 (dd, 1H, J=13.9 and 8.3 Hz)H4.27 (m,
2H, Hps, Hsy), 4.11 (dd, 1H, J= 8.3 and 7.0 Hzo}4 3.87 (m, 2H, H), 2.88 (m, 1H, i), 2.74
(m, 1H, Hyp), 2.41 (M, 2H, Hy), 2.37 (M, 2H, H,), 1.91 (m, 1H, K, 1.58 (m, 2H, K Haa),

1.44 (m, 4H, He Haz), 0.86 (M, 6H, b Hag), 0.81 (M, 6H, Hs, Hag), 0.73 (M, 6H, kb, Hag);
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13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) § 173.8 (Go), 172.2 (Go), 171.8 (G), 171.8 (Ga), 171.1
(Cag), 170.5 (Gg), 157.0 (G), 137.2 (Ga), 130.0 (G,.Cuy), 129.4 (G), 128.4 (Gs, Cr7), 127.7
(Cae), 127.6 (Ga, Cie), 124.6 (1, J= 280.0 Hz 45 114.4 (G, Cro), 69.1 (Go), 57.4 (Go), 53.9
(Ca), 51.1 (Gs.Ca1), 40.1 (Ge, Cs), 39.4 (q, J= 44.0 Hz, & 36.6 (G), 30.6 (G1), 29.9 (Gg),
29.2 (Gy), 24.8 (G7,Cs3), 23.0 (Gs,Ca9), 21.6 (G, Cs), 19.0 (G2), 17.8 (Gg); *F (DMSO-
d6, 188 MHz) § -71.35 (t, J= 8.8 Hz)}R (cm™): 3310 (C-H aromatic), 2960 (C-H), 1678
(C=0), 1626 (C=C), 1543 (N-HESI* MS m/z 800 [M+Na]; Anal. Calcd for GeHs4FsNsOg

+ 1.5 KHO: C, 58.12; H, 7.15; N, 8.70; found C, 58.12; F9& N, 9.24

4-[[(19)-1-[[(29)-1-[[(29)-1-[[(19)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-(2,2,2-
trifluoroethylamino)ethyl]carbamoyl]-2-methyl-propy ljcarbamoyl]-3-methyl-butyl]
carbamoyl]-3-methyl-butylJamino]-4-oxo-butanoic acd 142

34
35 22 23
3 1% 32“ CaoHagFsNsO
HO. 39 324831\ 5Ug
5736 N 31 %&N 20 \é)LH/\C%
26\(8 ~ 1110 MW= 687.75 g/mol
k!
OH

8

To a solution of 141 (140 mg, 0.18 mmol, 1 eq) in acetic acid 100% (1) was added
palladium on activated charcoal 10% (14 mg, 10% Jnfhe mixture was stirred overnight
under hydrogen atmosphere at RT. The catalyst itasetl on a celite pad and the solvent
was evaporated under vacuum to aff@4® as a brown foam (88 mg, 0.13 mmol, 71%);
NMR (MeOD, 300 MHz) § 7.06 (d, 2H, J= 8.4 Hz, HH,1), 6.88 (d, 2H, J= 8.4 Hz,ddHy),
4.57 (m, 1H, H), 4.25 (m, 2H, bk, Hz1), 3.95 (M, 1H, k), 3.86 (m, 2H, H), 2.86 (m, 1H,
Hsy), 2.73 (m, 1H, k), 2.50 (m, 2H, k), 2.48 (m, 2H, H;), 1.81 (m, 1H, Hy), 1.51 (m, 2H,
Ho7 Hsg), 1.42 (m, 4H, ks H3p), 0.96 (m, 6H, K Hyg), 0.86 (m, 6H, Hy, Hss), 0.70 (m, 6H,
Hzz, Hz3); ©°C NMR (MeOD, 75 MHz) § 174.4 (Gg), 172.6 (Go), 172.0 (G), 172.0 (G,),
171.8 (Ge), 171.0 (Gg), 157.4 (G), 137.8 (G3), 131.3 (G, Ci1), 129.0 (@), 123.6 (q, J=
280.0 Hz, G), 116.2 (G, Ci0), 61.8 (Go), 56.9 (G), 54.9 (Gs, Ca1), 41.4 (Gs, Cs0), 40.4 (q,
J=44.0 Hz, ¢, 37.8 (G), 31.5 (Gy), 26.1 (Gg), 26.0 (Gy), 23.5 (G7,Cs3), 23.0 (Gs, Cy),

21.7 (G, Css), 19.5 (Gy), 19.4 (G3); *°F (MeOD, 188 MHz)$ -73.96 (t, J= 8.8 Hz)R (cm”
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1): 2973 (C-H), 1678 (C=0), 1628 (C=C), 1543 (N-HESI' MS m/z 686 [M-H]; Anal.
Calcd for GoHagFsNsOs + 5 HO: C, 49.41; H, 7.53; N, 9.01; found C, 48.67; HOO7 N, 8.24

tert-butyl N-[(1 S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-oxo-2-[4-(trifluoro methyl) anilino]
ethyl]carbamate 145

Tt
6 3
19 , O > Ca1H23F3N204
20~ | o1zN_g L
T T8N Y8
18 O ni Hig MW= 424.41 g/mol
21 1075 15
OH
12714

To a solution of Boc-Tyr-OH (4 g, 14.2 mmol, 1 eq)dry DMF (50 ml) was added 4-
(trifluoromethyl)aniline (2.75 g, 17.06 mmol, 1.8)eEDCI (3.27 g, 17.06 mmol, 1.2 eq) and
HOBt (2.30 g, 17.06 mmol, 1.2 eq) in this ordereThixture was stirred overnight at room
temperature under argon atmosphere. The solventewagorated under vacuum and the
residue obtained was dissolved in EtOAc (40 ml)e Binganic layer was washed with 10%
aqueous solution of citric acid (2 x 30 ml), waggd ml), 10% aqueous solution 0p®O; (2

x 30 ml) and brine (30 ml), dried over )}, filtered and evaporated. The crude product
was purified by column chromatography (DCM/ethél) %o give the compounti45 (2.53g,
6.10 mmol, 43%) as a white solith.p. 196°-198°C; Rf: 0.4S0O, DCM/Et,0O: 9/1);'HNMR
(DMSO-d6, 300 MHz) 6 10.36 (s, 1H, NH-g), 9.16 (s, 1H, OH), 7.79 (d, 2H, J= 8.5 Hz, H
H-), 7.67 (d, 2H, J= 8.5 Hz, 41H¢), 7.09 (d, 2H, J= 8.6 Hz, i Hi¢), 6.67 (d, 2H, J= 8.6 Hz,
His, His), 4.26 (M, 1H, k), 2.86 (m, 1H, hby), 2.73 (m, 1H, hby), 1.35 (s, 9H, kb, Hao, Ha21);

3C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 171.6 (G), 155.8 (G7), 155.4 (Gs), 142.5 (G), 130.1
(Ci2, Cig), 127.7 (Gy), 126.0 (G, C7), 125.5 (G), 123.4 (q, J= 274.8 Hz 1} 119.1 (G, &),
114.8 (Gs, Cis), 78.1 (Gg), 57.0 (G), 36.5 (Go), 28.1 (Ge, Coo, Co1); *°F (DMSO-d6, 188
MHz) & -60.71 (s)IR (cm™): 2987 (C-H), 1669 (C=0), 1601 (C=C), 1516 (N-#348 (C-
H); ESI® MS m/z 447 [M+NaJ; Anal. Calcd for GiH23FsN.Os: C, 59.43; H, 5.46; N, 6.60;
found C, 59.41; H, 5.56; N, 6.59

211



tert-butyl N-[(1 9)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-oxo0-2-[4-(trifluoro methyl)
anilino]ethyl]carbamoyl]-2-methyl-propyl]carbamate 146

CF3
@:ﬂz \)k 5©/ CaeH32F3N30s5
N"18 H16

MW= 523.54 a/mc

12 OH

1314

A solution of145(2.53 g, 6.10 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (&0 was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporate@rumacuum to afford free amine
quantitative yield as a yelow oil, which was useithaut further purification.!H NMR
(DMSO-d6, 300 MHz)5 11.21 (s, 1H, NH), 9.40 (s, 1H, OH), 8.41 (s, BHH3) 7.83 (d, 2H,
J=8.5 Hz), 7.66 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 7.10 (d, 268X Hz), 6.69 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 4.35 (m,
1H, Ho), 3.10 (m, 1H, Hby, 3.04 (M, 1H, Hoy); °C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 167.6,
156.6, 141.7, 130.5, 127.8, 126.1, 124.5, 123.84R74.8 Hz), 119.4, 115.3, 54.5, 36
(DMSO-d6, 188 MHz) & -60.82 (s);ESI" MS m/z 325 [M+HJ"; To a solution of obtained
amine (6.10 mmol, 1 eq) in dry DMF (30 ml) was adi@®c-Val-OH (1.6 g, 7.32 mmol, 1.2
eq), DIPEA (3.15 g, 24.4 mmol, 4 eq), EDCI (1.47g82 mmol, 1.2 eq) and HOBt (990 mg,
7.32 mmol, 1.2 eq) in this order. The mixture wsed overnight at room temperature under
argon atmosphere. The solvent was evaporated wadenum and the residue obtained was
dissolved in EtOAc (30 ml). The organic layer waastved with 10% aqueous solution of
citric acid (2 x 30 ml), water (30 ml), 10% aquematution of KCO; (2 x 30 ml) and brine
(30 ml), dried over Ng&Q,, filtered and evaporated. The crude product wadsfigd by
column chromatography (DCM/E: 8/2) to give the compounti46 (1.72 g, 3.3 mmoaol,
54%) as white foamRf: 0.25 (SO, DCM/Et,0: 9/1); *H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) &
10.36 (s, 1H, NH-g), 9.14 (s, 1H, OH), 8.06 (d, 1H, J= 7.9 Hz, NB;&.76 (d, 2H, J=8.5
Hz, Hs, H7), 7.66 (d, 2H, J= 8.5 Hz, 4Hg), 7.05 (d, 2H, J= 8.6 Hz, | Hie), 6.67 (d, 1H, J=
9.0 Hz, NH-Gg), 6.62 (d, 2H, J= 8.6 Hz, i His), 4.63 (dd, 1H, J= 13.7 and 7.8 Hzg)H
3.78 (t, 1H, J=7.9 Hz, 1), 2.93 (m, 1H, hby), 2.81 (m, 1H, hby), 1.87 (m, 1H, H), 1.37 (s,
OH, Haa, Hos, Hze), 0.76 (M, 3H, k), 0.74 (m, 3H, kh); *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 8
171.3 (G7), 170.7 (G), 155.9 (G,), 155.4 (Gy), 142.3 (G), 130.1 (G,, Cie), 127.2 (Go),

126.0 (G, C;), 125.7 (G), 123.1 (q, J= 274.8 Hz,.L 119.2 (G, Cg), 114.9 (G, Cis), 78.1
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(C23), 59.9 (Gg), 55.0 (G), 36.9 (Go), 30.5 (Go), 28.1 (G4, Cos5, Cr6), 19.0 (Go), 18.1 (Gy);
¢ (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -60.75 (s);IR (cm™): 3300 (N-H), 2959 (C-H), 1647 (C=0),
1609 (C=C), 1515 (N-H)MS (ESI+) m/z: 546 [M+N4]; Anal. Calcd for GeHzFsN30s: C,
59.65; H, 6.16; N, 8.03; found C, 59.31; H, 6.38:7\81

tert-butyl N-[(1 S)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[4-
(trifluoromethyl)anilino]ethyl]carbamoyl]-2-methyl- propyl]carbamoyl]-3-methyl-
butyl]jcarbamate 147

CF3
3 @
O 28 N\)J\ \/g% \)gN Cs2H43F3N4Os
32 O 24ﬁ/27 \@\15 MW= 636.70 g/mol

OH
12 1314

A solution 0f146(1.62 g, 3.05 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (b§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@N, which was used without further
purification.'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) & 10.68 (s, 1H, NH), 9.27 (s, 1H, OH), 8.81 (d,
1H, J= 7.9 Hz), 7.82 (d, 2H, J= 8.5 Hz), 7.67 (d, 2= 8.5 Hz), 7.14 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 6.66
(d, 2H, J= 8.6 Hz), 4.65 (m, 1H), 3.65 (m, 1H),&@n, 1H), 2.89 (m, 1H), 2.15 (m, 1H),
0.94 (m, 3H), 0.91 (m, 3H)*C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) 5 170.3, 168.0, 156.0, 142.3,
130.1, 127.0, 126.0, 125.7, 123.1 (q, J= 274.8 H¥9,2, 115.0, 57.0, 55.6, 36.6, 29.8, 18.3,
17.4;*°F (DMSO-d6, 188 MHz) § -60.73 (s):ESI" MS m/z 424 [M+HJ". To a solution of
amine (3.05 mmol, 1 eq) in dry DMF (20 ml) was added B@t+OH (849 mg, 3.67 mmol,
1.2 eq), DIPEA (1.6 g, 12.2 mmol, 4 eq), EDCI (#08, 3.67 mmol, 1.2 eq) and HOBt (496
mg, 3.67 mmol, 1.2 eq) in this order. The mixturasvstirred overnight at room temperature
under argon atmosphere. The solvent was evapouatbel vacuum and the residue obtained
was dissolved in EtOAc (20 ml). The organic layesswwashed successively with 10%
agueous solution of citric acid (2 x 20 ml), waf2® ml), 10% aqueous solution 0p®O; (2

x 20 ml) and brine (20 ml), dried over )}, filtered and evaporated. The crude product
was purified by column chromatography (DCM/ethéB) 7o give the compount47 1.40 g,
2.2 mmol, 72%) as a white soligh.p. 152°-154°C; Rf: 0.3S0, DCM/Et,0: 7/3);*'H NMR

(DMSO-d6, 400 MHz) § 10.24 (s, 1H, NH-g), 9.09 (s, 1H, OH), 8.18 (d, 1H, J= 6.8 Hz,
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NH-Cy), 7.75 (d, 2H, J= 8.7 Hz,#H,), 7.64 (d, 2H, J= 8.7 Hz,41He), 7.47 (d, 1H, J= 8.6
Hz, NH-Cg), 7.03 (d, 2H, J= 8.4 Hz, bl Hie), 6.98 (d, 1H, J= 7.7 Hz, NH%), 6.63 (d, 2H,
J= 8.4 Hz, Hs, His), 4.59 (M, 1H, k), 4.23 (m, 1H, kk), 3.97 (M, 1H, k), 2.94 (dd, 1H, J=
14.0 and 6.3 Hz, HJ), 2.82 (dd, 1H, J= 14.0 and 8.2 Hzyof), 1.93 (m, 1H, ), 1.57 (m,
1H, Hps), 1.41 (M, 2H, Hy), 1.37 (S, 9H, kb, Ha1, Hzp), 0.84 (m, 6H, ks, Hy7), 0.82 (m, 3H,
Hao), 0.79 (m, 3H, Hh); **C NMR (DMSO-d6, 100 MHz)$ 172.1 (G,), 170.8 (G7), 170.4
(Cg), 155.8 (Ga), 155.2 (Gg), 142.3 (G), 129.8 (G2, Cie), 127.0 (Gy), 125.8 (G, C)), 125.7
(Cy), 123.3 (q, J= 274.8 Hz,1§; 119.1 (G, Cs), 114.9 (Gs, Cis), 78.0 (Go), 57.0 (Gg), 55.1
(Co), 52.9 (Ga), 40.2 (G4), 36.5 (Go), 30.9 (Gy), 28.1 (Go, Ca1, Czo), 24.2 (Gs), 22.8 (Ge),
21.5 (Gy), 19.0 (Go), 17.7 (Gy); *°F (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -60.74 (s);IR (cm™): 3381
(N-H), 2959 (C-H), 1678 (C=0), 1643 (C=C), 1515 Ki}- ESI* MS m/z 659 [M+NaJ;
Anal. Calcd for GyH43F3N4Os + 0.15 HO: C, 60.11; H, 6.84; N, 8.76; found C, 59.78; H,
7.06; N, 8.54

tert-butyl N-[(1 S)-1-[[(19)-1-[[(19)-1-[[(19)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[4-
(trifluoromethyl)anilino]ethyl]carbamoyl]-2-methyl- propyllcarbamoyl]-3-methyl-
butyl]lcarbamoyl]-3-methyl-butyl]jcarbamate 148

32 1

20 21 P

380 37317, O o 6

6)( o8 N 19 17 H\Q)J\ §©/2 CsgHs4F3Ns07

35034N 29 é22”18 - 8N 38
O 242\5(27 O 10

. He MW= 749.86 g/mol
11 15
26 12 1314OH

A solution 0f147(1.38 g, 2.16 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (b§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amires an
hydrochlorite salt in quantitative yield as a yelmi, which was used without further
purification.'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) & 10.52 (s, 1H, NH), 9.19 (s, 1H, OH), 8.48 (d,
1H, J= 6.8 Hz, NH), 8.41 (d, 1H, J= 8.6 Hz, NHRB(bs, 3H, NH), 7.83 (d, 2H, J= 8.7 Hz),
7.65 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.06 (d, 2H, J= 8.4 Hz§36(d, 2H, J= 8.4 Hz), 4.60 (m, 1H), 4.25
(m, 1H), 3.86 (m, 1H), 2.51 (m, 1H,), 2.49 (m, 1H)98 (m, 1H), 1.57 (m, 1H), 1.37 (m,
2H,), 0.85 (m, 6H), 0.83 (m, 3H), 0.81 (m, 3HJC NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 170.7,
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170.4, 168.7, 155.9, 142.4, 129.9, 127.1, 126.6,7.2123.0 (q, J= 274.8 Hz), 119.0, 114.8,
57.8, 55.3, 50.7, 40.3, 36.5, 30.8, 23.4, 22.5),219.0, 18.3*F (DMSO-d6, 188 MHz)§ -
60.71 (s);ESI" MS m/z 537 [M+HJ". To a solution ofree amine (2.17 mmol, 1 eq) in dry
DMF (20 ml) was added Boc-Leu-OH (601 mg, 2.60 mno? eq), DIPEA (1.12 g, 8.68
mmol, 4 eq), EDCI (498 mg, 2.60 mmol, 1.2 eq) ar@Bi (351 mg, 2.60 mmol, 1.2 eq) in
this order. The mixture was stirred overnight aimotemperature under argon atmosphere.
The solvent was evaporated under vacuum and tidueeebtained was dissolved in EtOAc
(20 ml). The organic layer was washed successiwvely 10% aqueous solution of citric acid
(2 x 20 ml), water (20 ml), 10% aqueous solutiorke€O; (2 x 20 ml) and brine (20 ml),
dried over NaSQ,, filtered and evaporated. The crude product wasfipd by column
chromatography (DCM/ether: 1/1) to give the commbdd8 (.17 g, 1.6 mmol, 74%) as
white foam.Rf: 0.5 (SO, DCM/Et,0: 1/1);*H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) 5 10.28 (s, 1H,
NH-Cg), 9.14 (s, 1H, OH), 8.15 (d, 1H, J= 6.8 Hz, Ngh(.83 (d, 1H, J= 8.6 Hz, NH-g),
7.75 (d, 2H, J= 8.7 Hz, $iH;), 7.64 (d, 2H, J= 8.7 Hz, HHs), 7.63 (m, 1H, NH-g3), 7.03
(d, 2H, J= 8.4 Hz, I3, Hig), 6.91 (d, 1H, J= 7.7 Hz, NH=), 6.62 (d, 2H, J= 8.4 Hz, |
His), 4.58 (m, 1H, K), 4.37 (m, 1H, k), 4.17 (m, 1H, k), 3.95 (m, 1H, k), 2.93 (dd, 1H,
J=14.0 and 6.3 Hz, ), 2.81 (dd, 1H, J= 14.0 and 8.2 Hzg#), 1.93 (m, 1H, Hk), 1.58 (m,
2H, Hps, Hz1), 1.41 (m, 2H, H), 1.37 (S, 9H, Kk, Hzz, Hsg), 1.36 (M, 2H, k), 0.85 (m, 6H,
Haz, Hss), 0.84 (m, 6H, ks, Hyy), 0.82 (m, 3H, k), 0.79 (m, 3H, Hy); *C NMR (DMSO-
d6, 100 MHz) 6 172.4 (Gg), 171.7 (G7), 170.8 (Gy), 170.6 (G), 155.8 (G4), 155.2 (G,
142.3 (G), 129.9 (Gy, Cig), 127.1 (Gy), 126.0 (G, C7), 125.7 (Q), 123.3 (q, J= 274.8 Hz,
Cy), 119.1 (G, &), 114.9 (Gs, Cis), 78.0 (Gg), 57.4 (Gg), 55.2 (G), 52.8 (Gg), 50.7 (G3),
40.1 (Ga, Cgo), 36.6 (Go), 30.9 (Go), 28.1 (Ge, Ca7, Cag), 24.2 (Ga), 23.9 (Gs), 23.1 (Go),
22.7 (Ga), 21.6 (Gg, Co7), 19.0 (Go), 17.8 (G1); *°F (DMSO-d6, 188 MHz)$ -60.74 (s)iR
(cm™): 3308 (N-H), 2959 (C-H), 1678 (C=0), 1635 (C=C315 (N-H);ESI* MS m/z 772.5
[M+Na']; Anal. Calcd for GgHssF3NsO7: C, 60.87; H, 7.26; N, 9.34; found C, 60.62; H85[.
N, 9.04
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4-[[(19)-1-[[(29)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[4-
(trifluoromethyl)anilino]ethyl]carbamoyl]-2-methyl- propyllcarbamoyl]-3-methyl-
butyl]Jcarbamoyl]-3-methyl-butyllamino]-4-oxo-butanoic acid 149

36 23 Cs7H50F3N50s
HOMN 28N L7 \)gN
o) H 24Y27 O 10\@\ MW= 749.82 g/mc
12 OH

A solution 0f148(738 mg, 0.98 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (h§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@il, which was used without further
purification.'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz)§ 10.49 (s, 1H, NH), 9.20 (s, 1H, OH), 8.61 (d,
1H, J= 6.8 Hz, NH), 8.21 (bs, 3H, NK8.20 (m, 1H, NH), 7.96 (d, 1H, J= 7.7 Hz, NH){&@
(d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.65 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.632H, J= 8.4 Hz), 6.63 (d, 2H, J= 8.4 Hz),
4.60 (m, 1H), 4.45 (m, 1H), 4.14 (m, 1H), 3.78 (th]), 2.93 (dd, 1H, J= 14.0 and 6.3 Hz),
2.78 (dd, 1H, J= 14.0 and 8.2 Hz), 1.95 (m, 1H361(m, 2H), 1.42 (m, 2H), 1.23 (m, 2H),
0.85 (m, 6H), 0.84 (m, 6H), 0.76 (m, 6HJC NMR (DMSO-d6, 75 MHz) & 171.1, 170.7,
170.6, 168.6, 155.9, 142.4, 129.9, 127.1, 125.9,712123.4 (q, J= 274.8 Hz), 119.0, 114.9,
57.7, 55.3, 51.2, 50.7, 40.1, 36.6, 30.6, 24.04,233.0, 22.5, 22.1, 19.0, 18 5F (DMSO-
d6, 188 MHz) 6 -60.72 (s);ESI" MS m/z 684 [M-H]. To a solution ofree amine (650 mg,
0.95 mmol, 1.0 eq) in dry DMF (20 ml) was addedyatride succinic (105 mg, 1.04 mmol,
1.1 eq) and DIPEA (244 mg, 0.84 mmol, 2 eq). Thetune was stirred at room temperature
overnight. The solution was brought at pH5 usingoldf aqueous solution of citric acid. The
solvent was evaporated and the residue was cigsthlin MeOH/E4O to give149 (500 mg,
0.67 mmol, 70%) as white solign.p.: 206°-208°C; Rf: 0.3(SO,, EtOAc/MeOH/AcOH:
8/2/1);'H NMR (DMSO-d6, 400 MHz)§ 10.42 (bs, 1H, COOH), 10.31 (s, 1H, NH}®.18
(s, 1H, OH), 8.14 (d, 1H, J= 6.8 Hz, NH)C8.04 (d, 1H, J= 6.9 Hz, NH§), 7.94 (d, 1H, J=
8.6 Hz, NH-G3), 7.78 (d, 2H, J= 8.7 Hz, HH;), 7.65 (d, 2H, J= 8.7 Hz, HHe), 7.57 (m,
1H, NH-Gg), 7.04 (d, 2H, J= 8.4 Hz, i Hie), 6.62 (d, 2H, J= 8.4 Hz, g Hs), 4.58 (m,
1H, Ho), 4.28 (m, 2H, Ky, Hzg), 4.15 (m, 1H, Hk), 2.95 (dd, 1H, J= 14.0 and 6.3 Hz,ohl
2.82 (dd, 1H, J= 14.0 and 8.2 Hzioh), 2.42 (M, 2H, Hy), 2.37 (M, 2H, k), 1.94 (m, 1H,
Hig), 1.58 (m, 2H, Kk, Hsi), 1.46 (m, 2H, Hy), 1.44 (m, 2H, hy), 0.86 (M, 6H, kb, Hs3),
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0.81 (m, 6H, Hg, Hp7), 0.78 (M, 3H, k), 0.77 (m, 3H, Hh); *C NMR (DMSO-d6, 100
MHz) & 173.8 (G7), 172.8 (Gg), 171.8 (Gy), 171.1 (Gy), 170.7 (G), 170.6 (G;), 155.9
(C1a), 142.4 (G), 129.9 (Ga, Cie), 127.1 (G1), 126.0 (G, Cy), 125.9 (G), 123.3 (g, J= 274.8
Hz, G), 119.1 (G, GCs), 114.9 (Gs, Ci5), 57.5 (Gg), 55.3 (G), 53.0 (Gy), 51.1 (Gg), 40.7
(Cs0), 40.1 (G4), 36.6 (Go), 30.6 (Go), 29.9 (Gs), 29.2 (Ge), 24.2 (G, C2s), 23.0 (G2, Caa),
21.6 (Ge C7), 19.0 (Go), 17.9 (G1); *°F (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -60.73 (s);IR (cm™):
3650 (OH), 2972 (C-H), 1678 (C=0), 1628 (C=C), 1§N6H), 1408 (O-H);ESI' MS m/z
748 [M-H]; Anal. Calcd for G7HsoFsNsOg + 1.5 HO: C, 57.20; H, 6.89; N, 9.02; found C,
57.43; H, 7.31; N, 9.34

tert-butyl N-[(1 S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-ox0-2-[[2-0x0-4-(tifluoromethyl)
chromen-7-yllamino]ethyl]carbamate 151

ek,
P
22 o 883
H Ca4H23F3N20
23 9 4 241233206
N.J
\Ng? %N ~5°07 0
ay O 13 H1918 MW= 492.44 g/mol
1\4©17
15 OH
16

To a solution of 7-amino-4-(trifluoromethyl)countart50 (2 g, 8.73 mmol, 1 eq) and Boc-
Tyr-OH (2.45 g, 8.73 mmol, 1 eq), in dry pyridin@0(ml) was added phosphoryl chloride
(814 ul, 8.73 mmol, 1 eq) at -15°C, and the sofutias stirred at -15°C for 15 min. the
solution was poured into water and the solution @xsacted with EtOAc. The EtOAc layer
was separated, washed with saturated aqueous NgHO% aqueous citric acid, brine, and
dried over NgSQ,. Filtration, concentration in vacuo and purificati by silica gel flash
column chromatography (DCM/E2: 8/2) gavel51(2.0 g, 4.06 mmol, 46%) as a white solid.
m.p.: 224-226°C; Rf: 0.4(S0, DCM/Et,O: 8/2);'H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) & 10.58
(s, 1H, NH-G,), 9.17 (s, 1H, OH), 7.90 (d, 1H, J= 2.0 HzH7.68 (d, 1H, J= 8.9 Hz, M
7.53 (dd, J=8.9 and 2.0 Hz, 1Hg)H7.15 (d, 1H, J= 7.8 Hz, NH4€), 7.09 (d, 2H, J= 8.6 Hz,
His Hig), 6.90 (s, 1H, K, 6.65 (d, 2H, J= 8.6 Hz, gl Hig), 4.26 (m, 1H, H), 2.88 (m, 1H,
Hisd, 2.76 (M, 1H, hky),1.34 (S, 9H, kb, Has Hag); °C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) &
172.1 (G1), 158.6 (G), 155.8 (G7), 154.7 (G), 155.4 (Go), 143.1 (G), 139.2 (g, J= 31.7 Hz,

Cy), 130.1 (Gs, Cio), 127.5 (Ga), 125.4 (G), 121.8 (q, J= 274.5 Hz,.§ 116.1 (G), 114.9
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(Ci6, Crg), 114.4 (G), 108.3 (G), 106.3 (Go), 78.2 (G1), 57.1 (G2), 36.4 (G3), 28.1 (G,
Cas, Coa); °F (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -63.99 (s)IR (cm™): 3400 (N-H), 2959 (C-H), 1678
(C=0), 1644 (C=C), 1528 (N-H)ESI" MS m/z 515 [M+Na]; Anal. Calcd for
Ca4Ha3FsN20g: C, 58.54; H, 4.71; N, 5.69; found C, 58.20; H4.N, 6.07

tert-butyl N-[(1 S)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[[2-0Xx0-4-
(trifluoromethyl)chromen-7-ylJamino]ethyl]lcarbamoyl ]-2-methyl-propyl]carbamate 152

CF3
6.2
29 O 22 A 3
/k 20 JJ\ Ca9H32F3N307
o 25N 21 - >80
Hig MW= 591.58 g/mol
B O
15 OH

16

A solution 0f151(1.3 g, 2.64 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (1§ mas stirred for 2 h at
room temperature. The solvent was evaporated iruwacto afford free aminavith
quantitative yield as yelow oil, which was used haitt further purification.'H NMR
(DMSO-d6, 300 MHz)3 11.58 (s, 1H, NH), 8.86 (s, 1H, OH), 8.46 (sl, 3HH3), 7.91 (d, J=
2.1 Hz, 1H), 7.70 (d, J= 9.0 Hz, 1H), 7.60 (dd, & and 2.1 Hz), 7.10 (d, 2H, J= 8.6 Hz),
6.93 (s, 1H), 6.68 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 4.30 (m, 1B}12 (dd, 1H, J= 13.8 and 6.2 Hz), 3.07
(dd, 1H, J= 13.8 and 7.3 HZC NMR (DMSO-d6, 75 MHz) § 168.0, 158.5, 156.6, 154.5,
143.2, 139.2 (g, J= 31.7 Hz), 130.5, 126.6, 124120.2 (q, J= 274.5 Hz), 116.2, 115.3,
114.9, 108.9, 106.6, 54.6, 3610F (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -64.02 (s);ESI" MS m/z 393
[M+H]*. To a solution oimine (2.64 mmol, 1 eq) in dry DMF (20 ml) was added Btad-
OH (642 mg, 2.95 mmol, 1.2 eq), DIPEA (1.36 g, 80tbmol, 4 eq), EDCI (566 mg, 2.95
mmol, 1.2 eq) and HOBt (397 mg, 2.95 mmol, 1.2iaghis order. The mixture was stirred
overnight at room temperature under argon atmosphére solvent was evaporated under
vacuum and the residue obtained was dissolved @AEL(20 ml). The organic layer was
washed successively with 10% aqueous solutiont€ ecid (2 x 20 ml), water (20 ml), 10%
aqueous solution of ££0O; (2 x 20 ml) and brine (20 ml), dried over J8&), filtered and
evaporated. The crude product was purified by cal@momatography (DCM/ether: 7/3) to
give the compound52 .0 g, 1.7 mmol, 64%) as white foaRf: 0.3 (SO, DCM/Et0:
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7/3); *H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) & 10.51 (s, 1H, NH-@), 9.16 (s, 1H, OH), 8.12 (d,
1H, J= 7.8 Hz, NH-@), 7.87 (d, 1H, J= 2.0 Hz, ), 7.67 (d, 1H, J= 8.7 Hz, A 7.49 (dd,
1H, J= 8.7 and 2.0 Hz,gH 7.05 (d, 2H, J= 8.6 Hz,#H10), 6.90 (s, 1H, H), 6.68 (d, 1H, J=
7.8 Hz, NH-G3), 6.65 (d, 2H, J= 8.6 Hz, 1 Hig), 4.65 (m, 1H, hb), 3.79 (m, 1H, k), 2.94
(m, 1H, Hsy), 2.88 (m, 1H, Hky), 1.88 (M, 1H, k), 1.27 (S, 9H, b, Hag, Hag), 0.77 (M, 3H,
Ha3), 0.75 (M, 3H, Hy) ; *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 8 171.4 (Go), 171.2 (G1), 158.6
(Cs), 155.9 (G7), 155.4 (Gs), 154.6 (G), 142.9 (G), 139.2 (q, J= 32.3 Hz, & 130.3 (Gs,
Cio), 127.0 (Gs), 125.4 (G), 121.6 (q, J= 274.5 Hz,.}; 116.1 (G), 114.6 (Gs, Cig), 114.5
(Ca), 108.3 (@), 106.3 (Go), 78.1 (Ge), 59.8 (G1), 57.1 (G2), 36.8 (Ga), 30.5 (Gy), 28.1
(Ca7, Cog, Coo), 19.1 (Gs), 18.2 (Gy); *°F (DMSO-d6, 188 MHz) & -64.02 (s);IR (cm™):
3308 (N-H), 2959 (C-H), 1678 (C=0), 1644 (C=C), 8F&-H); ESI' MS m/z 590 [M-HJ;
Anal. Calcd for G4H»3F3N-Oe: C, 58.54; H, 4.71; N, 5.69; found C, 58.20; H,4.N, 6.07

tert-butyl N-[(1 5)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[[2-0x0-4-
(trifluoromethyl)chromen-7-yllamino]ethyl]carbamoyl ]-2-methyl-propyl]carbamoyl]-3-
methyl-butyl]jcarbamate 153

1CF3
23 24 . P
X
o 33 H 922 HoH O ° 3 CssHa3F3N4Os
031N2625N21 1TN 50 4o
2] 5N : ' Hqg 10 MW= 704.73 g/mol
e} O 13 19
35 27 30 18
14 ,
29 15 OH
16

A solution 0f152(965 mg, 1.63 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (h§ was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride saltin quantitative yield as yelow oil, which was usedthout further
purification. 'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) § 11.01 (s, 1H, NH-G), 8.96 (s, 1H, OH),
8.20 (bs, 3H, Nb), 8.09 (d, 1H, J= 7.8 Hz, NH), 7.90 (d, 1H, J= Bi£), 7.69 (d, 1H, J= 8.8
Hz), 7.42 (dd, 1H, J= 8.8 and 2.0 Hz), 7.15 (d, 2H8.4 Hz), 6.89 (s, 1H), 6.65 (d, 2H, J=
8.4 Hz), 4.70 (m, 1H), 3.69 (m, 1H), 3.01 (dd, 1, 13.8 and 6.2 Hz), 2.89 (m, 1H), 2.10
(m, 1H), 0.93 (d, 3H, J= 6.9 Hz), 0.91 (d, 3H, J& Hz) ;**C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) §
170.8, 168.0, 158.4, 156.0, 154.6, 155.4, 143.0,AL%y, J= 32.3 Hz), 130.1, 127.1, 125.4,

123.4 (g, J= 274.5 Hz), 116.1, 115.0, 114.5, 10808, 3, 57.0, 55.8, 36.7, 29.8, 18.3, 17.4;
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% (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -64.01 (s);MS (ESI-) m/z: 492 [M+H]. To a solution ofree
amine (1.63 mmol, 1 eq) in dry DMF (20 ml) was added B@w+OH (453 mg, 1.96 mmaol,
1.2 eq), DIPEA (843 mg, 6.52 mmol, 4 eq), EDCI (37§, 1.96 mmol, 1.2 eq) and HOBt
(265 mg, 1.96 mmol, 1.2 eq) in this order. The mm&twas stirred overnight at room
temperature under argon atmosphere. The solventewagorated under vacuum and the
residue obtained was dissolved in EtOAc (20 ml)e Binganic layer was washed with 10%
aqueous solution of citric acid (2 x 20 ml), wa2d ml), 10% aqueous solution 0p®O; (2

x 20 ml) and brine (20 ml), dried over )}, filtered and evaporated. The crude product
was purified by column chromatography (DCM/Rt 6/4) to give the compourith3 626 g,
0.75 mmol, 46%) as white foarRf: 0.4 (SO, DCM/ether: 6/4)H NMR (DMSO-d6, 400
MHz) § 10.55 (s, 1H, NH-@), 9.16 (s, 1H, OH), 8.31 (d, 1H, J= 7.2 Hz, Nkb)C7.86 (d,
1H, J= 2.0 Hz, ht), 7.67 (d, 1H, J= 8.7 Hz,# 7.51 (dd, 1H J=8.7 and 2.0 Hzg)H7.50 (m,
1H, NH-Gs), 7.05 (d, 2H, J= 8.2 Hz, 5l H19), 7.03 (m, 1H, NH-G), 6.89 (s, 1H, k), 6.63
(d, 1H, J= 7.8 Hz, NH-&), 6.65 (d, 2H, J= 8.2 Hz, . Hig), 4.58 (dd, 1H, J=14.2 and 7.2
Hz, H), 4.23 (M, 1H, Ky, 3.97 (m, 1H, k), 2.94 (dd, 1H, J= 14.0 and 6.5 Hzsh 2.83
(dd, 1H, J=14.0 and 8.2 Hz4g), 1.96 (m, 1H, k), 1.57 (m, 1H, k), 1.40 (m, 2H, H),
1.37 (S, 9H, hb, Hag, Has), 0.86 (M, 6H, kb, Hao), 0.77 (m, 3H, k), 0.75 (m, 3H, k) ; *°C
NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 8 172.7 (Gs), 171.5 (Gy), 171.4 (Go), 159.1 (G), 156.4 (G7),
155.9 (Gy), 155.1 (G), 143.5 (G), 139.6 (g, J= 32.3 Hz, & 130.4 (Gs, Ci9), 127.4 (GJ),
125.9 (G), 122.2 (q, J= 274.5 Hz1}; 116.6 (G), 115.4 (Gs, Cig), 114.9 (G), 108.8 (G),
106.8 (Go), 78.6 (Ge), 57.4 (G1), 55.8 (G2), 53.4 (Ge), 40.9 (Gy), 37.0 (G3), 31.5 (G,
28.6 (G, Cas, Cas), 24.7 (Gg), 23.4 (Gy), 22.0 (Go), 19.5 (G3), 18.3 (G,); **F (DMSO-d6,
188 MHz) & -64.01 (s)IR (cm™): 3320 (N-H), 2972 (C-H), 1678 (C=0), 1645 (C=C516
(N-H), 1407 (OH);MS (ESI+) m/z: 727 [M+Na]; Anal. Calcd for GsHs3FsN4Og + 0.15
H.O: C, 59.42; H, 6.18; N, 7.92; found C, 59.03; HE N, 7.70
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tert-butyl N-[(1 S)-1-[[(19)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[[2-0x0
-4-(trifluoromethyl)chromen-7-ylJamino]ethyl]carbam oyl]-2-methyl-propyljcarbamoyl]-
3-methyl-butyl]carbamoyl]-3-methyl-butyl]jcarbamate 154

CF3
7 5 2
39 0 ) o 3; C41H54F3N50g

N N N 5
037 32 5 21 _11H19 029 © MW= 817.89 a/mc

27" 30 O 13 18
28 14
15

A solution 0f153(500 mg, 0.70 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (b0 was stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@il, which was used without further
purification.'H NMR (DMSO-d6, 400 MHz) & 10.80 (s, 1H, NH), 9.20 (s, 1H, OH), 8.47 (d,
1H, J= 7.2 Hz, NH), 8.41 (m, 1H, NH), 8.29 (bs, 3Hs), 7.90 (d, 1H, J= 1.9 Hz), 7.67 (d,
1H, J= 8.7 Hz), 7.53 (dd, 1H, J= 8.7 and 1.9 HA)F7d, 2H, J= 8.2 Hz), 6.89 (s, 1H), 6.63
(d, 2H, J= 8.2 Hz), 4.61 (dd, 1H, J= 14.2 and 72}, ¥4.24 (m, 1H), 3.86 (m, 1H), 2.97 (dd,
1H, J= 14.0 and 6.5 Hz), 2.83 (dd, 1H, J= 14.0&2z), 1.98 (m, 1H), 1.57 (m, 1H), 1.48
(m, 2H), 0.83 (m, 6H), 0.82 (m, 6H)**C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) § 171.1, 170.5,
168.5, 158.6, 156.0, 154.6, 143.1, 139.0 (q, J3 B&), 129.9, 127.0, 125.4, 123.5 (q, J=
274.5 Hz), 116.1, 114.9, 114.45)C108.2, 106.2, 57.8, 55.4, 50.7, 40.8, 36.5, 3B, 22.6
(Ca9), 22.0, 19.0, 18.3°F (DMSO-d6, 188 MHz)§ -64.00 (s)ESI" MS m/z 603 [M-HJ. To

a solution offree amine (0.62 mmol, 1 eq) in dry DMF (10 ml) was added Bew-OH (173
mg, 0.75 mmol, 1.2 eq), DIPEA (321 mg, 2.48 mmogdd, EDCI (143 mg, 0.75 mmol, 1.2
eq) and HOBt (101 mg, 1.96 mmol, 1.2 eq) in thdeor The mixture was stirred overnight at
room temperature under argon atmosphere. The sokanevaporated under vacuum and the
residue obtained was dissolved in EtOAc (10 mlke dhganic layer was washed successively
with 10% aqueous solution of citric acid (2 x 10,mbater (10 ml), 10% aqueous solution of
K2CGOs (2 x 10 ml) and brine (10 ml), dried over J8&, filtered and evaporated. The crude
product was purified by column chromatography (DEMD: 6/4) to give the compourib4
(300 mg, 0.37 mmol, 59%) as white fodRf: 0.5 (SO, DCM/ether: 6/4)*H NMR (DMSO-

d6, 400 MHz) 6 10.53 (s, 1H, NH-g), 9.15 (s, 1H, OH), 8.20 (d, 1H, J= 7.2 Hz, NH)C
7.86 (s, 1H, Hb), 7.84 (d, 1H, J= 7.4 Hz, NH%), 7.67 (d, 1H, J=8.7 Hz,#H 7.66 (m, 1H,

NH-Cy1), 7.49 (d, 1H, J= 8.7 Hz, 4 7.03 (d, 2H, J= 8.2 Hz, 1§l H1e), 6.91 (m, 1H, NH-
221



Co), 6.89 (s, 1H, K), 6.62 (d, 2H, J= 8.2 Hz, g Hig), 4.59 (dd, 1H, J= 14.2 and 7.2 Hz,
Hio), 4.37 (m, 1H, Hb), 4.17 (m, 1H, Hy), 3.95 (m, 2H, k), 2.93(dd, 1H, J= 14.0 and 6.5
Hz, Hig), 2.82 (dd, 1H, J= 13.9 and 8.2 Hzgh, 1.94 (M, 1H, k), 1.58 (M, 2H, ks, Hsy),
1.44 (m, 2H, Hs), 1.38 (m, 2H, Hy), 1.36 (s, 9H, kb, Hao, Ha1), 0.86 (M, 6H, kg, Hag), 0.81
(m, 6H, Hss, Hsg), 0.78 (M, 3H, Hy), 0.76 (M, 3H, Hy) ; *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz)§
172.4 (Gy), 171.7 (Gs), 171.1 (Gy), 170.8 (Go), 158.6 (G), 155.9 (G7), 155.2 (G7), 154.6
(Cs), 143.0 (), 139.1 (g, J= 33.3 Hz,; 129.9 (Gs, Ci9), 126.9 (G4), 125.4 (G), 121.7 (q,
J=276.0 Hz, @, 116.1 (G), 114.9 (Gs, Cig), 114.5 (G), 108.3 (G), 106.3 (Go), 78.0 (Gg),
57.3 (Ga), 55.3 (G2), 52.8 (Ge), 50.8 (G2), 40.6 (G, Cs3), 36.5 (Gg), 30.7 (G2), 28.1 (G,
Cao, Ca), 24.2 (Gg), 23.9 (Gs), 23.0 (Go, Cao), 21.6 (Gs, Cse), 19.0 (Ga), 17.9 (Ga); “F
(DMSO-d6, 188 MHz) 8 -64.01 (s)IR (cm™): 3340 (N-H), 2971 (C-H), 1678 (C=0), 1637
(C=C), 1515 (N-H), 1407 (OH)MS (ESI") m/z: 841 [M+Na]; Anal. Calcd for
Ca1Hs4F3NsO9 + 0.15 HO: C, 60.04; H, 6.69; N, 8.54; found C, 59.72; 88 N, 8.25

4-[[(19)-1-[[(29)-1-[[(19)-1-[[(1S)-1-[(4-hydroxyphenyl)methyl]-2-0x0-2-[[2-0Xx0-4-
(trifluoromethyl)chromen-7-yllamino]ethyl]carbamoyl ]-2-methyl-propyl]carbamoyl]-3-
methyl-butyl]carbamoyl]-3-methyl-butyl]amino]-4-oxo-butanoic acid 155

CF3
2
6 X 3
39 20 9 CaoHs0F3N5010
HO.40
O 25 N 21 \;k 5 o) o

27 30 O 13- 1 MW= 817.85 g/mol
2* iy,
15

7

A solution 0f154 (270 mg, 0.33 mmol, 1 eq) in HCI 4M in dioxane (§ mas stirred for 2 h
at room temperature. The solvent was evaporatedrwatuum to afford free amine as an
hydrochloride salt in quantitative yield as a yel@N, which was used without further
purification.'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz)§ 10.77 (s, 1H, NH), 9.22 (s, 1H, OH), 8.62 (d,
1H, J= 7.2 Hz, NH), 8.27 (d, 1H, J= 7.4 Hz, NHR®(bs, 3H, NH), 8.01 (m, 1H, NH), 7.89
(d, 1H, J= 1.9 Hz), 7.67 (d, 1H, J= 8.8 Hz), 7.8d,(1H, J= 8.8 and 1.9 Hz), 7.08 (d, 2H, J=
8.2 Hz),6.90 (s, 1H), 6.63 (d, 2H, J= 8.2 Hz), 4.60 (M, 14%7 (m, 1H), 4.17 (m, 1H), 3.79
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(m, 2H), 2.93(m, 1H), 2.87 (m, 1H), 1.96 (m, 1H%K9 (m, 2H), 1.47 (m, 2H), 1.40 (m, 2H),
0.86 (m, 6H), 0.81 (m, 6H), 0.79 (m, 3H), 0.60 @H) ; *C NMR (DMSO-d6, 75 MHz) &
172.0, 171.2, 170.8, 168.6, 158.6, 155.9, 154.8,Q14139.2 (g, J= 33.3 Hz), 129.9, 127.0,
125.4,121.8 (q, J= 276.0 Hz), 116.0, 114.9, 11408,3, 106.2, 57.6, 55.3, 51.1, 50.6, 40.6,
36.5, 30.6, 23.9, 23.4, 23.0, 22.1, 21.8, 19.09;17F (DMSO-d6, 188 MHz) 5 -64.0 (s);
ESI" MS m/z 718 [M+H]". To a solution ofree amaine(228 mg, 0.30 mmol, 1.0 eq) in dry
DMF (10 ml) was added anhydride succinic (33 mg30dnmol, 1.1 eq) and DIPEA (77 mg,
0.60 mmol, 2 eq). The mixture was stirred at roemgerature overnight. The solution was
brought at pH5 using 10% of aqueous solution afcciécid. The precipitate formed was
fillered and washed with gD (20 ml) to givel55 (138 mg, 0.17 mmol, 56%) as a white
solid. m.p.:230°-232°C:*H NMR (DMSO-d6, 400 MHz)$ 12.10 (bs, 1H, COOH), 10.50 (s,
1H, NH-G,), 9.15 (s, 1H, OH), 8.16 (d, 1H, J= 7.2 Hz, Nh})C8.02 (d, 1H, J= 7.4 Hz, NH-
Csz), 7.93 (m, 1H, NH-@), 7.86 (d, 1H, J=1.9 Hz,4b), 7.67 (d, 1H, J= 8.9 Hz,# 7.56 (m,
1H, NH-G1), 7.49 (dd, 1H, J= 8.9 and 1.9 Hz)H 7.03 (d, 2H, J= 8.2 Hz,1KlH19), 6.90 (s,
1H, Hs), 6.62 (d, 2H, J= 8.2 Hz, 5 Hig), 4.59 (dd, 1H, J= 14.2 and 7.2 Hz;,5 4.28 (m,
2H, Hy, Hsp), 4.15 (m, 1H, Hy), 2.94 (dd, 1H, J= 14.0 and 6.5 Hz,3 2.83 (dd, 1H, J=
13.9 and 8.2 Hz, Hy), 2.70 (m, 2H, Hy), 2.61 (m, 2H, Ky, 1.93 (m, 1H, K), 1.58 (m, 2H,
Hos, Hsg), 1.48 (m, 2H, Hk), 1.43 (m, 2H, H), 0.86 (M, 6H, Kb, Hsg), 0.81 (m, 6H, s,
Hae), 0.78 (m, 3H, k), 0.77 (m, 3H, K) ; *C NMR (DMSO-d6, 100 MHz) 8 173.8 (Go),
172.2 (Gy), 172.1 (Gs), 171.1 (Gy), 171.0 (Go), 170.8 (G1), 158.6 (G), 155.9 (G7), 154.6
(Cs), 143.0 (G), 139.1 (q, J= 33.3 Hz,; 130.0 (Gs, Ci9), 127.0 (G4), 125.4 (G), 121.7 (q,
J=274.5Hz, @, 116.1 (@), 114.9 (Gs, Cig), 114.5 (G), 108.4 (G), 106.3 (Go), 57.5 (Gy),
55.3 (G2), 51.1 (Gs, Csp), 40.8 (Gy), 40.1 (G3), 30.0 (Go), 29.1 (Gg), 36.6 (G3), 30.6 (Gy),
24.1 (Gg, Cas), 23.0 (Go, Cao), 21.6 (Gs, Cag), 19.0 (Go), 17.9 (Ga); *°F (DMSO-d6, 188
MHz) & -64.01 (s)IR (cm™): 2959 (C-H), 1678 (C=0), 1644 (C=C), 1528 (N-MS (ESI)
m/z: 816 [M-HJ; Anal. Calcd for GoHsoF3NsO10+ 3 HO: C, 55.10; H, 6.49; N, 8.03; found
C, 55.35; H, 6.38; N, 7.49
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Determination of Michael-Menten’s constant Km:

Michael-Menten’s constant (Km) of the fluorogeniabstrates Suc-LLVY-AMC or
fluorinated substrat 3 (10-90 uM) of CT-L site wietermined by monitoring the hydrolysis
(Aexc = 360 andiem = 480 nm) for 2 h at 37°C in the presence of @edéne. Substrates were
previously dissolved in DMSO, with the final solt@oncentration kept constant at 2% (v/v).
The buffers were (pH 7.5) 20 mM Tris, 1 mM DTT, 1@fgcerol, 0.02% (w/v) SDS or 100
mM Tris. Initial rate Vi) for each concentration was determined. The Krmevalas obtained

by plotting the initial rate against inhibitor camdration.

Enzyme and inhibition Assays:

Enzyme activities of CT-L site were determined bymnitoring the hydrolysis of the
fluorogenic substrate Suc-LLVY-AMQC\{x. = 360 and\em = 480 nm) for 2 h at 37°Cin the
presence of untreated (control) or proteasomehadtbeen incubated with 0.1-1QM test
compounds. Substrates and compounds were previdisdglved in DMSO, with the final
solvent concentration kept constant at 2% (v/ve bbffers were (pH 7.5) 20 mM Tris, 1 mM
DTT, 10% glycerol, 0.02% (w/v) SDS or 100 mM Trlsitial rates determined in control
experiments\{0) were considered to be 100% of the peptidaseipgtinitial rates i) that
were above 100% in the presence of a test compwerd considered to be activations
(expressed as activation factor), while initialesatbelow 100% were considered to be
inhibitions. The IC50 values (inhibitor concentoaits giving 50% inhibition) were obtained
by plotting the percent inhibition (obtained bytifig experimental data to the equation 1)

against inhibitor.

% inhibition = 100 x (1— ) Equation 1
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Ethyl 2-nitro-3-(trifluoromethyl)cyclopropanecarbox ylate 199

CFs C,HsF-NO,

ON O Mw=227.14 g/mol
O

To a solution of ethyl trifluorocrotonate (2 g, @Immol, 1 equiv) in DMF (20 mL) was
added potassium carbonate (1.63 g, 11.9 mmol, iV)egd then bromonitromethane (1.67 g,
11.9 mmol, 1 equiv). The reaction was stirred amntotemperature and monitored b
NMR. During the process of the reaction 11.9 mniob7 g) of bromonitromethane was
added every 2 hours, two times, until overall amairethyl trifluorocrotonate. After 7 hours
the reaction was quenched carefully witfOHand extracted with ether (2x20 ml), dried over
NaSQy, filtrated and evaporated. The crude nitrocyclparte derivated was purified by flash
chromatography (pentane/ether, 9:1) affording tviestéreoisomerd99M/199m (2.11 g,
78%) as colorless oiMajor diastereomed99M: *H NMR (500 MHz, GDg) & 0.785 (t, 3H,
3)=7.1 Hz), 1.82 (dd, 1HJ) = 9.2 Hz,*J = 7.3 Hz), 2.97 (dqd, 1H) = 7.3 Hz,*J4r = 6.4
Hz,3J = 4.5 Hz), 3.64 (dd, 1H) = 9.3 Hz,J = 4.5 Hz), 3.76-3.69 (ABX 2H); *°F (376.5
MHz, CsDe) [ = —66.7 (dJ4r = 6.3 Hz);™*C NMR (125 MHz, GD¢) [ = 13.7, 26.3, 27.1
(@, %Jer = 39 Hz), 58.8, 62.5, 122.8 (dJcr = 273 Hz), 163.4°F NMR (188 MHz,
CDCls):[11][1= -67.10 (dJue = 6.1).Minor diastereomefl99nt *H NMR (500 MHz, GDs)
[1=0.77 (t, 3H3 = 7.1 Hz), 1.94 (d quint., 1H) = 9.1 Hz,3J = 6.9 Hz*J4r = 6.9 Hz), 3.02
(dd, 1H,3) = 7.3 Hz,*J = 4.5 Hz), 3.67 (ABX2, 2H), 3.83 (ddq, 188, = 9.1 Hz,3) = 4.4 Hz,
“Jure = 0.9 Hz);™F (376.5 MHz, GDg) 1 = -61.0 (d,’Jur = 6.9 Hz);"*C NMR (125 MHz,
CeéDe) [ = 13.7, 24.6, 29.0 (dJcr = 40 Hz), 60.5, 62.3, 122.9 (ficr = 274 Hz), 166.0. IR
(cm): 2970 (CH), 1735 (C=0), 1470 (CH), 1310 (CO). KPCI): m/z226 (M-H). Anal.
Calcd for GHgF3NO,: C, 37.01; H, 3.55; N, 6.17; found C, 37.13; H,&.N, 5.71.

Ethyl 2-benzoyl-3-(trifluoromethyl)cyclopropanecarboxylate 204

CFs CF4
@A C14H13F303
CO.Et % QWA%C%EI
O 504 Cis O 204 trans MW= 286 g/mol

In a sealed flask, Phenacyl Chlor2@3 (135 mg, 1.5 mmol, 1.5 equiv) was added to a stirre
solution of ethyl trifluorocrotonate (100 mg, 0.88nol, 1.0 equiv) and ¥CO; (204 mg, 1.47
mmol, 2.5 equiv) in dry DMF (2.5 ml) and stirred &°C for 16 hours. The reaction was
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guenched with a saturated aqueous Ammonium Chleotlgion and extracted with 8 (2
x 10 ml). The combined organic phases were driegS®) and concentrated under reduced
pressure. The residue was purified by flash chrography (Pentane/Ether: 8/2) to gk@4-
cis and 204-trans as two colorless oil (in 7/3 ratio), (115 mg, ®.mmol, 68%).Major
diastereomeR04-cis Rf: 0.5 (Cyclohexane/EtOAc:8/2). Mig8-80 °C.*H NMR (300 MHz,
CDCl) & 1.08 (t, ®Jyp= 7.1 Hz, 3H, CH ese), 2.65 (dd,J = 10.1, 5.8 Hz, 1H,
CHcyclopropany 3.02 (M, 1H, Cldyciopropany, 3.13 (dd,* = 10.1, 6.3 Hz, 1H, CHciopropan}
4.03 (q,% = 7.1 Hz, 2H, CHeste), 7.66 — 7.42 (M, 3H, Gifeny), 8.01 (d,*Jyy = 7.5 Hz, 2H,
CHpheny); °C NMR, (75 MHz,CDCh) & 13.8 (CH esie), 24.8 (q, 2 c/= 38.4Hz,
CHecyclopropanys 25.3 (CHyclopropangs 28.2 (Chtyciop), 61.7 (CH este), 124.3 (q,lJ c, = 270Hz,
CFs), 128.4 (Chbneny), 128.8 (Chbnenyt), 133.9 (Chneny), 136.0 (Gheny), 166.8 (CQut),
190.8 (CQetond, °F NMR, (188 MHz,CDC}) & -66.98 (d,3Jur= 6.2 Hz, CK). Minor
diastereomer204-trans Rf: 0.60 (Cyclohexane/EtOAc:8/2). mp: 78-80 %E. NMR (300
MHz,CDCk) & 1.31 (t,°Jy = 7.1 Hz, 3H, CHeste), 2.81-2.61 (M, 1H, Clciopropany 3.07 (t,
%Jun= 5.8 Hz, 1H, Chlyciopropany 3-23 (ddJun= 10.2, 5.9 Hz, 1H, CHyciopropan} 4.23 (0,°
= 7.1 Hz, 2H, CH este), 7.51 (t,%3un= 7.7 Hz, 2H, Chlneny), 7.62 (t,°Jup= 7.7 Hz, 1H,
CHpheny) 8.06 (d,2J yn= 7.8 Hz, 2H, Chneny); “°C NMR (75 MHz,CDC}) & 14.0 (CH este),
21.4 (CHyclopropany, 30.0 (9,%Jc,= 38.4Hz, Chyciopropany, 30.5 (Chyciop), 61.68 (CH este),
124.27 (q,lJC,F: 271.5 Hz, CF), 128.6 (Chbneny), 128.8 (Chbhenyt), 133.9 (Chdneny), 136.1
(Ceheny), 170.1 (CQste), 190.2 (CQetond ; *°F NMR (188 MHz,CDC}) & -61.26 (d.2Jn = 6.2
Hz, CR). IR (cmY): 1739 (C=0), 1138 (C-O), 693 (§F Anal. Calcd for GsH13F:0s: C,
58.74; H, 4.58; found C, 58.88; H, 4.70.

Ethyl 2-cyano-3-(trifluoromethyl)cyclopropanecarboxylate 208

i CgHgFsNO,
//A'(O\/
NZ I MW= 207.15 g/mol

In a sealed flask, chloroacetonitr2@7 (66 mg, 0.88 mmol, 1.5 equiv) was added to aestirr
solution of ethyl trifluorocrotonate (100 mg, 0.88nol, 1.0 equiv) and ¥CO; (204 mg, 1.47
mmol, 2.5 equiv) in dry DMF (2 ml) and stirred &°8€ for 5 hours. The reaction was
guenched with a saturated aqueous Ammonium Chleotlgion and extracted with 8 (2

x 10 ml). The combined organic phases were driegS®) and concentrated under reduced
pressure. The residue was purified by flash chrography (Pentane/Ether :8/2) to gR@8-
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cis and208-trans as two colorless oil (in 5/5 ratio), (60 mg, Om28nol, 50%).diastereomer
208-cis Rf: 0.5 (Pentane/Ether :8/2%1 NMR (CDCk, 400 MHz) 8 1.33 (t,°Jyn= 7.1 Hz,
3H, CHs este) 2.32 (dd,%Iun= 9.1 Hz,%Jyn= 5.5 Hz, 1H, CHciopropanys 2.52 (M, 1H,
CHeyclopropanys 2.65 (8,23 n= 5.6 Hz, 1H, Chciopropand, 4.24 (0.2 Jun= 7.1 Hz, 2H, CHl este);
3C NMR (CDC}, 100 MHz) 5 8.5 (CHyciopropany, 13.9 (CH este), 23.4 (CHyclopropany, 26.7
(9, %Jc. = 39.5 Hz, CHyciopropany, 62.8 (CH este), 114.2 (CN), 122.7 (diJc, &= 273.9 Hz, CB),
167.4 (CQse); *F NMR (CDCls, 188 MHz) 8 -64.68 (d,%J = 6.1 Hz, CR). Minor
diastereomeR08-trans. Rf: 0.4 (Pentane/Ether :8/2}4 NMR (CDCk 400 MHz)5 1.33 (t,
33un= 7.1 Hz, 3H, CH esie) 2.25 (ddd,Jy 4= 9.1 Hz,3Jyn= 6.0 Hz,*Jy 4= 0.6 Hz, 1H,
CHeyclopropanys 2.48 (dd Iy = 9.1 Hz,%Jn 4= 6.0 Hz, 1H, CHciopropanys 2.81 (sextupletly =
6.0 Hz, 1H, CHyciopropangs 4.30 (0. Jun= 7.1 Hz, 2H, CHesie); “°C NMR (CDCh, 100 MHz)
8 8.4 (CHyciopropanys 14.0 (CH esie), 22.6 (CHyclopropany, 26.7 (9, “Jc, = 39.5 Hz,
CHeyciopropanks 62.9 (CH este), 114.1 (CN), 122.7 (dJc &= 273.9 Hz, CB), 165.7 (CQue); *°F
NMR (CDCls, 188 MHz)$ -64.68 (d,2J4 = 6.4 Hz, CR). IR (cm?): 2988 (CH), 2185 (CN),
1736 (C=0), 1471 (CH); MS (ESI m/z 230 (M+NajJ. Anal. Calcd for GHgF3NO,: C,
46.38; H, 3.89; N, 6.76 found C, 46.15; H, 4.056M9.

[2-nitro-3-(trifluoromethyl)cyclopropyllmethanol 2 10

CF3 CsHeF3NOs

OZNAOH MW= 185.10 g/mol

To a suspension of LIAIFH191 mg, 5.04 mmol, 1.5 equiv) and aluminium clder{(314 mg,
2.35 mmol, 0.7 equiv) was added dropwise at 0°§hlation of199M (764 mg, 3.36 mmol, 1
equiv) in ether (10 ml). The mixture was stirredaf and monitored by TLC. After 2 hours
the reaction was quenched carefully witbOH(10 ml) and extracted with ether (2x15 ml),
dried over NgSQO,, filtrated and evaporated. The crude product wasfipd by column
chromatography (pentane/ether: 6/4) to gdid (720 mg, 84%) as a colorless oil. Rf: 0.3
(SiO,, pentane/ether: 6/4)H NMR (400 MHz, CDCY) § 1.73 (s, 1H, OH), 2.25 (dd, 180 4

= 7.9, 14.1 Hz, CHciopropangs 2.91 (M, 1H, Cldciopropang, 3.88 (M, 2H, Chleste), 4.11 (dd,
1H, *Jyn = 5.5, 12.1 Hz, CHeopropany; "C NMR (100 MHz, CDG)) & 27.2 (q,°Jc.= 39.0
Hz, CHyciopropanys 27.4 (CHyciopropany, 57.1 (CH), 59.0 (CHyclopropany, 122.9 (q,lJC,F= 274.0
Hz, CR); “F NMR (376 MHz, CDGJ): & -66.5 (d,J4= 6.2 Hz, CE). Anal. Calcd for
CsHeFsNO3z + 0.15 H20 : C, 32.44; H, 3.39; N, 7.46 found C.,73; H, 3.19; N, 7.41
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tert-butyl N-[2-(hydroxymethyl)-3-(trifluoromethyl) cyclopropyl]carbamate 211

CF3

(0] A C10F16F3N 03
)(OJJ\N OH

MW= 225.23 g/mol

To a solution 0f210 (100 mg, 0.54 mmol, 1 equiv) in dry methanol (5)mas added
palladium on activated charcoal 10% (10 mg). Thetumé was stirred during 6 hours under
hydrogen atmosphere at room temperature. After alveamount of 210 diterbutyl
dicarbonate (129 mg, 0.59 mmol, 1.1 equiv) and thethylamine (82uL, 0.59 mmol, 1.1
equiv) were added. After stirring over night at moéemperature the solvent was evapored
under vacuum. The crude product was purified bghflehromatography (pentane/ether, 5/5)
to give 109 mg oP11 (79%) as white foam. Rf: 0.3 (SiGpentane/ether: 5/5). IR (¢th
3283 (OH), 2986 (CH), 1688 (C=0), 1540 (NH), 14€&H], 1394 (C-N). Anal. Calcd for
C1oH16FsNOs: C, 47.06; H, 6.32; N, 5.45 ; found C, 47.14 808 ; N, 5.44 ;: MS (ES): m/z
278 (M+NaJ . 1H NMR (500 MHz, CDG) ppm 1.45 (m, 1H, Ckkciopropan}, 1.46 (S, 9H,
CHs gog, 1.84 (br s, 1H, CHciopropang, 2.98 (ddJ = 7.6 Hz, 3.5 Hz, 1H Ckiopropany, 3-30 (br

t, 1H), 3.45 (br s, 1H), 3.99 (dd,= 11.8 Hz, 3.6 Hz, 1H, CHl 4.99 (br s, 1H)*°F (376.5
MHz, CDCk) ppm -65.5 (dJ4r = 6.9 Hz);"*C NMR (125 MHz, CDGJ)) ppm 24.5 (m?Jce

= 40 Hz), 24.8, 28.3, 29.9, 59.4, 81.6, 125.0g= 271 Hz), 157.7.

tert-butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[2-(tetrahydropy ran-2-yloxymethyl)-3-
(trifluoromethyl)cyclopropyl]carbamate 212

MW= 439.47 g/mol

CF;
LS A e . CaatssFaNO:
O N
NG

To a solution of211 (160 mg, 0.62 mmol, 1 equiv), in dry DCM ( 3 mlasvadded 3,4-
Dihydro-2H-pyran (114 pL, 1.25 mmol, 2 equiv) and then Pwiigln p-toluenesulfonate (47
mg, 0.18 mg, 0.3 equiv). The mixture was stirretbatn temperature and monitored by TLC.
The reaction was quenched with ether (10 ml) andhed with brine (10 mL). The crude
product was dissolved in MeCN (3 mL) and thent@&t-butyl dicarbonate (203 mg, 0.93
mmol, 1.5 equiv) and 4-(Dimethylamino)pyridine (8%, 0.31 mmol, 0.5 equiv) were added.
The mixture was stirred at room temperature ovéinighe reaction was concentrated under

vacuum and the crude product was purified by flelstomatography (pentane/ether, 5/5) to
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give pure212 (179 mg, 60%) as white solid. m.p. 76-78°C. R& (Bi%,, pentane/ether: 8/2).
DiastereomerA: *H NMR (400 MHz, CDCJ) (I 1.48 (s, 18H, Chlgod, 1.58 (m, 2H, Chi
mhp), 1.59 (m, 1H, Ch tnp), 1.68 (m, 1H, Chk 119, 1.81 (m, 2H, Chliyp), 1.85 (m, 1H,
CHeyclopropanys 1.91 (M, 1H, Clciopropanys 3.11 (M, 1H, Clciopropand, 3.46 (M, 1H, CH-Chir
0), 3.50 (m, 2H, O-Chltup), 3.79 (M, 1H, CH-ChO), 4.61 (m, 1H, Chiew); “C NMR
(100 MHz, CDC}) (1 19.2 (CH 11, 23.0 (CHyclopropan 25.4 (CH t1p), 26.4 (q,°Jc, = 36.7
Hz, CHyyciopropan 27.9 (CH 809, 30.5 (CH 11p), 35.1 (CHycopropanys 62.0 (O-CH 1), 63.1
(CHz 119, 83.1 (Guater Bo)» 83.2 (Guater BoY» 98.2 (CHcera), 125.1 (q,XJc, = 274.0 Hz, CB),
152.4 (CQqo), 152.5 (CQod); *F NMR (188 MHz, CDGCJ): -66.05 (d,*J4 = 6.3 Hz, CF).
DiastereomerB: *H NMR (400 MHz, CDCJ) 0 1.50 (s, 18H, Chlgod, 1.51 (m, 2H, Chi
mhe), 1.52 (m, 1H, Chb thp), 1.59 (m, 1H, Chk 119, 1.68 (m, 2H, Chlyp), 1.79 (m, 1H,
CHeyciopropang, 1.99 (M, 1H, Cllciopropank: 3.09 (M, 1H, Clelciopropand, 3-31 (dd,*y, = 7.3,
10.8 Hz, 1H, CH-Cky0), 3.81 (m, 2H, O-Clirp), 4.06 (dd, I w= 4.6, 10.9 Hz, 1H, CH-
CH,+0), 4.61 (m, 1H, ChHlew); *C NMR (100 MHz, CDG) 19.2 (CH 1w, 22.9
(CHeyclopropanys 25.3 (CH Thp), 26.3 (9,%Jc, = 36.7 Hz, CHyciopropany, 27.9 (CH gog, 30.4
(CHz trp), 34.5 (CHycopropanp 62.1 (O-CH 1), 63.1 (CH T1p), 83.1 (Guater Bod» 83.2 (Guater
Bod), 98.1 (CHceta), 125.0 (gc, &= 274.0 Hz, CE), 152.4 (CQo0), 152.5 (CQuo); *°F NMR
(188 MHz, CDCHY): -65.97 (d2Jy = 6.3 Hz, CHR).

2-[bis(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-(trifluoromethy I)cyclopropanecarboxylic acid 213

CF,
(0]
C1sH22F3NOg
)(OJ\NA(OH
O/go o
K

MW= 369.33 g/mol

To a solution o212 (139 mg, 0.33 mmol, 1 equiv) in toluene (5 mL) evadded molecular
sieves 3A (13.9 mg, 10% m/m) and then Pyridiniurtomthromate (2.11 g, 9.8 mmol, 30
equiv) at room temperature. After stirring overnige reaction was quenched withGH(10
mL) and extracted with ether (2x10 mL). The crudedpct obtained after concentration was
dissolved in MeCN and cooled at 0°C, then Ma&, 0.1 M aqueous solution (1.8 mL, 0.18
mmol, 1.4 equiv) and $D, 30% (32 pL, 0.30 mmol, 2.4 eq) were added at 0°Cagueous
solution of NaCIQ 0.65 M (500 pL) was added via a syringe pump @2emin. The mixture
was stirred at 0°C and monitored by TLC during 2rscand then reaction was brought at pH
4 and extracted with EtOAc (2x10 mL) to gi2&3 (15 mg, 10%) as a white foam. MS (ESI
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): m/z408 (M+K)" . 'H NMR (300 MHz, CDCJ) [ 1.40 (s, 9H, Chlgod 1.47 (s, 9H, CHl
Boo), 2.39 (t,°Jy w = 7.3 Hz, 1H, CHciopropany 2.77 (S€Xt.,°Ju, 1 and n, F= 6.4, 1H,
CHeyciopropans 3.71 (M, 1H, Cllciopropany, 7-40 (bs, 1H, COOH)’C NMR (75 MHz, CDCY)
25.0 (9,%Jc, = 36.7 Hz, CHyciopropan) » 27.4 (CH Bod , 27.8 (CH 80, 29.7 (CHyciopropand,
40.0 (CHyciopropan 84.1 (Guater Bods 86.0 (Guater o), 123.5 (q,'Jc, = 273.9 Hz, CF), 152.4
(COgo0), 153.8 (CQoo), 171.1 (CQeig); *°F NMR (188 MHz, CDG): -66.70 (d 23k = 6.2 Hz,
CFs).

1-(iodomethyl)-2-nitro-3-(trifluoromethyl)cycloprop ane 214

X; CsHsINO
ON ' MW= 295.0 g/mol

lodine (274 mg, 1.08 mmol, 1.9 equiv) was addednrall portions to a solution of alcohol
210 (100 mg, 0.54 mmol, 1 equiv), #h (254 mg, 0.97 mmol, 1.8 equiv) and imidazole ( 69
mg,1.02 mmol, 1.9 equiv) in a mixture of anhydrétsCN (1 mL) and BEO (1.7 mL) under
argon. Stirring was continued at 0 °C for 2 h, thiemreaction mixture was diluted with,6t
(20 mL) and washed with a 20 % aq. solution 0s®}@; (2x 10 mL), brine (10 mL), dried
and concentrated under reduced pressure. The eesdas purified by column
chromatography (pentane/ether, 95/5) to gddel (82%) as colorless oilRf: 0.6 (SIQ
pentane/ether: 9.5/0.5). IR (&) 3283, 2986, 1688, 1540, 1469, 1394. Anal. Cdmd
CsHsF3INO,: C, 20.36; H, 1.71; N, 4.75; found C, 19.92; H74t.N, 4.50;'"H NMR (400
MHz, CDCk) [ 2.44 (quint. 3y, w = 8.1 Hz, 1H, Cllciopropany 2.88 (M, 1H, Cllciopropan}
3.34 (dd.®J n = 8.34, 10.2 Hz, 1H, CHI), 3.47 (dd,®Jyy = 7.9 and 10.7 Hz, 1H, GH),
4.73 (dd 33y = 3.9 and 8.6 Hz, 1H, GNO,). **C NMR (100 MHz, CDG)) [1 -6.4 (CH-1),
28.9 (CHyciopropan 32.2 (9,%Jc, = 39.0 Hz, CHyciopropangs 62.9 (CHyclopropany, 123.1 (a, e,
r= 274.5 Hz, CB). ' NMR (376 MHz, CDG)): -67.0 (d,*J, .= 6.2 Hz, CR).

1-(azidomethyl)-2-nitro-3-(trifluoromethyl)cyclopro pane 215

CF3

CsHsN4O,

N3

O2N MW= 210.4 g/mol
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To a solution o214 (198 mg, 0.67 mmol 1 equiv) in dry DMSO (2 mL) wadded sodium
azide (48 mg, 0.74 mmol, 1.1 equiv) at room temijpeea After 1h of stirring the reaction was
guenched with BD (10 mL) and extracted with ether (2x10 mL). Thgamic layer waslried
and concentrated under reduced pressure. The eesdas purified by column
chromatography (pentane/ether, 95/5) to yielkb (72%) as colorless oilRf: 0.4 (SIQ
pentane/ether: 9.5/0.5). IR (& 3283, 2986, 1688, 1540, 1469, 1384.NMR (300 MHz,
CDCls) 2.20 (quint. Jn, w= 8.4 Hz, 1H, Chciopropan 2.95 (M, 1H, Clelciopropany, 3.61 (dd,
334, 1= 8.5, 13.5 Hz, 1H, Chi-N3), 3.80 (dd3Jy = 6.5, 13.5 Hz, Chi-N3), 4.67 (dd>J4 v=
3.8, 8.5 Hz, 1H, CHciopropan); °C NMR (75 MHz, CDCJ) 27.8 (CHyciopropan}, 28.0 (9,%Jc,
.= 38.6 Hz, CHyciopropan}s 46.2 (CH-N3), 58.6 (CHyciopropany, 122.6 (q,%Jc, = 274.6 Hz,
CR); F NMR (188 MHz, CDGJ): -66.8 (d,3Jyr= 6.1 Hz, CE). Anal. Calcd for
CsHsF3N4O2+ 0.15 HO: C, 28.22; H, 2.52; N, 26.11; found C, 28.112t02; N, 25.89.

tert-butyl N-[(1R)-2-methyl-1-[[2-nitro-3-(trifluor omethyl)cyclopropyl]
methylcarbamoyl]propyl]lcarbamate 216

/X:/H )OL J< C1sH24F3NOs
O,N N N
I H

MW= 383.36 g/mol

To a solution of215 (317 mg, 1.51 mmol, 1 equiv) in THF@A: (6/0.6) was added
triphenylphosphine and the mixture was stirred & 1h. Then reaction was diluted in®i
and extracted with ether (2x15 mL). A solution o€IHAM in methanol was added to the
organic layer before concentrated in vacuum. Tolatisn of the free amine (1.51 mmol, 1
equiv) in dry DMF (10 ml) was added Boc-Val-OH (3@, 1.81 mmol, 1.2 equiv), DIPEA
(781 mg, 6.04 mmol, 4 equiv), EDCi (348 mg, 1.81 ohni.2 equiv), and then HOBt (245
mg, 1.81 mmol, 1.2 equiv). The mixture was stirmebrnight at room temperature under
argon atmosphere. The solvent was evaporated aarum and the residue dissolved in
EtOAc (10 ml). The organic layer was washed witBol@queous solution of citric acid (2 x
10 ml), water (10 ml), 10% aqueous solution @€K; (2 x 10 ml) and brine (10 ml), dried
over NaSQ,, filtrated and evaporated. The crude product wasifipd by column
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 7/3) to affdrd tompoun®16 (247 mg, 42%) as a
white foam. Rf: 0.4 (Si@ cyclohexane/EtOAc: 7/3). IR (chr 3283, 2986, 1688, 1540,
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1469, 1394. MS (ES{): m/z406 (M+NaJ . *H NMR (400 MHz, CDCJ) (] 0.91 (d,33y 1 =
6.8 Hz, 3H, CH), 0.94 (d,*J, n = 6.8 Hz, 3H, CH), 1.43 (s, 9H, Ch), 2.11 (m, 1H, CH),
2.32 (M, 1H, Chciopropany, 2.92 (M, 1H, Cldciopropany, 3.40 (M, 1H, Chi-NH), 3.49 (m, 1H,
CH,:NH-CO), 3.86 (dd3Jy = 8.3, 14.8 Hz, 1H, CH), 4.56 (dth; 4 = 3.7 and 8.8 Hz, 1H,
CHeyclopropanys 5.05 (.23 = 6.5, 1H, NH), 6.66 (m, 1H, NH}’C NMR (100 MHz, CDGJ)
17.8 (CH), 19.2 (Chlvaiind, 25.5/25.4 (Chciopropany, 28.1 (9,2Jc..= 38 Hz, CHyciopropany, 28.2
(CHsgod, 30.4 (CH), 35.2/35.1 (CHNH), 59.3 (CHyciopropan 60.1 (CH), 80.2 (C), 122.8 (q,
3Jc. = 274.6 Hz, CE), 156.0 (CO), 172.6 (COF NMR (376 MHz, CDGJ): -66.8 (d,*J =
6.1 Hz, CR), -67.8 (d,2J4= 6.1 Hz, CR). Anal. Calcd for GsH,4FsN3Os: C, 46.99; H, 6.31;
N, 10.96; found C, 46.63; H, 6.50; N, 11.02.

tert-butyl N-[(1R)-1-[[2-amino-3-(trifluoromethyl)c yclopropyllmethylcarbamoyl]-2-
methyl-propyl]carbamate 217

/Xi/ o C15H27CIF3N304
H
CIHH,N Nj;‘\/NJLoJ<

o H

MW= 389.84 g/mol

In a round-bottomed flask was dissolv&tb (290 mg, 0.76 mmol, 1 equiv) in 4 mL THF at
room temperature, aqueous HCI 2N was added (13,72mB6 mmol, 36 equiv) followed by
Indium powder (1.73 g, 15.12 mmol, 20 equiv) in @oetion. After 4h the gray heterogenous
solution became clear and a metallic precipitatpeaped. The resulting mixture was
dissolved in EtOAc (20 ml) and 20 ml of sat. NaH{@was added slowly. The phases were
separated and the aqueous layer was extractedBu@Ac (2x10 ml). Combined organic
layers were dried over N8Q,, filtrated and evaporated. The crude product wssotlzed in
MeOH (5 ml) and then a solution of HCI 4N in metbbmvas added until pH 4-5 and
concentrated to give17 (42%) as white foam. IR (cf): 3300, 2987, 1688, 1540, 1469,
1384. Anal. Calcd for ¢H,7CIF3N3Os + 1.5 HO: C, 43.21; H, 7.27; N, 10.08; found C,
43.44; H, 7.15; N, 10.69. MS (ESI+-): m26 (M+NaJ . One diastereomer*H NMR (400
MHz, DMSO-d6)[] ] 0.85 (d 23y = 7.2 Hz, 3H, CH), 0.95 (d,2J4 = 7.2 Hz, 3H, CH), 1.38
(s, 9H, CH), 1.61 (m, 1H, Chllciopropang, 2.11 (m, 1H, CH), 2.50 (m, 1H, GJdopropand, 3.06
(m, 1H, CHyciopropany, 3.28 (M, 1H, El>-NH-), 3.52 (m, 1H, E,-NH), 3.76 (m, 1H, El),
6.73 (d,3J4 4= 6.4 Hz, 1H, Ni-Boc), 8.52 (1H, m, N-CO), 9.16 (3H, NH); **C NMR (100
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MHz, DMSO6) [0 17.9 (CH ), 18.2 (CH), 19.5 (CHyciopropany 21.9 (g,%Jc= 30 Hz,
CHeyclopropanys 28.0 (CHyciopropany, 28.1 (CH), 29.4 (CH), 34.7 (CHNH-), 60.0 (CH.va),
78.0 (Guater Boy» 124.7 (qXJc, = 271 Hz, CE), 156.0 (CQoo), 172.2 (CQuing); “*F NMR (376
MHz, CDCk) [ -68.3 (d,3Jr= 6.1 Hz, CE). Second diastereometH NMR (400 MHz,
DMSO-d6) (1 0.83 (d,%Jun= 7.2 Hz, 3H, CHaind, 0.95 (d,*Jn = 7.2 Hz, 3H, CH yaind,
1.38 (s, 9H, Chbod, 1.68 (m, 1H, Cllciopropany, 1.95 (M, 1H, Ckhind, 2.50 (m, 1H,
CHeyclopropanys 3.06 (M, 1H, Cliciopropangs 3.39 (M, 1H, CENH), 3.59 (m, 1H, Chlva), 3.69
(m, 1H, CH-NH), 6.73 (m, 1H, NH-Boc), 8.45 (1H, m, NH-C0)18.(3H, NH;). *C NMR
(100 MHz, DMSO0-d6) 18.0 (CHaind, 18.3 (CH vaind, 19.1 (CHyciopropany 21.9 (9,%Jc, =
30 Hz, CHyciopropang, 28.0 (CHycopropany, 28.1 (CHgod), 30.1 (CRaing), 34.7 CH2-NH-), 57.7
(CHqyva), 78.0 (Cgoo), 124.7 (9,%Jc= 271 Hz, CE), 155.4 COgoo), 172.4 COvaiing. ~F
NMR (376 MHz, DMSO) -68.4 (4 = 6.1 Hz, CR).

Ethyl 2-[hydroxy(phenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl) cyclopropanecarboxylate 220/221

CF3 CF,

+
Q\A002 Et Q\A %002 Et

OH OH
220 221

CeCk'7H,0O (64 mg, 0.17 mmol, 1 equiv) was added to a smiudif 204-cis/204-trans(7:3)
(50 mg, 0.17 mmol, 1 equiv) in a solution of EtORH(0.5mI:0.75ml). Then NaBH16 mg,
0.425 mmol, 2.5 equiwvas added to a stirred solution at 0°C. The reacias stirred at
room temperature over night. The reaction was duashevith saturated Ammonium Chloride
solution and extracted with £ (10 ml).The combined organic phases were driegS®)
and concentrated under reduced pressure. The eesidsl purified by flash chromatography
[TLC (Cyclohexane/EtOAc:8/2)] to give2D and221 as yellow liquids, difficult to separate
(25.0 mg, 0.087 mmol, 41% ofQ, 10% of 21). IR (cm): 3506 (OH), 1703 (C=0), 1140
(C-0). Anal. Calcd for gH;1sF303: C, 58.33; H, 5.24; found C, 58.81; H, 5.61. Déasbmer
221 Rf: 0.20 (Cyclohexane/EtOAc:8/2H NMR (300 MHz, CDCY) §1.20 (t,%Jyn= 7.1 Hz,
3H, CHs este), 2.02 (ddd* Iy = 6.2; 6.4; 9.2 Hz, 1H, Cikiopropanys 2.25 (dd,*Juw= 5.2 Hz;
9.6 Hz, 1H, CHyciopropany, 2.37 (sext.2Jn. 1= 6.0 Hz, 1H, Chciopropan 4.15 (4,°Jup= 7.1
Hz, 2H, CH este), 4.73 (d,2J4, 1 = 9.6 Hz, 1H, CH-OH), 7.37 — 7.28 (m, 5H, Gk ; =°C
NMR, (75 MHz, CDCh) 6 14.0 (CHeste), 22.0 (CHyciopropany, 26.2 (9,%Jc= 36.7 Hz,
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CHeyclopropans 30.5 (CHyciopropangs 61.8 (CH este), 70.4 (CH-OH), 124.7 (dJc, &= 271.5 Hz,
CFs), 125.7 (CHheny), 128.2 (CHheny), 128.7 (CHheny), 142.5 (Gheny), 170.2 (CO) ;*F
NMR, (188 MHz, CDC}) & -67.32 (d,*J4r = 6.2 Hz, CE). Diastereome220 Rf: 0.16
(Cyclohexane/EtOAc:8/2)1H NMR (300 MHz,CDC4) 6 1.12 (t,3JH,H= 7.1 Hz, 3H, CHeste),
1.92-2.05 (m, 2H, CHeciopropany, 2.30 (M, 1H, Cldciopropanys 4.03 (0,°Jn = 7.1 Hz, 2H, CH
este)y 4.49 (d,%Juy = 9.1 Hz, 1H, CHOH), 7.36 — 7.27 (m, 5H, Glkny). °C NMR (75
MHz,CDCk) & 14.0 (CHeste), 22.4 (CHyciopropanys 26.5 (0,°Jc.= 36.75 Hz, Chciopropan)
26.7 (CHyclopropany, 61.5 (CH este), 71.6 (CH-OH), 125.3 (qiJc= 271.5 Hz, Ch), 125.7
(CHoheny), 128.2 (CHheny), 128.8 (CHheny), 142.3 (Gheny), 170.2 (CO)*F NMR (188 MHz,
CDCls) § -60.21 (dJyr = 7.5 Hz, CF).

Ethyl 2-[chloro(phenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)c yclopropanecarboxylate 222

A C14H14CIF30,
@ \\\\ ””/CozEt MW= 306.71 g/mol

Triethylamine (137 mg, 1.36 mmol, 3 equiv) was atittea stirred solution of2d (130.0 mg,
0.45 mmol, lequiv) in dry CKIl, (5ml) and stirred at room temperature for 5 mihei
SOCL (162 mg, 1.36 mmol, 3 equiv) was added at 0°C aed tvarm at room temperature.
The reaction was quenched with saturated ammonhdanide solution (10 ml) and extracted
with CH,Cl,. The combined organic phases were dried (MgS(dd concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by flastromatography [TLC
(Cyclohexane/EtOACc:9.5/0.5)] to give mixture of stiereoisomers (dr 6/4) 0222 as
transparent liquid (88.0 mg, 0.287 mmol, 64%). tRit): 1713 (C=0), 1138 (C-O). Anal.
Calcd for G4H14CIF303: C, 54.82; H, 4.60; found C, 55.04; H, 5.10. Mpewf isomers (a/b):
'H NMRasp (300 MHz, CDCY) & 1.03 (t,°Jqn= 7.1 Hz, 1.8H, Chfesie), 1.28 (1,33 1= 7.1
Hz, 1.2H, CH%se), 2.20 (dd,*Ju = 9.7, 5.3 Hz, 0.6H, Chkiopropany 2.40 — 2.26 (m, 2H,
CHeyclopropanys 2.50 (qd, I = 6.2, %3 = 12.3 Hz, 0.4H, CHciopropany 399 (9,%, = 7.1
Hz, 1.2H, -CHP%ste), 4.22 (M, 0.8H, -Chiesie), 4.99 (m, 1H, -CH-CI), 7.42 — 7.20 (m, 5H,
CHpheny); °C NMRaup (75 MHz,CDCh) & 14.33/14.53 (Chhste), 23.68/24.68 (CHciopropanys
29.03 (g, 2uw= 38.4 Hz, CHycopropane), 30.14 (0, °Jup= 37.9 Hz, Chciopropane ),
31.49/31.60 (Cljciopropan), 58.66/58.83 (CH-CI), 62.05/62.34 (Ghkt), 124.35 (q,"Jc=
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271.7 Hz, CE), 124.63 (qlc = 272.24 Hz, CF), 127.28/127.33 (Chfleny), 129.20/129.32
(CHoheny), 139.80/140.21 (gpeny), 169.22/170.02 (CO)°F NMR, (188 MHz,CDC}) & -
67.46 (d2J= 5.5 Hz, CE), -67.31 (d3J = 6.2 Hz, CF).

Ethyl 2-(2-azido-1-phenyl-ethyl)-3-(trifluoromethyl)cyclopropanecarboxylate 223

CF3

A C14H14F3N30;
o,k MW= 313.28 g/mol

N3

Sodium azide (78.01 mg, 1.2 mmol, 6 equiv) was ddde stirred solution of mixture @2
(62.00 mg, 0.20 mmol, 1 equiv) in dry DMF at rooemperature, with a catalytic amount of
Kl (20%). After, the mixture was warmed at reflukhe reaction was followed by GC
analysis for 5h. The reaction was quenched withratgd ammonium chloride solution and
extracted with BEO.The combined organic phases were dried (MyS(dd concentrated
under reduced pressure. The residue was not mhafid the compoun223 was obtained as
a mixture of inseparable diastereoisomers in a&id (28.0 mg, 0.089 mmol, 45%). IR (cm
1): 2099 (N=N), 1724 (C=0), 1131 (C-O). Anal. Cafod Cy4H14FsN30,: C, 53.67; H, 4.50;
N, 13.41; found C, 54.09; H, 4.89; N, 13.07. Mixtwf isomers *H NMRa:p (300 MHz,
CDCl3) § 7.31 — 7.15 (m, 5H, Cifleny), 4.58 (d,*J, 1 = 10.3 Hz, 0.6H, -CPIN3), 4.54 (d,’Jy,

4= 9.8 Hz, 0.4H, -CBN3), 4.22 (9,234 n = 7.2 Hz, 0.8H, -Chfeste), 4.00 (9,234 1 = 7.1 Hz,
1.2H, -Cl—lgbeste), 2.51 (m, 0.4H, CHciopropan}, 2.37—2.22 (m, 1.6H, Cliopropan, 2.06 (M,
1H, CHyclopropanys 1.29 (t,%n v= 7.2 Hz, 1.2H, Chfesie), 1.06 (t,°Jyp= 7.1 Hz, 1.8H,
CHs%este); °C NMRasb (75 MHz,CDC}) & 13.94/14.08 (63 este), 21.56/22.30 (CHciopropanys
26.76 (g, %), += 38.68 Hz, Chlciopropane?, 27.29 (9,%Jr, w= 37.42 Hz, Chciopropand),
28.68/29.69 (CHciopropang, 61.63/61.87 (B-N3), 62.08/62.75 (€7 este), 122.49 (q,lJF, H=
270 Hz, CR), 124.24 (q,"Js, = 272 Hz, CB), 126.72/126.86 (Chleny), 128.82/128.97
(CHoheny), 129.09 (Chneny), 137.72/138.02 (eny), 169.02/169.40 (CO):°F NMR, (188
MHz,CDCl) & -67.38 (d2Jy = 5.6 Hz, 0.6, C§), -67.21 (d3Jy = 6.2 Hz, 0.4, C§).
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Ethyl 2-[amino(phenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)cy clopropanecarboxylate
hydrochloride 224

CF;
A C14H17,CIF3NO,
Ph_ w7,
@j“ o COOEt MW= 323.74 g/mol
NH,CI

The mixture 0223 (20 mg, 0.064 mmol, 1 equiv) was dissolved in SomEtOH, 10% of the
catalyst (Pd/C) and 1drop of HCI 1N, were added thedsolution was degassed twice under
vacuum (using a water pump) and refilled with hygno each time. The reaction mixture was
left at room temperature overnight connected tayar balloon of hydrogen. The catalyst was
then filtered off, washed with EtOH, and the fite'aconcentrated to give a crude product
which was submitted foH-NMR analysis to determine the conversion; ( 18Mm§56mmol,
87%).224 were obtained as white solid, as two diastereoesser(6/4) that were not possible
to separate, (77.0 mg, 0.30 mmol, 85%). IR tnB8444 (N-H), 1724 (C=0), 1131 (C-0).
Mixture of isomers *H NMRap (300 MHz, MeODY 1.10 (t,3J 4= 7.2 Hz, 1.2H, ChPeste),
1.38 (t, °Jun= 7.2 Hz, 1.8H, Chfesie), 2.41 (M, 2.8H, CHciopropan}s 2.54 (m, 1.2H,
CHeyclopropan 2.88 (M, 0.4H, CHciopropangs 4.08 (4.33u 1= 7.2 Hz, 1.2H, -ChPeste), 4.29 (m,
0.8H, CH%ste), 4.42 (d3J4, 1= 8.9 Hz, 0.4H, -CRINH3"),4.71 (d,3J4, = 9.3 Hz, 0.6H, -CH
NH3"),7.57 — 7.42 (M, 5H, Glfeny). “°C NMRas (75 MHz, MeOD)5 14.33/14.49 (Chleste),
22.43/22.65 (Clciopropanys 23.68/24.68  (CHeciopropanys  31.49/31.60  (CHciopropang
52.39/53.66 (-CH-NKf), 63.08/63.25 (CH este), 129.16/129.32 (Chdeny), 130.57/130.69
(Coheny), 169.02/169.40 (CO)’F NMR, (188 MHz, MeOD)s -69.24 (d,*J,~= 5.6 Hz, 0.6,
CF), -68.28 (d3J,,= 6.2 Hz, 0.4, C§).

General Procedure for the Synthesis of N-aminoadine compounds:

N,N-disubstitutedhydrazines (1.4 eq.) was added wwisn of alkenel88, 225-2281 eq.),
iodobenzene diacetate (1.5 eq.) angC®; ( 2.8 eq.) in dichloromethane. The resulting
solution was stirred at room temperature until theappearance of the starting alkene
(monitored by*F NMR). The reaction medium was washed with brifvied over MgSQ
filtered, and concentrated under reduced pressive. resulting oil was then purified by

chromatography on silica gel.
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Ethyl 1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-Z-isoindol-2-yl)-3-(trifluoromethyl)aziridine-2-
carboxylate 229:

NPht

N

AN

F,C"  “COOEt

Yield: 64%. Yellow light oil.*H NMR (200 MHz, CDC} 25 °C):d = 1.34 (t,*J4 1 = 7 Hz,
3H, CH; ester), 3.61 (I n = 4.6 Hz, 1H, Chbiidind, 4.20 (qd2Jy 1 = 4.6 Hz,2Jy = 4.9
Hz, 1 H, CHuiridind,4.22 (q,2) = 7Hz, 2H,CH ester), 7.92-7.77 (m, 4H, H phthalimide) ppm.
13C NMR (75 MHz, CDC} 25 °C):6 = 13.81 (CH ester), 40.44 (CHiidind, 45.71 (q2Jc, ¢ =

41 Hz, CHuaiidine-crd, 62.93 (CH ester), 121.73 (qlJc, ¢ = 273 Hz, CF), 123.48
(CHphthaiimiad, 129.83  (Ghthaiimidd, 134.42 (Chnthatimidd, 164.96 (C=Ghthaimidd, 164,18
(C=Okste) PPM. *°F NMR (188 MHz, CDCJ, 25 °C): 6 = -70,88 (d,°J¢, y = 4.9 Hz, 3 F).
C14H11F3N204 (328): calcd. C 51.23, H 3.38, N 8.53; found C 2118 3.25, N 8.64.

Ethyl 1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-H-isoindol-2-yl)-3-(pentafluoroethyl)aziridine-2-
carboxylate 230:

NPht

N

\\\\\ ~

HsC COOEt

Yield: 78%. Colorless light oil*H NMR (200 MHz, CDCJ 25 °C):6 = 1.20 (t,°J4 v = 7.3
Hz, 3H, CHueswe), 3.56 (d,%Jy 1 = 4.5 Hz, 1H, Chbiigind, 4.18 (0,34 1 = 7.3 Hz, 2H,
CHaeste), 4.24 (M, 1H, Chbirigind, 7.84-7.65 (M, 4H, Fhnaimad ppm.*C NMR (75 MHz,
CDCl3, 25 °C): 6 = 13.77 (CH ester), 39.29 (CHiidind, 42.35 (dd2Jc, r = 24Hz,%)c, ¢ =
31Hz, CHyiigind, 62.90 (CHesie), 123.41 (Chnnaimiads 129.76 (Ghnatimiad, 134.38
(CHohthatimidd, 163.96 (C=Qhntnaiimiad, 164.18 (C=Qie) ppm.*°F NMR (188 MHz, CDCJ, 25
°C): 6 = -84.19 (t3J¢, = 1.27 Hz, 3F, C§, -121.49 (ddg?Je, ¢ = 276.8 Hz3J ¢ = 8.1 Hz,
33k, £= 1.27 Hz, 1F, CB, -124.79 (ddq?Je, r = 276.8 Hz3Jy £ = 8.1 Hz,2J¢ = 1.27 Hz, 1F,
CF) ppm. GsH11FsN-O, (378): calcd. C 47.63, H 2.93, N 7.41; found C247.H 2.71, N
7.32
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Ethyl 1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-ZH-isoindol-2-yl)-3-(pentafluoroethyl)aziridine-2-
carboxylate 231

NPht
N
F3C>{“‘ “COOEt
FF

Yield: 78%. Colorless light oittH NMR (200 MHz, CDGJ, 25 °C):6 = 1.20 (t,3Jy 1 = 7.3
Hz, 3H, CHeswe), 3.56 (d,%Jy 1 = 4.5 Hz, 1H, Chirigind, 4.18 (0,334, 1 = 7.3 Hz, 2H,
CHaeste), 4.24 (M, 1H, Chbirigind, 7.84-7.65 (M, 4H, Fhnaimicd pPPM. °C NMR (75 MHz,
CDCl3, 25 °C): ¢ = 13.77 (CH ester), 39.29 (CHiidind, 42.35 (ddJc, £ = 24Hz,%Jc ¢ =
31Hz, CHuiridind, 62.90 (CHeste), 123.41 (CHuthaimidd, 129.76 (Ghhaiimiad, 134.38
(CHohthatimidd, 163.96 (C=Qhntnaiimiad, 164.18 (C=Qie) ppm.*°F NMR (188 MHz, CDCJ, 25
°C): 0 = -84.19 (t3Jr ¢ = 1.27 Hz, 3F, C§, -121.49 (ddq™Jr, r = 276.8 Hz3}4 r = 8.1 Hz,
33k, £= 1.27 Hz, 1F, CB, -124.79 (ddq?Je, r = 276.8 Hz3Jy £ = 8.1 Hz,2J¢ = 1.27 Hz, 1F,
CFR,) ppm. GsH11FsN2O;4 (378): caled. C 47.63, H 2.93, N 7.41; found C247H 2.71, N
7.32

Ethyl 3-(difluoromethyl)-1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)aziridine-2-
carboxylate 232:

Yield: 58%. Yellow light oil.*H NMR (200 MHz, CDC} 25 °C):d = 1.33 (t,3J4 1 = 7 Hz,
3H, CHs este), 3.57 (d,%3n 1 = 4.8 Hz, 1H, Chbirigind, 3.89 (dddd 33y v = 2,5Hz,%04 =
4.8Hz,%)y ¢ = 5.5Hz,%04, £ = 13.2 Hz, 1H, Chbiridind, 4.22 (q,°Jn 1 = 7 Hz, 2H, CHeste),
6.05 (dd,%Jy, 1 =2,5Hz; % 1 = 56 Hz, 1H,CHF,), 6.25 (dd 23y v =2,5Hz;%J 4 = 55 Hz,
1H,CHF,), 7,95-7,65 (m, 4H, H phthalimide) ppfF NMR (188 MHz, CDG 25 °C):d = -
121,22 (ddd®J 1 = 5.5 Hz,2Jr 1 = 55Hz %), = 297 Hz, 1F), -127,13 (dddl)r 1 = 13.2 Hz;
2Je. w = 56 Hz,%Je, £ = 297 Hz, 1F) ppm**C NMR (75 MHz, CDCJ 25 °C):§ = 13.82
(CHzeste). 39.76 (CHairigind, 45.95 (dd,*Jc, ¢ = 27 Hz;3Jc, £ = 35 Hz, CHridind, 62.56
(CHaeste), 111.89 (t2)c, F = 242 Hz, CHE), 123.31 (2C, Chhthalimiad, 129.94 (C phthalimide),
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134.26 (2C, Chhtnaimiad, 164.26 (CQunaimiad, 164.92 (CQue) PpM. GaHiFoN204 (310):
calcd. C 54.20, H 3.90, N 9.03; found C 53.95, 664N 9.21

Ethyl 1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-Z-isoindol-2-yl)-3-(pentafluorophenyl)aziridine-2-
carboxylate 233:

Yield: 55%. White solid, m.p. 152°GH NMR (200 MHz, CDC4, 25 °C):6 = 1.29 (£33 1 =

7 Hz, 3H, CHeste), 3.87 (d, 1H3Jy 1 = 5.1HZ, CHairiding, 4.20 (4, 2H234, 1 = 7HZ, CHeste),
4.53 (d, 1H,*34 v = 5.1 HZ, CHairinding, 7.85-7.65 (M, 4H, Fhthaimiad ppm. F NMR (188
MHz, CDCk, 25 °C):d = -142.87 (m, 2F), -152.94 (tt, 1& r=2,2 Hz,%J = 21 Hz), -
161.75 (m, 2F) ppm>*C NMR (75 MHz, CDC} 25 °C): 6 = 13.87 (CHeswe), 40.86
(CHaziridind, 43.79 (CHiziridind, 62.55 (CHeste), 108.68 (Gers), 123.51 (Chhthalimidd, 134.20
(Conthaiimidd, 130.05 (Chninaiimidd, 136.01 (Ckers), 139.37 (Ckers), 143.13 (Ckers), 164.27
(COeste), 165.51 (CQhthaimidd PPM. GoH11FsN2O4 (426): caled. C 53.53, H 2.60, N 6.57;
found C 54.13, H 2.57, N 6.61

2-[2-Nitro-3-(trifluoromethyl)aziridin-1-yl]-1 H-isoindole-1,3(2)-dione 236

NPht
N

\ ~

FsC NO,

Yield: 67%. White solid, m.p. 123°GH NMR (300 MHz, CDC} 25 °C):d = 4.85 (broad,
1H, CHuyzirigineCFs), 5.55 (broad, 1H, CHiridineNOy), 7.9-7.7 (M, 4H, Hhhaimiad ppmM. *°F
NMR (188 MHz, CDC} 25 °C): ¢ = -69.69 (s broad, 3F, GFppm**C NMR (75 MHz,
CDCls 25 °C):6 = 30.89 (CH aziridine), 44.15 (§)c, ¢ = 42 Hz, CHziriging, 120.55 (9, Jc,
= 275 Hz, CR), 124.01 (Chhthalimiad, 129.42 (Ghthalimiad, 134.96 (CHnthaimiad, 163.34 (C=0)
ppm. G1HeF3N30,4 (301) : calcd. C 43.87, H 2.01, N 13.95; found3X0Z, H 1.94, N 13.29.
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2-{2-[(Benzyloxy)methyl]-3-(trifluoromethyl)aziridi n-1-yl}-1H-isoindole-1,3(21)-dione
237

l}lPht

N
F.c"  “CH,OBn

Yield: 35%. White solid, m.p. 108°CH NMR (200 MHz, CDC{ 25 °C):¢ = 3.08 (td, 1H,
334 1 = 3.9 Hz,%J4, 1 = 5.0 Hz, CHuirgind, 3.62 (d,°J4, 1 = 3.9 Hz, 2H, CHOBN), 4.15 (qt,
3 1= 4.9 Hz,2 3y £ = 4.9 Hz, 1H, Chbirigind, 4.24 (d, 1H3J4, 1 = 11.7 Hz, O-CH-Ph), 4.32
(d, 1H,%34 1 = 11.7 Hz, O-CHPh), 7.1-6.8 (M, 5H, sbomatic benzgh 7-7-7.5 (M, 4H, Bhthaiimiad
ppm.**F NMR (188 MHz, CDJ 25 °C):6 = -71.09 (d,*J4 ¢ = 4.9 Hz, 3F, C§ ppm.**C
NMR (75 MHz, CDC} 25 °C): 6 = 39.39 (q,%Jc, r = 40HZ, CHuiridind, 42.89 (CHuzridind,
63.54 (CH), 73.23 (CH), 122.85 (q,\Jc, r = 273Hz, CE), 123.21 (2C, Chhnalimiad, 127.54
(CHbenzy), 127.81 (Clenzy), 128.28 (Chenzy), 134.18 (CHnhaimiad, 130.12 (Ghnalimiad,
136.59 (Genzy), 164.93 (C=0) ppm. fgH1sF3N205 (376) : calcd. C 60.64, H 4.02, N 7.44;
found C 60.30, H 4.32, N 6.97.

Ethyl 1-[bis(tert-butoxycarbonyl)amino]-3-(trifluoromethyl)aziridine -2-carboxylate 238:

N(Boc),
N

AR

F,C"  “COOEt

Yield 65%. Colourless oitH NMR (200 MHz, CDC} 25 °C):6 = 1.29 (t,°J4, 1 = 7 Hz, 3H,
CHs este), 1.48 (s, 18H, Chlgod, 3.32 (d,2J4, 1 = 4.6 Hz, 1H, Chbirigind, 3.60 (qd 33 1= 4.5
Hz, %34, £ = 4.9 Hz, 1H, ChbiigineCFs), 4.30-4,05 (m, 2H, CHese) ppm. *°F NMR (188
MHz, CDCk 25 °C):6 =-70.20 (d,2Jy4 r = 4.6 Hz, 3F, CB ppm.**C NMR (75 MHz, CDC}
25 °C):6 = 13.86 (CH este),27.77 (CH Boo), 27.88 (CH goo), 43.41 (CHairigind, 48.33 (.2Jc,
F= 41.4 Hz, CHyiigind, 62.24 (CH este), 84.37 (GuarBOC), 84.78 (Guar BoC), 121.99 (q7c, F
= 274 Hz, CE), 148.6 (COsoc), 150,41 (CQsoc), 164.50 (CQuste) ppm. GeH2sF3N206 (398):
calcd. C 48.24, H 6.33, N 7.03; found C 48.61, 965N 6.87.

240



Ethyl 1-[(tert-butoxycarbonyl)(methyl)amino]-3-(trifluoromethyl)a ziridine-2-
carboxylate 239:

Me.
ITIBOC

N

ANG

F,C"  “COOEt

Yield 37%. Colourless oil'H NMR (200 MHz, CDC{ 25 °C):¢ = 1.30 (t,°J4 n = 7 Hz,

3H,CHs este), 1.42 (s, 9H, Chlgod), 2.93 (s, 3H, ChIN), 3.32 (d,%Jy n = 4.5Hz, 1H,
CHaziriging, 3.45 (qd,2Jy 1 = 4.5 Hz,%34 r = 4.9 Hz, 1H, Chbirdind, 4.21 (M, 2H, Chleste)

ppm.*°*F NMR (188 MHz, CDGJ 25 °C):6 = -70.94 (d,*J4 ¢ = 4.9 Hz, 3F, C§ ppm.*=C

NMR (75 MHz, CDC},25 °C): 5 = 13.87 (CH este), 28.11 (CH goo), 35.41 (CH-N), 44.20
(CHaziridind, 45.40 (q.°Jc, £ = 40 Hz, CHzirdind, 62.12 (CH este), 81.58 (Guatod), 122.13 (g,
2Jc. £ = 273 Hz, CE), 154.83 (COs00), 164,02 (CQuse) ppm. GoH19F3N-04 (312) : caled. C
46.15, H 6.13, N 8.97; found C 46.52, H 6.54, N18.4

Ethyl 1-[bis(benzyloxycarbonyl)amino]-3-(trifluorom ethyl)aziridine-2-carboxylate 240:

N(Cba),
N

AR

F,C"  “COOEt

Yield 76%. Colourless oifH NMR (200 MHz, CDC} 25 °C):6 = 1.12 (t,%4 n = 7.2 Hz,
3H, CHs este), 3.33 (0234, 1 = 4.7 Hz, 1H, Chbirigind, 3.61 (qd2Jy 1 = 4.7 Hz 23y £ = 4.8 Hz,
1H, CHuaziridineCF3), 3.95 (M, 2H, Chleste), 5.11 (d,23y, 1 = 12.2 Hz, 2H, Chlbenzy), 5.21 (d,
2Ju, 1 = 12.2 Hz, 2H, Chlpenz), 7.33-7.45 (M, 10H, Hiomaid ppm. *F NMR (188 MHz,
CDCl3, 25 °C):6 = -70.53 (d,*J4, r = 4.8 Hz, 3F, CH ppm.**C NMR (75 MHz, CDC{ 25
°C): 0 = 13.79 (CH este), 43.50 (CHairigind, 48.51 (.Jc, r= 40.6 Hz, CHziidind, 62.43 (CH
este), 69.49 (O-CH-Ph), 121.95 (q%c, £= 273.5 Hz, CB), 128.41 (CHuromaid, 128.54 (CH
aromatid, 128.57 (CHaromatig, 134.52 (Gromatid, 151.35 (COcby), 164.37 (COeste) ppm.
CooH21F3N2O6 (466): caled. C 56.65, H 4.54, N 6.01; found C786H 4.41, N 6.12.
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Di-tert-butyl [2-nitro-3-(trifluoromethyl)aziridin-1-yllim idodicarbonate 241:

N(Boc),
N

\ ~\

F4C" NO,

Yield 57%. White solid, m.p. 80°CH NMR (300 MHz, CDC} 25 °C):d = 1.52 (s, 18H,
CHs 8od), 4.18 (qd 334, 1 = 2.8 Hz,2Jy £ = 4.9 Hz, 1H, Chhirigind, 5.35 (d,*Jn 1 = 2.8 Hz, 1H,
CHazirigind PPM.*F NMR (188 MHz, CDQ 25 °C): 6 = -68.56 (d,*Jy r = 4.9 Hz, 3F, CH

ppm. *C NMR (75 MHz, CDCJ, 25 °C): § = 27.74 (CH Boc), 48.08 (q2)c, ¢ = 41 Hz,
CHazirigind, 72.05 (CHuiridingd, 85,73 (GuatBOC), 120.70 (qiJc, ¢ = 275 Hz, CE), 149.58 (CO
Boc) ppm. GsH20F3N3Os (371): calcd. C 42.05, H 5.43, N 11.32; found C382H 5.49, N
11.03.

General procedure for the synthesis of products 843

To a solution of trifluorocrotonic acid (1.0 eqr) DPMF, was added the amino acid methyl
ester hydrochloride (1.2 eq), DIPEA (4.0 eq.), HBTU2 eq), and HOBt (1.2 eq.) in this
order. The mixture was stirred overnight at roommgerature under argon atmosphere. The
solvent was evaporated under vacuum and the redidselved in ethyle acetate. The organic
layer was washed with 10% citric acid aqueous swiu2 times), water, 10% K Ozaqueous
solution (2 times) and brine, dried over,8@y, filtrated and evaporated. The crude product
was purified by column chromatography (EtOAc/cyewraine: 3/7) to afford the

correspondind alkene.

Methyl (25)-2-{[(2E)-4,4,4-trifluorobut-2-enoyl]lamino}propanoate 243a:

H
F3C\/\W N.__ COOMe
O I\Elle

Yield 81%. Colourless solid, m.p. 156°f2]2°= +35 (C = 1, CKCl,). *H NMR (200 MHz,
CDClz 25 °C):6 = 1.45 (d,*J4, = 7.2 Hz, 3H, CH), 3.75 (S, 3H,Chlesie), 4.68 (qt, Iy, 1 =
7.2 Hz, 1H, CH-CHs), 6.61 (dqJ4, 1 = 15.4 Hz,"J4, £ = 1.4 Hz, 1H, Chlkend, 6.76 (dqJn,
h=15.4 Hz3J4 £ = 6.4 Hz, 1H, ChleneCFs), 7.02 (Groag 2Ju, 1 = 7.2 Hz, 1H, NH) ppnt:F
NMR (188 MHz, CDC} 25 °C):6 = -65.56 (dd*Jy r = 1.4 Hz 23y ¢ = 6.4 Hz, 3F, CH ppm.
13C NMR (75 MHz, CDC} 25 °): ¢ = 18.21 (CH), 48.44 (CH), 52.69 (CHeswo), 124.19 (q,

1Jc. =280 Hz, CB), 128.86 (q2Jc, k= 36 Hz, CH-CR), 130.40 (q2Jc, r= 5.5 Hz, CHikend,
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162.03 (COumiad, 173.14 (CQuse) PPM. GH1oFsNOs (225) : caled. C 42.67, H 4.48, N 6.22;
found C 42.61, H 4.52, N 6.31.

Methyl (2S)-3-methyl-2-{[(2E)-4,4,4-trifluorobut-2-enoyllamino}butanoate 243b:

H
F3C\/\H/ N._COOMe
O /:\

Yield 78%. Colourless solid, m.p. 178°[2]2°= +78 (C = 1, CKCl,). *H NMR (200 MHz,
CDCl; 25 °C):6 = 0.85 (d,*Jy, 1 = 6.1 Hz, 3H, Ch), 0.95 (d2Jy, 1 = 6.1 Hz, 3H, Ch), 2.22
(m, 1H, CHsopropy)» 3.73 (S, 3H,CHleste), 4.66 (dd Jy, 1 = 5.2 Hz,*J4, 1y = 8.9 Hz, 1H, CH),
6.62 (dg,2J4 1 = 15.3 Hz,*Jy = 1.5 Hz, 1H, Chlkend, 6.73 (dq Iy 1 = 15.3 Hz )y = 6.8
Hz, 1H, CHueneCF3), 7.15 (Groad 2Ju, 1 = 8.9 Hz, 1H, NH) ppm°F NMR (188 MHz,
CDCl3, 25 °C):6 = -65.55 (dd.*Jy, ¢ = 1.5 Hz,*Jy ¢ = 6.8 Hz, 3F, CH ppm.**C NMR (75
MHz, CDCk, 25 °): § = 17.82 (CH), 18.08 (CH)), 30.15 (Chiopropy), 51.42 (CH), 56.34
(OCHs), 48.44 (CHeste), 52.69 (CH), 56.03 ( OCH ester), 123.48 (dJc, = 278 Hz, CB),
128.82 (9,2Jc. = 38 Hz, CH-CE), 129.87 (q.Jc, £= 5.7 Hz, CHuend, 161.73 (CQumiad,
172.84 (CQeste) PPM. GoH14FaNO;3 (253) : caled. C 47.43, H 5.57, N 5.53; found C347 H
5.52, N 5.41.

Methyl (25)-3-phenyl-2-{[(2E)-4,4,4-trifluorobut-2-enoyllamino}propanoate 243c:

H
F3C\/\H/ N._COOMe
I

©

Yield 76%. White solid. M.p. 102°Cla]3°= +128 (C = 1, MeOH)H NMR (300 MHz,
CDCls, 25°C) :6 = 3.07 (dd3Jy 1= 5.7,J4 w= 13.9 Hz, 1H, Ch), 3.15 (dd3Jy w=5.7,%0n,

h=13.9 Hz, 1H, Cht), 3.69 (s, 3H, Chbste), 4.90 (dd Iy 1= 5.7 Hz,Jy 1= 13.9 Hz, 1H,
CH-CH,), 6.32 (d,%34 w= 6.6 Hz, 1H, NH), 6.42 (dqJu 1= 15.6 Hz,*Jy £=1.2 Hz, 1H,
CH=CO), 6.62 (qd3Jy r=6.7 Hz,%J4, 4= 15.6 Hz, 1H, CH=C§}, 7.01 (dJ4 4= 7.0 Hz, 2H,
CHaromatids 7-19 (m, 3H, Cltomaid ppm.*°F NMR (188 MHz, CDGQ, 25°C) :8 = 65.53 (dd,
334, £=6.7 Hz,*Jy £=1.2 Hz, CR), **C NMR (75 MHz, CDCJ, 25°C) :8 = 37.6 (CH), 52.6
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(CHgeste), 53.5 (GH-CHy), 122.3 (g Jc, F = 270.8 Hz, CB), 129.1 (93Jc, =35 Hz, G4-CFy),
129.2 ; 129.7 (CHomatd, 130.1 (9 Jc. £= 5.7 Hz, G4-CO), 135.3 (Gomard, 161.9 (CQmicd,
171.5 (CQse) pPM. GaH14FsNO; (301.26) : calcd. C 55.82, H 4.68, N 4.65 ; folhi&5.98
H 4.83, N 4.63. MS : ESI + (M+Na)= 324.

Products 244a-d were synthesized using the geng@raicedure for the synthesis of N-

aminoaziridines:

Methyl (29)-2-({[1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-H-isoindol-2-yl)-3-(trifluoromethyl)aziridin-

2-yllcarbonyl}amino)propanoate 244a:

ITlPht

N H
- N COoOM
F3C’ L\( e ©
O Me

Yield 68%. GeH14FsNzOs (385): calcd. C 49.88, H 3.66, N 10.91; found Q030 H 3.65, N
10.38.

Diastereoisomer A: White solid, m.p. 198%6. NMR (300 MHz, CDCJ 25 °C):d = 1.25 (d,
3341 = 7.3 Hz, 3H, Ch), 3.53 (d 23y 1 = 4.5 Hz, 1H, CHyiridgind, 3.76 (S, 3H,Chleste), 4.35
(dq, 334, 1 = 4.5 Hz,33y 1 = 4.9 Hz 1H, CH-CB), 4.50 (qt,*J4, 1 = 7.3 Hz CH), 7.26 (Groad

3Jn 1 = 7.3 Hz, 1H, NH), 7.67-7.77 (m, 4H, Gltnaimiad ppm.*°F NMR (188 MHz, CDGJ

25 °C):0 = -70.54 (d,34, £ = 4.9 Hz, 3F, CH ppm.=C NMR (75 MHz, CDC} 25 °): 6 =

17.15 (CHY), 42.43 (CHaziridingd, 43.15 (9Jc, £= 40 Hz, CHazirigineCF3), 48.87 (CH), 52.72
(OCHg), 121.92 (g} Jc, £ = 272 Hz, CE), 123.27 (CHontnalimidd> 129.91 (Conthalimidd, 134.28
(CH phthatimiad, 161.09 (CQunthalimiad, 164.11 (CQumidd, 172.82 (CQuste) ppm.[ar]Z°= + 96 (C
=1, CHCL).

Diastereoisomer B: : White solid, m.p. 224%€ NMR (300 MHz, CDC} 25 °C):6 = 1.31
(d, 334 1 = 7.4 Hz, 3H, CH), 3.33 (d,2J4, 1 = 4.6 Hz, 1H, CHuiridind, 3.65 (S, 3H,Chleste),

4.28 (dg,Jy n = 4.6 Hz,®Jy w = 4.8 Hz 1H, CH-CB), 4.42 (qt,*Jy 1 = 7.4 Hz CH), 7.15
(dbroag “Ju, 1 = 7.4 Hz, 1H, NH), 7.54-7.68 (M, 4H, Glhaimiad PpmM.*°F NMR (188 MHz,
CDCl3, 25 °C):6 =-70.73 (d 23y, r = 4.8 Hz, 3F, C§ ppm.=*C NMR (75 MHz, CDC} 25 °):
§ = 16.93 (CH), 41.61 (CHagiridind, 42.74 (9,2Jc. £= 41 Hz, CHazirigineCFs3), 48.58 (CH),

52.19 (OCH), 121.13 (q,Jc, ¢ = 274 Hz, CB), 123.17 (CHonthaiimidd, 129.80 (Conthalimidd,

134.20 (CHonthaiimidd, 161.75 (CQnthalimidd, 164.27 (CQumidd, 172.93 (CQste) ppm.

244



Methyl (25)-2-({[1-(1,3-dioxo0-1,3-dihydro-H-isoindol-2-yl)-3-(trifluoromethyl)aziridin-
2-yl]carbonyl}amino)-3-methylbutanoate 244b:

NPht
" N _coom
Fac“‘“L\( Y ©
O /:\

Yield 64%. GgH1gF3N3Os (413) : caled. C 52.30, H 4.39, N 10.17; found2203, H 4.12, N
10.47.

Diastereoisomer A: Colourless otH NMR (200 MHz, CDCJ 25 °C):6 = 0.87 (d,%Jy 1 =

6.8 Hz, 3H, CH), 0.92 (d.2Jy 1 = 6.8 Hz, 3H, CH), 2.09 (M, 1H, Clopropy), 3.64 (d.2Jy 1 =

4.6 Hz, 1H, CHuyiridind, 3.75 (S, 3H,Chleste), 4.44 (m, 2H, CH-CE CH,), 7.45 (Groad “Jn, 1 =

8.6 Hz, 1H, NH), 7.59-7.81 (m, 4H, Clinaimiad PPM."*F NMR (188 MHz, CDGJ 25 °C):0

=-70.77 (d3Jy, £ = 4.9 Hz, 3F, CE ppm."*C NMR (75 MHz, CDCJ 25 °): 6 = 17.68 (CH),

18.47 (CH), 31.44 (Chopropy), 42.11 ( CHaziridingd, 42.95 (9.2Jc, £= 41 Hz, CHaziridineCF),

52.48 (CH), 58.08 (OCH), 121.76 (q,Jc, F = 273 Hz, CE), 123.26 (CHphthaiimiad, 129.90 (C
phthalimidd, 134.30 (CHpnthaiimidd, 161.84 (COpnthatimidd, 164.19 (COamidd, 172.21 (COeste)

ppm.[a]3°=+ 67€ = 1, CHCL,)

Diastereoisomer B: White solid, m.p. 206°6.NMR (200 MHz, CDC} 25 °C):6 = 0.92 (d,
3Jn, 1= 7.2 Hz, 3H, CH), 0.96 (d,*Jy = 7.2 Hz, 3H, Ch), 2.15 (m, 1H, Ckopropy), 3.55 (d,
334 1 = 4.5 Hz, 1H, CHuyiridind, 3.72 (S, 3H,Chlesie), 4.38 (m, 2H, CH-CFand CH), 7.19
(dbroad >Ju, 1 = 8.1 Hz, 1H, NH), 7.65-7.78 (m, 4H, Glathaiimiad PpmM. °F NMR (188 MHz,
CDCl3, 25 °C):6 =-70.69 (d 23y, r = 4.9 Hz, 3F, C§ ppm.**C NMR (75 MHz, CDCJ, 25 °):

6 = 18.07 (CH), 18.72 (CH), 31.16 (Chbopropy), 42.08 ( CHazirdind, 42.10 (q,"Jc, F= 40.6
Hz, CH azirigine CFs), 52.31 (CH), 58.34 (OCH), 122.55 (qlJc. ¢ = 274 Hz, CE), 123.33 (CH
phthalimidd, 129.98 (Gonthalimidd, 134.18 (CHohthaimidd, 162.01 (COQynthatimidd, 164.08 (CQumide),

171.29 (CQuste) ppm.[a]3°=-51 € =1, CHCly)
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Methyl (29)-2-({[1-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-H-isoindol-2-yl)-3-(trifluoromethyl)aziridin-
2-yllcarbonyl}amino)-3-phenylpropanoate 244c:

l}lPht

N H
F, C%f N \i/COOMe
O :\©

Yield 72%. White foam. The two diastereoisomeresevgeparated.

Diastereoisomer A'H NMR (300 MHz, CDC}, 25°C) :8 = 2.93 (dd 23y, 1= 5.9 Hz,%Ju H
=13.7 Hz, 1H, CH), 3.10 (dd2Jy w= 4.7 Hz,%J4 1= 13.9 Hz, 1H, Ch), 3.43 (d,3Jy 1=
4.0 Hz, 1H, CHyirigind, 3.68 (S, 3H, Chbste), 4.35 (M, 1H, Chbiridind, 4.83 (dd,*Jy, n= 5.2
Hz, 33y n= 7.8 Hz, 1H, CHCH,), 6.92 (d,*J4, 1= 8.3 Hz, 1H, NH), 7.27 (m, 5H, Gkmard,
7.71 (M, 4H, Chhthaimiad ppm.**F NMR (188 MHz, CDGJ, 25°C) :8 = 70.26 (m, CE) ppm.
3C NMR (75 MHz, CDC}, 25°C) :5 = 37.9 (CH), 41.9 (CHuirigind, 43.0 (9.3Jc, r= 43.2 Hz,
CH-CFs), 52.4 (CH-CH), 53.6 (CHeste), 123.3 ; 123.4 (Clomard, 123.8 (9,Jc = 272.1,
CFs), 128.7 ; 128.9 (Chhthaimiad, 129.4 (Gromatig, 134.2 (CHhnthalimidd, 135.1 (Gnthaimidd,
163.3 (CQhthalimidd> 164.0 (CQste), 171.1 (Gmidd PPM.

Diastereoisomer B*H NMR (300 MHz, CDC}, 25°C) :6 = 3.05 (dd 33y = 5.6 Hz,2Jy 1=
13.7 Hz, 1H, Chk), 3.17 (dd2Jy w= 6.0 Hz,23 w= 14 Hz, 1H, CHk), 3.54 (d,%J4 1= 4.5
Hz, 1H, CHuyiidind, 3.64 (S, 3H, Chbste), 4.38 (M, 1H, Chbirgind, 4.72 (m, 1H, CH-Ch),
6.83 (d,%Ju w= 7.9 Hz, 1H, NH), 7.25 (M, 5H, GRmaid, 7.75 (M, 4H, Chhaiimiad ppm.*°F
NMR (188 MHz, CDC}, 25°C) : & = 70.38 (m, CB ppm. **C NMR (75 MHz, CDC},
25°C) :8 = 37.3 (CH), 41.7 (CHairdingd, 43.4 (9,°Jc, r = 43.2 Hz, ®i-CF3), 52.6 (CH-CH),
54.2 (CHeste), 123.4; 127.4 (Chiomard, 128.6 ; 129.1 (Chhtnaimidd, 130.0 (Gromatid, 134.2
(CHpnthatimidd, 135.2 (Ghthalimidd, 161.5 (CQnthatimidd, 164.2 (CQste), 171.3 (CQmidd PPM.
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Methyl (2S)-2-({[1-(bis(ert-butoxycarbonyl)amino)-3-(trifluoromethyl)aziridin- 2-
yl]carbonyl}amino)-3-phenylpropanoate 244d:

N(Boc),

N H
W N
A
O :\©

Yield 79%. White foam. Mixture of diastereoisoménsa 1:1 ratio.'’H NMR (300 MHz,
CDCls, 25°C) :5 = 1.50 (s, 9H, CHlgoo), 1.52 (S, 9H, Chlgod, 3.14 (m, 2H, CHCH), 3.27
(d, %34, 4= 4.5 Hz, 1H, Chkirigind, 3.65 (S, 1.5H, Chlster gia), 3.72 (S, 1.5H, Chister gia ) 3.74
(m, 1H, CHuyirgind, 4.85 (M, 1H, CHCH,), 7.09 (m, 1H, NH), 7.27 (m, 5H, GkKmaid Ppm.
% NMR (188 MHz, CDGJ, 25°C) :5 = 69.51 (m, CFgia ), 69.59 (M, CEga 9 ppm.*=C
NMR (75 MHz, CDC}, 25°C) :5 = 27.9; 28.0 (Chlgod, 37.9 ; 38.0 (Ch), 44.8 (CHiziridind),
52.2 (CHste), 52.3 (CH-CE), 84.3 ; 84.9 (Guatgoo), 127.0 (9, Jc, F = 272.0 Hz, CF), 128.6 ;
128.7 ; 129.2 (CHomatd, 148.3 (CQud, 150.9 (CQoo), 164.3 (CQste), 171.2 (CQmidd ppm.
Ca4H32F3N307 (571.52) : calcd. C 54.23, H 6.07, N 7.91 ; fo@84.68 H 6.42, N 7.62. MS :
ESI + (M+Na)= 554.
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& Le protéasome est une macromolécule qui assure la dégradation de la majorité des protéines
cellulaires ce qui en fait une cible dans le traitement du cancer. Nous avons congu et synthétisé des
inhibiteurs non-covalents de structures pseudopeptidiques fluorés ou non fluorés du protéasome.
L’évaluation des ces composés par RMN du “F est en cours de réalisation. Nous avons aussi
développé une méthodologie de syntheése d’amino acides cyclopropane trifluorométhylés et de N-

aminoaziridine fluorés.

& Mots clés : protéasome, inhibiteurs non covalents, peptidomimétiques, fluor, cyclopropane, N-

aminoaziridine, RMN du O,

& Le nom du laboratoire de rattachement : laboratoires de molécules fluorées et chimie médicinale,
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