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Introduction générale : Le glutamate au cœur du système nerveux 

central 

1. Le glutamate 

1.1.  De son goût savoureux… 

L’acide glutamique, ou glutamate, est l’un des vingt acides aminés qui constituent les protéines 

(Figure 1). Il fut découvert en 1866 par le chimiste allemand Karl Heinrich Leopold Ritthausen. 

Ce n’est qu’au début du XX
e
 siècle que l’acide glutamique prend de l’ampleur suite aux 

expériences menées par le Professeur japonais nommé Kikunae Ikeda à l'Université Impériale de 

Tokyo. Il prénomme le glutamate « umami » et le présente comme exhausteur de goût 

s’additionnant aux goûts salé, sucré, amer et acide.
1,2

 

 

 

Figure 1 L’acide glutamique 

 

1.2.  … à son rôle de neurotransmetteur 

Bien qu’il était connu depuis les années 1930 que le glutamate était présent dans le cerveau à 

forte concentration,
3
 il a fallu plus de temps pour découvrir que le glutamate possédait des 

propriétés de neurotransmetteur. Effectivement, au début, le glutamate était considéré seulement 

comme acteur majeur dans la métabolisation.
4
 Il est vrai que le glutamate, constituant de 

certaines protéines, est un produit issu de la transamination de l'α-cétoglutarate lors du cycle de 

Krebs.
5
   

Jusqu’au début du XX
e
 siècle, la transmission de l’influx nerveux était encore supposée comme 

exclusivement électrique. Ce n’est qu’en 1921, que la première neurotransmission chimique fut 

mise en évidence par Otto Loewi (Prix Nobel 1936 de physiologie ou médecine, conjointement 

à Henry Hallett Dale). Il découvre, au niveau des terminaisons nerveuses, que la transmission de 

l’information se faisait par voie chimique (Figure 2). L'expérience célèbre des deux cœurs de 

grenouille isolés, placés sur un même circuit de perfusion lui a permis de démontrer l'existence 

d'un médiateur chimique issu du premier cœur (stimulé électriquement) et agissant sur le second 
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cœur pour en ralentir le rythme (la légende raconte qu'il a eu l'idée de l'expérience dans un rêve 

et qu'il a couru au laboratoire dès qu'il était éveillé). 

 

 

 

 

 

Figure 2 Otto Loewi et l’expérience des deux cœurs de grenouille 

Malgré ces résultats préliminaires, beaucoup de scientifiques hésitaient encore sur l’existence ou 

non d’une transmission chimique au niveau des extrémités nerveuses. Cette idée sera vérifiée à 

partir des années 1950 par Sir Carex Eccles en étudiant la jonction neuromusculaire, la synapse 

entre les neurones moteurs spécialisés et les muscles avec des électrodes intracellulaires (Figure 

3).Il a découvert que les petites fluctuations dans le potentiel de membrane de base, enregistrées 

à la jonction neuromusculaire, étaient dues à la libération aléatoire des vésicules synaptiques 

contenant de l'acétylcholine. Ce dernier était identifié comme le premier neurotransmetteur.
6
 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 Sir John Carew Eccles 

Sa découverte fut confirmée en 1954 en découvrant que l’acétylcholine était libérée lors de 

l’inhibition de synapses cholinergiques sur des motoneurones.
7
 Cependant, les tests 

pharmacologiques ont montré que l’acétylcholine ne pouvait pas être l’agent majoritaire 
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responsable de l’inhibition ou de l’excitation des synapses neuronales situées dans la moelle 

épinière. Après avoir prouvé que le GABA était le principal intervenant lors des actions 

inhibitrices synaptiques,
8
 Curtis, Watkins et Phillis, trois étudiants du groupe de recherche 

australien d’Eccles ont découvert que le glutamate, ainsi que d’autres acides aminés, étaient 

quand à lui responsable de l’activité excitatrice synaptique.
9,10

 Ces travaux ont alors constitué 

une base de travail primordiale sur lesquelles plusieurs groupes de recherche ont travaillé et 

c’est à partir des années 1970 que le glutamate fut reconnu comme le principal 

neurotransmetteur excitateur du système nerveux chez les vertébrés. 

Le glutamate est extrêmement présent au niveau du cerveau avec une concentration de 5 à 15 

mmol/kg dont la majorité se situe dans les neurones. Effectivement, sa concentration 

cytoplasmique neuronale est de 5 à 10 mM. Elle est sept fois plus forte que n’importe quel acide 

aminé et deux à trois fois plus élevée au niveau des axones par rapport au corps cellulaire du 

neurone.
11

 Le glutamate est formé dans les mitochondries des neurones de deux façons : soit il 

est obtenu sous l’action de la glutamate synthétase sur la glutamine, soit par transamination à 

partir de l'α-cétoglutarate lors du cycle de Krebs (Schéma 1). 

 

 

 

Schéma 1 Biosynthèses du glutamate 

Cet acide aminé joue un rôle physiologique indispensable car il est responsable de la majorité 

des transmissions synaptiques excitatrices et donc du transfert rapide de l’information nerveuse. 

Il est impliqué dans différentes fonctions neurologiques telles que la mémoire, l’apprentissage, 

le comportement, le mouvement ou encore la sensation.
12

 A l’inverse, il est aussi à l’origine de 

plusieurs pathologies du système nerveux central, principalement liées à des concentrations 

excessives de glutamate au niveau des synapses nerveuses qui entraînent une excitotoxicité.
13

 

C’est le cas lors d’un accident vasculaire cérébral de type ischémie. Lors de l’occlusion d’une 

artère cérébrale, le cerveau est partiellement privé d’oxygène et de glucose. Ce manque va 

induire une dépolarisation massive des neurones qui vont libérer une dose de glutamate 

extrêmement élevée qui va alors suractiver les récepteurs du glutamate. Cela engendre par la 

suite une augmentation du taux de calcium intracellulaire et donc la mort des neurones.
14

 Il est 

glutamate glutamine α-cétoglutarate 

transaminase 
Glutamate 

synthétase 
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donc très important que les neurotransmetteurs et notamment le glutamate soient toujours en 

équilibre. 

 

2. La synapse glutamatergique  

2.1.  La transmission de l’information 

La diffusion de l’information entre deux neurones peut s’effectuer de deux façons ; soit par 

transmission électrique ou soit par transmission chimique. La première consiste en un signal 

électrique qui se propage d’un neurone à l’autre via une jonction communicante (synapse 

électrique) entre les 2 neurones mis en jeu. Cette jonction est formée de molécules 

transmembranaires, les connexines. Six molécules de connexines assemblées en cylindre 

forment un hémi-canal nommé connexon. L’aboutement de deux connexons conduit à la 

formation d’un canal tubulaire qui traverse l’espace intercellulaire. Les neurones peuvent 

également communiquer à d’autres neurones ou effecteurs (cellules musculaires) à travers une 

synapse chimique. Cette dernière correspond à l’espace inter contacte entre deux neurones ; un 

neurone présynaptique et un neurone postsynaptique. L’information est transmise grâce aux 

neurotransmetteurs tels que le glutamate. 

 

2.2.  Le cycle du glutamate 

Au niveau du neurone présynaptique, les molécules de glutamate sont stockées dans des 

vésicules (avec une concentration moyenne de 100 mM).
12

 Ces vésicules vont migrer jusqu'à 

l’extrémité du neurone sous l’action du signal électrique. Les membranes vésiculaires peuvent 

alors fusionner avec la membrane neuronale pour libérer le glutamate dans l’espace synaptique 

qui va pouvoir activer deux types de récepteurs : les récepteurs ionotropiques du glutamate 

(iGlu) et les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGlu). Les propriétés de ces deux types 

de récepteurs seront relatées dans le paragraphe suivant. Le glutamate est également capté dans 

les cellules gliales par l’intermédiaire des transporteurs d’acides aminés excitateurs EAAT 

(Excitatory Amino Acids Transporters). Au niveau de ces cellules, le glutamate est recyclé en 

glutamine subissant l’action de la glutamine synthétase. Cette glutamine est réintroduite dans le 

neurone présynaptique à l’aide de transporteurs de glutamine puis convertie en glutamate par 

l’action de la glutamate synthétase. Le neurotransmetteur est alors réintroduit dans les vésicules 

de stockage  via les transporteurs de glutamate VGLUT (Vesicular GLUtamate Transporters). 
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Glu : glutamate, Gln : glutamine ; VGLUT : Vesicular GLutamate Transporters ; 

SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor ; 

AMPA : α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid ; NMDA : N-methyl-

(D)-aspartate; mGluR : metabotropic glutamate receptor ; BDNF : Brain-derived 

neurotropic factor 

Figure 4 Schéma simplifié d'une synapse glutamatergique
15

 

 

2.3.  Les récepteurs du glutamate 

2.3.1. Les récepteurs ionotropiques du glutamate (récepteurs iGlu) 

Les récepteurs ionotropiques ont été les premiers récepteurs du glutamate à avoir été identifiés 

et clonés
16

. Ces récepteurs ont été découverts dans les années 1980 et ont été nommés d’après 

leurs agonistes sélectifs
17

. Il s’agit des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), AMPA (acide 

(S)-α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionique) et kaïnate (Figure 5). Les récepteurs 

AMPA et kaïnate sont souvent regroupés sous l’appellation de récepteurs « non-NMDA ». 
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Figure 5 Agonistes éponymes des récepteurs iGlu 

Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont responsables de la transmission synaptique 

excitatrice rapide. Ce sont des récepteurs canaux transmembranaires perméables aux cations, 

principalement au Na
+
, au K

+
 et pour certains au Ca

2+
.
18,19

 L’activation des récepteurs iGlu est 

donc à l’origine d’un flux ionique à travers la membrane plasmique du neurone postsynaptique 

qui provoque sa dépolarisation et peut ainsi permettre l’initiation de potentiels d’action. Leurs 

cinétiques d’activation sont assez élevées pour répondre à une libération brève de glutamate  

dans la synapse, par exemple lors d’une fusion vésiculaire unique. Dans ce cas, les 5000 

molécules de glutamate contenues dans une vésicule donnent lieu, en à peine 1 µs, à un pic de 

concentration d’environ 1 mM sous le site de libération. Toutefois, cette concentration n’est 

atteinte que très transitoirement. En effet, le glutamate diffuse rapidement hors de la fente 

synaptique, avec un temps caractéristique d’environ 1 ms.
20,21

 

Les récepteurs iGlu peuvent-être activés par deux cinétiques distinctes. Les récepteurs non-

NMDA s’activent et s’inactivent avec des temps caractéristiques inférieurs à la milliseconde. 

Ces propriétés leur permettent d’effectuer un codage rapide de l’information, c’est à dire de 

suivre des trains de potentiels d’action qui donnent lieu à des libérations de glutamate séparées 

par des temps de l’ordre de 10 ms. A l’opposé, les récepteurs NMDA présentent des cinétiques 

bien plus lentes. Cette lenteur reflète un temps de résidence élevé du glutamate sur les 

récepteurs NMDA et leur permet de jouer le rôle de détecteur de coïncidence entre excitation 

des éléments pré et post-synaptiques. Les récepteurs NMDA sont très affins pour le glutamate 

(EC50 ~ 1 μM), près de cent fois plus que les récepteurs AMPA (EC50 ~ 100 µM).
20,22

 Nous 

pouvons noter que ces affinités sont faibles par rapport à d’autres neurotransmetteurs (EC50 ~ 

nM). 
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2.3.1.1. Structure des récepteurs iGlu 

Les études de clonage, initié par Hollmann et al.
16

, ont permis d’améliorer les connaissances sur 

ces récepteurs. Il existe quatre grandes familles de récepteurs ionotropiques du glutamate 

(Figure 6) ; les récepteurs NMDA, AMPA, kaïnate et delta. Ces derniers sont un peu moins 

connus à ce jour.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 Arbre phylogénétique des récepteurs iGlu
23

 

Ces récepteurs canaux sont des complexes tétramériques
24

 composés de plusieurs sous-unités. 

Malgré leur diversité phylogénétique toutes les sous-unités des récepteurs iGlu partagent une 

même architecture moléculaire. Effectivement, ils sont composés de quatre grands 

domaines (Figure 7): 

 Un domaine N-terminal extracellulaire large (NTD ou ATD) 

 Le site de liaison des agonistes (domaine extracellulaire très large ABD ou LBD) 

 La partie transmembranaire (TMD) qui forme le canal ionique 

 Un domaine C-terminal intracellulaire (CTD) qui est impliqué dans le trafic et l’ancrage 

des récepteurs à la synapse 

 

GluN1 
GluN3A 
GluN3B 
GluN3B 
GluN2B 
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GluA2 
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GluK3 

 GluK4 
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NTD : Domaine N-Terminal ; ABD : Domaine de liaison de l’agoniste ; TMD : Domaine 

Transmembranaire ; CTD : Domaine C-Terminal 

Figure 7 Structure monomérique des récepteurs iGlu 

Des études cristallographiques récentes ont montré que les récepteurs iGlu fonctionneraient 

plutôt en dimères de dimères (Figure 8).
25,26

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 Assemblage de plusieurs iGluR
26
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2.3.1.2. Fonctionnement des récepteurs iGlu 

La liaison des agonistes dans la crevasse interlobe de chaque ABD provoque la fermeture de ces 

derniers et donc l’écartement des deux lobes adjacents inférieurs. Cette séparation a de fortes 

conséquences sur le domaine transmembranaire car il est directement relié à ces deux lobes 

inférieurs. Cela se traduit par l’ouverture du canal ionique (Figure 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATD : Domaine N-Terminal ; LBD : Domaine de liaison du ligand ; TMD : Domaine 

TransMembranaire ; CTD : Domaine C-Terminal 

Figure 9 Activation des récepteurs iGlu
27

 

Cependant, en cas d’interaction chronique avec le glutamate (ou d’autres agonistes), les 

récepteurs iGlu peuvent subir une dépolarisation totale, c'est-à-dire que le canal ionique se ferme 

et que l’activité du glutamate est totalement inhibée.
28,29

 Cette désensibilisation peut-être 

bénéfique dans certaines pathologiques telle que l’ischémie cérébrale, durant laquelle la 

concentration de glutamate au niveau de la synapse augmente très rapidement (Figure 10).
30,31

 

 

 

 

 

Figure 10 Désensibilisation du récepteur
32
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Hansen et al,
33

 ont montré cette activation et cette désensibilisation par cristallographie (Figure 

11). Nous pouvons facilement observer les différentes distances entre les lobes inférieurs des 

deux ABD selon l’état d’activation du récepteur. 

 

 

 

 

 

Figure 11 Structure cristallographique des trois états des récepteurs iGlu
33,34

 

 

2.3.1.3. Localisation des récepteurs iGlu 

 

Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont omniprésents dans tout le système nerveux, 

central et périphérique. Au niveau de la synapse, ils sont essentiellement situés sur les neurones 

postsynaptiques. Cependant, il existe des récepteurs iGlu présynaptiques qui régulent la quantité 

de glutamate au niveau de la synapse, s’additionnant à l’activité des récepteurs mGlu.
35

 

 

2.3.2. Les récepteurs métabotropiques du glutamate (récepteurs mGlu) 

 

Ces récepteurs ont été découverts et étudiés plus tardivement par le fait qu’ils jouent un rôle de 

modulateur de la transmission synaptique en parallèle de l’action des récepteurs iGlu. Ces 

récepteurs ont été initiés par Sladeczek et al. qui ont montré que le glutamate était capable 

d’activer la phospholipase C (PLC) via un autre récepteur que les récepteurs iGlu.
36

 Peu après, 

ces résultats ont également été observés dans d’autres régions du cerveau.
37-40

  De plus, en 1984, 

un analogue phosphonate, le L-AP4 fut découvert en tant que ligand d’un nouveau récepteur de 

glutamate.
41

 Ces expériences signifient bien que le glutamate est capable d’activer d’autres 

récepteurs que les récepteurs iGlu.
42

 Ces nouveaux récepteurs sont intitulés récepteurs 

métabotropiques du glutamate. Les propriétés de ces récepteurs sont expliquées dans le 

paragraphe suivant. 
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3. Caractéristiques structurales et propriétés fonctionnelles des récepteurs 

métabotropiques du glutamate 

3.1.  Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) 

 

Propriétés générales des RCPG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 Structure générale des RCPG
43

 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille de protéines 

membranaires dans le génome humain avec près de 800 gènes codant pour ce type de 

récepteur.
44

 Ces récepteurs permettent la transmission de l’information intracellulaire et peuvent 

être stimulés par de nombreux ligands différents tels que des protéines, des petites molécules 

(acides aminés, ligands exogènes), des hormones, des ions, des odeurs ou même des rayons 

lumineux. Cette activation par différents agents est due à la forte diversité de ces récepteurs au 

cours de l’évolution et les RCPG représentent aujourd’hui la majorité des cibles thérapeutiques 

avec 30 à 50 % de médicaments visant directement ces récepteurs (ou bien le mécanisme 

d’action serait associé à un RCPG).
45-48

 En 2000, environ 150 médicaments agissant sur les 
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RCPG représentaient 26% des meilleures ventes, soit une somme de 23,5 milliards de dollars. 

De plus, seuls 20 des ~750 RCPG sont ciblés par ces 150 médicaments.
49,50

 A partir de 2008, 5 

des 15 médicaments génériques
51

 et 7 des 15 médicaments prescrits
52

 les plus vendus au monde 

ciblent les RCPG. Tous ces chiffres sont très explicites et prouvent que l’étude de ces récepteurs 

a des enjeux considérables. Malgré la grande diversité des RCPG, leur structure de base reste 

commune. Effectivement, ces récepteurs se caractérisent par trois grandes parties : un domaine 

N-terminal extracellulaire, un domaine transmembranaire comprenant 7 hélices hélicoïdales et 

un domaine C-terminal intracellulaire. L’activation de ces récepteurs par un ligand 

extracellulaire engendre un changement de conformation du récepteur. Cette modification 

permet l’activation des protéines G reliées au récepteur qui vont interagir avec différents 

effecteurs secondaires intracellulaires.
53

  

Les protéines G 

Les protéines G constituent un élément essentiel entre les RCPG et les effecteurs secondaires. 

Elles sont composées de trois sous-unités α, β et γ. Au repos, les 3 sous-unités sont associées 

entre-elles et l’unité α est liée à une molécule de GDP. L’activation du récepteur induit le 

remplacement de la molécule de GDP par une molécule de GTP. Cette dernière  active alors la 

protéine Gα ce qui va engendrer la séparation des sous-unités Gα et G βγ. Ces deux complexes 

Gα-GTP et G βγ peuvent alors réguler différents effecteurs. Enfin, l'activité GTPase de la sous-

unité α hydrolyse le GTP ce qui entraîne la réassociation des sous-unités de la protéine G.
54

 Tant 

que le récepteur est activé par son ligand, et tant que le système ne subit pas une 

désensibilisation, le cycle d'échange du GDP par du GTP continue (Figure 13). Il existe une 

grande diversité de protéines Gα classées en 4 grandes catégories. Ces familles ont été 

constituées en fonction des effecteurs régulés par ces protéines Gα. Les Gqα activent la 

phospholipase C (PLC) ce qui induit par la suite une production d’inositol triphosphate (IP3) 

puis la libération de calcium intracellulaire. Les Gsα activent l’adénylate cyclase (AC) qui 

catalyse la réaction de formation de l’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique) qui elle-

même est responsable de l’activation de la protéine kinase A (PKA) capable de phosphoryler 

différents substrats protéiques. A l’inverse, les Gi/oα inhibent l’adénylate cyclase (AC) et toute la 

voie de signalisation qui en découle. Enfin, les G12/13α activent la GMPc (Guanosine 

MonoPhosphate cyclique)phosphodoestérase qui est l’enzyme spécifique qui catalyse la 

formation de GMPc à partir du GTP.
55 
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Figure 13 Activation des protéines G
56

 

 

3.2.  Classe C des RCPG 

 

Après avoir découvert l’existence de nouveaux récepteurs de glutamate dans les années 1980, il 

était important d’identifier leur type de récepteur. Le premier récepteur mGlu fut cloné en 1991 

par deux groupes de recherche.
57,58

 Il fut nommé mGlu1 étant le premier récepteur mGlu 

découvert. Entre 1992 et 1994, les caractéristiques du récepteur mGlu1 ont été utilisées pour 

cloner les sept autres récepteurs mGlu qui sont numérotés de 1 à 8 en fonction de leur ordre de 

découverte.
59-64

 Nous verrons un peu plus tard dans ce manuscrit que les 8 récepteurs mGlu sont 

classés en trois groupes élaborés non pas sur leur numérotation mais plutôt sur identité de 

séquence primaire et leurs caractéristiques pharmacologiques qui ont été effectuées après le 

clonage. Il a été montré que l’activation du récepteur mGlu1 induisait toute une cascade 

biochimique engendrée par l’activation de protéines G et la formation d’IP3. Ces résultats étant 

également observés chez les autres récepteurs mGlu, il était donc évident que les récepteurs 

mGlu étaient des récepteurs couplés aux protéines G. Cependant, la séquence primaire de ces 8 

nouveaux récepteurs est plus longue avec notamment un domaine N-terminal extracellulaire 

conséquent (500 à 600 acides aminés) et ne possède presque aucune analogie avec les séquences 

des autres RCPG connus. Cela signifie que les récepteurs métabotropiques du glutamate 

constituent une nouvelle famille de RCPG, la famille C, à laquelle seront ajoutés par la suite les 

récepteurs GABAB, des récepteurs du goût, des récepteurs de phéromones et le senseur calcique 

(Figure 14).
65
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Figure 14 Arbre phylogénétique des RCPG de la classe C
66

 

 

 Il existe donc trois familles de RCPG. Les classes A et B sont structurées de la même manière. 

On retrouve un domaine N-terminal extracellulaire assez petit et le site de liaison du ligand se 

situe au niveau du domaine transmembranaire. En un coup d’œil, on voit très vite la différence 

de la classe C par rapport aux deux autres. Le domaine N-terminal extracellulaire est beaucoup 

plus conséquent.  
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Figure 15 Les trois classes des RCPG
67

 

 

3.3.  Structure des récepteurs mGlu 

 

Comme nous l’avons évoqué dans le paragraphe précédent, la différence majeure entre la classe 

C et les classes A et B des RCPG se situe au niveau du domaine extracellulaire. C’est au niveau 

de ce domaine, composé d’environ 500 résidus, que le glutamate se lie. O’Hara et al.
68

 ont 

identifié une faible homologie de séquence entre le domaine extracellulaire de cinq récepteurs 

mGlu (mGlu1 à mGlu5) et les Protéines Périplasmiques Bactériennes (PPB) dont la structure 

tridimensionnelle avait déjà été décrite
69

 et plus particulièrement les protéines LBP (Leu 

Binding Protein) et LIVBP (Leu-Ile-Val Binding Protein). Nous détaillerons les caractéristiques 

du site de liaison dans le paragraphe I.1.2. Ces PPB sont constituées de deux lobes qui se 

replient l’un vers l’autre reliés par une charnière. Ce mécanisme de repliement fut assimilé au 

mécanisme d’action de la plante carnivore Venus de Dionée pour capturer ses proies. Le 

domaine de liaison du glutamate fut alors baptisé Venus FlyTrap domain (VFT). Ce domaine 

extracellulaire est relié au domaine transmembranaire par l’intermédiaire d’un domaine riche en 

cystéine (CRD) de 70 résidus environ.
70

 Les sept hélices heptahélicoïdales transmembranaires 

possèdent très peu de similarités avec les RCPG de la classe A (Rhodopsine)
71

 et sont reliées au 

domaine C-terminal intracellulaire. Il a été prouvé que ce sont les deux boucles intracellulaires 

i2 et i3 ainsi que la partie C-terminale intracellulaire qui permettent de réguler les protéines 

G.
72,73
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De plus, deux sites de liaison sont possibles sur ce type de récepteur ; un site de liaison 

orthostérique ou site du glutamate qui se situe au niveau de ce domaine extracellulaire et un site 

allostérique localisé au niveau du domaine transmembranaire.
48

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBD : Domaine de liaison orthostérique ; PAM : Modulateur allostérique positif ; 

NAM : Modulateur allostérique négatif ; SAM : Modulateur allostérique silencieux  

Figure 16  Structure des récepteurs mGlu sous forme de monomère
48

 

 

3.4.  Activation des récepteurs mGlu 

L’activation des récepteurs mGlu se produit, comme pour tous les RCPG de la classe C, lorsque 

le glutamate (ou autres ligands) vient interagir avec le site de liaison VFT. Cependant, des 

premières études ont prouvé que les récepteurs métabotropiques du glutamate étaient non pas 

sous forme de monomère mais plutôt de dimère. Effectivement, Romano et al. ont montré, par 

électrophorèse, que les récepteurs mGlu étaient observé avec une masse deux fois supérieure à 

leur masse théorique.
74

 Le dimère serait lié par un pont disulfure
75

 ou alors par simple 

interaction hydrophobe entre les domaines extracellulaires.
76

 Tous ces résultats ont été prouvés 

par cristallographie du domaine extracellulaire de différents récepteurs mGlu (Kunishima et al,
77

 

Tsuchiya et al,
78

 Muto et al.
70

). 
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Figure 17 Structure et activation des récepteurs mGlu sous forme de dimère
27

 

Les récepteurs mGlu se présentent donc sous forme de dimère. Nous pouvons alors se demander 

combien d’agonistes faut-il pour activer le récepteur? Un ou deux?  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 Trois états d’activation des récepteurs mGlu
71

 

Pour répondre à cette question, des études menées
79

 sur des récepteurs hétérodimériques 

(mGlu5) ont prouvé que la présence d’un seul agoniste et par conséquent que la fermeture d’un 

seul VFT sur deux était suffisant pour activer le récepteur, mais pas complètement. Pour être 

totalement activé, les deux VFT doivent-être fermés (Figure 18). Cependant, pour stabiliser 

l’état (fermé-fermé), la présence d’un cation Gd
3+

 est nécessaire. En effet, en absence de cet ion, 

il se produit une interaction électrostatique entre les deux lobes inférieurs de chaque monomère 

qui déstabilise totalement la forme activée.
78,66

 De plus, l’introduction d’un pont disulfure entre 

les deux CRD des deux monomères permet de stabiliser la forme fermé-fermé.
80
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3.5.  Classification des récepteurs mGlu 

La classification des récepteurs mGlu est établie selon leur identité de séquence primaire.
42

 Les 

huit récepteurs métabotropiques du glutamate partagent environ 40% de leur identité pour 

former trois groupes partageant eux 70% de similitude. Le groupe I comprend les récepteurs 

mGlu1 et mGlu5, le groupe II est composé des récepteurs mGlu2 et mGlu3 et le groupe III est 

formé par les quatre derniers, c'est-à-dire les récepteurs mGlu4, mGlu6, mGlu7 et mGlu8 

(Figure 19).  

 

 

 

 

 

 

Figure 19 Classification des récepteurs mGlu selon leur identité de séquence
81,82

 

Cette classification prend aussi en compte un deuxième facteur : le mode de transduction. En 

effet, les récepteurs du groupe I sont couplés à la protéine Gq et vont activer la phospholipase C 

(Figure 20) alors que les récepteurs des groupes II et III sont couplés à la protéine Gi et inhibent 

l’adénylate cyclase (Figure 21).
83

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 Voie de transduction des récepteurs mGlu du groupe I
83
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Figure 21 Voie de transduction des récepteurs mGlu des groupes II et III
83

 

 

3.6.  Localisation des récepteurs mGlu 

Les récepteurs métabotropiques du glutamate sont très largement distribués dans le système 

nerveux central. De plus, les récepteurs mGlu jouent un rôle de régulateur de la quantité de 

glutamate libérée dans la synapse ; ils vont donc pouvoir moduler la transmission synaptique. 

Par conséquent, ces récepteurs vont être répartis de part et d’autre de la synapse, c'est-à-dire que 

nous allons retrouver des récepteurs mGlu présynaptiques et d’autres postsynaptiques (Tableau 

1). Récemment, Atwood et al. ont décrit plus précisément le mécanisme d’inhibition de la 

transmission synaptique en activant les récepteurs mGlu présynaptiques. En effet, l’activation de 

ces derniers permet de diminuer la quantité de glutamate libérée dans la synapse et ainsi de 

rétablir l’équilibre en cas de surconcentration en glutamate (par exemple en cas d’ischémie).
84

 

Tableau 1  Localisation des récepteurs mGlu
85

 

Récepteur Localisation 

mGlu1 
Majoritairement post synaptique ; Synapses Glu et GABA 

Omniprésence dans le cerveau 

mGlu5 
Majoritairement post synaptique ; Synapses Glu et GABA et cellules gliales 

Omniprésence dans le cerveau 

mGlu2 
Pré et post synaptique ; Synapses Glu et GABA 

Présence minime dans le cerveau 

mGlu3 
Majoritairement post synaptique ; Synapses Glu et GABA et cellules gliales 

Omniprésence dans le cerveau 

mGlu4 
Majoritairement pré synaptique ; Synapses Glu et GABA 

Présence importante dans Globus Pallidus (GP) et le Pallidum Ventral (VP)
86

 

mGlu6 Majoritairement dans la rétine ; Absence quasiment totale du cerveau 

mGlu7 
Majoritairement pré synaptique ; Synapses Glu et GABA 

mGluR le plus présent dans le cerveau 

mGlu8 

Pré et post synaptique ; Synapses Glu et GABA 

Présence importante dans certaines régions (noyau olfactif antérieur, noyaux 

réticulaires latéraux,…) 
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Les récepteurs du groupe I (mGlu1 et mGlu5) sont très majoritairement postsynaptiques. On les 

retrouve notamment au niveau de l’hippocampe, du cervelet
87,88

 et dans les ganglions de la 

base.
89

 Ces récepteurs améliorent la transmission synaptique. Les récepteurs des groupes II 

(mGlu2 et mGlu3) et III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 et mGlu8) sont surtout situés sur les neurones 

présynaptiques et ont pour rôle d’inhiber la quantité de glutamate libérée dans la synapse 

(modulation).
82,90,91

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AOB : accessory olfactory bulb ; Acb : accumbens nucleus ; Cb : cerebellum ; Cx : neocortex ; GP : 

globus pallidus ; Hi : hippocampus ; Ic : inferior colliculus ; LS : lateral septum ; MOB : main olfactory 

bulb ; OT : olfactory tubercle ; Pir : piriform cortex ; SC : superior colliculus ; SN : subtantia nigra ; 

SpV : spinal vestibular nucleus ; St : neostriatum ; Th : thalamus ; VP : ventral pallidum 

Figure 22 Distribution des récepteurs mGlu dans un cerveau de rat
85

 

En ce qui concerne la répartition des récepteurs mGlu dans le système nerveux central SNC 

(Figure 22), nous pouvons observer trois grandes familles. Tout d’abord, il y a les récepteurs qui 

sont omniprésents dans le cerveau tels que mGlu1, mGlu5, mGlu3 et mGlu7. Ensuite, nous 

retrouvons les récepteurs qui sont situés dans des régions bien spécifiques du cerveau. 

Premièrement, le récepteur mGlu2 est surtout situé dans les cellules de Golgi au niveau du 

cortex cérébral,
92

 du bulbe olfactif et du striatum. Deuxièmement, nous pouvons trouver le 
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récepteur mGlu4 dans diverses régions du cerveau et notamment dans le cervelet,
93

 dans le 

globus pallidus et la substance noire pars reticula.
86

 Troisièmement, le récepteur mGlu8 est 

surtout présent au niveau du bulbe olfactif et du cortex cérébral.
88,94 

Enfin, la répartition du 

récepteur mGlu6 se fait exclusivement au niveau de la rétine.
61

 Comme nous l’avons déjà 

évoqué précédemment, les récepteurs métabotropiques du glutamate jouent un rôle de 

modulateur de la quantité de glutamate au niveau de la fente synaptique. Par conséquent, ces 

récepteurs représentent une cible thérapeutique prometteuse. 

Cette première partie nous a permis de rappeler les généralités de la transmission synaptique et 

de ses acteurs indispensables. Notre étude étant menée sur les récepteurs métabotropiques du 

glutamate, nous allons donc nous intéresser plus particulièrement, dans le prochain chapitre,  à 

ces derniers et à leurs nombreuses applications thérapeutiques. 

 

 

4. Intérêt thérapeutique des récepteurs métabotropiques du glutamate 

4.1.  Des récepteurs ionotropiques aux récepteurs métabotropiques 

Les récepteurs ionotropiques du glutamate furent découverts bien avant les récepteurs 

métabotropiques et la recherche de ligand s’est évidemment concentrée dans un premier temps 

sur ces récepteurs iGlu. Ces récepteurs sont responsables de la transmission synaptique rapide et 

sont donc indispensables à l’homme. Cependant, comme nous l’avons déjà évoqué au début de 

ce manuscrit, une surconcentration de ces récepteurs peut être néfaste à l’organisme. C’est par 

exemple le cas lors d’une ischémie cérébrale ou chez les patients épileptiques. Les principales 

avancées sur ces récepteurs étaient basées sur le blocage de ces récepteurs en cas de 

surconcentration de glutamate au niveau des synapses. Il existe un seul antagoniste des canaux 

NMDA ; il s’agit de la mémantine, mise le marché à partir des années 1960 pour lutter contre 

l’épilepsie. Cette molécule fut aussi mise sur le marché pour le traitement de la maladie 

d’Alzheimer. L’avantage de ce composé est sa dissociation rapide avec les récepteurs NMDA 

(contrairement au MK-81), ce qui diminue significativement les risques secondaires.
95

 

Il n’en reste pas moins que la modulation pharmacologique des récepteurs iGlu dans un but 

thérapeutique semble encore relever du numéro d’équilibriste. Les difficultés rencontrées lors du 

développement de principes actifs visant les récepteurs iGlu ont poussé les groupes de recherche 

à travailler sur d’autres types de récepteurs et en particulier, les récepteurs mGlu.  Ces derniers, 

jouant un rôle de modulateur de la transmission synaptique, sont des cibles thérapeutiques très 
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prometteuses. Le très grand avantage de ces récepteurs contrairement aux récepteurs iGlu, c’est 

qu’ils n’interviennent pas directement dans la transmission synaptique rapide. 

 

4.2.  Pharmacologie des récepteurs métabotropiques du glutamate 

4.2.1. Données pharmacologiques du glutamate 

Avant de nous intéresser aux données pharmacologiques des récepteurs mGlu, il est important 

de connaître les valeurs de référence du glutamate lui-même sur les huit sous-types mGlu. Les 

valeurs moyennes d’EC50 du glutamate sur les huit récepteurs mGlu sont regroupées dans le 

tableau 2. Ces ordres de grandeurs proviennent de nombreuses études qui ont été menées sur le 

sujet.
42,53,85

 

Tableau 2 EC50 du glutamate sur les huit sous-types mGlu 

Groupe Sous-type mGlu 
EC50 (μM) 

Glutamate 

I 1 0.3 – 0.4 

I 5 0.8 

II 2 1.3 – 4 

II 3 0.04 

III 4 3 – 13 

III 6 6.3 

III 7 800 

III 8 2-10 

On remarque que le glutamate est un bon agoniste de tous les récepteurs mGlu sauf le sous-type 

7. Les valeurs d’EC50 sont comprises entre 0,4 à 13 μM lorsque une activité agoniste est visible 

et de 800 μM sur le sous-type 7. Cette faible activité est surtout due à la localisation de ce 

récepteur. Effectivement, ce récepteur est essentiellement présent au niveau des neurones 

présynaptiques et il est plus précisément situé très près de la zone active où le glutamate est 

libéré des vésicules (Figure 23).
90,96

 Le seuil d’activation de ce récepteur est plus élevé afin qu’il 

ne soit pas suractivé trop rapidement. 
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Figure 23 Schéma d’une synapse – disposition des différents récepteurs mGlu
71

 

Le récepteur mGlu1 étant le premier découvert, il est donc évident que les premières études 

pharmacologiques ont été menées sur ce récepteur. Les premiers composés testés ont été des 

analogues du glutamate où le carboxylate fut substitué par une fonction isostère (Figure 24). Ces 

deux composés sont le quisqualate et l’iboténate. Cependant, ces deux composés ne sont pas 

sélectifs des récepteurs mGlu car ils activent aussi des récepteurs iGlu.
91

 Le premier ligand 

sélectif des récepteurs mGlu par rapport aux récepteurs iGlu synthétisé fut le L-trans-ACPD 

(isomère 1S,3R).
97

 

 

 

 

Figure 24 Structures des premiers agonistes des récepteurs mGlu 
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A partir de ces premiers résultats, une multitude de ligand fut développé au cours des ces 30 

dernières années. Deux stratégies ont été développées : la synthèse de ligands orthostériques ou 

bien la synthèse de ligands allostériques. 

 

4.2.2.  Deux types de ligand 

Comme nous l’avons déjà évoqué précédemment, il existe deux sites de liaison sur les 

récepteurs métabotropiques du glutamate ; un site orthostérique au niveau du domaine 

extracellulaire (site du glutamate) et un site allostérique localisé au niveau du domaine 

transmembranaire (Figure 25).  

  

 

 

 

 

 

Figure 25 Positions des deux sites de liaison
98

 

Les ligands orthostériques sont compétitifs avec le glutamate et permettent d’activer ou 

d’inhiber les récepteurs mGlu. En effet, les agonistes activent les récepteurs en stabilisant la 

forme fermée du VFT alors que les antagonistes inhibent les récepteurs en empêchant la 

fermeture des deux lobes (Figure 26). Généralement, l’antagoniste bloque la fermeture des deux 

lobes par encombrement stérique. Par exemple, le MAP4 qui est l’analogue du L-AP4 (Figure 

27) avec un méthyle supplémentaire sur le carbone portant l’acide aminé. C’est ce groupement 

supplémentaire qui est responsable de la non-fermeture des deux lobes. 
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Figure 26 Activation des récepteurs mGlu en présence d’agoniste comme le L-AP4 ou inhibition 

des récepteurs mGlu en présence d’un antagoniste (MAP4)
99

 

 

 

 

Figure 27 Structure du L-AP4 et du MAP4 

Les molécules allostériques vont se lier au niveau du domaine transmembranaire des récepteurs 

mGlu en complément ou non du ligand orthostérique. Il est important de signaler que d’autres 

sites allostériques existent et peuvent être localisés en dehors du domaine transmembranaire. 

Ces ligands peuvent moduler les propriétés pharmacologiques de trois façons. Premièrement, 

l’ajout d’un ligand allostérique peut modifier la conformation du site de liaison orthostérique et 

donc modifier les interactions ligand orthostérique-récepteur (Figure 28, rouge). Deuxièmement, 

l’efficacité de la réponse intracellulaire peut-être modifiée (Figure 28, bleu). Troisièmement, un 

modulateur allostérique peut altérer les voies de signalisation intracellulaire (en présence ou en 

absence de ligand orthostérique) (Figure 28, vert).
100

 Historiquement, les modulateurs 

allostériques des récepteurs mGlu ont été découverts après les premiers ligands orthostériques. 
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Figure 28 Conséquences induites par des ligands allostériques
67

 

Généralement, ces ligands allostériques sont classés en trois grands groupes : 

 Les PAM (Positive Allosteric Modulators) qui permettent d’augmenter l’affinité ou 

l’efficacité (ou les deux) du ligand orthostérique 

 Les NAM (Negative Allosteric Modulators) qui à l’inverse inhibent la réponse du ligand 

orthostérique 

 Les SAM (Silent Allosteric Modulators) qui se lient au site de liaison allostérique mais ne 

provoquent aucune modification pharmacologique 

Les composés SAM n’étant pas très nombreux, nous nous intéresserons essentiellement aux 

PAM ainsi qu’aux NAM (Figure 29). 

 

 

 

Figure 29 Exemple de modulations de PAM et de NAM (courbes de dose réponse)
71
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4.2.3.  Ligand orthostérique Vs ligand allostérique 

Nous venons de voir qu’il existait deux sites de liaison sur les récepteurs mGlu. Un site 

compétitif du glutamate où se lient les ligands orthostériques et le site allostérique ou peuvent se 

lier des modulateurs allostériques. Il est important de signaler que ces deux types de ligands 

possèdent des propriétés totalement différentes.
101

 Est-il préférable de synthétiser des ligands 

orthostériques ou allostériques ? Les ligands allostériques sont souvent des composés 

hydrophobes capables de passer la barrière hémato-encéphalique (BHE) mais à contrario très 

peu solubles en milieu physiologique. Les ligands orthostériques, à l’inverse, sont souvent très 

hydrophiles (dérivés d’acides aminés) ; ce qui est favorable en terme de solubilité mais 

défavorable pour le passage de la BHE. Malgré tout, nous verrons par la suite que nos composés 

atteignent le système nerveux central par l’intermédiaire de transport actif (Chapitre I). Le 

domaine N-terminal extracellulaire est très conservé entre les huit sous-types mGlu alors que le 

domaine transmembranaire présente de plus grandes disparités. Cela signifie que les composés 

allostériques sont souvent très sélectifs d’un seul sous-type alors qu’il est difficile de trouver de 

la sélectivité chez les ligands orthostériques. Cependant, la plupart des domaines extracellulaires 

des huit récepteurs mGlu ont déjà été cristallisés alors que les premières structures cristallisées 

du domaine transmembranaire viennent tout juste d’être publiées.
102,103

 Enfin, une activation 

prolongée du site du glutamate peut-être néfaste pour le récepteur (risque de désensibilisation) 

alors qu’aucun problème n’est observé en cas d’activation allostérique prolongée. 

Nous pouvons conclure de ces observations qu’il est très difficile de dire quel type de ligand est 

préférentiel à l’autre. En effet, aucun des deux types ne dispose de toutes les propriétés 

optimales pour être un candidat médicament. Nous pouvons penser qu’il est judicieux de 

travailler en parallèle sur les deux types de ligands et de trouver la meilleure association finale. 

Nous allons maintenant présenter les principaux ligands orthostériques et allostériques des 

récepteurs mGlu du groupe III car notre laboratoire est essentiellement focalisé sur ces 

récepteurs. Cette liste est non exhaustive et repose essentiellement sur les revues suivantes : 

Schoepp et al.,
91

 Kew and Kemp,
23

 Conn et Pin,
104

 Niswender et Conn,
71

 Gasparini et 

Spooren,
83

 Mercier et Lodge
105

 et Yin et Niswender.
98
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4.2.4.  Pharmacologie des récepteurs mGlu du groupe III 

Agonistes (Figure 30) 

Découverts avant même que la classification des récepteurs mGlu soit élaborée, le L-AP4 ainsi 

que le L -SOP sont encore aujourd’hui des outils pharmacologiques très utilisés et sont très 

sélectifs du groupe III. Comme nous le verrons dans le chapitre I, la majorité des agonistes du 

groupe III possède une fonction acide supplémentaire contrairement à ceux des groupes I et II. 

Cela est dû au mode de liaison avec les résidus du domaine de liaison VFT du groupe III. C’est 

le cas pour le L-AP4 mais également pour les autres agonistes découverts par la suite. 

Effectivement, l’ajout de cette fonction acide sur l’ACPD permet d’obtenir les ACPT-I et III qui 

sont de bons agonistes.
106

 L’ACPT-I a montré des résultats très encourageants sur des modèles 

animaux contre différentes pathologies : la douleur,
107

 la maladie de Parkinson,
108

 l’anxiété,
109

 et 

l’épilepsie.
110

 Tous ces dérivés sélectifs du groupe III ne le sont pas au sein des sous-types de ce 

groupe. L’ajout d’une fonction acide sur l’APDC a également été réalisé par S.Schann et al. afin 

de former un nouvel agoniste des sous-types 4
 
et 8, le FP0429.

111,112
 En plus des dérivés de 

l’ACPT, notre laboratoire a également synthétisé des analogues cyclopropyles du L-AP4 et 

notamment le (1S,2R)-APCPr.
113

 D’autres dérivés cycliques ont été étudiés notamment des 

dérivés de la phénylglycine. Par rapport au (S)-CPG, une fonction acide est une nouvelle fois 

ajoutée pour former le (S)-3,4-DCPG
114

 et (S)-PPG.
115

 Le premier ligand cité montre une 

sélectivité vis-à-vis du sous-type 8 sur lequel il est 100 fois plus actif que sur les sous-types 4, 6 

et 7. Cependant, il possède un pouvoir agoniste sur le récepteur mGlu2.
116

 Un autre agoniste 

cyclique fut synthétisé par Filosa et al. ou le cyclopropyle a été remplacé par un 

carboxybicyclo[1.1.1]pentyl pour obtenir le (S)-PBPG.
117

 Il existe très peu d’agonistes sélectifs 

des récepteurs mGlu4 et mGlu8 à part les nouveaux dérivés découverts dans notre laboratoire, le 

LSP1-2111 et le LSP4-2022 qui sont respectivement préférentiels et sélectifs du récepteur 

mGlu4.
118

 Nous discuterons plus en détail de ces composés dans le chapitre II. Aucun agoniste 

sélectif du sous-type 7 n’est connu à ce jour alors que deux sont décrits comme l’étant sur le 

récepteur mGlu6. Il s’agit du HomoAMPA
119

 et du BnAPDC.
120

 Ce dernier est également un 

dérivé de l’APDC sur lequel un groupement benzyle est introduit sur l’azote cyclique. 
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Figure 30 Agonistes orthostériques du groupe III 

Antagonistes (Figure 31) 

L’ajout d’une gêne stérique sur le carbone de l’acide aminé fut encore une fois un élément 

majeur dans l’obtention d’antagonistes orthostériques du groupe III. Le MAP4 et le MSOP ont 

été les premiers composés montrant une activité antagoniste. L’ACPT-II, l’isomère cis de 

l’ACPT-I, agoniste des récepteurs du groupe III possède également des propriétés 

antagonistes.
106

 Un composé, le DCG-IV possède les deux effets ; c’est un agoniste des 

récepteurs du groupe II et un antagoniste de ceux du groupe III.
121

 L’antagoniste du groupe II 

LY341495 montre les mêmes effets sur le groupe III.
122

 Tous ces composés ne sont pas sélectifs 

du groupe III. Les premières molécules sélectives sont  des dérivés de la phénylglycine et plus 

particulièrement des analogues du (S)-PPG sur lequel a été introduit un méthyle (MPPG)
123

 ou 

bien un cyclopropyle (CPPG)
124

 sur le carbone de l’acide aminé. D’autres dérivés 

phénylglycine, l’APICA et l’UBP1112,
125

 montrent également des effets antagonistes contre le 

L-AP4 et le (1S,3S)-ACPD.  
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Figure 31 Antagonistes orthostériques du groupe III 

Modulateurs allostériques négatifs et positifs 

Beaucoup d’études ont été menées autour des ligands allostériques du groupe III et notamment 

du récepteur mGlu4 car le potentiel thérapeutique
126

 de ces modulateurs est extrêmement 

important et particulièrement sur le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson (voir 

paragraphe suivant).
127

 Le domaine transmembranaire des récepteurs du groupe III n'est pas 

conservé entre les quatre sous-types ; la découverte de modulateur allostérique sélectif est donc 

privilégiée dans l’objectif de trouver de nouveaux candidat-médicaments.
101

  

Récepteur mGlu4 

Le premier PAM découvert pour le récepteur mGlu4 fut le PHCCC qui présente l’inconvénient 

d’être également un NAM du récepteur mGlu1 et non sélectif par rapport aux sous-types 7 et 8. 

De plus, il est un peu trop hydrophobe pour passer la BHE.
128,129

 A partir de ce composé, une 

multitude de nouveaux PAM fut découverte sous l’impulsion du groupe de recherche de J. 

Conn. Grâce à un énorme travail de screening à haut débit, de nouveaux PAM ont été identifiés 

et ont montré de bons résultats in vitro et in vivo. Parmi eux, nous pouvons notamment citer le 

VU0155041
130

 issu de PHCCC  et le VU0080241.
131

 Ces deux molécules sont plus puissantes 

que la touche initiale, le PHCCC, avec des EC50 respectives de 5 et 0,75 μM sur le récepteur 

mGlu4. Ces deux composés ont été étudiés également in vivo sur des modèles animaux de la 

maladie de Parkinson.
130,131
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Figure 32 PAM du récepteur mGlu4 

D’autres composés ont été découverts comme le VU000171 ou encore le VU0092145.
132

 Ce 

criblage a permis à l’équipe de J. Conn de développer une nouvelle série de PAM du récepteur 

mGlu4 basée sur un motif 2-pyridylamide dont certains composés possèdent de très bonnes 

propriétés pour être testés in vivo.
133,134

 En 2010, un analogue du PHCCC a été synthétisé, le 

VU0359516, montrant une meilleure activité sur le récepteur mGlu4 (EC50 0,38 μM contre 1,4 

μM  pour le PHCCC) et surtout une totale sélectivité sur ce récepteur.
135

 Plus récemment, Addex 

(ADX88178)
136

 et Boehringer (Série pyrimidine)
137

 ont également développé un PAM de ce 

récepteur. Le dérivé, Lu AF21934, analogue du VU0155041, a montré des effets très positifs 

dans le traitement de la dyskinésie comme le PHCCC mais ce composé possède des propriétés 

physicochimiques plus intéressantes.
138

 Le composé 4PAM-2, développé par Niswender et al. 

est également capable de moduler positivement l’action du L-AP4 sur des récepteurs 
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hétérodimères mGlu2/4.
139

 Enfin, en 2011, deux sociétés alsaciennes, Domain Therapeutics et 

Prestwick Chemical, ont breveté une impressionnante série chimique autour du même motif 

chromèn-4-one oxime. Les activités in vitro de ces composés sont très bonnes avec des EC50 de 

l’ordre du nanomolaire sur le récepteur mGlu4. Certains composés ont même montré des effets 

anti-cataleptiques sur des modèles animaux de catalepsie induite par injection d’halopéridol.
140

 

Récepteur mGlu7 

Le premier ligand modulateur du récepteur mGlu7 est un PAM présentant des propriétés 

agonistes. Il s’agit du composé AMN082 développé par une équipe de Novartis en 2005.
141

 Le 

mécanisme d’action de ce composé est encore un peu flou et il est probable que ce composé 

active le récepteur mGlu7 au niveau du domaine transmembranaire avec ou sans activation 

orthostérique. Le premier NAM a été découvert plus récemment par une société japonaise, 

Banyu Pharmaceutical, en synthétisant le MMPIP issu d’une optimisation d’une touche 

identifiée par screening.
142

 Le mécanisme d’action de ce composé n’est pas encore très bien 

connu. Enfin, Addex travaille également sur le sujet et a décrit en 2012 une molécule, 

l’ADX71743, qui montre des effets NAM remarquables in vitro et sur des modèles in vivo 

d’anxiété.
143

 Récemment, un nouveau composé se liant dans la domaine VFT fut découvert en 

tant qu’antagoniste sélectif du récepteur mGlu7, le XAP044, même si son site de liaison n’est 

pas encore bien identifié.
144

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 Quatre modulateurs allostériques du récepteur mGlu7 
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Récepteur mGlu8 

Un seul PAM de ce récepteur mGlu8 est référencé à ce jour. Il s’agit du composé AZ12216052 

synthétisé par AstraZeneca.
145

 

 

 

 

Figure 34 Structure du AZ12216052, seul PAM du récepteur mGlu8 

 

4.2.5.  Bilan et perspectives 

Plusieurs conclusions ressortent de cette revue à propos de la pharmacologie des récepteurs 

métabotropiques du glutamate. Tout d’abord, on peut s’apercevoir que les recherches se sont 

plus focalisées sur les modulateurs allostériques que sur les ligands orthostériques. Deux raisons 

interviennent dans cette différence. Premièrement, le domaine de liaison du glutamate avec des 

ligands orthostériques est très conservé entre les huit sous-types alors que les domaines 

transmembranaires sont beaucoup plus hétérogènes. Il est donc plus simple de trouver de la 

sélectivité au niveau des modulateurs allostériques. Deuxièmement, les potentialités 

thérapeutiques sont les locomotives de ces projets et la majorité des applications ciblent les 

domaines transmembranaires des récepteurs mGlu. En ce qui concerne le groupe III, de plus en 

plus de ligands ont été développés et particulièrement des modulateurs allostériques positifs de 

du récepteur mGlu4 qui montrent des effets intéressants dans le traitement de la maladie de 

Parkinson. Même si le nombre de ligands orthostériques (agoniste ou antagoniste) est encore 

faible, il semble que la conjoncture actuelle pousse les chercheurs à approfondir leurs recherches 

dans ce domaine. 
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5. Potentiel thérapeutique des récepteurs métabotropiques du glutamate 

 

L’omniprésence du glutamate au sein du système nerveux central est physiologiquement 

indispensable. Cependant, il est important que l’équilibre parmi les neurotransmetteurs reste 

stable afin de ne pas désorganiser le système. En raison de leur large distribution et leur capacité 

à exercer un rôle de neuromodulateur dans le contrôle à la fois de la transmission 

glutamatergique et GABAergique, les récepteurs métabotropiques du glutamate représentent 

donc un potentiel thérapeutique prometteur pour traiter une variété de troubles neurologiques et 

psychiatriques. L’étude de ces récepteurs à travers les différentes maladies du système nerveux 

central est en pleine évolution depuis les années 2000. Nous allons donc faire un rapide 

récapitulatif des différentes applications thérapeutiques des récepteurs mGlu. Étant donné que 

nous travaillons essentiellement sur les récepteurs mGlu du groupe III, nous nous focaliserons 

uniquement sur ces récepteurs mais il est évident que le potentiel thérapeutique des autres 

groupes, I et II, est autant voir plus prometteur. Pour cela, nous nous sommes basés sur 

différentes revues apparues récemment.
105,146-151

 

 

5.1.  La maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson, découverte par le physicien anglais James Parkinson en 1817, 

constitue la seconde maladie neurodégénérative après la maladie d’Alzheimer. Elle touche 1% 

de la population de plus de 65 ans, soit environ 4 millions de patients dans le monde d’après 

l’ONU. En fonction du vieillissement de la population, on estime que ce chiffre devrait doubler 

d’ici 2040.
152

 Cette maladie est provoquée initialement par la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques dans les ganglions de la base (GB) et plus précisément au niveau de la 

substance noire pars compacta (SNc). Cette maladie est caractérisée par de nombreux 

symptômes et notamment l’akinésie, la bradykinésie, des tremblements, une forte rigidité ou 

encore des difficultés de posture. Pour lutter contre cette neurodégénerescence, la L-DOPA est 

administrée aux patients. Cette molécule est tout simplement un précurseur de la dopamine qui 

est capable de passer la BHE contrairement à cette dernière. Cependant, cette stratégie de 

remplacement entraîne, après quelques années, des effets secondaires très importants comme de 

la dyskinésie et des troubles psychotiques. Le traitement des patients avec la L-DOPA ne permet 

pas de guérir la maladie mais il ne faut pas oublier qu’il a permis à de nombreux patients de 

prolonger leur vie dans de bonnes conditions. Aujourd’hui, de nombreuses études sont menées 

afin de découvrir de nouveaux moyens pour guérir cette maladie ou du moins diminuer les 
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symptômes associés. Comme nous pouvons le remarquer sur la figure 35,
152

 la dégénérescence 

des neurones dopaminergiques au niveau des GB a pour conséquence un déséquilibre total au 

niveau des neurotransmetteurs (notamment glutamate et GABA) avec certaines voies de 

neurotransmission sous-activées et d’autres suractivées (Figure 35, l’épaisseur de la flèche 

indique l’intensité de la neurotransmission). Les récepteurs mGlu sont capables de moduler la 

transmission glutamatergique et GABAergique ; ces récepteurs sont donc des cibles 

thérapeutiques possibles pour rétablir l’équilibre. De plus, les récepteurs mGlu et notamment 

ceux du groupe III sont très présents sur les neurones au niveau des GB.
153

 Enfin, Valenti et al. 

ont montré que le rétablissement de l’équilibre pouvait-être envisagé en modulant la voie 

striatopallidale (réduction de GABA au niveau de ces synapses).
154

 

 

 

 

 

 

 

 

SNc : Substance Noire pars compacta ; SNr : Substance Noire pars reticula ; D1-R et D2-R : récepteurs à 

dopamine 1 et 2 ; l’épaisseur de la flèche indique l’intensité de la neurotransmission 

Figure 35 Voies de neurotransmission schématiques dans les ganglions de la base (GB) 

parkinsoniens
152

 

Depuis quelques années, les récepteurs métabotropiques du groupe III et notamment le sous-

type 4 sont beaucoup étudiés afin de diminuer les symptômes induits par cette maladie. Ces 

récepteurs sont essentiellement localisés sur des neurones (glutamate ou GABA)  

présynaptiques. L’activation de ces récepteurs permettrait de réduire la quantité de 

neurotransmetteur libérée et ainsi rééquilibrer la transmission striatopallidale. En plus des tests 

in vitro mesurant les courants électriques postsynaptiques, plusieurs modèles animaux ont été 

développés afin de mimer la maladie de Parkinson. Le premier modèle consiste à inhiber la 

transmission dopaminergique par injection d’halopéridol ou de réserpine. L’halopéridol est un 
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antagoniste des récepteurs D2 et la réserpine est capable d’éliminer toute la dopamine stockée 

dans les vésicules. Le second modèle est basé sur l’administration d’une toxine, la 6-

hydroxydopamine (6-OHDA) dans le cerveau d’un rat (toxine MPTP pour la souris) afin de 

reproduire la dégénérescence des neurones dopaminergiques. Cette injection peut se faire de 

deux manières ; soit bilatérale, soit unilatérale.  

Les premières expériences ont été menées avec le L-AP4 sur les deux modèles présentés ci-

dessus. Cet agoniste sélectif du groupe III montre des effets dose-dépendant antiparkinsoniens 

sur les modèles de catalepsie (halopéridol et réserpine)
154

 et il est aussi efficace que la L-DOPA 

sur le modèle induit par la 6-OHDA.
155

 Ces tests effectués sur des souris dont le gène du 

récepteur mGlu4 n’est pas exprimé (souris KO mGlu4) ne donnant aucun effet anti-cataleptique, 

nous pouvons penser que ce récepteur  peut jouer un rôle prépondérant dans le traitement 

symptomatique de la maladie de Parkinson.
154

 D’autres agonistes du groupe III ont été testés et 

l’ACPT-I a montré également des effets antiparkinsoniens sur un modèle avancé de 

neurodégénérescence induit par la 6-OHDA.
108

 Le L-SOP a également été testé sur le modèle de 

catalepsie par injection intracérébrale avec des résultats également satisfaisants.
156

 D’autres 

analogues du L-AP4 (ACPD, APCPr
113

 ou encore (Z)-(±)-cyclopentyl-AP4) ont également été 

testés sur les mêmes modèles mais ont montré des problèmes de sélectivité et de passage de la 

BHE.
117

 Nos collaborateurs ont également utilisé ces tests de catalepsie sur nos composés 

(ACPT-I, APCPr, LSP1-2111, LSP4-2022 et le LSP1-3081
157

). Je présenterai une partie de ces 

résultats dans le chapitre I. 

Dû au manque de sélectivité des ligands orthostériques, la majorité des recherches se sont 

concentrées sur la découverte de modulateur allostérique et plus particulièrement des PAM du 

récepteur mGlu4 afin de diminuer la quantité de GABA au niveau des synapses striatopallidales. 

Le PHCCC étant un bon PAM du sous-type 4,
129

 il fut testé sur les modèles de catalepsie 

(halopéridol et réserpine) et également sur le test du MPTP sur la souris. Sur les deux modèles, 

le PHCCC montre des effets antiparkinsoniens alors qu’il ne montre aucun effet sur des souris 

KO du récepteur mGlu4 ; ce qui témoigne une nouvelle fois de l’implication de ce récepteur.
158

 

Comme nous l’avons vu précédemment, ce PAM n’est pas sélectif (NAM sur le récepteur 

mGlu1) et montre des problèmes de solubilité pour passer la BHE.
128,129

 Les PAM développés 

par l’équipe de J. Conn ont alors été testés en commençant par les composés VU0155041 et 

VU0080241 qui ont montré des résultats positifs sur les modèles de catalepsie. Ces modulateurs 

allostériques possèdent de meilleures propriétés physicochimiques mais ne sont pas non plus 
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sélectifs du récepteur mGlu1. De nouvelles optimisations ont donné les composés VU0001171 

et VU0092145 qui eux montrent une sélectivité par rapport au récepteur mGlu1 tout en 

conservant les données positives requises.
133,134

 Enfin, basé sur une série 2-pyridylamine 

développée par l’équipe de J. Conn, Addex et Amgen ont également travaillé sur l’implication 

du récepteur mGlu4 dans le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson. 

 

5.2.  La douleur 

 

Selon l’Association internationale pour l’étude de la douleur (IASP), "la douleur est une 

expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée à une lésion tissulaire réelle ou 

potentielle ou décrite dans ces termes". Elle est donc subjective et repose avant tout sur le 

ressenti du patient, ce qui la rend difficile à quantifier et à qualifier. Aujourd’hui, environ 20% 

de la population est sujet à des douleurs chroniques (ou pathologiques) qui sont considérées 

comme des maladies. Contrairement aux douleurs aigües qui sont brèves et intenses, les 

douleurs pathologiques excèdent généralement 3 mois et peuvent provenir de multiples raisons. 

On peut classer ces dernières en trois groupes : 

 les douleurs inflammatoires qui recouvrent toutes les douleurs associées aux phénomènes 

d’inflammation : lésions, arthrose, etc. 

 les douleurs neuropathiques associées à des atteintes du système nerveux central et 

périphérique : lésion de la moelle épinière, du nerf sciatique, etc. 

 les douleurs cancéreuses qui associent souvent une composante inflammatoire et 

neuropathique. Paradoxalement, certains traitements anti-tumoraux peuvent également 

déclencher des neuropathies périphériques. 

Les récepteurs mGlu et plus particulièrement ceux du groupe III sont présents au niveau de tous 

les acteurs de la voie de neurotransmission de la douleur, c'est-à-dire de l’action nociceptive 

jusqu’au cortex frontal (Figure 36).
159

 Ils représentent donc une cible thérapeutique potentielle 

pour traiter les douleurs chroniques.  
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Figure 36 Voie de neurotransmission nociceptive
160

 

 

Les récepteurs mGlu du groupe III, notamment les sous-types 4 et 7 sont surtout situés sur les 

neurones présynaptiques. Les premières études ont été menées avec deux agonistes 

orthostériques du groupe III, le L-AP4 et l’ACPT-I sur des tests de douleur inflammatoire et 

neuropathique. L’activation des récepteurs mGlu du groupe III montre des effets analgésiques 

très intéressants, équivalents à ceux de la morphine.
107

 L’implication du récepteur mGlu4  a été 

une nouvelle fois prouvée en expérimentant ce même test avec du PHCCC, PAM du récepteur 

mGlu4, et en observant également une inhibition de la douleur.
161

 L’activation du récepteur 

mGlu7 par le PAM AMN082 sur un test in vivo de Von Frey a également montré des effets 

antidouleur semblables à ceux de la morphine.
162
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5.3.  L’anxiété et le stress 

L'anxiété est caractérisée par un sentiment d'appréhension, de tension, de malaise, de terreur 

face à un péril de nature indéterminée. Elle est souvent exprimée par le patient sous les termes 

de nervosité ou de soucis. On différencie deux types d’anxiété : le trouble panique 

(correspondant à des crises d'angoisse aiguës survenant de manière périodique) et l'anxiété 

permanente (trouble anxiété généralisée, ou névrose d'angoisse), qui affecte les sujets de 

manière durable. Cette distinction est importante car les traitements sont différents. L’anxiété 

aigüe bénéficie d'un traitement préventif de la survenue des crises par les antidépresseurs alors 

que l'anxiété généralisée est accessible aux tranquillisants classiques. 

De nombreuses études ont montré l’implication des récepteurs mGlu du groupe III dans le 

traitement de l’anxiété. Tout d’abord, l’ACPT-I qui n’est pas sélectif au sein du groupe III, a été 

testé sur divers modèles animaux contre l’anxiété (Test de Vogel, labyrinthe surélevé EPM, test 

de la nage forcée… etc). Le test de Vogel
163

 permet de mesurer l’anxiété d’un rongeur. Après 24 

h sans boire, un rat est placé dans une cage test pendant 10 minutes dans laquelle il a de l’eau 

disposée afin de pouvoir s’hydrater. Remis dans sa cage, il est autorisé à boire pendant 30 min. 

Après une nouvelle journée sans boire, le rat est remis dans la cage test et est autorisé à boire 

pendant 30 secondes. Une fois ce temps écoulé, à chaque fois que le rat ira boire, il subira un 

léger choc électrique. On mesure alors le nombre de chocs que le rat subit pendant 5 min. 

L’ACPT-I a montré des effets anxiolytiques dans toutes les expériences avec des résultats 

similaires au diazépam qui est très utilisé comme référence.
109,164

 Le sous-type 6 étant 

essentiellement situé dans la rétine, nous pouvons nous demander lequel des sous-types 4, 7 ou 

8 est responsable de ces effets anxiolytiques. Tout d’abord, l’ACPT-I est capable d’activer le 

récepteur mGlu7 à des concentrations millimolaires alors qu’il active les récepteurs mGlu4 et 

mGlu8 à ces concentrations micromolaires.
161

 On peut donc penser que le récepteur mGlu7 n’est 

pas responsable de ces effets. Le PHCC, PAM sélectif du sous-type 4, montrant également des 

effets anxiolytiques au niveau de l’amygdale,
165

 est un signe que le récepteur mGlu4 est 

impliqué. Les résultats obtenus avec nos composés (développés plus tard) confirmeront cette 

hypothèse. Malgré cela, des études ont montré que le composé AZ12216052, PAM sélectif du 

sous-type 8, possède des effets anxiolytiques (Test EPM) sur des souris sauvages et pas sur des 

souris KO du récepteur mGlu8.
145,166

 D’autres études doivent encore être menées afin 

d’identifier le récepteur responsable surtout que le rôle du récepteur mGlu7 est aussi ambigu. 

Effectivement, il a été montré que des souris sauvages
167

  et des souris KO du récepteur 
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mGlu7
168

 possédaient toutes les deux des effets anxiolytiques. L’agoniste du récepteur mGlu6, 

(S)-HomoAMPA, a également montré des effets positifs contre l’anxiété sur le test de Vogel.
164

 

Il est très difficile de tirer des conclusions définitives sur l’implication de tel ou tel récepteur 

mais dans tous les cas, les récepteurs mGlu du groupe III jouent un rôle prépondérant dans le 

traitement de l’anxiété. 

 

5.4.  La dépression 

Être en dépression est très différent d’un sentiment de tristesse passager comme nous en vivons 

tous. Un épisode dépressif peut durer plusieurs semaines, mois ou même années et peut 

interférer de manière sérieuse avec le travail et la vie sociale d’une personne qui en souffre. Des 

centaines de millions de personnes dans le monde souffrent de cette maladie qui deviendra en 

2020 la deuxième maladie la plus mortelle.
169

 Cette maladie constitue donc un enjeu de santé 

publique majeur et le développement de nouvelles thérapies semble primordial. Actuellement, 

les traitements mis en place pour lutter contre cette maladie sont des médicaments qui visent les 

récepteurs monoamines (sérotonine, noradrénaline et dopamine) et notamment les inhibiteurs 

sélectifs de la recapture de la sérotonine (ex : Prozac). En effet, le taux de sérotonine intra-

synaptique régule l’humeur et ce taux ne doit pas être ni trop fort, ni trop faible. Une forte 

diminution de ce taux est souvent signe de dépression.
170

 Cependant, tous les traitements du 

marché sont souvent très longs et engendrent de forts effets secondaires. De fortes anomalies de 

concentration en glutamate ont été mesurées dans le plasma, le sérum, le fluide cérébrospinal 

ainsi que dans les tissus cérébraux de patients atteints de troubles de l’humeur.
171,172

 Les voies 

de neurotransmission ont alors été étudiées pour essayer de lutter contre cette maladie. Alors que 

des antagonistes des récepteurs NMDA sont déjà en phase clinique II, la modulation de ces 

récepteurs reste tout de même délicate avec de forts effets secondaires.
170

 C’est pour ces raisons 

que les récepteurs métabotropiques du glutamate sont devenus des cibles thérapeutiques 

prometteuses pour le traitement de la dépression. 

Alors que les antagonistes des récepteurs mGlu du groupe II montrent de bons résultats contre 

l’état dépressif,
15

 des études menées sur ceux du groupe III ont été réalisées récemment. Sur le 

test de la nage forcée, l’activation de ces récepteurs par l’ACPT-I  (injection intracérébrale) a 

montré une dose-réponse contre l’immobilité du rat en question. Lors de ce test, on plonge un 

rongeur dans l’eau et on observe sa mise en action pour  rester à la surface. Plus le rongeur est 

immobile et plus il est dans un état de résignation dépressive. L’ajout du PHCCC, PAM du 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Inhibiteur_s%C3%A9lectif_de_la_recapture_de_la_s%C3%A9rotonine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Inhibiteur_s%C3%A9lectif_de_la_recapture_de_la_s%C3%A9rotonine
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récepteur mGlu4, produit l’accentuation de cet effet antidépressif. Cet effet est totalement 

neutralisé en présence de CPPG qui est un antagoniste du groupe III ; ce qui signifie que les 

récepteurs mGlu du groupe III sont vraiment impliqués dans les voies de signalisation de la 

dépression.
173

 Dans les mêmes conditions, l’activation de ces récepteurs par le (±)-PPG, 

agoniste sélectif du récepteur mGlu8, conduit à des effets antidépressifs sont observés alors que 

l’ajout de l’agoniste sélectif du sous-type 6, le (S)-HomoAMPA est totalement inefficace.
164

 Le 

récepteur mGlu7 a également montré des effets contre la dépression dans le même modèle 

animal en étant activé par l’AMN082 alors qu’aucun effet n’est observé sur des souris KO du 

récepteur mGlu7.
174

 L’association de l’AMN082 avec des ligands des récepteurs de sérotonine 

ont montré que cet agoniste du récepteur mGlu7 exerce un effet dépendant de la sérotonine.
175

 

Comme pour l’anxiété, il est difficile de déterminer quel récepteur est directement impliqué 

dans le rétablissement de l’équilibre sérotoninergique. 

 

5.5.  L’épilepsie 

 

L’épilepsie se caractérise par une hausse de l’activité cérébrale anormale partielle ou générale au 

sein du système nerveux central. Il existe différents types de crise d’épilepsie qui se traduit dans 

la majorité des cas par des pertes de connaissances et des convulsions. Lors de ces crises, le 

système glutamatergique est déséquilibré et la concentration synaptique en glutamate est plus 

abondante.
176

 Les antagonistes des récepteurs iGlu développés ont alors montré une bonne 

efficacité sur des tests animaux pour réduire ces crises.
177

 Cependant, les essais cliniques de ces 

molécules n’ont pas pu aboutir à cause du rôle majeur des récepteurs iGlu dans la transmission 

nerveuse.
178

 Les récepteurs mGlu, modulateurs de la transmission synaptique, sont alors de 

bonnes cibles pour diminuer la quantité de glutamate au niveau de la synapse. Les récepteurs 

mGlu du groupe III sont essentiellement présents sur les neurones présynaptiques ; l’activation 

de ces derniers pourrait réduire la libération de glutamate. Alors qu’en 1996,  Suzuki et al.
179

 ont 

démontré que l’activation des récepteurs mGlu du groupe III (par le L-AP4 ou le L-SOP) 

permettait d’éviter toute crise épileptique, Ghauri et al. observaient le contraire.
180

 De plus, 

l’inhibition des récepteurs du groupe III par l’antagoniste MCPA montre des effets 

antiépileptiques alors qu’avec deux autres antagonistes, le MAP4 et le MPPG, on observe le 

contraire.
180

 Cependant, quelques années après, l’implication proépileptique du récepteur mGlu4 

était mise en avant.
181

 En effet, sur des modèles animaux, aucun signe de convulsion n’est 

observé lorsque le gène du récepteur mGlu4 n’est pas exprimé ou lors de l’injection 
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d’antagoniste de ce récepteur (CPPG).
182

Au contraire, en présence de PHCCC, on retrouve des 

effets pro-épileptiques.
183

 Le développement de ligands du groupe III étant encore assez en 

retard par rapport aux groupes I et II, le rôle des trois autres sous-types dans les modèles 

épileptiques n’est pas encore très clair même si le récepteur mGlu7 semble jouer un rôle 

prépondérant.
184,185

 

 

5.6.  L’addiction 

 

Les récepteurs métabotropiques du glutamate sont également impliqués dans les processus 

d’addiction de certaines drogues. Cela est favorisé par leur large distribution au niveau des 

ganglions de la base du système limbique et de l’amygdale qui sont les régions responsables du 

comportement.
186

 L’injection de L-AP4 dans le striatum du rat diminue certains comportements 

induits par l’administration de drogues.
187

 L’activation des récepteurs mGlu du groupe III 

permettrait de diminuer la libération de dopamine dans les régions corticales.
188

 Le sous-type 7 

semble une bonne cible pour réduire les phénomènes comportementaux induits par la prise plus 

ou moins massive de drogue et le phénomène de manque. En effet, l’activation de ce récepteur 

par l’AMN082 a permis de réduire ces phénomènes contre la cocaïne
189,190

 ainsi que l’addiction 

pour l’alcool (préférence et consommation) chez le rat. L’inhibition du récepteur mGlu7, soit en 

présence du NAM MMPIP,
191

 soit en diminuant son expression génétiquement,
192

 est 

responsable de l’augmentation de la consommation d’alcool chez le rat. L’activation du sous-

type 8 par son agoniste préférentiel, le DCPG, montre également des effets contre l’addiction 

d’alcool.
193

 

 

5.7.  Autres applications 

Nous avons pu remarquer que les récepteurs métabotropiques du glutamate du groupe III  

étaient impliqués dans la majorité des maladies psychiatriques et neurodégénératives. Il est 

important d’ajouter que ces récepteurs jouent également un rôle prépondérant dans la 

schizophrénie
194

 ou encore dans la maladie d’Alzheimer.
195

 Toujours au niveau du système 

nerveux central, il a été montré que le récepteur mGlu4 jouait un rôle majeur dans le mécanisme 

d’action de l’inflammation de la myéline chez les patients atteints de sclérose en plaque. Des 

signes de résistance contre cette démyélination ont été observés en activant le sous-type 4 par le 

PHCC.
196

 En parallèle de leur large distribution dans le SNC, les récepteurs mGlu sont 
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également présents dans le système nerveux périphérique. Les applications de ces récepteurs 

vont bien au-delà du cerveau et sont référencées dans une revue publiée en 2011 (Figure 37).
197

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 Schéma résumé des applications des récepteurs mGlu dans les tissus périphériques
197

 

La modulation synaptique du glutamate par les récepteurs mGlu a notamment été évoquée dans 

la régulation des fonctions pancréatiques,
198

 les processus auditifs
199

 et dans le syndrome de l’X 

fragile où le récepteur mGlu5 est une cible très prometteuse pour lutter contre ce syndrome 

génétique.
200

 Enfin, le rôle de neurotransmetteur du glutamate a été mis en évidence très 

tardivement alors que l’omniprésence du glutamate dans le système nerveux central était 

prouvée depuis longtemps. Il n’est donc pas étonnant de retrouver du glutamate en dehors des 

neurones avec des activités différentes de la transmission synaptique. Effectivement, les 

récepteurs mGlu sont exprimés dans diverses cellules autres que les neurones, comme les 

cellules immunitaires, les cellules pancréatiques, les cellules intestinales, les hépatocytes… etc. 

Des études ont alors montré que ces récepteurs pouvaient jouer un rôle déterminant dans la lutte 

contre différents types de cancer.
27,201

 

 

 



Introduction générale : Le glutamate au cœur du système nerveux central 

 

45 

 

5.8.  Bilan 

 

Les recherches autour des récepteurs métabotropiques du glutamate ont vu le jour bien après 

celles des récepteurs ionotropiques mais le potentiel thérapeutique des récepteurs mGlu est 

aujourd’hui énormément étudié et de nombreuses avancées ont été développées pendant ces 

quinze dernières années. Le développement de nombreux projets visant les récepteurs mGlu 

entrepris par différentes sociétés pharmaceutiques n’est pas étranger à la nouvelle 

reconnaissance de ces récepteurs. La compréhension des mécanismes d’action de ces récepteurs 

et le développement de nouveaux outils pharmacologiques puissants et sélectifs sont donc 

primordiaux pour élaborer de futurs médicaments pour un traitement efficace, précis et fiable 

des nombreuses maladies qui touchent la population mondiale. 

 

6. Objectifs et présentation de notre approche 

Malgré l’avancée tardive des recherches autour des récepteurs métabotropiques du glutamate du 

groupe III, l’intérêt pour ces récepteurs est de plus en plus important depuis ces dernières 

années. Le sous-type 4 fut à l’origine de la prise de conscience que les récepteurs mGlu du 

groupe III possédaient un potentiel thérapeutique très prometteur. Effectivement, la majorité des 

PAM du récepteur mGlu4 ont été synthétisés depuis 2005 et montrent des résultats très 

encourageants, particulièrement pour le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson. 

Ces résultats préliminaires ainsi que le manque d’outils pharmacologiques nous ont donc 

poussés à travailler sur cette famille de récepteurs et notamment sur le récepteur mGlu4. 

La construction de ce projet pluridisciplinaire à l’interface de la chimie et de la biologie a 

également vu le jour grâce à l’élaboration d’un réseau de collaboration très important comme 

c’est souvent le cas dans les thématiques de chimie médicinale. Au niveau de la chimie, tous les 

premiers résultats relatés dans le chapitre I ont été obtenus au sein du laboratoire de Francine 

Acher à l’Université Paris Descartes. En ce qui me concerne, mes trois années de thèse furent 

partagées entre le laboratoire de Francine Acher et celui de Françoise Colobert et Frédéric 

Leroux à l’Université de Strasbourg. Cette codirection m’a été très bénéfique afin de mener mes 

travaux de recherches dans les meilleures conditions. En effet, les premières étapes de synthèse 

des composés fluorés (Chapitre II) ainsi que le développement de la nouvelle voie de synthèse 

pour obtenir les deux diastéréomères (Chapitre III) ont été mises au point à Strasbourg alors que 

les dernières étapes et les purifications finales se sont déroulées à Paris. La mise en valeur des 
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composés synthétisés a été effectuée avec différents collaborateurs. Les tests pharmacologiques 

in vitro ont été menés par l’équipe de Jean-Philippe Pin à l’Institut Génomique Fonctionnel 

(IGF) de Montpellier. Les meilleurs composés ont ensuite été valorisés in vivo sur différents 

modèles animaux. L’équipe de Marianne Amalric à l’Université de Marseille a évalué nos 

composés sur des modèles de catalepsie, symptôme majeur observé chez les patients atteints de 

la maladie de Parkinson. Enfin, l’équipe d’Alain Eschalier, à Clermont-Ferrand, a pu mettre en 

avant des propriétés antidouleur intéressantes sur des modèles de douleur inflammatoire et 

neuropathique. 

Contrairement à la majorité des laboratoires qui travaillent sur la découverte de nouveaux 

ligands allostériques du groupe III des récepteurs mGlu, notre laboratoire s’est focalisé depuis 

quelques années sur la découverte de ligands agonistes orthostériques du récepteur mGlu4. Cette 

approche, non concurrencée par les industries pharmaceutiques qui sont focalisées sur la 

synthèse de ligands allostériques, permettra d’obtenir de nouveaux outils afin de comprendre 

plus précisément les mécanismes d’action de ces récepteurs. 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les propriétés physico-chimiques entre les ligands 

orthostériques et allostériques sont totalement différentes, ce qui engendre par conséquent des 

contraintes synthétiques. Effectivement, notre objectif est de synthétiser des analogues du 

glutamate en respectant les données pharmacologiques nécessaires pour obtenir de possibles 

“candidats-médicaments”. En effet, les composés doivent être solubles en milieu physiologique, 

capables de passer la BHE et non toxiques tout en étant actifs et sélectifs sur la cible visée. 

Notre objectif est donc de concevoir et de synthétiser de nouveaux agonistes du LSP4-2022 qui 

était le composé référence lors du début de mon doctorat. Pour cela, en première partie, je 

reviendrai sur la naissance de ce projet et les résultats préliminaires collectés depuis 15 années 

sur ce sujet. Dans un second temps, nous nous intéresserons à la relation structure-activité 

autour du LSP4-2022 en synthétisant différents types de composés. Enfin, tous les composés 

synthétisés et testés étant sous forme de mélange de deux diastéréomères ; la plus grande partie 

de ma thèse fut de développer une nouvelle voie de synthèse afin d’obtenir et de tester les deux 

diastéréomères séparément. 
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Chapitre I : État de l’art du projet 

I.1.  Découverte du (S)-PCEP 

1.1.  L-AP4 : un outil très utilisé 

 

Anciennement appelé L-APB pour acide L-2-amino-4-phosphorobutyrique, le L-AP4 (acide L-2-

amino-4-phosphonobutanoique, Figure I-1) est un outil pharmacologique très utilisé 

aujourd’hui. Il y a 40 ans, ce composé, sous la forme racémique, était étudié en tant 

qu’inhibiteur de la transmission nerveuse comme par exemple  au niveau du muscle d’un 

locuste
202

. Il fut très vite étudié en neuroscience ou plusieurs travaux montrent que ce composé 

sous sa forme (L), jouait un rôle d’antagoniste de la transmission synaptique au niveau de 

l’hippocampe
203

 et du cortex entorhinal latéral
204

 chez le rat. D’autres études ont montré son rôle 

inhibiteur de la transmission nerveuse au niveau de la moelle épinière chez la grenouille
205

 ou 

encore de la zone du cortex qui contrôle l’odorat.
206

 De plus, le L-AP4 fut aussi utilisé afin 

d’étudier le fonctionnement des récepteurs de goût.
207,208

 

 

 

 

 

Figure I-1 Structure du L-AP4 

 

Au fil des années, son rôle d’inhibiteur était moins étudié et c’est à l’inverse sa capacité agoniste 

qui fut observée, et notamment, sur les récepteurs mGlu.
209

 Aujourd’hui, de nombreux 

laboratoires utilisent ce composé afin d’étudier son potentiel thérapeutique sur les récepteurs 

mGlu du groupe III.
91,115

 Effectivement, à ce jour, le L-AP4 est toujours considéré comme un 

des meilleurs agonistes des récepteurs mGlu du groupe III avec des valeurs d’EC50 très 

intéressantes (Tableau I-1). Cependant, l’inconvénient majeur de cette molécule, est qu’elle 

n’est pas sélective au sein du groupe III, notamment entre mGlu4, mGlu6 et mGlu8 (son activité 

est 100 fois plus faible sur le sous-type 7). L’autre inconvénient à signaler, est son incapacité à 

passer la BHE. 

 

 

 



Chapitre I : État de l’art du projet 

 

59 

 

Tableau I-1 EC50 du L-AP4 sur les récepteurs mGlu
210

  

Mesure de la production d’inositol triphosphate (IP3) et de la libération de Ca
2+

 sur des cellules 

HEK 293 

 

1.2.  Utilisation de la chimie informatique 

 

Au fil des années, le développement de nouveaux médicaments s’est complexifié, notamment 

parce que les critères de mise sur le marché d’un nouveau médicament sont devenus de plus en 

plus drastiques. Par conséquent, le temps et le coût du processus de découverte d’un nouveau 

composé thérapeutique est de plus en plus conséquent (15 ans pour un budget de 1 milliard 

d’euros en moyenne). Il est donc important d’optimiser au maximum le temps des différentes 

étapes de développement d’un médicament et en particulier l’identification d’une touche et 

l’optimisation de cette dernière jusqu’au composé référence. Pour cela, la chimie informatique a 

permis de développer de nouveaux outils et  notamment le criblage virtuel. Le terme de criblage 

virtuel comprend tout procédé de recherche électronique dans des banques de données 

moléculaires permettant la sélection de molécules.
211,212

 Le criblage virtuel est réalisé in silico et 

permet de réaliser de manière rapide et à moindre coût des prédictions de l’activité des 

molécules. Cette technique est complémentaire au criblage réel à haut débit car ce dernier est 

cependant limité par le nombre de composés qu’il est possible de tester en un temps raisonnable 

et par le coût des tests. La démarche peut se faire selon différents types de contraintes 

(descripteurs physicochimiques, pharmacophore, topologie d'un site actif) et doit aboutir à la 

sélection d'un faible pourcentage (1-2%) de molécules présentes dans la banque de données  de 

molécules de départ (chimiothèque). Le docking (ou ancrage) à haut débit consiste à prédire à la 

fois la conformation active et l'orientation relative de chacune des molécules de la chimiothèque 

sélectionnée par rapport à la cible d'intérêt. Nous pouvons ensuite évaluer le niveau d’interaction 

entre chaque ligand et la cible thérapeutique. Toutes ces méthodes utilisent le principe de 

complémentarité stérique ou d'interactions moléculaires afin de placer un ligand dans le site 

actif d'une cible. Dans le cadre de nos travaux, un criblage virtuel basé sur la structure 

Composé Test 
mGlu4 

EC50 µM (n) 

mGlu6 

EC50 µM (n) 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

 
Production d’IP3 

0,096 ± 0,001 

(61) 

3,3 ± 0,5 

(16) 

306 ± 70 

(10) 

0,24 ± 0,025 

(45) 

 Libération de Ca
2+

 
0,13 ± 0,02 

(34) 

1,0 ± 0,3 

(7) 

249 ± 106 

(3) 

0,30 ± 0,08 

(43) 

L-AP4 
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tridimensionnelle de du récepteur mGlu4 a été mis en place afin de découvrir de nouveaux 

agonistes de ce récepteur. Ce travail a été effectué durant le doctorat de Nicolas Triballeau.
210,213

 

 

Avant de cribler un grand nombre de molécules, il faut tout d’abord identifier la structure de la 

cible visée et plus particulièrement la structure tridimensionnelle du domaine extracellulaire de 

du récepteur mGlu4. Ce travail a débuté durant le doctorat de Anne-Sophie Bessis qui a réussi à 

déterminer cette structure grâce à un modèle par homologie.
214

 Pourquoi par homologie ? En 

fait, au début de sa thèse en 1999, il n’existait aucun domaine cellulaire cristallisé du sous-type 

4. L’approche moléculaire fut alors basée sur les travaux de O’Hara
68

  qui, en 1993, a identifié 

de fortes similarités entre le domaine extracellulaire de 5 récepteurs mGlu (1 à 5) et les 

Protéines Périplasmiques Bactériennes (PPB) dont la structure tridimensionnelle était déjà 

décrite
69

 et plus particulièrement les protéines LBP (Leu Binding Protein) et LIVBP (Leu-Ile-

Val Binding Protein). Ces protéines sont constituées de deux lobes reliés par une charnière 

stabilisée par des liaisons hydrogènes. Les ligands peuvent interagir avec la protéine lorsque les 

deux lobes sont ouverts et une fois ces derniers refermés, les ligands restent liés à la protéine par 

l’intermédiaire de différentes interactions. Ce mécanisme d’action est appelé Venus Flytrap 

(VFT) par homologie avec la façon dont la plante carnivore Vénus de Dionée capture sa proie 

(Figure I-2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-2 Mécanisme d’action de la Vénus de Dionée 

Etant donné que la similitude structurale entre les PBP et le domaine extracellulaire des 

récepteurs mGlu est vraiment forte, nous pouvons alors penser que le mécanisme de 

reconnaissance du ligand des récepteurs mGlu est similaire à celui des PBP, c'est-à-dire que 

l’activation de ces récepteurs nécessite la fermeture des deux lobes. 
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Anne-Sophie Bessis a alors basé son approche moléculaire sur cette forte similitude avec les 

PBP et a pu développer un modèle par homologie du domaine extracellulaire du récepteur 

mGlu4 sous forme ouverte et fermée.
214

 Ce modèle fut par la suite optimisé afin d’identifier plus 

précisément les résidus responsables des interactions ligand-récepteur.
215

 C’est à partir de ces 

derniers modèles affinés que Nicolas Triballeau a pu commencer le criblage virtuel, durant son 

doctorat, à partir de 720 000 molécules. En utilisant les courbes Receiver Operating 

Characteristic (ROC), 38 molécules ont été retenues et testées à la dose de 100 μM sur des 

cellules HEK 293 (mesure de la production d’IP3) surexprimant le récepteur mGlu4 et ceci en 

collaboration avec l’équipe de Dr. Jean-Philippe Pin à l’IGF (Montpellier). Six de ces 38 

composés ont montré une activité sur ce récepteur et particulièrement le (R)-PCEP pour (acide 

3-amino-3-carboxypropyl-2’-carboxyethyl phosphinique). Etant donné que les autres agonistes 

connus des récepteurs mGlu, et notamment le L-AP4, possède une configuration absolue du 

carbone portant la fonction acide aminé opposée à celle du (R)-PCEP, il était donc logique de 

synthétiser l’autre énantiomère, le (S)-PCEP (Figure I-3).
216,217

 Nous pouvons noter que le (S)-

PCEP était déjà connu en tant qu’inhibiteur de la glutamine synthétase.
217,218

 Ce dernier 

composé est plus actif que l’isomère (R) avec une EC50 de 6,4 ± 1,4 µM sur le récepteur mGlu4 

mais n’est pas plus sélectif au sein des récepteurs mGlu du groupe III. 

 

 

 

 

 

 

Figure I-3 Structures du (R)-PCEP et du (S)-PCEP 

 

Toute cette étude de criblage virtuel nous a donc permis de découvrir un nouvel agoniste des 

récepteurs mGlu du groupe III et plus particulièrement du sous-type 4, le (S)-PCEP. Cette 

molécule nous a surtout permis d’identifier une nouvelle poche d’interactions entre le ligand et 

le récepteur. 

 

 

 

 

EC50 (mGlu4) = 17 ± 2 µM EC50 (mGlu4) = 6,4 ± 1,4 µM 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Receiver_Operating_Characteristic
http://fr.wikipedia.org/wiki/Receiver_Operating_Characteristic
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1.3.  Une nouvelle poche d’interaction 

 

L’ancrage du (S)-PCEP dans le récepteur mGlu4 révèle une nouvelle poche de liaison entre les 

ligands et le récepteur. Tout ce travail est extrêmement bien décrit dans l’article de Chelliah 

Selvam et al.
210

 Pour bien comprendre cette étude, il faut tout d’abord repartir du docking du L-

AP4 dans le récepteur mGlu4 (Figure I-4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-4 Docking du L-AP4 dans le récepteur mGlu4
213

 

C en gris, H en cyan, N en bleu, O en rouge 

 

Nous pouvons apercevoir les résidus importants pour l’ancrage du L-AP4. En effet, la partie 

acide aminé est liée par liaisons hydrogènes avec l’alanine 180, la thréonine 182 du lobe 1 et la 

sérine 159 du lobe 1 ainsi qu’avec l’aspartate 312 et la tyrosine 230 du lobe 2.  Ces résidus ont 

été décrits comme la signature de la poche glutamate car on les retrouve dans huit sous-types 

mGlu.
219

 Puis, les oxygènes de l’acide phosphonique interagissent avec 4 résidus basiques qui 

sont  l’arginine 78 et les deux lysines 74 et 405 du lobe 1 et avec la sérine 313 et la lysine 317 

du lobe 2.  

Lorsqu’on observe le docking du (S)-PCEP sur le récepteur mGlu4 (Figure I-5), on retrouve 

évidemment toutes ces interactions essentielles (sauf celle avec la sérine 313 qui est due au 

remplacement d’un oxygène de l’acide phosphonique par un carbone du phosphinique). 



Chapitre I : État de l’art du projet 

 

63 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-5 Docking du (S)-PCEP dans le récepteur mGlu4
220

 

A gauche : interactions de la partie glutamate ; A droite : interactions de la nouvelle poche 

 

En revanche, on observe une nouvelle poche de liaison ou l’acide carboxylique distal du (S)-

PCEP va interagir via des liaisons hydrogènes avec 4 résidus du lobe 1 et plus particulièrement, 

la lysine 74, les sérines 110 et 157 ainsi que la glycine 158. Nous avons alors défini ces deux 

poches distinctement avec la poche glutamate ou proximale (L-Glu poche en bleu) qui est 

conservée chez tous les récepteurs mGlu et sur laquelle aucune sélectivité ne pourra être trouvée 

et la seconde poche, la nouvelle poche ou poche distale (orange), qui ouvre de nouvelles 

perspectives avec la synthèse de nouveaux ligands sélectifs au sein du groupe III des récepteurs 

mGlu (Figure I-6). 

 

 

 

 

 

 

Figure I-6 Visualisation des deux poches d’interaction du (S)-PCEP dans le récepteur mGlu4
220
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Le résultat de cette étude est très bien résumé par le schéma ci-dessous (Figure I-7). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure I-7 Schéma résumant les deux poches d’interactions du (S)-PCEP dans le récepteur 

mGlu4 

 

1.4.  Sélectivité au sein des récepteurs mGlu du groupe III 

 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, il est très difficile, voir impossible, de trouver de 

la sélectivité au niveau de la poche du glutamate car tous les résidus responsables des 

interactions sont communs aux huit récepteurs mGlu. En revanche, comme nous pouvons le voir 

sur les séquences primaires (Figure I-8) des récepteurs mGlu, il existe de réelles différences au 

niveau des résidus de la nouvelle poche de liaison identifiée grâce au docking du (S)-PCEP dans 

le récepteur mGlu4. En effet, alors que la sérine 110 est conservée chez tous les sous-types des 

groupes II et III, la combinaison des trois autres résidus (Lys 74, Ser 157 et Gly 158) est 

différente chez les 4 sous-types au sein du groupe III et n’est pas du tout présente dans les autres 

groupes (groupes I et II).  Ces observations vont alors nous conduire à moduler la partie 

chimique ancrée dans la nouvelle poche d’interactions (orange, partie distale) afin d’augmenter 

l’activité agoniste sur le récepteur mGlu4 mais surtout de gagner en sélectivité vis-à-vis des trois 

sous-types du groupe III, mGlu6, mGlu7 et mGlu8.  

 

 

 

 

L-Glu poche Nouvelle poche 
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Figure I-8 Trois fractions des séquences primaires de rat des huit récepteurs mGlu
220

 

 

I.2.  Du (S)-PCEP au LSP4-2022 

2.1.  Objectifs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma I-1 Optimisation du (S)-PCEP
220

 

 

Comme nous l’avons évoqué précédemment (paragraphe I.1.4.), nous avons obtenu une touche 

intéressante, le (R)-PCEP, à l’issu du criblage virtuel mené par Nicolas Triballeau pendant son 

doctorat. A partir de ce composé, nous avons alors synthétisé son énantiomère opposé, le (S)-

PCEP, qui montre une activité agoniste sur le récepteur mGlu4 vraiment intéressante. A partir 

de ce composé, un gros travail d’optimisation chimique (mené par le Dr. Chelliah Selvam lors 

de sont stage postdoctoral entre 2004 et 2007) a été mené afin d’obtenir de nouveaux agonistes 

plus actifs et plus sélectifs. Pour cela, la longueur de chaîne proximale a été étudiée et une 
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librairie de phosphinates dissymétriques a été obtenue en diversifiant la partie distale (R, 

Schéma I-1). 

 

2.2.  Utilisation des acides phosphiniques et des phosphinates dissymétriques 

 

Les acides phosphiniques et les phosphinates sont des composés phosphorés pentavalents où le 

phosphore est relié à 2 oxygènes (Figure I-9).  

 

 

 

 

Figure I-9 Structure du motif phosphinate (acide phosphinique si R = H) 

 

Ce motif est très présent dans les structures de molécules biologiques. Par exemple, comme 

nous l’avions déjà évoqué précédemment, la phosphinotricine (Figure I-10), ainsi que ses 

dérivés (dont le (S)-PCEP)  sont des inhibiteurs de la glutamine synthétase chez la plante. 
217,218

 

 

 

 

 

Figure I-10 Structure de la phosphinotricine 

 

 

D’autres biomolécules comportant ce motif sont très étudiées aujourd’hui et notamment les 

acides α-aminophosphiniques (Mucha et al).
221

 Ces derniers sont en fait des analogues d’acide 

aminés ou la fonction acide phosphinique mime parfaitement l’acide carboxylique. Les 

groupements acides carboxyliques et acides phosphiniques possèdent des propriétés assez 

similaires bien qu’ils soient différents sur trois points : 1) H3PO2 (acide hypophosphoreux) a une 

géométrie tétraédrique alors que CO2H est plan. 2) H3PO2 est beaucoup plus acide que CO2H. 3) 

L’atome de phosphore est plus gros que celui de carbone. En revanche, la géométrie tétraédrique 

de l’acide phosphinique lui confère une conformation ressemblante à l’état de transition de 

l’hydrolyse d’un ester ou d’un amide. Cette conformation est très connue pour stabiliser les sites 

actifs des enzymes et notamment des métalloprotéases.
222

 On peut aussi retrouver des 

inhibiteurs d’aminopeptidase
223-225

 ou encore d’uréase.
226

 Enfin, un des inhibiteurs d’enzyme 
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comportant ce motif le plus connu est le Fosinopril (Figure I-11) qui est un inhibiteur de 

l’enzyme de conversion de l'angiotensine I (ACE pour angiotensin I converting enzyme)
227

 

utilisé pour le traitement de l’hypertension. 

 

 

 

 

 

 

Figure I-11 Structure du Fosinopril 

 

On peut aussi retrouver ces acides phosphiniques dans certaines structures de chélateurs de 

métaux et en particuliers des lanthanides utilisés pour l’imagerie médicale. Par exemple, Notni 

et al, ont récemment développé de nouveaux agents de marquages basés sur des chélateurs de 

Ga
68 

et notamment le PrP9 (Figure I-12).
228

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-12 Structure du PrP9 

Enfin, dans le domaine des neurosciences qui nous intéresse plus particulièrement, le motif 

phosphinate est déjà utilisé dans la synthèse d’analogues du GABA possédant des activités 

agonistes
229,230

 ou antagonistes
231,232

 sur les récepteurs de ce neurotransmetteur. On peut le 

retrouver également, dans certaines structures d’inhibiteur de glutamate carboxypeptidase II.
233

 

Après avoir référencé les principales applications des acides phosphiniques et des phosphinates 

dissymétriques, intéressons-nous à la synthèse de ces derniers. 
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2.3.  Données bibliographiques : synthèse d’acides phosphiniques et de phosphinates   

dissymétriques 

 

L’obtention de ce type de motif implique bien évidemment la formation de deux liaisons 

phosphore-carbone à partir de l’acide hypophosphoreux H3PO2 (ou bien d’un de ses sels). La 

plus grande difficulté dans la synthèse de ces composés est d’éviter d’obtenir des phosphinates 

symétriques.
234

 Pour éviter cela, il est donc très important de développer des méthodes de 

synthèses efficaces permettant d’obtenir exclusivement des dérivés dissymétriques. Les voies de 

synthèse donnant accès à des phosphinates non symétriques passeront donc forcément par un 

intermédiaire acide H-phosphinique ou H-phosphinate mono substitué. De nombreuses 

méthodes de synthèse de ce motif intermédiaire ont été rapportées par Montchamp et al.
235

 

 

2.3.1. Synthèse d’acides H-phosphiniques et de H-phosphinates 

 

Addition radicalaire 

En 1980, Nifant’ev et al,
236

 ont développé des conditions de réaction radicalaire (Schéma I-2) 

afin d’obtenir des acides H-phosphiniques. Pour cela, ils forment un radical centré sur l’atome 

de phosphore qui va venir s’additionner sur une double liaison. Plusieurs sources de radicaux 

ont été utilisées et notamment, des peroxydes,
236,237

 l’AIBN
238

 ainsi que des trialkyles 

boranes.
237,239-241

 

 

 

 

 

 

Schéma I-2 Alkylation radicalaire de l’acide hypophosphoreux 

 

Passage par le BTSP 

Au début des années 1990, Boyd et al, ont introduit une nouvelle méthode de synthèse d’acides 

H-phosphiniques
242

 en passant par un intermédiaire silylé, le bis(triméthylsilyl)phosphonite) 

BTSP. Cet intermédiaire phosphoré trivalent P
III

 est observé après réaction de l’hypophosphite 

d’ammonium avec de l’HMDS à 110°C pendant deux heures (ou en présence de TMSCl et de 

NEt3). Ensuite, après avoir réagi avec un halogénure d’alkyle, le composé phosphoré 
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monoalkylé est isolé après hydrolyse des deux groupements silylés par le MeOH. Il faut signaler 

qu’un excès de BTSP (4-6 équiv) est nécessaire afin d’éviter la dialkylation symétrique observée 

par Majewski et al.
243

 En utilisant les mêmes conditions réactionnelles, Boyd et al, ont 

également décrit des additions de Michael du BTSP sur divers acrylates (Schéma I-3).
244,245

 

 

Schéma I-3 Addition du BTSP sur des halogénures d’alkyles et des acrylates 

 

Addition nucléophile en milieu basique – déprotonation d’un ester de phosphinate 

Contrairement aux deux premières méthodes décrites précédemment, les H-phosphinates 

peuvent aussi être obtenus par simple addition nucléophile à partir d’un ester de phosphinate. 

Après déprotonation de l’ester de l’acide hypophosphoreux à l’aide d’une base (NEt3, NaH, 

LiHMDS, LDA…. etc), le nucléophile formé peut alors réagir avec plusieurs types 

d’électrophile : des halogénures d’alkyles,
246,247

 des aldéhydes,
231,239,248

 des imines
249,250

 ou 

encore des acrylates
239

 (Schéma I-4). 

 

Schéma I-4 Addition nucléophile d’ester d’acide hypophosphoreux 
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Couplage pallado-catalysé 

Cette méthode de synthèse d’acides H-phosphiniques a été élaborée par le Prof. Montchamp qui 

est un spécialiste de la phosphination catalytique. En effet, il a d’abord décrit une méthodologie 

de couplage croisé pallado-catalysé entre l’hypophosphite d’anilinium et des alcènes activés 

(Schéma I-5). 

 

 

 

 

 

 

Schéma I-5 Synthèse d’acides H-phosphiniques par couplage pallado-catalysé 

 

Puis il a aussi décrit l’obtention d’acides H-phosphiniques allyliques et benzyliques à partir 

d’acide hypophosphoreux (Schéma I-6).
251,252

  

 

 

  

 

 

 

Schéma I-6 Allylation d’acide hypophosphoreux pallado-catalysée 

 

Enfin, quelques méthodes d’arylation directe de l’hypophosphite d’anilinium ont été reportées 

dans le but d’obtenir des acides H-phosphiniques aromatiques (Schéma I-7).
239,253

 Quelques 

exemples sont aussi décrits à partir de phosphinate de méthyle ou de t-butyle.
254

 

 

 

 

 

 

Schéma I-7 Arylation pallado-catalysée 
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Possédant l’intermédiaire acide H-phosphinique ou H-phosphinate synthétisé, l’objectif suivant 

est de former la seconde liaison P-C afin d’obtenir des acides phosphiniques ou des 

phosphinates dissymétriques. 

 

2.3.2.  Seconde alkylation de l’atome de phosphore 

 

Tout abord, il est important de signaler que la seconde alkylation du phosphore est généralement 

plus difficile que la première. Pour former la seconde liaison P-C, on retrouve les mêmes 

méthodologies de synthèse, décrites précédemment, que pour la formation de la première liaison 

P-C. En effet, on retrouve des conditions radicalaires
231,237,255

 mais aussi des couplages pallado-

catalysés.
256

 Ces deux voies de synthèses sont plus rares contrairement aux substitutions 

(réaction de Michaelis-Arbuzov) et additions nucléophiles d’un P
III 

sur un électrophile. Le P
III

 

peut être formé de deux façons : soit par déprotonation de l’hydrogène relié au phosphore ou 

alors par silylation (Schéma I-8). 

 

Schéma I-8 Obtention du P
III

 trivalent nucléophile 

 

Les bases utilisées pour la déprotonation sont assez variées.
257

 En effet, il est possible d’utiliser 

des bases aminées (NEt3, DIEA),
239

 de l’hydrure de sodium,
229,231

 des alcoolates de sodium
246

 ou 

encore des bases lithiées.
247,258

 De l’autre côté, les agents silylants rapportés sont l’HMDS
242

, 

TMSX/NEt3
259

 et la BSA (N,O-bis-(trimethylsilyl)acétamide).
240,260

 La BSA est très utilisée à ce 

jour car c’est un composé qui est plus facile à hydrolyser et souvent les réactions sont plus 

propres. 

En ce qui concerne les électrophiles utilisés pour cette seconde alkylation de l’atome de 

phosphore, on retrouve principalement les mêmes que pour la première alkylation. 

Effectivement, nous pouvons retrouver des aldéhydes,
258

 des imines,
261,262

 des acrylates,
249,263

 

des époxydes
231,264

 ou encore des halogénures d’alkyle
240,264

 (Schéma I-9). Cependant, pour ces 
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derniers, il est très important de signaler que la formation de la seconde liaison P-C est plus 

difficile à réaliser et qu’il faut que ces halogénures soient activés par conjugaison ou par un 

groupement électro attracteur pour que la substitution puisse avoir lieu (bromure de benzyle, 

bromure allylique, dibromoéthane…etc).
240,259,260,265

 Pour les halogénures non activés, la 

réaction peut fonctionner aussi mais avec des temps de réaction beaucoup plus longs et des 

rendements plus faibles.
257

  

 

Schéma I-9 Résumé de la formation de la seconde liaison P-C d’acides phosphiniques et de 

phosphinates 

 

En se référant aux multiples méthodes décrites pour synthétiser des acides phosphiniques et des 

phosphinates dissymétriques relatées précédemment, nous avons pu appliquer ces dernières afin 

d’obtenir le (S)-PCEP ainsi que ses dérivés. 
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2.4.  Données bibliographiques : synthèse du (S)-PCEP 

 

Synthèse du PCEP racémique 

Le PCEP racémique a été synthétisé pour la première fois par Ragulin
266

 (Schéma I-10) à partir 

de l’hypophosphite d’ammonium. En présence d’un excès d’HMDS, le BTSP formé in situ va 

s’additionner successivement sur l’acrylate d’éthyle et le dibromoéthane pour obtenir l’acide 

phosphinique dialkylé. Cet acide est ensuite estérifié par réaction à chaud avec l’orthoformiate 

d’éthyle ; ce qui entraîne par la même occasion une β-élimination d’acide bromhydrique. Enfin, 

la fonction acide aminée est introduite par addition nucléophile de l’acétamidomalonate de 

diéthyle puis hydrolyse acide des groupements protecteurs pour donner le PCEP racémique. 

 

Schéma I-10 Synthèse du (±)-PCEP par Ragulin
266

 

  

Cette voie de synthèse pourrait être aussi utilisée pour la synthèse du (S)-PCEP. Il suffirait que 

l’introduction de la partie acide aminée se fasse de façon énantiosélective. L’utilisation de la 

copule de Schöllkopf
267

 semble un bon moyen de contrôler la configuration du carbone en α de 

l’acide aminé (Schéma I-11). Cependant, cette méthode n’assure pas l’obtention d’une chiralité 

(S) à 100% du fait que l’on utilise une base forte. 

 

 



Chapitre I : État de l’art du projet 

 

74 

 

 

 

 

Schéma I-11 Synthèse du (S)-PCEP via la copule de Schöllkopf 

Cette méthode a déjà été décrite dans l’obtention de phosphono acide aminé (Schéma I-12).
240

 

 

 

 

 

Schéma I-12 Synthèse de l’acide (S)-2-amino-4-(diethoxyphosphoryl)butanoique 

 

Synthèse du (S)-PCEP 

Le (S)-PCEP a été synthétisé pour la première fois en 2005, par l’équipe de Berlicki.
217

 Comme 

Ragulin, Berlicki a choisi d’insérer la partie acide aminé en deuxième étape par substitution de 

l’acide H-phosphinique (activé par l’HMDS) sur le (S)-methyl-2-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-

4-iodobutanoate (Schéma I-13). L’utilisation permet de contrôler à 100% la chiralité du carbone 

en α de l’acide aminé. Cependant, l’acide phosphinique dialkylé n’est pas le seul produit 

observé lors de la réaction et les rendements varient entre 8 et 18%. 

 

Schéma I-13 Synthèse du (S)-PCEP par Berlicki
217

 

 

La méthode de synthèse du (S)-PCEP de Berlicki est rapide mais les rendements sont faibles. 

Cela signifie que cette voie synthétique ne pourra pas être utilisée pour obtenir de nombreux 

substrats. 
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2.5.  Développement d’une voie  de synthèse 

2.5.1.  Synthèse de l’acide H-phosphinique intermédiaire “P-Hint” 

 

Comme nous l’avons explicité préalablement, notre objectif est de moduler chimiquement la 

partie ancrée dans la nouvelle poche d’interaction (poche distale). Il sera donc nécessaire de 

développer une voie de synthèse rapide et efficace à partir d’un même synthon de départ qui 

comporte la fonction acide aminée. A partir de l’acide hypophosphoreux, nous devrons donc 

d’abord synthétiser l’acide H-phosphinique correspondant à la partie L-AP4 et ensuite insérer la 

partie ancrée dans la nouvelle poche. Ce qui nous donne l’acide ((S)-3-

(((benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)phosphinique comme intermédiaire 

clé de cette optimisation (Figure I-13). Par la suite, par souci de simplicité, nous nommerons ce 

composé “P-Hint”. 

 

 

 

Figure I-13 Structure de l’acide ((S)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-

oxobutyl)phosphinique (“P-Hint”) 

 

En 2001, Montchamp a développé par voie radicalaire une réaction entre des dérivés de l’acide 

hypophosphoreux et différents alcènes.
268

 Certaines équipes ont alors repris ces conditions 

qu’elles ont appliquées à l’ester de (S)-vinylglycine protégé (Schéma I-14).
240

 

 

 

 

 

Schéma I-14 Synthèse du “P-Hint” à partir de la vinylglycine protégée I-2 

 

Chelliah Selvam a alors utilisé des conditions réactionnelles similaires en utilisant l’AIBN 

comme source de radicaux (Schéma I-15).
269

  

 

 

 

 

Schéma I-15 Synthèse du “P-Hint” en utilisant l’AIBN 
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Nous pouvons signaler que l’ester de (S)-vinylglycine est facilement synthétisable à partir de la 

méthionine.
270

 Pour la suite de nos synthèses, nous utiliserons l’ester de (S)-vinylglycine protégé 

préparé à façon par Ascent Scientific (UK). 

 

2.5.2.  Synthèse du (S)-PCEP 

 

Notre laboratoire a tout d’abord utilisé les conditions décrites par Ragulin (Chapitre I.2.4.) afin 

de synthétiser le PCEP racémique. Ce dernier a pu être isolé après purification sur une résine 

échangeuse d’ion. En ce qui concerne le (S)-PCEP (Schéma I-16), une tentative a été initiée 

avec la copule de Schöllkopf mais un mélange de plusieurs produits a été obtenu. Chelliah 

Selvam est donc parti du synthon de départ, le composé intermédiaire “P-Hint”. Ce dernier est 

activé par la BSA afin de former le composé intermédiaire P
III

 capable de s’additionner sur 

l’acrylate d’éthyle. Enfin, après déprotection du groupementsu Cbz, hydrolyse des esters et 

purification sur une résine échangeuse de cations, le composé désiré est collecté avec une grande 

pureté.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma I-16 Synthèse du (S)-PCEP
210

 

 

Cette nouvelle voie de synthèse développée par Chelliah Selvam est rapide et reproductible. Elle 

paraît donc prometteuse pour l’optimisation de la partie distale afin d’obtenir rapidement de 

nombreux dérivés.
210

 Les résultats pharmacologiques (S)-PCEP enregistrés par mesure de la 

libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 sont regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau 

I-2). 
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Tableau I-2 EC50 du (S)-PCEP sur les récepteurs mGlu 

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293
210

 

 

2.5.3.  Optimisation da la partie proximale 

 

Avant de modifier la partie distale, Chelliah Selvam s’est intéressé à la longueur de chaîne de la 

partie proximale. Le but de cette étude est d’observer l’influence du nombre d’atomes de 

carbone entre la fonction acide aminée et le phosphinate. Deux composés ont été préparés : 1) le 

LSP1-1102 correspondant au PCEP racémique comportant un carbone de moins sur le bras 

portant l’acide aminé et 2) le LSP8-1058 correspondant au (S)-PCEP comportant un carbone de 

plus.
210

 

 

Synthèse du LSP1-1102
210

 

 

Schéma I-17 Synthèse du LSP1-1102
210

 

 

Le BTSP, obtenu par activation de l’hypophosphite d’ammonium avec l’HMDS, peut 

s’additionner successivement sur l’acrylate d’éthyle puis sur l’acide acétamidoacrylique. Après 

hydrolyse acide et purification sur une résine échangeuse de cations, le produit final désiré est 

obtenu (Schéma I-17). 

Composé Test 
mGlu4 

EC50 µM (n) 

mGlu6 

EC50 µM (n) 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

(S)-PCEP Libération de Ca
2+

 
6,15 ± 0,01 

(3) 

6,70 ± 3,30 

(3) 

89 ± 15 

(3) 

6,60 ± 2,40 

(3) 
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Synthèse du LSP8-1058
210

 

Schéma I-18 Synthèse du LSP8-1058
210

 

 

La synthèse du LSP8-1058 (Schéma I-18) nécessite les mêmes conditions réactionnelles que 

pour le (S)-PCEP sauf que la première alkylation radicalaire ne se fait pas sur l’ester de (S)-

vinylglycine mais sur l’ester de (S)-allylglycine. Le composé final est obtenu après purification 

sur une résine échangeuse de cation. 

 

Tableau I-3 EC50 des dérivés du PCEP sur le récepteur mGlu4
210

  

Mesure de la production d’IP3 et de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

 

 

 

 

 

Bien que le test fonctionnel pour mesurer l’EC50 de nos composés ait changé entre temps, nous 

pouvons remarquer très rapidement que la longueur optimale est de deux carbones entre l’acide 

aminé et la fonction phosphinique. La longueur de chaîne est même plus importante que la 

configuration du carbone de l’acide aminé car les produits LSP1-1102 et LSP8-1058 sont 

inactifs sur le récepteur mGlu4 (Tableau I-3).
210

 Pour la diversification de la partie distale, nous 

partirons donc du “P-Hint” qui contient la longueur de chaîne optimale. 

 

 

 

Composé (RS)-PCEP (S)-PCEP LSP1-1102 LSP8-1058 

 7,1 ± 1,5 

(5) 

6,4 ± 1,4 

(4) 
inactif inactif 

 
Mesure d’IP3 Mesure d’IP3 Mesure d’IP3 

Libération de 

Ca
2+

 

EC50 (µM) 

(mGlu4) 
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2.6.  Diversification de la partie distale 

2.6.1.  Voie de synthèse générale 

 

La voie de synthèse (élaborée par Chelliah Selvam), qui a été optimisée en fonction des données 

bibliographiques et des premières synthèses du (S)-PCEP et des ses isomères, se divise en  

quatre grandes parties : trois étapes synthétiques (1), (2) et (3) et une dernière étape de 

purification (Schéma I-19). C’est une méthode rapide et très efficace qui a permis d’obtenir une 

chimiothèque assez conséquente en très peu de temps.
210

 

 

 

 

Schéma I-19 Voie de synthèse générale des dérivés du (S)-PCEP
210

 

Étape (1) 

La première étape a été décrite précédemment ; il s’agit de la synthèse du composé “P-Hint”. Cet 

intermédiaire va être le point de départ de toutes les variations chimiques qui vont suivre. 

Étape (2) 

La seconde étape consiste en la formation de la seconde liaison P-C, à partir du composé “P-

Hint” intermédiaire. Il s’agit en fait d’une addition ou substitution nucléophile de cet acide 

phosphinique activé sous forme d’intermédiaire P
III

 sur un électrophile. La BSA a été privilégiée 

pour activer l’acide H-phosphinique “P-Hint” par rapport à l’HMDS et au TMSBr, car les 

réactions étaient plus propres. Quelques essais de purification par chromatographie ont été tentés 

mais très vite abandonnés du fait de la forte polarité des composés causée par la fonction acide 

phosphinique. En revanche, il est très facile d’observer la formation du produit désiré à l’aide de 

la RMN du phosphore (RMN 
31

P). Effectivement, le déplacement chimique de l’acide H-
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phosphinique se situe entre 20 et 30 ppm alors que celui de l’acide phosphinique dialkylé est 

supérieur à 40 ppm. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma I-20 Addition (ou substitution) nucléophile du composé “P-Hint” activé sur différents 

électrophiles 

Étape (3) 

Cette troisième étape est une étape de déprotection de la fonction acide aminée et des 

groupements présents ou non sur la partie distale en fonction de l’électrophile utilisé 

(notamment pour les acrylates). Les groupements Cbz sont couramment déprotégés par 

hydrogénation mais dans notre cas, aucune déprotection n’a été possible dans ces conditions. 

L’hydrolyse acide (HCl 8 M, reflux, 12 h) utilisée pour la synthèse du (S)-PCEP a montré de 

bons résultats avec la déprotection du Cbz et l’hydrolyse des esters en une seule étape. Au fur à 

mesure des synthèses, nous avons pu nous apercevoir que les composés étaient totalement 

déprotégés en les chauffant à 100 °C pendant 5 h dans l’HCl 6 M. Au final, le composé brut est 

collecté dans la phase aqueuse acide et les réactifs restants de la seconde étape sont éliminés 

dans la phase organique. 
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Purification 

 

 

 

 

 

Figure I-14 Produits présents dans le brut réactionnel final 

 

Les composés obtenus sont très polaires et ne peuvent pas être purifiés par les méthodes de 

chromatographie usuelles. La technique de choix fut donc l’utilisation de résines échangeuses 

d’ions. La purification de nos composés est essentielle car plusieurs sous-produits sont présents 

dans le brut réactionnel. Effectivement, en parallèle du composé désiré, nous pouvons observer 

la présence de DMPT qui est simplement l’acide H-phosphinique “P-Hint” déprotégé, ou alors 

du L-AP4 provenant de l’oxydation de la DMPT (Figure I-14). La pureté de ces produits finaux 

est critique car ils seront envoyés en test in vitro à l’IGF à Montpellier. Or, connaissant le fort 

effet agoniste du L-AP4 sur les récepteurs mGlu du groupe III, il est primordial d’éliminer toute 

impureté présente. Les composés obtenus dans la phase aqueuse acide sont chargés 

positivement, la première résine échangeuse d’ion utilisée est une échangeuse de cations 

(Dowex AG 50W-X4, H
+
, 50-100 mesh). Le dépôt se fait à pH acide (pH = 1-2) et l’élution se 

fait à l’eau. Les composés les plus acides étant très peu retenus, le L-AP4 et le DMPT sont donc 

très vite élués. Nos composés sont plus ou moins retenus selon la nature de la partie distale. En 

effet, si la partie distale est aliphatique, le composé est très peu retenu et est élué souvent en 

même temps que L-AP4 alors que si la partie distale est aromatique, le composé est plus retenu 

et collecté seul, sans impureté. Pour les composés aliphatiques, une seconde purification est 

nécessaire et effectuée sur une résine échangeuse d’anions (AG 1-X4, HCOO
-
, 200-400 mesh). 

Pour celle-ci, le dépôt se fait à pH = 7-8 et l’élution se fait à l’eau bouillie puis à l’acide 

acétique, chlorhydrique ou formique. La détection du composé dans les différentes fractions se 

fait par révélation sur plaque de silice par la nihydrine et les fractions positives sont donc 

analysées par RMN du proton et du phosphore. Les fractions propres sont alors réunies puis 

lyophilisées afin d’obtenir une poudre blanche, envoyée en test. Grâce à cette voie de synthèse 

une multitude de composés a pu être obtenue avec une partie distale très variée.
210,271
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2.6.2.  Dérivés linéaires 

 

Tout d’abord, Chelliah Selvam a commencé par insérer différentes chaînes linéaires sur la partie 

distale en utilisant la voie de synthèse générale décrite précédemment. Il a notamment modulé 

trois critères de la partie distale : la longueur de la chaîne, l’acidité de la fonction acide 

carboxylique distale ainsi que la substitution de la chaîne distale. Premièrement, il a pu 

s’apercevoir que le nombre de carbone optimal entre la fonction phosphinique et l’acide 

carboxylique distal était de 2. Ensuite, en substituant l’acide carboxylique par un acide 

phosphonique (augmentation de l’acidité), il a observé une perte d’activité sur le récepteur 

mGlu4. Enfin, il a essayé d’insérer divers substituants sur les deux carbones de la chaîne linéaire 

de la partie distale du (S)-PCEP. Ces modifications montrent une perte d’activité quelque soit le 

substituant en position α de la fonction phosphinique et seul un chlore en position β de cette 

même fonction donne une activité intéressante sur le récepteur mGlu4 (EC50 = 1,0 ± 0,2 µM (n 

= 3)). Enfin, l’analogue rigidifié du (S)-PCEP comportant une double liaison montre également 

une bonne activité avec une EC50 de 1,0 ± 0,2 µM (n = 3) sur le récepteur mGlu4. 

 

Figure I-15 Différents composés linéaires synthétisés
210

 

 

 

 

 

 

Figure I-16 Dérivés linéaires les plus affins sur le récepteur mGlu4 
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Comme nous l’avons dit précédemment, ce travail a essentiellement été réalisé par  Chelliah 

Selvam et Delphine Rigault (technicienne de laboratoire) et a été breveté en 2007
271

 et publié en 

2010 dans la revue Journal of Medicinal Chemistry.
210

 

 

2.6.3.  Dérivés aromatiques 

 

Les dérivés linéaires nous ont permis d’augmenter l’activité agoniste sur le récepteur mGlu4 

mais en revanche aucun dérivé n’est sélectif par rapport aux autres sous-types du groupe III et 

plus particulièrement le récepteur mGlu8. Il était donc intéressant de continuer cette modulation 

de la partie distale afin d’augmenter le potentiel et la sélectivité de nos composés. Le choix s’est 

orienté vers l’insertion de structure aromatique. De plus, la plupart des médicaments possèdent 

au minimum un groupement aromatique dans leur structure. Les acides phosphiniques 

aromatiques déjà décrits sont des acides arylphosphiniques où le cycle aromatique est 

directement lié à l’atome de phosphore et des acides α-hydroxy-phosphiniques obtenus par 

réaction entre un dérivé  P
III

 nucléophile et un benzaldéhyde. Les acides arylphosphiniques ont 

été obtenus un peu plus tard par des réactions de couplage croisé pallado-catalysé
253

 mais les 

conditions n’étaient pas totalement optimisées lors du début de cette étude. Notre équipe s’est 

donc intéressée plus spécifiquement à la synthèse de différents acides α-hydroxy-phosphiniques 

en faisant varier les substituants sur les benzaldéhydes commerciaux.
271

 

Tout d’abord, d’après les résultats du (S)-PCEP, les premiers composés aromatiques choisis par 

Chelliah Selvam comportent une fonction acide carboxylique (en position ortho, méta ou para 

de l’aldéhyde) afin de mimer la charge négative du carboxylate distal (Schéma I-21). Lors de 

l’addition de l’acide phosphinique sur la fonction aldéhyde, la stéréochimie du carbinol 

stéréogène formé n’est pas contrôlée et un mélange de deux diastéréomères est obtenu. 

 

 

 

Schéma I-21 Synthèse des composés aromatiques carboxylés 
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Tableau I-4 Activités sur les récepteurs mGlu4 et mGlu8 des composés aromatiques carboxylés 

Mesure de la production d’IP3 sur des cellules HEK 293 

 

 

 

 

 

 

On peut remarquer que la substitution en position ortho n’est pas du tout favorable et que la 

position para semble la plus adaptée à une activité sur le sous-type 4 similaire au (S)-PCEP et 

une sélectivité très encourageante par rapport au récepteur mGlu8 (Tableau I-4). 

A partir de ces premiers résultats, de nombreux composés aromatiques mono, di et trisubstitués 

ont été synthétisés, toujours par Chelliah Selvam. Ces composés ont tous été testés et les 

résultats nous ont permis de tirer des conclusions très intéressantes autour de la relation 

structure-activité. Tout d’abord, la substitution en position ortho est totalement néfaste pour 

l’activité des molécules. Les positions meta et para montrent des résultats quasi-similaires et 

seront donc privilégiées. 

Les composés monosubstitués par un groupement nitro en meta (LSP1-2093) ou en para 

(LSP1-2147) montrent les meilleures activités sur le récepteurs mGlu4 et mGlu8 (premiers 

composés sous-micromolaires). 

 

 

 

 

  

 

Figure I-17 Structure et activité des composés monosubstitués par un groupement nitro 

Mesure de libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

 

Le groupement nitro a donc été conservé pour la synthèse des dérivés di et trisubstitués. Ces 

derniers possèdent des activités et des sélectivités vraiment intéressantes et notamment les 

nitrophénols LSP1-2109 et LSP1-2111. Ces deux dérivés sont les premiers à montrer une 

Composé 
LSP1-1173 

ortho 
LSP1-1155 

meta 
LSP1-2014 

para 

  EC50 (mGlu4) Inactif 
21,65 ± 3,50 

(n = 8) 

7,97 ± 0,36 

(n = 4) 

  EC50 (mGlu8) / 
124,67 ± 8,25 

(n = 3) 

141,00 ± 10,44 

(n = 3) 

Ratio 8/4 / 6 18 

EC50 (mGlu4) = 0,42 ± 0,08 µM EC50 (mGlu4) = 0,64 ± 0,22 µM 
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sélectivité préférentielle pour le récepteur mGlu4 par rapport au sous-type 8 et sont sélectifs des 

groupes I et II. (Figure I-18).
271

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-18 Structure et activité des composés LSP1-2109 et LSP1-2111 

Mesure de libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

 

Enfin des acides phosphiniques porteurs d’une fonction amine au lieu d’alcool en position ont 

été obtenus par Sara Cesarini (stagiaire postdoctoral) en effectuant la réaction non plus sur un 

benzaldéhyde mais plutôt sur une imine aromatique (Schéma I-22). Une nouvelle fois, on note 

que le groupement nitro est important pour l’activité des composés de la série (Figure I-19) car 

le composé LSP1-3131 présente une EC50 de 0,54 ± 0,14 µM sur le récepteur mGlu4. 

 

Schéma I-22 Synthèse des acides phosphiniques α-aminés 

 

 

 

 

 

 

Figure I-19 Structure et activité du LSP1-3131 

Mesure de la production d’IP3 sur des cellules HEK 293 

 

EC50 (mGlu4) = 0,90 ± 0,13 µM 

EC50 (mGlu8) = 19,4 ± 7 µM 

Ratio 8/4 = 22 

 

EC50 (mGlu4) = 1,5 ± 0,4 µM 

EC50 (mGlu8) = 73 ± 8 µM 

Ratio 8/4 = 49 

 

EC50 (mGlu4) = 0,54 ± 0,14 µM 
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Cette nouvelle série de composés est intéressante avec la découverte de nouveaux agonistes plus 

affins du récepteur mGlu4 et une sélectivité qui commence à être encourageante. Nous pouvons 

en conclure que le groupement nitro est important pour l’affinité et que le motif phénol apporte 

de la sélectivité au sein du groupe III des récepteurs mGlu. Tous les composés linéaires et 

aromatiques synthétisés, avant 2006 ont été brevetés
271

 et un article, incluant ces résultats, est en 

préparation. 

 

2.6.4.  Dérivés hétérocycliques 

 

Une série hétérocyclique a aussi été synthétisée de la même façon afin de voir l’influence de la 

nature du noyau aromatique. Des dérivés comportant un motif pyridine, furane ou encore 

thiophène ont été obtenus en fonction des possibilités synthétiques. Une fois encore, ce sont les 

dérivés comportant un groupement nitro qui montrent une très bonne activité sur le récepteur 

mGlu4. Cependant, la sélectivité est beaucoup plus faible pour ces motifs. Les deux composés 

les plus puissants sont le LSP1-3003 et le LSP1-3081 (Figure I-20). 

 

 

 

 

 

 

Figure I-20 Structure et activité du LSP1-3003 et LSP1-3081 

Mesure de la production d’IP3 sur des cellules HEK 293 

 

L’importante diversification de la partie distale effectuée par Chelliah Selvam prend fin ici avec 

cette multitude de composés. Il a pu définir un composé référence, le LSP1-2111, sur lequel 

s’est basée Isabelle Lemasson au début de son doctorat (2007-2010). Ce composé ne possède 

pas une activité puissante sur le récepteur mGlu4 mais il est le premier composé montrant une 

préférence sur ce récepteur par rapport aux sous-types du groupe III et plus particulièrement les 

sous-types 7 et 8 (le récepteur mGlu6 se trouvant essentiellement dans la rétine, nous n’en 

tenons pas compte pour le moment, Tableau I-5). 

 

 

EC50 (mGlu4) = 0,15 ± 0,03 µM EC50 (mGlu4) = 0,16 ± 0,03 µM 
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Tableau I-5 Activités sur les sous-types du groupe III du LSP1-2111 

Mesure de la production d’IP3 sur des cellules HEK 293 

 

 

2.7.  Valorisation du LSP1-2111 

 

Les tests in vitro sont réalisés en collaboration avec l’équipe du Dr. Jean-Philippe Pin à l’IGF de 

Montpellier. A cette occasion, je voudrais remercier une nouvelle fois Jean-Philippe et toute son 

équipe de m’avoir accueilli pendant quelques jours afin de participer à ces tests in vitro. Avant 

2008, tous les composés synthétisés au laboratoire, étaient testés par mesure de l’augmentation 

d’IP3 intracellulaire. Aujourd’hui, les tests ont été simplifiés et on ne  mesure plus la production 

d’IP3 mais plutôt la libération de Ca
2+

 intracellulaire induite par l’augmentation d’IP3 (Figure I-

21). Ce concept est plus simple car la libération de calcium est mesurée par fluorescence (via la 

sonde Fluo-4) alors que l’IP3 était mesurée par radioactivité (utilisation de 
3
H-myoinositol). 

Toutes ces informations sont disponibles sur le site de la Plateforme Arpège de Montpellier.
272

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-21 L'activation des récepteurs mGlu par une molécule agoniste induit, au 

travers de l'activation de son premier effecteur (la protéine Gq), une libération de 

calcium intracellulaire (Arpège) 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM (n) 

mGlu6 

EC50 µM (n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

Ratio 

8/4 

 0,90 ± 0,13 

(13) 

3,2 ± 1,4 

(4) 
4 

101 ± 33 

(3) 
24 

19,4 ± 7 

(12) 
22 LSP1-2111 
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A partir de ce tri, les meilleures molécules et notamment le LSP1-2111 sont alors testées in vivo 

sur des modèles animaux. Ce ligand a été testé afin de confirmer le rôle prédominant du 

récepteur mGlu4 dans la mémoire et l’apprentissage.
273

 Puis, de nombreux tests ont été mené 

afin d’identifier les propriétés antiparkinsoniennes et anxiolytiques de ce composé.  

Les différents tests pour le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson ont été décrits 

par Beurrier et al. en 2009.
274

 Ils ont tout d’abord montré sur des récepteurs natifs que le LSP1-

2111 était capable d’inhiber la transmission synaptique striatopallidale et que le récepteur 

mGlu4 était le récepteur mis en jeu lors de cette inhibition. Puis ce composé a également été 

testé sur un modèle d’akinésie avec le test du temps de réaction et sur un modèle de catalepsie 

induit par injection d’halopéridol. Dans les deux cas, notre ligand présente des effets 

antiparkinsoniens. 

Le LSP1-2111 a également été testé sur des modèles d’anxiété, de psychose et de dépression par 

l’équipe du Pr. Pilc à Cracovie. Un premier test antipsychotique a été développé en mesurant 

l’hyperactivité d’un rongeur drogué par la dizocilpine (MK-81) et l’amphétamine. L’injection de 

notre ligand a permis de réduire considérablement l’hyperactivité induite par ces deux drogues. 

Un test d’interaction sociale et un test de reconnaissance de nouvel objet ont également été 

élaborés afin de mesurer l’effet antipsychotique de notre composé sur des rongeurs drogués par 

le MK-81. Dans les deux cas, on observe des effets positifs de notre ligand.
275,276

 Ensuite, le 

LSP1-2111 a montré des effets anxiolytiques intéressants dans deux tests : le test du labyrinthe 

surélevé (EPM pour elevated plus maze) et celui mesurant l’hyperthermie induite par un stress 

(changement d’environnement).
277

 Enfin, le LSP1-2111 a été testé sur deux modèles de 

dépression (test de la nage forcée et test de la suspension par la queue) mais aucun effet 

antidépresseur de notre molécule n’a été observé.
277

 

Tous ces tests animaux réalisés sur le LSP1-2111 ont vraiment été une avancée dans nos 

travaux de recherche car ils ont permis de valider tout le travail réalisé au préalable, c'est-à-dire 

la modélisation moléculaire jusqu’aux tests in vitro sans oublier la synthèse chimique des 

molécules. Nous avons pu mettre en évidence des effets antiparkinsoniens et anxiolytiques 

vraiment encourageants alors que le LSP1-2111 ne montre aucun effet antidépresseur. Tous ces 

effets ont aussi été montrés sur l’ACPT-I, que ce soit contre les symptômes de la maladie de 

Parkinson
278

 ou contre l’anxiété.
109

 Cependant, le LSP1-2111 est actif à des concentrations dix 

fois plus faibles que l’ACPT-I et il est plus sélectif au sein des récepteurs mGlu du groupe III. 

Tous ces tests montrent aussi que plusieurs voies synaptiques sont responsables des effets 

observés et plus précisément les systèmes glutamatergique, GABAergique et sérotoninergique. 
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Enfin, une donnée essentielle que démontrent ces tests, est que nos composés sont capables de 

passer la barrière hémato-encéphalique (BHE). En effet, dans la plupart des tests de 

comportement, l’injection des agonistes se fait par voie intra péritonéale (i.p.). La plupart 

atteignent le système nerveux central. En revanche, vu la structure de nos composés peu 

lipophiles et très polaires, nous supposons que le franchissement de la BHE se fait par transport 

actif via un transporteur. Il semble difficile d’imaginer un transfert passif par diffusion à travers 

les membranes hydrophobes. Récemment, l’équipe du Dr. Dario Doller a étudié la 

biodisponibilité du LSP1-2111 dans le cerveau.
279

 

Cependant, en supplément de sa sélectivité qui est encore trop faible, il existe tout de même un 

dernier point faible à améliorer : sa toxicité potentielle. Effectivement, les composés 

nitroaromatiques dont les nitrophénols sont décrits comme toxiques
280

 que ce soit sur 

l’environnement
281,282

 ou sur les êtres vivants.
283,284

 De plus, les tests in vivo de cette molécule 

ont montré qu’elle était très vite éliminée par l’organisme du fait de sa forte polarité. Ce 

composé ne peut donc servir que d’outil pharmacologique et les études sur ce composé ne seront 

donc pas poursuivies. L’objectif d’Isabelle Lemasson était donc d’optimiser ce composé afin 

d’obtenir des nouveaux agonistes plus sélectifs et plus affins. 

 

2.8.  Synthèse du LSP4-2022 

 

Isabelle Lemasson a tout d’abord poursuivi le travail par le remplacement du groupement 

phényle par un hétérocycle. Elle a synthétisé deux nouveaux composés, le LSP3-3184 et le 

LSP3-4015 (Figure I-22).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-22 Structure et activité pharmacologique du LSP3-3184 et du LSP3-4015 

 

Ces deux dérivés ne possèdent ni une bonne activité ni une bonne sélectivité. En revanche, la 

synthèse du LSP3-4015 montre que ce composé est capable de donner d’autres interactions au 

niveau de la partie distale. Ce qui ouvre une nouvelle perspective et plus précisément 

EC50 (mGlu4) = 3,38 ± 0,76 µM 

EC50 (mGlu8) = 6,94 ± 2,76 µM 

Ratio 8/4 = 2 

 

EC50 (mGlu4) = 14,88 ± 4,35 µM 

EC50 (mGlu8) = 28,43 ± 9,23 µM 

Ratio 8/4 = 2 
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l’allongement chimique de la partie distale. La première idée, élaborée par Tiphanie Courtiol 

(technicienne de laboratoire),  fut à partir des composés phénoliques d’alkyler le groupement 

hydroxyle afin d’augmenter la taille de la molécule. Par comparaison avec le (S)-PCEP, la 

première idée fut d’ajouter une chaîne avec une fonction acide carboxylique terminale afin de 

mimer la charge négative distale. La voie de synthèse utilisée est identique à celle du (S)-PCEP 

en utilisant l’acétate 2-(4-formylphenoxy) d’éthyle obtenu facilement par  alkylation de 

Williamson
285,286

 à partir du 4-hydroxybenzaldehyde (Schéma I-23). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma I-23 Voie de synthèse du LSP4-2022 

 

La synthèse est très reproductible et le produit final est isolé avec un rendement global de 65%. 

Toutes les étapes sont très propres et la purification sur résine échangeuse d’ions (cations et 
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anions) est très efficace. Par chance, cette idée fut la bonne car, parmi les nombreux dérivés 

synthétisés, le LSP4-2022 est le premier agoniste du récepteur mGlu4 sélectif par rapport au 

récepteur mGlu8. De plus, il est préférentiel vis-à-vis des autres sous-types du groupe III, 

mGlu6 et mGlu7, et sélectif par rapport aux deux autres groupes I et II (Tableau I-6). 

 

Tableau I-6 EC50 du LSP4-2022 sur les récepteurs mGlu
287

 

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

EC50 (µM) 

(n) 
mGlu4 mGlu8 

Ratio 

8/4 
mGlu6 

Ratio 

6/4 
mGlu7 

Ratio 

7/4 

LSP4-2022 
0,11 ± 0,02 

(n = 30) 

29,2 ± 4,2 

(n = 27) 
265 

4,4 ± 0,6 

(n = 14) 
40 

11,6 ± 1,6 

(n = 19) 
105 

 

 

2.9.  Valorisation du LSP4-2022 

 

Afin de confirmer les valeurs obtenues avec le test de libération de calcium effectué à l’IGF de 

Montpellier, l’équipe du Pr. Alain Eschalier à Clermont-Ferrand a évalué l’activité inhibitrice du 

LSP4-2022 sur le canal calcique Cav2.2 par électrophysiologie. Effectivement, lorsque les 

récepteurs mGlu sont activés, une sous-unité des protéines G peut alors interagir avec des 

canaux calciques (type N) comme Cav2.2 (Figure I-23). Nos composés seraient alors capables 

d’inhiber le transfert calcique à travers ce canal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I-23 Inhibition du canal calcique Cav2.2 
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Les résultats obtenus par électrophysiologie sont similaires à ceux mesurés par fluorescence 

(Tableau I-7).
287

 

Tableau I-7 EC50 du LSP4-2022 sur les récepteurs mGlu
288

  

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 et inhibition du canal calcique Cav2.2 

 

Après avoir confirmé les données pharmacologiques in vitro, le LSP4-2022 a été testé in vivo 

sur des modèles animaux de la maladie de Parkinson et de la douleur.  

Premièrement, par électrophysiologie, Goudet et al.
287

 ont d’abord mesuré l’inhibition des 

transmissions postsynaptiques sur des couches de cerveau (fibre parallèle PF) de souris saines et 

des souris KO du récepteur mGlu4. Les résultats obtenus sont très simples, on ne retrouve 

aucune inhibition chez les souris KO de mGlu4 alors qu’on observe cette inhibition chez les 

souris sauvages. Ils ont pu en conclure que ce récepteur jouait un rôle prépondérant dans la 

transmission synaptique de la fibre parallèle  dans des couches cérébrales de souris. De plus, le 

LSP4-2022 montre des effets anti cataleptiques sur des modèles animaux de catalepsie induite 

par l’injection d’halopéridol. Cependant, comme pour le LSP1-2111, la fenêtre thérapeutique 

est trop étroite. Deux modes d’injection ont été étudiés ; l’injection intra cérébrale dans le GP 

(ICV) et l’injection intra péritonéale (i.p.). L’observation de résultats similaires dans les deux 

cas prouve une nouvelle fois que nos molécules sont capables de passer la BHE. 

Deuxièmement, comme nous l’avons évoqué dans l’introduction (Figure 47), les récepteurs 

mGlu et plus particulièrement ceux du groupe III sont présents au niveau de tous les acteurs de 

la voie de neurotransmission de la douleur. Ils représentent donc une cible thérapeutique 

potentielle pour traiter les douleurs chroniques.  

Après avoir montré que le récepteur mGlu4 était sur les neurones présents dans la moelle 

épinière et plus précisément dans la zone lamina II qui est la première zone du SNC où 

l’information nociceptive arrive et vérifié que ces récepteurs inhibaient la neurotransmission 

dans cette région du SNC, nos collaborateurs de Clermont-Ferrand (A. Eschalier et J. 

Busserolles) ont testé le LSP4-2022 sur des modèles animaux de la douleur.
289

 

EC50 (µM) 

(n) 
mGlu4 mGlu8 

Ratio 

8/4 
mGlu6 

Ratio 

6/4 
mGlu7 

Ratio 

7/4 

LSP4-2022 

Fluorescence 

0,11 ± 0,02 

(n = 30) 

29,2 ± 4,2 

(n = 27) 
265 

4,4 ± 0,6 

(n = 14) 
40 

11,6 ± 1,6 

(n = 19) 
105 

LSP4-2022 

Cav2.2 

0,12 ± 0,03 

(n = 5) 

51,6 ± 10,6 

(n = 5) 
430 

3,68 ± 0,94 

(n = 5) 
31 

15,7 ± 3,5 

(n = 5) 
79 
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Avant de tester le LSP4-2022 sur des modèles de douleur chronique, nos collaborateurs ont tout 

d’abord vérifié que le récepteur mGlu4 n’avait aucun effet sur la douleur aigüe sur deux tests : le 

test d’immersion de la queue et celui de Randall et Selitto.
290

 Ce dernier test a également été 

effectué sur deux modèles de douleur chronique : une douleur inflammatoire induite par 

injection de carraghénine et une douleur neuropathique (modèle CCI chronic constriction 

injury)
291,292

 causée par ligature du nerf sciatique sur trois portions. Dans les deux cas, on 

retrouve des effets analgésiques. Dans les deux cas, on observe une dose-réponse du LSP4-2022 

avec un taux de vocalisation du rat qui augmente fortement lorsque la dose d’agoniste augmente. 

L’injection intra péritonéale (i.p.) de notre molécule confirme une nouvelle fois le fait que nos 

agonistes étaient capables de franchir la BHE. Le LSP4-2022 a aussi été testé sur un modèle de 

douleur mécanique, le test Von Frey et on a pu observer que notre molécule est capable de 

diminuer des douleurs inflammatoires. De plus, cette dernière expérience a permis de prouver 

que le récepteur mGlu4 est vraiment essentiel à la réduction de la douleur chronique 

 

2.10. Bilan et ouverture vers mes travaux de recherches 

 

Toutes ces expériences ont permis de confirmer le nouveau composé référence, le LSP4-2022. 

Cependant, ce composé n’est pas encore assez actif ni sélectif pour envisager des tests plus 

poussés comme du marquage radioactif. Mon travail consistera à optimiser ce composé afin 

d’identifier de nouveaux agonistes plus affins et plus sélectifs. 
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Chapitre II : Relation structure-activité autour du LSP4-2022 

II.1.  Point de départ de mon doctorat 

Lorsque j’ai commencé ma thèse en octobre 2011, le LSP4-2022 était donc désigné comme le 

composé référence de ce projet (Figure II-1).  

 

 

 
Figure II-1 Structure du LSP4-2022 

Comme nous l’évoquions précédemment, ce composé possède une EC50  de 0,11 μM sur le 

récepteur mGlu4 avec une bonne sélectivité par rapport aux autres sous-types du groupe III et 

notamment par rapport au récepteur mGlu8. Nous avons alors étudié les différentes interactions 

entre ce ligand et son récepteur afin d’identifier les résidus responsables de cette sélectivité. 

Intéressons-nous un peu plus au docking du LSP4-2022 sur le récepteur mGlu4 (Figure II-2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figue II-2 (A) Docking du LSP4-2022 dans le domaine VFT du récepteur mGlu4 

(B) Agrandissement du site de liaison 

 

On peut remarquer que le composé se lie au récepteur au niveau de la charnière en se liant dans 

la fente entre les deux lobes (lobe 1 et lobe 2).
288

 En zoomant sur le site actif, on peut identifier 

les résidus du récepteur responsable de l’affinité dans la nouvelle poche. Nous n’avons pas 
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représenté les interactions dans la poche glutamate (commune à tous les récepteurs mGlu) que 

nous avons décrit dans le chapitre I.1.4.  On peut s’apercevoir que le LSP4-2022 se lie au 

récepteur mGlu4 via des liaisons ioniques et des interactions de van der Valls : 

-  Liaison entre l’oxygène du phénoxy du LSP4-2022 avec l’hydroxyle distal de la sérine 110  

-  Liaison entre le carboxylate distale du LSP4-2022 avec l’hydroxyle de la thréonine 108 et le 

N-H de la chaîne principale de la séquence sérine 157 – glycine 158. 

- Liaison cation-π entre le cycle aromatique et la lysine 74. Cette interaction n’est pas 

représentée sur le docking car nous en discuterons plus en détail dans le paragraphe II.4.4. 

Comme nous pouvons le remarquer sur l’alignement de séquence (Figure II-3), la séquence 

T108-C109-S110 est conservée dans les quatre sous-types du groupe III. La sélectivité entre les 

deux sous-types 4 et 8 ne se situe donc pas à ce niveau. En revanche, la séquence S157-G158 

ainsi que la boucle 1 (Figure II-3, surlignée en gris) sont différentes entre les deux sous-types 

(S157-G158 sont substituées par deux alanines). Un travail de mutagénèse a alors été effectué 

sur ces deux zones où les résidus de du récepteur mGlu4 ont été mutés par ceux du sous-type 8. 

Tout d’abord, la séquence S157-G158 a été mutée par deux alanines mais la perte d’activité 

n’est pas totale. Chaque résidu de la boucle 1 a alors été muté mais il s’est avéré que la 

sélectivité entre les deux sous-types était due à l’ensemble de la boucle 1. La séquence S157-

G158 et la boucle 1 sont donc nécessaires pour la sélectivité. La boucle 1 n’est pas directement 

liée au ligand car tous les résidus responsables de l’ancrage de la molécule sont situés sur la 

boucle 2. Cependant, les boucles 1 et 2 sont reliées entre elles par de fortes interactions (liaisons 

hydrogènes et pont disulfure). On peut donc supposer que la position de la boucle 1 a une très 

forte influence sur celle de la boucle 2 et donc sur les résidus liant le ligand.  
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Figure II-3 Portion de l’alignement de séquences des récepteurs mGlu du rat 

Surligné en gris : boucle 1 α1-β1 ; Surligné en vert : boucle 2 ; Surligné en magenta : séquence 

S157-G158 

En vert : feuillets β ; En rouge : hélices α 

 

Le dernier point que l’on peut retenir de l’ancrage du LSP4-2022 sur le récepteur mGlu4 est le 

rôle de la nouvelle poche de liaison découverte grâce au criblage virtuel et la découverte du (S)-

PCEP (Chapitre I.1.3.). 

En 1993, O’Hara et al.
293

 ont démontré que les récepteurs mGlu possédaient un site de liaison 

extracellulaire qui se comporte comme celui des LIVPB (Chapitre I.1.2.). Un autre type de 

récepteur appartenant à la classe C des RCPG, l’ANPR (Atrial Natriuretic Peptide Receptor), se 

comporte également comme les LIVPB et possède un site allostérique liant le chlore. Ogawa et 

al.
294

 ont montré que ce site allostérique était conservé chez le récepteur mGlu1. Chez l’ANPR, 

le site chlorure se situe entre les deux feuillets β2 et β3. Notre laboratoire a alors fait l’analogie 

avec le récepteur mGlu4 et a montré que la nouvelle poche était potentiellement un site 

chlorure.
295

 Par comparaison, le carboxylate distal du LSP4-2022 joue le même rôle que le 

chlorure et se fixe dans le site allostérique du chlore. Ce site, très étroit, relie alors les résidus 

S157-G158 du feuillet β3 à la T108 du feuillet β2. Chez le sous-type 8, les deux alanines 157 et 

158 se positionnent différemment et empêchent la liaison du carboxylate au site chlore. La 

sélectivité entre les récepteurs mGlu4 et mGlu8 se réalise à ce niveau.
288

 La validation de ce site 

chlorure du récepteur mGlu4 est en cours par Amélie Tora lors de son doctorat effectué sous la 
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supervision du Dr. Cyril Goudet dans l’équipe du Dr. Jean-Philippe Pin à l’Institut Génomique 

Fonctionnel de Montpellier. 

II.2.  Premières optimisations par Isabelle Lemasson 

 

Isabelle Lemasson a étudié la relation structure-activité du LSP4-2022 en faisant varier une par 

une les différentes parties structurales de ce ligand. Évidemment, aucune modification n’a été 

effectuée sur la partie glutamate car l’objectif principal est d’augmenter la sélectivité par rapport 

au récepteur mGlu8 et de maintenir, voir d’augmenter l’activité sur le récepteur mGlu4. La voie 

de synthèse de ces composés est basée sur celle du LSP4-2022 avec l’addition du composé “P-

Hint” sur des électrophiles différents (benzaldéhydes, imine, bromure de benzyle). 

 

Tout d’abord, le groupement hydroxyle en α du phosphinate a été remplacé par un hydrogène 

(LSP3-2156). Le composé est sélectif par rapport au sous-type 8 mais moins actif sur le 

récepteur mGlu4 avec une EC50 de 1,59 μM. Le groupement OH paraît donc indispensable à 

l’activité. Ensuite, la partie carboxyméthylphénoxyle a été positionnée en position meta sur le 

cycle et non plus en position para (LSP3-3108). Dans ce cas, on perd en activité et sélectivité. Il 

est donc important de conserver la substitution du cycle aromatique en position para. 

Précédemment, nous avons montré par modélisation que l’acide carboxylique distal était 

important. Cette observation fut vérifiée par la synthèse des deux composés LSP3-3171 et 

LSP3-3141 ou l’acide carboxylique est supprimé ou remplacé par un alcool primaire. L’activité 

ainsi que la sélectivité des ces deux composés chutent drastiquement ; l’acide carboxylique est 

donc indispensable. Effectivement, la perte des liaisons hydrogènes avec les résidus hydrophiles 

est préjudiciable à l’activité. De plus, sans cette fonction, la liaison entre les feuillets β2 et β3 

n’est plus assurée et le site chlore n’est plus occupé. Enfin, le cycle aromatique fut substitué par 

un (LSP3-3159) ou deux (LSP3-3165) groupements méthoxyle en position meta. Pour le 

premier, on peut remarquer que l’on conserve la même activité sur le récepteur mGlu4 mais que 

la sélectivité sur le sous-type 8 diminue légèrement ; on retrouve à peu près les mêmes 

propriétés que pour le composé hit, le LSP4-2022. L’ajout du second méthoxyle n’améliore pas 

les résultats. Tous ces résultats sont regroupés dans le tableau II-1. 
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Tableau II-1 Activités sur les récepteurs mGlu4 et mGlu8 des premiers composés issus du 

LSP4-2022 (Thèse Isabelle Lemasson)  

Mesure de la libération de Ca2+ sur des cellules HEK 293 

 

Composé Structure 
EC50 (μM) 

mGlu4 (n) 

EC50 (μM) 

mGlu8 (n) 

Ratio 

8/4 

LSP4-2022 

 

0,10 ± 0,02 (22) 29,2 ± 4,2 (27) 265 

LSP3-2156 

 

1,59 ± 0,81 (4) > 100 > 100 

LSP3-3108 

 

4,88 ± 1,05 (4) 
36,30 ± 18,11 

(4) 
7 

LSP3-3171 

 

6,53 ± 0,78 (3) 
60,57 ± 15,09 

(3) 
9 

LSP3-3141 

 

12,20 ± 0,10 (3) 22,50 (1) 2 

LSP3-3159 

 

0,10 ± 0,02 (3) 18,37 ± 2,44 (3) 182 

LSP3-3165 

 

0,48 ± 0,12 (5) 27,22 ± 4,06 (5) 56 

 



Chapitre II : Relation structure-activité autour du LSP4-2022 

 

105 

 

A partir de ces résultats préliminaires, nous pouvons en conclure que le LSP4-2022 reste le 

meilleur composé en terme de compromis activité-sélectivité. 

II.3.  Poursuite de l’optimisation chimique 

La seule modification intéressante du LSP4-2022 fut l’ajout de substituant sur le cycle 

aromatique en position meta. Ce travail a donc été poursuivi par Delphine Rigault qui a 

synthétisé différents analogues du LSP4-2022 substitués en position meta sur le cycle 

aromatique en utilisant la voie de synthèse de ce composé référence à partir 

d’hydroxybenzaldéhydes commerciaux. Ce travail a été effectué entre la thèse d’Isabelle 

Lemasson et le début de mon doctorat en 2011. 

Schéma II-1 Voie de synthèse générale des analogues du LSP4-2022 

Les premiers composés choisis furent des composés possédant un substituant polaire capable de 

faire des liaisons hydrogènes supplémentaires avec le récepteur mGlu4 comme un groupement 

nitro (SB-1087), un acide carboxylique (LSP2-10087) ou un groupement hydroxyle (LSP2-

10076). Nous pouvons remarquer que l’ajout de fonction polaire ne permet pas d’augmenter 

l’activité sur le récepteur mGlu4 car la meilleure activité est celle comprenant le groupement 

nitro avec une EC50 de 0,26 ± 0,07 μM. Ce résultat n’est pas étonnant car les premiers composés 

actifs obtenus par Chelliah Selvam étaient des nitrophénols (Chapitre I.2.6.3.). Cependant, en 

termes de sélectivité, le ratio mGlu8/mGlu4 est égal à 6, ce qui signifie que le LSP3-1087 n’est 

pas du tout sélectif du sous-type 4. Le manque de sélectivité peut-être dû au fait que justement 

cette partie de la molécule ne se situe pas dans la poche chlore mais ailleurs. 

Il est donc plus favorable d’ajouter des substituants hydrophobes afin qu’ils interagissent avec 

ces résidus hydrophobes. Le LSP2-9105 comportant deux méthyles sur le noyau aromatique a 

alors été synthétisé. L’activité sur le récepteur mGlu4 est de 0,53 ± 0,12 μM mais la sélectivité 

vis-à-vis du sous-type 8 reste préférentielle. Le composé contenant un OMe reste le meilleur des 

dérivés du LSP4-2022 possédant un substituant. On s’est dit pourquoi ne pas allonger la chaîne 
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du substituant avec OEt par exemple. Le composé a donc été obtenu (LSP2-9159) mais ses 

données pharmacologiques ne sont pas aussi bonnes que LSP3-3159, contenant un OMe, avec 

une activité 16 fois faible sur le récepteur mGlu4 et une mauvaise sélectivité. Il faut croire que 

le substituant est trop encombré et ne rentre pas correctement dans le site chlore qui est 

extrêmement étroit. Ces résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau II-2). 

C’est en me basant sur toutes ces données que j’ai commencé mon travail de synthèse et 

d’optimisation du LSP4-2022. Comme nous l’avons dit précédemment, le seul changement 

structural du LSP4-2022 qui a été bénéfique, c’est l’introduction de substituant sur le cycle 

aromatique. Nous avons donc continué cette optimisation en synthétisant de nouveaux composés 

en espérant que leurs données pharmacologiques soient meilleures que celles du composé de 

référence, le LSP4-2022.  

Tableau II-2 Activités sur les récepteurs mGlu4 et mGlu8 des analogues substitués du LSP4-

2022  

Mesure de la libération de Ca2+ sur des cellules HEK 293 

Composé Structure 
EC50 (μM) 

mGlu4 (n) 

EC50 (μM) 

mGlu8 (n) 

Ratio 

8/4 

LSP4-2022 

 

0,10 ± 0,02 

(22) 

29,2 ± 4,2 

(27) 
265 

LSP3-3159 

 

0,10 ± 0,02 

(3) 

18,37 ± 2,44 

(3) 
182 

LSP3-1087 

 

0,26 ± 0,07  

(3) 

1,59 ± 0,82 

(3) 
6 

LSP2-10076 

 

1,12 ± 0,41 

(3) 

34,0 ± 19,0 

(3) 
30 
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LSP2-10087 

 

3,99 ± 0,56 

(3) 

7,42 ± 1,57 

(3) 
1,9 

LSP2-9105 

 

0,53 ± 0,12 

(3) 

21,90 ± 6,32 

(3) 

41 

 

LSP2-9159 

 

1 ,67 ± 0,33 

(3) 

24,97 ± 5,97 

(3) 
15 

 

 

II.4.  Synthèses de dérivés fluorés du LSP4-2022 

4.1.  Pourquoi le fluor ? 

 

Le fluor élémentaire fut isolé pour la première fois en 1886 par le chimiste français Henri 

Moissan à partir d’acide fluorhydrique (Figure II-4).
296

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-4 Appareil utilisé pour décomposer l’acide fluorhydrique en fluor élémentaire 

Les premières utilisations de cet élément chimique furent exclusivement inorganiques. C’est 

seulement à partir des années 1950 que le fluor fut intégré dans des structures organiques et bio-

organiques. Effectivement, jusqu’en 1957, aucun médicament sur le marché ne comportait 
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d’atome de fluor. C’est d’ailleurs cette année là que fut synthétisé le premier principe actif 

fluoré, le 5-fluorouracil (Figure II-5), en tant qu’anticancéreux en inhibant la  thymidylate 

synthase.
297

 

 

 

Figure II-5 Structure du 5-fluorouracil 

D’autres composés fluorés biologiquement actifs ont vu le jour au début des années 1950 et 

notamment les corticostéroïdes fluorés.
298

 Ces premiers composés sont encore très utilisés 

aujourd’hui à des fins thérapeutiques. Il a fallu attendre les années 1970 pour que la chimie 

organique du fluor connaisse une véritable expansion. Les progrès énormes réalisés en 

méthodologie de synthèse ont rendu accessibles des molécules de plus en plus variées et 

complexes et ont ainsi permis l’essor rapide de la chimie médicinale du fluor. Aujourd’hui, le 

nombre de biomolécules fluorées représente 20% des médicaments. Parmi les 150 médicaments 

commercialisés, nous pouvons citer 3 blockbusters (Figure II-6). Tout d’abord la fluoxétine, 

plus connu sous le nom de Prozac®
299

, qui est l’antidépresseur le plus vendu au monde. Puis, le 

médicament le plus vendu en 2010, l’atorvastatine
300

 (Lipitor) contre le cholestérol. Enfin, 

l’antibiotique Ciprofloxacine (Ciprobay)
301

 qui est très efficace contre de nombreuses bactéries. 

 

Figure II-6 Trois médicaments fluorés majeurs : Le Prozac, le Lipitor et le Ciprobay 

Il faut souligner que les composés fluorés sont également très présents dans d’autres domaines 

de la chimie du vivant, comme celui des matériaux biocompatibles et des composés 

phytosanitaires. Les molécules fluorées représentent près de 50% du marché en agrochimie. Les 

propriétés intrinsèques de l’atome de fluor confèrent aux molécules organofluorées des 

propriétés uniques qui sont de plus en plus exploitées dans le domaine pharmaceutique.
302-304

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Thymidylate_synthase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thymidylate_synthase
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Effectivement, l’introduction de fluor permet d’accroître la stabilité métabolique, la 

biodisponibilité et les interactions ligand-protéine (médicament-récepteur). 

Stabilité métabolique 

La stabilité métabolique d’un médicament est un des facteurs-clé qui détermine sa 

biodisponibilité. En effet, un médicament doit être suffisamment disponible pour pouvoir 

atteindre sa cible efficacement mais pas trop au risque de devenir toxique pour l’organisme. Il 

est donc important de trouver le juste équilibre. Avant d’atteindre sa cible biologique, la 

molécule exogène subit des processus de métabolisation qui tendent à son élimination. Les 

principales enzymes responsables de cette métabolisation sont les cytochromes P450 

appartenant à la famille des hémoprotéines. Ces enzymes oxydent les principes actifs qui 

deviennent alors moins lipophiles et donc plus facilement éliminés. Pour lutter contre ce 

processus, l’introduction de fluor est un atout majeur. Effectivement, la substitution d’un 

hydrogène aromatique par un fluor permet de bloquer des positions oxydables par les 

cytochromes. Par exemple, une étude sur un inhibiteur de cholestérol, le SCH 48461 (Schéma 

II-2), a montré que des sous-produits issus de la métabolisation étaient retrouvés dans la bile 

chez le rat. Une optimisation chimique a été réalisée afin d’améliorer la biodisponibilité de ce 

dernier et a mené au composé Ezetimib-SCH 58235 qui est plus actif que son prédécesseur. Ce 

nouveau composé a aussi montré une activité 400 fois supérieure que le composé initial sur un 

modèle de singe avec une ED50 de 0,0005 mg/kg/j.
305

 

 

Schéma II-2 Optimisation métabolique de l’Ezetimibe 
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Le fluor peut aussi éviter la racémisation in vivo d’un composé. Nous pouvons citer aussi 

l’exemple du Thalidomide est qui est le plus gros désastre médical avéré à ce jour. Ce 

médicament mis sur le marché en 1956 en tant que sédatif et anti-nauséeux fut retiré du marché 

6 ans plus tard car il était la cause de nombreuses malformations congénitales. En fait, le 

Thalidomide était administré chez la femme enceinte sous sa forme racémique. Or, seul 

l’énantiomère (R) possède les effets sédatifs alors que l’autre énantiomère, le (S), est totalement 

tératogène. Des essais biologiques ont alors été réalisés sur l’énantiomère (R) seul mais les 

résultats ne furent pas concluants à cause de la racémisation in vivo du centre stéréogène 

(Schéma II-3).
306

 

 

 

 

Schéma II-3 Racémisation in vivo du thalidomide 

L’introduction d’un atome de fluor à la place de l’hydrogène acide permet de contrôler la 

chiralité du carbone asymétrique et donc les effets biologiques du composé (Schéma II-4). Le 

(3S)-fluorothalidomide montre alors de meilleurs effets, en tant qu’inhibiteur du facteur α de la 

nécrose tumorale (TNF-α), par rapport à l’énantiomère (3R) et au mélange racémique.
307

 

 

 

 

Schéma II-4 Pas de racémisation in vivo du fluorothalidomide 

Lipophilicité 

Un médicament est bien absorbé par l’organisme s’il est bien soluble dans le sang, donc 

hydrophile. En revanche, pour pénétrer dans les cellules, le médicament doit aussi posséder des 

propriétés lipophiles. Un équilibre entre ces deux propriétés antagonistes doit être trouvé et c’est 

ici que le fluor a un rôle à jouer. En effet, l’introduction d’un atome de fluor sur une molécule a 

de forts effets sur la lipophilicité de la molécule. Alors que la monofluoration ou la 
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trifluoromethylation sur une chaîne alkyle insaturée diminue la lipophilicté de la molécule à 

cause de l’importante force des dipôles C-F et C-CF3, la monofluoration ou la 

trifluoromethylation de composés aromatiques ou de carbones aliphatiques proches 

d’hétéroatomes, augmente significativement la lipophilicité des composés.
308

   

Acidité et basicité 

La perturbation du pKa d’une molécule peut modifier fortement l’affinité et les propriétés 

pharmacocinétiques de cette dernière. Cette modulation a aussi un impact sur la biodisponibilité 

du composé dû au processus d’absorption qui est affecté. Or, le fluor est l’élément le plus 

électronégatif [χP (Pauling) 4.0] et l’introduction de cet atome dans des biomolécules peut 

totalement faire varier l’acidité ou la basicité de la fonction proximale de l’atome de fluor. Par 

exemple, l’insertion d’un atome de F ou d’un groupement CF3
 
en α d’un alcool ou d’un acide 

rend ce dernier plus acide et renforce donc les liaisons hydrogènes, et par la même occasion 

l’affinité d’un médicament avec sa cible. Autre exemple, l’ajout de fluor (ou CF3) en position β 

d’une amine influe sur la basicité de l’amine en raison de l’effet électro attracteur du fluor. Cela 

induira une diminution de la basicité, ce qui entraîne une meilleure absorption de la molécule 

étant donné que l’amine ne sera pas protonée à pH physiologique. Une étude sur des inhibiteurs 

tricycliques de la prothrombine répertoriée, met en valeur cette caractéristique du fluor.
309

 Le 

tableau II-3  réunit les valeurs de pKa de l’amine tertiaire (rouge) en fonction des substituants 

R. 

 

 

 

 

 

Figure II-7 Structure des inhibiteurs tricycliques de la prothrombine 
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Tableau II-3  Effet du fluor sur la basicité de l’amine tertiaire 

Composé R
1
 R

2
 R

3
 R

4
 pKa 

Inhibiteur 1 H H H H 4,5 

Inhibiteur 2 F H H H 3,4 

Inhibiteur 3 H F H H 3,3 

Inhibiteur 4 H H F H 3,3 

Inhibiteur 5 H H H F 3,3 

Inhibiteur 6 OH H H H 4,1 

Inhibiteur 7 OMe H H H 3,7 

Inhibiteur 8 F F H H < 2 

Inhibiteur 9 H H F F < 2 

 

Structure 

L’introduction d’atomes de fluor peut induire des changements de conformation des molécules. 

Bien que l’insertion d’un fluor à la place d’un hydrogène ou d’un hydroxyle soit assez bien 

tolérée, l’ajout d’un groupement CF3 provoque de forts changements structuraux. 

L’augmentation du volume de van der Waals associé à l’électronégativité du fluor a des 

conséquences très importantes. Par exemple, Massa et al.
310

 ont étudié l’influence d’un 

groupement TFE (tétrafluoroéthyle) sur des inhibiteurs de la protéine de transfert des esters de 

cholestérol (CETP). Ils ont observé lors de la substitution d’un groupement TFE par un 

groupement éthyle une perte significative d’activité (8 fois moins actif). En effet, l’activité 

inhibitrice de inh 1 est de 0,2 μM alors que celle de inh 2 est de 1,6 μM (Figure II-8). 

L’encombrement stérique des deux substituants R est quasi identique. La différence d’activité 

est due à la conformation différente. En effet, le groupement éthoxyle est coplanaire avec le 

groupement aromatique alors que le groupement TFE est lui hors du plan et peut aller chercher 

d’autres interactions avec sa cible biologique.  

 

 

 

 

Figure II-8 Structure des deux inhibiteurs de la CETP 
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Toutes ces études prouvent que le fluor est un élément essentiel en chimie médicinale et que ses 

différentes propriétés peuvent apporter des solutions afin d’améliorer l’équilibre activité-

sélectivité-biodisponibilité d’un médicament. Nous avons alors décidé de synthétiser des 

analogues du LSP4-2022 fluorés. 

 

4.2.  Synthèse des analogues fluorés du LSP4-2022 

 

A partir du LSP4-2022, les modifications précédemment citées n’ont pas apporté 

d’améliorations que ce soit au niveau du potentiel agoniste ou bien de la sélectivité au sein du 

groupe III des récepteurs mGlu. Seul le composé comportant un groupement methoxy sur le 

cycle aromatique possède les mêmes résultats pharmacologiques que le composé référence avec 

une EC50 de 0,1 μM sur le récepteur mGlu4. En revanche, d’après les résultats obtenus de la 

première optimisation, l’ajout de fonction polaire n’a pas amélioré les résultats. Nous avons 

choisi d’insérer de nouveaux substituents et plus particulièrement des substituants fluorés. 

Un autre point important est pris en compte dans cette synthèse de nouveaux dérivés. Comme 

nous pouvons le voir sur le docking du LSP4-2022 (Figure II-9) dans le sous-type 4, l’espace de 

van der Walls disponible sur les deux positions meta est totalement différent. En effet, une 

position est plus encombrée que l’autre et les futurs composés seront donc dissymétriques avec 

deux substituants de taille différente.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-9 Docking du LSP4-2022 dans le récepteur mGlu4 

 

Grande poche 

Petite poche 
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4.3.  Synthèse du LSP3-9166 

Le premier substituant choisi fut donc un groupement trifluorométhoxyle en position meta. Le 

choix s’est orienté vers ce groupement car de nombreuses études ont montré qu’il possédait des 

propriétés très intéressantes.
311-314

 Tout d’abord, l’introduction de ce dernier va nous permettre 

d’obtenir une molécule plus stable métaboliquement et plus lipophile comme nous l’avons 

évoqué précédemment. Ce qui pourra faciliter le passage de la BHE même si nous pensons que 

nos composés atteignent le système nerveux central par transport actif. Ensuite, contrairement à 

un groupement CF3 qui possède un fort effet attracteur d’électron modifiant significativement 

l’acidité des fonctions voisines, l’introduction d’un groupement OCF3, causera moins de 

perturbations dû à l’atome d’oxygène qui stabilise l’effet attractif des atomes de fluor. Enfin, le 

groupement OCF3 est intéressant au niveau structural. En effet, si on compare le 

méhoxybenzène et le trifluorométhoxybenzène sans substituant en position ortho, on peut 

remarquer que le groupement OMe se situe favorablement dans le plan du cycle aromatique 

alors que le groupement OCF3 s’éloigne de ce plan.
315

 Ce point peut-être très intéressant pour 

créer de nouvelles interactions ligand-récepteur avec des résidus situés en dehors du plan du 

noyau aromatique. Grâce à ces caractéristiques, le groupement trifluorométhoxyle est très utilisé 

dans le développement de médicaments ou de molécules agrochimiques. C’est pour cette raison 

que notre première idée s’est orientée vers ce groupement. 

Ce composé fut synthétise par Delphine Rigault. La voie de synthèse utilisée est identique à 

celle du LSP4-2022 en partant du 4-hydroxy-3-(trifluoromethoxy)benzaldehyde II-1. Le phénol 

de ce dernier est tout d’abord alkylé par alkylation de Williamson pour introduire le carboxylate 

distal avec un rendement de 73%. En parallèle, le composé “P-Hint” est obtenu par addition 

radicalaire de l’H3PO2 sur la vinylglycine protégée avec un rendement de 95% sans purification. 

L’addition du composé “P-Hint” sur l’aldéhyde II-2 en présence de BSA nous permet d’obtenir 

le composé II-3. Enfin, le composé final est obtenu après hydrolyse acide (HCl 6 M, 100 °C, 5 

h) et purification sur résine échangeuse de cation (Schéma II-5). 
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Schéma II-5 Synthèse du LSP2-9166 

Le composé final a ensuite été envoyé à l’IGF (Montpellier) afin d’être testé in vitro sur les 

cellules HEK 293 sur la plateforme ARPEGE. Les résultats sont regroupés dans le tableau II-4. 
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Tableau II-4 EC50 du LSP2-9166 sur les récepteurs mGlu du groupe III                                                   

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

 

Ce premier composé montre des résultats vraiment intéressants avec une EC50 de 0,06 µM sur le 

récepteur mGlu4 et une très bonne sélectivité vis-à-vis du sous-type 8. Cependant, il a perdu en 

sélectivité vis-à-vis du sous-type 7. Ces deux récepteurs possèdent un fort pourcentage 

d’homologie de séquence primaire (> 70%). La séquence S157-G158 et la T108, résidus 

responsables de l’interaction ligand récepteur, sont aussi présents chez le sous-type 7. Ce 

résultat n’est donc pas étonnant. A partir de maintenant, il sera donc nécessaire de considérer la 

sélectivité vis à vis des récepteurs mGlu8 et mGlu7. De plus, comme nous l’avons évoqué dans 

le chapitre précédent, les récepteurs mGlu4 et mGlu7 possèderaient des effets antagonistes dans 

le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson.
113

 

Étant donné la taille d’un groupement OCF3, nous supposons qu’il se place dans la grande poche 

et que l’hydrogène sur l’autre position meta s’introduit dans la petite poche. Les composés 

comportant comme substituant un OMe (LSP3-3159) et un OEt (LSP2-9159) sont moins actifs 

alors que leur taille est proche du OCF3, nous pouvons alors supposer que le groupement OCF3 

est le meilleur substituant pour bloquer cette grande poche. Le prochain objectif est donc 

d’optimiser la petite poche d’interaction. 

 

4.4.  Optimisation de la petite poche 

 

Synthèse du LSP16-3040 et du LSP14-1019 

 

Nous avons choisi d’avoir d’une part sur une des positions méta du cycle aromatique un atome 

de fluor et d’autre part deux atomes de fluor sur les deux positions meta. Le rayon de van der 

Walls de cet atome se situe entre celui de l’hydrogène et d’un groupement hydroxyle, la taille 

devrait donc être propice pour rentrer dans la petite poche. 

 

 

 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM (n) 

mGlu6 

EC50 µM (n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

Ratio 

8/4 

LSP2-

9166 

0,06 ± 0,01 

(5) 

5,30 ± 1,43 

(2) 
88 

1,58 ± 0,20 

(5) 
26 

40,30 ± 11,40 

(5) 
671 
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Le premier composé, comportant un atome de fluor (LSP16-3040), a été synthétisé par un 

stagiaire Romain Rodriguez, que j’ai encadré pendant 3 mois, selon la voie de synthèse générale 

utilisée à partir du 3-fluoro-4-hydroxybenzaldehyde II-4 (Schéma II-6). 

Schéma II-6 Synthèse du RR-3040 

Le composé final est obtenu après purification sur une résine échangeuse de cation avec un 

rendement global de 11%. Le second composé, comportant deux atomes de fluor (LSP14-1019) 

a été synthétisé en utilisant également la voie de synthèse générale à partir du 3,5-difluoro-4-

hydroxybenzaldehyde II-7 qui n’était pas commercial au moment de la synthèse (Schéma II-7). 

Le composé final est obtenu avec un global de 5% à partir de l’aldéhyde. Ce faible rendement 

est surtout dû aux deux purifications finales nécessaires sur résine échangeuse de cations puis 

sur résine échangeuse d’anions. 

 

 

 

 

 

 

Schéma II-7 Synthèse du LSP14-1019 
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Le 3,5-difluoro-4-hydroxybenzaldehyde II-7 fut facilement obtenu par la réaction de Duff
316

 

avec un rendement de 73%, à partir du 2,6-difluorophénol II-6 (Schéma II-8).  

 

 

 

Schéma II-8 Synthèse de II-7 par réaction de Duff 

Cette réaction fut découverte  par Duff en 1932
317

 et fut ensuite utilisée pour la synthèse 

d’aldéhyde aromatique
318,319

. Le mécanisme de cette réaction est basé sur une suite d’équilibre 

acido-basique entre l’héxamethylènetétramine HMTA et l’acide trifluoroacétique TFA (Schéma 

II-9).  

 

Schéma II-9 Mécanisme réactionnel de la réaction de Duff
318
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La formylation peut également se faire en position ortho et en position para du phénol. Dans 

notre cas, les deux positions ortho du phénol étant bloquées par les atomes de fluor, la 

formylation ne peut se faire qu’en para. Cette réaction fonctionne très bien avec des cycles 

riches en électron. Depuis, cette réaction est beaucoup moins utilisée au profit de la réaction de 

Vilsmeier-Haack (Schéma II-10).
320-322

  

 

 

 

Schéma II-10 Réaction de formylation de Vilsmeier-Haack 

Tableau II-5 EC50 de LSP16-3040 et du LSP14-1019 sur les récepteurs mGlu du groupe III                                                   

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

Composé 

mGlu4 

EC50 µM 

(n) 

mGlu6 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

8/4 

 

0,31 ± 0,09 

(3) 

1,99 ± 

0,73 

(3) 

6 

4,35 ± 

0,55 

(3) 

14 

9,22 ± 

2,21 

(3) 

30 

 

0,33 ± 0,14 

(3) 

2,52 ± 

0,60 

(3) 

8 

3,87 ± 

0,45 

(3) 

12 

27,53 ± 

6,70 

(3) 

83 

R = (CH2)2CH(NH2)CO2H 

En ce qui concerne les activités pharmacologiques de ces deux composés, on retrouve des 

résultats assez similaires avec un EC50 sur le récepteur mGlu4 de 0,30 µM et une sélectivité 

assez faible par rapport aux autres sous-types du groupe III. Ces résultats font partie des plus 

actifs bien que moins actifs que le LSP4-2022 et le LSP3-9166. Deux raisons peuvent expliquer 

ces données.  

Premièrement, nous avons dit précédemment que les deux poches autour des deux positions 

meta du cycle aromatique ne faisaient pas la même taille avec une plus grande que l’autre. Or, 

l’atome de fluor est assez petit pour s’introduire dans la petite poche mais il peut évidemment se 
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positionner dans la grande poche. Ce qui signifie que la molécule est capable de bouger et de se 

positionner dans différentes conformations avec forcément un impact négatif sur l’activité. 

Deuxièmement, par rapport au LSP4-2022 sans substituant aromatique en position meta, on 

peut se demander pourquoi l’activité est plus faible en ajoutant un ou deux atomes de fluor. 

L’effet électro attracteur du fluor ne doit pas être étranger à cela. Le docking du composé de 

référence montre une interaction importante de type cation-π entre le cycle aromatique et 

l’ammonium de la lysine 74 (Figure II-10). Cette liaison est d’autant plus forte que le cycle 

aromatique est riche en électron. Or, l’ajout de fluor va diminuer la densité électronique au 

niveau de noyau aromatique. La perte de cette interaction peut alors expliquer cette diminution 

du potentiel agoniste de ces deux composés. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-10 Interaction cation-π entre le phényle du LSP4-2022 et la lysine 74  

Synthèse du LSP4-3024 

Pour vérifier cette seconde hypothèse, un autre analogue fluoré du LSP4-2022 a été préparé ; le 

LSP4-3024 qui contient un groupement CF3 en position meta du cycle aromatique. Le cycle 

aromatique de ce composé sera encore plus dépourvu en électron et l’interaction de type cation-

π devrait donc être encore plus faible. Le composé est obtenu (Schéma II-11) à partir du 4-

hydroxy-3-(trifluoromethyl)benzaldehyde II-9 avec un rendement de 2% (deux purifications 

furent nécessaires). 
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Schéma II-11 Synthèse du composé LSP4-1024 

L’hypothèse émise est vérifiée car ce composé est encore moins actif sur le récepteur mGlu4 

avec une EC50 de 0,90 µM et aucune sélectivité par rapport au sous-type 8 et une sélectivité 

partielle par rapport au sous-type 7 (Tableau II-6). 

Tableau II-6 EC50 du LSP4-3024 sur les récepteurs mGlu du groupe III                                                    

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM  

(n) 

mGlu6 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

Rati

o 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

Ratio 

8/4 

 

0,90 ± 0,06 

(5) 
/ / 

35,47 ± 4,02 

(3) 
39 

6,86 ± 1,83 

(3) 
8 

R = (CH2)2CH(NH2)CO2H 

Synthèse des dérivés du LSP3-3159 

Les résultats obtenus avec l’ajout d’un ou de deux atomes de fluor montrent qu’il faut d’abord 

contrôler la grande poche puis ensuite moduler les substituants sur la seconde position meta. On 

est parti du LSP3-3159 ou le groupement OMe occupe la grande poche. Quatre analogues de ce 

composé ont été synthétisés avec 4 substituants différents  (Schéma II-12). La voie de synthèse 

est toujours la même ; seuls les réactifs commerciaux changent.  Le composé avec deux 

groupements OMe a été préparé par Isabelle Lemasson et les autres par Delphine Rigault. 

 

 



Chapitre II : Relation structure-activité autour du LSP4-2022 

 

122 

 

Schéma II-12 Synthèse des analogues du LSP3-3159 

Les résultats pharmacologiques de ces 4 composés sont regroupés dans le Tableau II-7. 

Tableau II-7 EC50 des quatre nouveaux analogues sur les récepteurs mGlu du groupe III 

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM 

(n) 

mGlu6 

EC50 µM  

(n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM  

(n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM  

(n) 

Ratio 

8/4 

 
LSP4-2022 

0,11 ± 0,02 

(30) 

4,4 ± 0,6 

(14) 
40 

11,60 ± 1,60 

(19) 
105 

29,2 ± 4,2 

(27) 
265 

 
LSP3-3159 

0,10 ± 0,02 

(3) 
/ / 

11,50 ± 4,20 

(3) 
115 

18,40 ± 2,44 

(3) 
184 

 
LSP3-3165 

0,50 ± 0,12 

(5) 

9,0 ± 0,8 

(3) 
18 

127 ± 24 

(6) 
254 

27,20 ± 4,10 

(5) 
54 

 
LSP2-8149 

0,15 ± 0,03 

(6) 
/ / 

6,56 ± 1,55 

(3) 
44 

 28,27 ± 3,44 

(6) 
188 
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R = (CH2)2CH(NH2)CO2H 

Nous pouvons remarquer que ces 4 composés possèdent des activités intéressantes sur le sous-

type 4 avec des EC50 variant de 0,08 à 0,50 µM. Cela prouve que le substituant OMe le plus 

encombré est essentiel à l’activité de la molécule. Nous pouvons remarquer que l’introduction 

d’un second groupement OMe n’a pas permis d’augmenter l’activité sur le récepteur mGlu4. 

Ensuite, l’introduction d’un halogène a permis de retrouver une activité intéressante et 

notamment avec un atome de fluor. En effet, le composé LSP2-9015, comportant un 

groupement méthoxyle et un atome de fluor possède une EC50 de 0.08 µM sur notre cible. En 

suivant la logique établie au fil de ces synthèses et de ces résultats pharmacologiques, il serait 

très intéressant de synthétiser l’analogue du LSP4-2022 possédant un groupement OCF3 et un 

atome de fluor sur les deux positions meta. 

 

4.5.  Synthèse du LSP14-1086 

Nous avons utilisé une nouvelle fois la voie de synthèse du LSP4-2022. Aucun souci 

synthétique n’a été rencontré lors de ces étapes. Cependant, il a fallu optimiser la synthèse du 3-

fluoro-4-hydroxy-5-(trifluoromethoxy)benzaldehyde II-21 qui n’est pas commercial. 

Schéma II-13  Synthèse du 3-fluoro-4-hydroxy-5-(trifluoromethoxy)benzaldehyde II-21 

Cet intermédiaire est obtenu en 2 étapes (Schéma II-13) à partir du 1-fluoro-3-

(trifluoromethoxy)benzene II-19 vendu chez TCI chemicals. La première étape consiste à 

 
LSP2-8147 

0,13 ± 0,02 

(6) 
/ / 

11,40 ± 1,30 

(3) 
88 

44,0 ± 7,0 

(6) 
338 

 
LSP2-9015 

0,08 ± 0,02 

(3) 
/ / 

3,49 ± 0,13 

(3) 
44 

10,29 ± 1,33 

(3) 
129 
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introduire la fonction hydroxyle entre les deux groupements fluorés afin d’obtenir le phénol II-

20. Cette étape décrite par Castagnetti et Schlosser en 2001
323

 se déroule plus exactement en 

trois étapes : déprotonation, borylation et oxydation. La déprotonation s’effectue par du n-BuLi 

dans le THF à -78 °C pendant 2 heures. Le piégeage électrophile se fait avec du 

fluorodimethoxyborane diéthyle éther préalablement synthétisé
324,325

 (réaction entre le 

triméthylborate [B(OMe)3] et du BF3.OEt2 dans du diéthylether anhydre) pour obtenir l’acide 

boronique intermédiaire directement oxydé en phénol. Cette oxydation peut se faire soit en 

milieu acide ou en milieu basique. Schlosser a décrit cette étape par ajout sur l’acide boronique 

d’eau oxygénée et d’hydroxyde de sodium. L’utilisation de ces conditions rend difficile 

l’isolement du composé souhaité. Nous avons alors choisi d’utiliser un mélange constitué 

d’Oxone® et de NaHCO3 (solution aqueuse saturée) pour oxyder l’intermédiaire boronique et 

nous avons pu isoler après distillation le phénol II-20 avec un rendement de 67%. La seconde 

étape est tout simplement la réaction de Duff déjà utilisée pour la synthèse du LSP14-1019. 

L’aldéhyde II-21, intermédiaire clé de la voie de synthèse est ainsi isolé avec un bon rendement 

de 89%. Une fois l’aldéhyde II-21 en main, le composé final a pu être obtenu avec un 

rendement global de 27% à partir de l’aldéhyde (Schéma II-14). 

 

Schéma II-14 Synthèse du LSP14-1086 

Le composé final a alors été testé sur les cellules HEK 293 toujours dans les mêmes conditions. 

Les résultats, regroupés dans le tableau II-8, sont extrêmement bons avec une EC50 de 0,037 µM 

sur le récepteur mGlu4 et une totale sélectivité vis-à-vis du récepteur mGlu8. C’est le premier 

composé aussi actif sur le récepteur mGlu4 qui est totalement sélectif vis-à-vis du sous-type 8. 
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Cependant, ce composé est aussi très puissant sur le sous-type 7. Il s’agit du premier agoniste 

sous-micromolaire sur le récepteur mGlu7.   

Tableau II-8 EC50 du LSP14-1086 sur les récepteurs mGlu du groupe III                                            

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

R = (CH2)2CH(NH2)CO2H 

4.6. Conclusions et perspectives 

 

Nous avons développé la synthèse du LSP14-1086 qui permet d’augmenter l’activité sur le 

récepteur mGlu4 tout en étant sélectif vis-à-vis du sous-type mGlu8 et ceci par rapport à la 

référence initiale, le LSP4-2022. Malheureusement, ce composé n’est pas sélectif vis-à-vis du 

récepteur mGlu7 avec une EC50 sur ce récepteur de 0,37 µM. Cette nouvelle série chimique de 

composés nous ouvre alors de nouveaux objectifs et plus particulièrement la synthèse de ligands 

sélectifs du récepteur mGlu4 par rapport au sous-type 7 et à contrario d’autres ligands sélectifs 

du récepteur mGlu7 par rapport au sous-type 4. Tous ces dérivés du LSP4-2022 ont été brevetés 

en 2012 et seront publiés un peu plus tard.
326

 

 

II.5.  Étude sur la sélectivité mGlu4 vs mGlu7 

 

Pour cette étude deux stratégies ont été suivies. Premièrement, d’après les résultats 

pharmacologiques antérieurs, nous avons essayé de synthétiser des composés comportant un 

groupement nitro et un substituant fluoré en position meta. Deuxièmement, nous essayerons de 

remplacer le noyau aromatique par différents hétérocycles. 

 

 

 

 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM  

(n) 

mGlu6 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM 

(n) 

Ratio 

8/4 

 

0,037 ± 

0,008 

(4) 

1,69 ± 

0,39 

(3) 

46 
0,42 ± 0,10 

(3) 
11 

67,07 ± 

12,19 

(3) 

1813 
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5.1.  Importance du groupement nitro 

Tableau II-9 Activités pharmacologiques sur les récepteurs mGlu4 et mGlu7 des dérivés 

porteurs d’un groupement nitro 

Composé Structure 
EC50 (μM) 

mGlu4 (n) 

EC50 (μM) 

mGlu7 (n) 

Ratio 

7/4 

LSP4-2022 

 

0,10 ± 0,02 (22) 11,6 ± 1,6 (19) 105 

LSP1-2111 

 

2,19 ± 0,27 (26) 
52,87 ± 20,66 

(3) 
24 

LSP1-2093 

 

0,54 ± 0,05 (3) > 1000 > 1000 

LSP1-2109 

 

1,54 ± 0,42 (8) 125 ± 55 (4) 81 

LSP1-2080 

 

0,44 ± 0,05 (4) > 100 (3) > 227 

LSP1-2012 

 

0,44 ± 0,06 (3) > 100 (3) > 227 

SB-1087 

 

0,26 ± 0,07 (3) 
11,21 ± 3,90 

(3) 
43 

SC-1140 

 

0,28 ± 0,06 (3) > 100 > 357 
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La majorité des analogues du glutamate possédant un groupement nitro montre des rapports 

d’activité sur mGlu7/mGlu4 élevés, signe d’une bonne sélectivité entre les deux récepteurs 

(Tableau II-9). En effet ces rapports vont de 24 pour le LSP1-2111 jusqu'à des valeurs 

supérieures à 1000 pour le LSP1-2093. Nous pouvons remarquer que les deux premiers 

composés associant fluor et nitro qui ont été synthétisés par Chiellah Selvam, le LSP1-2080 et 

le LSP1-2012, montrent une très bonne sélectivité pour le récepteur mGlu4 par rapport au 

récepteur mGlu7. 

Or, nous avons montré précédemment que l’ajout de fluor apportait un réel bénéfice en termes 

d’activité sur le récepteur mGlu4. Pourquoi ne pas mélanger ces deux critères afin d’obtenir des 

composés plus affins sur le sous-type 4 et pas sur le 7. L’acide carboxylique distal étant très 

important pour l’activité sur le récepteur mGlu4, nous avons décidé de synthétiser l’analogue de 

LSP4-2022 avec un atome de fluor et un groupement nitro sur les deux positions meta. Ce 

composé, nommé LSP14-3048, a été obtenu avec un rendement global de 11% à partir du 3-

fluoro-4-hydroxy-5-nitrobenzaldehyde II-23 (Schéma II-15).  

Schéma II-15 Synthèse du LSP14-3048 

Deux remarques peuvent être faites sur cette synthèse. Premièrement, lorsque j’ai commencé la 

synthèse de ce composé l’aldéhyde II-23 n’était pas commercial. Pour l’obtenir, j’ai voulu 

appliquer la réaction de Duff sur le 2-fluoro-6-nitrophenol dans les mêmes conditions que 

précédemment avec l’analogue difluoré (LSP14-1019). En présence d’un équivalent d’HMTA, 

la conversion fut très faible. Après plusieurs essais, il a fallu monter jusqu’à 60 équivalents 

d’HMTA et un temps de réaction de 96 heures à 85 °C pour observer une conversion de 98%. 

Après purification, nous avons réussi à isoler le composé désiré. Nous pouvons expliquer cette 
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faible réactivité par la présence des groupements attracteurs (nitro et fluor) qui appauvrissent en 

électron le cycle aromatique.  

Deuxièmement, l’alkylation du phénol ne s’est pas réalisée en utilisant les conditions de 

Williamson (base, bromoacétate d’éthyle, acétone, 60 °C). En effet, une très faible conversion 

est observée malgré des essais d’optimisation des conditions. Le remplacement de K2CO3 par 

Cs2CO3 ou NaOH, l’utilisation de la DMF à la place de l’acétone afin de pouvoir chauffer plus 

fort ou encore l’introduction de NaI ou d’éther couronne pour aider la réaction n’ont pas donné 

une meilleure conversion. Nous avons alors utilisé les conditions de Mitsunobu
327

 (PPh3, 

DEAD) qui ont fonctionné. L’effet attracteur des deux substituants, nitro et fluor, apporte une 

acidité élevée du phénol, ce qui favorise incontestablement la réaction de Mitsunobu. 

Le composé a était testé in vitro sur des cellules HEK 293 (mesure de la libération de calcium, 

Tableau II-10). 

Tableau II-10 EC50 du LSP14-3048 sur les récepteurs mGlu du groupe III                                            

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

R = (CH2)2CH(NH2)CO2H 

On peut remarquer que l’activité sur le récepteur mGlu4 est bonne avec une EC50 de 0,20 ± 0,02 

μM. En revanche, la sélectivité mGlu4/mGlu7 n’est pas aussi bonne que l’on espérait avec une 

EC50 de 7,59 ± 0,06 μM sur le sous-type 7 soit un ratio mGlu4/mGlu7 de 38. Ces résultats 

auraient pu être très encourageants et nous ont poussé à synthétiser d’autres composés 

fluoronitrés si la sélectivité avait été bonne par rapport au récepteur mGlu8 ; malheureusement 

ce n’est pas le cas. Effectivement, on observe une même activité sur les deus sous-types 4 et 8. 

On peut donc conclure que le mélange des deux types de substituant, nitro et fluor, n’a pas 

abouti aux suppositions faites préalablement en fonction des premiers résultats. Une autre 

stratégie a donc été développée afin de conserver cette très forte activité du LSP14-1086 sur le 

sous-type 4 tout en augmentant la sélectivité par rapport au récepteur mGlu7. 

Composé 
mGlu4 

EC50 µM  

(n) 

mGlu6 

EC50 

µM (n) 

Ratio 

6/4 

mGlu7 

EC50 µM (n) 

Ratio 

7/4 

mGlu8 

EC50 µM (n) 

Ratio 

8/4 

 

0,20 ± 0,02 

(3) 

2,91 ± 

0,24 

(2) 

15 
7,59 ± 0,06 

(2) 
38 

0,21 ± 0,10 

(2) 
1 
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5.2.  Substitution du cycle aromatique par des hétérocycles 

 

La deuxième stratégie consiste à moduler le cycle aromatique du LSP4-2022 afin d’y insérer 

des hétéroatomes. Chelliah Selvam a déjà synthétisé des composés hétérocycles non substitués 

par la chaîne carboxyméthylphénoxyle.
271

 Ici, nous souhaitons conserver cette chaîne tout en 

modifiant la structure aromatique. Ce projet a été mené avec un stagiaire de Master 2 Rémy 

Jouclas que j’ai encadré pendant six mois. 

 

5.2.1.  Synthèse de composés triazoles 

Le premier motif choisi fut un triazole. Initialement, nous n’avions pas d’avis précis sur les 

activités biologiques que posséderaient ces composés mais ce changement structural implique 

des variations sur la taille du cycle aromatique et par conséquent probablement sur les 

interactions avec la cible biologique. 

 

Schéma II-16 Substitution du phényle par un triazole 

Ces triazoles seront obtenus par cycloaddition [3+2] de Huisgen qui est l’exemple le plus connu 

de la chimie click.  

Ce concept fut inventé et décrit pour la première fois par Sharpless en 2001.
328

 Associées à ce 

concept, les réactions-click doivent être modulables et applicables à des substrats très différents, 

être stéréospécifiques (pas forcément énantiospécifiques), donner de bons rendements et ne 

générer, en plus du bon composé désiré que des sous-produits non toxiques et éliminables par 

des techniques non chromatographiques. Ce qui engendre forcément des conditions de réactions 

très faciles à mettre en œuvre (solvant ou non, température ambiante, pression atmosphérique, 

produit facilement isolable par cristallisation ou distillation). Cette technique s’est très vite 

développée au début du 21
ème

 siècle et est très utilisée en chimie médicinale.
329,330

  

La réaction classique thermique de Huisgen
331

 donne accès facilement à deux régioisomères : le  

1,4-disubstitué-1,2,3-triazole II-25 et le 1,5-disubstitué-1,2,3-triazole II-26. Ces conditions 
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furent très vite optimisées avec l’utilisation de sels de cuivre (I).
332-336

 Ces mesures ont permis 

de mener cette réaction à température ambiante, dans de nombreux solvants et surtout d’obtenir 

un seul régioisomère, le 1,4-disubstitué-1,2,3-triazole II-25 (Schéma II-17). 

 

 

  

 

 

Schéma II-17 Cycloaddition [3+2] de Huisgen et sa version catalysée au cuivre (I) 

La procédure usuelle de cette cycloaddition implique l’utilisation du sel de cuivre (I) et d’une 

base organique ou non que l’on ajoute au mélange composé d’un azoture et d’un alcyne dans un 

solvant aqueux ou non.
337

 Des systèmes utilisant des sels de cuivre (II) réduits in situ ont aussi 

été développés.
338,339

  

Depuis, certains groupes de recherche ont continué à optimiser cette réaction en utilisant des 

catalyseurs de cuivre supportés sur des minéraux, des polymères ou des résines.
340-347

 Nous nous 

sommes basés sur les travaux de Girard
348

 qui a développé un catalyseur de cuivre sur une résine 

Amberlyst A-21. 

Synthèse du catalyseur 

L’Amberlyst A-21 est tout d’abord lavée par agitation 30 minutes dans du méthanol puis filtrée. 

Cette étape est répétée 3 fois dans le MeOH et également dans le DCM. Enfin la résine est 

stockée 24 heures sous vide en présence de pentoxyde de phosphore P4O10 afin de s’assurer 

d’éliminer les dernières traces d’eau potentiellement présentes. La résine (5 g, 24 mmol 

d’amine) est ensuite agitée pendant 24 heures à température ambiante dans l’acétonitrile (75 

mL) en présence d’iodure de cuivre CuI (1,905 g, 10 mmol). Le catalyseur est ensuite obtenu 

après une simple filtration et conservé sous argon (Schéma II-18).  

Une analyse élémentaire aurait été nécessaire pour connaitre la proportion de CuI dans le 

catalyseur. Dans notre cas, ce point n’est pas très important car nous n’avons pas cherché à 
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optimiser les conditions réactionnelles. Nous nous sommes basés sur les données 

bibliographiques
349

 qui indiquent une proportion de 1,35 mmol CuI.g
-1

.  

 

 

 

Schéma II-18 Synthèse du catalyseur supporté II-27 utilisé pour la réaction de Huisgen 

Synthèse des aldéhydes intermédiaires - Réaction de Huisgen  

Une fois le catalyseur en main, nous nous sommes focalisés sur la synthèse du motif triazole en 

utilisant la cycloaddition [3+2] de Huisgen. Comme nous l’avons évoqué précédemment, 

l’objectif est de substituer le cycle aromatique par un triazole tout en conservant la chaîne 

carboxyméthylphénoxyle. Comme pour le LSP4-2022, l’étape clé sera d’additionner le “P-Hint” 

sur une fonction aldéhyde positionnée sur un triazole (Schéma II-19).  

Schéma II-19 Rétrosynthèse des derivés triazoles 

Le composé “P-Hint” utilisé dans toutes les synthèses est toujours obtenu par réaction 

radicalaire. Nous avons alors développés la synthèse aldéhydes en  faisant varier le linker X 

entre l’hétérocycle et l’acide carboxylique distal. Les linkers choisis, en fonction des réactifs 

commerciaux disponibles, permettent de vérifier l’influence de la longueur de chaîne entre le 

motif triazole et le carboxylate. Les aldéhydes ont été obtenus en suivant la voie de synthèse 

suivante (Schéma II-20). 

 

 

 



Chapitre II : Relation structure-activité autour du LSP4-2022 

 

132 

 

 

Schéma II-20 Synthèses des aldéhydes par chimie click 

Les azotures II-28 à II-31 sont obtenus par simple substitution nucléophile des dérivés bromés 

commerciaux par l’azoture de sodium. Aucune purification n’est nécessaire et les rendements 

sont très bons mis à part pour le composé II-29. Cela est probablement dû à l’élimination 

favorable du brome menant à l’acrylate correspondant qui est très stable. La seconde étape est 

donc la cycloaddition de Huisgen entre les azotures obtenus et le 3,3-diethoxyprop-1-yne, en 

présence du catalyseur de CuI supporté II-27, pour obtenir les dérivés intermédiaires protégés. Il 

est important de signaler que le catalyseur est facilement éliminé par simple filtration mais 

surtout qu’il est recyclable en le lavant avec du DCM. Le même catalyseur a été utilisé pour les 

4 composés synthétisés. L’acétal éthylique est ensuite hydrolysé en milieu acide en utilisant une 

solution aqueuse de TFA à 50% pour obtenir les composés finaux  II-36 à II-39 avec des 

rendements sur deux étapes encourageants. Les aldéhydes obtenus étant purs, aucune 

purification ne fut nécessaire mis à part pour le composé II-37 où une chromatographie sur gel 

de silice a permis d’éliminer les impuretés présentes. 
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Synthèse des composés finaux 

Maintenant que nous possédions ces aldéhydes triazoles et le composé “P-Hint”, le couplage 

entre ces parties a pu être effectué (Schéma II-21). 

Schéma II-21 Synthèse des analogues triazoles du LSP4-2022 

Les conditions de couplage sont identiques aux voies de synthèses des analogues précédents 

avec l’utilisation de la BSA pour synthétiser le composé intermédiaire P
III

 silylé. La dernière 

étape de déprotection se fait toujours en milieu acide (HCl 6 M) pour obtenir les composés 

finaux. Ces composés ont alors été testés in vitro sur des cellules HEK 293 (mesure de la 

libération de calcium, Tableau II-11). 

Tableau II-11 Activités pharmacologiques sur les récepteurs mGlu4 et mGlu7 des dérivés 

triazole 

Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 

Composé Structure 
EC50 (μM) 

mGlu4 (n) 

EC50 (μM) 

mGlu7 (n) 
Ratio 7/4 

LSP16-1022 

 

15,6 ± 2,80 (2) > 100 (2) > 6 

LSP16-1028 

 

1,12 ± 0,25 (2) 
17,70 ± 7,20 

(2) 
16 
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Nous pouvons conclure de ces résultats que ces composés ne sont pas très actifs que ce soit sur 

le récepteur mGlu4 ou sur le récepteur mGlu7 avec des EC50 micromolaires. On remarque que le 

composé le plus puissant des quatre est le LSP16-1028 (EC50 = 1,12 ± 0,25 μM) comportant 

deux CH2 entre le triazole et l’acide carboxylique distal. Si on compare au LSP4-2022, on 

retrouve la même longueur de chaîne avec l’oxygène du phénol remplacé par un CH2. Les 

composés LSP16-1022 et LSP16-1034 semblent avoir une chaîne soit trop courte pour le 

premier ou trop longue pour le second. En ce qui concerne le quatrième ligand, le LSP16-1035, 

on trouve des valeurs d’activité vraiment très faibles. La ramification entre le triazole et l’acide 

semble donc défavorable à l’activité. On retrouve des résultats similaires avec le composé 

LSP2-10061 qui est l’analogue du LSP4-2022 avec un groupement méthyle supplémentaire sur 

le même CH2 (Figure II-11). Ce composé est 10 fois moins actif que le LSP4-2022 sur le 

récepteur mGlu4 avec une EC50 de 0,95 ± 0,16 μM. 

 

 

  

Figure II-11 Structure de LSP2-10061 

De plus, l’ajout d’un nouveau centre stéréogène engendre un mélange d’isomère encore plus 

complexe (4 isomères). 

 

 

 

 

LSP16-1034 

 

9,89 ± 2,52 (2) > 100 > 10 

LSP16-1035 

 

38,3 ± 3,35 (2) > 100 > 3 
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5.2.2.  Sélectivité pour le récepteur mGlu7 - Synthèse d’imidazoles 

Suite aux résultats obtenus avec les triazoles, nous avons opté pour un autre motif : l’imidazole. 

Pourquoi avons-nous choisi ce motif ? Notre idée était d’étudier l’interaction cation-π entre le 

cycle aromatique du LSP4-2022 et l’ammonium de la lysine 74 chez le récepteur mGlu4 (Figure 

II-12). 

 

 

 

 

 

 Figure II-12 Interaction cation-π du phényle du LSP4-2022 avec la lysine 74  

Nous avons déjà prouvé que cette interaction était importante pour l’activité de nos composés. 

Effectivement, lorsqu’on appauvrit en électrons le cycle aromatique, en ajoutant des 

groupements électroattracteurs, on observe une baisse d’activité de nos composés. Nous 

supposons que cela est dû à un affaiblissement de l’interaction cation-π ; la densité électronique 

du noyau aromatique étant plus faible.  L’imidazole peut donc avoir une forte influence sur cette 

interaction, c’est donc pour cela que ce motif a été choisi. Effectivement, comme on peut le voir 

sur la figure II-13, le pKa du NH de l’imidazole est de 14,4 mais ce qui est le plus intéressant 

c’est le pKa de l’acide conjugué de l’azote N. Ce dernier est de 6,9, ce qui signifie qu’à pH 

physiologique, cet azote est à 50% protoné. Avec une charge positive sur le cycle aromatique, 

l’interaction cation-π sera défavorable en raison d’une répulsion entre la charge positive du 

cycle et celle de l’ammonium de la lysine 74. 

 

 

 

Figure II-13 pKa des deux azotes de l’imidazole (Baran et Richter) 
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Or, chez le sous-type 7, cette lysine 74 est remplacée par une asparagine (Figure II-14). 

 

  

 

 

 

 

Figure II-14 A gauche : fraction de l’alignement de séquence primaire des différents récepteurs 

mGlu ; A droite : substitution de la lysine 74 (mGlu4) par une arginine 74 (mGlu7) 

On a donc synthétisé un analogue comportant un imidazole en utilisant la voie de synthèse 

générale, c'est-à-dire l’addition du composé intermédiaire “P-Hint” avec une fonction aldéhyde 

située cette fois sur un imidazole. Cet aldéhyde est obtenu par substitution nucléophile du 

bromoacétate d’éthyle par l’azote NH de l’imidazole déprotonné en présence de NaH (30 min 

dans le THF à 0 °C). Ensuite, les étapes sont similaires avec les autres synthèses : addition du 

composé “P-Hint” avec l’aldéhyde, déprotection en milieu acide (HCl 6 M, 90 °C, 5 heures) puis 

purification sur résine échangeuse d’ions (Schéma II-22). 

 

Schéma II-22 Synthèse du composé LSP16-1045 

Le composé final collecté a été envoyé en test à Montpellier. Nous sommes en attente des 

résultats in vitro de ce nouvel analogue. 
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5.2.3.  Sélectivité pour le récepteur mGlu4 – Synthèse de pyridines 

Si on fait le raisonnement inverse par rapport à cette interaction cation-π, l’enrichissement 

électronique du cycle aromatique pourrait renforcer la force de cette interaction et augmenter la 

spécificité sur le récepteur mGlu4 vis-à-vis de mGlu7 étant donné que la lysine 74 n’est pas 

présente chez ce dernier. Dans le but d’enrichir le cycle en électron, nous avons pensé substituer 

le phényle par une pyridine (Schéma II-23). Cette partie est une perspective de ce projet car 

aucun composé n’a encore été synthétisé.  

 

Schéma II-23 Substitution du groupement phényle par une pyridine 

 

5.2.4.  Vérification de ces hypothèses par mutagénèse 

Afin de vérifier l’importance de cette interaction cation-π entre la lysine 74 du récepteur mGlu4 

et le cycle aromatique des ligands, des expériences de mutagénèse ont été effectuées à l’IGF 

(Montpellier). Les résultats sont regroupés dans le tableau II-12. Les deux premières 

expériences ont été de muter chez le récepteur mGlu4, la lysine 74 en alanine et en asparagine 

(présente chez le sous-type 7). Pour le L-AP4, on observe une légère diminution de l’activité 

mais qui reste du même ordre de grandeur. Cela peut-être expliqué par le docking du L-AP4 

dans le récepteur mGlu4 qui présente une liaison hydrogène entre la fonction phosphonique et 

cette lysine 74. Mais, comme cette fonction acide est reliée à des résidus basiques, la 

suppression d’une d’entre elles est compensée par les autres. De plus, grâce à des expériences de 

mutagénèse dirigée, l’équipe de Hampson
350

 a pu montrer que la forte activité du L-AP4 avec le 

récepteur mGlu4 (et mGlu8) était due à la liaison entre la fonction phosphonique et la lysine 74.  

L’activité de ce ligand sur le sous-type 7 peut-être expliqué par l’intermédiaire d’une molécule 

d’eau capable de relier un oxygène de l’acide phosphonique à l’azote de l’asparagine 74 

(d’après les modèles par homologie la distance entre les deux hétéroatomes est de 4,3Ǻ, 

suffisante pour permettre à une molécule d’eau de s’insérer).
350
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Tableau II-12 Vérification de l’interaction cation-π par mutagénèse 

 Structure 
EC50 µM 

mGlu4 

EC50 

µM 

mGlu4 

K74A 

EC50 

µM 

mGlu4 

K74N 

EC50µM 

mGlu7 

 

EC50 µM 

mGlu7 

N73A 

 

EC50 µM 

mGlu7 

N73K 

L-AP4 

 

 

 

 

 

0,076 

± 0,02 

n=4 

0,23 

± 0,07 

n=3 

0,19 

± 0,06 

n=3 

 

>100 

n=3 

10,5 

± 1,9 

n=3 

43 

± 18 

n=3 

LSP4- 

2022 

 
 

0,082 

± 0,017 

n=26 

0,024 

± 0,009 

n=3 

0,013 

± 0,004 

n=4 

5,2 

± 2,1 

n=3 

14,1 

± 2 

n=4 

0,59 

± 0,18 

n=3 

LSP14- 

1086 

 

 

0,037 

± 0,008 

n=4 

0,0054 

± 0,001 

n=4 

0,0078 

± 0,002 

n=4 

0,42 

± 0,1 

n=3 

1,40 

± 0,16 

n=3 

0,044 

+/-0,011 

n=3 

 

En revanche pour le LSP4-2022 et le LSP14-1086, cette mutation montre une augmentation de 

l’activité. Étant donné qu’avec l’alanine ou l’asparagine l’interaction cation-π n’existe plus, cela 

signifie que cette interaction apporte peu de stabilisation. De plus, s’il y a un gain d’activité, cela 

signifie que la liaison de ces deux composés avec ce mutant est plus favorable qu’avec le 

récepteur mGlu4 normal. Nous pouvons penser que cette mutation engendre un ancrage 

différent de ces deux ligands dans le récepteur mGlu4 muté. Il est possible qu’en absence de 

cette lysine 74, cette interaction cation-π se fasse avec un autre résidu et notamment avec les 

deux lysines les plus proches en position 71 et 72 ou bien avec l’arginine 78. L’insertion d’une 

molécule d’eau reliant la fonction phosphinique à l’asparagine (mutation de la lysine 74 en 

asparagine) pourrait également expliquer ces résultats observés. 

Pour vérifier ces premières observations, ces deux mutations ont été réalisées en parallèle sur le 

sous-type 7 avec la mutation de l’asparagine 73 en alanine ou en lysine. Dans ce cas, les deux 

substitutions n’apportent pas les mêmes résultats. Pour le changement en alanine, on observe 

une augmentation d’un log pour le L-AP4 et une perte d’activité pour les deux composés plus 

longs LSP4-2022 et LSP14-1086. Ces résultats sont difficiles à interpréter. Pour le L-AP4, la 

diminution stérique entre l’asparagine et l’alanine permet peut-être un meilleur ancrage du 

ligand dans le récepteur mGlu7. En ce qui concerne les deux autres composés, il est possible que 

l’on perde la liaison hydrogène formée entre l’amide de l’asparagine avec l’oxygène de la 
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fonction phénol des ligands ou avec la fonction phosphinique à travers une molécule d’eau.
350

 

Pour vérifier cela, il faudrait faire les modèles moléculaires de ces deux ligands avec ces 

récepteurs mutés. La seconde substitution de l’asparagine pour la lysine, montre un gain 

d’activité d’un log pour les trois composés. Dans ce cas présent, l’ammonium ne joue pas de 

rôle dans une cation-π mais il forme plutôt une nouvelle interaction avec la fonction acide 

phosphinique du ligand. Chez le sous-type 4, cet ammonium est assez proche de la fonction 

acide, on peut donc supposer que c’est aussi le cas chez ce récepteur mGlu7 muté. Cela serait 

cohérent avec les observations de Hampson et al. qui ont montré que cette liaison hydrogène 

avec la lysine 74 était importante pour l’activité des ligands sur le récepteur mGlu4.
350

 

Ces expériences de mutagénèse nous apportent des informations importantes pour cette relation 

structure-activité. Aucune logique générale ne peut ressortir de cette étude sans posséder tous les 

modèles moléculaires en parallèle. Malgré quelques disparités, nous pouvons tout de même 

conclure que cette lysine et surtout son ammonium distal est tout de même important pour 

l’activité. Il est peut-être responsable d’une interaction avec la fonction phosphinique ou bien 

d’une interaction cation-π avec le noyau aromatique. 

  

II.6.  Autres voies d’optimisation 

6.1.  Ligands bitopiques 

Une courte étude a été menée en parallèle afin de savoir si nos ligands n’agissent pas comme des 

ligands bitopiques. Ce sont des molécules capables d’interagir avec les deux sites de liaison, 

orthostérique et allostérique (Figure II-15).
351

 Plusieurs études sur ce nouveau type de ligand ont 

déjà été menées par le groupe du Pr. Christopoulos sur des récepteurs à dopamine
352

 et des 

récepteurs muscariniques.
353,354

 Comme nous l’avons déjà présenté dans l’introduction générale, 

il existe à ce jour deux sites de liaison sur les récepteurs mGlu : un site orthostérique et un site 

allostérique. Le site orthostérique est situé sur le domaine extracellulaire et correspond au site de 

liaison du glutamate. Le site allostérique est localisé au niveau du domaine transmembranaire. 

Cependant, récemment un NAM du récepteur mGlu7, le XAP044, a été identifié comme se liant 

dans le domaine VFT.
144

 D’autres sites de liaison sont en effet possibles pour la liaison de 

modulateurs allostériques. 
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Figure II-15 Différents modes d’activations des récepteurs mGlu
351

 

Or, il semble que tous les analogues que nous avons synthétisés soient compétitifs du glutamate 

et se fixent exclusivement sur le site orthostérique. Cependant, d’après les modèles 3D validés 

par une étude de mutagénèse dirigée, il serait possible qu’une partie de nos molécules se fixe sur 

le site du glutamate et l’autre partie sur un site adjacent pouvant être un site allostérique 

modulant l’activité du récepteur. (Figure II-16). Il s’agirait dans notre cas d’un nouveau site 

allostérique n’étant pas situé dans le domaine transmembranaire qui correspondrait au site 

chlore identifié précédemment. 
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Figure II-16 Fixation du LSP4-2022 sur les deux sites de liaison? 

Si notre hypothèse est exacte, le LSP4-2022 et ses dérivés seraient des ligands bitopiques, c'est-

à-dire associant un ligand orthostérique et un allostérique. Nous devrions pouvoir alors les 

séparer en deux parties : une partie glutamate libre (partie rouge) et une autre partie modulatrice 

(partie bleue). Nous avons donc synthétisé trois composés tronqués de leur partie glutamate afin 

de n’obtenir que la partie modulatrice. Ces composés sont issus du LSP4-2022 (BC 288), du 

LSP2-9166 (BC 289) et du LSP14-1086 (BC 292) (Figure II-17). 

 

 

 

 

Figure II-17 Structures de trois composés tronqués testés 

 

Site orthostérique 

Nouveau site allostérique 
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Le composé BC 288 était disponible commercialement mais nous possédions l’ester méthylique 

(II-47) correspondant au laboratoire. Une simple saponification avec du KOH dans le MeOH
355

 

a permis d’obtenir le composé souhaité avec un rendement de 96%. Le composé BC 289 est 

obtenu exactement de la même façon avec un rendement de 90% à partir de l’ester méthylique 

correspondant (II-48) (Schéma II-24). Enfin, le BC 292 est obtenu après trois étapes.  

 

 

 

 

 

 

Schéma II-24 Synthèse de BC 288 et BC 289 par saponification 

La première, similaire à la synthèse du LSP14-1086, consiste à introduire la fonction hydroxyle 

sur le 1-fluoro-3-(trifluorométhoxy)benzene II-19. Le phénol est ensuite alkylé dans des 

conditions classiques et enfin l’ester de méthyle est saponifié pour donner le composé BC 292 

(Schéma II-25). 

 

Schéma II-25 Synthèse du BC 292 
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Plusieurs expériences pharmacologiques (fluorescence – mesure de libération de Ca
2+

) ont alors 

été effectuées sur ces trois composés tronqués à l’IGF. Nous avons mesuré l’activité du 

glutamate sur les cellules HEK 293 en présence des trois dérivés à 1, 10 et 100 μM afin de 

visualiser si ces derniers jouent un rôle de modulateur allostérique de l’activité glutamatergique 

(Figures II-18, II-19 et II-20). Les résultats observés sont identiques pour les trois composés ; 

quelque soit la concentration, nous n’observons aucun effet PAM des trois dérivés tronqués sur 

l’activité glutamatergique. Les composés ont même été testés seuls sans glutamate afin de savoir 

si ils avaient un effet agoniste mais une fois encore aucun effet n’a été observé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-18 Mesure de la libération de Ca
2+

 du glutamate + BC 288 
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Figure II-19 Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 du glutamate + BC 289 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-20 Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 du glutamate + BC 292 

Les composés tronqués ont aussi été testés à des concentrations en glutamate de 1, 10 et 100 μM 

et à deux concentrations différentes en chlore, 25 et 154 mM (Figure II-21 et II-22). Ces tests 

permettent de vérifier si l’activité de ces trois dérivés dépend de la concentration en chlore.  
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Figure II-21 Mesure de la libération de Ca
2+

 sur des cellules HEK 293 du glutamate + composés 

tronqués à 25 mM en chlore 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II-22 Mesure de la libération de Ca
2+

 du glutamate + composés tronqués à 154 mM en 

chlore 
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Dans les deux cas de figure, nous n’observons aucun effet agoniste des ligands et aucun effet 

PAM de l’activité du glutamate. Cette étude montre que nos composés, non tronqués, se lient 

seulement au site orthostérique et ne sont pas des ligands bitopiques. Il serait très intéressant de 

tester dans les mêmes conditions de nouveaux dérivés tronqués incluant la fonction α-hydroxyle. 

 

6.2.  Synthèse du “LSP4-2022 cyclopentène” 

6.2.1.  Objectif 

Tous nos projets sont orientés autour d’un point de départ : le L-AP4. Ce composé phosphonate 

est l’agoniste des récepteurs mGlu de groupe III le plus utilisé encore aujourd’hui. Nous avons 

pu remarquer qu’il existe des dérivés cycliques du L-AP4 montrant de bons résultats 

pharmacologiques et notamment le (Z)-(±)- Cyclopentyl-AP4
356

 et le (Z)-(-)APCPr.
113

 

 

 

 

Figure II-23 Structure du (Z)-(±)- Cyclopentyl-AP4 et du (Z)-(-)APCPr 

Par rapport au L-AP4, le motif cyclique apporte plus de rigidité à la molécule qui est alors 

capable de se maintenir au maximum dans sa conformation bioactive. C’est sur cette notion de 

rigidité que l’on souhaite travailler et la transposer aux composés phosphinates et plus 

particulièrement au LSP4-2022. Effectivement, l’objectif est d’obtenir l’analogue cyclique de 

LSP4-2022, le “LSP4-2022 cyclopentène”. 

 

Schéma II-26 Cyclisation du LSP4-2022 – Synthèse du “LSP4-2022 cyclopentène” 

Nous pouvons remarquer sur le docking du dérivé cyclique (Figure II-24) qu’il y a assez de 

place pour que ce nouveau dérivé puisse interagir avec la récepteur mGlu4.  

EC50 (mGlu4) = 27 µM EC50 (mGlu4) = 0,13 µM 
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Figure II-24 Docking du LSP4-2022 et de son dérive cyclique cyclopentène dans le récepteur 

mGlu4 

6.2.2.  Travaux de synthèse 

 

Ce changement de structure engendre par la même occasion une voie de synthèse totalement 

différente qui est divisée en deux grandes parties. Tout d’abord, nous présenterons la synthèse 

du composé intermédiaire cyclopentène II-55a puis dans un second temps l’introduction de la 

partie phosphorée. 

 

Schéma II-27 Schéma rétrosynthétique du “LSP4-2022 cyclopentène” 

 

 

 

 

cyclisationcyclisation
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6.2.2.1. Synthèse du composé intermédiaire II-55a 

 

Pour la synthèse de ce composé, nous avons reproduit les travaux  de Kazmaier
357

 qui a 

synthétisé ce même composé (Schéma II-28). Les deux premières étapes consistent à protéger 

les deux fonctions polaires amines et acides carboxyliques de la glycine. Tout d’abord, l’amine 

est protégée sous forme de N-TFA et l’ester allylique est formé dans des conditions classiques 

(SOCl2, alcool allylique). L’étape suivante qui consiste en un réarrangement de Claisen est 

l’étape clé de cette voie de synthèse. Cette réaction fut mise au point et optimisée également par 

Kazmaier.
358-361

 Des problèmes de reproductibilité ont été observés lors de la mise en œuvre de 

cette réaction et après de nombreux essais nous avons réussi à obtenir le composé II-53 avec un 

rendement de 62% après deux étapes en utilisant du LiHMDS comme base et du ZnCl2 comme 

sel métallique chélatant.  

 

Schéma II-28 Synthèse des deux diastéréomères II-55a et II-55b 

L’ajout d’un ligand chiral, comme la quinine, permet de rendre ce réarrangement asymétrique 

mais surtout de former un intermédiaire réactionnel plus stable et donc d’augmenter le 

rendement de la réaction. Effectivement, ce ligand permet de former un complexe intermédiaire 

bimétallique (Figure II-25). Puis, l’ester méthylique est obtenu après activation de l’acide par le 

triméthylsilyldiazométhane dans le MeOH. Ensuite l’énolate obtenu en présence de LiHMDS et 
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de ZnCl2 à partir de II-53 s’additionne sur le crotonaldéhyde pour obtenir le mélange de deux 

diastéréomères II-54a et II-54b avec un rendement de 62% et un rapport 3:2 en faveur du 

composé II-54a. Le mélange est alors soumis à une métathèse cyclisante, en présence du 

catalyseur de Grubbs de 2
nd

 génération, pour obtenir après séparation par flash chromatographie 

les deux diastéréomères II-55a et II-55b avec un rendement de 85% (les composés II-54a et II-

54b ont été séparés une seule fois afin de les caractériser mais la purification est beaucoup plus 

facile après l’étape de métathèse). Grâce à des études RMN (NOESY), il a été montré que le 

dérivé majoritaire II-54a est de configuration trans et que le minoritaire II-54b est cis. 

 

 

 

 

 

Figure II-25 Structure du complexe bimétallique intermédiaire 

Les deux isomères II-55a et II-55b sont sous forme racémique. L’objectif serait donc d’obtenir 

à partir de l’isomère majoritaire II-55a les deux énantiomères purs. Pour cela, nous utiliserons 

toujours les travaux de Kazmaier qui a obtenu les énantiomères via une résolution enzymatique 

(Schéma II-29). 

 

 

 

 

 

 

Schéma II-29 Résolution enzymatique – obtention des deux énantiomères II-57a et II-57b 
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Après 14 jours de réaction avec la Novozym 435 dans l’acétate de vinyle à 25 °C, seul 

l’énantiomère (R, R) est acétylé tandis que le (S, S) n’est pas reconnu par l’enzyme. L’alcool (R, 

R) II-57b sera facilement obtenu par hydrolyse de l’acétyle par LiOH. Dans notre cas, nous 

avons d’abord travaillé sur l’introduction de la partie phosphorée sur le composé racémique II-

55a. 

6.2.2.2. Introduction de la partie phosphorée 

Substitution allylique SN’2 

La première stratégie fut d’additionner la partie phosphorée par substitution nucléophile de type 

SN’2 sur l’acétate cyclopentènique II-60 (Schéma II-30). L’H3PO2 serait d’abord additionné sur 

l’aldéhyde II-58 pour obtenir l’acide H-phosphinique II-59. Puis, toujours en formant le P
III

 

nucléophile par silylation, l’acide phosphinique pourrait s’additionner en 1,4 sur l’acétate 

allylique avec élimination d’acide acétique. Après hydrolyse acide, le composé souhaité LSP4-

2022 cyclopentènique serait obtenu. 

 

Schéma II-30 Première stratégie envisagée pour l’introduction de la partie phosphorée 
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Premièrement, nous avons acétylé l’alcool allylique en ester en utilisant des conditions 

classiques Ac2O, DMAP dans le DCM. Après purification sur colonne chromatographique, 

l’ester allylique est isolé avec 81% de rendement (Schéma II-31). 

 

 

 

 

Schéma II-31 Synthèse de l’ester allylique II-60 

A partir de cet acétate, nous avons essayé d’additionner un acide H-phosphinique que nous 

avions sous la main afin de voir si l’addition SN’2 était possible. On a alors utilisé le “P-Hint” 

synthétisé sur grosse quantité (Schéma II-32). 

 

 

 

 

Schéma II-32 SN’2 du “P-Hint” sur l’ester allylique II-60 

Aucune addition n’est observée et on récupère seulement les réactifs de départ. Vu les difficultés 

rencontrées pour former la seconde liaison P-C, nous décidons de poursuivre cette addition en 

passant par un complexe π-allyle.  

Substitution allylique pallado-catalysée type Tsuji-Trost 

Effectivement, les substitutions allyliques catalysées au palladium sont très connues (réaction de 

Tsuji-Trost)
362-364

 et de multiples exemples sont référencés avec des nucléophiles carbonés, 

oxygénés ou azotés
365

 mais moins avec des nucléophiles phosphorés. Premièrement, nous 

pouvons citer les travaux du groupe de Montchamp qui a montré l’addition pallado-catalysée de 

l’acide hypophosphoreux sur des alcools allyliques (Schéma II-33).
251,366
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Schéma II-33 Allylation de l’ H3PO2 de Montchamp et al.
73, 74

 

Les composés II-63 et II-64 sont obtenus en fonction des substituants R
1
 et R

2
. Si R

2
< R

1
, le 

composé obtenu sera II-63 alors que si R
1
< R

2
,  c’est le composé II-64 qui sera isolé car 

l’addition sur le π-allyle se fait toujours sur le côté le moins encombré. Cette méthodologie a 

également été développée sur d’autres substrats comme des allènes et des diènes.
367

  

Deuxièmement, quelques exemples de phosphination allylique pallado-catalysée 

énantiosélective ont été mis en évidence (Schéma II-34). Le groupe de Togni a montré 

l’efficacité des ligands de type Josiphos dans ce type de réaction avec de bons excès 

énantiomériques.
368

 

 

 

 

 

Schéma II-34 Phosphination énantiosélective de Togni et al.
368

 

Ce même type de réaction a également été décrit avec des carbohydrates diphosphites en tant 

que ligands.
369

 

Notre but est donc de former un complexe π-allyle avec du palladium pour que le P
III

 puisse 

s’additionner en espérant avoir une addition régiosélective en position de l’aminoester 

(Schéma II-35).
370,371
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Schéma II-35 Schéma synthétique de la substitution allylique pallado-catalysée 

Deux essais ont été menés en utilisant comme nucléophile soitle  “P-Hint” soit l’H3PO2 activés 

par la BSA. (Schéma II-36). 

Schéma II-36 Essais de substitution allylique pallado-catalysée par le “P-Hint” et l’ H3PO2 sur 

II-60 

Le complexe π-allyle est formé par addition du palladium tetrakis sur l’ester allylique II-60. Le 

P
III

 est quand à lui synthétisé in situ à partir du substrat respectif et de BSA (25 °C, 1 heure) puis 

est canulé ensuite sur le complexe au palladium. Malheureusement, aucune addition de 

phosphore n’est observée. Devant cet échec, nous avons décidé d’essayer la méthodologie 

développée par Montchamp sur notre composé II-55a (Schéma II-37).  

 

 

 

 

Schéma II-37 Méthodologie de Montchamp appliquée à l’alcool allylique II-55a 
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Différentes tentatives ont été réalisées en modulant la température, le temps de réaction et la 

quantité de catalyseur mais malheureusement, aucune trace du composé désiré n’est observée. 

Effectivement, en RMN du phosphore, aucun pic n’est visible. Cependant, on peut s’apercevoir 

que les déplacements chimiques des protons éthyléniques entre le substrat II-55a  et le composé 

brut isolé sont différents. On peut donc supposer que le complexe allylique se forme bien mais 

que l’addition de phosphore ne s’effectue pas. Ce résultat prouve une nouvelle fois que la 

nucléophilicité du P
III

 silylé est assez faible. Suite à ces observations, nous avons choisi de 

changer de stratégie et de réaliser une substitution nucléophile de type 2 pour introduire la partie 

phosphorée. 

 

Isomérisation de la double liaison + substitution nucléophile de type 2 

Cette dernière stratégie repose sur deux étapes. La première consisterait à un réarrangement 

pallado-catalysé de l’acétate allylique afin de déplacer le groupement acétate qui serait alors 

dans une deuxième étape substitué par un nucléophile phosphoré (Schéma II-38). 

 

Schéma II-38 Réarrangement de l’acétate allylique + addition nucléophile de l’ H3PO2 

Ce réarrangement, décrit en premier par Oehlschlager et al. en 1984
372

, a été utilisé par deux 

groupes de recherche sur des substrats très ressemblants au nôtre (Schéma II-39).
373,374

 

  

 

 

 

Schéma II-39 Réarrangements d’acétate allylique pallado-catalysés décrits dans la littérature 



Chapitre II : Relation structure-activité autour du LSP4-2022 

 

155 

 

Nous avons alors reproduit exactement ces conditions sur notre substrat II-40 (Schéma II-40) 

mais malheureusement aucune conversion n’est observée. Malgré de nombreuses tentatives en 

essayant d’autres sources de palladium (PdCl2(PhCN)2 ou Pd(PPh3)4), aucune amélioration n’a 

été observée. Cette stratégie a donc également été abandonnée. 

 

 

 

Schéma II-40 Réarrangement pallado-catalysé de l’acétate allylique II-60 

Suite à ces échecs, nous souhaitions tout de même continuer à travailler sur cette synthèse 

d’analogue cyclique de LSP4-2022. Nous avons passé quelques semaines à optimiser les 

conditions du réarrangement de Claisen pour la synthèse du cyclopentène intermédiaire II-55a 

et nous souhaitions valoriser ce travail. 

 

6.2.2.3. Synthèse du “LSP4-2022 cyclopentanone” 

En prenant compte des difficultés rencontrées pour synthétiser le “LSP4-2022 

cyclopentènique” nous avons décidé de synthétisé un autre dérivé cyclique mais possédant une 

fonction carbonyle en plus, le “LSP4-2022 cyclopentanone” (Schéma II-41). 

  

Schéma II-41 Synthèse du “LSP4-2022 cyclopentanone” 

 A partir du cyclopentènol, nous avons tout d’abord oxydé la fonction hydroxyle pour obtenir la 

cétone α,β insaturée. Nous avons choisi d’utiliser du dioxyde de manganèse MnO2 comme agent 

oxydant comme dans les travaux de Dias et al.
375

 Les conditions sont extrêmement faciles à 

mettre en œuvre et la réaction est très propre puisqu’une simple filtration sur célite (élimination 

du MnO2) permet d’isoler le produit souhaité pur avec un rendement de 62% (Schéma II-42). 
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Schéma II-42 Oxydation de l’alcool allylique en cétone α,β insaturée 

Cette réaction d’oxydation nous permet d’obtenir un très bon électrophile sur lequel il sera 

possible d’additionner la partie phosphorée par addition de Michael. Nous avons choisi 

d’additionner l’acide hypophosphoreux car la première alkylation est plus facile. Après avoir 

tenté divers essais d’activation de l’ H3PO2 avec HMDS ou des mélanges TMSBr/NEt3, il s’est 

avéré que les meilleures conditions étaient H3PO2 sec, BSA, DCM, 25 °C, 12 h (Schéma II-43) 

soient les mêmes conditions que celles utilisées pour la seconde alkylation du “P-Hint” sur la 

fonction aldéhyde lors de la synthèse du LSP4-2022 et de ses analogues. Mori et al. ont utilisé 

les mêmes conditions pour l’addition 1,4 de Michael du diéthyle triméthylsilyle phosphite sur 

diverses cétones α,β insaturées cycliques.
376

 

 

 

 

Schéma II-43 Addition de l’acide hypophosphoreux sur l’accepteur de Michael II-67 

Le composé n’a pas été purifié mais les données RMN du résidu brut sont cohérentes avec la 

structure de la molécule attendue. Effectivement, en RMN du phosphore, on observe un pic à 

34,7 ppm, soit la zone des acides H-phosphiniques. Puis, en RMN 
1
H, on observe une constante 

de couplage de 551 Hz à 7,02 ppm correspondant au couplage J1 H-P. Nous avons alors 

poursuivi la synthèse par l’addition de cet acide H-phosphinique sur l’aldéhyde précurseur du 

LSP4-2022. Cette seconde substitution s’effectue en utilisant les mêmes conditions, c'est-à-dire 

en activant le phosphore par silylation avec la BSA dans le DCM (Schéma II-44). 
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Schéma II-44 Addition de l’acide phosphinique II-68 sur II-59 

Après 12 h d’agitation à 25 °C, la réaction est hydrolysée par ajout d’HCl 1 M et le résidu brut 

est isolé après extraction dans l’EtOAc. En RMN 
31

P, on peut observer un pic majoritaire à 45,5 

ppm correspondant à l’acide phosphinique relié à deux carbones. Aucune purification n’est 

effectuée à cette étape et le composé brut est directement soumis à l’étape d’hydrolyse acide 

(HCl 6 M, 95 °C, 5 h) afin de déprotéger la fonction acide aminé. Une nouvelle fois, on suit 

l’efficacité de la réaction par RMN 
31

P avec l’observation d’un pic à 45,7 ppm. 220 mg de 

composé brut sont collectés et vont être purifiés sur une résine échangeuse de cations. La 

première purification effectuée sur une petite résine n’a pas permis d’obtenir le composé pur. 

Une seconde purification sur une résine échangeuse de cations plus grande a donc été effectuée 

mais une nouvelle fois, nous n’avons pas réussi à obtenir le composé pur. Une résine 

échangeuse d’anions a alors été utilisée pour purifier les 200 mg de composé récolté après les 

deux premières résines. Le dépôt est réalisé à pH = 9 et l’élution se fait à l’eau bouillie puis à 

l’acide formique de concentration croissante (1 à 4 molaire par pallier). Malheureusement, 

aucun bon produit n’est isolé. En RMN 
1
H, nous observons un pic d’aldéhyde et aucun pic qui 

pourrait correspondre à la structure finale du composé. En RMN 
31

P, nous n’observons 

seulement qu’un pic très minime vers 25 ppm correspondant à un  l’acide phosphinique. Cela 

signifierait que l’on obtiendrait l’aldéhyde initial ainsi qu’un composé dérivé d’acide 

phosphinique. Nous pouvons penser qu’il s’agit de la coupure de la liaison phosphore-carbone à 

cause du pH un peu trop basique.  Effectivement, si l’alcoolate se forme sur la fonction 

hydroxyle en α de l’acide phosphinique, le doublet peut alors basculer et éliminer l’aldéhyde et 

l’acide H-phosphinique correspondant. En RMN du phosphore, nous observons un pic vers 25 

ppm qui pourrait correspondre au composé II-70, le phosphonate issu de l’oxydation de l’acide 

phosphinique II-68 (Schéma II-45). Cela reste seulement une supposition mais ce phénomène a 

déjà été observé par Chelliah Selvam et Isabelle Lemasson. 
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Schéma II-45 Coupure de la liaison phosphore-carbone à pH supérieur à 9 

L’absence du produit souhaité pourrait également être due aux conditions réactionnelles utilisées 

lors de l’hydrolyse finale (HCl 6 M). Effectivement, dans des conditions aussi dures, une 

hydrolyse de l’ester en acide suivie d’une décarboxylation en position β de la fonction cétone est 

tout à fait envisageable.
377,378

 

Malheureusement, nous n’avons pas eu le temps de continuer sur cette voie qui semble 

encourageante. Le problème de reproductibilité du réarrangement de Claisen, avec des 

rendements allant de 10 à 62%, nous a empêché d’obtenir rapidement de grandes quantités de 

produit cyclopentène. Les conditions d’hydrolyse finale et de purification doivent être 

optimisées afin de pouvoir synthétiser et surtout tester un dérivé cyclique du LSP4-2022. 

 

6.2.2.4. Bilan et perspectives 

Nous avons pu tirer quelques conclusions de ces deux projets d’optimisation élaborés en 

parallèle de nos principaux projets.  

Tout d’abord, aucune activité agoniste ni PAM n’a été observée sur les trois dérivés tronqués 

BC 288, BC 289 et BC 292. La taille de la molécule et les interactions avec le récepteur des 

composés entiers LSP semblent optimales même si des problèmes de sélectivité sont encore à 

améliorer. En ce qui concerne l’analogue cyclique du LSP4-2022, quelques optimisations sont 

encore au programme et notamment au niveau des étapes finales de la synthèse. Cette 

cyclisation engendre forcément une voie de synthèse différente demandant une optimisation en 

particulier au niveau du réarrangement de Claisen. Les premiers résultats obtenus constituent 
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une bonne base de travail pour la suite en espérant que les activités pharmacologiques de ces 

analogues seront intéressantes. 

Finalement, de nouveaux projets d’optimisation seront à l’étude prochainement. Effectivement, 

il serait intéressant de remplacer la fonction acide carboxylique distale par un tétrazole car ces 

deux groupements possèdent des propriétés très proches.
379

 Par ailleurs, des composés où la 

fonction acide phosphinique centrale serait remplacée par une sulfone ou un hydrate pourraient 

également être synthétisés et testés. Cela permettrait de conserver les points d’ancrage de la 

partie centrale mais aussi d’ajouter une nouvelle diversité moléculaire (Schéma II-46). 

Schéma II-46 Futures voies d’optimisation 
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Chapitre III : Détermination de la configuration du carbinol 

stéréogène 

III.1.  Introduction 

1.1.  Contexte de la problématique 

Depuis le début de ce projet, une multitude de composés a été préparée, ceux-ci portent une 

fonction acide phosphinique qui est primordiale pour les activités biologiques associées à ces 

agonistes. La série issue du LSP4-2022 montre les meilleurs résultats pharmacologiques. Ces 

composés acides α-hydroxy-phosphiniques ont tous été obtenus sous forme d’un mélange de 

deux diastéréomères par une voie de synthèse générale que nous avons présentée dans le 

chapitre I.2.6.1. Effectivement, le carbone de l’acide aminé (S), issu de la vinylglycine protégée 

commerciale, est énantiomériquement pur. En revanche, lors de l’étape clé, c'est-à-dire  

l’addition de l’acide H-phosphinique “P-Hint” sur la fonction aldéhyde (Schéma III-1), 

l’addition du phosphore se fait équitablement sur les deux faces de l’aldéhyde. Nous obtenons 

alors un nouveau centre stéréogène qui n’est pas contrôlé avec 50% de (R) et 50 % de (S). Or, 

nous avons pu remarquer dans le chapitre précédent que ce groupement hydroxyle jouait un rôle 

important dans l’activité de nos molécules.  

 

Schéma III-1 Étape clé de la synthèse des dérivés aromatiques 

Les tests in vitro et in vivo de ces composés (notamment du LSP1-2111)  ont toujours été 

effectués sur ces mélanges de diastéréomères. Il est donc essentiel de contrôler  la configuration 

de ce carbinol afin de pouvoir obtenir les deux diastéréomères séparément et de pouvoir tester 

leur activité. Il est important de préciser que les deux diastéréomères des composés finaux ne 

sont pas distinguables par RMN (proton et phosphore) lorsqu’on analyse les mélanges obtenus 

malgré l’éloignement important entre les deux carbones stéréogènes. De plus, on observe une 

seule tâche par chromatographie sur couche mince ; ils se comportent comme un couple 

d’énantiomères. 
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1.2.  Importance de la stéréochimie des biomolécules 

1.2.1.  La chiralité : un outil essentiel 

 

De nombreuses molécules, simples ou complexes, possédant des structures images miroir l’une 

de l’autre, non superposables sont nommées énantiomères. Cette propriété fut découverte par 

Pasteur à la fin des années 1840
380,381

 grâce au dédoublement du tartrate de sodium et 

d’ammonium. Ce principe structural est très important en chimie car deux énantiomères peuvent 

avoir des propriétés différentes, odeurs, goûts et activités biologiques. Le premier exemple 

illustrant une différence de propriété de deux énantiomères a été mis en avant par Piutti en 1894 

qui a remarqué que la (D)-asparagine possédait un goût sucré alors que l’énantiomère (L) était 

insipide (Figure III-1).
382

  

 

 

 

 

 

Figure III-1 Structures de la D-asparagine et la L-asparagine 

 

Autre exemple que l’on peut citer, les deux énantiomères du limonène possèdent des odeurs 

différentes. Le composé (R) destrogyre a une odeur d’orange alors que le (S) lévogyre a une 

odeur de citron (Figure III-2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-2 Structures du (R)-limonène et du (S)-limonène 

 

Deux énantiomères peuvent surtout posséder des propriétés biologiques complètement 

différentes. 

 

 



Chapitre III : Détermination de la configuration du carbinol stéréogène 

 

168 

1.2.2.  Activités biologiques différentes 

 

Effectivement, dans l’industrie des médicaments, il existe plusieurs cas où un énantiomère est 

actif sur une cible biologique alors que l’autre ne l’est pas ou bien est actif sur une autre cible 

voir même tératogène.
383

 Par exemple, le (R,R)-propoxyphène est un composé analgésique 

(retiré du marché à la fin des années 2000 car mortel en cas de forte dose) alors que son 

énantiomère (S,S) est utilisé pour traiter la toux (Figure III-3). Nous pouvons citer également le 

(S,S)-éthambutol, un antibiotique utilisé contre la tuberculose alors que son énantiomère (R,R) 

est quand à lui nocif ; il provoque des déficiences visuelles chez certains patients (Figure III-4). 

 

 

 

Figure III-3 Structures du (R,R)-propoxyphène et du (S,S)-propoxyphène  

 

 

 

 

Figure III-4 Structures du (S,S)-éthambutol et du (R,R)-éthambutol 

Bien évidemment, nous pouvons rappeler le cas du thalidomide que nous avons déjà évoqué 

dans le chapitre II.4.1. où seul le composé (S) possède des propriétés sédatives alors que le 

composé (R) est tératogène (Figure III-5).
306

 

 

 

 

 

Figure III-5 Structures du (S)-thalidomide et du (R)-thalidomide 
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III.2.  Résultats préliminaires 

 

Le projet consistant à obtenir séparément les deux diastéréomères  de nos composés actifs fut 

initié avant le début de ma thèse et fut l’objet d’une partie des travaux de recherche d’Isabelle 

Lemasson. Nous allons tout d’abord présenter les premières stratégies développées. 

 

2.1.  Introduction d’un troisième centre asymétrique 

 

Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction de ce chapitre, les composés finaux sous forme 

de deux diastéréomères se comportent comme un couple d’énantiomères. Généralement, pour 

séparer deux énantiomères d’un mélange racémique, on introduit une nouvelle chiralité afin de 

former un mélange de diastéréomères séparables par des méthodes chromatographiques. C’est 

cette idée qui a été adoptée pour séparer les deux diastéréomères du composé LSP1-2093 

(Schéma III-2). 

 

Schéma III-2 Introduction d’un troisième centre asymétrique afin de séparer les diastéréomères  

 

L’objectif est donc d’insérer une copule chirale sur la fonction hydroxyle par estérification afin 

d’obtenir deux centre chiraux très proches en espérant pouvoir séparer les deux diastéréomères 

obtenus. Cette étape s’effectue après l’addition du “P-Hint” sur la fonction aldéhyde mais avant 

la déprotection en milieu acide de l’acide phosphinique afin de travailler sur une molécule 

soluble dans des solvants organiques contrairement aux composés finaux qui sont totalement 

insolubles dans les solvants classiques utilisés pour des réactions de chimie organique. 

 

Les six copules chirales utilisés sont le chlorure de 1-adamantanecarbonyle, le chlorure du (1S)-

(-)-camphanic,
384

 l’acétate de (2S)-chloro-1-oxo-2-propanyle, l’acide de Mosher (R), le (S)-

acétyllactate et la (S)-N-acétylalanine (Figure III-6).  
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Figure III-6 Structures des copules chirales utilisées 

Les copules chirales sont introduites sur l’hydroxyle en α de la fonction phosphinique en 

utilisant des conditions classiques de couplage peptidique EDC/DMAP. L’objectif était donc de 

séparer les deux diastéréomères obtenus par chromatographie. Malheureusement, aucun des 

deux diastéréomères n’a été collecté, seuls des produits de dégradations sont observés. Cette 

stratégie fut donc abandonnée. 

 

2.2.  Méthode analytique : HPLC Crownpak 

 

Il est aussi possible de séparer des énantiomères par le biais de la chromatographie chirale. 

Comme nos composés finaux se comportent comme des couples d’énantiomères, il était 

judicieux de tenter la séparation par HPLC chirale. 

 

2.2.1. Chiral Technologies 

 

Notre laboratoire a tout d’abord fait appel à une société nommée Chiral Technologies, qui 

comme son nom l’indique, est spécialisée dans le développement de méthodes 

chromatographiques chirales. Une colonne s’est révélée tout de suite très efficace pour séparer 

les deux diastéréomères du LSP1-2093 : la colonne Crownpak CR(+) de Daicel (Figure III-7). 
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Colonne Crownpak CR(+) 150 x 4 mm, éluant HClO4, pH 2, débit 0.4 mL.min
-1

, T = 25°C 

tR dia I = 11,7 min , tR dia II = 14,2 min 

Figure III-7  Spectre du LSP1-2093 de Chiral Technologies 

 

Sur le spectre, on observe bien la présence des deux diastéréomères du LSP1-2093 (Figure III-

8). Le premier composé élué est nommé LSP1-2093 dia I et le second LSP1-2093 dia II. 

 

 

 

 

Figure III-8 Structures des diastéréomères du LSP1-2093 

 

Cette colonne  chirale fut développée par Shinbo et al.
385

 afin de séparer des acides α-aminés 

racémiques. La phase stationnaire de cette colonne est composée d’éthers couronnes reliés à un 

binapthyle chiral (Figure III-9). La colonne CR(+) permet de séparer les acides aminés (S) car 

ces derniers sont plus retenus par la phase stationnaire que les acides aminés (R). Inversement, la 

colonne CR(-) sera utilisée pour séparer les énantiomères (R). Un inconvénient majeur est à 

signaler dans l’utilisation de cette colonne ; la phase stationnaire est liée à une silice C18 

(support phase inverse) par interaction hydrophobe. Cela signifie que les solvants utilisés en tant 

qu’éluant ne peuvent pas être des solvants organiques (la phase mobile ne doit pas contenir plus 

de 15% de méthanol).
386,387
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Figure III-9 Structure de la phase stationnaire des colonnes Crownpak CR(+) et CR(-) 

 

L’interaction entre les acides aminés et la phase stationnaire se fait par liaison hydrogène (trois 

liaisons 
+
N-H

…..
O)

388
 entre l’ammonium de l’acide aminé et les six oxygènes de l’éther 

couronne.
389-391

 Ce mécanisme de liaison, essentiel pour la discrimination des acides aminés, a 

été prouvé par RMN
392,393

 et cristallographie aux rayons X.
394

 Afin de faciliter les liaisons 

hydrogènes, un acide est ajouté à la phase mobile de façon à ce que les amines soient sous forme 

d’ammonium. Cependant, il existe une limite à ces colonnes Crownpak, la taille de la cavité. 

Cette dernière est assez faible et ne peut accueillir que des amines primaires et par conséquent 

que des acides aminés possédant un hydrogène sur le carbone en α de l’acide aminé. Parmi les 

acides aminés naturels, seule la proline ne peut-être résolue sur ce type de colonne. 

 

Cette colonne est aussi adaptée pour d’autres composés que les acides aminés naturels. 

Effectivement, plusieurs études ont montré l’efficacité de cette colonne dans la résolution 

d’énantiomères d’acides aminés non naturels comme des analogues de phénylalanine
395

 ou de 

glutamate
396

, d’aminoalcools
397,398

 ou encore d’amines primaires
398

 et notamment des acides β-

aminés
399,400

. Par la suite, plusieurs résolutions énantiomériques de médicaments ont pu être 

mises au point.
401

 Nous pouvons citer celles du Baclofen
402

 (relaxant musculaire), de la 

Primaquine (antipaludéen), de l’aminoglutéthimide (anitistéroïde), de la Gemifloxacine
403

 

(antibactérien) ou encore de la DOPA, dont son isomère (L) est utilisé pour traiter la maladie de 

Parkinson (Figure III-10).  
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Figure III-10 Exemples de médicaments résolus par une colonne Crownpak 

 

Les produits les mieux retenus contiennent, en général, des groupements lipophiles et 

notamment aromatiques afin de former des liaisons hydrophobes π-π avec les motifs naphtyles 

de la phase stationnaire.
388

 Ce qui est un avantage pour nos composés qui possèdent un noyau 

aromatique. La discrimination chirale de tous les exemples décrits montre que le centre chiral à 

discriminer est souvent très proche de l’ammonium terminal ancré dans l’éther couronne (à part 

pour l’aminoglutethimide). Pour nos composés, la distance entre la fonction acide aminé et le 

centre stéréogène en α du phosphinate est assez grande. Nous pensons que ce sont ces 

interactions π-π entre le noyau aromatique du LSP1-2093 et le motif binaphtyle qui engendre la 

structure du complexe analyte-phase stationnaire favorable à la discrimination des deux 

diastéréomères du LSP1-2093 (Figure III-11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-11 Supposition de la structure du complexe formé entre le LSP1-2093 et la phase 

stationnaire de la colonne CR(+) 
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2.2.2.  Séparation des diastéréomères du LSP1-2093 au laboratoire 

 

Notre laboratoire a alors optimisé les conditions de séparation utilisées par Chiral Technologies 

afin de pouvoir appliquer cette méthode chromatographique au laboratoire. De plus, nous 

possédions déjà deux colonnes Crownpak CR(+) : une colonne analytique et une colonne semi-

préparative. La première chose a été de reproduire cette méthode en utilisant exactement les 

conditions définies par Chiral Technology qui nous a permis une séparation aussi efficace 

(Figure III-12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colonne Crownpak CR(+) 150 x 4 mm, éluant HClO4, pH 2, débit 0.4 mL.min
-1

, T = 21 °C tR 

dia I = 16.9 min , tR dia II = 21.5 min 

Figure III-12 Spectre du LSP1-2093 obtenu avec la CR(+) 

 

L’objectif était alors d’adapter ces conditions à la colonne semi-préparative afin de pouvoir 

obtenir une quantité suffisante de chaque diastéréomère afin de les tester séparément. Après 

quelques mises au point, Isabelle Lemasson a réussi à séparer les deux isomères de LSP1-2093 

dans des quantités suffisantes pour les tests in vitro. Une fois les deux composés obtenus, leur 

pureté énantiomérique a été vérifiée à l’aide de la colonne CR(+) analytique (Figure III-13). 
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Colonne Crownpak CR(+) 150 x 4 mm, éluant HClO4, pH 2, débit 0.4 mL.min
-1

, T = 21 °C 

Figure III-13 Séparation des diastéréomères du LSP1-2093 obtenu avec la CR(+) 

(a) spectre du LSP1-2093 ; (b) spectre du LSP1-2093-I, tR = 15,6 min ; (c) spectre du LSP1-

2093-II, tR = 19,8 min 

 

Le premier diastéréomère dia I a été nommé LSP1-2093-I et le second LSP1-2093-II. Les 

spectres de masse de ces deux diastéréomères sont parfaitement identiques et les spectres RMN 

31
P sont superposables. La seule différence est visible sur les spectres RMN 

1
H. En effet, 

lorsqu’on analyse ces deux isomères séparément, nous pouvons remarquer que les protons 

méthyléniques en α de l’acide phosphinique du LSP1-2093 donnent pour le dia I un unique 

multiplet à 1,83 ppm et pour le dia II deux doublets à 1,78 (JH-P = 12.0 Hz) et 1,94 ppm (JH-P = 

11.7 Hz). Les pouvoirs rotatoires sont aussi différents avec une valeur de []D
20

 = -2 (c = 0.6, 

H2O) pour le dia I et []D
20

 = +29 (c = 0.6, H2O) pour le dia II.   

Le développement d’une méthode analytique de séparation des deux diastéréomères du LSP1-

2093 en utilisant une colonne chirale Crownpak CR(+) fut un réel succès. Les résultats 

pharmacologiques seront discutés au chapitre III.2.2.4. 

 

 

 

(a) 

(b) (c) 
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2.2.3.  Applications à d’autres composés 

 

Cette méthode fut alors appliquée à d’autres mélanges de diastéréomères et plus 

particulièrement aux composés porteurs de nitrophénols (lors de cette étude, le LSP4-2022 

n’était pas encore découvert). De plus, la présence d’un carbinol stéréogène en α de l’acide 

phosphinique a plus ou moins d’importance sur l’activité selon les substituants présents sur le 

cycle aromatique. Effectivement, comme nous pouvons le remarquer dans le tableau III-1, la 

présence ou non d’une fonction hydroxyle joue un rôle important pour les composés 

nitrophénols LSP1-2111 et LSP1-2109 alors que très peu pour les composés ne comportant pas 

de fonction hydroxyle sur le cycle aromatique (LSP1-2093). 

Tableau III-1 Importance de la fonction α-hydroxyle sur les dérivés nitrés 

Dérivé avec α-hydroxyle 
EC50 (μM) 

mGlu4 
Dérivé sans α-hydroxyle 

EC50 (μM) 

mGlu4 

 

 

0,55 ± 0,06 

(n=19) 

 

0,82 ± 0,20 

(n=5) 

 

2,45 ± 0,79 

(n=4) 

 

19,02 ± 6,11 

(n=3) 

 

1,54 ± 0,42 

(n=8) 

 

24.40 ± 3.93 

(n=3) 

 

Nous avons donc choisi d’appliquer cette méthode analytique de séparation des diastéréomères 

aux composés pour lesquels la présence du carbinol stéréogène en α de l’acide phosphinique est 

indispensable à l’activité et notamment le LSP1-2111 qui a montré des résultats in vivo très 

encourageants (Chapitre I et Annexe 2). Cinq couples de diastéréosiomères ont alors pu être 

séparés en utilisant la même méthode en faisant quelques mises au point en fonction des 

composés respectifs. 
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2.2.4.  Activités biologiques 

 

Ces 10 composés, issus de la colonne CR(+) semi-préparative ont pu être testés in vitro sur les 

cellules HEK 293. Les résultats sont regroupés dans le tableau III-2. 

 

Tableau III-2 Activités biologiques des différents isomères séparés par HPLC chirale 

Structure Nom 
EC50 (μM) mGlu8 / 

mGlu4 mGlu4 mGlu8 

 

LSP1-2093 1.80 ± 0.15 (n=6) 2.30 ± 0.36 (n=10) 2 

LSP1-2093-I 1.09 ± 0.46 (n=4) 1.25 ± 0.30 (n=5) 1 

LSP1-2093-II 0.32 ± 0.10 (n=3) 1.29 ± 0.50 (n=5) 4 

 

LSP1-2101 3.45 ± 1.31 (n=3) 3.77 ± 1.06 (n=3) 1 

LSP1-2101-I 2.05 ± 0.41 (n=3) 2.48 ± 0.86 (n=3) 1 

LSP1-2101-II 1.74 ± 0.63 (n=3) 2.25 ± 0.64 (n=3) 1 

 

LSP1-2109 1.54 ± 0.42 (n=8) 73.56 ± 8.39 (n=6) 48 

LSP1-2109-I 0.51 ± 0.05 (n=4) 31.43 ± 8.01 (n=4) 61 

LSP1-2109-II 4.49 ± 0.21 (n=3) 39.80 ± 6.53 (n=4) 9 

 

LSP1-2111 2.45 ± 0.79 (n=7) 42.77 ± 12.02 (n=6) 37 

LSP1-2111-I 0.72 ± 0.08 (n=6) 17.72 ± 5.47 (n=7) 25 

LSP1-2111-II 4.37 ± 0.46 (n=6) 25.83 ± 8.81 (n=9) 6 

 

LSP3-1145 8.54 ± 1.12 (n=3) 20.41 ± 13.35 (n=3) 2 

LSP3-1145-I 5.13 ± 1.21 (n=3) 22.51 ± 21.10 (n=3) 4 

LSP3-1145-II 6.45 ± 2.38 (n=3) 6.53 ± 3.07 (n=3) 1 

 

En fonction de ces données pharmacologiques, nous pouvons classer ces 5 composés en 2 

groupes. Le premier groupe est composé de LSP1-2093, LSP1-2101 et LSP3-1145. Nous 

remarquons que pour ces trois molécules, il n’y a aucune différence d’activité entre les deux 

diastéréomères. Pour les deux premiers composés LSP1-2093 et LSP1-2101, sans fonction 

phénol, cette constatation est en accord avec le fait déjà constaté que la présence ou non d’une 

fonction hydroxyle ne modifie pas l’activité de ces molécules. Pour le troisième composé LSP3-

1145, nous pensons que le groupement éthoxyle plus encombré pourrait modifier l’influence du 

carbinol stéréogène. Le second groupe est composé du LSP1-2109 et du LSP1-2111. On 

remarque une différence significative d’activité entre les deux diastéréomères avec un dia I plus 

actif. On observe également des sélectivités vis-à-vis du récepteur mGlu8 comparables aux 

mélanges des deux isomères. Nous avions remarqué au préalable que pour ces deux composés la 

fonction hydroxyle stéréogène était indispensable à l’activité biologique  ce qui est corroboré 

par la différence d’activité des deux diastéréomères. 
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2.2.5.  Bilan de cette méthode 

 

Plusieurs enseignements importants ressortent de cette étude. Tout d’abord, Isabelle Lemasson a 

réussi à séparer 5 couples de diastéréomères avec une colonne chirale Crownpak CR(+). 

Plusieurs paramètres ont du être pris en compte et optimisés car selon les substituants sur le 

cycle aromatique des composés, les conditions de séparation sont légèrement différentes.  

Par ailleurs les activités biologiques des diastéréomères testés seuls corrèlent parfaitement avec 

les premières constatations. Effectivement, on observe une différence d’activité entre deux 

diastéréomères lorsque la présence d’une fonction hydroxyle est importante pour l’activité du 

ligand. C’est le cas pour le LSP1-2111 et le LSP1-2109. En revanche, lorsque cette fonction 

n’apporte pas d’activité agoniste, on n’observe aucune différence entre les deux isomères, 

notamment pour le LSP1-2093. 

Finalement, cette méthode analytique a un inconvénient majeur ; elle ne peut pas être appliquée 

à tous les composés synthétisés. Effectivement, lors de cette étude le LSP4-2022 n’avait pas 

encore été découvert. Mais depuis, Delphine Rigault a essayé de séparer les diastéréomères de 

ce composé ainsi que des analogues de ce hit en utilisant cette méthode. Cependant, malgré 

plusieurs tentatives en optimisant les conditions, aucune séparation n’a abouti à l’obtention de 

diastéréomères purs.  

Deux nouveaux objectifs découlent de cette étude. Tout d’abord, trouver une nouvelle méthode 

de séparation afin d’obtenir de plus grandes quantités de composé, nécessaire pour les tests in 

vivo.  

Ensuite, il semble primordial de déterminer la configuration absolue des diastéréomères obtenus 

par cette méthode analytique. En effet, on a remarqué, pour le LSP1-2111 qu’un isomère était 

six fois plus actif que l’autre. Il serait donc intéressant de connaître la configuration absolue de 

cet isomère, ce qui serait une avancée majeure dans la relation structure-activité de ces 

composés. 
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2.3.  Autres stratégies 

 

Détermination de la configuration spécifique du carbinol benzylique par rayon X 

A partir des résultats obtenus précédemment et plus particulièrement de la séparation des deux 

isomères du LSP1-2093, notre laboratoire a tout d’abord cherché à déterminer la configuration 

absolue du carbinol stéréogène benzylique de chaque isomère. Cette identification pourrait nous 

permettre d’analyser plus précisément les interactions mises en jeu entre le ligand et le récepteur 

à l’aide de modèles moléculaires. 

Des essais de cristallisation ont alors été tentés sur les composés LSP1-2093-I et LSP1-2093-II 

dans le but d’obtenir des monocristaux analysables par rayon X. La synthèse du LSP1-2093 et 

la séparation de ces deux diastéréomères étant assez rapides, nous avons choisi de travailler sur 

ces deux composés. Plusieurs essais de cristallisation ont été réalisés en utilisant plusieurs 

mélanges de solvant, mais malheureusement, aucun cristal n’a été obtenu. Des essais de 

cristallisation sur le composé LSP1-2111 ont également été tentés en utilisant la cinchonine 

comme auxiliaire chiral. Une nouvelle fois, aucun cristal ne fut obtenu. Bien que ces essais de 

cristallisation n’aient pas été beaucoup approfondis, les difficultés rencontrées nous ont poussés 

à changer de stratégie. 

 

Addition stéréocontrôlée  de l’acide phoshnique “P-Hint” sur la fonction aldéyde 

La configuration du carbinol benzylique pourrait être contrôlée durant la synthèse de ces 

composés. Comme nous l’avons déjà évoqué lors de l’introduction de ce chapitre, les composés 

sont obtenus par addition du “P-Hint” intermédiaire sur des aldéhydes aromatiques. L’addition 

du phosphore P
III

 intermédiaire se fait équitablement sur les deux faces, d’où le mélange de 

diastéréomères obtenu (Schéma III-3). 

 

Schéma III-3 Obtention d’un mélange de diastéréomères 

L’objectif est donc de contrôler l’étape d’addition du “P-Hint” sur l’aldéhyde aromatique afin 

d’obtenir un seul diastéréomère. Cette étude sera réalisée sur la synthèse du LSP1-2093. Pour 
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contrôler l’addition de l’acide phosphinique, l’idée fut de synthétiser les phosphinates de 

menthyle (III-1 et III-2) à partir du composé “P-Hint” et des deux composés (-)-menthol et (+)-

néomenthol afin de rendre l’atome de phosphore chiral. Ces composés ont été obtenus en 

utilisant les conditions classiques de Mitsunobu (Schéma III-4).
404-406

  

 

 

Schéma III-4 Synthèses des esters de (-)-menthol III-1 et de (+)-néomenthol III-2 

L’étape suivant consistait à additionner ces deux phosphinates de menthyle sur le 3-

nitrobenzaldéhyde en espérant obtenir un diastéréomère majoritaire comme l’a déjà décrit Cai et 

al.
407

 La plupart des essais ont été mené sur l’ester (+)-néomenthol III-2 (Schéma III-5). 

Plusieurs conditions réactionnelles ont été tentées en utilisant les deux modes d’activation du 

phosphore (silylation avec la BSA ou déprotonation avec une base forte) mais les excès 

diastéréomèriques observés  n’ont jamais dépassés 11% en faveur de l’un des diastéréomères du 

LSP1-2093.  

 

Schéma III-5 Addition du phosphinate de (+)-néomenthol sur l’aldéhyde 
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Contrôle du carbinol benzylique avant la seconde alkylation du phosphore 

La configuration du carbone benzylique n’ayant pas pu être contrôlée lors de l’addition du “P-

Hint” sur l’aldéhyde, notre laboratoire a alors décidé de contrôler cette configuration avant 

d’introduire la partie acide aminée. Cette étude sera également réalisée sur le LSP1-2093 

(Schéma III-6).  

 

Schéma III-6 Contrôle du carbinol benzylique avant l’introduction de la partir acide aminée 

 

Ce changement de voie de synthèse est surtout étudié afin de pouvoir attribuer la configuration 

du carbone benzylique des deux diastéréomères du LSP1-2093 ce qui permettra la corrélation 

par le biais de l’HPLC chirale CR(+) avec les pics des deux isomères LSP1-2093-I et II.  

Cette nouvelle stratégie est inspirée des travaux de Yamagishi et al.
408

 (Schéma III-7) dans 

lesquels ils décrivent l’obtention d’α-hydroxy-phosphinates en présence de Al-Li-BINOL 

(ALB). Ces α-hydroxy-phosphinates sont ensuite oxydés en α-hydroxy-phosphonates dont la 

configuration absolue avait déjà été rapportée.
409-411

 Toutes ces études ont mis en évidence la 

corrélation qui existe entre le pouvoir rotatoire et la configuration absolue des alcools formés. 

En effet, les α-hydroxy-phosphonates qui possèdent un pouvoir rotatoire négatif sont de 

configuration (S). 
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Schéma III-7 Synthèse asymétrique d’α-hydroxy-phosphinates catalysée au ALB 

 

 

Isabelle Lemasson et Delphine Rigault ont alors utilisé les conditions de Yamagishi afin 

d’obtenir le phosphinate porteur du carbinol stéréogène (S). Une solution 0,1 M de catalyseur 

(R)-ALB dans le THF a tout d’abord été synthétisé en suivant le protocole d’ Arai et al.
411

 Cette 

solution est alors ajoutée à -40 °C sur le phosphinate de méthyle (obtenu in situ à partir d’H3PO2 

et de triméthyle orthoformate) dans le THF puis le 3-nitrobenzaldéhyde en solution dans le THF 

est additionné sur ce mélange réactionnel. L’analyse RMN 
31

P et 
1
H du composé brut fait 

apparaître la présence de nombreux sous-produits. Des essais de purification ont alors été menés 

afin d’isoler le composé souhaité. Cependant, malgré de nombreuses tentatives, de réaction et de 

purification, l’alcool énantiopur n’a pu être obtenu. 

 

 

2.4.  Bilan des résultats préliminaires 

Les premiers résultats obtenus par Isabelle Lemasson ont constitué une très bonne base de 

travail sur laquelle je me suis appuyé pour poursuivre les travaux de détermination de la 

configuration absolue du carbinol stéréogène. 

L’HPLC chirale munie de la colonne Crownpak CR(+) est un outil de choix pour la séparation 

des diastéréomères et sera utilisée dans la suite de mes travaux afin d’établir une corrélation 

entre les diastéréomères appelés dia-I et dia-II et la configuration absolue du carbinol 

benzylique. 
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III.3.  Attribution de la configuration absolue du carbinol benzylique 

 

En se basant sur les résultats préliminaires obtenus par Isabelle Lemasson, nous avons réfléchi à 

de nouvelles stratégies permettant de contrôler la configuration du carbinol benzylique. Le motif 

aminoacide chiral sera couplé dans un deuxième temps (Voir Schéma III-6). 

 

3.1.  Données bibliographiques 

Avant de vous présenter mes travaux de recherche sur ce sujet, intéressons-nous aux différentes 

méthodes d’accès aux dérivés du phosphore porteur d’un carbinol stéréogène en α décrites dans 

la littérature. La majorité des exemples est décrite sur des phosphonates. Or, il est important de 

signaler que la réactivité entre le motif phosphonate et phosphinate est vraiment différente. 

Réduction stéréosélective d’acides α-céto-phosphiniques  

 

Le carbinol stéréogène benzylique serait introduit par réduction stéréosélective d’acides α-céto-

phosphiniques (Schéma III-8). 

 

 

 

Schéma III-8 Réduction stéréosélective de l’acide (3-nitrobenzoyl)phosphinique  

Quelques exemples de réduction stéréosélective sont recensés sur des phosphonates en utilisant 

soit différents agents de réduction chiraux tels que des boronates tartriques chiraux
412

 ou un 

complexe proline-NaBH4,
413

 soit des réducteurs non chiraux en présence de ligands chiraux 

comme des complexes de ruthénium avec des dérivés éthylènediamine
414

 ou par hydrogénation 

pallado-catalysée en présence de (R)-BINAP (Tableau III-3).
415

  

 

 

 

Schéma III-9 Réduction stéréosélective  de benzylphosphonates dans la littérature 
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Tableau III-3 Conditions réactionnelles et sélectivité de réduction stéréosélective de 

phosphonates 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malheureusement, toutes ces conditions sont très efficaces avec, dans certains cas, de très 

bonnes sélectivités sur des phosphonates mais aucun exemple n’est décrit sur l’obtention d’α-

hydroxy-H-phosphinates. Une seule méthode donnant accès à un motif phosphinate -hydroxylé 

a été rapportée. Il s’agit de l’addition de l’acétone sur un α-acyl-phosphinate organocatalysée 

par la proline afin d’obtenir le motif α-hydroxy-phosphinate substitué (Schéma III-10).
416

 

Schéma III-10 Addition nucléophile stéréocontrôlée de l’acétone sur un α-acyl-phosphinate 

Cette méthode a aussi été utilisée pour obtenir des H-phosphinates, ce qui aurait pu être très 

intéressant dans notre cas.
417

 Pour cela, il suffit d’utiliser un phosphinate comportant un 

groupement diéthoxyméthyle facilement hydrolysé en milieu acide ou avec du BF3
.
OEt2 

(Schéma III-11). 

 

Schéma III-11 Synthèse de motif H-phosphinate de Yao et al.
417

  

conditions 

réactionnelles 
rendement (%) 

excès énantiomérique 

ee (%) 

boronates chiraux > 80 46-96 

proline-NaBH4 70-74 75-80 

complexes ruthénium 

+ dérivés 

éthylènediamines 

> 95 > 99 

H2/Pd, (R)-BINAP, 50 

bars, 20 °C 
99 22 
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Le problème de cette méthode est que l’on obtient un carbinol benzylique tertiaire donc pas 

applicable pour l’obtention de notre substrat. 

Utilisation d’enzyme 

La résolution enzymatique d’α-acétoxy-phosphinates racémiques a également été 

rapportée.
418,419

 La lipase ne va reconnaître qu’un seul diastéréomère et hydrolyser l’acétate pour 

obtenir un seul α-hydroxyphosphinate. Le second sera obtenu après hydrolyse acide de l’acétate 

du diastéréomère non reconnu par la lipase (Schéma III-12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-12 Résolution enzymatique d’α-acétoxy-phosphinates  

 

Cette méthode est limitée à certains substrats et la détermination de la configuration absolue du 

centre hydroxylé est difficile du fait de la présence de plusieurs diastéréomères ; le  phosphore 

étant chiral. Shioji et al. ont alors utilisé la méthode de Mosher pour attribuer la configuration 

absolue du centre hydroxylé.
420,421

  

Nous pouvons conclure de ces données bibliographiques qu’il existe plusieurs méthodes de 

synthèse d’α-hydroxy-phosphonates énantiopurs de stéréochimie connue. Cependant, toutes ces 

méthodes ne sont pas forcément applicables aux phosphinates. Par ailleurs toutes ces méthodes 

utilisent des phosphonates ou phosphinates d’alkyles ou aryles. La voie de synthèse 

généralement utilisée pour l’obtention de nos composés biologiques de référence conserve la 

fonction acide phosphinique libre évitant ainsi des étapes d’estérification et d’hydrolyse. C’est 

une notion importante qu’il faut retenir pour nos futurs essais. Afin d’obtenir les acides -

hydroxy-phosphiniques chiraux, nous nous sommes alors tournés vers des méthodes de 

résolution en présence d’un agent de résolution chiral. Notre idée était d’obtenir des cristaux 
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énantiopurs pour un des diastéréomères formés et de déterminer la configuration du carbinol 

stéréogène benzylique par diffraction des rayons X. 

 

3.2.  Attribution de la configuration absolue du carbinol benzylique de l’acide -hydroxyle -

H-phosphinique III-4a par cristallographie aux rayons X 

Tout d’abord, nous avons synthétisé l’acide -hydroxyle-H-phosphinique racémique III-4 à 

partir de l’acide hypophosphoreux et du 3-nitrobenzaldéhyde. En présence de 5 équivalents de 

BSA, le composé racémique est obtenu après 12 h d’agitation dans le DCM à 25 °C avec 54% 

de rendement (Schéma III-13). 

 

 

 

 

Schéma III-13 Synthèse de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique racémique III-4 

 

 

Nous nous sommes inspirés des travaux de Vitharana et al.
422

 et de Kaboudin et al.
423

 dans 

lesquels ils décrivent la résolution d’α-hydroxy-phosphinates avec la (R)-1-phenylethylamine. 

Le composé racémique III-4 est alors additionné à la (S)-1-phenylethylamine dans un mélange 

MeOH/MeCN (1 :1).  Après 24 heures, le solide obtenu est filtré et traité dans le MeOH en 

présence de résine Dowex conduisant à l’acide -hydroxyle-H-phosphinique 

énantiomériquement pur. La procédure est reconduite avec la (R)-1-phenylethylamine pour 

obtenir l’autre énantiomère (Schéma III-14). 

 

 

Schéma III-14 Résolution de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique racémique III-4 avec la (S)-

1-phenylethylamine et la (R)-1-phenylethylamine 
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Les spectres RMN (
1
H, 

13
C et 

31
P) et de masse de ces deux énantiomères sont identiques. La 

seule différence est observée au niveau du pouvoir rotatoire. Effectivement, le composé obtenu 

avec l’amine (S) possède un pouvoir rotatoire de [α]D
20

 = -27,4 (c = 2.0, MeOH) alors que celui 

issu de l’amine (R) est de [α]D
20 

= +27,1 (c = 2.0, MeOH). Nous obtenons bien deux énantiomères. 

Leur pureté énantiomérique sera déterminée ultérieurement. 

La détermination de la configuration absolue du centre hydroxylé a été réalisée par analyse de la 

structure aux rayons X du sel d’ammonium avant traitement par la résine Dowex. En effet en 

prenant comme référence la stéréochimie de l’amine utilisée, nous pourrons déduire celle du 

carbinol benzylique. L’obtention de monocristaux a nécessité une forte mise au point des 

conditions de cristallisation menées sur le sel obtenu avec l’amine (S). Plusieurs solvants (i-

PrOH, EtOH, DMF, eau, éther, hexane) et mélanges de solvant (MeOH/MeCN et 

MeOH/pentane) ont été testés afin de trouver le meilleur compromis entre vitesse de 

cristallisation et qualité des cristaux. Finalement, l’utilisation d’éthanol seul conduit après 

dissolution de 7 mg du sel dans 2 mL de ce solvant à reflux puis placement au réfrigérateur à 

des monocristaux qui ont été analysés par rayon X en collaboration avec le Pr. Alain Tomas et le 

Dr. Patrick Deschamps du laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques à l’Université 

Paris Descartes et le Dr. Pascal Roussel de l’ENSC à Lille. Nous avons pu obtenir le cliché 

suivant (Figure III-14). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-14 Structure obtenue par rayon X de l’acide (S)-1-phenylethanaminium (R)-[α-

hydroxy-(m-nitrophenyl) methyl]phosphinique III-6a  

(R) 

(S) 
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Sur cette figure, nous observons bien que l’amine est de configuration (S) et que celle du 

carbinol benzylique est (R). Ce résultat est très important car il nous permet d’attribuer la 

configuration de ce carbone des deux énantiomères synthétisés précédemment. Le composé III-

4a, cristallisé avec l’amine (S), est de configuration (R). Inversement, le composé III-4b 

cristallisé avec l’amine (R) est de configuration (S). 

 

3.3.  Détermination de la pureté énantiomèrique de III-4a et III-4b 

Nous souhaitons vérifier que la résolution du composé racémique III-4 avec une amine chirale 

nous permet d’obtenir les énantiomères purs. Pour cela, nous avons utilisé la RMN du 

phosphore qui est indispensable dans tous nos projets.
422

 Tout d’abord on estérifie le composé 

racémique III-4 avec le (-)-menthol en utilisant les conditions de Mitsunobu (Schéma III-

15).
404-406

 

 

Schéma III-15 Synthèse des 4 isomères phosphinates de menthyl à partir du composé racémique 

III-4 
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L’estérification avec le (-)-menthol rend le phosphore chiral. Nous sommes donc en présence de 

4 stéréomères avec en RMN 
31

P la présence de 4 pics à 27,24, 30,53, 32,13 et 35,13 ppm (Figure 

III-15). Au niveau des intégrations, on remarque que l’on obtient à peu près 25% de chaque 

isomère. 

 

Figure III-15 Spectre RMN 
31

P des quatre stéréomères III-7a, III-7a’, III-7b et III-7b’  

 

Les mêmes conditions d’estérification ont alors été reproduites sur l’énantiomère III-4a de 

configuration (R), obtenu par cristallisation avec la (S)-1-phenylethylamine (Schéma III-16). 

 

 

 

Schéma III-16 Synthèse des phosphinates de menthyl à partir de l’énantiomère (R)-III-4a  

A partir de l’énantiomère (R)-III-4a le spectre RMN 
31

P  montre deux isomères majoritaires III-

7a et III-7a’ à 30,36 et 33,18 ppm. Les deux pics à 28,41 et 34,85 ppm correspondent aux deux 

composés minoritaires (10%) III-7b et III-7b’. La résolution de III-4 en présence de (S)-1-

Zoom 
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phenylethylamine conduit par conséquent à l’obtention d’un composé énantioenrichi (ee 

80%)(Figure III-16).  

 

Figure III-16 Spectre RMN 
31

P des isomères III-7a, III-7a’(90%) et III-7b et III-7b’ (10%) et 

zoom entre 26 et 36 ppm. 

La même démarche réalisée avec l’autre énantiomère, le composé (S)-III-4b, montre également 

un enrichissement énantiomérique (ee = 80%) (Figure III-17). 

 

 

 

 

 

Zoom 
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 Figure III-17 Spectre RMN 
31

P des isomères III-7b et III-7b’et zoom entre 26 et 36 ppm. 

 

Cette étude RMN nous confirme que la résolution de III-4 effectuée avec la 1-phenylethylamine 

chirale permet d’obtenir les énantiomères III-4a et III-4b énantioenrichis  (ee = 80%). 

 

3.4.  Corrélation des configurations absolues trouvées avec la littérature 

Les acides -hydroxyle-H-phosphiniques III-4a et III-4b ont été obtenus sous forme 

énantioenrichie (ee = 80%). Les valeurs de pouvoir rotatoire obtenues ne peuvent être corrélées 

avec celles de la littérature car les données publiées concernent les phosphonates 

correspondants. Nous avons alors synthétisé les phosphonates  diméthylés respectifs des 

composés III-4a et III-4b (Schéma III-17). 

 

Schéma III-17 Synthèse des phosphonates diméthylés III-9a et III-9b 

Zoom 
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Ces phosphonates peuvent-être obtenus en deux étapes. La première consiste à oxyder l’acide 

phosphinique énantioenrichi à l’aide d’iode et de DMSO
424,425

 pour obtenir l’acide 

phosphonique correspondant avec un bon rendement de 70%. La seconde étape est tout 

simplement l’estérification des acides phosphoniques en esters diméthylés en présence de 

triméthylsilyldiazométhane. Ces composés sont beaucoup moins polaires et facilement 

purifiables par chromatographie sur gel de silice (phase normale). 

 

 

  

 

 

Figure III-18 Structures des phosphonates III-9a et III-9b 

Le pouvoir rotatoire des deux phosphonates est alors mesuré et une valeur de []D
20

 = +35 (c = 

1.0, MeOH) est obtenue pour le composé (R) et []D
20

 = -23,2 (c = 1.0, MeOH) pour le composé 

(S). Ces valeurs de pouvoir rotatoire corroborent les résultats de la littérature à savoir que les α-

hydroxy-phosphonates possédant un pouvoir rotatoire négatif, sont de configuration (S) et 

positif, de configuration (R). 
408-411

 

Nous pouvons conclure de cette étude que la configuration absolue des acides -hydroxyle-H-

phosphiniques III-4a et III-4b a pu être déterminée grâce à l’obtention d’une structure aux 

rayons X du sel ammonium/ phosphinate III-4. Ce résultat très important dans notre étude a pu 

être confirmé par comparaison avec les valeurs de pouvoirs rotatoires décrits dans la littérature 

pour les phosphonates correspondants. Par ailleurs la mesure de la pureté énantiomèrique de nos 

composés  III-4a et III-4b a pu être réalisée par des études RMN 
31

P des esters de menthyl. 

Nous pouvons maintenant poursuivre la synthèse par le couplage avec le synthon porteur de 

l’acide aminé en vue de l’obtention des deux diastéréomères du LSP1-2093 avec cette fois-ci la 

connaissance de la configuration absolue du carbinol stéréogène. 

 

 

 

 

 

 

 

[α]D
20

 + 35,0 (c = 1.0, methanol) [α]D
20

 – 23,2 (c = 1.0, methanol) 
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III.4.  Introduction du synthon « acide aminé »  

4.1.  Seconde alkylation du phosphore par voie radicalaire 

 

La première idée fut d’utiliser les conditions radicalaires utilisées pour l’obtention de 

l’intermédiaire acide H-phosphinique clé “P-Hint” de la voie de synthèse générale mise au point 

par  le stagiaire post-doctoral Chelliah Selvam (Schéma III-18). 

 

 

 

 

Schéma III-18 Synthèse de l’acide H-phosphinique clé “P-Hint” porteur de l’acide aminé 

 

Ces conditions appliquées au composé III-4 permettrait d’obtenir directement le LSP1-2093 

(Schéma III-19). 

 

Schéma III-19 Introduction du synthon porteur de l’acide aminé par voie radicalaire 

Malheureusement à l’issue de la réaction, aucun phosphore dialkylé n’est visible en RMN 
31

P 

bien que toutes les précautions nécessaires pour effectuer cette réaction (distillation du MeOH, 

introduction de l’AIBN à 80°C) aient été respectées. Comme nous l’avons fait remarquer dans le 

Chapitre I.2.3.2, la seconde alkylation du phosphore est plus difficile que la première. En effet 

dans la littérature, cette seconde alkylation par voie radicalaire est décrite dans des conditions 

plus drastiques en particulier en présence de péroxydes.
231,426,427

 Effectivement, l’équipe de 

Lubkowski (Schéma III-20) a décrit cette seconde alkylation radicalaire sur la vinylglycine 

protégée en utilisant le peroxyde de benzoyle comme source de radicaux alors que l’équipe de 

Piettre (Schéma III-21) a réalisé le même type de réaction en utilisant le tert-butyl 

peroxopivalate comme initiateur radicalaire. 
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Schéma III-20 Seconde alkylation du phosphore sur la vinylglycine protégée
426

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Schéma III-21 Seconde alkylation du phosphore utilisant du t-butyl peroxopivalate
427

 

 

Nous avons alors essayé d’utiliser le peroxyde de benzoyle dans le dioxane pendant 12 h à 100 

°C (Schéma III-22). 

 

Schéma III-22 Introduction du synthon porteur de l’acide aminé avec le peroxyde de benzoyle  

 

Malheureusement, ces conditions n’ont pas permis d’obtenir le phosphore dialkylé. Les 

réactions faisant intervenir des radicaux sont très délicates ; nous nous sommes alors tournés 

vers une autre stratégie faisant intervenir une réaction de substitution nucléophile par le 

composé III-4 sur un halogénure portant la partie acide aminée : l’iodure de l’homosérine. 
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4.2.  Substitution nucléophile de l’iodure de l’homosérine par l’acide -hydroxyle-H-

phosphinique  III-4 

 

Cette seconde stratégie consiste à additionner le composé III-4 sur l’iodure de l’homosérine 

protégée énantiopur afin d’obtenir directement le LSP1-2093 protégé. Il faut bien évidemment 

former l’intermédiaire P
III

 silylé afin d’obtenir un phosphore nucléophile capable de substituer 

l’halogène (Schéma III-23). 

 

Schéma III-23 Seconde alkylation du phosphore par substitution nucléophile 

Avant d’essayer cette substitution nucléophile, il faut d’abord préparer l’électrophile en 

question. 

 

4.2.1.  Synthèse de l’électrophile dérivé de l’homosérine 

L’iodure de l’homosérine protégée est obtenu d’après la voie de synthèse décrite par Le 

Chevalier et al.
428

 Nous avons d’abord effectué la synthèse du dérivé racémique qui sera utilisé 

pour tester la réaction de substitution nucléophile (Schéma III-24). La première étape consiste à 

échanger la fonction hydroxyle distale de l’homosérine racémique par un brome en présence 

d’une solution d’HBr dans l’acide acétique (33%). Les deux étapes suivantes sont des étapes de 

protection de l’acide aminé ; une estérification de l’acide carboxylique en ester de méthyle puis 

une protection de l’amine avec un groupement Boc pour obtenir le dérivé bromé de 

l’homosérine protégée après purification par chromatographie sur gel de silice. L’analogue iodé 

est très facilement obtenu par simple substitution du brome par l’iode (NaI, acétone, 25°C, 

1h30). Aucune purification n’est nécessaire à cette étape. On vérifie l’échange Br/I par 

spectrométrie de masse et par RMN 
13

C ; le carbone portant l’iode étant plus blindé ; 1,1 ppm 

alors qu’avec le brome, il se situe à 30,2 ppm. 
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Schéma III-24 Synthèse des dérivés halogénés de l’homosérine racémique 

Cette voie de synthèse est totalement applicable à la synthèse du dérivé (S)-III-15 

énantiomériquement pur (Figure III-19). 

 

 

 

 

 

 

Figure III-19 Structure du (S)-methyl 4-iodo-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoate 

 

4.2.2.  Substitution nucléophile de III-14  

L’électrophile III-14 étant synthétisé, la prochaine étape consiste à substituer l’iode de cet 

électrophile par l’acide phosphinique III-4. La fonction acide phosphinique étant libre, l’unique 

solution pour rendre le phosphore nucléophile est d’ajouter un agent silylant. Une fois le P
III

 

obtenu, il pourra s’additionner sur l’iodure de l’homosérine (Schéma III-25).  

Schéma III-25 Substitution nucléophile sur l’iodure de l’homosérine 

Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre I.2.3.2., il existe trois types d’agents silylants, 

l’HMDS, le TMSX (X = Br, Cl ou I) en présence d’une base aminée ou encore la BSA.  
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Tableau III-4 Conditions opératoires utilisées lors de la substitution nucléophile 

Entrée Agent silylant conditions résultats 

1 HMDS
217

 
1) III-4 +HMDS 2 h 110 °C 

2) III-14, DCM, 25 °C 12 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

2 BSA
220

 III-4 + III-14 + BSA, 25 °C, 12 h 
III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

3 NEt
3 

puis BSA 
1) III-4 + NEt

3
+ BSA, 25 °C, 2 h 

2) III-14, 25 °C, 12 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

4 TMSBr puis NEt
3
 

1) III-4 + TMSBr + NEt
3
, 25 °C, 2 h 

2) III-14, 25 °C, 12 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

5 TMSBr and NEt
3
 

1) III-4 + mélange TMSBr/NEt
3
, 25 °C, 2 h 

2) III-14, 25 °C, 12 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

6 
NEt

3 
puis 

TMSBr
429

 

1) III-4 + NEt
3 

+
 
TMSBr, 25 °C, 2 h 

2) III-14, 25 °C, 12 h 

III-4 + III-14  + 

traces de 

phosphonates 

7 
DIEA and 

TMSBr 

1) III-4 + mélange TMSBr/DIEA, 25 °C, 2 

h 

2) III-14, 25 °C, 48 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

8 NEt
3
 puis TMSI 

1) III-4 + NEt
3
 + TMSI, 25 °C, 2 h 

2) III-14, DCM, 25 °C, 12 h 

III-4 + III-14 + traces 

de phosphonates 

 

Plusieurs conditions, regroupées dans le tableau III-4, ont été tentées. Tous les essais sont traités 

en fin de réaction par une solution d’HCl 1 M afin d’hydrolyser les groupements silylés. Tout 

d’abord, nous avons utilisé l’HMDS pour former l’intermédiaire silylé comme décrits par 

Berlicki et al.
217

 également avec des α-hydroxy-phosphinates mais leurs rendements sont très 

faibles (8 à 18%). Dans notre cas, le produit de couplage n’est pas observé. Nous retrouvons les 

réactifs de départ, ainsi que du III-4 oxydé en phosphonate. L’augmentation du temps de 

réaction n’a rien changé au résultat. Nous avons alors utilisé la BSA en reproduisant les 

conditions de Chelliah Selvam décrites lors de la seconde alkylation d’acides phosphiniques.
220

 

Malheureusement, aucun signe de phosphore dialkylé n’est visible. Nous avons alors utilisé le 

TMSBr (et TMSI) comme agent silylant en présence de NEt3 ou de DIEA. Différents essais ont 

été menés en faisant varier l’ordre d’addition des réactifs mais nous retrouvons toujours le 

même résultat. Lorsqu’on utilise le TMSBr, le dérivé brut isolé contient également le dérivé 

bromé de l’homosérine II-13. Le composé brut isolé contient toujours dans les différents essais 

l’acide phosphinique de départ III-4. Nous pouvons penser que le P
III

 nucléophile ne se forme 

pas et aucune addition nucléophile n’est alors possible. Afin de s’assurer de la formation in situ 

de l’intermédiaire  P
III

, nous avons additionné de l’iodopropane au lieu de l’iodure de 

l’homosérine (Schéma III-26). L’activation de l’acide phosphinique est réalisée en présence de 

TMSI/NEt3 ou NEt3/BSA et on obtient bien le produit de couplage III-16 avec un rendement de 
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28% ; un signal en RMN 
31

P à 48 ppm, soit dans la zone des acides phosphiniques reliés à deux 

atomes de carbone, est observé. 

 

Schéma III-26 Substitution nucléophile de l’iodopropane par l’acide -hydroxyle-H-

phosphinique III-4 

Au vu de ce résultat, nous pensons donc que le problème n’est pas l’activation de la fonction 

acide phosphinique mais plus probablement l’électrophile utilisé, l’iodure de l’homosérine. 

Dans le chapitre I.2.3.2., nous avons répertorié les principaux électrophiles utilisés pour la 

seconde alkylation d’un acide phosphinique. Il s’agit d’aldéhydes
258

, d’imines
261,262

, 

d’acrylates
263,429

, d’époxydes
231,430

 ou encore d’halogénures d’alkyle
234,431,432

 (Schéma III-27). Il 

est bon de rappeler que pour les halogénures d’alkyle non activés, la réaction demande des 

conditions opératoires généralement plus dures avec des températures de réaction plus élevées et 

des temps de réaction beaucoup plus longs.
260,432

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-27 Seconde alkylation d’un acide phosphinique 
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Nous avons alors décidé de continuer cette étude en utilisant un électrophile plus réactif et 

modulable afin de pouvoir introduire la partie acide aminée. 

 

 

4.3.  Utilisation de la copule de Schöllkopf 

Une autre stratégie pour introduire la partie acide aminée est d’utiliser une copule chirale 

précurseur d’acide aminé. Un des exemples le plus connu est la copule de Schöllkopf.
267

 Bartley 

et Coward ont par exemple couplé cette copule avec un bromophosphonate (Schéma III-28).
240

  

Schéma III-28 Synthèse du (S)-methyl-2-amino-4-(diethoxyphosphoryl)butanoate par Bartley et 

Coward
240

 

Notre idée était d’introduire cette copule sur le composé III-4 ayant préalablement été 

fonctionnalisé par le dibromoéthane (Schéma III-29).  

 

 

Schéma III-29 Voie de synthèse utilisant la copule de Schöllkopf  

Cette copule déprotonée par le butyllithium s’additionnerait alors sur le composé III-17 par 

substitution nucléophile du brome. Malheureusement l’addition de l’acide -hydroxyle-H-
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phosphinique III-4 sur le dibrométhane n’a pas conduit au produit III-17 et ceci en utilisant les 

conditions précédemment rapportées telles que BSA, NEt3/TMSBr ou HMDS. Ce résultat nous 

a surpris étant donné que la réaction de couplage de III-4 avec l’iodopropane conduit au produit 

attendu mais avec un rendement faible de 28%. La présence de la fonction hydroxyle en position 

α de l’acide phosphinique pourrait être mise en cause d’autant plus que celui-ci est 

probablement silylé durant la réaction.  

Suite à ces résultats nous avons choisi de changer la nature de l’électrophile. Au lieu des 

halogénures d’alkyles, nous avons pensé aux acrylates qui sont de très bons électrophiles et 

aussi de bons précurseurs pour l’introduction d’une fonction acide aminée. Comme nous l’avons 

évoqué précédemment, il existe plusieurs exemples de seconde alkylation d’un acide 

phosphinique  par un acrylate dans la littérature.
244,245,263,265,429

 

 

4.4.  Addition de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique III-4 sur un acrylate et réduction en  

aldéhyde 

 

Les substitutions nucléophiles sur les halogénures d’alkyle n’ayant pas fonctionné comme nous 

l’aurions souhaité, une autre démarche a été développée. Nous souhaitons d’abord additionner la 

fonction acide phosphinique sur un acrylate puis par réduction obtenir l’aldéhyde correspondant. 

Une réaction de Strecker asymétrique permettrait d’introduire la fonction acide aminée et 

d’obtenir le LSP1-2093 (Schéma III-30). 

 

Schéma III-30 Synthèse du LSP1-2093 par addition de III-4 sur un acrylate 
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Dans un premier temps nous avons tenté l’addition directement sur l’acroléine, afin d’éviter 

l’étape de réduction (Schéma III-31). Comme nous nous en doutions, l’addition s’est 

exclusivement faite sur la fonction aldéhyde. 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-31 Addition de III-4 sur l’acroléine 

 

Afin de savoir si l’addition de type Michael fonctionne bien, nous avons alors essayé la même 

réaction non plus sur l’acroléine mais sur l’acrylate d’éthyle (Schéma III-32). 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-32 Addition de III-4 sur l’acrylate d’éthyle 

 

En utilisant les conditions classiques, NEt3/TMSBr, nous pouvons observer 30% de produit de 

couplage et 70% d’acide phosphinique de départ. Effectivement, nous observons bien les 

signaux des protons méthyléniques entre l’ester et l’acide phosphinique entre 1 et 2 ppm en 

RMN 
1
H et 2 signaux en RMN 

31
P à 29,4 ppm correspondant au substrat de départ et à 46,2 ppm 

correspondant au produit souhaité.  

Deux voies sont possibles à partir de ce résultat. La première consiste à optimiser cette addition 

afin d’obtenir un meilleur rendement. Ensuite, il faudra réduire l’ester en aldéhyde soit 

directement en une seule étape ce qui n’est pas toujours facile soit en 2 étapes, réduction en 

alcool puis oxydation. La réduction en alcool ne devrait pas poser de problèmes, par contre, 
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l’oxydation régiosélective de l’alcool primaire par rapport à l’alcool secondaire benzylique 

pourrait s’avérer plus délicate. Quelques exemples d’oxydation d’alcool primaire régiosélective 

par rapport à un alcool secondaire ont été décrits dans la littérature utilisant soit des complexes 

de ruthénium,
433

 de rhodium
434

 ou de l’iode hypervalent.
435,436

  

L’autre voie consisterait à coupler l’acide phosphinique III-4 avec un précurseur pouvant être 

réduit directement en aldéhyde comme l’acrylonitrile.
231,437,438

 

 

4.5.  Addition de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique III-4 sur l’acrylonitrile et réduction 

en aldéhyde 

Le couplage de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique III-4 avec l’acrylonitrile est réalisé en 

utilisant les mêmes conditions réactionnelles que celles utilisées dans le couplage avec l’acrylate 

d’éthyle (Schéma III-33). 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-33 Addition de III-4 sur l’acrylonitrile 

 

Le composé souhaité est obtenu avec un rendement brut de 79%. On observe très bien les 

signaux des protons méthyléniques entre la fonction nitrile et l’acide phosphinique en RMN 
1
H 

et un seul signal à 40,3 ppm en RMN 
31

P. Ce composé ne peut-être purifié efficacement que sur 

une résine échangeuse d’ions. Or, les essais sont menés sur des quantités inférieures à 100 mg, il 

est donc inenvisageable d’utiliser ce moyen de purification. Pour s’assurer de la structure du 

composé obtenu, nous avons alors choisi d’estérifier l’acide phosphinique en ester de méthyle 

afin de pouvoir le purifier par chromatographie sur gel de silice (Schéma III-34). 
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Schéma III-34 Estérification de l’acide phosphinique III-22 

 

L’acide phosphinique est solubilisé dans un mélange MeOH/toluène (1:2) dans lequel est ajouté 

goutte à goutte du triméthylsilyldiazométhane. Après 4 heures à 25°C, la réaction est hydrolysée 

et le composé brut est purifié par chromatographie en phase normale avec comme éluant 10% de 

MeOH dans l’EtOAc. Les analyses effectuées (masse et RMN) sur ce composé sont cohérentes 

avec la structure. En RMN 
31

P, le phosphore étant maintenant chiral, deux signaux à 49,8 et 50,2 

ppm correspondent aux 4 diastéréomères énantiomères 2 à 2.  

L’étape suivante est la réduction de la fonction nitrile en aldéhyde. Nous nous sommes alors 

intéressés aux travaux de la littérature afin de trouver les bonnes conditions de réduction. Le 

DIBAL-H
439,440

 est généralement utilisé comme réducteur mais aussi l’étain
441

 ou le Nickel de 

Raney en présence d’acide formique.
442

 Nous avons alors choisi d’utiliser le DIBAL-H car c’est 

un réactif peu cher et les conditions opératoires sont plus faciles à mettre en œuvre (Schéma III-

35). Plusieurs essais regroupés dans le tableau III-5, ont été tentés à partir des deux composés 

III-22 et III-23.  

 

 

 

 

Schéma III-35 Réduction de la fonction nitrile en aldéhyde 
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Tableau III-5 Conditions de réduction de la fonction nitrile en aldéhyde 

Entrée Substrat 

de départ Conditions Solvant Résultats 

1 III-23 DIBAL (1 M, DCM) 3 équiv 

-78 °C, 2 h 25 °C, 1 h DCM III-23 

2 III-22 DIBAL (1 M, DCM) 3 équiv 

-78 °C, 1 h 25 °C, 2 h DCM III-22 

2 III-22 DIBAL (1 M, DCM) 3 équiv 

-78 °C, 1 h 25 °C, 2 h THF III-22 

3 III-22 DIBAL (1 M, DCM) 1,1 équiv 
-78 °C 30 min THF III-22 

4 III-22 DIBAL (1 M, THF) 5 équiv 
-78 °C 25 °C, 12 h THF RMN 

1
H : traces d’aldéhyde 

RMN 
31

P : pas de signal 

5 III-22 DIBAL (1 M, THF) 3 équiv 
-78 °C  25 °C, 12 h THF RMN 

1
H : traces d’aldéhyde 

RMN 
31

P : pas de signal 
 

Nous avons d’abord utilisé le DCM comme solvant mais aucune conversion n’est observée que 

ce soit à partir de l’acide phosphinique ou de son ester méthylique. Nous avons ensuite réalisé la 

réduction dans le THF. Aucune conversion n’est observée avec 1,1 équivalents de DIBAL-H 

alors qu’avec 3 et 5 équivalents, on observe en RMN 
1
H un signal caractéristique d’une fonction 

aldéhyde mais curieusement aucun signal en RMN 
31

P. Par ailleurs malgré le traitement des 

réactions par du tartrate de potassium afin d’éliminer les complexes d’aluminium, les spectres 

RMN sont extrêmement difficiles à interpréter. Nous sommes également conscients que le 

DIBAL-H pourrait se coordonner soit avec l’oxygène de l’acide phosphinique ou celui de la 

fonction hydroxyle perturbant ainsi la réaction de réduction du nitrile.  

Compte tenu de la difficulté à réduire la fonction nitrile en aldéhyde, nous nous sommes alors 

tournés vers le couplage de l’acide phosphinique III-4 avec l’acrylamide de Weinreb dont 

l’amide de Weinreb est connu pour se réduire aisément en aldéhyde. 

 

4.6.  Addition de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique III-4 sur l’acrylamide de Weinreb et 

réduction en aldéhyde 

Nous avons donc choisi d’utiliser l’amide de Weinreb en tant que précurseur d’aldéhyde. De 

nombreux exemples récents de réduction de l’amide de Weinreb utilisent soit du LiAlH4
443,444

 

du DIBAL-H
445-447

 ou le réactif de Schwartz
448-450

 La première étape fut de synthétiser 

l’acrylamide de Weinreb III-26.
451,452

 Ce composé est obtenu simplement à partir du chlorure 

d’acryloyle et de la N,O-diméthylhydroxylamine en présence de pyridine (Schéma III-36). 
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Schéma III-36 Synthèse de l’acrylamide de Weinreb III-26 

L’addition de l’acide phosphinique III-4 sur l’acrylamide de Weinreb III-26 s’effectue dans les 

mêmes conditions que celles utilisées pour le couplage avec l’acrylate et l’acrylonitrile et le 

composé III-27 est isolé avec 20% de rendement (Schéma III-37). La conversion n’est pas 

totale et il reste de l’acrylamide de Weinreb. Pour purifier le produit, un lavage basique est 

effectué afin d’extraire en phase aqueuse le phosphinate chargé négativement alors que 

l’acrylamide de Weinreb reste en phase organique. Puis on réacidifie la phase aqueuse pour 

extraire notre composé dans l’EtOAC. Ce lavage suffit pour obtenir un produit pratiquement 

pur.  

  

 

 

Schéma III-37 Addition du composé III-4 sur l’acrylamide de Weinreb III-26 

 

A ce stade nous avons alors essayé de réduire l’amide de Weinreb en aldéhyde en présence de 

LiAlH4 ou DIBAL-H mais aucune tentative ne fut concluante. La coordination possible de 

l’agent réducteur avec les oxygènes de l’acide phosphinique ou de la fonction hydroxyle 

pourrait être responsable de cette non réactivité. Ne disposant pas du réactif de Schwartz au 

laboratoire, aucun essai fut tenté avec ce complexe au zirconium (Figure III-20). 

 

  

 

Figure III-20 Réactif de Schwartz 
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4.7.  Bilan et choix d’une nouvelle stratégie 

 

L’introduction de la partie acide aminée a été tentée soit par addition de l’acide phosphinique 

III-4 sur l’iodure de l’homosérine ou par le biais d’une fonctionnalité type nitrile ou amide de 

Weinreb.  

Cependant, aucune de ces deux fonctions n’a pu être réduite en aldéhyde malgré de nombreux 

essais tentés. Lors de ces réductions, nous avons pu remarquer que les données analytiques et 

plus particulièrement les spectres RMN étaient difficiles à interpréter. De plus, les fonctions 

acide phosphinique et hydroxyle libres ne semblent pas favorables à cette réduction. Il semble 

donc inévitable de travailler sur des molécules contenant des fonctions protégées (Schéma III-

38) afin de rendre plus simple les suivis de réactions, les analyses des produits synthétisés et 

surtout les purifications.  

 

Schéma III-38 Nouvelle stratégie – protection des fonctions libres 

 

4.8.  Protection des fonctions acide phosphinique et hydroxyle 

Les avantages d’introduire des protections sur ces deux fonctions sont multiples. Le suivi des 

réactions sera de toute évidence beaucoup plus simple et les composés obtenus pourront être 

purifiés par des méthodes classiques. L’autre avantage de ces protections est que le P
III

 

nucléophile pourra être obtenu par silylation comme précédemment mais aussi par 

déprotonation de l’hydrogène lié au phosphore. Il existe deux exemples de protection des acides 

-hydroxyle-H-phosphiniques. Dans les deux cas référencés, seul l’acide phosphinique est 

protégé par estérification utilisant du diazométhane dans le méthanol
453

 ou alors des 

orthosilicates.
454

 Pour notre part nous avons également estérifié l’α-hydroxy-H-acide 

phosphinique III-4 en présence d’un agent de couplage comme l’EDC ou le DCC (Schéma III-

39). Cependant, la protection de la fonction hydroxyle est  plus difficile. Tous les premiers 

essais de protection vont s’effectuer sur le composé racémique III-4. 
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Schéma III-39 Estérification de l’acide phosphinique en phosphinate de méthyle 

 

Protection cyclique des fonctions acide phosphinique et hydroxyle avec des complexes de bore 

 

Cette idée est basée sur des travaux antérieurs de la littérature dans lesquels des dérivés du bore 

ont été utilisés pour protéger deux fonctionnalités. Par exemple, des acides α-hydroxy-

carboxyliques
455

 ont pu être protégés avec l’acide 2-formylphenylboronique (Schéma III-40)  et 

des acides  aminés avec le 9-BBN
456-458

, le triphénylborane
459

 ou encore le triéthylborane
460

 

(Schéma III-41). 

 

 

 

 

Schéma III-41 Protection d’acides α-hydroxy-carboxyliques par un acide boronique 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-41 Protection d’acides aminés par des complexes cycliques de bore 

On retrouve également un exemple de ce type de protection appliqué à un acide α-bishydroxy-

phosphinique (Schéma III-42).
461
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Schéma III-42 Protection d’acide α-bishydroxy-phosphinique par du i-BuOBPh2 

 

Nous avons alors essayé de protéger III-4 avec le triphénylborane (Schéma III-43) en utilisant 

les conditions décrites dans la littérature (toluène, 110 °C, 12 h). Malheureusement, aucune trace 

du produit protégé n’a été observée.  

 

  

 

 

Schéma III-43 Essai de protection de l’acide phosphinique III-4 

 

Nous avons également essayé mais sans succès d’obtenir un acétal par transestérification  avec 

le 2,2-dimethoxypropane catalysée par l’APTS (Schéma III-44). Une dernière tentative de 

protection avec le di-tert-butylsilyltriflate (t-Bu)2Si(OTf)2 a été tentée afin de former un pont 

silylé (Schéma III-45). Mais une nouvelle fois les analyses faites sur le composé brut obtenu ne 

sont pas concluantes. 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-44 Essai de protection de l’acide phosphinique III-4 par transestérification avec le 

2,2-dimethoxypropane 
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Schéma III-45 Essai de protection de l’acide phosphinique III-4 avec le (t-Bu)2Si(OTf)2 

 

Aucune tentative de protection cyclique des fonctions acide phosphinique et hydroxyle n’a été 

concluante. Nous avons alors décidé d’essayer de protéger d’abord la fonction hydroxyle et 

ensuite l’acide phosphinique. 

Protection de la fonction hydroxyle avant la fonction acide phosphinique 

Hohlfeld et Meier
462

 ont montré, en 2003, qu’il pouvaient protéger d’abord la fonction 

hydroxyle puis dans un second temps estérifier l’acide phosphinique en ester (Schéma III-46).  

 

 Schéma III-46 Travaux de Hohlfeld et Meier
462

  

Nous nous sommes basés sur ces travaux car ils travaillent sur un substrat quasi similaire au 

notre, seul le groupement nitro est en position ortho sur le cycle aromatique. Nous avons alors 

choisi de protéger la fonction α-hydroxyle sous forme d’éther de t-butyldiphénylsilyle puis 

d’estérifier l’acide phosphinique en ester méthylique. Le composé protégé III-30 est obtenu 

avec un rendement de 50% sur les deux étapes (Schéma III-47).  
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Schéma III-47 Protection des deux fonctions acide phosphinique et hydroxyle de III-4 

Nous avons également synthétisé les esters éthylique III-31 et butanoïque III-32 obtenus avec 

66% et 33% de rendement sur deux étapes (Schéma III-48). 

Schéma III-48 Synthèse des ester éthylique et butanoïque 

Les produits sont très caractéristiques en RMN 
31

P où l’on observe bien deux signaux car 

l’atome de phosphore est chiral. Grâce aux travaux de Hohlfeld et Meier, nous avons réussi à 

protéger les fonctions acide phosphinique et α-hydroxyle du composé III-4. Nous allons alors 

développer une nouvelle voie de synthèse à partir de ce composé protégé avec toujours l’objectif 

d’obtenir les diastéréomères de configuration absolue connue du LSP1-2093 séparément. 

 

III.5.  Synthèse du LSP1-2093 à partir du III-4 protégé 

 

5.1. Seconde alkylation de l’acide -hydroxyle-H-phosphinique protégé sur l’iodure de 

l’homosérine 

Comme nous l’avons dit précédemment, les protections introduites sur l’acide -hydroxyle-H-

phosphinique vont nous permettre d’introduire le synthon porteur de l’acide aminé en utilisant 

des conditions basiques comme l’ont très bien décrit Abrunhosa-Thomas et al.
463

 Effectivement, 

les auteurs ont montré la seconde alkylation d’un H-phosphinate, en condition basique par deux 

halogénures porteurs de fonction acide aminé ce qui est notre objectif (Schéma III-49).  
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Schéma III-49 Travaux de Abrunhosa-Thomas et al.
463

 

 

Avant de tenter le couplage avec l’iodure de l’homosérine, nous avons testé la réaction avec 

l’iodopropane afin d’optimiser les conditions. Nous avons tout d’abord utilisé comme base le 

LiHMDS dans le THF comme décrit dans la littérature (Schéma III-50). 

 

Schéma III-50 Seconde alkylation du phosphore avec l’iodopropane en présence de LiHMDS  

 

Malheureusement, dans ces conditions, le seul produit isolé a été le composé III-33 

correspondant à l’hydrolyse de l’ester phosphinique. Il est connu que les esters phosphiniques 

peuvent être hydrolysés en présence d’agents silylés.
464-466

 Nous avons alors essayé d’autres 

bases comme la LDA et le n-BuLi (Schéma III-51). Une fois encore, l’ester méthylique 

phosphinique est hydrolysé pour redonner l’acide phosphinique III-33. 

 

 

 

Schéma III-51 Seconde alkylation du phosphore sur l’iodopropane en présence de LDA ou n-

BuLi 
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Pour vérifier cette hydrolyse, les composés bruts de ces trois essais ont été réestérifiés dans les 

mêmes conditions que précédemment (PivCl, pyridine, MeOH) et nous avons bien récupéré le 

phosphonate de méthyle correspondant III-30. 

Nous avons alors choisi de travailler avec le phosphonate d’éthyle qui est plus difficile à 

hydrolyser. De plus Abrunhosa-Thomas et al. travaillaient également avec des esters éthyliques 

ou butanoïques (Schéma III-52). 

  

 

 

 

Schéma III-52 Seconde alkylation du phosphore à partir du phosphonate d’éthyle III-31 

 

En utilisant le LiHMDS comme base, nous avons isolé, après purification par chromatographie 

sur gel de silice, le produit dialkylé avec un rendement de 5%. Le rendement est faible mais ce 

résultat est encourageant, c’est le premier composé dialkylé qu’on arrive à purifier par 

chromatographie sur gel de silice.  

Nous avons alors essayé d’optimiser les conditions en jouant sur la nature de la base (NaH, 

tBuOK, NaHMDS), sur le nombre d’équivalents d’électrophile et de base introduit et sur la 

température de la réaction (reflux du THF) mais de très faibles améliorations ont été observées 

(12 % de rendement avec 2 eq de LiHMDS, 36 h, 25°C). En parallèle, nous avons essayé la 

même réaction mais en passant par un P
III

 silylé soit avec la BSA ou avec TMSBr/NEt3 mais 

sans succès. Ces résultats prouvent que le phosphore nucléophile obtenu par déprotonation est 

légèrement plus réactif que celui silylé. Pour vérifier la réactivité du nucléophile, nous avons 

tenté la substitution nucléophile non plus sur l’iodopropane mais sur l’iodométhane (Schéma 

III-53).  

 

 

 

 

 

Schéma III-53 Seconde alkylation du phosphore sur l’iodométhane 
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Le composé dialkylé III-35 est obtenu avec un rendement de 65% après purification sur gel de 

silice. Cette expérience prouve que l’on forme bien un phosphore nucléophile par déprotonation 

et que la réactivité de l’électrophile est très importante. Nous avons alors essayé la substitution 

sur l’iodure de l’homosérine racémique avec très peu d’espoir vu l’importance de la nature de 

l’électrophile utilisé (Schéma III-54). 

  

 

 

Schéma III-54 Substitution nucléophile avec l’iodure de l’homosérine racémique III-14 

Après traitement de la réaction, le composé brut est analysé par RMN. En RMN 
31

P, trois 

signaux sont observés entre 48 et 49 ppm. Après deux purifications par chromatographie sur gel 

de silice, le composé pur est obtenu avec un rendement de 8%. On retrouve toujours trois 

signaux en RMN 
31

P. En RMN 
1
H, le produit souhaité semble présent mais les intégrations ne 

correspondent pas totalement avec la structure de la molécule et il reste quelques impuretés. De 

plus, en travaillant sur des substrats racémiques, 8 isomères sont potentiellement observables. 

Ce résultat est encourageant mais il semble difficile de continuer dans cette voie vu les faibles 

rendements observés. 

 

5.2.  Couplage avec l’acrylamide de Weinreb puis réduction en aldéhyde 

La stratégie d’introduction d’une fonctionnalité type amide de Weinreb suivie de la réduction en 

aldéhyde afin d’introduire la partie acide aminée a donc été revisitée cette fois-ci à partir du 

phosphinate d’éthyle III-31 (Schéma III-55).  

 

Schéma III-55 Addition de III-31 sur l’acrylamide de Weinreb III-26 
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En utilisant les mêmes conditions de déprotonation (LiHMDS, THF, -78 °C), nous avons 

additionné le phosphinate III-31 sur l’acrylamide de Weinreb III-26 (Schéma III-56). 

  

 

 

 

Schéma III-56 Addition de Michael de III-30 sur l’acrylamide de Weinreb III-26 

Le composé III-37 dialkylé est obtenu avec un rendement de 41% après purification sur colonne 

chromatographique. La structure du composé est cohérente avec les analyses effectuées (RMN 

et masse). Cette réaction a été menée en parallèle en passant par un P
III

 silylé (TMSBr/NEt3) 

mais le résultat est totalement différent. Le spectre RMN 
1
H est difficilement interprétable alors 

qu’en RMN 
31

P, on observe une multitude de pics. Cela prouve une nouvelle fois qu’il est plus 

intéressant d’utiliser les conditions basiques pour alkyler le phosphore. 

Ensuite, nous nous sommes intéressés à la réduction de cet amide de Weinreb pour obtenir 

directement une fonction aldéhyde. Nous avons voulu utiliser tout d’abord le réactif de Schwartz 

que nous nous étions procurés (Schéma III-57). 

 

Schéma III-57 Réduction du composé III-37 par hydrozirconation 

Après traitement de la réaction par addition de silice pour piéger le zirconium, aucun pic 

d’aldéhyde n’est visible en RMN 
1
H et les deux signaux caractéristiques des méthyles de 

l’amide de Weinreb sont présents. Nous avons alors augmenté le nombre d’équivalents de 

réactif de Schwartz jusqu’à 2 et 5 équivalents. Avec deux équivalents, on observe le même 

résultat et avec 5, on ne retrouve plus du tout notre molécule. 
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Pour résoudre le problème, nous avons alors utilisé 2 eq de DIBAL-H (1M dans le toluène) que 

l’on additionne sur l’amide de Weinreb III-37 solubilisé dans le DCM (Schéma III-58).
447

 

 

Schéma III-58 Réduction du composé III-37 avec le DIBAL-H 

Un point important est à signaler lors de l’interprétation des analyses RMN de cet aldéhyde. La 

RMN 
1
H (dans le MeOD) du composé brut fait apparaître la présence de 2 composés, l’aldéhyde 

III-38 souhaité ainsi qu’un autre composé minoritaire possédant une structure assez proche. 

Après purification, sur colonne chromatographique, l’analyse RMN 
1
H (dans le MeOD) du 

composé majoritaire ne montrait aucune présence du proton de l’aldéhyde (Figure III-21). En 

revanche, on pouvait observer un multiplet à 4.4 ppm représentant le proton en alpha des deux 

groupements hydroxyles du composé III-39 (Schéma III-59). La même analyse RMN 
1
H mais 

cette fois dans le CDCl3 a été effectuée. Dans ce solvant qui est beaucoup plus anhydre, on 

retrouve seulement la forme aldéhydique. C’est donc l’eau présente dans le MeOD qui déplace 

l’équilibre vers la formation de la forme hydrate. En se repenchant sur la réduction avec le 

réactif de Schwartz, nous pouvons nous apercevoir que la réduction a été réalisée mais qu’en 

RMN 
1
H (dans le MeOD), on ne voyait pas l’aldéhyde mais la forme hydratée. Avec un 

rendement de 84%, les conditions de réduction avec le DIBAL-H sont toutefois conservées. 

 

 

 

Schéma III-59 Equilibre aldéhyde – hydrate d’aldéhyde 
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Figure III-21 Spectre de l’aldéhyde III-38 dans le CDCl3 (noir) et dans le MeOD (vert) 

L’obtention de l’acide -hydroxyle-phosphinique III-38 porteur de la fonction aldéhyde est 

cruciale car à partir de l’aldéhyde nous pouvons obtenir l’acide aminé en utilisant la réaction de 

Strecker. 

 

5.3.  Réaction de Strecker 

5.3.1.  Données bibliographiques 

En 1850, Strecker
467

 avait comme objectif de synthétiser l’acide lactique en traitant 

l’acétaldéhyde avec respectivement une solution aqueuse d’ammoniaque et du cyanure 

d’hydrogène. Puis, après hydrolyse acide de l’intermédiaire aminonitrile, il pensait obtenir 

l’acide lactique (Schéma III-60). A sa grande surprise, il n’a pas obtenu l’acide lactique mais 

l’alanine. Cette synthèse est considérée comme la première synthèse d’α-amino acide. 
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Schéma III-60 Réaction de Strecker (1850) 

Puis, cette synthèse fut généralisée en condensant un aldéhyde (ou une cétone) avec une amine 

primaire (ou secondaire) en présence de cyanure d’hydrogène pour obtenir l’amino nitrile. 

L’acide aminé correspondant est obtenu après hydrolyse acide (Schéma III-61). 

 

Schéma III-61 Réaction de  Strecker – obtention d’α-amino acide
468

 

Le cyanure d’hydrogène étant très toxique, il fut remplacé très rapidement par différents sels de 

cyanures alcalins (NaCN, KCN) ou d’autres sources d’ion cyanure (TMSCN, Et2AlCN,…). 

Puis, le principal progrès de cette réaction a été la première synthèse énantiosélective de 

Strecker (Schéma III-62) réalisée par Davis et al.
469-474

. En effet, en utilisant une amine chirale 

et plus particulièrement le (S)-(+)-p-toluensulfinamide, Davis a pu contrôler l’addition du nitrile 

sur l’imine chirale obtenue avec de très bons excès diastéréomériques et obtenir l’amino acide 

énantiomériquement pur après hydrolyse acide. En parallèle, Ellman et al. ont développé le 

même type de réaction en synthétisant des amines chirales avec le (S)-(+)-tert-

butanesulfinamide.
475-477
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Schéma III-62 Synthèse asymétrique de Strecker rapportée par Davis et al.  

D’autres équipes ont travaillé sur la réaction de Strecker en version asymétrique en utilisant 

différentes amines chirales pour générer l’imine chirale. Le groupe de recherche de Jablonkai
478

 

a expérimenté cette réaction one-pot en utilisant la (S)-(-)-1-phenylethylamine. Cependant, 

l’amine chirale la plus utilisée est le (R)-(-)phenylglycinol rapporté par différents groupes de 

recherche tels que Chakraborty
479,480

, Kim
481

, ou encore Beatty
482

. Ce dernier a décrit la 

première synthèse asymétrique d’α-aryl-α-alkyl-amino acide cyclique par l’intermédiaire de la 

réaction de Strecker. Le plus grand avantage du (R)-phenylglycinol est sa déprotection qui se 

fait très facilement en présence d’acétate de plomb Pb(OAc)4 (Schéma III-63).
481,483

  

Schéma III-63 Synthèse d’α-aryl-α-alkyl-amino acide cyclique de Beatty et al. 

La chiralité nécessaire pour la version asymétrique de la réaction de Strecker peut être aussi 

amenée par un catalyseur organique ou un complexe métallique chiral.
484
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Réaction de Strecker asymétrique organocatalysée 

 

 

Schéma III-64 Synthèse énantiosélective organocatalysée de Strecker  

Plusieurs équipes ont travaillé sur cette version organocatalysée en synthétisant différents 

catalyseurs (Schéma III-64). Parmi eux, nous pouvons citer la diketopipérazine de Lipton
485

, la 

guanidine de Corey
486

 ou encore l’urée et la thiourée de Jacobsen
487-489

 dont les structures sont 

représentées ci-dessous (Figure III-22). 

 

Figure III-22 Organocatalyseurs utilisés en réaction de Strecker asymétrique  

Corey propose un mécanisme réactionnel en présence de guanidine (Schéma III-65). 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-65 Mécanisme de la réaction de Strecker asymétrique en présence de guanidine 
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En conclusion, différents types d’organocatalyseurs ont été développés et ont montré une grande 

efficacité dans la réaction énantiosélective de Strecker à partir d’une grande gamme de substrats 

(Tableau III-6). Ces réactions permettent également un accès efficace et pratique aux acides 

aminés de stéréochimie (S) et les organocatalyseurs sont recyclables.  

Tableau III-6 Résumé des méthodes de Strecker asymétrique organocatalysée
484

 

structure du catalyseur substrats 

quantité 

catalytiq

ue 

rendement 

(%) 

excès 

énantiomérique 

ee (%) 

 

aldimines 

aromatiques 

(pas de 

substituant 

nitro et pas 

d’hétéroatome) 

2 mol% 82-97 80-99 

 

aldimines 

aromatiques et 

aliphatiques 

10 mol% 80-99 50-88 

 

aldimines  

aromatiques et 

aliphatiques et 

cétimines 

1-2 

mol% 

65-98 

 

45-100 

77-99 

 

42-95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre III : Détermination de la configuration du carbinol stéréogène 

 

221 

Réaction de Strecker asymétrique catalysée par des ligands métalliques chiraux 

 

 

 

Schéma III-66 Synthèse énantiosélective de Strecker catalysée par des complexes métalliques 

Plusieurs équipes ont travaillé sur cette version catalysée par différents complexes métalliques 

chiraux. Parmi eux, nous retrouvons les catalyseurs à base de sels d’aluminium de Jacobsen
490

, 

les binaphtols d’aluminium de Shibasaki
491,492

, les peptides à base de titane développés par 

Hoveyda
493

, les dérivés de titane synthétisés par le groupe de Vallée
494

, les binaphtols de 

zirconium de Kobayashi
495

 et les catalyseurs basés sur des lanthanides (sels de scandium de 

Vallée
496

 ou de gadolinium de Shibasaki
497

). Toutes ces structures sont représentées dans le 

tableau III-7. 

En général les  imines aromatiques donnent les meilleurs résultats. En moyenne, 5 à 15% 

molaire de catalyseur sont utilisés et pour les meilleurs catalyseurs, cette quantité peut descendre 

jusqu’à 1%. Ainsi, les complexes métalliques chiraux représentent un groupe important de 

catalyseurs pour la réaction de Strecker asymétrique (Tableau III-7). Cette méthodologie a été 

beaucoup utilisée en particulier pour la synthèse de nombreux produits naturels comme la (-)-

Hemiasterlin
498

 ou encore l’amiclenomycin.
499

. 
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Tableau III-7 Résumé des méthodes de Strecker asymétrique catalysée par des ligands 

métalliques
484

 

structure du catalyseur substrats 

quantité 

catalytiqu

e 

rendement 

(%) 

excès 

énantiomérique 

ee (%) 

 

aldimines 

aromatiques 

(ee moyen 

pour les 

aldimines 

aliphatiques) 

5 mol% 91-99 79-95 

 

aldimines 

aromatiques, 

hétéroaromat

iques, α,β-

insaturées et 

aliphathiques 

9 mol% 66-97 70-96 

 

aldimines 

aromatiques, 

α,β-

insaturées, 

doublement 

insaturées et 

aliphathiques 

2,5-15 

mol% 

93-00 

(conversio

n) 

76-97 

 

cétimine (1 

seul 

exemple) 

10 mol% 
80-95 

maximum 
45-59 maximum 
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aldimines 

aromatiques, 

hétéroaromat

iques et 

aliphathiques 

 

Réaction 

one-pot à 

partir 

d’aldéhyde et 

d’amine 

5-10 

mol% 

 

 

 

 

1-5 

mol% 

55-98 

 

 

 

 

76-100 

74-92 

 

 

 

 

84-94 

 

aldimines 

aromatiques, 

cétimine (1 

seul 

exemple) 

10 mol% 

80-95 

maximum 

 

70 

maximum 

86-95 

 

45-55 

 

aldimines 

aromatiques, 

α,β-

insaturées et 

aliphathiques 

2,5-10 

mol% 
67-99 51-98 

 

 

5.3.2.  Réaction de Strecker asymétrique sur l’aldéhyde III-38 

Au vu de toutes ces données bibliographiques, plusieurs méthodes semblent efficaces pour 

effectuer la réaction de Strecker asymétrique à partir d’un aldéhyde. Dans notre cas, nous nous 

sommes basés sur les travaux de Midura et al.
500

 qui ont développé une réaction de Strecker 

asymétrique (ee = 42%) sur des phosphonates cyclopropaniques en utilisant comme amine 

chirale le (S)-(+)-p-toluensulfinamide (Schéma III-67). Ils ont choisi cette amine car les 

rendements et les excès énantiomériques observés sont bons.
501

 L’équipe de Pellicciari a 
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également synthétisé des analogues cycliques de L-AP4  mais en utilisant le (R)-(-) 

phenylglycinol pour la réaction de Strecker asymétrique.
483,502

 

 

Schéma III-67 Synthèse énantiosélective d’analogue cyclique du L-AP4  

Sur la base des résultats de Midura nous avons tout d’abord synthétisé la sulfinylimine III-40 

par condensation de l’aldéhyde III-38 avec le (S)-(+)-p-toluensulfinamide en présence de 

tétraéthoxytitane dans le DCM (Schéma III-68). 

 

 

 

 

 

 

 

Schéma III-68 Synthèse de la sulfinylimine chirale III-40 

 

Après 24 heures de reflux, une hydrolyse aqueuse permet de neutraliser le réactif de titane très 

hygroscopique. Après filtration sur célite, le composé brut est obtenu avec 97% de rendement. 

Les spectres RMN sont cohérents avec la structure désirée ; on n’observe plus le signal 

caractéristique de l’aldéhyde et on observe 4 signaux en RMN 
31

P correspondant aux 4 

diastéréomères. Il est difficile de suivre les réactions par CCM, on utilise alors la LC-MS qui 

indique bien l’absence d’aldéhyde (pic à 2,53 min [M+H]
+
 = 540,00) et la présence de l’imine 

(pic à 2,75 min [M]
+
 = 676,91). Nous n’avons pas purifié ce composé car les imines sont assez 

sensibles sur silice et on risque de l’hydrolyser.  
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Ensuite, nous avons additionné le groupement nitrile sur l’imine pour obtenir le précurseur final 

de l’acide aminé (Schéma III-69). On utilise pour cela le EtAl(O-i-Pr)CN formé in situ entre le 

cyanure de diéthylaluminium (Et2AlCN, 2 équiv) et de l’iPrOH (1 équiv).  

Schéma III-69 Addition du nitrile sur la sulfinylimine III-40 

L’addition du nitrile devrait se faire préférentiellement sur la face Ré de l’imine ; la face Si étant 

encombrée par le groupement p-tolyle (Figure III-23).
503

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-23 Contrôle de la sélectivité lors de la réaction de Strecker
503

 

 

Cependant, en présence de 8 isomères possible, il est difficile de mesurer l’induction par l’amine 

chirale. Par LC-MS, nous avons pu suivre la bonne formation de l’adduit de Strecker avec un 

pic à 2,65 min correspondant à une masse de [M]
+
 = 703,89. Nous avons essayé de purifier le 

composé brut obtenu. Trois fractions ont été collectées mais les donnés analytiques sont 

identiques. Après plusieurs tentatives de purification, nous avons continué la voie de synthèse 

avec le mélange d’isomères. L’objectif pour le moment est d’optimiser les conditions 

réactionnelles afin d’obtenir le LSP1-2093 racémique sans contrôle des centres asymétriques. 
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5.4.  Déprotection et hydrolyse de l’adduit de Strecker III-41 

La voie de synthèse a donc été poursuivie par les deux dernières étapes : une déprotection du 

groupement silylé puis l’hydrolyse du nitrile pour obtenir l’acide aminé. Les éthers silylés sont 

généralement déprotégés par des ions fluorures F
-
 et la déprotection  par le TBAF dans le THF à 

25 °C est la plus utilisée.
504,505

 Nous avons testé ces conditions sur notre substrat (Schéma III-

70). 

  

Schéma III-70 Déprotection de l’éther silylé III-41 avec du TBAF 

Le groupement silylé a bien été déprotégé mais l’analyse RMN du produit obtenu n’est pas 

cohérente avec la structure du composé attendu. En effet, en RMN du phosphore, on observe un 

pic à 29,8 ppm qui correspondrait plus à un phosphinate monoalkylé. Nous avons alors mis au 

point les conditions de déprotection de l’éther silylé sur l’amide de Weinreb III-37. Un essai a 

alors été réalisé avec du Selectfluor en se référant aux travaux de Shah et al. (Schéma III-71). 

506
 

Schéma III-71 Déprotection de l’éther silylé avec du Selectfluor 

Le produit brut de cette réaction ne présente aucun signal en RMN 
31

P. Par CCM, deux 

composés sont visibles que l’on sépare par chromatographie sur gel de silice. Le premier produit 

élué correspond au TBDPSOH et le deuxième est le 3-nitrobenzaldéhyde.  
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Lors de ces deux expériences de déprotection sur les substrats III-37 et III-41, on retrouve un 

substrat H-phosphinate et le 3-nitrobenzaldéhyde séparément comme si une coupure de la 

liaison phosphore-carbone se produisait. Cet évènement a déjà été observé sur nos composés 

finaux lors de purification sur résine échangeuse d’anion. Sur ce type de résine, le dépôt du 

composé brut se fait habituellement à pH 7-8. Lorsque le dépôt est réalisé à un pH supérieur, on 

a pu observer la coupure de la liaison phosphore-carbone conduisant ainsi au benzaldéhyde et au 

L-AP4  (issu de l’oxydation de l’acide -phosphinique) (Schéma III-72). 

Schéma III-72 Coupure de la liaison P-C en milieu basique 

Nous pouvons penser que l’attaque de l’ion fluorure sur le groupement silylé génère l’alcoolate 

qui peut provoquer la coupure de la liaison carbone-phosphore donnant ainsi l’aldéhyde et le H-

phosphinate (Schéma III-73). 

Schéma III-73 Coupure de la liaison phosphore-carbone en présence d’ions fluorures 

Ce problème a été résolu en ajoutant dans le milieu réactionnel de l’acide acétique avant 

l’introduction de TBAF. Evidemment, les quantités de TBAF et d’AcOH sont équimolaires.
507

 

Le milieu acide permet de protoner in situ l’alcoolate formé et ainsi éviter la coupure de la 

liaison phosphore-carbone. Les conditions ont d’abord été testées sur l’amide de Weinreb III-36 

(Schéma III-79) et après purification par chromatographie, le composé III-42 a pu être isolé et 

caractérisé avec un rendement de 76%. 
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Schéma III-74 Optimisation des conditions de déprotection TBAF/AcOH 

Les mêmes conditions testées sur le composé III-41 (Schéma III-75) conduisent au produit 

déprotégé avec un rendement de 30% sans purification. Par LC-MS, on observe bien la 

disparition complète du pic du composé III-41 protégé et l’apparition d’un pic crorrespondant à 

un produit plus polaire.  

 

Schéma III-75 Déprotection de l’éther silylé du composé III-40 avec TBAF/AcOH 

La dernière étape consiste à hydrolyser le sulfinamide et le nitrile afin d’obtenir la fonction 

acide aminé libre. Cette hydrolyse s’effectue dans HCl 6 M à reflux (100 °C) pendant 24 heures 

(Schéma III-76).  

Schéma III-76 Obtention du LSP1-2093racémique brut par hydrolyse acide 

Alors que l’on observait plusieurs signaux en RMN du phosphore pour tous les produits 

précédents depuis la formation de la sulfinylimine III-40, ceux-ci correspondant aux différents 

isomères et également à des sous-produits de réaction ; le spectre RMN 
31

P du composé brut 

isolé III-44 est composé d’un seul pic à 46,0 ppm, soit la zone de déplacement chimique des 

composés finaux de ce type. 300 mg de produit brut ont été purifiés par résine échangeuse 

d’ions. Une première purification sur une résine échangeuse de cations a permis d’obtenir le 

composé mélangé à du L-AP4. Une seconde purification sur une résine échangeuse d’anions a 
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donc été effectuée pour obtenir le composé pur (+ quelques traces de L-AP4). Les donnés 

analytiques de ce composé sont similaires à celles du LSP1-2093 précédemment synthétisé par 

la voie classique reportée au paragraphe I.2.6.3.  

Une nouvelle voie de synthèse du LSP1-2093 permettant d’accéder aux deux diastéréomères a 

donc été développée. Avant d’appliquer ce procédé de synthèse pour l’obtention des deux 

diastéréomères permettant d’établir la configuration absolue du centre hydroxylé des dia-I et II, 

nous avons analysé le composé racémique synthétisé III-44 par HPLC chirale avec la CR(+). 

 

5.5.  Analyse par HPLC chirale Crownpak CR(+) du composé III-44 

Afin de comparer les profils HPLC (colonne Crownpak CR(+)) des dérivés du LPS1-2093 

obtenus soit par la voie précédemment décrite (Figure III-25), soit par la voie de synthèse 

générale développée par Chelliah Selvam (Chapitre I.2.6.3.) (Figure III-24), nous avons injecté 

les deux échantillons l’un juste après l’autre afin de travailler dans les mêmes conditions ; cette 

colonne étant très sensible aux légères différences de température.  

Colonne Crownpak CR(+) 150 x 4 mm, éluant HClO4, pH 2, débit 0.4 mL.min
-1

, T = 21°C, 

bleu : λ = 210 nm ; orange : λ = 254 nm 

Figure III-24 Spectre du LSP1-2093 obtenu par la méthode de Chelliah Selvam 
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La colonne Crownpak CR(+) permet de séparer les acides aminés (S) car ces derniers sont plus 

retenus par la phase stationnaire que les acides aminés (R). Le pic 1 correspond au pic 

d’injection et les autres deux pics correspondent donc aux deux diastéréoisomères du LSP1-

2093-I et II 

 

Colonne Crownpak CR(+) 150 x 4 mm, éluant HClO4, pH 2, débit 0.4 mL.min
-1

, T = 21°C, 

bleu : λ = 210 nm ; orange : λ = 254 nm 

Figure III-25 Spectre du LSP1-2093 racémique III-44  

Sur le chromatogramme HPLC du composé III-44, nous pouvons observer 4 pics. Le premier 

pic correspond au pic d’injection. Puis, étant donné que la réaction de Strecker n’est pas 

totalement diastéréosélective, le second pic correspond aux isomères dont l’acide aminé est de 

configuration (R), le troisième au LSP1-2093-I et le quatrième au LSP1-2093-II encore appelé 

III-44-I et II (Figure III-26). 
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Figure III-26 Structure des composés correspondant aux pics du profil HPLC obtenus avec la 

CR(+) 

En comparant les deux spectres, nous pouvons remarquer que le composé synthétisé III-44 

correspondant bien au LSP1-2093 racémique avec aucun des deux centres stéréogènes contrôlé. 

L’induction asymétrique de la réaction de Strecker est assez faible car on retrouve environ 20% 

d’isomère (1R) et 80% d’isomère (1S) (ed 60%). Cependant, la nouvelle voie de synthèse 

développée optimisée sur le composé racémique va pouvoir être appliquée aux deux acides H-

phosphiniques III-4a et III-4b énantiomériquement enrichis. 

 

 

III.6.  Application de la voie de synthèse développée aux deux énantiomères III-4a et III-4b 

6.1.  Protection des deux énantiomères III-4a et III-4b 

La première étape consiste à protéger les deux fonctions libres (Schéma III-77). 

Schéma III-77 Protection des deux énantiomères (R)-III-4a et (S)-III-4b 

Les conditions utilisées pour le composé racémique fonctionnent également très bien sur les 

deux composés enrichis et on obtient les deux produits protégés avec des rendements respectifs 

de 50 % pour le (R)-III-4a et 51 % pour le (S)- III-4b. Lors de cette étape, pour les deux séries 

(R) et (S), nous pensions pouvoir séparer les deux diastéréomères formés grâce à la chiralité du 
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phosphore une fois estérifié mais cela n’a pas été possible quelques soient les solvants utilisés. 

Cette séparation nous aurait permis par la suite d’observer plus facilement l’induction 

asymétrique lors de la réaction de Strecker car seuls 2 diastéréomères auraient été obtenus. 

 

6.2.  Obtention de l’aldéhyde, précurseur d’acide aminé 

Les deux fonctions acide phosphinique et α-hydroxyle protégées, la seconde alkylation du 

phosphore a donc été effectuée sur l’acrylamide de Weinreb. Ensuite, la fonction aldéhyde est 

obtenue par réduction de l’amide de Weinreb avec du DIBAL-H (Schéma III-78). 

 

Schéma III-78 Synthèse des deux composés aldéhydiques (R)-III-38a et (S)-III-38b 

Les rendements de l’addition de Michael et l’étape de réduction sont légèrement inférieurs à 

ceux observés avec le composé racémique III-38. 

 

6.3.  Réaction de Strecker 

 

La première étape de la réaction de Strecker consiste à synthétiser l’imine par réaction entre la 

fonction aldéhyde et le (S)-(+)-p-toluensulfinamide (Schéma III-79). Dans les mêmes 

conditions que pour le composé racémique en utilisant le Ti(OEt)4 comme piégeur de l’eau 

formée, les deux sulfinylimines sont obtenues avec des rendements bruts de 86% pour le (R)-

III-40a et 90 % pour le (S)-III-40b. 

 

 

 

 

 

Schéma III-79 Synthèse des imines (R)-III-40a et (S)-III-40b 
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Le groupement nitrile du EtAl(O-i-Pr)CN  peut ensuite être additionné sur ces deux imines 

(Schéma III-80) Lors de cette étape, nous espérions obtenir l’acide aminé de configuration (S) 

majoritairement avec l’addition du nitrile sur la face de devant. Cependant, il est très difficile de 

mesurer l’excès diastéréomérique par RMN avec la présence de quatre isomères ; les substrats 

de départ (R)-III-4a et (S)-III-4b étant énantioenrichis à 80%. En RMN 
31

P, nous avons 3 

signaux majoritaires et 4 minoritaires et en RMN 
1
H, il est difficile de déterminer combien de 

produits sont présents. Les carbones sont numérotés « 1 » pour celui de l’acide aminé et « 1’ » 

pour le carbinol benzylique en α de la fonction acide phosphinique. 

 

Schéma III-80 Addition du nitrile sur les deux sulfinylimines (R)-III-40a et (S)-III-40b 

Pour les deux séries (R) et (S), nous avons essayé de séparer les différents isomères par 

chromatographie mais sans succès. Nous avons alors continué la voie de synthèse dans chaque 

série. En revanche, cette étude pourra nous permettre d’attribuer les configurations absolues des 

carbinols stéréogènes benzyliques des deux isomères LSP1-2093-I et II. 

 

6.4.  Obtention des deux composés finaux III-44a et III-44b 

Les deux composés finaux sont obtenus après déprotection du groupement silylé et hydrolyse 

acide. La première étape effectuée sur le mélange d’isomères se réalise en présence de TBAF et 

d’AcOH à température ambiante pendant 24 heures (Schéma III-81). 
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Schéma III-81 Déprotection du groupement silylé 

Enfin, l’étape d’hydrolyse acide nous permet d’obtenir les produits finaux bruts qui sont purifiés 

à l’aide d’une résine échangeuse de cations. Les deux composés purs sont collectés avec des 

rendements respectifs de 18% pour le (1RS,1’R)-III-44a et 3 % pour le (1RS,1’S)- III-44b sur 

les trois dernières étapes à partir des imines III-40a et b (Schéma III-82). 

 

Schéma III-82 Obtention des deux composés (1RS,1’R)- III-44a et (1RS,1’S)- III-44b 

Les deux composés (1RS,1’R)-III-44a et (1RS,1’S)-III-44b sont ensuite analysés par HPLC 

chirale avec la colonne Crownpak CR(+). 

 

6.5.  Analyse de III-44a et b par HPLC Crownpak CR(+) 

L’analyse de ces deux composés III-44a et b par HPLC Crownpak va nous permettre de 

déterminer les configurations absolues des carbinols stéréogènes benzyliques des deux 

diastéréomères LSP1-2093-I et II. (Figure III-27 et III-28).  

Le profil HPLC Crownpack CR(+) du (1RS, 1’R)-III-44a (Figure III-26) fait apparaître une aire 

d’intégration de 53% pour le composé présentant l’acide aminé (1R) (pic 1) et de 47 % pour le 

composé présentant l’acide aminé (1S) (pics 2+3). L’induction asymétrique lors de la réaction 

de Strecker est généralement très bonne même si on peut voir que Midura et al. n’obtiennent 

que 42% d’excès énantiomérique.
500

 Lors de la séquence à partir du composé racémique III-4, 

nous avons mesuré un excès diastéréomèrique de 60% pour la réaction de Strecker c’est à dire 

que le composé final III-44 montre par HPLC chirale CR(+) environ 20% d’isomère (1R) et 

80% d’isomère (1S). (paragraphe 5.5). Le profil HPLC Crownpack CR(+) de III-44a est donc 
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très surprenant puisqu’il fait apparaître la présence quasi-égale des acides aminés (S) et (R); il y 

aurait eu racémisation du carbone 1 lors de l’hydrolyse de l’adduit de Strecker en aminoacide. 

D’autres groupes de recherche ont rapporté ce même phénomène lors de l’utilisation de milieu 

acide concentré pour l’hydrolyse.
508-510

  

Par ailleurs, pour les deux composés (1S), nous observons bien un produit majoritaire (82 %) 

correspondant au pic 3. Ce pic correspond alors au composé (1S,1’R)-III44a. Cela signifie que 

le diastéréomère LSP1-2093-II élué en deuxième position aurait pour configuration (1S,1’R). 

82% de composé majoritaire (1S,1’R)- III-44a est cohérent avec l’analyse RMN des esters de 

menthol III-7 (paragraphe III.3.3) où on pouvait observer deux isomères majoritaires à 90% 

environ (l’intégration des pics en RMN est beaucoup moins précise que l’aire des pics des 

spectres HPLC).  

  

Figure III-27 Spectre HPLC Crownpak CR(+) du composé (1RS,1’R)-III-44a 
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Pour vérifier cette hypothèse, le second composé synthétisé, (1RS,1’S)- III-44b a lui aussi été 

analysé par HPLC Crownpak (Figure III-28). 

 

Figure III-28 Spectre HPLC Crownpak CR(+) du composé (1RS,1’S)-III-44b 

Une observation rapide de ce second spectre permet déjà de vérifier notre hypothèse. 

Effectivement, cette fois-ci, c’est bien le pic 2 qui est majoritaire correspondant au composé 

(1S,1’S)-III-44b. Ce qui signifie que le pic 2, correspondant au premier diastéréomère LSP1-

2093-I élué possède la configuration (1S,1’S). Comme précédemment on a 58% d’acide aminé 

(1R) (pic 1) et 42 % d’acide aminé (1S) (pics 2+3). Le composé (1S,1’S)-III-44b est majoritaire 

à 91%, ce qui est aussi cohérent avec l’analyse RMN des esters de menthol III-7. 
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III.7.  Conclusion et perspectives 

Plusieurs informations importantes ressortent de cette étude. Tout d’abord, nous avons réussi à 

déterminer la configuration absolue du carbone benzylique des deux acides -hydroxyle-

phosphiniques III-4a et III-4b, obtenus par résolution de III-4 avec une amine chirale, la (S) ou 

(R)-1-phenylethylamine. Cette configuration fut déterminée grâce à l’obtention d’une structure 

RX du sel d’ammonium/phosphinate et confirmée par comparaison avec le signe des pouvoirs 

rotatoires des phosphonates correspondants. De plus, la mesure de la pureté énantiomérique de 

nos composés  III-4a et III-4b a pu être réalisée par des études RMN 
31

P des esters de 

menthyle. 

Ayant en main ces deux acides phosphiniques III-4a et III-4b, une nouvelle voie de synthèse a 

pu être développée avec pour objectif initial de synthétiser les deux diastéréomères du LSP1-

2093 séparément. Nous avons rencontré beaucoup de difficultés et de nombreuses stratégies ont 

été utilisées. La chimie développée tout au long de cette étude était très dépendante des substrats 

et de leur réactivité.  

Cette nouvelle voie de synthèse nous a tout de même permis d’attribuer la configuration absolue 

du carbinol benzylique des diastéréomères de LSP1-2093 grâce à leur séparation sur la colonne 

Crownpak semi-préparative. Nous avons ainsi pu attribuer la configuration (1S,1’S) au 

diastéréomère I du LSP1-2093 élué le plus rapidement et la configuration (1S,1’R) au LSP1-

2093 dia II (Figure III-29). Nous pouvons alors extrapoler les résultats obtenus avec le LSP1-

2093 aux autres composés de la même famille structurale et notamment au LSP1-2111. Cela 

signifie que l’isomère qui est élué en premier par HPLC chirale sur colonne Crownpak CR(+)  

sera toujours de configuration (1S,1’S) et le second de configuration (1S,1’R). Cette 

extrapolation va nous être très utile pour la suite de ce projet. En effet, l’attribution des 

configurations absolues des centres stéréogènes des composés biologiquement actifs va nous 

permettre d’affiner la relation structure-activité.  

Finalement, la perspective de ce projet serait de pouvoir remplir l’objectif initial, c'est-à-dire la 

synthèse diastéréosélective des deux isomères du LSP1-2093. La voie de synthèse développée 

semble efficace jusqu’à l’obtention de la fonction aldéhyde. C’est au niveau de la réaction de 

Strecker asymétrique que des efforts supplémentaires doivent être réalisés afin d’observer une 

meilleure induction et ainsi obtenir les deux diastéréomères séparément. Ces résultats ont été 

obtenus à la fin de mon doctorat, je n’ai donc pas eu le temps de pouvoir approfondir cette 
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réaction de Strecker asymétrique. Cependant, au vu des résultats de la littérature sur la réaction 

de Strecker asymétrique, je pense qu’il est judicieux de poursuivre ce travail et que l’objectif 

initial pourra être rempli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-29 Configuration des deux diastéréomères du LSP1-2093 

 

Toute cette étude autour de la configuration du carbinol stéréogène fait l’objet d’une publication 

intitulée “Determination of the Absolute Configuration of Phosphinic Analogues of Glutamate” 

qui a été soumise journal Organic & Biomolecular Chemistry dont les auteurs sont : Bruno 

Commare, Delphine Rigault, Isabelle A. Lemasson, Patrick Deschamps, Alain Tomas,
 
Pascal 

Roussel,
 
Frédéric R. Leroux, Françoise Colobert et Francine C. Acher. 
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Conclusion générale 

Depuis la naissance de ce projet il y a plus de quinze ans, nous avons pu nous rendre compte que 

les récepteurs métabotropiques du glutamate étaient des cibles thérapeutiques prometteuses. 

Plusieurs études en cours montrent que la modulation de ces récepteurs permet de traiter les 

symptômes observés dans de nombreuses neuropathologies. Effectivement, de nombreuses 

molécules sont actuellement en tests cliniques de phase II/III et seront probablement sur le 

marché dans les années à venir. L’importance de ces récepteurs n’est donc plus à prouver et cela 

est dû à toutes les entreprises pharmaceutiques (Addex, Lilly, Roche, Novartis… etc) qui ont 

beaucoup investi sur ces cibles biologiques. Il est impossible de comparer ces sociétés à certains 

laboratoires universitaires comme le notre, mais l’apport de ces petites structures n’est 

évidemment pas à négliger. Le développement de collaboration entre les laboratoires 

universitaires entre eux et avec les grandes structures de recherche semblent primordial afin 

d’élaborer au plus vite des futurs médicaments. Notre laboratoire s’est donc spécialisé dans 

l’étude des récepteurs mGlu du groupe III et notamment le sous-type 4. 

Tout d’abord, un gros travail de modélisation essentiellement effectué en parallèle par Francine 

Acher, Thomas Blarre et Hugues-Olivier Bertand, nous a permis d’identifier plus précisément 

les interactions entre les différents récepteurs métabotropiques du glutamate et les ligands 

synthétisés et testés. La découverte des nouvelles molécules bioactives va permettre de 

continuer ce travail de modélisation et de peaufiner les résultats préliminaires. Cet outil est 

aujourd’hui indispensable pour tout projet visant des cibles biologiques plus ou moins 

complexes. 

Ensuite, nous avons poursuivi la relation structure-activité autour du composé référence avant le 

début de ces trois années de doctorat, le LSP4-2022. En fonction des structures et des données 

pharmacologiques des composés obtenus par mes prédécesseurs, nous nous sommes focalisés 

sur la synthèse d’analogue fluorés du LSP4-2022. Nous avons remarqué qu’il était 

indispensable de synthétiser des composés dissymétriques avec deux substituant sur le noyau 

aromatique et surtout deux groupements de taille différente. Effectivement, il est important 

d’insérer un substituant assez encombré afin qu’il puisse occuper la grande poche d’interaction 

et un substituant plus petit capable de s’insérer dans la petite poche. L’insertion de groupement 

fluoré fut payante car nous avons réussi à obtenir l’analogue agoniste le plus puissant sur 

mGlu4R avec une EC50 de 0,04 μM. Il s’agit du LSP14-1086 contenant un atome de fluor ainsi 

qu’un groupement trifluorométhoxyle sur le cycle aromatique. Ce composé remplissait 
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totalement le contrat en étant très actif sur le sous-type 4 et sélectif par rapport au sous-type 8. 

Cependant, ce composé n’est pas du tout sélectif par rapport au sous-type 7 avec une EC50 de 

0,3 μM. Depuis le début de ce projet, c’est le premier composé qui est sous-micromolaire sur le 

récepteur mGlu7. Pour résoudre ce problème et être totalement sélectif du récepteur mGlu4, 

nous avons envisagé de travailler autour de l’interaction cation-π existante entre l’ammonium de 

la lysine 74 et le noyau aromatique de nos molécules. Des premières études ont été menées en 

remplaçant le phényle par un hétérocycle mais les premiers résultats enregistrés ne sont pas 

satisfaisants. D’autres études seront effectuées à l’avenir. 

Ce projet alimentaire s’est déroulé en parallèle du projet principal de cette thèse : la synthèse 

stéréosélective des deux diastéréomères composants tous les produits testés à ce jour. 

L’utilisation d’une méthode analytique (HPLC chirale Crownpak CR(+)) a permis à Isabelle 

Lemasson de séparer les deux isomères constituant les produits finaux. Cependant, cette 

méthode n’est pas applicable ni sur le LSP4-2022, ni sur ses dérivés. De plus, elle ne permet pas 

d’identifier les configurations des deux isomères. Nous avons donc élaboré une nouvelle voie de 

synthèse afin d’obtenir et de tester les deux diastéréoisomères séparément. Pour cela, nous nous 

sommes basés sur un exemple, le LSP1-2093, qui a pu être séparé par la colonne CR(+) pour 

donner les deux dias LSP1-2093-I et LSP1-2093-II. Cette voie synthétique consistait d’abord à 

contrôler la configuration du carbone benzylique puis d’introduire la partie acide aminée. Nous 

avons réussi à obtenir les deux acides H-phosphiniques III-4a et III-4b en contrôlant leur 

configuration. Cette dernière fut vérifiée par l’obtention d’une structure RX du composé III-6a 

cristallisé. A partir de ces deux synthons initiaux, nous avons appliqué le protocole optimisé sur 

le composé racémique. Malheureusement, nous avons rencontré des problèmes au niveau de la 

réaction de Strecker avec une faible induction asymétrique. Nous avons tout de même obtenu 

deux composés finaux qui correspondent aux deux isomères du LSP1-2093 où le carbone en α 

de l’acide aminé est racémique. Grâce à la méthode analytique développée par Isabelle 

Lemasson, nous avons pu tout de même attribuer l’attribution des deux diastéréoisomères du 

LSP1-2093. L’isomère élué en premier sur la colonne Crownpak est donc de configuration (S) 

et le second est de congifuration (R). En associant ce résultat avec les données de la littérature, 

nous pouvons supposer qu’il est possible d’extrapoler cette attribution à tous les analogues du 

LSP4-2022 synthétisés. Cette avancée majeure va nous permettre par la suite d’affiner encore 

plus précisément la relation structure-activité et d’identifier un moyen de gagner en sélectivité 

entre le deux sous-types 4 et 7. 
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Ce projet est encore loin d’être fini et de nombreuses options sont encore à explorer afin 

d’obtenir des futurs candidat-médicaments pour traiter les symptômes de certaines maladies qui 

affectent des millions de personnes. Par exemple, il serait évidemment très intéressant 

d’appliquer le protocole expliqué dans le chapitre III au LSP4-2022 afin d’obtenir les deux 

diastéreoisomères. Il est fort probable qu’un des deux isomères soit plus actif que l’autre. Une 

autre perspective serait de modifier le cœur de la molécule, c'est-à-dire de substituer la fonction 

phosphinique par une autre fonction (diol, sulfone, sulfoxide… etc) capable de conserver les 

interactions avec la récepteur tout en créant de nouveaux points de liaison afin d’augmenter la 

sélectivité de nos molécules. Une dernière modification pourrait-être réalisée au niveau de la 

fonction acide aminée. Pourquoi ne pas s’éloigner de cette série acide aminée et synthétiser de 

nouveaux ligands tout en conservant de bonnes activités sur les cibles visées ? 
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Experimental Part 

General remarks 

 

Chemicals and solvents 

All chemicals and solvents were purchased from commercial suppliers (Acros, Aldrich, Alpha 

Aesar, Chembridge etc) and used as received. Z-L-Vinyl glycine methyl ester was purchased 

from Ascent Scientific Ltd (North Somerset, UK). Most solvents were purchased from Carlo 

Erba-SDS. Prior to use, tetrahydrofuran (THF) was distilled from sodium-benzophenone and 

dichloromethane (CH2Cl2) from CaH2. Solid Lewis acids were flame-dried in the reaction flask 

under vacuum and under argon before use. 

All reactions were carried out under argon atmosphere, and were monitored by thinlayer 

chromatography with Merck 60F-254 precoated silica (0.2 mm) on aluminium. Column 

chromatography was performed with Merck Kieselgel 60 (200–500 mm); the solvent systems 

were given (s/s v:v) 

 

NMR 

1
H (250.13, 400.14 or 500.16 MHz), 

13
C (62.9, 100.62 or 125.78 MHz), 

31
P (

31
Pcpd meaning 

31
P 

spectrum without JH-P coupling, 101.25, 161.98 or 202.47 MHz) and 
19

F (376.46 MHz) NMR 

spectra were recorded on an ARX250, Avance II 400 Bruker or an Avance II 500 Bruker 

spectrometers. Chemical shifts (, ppm) are given with reference to residual 
1
H or 

13
C of 

deuterated solvents (CD3OD 3.31, 49.0; D2O 4.80 ; CDCl3 7.27, 77.00 ; (CD3)2CO 2.05, 29.84 

and 206.26, (CD3)2SO 2.50, 39.52) or external reference (H3PO4 95%). Signal multiplicity is 

described as follows: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet). Broad singlets, 

for instance, are described as bs. Coupling constants (J) are given in Hz. Atom numbering of 

molecules in this experimental section is arbitrary and does not necessarily correspond to 

IUPAC numbering. Several signals could not be attributed will be represented by HAr (aromatic 

hydrogen), CHAr (aromatic sp2 carbon), CqAr (aromatic quaternary carbon) and CHArp (aromatic 

sp2 carbon in para position).   

 

Optical rotations 

Optical rotations were measured at the sodium D line (589 nm) at 20 °C with a Perkin-Elmer 

341 polarimeter using a 1 dm path length cell. Specific optical rotation [α]D is defined by [α]D = 

(αobs x 100)/(l x c), where abs is the observed optical rotation in degrees, ℓ is the path length in 

dm, and c is the sample concentration in grams of product per 100 mL of solution. [α]D is given 

without units, although it should be expressed in ° x mL x dm
-1

 x g
-1

. 
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Mass spectra 

Mass spectra (MS) were recorded with a LCQ-advantage (ThermoFinnigan) mass spectrometer 

with positive (ESI
+
) or negative (ESI

-
) electrospray ionization (ionization tension 4.5 kV, 

injection temperature 240 °C). 

 

HPLC-MS 

HPLC-MS analyses were performed on a Thermo Finnigan LCQ Advantage Instrument as 

described above, equipped for HPLC with a Phenomenex RP Polar column (250 mm  4.6 mm, 

4 μm).  

Products were eluted with the following gradient using: 

- solvent A (water / acetonitrile / formic acid 950 : 50 : 1) 

- solvent B (water / acetonitrile / formic acid 900 : 100 : 1):   

- 100% A for 10 min, linear increase from 0 to 100% B between 10 and 20 min, 100% B 

from 20 to 30 min. 

 

HPLC 

HPLC analyses were carried out on a Gilson analytical instrument with a 321 pump, column 

temperature of Crownpak columns was controlled with an Igloo-CIL Peltier effect thermostat, 

eluted peaks were detected by a UV-vis 156 detector and retention times are reported in 

minutes. A Daicel Crownpak CR(+) column (150 mm  4 mm), further designed as 

“Crownpak”, eluted with pH 2.0 perchloric acid (hydrochloric acid for semi-preparative) at a 0.4 

mL.min
-1

 flow rate and at 4 °C was used. 

 

Purifications on ion exchange resins 

A Gilson persistatic pump coupled with a Gilson automatic collector were used for elution. The 

resins were purchased from Biorad: 

-    Cation exchange resin: Dowex AG 50W-X4, H
+
, 50-100 mesh, water elution. The deposit 

was carried out in aqueous solution at pH 1-2. 

-  Anion exchange resin: Dowex AG 1-X4, AcO
-
, 200-400 mesh, water, hydrochloric acid, 

acetic acid or formic acid aqueous solution elution. The deposit was carried out in boiled 

aqueous solution at pH 8-9.The pure water used for anion exchange resins was previously boiled 

to be degazed. Product visualization was achieved using TLC plates (Silica gel Merck 60 F254, 

aluminium sheets) with 2% (w/v) ninhydrin in ethanol. 
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Infrared spectra 

Infrared (IR) spectra were recorded on a diamond ATR spectrometer using neat samples. 

Infrared frequencies are reported in wavenumbers (cm
−1

), and intensities were determined 

qualitatively and are reported as strong, medium or weak. 

Melting point  

Melting points were determined with a Büchi 530 apparatus. 

Crystallographic data of III-6a (CCDC 1016374) 

Data were collected with a Bruker SMART APEX CCD diffractometer (Mo-Kα radiation 

graphite-monochromated radiation, λ = 0.71073 Å) controlled by APEX2 software package.
1
 

Data integration and global cell refinement were performed with the program SAINT.
2
 Data 

were corrected for absorption by the multiscan semiempirical method implemented in 

SADABS.
3
 The structure was solved by direct methods using SHELXS 97.

4
 Refinement, based 

on F2, was carried out by full matrix least squares with SHELXL-97 software.
5
 Non hydrogen 

atoms were refined anisotropic thermal parameters. The hydrogen atoms were placed in their 

geometrically generated positions and allowed to ride on their parent atoms with an isotropic 

thermal parameter 20 % higher to that of the atom of attachment or located in difference Fourier 

maps, and their positions and isotropic thermal parameters were refined. 

(1) APEX2. Data Collection Software, Bruker AXS Inc.: Madison, Wisconsin, USA, 2007. 

(2) Bruker SAINT, Bruker AXS Inc: Madison, Wisconsin, USA, 2007. 

(3) SADABS.2008/1, Bruker AXS Inc.: Madison, Wisconsin, USA, 2007. 

(4) Sheldrick, G. M. SHELXS-97, Program for crystal structure solution, University of 

Gottingen, Germany, 1997. 

(5) Sheldrick, G. M. SHELXR-97, Program for crystal structure refinement, University of 

Gottingen, Germany, 1997. 
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General procedures 

 

General procedure A: Alkylation of phenol 

K2CO3 (1.3-2.0 eq) and ethyl 2-bromoacetate (1.5 eq) were added to a solution of substituted 4-

hydroxy-benzaldehyde (1 eq) in acetone (0.05-0.15 M). The reaction mixture was refluxed for 

(1-3 h). After cooling to 25 °C, the solvent was evaporated under vacuum. The residue was 

diluted in DCM and washed with a saturated solution of NaCl (3x20 mL). The combined 

organic layers were dried under Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The oily crude 

compound was purified by column chromatography on silica gel to afford desired compound. 

  

General procedure B: Addition of “P-Hint” on aromatic aldehyde 

To a stirring solution of aromatic phenoxyaldehyde (1 eq) and “P-Hint” (1 eq) in DCM (0.1 M) 

at 0°C was added dropwise BSA (4 eq). The mixture was allowed to warm up to 25 °C within 

12 h. After cooling to 0 °C, 1 M HCl (20 mL) was added to the mixture and the compound was 

extracted with EtOAc (3x20 mL). The combined organic layers were washed with 1 M HCl (20 

mL) and a saturated solution of NaCl (20 mL), dried over MgSO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford desired crude compound II-B which was used without further purification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

General procedure C: Acid hydrolysis of protecting groups 

A solution of phosphinic acid compound obtained from general procedure B was dissolved in 6 

M HCl (0.02-0.03 M) and the mixture was refluxed for 5 h. After cooling to 25 °C, the solvent 

was evaporated under vacuum. The residue was diluted in EtOAc (30 mL) and extracted with 1 

M HCl (3x40 mL). The combined aqueous layers were washed with EtOAc (2x20 mL) and 

evaporated under vacuum, using a dry ice-equipped rotary evaporator, to afford the crude 

product which was purified by cation exchange resin chromatography (Dowex AG 50W-X4, H
+
, 
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50-100 mesh). Anion exchange resin chromatography was carried out when necessary (Dowex 

AG 1-X4, AcO
-
, 200-400 mesh). 

 

General procedure D: Synthesis of azido substrates 

To a stirring solution of sodium azide (1 eq) in DMF (0.1-0.5 M) was added dropwise bromide 

compound (1 eq) and the mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Cold water was added to the 

reaction mixture and the aqueous layer was extracted with Et2O (3x20 mL). The combined 

organic layers were washed with water (6x15 mL) to remove DMF, dried over Na2SO4, filtered 

and evaporated under vacuum. When necessary, the residue was purified by column 

chromatography on silica gel to afford the desired product. 

 

General procedure E: Click chemistry – Huisgen reaction 

To a round-bottom flask containing A-21 catalyst II-18 (0.08 eq) was added dropwise a solution 

of azido substrate (1 eq), obtained from general procedure D, in DCM (0.5 M). The reaction 

mixture was slowly stirred for 15 min and 3,3-diethoxyprop-1-yne (1 eq) was added and stirred 

at 25 °C for 12 h. The catalyst was removed by filtration, washed with DCM (3x20 mL), dried 

under vacuum and stored under argon. The solvent was evaporated in vacuum to afford crude 

compound. 

 

General procedure F: Acetal hydrolysis to triazole aldehyde 

To a stirring solution of acetal derivatives, obtained from the general procedure F, in CHCl3 

(0.1 M) was added dropwise an aqueous solution of TFA (5 mL, 1:1). The mixture was 

maintained at 25 °C for 12 h. An aqueous solution NaOH (1 M, 10 mL) was added to the 

reaction mixture and the aqueous layer was extracted with EtOAc (3x20 mL). The combined 

organic layers were washed with a saturated solution of NaCl (3x20 mL), dried over Na2SO4, 

filtered and evaporated under vacuum using a dry ice-equipped rotary evaporator. The residue 

was purified when necessary by column chromatography on silica gel to afford the desired 

product. 
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 [((S)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)phosphinic acid] “P-

Hint” 

 

 

 

 

A mixture of hypophosphorous acid (1.44 g, 21.8 mmol, 10.9 eq), N-benzyloxycarbonyl-L-α-

vinylglycine methyl ester (507 mg, 2 mmol, 1 eq) and AIBN (8 mg, 0.05 mmol, 0.025 eq) in 

MeOH (20 mL) was refluxed at 80 °C for 5 h. MeOH was evaporated under vacuum and the 

residue was treated with water (20 mL) and extracted with EtOAc (3x30 mL). The organic 

layers were washed with water (3x10 mL), dried over MgSO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford “P-Hint” (610 mg, 1.9 mmol, 95% yield). 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 7,33 (m, 5H, HAr) ; 7.12 (d, JH-P = 555.0 Hz, 1H, H1) ; 4.41 (m, 

1H, H4) ; 5.09 (s, 2H, H6) ; 3.74 (s, 3H, H5) ; 1.92 (m, 4H, H1 and H2)   

NMR 
31

P (202 MHz; CDCl3) δ : 36.9 (d, JP-H = 551 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 36,9  

 

Ethyl 2-(4-formyl-2-(trifluoromethoxy)phenoxy)acetate II-2 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (262 mg, 1.89 mmol, 1.3 eq), ethyl 2-

bromoacetate (0.24 mL, 2.19 mmol, 1.5 eq) and 4-hydroxy-3-(trifluoromethoxy)benzaldehyde 

II-1 (0.3 g, 1.46 mmol, 1 eq) in acetone (20 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (cyclohexane/DCM 1:1) to afford II-2 (310 mg, 1.06 mmol, 73% 

yield).  

Rf = 0.60 (SiO2; DCM; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 9.80 (s, 1H, H1) ; 7.71 (m, 2H, H3 and H7) ; 6.97 (d, J = 9.1 Hz, 

1H, H4) ; 4.74 (s, 2H, H8) ; 4.18 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H10) ; 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H11)   

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 189.5 (C1) ; 167.4 (C9) ; 155.2 (C5) ; 138.5 (q, JC-F = 1.9 Hz, 

C6) ; 130.6 (C2) ; 130.3 (C3) ; 123.3 (d, JC-F = 0.9 Hz, C7) ; 120.5 (q, JC-F = 258.6 Hz, C12) ; 113.6 

(C4) ; 65.7 (C8) ; 61.6 (C10) ; 13.8 (C11)  

C13H18NO6P 

M=315.26 g/mol 

White solid 

C12H11F3O5 

M=292.21 g/mol 

colorless oil 
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((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-(trifluoromethoxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B1 (II-

3) 

 

 

  

 

The general procedure B was followed using  compound II-2 (310 mg, 1.06 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (334 mg, 1.06 mmol, 1 eq) and BSA (1.05 mL, 4.24 mmol, 4 eq) in DCM (10 mL) to 

afford crude residue II-B1 (684 mg, 1.13 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; CDCl3) δ : 47.3 

 

(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-

(trifluoromethoxy)phenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid 

LSP3-9166 

 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B1 (684 mg, 1.13 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL).  The crude compound (480 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP3-9166 (127 mg, 0.29 

mmol, 28% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 7.31 (s, 1H, H11) ; 7.21 (d, 1H, J = 8.9 Hz, H7) ; 6.95 (d, 1H, JH-F 

= 8.5 Hz, H8) ; 4.86 (d, JH-P = 8.4 Hz, 1H, H5) ; 4.66 (s, 2H, H12) ; 3.98 (m, 1H, H2) ; 2.01 (m, 

2H, H3) ; 1.80 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 172.4 (C13) ; 171.0 (C2) ; 149.2 (C10) ; 137.5 (C9) ; 130.6 (C6) ; 

126.7 (C7) ; 121.5 (C11) ; 120.4 (q, JC-F = 258.1 Hz, C14) ; 114.6 (C8) ; 70.8 (d, JC-P = 110.6 Hz, 

C5) ; 65.5 (C12) ; 52.9 (d, JC-P = 14.8 Hz, C2) ; 22.5 (C3) ; 21.2 (d, JC-P = 89.5 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 44.8  

NMR 
19

F (470 MHZ ; D2O) δ (ppm) : -58.6  

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 12.7 min ; 431.94 [M+H]
 +

; 430.0 [M-H]
- 

C25H29F3NO11P 

M=607.47 g/mol 

Yellowish solid 

C14H17F3NO9P 

M=431.25 g/mol 

White solid 
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Ethyl 2-(2-fluoro-4-formylphenoxy)acetate II-5 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (473 mg, 3.40 mmol, 1.2 eq), ethyl 2-

bromoacetate  (0.49 mL, 4.30 mmol, 1.5 eq) and 3-fluoro-4-hydroxy-benzaldehyde II-4 (0.4 g, 

2.86 mmol, 1 eq) in acetone (20 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (DCM) to afford II-5 (450 mg, 2.0 mmol, 70% yield).  

Rf = 0.33 (SiO2; DCM; UV) 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 9.85 (d, JH-F = 2.2 Hz, 1H, H1) ; 7.61 (m, 2H, H3 and H4) ; 7.00 

(t, JH-F = 8.4 Hz, 1H, H7) ; 4.78 (s, 2H, H8) ; 4.27 (q, J = 7.3 Hz, 2H, H10) ; 1.28 (t, J = 7.3 Hz, 

3H, H11) 

NMR 
13

C (125 MHz; CDCl3) δ : 189.8 (C1) ; 167.8 (C9) ; 152.8 (d, JC-F = 249.5 Hz, C6) ; 151.3 

(d, JC-F = 10.9 Hz, C5) ; 131.3 (d, JC-F = 3.7 Hz, C2) ; 127.7 (d, JC-F = 2.9 Hz, C4) ; 116.6 (d, JC-F 

= 19.0 Hz, C7) ; 114.9 (C3) ; 66.3 (C8) ; 61.9 (C10) ; 14.2 (C11) 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-fluorophenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B2 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-5 (363 mg, 1.60 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (504 mg, 1.60 mmol, 1 eq) and BSA (1.58 mL, 6.40 mmol, 4 eq) in DCM (25 mL) to 

afford crude residue II-B2 (837 mg, 1.55 mmol). 

NMR 
31

P (202 MHz; CDCl3) δ : 47.3 

 

 

 

 

C11H11FO4 

M=226.20 g/mol 

Yellowish oil 

C26H31F4NO9P 

M=539.49 g/mol 

Yellowish solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-

fluorophenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-3040 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B2 (837 mg, 1.55 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL).  The crude compound (480 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP16-3040 (115 mg, 0.31 

mmol, 16% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 7.18 (d, JH-F = 12 Hz, 1H, H11) ; 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H7) ; 

6.97 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 4.76 (d, JH-P = 8.8 Hz, 1H, H5) ; 4.72 (s, 2H, H12) ; 3.96 (m, 1H, H2) 

; 2.05 (m, 2H, H3) ; 1.72 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 174.5 (C13) ; 173.3 (C1) ; 153.2 (d, JC-F = 244.5 Hz, C10) ; 146.0 

(d, JC-F = 10.4 Hz, C9) ; 133.5 (d, JC-F = 4.9 Hz, C6) ; 124.6 (C8) ; 116.42 (d, JC-F = 18.5 Hz, C11) 

; 116.41 (C7) ; 73.2 (d, JC-P = 109.2 Hz, C15) ; 67.3 (C12) ; 55.0 (d, JC-P = 11.0 Hz, C2) ; 24.5 (C3) 

; 23.5 (d, JC-P = 89.2 Hz, C4)   

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 40.2  

NMR 
19

F (470 MHZ; D2O) δ : -134.7  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C13H18FNO8P [M+H]

+
: 366.0754. Found 384.0745. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 7.4 min ; 366.06 [M+H]
 +

 ; 363.96 [M-H]
- 

 

3,5-Difluoro-4-hydroxybenzaldehyde II-7 

 

 

 

 

A stirring solution of 2,6-difluorophenol II-6 (2 g, 15.4 mmol, 1 eq) and 

hexamethylenetetramine (2.16 g, 15.4 mmol, 1 eq) in TFA (16 mL) was heated at reflux for 12 

h. After cooling to 25 °C, the solvent was evaporated under vacuum and the crude residue was 

dissolved in DCM (35 mL). The solution was washed with a saturated solution of NaHCO3 then 

the aqueous layer was acidified to pH 1 with concentrated HCl and extracted with DCM (2x25 

mL). The combined organic fractions were dried over MgSO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford II-7 (1.76 g, 11.1 mmol, 73% yield).  

C7H4F2O2 

M=158.10 g/mol 

White solid 

C13H17FNO8P 

M=365.25 g/mol 

White solid 
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Rf = 0.39 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 9.82 (s, 1H, H1) ; 7.50 (d, JH-F = 6.6 Hz, 2H, H3 and H7) ; 6.38 

(bs, 1H, OH)  

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 189.1 (C1) ; 151.9 (dd, JC-F = 246.9 Hz, J = 5.3Hz, C4 and C6) ; 

139.0 (t, JC-F = 16.1 Hz, C5) ; 128.2 (t, JC-F = 6.0 Hz, C2) ; 113.2 (dd, JC-F = 13.8 Hz, J = 7.8 Hz, 

C3 and C7) 

NMR 
19

F (282 MHz; CDCl3) δ : -52.2 

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C7H3F2O2 [M-H]

-
: 157.0107. Found 157.0110. 

 

Ethyl 2-(2,6-difluoro-4-formylphenoxy)acetate II-8 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (656 mg, 4.74 mmol, 1.5 eq), ethyl 2-

bromoacetate  (0.44 mL, 3.95 mmol, 1.25 eq) and 3,5-difluoro-4-hydroxybenzaldehyde II-7 (0.5 

g, 3.16 mmol, 1 eq) in acetone (40 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (cyclohexane/DCM 4:1) to afford II-8 (580 mg, 2.38 mmol, 75% 

yield).  

Rf = 0.23 (SiO2; cyclohexane/DCM 1:1; UV) 

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 9,86 (s,1H, H1) ; 7.48 (d, JH-F = 8.8 Hz, 2H, H3 and H7) ; 4.92 

(s, 2H, H8) ; 4.28 (q, J = 7.5 Hz, 2H, H10) ; 1.31 (t, J = 7.5 Hz, 3H, H11)   

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 190.1 (C1) ; 169.4 (C9) ; 156.3 (dd, JC-F = 251.1 Hz, JC-F = 5.6 

Hz, C4 and C6) ; 141.3 (t, JC-F = 13.6 Hz, C5) ; 132.1 (t, JC-F = 7.0 Hz, C2) ; 114.9 (dd, JC-F = 17.6 

Hz, JC-F = 6.0 Hz, C3 and C7) ; 70.6 (C8) ; 63.1 (C10) ; 15.5 (C11)  

NMR 
19

F (282 MHz; CDCl3) δ : -50.9  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C11H10F2O4Na [M+Na]

+
: 267.0445. Found 267.0440. 

 

 

 

 

C11H10F2O4 

M=244.19 g/mol 

Yellow oil 



Experimental part : Chapter II : Structure-activity relationship of LSP4-2022 

 

261 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3,5-difluorophenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B3 

 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-8 (241 mg, 0.99 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (311 mg, 0.99 mmol, 1 eq) and BSA (1.00 mL, 3.96 mmol, 4 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B3 (552 mg, 1.75 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; CDCl3) δ : 41.2  

 

(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3,5-

difluorophenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP14-1019 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B3 (552 mg, 0.99 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL).  The crude compound (238 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 2 

M formic acid) to afford LSP14-1019 (27 mg, 0.07 mmol, 7% yield over 2 steps).  

NMR 
1
H (250 MHz; D2O) δ : 7.13 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H7 and H11) ; 4.94 (d, JH-P = 9.4 Hz, 1H, 

H5) ; 4.87 (s, 2H, H12) ; 4.13 (m, 1H, 2) ; 2.17 (m, 2H, H3) ; 1.87 (m, 2H, H4)   

NMR 
13

C (63 MHz; D2O) δ : 172.9 (C13) ; 171.4 (C1) ; 154.7 (dd, JC-F = 247 Hz, J = 5.4 Hz, C8 

and C10) ; 134.0 (t, JC-F = 8.1 Hz, C6) ; 133.2 (t, JC-F = 14,0 Hz, C9) ; 110.8 (dd, JC-F = 23.3 Hz, 

JC-F = 4.0 Hz, C7 and C11) ; 71.3 (d, JC-P = 109.5 Hz, C5) ; 69.8 (C12) ; 53.1 (d, JC-P = 14.8 Hz, C2) 

; 22,8 (C3) ; 21.7 (d, JC-P = 91.0 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 41,5  

NMR 
19

F (376 MHz; D2O) δ : -129.0  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C13H17F2NO8P [M+H]

+
: 384.0660. Found 384.0651. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 9.99 min ; 383.9 [M+H]
 +

 ; 382.1 [M-H]
- 

C24H28F2NO10P 

M=315.26 g/mol 

Yellowish solid 

C13H16F2NO8P 

M=383.26 g/mol 

White solid 
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Ethyl 2-(4-formyl-2-(trifluoromethyl)phenoxy)acetate II-10 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (234 mg, 1.70 mmol, 1.3 eq), ethyl 2-

bromoacetate (0.24 mL, 2.20 mmol, 1.7 eq) and 4-hydroxy-3-(trifluoromethyl)benzaldehyde II-

9 (247 mg, 1.30 mmol, 1 eq) in acetone (20 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (DCM) to afford II-10 (215 mg, 0.78 mmol, 60% yield).  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 9.95 (s, 1H, H1) ; 8.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H7) ; 8.04 (dd, J= 

8.9 Hz, J = 2.0, 1H, H3) ; 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H4) ; 4.85 (s, 2H, H8) ; 4.26 (q, J = 7.2 Hz, 

2H, H10) ; 1.28 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H11)   

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 189.6 (C1) ; 167.2 (C9) ; 160.2 (C5) ; 134.8 (C3) ; 129.8 (C7) ; 

129.4 (C6) ; 124.9 (C2) ; 120.4 (q, JC-F = 273 Hz, C12) ; 112.9 (C4) ; 65.6 (C8) ; 61.8 (C10) ; 13.8 

(C11)  

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-(trifluoromethyl)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B4 

  

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-10 (211 mg, 0.80 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (252 mg, 0.80 mmol, 1 eq) and BSA (0.78 mL, 3.20 mmol, 4 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B5 (219 mg, 0.37 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 45.9 

MS (ESI
+
) m/z ; 593.1 [M+H]

+
  

 

 

 

 

C12H11F3O4 

M=276.21 g/mol 

Colorless oil 

C25H29F3NO10P 

M=591.47 g/mol 

Yellowish solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-

(trifluoromethyl)phenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid 

LSP4-1024 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B4 (219 mg, 0.37 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (30 mL).  The crude compound (120 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 

2M formic acid) to afford LSP4-1024 (16 mg, 0.04 mmol, 5% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (250 MHz; D2O) δ : 7.68 (s, 1H, H11) ; 7.57 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H7) ; 7.07 (d, J = 7.2 

Hz, 1H, H8) ; 4.84 (d, JH-P = 8.0 Hz, 1H, H5) ; 4.82 (s, 2H, H12) ; 3.99 (m, 1H, H2) ; 2.08 (m, 2H, 

H3) ; 1.73 (m, 2H, H4)   

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 174.5 (C13) ; 173.5 (C1) ; 156.3 (C9) ; 133.7 (C7) ; 132.4 (C6) ; 

127.3 (C11) ; 125.0 (q, JC-F = 273 Hz, C14) ; 119.5 (q, JC-F = 31 Hz, C10) ; 115.1 (C8) ; 73.3 (d, JC-

P = 106.6 Hz, C5) ; 67.3 (C12) ; 55.3 (C2) ; 24.6 (C3) ; 23.7 (d, JC-P = 86.8 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (101 MHz; D2O) δ : 39.1  

HPLC-MS (ESI
+
) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 12.7 min ; 415.9 [M+H]

+
  

 

Ethyl 2-(4-formyl-2-iodo-6-methoxyphenoxy)acetate II-14 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (332 mg, 2.40 mmol, 1.3 eq), ethyl 2-

bromoacetate (0.30 mL, 2.70 mmol, 1.7 eq) and 4-hydroxy-3-iodo-5-methoxybenzaldehyde II-

13 (0.5 g, 1.80 mmol, 1 eq) in acetone (20 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (DCM) to afford II-14 (320 mg, 0.88 mmol, 49% yield).  

NMR 
1
H (500 MHz; Acetone) δ : 9,87 (s,1H, H1) ; 7.92 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H3) ; 7.53 (d, J = 

6.0 Hz, 1H, H7) ; 4.83 (s, 2H, H8) ; 4.24 (q, J = 7.0 Hz, 2H, H10) ; 3.95 (s, 3H, H9) ; 1.28 (t, J = 

7.0 Hz, 3H, H11)   

C12H13IO5 

M=364.13 g/mol 

Colorless oil 

C14H17F3NO8P 

M=415.26 g/mol 

White solid 
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NMR 
13

C (126 MHz; Acetone) δ : 191.0 (C1) ; 169.4 (C9) ; 153.2 (C5) ; 153.1 (C6) ; 135.5 (C2) 

; 135.1 (C3) ; 113.9 (C7) ; 92.4 (C4) ; 70.5 (C8) ; 62.1 (C10) ; 57.4 (C12) ; 15.2 (C11)  

MS (ESI
+
) m/z ; 364.9 [M+H]

+
  

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-iodo-5-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B5 

  

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-14 (328 mg, 0.90 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (284 mg, 0.90 mmol, 1 eq) and BSA (0.86 mL, 3.50 mmol, 3.9 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B5 (516 mg, 0.76 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; Acetone) δ : 48.0 

MS (ESI
-
) m/z ; 677.9 [M-H]

-
  

 

(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-iodo-5-

methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP2-8149 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B5 (516 mg, 0.76 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL). The crude compound (450 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP2-8149 (107 mg, 0.21 

mmol, 24% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 7.40 (s, 1H, H7) ; 7.07 (s, 1H, H11) ; 4.78 (d, JH-P = 8.0 Hz, 1H, 

H5) ; 4.56 (s, 2H, H12) ; 4.01 (m, 1H, H2) ; 3.81 (s, 2H, H14) ; 2.07 (m, 2H, H3) ; 1.75 (m, 2H, 

H4)   

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 174.5 (C13) ; 173.2 (C1) ; 152.9 (C10) ; 147.1 (C9) ; 138.2 (C6) ; 

130.1 (C7) ; 113.6 (C11) ; 92.2 (C8) ; 73.2 (d, JC-P = 108.0 Hz, C5) ; 70.6 (C12) ; 57.5 (C14) ; 54.9 

(d, JC-P = 14.0 Hz, C2) ; 24.5 (C3) ; 23.5 (d, JC-P = 89.2 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 40.4 

HPLC-MS (ESI
+
) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 12.2 min ; 503.94 [M+H]

+
  

C25H31INO11P 

M=679.39 g/mol 

Yellowish solid 

C14H19INO9P 

M=503.18 g/mol 

White solid 
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Ethyl 2-(2-chloro-4-formyl-6-methoxyphenoxy)acetate) II-16 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (484 mg, 3.50 mmol, 1.3 eq), ethyl 2-

bromoacetate  (0.45 mL, 4.05 mmol, 1.5 eq) and 3-chloro-4-hydroxy-5-methoxybenzaldehyde 

II-15 (504 mg, 2.70 mmol, 1 eq) in 20 mL of acetone. The crude compound was purified by 

column chromatography on silica gel (DCM) to afford II-16 (330 mg, 1.21 mmol, 45% yield).  

NMR 
1
H (500 MHz; Acetone) δ : 9,87 (s,1H, H1) ; 7.54 (s, H3) ; 7.46 (s, 1H, H7) ; 4.85 (s, 2H, 

H8) ; 4.22 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H10) ; 3.97 (s, 3H, H12) ; 1.26 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H11)   

NMR 
13

C (126 MHz; Acetone) δ : 191.2 (C1) ; 169.5 (C9) ; 154.5 (C5) ; 149.7 (C6) ; 134.0 (C2) 

; 128.9 (C4) ; 125.8 (C3) ; 112.3 (C7) ; 70.5 (C8) ; 62.1 (C10) ; 57.5 (C12) ; 15.1 (C11)  

MS (ESI
+
) m/z ; 273.0 [M+H]

+
  

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((3-chloro-4-(2-ethoxy-

2-oxoethoxy)-5-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B6 

  

 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-16 (327 mg, 1.20 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (378 mg, 1.20 mmol, 1 eq) and BSA (1.17 mL, 4.80 mmol, 4 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B6 (819 mg, 1.39 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; Acetone) δ : 48.2 

MS (ESI) m/z ; 586.0 [M-H]
-
 

 

 

 

 

 

C12H13ClO5 

M=272.68 g/mol 

Colorless oil 

C25H31ClNO11P 

M=587.94g/mol 

Yellowish solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-chloro-5-

methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP2-8147 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B6 (819 mg, 1.39 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL).  The crude compound (520 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP2-8147 (11 mg, 0.29 

mmol, 24% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 7.02 (s, 1H, H7) ; 6.98 (s, 1H, H11) ; 4.85 (d, JH-P = 9.0 Hz, 1H, 

H5) ; 4.57 (s, 2H, H12) ; 4.04 (m, 1H, H2) ; 3.78 (s, 2H, H14) ; 2.10 (m, 2H, H3) ; 1.83 (m, 2H, 

H4)   

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 174.4 (C12) ; 172.7 (C1) ; 154.0 (C10) ; 143.5 (C9) ; 136.0 (C6) ; 

128.4 (C8) ; 121.5 (C7) ; 111.8 (C11) ; 72.9 (d, JC-P = 108.9 Hz, C5) ; 70.6 (C12) ; 57.6 (C14) ; 54.5 

(d, JC-P = 14.6 Hz, C2) ; 24.1 (C3) ; 22.9 (d, JC-P = 88.3 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 43.4  

HPLC-MS (ESI
+
) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 9.0 min ; 411.98 [M]

+ 

 

 

Ethyl 2-(2-fluoro-4-formyl-6-methoxyphenoxy)acetate II-18 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (324 mg, 2.40 mmol, 1.3 eq), ethyl 2-

bromoacetate (0.30 mL, 2.70 mmol, 1.5 eq) and 3-fluoro-4-hydroxy-5-methoxybenzaldehyde II-

17 (306 mg, 1.80 mmol, 1 eq) in acetone (20 mL). The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (DCM) to afford II-18 (361 mg, 1.41 mmol, 78% yield).  

NMR 
1
H (500 MHz; Acetone) δ : 9,88 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H1) ; 7.40 (t, 1H, J = 1.60 Hz, H7) ; 

7.34 (dd, JH-F = 10.3 Hz, J = 1.6 Hz, 1H, H3) ; 4.89 (s, 2H, H8) ; 4.21 (q, J = 7.0 Hz, 2H, H10) ; 

3.98 (s, 3H, H12) ; 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H11) 

C12H13FO5 

M=256.23 g/mol 

Colorless oil 

C14H19ClNO9P 

M=411.73 g/mol 

White solid 
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NMR 
13

C (126 MHz; Acetone) δ : 191.3 (C1) ; 169.7 (C9) ; 156.1 (d, JC-F = 256 Hz, C4) ; 155.5 

(d, JC-F = 4.5 Hz, C6) ; 141.8 (d, JC-F = 12.7 Hz, C5) ; 133.1 (d, JC-F = 7.2 Hz, C2) ; 111.8 (d, JC-F 

= 20.6 Hz, C3) ; 110.0 (C7) ; 70.3 (C8) ; 62.1 (C10) ; 57.6 (C12) ; 15.0 (C11)  

MS (ESI
+
) m/z ; 257.1 [M+H]

+
 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-fluoro-5-methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B7 

  

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-18 (359 mg, 1.40 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (441 mg, 1.40 mmol, 1 eq) and BSA (1.27 mL, 5.20 mmol, 3.7 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B7 (1.3 g, 2.27 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; Acetone) δ : 47.6 

MS (ESI
-
) m/z ; 570.1 [M-H]

-
  

 

(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-fluoro-5-

methoxyphenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP2-9015 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B7 (1.3 g, 2.27 mmol, 1 eq) and 6 M 

HCl (50 mL).  The crude compound (770 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP2-9015 (115 mg, 0.29 

mmol, 21% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 6.83 (s, 1H, H11) ; 6.77 (d, JH-F = 11.3 Hz, 1H, H7) ; 4.74 (d, JH-P 

= 9.5 Hz, 1H, H5) ; 4.60 (s, 2H, H12) ; 3.96 (m, 1H, H2) ; 3.77 (s, 2H, H14) ; 2.06 (m, 2H, H3) ; 

1.68 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 174.6 (C12) ; 173.1 (C1) ; 156.1 (d, JC-F = 244 Hz, C8) ; 153.7 

(C10) ; 135.7 (d, JC-F = 9.0 Hz, 6) ; 135.1 (d, JC-F = 14.0 Hz, C9) ; 108.9 (C11) ; 108.6 (d, JC-F = 

C25H31FNO11P 

M=571.49 g/mol 

Yellowish solid 

C14H19FNO9P 

M=395.27 g/mol 

White solid 
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21.0 Hz, C7) ; 73.5 (d, JC-P = 108.0 Hz, C5) ; 71.0 (C12) ; 57.7 (C14) ; 54.8 (d, JC-P = 14.0 Hz, C2) ; 

24.4 (C3) ; 23.4 (d, JC-P = 89.1 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 40.2 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 7.9 min ; 396. [M+H]
+
  

 

2-Fluoro-6-(trifluoromethoxy)phenol II-20 

 

 

 

 

Fluorodimethoxyborane diethyl ether was prepared by adding  BF3.OEt2 (21.1 mL, 166.6 mmol, 

5 eq) into a solution of trimethyl borate (37.8 mL, 333 mmol, 10 eq) in Et2O (34.5 mL, 10 eq).  

N-Butyllithium (1.6 M in hexane, 22.9 mL, 36.7 mmol, 1.1 eq) was added dropwise at -78°C to 

a solution of 1-fluoro-3-(trifluoromethoxy)benzene II-19 (6 g, 33.3 mmol, 1 eq) in THF (60 

mL). The reaction mixture was stirred for 2 h at -78 °C, treated with freshly prepared 

fluorodimethoxyborane diethyl ether (5 eq) and allowed to warm up to 25 °C. At 0 °C, oxone 

(22.53 g, 36.65 mmol, 1.1 eq) and a saturated solution of NaHCO3 (50 mL) were added. The 

reaction mixture was stirred for 30 min at 0 °C, and allowed to reach 25 °C over 1 h. An 

aqueous sodium thiosulfate solution (1 M, 150 mL) was added dropwise and the aqueous layer 

was extracted with Et2O (3x100 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by distillation under 

vacuum to afford II-20 (4.35 g, 22.1 mmol, 67% yield).  

Rf = 0.56 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 7.07 (m, 2H, H1 and H3) ; 6.88 (m, 1H, H2) ; 5.64 (bs, 1H, OH)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 151.9 (d, JC-F = 242.5 Hz, C4) ; 137.8 (C6) ; 137.5 (d, JC-F = 

15.8 Hz, C5) ; 120.8 (q, JC-F = 259.1 Hz, C7) ; 119.6 (d, JC-F = 8.2 Hz, C2) ; 117.8 (C1) ; 114.7 (d, 

JC-F = 18.1 Hz, C3)   

NMR 
19

F (282 MHz; CDCl3) δ : -59.4 (OCF3) ; -136.3  

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C7H3F4O2 [M-H]

-
: 267.0445. Found 267.0440. 

b.p. : 57 °C/ 17 mbar) 

 

 

 

C7H4F4O2 

M=196.10 g/mol 

Colorless oil 
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3-Fluoro-4-hydroxy-5-(trifluoromethoxy)benzaldehyde II-21 

 

 

 

 

 

A stirring solution of compound II-20 (2.46 g, 12.5 mmol, 1 eq) and hexamethylenetetramine 

(1.93 g, 13.8 mmol, 1.1 eq) in TFA (15 mL) was refluxed for 12 h. After cooling to 25 °C, the 

solvent was evaporated under vacuum and the crude residue was dissolved in DCM (35 mL). 

The solution was washed with a saturated solution of NaHCO3 then the aqueous layer was 

acidified to pH 1 with concentrated HCl and extracted with DCM (2x25 mL). The combined 

organic fractions were dried over MgSO4, filtered and evaporated under vacuum. 

Recrystallization in a mixture Et2O/pentane afforded II-21 (2.5 g, 11.16 mmol 89% yield).  

Rf = 0.28 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; DMSO) δ : 9.84 (d, JH-F = 1.9 Hz, 1H, H1) ; 7.78 (dd, JH-F = 10.3 Hz, J = 

1.7 Hz, 1H, H3) ; 7.74 (s, 1H, H7)  

NMR 
13

C (100 MHz; DMSO) δ : 189.9 (C1) ; 152.2 (d, JC-F = 246 Hz, C4) ; 144.8 (d, JC-F = 

16.4 Hz, C5) ; 137.7 (d, JC-F = 4.8 Hz, C6) ; 126.9 (d, JC-F = 5.9 Hz, C2) ; 120.4 (C6) ; 120.2 (q, JC-

F = 257.5 Hz, C8) ; 115.5 (d, JC-F = 19.4 Hz, C3)  

NMR 
19

F (376 MHz; DMSO) δ : -57.5 (OCF3) ; -130.0  

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C8H3F4O3 [M-H]

-
: 223.0024. Found 223.0025. 

IR νmax/cm
-1 

: 3358, 1685, 1590, 1520, 1328, 1267, 1175, 1126, 1030, 868
 

m.p. : 110°C 

 

Ethyl 2-(2-fluoro-4-formyl-6-(trifluoromethoxy)phenoxy)acetate II-22 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (925 mg, 6.70 mmol, 1.5 eq), ethyl 2-

bromoacetate  (0.62 mL, 5.60 mmol, 1.25 eq) and 3-fluoro-4-hydroxy-5-

(trifluoromethoxy)benzaldehyde III-21 (0.5 g, 3.16 mmol, 1 eq) in acetone (70 mL). The crude 

C12H10F4O5 

M=310.2 g/mol 

colorless oil 

C8H4F4O3 

M=224.11 g/mol 

White crystals 
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compound was purified by column chromatography on silica gel (cyclochexane/EtOAc 9:1) to 

afford III-22 (638 mg, 2.10 mmol, 46% yield).  

Rf = 0.42 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 9.85 (d, JH-F = 1.9 Hz, 1H, H1) ; 7.59 (m, 2H, H3 and H7) ; 4.89 

(d, JH-F = 2.1 Hz, 2H, H8) ; 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H10) ; 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H11)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 188.5 (C1) ; 167.8 (C9) ; 154.8 (d, JC-F = 251.2 Hz, C4) ; 144.1 

(d, JC-F = 11.8 Hz, C5) ; 141.8 (d, JC-F = 5.2 Hz, C6) ; 130.9 (d, JC-F = 6.6 Hz, C2) ; 120.5 (q, JC-F = 

260.3 Hz, C12) ; 119.6 (C7) ; 116.3 (d, JC-F = 20.6 Hz, C3) ; 69.4 (d, JC-F = 7.2 Hz, C8) ; 61.7 (C10) 

; 14.1 (C11)  

NMR 
19

F (282 MHz; CDCl3) δ : -59.1 (OCF3) ; -126.7  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C12H10F4O5Na [M+H]

+
: 333.0362. Found 333.0355. 

IR νmax/cm
-1 

: 1758, 1701, 1505, 1328, 1257, 1190, 1168, 1120, 1049, 865
 

Elemental Analysis
 
: Calculated for C12H10F4O5 : C; 46.46%, H; 3.25%. Found C; 46.24%, H; 

3.46% 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-fluoro-5-(trifluoromethoxy)phenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid 

II-B8 

  

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-22 (400 mg, 1.30 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (407 mg, 1.40 mmol, 1 eq) and BSA (1.27 mL, 5.16 mmol, 4 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B8 (945 mg, 1.51 mmol). 

NMR 
31

P (100 MHz; CDCl3) δ : 41.9  

 

 

 

 

C25H28F4NO11P 

M=625.46 g/mol 

Yellowish solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-fluoro-5-

(trifluoromethoxy)phenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid 

LSP14-1086 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B8 (945 mg, 1.51 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL).  The crude compound (480 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP14-1086 (41 mg, 0.09 

mmol, 7% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (250 MHz; D2O) δ : 7.27 (m, 2H, H7 and H11) ; 4.85 (d, JH-P = 10.0 Hz, 1H, H5) ; 4.80 

(s, 2H, H12) ; 4.04 (m, 1H, H2) ; 2.12 (m, 2H, H3) ; 1.76 (m, 2H, H4) 

NMR 
13

C (63 MHz; D2O) δ : 172.8 (C13) ; 171.9 (C1) ; 154.8 (d, JC-F = 246.1 Hz, C8) ; 141.2 

(C10) ; 137.3 (d, JC-F = 13.8 Hz, C9) ; 135.1 (d, JC-F = 7.8 Hz, C6) ; 120.2 (q, JC-F = 258.4 Hz, C14) 

; 116.4 (C11) ; 113.4 (d, JC-F = 21.1 Hz, C7) ; 71.7 (d, JC-P = 107.9 Hz, C5) ; 70.0 (C12) ; 53.5 (d, 

JC-P = 13.7 Hz, C2) ; 23.1 (C3) ; 22.1 (d, JC-P = 93.3 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 38.3 

NMR 
19

F (376 MHZ; D2O) δ : -58.6 (OCF3) ; -128.2   

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C14H15F4NO9P [M-H]

-
: 448.0426. Found 448.0430. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=235 nm): Rt = 12.6 min ; 450.0 [M+H]
 +

 ; 448.5 [M-H]
- 

 

3-Fluoro-4-hydroxy-5-nitrobenzaldehyde II-23 

 

 

 

 

 

A stirring solution of 2-fluoro-6-nitrophenol (835 mg, 3.7 mmol, 1 eq) and 

hexamethylenetetramine (31.5 g, 225 mmol, 60 eq) in TFA (80 mL) was refluxed for 96 h. After 

cooling to 25 °C, the the solvent was evaporated under vacuum and the crude residue was 

dissolved in DCM (120 mL). The solution was washed with a saturated solution of NaHCO3 

then the aqueous layer was acidified to pH 1 with concentrated HCl and extracted with DCM 

(2x50 mL). The combined organic fractions were dried over MgSO4, filtered and evaporated 

C8H7FNO4 

M=154.14 g/mol 

Yellow solid 

C14H16F4NO9P 

M=449.25 g/mol 

White solid 
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under vacuum. The crude residue was purified by column chromatography on silica gel 

(EtOAc/MeOH 9:1) to afford II-23 (455 mg, 1.82 mmol 48% yield).  

Rf = 0.28 (SiO2; EtOAc/MeOH 8:2; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 9.56 (d, JH-F = 2.9 Hz, 1H, H1) ; 8.29 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H7) ; 

7.46 (dd, JH-F = 10.9 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H3)  

NMR 
13

C (100 MHz; MeOD) δ : 190.7 (C1) ; 163.5 (d, JC-F = 17.7 Hz, C6) ; 159.4 (d, JC-F = 

246.7 Hz, C4) ; 138.8 (C5) ; 130.6 (C7) ; 119.5 (d, JC-F = 6.0 Hz, C2) ; 114.8 (d, JC-F = 20.1 Hz, 

C3)  

NMR 
19

F (376 MHz; MeOD) δ : -132.2   

 

Ethyl 2-(2-fluoro-4-formyl-6-nitrophenoxy)acetate II-24 

 

 

 

 

To a solution of compound II-23 (573 mg, 3.10 mmol, 1 eq) and PPh3 (1.01 g, 4.27 mmol, 1.25 

eq) in THF (30 mL) were added at 0°C ethyl glycolate (0.36 mL, 3.72 mmol, 1.2 eq) and DEAD 

(0.37 mL, 4.27 mmol, 1.38 eq). The mixture was stirred at 25 °C for 12 h. The solvent vas 

evaporated under vacuum and the residue was purified by column chromatography on silica gel 

(EtOAc/cyclohexane 1:4) to afford III-24 (531 mg, 1.96 mmol, 63% yield). 

Rf = 0.36 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:4; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 9.93 (d, JH-F = 1.9 Hz, 1H, H1) ; 8.15 (s, 1H, H7) ; 7.85 (dd, JH-

F = 11.3 Hz , J = 1.9 Hz, 1H, H3) ; 4.96 (d, JH-F = 1.8 Hz, 2H, H8) ; 4.25 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H10) 

; 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H11)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 187.6 (C1) ; 167.3 (C9) ; 155.1 (d, JC-F = 253.7 Hz, C4) ; 144.5 

(d, JC-F = 13.2 Hz, C5) ; 144.3 (C6) ; 131.0 (d, JC-F = 5.9 Hz, C2) ; 122.5 (C7) ; 120.1 (d, JC-F = 

20.8 Hz, C3) ; 69.0 (d, JC-F = 9.0 Hz, C8) ; 62.0 (C10) ; 14.1 (C11)  

NMR 
19

F (376 MHz; CDCl3) δ : -127.03  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C11H10FNO6Na [M+Na]

+
: 294.0390. Found 294.0380. 

IR νmax/cm
-1 

: 1751, 1703, 1539, 1356, 1300, 1205, 1117, 1049, 786
 

Elemental Analysis
 
: Calculated for C11H10FO6 : C; 48.72%, H; 3.72%, N; 5.16%. Found C; 

48.86%, H; 3.90%, N; 5.04%. 

 

C11H10FNO6 

M=271.19 g/mol 

Yellow oil 
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((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((4-(2-ethoxy-2-

oxoethoxy)-3-fluoro-5-nitrophenyl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-B9 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-24 (450 mg, 1.66 mmol, 1 eq), “P-

Hint” (523 mg, 1.66 mmol, 1 eq) and BSA (2.47 mL, 9.96 mmol, 6 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude compound II-B9 (1.53 g, 2.61 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 48.3 

 

(2S)-2-Amino-4-(((4-(carboxymethoxy)-3-fluoro-5-

nitrophenyl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP14-3048 

   

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-B9 (1.53 g, 2.61 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (70 mL).  The crude compound (260 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 

3.5 M formic acid) to afford LSP14-3048 (102 mg, 0.25 mmol, 15% yield over 2 steps)  

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 7.83 (s, 1H, H11) ; 7.61 (d, JH-F = 11.8 Hz, 1H, H7) ; 5.00 (d, JH-P 

= 9.5 Hz, 1H, H5) ;  4.90 (s, 2H, H12) ; 4.14 (m, 1H, H2) ; 2.19 (m, 2H, H3) ; 1.87 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (125 MHz; D2O) δ : 172.3 (C13) ; 171.4 (C1) ; 155.1 (d, JC-F = 250 Hz, C8) ; 143.3 

(C10) ; 138.8 (d, JC-F = 14.9 Hz, C9) ; 135.3 (d, JC-F = 6.8 Hz, C6) ; 120.3 (d, JC-F = 21.4 Hz, C7) ; 

118.9 (C11) ; 71.0 (d, JC-P = 107.6 Hz, C5) ; 70.4 (d, JC-F = 4.5 Hz, C12) ; 53.2 (d, JC-P = 14.6 Hz, 

C2) ; 22.9 (C3) ; 22.0 and 21.9 (d, JC-P = 90.6 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 40.1  

NMR 
19

F (470 MHZ; D2O) δ : -126.1  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C13H17FN2O10P [M+Na]

+
: 411.0599. Found 411.0609. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.7 min ; 411.06 [M+H]
 +

 ; 409.05 [M-H]
- 

C24H28FN2O12P 

M=586.46 g/mol 

Yellowish solid 

C13H16FN2O10P 

M=410.24 g/mol 

White solid 
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Catalyst A-21 (Cu) II-27 

 

 

 

A-21 resin (50 g) was washed with a stirring solution of MeOH during 30 min and filtrated. The 

operation was carried out 3 times. Then the resin was washed with a stirring solution of DCM 

during 30 min and filtrated. The operation was carried out 3 times, and the resin was dried 

overnight over P4O10. A-21 resin (5 g) was added to a slowly stirring solution of CuI (1.905 g, 

10 mmol) in dry MeCN (75 mL) under argon for 12 h at 25 °C. The solvent was evaporated 

under vacuum to afford the A-21(Cu) II-27 catalyst, which was stored under argon.  

 

Ethyl 2-azidoacetate II-28 

 

 

 

The general procedure D was followed using sodium azide (4 g, 61.5 mmol, 1 eq), ethyl 

bromoacetate (6.8 mL, 61.5 mmol, 1 eq) in DMF (100 mL) to afford II-28 (7.7 g, 59.7 mmol, 

97% yield) which was used without further purification.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 4.26 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H2) ; 3.86 (s, 2H, H3) ; 1.31 (t, J = 7.2 

Hz, 3H, H1)  

IR νmax/cm
-1 

: 2100 (strong, N3) 

 

Ethyl 3-azidopropionate II-29 

 

 

 

 

The general procedure D was followed using sodium azide (1 g, 15.8 mmol, 1 eq), ethyl 

bromopropionate (2 mL, 15.6 mmol, 1 eq) in DMF (30 mL). The crude compound was purified 

by column chromatography on silica gel (cyclohexane to remove ethyl acrylate and EtOAc to 

collect desired product) to afford II-29 (1 g, 7.11 mmol, 45% yield) which was used without 

further purification.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 4.20 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H2) ; 3.58 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H3) ; 

2.58 (t, J = 6,3 Hz, 2H, H4) ; 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H1)  

R νmax/cm
-1 

: 2100 (strong, N3) 

C4H7N3O2 

M=129.12 g/mol 

Yellow oil 

C5H9N3O2 

M=143.14 g/mol 

Yellow oil 
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Ethyl 4-azidobutyrate II-30 

 

 

 

The general procedure D was followed using sodium azide (144 mg, 2.22 mmol, 1.34 eq), ethyl 

bromoacetate (0.24 mL, 1.66 mmol, 1 eq) in DMF (20 mL) to afford II-30 (253 mg, 1.61 mmol, 

97% yield) which was used without further purification.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H2) ; 3.35 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H3) ; 

2.40 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H5) ; 1.91 (m, J = 7 Hz, 2H, H4) ; 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H1) 

IR νmax/cm
-1 

: 2100 (strong, N3) 

  

 

Ethyl 2-azidopropionate II-31 

 

 

 

The general procedure D was followed using sodium azide (216 mg, 3.32 mmol, 2 eq), ethyl 

bromoacetate (0.22 mL, 1.66 mmol, 1 eq) to afford II-31 (230 mg, 1.61 mmol, 97% yield) 

which was used without further purification.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 4.26 (q, 2H, J = 7.1 Hz, H2) ; 3.93 (q, 1H, J = 7.1 Hz, H3) ; 

1.48 (d, 3H, J = 7.1 Hz, H4) ; 1.32 (t, 3H, J = 7.1 Hz, H1) 

IR νmax/cm
-1 

: 2100 (strong, N3) 

 

 

Ethyl 2-(4-(diethoxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate II-32 

 

 

 

 

The general procedure E was followed using A-21 catalyst II-27 (253 mg, 0.31 mmol, 8% eq), 

II-28 (500 mg, 3.88 mmol, 1 eq) and 3,3-diethoxyprop-1-yne (0.55 mL, 3.88 mmol, 1 eq) in 

DCM (3 mL) to afford crude compound II-32 which used without further purification in the 

next step. 

C6H11N3O2 

M=157.17 g/mol 

Yellow oil 

C5H9N3O2 

M=143.14 g/mol 

Yellow oil 

C11H19N3O4 

M=257.29 g/mol 

Yellow oil 
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NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 7.79 (s, 1H, H5) ; 5.75 (s, 1H, H7) ; 5.15 (s, 2H, H4) ; 4.27 (q, J 

= 7.2 Hz, 2H, H2) ; 3.67 (m, 4H, H8) ; 1.30 (t, J = 7.0 Hz, 3H,  H1) ; 1.25 (t, J = 6.8 Hz, 6H, H9) 

 

Ethyl 2-(4-formyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate II-33 

    

 

 

 

The general procedure F was followed using compound II-32, CHCl3 (15 mL) and  50 % 

aqueous solution of TFA (5 mL) to afford II-33 (361 mg, 2.52 mmol, 65% yield over 2 steps) 

which was used without further purification.  

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 10.17 (s, 1H, H7) ; 8.29 (s, 1H, H5) ; 5.25 (s, 2H, H4) ; 4.31 (q, 

J = 7.2 Hz, 2H, H2) ; 1.33 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H1)   

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 185.0 (C7) ; 165.5 (C3) ; 148.2 (C6) ; 126.9 (C5) ; 63.1 (C2) ; 

51.2 (C4) ; 14.2 (C1)  

MS (ESI
+
) m/z : 184.1 [M+H]

+ 

 

Ethyl 3-(4-(diethoxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propanoate II-34 

 

. 

 

 

 

The general procedure E was followed using A-21 catalyst II-27 (91 mg, 0.11 mmol, 8% eq), 

II-29 (200 mg, 1.4 mmol, 1 eq) and 3,3-diethoxyprop-1-yne (0.22 mL, 1.4 mmol, 1 eq) in DCM 

(3 mL) to afford crude compound II-34 which used without further purification in the next step.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 7.68 (s, 1H, H6) ; 5.71 (s, 1H, H8) ; 4.65 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H5) 

; 4.16 (q, J = 7.0 Hz, 2H, H2) ; 3.65 (m, 4H, H9) ; 2.96 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H4) ; 1.25 (t, J = 7.1 

Hz, 3H, H1) ; 1.24 (t, J = 6.9 Hz, 6H, H10) 

 

 

 

 

 

C7H9N3O3 

M=143.16 g/mol 

Red oil 

C12H21N3O4 

M=271.31 g/mol 

Yellow oil 
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Ethyl 3-(4-formyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propanoate II-35 

 

 

 

The general procedure F was followed using compound II-34, CHCl3 (15 mL) and a 50 % 

aqueous solution of TFA (5 mL). The residue was purified by column chromatography 

(EtOAc/cyclohexane 1:1) to afford II-35 (124 mg, 0.63 mmol, 45% yield over 2 steps).  

Rf = 0.34 (SiO2; cyclohexane/EtOAc : 1/1; UV) 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 10.13 (s, 1H, H8) ; 8.23 (s, 1H, H6) ; 4.72 (t, J = 6.2 Hz, 2H, 

H5) ; 4.16 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H2) ; 3.00 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H4) ; 1.24 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H1)  

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 185.1 (C8) ; 170.3 (C3) ; 147.8 (C7) ; 126.2 (C6) ; 61.6 (C2) ; 

46.2 (C5) ; 34.5 (C4) ; 14.2 (C1)    

MS (ESI
+
) m/z : 198.08 [M+H]

+ 

 

Ethyl 4-(4-(diethoxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)butanoate II-36 

 

 

 

 

The general procedure E was followed using A-21 catalyst II-27 (101 mg, 0.12 mmol, 8% eq), 

II-30 (240 mg, 1.55 mmol, 1 eq) and 3,3-diethoxyprop-1-yne (0.22 mL, 1.55 mmol, 1 eq) in 

DCM (3 mL) to afford crude compound II-36 which used without further purification in the 

next step. 

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 7.69 (s, 1H, H7) ; 5.71 (s, 1H, H9) ; 4.44 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H6) 

; 4.15 (q, J = 6.8 Hz, 2H, H2) ; 3.68 (m, 4H, H10) ; 2.35 (t, J = 5.9 Hz, 2H, H4) ; 2.26 (m, 2H, H5) 

; 1.26 (m, 9H, H1 and H11)   

 

 

 

 

 

 

C8H11N3O3 

M=197.19 g/mol 

Yellow oil 

C13H23N3O4 

M=285.34 g/mol 

Yellow oil 
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Ethyl 4-(4-formyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)butanoate II-37 

 

 

 

 

The general procedure F was followed using comound II-36, CHCl3 (15 mL) and a 50 % 

aqueous solution of TFA (5 mL) to afford II-37 (249 mg, 1.17 mmol, 76% yield over 2 steps) 

which was used without further purification.  

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 10.11 (s, 1H, H9) ; 8.16 (s, 1H, H7) ; 4.52 (t, J = 7.0 Hz, 2H, 

H6) ; 4.12 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H2) ; 2.35 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H4) ; 2.26 (m, 2H, H5) ;  1.23 (t, J = 

7.2 Hz, 3H, H1)    

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 185.1 (C9) ; 172.1 (C3) ; 147.8 (C8) ; 125.6 (C7) ; 60.9 (C2) ; 

49.8 (C6) ; 30.6 (C4) ; 25.4 (C5) ; 14.2 (C1)   

MS (ESI
+
) m/z : 212.1 [M+H]

+ 

 

Ethyl 2-(4-(diethoxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propanoate II-38 

 

 

 

 

 

The general procedure E was followed using A-21 catalyst II-27 (95 mg, 0.12 mmol, 8% eq), 

II-31 (208 mg, 1.45 mmol, 1 eq) and 3,3-diethoxyprop-1-yne (0.21 mL, 1.45 mmol, 1 eq) in 

DCM (3 mL) to afford crude compound II-38 which used without further purification in the 

next step.  

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 7.85 (s, 1H, H6) ; 5.74 (s, 1H, H8) ; 5.46 (q, J =7.5 Hz, 1H, H4) 

; 4.23 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H2) ; 3.68 (m, 4H, H9) ; 1.84 (d, J = 7.4 Hz, 3H, H5) ; 1.25 (m, 9H, H1 

and H10)   

 

 

 

 

C9H13N3O3 

M=211.22 g/mol 

Orange oil 

C12H21N3O4 

M=271.31 g/mol 

Yellow oil 
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Ethyl 2-(4-formyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)propanoate II-39 

  

 

 

The general procedure F was followed using II-38, CHCl3 (15 mL) and a 50 % aqueous 

solution of TFA (5 mL) to afford II-39 (266 mg, 1.35 mmol, 93% yield over 2 steps) which was 

used without further purification.  

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 10.13 (s, 1H, H8) ; 8.34 (s, 1H, H6) ; 5.52 (q, J = 7.4 Hz, 1H, 

H4) ; 4.24 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H2) ; 1.87 (d, J = 7.7 Hz, 3H, H5) ; 1.27 (t, J = 7.4 Hz, 3H, H1)  

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 184.9 (C8) ; 168.6 (C3) ; 147.8 (C7) ; 125.2 (C6) ; 62.9 (C2) ; 

58.7 (C4) ; 18.3 (C5) ; 14.1 (C1)    

MS (ESI
+
) m/z : 198.1 [M+H]

+ 

   

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((1-(2-ethoxy-2-

oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-40 

 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using II-36 (290 mg, 1.59 mmol, 1 eq), “P-Hint” (500 

mg, 1.59 mmol, 1 eq) and BSA (1.56 mL, 6.36 mmol, 4 eq) in DCM (25 mL) to afford crude 

compound II-40 (720 mg, 1.44 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 46.51 

 

 

 

 

 

 

 

 

C8H11N3O3 

M=197.19 g/mol 

Orange oil 

C20H27N4O9P 

M=498.42 g/mol 

Red oil 
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(2S)-2-Amino-4-(((1-(carboxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-1022 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-40 (720 mg, 1.44 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (60 mL). The crude compound (240 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 

formic acid 4 M) to afford LSP16-1022 (30 mg, 0.09 mmol, 7% yield over 2 steps)  

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.12 (s, 1H, H7) ; 5.40 (s, 2H, H8) ; 5.14 (d, JH-P = 9.2 Hz, 1H, 

H5) ; 4.17 (t, J = 12.5 Hz, 1H, H2) ; 2.34 (m, 2H, H3) ; 1.94 (m, 2H, H4)   

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 171.5 (C1) ; 170.5 (C9) ; 144.7 (C6) ; 125.7 (C7) ; 65.2 (d, JC-P = 

111.4 Hz, C5) ; 53.2 (d, JC-P = 15.2 Hz, C2) ; 51.8 (C18) ; 22.8 (C3) ; 22.0 (d, JC-P = 92.0 Hz, C4)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 40.2  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C9H16FN4O7P [M+H]

+
: 323.0757. Found 323.0749. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.35 min ; 323.07 [M+H]
+
 ; 321.06 [M-H]

- 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((1-(3-ethoxy-3-

oxopropyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-41 

 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using II-37 (120 mg, 0.61 mmol, 1 eq), “P-Hint” (192 

mg, 0.61 mmol, 1 eq) and BSA (0.61 mL, 2.44 mmol, 4 eq) in DCM (25 mL) to afford crude 

compound II-41 (280 mg, 0.83 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 45.8    

 

 

C10H17N4O7P 

M=336.24 g/mol 

White solid 

C9H15N4O7P 

M=322.21 g/mol 

White solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((1-(2-carboxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-1028 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-41 (280 mg, 0.83 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (30 mL).  The crude compound (180 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP16-1028 (30 mg, 0.09 

mmol, 14% yield over 2 steps)  

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.05 (s, 1H, H7) ; 5.01 (d, JH-P = 8.6 Hz, 1H, H5) ; 4.72 (t, J = 6.3 

Hz, 3H, H8) ; 4.08 (t, JH-P = 6.1 Hz, 1H, H2) ; 3.05 (t, J = 6.4 Hz, 2H, H9) ; 2.18 (m, 2H, H3) ; 

1.83 (m, 2H, H4)     

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 174.7 (C10) ; 171.9 (C1) ; 144.7 (C6) ; 124.5 (C7) ; 65.5 (d, JC-P = 

110.2 Hz, C5) ; 53.6 (d, JC-P = 13.5 Hz, C2) ; 51.2 (C18) ; 46.1 (C8) ; 34.0 (C9) ; 23.1 (C3) ; 22.4 

(d, JC-P = 91.0 Hz, C4)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 37.90 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C10H18FN4O7P [M+H]

+
: 337.0916. Found 337.0898. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.81 min ; 337.09 [M+H]
 +

 ; 335.08 [M-H]
- 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((1-(4-ethoxy-4-

oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-42 

 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using II-38 (200 mg, 0.95 mmol, 1 eq), “P-Hint” (300 

mg, 0.95 mmol, 1 eq) and BSA (0.96 mL, 3.8 mmol, 4 eq) in DCM (25 mL) to afford crude 

compound II-42 (570 mg, 1.08 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 46.5     

 

C22H31N4O9P 

M=526.48 g/mol 

Yellow solid 

C10H17N4O7P 

M=336.24 g/mol 

White solid 
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(2S)-2-Amino-4-(((1-(3-carboxypropyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-1034 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-42 (570 mg, 1.08 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (50 mL). The crude compound (267 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP16-1034 (30 mg, 0.09 

mmol, 9% yield over 2 steps)  

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.08 (s, 1H, H7) ; 5.07 (d, JH-P = 9.0 Hz, 1H, H5) ; 4.54 (t, J = 7.1 

Hz, 3H, H8) ; 4.15 (t, JH-P = 6.2 Hz, 1H, H2) ; 2.43 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H10) ; 2.24 (t, J = 6.9 Hz, 

2H, H9) ; 2.22 (m, 2H, H3) ; 1.90 (m, 2H, H4)    

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 177.1 (C11) ; 171.9 (C1) ; 144.6 (C6) ; 124.4 (C7) ; 65.4 (d, JC-P = 

110.5, C5) ; 53.4 (d, JC-P = 14.1 Hz, C2) ; 49.9 (C8) ; 30.5 (C10) ; 24.7 (C9) ; 22.9 (C3) ;  22.2 (d, 

JC-P = 92.5 Hz, C4)     

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 38.8 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C11H20FN4O7P [M+H]

+
: 351.1070. Found 351.1063. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.82 min ; 351.11 [M+H]
 +

 ; 349.09 [M-H]
- 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((1-(1-ethoxy-1-

oxopropan-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-43 

 

  

 

 

 

The general procedure B was followed using II-39 (238 mg, 1.21 mmol, 1 eq), “P-Hint” (381 

mg, 1.21 mmol, 1 eq) and BSA (1.22 mL, 4.84 mmol, 4 eq) in DCM (25 mL) to afford crude 

compound II-43 (456 mg, 0.89 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 46.5   

 

C21H29N4O9P 

M=512.45 g/mol 

White solid 

C11H19N4O7P 

M=350.26 g/mol 

Orange oil 
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(2S)-2-Amino-4-(((1-(1-carboxyethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-

yl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-1035 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-43 (456 mg, 0.89 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (40 mL). The crude compound (293 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 

formic acid 4 M) to afford LSP16-1035 (20 mg, 0.06 mmol, 7% yield over 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.13 (s, 1H, H7) ; 5.55 (q, J = 7.5 Hz, 1H, H8 ; 5.05 (d, JH-P = 9.4 

Hz, 1H, H5) ; 4.08 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H2) ; 2.20 (m, 2H, H3) ; 1.89 (d, J = 7.6 Hz, 3H, H10) ; 1.86 

(m, 2H, H4)     

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 173.7 (C9) ; 172.1 (C1) ; 144.9 (C6) ; 123.7 (C7) ; 65.7 (d, JC-P = 

110.2 Hz, C5) ; 59.3 (C8) ; 53.7 (d, JC-P = 13.6 Hz, C2) ; 46.1 (C18) ; 23.1 (C3) ; 22.46 and 22.37 

(d, JC-P = 90.7 Hz, C4) ; 16.7 (C10)    

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 37.6 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C10H18FN4O7P [M+H]

+
: 337.0913. Found 337.0900. 

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.79 min ; 337.09 [M+H]
+
 ; 335.08 [M-H]

-
 

 

Ethyl 2-(4-formyl-1H-imidazol-1-yl)acetate II-44 

 

 

 

To a round-bottom flask containing NaH 60% w/w (166.5 mg, 4.16 mmol, 1 eq) and 4-

imidazolecarboxaldehyde (400 mg, 4.16 mmol, 1 eq) was added dropwise THF (15 mL). A 

solution of ethyl bromoacetate (0.46 mL, 4.16 mmol, 1 eq) in THF (3 mL) was then added 

dropwise to the reaction mixture which was stirred at 25 °C for 12 h. Water (20 mL) was 

carefully added to destroy NaH and few drops of 1 M NaOH were added to reach pH 10. The 

compound was extracted with EtOAc (3x30 mL), dried over Na2SO4, filtered and solvent was 

evaporated under vacuum. The crude compound was purified by chromatography on silica gel 

(EtOAc/MeOH 9:1) to afford II-44 (406 mg, 2.23 mmol, 54% yield). 

Rf = 0.40 (SiO2; MeOH/EtOAc 1:9; UV) 

C10H17N4O7P 

M=336.24 g/mol 

White solid 

C8H10N2O3 

M=182.18 g/mol 

Yellow oil 
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NMR 
1
H (500 MHz; MeOD) δ : 9.75 (s, 1H, H8) ; 7.97 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H5) ; 7.84 (s, 1H, 

H7) ; 5.03 (s, 2H, H4) ; 4.24 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H2) ; 1.28 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H1)  

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 186.0 (C8) ; 169.1 (C3) ; 142.6 (C6) ; 142.2 (C7) ; 130.5 (C5) ; 

63.1 (C2) ; 49.1 (C4) ; 14.4 (C1)     

MS (ESI
+
) m/z : 183.1 [M+H]

+ 

 

((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)((1-(2-ethoxy-2-

oxoethyl)-1H-imidazol-4-yl)(hydroxy)methyl)phosphinic acid II-45 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using compound II-44 (350 mg, 1.92 mmol, 1.1 eq), “P-

Hint” (540 mg, 1.71 mmol, 1 eq) and BSA (2 mL, 7.97 mmol, 4.7 eq) in DCM (25 mL) to afford 

crude compound II-45 (480 mg, 0.96 mmol). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 45.2 

 

(2S)-2-Amino-4-(((1-(carboxymethyl)-1H-imidazol-4-

yl)(hydroxy)methyl)(hydroxy)phosphoryl)butanoic acid LSP16-1045 

 

 

 

The general procedure C was followed using compound II-45 (480 mg, 0.96 mmol, 1 eq) and 6 

M HCl (40 mL).  The crude compound (770 mg) was purified by cation exchange resin 

chromatography. The compound was eluted with water to afford desired compound but not 

pure. An anion exchange resin chromatography was carried out (elution with boiled water and 

1M acetic acid) to afford LSP16-1045 (20 mg, 0.06 mmol, 3% yield on 2 steps)  

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.76 (s, J = 1.3 Hz, 1H, H8) ; 7.46 (s, 1H, H7) ; 5.01 (d, JH-P = 9.6 

Hz, 1H, H5) ; 4.93 (s, 2H, H9) ; 3.90 (q, J = 6.5 Hz, 1H, H2) ; 2.17 (m, 2H, H3) ; 1.82 (m, 2H, 

H4)    

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 173.5 (C1) ; 172.0 (C10) ; 135.6 (C8) ; 131.5 (C6) ; 120.1 (d, JC-P 

= 5.0 Hz, C7) ; 64.5 (dd, JC-P = 107.8 Hz, C5) ; 54.7 (t, JC-P = 13.2 Hz, C2) ; 51.6 (C9) ; 23.5 (d, 

JC-P = 7.9 Hz, C3) ; 22.80 and 22.57 (d, JC-P = 93.5 Hz, C4)   

C10H16N3O7P 

M=321.22 g/mol 

White solid 

C21H28N3O9P 

M=497.44 g/mol 

White solid 
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NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 35.2  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C10H17FN3O7P [M+H]

+
: 322.0804. Found 322.0797.  

HPLC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.68 min ; 322.08 [M+H]
+
 ; 320.07 [M-H]

- 

 

Methyl 2-phenoxyacetate II-47 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (2.94 g, 21.25 mmol, 2 eq), 

methylbromoacetate (1.51 mL, 15.9 mmol, 1.5 eq) and phenol (1 g, 10.6 mmol, 1 eq) in acetone 

(40 mL). The crude compound was purified by column chromatography on silica gel 

(DCM/cyclohexane 1:1) to afford II-47 (1.66 g, 10 mmol, 94% yield).  

Rf = 0.35 (SiO2; DCM/cyclohexane 3:2; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.31 (t, J = 7.9 Hz, 2H, H2 and H6) ; 7.01 (t, J = 7.1 Hz, 1H, 

H1) ; 6.92 (t, J = 8.4 Hz, 2H, H3 and H5) ; 4.65 (s, 2H, H7) ; 3.82 (s, 3H, H9)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 169.6 (C8) ; 157.9 (C4) ; 129.7 (C2 and C6) ; 121.9 (C1) ; 114.8 

(C3 and C5) ; 65.5 (C7) ; 52.4 (C9)  

LC-MS (ESI
+
) m/z : Rt = 1.75 min ; [M+Na]

+
 = 189.97 

IR νmax/cm
-1 

: 1760, 1199, 1177, 1090, 752 

 

2-Phenoxyacetic acid BC 288 

  

 

 

At 35 °C, KOH (1.09 g, 19.4 mmol, 2 eq) was added to a solution of methyl 2-phenoxyacetate 

II-47 (1.61 g, 9.7 mmol, 1 eq) in MeOH (10 mL). After 1 h, the reaction was quenched by 

addition of water (10 mL). Unreacted ester, if any, was removed with Et2O extraction (2 x 10 

mL). The aqueous portion was acidified to pH = 1 with 5 M HCl and and the acid compound 

was extracted with Et2O (3x10 mL). The combined organic layers were washed with a saturated 

solution of NaCl, dried over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product 

was purified by crystallization in ether/pentane to afford BC 288 (1.41 g, 9.3 mmol, 96% yield). 

NMR 
1
H (400 MHz ; CDCl3) δ : 7.32 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H2 and H6) ; 7.03 (t, J = 7.7 Hz, 1H, 

H1) ; 6.94 (t, J = 8.41 Hz, 2H, H3 and H5) ; 4.71 (s, 2H, H7) 

C7H10O3 

M=166.17 g/mol 

Colorless oil 

C8H8O3 

M=152.15 g/mol 

White crystals 
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NMR 
13

C (100 MHz ; CDCl3) δ : 173.6 (C8) ; 157.5 (C4) ; 129.9 (C2 and C6) ; 122.3 (C1) ; 

114.8 (C3 and C5) ; 65.0 (C7)  

LC-MS (ESI
-
) m/z : Rt = 1.41 min ; [M-H]

-
 = 151.08 

IR νmax/cm
-1 

: 2971, 1696, 1224, 1093, 752, 685 

m.p. : 99 °C 

Elemental Analysis
 
: Calculated for C8H8O5 : C; 63.15%, H; 5.30%. Found C; 63.12%, H; 

5.24% 

 

Methyl 2-(2-(trifluoromethoxy)phenoxy)acetate II-48 

 

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (1.55 g, 11.2 mmol, 2 eq), 

methylbromoacetate  (0.80 mL, 8.42 mmol, 1.5 eq) and 2-(trifluoromethoxy)phenol (1 g, 5.6 

mmol, 1 eq) in acetone (40 mL). The crude compound was purified by column chromatography 

on silica gel (DCM/cyclohexane 1:1) to afford II-48 (1.18 g, 4.7 mmol, 44% yield).  

Rf = 0.48 (SiO2; DCM/cyclohexane 3:2; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.28 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H6) ; 7.24 (td, J = 7.8 Hz and J = 1.5 

Hz, 1H, H2) ; 7.02 (td, J = 7.9 Hz and J = 1.3 Hz, 1H, H1) ; 6.92 (dd, J = 8.3 Hz and J = 1.3 Hz, 

1H, H3) ; 4.71 (s, 2H, H7) ; 3.81 (s, 3H, H9)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 169.0 (C8) ; 150.5 (C5) ; 138.7 (C4) ; 127.9 (CHAr) ; 123.3 

(CHAr) ; 122.3 (CHAr) ; 120.8 (q, JC-F = 257.4 Hz, C10) ; 114.8 (CHAr) ; 63.3 (C7) ; 52.4 (C19)   

NMR 
19

F (376 MHz; CDCl3) δ : -58.2   

LC-MS (ESI
+
) m/z : Rt = 2.05 min ; [M+H]

+
 = 251.08 

IR νmax/cm
-1 

: 1756, 1252, 1208, 1160, 1120 1086, 749 

 

 

 

 

 

C10H9F3O4 

M=250.17 g/mol 

Colorless oil 
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2-(2-(Trifluoromethoxy)phenoxy)acetic acid BC 289 

  

 

 

 

At 35 °C, KOH (493 mg, 8.8 mmol, 2 eq) was added to a solution of II-48 (1.1 g, 4.4 mmol, 1 

eq) in MeOH (10 mL). After 1 h, the reaction was quenched by addition of water (10 mL). 

Unreacted ester, if any, was removed with Et2O extraction (2 x 10 mL). The aqueous portion 

was acidified to pH = 1 with 5 M HCl and and the acid compound was extracted with Et20 

(3x10 mL). The combined organic layers were washed with a saturated solution of NaCl, dried 

over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by 

crystallization in Et2O/pentane to afford BC 289 (932 mg, 3.95 mmol, 90% yield). 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.27 (m, 2H, H2 and H6) ; 7.05 (t, J = 8.0, 1H, H1) ; 6.96 (d, J 

= 8.3 Hz, 1H, H3) ; 4.76 (s, 2H, H7) 

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 173.5 (C8) ; 150.0 (C5) ; 138.7 (C4) ; 128.0 (CHAr) ; 123.4 

(CHAr) ; 122.7 (CHAr) ; 120.7 (q, JC-F = 257.7 Hz, C9) ; 114.9 (CHAr) ; 65.8 (C7)  

NMR 
19

F (376 MHz; CDCl3) δ : -58.2   

LC-MS (ESI
-
) m/z : Rt = 1.81 min ; [M-H]

-
 = 234.86 

IR νmax/cm
-1 

: 2951, 1717, 1220, 1161, 1127, 757 

m.p. : 109 °C 

Elemental Analysis
 
: Calculated for C9H7F3O4 : C; 45.78%, H; 2.99%. Found C; 46.04%, H; 

3.02% 

2-Fluoro-6-(trifluoromethoxy)phenol II-20 

 

 

 

 

Fluorodimethoxyborane diethyl ether was prepared by addition of BF3.OEt2 (21.1 mL, 166.6 

mmol, 5 eq) on a solution of trimethyl borate (37.8 mL, 333 mmol, 10 eq) in Et2O (34.5 mL, 10 

eq). N-butyllithium (1.6 M in hexane, 22.9 mL, 36.7 mmol, 1.1 eq) was added dropwise at -

78°C to a solution of 1-fluoro-3-(trifluoromethoxy)benzene II-19 (6 g, 33.3 mmol, 1 eq) in THF 

(60 mL). The reaction mixture was stirred for 2 h at -78 °C, treated with freshly prepared 

C9H7F3O4 

M=236.14 g/mol 

White crystals 

C7H4F4O2 

M=196.10 g/mol 

Colorless oil 
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fluorodimethoxyborane diethyl ether (5 eq) and allowed to warm up to 25 °C. At 0 °C, oxone 

(22.53 g, 36.65 mmol, 1.1 eq) and a saturated solution of NaHCO3 (50 mL) was added. The 

reaction mixture was stirred for 30 min at 0 °C, and allowed to reach 25 °C over 1 h. An 

aqueous solution of sodium thiosulfate (1 M, 150 mL) was added dropwise and the aqueous 

layer was extracted with Et2O (3x100 mL). The combined organic layers were dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by distillation 

under vacuum to afford II-20 (4.35 g, 22.1 mmol, 67% yield).  

Rf = 0.56 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; UV) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 7.07 (m, 2H, H1 and H3) ; 6.88 (m, 1H, H2) ; 5.64 (bs, 1H, OH)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 151.9 (d, JC-F = 242.5 Hz, C4) ; 137.8 (C6) ; 137.5 (d, JC-F = 

15.8 Hz, C5) ; 120.8 (q, JC-F = 259.1 Hz, C7) ; 119.6 (d, JC-F = 8.2 Hz, C2) ; 117.8 (C1) ; 114.7 (d, 

JC-F = 18.1 Hz, C3)   

NMR 
19

F (282 MHz; CDCl3) δ : -59.4 (OCF3) ; -136.3  

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C7H3F4O2 [M-H]

-
: 267.0445. Found 267.0440. 

Eb : 57 °C under 17 mbar 

 

Methyl 2-(2-fluoro-6-(trifluoromethoxy)phenoxy)acetate II-49 

  

 

 

 

The general procedure A was followed using K2CO3 (1.18 g, 8.52 mmol, 2 eq), 

methylbromoacetate (0.60 mL, 6.4 mmol, 1.5 eq) and compound II-20 (0.84 g, 4.3 mmol, 1 eq) 

in acetone (40 mL). The crude compound was purified by column chromatography on silica gel 

(DCM/cyclohexane 1:1) to afford II-49 (855 mg, 3.2 mmol, 75% yield).  

Rf = 0.30 (SiO2; DCM/cyclohexane 3:7; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.07 (m, 3H, HAr) ; 4.75 (s, 2H, H7) ; 3.81 (s, 3H, H9) 

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 168.8 (C8) ; 155.6 (d, JC-F = 249.0 Hz, C3) ; 142.2 (C5) ; 139.2 

(d, JC-F = 12.6 Hz, C4) ; 123.4 (d, JC-F = 8.8 Hz, C1) ; 120.6 (q, JC-F = 257.8 Hz, C10) ; 118.2 (C6) 

; 115.7 (d, JC-F = 19.4 Hz, C2) ; 70.0 (d, JC-F = 5.2 Hz, C7) ; 52.3 (C9)  

NMR 
19

F (376 MHz; CDCl3) δ : -58.1 (OCF3) ; -127.3  

LC-MS (ESI
+
) m/z : Rt = 2.06 min ; [M+H]

+
 = 269.04 

IR νmax/cm
-1 

: 1768, 1249, 1200, 1166, 1075, 878, 742 

C10H4F4O4 

M=268.16 g/mol 

Colorless oil 
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2-(2-Fluoro-6-(trifluoromethoxy)phenoxy)acetic acid BC 292 

  

 

 

 

At 35 °C, KOH (320 mg, 5.7 mmol, 2 eq) was added to a solution of II-49 (763 mg, 2.9 mmol, 1 

eq) in MeOH (10 mL). After 1 h, the reaction was quenched by addition of water (10 mL). 

Unreacted ester, if any, was removed with Et2O extraction (2 x 10 mL). The aqueous portion 

was acidified to pH = 1 with 5 M HCl and and the acid compound was extracted with Et2O 

(3x10 mL). The combined organic layers were washed with a saturated solution of NaCl, dried 

over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was purified by 

crystallization in Et2O/pentane to afford BC 292 (620 mg, 2.44 mmol, 86% yield). 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.10 (m, 3H, HAr) ; 4.80 (s, 2H, H7)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 173.1 (C8) ; 155.5 (d, JC-F = 248.3 Hz, C3) ; 142.1 (C5) ; 138.9 

(d, JC-F = 13.0 Hz, C4) ; 124.0 (d, JC-F = 9.3 Hz, C1) ; 120.6 (q, JC-F = 258.4 Hz, C9) ; 118.2 (C6) ; 

115.7 (d, JC-F = 19.3 Hz, C2) ; 69.5 (d, JC-F = 4.9 Hz, C7)     

NMR 
19

F (376 MHz; CDCl3) δ : -58.1 (OCF3) ; -127.3   

LC-MS (ESI
-
) m/z : Rt = 1.80 min ; [M-H]

-
 = 253.27 

m.p. : 54 °C 

IR νmax/cm
-1 

: 2962, 1743, 1254, 1203, 1152, 1071, 1050, 871, 744 

Elemental Analysis
 
: Calculated for C9H6F4O4 : C; 42.53%, H; 2.38%. Found C; 42.30%, H; 

2.45%
 

2-(2,2,2-Trifluoroacetamido)acetic acid  II-51 

 

 

 

To a stirring solution of glycine II-50 (9 g, 0.12 mol, 1 eq) in THF (225 mL) was added 

dropwise TFAA (29.6 mL, 0.21 mmol, 1.75 eq) at 0°C over 30 min. The reaction mixture was 

stirred at 25 °C for 1 h then concentrated under vacuum. The residue was recrystallized in 

mixture of chloroform and petroleum ether (180 mL, 1:1) for 15 min, and then cooled to 25 °C 

to afford II-51 (9.9 g, 58 mmol, 44% yield). 

C9H6F4O4 

M=254.14 g/mol 

White crystals 

C4H4F3NO3 

M=171.07 g/mol 

White powder 
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NMR 
1
H (300 MHz; DMSO) δ : 12.93 (s, 1H, OH) ; 9.79 (bs, 1H, NH) ; 3.88 (d, J = 5.9 Hz, 

2H, H3) 

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 169.5 (C4) ; 156.7 (q, JC-F = 36.4 Hz, C1) ; 115.8 (q, JC-F = 

289.4 Hz, C1) ; 41.5 (C3) 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C4H3F3NO3 [M-H]

+
 : 170.0071. Found 170.0085 

 

Allyl 2-(2,2,2-trifluoroacetamido)acetate II-52 

 

 

  

To a stirring solution of II-51 (9.9 g, 57.7 mmol, 1 eq ) in allylic alcohol (87 mL) was added at 

0 °C thionyl chloride (3 g, 86.6 mmol, 1.5 eq). The reaction mixture was stirred at 25 °C for 12 

h. The reaction mixture was concentrated under vacuum then the residue was diluted in EtOAc 

and washed with a saturated solution of NaHCO3 and a saturated solution of NaCl. The organic 

phase was dried over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The crude compound was 

purified by column chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 9:1) to afford II-52 (10.4 

g, 49 mmol, 85% yield). 

Rf = 0.30 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; KMnO4) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 7.06 (bs, 1H, NH) ; 5.91 (m, 1H, H6) ; 5.35 (dd, J = 17.3 Hz, J 

= 1.1 Hz, 1H, H7) ; 5.30 (dd, J = 10.4 Hz, J = 1.1 Hz, 1H, H7) ; 4.69 (d, J = 5.9 Hz, 2H, H5) ; 

4.15 (d, J = 5.3 Hz, 2H, H3)  

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 168.1 (C4) ; 157.4 (q, JC-F = 37.1 Hz, C2) ; 131.1 (C6) ; 119.7 

(C7) ; 115.7 (q, JC-F = 286.3 Hz, C1) ; 66.8 (C5) ; 41.4 (C3)  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C7H8F3NO3Na [M+Na]

+
: 234.0354. Found 234.0350. 

 

Methyl 2-(2,2,2-trifluoroacetamido)pent-4-enoate II-53 

 

 

 

 

A LiHMDS solution was prepared by adding n-BuLi (1.6 M in hexane, 103 mL, 164 mmol, 5.5 

eq) at -78 °C to HMDS (236.8 mL, 173 mmol, 5.8 eq) in THF (100 mL) and stirred for 10 min 

at -78 °C then 30 min at 25 °C. To a solution of II-52 (6.3 g, 29.8 mmol, 1 eq), ZnCl2 (5.1g, 

C7H8F3NO3 

M=211.14 g/mol 

White powder 

 

C8H10F3NO3 

M=225.17 g/mol 

Yellow oil 
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37.3 mmol, 1.25 eq) and quinine (24.2 g, 74.6 mmol) in THF (200 mL) was added dropwise at -

78° C the freshly prepared LiHMDS solution. The reaction mixture was allowed to warm up to 

25 °C within 12 h. After addition of Et2O (300 mL), the reaction mixture was hydrolyzed by 

addition of 1 M aqueous KHSO4 solution (250 mL). The organic layer was dried with Na2SO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The residue was diluted in a mixture of toluene/MeOH 

(390 mL, 2:1) and treated directly with trimethylsilyldiazomethane in ether solution (2M, 22.5 

mL, 45 mmol). The reaction mixture was stirred for 12 h. After evaporation of the solvent, the 

oily residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 9:1) to 

afford II-53 (4.15 g, 18.4 mmol, 62% yield). 

Rf = 0.40 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 8:2; KMnO4) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 6.99 (bs, 1H, NH) ; 5.64 (m, 1H, H7) ; 5.15 (m, 2H, H8) ; 4.68 

(q, J = 8.0 Hz, 1H, H3) ; 3.79 (s, 2H, H5) ; 2.62 (m, 2H, H6)  

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 170.7 (C4) ; 156.8 (q, JC-F = 37.8 Hz, C2) ; 131.0 (C7) ; 120.3 

(C8) ; 115.7 (q, JC-F = 288.0 Hz, C1) ; 53.0 (3) ; 52.1 (C5) ; 36.0 (C6)  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C8H10F3NO3Na [M+Na]

+
: 248.0510. Found 248.0505 

 

(2R, 3R, E)-Methyl 2-allyl-3-hydroxy-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)hex-4-enoate and 

(2R, 3S, E)-methyl 2-allyl-3-hydroxy-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)hex-4-enoate II-

54a & II-54b 

A LiHMDS solution was prepared by adding n-BuLi (1.6 M in hexane, 0.7 mL, 1.05 mmol, 2.5 

eq) at -78 °C to HMDS (0.25 mL, 1.2 mmol, 1.2 eq) in THF (1.5 mL) and stirred 10 min at -78 

°C then 30 min at 25 °C. To a solution of compound II-53 (95 mg, 0.42 mmol, 1 eq) and 

anhydrous ZnCl2 (144 mg, 1.055 mmol) in THF (2 mL) was added at -78 °C the freshly 

prepared LiHMDS solution using transfer canula. The mixture was stirred at -78 °C for 1 h and 

freshly distilled crotonaldehyde (100 µL, 1.2 mmol, 1.2 eq) in THF (1 mL) was added slowly to 

the reaction mixture. After stirring for 12 h, the mixture was diluted in EtOAc (20 mL) and a 

solution of 1 M KHSO4 (10 mL) was added to hydrolyze the enolate. After decantation the 

aqueous phase was extracted with EtOAc (3x30 mL). The combined organic phases were 

washed with a saturated solution of NaCl, dried over Na2SO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford a crude containing II-54a and II-54b, in a relative ratio 3/2, determined by 
1
H 

NMR. The diastereomers were separated by column chromatography on silica gel 

(EtOAc/cyclohexane 0.5:10) to afford II-54a (46 mg, 0.16 mmol, 37% yield) and II-54b (31 

mg, 0.1 mmol, 25%yield). 
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Rf = 0.59 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.59 (s, NH) ; 5.77 (m, 1H, H11) ; 5.51 (m, 1H, H7) ; 5.33 (dd, 

J = 15.2 Hz, J = 6.1 Hz, 1H, H10) ; 5.14 (m, 2H, H8) ; 4.59 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H9) ; 4.00 (d, J = 

9.4 Hz, OH) ; 3.85 (s, 3H, H5) ; 3.11 (dd, J = 14.5 Hz, J = 7.9 Hz, 1H, H6) ; 2.70 (dd, J = 14.5 

Hz, J = 6.9 Hz, 1H, H6) ; 1.69 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H12) 

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 171.4 (C4) ; 157.5 (q, JC-F = 36.9 Hz, C2) ; 130.7 (C10) ; 130.2 

(C7) ; 127.6 (C11) ; 120.8 (C8) ; 115.8 (q, JC-F = 288 Hz, C1) ; 75.5 (C9) ; 70.0 (C8) ; 53.8 (C5) ; 

36.0 (C6) ; 17.8 (C12)   

 

 

 

 

 

Rf = 0.53 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.04 (s, NH) ; 5.82 (m, 1H, H11) ; 5.58 (m, 1H, H7) ; 5.39 (dd, 

J = 15.2 Hz, J = 7.5 Hz, 1H, H10) ; 5.21 (m, 2H, H8) ; 4.55 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H9) ; 3.85 (s, 3H, 

H5) ; 3.07 (d, J = 8.9 Hz, OH) ; 3.00 (dd, J = 14.1 Hz, J = 8.4 Hz, 1H, H6) ; 2.86 (dd, J = 14.1 

Hz, J = 6.1 Hz, 1H, H6) ; 1.74 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H12) 

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 170.8 (C4) ; 156.9 (q, JC-F = 38.4 Hz, C2) ; 131.7 (C10) ; 131.1 

(C7) ; 127.3 (C11) ; 121.1 (C8) ; 115.0 (q, JC-F = 291 Hz, C1) ; 75.6 (C9) ; 78.4 (C3) ; 53.6 (C5) ; 

36.5 (C6) ; 18.0 (C12)   

 

 

 

 

C12H16F3NO4 

M=295.25 g/mol 

Colorless oil 

 

C12H16F3NO4 

M=295.25 g/mol 

Colorless oil 
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(1R, 2R)-Methyl 2-hydroxy-1-(2,2,2-trifluoroacetamido)cyclopent-3-enecarboxylate 

and (1R, 2S)-methyl 2-hydroxy-1-(2,2,2-trifluoroacetamido)cyclopent-3-

enecarboxylate II-55a & II-55b 

To a stirring solution of 3:2 mixture of diastereomers II-54a and II-54b (4.21 g, 14.26 mmol, 1 

eq) in DCM (100 mL) was added Grubbs 2
nd

 catalyst (360 mg, 0.43 mmol, 0.03 eq). The 

mixture was stirred at 25 °C for 12 h. The solvent was evaporated under vacuum and the 

diastereomers were separated by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:4) 

to afford II-55a (2.22 g, 8.77 mmol, 62% yield) and II-55b (0.86 g, 3.38 mmol, 24% yield). 

 

 

 

 

Rf = 0.24 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.34 (s, 1H, NH) ; 6.01 (m, 1H, H7) ; 5.72 (m, 1H, H8) ; 4.95 

(d, J = 4.5 Hz, 1H, H9) ; 3.83 (s, 3H, H5) ; 2.80 (dd, J = 17.8 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H6) ; 3.37 (d, J 

= 17.9 Hz, 1H, H6) ; 2.94 (d, J = 6.6 Hz, OH)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 170.7 (C4) ; 156.9 (q, JC-F = 37.1 Hz, C2) ; 133.3 (C7) ; 130.6 

(C8) ; 115.6 (q, JC-F = 289.1 Hz, C1) ; 84.6 (C9) ; 70.4 (C3) ; 53.4 (C5) ; 41.5 (C6)  

 

 

 

 

 

Rf = 0.35 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 7.81 (s, 1H, NH) ; 6.02 (m, 1H, H7) ; 5.79 (m, 1H, H8) ; 5.16 

(bs, 1H, H9) ; 3.78 (s, 3H, H5) ; 3.22 (dd, J = 17.5 Hz, J = 2.1 Hz, 1H, H6) ; 2.86 (d, J = 17.4 Hz, 

1H, H6) ; 2.47 (bs, OH) 

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 170.7 (C4) ; 156.9 (q, JC-F = 37.1 Hz, C2) ; 133.3 (C7) ; 130.6 

(C8) ; 115.6 (q, JC-F = 289.1 Hz, C1) ; 84.6 (C9) ; 70.4 (C3) ; 53.4 (C5) ; 41.5 (C6)  

 

 

 

C9H10F3NO4 

M=295.25 g/mol 

Grey solid 

 

C9H10F3NO4 

M=295.25 g/mol 

Grey solid 
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(1R, 2R)-Methyl 2-acetoxy-1-(2,2,2-trifluoroacetamido)cyclopent-3-enecarboxylate 

II-60 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of compound II-55a (200 mg, 0.79 mmol, 1 eq) and DMAP (106.2 mg, 

0.87 mmol, 1.1 eq) in DCM (5 mL) was added Ac2O (0.08 mL, 0.79 mmol, 1 eq). The mixture 

was stirried at 25 °C for 12 h. The mixture was diluted in DCM (10 mL) and washed with a 

saturated solution of CuSO4 (2 x 10 mL), a saturated solution of NaHCO3 and saturated solution 

of NaCl. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered evaporated under vacuum. The crude 

compound was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/ cyclohexane 1:4) to 

afford II-60 (201 mg, 0.68 mmol, 86% yield). 

Rf = 0.57 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

NMR 
1
H (300 MHz; CDCl3) δ : 8.04 (s, 1H, NH) ; 6.11 (m, 1H, H7) ; 6.05 (m, 1H, H9) ; 5.64 

(m, 1H, H8) ; 3.75 (s, 3H, H5) ; 3.49 (dd, J = 17.3 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, H6) ; 2.78 (dd, J = 17.4 

Hz, J = 2.0 Hz, 1H, H6) ; 2.06 (s, 3H, H11) 

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 171.9 (C4) ; 169.4 (C10) ; 157.6 (q, JC-F = 38.1 Hz, C2) ; 135.2 

(C7) ; 126.1 (C8) ; 115.6 (q, JC-F = 286.3 Hz, C1) ; 85.6 (C9) ; 69.9 (C3) ; 53.3 (C5) ; 42.0 (C6) ; 

20.7 (C11) 

 

(R)-Methyl 2-oxo-1-(2,2,2-trifluoroacetamido)cyclopent-3-enecarboxylate II-67 

 

 

 

 

 

To a solution of compound II-55a (269 mg, 1.07 mmol, 1 eq) in DCM (10 mL) was added 

MnO2 (1.85 g, 21.25 mmol, 20 eq) and the mixture was stirried at 25 °C for 12 h. MnO2 (1.85 g, 

21.25 mmol, 20 eq) was then added and the reaction mixture was maintained 3 h. The mixture 

was filtered over Celite to remove MnO2. The crude residue was purified by column 

chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 6:4) to afford II-67 (245 mg, 0.98 mmol, 

92% yield). 

Rf = 0.38 (SiO2; cyclohexane/EtOAc 6:4; KMnO4) 

C11H12F3NO5 

M=295.25 g/mol 

White solid 

 

C9H8F3NO4 

M=251.16 g/mol 

Grey solid 
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NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 7.87 (m, H7) ; 7.56 (s, NH) ; 6.37 (m, 1H, H8) ; 3.79 (s, 3H, 

H5) ; 3.37 (ddd, J = 19.0 Hz, J = 2.6 Hz, J = 1.9 Hz, 1H, H6) ; 3.09 (dd, J = 18.9 Hz, J = 2.6 Hz, 

J = 1.9 Hz, 1H, H6)  

NMR 
13

C (75 MHz; CDCl3) δ : 198.3 (C9) ; 167.4 (C4) ; 163.3 (C7) ; 156.5 (q, JC-F = 38.0 Hz, 

C2) ; 131.3 (C8) ; 115.3 (q, JC-F = 287.7 Hz, C1) ; 65.2 (C3) ; 54.2 (C5) ; 39.9 (C6)  
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[((S)-3-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)phosphinic acid] “P-

Hint” 

 

 

 

A mixture of hypophosphorous acid (1.44 g, 21.8 mmol, 10.9 eq), N-benzyloxycarbonyl-L-α-

vinylglycine methyl ester (507 mg, 2 mmol, 1 eq) and AIBN (8 mg, 0.05 mmol, 0.025 eq) in 

MeOH (20 mL) was refluxed at 80 °C for 5 h. The MeOH was evaporated under vacuum and 

the residue was treated with water (20 mL) and extracted with EtOAc (3x30 mL). The organic 

layers were washed with water (3x10 mL), dried over MgSO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford “P-Hint” (610 mg, 1.9 mmol, 95% yield). 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 7,33 (m, 5H, HAr) ; 7.12 (d, JH-P = 555.0 Hz, 1H, H1) ; 4.41 (m, 

1H, H4) ; 5.09 (s, 2H, H6) ; 3.74 (s, 3H, H5) ; 1.92 (m, 4H, H1 and H2)   

NMR 
31

P (202 MHz; CDCl3) δ : 36.9 (d, JP-H = 551 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 36,9  

 

 ((S)-3-(((Benzyloxy)carbonyl)amino)-4-methoxy-4-oxobutyl)(hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinic acid 

 

 

 

 

The general procedure B was followed using 3-nitrobenzaldehyde (453 mg, 3.0 mmol, 2.7 eq), 

“P-Hint” (352 mg, 1.1 mmol, 1 eq) and BSA (1.45 mL, 6 mmol, 5.5 eq) in DCM (12 mL) to 

afford crude residue (511 mg, 1.1 mmol) and used without further purification. 

NMR
 31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 48.4  

SM (ESI
-
) m/z : 465.1 [M-H]

- 

 

 

 

C13H18NO6P 

M=315.26 g/mol 

White solid 

C20H23N2O9P 

M=466.38 g/mol 

Yellowish solid 
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(2S)-2-Amino-4-(hydroxy(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphoryl)butanoic acid 

LSP1-2093 

 

 

 

 

The general procedure C was followed using phosphinic acid previously described (511 mg, 1.1 

mmol, 1 eq) and 6 M HCl (50 mL).  The crude compound (652 mg) was purified by cation 

exchange resin chromatography. The compound was eluted with water to afford LSP1-2093 (60 

mg, 0.19 mmol, 6% yield on 2 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.27 (s, 1H, H11) ; 8.17 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9) ; 7.80 (d, J = 7.5 

Hz, 1H, H7) ; 7.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 4.98 (d, JH-P = 9.5 Hz, 1H, H5) ; 4.03 (m, 1H, H2) ; 

2.10 (m, 2H, H3) ; 1.70 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 173.5 (C1) ; 149.3 (C10) ; 141.6 (C6) ; 134.9 (C7) ; 130.9 (C8) ; 

124.2 (C9) ; 123.0 (C11) ; 73.6 (d, JC-P = 107 Hz, C5) ; 55.1 (d, JC-P = 13.9 Hz, C1) ; 24.7 (C3) ; 

23.8 (d, JC-P = 90.0 Hz, C4)  

NMR
 31

Pcpd (101 MHz; D2O) δ : 49.7  

MS (ESI
-
) m/z : 317.2 [M-H]

- 

The diastereomers of LSP1-2093 were separated by HPLC with the preparative Crownpack 

column with a 2.0 mL.min
-1

 flow, a 2 mL injection loop, and a dual UV detection at 210 and 

254 nm, at 25 °C. 3 injections were performed; each injection prepared at pH 2 with 9.0 mg of 

LSP1-2093 in 1.8 mL of diluted solution of HCl. The diastereomer with the shortest retention 

time was named I and the other one II. 12 mg of pure LSP1-2093 dia I and 12 mg of pure 

LSP1-2093 dia II were obtained. 

 

LSP1-2093 dia I 

1
H NMR (500 MHz; D2O) δ : 8.22 (s, 1H, H11) ; 8.14 (d, J = 7.0 Hz, 1H H9) ; 7.76 (d, J = 7.6 

Hz, 1H, H7) ; 7.56 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H8) ; 5.04 (d, JH-P = 9.5 Hz, 1H, H5) ; 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 

1H, H2) ; 2.11 (m, 2H, H3) ; 1.83 (m, 2H, H4) 

MS (ESI
-
) m/z : 317.1 [M-H]

-
 

HPLC-MS: Rt = 8.14 min 

HPLC (Crownpak): Rt = 16.7 min (T = 21 °C, detection λ = 210 / 254 nm) 

[α]D
20

 - 2.0 (c = 0.6, H2O) 

C11H15N2O7P 

M=318.22g/mol 

White solid 
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LSP1-2093 dia II 

1
H NMR (500 MHz; D2O) δ : 8.22 (s, 1H, H11) ; 8.14 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H9) ; 7.75 (d, J = 6.3 

Hz, 1H, H7) ; 7.56 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H8) ; 5.06 (d, JH-P = 8.5 Hz, 1H, H5) ; 4.06 (bs, 1H, H2) ; 

2.12 (dd, JH-P = 23.3 Hz, J = 10.0 Hz, 2H, H3) ; 1.94 (d, JH-P = 11.7 Hz; 1H, H4) ; 1.78 (d, JH-P = 

12.0 Hz; 1H, H4) 

MS (ESI
-
) m/z : 317.1 [M-H]

-
 

HPLC-MS: Rt = 8.10 min 

HPLC (Crownpak): Rt = 21.4 min (T = 21 °C, detection λ = 210 / 254 nm) 

[α]D
20

 + 29.0 (c = 0.6, H2O) 

 

(R)-ALB (0.1 M in THF solution) 

 

 

 

 

 

To a solution of aluminium hydride (LiAlH4, 3 eq) in THF was added a solution of (R)-BINOL 

(2 eq) in THF. After stirring for 12 h, the solution of (R)-ALB (0.1 M in THF solution) was 

ready to use. 

 

((±)-Hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphinic acid III-4 

 

 

 

To a stirring solution of 4-nitrobenzaldehyde (2 g, 13.2 mmol, 1 eq) and hypophosphorous acid 

(50% in water, 4.4 g, 66.2 mmol, 5 eq) in THF (30 mL) was added dropwise at 0 °C BSA (13 

mL, 53 mmol, 4 eq). The mixture was allowed to warm up to 25 °C within 12 h. At 0 °C, 1 M 

HCl (10 mL) was added to quench the reaction. The compound was extracted with EtOAc (3x30 

mL) and combined organic layers were washed with 1 M HCl and a saturated solution of NaCl, 

dried over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to afford III-4 (1.56 g, 7.2 mmol, 54% 

yield). 

C7H8NO5P 

M=217.12 g/mol 

Orange oil 
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NMR 
1
H (500 MHz; MeOD) δ : 8.35 (s, 1H, H11) ; 8.19 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H9) ; 7.84 (d, J = 

7.9 Hz, 1H, H7) ; 7.62 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H8) ; 6.9 (d, JH-P = 555 Hz, 1H, H4) ; 5.06 (d, JH-P = 9.0 

Hz, 1H, H5) 

NMR 
31

P (202 MHz; MeOD) δ : 29.6 (d, JP-H = 555 Hz)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; MeOD) δ : 29.6 

 

(S)-1-Phenylethanaminium-(R)-(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-6a 

 

 

 

The (±)-phosphinic acid III-4 (1.05 g, 4.84 mmol, 1 eq) and (S)-methylbenzylamine (586 mg, 

4.84 mmol, 1 eq) were stirred in MeOH (10 ml) for 12 h. The solvent was evaporated and the 

product crystallized in a mixture of MeOH/acetonitrile (10 mL, 1/1) to afford III-6a (461 mg, 

1.36 mmol, 28% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.30 (s, 1H, H11) ; 8.10 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H9) ; 7.82 (d, J = 

8.0 Hz, 1H, H7) ; 7.55 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 7.44 (m, 5H, HAr) ; 6.85 (d, JH-P = 508 Hz, H4) ; 

4.73 (d, JH-P = 9.7 Hz, 1H, H5) ; 4.40 (q, J = 6.9 Hz, 1H, H3) ; 1.63 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H2)  

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.6 (C10) ; 143.2 (C6) ; 140.1 (C1) ; 134.3 (d, JC-P = 4.5 Hz, 

C7) ; 130.0 (C8) ; 130.3 and 127.7 (CHAr) ; 122.8 (C9) ; 122.7 (d, JC-P = 5.3 Hz, C11) ; 74.9 (d, JC-

P = 100 Hz, C5) ; 52.3 (C3) ; 21.0 (C2)   

NMR 
31

P (101 MHz; MeOD) δ : 18.8 (d, JP-H = 508 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 18.8 

Mp : 187 °C 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C15H20N2O5P [M+H]

+
: 339.1110. Found 339.1112. 

[α]D
20

 - 3.0 (c = 2.0, MeOH) 

 

 

 

 

 

 

 

C15H19N2O5P 

M=338.30 g/mol 

White cristals 
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((R)-Hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphinic acid III-4a 

 

 

 

III-6a (461 mg, 1.36 mmol, 1 eq) was treated with a cation exchange resin (Dowex AG50W4, 

50-100mesh, H
+ 

form, 1g) in MeOH (20 mL) for 12 h. Resin was removed by filtration and the 

solvent was evaporated under vacuum to afford III-4a (289 mg, 1.33 mmol, 98% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.33 (s, 1H, H11) ; 8.17 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H9) ; 7.84 (d, J = 

8.1 Hz, 1H, H7) ; 7.61 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H8) ; 6.90 (d, JH-P = 554 Hz, H4) ; 5.05 (d, JH-P = 8.1 

Hz, 1H, H5)  

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.5 (C10) ; 140.2 (C6) ; 134.3 (d, JC-P = 3.8 Hz, C7) ; 130.4 

(C9) ; 130.0 (C8) ; 122.7 (d, JC-P = 4.6 Hz, C11) ; 72.2 (d, JC-P = 110 Hz, C5)  

NMR 
31

P (101 MHz; MeOD) δ : 29.3 (d, JP-H = 555 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz ; MeOD) δ : 29.3 

MS (ESI
-
) m/z : 216.0 [M-H]

- 

[α]D
20

: + 27.1 (c = 2.0, MeOH) 

 

(1R, 2S, 5R)-2-Isopropyl-5-methylcyclohexyl ((R)-hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinate III-7a & III-7a’ 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-4a (235 mg, 1.08 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) were added PPh3 

polymer bound (200-400 mesh, 3 mmol triphenylphosphine/g resin, 718 mg, 2.16 mmol, 2 eq) 

and (-)-menthol (676 mg, 4.33 mmol, 4 eq). The mixture was cooled at 0 °C and 

diisopropylazadicarboxylate (425 µl, 2.16 mmol, 2 eq) was added. The mixture was then stirred 

at reflux for 2 h. The mixture was diluted in EtOAc and filtrated on Celite. The crude compound 

was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc) to afford majoratory III-7a and 

III-7a’ (62 mg, 0.174 mmol, 21% yield). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 34.85 and 28.41 (20%), 33.18 and 30.36 (80%) 

 

C7H8NO5P 

M=217.12 g/mol 

Orange solid 

C17H26NO5P 

M=355.36 g/mol 

Orange oil 
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(R)-(Hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonic acid III-8a 

 

 

 

A solution of (R) phosphinic acid III-4a (30 mg, 0.14 mmol, 1eq), DMSO (27 μL, 0.14 mmol, 1 

eq) and iodine (0.4 mg, 0.0014 mmol, 0.01 eq) in THF (2ml) was heated at 60 °C for 5 h. After 

cooling to 25 °C, the mixture was evaporated to dryness and the residue was washed with DCM 

(5x20 mL). The insoluble material was dissolved in MeOH and evaporated under vacuum to 

afford III-8a (30 mg, 0.13 mmol, 93% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.41 (s, 1H, H11) ; 8.15 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H9) ; 7.89 (d, J = 

7.5 Hz, 1H, H7) ; 7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 5.05 (d, JH-P = 14.3 Hz, 1H, H5) 

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.5 (C10) ; 142.9 (C6) ; 134.6 (d, JC-P = 4.6 Hz, C7) ; 130.1 

(C8) ; 123.3 (C9) ; 123.1 (d, JC-P = 4.5 Hz, C11) ; 71.3 (d, JC-P = 161 Hz, C5)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; MeOD) δ : 18.7 

SM (ESI
-
) m/z : 232.2 [M-H]

- 

[α]D
20

: + 19.7 (c = 1.0, MeOH) 

 

(R)-Dimethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonate III-9a 

 

 

 

 

To a solution of (R)-phosphonic acid III-8a (30 mg, 0.13 mmol, 1 eq) in a mixture of solvent 

DCM/MeOH (1 mL: 37 µl, 0.90 mmol, 7 eq ) was added dropwise at 25 °C diazomethane (1 M 

in Toluene, 320 µl,  0.65 mmol, 5 eq). After stirring for 1 h, the solvent was evaporated under 

vacuum and the crude residue was purified by column chromatography on silica gel (DCM/ 

AcOEt 2:8) to afford III-9a (4 mg, 0.015 mmol, 12% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.38 (s, 1H, H11) ; 8.18 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H9) ; 7.88 (d, J = 

7.6 Hz, 1H, H7) ; 7.62 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H8) ; 5.27 (d, JH-P = 13.7 Hz, 1H, H5) ; 3.78 and 3.76 

(d, JH-P = 10.5 Hz, 6H, H4)  

C7H8NO6P 

M=233.12 g/mol 

Orange oil 

C9H12NO6P 

M=261.17 g/mol 

Orange oil 
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NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.5 (C10) ; 141.3 (C6) ; 134.4 (d, JC-P = 5.5 Hz, C7) ; 130.4 

(C8) ; 123.8 (d, JC-P = 3.4 Hz, C9) ; 122.9 (d, JC-P = 5.8 Hz, C11) ; 70.0 (d, JC-P = 165 Hz, C5) ; 

54.9 and 54.30 (d, JC-P = 7.3 Hz, C4)   

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; MeOD) δ : 20.5 

SM (ESI
+
) m/z : 262.1 [M+H]

+ 

[α]D
20

: + 35.0 (c = 1.0, MeOH) 

 

(R)-1-Phenylethanaminium-(S)-(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-6b 

 

 

 

The (±)-phosphinic acid III-4 (1.02 g, 4.70 mmol, 1 eq) and (R)-methylbenzylamine (570 mg, 

4.70 mmol, 1 eq) were stirred in MeOH (10 ml) for 12 h. The solvent was evaporated and the 

product crystallized in a mixture of MeOH/acetonitrile (10 mL, 1/1) to afford III-6b (514 mg, 

1.52 mmol, 32% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.30 (s, 1H, H11) ; 8.10 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H9) ; 7.82 (d, J = 

8.0 Hz, 1H, H7) ; 7.55 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 7.44 (m, 5H, HAr) ; 6.85 (d, JH-P = 510 Hz, H4) ; 

4.73 (d, JH-P = 9.7 Hz, 1H, H5) ; 4.41 (q, J = 6.9 Hz, 1H, H3) ; 1.60 (d, J = 6.7 Hz, 3H, H2)  

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.5 (C10) ; 143.1 (C6) ; 140.0 (C1) ; 134.3 (d, JC-P = 4.3 Hz, 

C7) ; 130.0 (C8) ; 130.2 and 127.6 (CHAr) ; 122.7 (C9) ; 122.6 (d, JC-P = 5.1 Hz, C11) ; 74.9 (d, JC-

P = 102 Hz, C5) ; 52.3 (C3) ; 20.9 (C2)   

NMR 
31

P (101 MHz; MeOD) δ : 24.2 (JP-H = 510 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 24.2 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C15H20N2O5P [M+H]

+
: 339.1110. Found 339.1111. 

Mp : 187°C  

[α]D
20

: + 3.7 ° (c = 2.0, MeOH) 

 

 

 

 

 

C15H19N2O5P 

M=338.30 g/mol 

White cristals 
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((S)-Hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphinic acid III-4b 

 

 

 

III-6b (514 mg, 1.52 mmol, 1 eq) was treated with a cation exchange resin (Dowex AG50W4, 

50-100mesh, H
+ 

form, 1g) in MeOH (20 mL) for 12 h. Resin was removed by filtration and the 

solvent was evaporated under vacuum to afford III-4b (361 mg, 1.66 mmol, quantitative yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.35 (s, 1H, H11) ; 8.19 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H9) ; 7.85 (d, J = 

7.9 Hz, 1H, H7) ; 7.63 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H8) ; 6.90 (d, JH-P = 555 Hz, H4) ; 5.06 (d, JH-P = 8.5 

Hz, 1H, H5)  

NMR 
13

C (63 MHz; MeOD) δ : 149.2 (C10) ; 140.0 (C6) ; 134.3 (d, JC-P = 4.6 Hz, C7) ; 130.4 

(d, JC-P = 2.7 Hz, C9) ; 130.0 (C8) ; 122.5 (d, JC-P = 5.0 Hz, C11) ; 72.3 (d, JC-P = 109 Hz, C5)  

NMR 
31

P (101 MHz; MeOD) δ : 28.7 (d, JP-H = 549 Hz) 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 28.7 

MS (ESI
-
) m/z : 216.0 [M-H]

- 

[α]D
20

: - 27.4 (c = 2.0, MeOH) 

 

(1R, 2S, 5R)-2-Isopropyl-5-methylcyclohexyl ((S)-hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinate III-7b & III-7b’ 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-4b  (178 mg, 0.82 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) were added PPh3 

polymer bound (200-400 mesh, 3 mmol triphenylphosphine/g resin, 547 mg, 1.65 mmol, 2 eq) 

and (-)-menthol (515 mg, 3.29 mmol, 4 eq). The mixture was cooled at 0 °C and 

diisopropylazadicarboxylate (324 µl, 3.29 mmol, 2 eq) was added. The mixture was then stirred 

at reflux for 2 h. The mixture was diluted in EtOAc and filtered PPh3 on Celite. The crude 

compound was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc) to afford majoratory 

III-7b and III-7b’ (62 mg, 0.174 mmol, 21% yield). 

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 35.07 and 28.13 (90%), 32.98 and 30.50 (10%) 

 

C7H8NO5P 

M=217.12 g/mol 

Orange solid 

C17H26NO5P 

M=355.36 g/mol 

Orange oil 
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(S)-(Hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonic acid III-8b 

 

 

 

A solution of (S) phosphinic acid III-4b (30 mg, 0.14 mmol, 1eq), DMSO (27 μL, 0.14 mmol, 1 

eq) and iodine (0.4 mg, 0.0014 mmol, 0.01 eq) in THF (2ml) was heated at 60 °C for 5 h. After 

cooling to 25 °C, the mixture was evaporated to dryness and the residue was washed with DCM 

(5x20 mL). The insoluble material was dissolved in MeOH and evaporated under vacuum to 

afford III-8b (23 mg, 0.1 mmol, 71% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.41 (s, 1H, H11) ; 8.15 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H9) ; 7.88 (d, J = 

7.5 Hz, 1H, H7) ; 7.57 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H8) ; 5.05 (d, JH-P = 14.0 Hz, 1H, H5)  

NMR 
13

C (63 MHz; MeOD) δ : 149.5 (C10) ; 142.9 (C6) ; 134.6 (d, JC-P = 4.6 Hz, C7) ; 130.0 

(C8) ; 123.3 (C9) ; 123.1 (d, JC-P = 4.9 Hz, C11) ; 71.3 (d, JC-P = 163 Hz, C5)  

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 18.8 

MS (ESI
-
) m/z : 232.0 [M-H]

- 

[α]D
20

: - 23.0 (c = 1.0, MeOH) 

 

(S)-Dimethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphonate III-9b 

 

 

 

To a solution of (S)-phosphonic acid III-8b (23 mg, 0.1 mmol, 1 eq) in a mixture of solvent 

DCM/MeOH (1 mL: 28 µl, 0.69 mmol, 7 eq ) was added dropwise at 25 °C diazomethane (1 M 

in Toluene, 250 µl,  0.50 mmol, 5 eq). After stirring for 1 h, the solvent was evaporated under 

vacuum and the crude residue was purified by column chromatography on silica gel (DCM/ 

EtOAc 2:8) to afford III-9b (17 mg, 0.07 mmol, 67% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.38 (s, 1H, H11) ; 8.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9) ; 7.88 (d, J = 

8.0 Hz, 1H, H7) ; 7.62 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 5.26 (d, JH-P = 13.7 Hz, 1H, H5) ; 3.80 and 3.78 

(d, JH-P = 10.0 Hz, 6H, H4) 

NMR 
13

C (126 MHz; MeOD) δ : 149.7 (C10) ; 141.4 (C6) ; 134.5 (d, JC-P = 5.3 Hz, C7) ; 130.5 

(C8) ; 123.9 (d, JC-P = 2.7 Hz, C9) ; 123.0 (d, JC-P = 6.0 Hz, C11) ; 70.2 (d, JC-P = 166 Hz, C5) ; 

54.5 and 54.3 (d, JC-P = 7.1 Hz, C4)   

C7H8NO6P 

M=233.12 g/mol 

Orange oil 

C9H12NO6P 

M=261.17 g/mol 

Orange oil 
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NMR 
31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 23.0 

MS (ESI
+
) m/z : 264.1 [M+Na]

+ 

[α]D
20

 - 23.2 (c = 1.0, MeOH) 

 

2-Amino-4-bromobutanoic acid III-11 

 

 

 

 

DL-Homoserine III-10 (500 mg, 4.2 mmol, 1 eq) was dissolved in 33% HBr/AcOH (12 mL) and 

the mixture was heated at 75 °C for 12 h. After cooling to 25 °C, evaporation of solvent under 

vacuum afforded III-11 (1.1 g, 4.1 mmol, quantitative yield) as bromide ammonium salt. 

NMR
 1

H (500 MHz; MeOD) δ : 4.15 (t, J = 6.7 Hz, 1H, H2) ; 3.64 (m, 2H, H4) ; 2.53 (m, 1H, 

H3) ; 2.35 (m, 1H, H3) 

NMR 
13

C (500 MHz; MeOD) δ : 171.0 (C1) ; 52.70 (C2) ; 34.83 (C3) ; 28.7 (C4) 

MS (ESI
+
) m/z : 181.9 [MBr79]

+
; 183.8 [MBr81]

+
 

 

Methyl 2-amino-4-bromobutanoate III-12 

 

 

 

To a stirring solution of III-11 (1.1 g, 4.41 mmol, 1 eq) in MeOH (13 mL) was added at 0  °C 

thionyl chloride (0.64 mL, 8.82 mmol, 2 eq) The reaction mixture was allowed to warm up to 25 

°C within 12 h. The solvent was evaporated to afford III-12 (1.1 g, 4.7 mmol) quantitative 

yield) as chloride ammonium salt. 

 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 4.23 (t, J = 6.7 Hz, 1H, H3) ; 3.88 (s, 3H, H1) ; 3.62 (t, J = 6.7 

Hz, 2H, H5) ; 2.53 (m, 1H, H4) ; 2.36 (m, 1H, H4) 

NMR 
13

C (250 MHz; MeOD) δ : 168.7 (C2) ; 55.0 (C1) ; 51.9 (C3) ; 34.0 (C4) ;28.6 (C5)  

MS (ESI
+
) m/z : 195.9 [MBr79]

+
 ; 197.9 [MBr81]

+ 

 

 

C4H9Br2NO2 

M=262.93 g/mol 

White solid 

C5H11BrClNO2 

M=232.50 g/mol 

Yellowish oil 

C4H9BrNO2
+
 

M=183.02 g/mol 

White solid 

C5H11BrNO2
+
 

M=197.05 g/mol 

Yellowish oil 
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Methyl 4-bromo-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoate III-13 

 

 

  

 

 

To a solution of III-12 (1.1 g, 4.7 mmol, 1 eq) in THF (20 mL) were added successively NEt3 

(0.726 mL, 6.5 mmol, 1.4 mmol) and Boc2O (2.17 mL, 9.46 mmol, 2 eq). The reaction mixture 

was stirred at 25 °C for 12 h. After evaporation of solvent, the residue was dissolved in EtOAc 

(20 mL) and washed with 1 M citric acid (10 mL). The organic layer was dried over MgSO4, 

filtered and concentrated under vacuum. The crude compound was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:9) to afford III-13 (1.04 g, 3.5 mmol, 74 % 

yield). 

Rf = 0.23 (SiO2; EtOAc/ cyclohexane 1:9, KMnO4) 

NMR 
1
H (500 MHz; MeOD) δ : 4.33 (m, 1H, H3) ; 3.74 (s, 3H, H1) ; 3.50 (m, 2H, H5) ; 2.32 

(m, 1H, H4) ; 2.20 (m, 1H, H4) ; 1.44 (s, 9H, H8)   

NMR 
13

C (500 MHz; MeOD) δ : 174.1 (C2) ; 157.9 (C6) ; 80.8 (C7) ; 53.9 (C3) ; 53.3 (C1) ; 

36.0 (C4) ; 30.2 (C5) ; 29.2 (C8)  

MS (ESI
+
) m/z : 317.8 [MBr79+Na]

+
 ; 319.8 [MBr81+Na]

+ 

 

Methyl 2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-4-iodobutanoate III-14 

 

 

 

 

 

III-13 (225 mg, 0.76 mmol, 1 eq) and NaI (570 mg, 3.8 mmol, 5 eq) were dissolved in acetone 

(20 mL). After stirring for 2 h, the solvent was evaporated and the residue was washed with 

water (10 mL) and a saturated solution of NaCl (10 mL). The organic layer was dried over 

MgSO4, filtered and concentrated under vacuum to afford III-14 (259 mg, 0.75 mmol, 99% 

yield) which was used without further purification. 

NMR 
1
H (252 MHz; MeOD) δ : 4.26 (m, 1H, H3) ; 3.76 (s, 3H, H1) ; 3.29 (m, 2H, H5) ; 2.31 

(m, 1H, H4) ; 2.16 (m, 1H, H4) ; 1.47 (s, 9H, H8)  

C10H18BrNO4 

M=296.16 g/mol 

Yellowish oil 

C10H18INO4 

M=343.16 g/mol 

Yellowish oil 
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NMR 
13

C (250 MHz; MeOD) δ : 173.7 (C2) ; 157.8 (C6) ; 80.6 (C7) ; 55.4 (C3) ; 52.8 (C1) ; 

36.5 (C4) ; 28.7 (C8) ; 1.1 (C5)  

MS (ESI
+
) m/z : 365.9 [M+Na]

+
 

 

(Hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphinic acid III-22 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-4 (942 mg, 4.34 mmol, 1 eq) in DCM (35 mL) were added 

successively at 0 °C, NEt3 (2.3 mL, 17.35 mmol, 4 eq) and TMSBr (2.42 mL, 17.37 mmol, 4 

eq). After stirring 2 h at 25 °C, acrylonitrile (0.58 mL, 8.68 mmol, 2 eq)  was added dropwise to 

the mixture at 0 °C which was allowed to warm up to 25 °C within 12 h. 1 M HCl (10 mL) was 

added at 0 °C and the compound was extracted with EtOAc (3x20 mL). The combined organic 

layers were washed with 1 M HCl (20 mL) and a saturated solution of NaCl (20 mL), dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to afford III-22 (652 mg, 2.4 mmol, 56% yield). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.39 (s, 1H, H11) ; 8.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H9) ; 7.88 (d, J = 

7.7 Hz, 1H, H7) ; 7.62 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 5.13 (d, JH-P = 9.6 Hz, 1H, H5) ; 2.76 (m, 2H, H3) 

; 2.20 (m, 2H, H4) 

NMR
 31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 42.4  

MS (ESI
-
) m/z :

 
269 [M-H]

-
 

 

Methyl (2-cyanoethyl)(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-23 

 

 

 

To a stirring solution of III-22 (724 mg, 2.85 mmol, 1 eq) in toluene/MeOH (15 mL, 2:1) was 

added at 0 °C TMSN2 (1.45 mL, 3.42 mmol, 1.2 eq). After stirring for 4 h at 25 °C, the solvent 

was evaporated and the crude compound was purified by column chromatography on silica gel 

(MeOH/EtOAc 5:95) to afford III-23 (132 mg, 0.46 mmol, 16% yield). 

Rf = 0.25 (SiO2; MeOH/ EtOAc 5:95) 

C10H11N2O5P 

M=270.18 g/mol 

Yellowish solid 

C11H13N2O5P 

M=284.22 g/mol 

Yellowish oil 
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NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.39 (s, 2H, H11) ; 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H9) ; 7.90 (d, J = 

7.7 Hz, 2H, H7) ; 7.65 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H8) ; 5.31 (d, JH-P = 11.5 Hz, 1H, H5) ; 5.29 (d, JH-P = 

8.0 Hz, 1H, H5) ; 3.73 and 3.55 (d, JH-P = 10.2 Hz, 6H, H1) ; 2.78 (m, 4H, H3) ; 2.28 (m, 4H, H4) 

NMR 
13

C (63 MHz; MeOD) δ : 149.6 (C10) ; 140.5 (C6) ; 134.3 (d, JC-P = 4.4 Hz, C7)  and 

134.1 (d, JC-P = 4.2 Hz, C7) ; 130.6 (C8) ; 123.9 (C9) ; 122.8 (d, JC-P = 4.7 Hz, C11)  and 122.6 (d, 

JC-P = 4.4 Hz, C11) ; 120.2 (d, JC-P = 5.3 Hz, C2)  and 120.0 (d, JC-P = 5.4 Hz, C2) ; 71.9 and 71.0 

(d, JC-P = 111.1 Hz, C5) ; 53.7 and 53.0 (d, JC-P = 111.1 Hz, C1) ; 22.0 and 21.2 (d, JC-P = 90.6 

Hz, C4) ; 11.0 (C3) 

NMR
 31

Pcpd (101 MHz; MeOD) δ : 49.83 and 50.23  

MS (ESI
+
) m/z :

 
284.8 [M+H]

+ 

 

N-methoxy-N-methylacrylamide III-26 

 

 

 

To a stirring solution of N,O-dimethylhydroxylamine (2 g, 20.5 mmol, 1.1 eq)  and  acryloyl 

chloride (1.51 mL, 18.7 mmol, 1 eq)  in CHCl3 (40 mL) was added dropwise at 0 °C anhydrous 

pyridine (3.3 mL, 41.3 mmol, 2.2 eq). After stirring 1.5 h at 25 °C, the solvent was evaporated. 

The residue was dissolved in 1 M HCl and aqueous layer was extracted with a mixture of 

DCM/Et2O (3x30 mL, 1:1). The combined organic layers were washed with a saturated solution 

of NaHCO3 and a saturated solution of NaCl, dried over Na2SO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford III-26 (1.4 g, 12.2 mmol, 65% yield). 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 6.74 (dd, J = 17.3 Hz, J = 10.4 Hz, 1H, H4) ; 6.44 (dd, J = 17.1 

Hz, J = 2 Hz, 1H, H5) ; 5.76 (dd, J = 10.3 Hz, J = 2 Hz, 1H, H5) ; 3.27 (s, 3H, H1) ; 3.72 (s, 3H, 

H2)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 166.5 (C3) ; 129.0 (C4) ; 125.9 (C5) ; 61.8 (C1) ; 32.4 (C2)  

 

(Hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)phosphinic acid III-27 

 

 

 

To a stirring solution of III-4 (330 mg, 1.52 mmol, 1 eq) in DCM (15 mL) were added 

successively at 0 °C NEt3 (0.85 mL, 6.08 mmol, 4 eq) and TMSBr (0.81 mL, 6.08 mmol, 4 eq). 

C12H17N2O7P 

M=332.25 g/mol 

Yellowish solid 

C5H9NO2 

M=115.13 g/mol 

Yellowish oil 
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After stirring for 2 h at 25 °C, (1.52 mmol) III-26 (175 mg, 1.52 mmol, 1 eq) was added 

dropwise to the mixture at 0 °C. The mixture was allowed to warm up to 25 °C within 12 h and 

1 M HCl (10 mL) was added at 0 °C. The compound was extracted with EtOAc (3x30 mL) and 

combined organic layers were washed with 1 M HCl (20 mL) and a saturated solution of NaCl 

(20 mL), dried over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to afford III-27 (100 mg, 

0.3 mmol, 20%). 

NMR 
1
H (250 MHz; MeOD) δ : 8.39 (s, 1H, H11) ; 8.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9) ; 7.88 (d, J = 

7.8 Hz, 1H, H7) ; 7.60 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H8) ; 5.12 (d, JH-P = 9.7 Hz, 1H, H5) ; 3.72 (s, 3H, H0) ; 

3.18 (s, 3H, H1) ; 2.76 (m, 2H, H3) ; 2.12 (m, 2H, H4) 

NMR
 31

Pcpd (162 MHz; MeOD) δ : 47.0 

MS (ESI
+
) m/z :

 
333.0 [M+H]

+ 

 

Methyl (hydroxy(3-nitrocyclohexa-1,5-dien-1-yl)methyl)phosphinate III-28 
 

 

 

 

To a solution of III-4 (524 mg, 2.40 mmol, 1 eq) in MeOH (20 mL) was added EDC (648 mg, 

3.38 mmol, 1.4 eq). The reaction mixture was stirred at 25 °C for 12 h. MeOH was evaporated 

and the residue was dissolved in 1 M HCl (10 mL) and extracted with EtOAc (3x20 mL). The 

combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to 

afford a mixture of 2 diastereomers III-28 (369 mg, 1.58 mmol, 66% yield). 

NMR 
1
H (500 MHz; MeOD) δ : 8.35 (s, 2H, H11) ; 8.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H9) ; 7.85 (d, J = 

7.7 Hz, 2H, H7) ; 7.65 (t, J = 7.9 Hz, 2H, H8) ; 6.96 (d, JH-P = 564 Hz, 1H, H4) and 6.87 (d, JH-P 

= 567 Hz, 1H, H4) ; 5.24 (d, JH-P = 7.3 Hz, 1H, H5) and 5.21 (d, JH-P = 10.6 Hz, 1H, H5) ; 3.85 

and 3.74 (d, JH-P = 11.3 Hz, 2H, H3) 

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; MeOD) δ : 39.7 and 36.9 

 

Methyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-30 

  

 

 

 

 

C24H28NO5PSi 

M=469.54 g/mol 

Yellowish oil 

C8H12NO5P 

M=233.16 g/mol 

Yellowish oil 
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To a solution of III-4 (286 mg, 1.32 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) was added at 0 °C 

successively NEt3 (0.37 mL, 31.6 mmol, 2 eq) and TBDPSCl (0.24 mL, 1.3 mmol, 1 eq). The 

reaction mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Then, the solvent was evaporated under vacuum 

and the crude compound was dissolved in MeOH (20 mL). At 0 °C, PivCl (0.24 mL, 1.98 mmol, 

1.5 eq) and pyridine (0.21 mL, 2.64 mmol, 2 eq) were added successively dropwise to the 

reaction mixture which was stirred for 1 h at 25 °C. After evaporation of solvent under vacuum, 

the crude residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 

1:1) to afford a mixture of 2 diastereomers III-30 (307 mg, 0.65 mmol, 50% yield over 2 steps). 

Rf = 0.61 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 4:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.10 (m, 4H, HAr) ; 7.71 (m, 4H, HAr) ; 7.65 (m, 2H, HAr) ; 

7.45 (m, 12H, HAr) ; 7.30 (t, J = 7.1 Hz, 2H, HAr) ; 7.20 (t, J = 7.7 Hz, 4H, HAr) ; 6.94 (d, JH-P = 

565 Hz, 1H, H3) and 6.89 (d, JH-P = 568 Hz, 1H, H3) ; 5.28 (d, JH-P = 7.4 Hz, 1H, H5) and 5.23 

(d, JH-P = 8.6 Hz, 1H, H5) ; 3.70 and 3.67 (d, JH-P = 1.8 Hz, 6H, H4) ; 1.14 and 1.13 (s, 18H, t-

Bu) 

NMR 
31

Pcpd (162 MHz; MeOD) δ : 35,49 and 35.44  
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Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-31 

 

 

 

 

 

To a solution of III-4 (3.43 g, 15.8 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) was added at 0 °C successively 

NEt3 (4.4 mL, 31.6 mmol, 2 eq) and TBDPSCl (4.5 mL, 17.4 mmol, 1.1 eq). The reaction 

mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Then, the solvent was evaporated under vacuum and the 

crude compound was dissolved in EtOH (80 mL). At 0 °C, PivCl (3.9 mL, 31.7 mmol, 2 eq) and 

pyridine (3.42 mL, 42.3 mmol, 2.7 eq) were added successively dropwise to the reaction 

mixture which was stirred for 1 h at 25 °C. After evaporation of solvent under vacuum, the 

crude residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:1) to 

afford a mixture of 2 diastereomers III-31 (3.0 g, 6.2 mmol, 50% yield over 2 steps). 

Rf = 0.44 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.14 (m, 4H, H11 and H9) ; 7.71 (m, 4H, HAr) ; 7.66 (m, 2H, 

H7) ; 7.44 (m, 12H, HAr) ; 7.32 (m, 2H, HAr) ; 7.21 (t, J = 7.6 Hz, 4H, HAr) ; 6.98 and 6.89 (d, JH-

P = 571 Hz, 2H, H4) ; 5.25 (d, JH-P = 7.3 Hz, 1H, H5) and 5.20 (d, JH-P = 8.9 Hz, 1H, H5) ; 4.07 

(m, 4H, H3) ; 4.07 (m, 4H, H13) ; 1.14 and 1.13 (s, 18H, t-Bu) ; 1.23 (m, 6H, H2)  

NMR 
13

C (101 MHz; MeOD) δ : 149.4 (x2) (C10) ; 138.9 and 138.7 (C6) ; 137.1 (x4), 137.0 

(x2) and 136.9 (x2) (CHAr) ; 134.8 and 134.6 (d, JC-P = 5.0 Hz, C7) ; 133.2, 133.1 and 133.0 (x2) 

(CqAr) ; 131.6, 131.5 and 131.4 (x2) (CHArp) ; 130.6 and 130.5 (C8) ; 129.1 (x2), 129.0 (x2), 

128.9 (x2) and 128.8 (x2) (CHArp) ; 124.2 and 124.1 (d, JC-P = 2.8 Hz, C9) ; 123.6 (d, JC-P = 5.4 

Hz, C11) and 123.5 (d, JC-P = 5.2 Hz, C11) ; 74.1 (d, JC-P = 115.9 Hz, C5) and 74.0 (d, JC-P = 114.3 

Hz, C5) ; 65.3 and 64.9 (d, JC-P = 7.5 Hz, C3) ; 27.4 (x2) (t-Bu) ; 20.1 (x2)(Cq t-Bu) ; 16.6 and 

16.5 (d, JC-P = 2.3 Hz, C2) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; MeOD) δ : 33.1 and 32.9  

HRMS (ESI+) m/z : Calculated for C25H31NO5PSiNa [M+Na]
+ 

: 507.160. Found 507.160 
 

 

 

 

 

 

C25H30NO5PSi 

M=483.57 g/mol 

Yellowish oil 
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Butyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-32 

 

  

 

 

 

 

 

To a solution of III-4 (110 mg, 0.52 mmol, 1 eq) in THF (4 mL) was added at 0 °C successively 

NEt3 (0.14 mL, 1.04 mmol, 2 eq) and TBDPSCl (0.15 mL, 0.57 mmol, 1.1 eq). The reaction 

mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Then, the solvent was evaporated under vacuum and the 

crude compound was dissolved in BuOH (4 mL). At 0 °C, PivCl (95 μL, 0.78 mmol, 1.5 eq) and 

pyridine (84 μL, 1.04 mmol, 2 eq) were added successively dropwise to the reaction mixture 

which was stirred for 1 h at 25 °C. After evaporation of solvent under vacuum, the crude residue 

was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:1) to afford a 

mixture of 2 diastereomers III-32 (207 mg, 0.4 mmol, 50% yield over 2 steps). 

Rf = 0.63 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 3:7; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.15 and 8.11 (m, 4H, H11 and H9) ; 7.71 (m, 4H, HAr) ; 7.63 

(m, 2H, H7) ; 7.48 (m, 12H, HAr) ; 7.33 (t, J= 7.1 Hz, 2H, HAr) ; 7.23 (t, J = 7.1 Hz, 4H, HAr) ; 

6.96 (d, JHP = 568 Hz, 1H, H4) and 6.92 (d, JH-P = 531 Hz, 1H, H4) ; 5.26 (d, JH-P = 6.9 Hz, 1H, 

H5) and 5.21 (d, JH-P = 8.5 Hz, 1H, H5) ; 4.00 (m, 4H, H3) ; 1.56 (m, 4H, H2) ; 1.30 (m, 4H, H1) ; 

1.15 and 1.13 (s, 18H, t-Bu) ; 0.87 and 0.86 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H0) 

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 149.4 (x2) (C10) ; 138.9 and 138.7 (C6) ; 137.1 (x4), 137.0 

(x2) and 136.9 (x2) (CHAr) ; 134.8 and 134.7 (d, JC-P = 5.0 Hz, C7) ; 133.2, 133.1 and 133.0 (x2) 

(CqAr) ; 131.6, 131.5 and 131.4 (x2) (CHArp) ; 130.6 and 130.5 (d, JC-P = 2.2 Hz , C8) ; 129.1 

(x2), 129.0 (x2), 128.9 (x2) and 128.8 (x2) (CHAr) ; 124.2 and 124.1(d, JC-P = 2.7 Hz, C9) ; 

123.7 (d, JC-P = 5.5 Hz, C11) and 123.5 (d, JC-P = 5.1 Hz, C11) ; 74.3 (d, JC-P = 115.9 Hz, C5) and 

74.2 (d, JC-P = 115.1 Hz, C5) ; 68.9 and 68.5 (d, JC-P = 8.0 Hz, C3) ; 33.5 and 33.4 (d, JC-P = 8.0 

Hz, C2) ; 27.6 and 27.4 (t-Bu) ; 20.1 (x2)(Cq t-Bu) ; 19.7 (x2) (C1) ; 13.8 and 13.7 (C0) 

NMR 
31

Pcpd (162 MHz; MeOD) δ : 33.25 and 33.20  

 

 

 

C27H34NO5PSi 

M=511.62 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(propyl)phosphinate III-

34 

 

 

 

 

 

To a stirring deoxygenated solution of III-31 (465 mg, 0.96 mmol, 1 eq) in THF (20 mL) was 

added at -78 °C freshly prapared LiHMDS (0.82 mL in THF (5 mL), 0.96 mmol, 1 eq). After 5 

min, iodopropane (0.28 mL, 2.89 mmol, 3 eq) was added to the mixture which was allowed to 

warm up to 25 °C within 12 h. The reaction mixture was quenched with a saturated solution of 

NaCl, extracted with EtOAc (3x30 mL) then combined organic layers were dried over Na2SO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:1) to afford a mixture of 2 diastereomers 

III-34 (26 mg, 0.05 mmol, 5% yield).    

Rf = 0.30 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.10 and 8.06 (m, 4H, H11 and H9) ; 7.71 (m, 4H, HAr) ; 7.63 

(m, 2H, H7) ; 7.44 (m, 12H, HAr) ; 7.31 (m, 2H, HAr) ; 7.20 (m, 4H, HAr) ; 5.23 (d, JH-P = 7.9 Hz, 

1H, H5) and 5.16 (d, JH-P = 9.9 Hz, 1H, H5) ; 4.00 and 3.78 (m, 4H, H4) ; 1.75 (m, 4H, H1) ; 1.52 

(m, 4H, H2) ; 1.19 (m, 6H, H3) ; 1.12 (s, 18H, t-Bu) ; 0.94 (t, J = 7.2 Hz, 6H, H0)  

NMR 
13

C (100 MHz; MeOD) δ : 149.2 (x2) (C10) ; 140.3 (x2) (C6) ; 137.2 (x2), 137.1 (x2) and 

137.0 (x4) (CHAr) ; 135.1 and 135.0 (d, JC-P = 4.5 Hz, C7) ; 133.2 (x2) and 133.1 (x2) (CqAr) ; 

131.4, 131.3 (x2) and 131.2 (CHArp) ; 130.3 and 130.2 (C8) ; 128.9 (x4) and 128.7 (x4) (CHAr) ; 

124.0 (x2) (d, JC-P = 4.8 Hz, C9) ; 123.9 (x2) (d, JC-P = 5.9 Hz, C11) ; 75.1 and 74.9 (d, JC-P = 

109.1 Hz, C5) ; 63.4 and 63.3 (d, JC-P = 7.5 Hz, C4) ; 27.8 and 27.6 (d, JC-P = 90.0 Hz, C2) ; 27.5 

(x2) (t-Bu) ; 20.2 (x2)(Cq t-Bu) ; 16.9 (d, JC-P = 5.2 Hz, C3) ; 16.0 (d, JC-P = 5.4 Hz, C1) ; 15.8 

(d, JC-P = 15.1 Hz, C0) 

NMR 
31

Pcpd (162 MHz; MeOD) δ : 51.2 and 50.7  

 

 

 

 

C28H36NO5PSi 

M=525.65 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(methyl)phosphinate III-

35 

 

 

 

 

  

 

To a stirring deoxygenated solution of III-31 (192 mg, 0.40 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) was 

added at -78 °C freshly prapared LiHMDS (0.40 mL in THF (3 mL), 0.44 mmol, 1.1 eq). After 5 

min, iodomethane (27 μL, 0.44 mmol, 1.1 eq) was added to the mixture which was allowed to 

warm up to 25 °C within 12 h. The reaction mixture was quenched with a saturated solution of 

NaCl, extracted with EtOAc (3x10 mL) then combined organic layers were dried over Na2SO4, 

filtered and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 1:1) to afford a mixture of 2 diastereomers 

III-35 (129 mg, 0.26 mmol, 65% yield). 

Rf = 0.28 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.09 (bs, 2H, H11) ; 8.03 (t, J = 9.1 Hz, 2H, H9) ; 7.70 (m, 4H, 

HAr) ; 7.62 (t, JH-P = 7.4 Hz, 2H, H7) ; 7.43 (m, 12H, HAr) ; 7.28 (m, 2H, HAr) ; 7.19 (m, 4H, HAr) 

; 5.24 (d, JH-P = 10.1 Hz, 1H, H5) and 5.18 (d, JH-P = 12.0 Hz, 1H, H5) ; 3.96 (m, 4H, H4) ; 1.48 

and 1.42 (d, JH-P = 13.8 Hz, 6H, H2) ; 1.22 (m, 6H, H3) ; 1.13 and 1.12 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (100 MHz; MeOD) δ : 149.2 (x2) (C10) ; 140.3 and 140.2 (C6) ; 137.2 (x2), 137.1 

(x2), 137.0 (x2) and 136.9 (x2) (CHAr) ; 135.0 and 134.9 (d, JC-P = 4.0 Hz, C7) ; 133.4, 133.2 

and 133.1 (x2) (CqAr) ; 131.4, 131.3 (x2) and 131.2 (CHArp) ; 130.3 and 130.2 (C8) ; 128.9 (x4), 

128.7 (x2) and 128.6 (x2) (CHAr) ; 123.9 and 123.8 (d, JC-P = 2.3 Hz, C9) ; 123.8 (d, JC-P = 6.0 

Hz, C11) and 123.7 (d, JC-P = 5.2 Hz, C11) ; 75.6 (d, JC-P = 115.3 Hz, C5) and 75.0 (d, JC-P = 115.0 

Hz, C5) ; 63.2 and 62.9 (d, JC-P = 7.0 Hz, C4) ; 27.5 (x2) (t-Bu) ; 20.2 (x2)(Cq t-Bu) ; 16.9 and 

16.8 (d, JC-P = 3.1 Hz, C3) ; 10.6 (d, JC-P = 91.2 Hz, C2) and 10.0 (d, JC-P = 92.7 Hz, C2) 

NMR 
31

Pcpd (162 MHz; MeOD) δ : 51.5 and 51.0  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C26H32NO5PSiNa [M+Na]

+ 
: 520.169. Found 520.168  

 

 

 

C26H32NO5PSi 

M=497.60 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

(methoxy(methyl)amino)-3-oxopropyl)phosphinate III-37 

 

 

 

 

 

 

To a stirring deoxygenated solution of III-31 (208 mg, 0.43 mmol, 1 eq) in THF (10 mL) was 

added at -78 °C freshly prapared LiHMDS (0.40 mL in THF (4 mL), 0.47 mmol, 1.1 eq). After 5 

min, III-26 (55 mg, 0.47 mmol, 1.1 eq) was added to the mixture which was allowed to warm 

up to 25 °C within 12 h. The reaction mixture was quenched with a saturated solution of NaCl, 

extracted with EtOAc (3x10 mL) then combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered 

and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column chromatography on 

silica gel (EtOAc) to afford a mixture of 2 diastereomers III-37 (106 mg, 0.18 mmol, 41% 

yield).    

Rf = 0.32 (SiO2; EtOAc; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; MeOD) δ : 8.11 (bs, 2H, H11) ; 8.05 and 8.03 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H9) ; 

7.71 (m, 4H, HAr) ; 7.66 and 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H7) ; 7.43 (m, 12H, HAr) ; 7.29 (m, 2H, 

HAr) ; 7.19 (m, 4H, HAr) ; 5.32 (d, JH-P = 9.0 Hz, 1H, H5)  and 5.26 (d, JH-P = 10.6 Hz, 1H, H5) ; 

3.96 (m, 4H, H12) ; 3.65 and 3.63 (s, 6H, H0) ; 3.16 and 3.15 (s, 6H, H1) ; 2.61 (m, 4H, H3) ; 2.08 

(m, 4H, H4) ; 1.22 (m, 6H, H13) ; 1.13 and 1.12 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (100 MHz; MeOD) δ : 173.8 and 173.7 (C2) ; 149.2 (x2) (C10) ; 140.1 (x2) (C6) ; 

137.2 (x2), 137.1 (x4) and 137.0 (x2) (CHAr) ; 135.1 and 135.0 (d, JC-P = 3.8 Hz, C7) ; 133.4, 

133.2, 133.1 and 133.0 (CqAr) ; 131.4, 131.3 (x2) and 131.2 (CHArp) ; 130.3 (x2) (C8) ; 128.9 

(x4), 128.8 (x2), and 128.7 (x2) (CHAr) ; 123.9 (x2) (C9) ; 123.8 (x2) (C11) ; 75.3 (d, JC-P = 112.1 

Hz, C5) and 75.0 (d, JC-P = 111.7 Hz, C5) ; 63.5 and 63.2 (d, JC-P = 7.2 Hz, C12) ; 61.8 (x2) (C0) ; 

32.6 (x2) (C1) ; 27.5 (x2) (t-Bu) ; 25.3 (x2) (d, JC-P = 8.9 Hz, C3) ; 20.6 and 20.3 (d, JC-P = 92.4 

Hz, C4) ; 20.2 (x2) (Cq t-Bu) ; 16.9 (x2) (d, JC-P = 5.2 Hz, C13) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; MeOD) δ : 50.7 and 50.1  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C30H39N2O7PSiNa [M + Na]

+ 
 : 621.216. Found 621.216 

IR νmax/cm
-1 

: 2934, 2854, 1661, 1529, 1355, 1232, 1105, 1025, 808, 700 

 

C30H39N2O7PSi 

M=598.70 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

oxopropyl)phosphinate III-38 

 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-37 (333 mg, 0.56 mmol, 1 eq) in DCM (25 mL) was added at -78 °C 

DIBAL (1 M in toluene, 1.11 mL, 1.11 mmol, 2 eq). The mixture was stirred at -78 °C for 2 h. 

The reaction mixture was stopped by addition of a saturated solution of potassium (15 mL) and 

compound was extracted with EtOAc (3x20 mL). The combined organic layers were dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 8:2) to afford a mixture of 2 diastereomers 

III-38 (252 mg, 0.47 mmol, 84% yield).  

Rf = 0.54 (SiO2; EtOAc; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 9.71 and 9.68 (s, 2H, H0) ; 8.11 and 8.05 (m, 4H, H11 and H9) ; 

7.69 (m, 4H, HAr) ; 7.61 and 7.58 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H7) ; 7.42 (m, 12H, HAr) ; 7.31 (t, J = 7.6 

Hz, 2H, HAr) ; 7.19 (t, J = 7.6 Hz, 4H, HAr) ; 5.09 (d, JH-P = 8.0 Hz, 1H, H5) and 5.02 (d, JH-P = 

12.3 Hz, 1H, H5) ; 3.88 (m, 4H, H4) ; 2.60 (m, 4H, H1) ; 1.97 (m, 4H, H2) ; 1.19 (m, 6H, H3) ; 

1.12 (s, 18H, t-Bu)   

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 199.1 and 199.0 (C0) ; 148.0 (x2) (C10) ; 139.1 and 139.0 (C6) 

; 136.1 (x4) and 136.0 (x4) (CHAr) ; 133.7 and 133.6 (JC-P = 4.2 Hz, C7) ; 132.1, 132.0 and 131.9 

(x2) (CqAr) ; 130.5 (x2) and 130.3 (x2) (CHArp) ; 129.2 and 129.0 (C8) ;  128.1 (x2), 128.0 (x2), 

127.9 (x2) and 127.8 (x2) (CHAr) ; 123.1 and 123.0 (d, JC-P = 2.2 Hz, C9) ; 122.7 and 122.6 (d, 

JC-P = 4.7 Hz, C11) ; 74.3 and 74.1 (d, JC-P = 110.8 Hz, C5) ; 62.2 and 61.7 (d, JC-P = 7.0 Hz, C4) ; 

35.8 (d, JC-P = 3.5 Hz, C1) and 35.7 (d, JC-P = 4.2 Hz, C1) ; 27.1 (x2) (t-Bu) ; 19.6 and 19.5 (Cq t-

Bu) ; 17.7 (d, JC-P = 92.0 Hz, C2) and 16.7 (d, JC-P = 92.7 Hz, C2) ; 16.8 and 16.7 (d, JC-P = 5.2 

Hz, C3) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; CDCl3) δ : 49.0 and 48.4  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C28H35NO6PSiNa [M + Na]

+ 
: 562.1791. Found 562.1785

 

IR νmax/cm
-1 

: 2929, 2859, 1723, 1529, 1355, 1232, 1110, 1034, 817, 704, 502 

 

C28H34NO6PSi 

M=539.63 g/mol 

Yellowish oil 
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(E)-Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-((p-

tolylsulfinyl)imino)propyl)phosphinate III-40 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-38 (710 mg, 1.32 mmol, 1 eq) and (S)-(+)-p-toluensulfinamide (204 

mg, 1.32 mmol, 1 eq) in DCM (25 mL) was added Ti(OEt)4 (1.38 mL, 6.58 mmol, 5 eq). The 

mixture was heated at 50 °C for 24 h. After cooling to 0 °C, water (20 mL) was added to the 

mixture to stop the reaction. The turbid solution was filtered through Celite and washed with 

DCM (3x20 mL). The organic and aqueous layers were separated and the aqueous layer was 

extracted with DCM (3 x 10 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered 

and cevaporated to afford crude sulfinylimine III-40 (861 mg, 1.27 mmol, 96% yield) used in 

next step without further purification. 

LC-MS: 2.79 min; [M]
+
 = 676.91  

Ethyl (((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-cyano-3-(4-

methylphenylsulfinamido)propyl)phosphinate III-41 & III-41” 

 

 

 

 

 

In a round-bottom flask was dissolved sulfinylimine III-40 (861 mg, 1.27 mmol, 1 eq) in THF 

(25 mL). In a separate Schlenk flask, to a stirring solution of diethylaluminium cyanide (1.91 

mL, 1.91 mmol, 1.5 eq) was added at -78 °C i-PrOH (0.1 mL, 1.27 mmol, 1 eq). This solution 

was allowed to reach to 25 °C, stirred for 30 min, and cannulated into the solution of III-40 at -

78 °C. The reaction mixture was brought to 25 °C and stirred for 24 h. Then was cooled to -78 

°C and a saturated solution of NH4Cl (20 mL) was added to stop the reaction. The suspension 

was filtered through Celite, extracted with EtOAc (3x10 mL) and washed with a saturated 

solution of NaCl (20 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered and 

evaporated to afford crude III-41 & III-41’ (448 mg, 0.64 mmol) used in next step without 

further purification. 

LC-MS: 2.66 min; [M]
+
 = 703.86  

C35H41N2O6PSSi 

M=676.83 g/mol 

Yellowish oil 

C36H42N3O6PSSi 

M=703.86 g/mol 

Yellowish solid 
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Ethyl (3-cyano-3-(4-methylphenylsulfinamido)propyl)(hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinate III-42 

 

 

 

 

 

To a solution of III-41 (397 mg, 0.59 mmol, 1 eq) in THF (15 mL) was added at 0 °C 

successively AcOH (40 μL, 0.62 mmol, 1.1 eq) and TBAF (1 M in THF, 0.62 mL, 0.62 mmol, 

1.1 eq) . The reaction mixture was maintained at 25 °C for 12 h. Water (10 mL) was added to 

the mixture to stop the reaction. The organic and aqueous layers were separated and the aqueous 

phase was extracted with EtOAc (3x10 mL). The combined organic layers was dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to afford crude residue III-42 (440 mg, 0.95 

mmol) used in next step without further purification. 

LC-MS: 1.79 min; [M-H]
-
 = 463.84  

 

Ethyl (hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)(3-(methoxy(methyl)amino)-3-

oxopropyl)phosphinate III-43 

 

 

 

 

To a solution of III-37 (129 mg, 0.22 mmol, 1 eq) in THF (7 mL) was added at 0 °C 

successively AcOH (12 μL, 0.22 mmol, 1 eq) and TBAF (1 M in THF, 0.22 mL, 0.22 mmol, 1 

eq) . The reaction mixture was maintained at 25 °C for 12 h. Water (10 mL) was added to the 

mixture to stop the reaction. After decantation the aqueous phase was extracted with EtOAc 

(3x10 mL). The combined organic layers was dried over Na2SO4, filtered and evaporated under 

vacuum. The crude residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc) to 

afford III-43 (59 mg, 0.16 mmol, 76% yield).  

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 8.40 (s, 1H, H11) ; 8.13 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H9) ; 7.86 (d, J = 

7.6 Hz, 1H, H7) ; 7.52 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H8) ; 5.09 (d, JH-P = 7.6 Hz, 1H, H5) ; 4.00 (m, 4H, 

H12) ; 3.65 (s, 3H, H0) ; 3.17 (s, 3H, H1) ; 2.74 (m, 2H, H3) ; 2.12 (m, 2H, H4) ; 1.22 (t, J = 7.0 

Hz, H13) 

C14H21N2O7P 

M=360.30 g/mol 

Yellowish solid 

C20H24N3O6PS 

M=465.46 g/mol 

Yellowish solid 
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NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 172.81 (C2) ; 148.23 (C10) ;  139.3 (C6) ; 133.3 (d, JC-P = 3.8 

Hz, C7) ;  129.15 (C8) ; 122.7 (C9) ; 122.1 (d, JC-P = 4.5 Hz, C11) ; 71.6 (d, JC-P = 101.4 Hz, C5) ; 

62.0 (d, JC-P = 7.3 Hz, C12) ; 61.3 (C0) ; 32.4 (C1) ; 24.6 (C3) ; 20.2 (d, JC-P = 89.3 Hz, C4) ; 16.6 

(d, JC-P = 5.5 Hz, C13) 

NMR
 31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 51.7 and 50.0  

 

2-Amino-4-(hydroxy(hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphoryl)butanoic acid III-

44  

 

 

 

 

A solution of III-42 (440 mg, 0.95 mmol, 1 eq) in 6 M HCl (15 mL) was refluxed for 24 h. 

After cooling, solvent was evaporated under vacuum. The crude residue was dissolved in 1 M 

HCl and washed with EtOAc (3 x 15 mL). Water was evaporated and the residue was purified 

on cation exchange resin chromatography (Dowex AG 50W-X4, H
+
, 50-100 mesh). The 

compound was eluted with water to afford III-44 (32 mg, 0.1 mmol, 8% over 3 steps). 

NMR 
1
H (250 MHz; CDCl3) δ : 8.20 (s, 1H, H11) ; 8.10 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H9) ; 7.72 (d, J = 

7.8 Hz, 1H, H7) ; 7.52 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 4.91 (d, JH-P = 9.5 Hz, 1H, H5) ; 3.97 (m, 1H, H2) 

; 2.06 (m, 2H, H3) ; 1.69 (m, 2H, H4)  

NMR 
31

Pcpd (101 MHz; CDCl3) δ : 37.9  

MS (ESI) m/z : [M+H]
+ 

319.2 ; [M-H]
- 
317.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C11H15N2O7P 

M=318.22 g/mol 

Yellowish solid 
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Ethyl ((R)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-31a 

  

 

 

 

 

 

To a solution of III-4a (4.12 g, 19.0 mmol, 1 eq) in THF (100 mL) was added at 0 °C 

successively NEt3 (5.3 mL, 38.0 mmol, 2 eq) and TBDPSCl (5.9 mL, 22.8 mmol, 1.21 eq). The 

reaction mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Then, the solvent was evaporated under vacuum 

and the crude compound was dissolved in EtOH (80 mL). At 0°C, PivCl (5.5 mL, 28.5 mmol, 

1.5 eq) and pyridine (4.9 mL, 40 mmol, 2.1 eq) were added successively dropwise to the 

reaction mixture which was stirred for 1 h at 25 °C. After evaporation of solvent under vacuum, 

the crude residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 

1:1) to afford a mixture of 2 diastereomers III-31a (4.6 g, 9.5 mmol, 50% yield over 2 steps). 

Rf = 0.43 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 8.20 (s, 1H, H11) ; 8.11 and 8.10 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H9) ; 8.04 

(s, 1H, H11) ; 7.69 (d, J = 7.0 Hz, 4H, HAr) ; 7.61 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H7) and 7.58 (d, J = 6.5 Hz, 

1H, H7) ; 7.44 (m, 12H, HAr) ; 7.34 (m, 2H, HAr) ; 7.23 (m, 4H, HAr) ; 6.95 (d, JH-P = 559 Hz, 

1H, H4) and 6.89 (d, JH-P = 556 Hz, 1H, H4) ; 5.07 (d, JH-P = 5.6 Hz, 1H, H5) and 4.96 (d, JH-P = 

9.9 Hz, 1H, H5) ; 4.01 (m, 4H, H3) ; 1.24 (m, 6H, H2) ; 1.15 and 1.13 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 148.0 and 147.9 (C10) ; 137.6 and 137.3 (C6) ; 135.8 (x2), 

135.7 (x2), 135.7 (x2) and 135.6 (x2) (CHAr) ; 133.4 and 133.1 (d, JC-P = 4.8 Hz, C7) ; 131.8 

(x2), 131.6 and 131.5 (CqAr) ; 130.4, 130.2 (x2) and 130.1 (CHArp) ; 129.2 and 129.0 (C8) ; 

127.9 (x2), 127.8 (x2), 127.7 (x2) and 127.6 (x2) (CHAr) ; 123.1 and 122.9 (d, JC-P = 2.2 Hz, C9) 

; 122.3 (d, JC-P = 5.5 Hz, C11) and 122.2 (d, JC-P = 4.6 Hz, C11) ; 73.2 (d, JC-P = 115.3 Hz, C5) 

and 72.9 (d, JC-P = 113.1 Hz, C5) ; 63.4 and 63.1 (d, JC-P = 7.7 Hz, C3) ; 26.8 and 26.7 (t-Bu) ; 

19.2 (x2)(Cq t-Bu) ; 16.1 and 16.0 (d, JC-P = 2.1 Hz, C2)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 31.9 and 31.4  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C25H30NO5PSiNa [M+Na]

+
: 506.1529. Found 506.1518. 

IR νmax/cm
-1 

: 2930, 1531, 1428, 1351, 1239, 1113, 961, 908, 809, 730 

 

 

C25H30NO5PSi 

M=483.57 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl ((R)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

(methoxy(methyl)amino)-3-oxopropyl)phosphinate III-37a 

 

 

 

 

 

 

To a stirring deoxygenated solution of III-31a (4.58 g, 9.5 mmol, 1 eq) in THF (120 mL) was 

added at -78 °C freshly prapared LiHMDS (6.30 mL in THF (15 mL), 10.4 mmol, 1.1 eq). After 

5 min, III-26 (1.31 g, 11.4 mmol, 1.2 eq) was added to the mixture which was allowed to warm 

up to 25 °C within 12 h. The reaction mixture was quenched with a saturated solution of NaCl, 

extracted with EtOAc (3x30 mL) then combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered 

and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column chromatography on 

silica gel (EtOAc) to afford a mixture of 2 diastereomers III-37a (1.2 g, 2.0 mmol, 41% yield).    

Rf = 0.41 (SiO2; EtOAc; UV) 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 8.00 and 7.98 (m, 2H, H11) ; 7.94 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H9) ; 7.64 

(m, 4H, HAr) ; 7.55 and 7.50 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H7) ; 7.38 (m, 6H, HAr) ; 7.31 (m, 6H, HAr) ; 

7.22 (m, 2H, HAr) ; 7.11 (m, 4H, HAr) ; 5.03 (d, JH-P = 9.3 Hz, 1H, H5)  and 4.98 (d, JH-P = 12.6 

Hz, 1H, H5) ; 3.89 (m, 4H, H12) ; 3.58 and 3.54 (s, 6H, H0) ; 3.11 and 3.09 (s, 6H, H1) ; 2.57 (m, 

4H, H3) ; 2.01 (m, 4H, H4) ; 1.14 (m, 6H, H13) ; 1.08 and 1.06 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 172.4 and 172.3 (C2) ; 147.8 and 147.7 (C10) ; 139.2 and 

139.1 (C6) ; 136.1 (x4), 135.9 (x2) and 135.8 (x2) (CHAr) ; 133.6 and 133.5 (d, JC-P = 4.3 Hz, 

C7) ; 132.2, 132.1, 131.8 and 131.7 (CqAr) ; 130.2 (x2), 130.1 and 130.0 (CHArp) ; 129.0 and 

128.8 (C8) ; 127.8 (x2), 127.7 (x2), 127.6 (x2) and 127.5 (x2) (CHAr) ; 122.7 and 122.6 (d, JC-P = 

2.5 Hz, C9) ; 122.6 (d, JC-P = 4.2 Hz, C11) and 122.5 (d, JC-P = 4.9 Hz, C11) ; 74.5 (d, JC-P = 110.6 

Hz, C5) and 74.2 (d, JC-P = 109.7 Hz, C5) ; 61.8 and 61.4 (d, JC-P = 7.0 Hz, C12) ; 61.3 and 61.2 

(C0) ; 32.4 (x2) (C1) ; 27.1 and 27.0 (t-Bu) ; 24.3 and 24.1(C3) ; 19.8 and 19.1 (d, JC-P = 92.0 Hz, 

C4) ; 19.4 (x2) (Cq t-Bu) ; 16.7 and 16.6 (d, JC-P = 5.7 Hz, C13) 

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 49.6 and 48.6  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C30H40N2O7PSi [M+H]

+
: 599.2342. Found 599.2331. 

IR νmax/cm
-1 

: 2932, 1663, 1530, 1427, 1351, 1233, 1112, 1032, 910, 823, 731 

 

C30H39N2O7PSi 

M=598.70 g/mol 

Yellowish oil 



Experimental part : Chapter III : Determination of stereogenic carbinol configuration 

 

324 

Ethyl ((R)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

oxopropyl)phosphinate III-38a 

 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-37a (1.2 g, 2.0 mmol, 1 eq) in DCM (50 mL) was added at -78 °C 

DIBAL (1 M in toluene, 4.0 mL, 4.0 mmol, 2 eq). The mixture was stirred at -78 °C for 2 h. The 

reaction mixture was stopped by addition of a saturated solution of potassium (30 mL) and 

compound was extracted with EtOAc (3x30 mL). The combined organic layers were dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 8:2) to afford a mixture of 2 diastereomers 

III-38a (849 mg, 1.57 mmol, 78% yield).  

Rf = 0.57 (SiO2; EtOAc ; UV) 

NMR 
1
H (500 MHz; CDCl3) δ : 9.71 and 9.68 (s, 2H, H0) ; 8.11 and 8.04 (m, 4H, H11 and H9) ; 

7.69 (m, 4H, HAr) ; 7.61 and 7.58 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H7) ; 7.42 (m, 12H, HAr) ; 7.30 (t, JH-P = 

7.0 Hz, 2H, HAr) ; 7.19 (t, JH-P = 7.0 Hz, 4H, HAr) ; 5.09 (d, JH-P = 7.9 Hz, 1H, H5) and 5.02 (d, 

JH-P = 11.9 Hz, 1H, H5) ; 3.87 (m, 4H, H4) ; 2.60 (m, 4H, H1) ; 1.98 (m, 4H, H2) ; 1.19 (m, 6H, 

H3) ; 1.13 and 1.12 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (126 MHz; CDCl3) δ : 199.1 and 199.0 (C0) ; 148.0 (x2) (C10) ; 139.1 and 139.0 (C6) 

; 136.1 (x4) and 136.0 (x4) (CHAr) ; 133.7 and 133.5 (JC-P = 4.2 Hz, C7) ; 132.1, 132.0 and 131.9 

(x2) (CqAr) ; 130.4 (x2) and 130.3 (x2) (CHArp) ; 129.1 and 129.0 (C8) ;  128.1 (x2), 127.9 (x2), 

127.8 (x2) and 127.7 (x2) (CHAr) ; 123.0 and 122.9 (d, JC-P = 2.3 Hz, C9) ; 122.7 and 122.5 (d, 

JC-P = 4.7 Hz, C11) ; 74.3 and 74.1 (d, JC-P = 110.9 Hz, C5) ; 62.1 and 61.7 (d, JC-P = 7.0 Hz, C4) ; 

35.7 (d, JC-P = 3.5 Hz, C1) and 35.6 (d, JC-P = 4.1 Hz, C1) ; 27.1 (x2) (t-Bu) ; 19.5 and 19.4 (Cq t-

Bu) ; 17.6 (d, JC-P = 91.7 Hz, C2) and 16.7 (d, JC-P = 92.8 Hz, C2) ; 16.8 and 16.7 (d, JC-P = 5.2 

Hz, C3)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; CDCl3) δ : 48.8 and 48.3  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C28H35N2O6PSi [M+H]

+
: 540.1971. Found 540.1960. 

IR νmax/cm
-1 

: 2970, 1724, 1530, 1427, 1393, 1351, 1230, 1035, 909, 822 

 

C28H34N2O6PSi 

M=539.63 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl ((R)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)((E)-3-((p-

tolylsulfinyl)imino)propyl)phosphinate III-40a 

 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-38a (849 mg, 1.6 mmol, 1 eq) and (S)-(+)-p-toluensulfinamide (244 

mg, 1.6 mmol, 1 eq) in DCM (25 mL) was added Ti(OEt)4 (1.65 mL, 7.9 mmol, 5 eq). The 

mixture was heated at 50 °C for 24 h. After cooling to 0 °C, water (20 mL) was added to the 

mixture to stop the reaction. The turbid solution was filtered through Celite and washed with 

DCM (3x20 mL). After decantation, the aqueous layer was extracted with DCM (3x10 mL). The 

combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered and evaporated to afford crude 

sulfinylimine III-40a (919 mg, 1.36 mmol, 85% yield) used in next step without further 

purification. 

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C35H42N2O6PSSi [M+H]

+
: 677.2270. Found 677.2254. 

 

Ethyl ((R)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-cyano-3-(4-

methylphenylsulfinamido)propyl)phosphinate III-41a & III-41a’ 

 

 

 

 

 

In a round-bottom flask was dissolved sulfinylimine III-38a (919 mg, 1.4 mmol, 1 eq) in THF 

(25 mL). In a separate Schlenk flask, to a stirring solution of diethylaluminium cyanide (6.25 

mL, 6.25 mmol, 4.6 eq) was added at -78 °C i-PrOH (0.21 mL, 2.8 mmol, 2 eq). This solution 

was allowed to reach to 25 °C, stirred for 30 min, and cannulated into the solution of III-38a at -

78 °C. The reaction mixture was brought to 25 °C, and stirred for 24 h. Then cooled to -78 °C 

and solution of NH4Cl (20 mL) was added to stop the reaction. The suspension was filtered 

through Celite, extracted with EtOAc (3x10 mL) and washed with a saturated solution of NaCl 

(20 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered and evaporated to 

C35H41N2O6PSSi 

M=676.83 g/mol 

Yellowish oil 

C36H42N3O6PSSi 

M=703.86 g/mol 

Yellowish solid 
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afford crude III-41a & III-41a’ (943 mg, 1.34 mmol) used in next step without further 

purification. 

 

Ethyl (3-cyano-3-(4-methylphenylsulfinamido)propyl)((R)-hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinate III-42a 

 

 

 

 

 

To a solution of III-41a and III-41a’ (932 mg, 1.3 mmol, 1 eq) in THF (25 mL) was added at 0 

°C successively AcOH (0.1 mL, 1.6 mmol, 1.2 eq) and TBAF.3H2O (507 mg, 1.6 mmol, 1.2 eq) 

. The reaction mixture was maintained at 25 °C for 12 h. Water (10 mL) was added to the 

mixture to stop the reaction. After decantation, the aqueous phase was extracted with EtOAc 

(3x20 mL). The combined organic layers was dried over Na2SO4, filtered and evaporated under 

vacuum to afford crude residue III-42a (1.03 g, 2.2 mmol) used in next step without further 

purification. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C20H24N3O6PS 

M=465.46 g/mol 

Yellowish solid 
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2-Amino-4-(hydroxy((R)-hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphoryl)butanoic acid 

III-44a (1RS,1’R-LSP1-2093) 

 

 

 

A solution of III-42a (1.03 g, 2.2 mmol, 1 eq) in 6 M HCl (50 mL) was refluxed for 24 h. After 

cooling to 25 °C, solvent was evaporated under vacuum. The crude residue was dissolved in 1 

M HCl and washed with EtOAc (3 x 30 mL). The water was evaporated and the residue was 

purified on cation exchange resin chromatography (Dowex AG 50W-X4, H
+
, 50-100 mesh). The 

compound was eluted with water to afford III-44a (76 mg, 0.24 mmol, 18% over 3 steps). 

NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.31 (s, 1H, H11) ; 8.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9) ; 7.84 (d, J = 8.1 

Hz, 1H, H7) ; 7.64 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H8) ; 5.04 (d, JH-P = 9.4 Hz, 1H, H5) ; 4.08 (m, 1H, H2) ; 

2.19 (m, 2H, H3) ; 1.83 (m, 2H, H4)  

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 172,1 (C1) ; 147.9 (C10) ; 140.2 (C6) ; 133.5 (C7) ; 129.5 (C8) ; 

122.7 (C9) ; 121.6 (C11) ; 72.2 (d, JC-P = 105 Hz, C5) ; 53.7 (d, JC-P = 12.5 Hz, C2) ; 23.3 (C3) ; 

22.5 and 22.4 (d, JC-P = 90.0 Hz, C4)  

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 38.0  

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C11H14N2O7P [M-H]

-
: 317.0544. Found 333.0355. 

LC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.71 min ; 319.07 [M+H]
+
 ; 317.05 [M-H]

-
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C11H15N2O7P 

M=318.22 g/mol 

Yellowish solid 
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Ethyl ((S)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)phosphinate III-31b 

  

 

 

 

 

 

To a solution of III-4b (4.94 g, 22.8 mmol, 1 eq) in THF (100 mL) was added at 0 °C 

successively NEt3 (6.3 mL, 45.5 mmol, 2 eq) and TBDPSCl (5.9 mL, 22.8 mmol, 1.21 eq). The 

reaction mixture was stirred at 25 °C for 12 h. Then, the solvent was evaporated under vacuum 

and the crude compound was dissolved in EtOH (80 mL). At 0 °C, PivCl (6.5 mL, 34.2 mmol, 

1.5 eq) and pyridine (5.8 mL, 47.8 mmol, 2.1 eq) were added successively dropwise to the 

reaction mixture which was stirred for 1 h at 25 °C. After evaporation of solvent under vacuum, 

the crude residue was purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 

1:1) to afford a mixture of 2 diastereomers III-31b (5.7 g, 11.8 mmol, 52% yield over 2 steps). 

Rf = 0.52 (SiO2; EtOAc/cyclohexane 1:1; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 8.20 (s, 1H, H11) ; 8.11 and 8.10 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H9) ; 8.05 

(s, 1H, H11) ; 7.69 (d, J = 7.0 Hz, 4H, HAr) ; 7.61 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H7) and 7.59 (d, J = 6.5 Hz, 

1H, H7) ; 7.44 (m, 12H, HAr) ; 7.34 (m, 2H, HAr) ; 7.23 (m, 4H, HAr) ; 6.96  (d, JH-P = 558 Hz, 

1H, H4) and 6.90 (d, JH-P = 558 Hz, 1H, H4) ; 5.07 (d, JH-P = 5.4 Hz, 1H, H5)  and 4.97 (d, JH-P = 

9.6 Hz, 1H, H5) ; 4.01 (m, 4H, H3) ; 1.23 (m, 6H, H2) ; 1.15 and 1.13 (s, 18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 148.2 and 148.1 (C10) ; 137.8 and 137.5 (C6) ; 136.0 (x4), 

135.9 (x2) and 135.8 (x2) (CHAr) ; 133.6 and 133.3 (d, JC-P = 4.2 Hz, C7) ; 132.1, 132.0, 131.8 

and 131.7 (CqAr) ; 130.6, 130.4 (x2) and 130.3 (CHArp) ; 129.4 and 129.2 (C8) ; 128.1 (x2), 

128.0 (x4) and 127.9 (x2) (CHAr) ; 123.3 and 123.2 (C9) ; 122.5 (d, JC-P = 5.4 Hz, C11) and 122.4 

(d, JC-P = 4.4 Hz, C11) ; 73.5 (d, JC-P = 115.3 Hz, C5) and 73.1 (d, JC-P = 112.4 Hz, C5) ; 63.5 and 

63.2 (d, JC-P = 7.4 Hz, C3) ; 27.0 and 26.9 (t-Bu) ; 19.5 (x2)(Cq t-Bu) ; 16.1 and 16.0 (d, JC-P = 

3.0 Hz, C2) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; CDCl3) δ : 31.9 and 31.4  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C25H30NO5PSiNa [M+Na]

+
: 506.1529. Found 506.1523. 

IR νmax/cm
-1 

: 2932, 2860, 1530, 1347, 1236, 1107, 1045, 907, 733, 702, 502 

 

C25H30NO5PSi 

M=483.57 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl ((S)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

(methoxy(methyl)amino)-3-oxopropyl)phosphinate III-37b 

 

 

 

 

 

 

To a stirring deoxygenated solution of III-31 (5.39 g, 11.2 mmol, 1 eq) in THF (150 mL) was 

added at -78 °C freshly prapared LiHMDS (10.3 mL in THF (15 mL), 12.3 mmol, 1.1 eq). After 

5 min, III-26 (1.54 g, 13.4 mmol, 1.2 eq) was added to the mixture which was allowed to warm 

up to 25 °C within 12 h. The reaction mixture was quenched with a saturated solution of NaCl, 

extracted with EtOAc (3x30 mL) then combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered 

and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column chromatography on 

silica gel (EtOAc) to afford a mixture of 2 diastereomers III-37b (2.45 g, 4.1 mmol, 37% yield).    

Rf = 0.49 (SiO2; EtOAc ; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 8.03 (m, 4H, H11 et H9) ; 7.70 (m, 4H, HAr) ; 7.61 and 7.56 (d, 

J = 7.3 Hz, 2H, H7) ; 7.38 (m, 12H, HAr) ; 7.29 (m, 2H, HAr) ; 7.18 (m, 4H, HAr) ; 5.08 (d, JH-P = 

9.2 Hz, 1H, H5) and 5.04 (d, JH-P = 12.7 Hz, 1H, H5) ; 3.93 (m, 4H, H12) ; 3.61 and 3.51 (s, 6H, 

H0) ; 3.18 and 3.16 (s, 6H, H1) ; 2.62 (m, 4H, H3) ; 2.07 (m, 4H, H4) ; 1.21 (m, 6H, H13) ; 1.14 

and 1.13 (s, 18H, t-Bu) 

NMR 
13

C (100 MHz; MeOD) δ : 172.4 and 172.3 (C2) ; 148.0 (x2) (C10) ; 139.1 and 139.0 (C6) 

; 136.1 (x4) and 136.0 (x4) (CHAr) ; 133.7 and 133.6 (JC-P = 4.2 Hz, C7) ; 132.1, 132.0 and 131.9 

(x2) (CqAr) ; 130.5 (x2) and 130.3 (x2) (CHArp) ; 129.2 and 129.0 (C8) ;  128.1 (x2), 128.0 (x2), 

127.9 (x2) and 127.8 (x2) (CHAr) ; 123.1 and 123.0 (d, JC-P = 2.2 Hz, C9) ; 122.7 and 122.6 (d, 

JC-P = 4.7 Hz, C11) ; 74.3 and 74.1 (d, JC-P = 110.8 Hz, C5) ; 62.2 and 61.7 (d, JC-P = 7.0 Hz, C12) 

; 61.4 and 61.3 (C0) ; 32.6 (x2) (C1) ; 27.1 (x2) (t-Bu) ; 24.5 and 24.3 (C3) ; 19.6 and 19.5 (Cq t-

Bu) ; 17.7 (d, JC-P = 92.0 Hz, C4) and 16.7 (d, JC-P = 92.7 Hz, C4) ; 16.8 and 16.7 (d, JC-P = 5.2 

Hz, C13) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; MeOD) δ : 49.6 and 48.6  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C30H39N2O7PSiNa [M+Na]

+
: 621.2162. Found 621.2156.

 

IR νmax/cm
-1 

: 2933, 2862, 1664, 1528, 1350, 1233, 1110, 1031, 824, 698, 502 

 

C30H39N2O7PSi 

M=598.70 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl ((S)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-

oxopropyl)phosphinate III-38b 

 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-37b (2.39 g, 4.0 mmol, 1 eq) in DCM (70 mL) was added at -78 °C 

DIBAL (1 M in toluene, 8.0 mL, 8.0 mmol, 2 eq). The mixture was stirred at -78 °C for 2 h. The 

reaction mixture was stopped by addition of a saturated solution of potassium (40 mL) and 

compound was extracted with EtOAc (3x30 mL). The combined organic layers were dried over 

Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum. The resulting oil was purified by column 

chromatography on silica gel (EtOAc/cyclohexane 8:2) to afford a mixture of 2 diastereomers 

III-38b (1.51 g, 2.80 mmol, 70% yield).  

Rf = 0.44 (SiO2; EtOAc ; UV) 

NMR 
1
H (400 MHz; CDCl3) δ : 9.72 and 9.60 (s, 2H, H0) ; 8.11 and 8.05 (m, 4H, H11 and H9) ; 

7.70 (t, J = 6.0 Hz, 4H, HAr) ; 7.60 (m, 2H, H7) ; 7.42 (m, 12H, HAr) ; 7.30 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 

HAr) ; 7.19 (t, J = 7.5 Hz, 4H, HAr) ; 5.09 (d, JH-P = 8.4 Hz,1H, H5) and 5.02 (d, JH-P = 12.2 Hz, 

1H, H5) ; 3.90 (m, 4H, H4) ; 2.60 (m, 4H, H1) ; 1.97 (m, 4H, H2) ; 1.19 (m, 6H, H3) ; 1.12 (s, 

18H, t-Bu)  

NMR 
13

C (100 MHz; CDCl3) δ : 199.1 and 199.0 (C0) ; 148.0 (x2) (C10) ; 139.1 and 139.0 (C6) 

; 136.1 (x4) and 136.0 (x4) (CHAr) ; 133.7 and 133.6 (JC-P = 4.4 Hz, C7) ; 132.1, 132.0 and 131.9 

(x2) (CqAr) ; 130.5 (x2) and 130.3 (x2) (CHArp) ; 129.2 and 129.0 (C8) ;  128.1 (x2), 128.0 (x2), 

127.8 (x2) and 127.7 (x2) (CHAr) ; 123.1 and 123.0 (d, JC-P = 2.2 Hz, C9) ; 122.7 (d, JC-P = 4.5 

Hz, C11) and 122.6 (d, JC-P = 5.1 Hz, C11) ; 74.3 and 74.1 (d, JC-P = 110.7 Hz, C5) ; 62.2 and 61.7 

(d, JC-P = 7.1 Hz, C4) ; 35.8 (d, JC-P = 3.6 Hz, C1) and 35.7 (d, JC-P = 4.3 Hz, C1) ; 27.1 (x2) (t-

Bu) ; 19.6 and 19.5 (Cq t-Bu) ; 17.7 (d, JC-P = 92.0 Hz, C2) and 16.7 (d, JC-P = 92.9 Hz, C2) ; 

16.8 and 16.7 (d, JC-P = 5.4 Hz, C3) 

NMR 
31

Pcpd (161 MHz; CDCl3) δ : 48.8 and 48.3  

HRMS (ESI
+
) m/z : Calculated for C28H34N2O6PSiNa [M+Na]

+
: 562.1791. Found 562.1785. 

IR νmax/cm
-1 

: 2952, 1760, 1738, 1598,1493, 1440, 1199, 1177, 1090 

 

C28H34N2O6PSi 

M=539.63 g/mol 

Yellowish oil 
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Ethyl ((S)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)((E)-3-((p-

tolylsulfinyl)imino)propyl)phosphinate III-40b 

 

 

 

 

 

 

To a stirring solution of III-38b (1.36 g, 2.5 mmol, 1 eq) and (S)-(+)-p-toluensulfinamide (400 

mg, 2.5 mmol, 1 eq) in DCM (40 mL) was added Ti(OEt)4 (2.7 mL, 12.9 mmol, 5 eq). The 

mixture was heated at 50 °C for 24 h. After cooling to 0 °C, water (20 mL) was added to the 

mixture to stop the reaction. The turbid solution was filtered through Celite and washed with 

DCM (3x30 mL). The organic and aqueous layers were separated and the aqueous layer was 

extracted with DCM (3x30 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, filtered 

and evaporated to afford crude sulfinylimine III-40b (1.79 mg, 2.6 mmol, quantitative yield) 

used in next step without further purification. 

LC-MS: 2.77 min; [M]
+
 = 676.94  

 

Ethyl ((S)-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)(3-nitrophenyl)methyl)(3-cyano-3-(4-

methylphenylsulfinamido)propyl)phosphinate III-41b & III-41b’ 

 

 

 

 

 

 

In a round-bottom flask was dissolved sulfinylimine III-40b (1.7 g, 2.5 mmol, 1 eq) in THF (30 

mL). In a separate Schlenk flask, to a stirring solution of diethylaluminium cyanide (11.6 mL, 

11.6 mmol, 4.6 eq) was added at -78 °C i-PrOH (0.38 mL, 5.0 mmol, 2 eq). This solution was 

allowed to reach to 25 °C, stirred for 30 min, and cannulated into the solution of III-40b at -78 

°C and the reaction mixture was brought to 25 °C, and stirred for 24 h. The reaction mixture was 

cooled to -78 °C and a saturated solution of NH4Cl (30 mL) was added to stop the reaction. The 

suspension was filtered through Celite, extracted with EtOAc (3x30 mL) and washed with a 

C35H41N2O6PSSi 

M=676.83 g/mol 

Yellowish oil 

C36H42N3O6PSSi 

M=703.86 g/mol 

Yellowish solid 
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saturated solution of NaCl (20 mL). The combined organic layers were dried over Na2SO4, 

filtered and evaporated to afford crude III-41b & III-41b’ (1.68 g, 2.4 mmol) used in next step 

without further purification. 

LC-MS: 2.65 min; [M]
+
 = 703.93  

 

Ethyl (3-cyano-3-(4-methylphenylsulfinamido)propyl)((S)-hydroxy(3-

nitrophenyl)methyl)phosphinate III-42b 

 

 

 

 

 

To a solution of III-41b and III41b’ (1.68 g, 2.4 mmol, 1 eq) in THF (25 mL) was added at 0 

°C successively AcOH (0.15 mL, 2.64 mmol, 1.1 eq) and TBAF (1 M in THF, 2.64 mL, 2.64 

mmol, 1.1 eq) . The reaction mixture was maintained at 25 °C for 12 h. Water (10 mL) was 

added to the mixture to stop the reaction. The organic and aqueous layers were separated and the 

aqueous phase was extracted with EtOAc (3x30 mL). The combined organic layers was dried 

over Na2SO4, filtered and evaporated under vacuum to afford crude residue III-42b (929 mg, 

2.0 mmol) used in next step without further purification. 

LC-MS: 1.75 min; [M-H]
-
 = 463.92 

 

2-Amino-4-(hydroxy((S)-hydroxy(3-nitrophenyl)methyl)phosphoryl)butanoic acid 

III-44b (1RS,1’S-LSP1-2093) 

 

 

 

 

A solution of III-42b (929 mg, 2.0 mmol, 1 eq) in 6 M HCl (50 mL) was refluxed for 24 h. 

After cooling to 25 °C, solvent was evaporated under vacuum. The crude residue was dissolved 

in 1 M HCl and washed with EtOAc (3x30 mL). The water was evaporated and the residue was 

purified on cation exchange resin chromatography (Dowex AG 50W-X4, H
+
, 50-100 mesh). The 

compound was eluted with water to afford III-44b (23 mg, 0.07 mmol, 3% over 3 steps). 

C20H24N3O6PS 

M=465.46 g/mol 

Yellowish solid 

C11H15N2O7P 

M=318.22 g/mol 

Yellowish solid 
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NMR 
1
H (500 MHz; D2O) δ : 8.32 (s, 1H, H11) ; 8.23 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H9) ; 7.85 (d, J = 8.0 

Hz, 1H, H7) ; 7.65 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H8) ; 5.03 (d, JH-P = 9.9 Hz, 1H, H5) ; 4.07 (m, 1H, H2) ; 

2.20 (m, 2H, H3) ; 1.81 (m, 2H, H4) 

NMR 
13

C (126 MHz; D2O) δ : 172,2 (C1) ; 147.9 (C10) ; 140.3 (C6) ; 133.5 (C7) ; 129.5 (C8) ; 

122.7 (C9) ; 121.6 (C11) ; 72.3 (d, JC-P = 106 Hz, C5) ; 53.9 (d, JC-P = 13.9 Hz, C2) ; 23.6 (C3) ; 

22.6 and 22.4 (dd, JC-P = 89.5 Hz, C4)   

NMR 
31

Pcpd (202 MHz; D2O) δ : 37.7  

HRMS (ESI
-
) m/z : Calculated for C11H14N2O7P [M-H]

-
: 317.0544. Found 317.0544. 

LC-MS (ESI) m/z ; (λ=254 nm): Rt = 2.74 min ; 319.07 [M+H]
 +

 ; 317.05 [M-H]
-
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Résumé : Conception et synthèse de nouveaux agonistes de récepteurs métabotropiques du 

glutamate 

Mots-clés : récepteurs métabotropiques du glutamate, agoniste, relation structure-activité et 

acides phosphiniques  

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux central. Il est 

responsable de la majorité des transmissions synaptiques. En revanche, cet acide aminé naturel 

est aussi impliqué dans de nombreuses neuropathologies notamment en cas de surconcentration 

au niveau des synapses. Les récepteurs métabotropiques du glutamate, capables de moduler la 

transmission synaptique, constituent des cibles thérapeutiques prometteuses. Ces récepteurs sont 

divisés en trois groupes et notre laboratoire s’est focalisé sur ceux du groupe III et 

particulièrement le sous-type 4 qui présente des caractéristiques intéressantes dans le traitement 

symptomatique de la douleur et de la maladie de Parkinson. Le manque d’outils 

pharmacologiques de ce récepteur nous a poussé à synthétiser de nouveaux agonistes 

orthostériques à partir du composé référence, le LSP4-2022. Cette molécule est issue de 

nombreuses optimisations chimiques du (S)-PCEP provenant lui d’un screening virtuel. Durant 

ces trois années de doctorat, nous avons pu peaufiner la relation structure-activité autour du 

LSP4-2022 en synthétisant des nouveaux analogues fluorés et hétérocycliques. En parallèle, une 

seconde étude nous a permis d’attribuer la configuration des deux diastéréomères constituants 

tous les composés testés à ce jour. 

Summary : Design and synthesis of metabotropic glutamate receptors agonists 

Keywords : metabotropic glutamate receptors, agonist, structure-activity relationship and 

phosphinic acids  

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the central nervous system. It is 

responsible of the majority of synaptic transmissions. In contrast, this natural amino acid is also 

involved in numerous neuropathologies and particularly in case of glutamate overconcentration 

in the synapse. Metabotropic glutamate receptors, that can modulate synaptic transmission, thus 

constitute promising therapeutic targets. These receptors are divided in three groups and our 

laboratory has been focused in group III and especially subtypes 4 which own interested 

properties in symptomatic treatment of pain and Parkinson Disease. The lack of 

pharmacological tools targeting this receptor prompts us to synthesize novel orthosteric agonist 

from the hit compound LSP4-2022. This molecule was obtained after several chemical 

optimizations from (S)-PCEP discovered from virtual screening. During my Ph.D., we could 

refine the structure-activity relationship of LSP4-2022 synthesizing new fluorinated and 

heterocyclic derivatives. Besides, a second study was carried out to identify the configuration of 

the two diastereomers which form tested compounds.  

 


