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Abréviations et acronymes

K: micro

A

AcO: acétate

Ala: alanine

APTS: acide p-toluénesulfonique
Arg: arginine

ARN: acide ribonucléique

Asn: asparagine

ATP: adénosine triphosphate

B

BBA: butane-2,3-bisacétal

bis-DHP: 3,3’,4,4’-tétra-hydro-6,6’-spirobi-2H-pyrane
Bn: benzyle

Boc: tert-butoxycarbonyle

BODIPY: 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene
BTSH: 2-mercaptobenzothiazole

Bz: benzoyle

C

C1P: céramide-1-phosphate

C1PP: céramide-1-phosphate phosphatase
CAN: Nitrate de cérium et d'ammonium
Cbz: carboxybenzyle

CDase: céramidase

Cdk: kinase cycline dépendante

Cer : céramide

CERK: céramide kinase

CerS: céramide synthase

Clso: concentration inhibitrice médiane
CK: caséine kinase

CPE: céramide phosphoéthanolamine
CSA: acide camphresulfonique

CSO: camphorsulfonyloxaziridine

D

DACH: 1,2-diaminocyclohexane

DAG (ou DDR): diacylglycérol

DBU: 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundéc-7-éne
DCM (ou CH,Cl,): dichlorométhane



Abréviations et acronymes

DDQ: 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone

DDR: C10-diacylglycérol

DES: désaturase

DET: diéthyl tartrate

DFT: « density functional theory », théorie de la fonction de densité
DGJ: déoxygalactonojirimycine

dhCer: dihydrocéramide

(DHQ),PHAL: hydroquinine 1,4-phthalazinediyldiéther
(DHQ),PYR: hydroquinine 2,5-diphényl-4,6-pyrimidinediyldiéther
DIBAL: hydrure de diisobutylaluminium

DIPEA: N,N-diisopropyléthylamine

DIX: didéoxyiminoxylitol

DMAP: 4-diméthylaminopyridine

DMB: diméthyl-BODIPY

DMF: N,N-diméthylformamide

DMP: périodinane de Dess-Martin

DMPU: 1,3-diméthyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinone
DMS: diméthylsphingosine

DMSO: diméthylsulfoxide

DNJ: déoxynojirimycine

E

ERK: kinase régulée par un signal extracellulaire
ESI: ionisation par électrospray

Et,0: diéthyléther

Et;N: triéthylamine

EtOAc: acétate d'éthyle

EtOH: éthanol

F

FAPP2: « phosphoinositol 4-phosphate adaptor protein-2 »
FLINT: "fluorescence intensity", intensité de fluorescence
Fmoc: fluorénylméthylcarbamate

FRET: fluorescence par transfert d'énergie de résonance

G

GalCer: galactocéramide
GCase: glucocérébrosidase
GCS: glucosylcéramide synthase
GlcCer: glucosylcéramide

Gln: glutamine

Glu: glutamate

GSL: glycosphingolipide
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H

HA: « heavy atoms », nombre d'atomes lourds

HBSS: solution saline équilibrée de Hank

His: histidine

HMDS: hexaméthyldisilazane ou bis(triméthylsilyllamine

HPA: N-(3-hydroxy-1-hydrométhyl-3-phénylpropyl)alcanamide
HPLC: chromatographie liquide haute performance

HRMS: spectrométrie de masse haute résolution

HWE: Horner-Wadworth-Emmons

IBX: acide 2-iodobenzoique
lle: isoleucine

L

LacCer: lactosylcéramide

LAH: tétrahydruroaluminate de lithium

LC/MS: chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
LDA: lithium diisopropylamide

LE: « ligand efficiency »

Leu: leucine

Lys: lysine

M

MAM: membranes associées a la mitochondrie

MAPK: «mitogen-activated protein kinase»

m-CPBA: acide m-chloroperbenzoique

MeCN: acétonitrile

MeOH: méthanol

MOM: méthoxyméthyle

MOMP: perméabilisation des membranes externes de la mitochondrie
Ms: mésyle

MS: spectrométrie de masse

N

NBD: nitrobenzofurane
NBS: N-bromosuccinimide
NCS: N-chlorosuccinimide

P

PC: phosphatidylcholine
PCC: chlorochromate de pyridinium
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PCM : « polarizable continuum model », modéle continuum polarisable
PDB: « protein data bank »

PE: éther de pétrole

Phe: phénylalanine

PhytoCer: phytocéramide

PK: protéine kinase

PMB: para-méthoxybenzyle

PP: protéine phosphatase

Pro: proline

R

RB: rétinoblastome

RCA: ricinus communis agglutinin

RE: réticulum endoplasmique

RMN: résonance magnétique nucléaire
RMSD: « Root-Mean-Square Deviation »

S

S1P: sphingosine-1-phosphate

S1PP: sphingosine-1-phosphate phosphatase
Ser: sérine

SFC : fluide super-critique

SK: sphingosine kinase

SL: sphingolipide

SM: sphingomyéline

SMase: sphingomyélinase

SMS: sphingomyéline synthase

Sph: sphingosine

SPR: résonance plasmonique de surface
SPT: sérine palmitoyltransférase

SR: « serine rich », riche en sérine

SVF: sérum de veau feetal

T

TA : température ambiante

TBAF: fluorure de tétra-n-butylammonium

TBDMS (ou TBS): tert-butyldiméthylsilyle

TEMPO: 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine 1-oxyl

Tf: triflate

TFA: acide trifluoroacétique

THF: tétrahydrofurane

Thr: thréonine

TIPS: triisopropylsilyle

TLC: « thin layer chromatographie », chromatographie sur couche mince
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TMB: 2,2,3,3-tétraméthoxybutane
TMC: 1,1,2,2-tétraméthoxycyclohexane
TMOA: triméthylorthoacétate

Tr: trityle

Trp: tryptophane

Ts: tosyle

Tyr: tyrosine

U

UV: ultraviolet

Vv

Val: valine
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Introduction générale

Les sphingolipides sont des lipides bioactifs complexes présents dans les membranes plasmiques des
cellules eucaryotes. De par leur fonction physiologique, ce sont des constituants structuraux
essentiels au fonctionnement de ces cellules. lls sont aussi impliqués dans la transduction du signal et
la régulation de nombreux événements cellulaires, tels que l'inflammation, la différenciation, la
prolifération, I'adhésion, la migration, la sénescence ou I'apoptose.

Un réseau de voies enzymatiques interdépendantes régule les effets proapoptotiques (céramide et
sphingosine) et les effets prolifératifs (glucosylcéramide et sphingosine-1-phosphate) des
sphingolipides au sein des différents compartiments cellulaires. Le céramide occupe un role central
dans ce métabolisme. Il est le précurseur de tous les sphingolipides complexes. La régulation de sa
biosynthése et de sa bioconversion en sphingolipides complexes est un processus clé dans
I’homéostasie des sphingolipides.

Dans les cellules cancéreuses, la balance entre les sphingolipides proapoptotiques et prolifératifs est
perturbée en faveur des sphingolipides prolifératifs. Ce déséquilibre implique une diminution du taux
intracellulaire en céramide proapoptotique en raison de sa conversion accrue en glucosylcéramide et
sphingomyéline. La correction de ce déséquilibre par modulation pharmacologique du métabolisme
des sphingolipides a émergé comme stratégie anticancéreuse au cours des derniéres années. Le
Chapitre 1 présente ainsi le métabolisme des sphingolipides, leur implication dans le cancer et les
différentes modulations pharmacologiques possibles dans une démarche thérapeutique contre le
cancer.

L'une des stratégies adoptée au laboratoire pour rétablir une concentration intracellulaire
significative en céramide est de bloquer sa conversion en sphingomyéline. Le céramide synthétisé de
novo au niveau du réticulum endoplasmique est transporté jusqu’a I'appareil de Golgi par une
protéine cytosolique CERT (« CERamide Transfert »), ou il est converti en sphingomyéline par la
sphingomyéline synthase. L’inhibition de la protéine de transport CERT permet de resensibiliser les
cellules cancéreuses résistantes aux agents chimiothérapeutiques. Malgré la pertinence de cette
cible, une seule famille d’inhibiteur est connue a ce jour : les HPAs. De plus, depuis leur découverte
en 2001, aucune optimisation structurale n’a été décrite. Ainsi, ces travaux de thése ont visés a
identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels du transport de céramide par CERT en tant qu’agents de
resensibilisation de lignées de cellules cancéreuses chimiorésistantes.

Parmi les trois sous-domaines de la protéine CERT, le domaine C-terminal START («STeroidogenic
Acute Regulatory protein-related lipid Transfer») transférant spécifiquement le D-erythro-céramide
est responsable de I'activité de transport de la protéine. A partir des structures cristallographiques
disponibles du domaine START de CERT sous sa forme apo ou co-cristalisé avec des céramides ou
HPAs, le Chapitre Il présente une méthode d’identification rationnelle de nouveaux ligands du
domaine START de CERT comme antagonistes potentiels de la protéine, en combinant des outils in
silico et in vitro. Ces travaux ont donnés lieu a plusieurs collaborations avec le Pr. Thierry Levade
(Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse, CRCT) pour I'évaluation biologique des ligands ;
ainsi qu’avec les Pr. Adam Daich (Unité de Recherche en Chimie Organique et Macromoléculaire,
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EA3221, FR CNRS 3038, Université du Havre, France) et le Dr. Dusan Berkes$ (Département de Chimie
Organique de I'Université de Technologie Slovaque, Bratislava, Slovaquie) pour I'étude d’analogues
HPAs et le Pr. Philippe Compain (Laboratoire de Synthese Organique et Molécules Bioactives,
Université de Strasbourg) pour I'étude d’analogues iminosucres, en tant que mimes du céramide.

Les syntheses multi-étapes d’une partie des ligands identifiés par cette méthode sont présentées
dans les chapitres suivants. Le Chapitre Ill présente la synthése et I'évaluation biologique de la
jaspine B, un inhibiteur de la sphingomyéline synthase connu au laboratoire, ainsi que le
développement de sondes dérivées de la jaspine B afin d’approfondir la compréhension du mode
d’action de cette derniére par imagerie de fluorescence.

Enfin, le chapitre IV présente la synthese de deux iminosucres de type pipéridines trihydroxylées N-
et/ou O-allkylées également identifiés comme ligands potentiels du domaine START de CERT. Une
partie de ces synthéses a été réalisée pendant un séjour de trois mois au Brésil, au sein du
laboratoire du Pr. Antonio Burtoloso (Institut de Chimie de Sdo Carlos, Université de Sdo Paulo,
Brésil).
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Chapitre 1 : Céramide et cancer

I. Le céramide : son métabolisme, ses fonctions et son implication
dans le cancer

1) Introduction

Les lipides sont les constituants principaux des membranes cellulaires, qui agissent comme barriére
physique et régulent divers processus cellulaires. Dans les cellules mammiféres, on retrouve trois
catégories de lipides membranaires classées selon leurs structures chimiques: les glycérolipides
(constitués d’un squelette glycérol acylé), les stérols, et les sphingolipides (SLs) (constitués d’un
squelette sphingoide). Cette derniére classe de lipides est le constituant majoritaire des membranes
plasmiques eucaryotes.

Depuis leur découverte a la fin du XIX*™ siécle, les SLs se sont révélés indispensables au
développement de ces organismes de par leur fonction physiologique, puis plus récemment, de par
leur implication dans la transduction du signal et la régulation de plusieurs fonctions cellulaires telles
que la prolifération, la différenciation, I'adhésion, la migration, la sénescence, I'apoptose et
I'inflammation. En tant que lipides bioactifs, les SLs sont impliqués dans le développement de
différentes pathologies. La modulation de leur métabolisme est donc apparue comme une approche
thérapeutique pertinente dans le contexte des maladies neurodégénératives,”™ du diabéte,” ® des

désordres inflammatoires,”’ de syndromes d’immunodéficience,” et du cancer.>*®*2 ENREF 3

Parmi ces sphingolipides bioactifs, le céramide (Cer) occupe un réle central dans le métabolisme des
SLs. Il est le précurseur et le squelette de base de tous les SLs complexes. Sa production et sa
transformation sont des processus clés dans la régulation des taux de SLs en réponse a un stimuli
cellulaire, tel que le signal pro-apoptotique induit par un agent anti-cancéreux par exemple.™

Dans ce chapitre, nous présenterons brievement le métabolisme des SLs et plus particulierement les
voies de biosynthése et de bioconversion du Cer ainsi que leur localisation subcellulaire. Nous
aborderons ensuite les fonctions du Cer, son implication dans le cancer et les cibles possibles de son
métabolisme dans le cadre d’une stratégie anti-tumorale. Dans un second temps, nous présenterons
plus en détails la protéine CERT, I'une des cibles possibles choisie dans notre stratégie anti-tumorale
ciblant les cellules cancéreuses multi-résistantes aux agents chimiothérapeutiques.

21



Chapitre 1 : Céramide et cancer

2) Métabolisme et compartimentation cellulaire

a) Structure des sphingolipides

Le Cer est composé d’un squelette sphingosine (18 atomes de carbone) lié a une chaine acyle (de 14
a 26 atomes de carbone) par un lien amide. Les SLs complexes sont formés a partir du Cer par
introduction d’un groupement polaire sur la fonction alcool primaire en position C1 du Cer. La nature
de la téte polaire définit la classe de SL. Ainsi, l'introduction d’un groupement phosphate,
phosphocholine, galactose ou glucose donne respectivement le céramide-1-posphate (C1P), la
sphingomyéline (SM), le galactocéramide (GalCer) et le glucosylcéramide (GlcCer).

4 oH o o
: N P N~
HO/Y\/\CBHH HO/Y\/\C13H27 H%o’ O/Y\/\C13H27
NH, NH, NH,
Sphinganine Sphingosine (Sph) Sphingosine-1-phosphate (S1P)
OH OH (I)I OH
HO™ gty HOT 7 by LA e
HN\H/C17H35 HN\H/C17H35 HN\H/C17H35
o o] o
Dihydrocéramide Céramide (Cer) Céramide-1-phosphate (C1P)
7 (IF); 4 or—in 4
- \/\OE)'—\O/\‘/\%\CHHN HO o © 7 CisHy7
HN.__Cq7Hss HN._Cq7H3s
g OH e
(0] O
Sphingomyéline (SM) Glucosylcéramide (GlcCer)

Figure 1 - Structure des principaux sphingolipides

b) Métabolisme du céramide et localisation subcellulaire des métabolites

Le Cer peut étre généré par trois voies différentes, impliquant de nombreuses enzymes et différentes
réactions métaboliques.

La premiére voie représente le point d’entrée du métabolisme des SLs (cf. Schéma 1 en bleu et Figure
2). Le Cer est synthétisé de novo ' au niveau de la face cytosolique du réticulum endoplasmique (RE)
La sérine palmitoyltransférase (SPT) y catalyse la condensation de la L-sérine et du palmitoyl-CoA
pour donner la 3-cétosphinganine.” La 3-cétosphinganine est ensuite réduite en sphinganine (ou
dihydrosphingosine) par la 3-cétosphinganine réductase. Six formes de dihydrocéramides synthases
(dhCerS1-6), aussi appelées céramides synthases (CerS1-6), permettent la N-acylation de la
sphinganine par des chaines grasses de longueur différente.'® Les dihydrocéramides obtenus sont
désaturés, c’est-a-dire qu’une double liaison est formée entre les atomes de carbone en positions 4
et 5 par la dihydrocéramide désaturase (DES), pour aboutir a des céramides possédant différentes
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longueurs de chaine acyle. Le terme générique « céramide » (noté Cer) désigne alors I'ensemble des
céramides de longueurs de chaine différentes.

1 3-celosphinganine reductase
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Schéma 1 - Métabolisme des sphingolipides. C1P : céramide-1-phosphate, C1PP: céramide-1-phosphate phosphatase,
CDase: céramidase, Cer: céramide, CERK: céramide kinase, CerS: céramide synthase, DAG: diacylglycérol, DES:
dihydrocéramide désaturase, dhCerS: dihydocéramide synthase, GCase: glucocérébrosidase, GCS: glucosylcéramide
synthase, GlcCer : glucosylcéramide, PC: phosphatidylcholine, S1P : sphingosine-1-phosphate, S1P lyase : sphingosine-1-
phosphate lyase, S1PP : sphingosine-1-phosphate phosphatase, SK: sphingosine kinase, SM: sphingomyéline, SMase:
sphingomyélinase, SMS: sphingomyéline synthase, Sph : sphingosine, SPT: sérine palmitoyl transférase.

La deuxieme grande voie de synthése du Cer réside dans le catabolisme de SLs complexes tels que le
GlcCer, la SM, et le C1P par leur enzyme de dégradation respective, sphingomyélinase (SMase), 3-
glucocérébrosidase et céramide-1-phosphate phosphatase (C1PP). Ces trois SLs complexes sont
produits au niveau de "appareil de Golgi a partir du Cer synthétisé de novo dans le RE mais, suite a
leur distribution intracellulaire, leur dégradation en Cer intervient au sein de divers compartiments
tels que la membrane plasmique et le lysosome, mais aussi la mitochondrie. Nous détaillerons
chacune de ces trois voies spécifiques a partir de chaque métabolite du Cer.

- Via le glucosylcéramide : Le Cer, insoluble dans le cytosol, peut étre transporté du RE vers la
face cytosolique de I'appareil de Golgi par des vésicules membranaires. La glucosylcéramide synthase
(GCS) catalyse la glycosylation de I'alcool primaire du Cer pour fournir le GlcCer. Ensuite, la protéine
FAPP2 (« four-phosphate adaptor ») transporte de fagon non vésiculaire le GlcCer de son site de
synthése au compartiment distal de [I'appareil de Golgi, controlant la synthese des
glycosphingolipides (GSLs). Les GSLs néosynthétisés sont alors acheminés jusqu’a la membrane

23



Chapitre 1 : Céramide et cancer

plasmique par voie vésiculaire et se catabolisent principalement aprés endocytose de la membrane
plasmique au sein des endosomes et des lysosomes par dégradation séquentielle en Cer par la -
glucocérébrosidase (cf. Schéma 1 et Figure 2 en rose).”

- Via la sphingomyéline : Le Cer synthétisé de novo peut aussi étre transporté vers I'appareil
de Golgi par la protéine cytosolique de transport de Cer, CERT.Y Cette voie de transport est
spécifique a la conversion du Cer en SM. La sphingomyéline synthase (SMS) catalyse ainsi le transfert
d’un groupement phosphorylcholine sur le Cer a partir de la phosphatidylcholine (PC) pour donner la
SM et le diacylglycérol (DAG). Il existe deux isoformes de la SMS : la SMS1, qui est localisée sur la face
luminale de l'appareil de Golgi, et la SMS2, qui est principalement localisée au niveau de la
membrane plasmique. Une enzyme apparentée, la SMSr (« SMS-related protein »), a récemment été
décrite comme convertissant le Cer en Cer-phosphoéthanolamine (CPE). Son niveau basal d’activité
est faible et elle interviendrait essentiellement pour limiter un excés intracellulaire en Cer en
supprimant la signalisation apoptotique de ce dernier.”® La SM synthétisée dans I'appareil de Golgi
est ensuite transportée vers la membrane plasmique par des vésicules membranaires, puis par
endocytose vers le lysosome. Plusieurs sphingomyélinase (SMase), incluant les SMases acide (A-
SMase), neutres (N-SMase) et basique (B-SMase), hydrolysent la SM au niveau de la membrane

plasmique et du lysosome pour fournir le Cer (cf. Schéma 1 et Figure 2 en turquoise).'® %

- Via le céramide-1-phosphate : Le Cer issu de I'hydrolyse de la SM peut a son tour étre
phosphorylé par la céramide kinase (CERK) ** pour fournir le C1P de facon réversible. Le C1P peut
alors étre déphosphorylé par la C1P phosphatase (C1PP) pour régénérer le Cer (cf. Schéma 1 en
violet).?
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Figure 2 - Compartimentation des métabolites et des enzymes du métabolisme des sphingolipides, adapté de Hannun et
Obeid, Nature Reviews, Mol. Cell. Biol., 2008, 9, 139-150.2 3KdhSph : 3-cétodihydrosphingosine ou 3-cétosphinganine,
CDase: céramidase, Cer: céramide, CERT: céramide transfert protéine, dhCer: dihydrocéramide, dhSph:
dihydrosphingosine ou sphinganine, FAPP2 : phosphoinositol 4-phosphate adaptor protein-2, GlcCer : glucosylcéramide,
GSL : glycosphingolipides, MAM : membranes associées a la mitochondrie, S1P : sphingosine-1-phosphate, Ser : sérine, SM :
sphingomyéline, SMase: sphingomyélinase, Sph : sphingosine.

Enfin, la derniére voie de synthése du Cer est appelée voie de recyclage (« salvage pathway ») (cf.
Schéma 1 et Figure 2 en orange).”® Cette voie permet de resynthétiser des SLs & partir de la
dégradation des SLs complexes ayant lieu principalement au niveau des lysosomes. Ainsi, le Cer
produit par catabolisme des SLs complexes est hydrolysé en sphingosine (Sph) par des céramidases
acides (CDases). La Sph, libérée du lysosome, peut ensuite suivre deux voies distinctes. Elle peut étre
recyclée directement en Cer sous lI'action des CerS qui acceptent aussi bien comme substrats la
dihydrosphingosine (sphinganine) que la Sph. La Sph produite dans le lysosome peut par ailleurs étre
phosphorylée par des sphingosines kinases (SK1 et SK2) pour fournir la sphingosine-1-phosphate
(S1P), un messager agissant au niveau de récepteurs extracellulaires de type RCPG. Une production
de S1P via le Cer est aussi observée au niveau de la membrane plasmique.”” La S1P peut étre
déphosphorylée par la S1P phosphatase (S1PP) pour régénérer la Sph au niveau du RE.
Alternativement la S1P peut étre hydrolysée par la S1P lyase pour générer du palmitaldéhyde et de
I’éthanolaminephosphate ; c’est la voie de sortie du métabolisme des SLs.

Bien que I'ensemble de ces voies métaboliques permettent la synthése du Cer, les deux principales
voies de production du Cer sont sa biosynthése de novo et la dégradation de la SM par des SMases. Si
la premiere sert au maintien de I'homéostasie en Cer, la seconde serait mobilisée pour une
production rapide de Cer en réponse a un stimulus externe. L’activation d’une voie métabolique
(souvent réversible) au profit d’'une autre est modulée par I'activation de plusieurs enzymes (pres
d’une trentaine) pour équilibrer les effets bioactifs de chaque SL et réguler le taux de Cer dans les
différents compartiments cellulaires.”
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3) Larégulation du céramide et sa fonction de messager secondaire

L’analyse du métabolisme du Cer met en évidence son role central dans le métabolisme des SLs et
dans la signalisation cellulaire. De facon générale, différents stimuli régulent et équilibrent le taux
intracellulaire en SLs prolifératifs (S1P et GlcCer) et SLs pro-apoptotiques (Sph et Cer). On retrouve
classiguement un rapport entre les concentrations intracellulaires en S1P/Sph/Cer/SM de
1:100:3000:30000.” La variation de ces taux déclenche une réponse cellulaire ciblée. En
particulier, 'augmentation de la concentration intracellulaire en Cer est souvent liée a une inhibition
de croissance, a la sénescence et a la mort cellulaire.* ® ENREF 3 Bien qu'il existe plus d’une
cinquantaine d’espéces céramides, avec des longueurs de chaines variables associées a différentes
localisations subcellulaires, pouvant chacune entrainer une signalisation différente, voire

26, 27

contradictoire (telle que la prolifération), seul le réle de messager pro-apoptotique du céramide

(au sens large) sera abordé dans cette partie.

Sous l'effet de stimuli apoptotiques ou antiprolifératifs, tels que des cytokines, des agents
chimiothérapeutiques, des radiations ionisantes ou d’autres stress cellulaires, le taux intracellulaire
en Cer est augmenté au niveau de la mitochondrie (hydrolyse de la SM par N-SMase), du réticulum
endoplasmique (synthese de novo), du lysosome (hydrolyse des SLs complexes, notamment
activation de A-SMase) et des membranes plasmiques (hydrolyse de la SM par A-SMase et N-
SMase).® Le Cer ainsi généré transmet ainsi le signal apoptotique en régulant des protéines
spécifiques de type phosphatases, kinases et cathepsine D. Les mécanismes de transduction du signal
par le Cer sont détaillés dans la Figure 3.

La cathepsine D, une protéase lysosomale, est activée par le Cer pour cliver la protéine pro-
apoptotique Bid en tBid (truncated Bid) qui permet la libération de cytochrome ¢, un facteur
mitochondrial pro-apoptotique. Ce dernier active en cascade les caspases conduisant a I'apoptose.®

Parmi les cibles de type phosphatases, on retrouve les phosphatases PP1 et PP2A. Le Cer produit au
niveau mitochondrial ou membranaire (plasmique ou RE) active, par PP1, la déphosphorylation de la
protéine rétinoblastome (protéine RB) et des protéines riches en sérine/arginine (protéines SR), et
active PP2A pour déphosphoryler et inactiver les protéines kinase C alpha (PKCo), AKT et Bcl-2 anti-
apoptotiques, sous-réguler c-myc et activer le facteur de transcription c-jun.* ® ENREF 27 Lla
modulation de ces différents substrats par ces phosphatases activées entraine la libération du
cytochrome ¢ menant a I'apoptose par activation en cascade des caspases.

Parmi les kinases ciblées par le Cer, on retrouve la protéine kinase C zéta (PKCL) et la kinase
suppresseur de Ras (KSR) impliquées dans la cascade MAPKs (mitogen-activated protein kinase-
kinase), via les kinases JNKs (c-Jun-N-Terminal-kinases), conduisant a I'apoptose. Le Cer peut aussi
activer cette cascade par activation préalable de la protéine Rac-1.>?°_ENREF 28
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Stimuli
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Figure 3 - Voies de transduction du signal par le céramide, adapté de T. H. Beckham and coll. Adv. Cancer Res. 2013, 117,
1-36.%° INK : c-Jun-N-Terminal-kinases, KSR : kinase suppresseur de Ras, MAPK : mitogen activated protein kinase, MOMP :
mitochondrial outer-membrane permeabilisation, PKC : protéine kinase C, PP : protéine phosphatase, RB : rétinoblastome,
SR : riche en sérine/arginine.

Ainsi, le Cer, messager secondaire dans le signal apoptotique, est impliqué dans plusieurs voies de
signalisation pro-apoptotique variables selon les compartiments cellulaires. Cette réponse peut étre
équilibrée par la présence de SLs prolifératifs, notamment la S1P. L’équilibre entre ces SLs messagers
détermine donc la survie ou la mort de la cellule.*

Cette signalisation pro-apoptotique peut étre amplifiée par I'implication du Cer dans les propriétés
biophysiques de la membrane plasmique, en influengant notamment la fluidité membranaire. Du fait
de la nature compacte de sa téte polaire, le Cer possede en effet la propriété de s’auto-associer
fortement au sein de la bicouche lipidique. En revanche, la SM et le GlcCer, SLs a groupements
polaires plus volumineux, s’intercalent préférentiellement avec le cholestérol pour former des
microdomaines membranaires dynamiques, appelés radeaux lipidiques (« lipid rafts »), représentant
des flots de phase liquide ordonnée au sein d’une phase lipidique plus fluide. La présence de ces
radeaux lipidiques conduit a une partition latérale des protéines membranaires jouant un réle
déterminant dans la transduction du signal via le recrutement et la concentration locale de
récepteurs. La libération rapide de Cer au sein des membranes, entraine |'agglomération des radeaux
lipidiques et des protéines associées au sein de macrodomaines rigides, riches en Cer et appauvri en
cholestérol. Ces structures servent alors de plateformes pour I'assemblage et I|'activation de
récepteurs moléculaires spécifiques (tels que les récepteurs de mort cellulaire par exemple) qui
conduisent ainsi a une amplification de signalisation transmembranaire.*
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4) L’'implication du céramide dans le cancer et les stratégies
thérapeutiques associées

La régulation du métabolisme des SLs, et plus particulierement la balance entre les SLs pro-
apoptotiques ou « suppresseurs de tumeur » et les SLs prolifératifs ou « promoteurs de tumeurs »,
est décisive dans la prolifération ou la mort cellulaire.

Un déséquilibre entre ces espéces en faveur des SLs promoteurs de tumeur est impliqué dans le
comportement atypique des cellules cancéreuses se traduisant par une résistance a I'apoptose et
une prolifération accrue. Ce déreglement correspond a la surexpression de certaines enzymes (GCS,
CDases, SK, CERK) et a la sous-régulation d’autres (SMases, S1P lyase, S1PP), conduisant de fagon
générale a une surconsommation du Cer, souvent liée au caractere de résistance des tumeurs aux
thérapies anticancéreuses.® La stimulation de production de Cer et le blocage de certaines voies
métaboliques par intervention pharmacologique représentent ainsi deux stratégies thérapeutiques
contre le cancer.

a) Production de céramide
Indépendamment de leur modes d’actions spécifiques, de nombreux agents chimiothérapeutiques,
tels que la daunorubicine, la doxorubicine, le paclitaxel, I'étoposide, la camptothécine, la fludarabine
et la gemcitabine, permettent de générer du Cer en stimulant la voie de synthése de novo par
activation de la SPT et/ou CerS. Certaines de ces drogues sont aussi capables d’activer des SMases

8 33,34 Cette approche peut étre combinée avec

pour produire du Cer par hydrolyse de la SM.
I'inhibition des voies de consommation du Cer afin d’améliorer les résultats de la thérapie dans le cas

de tumeurs chimiorésistantes.

b) Blocage des voies métaboliques des sphingolipides

Différentes voies de consommation du Cer ont été corrélées a une résistance des cellules
cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques. Ainsi, plusieurs approches d’inhibition de ces voies de
consommation ont été développées aux cours des dernieres années. En revanche, il est important de
noter que du fait de la complexité du réseau des voies métaboliques des SLs, le blocage d’une voie de
conversion du Cer ne se traduit pas nécessairement par une augmentation de son taux
intracellulaire. En effet, la cellule est apte a s’adapter a 'action d’un inhibiteur en activant une autre
voie de consommation du Cer. Ceci est d’autant plus vrai que I'augmentation intracellulaire en Cer
est souvent corrélée a 'action non sélective d’inhibiteurs vis-a-vis de différentes voies (GCS vs 1-O-
acylcéramide synthase et SMS vs SMSr par exemple).

e Lavoie Cer-Sph-S1P
La voie Cer-Sph-S1P est I'une des voies les plus étudiées dans la modulation du métabolisme des SLs

12.25 cet équilibre est déplacé au profit de

de par le fort impact de la balance entre le Cer et la S1P.
I’accumulation en S1P, promotrice de la survie cellulaire, la prolifération et la migration des cellules
cancéreuses. Plusieurs perturbations sont & I'origine de ce déséquilibre :**3>3*® ENREF 38 les CDases
et les SKs sont surexprimées dans de nombreux cancers alors que la SIPP *” et la S1P lyase ** y sont
sous-exprimées. Les CDases et les SKs sont donc des cibles pharmacologiques intéressantes pour

rétablir le taux intracellulaire en Cer.
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Schéma 2 - Déséquilibre de la voie céramide/sphingosine/sphingosine-1-phosphate

Parmi les inhibiteurs connus de CDases (cf. Figure 4), on trouve le composé (1R,2R)-N-
myristoylamino-4’-nitro-phénylpropane-1,3-diol (B13) et le (1S,2R)-N-myristoylamino-phénylpropan-
1-ol (D-MAPP), avec des ICs, respectives de 13uM et 30uM sur des cellules MCF-7. Différents
analogues isostériques du B13 et du D-MAPP, inhibiteurs de CDases, ont été synthétisés, permettant

d’améliorer les ICsy (entre 2 et 10uM) sur la méme lignée cellulaire.®® *

OH OH

Me
- NO, .
\[‘(\012H25 Y\C12H25
o o

B13 D-MAPP

T
Zin
Zun

Figure 4 - Structures des inhibiteurs connus de CDases

La SK existe sous deux isoformes : SK1 et SK2. Un grand nombre d’inhibiteurs de SKs, principalement

de SK1, a été décrit au cours des trente derniéres années (cf. Figure 5).>>*

Des analogues de la Sph, tels que la diméthylsphingosine (DMS), la dihydrosphingosine (DhS) et le
safingol, ont été les premiers composés identifiés possédant des propriétés inhibitrices de SKs, non
spécifiques de SK1 ou SK2 et pouvant aussi inhiber la PKC. Quelques années apres, les composés
B-5354¢,” F12509A, S-15183a et S-15183b,** isolés a partir d’'une bactérie marine ou de
champignons, ont été décrits comme inhibiteurs de SKs in vitro. Le criblage d’une bibliothéque de
composés chimiques a permis d’identifier de nouveaux inhibiteurs de SK1 et SK2 non lipidiques
appelés les SKi (SKI-1 & SKI-V).** Différents analogues de la Sph, spécifiques de SK1, ont par la suite été
synthétisés, dont le composé hydrosoluble SK1-I (BML-258), et les composés 6ag, 9ab et 12aa.”’ Le
composé FTY720, un immunosuppresseur analogue de la Sph développé par Novartis, a récemment
été identifié comme compétiteur de la Sph et inhibiteur spécifique des SKs.*

Enfin, seul le composé ABC294640 a été identifié comme inhibiteur sélectif de SK2.%
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e Lavoie Cer-C1P

Une augmentation de I'activité de CERK a été observée dans le cancer du foie,*! des poumons **>*

et
du sein,” induisant une conversion accrue du Cer en C1P. Le C1P est un SL mitogénique impliqué
dans la survie cellulaire en inhibant la SPT et la A-SMase.**>*_ENREF_35

F12500A
NVP-231
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B P\ /= L

HO/\ /\v//\CBH27 > H%/é O /\V//\C13H27
HN\”/CWH35 D HN\H/CWHss
o C1PP 0
Cer C1P

Schéma 3 - Déséquilibre de la voie céramide/céramide-1-phosphate

Deux classes d’inhibiteurs de CERK ont été développées afin de déplacer I'équilibre Cer-C1P en faveur
du Cer (cf. Figure 6). Dans un premier temps, certains inhibiteurs de la SK1, notamment le F12509A,
ont été identifiés comme inhibiteurs modérés de CERK, avec une ICsy supérieure a 100uM in vitro. Le
K1, un analogue du F12509A, s’est révélé étre un meilleur inhibiteur, sélectif de CERK, avec une ICs
de 10puM in vitro.>

Par la suite, le composé NVP-231 a été décrit comme un fort inhibiteur spécifique de CERK, avec une
ICso de 12nM in vitro et une ICso de 60nM sur des cellules MCF-7.>*

HN/©::\>_N>—<H >

] 0
o)
KA1 NVP-231

Figure 6 - Structures des inhibiteurs connus de la CERK

e Lavoie Cer-GSLs
Une autre voie de consommation du Cer est la conversion de celui-ci en GlcCer puis en GSLs
complexe. La glycosylation du Cer par la GCS pour donner la GlcCer est aberrante dans de nombreux
cancers. Cette conversion accrue du Cer en GlcCer est due a une surexpression de la GCS, rendant les
cellules cancéreuses résistantes a plusieurs agents chimiothérapeutiques.™” >*> Linhibition de cette
enzyme dans des cancers résistants permettrait de rétablir la concentration en Cer, diminuer le taux
de GlcCer et ainsi sensibiliser les cellules cancéreuses a la chimiothérapie.
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Schéma 4 - Déséquilibre de la voie céramide/glucosylcéramide/glycosphingolipides

Deux familles d’inhibiteurs pharmacologiques de GCS ont été décrites. La premiere classe
d’inhibiteurs de GCS concerne les « drogues P » (cf. Figure 7). Le D-threo-1-phényl-2-décanoylamino-
3-morpholinopropanol (PDMP),*® un mime du GlcCer, a été le premier composé de cette famille
capable d’inhiber la GCS avec une IC5, de 20uM, ainsi que d’autres enzymes impliquées dans le
métabolisme des GSLs. Différents analogues du PDMP, plus sélectifs de la GCS, ont par la suite été
synthétisés. Seuls les analogues de configuration D-threo inhibent la GCS. Parmi ces analogues, on
retrouve le PPMP (70% d’inhibition de GCS & 20uM et 23% a 2uM),*® le PPPP (IC5,=0.5uM) *’ et le
composé CCG-203586 (ICs,=27nm),” ayant de meilleures activités inhibitrices de GCS que le PDMP.
Au cours du développement de cette série, I'introduction d’un motif éthylene-dioxy a conduit a des
dérivés ciblant sélectivement la GCS sans affecter la 1-O-acylcéramide synthase.”’ Le dérivé Genz-
112638 (ICs0=24nm) développé par Genzyme (Eliglustat) est commercialisé dans le traitement de la
maladie de Gaucher de type |, caractérisée par une surcharge lysosomale en GlcCer n’affectant pas le
systéme nerveux central, selon une stratégie dite « par privation de substrat ».”°
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Figure 7 - Structure des inhibiteurs connus de la GCS de type "drogues P"
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La deuxieme famille d’inhibiteurs est constituée d’iminosucres (cf. Figure 8), principalement de type
pipéridine. La N-butyl-1-déoxynojirimycine (NB-DNJ ou Miglustat, Zavesca ®, OGT 918) a été le
premier composé de cette famille identifi€é comme compétiteur du Cer en inhibant la GCS
(ICsp=201M), mais inhibant aussi la c-galactosidase (ICso=0.57uM).®° Il est le premier composé a avoir
été commercialisé pour le traitement de la maladie de Gaucher de type |, mais provoquant des effets
secondaires indésirables de par son manque de sélectivité. De nombreux analogues de la NB-DNJ ont
été synthétisés en vue d’optimiser le pouvoir inhibiteur et la sélectivité.®! Les analogues N-butyl-1-
déoxygalactonojirimycine (NB-DGJ) et N-nonyl-1-déoxygalactonojirimycine (C9-DGJ) se sont révélés
plus sélectifs de la GCS avec une activité inhibitrice similaire aux analogues DNJ.%? Le meilleur
inhibiteur de GCS décrit dans cette famille est I'analogue de type L-ido-1-déoxynojirimycine (L-ido -
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DNJ), avec une ICso de 0.1uM.%* Ce composé a été développé comme un inhibiteur puissant et sélectif
de GCS dans le traitement de résistance a I'insuline dans des modeles de diabete de type II.

D’autres iminosucres, tels que des pyrrolidines, se sont révélés inhibiteurs de la GCS. La N-butyl-2,5-
dihydroxymeéthyl-3,4-dihydropyrrolidine (NB-DMDP) a été identifiée comme inhibiteur de la GCS mais
aussi de la a-galactosidase, de la méme facon que la NB-DNJ.*° D’autres dérivés pyrrolidiniques,
inhibiteurs de la GCS, ont été synthétisés au laboratoire.** Le plus actif d’entre eux (76% d’inhibition
de la GCS a 10uM) est la pyrrolidine n-octyl. Ce composé cytotoxique induit 'accumulation du Cer
provoquant la mort des cellules de mélanome B16 (70% de mort cellulaire a 5uM).

OH OH OH OH
OH H
N | 0 | OH N~ OH

| | |
CyHg CyHg CoHyo Wo

NB-DNJ NB-DGJ Cgo-DGJ L-ido-DNJ
HO OH CgHyz  OH
HO OH [ :
N [)] N upy /OH
CyHo H
NB-DMPD pyrrolidine-n-octyle

Figure 8 - Structure des inhibiteurs connus de la GCS de type iminosucres

Il est important de noter que sur I'ensemble des inhibiteurs de la GCS, ceux étant cytotoxiques (par
exemples, PDMP dans la famille des drogues P ou la pyrrolidine-n-octyle dans la famille des
iminosucres) induiraient une accumulation en Cer par manque de sélectivité d’inhibition de la GCS
vis-a-vis d’autres enzymes telles que la 1-O-acylcéramide synthase. Cette cytotoxicité limite leur
utilisation dans le traitement de maladies de surcharge lysosomale mais est favorable dans une

thérapie anticancéreuse.

e Lavoie Cer-SM
Enfin, la conversion du Cer en SM représente la derniére voie de consommation du Cer.

pro-DBEOY
D2
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OH | C OH
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HO e \C13H2? g T \V//\C'aHz?
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Schéma 5 - Déséquilibre de la voie céramide/sphingomyéline

L'enzyme impliquée dans cette conversion est la SMS. Une augmentation de son activité a été
observée dans des cellules fibroblastes de poumons humains transformées SV40-WI38 ® et des
cellules de leucémie humaine chimiorésistante HL60/ADR.*® Son inhibition pharmacologique
favoriserait ainsi I'accumulation intracellulaire en Cer et rétablirait I'apoptose en réponse a la
chimiothérapie sur différents cancers.
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Le tricyclo[5.2.1.0%°]-décan-8-yl-dithiocarbonate de potassium (D609) (cf. Figure 9), un composé anti-
tumoral cytotoxique, a été le premier composé identifié avec une activité inhibitrice modérée de
SMS (IC5=375uM in vitro et EC5,=90uM in vivo). Cette activité modérée a été attribuée a I'instabilité
oxydative du groupement xanthate de ce composé. Ainsi, un analogue du D609 (pro-D609), plus
stable et plus actif, a été synthétisé.®’

Deux nouveaux composés, D1 (IC5o=75uM sur SMS2) et D2 (IC5o=14uM sur SMS2), ont été identifiés
comme inhibiteurs de SMS, spécifique de la SMS2, par criblage virtuel basée sur un modele structural
de la protéine.?®® Une optimisation de la structure de D2 a permis d’identifier une nouvelle famille
d’inhibiteurs de SMS2 avec des 1C5,<20uM, constitués des composés D2, D24, D28, D29, D30 et D31
(cf. Figure 9).

Des travaux antérieurs au laboratoire ont permis d’identifier la jaspine B comme un exemple unique
d’inhibiteur cytotoxique de SMS dont I'action pro-apoptotique reposerait sur sa capacité a
augmenter les taux intracellulaires en Cer (cf. Figure 9).

Dans le contexte de I'inhibition de la SMS, de maniére analogue a I'inhibition de la GCS, I'impact du
taux intracellulaire en Cer pourrait dépendre de la sélectivité vis-a-vis d’une enzyme analogue, la
SMSr, catalysant le transfert d’un groupement phosphoéthanolamine sur le Cer.*®
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Figure 9 - Structure des inhibiteurs connus des SMS

Une stratégie différente de I'inhibition de la SMS peut étre adoptée pour bloquer la conversion du
Cer en SM. Afin d’étre transformé en SM par la SMS, le Cer synthétisé de novo au niveau du RE doit
étre transporté jusqu’a I'appareil de Golgi ou se situe la SMS. Cette voie de biosynthése de la SM fait
ainsi intervenir une étape de transport du Cer, non vésiculaire et ATP-dépendante, par la protéine
CERT."Y Uinhibition du transfert de Cer par la protéine CERT permettrait ainsi de rétablir le taux
intracellulaire en Cer. Cette stratégie originale sera détaillée dans la partie suivante.
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II. Laprotéine de transfert de céramide CERT

1) Une cible pertinente dans une stratégie anti-tumorale

En transportant le Cer en vue de sa conversion en SM, la protéine CERT devient une cible
pharmacologique intéressante dans le cadre de cancers chimiorésistants. En effet, cette protéine est
inactivée et clivée par des caspases en réponse a un stress cellulaire apoptotique.”” ™ Cette

inactivation contribue a la diminution de la biosynthéese de la SM et a I'accumulation du Cer.

Par ailleurs, plusieurs études de criblage d’ARNs interférents sur différentes lignées de cellules
cancéreuses de type HCT-116 (cancer du cblon), A549 (cancer du poumon) et MDA-MB-231 (cancer
du sein) ont été menées afin de déterminer les genes influencant la sensibilité et la résistance de ces
cellules a des agents chimiothérapeutiques (paclitaxel, doxorubicine, 5-FU et cis-platine). Il a ainsi été
découvert que la protéine CERT est surexprimée dans ces lignées de cellules cancéreuses multi-
résistantes aux agents chimiothérapeutiques (HCT-116, A549 et MDA-MB-231) ainsi que dans des
. De plus, la sous-régulation (par
siRNA), de méme que l'inhibition pharmacologique de la protéine CERT, permet d’augmenter la

tumeurs ovariennes résiduelles aprés traitement au paclitaxe

concentration intracellulaire en Cer pro-apoptotique et resensibilise les lignées résistantes a ces

7273 | a surexpression de la protéine CERT (ou COL4A3BP) a également

agents chimiothérapeutiques.
été identifiée comme un déterminant de la sensibilité au paclitaxel de lignées cellulaires de cancer du
sein multirésistantes HER2" (lignée cellulaire de cancer du sein particuliérement agressif avec de

mauvais pronostics, dont les cellules surexpriment la protéine HER2). 3

Ainsi l'inhibition du transport de Cer par la protéine CERT est une stratégie pertinente pour
resensibiliser les cellules cancéreuses résistantes a la chimiothérapie.

2) Structure et fonctionnement de la protéine

CERT est une protéine cytosolique de 68kDa. Elle est responsable du transfert du Cer entre le RE et
I'appareil de Golgi, en vue de sa conversion en SM. Cette protéine est constituée d’un motif et de
trois domaines importants : a I'extrémité N-terminale se trouve le domaine PH, la région médiane
contenant un domaine riche en sérine (SR) et le motif FFAT, et le domaine START quant a lui, est
localisé a I’extrémité C-terminale.

CERT (598a.a.) —[ PH H Ser FFAT -[ START J

Figure 10 - Domaines et motif de la protéine CERT

a) Le motif FFAT

La région médiane entre les domaines PH et START est constituée d’environ 250 acides aminés. Le
motif FFAT (deux phénylalanines dans un secteur acide), contenu dans cette région, est un court
motif peptidique de la protéine CERT. Il est capable de s’associer avec la protéine VAP-A résidant
dans la membrane du RE.”* Cette interaction est importante pour I'activité de transport du Cer par
CERT entre le RE et I'appareil de Golgi. Elle est contrélée par la phosphorylation de la protéine au
niveau de la sérine-315, proche du motif FFAT. Cette phosphorylation augmente |'interaction entre
les protéines CERT et VAP-A, favorisant ainsi le transfert du Cer. La (ou les) kinase(s) a I'origine de
cette phosphorylation reste(nt) encore a élucider.”
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b) Le domaine PH

Le domaine « pleckstrin homology » (PH) de CERT, constitué d’une centaine d’acides aminés, est le
domaine N-terminal de la protéine. Il est capable de se lier au phosphatidylinositol-4-
monophosphate (PI4P), principalement localisé dans I'appareil de Golgi. Sa structure, ainsi que le site
de liaison du PI4P, ont récemment été déterminés par une étude RMN en solution.”® Ce domaine est
apparu indispensable in vivo pour le transport du Cer par CERT entre le RE et I'appareil de Golgi. Une
mutation au niveau de ce domaine est a I'origine de la perte de fonction de CERT au sein de la lignée
cellulaire LY-A ayant conduit a la découverte de la protéine par le groupe de Hanada.”

c) Le domaine START
Le domaine C-terminal de CERT, « steroidogenic acute regulatory protein-related lipid transfer »
(START), comprend environ 230 acides aminés. Il est responsable de I’extraction du Cer des
membranes donneuses (RE), plus spécifiquement du Cer naturel de configuration D-érythro, et de
son transfert dans des membranes accepteuses (appareil de Golgi). Il est capable de transférer des
Cer avec différentes longueurs de chaines (C6, C14, C16, C18 et C20), ainsi que le C10-diacylglycérol
(DAG), le C16-dihydrocéramide et le C16-phytocéramide (PhytoCer).”” Plusieurs structures RX du
domaine START de CERT, sous sa forme apo ou co-cristallisée avec différents ligands, ont permis
d’identifier le site de liaison et le mode d’interaction du Cer avec ce domaine, expliquant ainsi la
reconnaissance spécifique du D-érythro-Cer (cf. Chapitre Il). Ce domaine est apparu nécessaire et

7879 En revanche, les autres domaines

suffisant in vitro pour le transfert intermembranaire du Cer.
sont indispensables pour le maintien de I'activité de transport interorganite de la protéine CERT au

sein de la cellule.

d) Le fonctionnement de la protéine
Chacun de ces domaines ou motif possede un role spécifique et indispensable dans le transport
intracellulaire du Cer. Le motif FFAT permet ainsi la reconnaissance avec le RE via les protéines VAPs,
le domaine PH assure la reconnaissance avec I'appareil de Golgi via PI4P et le domaine START extrait
et transfert le Cer d’'une membrane a l'autre dans des zones dites de microcontact entre le RE et

74 80 coatte activité de transfert du Cer entre le RE et

I'appareil de Golgi (environ distants de 10nm).
I'appareil de Golgi par la protéine CERT  est régulée par différentes
phosphorylations/déphosphorylations in vivo au niveau du motif riche en sérine (cf. Figure

11)_ENREF 73.
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Figure 11 - Régulation du transfert de céramide par la protéine CERT, adapté de J. Holthuis et A. Menon, Nature, 2014,
510, 48-57.°

Deux kinases sont impliquées dans la phosphorylation de la protéine CERT. La premiére, la protéine
kinase D (PKD), est responsable de la phosphorylation de la sérine 132 (Ser132) ; puis I'isoforme 2
de la kinase caséine 1 (CK1y2), phosphoryle a plusieurs reprises des sérines et thréonines du motif

riche en sérine.® &

Les phosphorylations multiples de CERT entrainent I'inhibition simultanée de
I'activité de transfert du domaine START et de la liaison du domaine PH avec les PI4P présent dans la
membrane du domaine de Golgi. La protéine phosphorylée adopterait une conformation inactive,
réprimant mutuellement les fonctions des domaines PH et START,®® ayant pour conséquence une
diminution de production de SM. Ces protéines exercent donc un rétrocontrdole négatif de la protéine

CERT.

La diminution de SM et de cholestérol dans la membrane plasmique entraine la déphosphorylation
de la région riche en sérine de CERT.”* La protéine phosphatase 2Ce (PP2Ce), en interaction avec la
protéine VAP-A dans le RE, serait responsable de cette déphosphorylation, activant ainsi la protéine
CERT.®* ENREF 77 Sous sa forme active, la protéine peut alors cibler simultanément le RE et
I'appareil de Golgi dans une zone de microcontact entre ces deux organelles et transférer le Cer du
RE vers I'appareil de Golgi.

Le mécanisme exact d’activation et d’inhibition de la protéine CERT reste encore a élucider.
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3) Inhibiteurs connus du transport de céramide par CERT

Une seule famille d’inhibiteurs de la protéine CERT a été rapportée a ce jour: les N-(3-hydroxy-1-
hydrométhyl-3-phénylpropyl)alcanamide (HPAs).*

Différents analogues HPAs avec différentes longueurs de chaines ont été synthétisés, puis leur
potentiel inhibiteur de transport de Cer par CERT a été évalué. Le dérivé dodécanamide HPA-12 a été
identifié comme inhibiteur spécifique du transport de Cer, agissant comme un antagoniste de la
protéine CERT (cf. Figure 12).2%

La relation structure-activité de cette famille de composés a faiblement été étudiée. La présence des
groupements hydroxyles en positions C-1 et C-3 s’est révélée indispensable pour inhiber la
biosynthése de SM. L'ajout d’un alcool secondaire en position C-2 ne semble apporter aucun gain
d’activité. Les analogues avec des chaines acyles comprises entre 11 et 15 atomes de carbone ont
des activités inhibitrices comparables (ICs, de 50nM pour HPA-13, 70nM pour HPA-12 et HPA-14, et
de 90nM pour HPA-15), alors que la présence de chaines alcanamides plus courtes ou plus longues
entraine une perte considérable voire totale de I'activité (1C5,>1000nM). Enfin, la modification de la
configuration des stéréocentres C-1 et C-3 impacte fortement I'activité d’inhibition.®® Parmi les
quatre diastéréoisomeres de I'HPA-12, seule la paire d’énantioméres (1R*,3R*), a été évaluée
individuellement pour l'inhibition de la biosynthése de novo de la SM. Le (1R,3R)-HPA-12 était alors
apparu comme le stéréoisomeére le plus actif.”” Ainsi, plusieurs (1R,3R)-HPAs avec des chaines acyles
entre 13 et 16 atomes de carbone ont ainsi été co-cristallisés avec le domaine START de CERT.”® Par
la suite, la stéréochimie du dérivé HPA-12 le plus actif a été corrigée en (1R,35).2*!

R Hpn (R 3pn A

HO ; HO HO :
OH OH OH OH
HN HN H H
\[]/\C1OH21 \[]/\C1OH21 \H/\C10H21 \[]/\C1OH21
0 0 o) o

(1R,3R)-HPA-12 (1R,3S)-HPA-12 (1S,3R)-HPA-12 (1S,3S)-HPA-12
Figure 12 - Structure des quatre diastéréoisomeres de I'HPA-12, inhibiteur de la protéine CERT

(1S) _(35)
HO _ Ph

Z i
Z i

III. Conclusion

Pour conclure, les SLs sont des lipides membranaires ayant un rdle structural ainsi qu’un role de
messager dans la transduction du signal cellulaire. En effet, certains de ces SLs sont bioactifs ;
notamment le Cer et la Sph ont des propriétés proapoptotiques alors que le GlcCer et la S1P
possedent des propriétés prolifératives.

Un réseau de voies enzymatiques interdépendantes, centré sur le Cer, gouverne le métabolisme
complexe de ces SLs au sein des différents compartiments cellulaires. Ce mécanisme permet donc
d’équilibrer les effets de chaque SL dans la cellule en fonction des stimuli externes.

Ce processus est crucial dans le développement du cancer et est fortement corrélé a I'efficacité
d’une thérapie anti-cancéreuse. Deés lors, une perturbation de ce métabolisme en diminuant le taux
intracellulaire en Cer au profit des SLs prolifératifs, via une sous-régulation des trois voies de
production du Cer (synthése de novo, voie de recyclage et catabolisme de SLs complexes) et/ou une
surconsommation du Cer (conversion accrue en S1P, C1P, GlcCer et SM) confere aux cellules
cancéreuses un caractére de résistance aux agents chimiothérapeutiques. Ainsi, différentes
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stratégies de modulation du métabolisme des SLs ont été développées au cours des derniéres années
dans le cadre de thérapie anti-cancéreuse pour rétablir la concentration intracellulaire en Cer.

La premiére stratégie consiste a générer et accumuler le Cer suppresseur de tumeur dans la cellule
en stimulant la synthése de novo du Cer ou I’'hydrolyse de la SM.

La seconde stratégie, pouvant étre associée avec la premiere, consiste a bloquer les voies de
consommation du Cer. Dans cette approche, de nombreux inhibiteurs des enzymes de conversion du
Cer (CDases, SK, CERK, GCS et SMS) ont été développés. En revanche, tres peu de travaux ont été
réalisés afin d’inhiber le transport du Cer par la protéine CERT.

La protéine CERT transfere le Cer du RE vers I'appareil de Golgi, ou il est converti en SM par la SMS.
Le domaine START de CERT est responsable de I'extraction du Cer des membranes du RE, de son
transfert puis de son relargage dans les membranes de I'appareil de Golgi. Malgré la pertinence de
cette cible dont I'expression est un déterminant de la sensibilité de certaines lignées cancéreuses a
différents agents chimiothérapeutiques, une seule une famille d’inhibiteurs de la protéine CERT, les
HPAs, a été identifiée a ce jour. De plus, depuis leur découverte en 2001, aucune optimisation de
cette structure n’a été décrite. Ainsi, ces travaux de these ont visés a identifier de nouveaux
inhibiteurs potentiels du transport de Cer par CERT en tant qu’agents de resensibilisation de lignées
de cellules cancéreuses chimiorésistantes.

Cette recherche d’antagonistes de la protéine CERT s’est concentrée dans un premier temps sur le
développement d’'une méthode d’identification de ligands du domaine START de CERT, combinant
une approche in silico et in vitro (cf. Chapitre Il). Par la suite, certains des ligands identifiés ont été
synthétisés (cf. Chapitres Ill et IV), puis évaluées biologiquement.
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I. Modélisation moléculaire

L'objectif de ce travail était d’identifier de nouveaux ligands du domaine START de CERT comme
inhibiteurs potentiels du transport du céramide par CERT plus efficaces que 'HPA-12, représentant la
seule famille connue d’inhibiteurs. Nous avons appuyé cette recherche sur différentes
méthodologies in silico (études structurales, arrimage moléculaire) et in vitro (test de liaison
spécifique) en combinant des stratégies d’approches rationnelles et de criblage.

1) Etude structurale

Ce type d’étude est nécessaire avant la mise au point d’un processus d’arrimage moléculaire
(« docking ») ou plus généralement de travaux de modélisation moléculaire. Si le volume de données
cristallographiques (nombre de structures ligandées) disponibles dans les bases telles que la Protein
Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/) est suffisant, on attendra une bonne connaissance de la
dynamique (par exemple, des changements conformationnels) de la protéine et des interactions (par
exemple, des relations structure-fonction) au niveau du site de liaison. Il faut donc démarrer par la
constitution d’un catalogue des structures cristallines disponibles, puis les traiter avec des outils de
comparaison structurales pour en faire ressortir les invariants (possibilité de définition de
pharmacophores) au niveau des ligands ou du site de liaison, compiler les données (molécules d’eau,
qualité des structures ...) qui seront utiles en amont pour les études d’arrimage, puis mettre en place
une ligandothéque focalisée correspondant a la protéine. L'ensemble de ce travail préparatoire est
généralement regroupé sous le terme « d’étude structurale ».

a) Collection de structures

Cette étude in silico est donc possible grace a la disponibilité de structures RX du domaine START de
la protéine sous sa forme apo, co-cristallisée avec des céramides de longueurs de chaines acyles
différentes (C6, C16, C18 et C24), le C10-diacylglycérol (DDR) ' et des analogues synthétiques du
céramide inhibiteurs de la protéine CERT, les (1R,3R)-N-(3-hydroxy-1-hydroxyméthyl-3-
phénylpropyl)alkanamide avec différentes longueurs de chaines acyles (HPA-13, HPA-14, HPA-15 et
HPA-16).” Certaines structures contiennent en plus de leur ligand du diméthylsulfoxide (DMSO),
utilisé comme solvant du ligand dans les cas des co-cristallisations.

L'ensemble des structures disponibles dans la base PDB du domaine START a été reporté dans le
Tableau 1.

Une portion de la protéine, principalement les résidus constituant les boucles, peut étre manquante
sur la structure cristallographique. Les structures comportant des délétions, c’est-a-dire des résidus
non cristallographiés, autour du site de liaison ne seront pas retenues dans la suite de I'étude
d’arrimage moléculaire.
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Tableau 1 - Collection des structures RX du domaine START de la protéine CERT issues de la base PDB

Structure PDB Chaine Ligand Résolution (A) Référence
2E3M A - 2,15
2E3N A c6 1,40
2E30 A C16 + DMSO 1,55
2E3P A c16 1,40
B C16
2E3Q A C18 + DMSO 2,08 Kudo et al. 2008*
2E3R A 18 1,65
B c18
2E3S A C24 1,94
279Y A DDR 1,80
2797* A DDR 1,74
3H3Q A HPA-LS 2,00
B HPA-13
3H3R g :Eﬁ'ij 1,85
. HPA'15 Kudo et al. 2010?
3H3S - 1,66
B HPA-15
3H3T A HPA-L6 2,40
B HPA-16

* mutation de Asn504 en Ala504 pour la structure 2292

b) Alignement des structures et classification

Certaines structures du domaine START de CERT issues de la PDB ont été cristallisées (unité
asymétrique) sous forme multiméres, diméres le plus souvent, qui comprennent deux chaines
polypeptidiques, identifiées par une lettre A et B. Chacune de ces chaines constitue une unité
fonctionnelle incluant le site de liaison du domaine START. Chaque chaine est séparée en utilisant le
programme Accelrys Discovery Studio Visualizer (cf. PARTIE EXPERIMENTALE). Ainsi pour un complexe
dimérique, 2E3P par exemple, chaque sous-unité sera représentée par 2E3Pa et 2E3Pb. L'intégrité de
I’ensemble des chaines protéiques, principalement autour du site de liaison, est ensuite contrélée en
visualisant chaque sous-unité en 3D avec les logiciels Accelrys et UCSF Chimera. Ce travail est
nécessaire car la conformation (polypeptide et site de liaison) de chaque chaine peut étre différente :
certaines chaines sont ligandées, d’autres non. L’étude ne doit donc pas se limiter a la chaine A sous
risque de perdre de l'information. Aussi, chaque sous-unité est prise en compte dans le processus
d’analyse structurale.

A partir de cette banque de données de sous-unités fonctionnelles, les chaines protéiques sont
alignées (cf. Figure 1) avec le logiciel USCF Chimera dans le méme espace de coordonnées
cartésiennes (cf. PARTIE EXPERIMENTALE) défini par une structure donnée (2E3M dans notre cas). La
figure montre que les squelettes de chaque sous-unité sont superposés. On observe un trés bon
alignement des hélices o et des feuillets B et une variation de conformation au niveau de la
boucle Q1. La comparaison du squelette (« backbone ») de I'ensemble des structures a celui de la
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structure 2E3M par le module MatchMaker de Chimera donne une valeur de RMSD <1A, confirmant
la grande similarité des structures (le RMSD, ou « Root-Mean-Square Deviation », est |'écart
guadratique moyen entre la conformation cristallographique et la conformation calculée).

Figure 1 — Alignements des structures issues de la PBD ; en rouge : 2E3M ; en rose : 2E3N, 2E30, 2E3Pa, 2E3Pb, 2E3Ra,
2E3Rb et 2E3S ; en gris : 229Y et 2Z9Z ; en bleu : 3H3Qa, 3H3Qb, 3H3Ra, 3H3Rb, 3H3Sa, 3H3Sb, 3H3Ta et 3H3Th.

Chaque structure possede une large cavité amphiphile, majoritairement fermée, recouverte par les
hélices a2, a3, a4, les feuillets B et la boucle Q1. La cavité peut contenir un seul ligand, positionné
toujours au fond de la cavité (cf. Figure 2). L’hélice 03 et la boucles Q1 apparaissent mobiles et leur
déplacement permettrait I’entrée et la sortie du ligand."
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Figure 2 — Cavité amphiphile du domaine START de la protéine CERT contenant un céramide C16 (2E3Pa)

On distingue une zone hydrophobe le long de la cavité (cf. partie bleue sur la Figure 3), dans laquelle
les chaines aliphatiques du ligand développent des interactions avec les chaines latérales
hydrophobes des résidus des hélices 0.2, a3, 04 et de la boucle Q1.

a‘

Figure 3 - Zones hydrophiles (en rouge) et hydrophobe (en bleu) dans la cavité contenant un céramide C16 (2E3Pa)

Une zone polaire est localisée au fond de la cavité co-cristallisée (cf. partie rouge sur la Figure 3),
dans laquelle les groupements amide et hydroxyles des ligands développent des liaisons hydrogénes
avec les résidus Glu446, GIn467, Asn504, Tyr553 et plus faiblement avec Arg442. Ces résidus sont
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clés dans la reconnaissance du céramide. En effet, 'équipe de N. Kudo et R. Kato a étudié I'influence
de la mutation des résidus Glu446, GIn467, Asn504, Tyr553 du domaine START sur l|'activité
d’extraction de céramide C16 ainsi que l'influence de ces mutations dans la totalité de CERT sur
I'activité de transfert de céramide C16 par ces protéines mutantes. La mutation de Glu446 et GIn467
entraine une diminution de 50% de I'activité d’extraction du céramide par START et une baisse de
80% de I'activité de transfert de céramide est observée pour le mutant Ala446 de CERT. La mutation
de Asn504 et Tyr553 entraine une diminution de 80 a 90% de I’activité d’extraction du céramide par
START ainsi qu’une baisse de 10 a 60% de I'activité de transfert du céramide par CERT. Ce réseau
spécifique de liaisons hydrogenes, et particulierement I'interaction avec Glu446, permettrait ainsi de
discriminer les céramides et ses analogues d’autres sphingolipides ou lipides a téte polaire de
structure proche tel que le DDR. D’autres mutations sur les résidus His469, Ala521 et Tyr576 de CERT
impliqués dans les interactions hydrophobes ont aussi entrainées une diminution de I'activité de
transfert du céramide.! Ainsi, les deux types d’interactions, hydrophobes et hydrophiles, sont
indispensables pour la reconnaissance du ligand par la protéine.

Une plus grande flexibilité est observée dans la région de la boucle Q1, permettant différentes
conformations de cette zone entre les structures apo ou co-cristallisées avec des céramides et les
structures co-cristalisées avec le DDR ou les HPAs (cf. Figure 1). Le Trp473 sur la boucle Q1 présente
une orientation différente et un déplacement de 3.5A entre les structures complexées avec des HPAs
et les structures complexées avec des céramides.” La chaine latérale indolique est orientée vers
I’extérieur de la cavité dans les structures apo et co-cristalisées avec des céramides (en rose sur la
Figure 4), alors qu’elle est orientée vers l'intérieur de la cavité dans les complexes avec DDR et HPAs
(en gris et bleu respectivement sur la Figure 4). Ce déplacement vers I'extérieur est corrélé avec
I'ouverture de la cavité entre Q1, a3 et a4, permettant la sortie de la chalne sphingoide des

céramides. A l'inverse, I'orientation interne du Trp473 est corrélée avec une cavité fermée (cf.Figure
4).

ey |
Figure 4 - Superposition des structures du domaine START complexé avec le céramide C16 (surface et squelette en rose),
avec le (R,R)-HPA-16 (surface et squelette en bleu) et avec le DDR (squelette en gris).
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La mutation des Trp473 et 562 du domaine START entraine une perte totale de I'activité d’extraction
et de transfert de céramide C16." De méme, la mutation du Trp473 par une alanine entraine une
diminution de 50% de Iaffinité du domaine START avec les membranes lipidiques.” Ces résultats
indiquent I'implication de ces résidus dans le mécanisme d’extraction du céramide des membranes
lipidiques.

De plus, les structures ouvertes (formes apo ou complexées avec les céramides) présentent une
affinité avec les membranes lipidiques 10 fois plus importante que les structures fermées (formes
complexées HPAs).” Ainsi, la conformation de la boucle Q1, et plus particulierement la conformation
du Trp473, influencent I'activité d’extraction du céramide de la protéine. R. Kato et ses
collaborateurs utilisent ces résultats pour proposer un mécanisme d’inhibition des HPAs. L'équipe
suggere que la courbure de la chaine alkanamide des HPAs au sein de la cavité provoquerait un
déplacement du Trp473 vers l'intérieur. L'affinité du complexe START-HPA avec les membranes
lipidiques serait alors diminuée, limitant I’'échange de molécules (extraction ou relargage) avec les
membranes lipidiques. La protéine perdrait alors son activité d’extraction du céramide.

Bien que l'orientation interne du Trp473 diminue 'activité de la protéine, son déplacement ne peut
étre attribué a l'orientation de la chaine alkanamide des HPAs. En effet, cette conformation du
Trp473 est aussi observée dans la structure co-cristallisée avec le DDR, dans laquelle la chaine acyle
du DDR reste étendue au fond de la cavité tout comme celles des céramides. L'origine du
déplacement de la boucle Q1 et du Trp473 reste a élucider dans les complexes START-DDR et START-
HPAs.

Ainsi deux interrogations persistent sur ces changements conformationnels en lien avec
I'identification de nouveaux ligands :

- d’une part, sur le mécanisme précis d’entrée et de sortie d’un ligand dans la cavité de la protéine
(lié a la flexibilité de Q1 et t3)

- d’autre part, sur une possible corrélation entre la forme ouverte (ou fermée) de la cavité,
notamment en lien avec le changement de position du Trp473, et I'action inhibitrice d’un ligand.

c) Conclusion intermédiaire

Cette étude structurale a permis d’identifier deux parameétres clés dans I'identification de ligands,
antagonistes potentiels de la protéine CERT.

- Bien évidemment, le ligand doit étre reconnu par le domaine START. Cette reconnaissance est
basée sur les interactions hydrophobes et hydrophiles développées par le céramide avec la poche
de liaison amphiphile.

- Mais le ligand devrait aussi déplacer le Trp473 vers l'intérieur de la cavité pour entrainer une
diminution de I'activité d’extraction du céramide par la protéine.
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2) Arrimage moléculaire
Notre approche, appelée « Structure-Based Drug Design », est basée sur une conception par
dérivation du ligand naturel ou de la famille des HPAs, seuls antagonistes connus a ce jour, puis a leur
sélection (par classement selon un critere d’affinité théorique) au moyen de calculs d’arrimage
moléculaire protéine-ligand.

a) Le processus d’arrimage moléculaire protéine-ligand
L’arrimage moléculaire, correspondant au «docking», «clustering» et «scoring », a pour objectif, de
maniére plus ou moins combinée selon les logiciels de : i) produire (« docking ») des conformations
de complexes protéine-ligand; ii) de sélectionner (« clustering ») par classification des conformations
représentatives; iii) de hiérarchiser les conformations au moyen d'un score d'affinité (« scoring »).

En ce qui concerne la flexibilité, ce type de méthode peut étre classé selon 4 approches, présentées

par ordre de complexité croissante :

- Ligands et protéine non flexibles.

- Ligand flexibles et protéine non flexible .

- Ligands flexibles et flexibilité locale de la protéine. Dans ce cas, le squelette de la protéine est
généralement fixe, mais les chaines latérales des résidus autour du site de liaison sont
flexibilisées. Des étapes de minimisations ou l'autorisation des recouvrements stériques pendant
le calcul, peuvent étre utilisés pour émuler la flexibilité. Nous utiliserons une approche
correspondant a ce niveau de complexité dans ce travail.

- Ligands flexibles et flexibilité générale de la protéine. Dans ce cas, les changements
conformationnels au niveau de la protéine peuvent étre pris en compte et échantillonnés
(docking 4D, ensemble docking >...) ou simulés (par exemple par dynamique moléculaire) au
moyen de différentes méthodes calculatoires.

La fonction de score est une brique essentielle de ces processus. Ces fonctions sont congues de
maniére a corréler le score, tel que XScore® ou DrugScore,”® (produit & partir de structures calculées
de complexes protéine-ligand) avec une valeur expérimentale (par exemple une énergie de liaison,
une constate d'équilibre d'association-dissociation ...) pour un jeu de données tests.”® Lorsque cette
phase de paramétrage abouti, on attend du score minimal qu’il corresponde a la conformation du
ligand maximisant les interactions avec la protéine. Plus précisément, cette conformation du
complexe protéine-ligand, sera de nature a rendre compte d'une meilleure affinité ou d'un niveau
d'activité donné (par exemple un pourcentage d'inhibition) du ligand.

Prés d’une centaine de fonctions de score sont disponibles que I'on peut regrouper en différentes
catégories (dérivées d'un champ de force, basées sur des connaissances, empiriques ...). Certaines
sont dérivées les unes des autres (dites dégénérées), certaines ne sont plus utilisables (perte des
algorithmes, manque de documentation, dépendantes de formats de données obsolétes, non
implémentées sur la plateforme de calcul ...).” Dans la pratique, une a trois fonctions de scores sont
utilisées dans un calcul d'arrimage.
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Le processus global d’arrimage se déroule en quatre étapes principales :

1) Une étape en amont du processus d’arrimage, qui consiste a définir le site de liaison (choix
des résidus impliqués, flexibilité des résidus, contraintes ...) et a préparer les ligands (validation des
structures chimiques : charges, hybridations, géométries).

2) Une étape de production de complexes protéines-ligands au moyen de différents algorithmes
qui permettent a la fois de générer des conformations de complexes et de les faire évoluer en
utilisant une fonction de score que I'on cherchera a minimiser. A titre d’exemple, des algorithmes
évolutionnaires ont été utilisés pour cette étude. Une population d’individus est initiée avec une
probabilité équivalente pour chaque individu. Aprés évaluation de la population initiale, les individus
les plus performants sont sélectionnés (parents), puis soumis a des variations (mutation et
croisement). Les enfants sont évalués, puis la population la plus adaptée est sélectionnée jusqu’a
trouver l'individu le plus performant ou aprés atteinte du nombre maximal de générations. La phase
de classement (« clustering ») intervient également a ce niveau en produisant un nombre fini (au
moyen de différents algorithmes) de structures représentatives de conformations de complexes
possibles, appelées poses.

3) Une autre étape peut s’ajouter au processus d’arrimage et peut étre complétée par des
calculs intermédiaires tels que la minimisation énergétique d’'un complexe, un calcul d'affinité en
utilisant d'autres fonctions de scores (externes au logiciel d'arrimage) ou encore un calcul de
dynamique moléculaire. Dans ce cas on disposera de scores avant ou aprés minimisation ou
d'évaluations de I'énergie d'interaction.

4) Enfin, intervient une étape d’analyse de la conformation des poses et des valeurs de scores. I
s'agit souvent d'évaluer les résultats en termes :

i) d'efficacité : valeur des scores, croisements entre scores;

jii) de conformité : reproduction des poses cristallographiques, reproduction de positions-
orientations ou interactions connues et nécessaires a l'activité biologique;

iii) d'efficience : combinaison avec d'autres grandeurs, telles que des descripteurs chimiques
(LogP, nombre d'atomes lourds (C, N, O) ... pour normaliser les résultats).

Ce type d'évaluation implique une analyse visuelle des poses et une évaluation de I'écart tel que le

RMSD lorsqu’on s'intéresse a la reproduction de conformation cristallographique afin de valider le
processus d'arrimage.

Ce processus est représenté schématiquement dans la Figure 5 ci-dessous.
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Figure 5 - Processus global d'arrimage moléculaire (« docking » et « scoring »)

Le logiciel « Molegro Virtual Docker » (MVD) a été sélectionné pour les calculs d’arrimage
moléculaire, du fait de sa disponibilité au laboratoire, son interface utilisateur conviviale et Ila
possibilité d'un paramétrage fin a tous les niveaux du processus (« docking », « scoring », flexibilité
des résidus et ligands modulable, « template docking » ou définition d’un patron pharmacophorique
...), limitant I'aspect « boite noire ». Compte tenu du systéme étudié (ligands amphiphiles associant
une téte polaire chirale comprenant deux centres asymétriques a une longue région hydrophobe au
sein d’une poche de liaison au volume important) la possibilité de pouvoir manipuler une trentaine
de parametres de calcul de maniére a produire la modélisation la plus fine possible était impérative.

Dans ce travail la fonction de score MolDock (Emcu.a) a été utilisée.” Elle est définie comme la

somme des énergies d’interactions intermoléculaires ligand-protéine Einter et des énergies
intramoléculaire du ligand Eintra :

Escors = Einter T Eimtra (éq.1)

Chaque contribution se décline également en sous-contributions (qui restent accessibles dans les
résultats) dépendantes de différentes grandeurs physiques telles que interactions hydrogénes, de
Van der Waals, contraintes stériques, de torsions ...

Une étude comparative de différents algorithmes a montré que MolDock est capable d’identifier le
bon mode de liaison de ligand dans 87% des complexes évalués, devant Glide,** GOLD,* FlexX = et
Surflex.!* Cette évaluation s’est appuyée sur la mesure des RMSD entre les poses calculées et
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cristallographiées pour 77 complexes protéine-ligand.™ Ces résultats sont @ modérer dans la mesure
ou chaque communauté scientifique défend son systeme de score. Dans la pratique, les résultats de
plusieurs scores sont croisés. Si pour une série de poses, les meilleures poses selon un premier score
MolDock par exemple) correspondent aux meilleures poses obtenues avec d'autres scores, on
parlera alors de « pose forte ». Si une pose forte s'avere correspondre aux critéres de conformité par
ailleurs définis a partir de l'analyse structurale (par exemple, la reproduction d'une conformation du
ligand et d'un réseau d'interactions), on parlera alors de « pose forte et conforme », qui sera retenue
comme étant représentative pour le ligand d'intérét. Si on choisit de retenir les deux premiéres poses
fortes, si possible conformes, et que ces poses convergent en termes de valeurs de
scores/conformité, tout en étant issues de calculs (« runs ») d'arrimage indépendants, les résultats
seront renforcés pour le ligand d'intérét. On entrevoit ici tout le protocole post-arrimage qu'il est
possible de mettre en place (Cf. partie 1)d) du chapitre pour plus de détails) pour réduire la masse de
résultats et la rendre plus lisible. En effet, le processus d'arrimage produit plusieurs dizaines ou
centaines de milliers de conformations qui peuvent étre issues de plusieurs cycles de calcul par ligand
avec des parameétres différents. Aprés classification, ce jeu de données peut étre réduit. Un
processus d'analyse avec une priorité conformité-efficacité qui peut étre différente selon le cas, est
trés important. Il devra étre appliqué d'une maniére standardisée sur I'ensemble de la ligandotheque
en étant attentif a tous les éléments subjectifs qui pourraient induire des biais.

b) Choix des structures

L’analyse structurale a permis d’identifier des structures du domaine START avec une cavité ouverte
et des structures avec une cavité fermée. Le choix de la structure est une étape fondamentale du
processus d'arrimage dans le sens ou la topologie d'un site de liaison va induire des solutions quant a
I'arrimage, surtout si un processus d'adaptation induite de la protéine par rapport au ligand est
possible. Dans ce cas, on risque d'avoir une topologie de site correspondant a un ligand en
particulier. L'utilisation de la flexibilité des chaines latérales permet en partie de diminuer cet effet
qguand une tres grande similarité du squelette de la protéine est observée. Mais la flexibilité tend
aussi a moyenner les résultats ce qui complique les analyses en aval de I'arrimage moléculaire et fait
perdre de la sensibilité par rapport a un ligand donné.

Une solution intermédiaire est de réaliser les calculs sur chaque classe de site ainsi définis par leur
topologie et le type de ligand complexé, ce qui augmente le nombre de calculs mais diminue les
risques liés a un choix biaisé de structure par rapport a une catégorie de ligands donnée. D'autre
part, lorsque la structure chimique des ligands devient trés différente de celle des ligands co-
cristallisés, cette approche (« ensemble docking» ou «docking 4D »®) devient également
intéressante pour évaluer la corrélation avec un changement conformationnel au niveau de la
protéine.

Dans notre cas, 4 structures ont été retenues pour les calculs d’arrimages, dont 2 structures
ouvertes (2E3N et 2E3Pa) et 2 structures fermées (2Z9Z et 3H3Th). Les structures 2E3N et 2E3Pa
contiennent une molécule d’eau a proximité de la téte polaire des céramides co-cristallisés pouvant
intervenir dans le réseau de liaison hydrogene."
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Figure 6 - Cavité des structures 2E3N, 2E3Pa, 2Z9Z et 3H3Tb

Les optimisations de la méthode d’arrimage ont été réalisées sur ces 4 structures en tenant compte
ou non de la molécule d’eau > pendant le calcul. Toutes ces alternatives ont conduit aux mémes
résultats. Dans le cas précis de la CERT, le docking 4D, en mode flexible, ne semble pas apporter une
information supplémentaire. Ce résultat pouvait étre suspecté puisque la zone du site liant la téte
polaire des céramides (au travers d’un réseau de liaisons hydrogéne) subit peu de fluctuation. De ce

fait, seule la structure 2E3Pa a été conservée comme structure canonique pour la suite de |'étude.

c) Définition du site de liaison et des contraintes de calculs

Le site de liaison est défini par une sphére de recherche (en vert) d’un rayon de 15A englobant la
cavité amphiphile (surface hachurée en vert), les ligands et les acides aminés autour de la cavité en
interaction avec les ligands (sphéres grises) (cf. Figure 7).

Figure 7 - Site de liaison de la protéine 2E3Pa

La sélection des résidus composant le site de liaison est critique car elle oriente les calculs et les
résultats de I'arrimage. Seuls les acides aminés en interaction avec les ligands co-cristallisés ont été
sélectionnés. Le site de liaison est ainsi constitué des 42 résidus suivants : Phe436, Argd42, Trp445,
Glud46, Thrd47, Thra4dsg, lled49, lled65, GInd67, Thrd68, His469, Lys470, Argd71, Vald72, Trpd73,
Pro474, Alad75, Serd76, GInd77, Argd78, Vald80, Tyrd82, Asn504, Ala521, 1le523, Val525, Tyr553,
Ala555, Val557, Pro559, Trp562, Ala563, Pro564, Val567, Leu568, Val571, Ala572, Arg574, Glu575,
Tyr576, Lys578 et Phe579.

Afin de rendre I'arrimage moléculaire plus réaliste dans la modélisation de la reconnaissance ligand-
protéine, les ligands et les résidus constituant le site de liaison sont définis flexibles.
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L’analyse structurale a mis en évidence la superposition des tétes polaires et chaines lipidiques des
ligands céramides, diacylglycérol et HPAs dans la cavité, ainsi que des interactions hydrophiles et
hydrophobes clés pour la reconnaissance. Ainsi, le calcul tendra a reproduire la géométrie et les
interactions de ces ligands. La définition d’un profil pharmacophorique, selon la terminologie du
développeur du logiciel MVD, permet de contraindre le calcul pour favoriser le positionnement d’un
type d’atome tels que accepteur d’hydrogene, donneur d’hydrogene, stérique ou cyclique, avec une
force de contrainte pondérée.'® Cette contrainte, bien que nécessaire, doit rester faible pour ne pas
introduire un biais dans le calcul et préserver les possibilités d’obtenir des conformations différentes.
Une étape de minimisation du complexe domaine START-ligand aprés calcul, permet également de
limiter I'impact du profil pharmacophorique.

Figure 8 — Superposition des ligands cristallographiés et profil pharmacophorique utilisé dans la méthode d'arrimage
moléculaire

Le profil pharmacophorique est défini par I'application d’une contrainte sur les atomes au niveau de
la téte polaire du céramide et en bout des chaines aliphatiques, avec un volume sphérique des
atomes contraints fixé a 1.8A (cf. Figure 8). On distingue 3 types de contraintes : les contraintes
stériques (spheres grises, correspondant aux carbones, avec une pondération d’un facteur 0.5), les
atomes donneurs d’hydrogénes (sphéres roses, correspondant a I'azote et aux oxygénes, avec une
pondération d’un facteur 3) et les atomes accepteurs d’hydrogenes (sphéeres vertes, correspondant
aux oxygenes, avec une pondération d’un facteur 3).

d) Analyse des résultats post-docking

Les parameétres de calculs, indépendants entre eux, sont choisis pour leur capacité a reproduire la
pose cristallographique des ligands. Deux scores basés sur des contributions énergétiques ont été
sélectionnés pour I'analyse des résultats de calculs, MolDock et Rerank, ainsi que le RMSD. Le score
Similarity, issu du profil pharmacophorique, n’est pas pris en compte dans cette étude car il est
difficile a interpréter (la contribution des chaines acyles des différents ligands sera trop importante
vis-a-vis de la téte polaire et ne reflétera pas la conformité d’une pose calculée).

Le score MolDock, exprimé en unité arbitraire, correspond a une composante énergétique calculée
(cf. éq.1) avant et aprés minimisation. Le score Rerank, aussi exprimé en unité arbitraire, correspond
a une repondération des composantes du score MolDock et est sensé mieux reproduire les
corrélations entre affinités expérimentales et affinités calculées obtenues a partir de jeux tests de
complexes protéine-ligand.
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Le filtre in silico est basé sur les régles suivantes :

- Les poses présentant les meilleurs scores MolDock et Rerank sont sélectionnées (valeur
négative la plus faible). Cette sélection correspond a environ 20% de la totalité des poses.

- Chaque pose est analysée visuellement de fagon individuelle et les poses conformes sont
sélectionnées. La conformité d’une pose est définie par la similarité avec des structures cristallines
de complexes céramide-domaine START au niveau de i) la disposition de la téte polaire du ligand et ii)
la trajectoire des chaines aliphatiques. En effet, les chaines aliphatiques ne se positionnent pas de
facon aléatoire dans le site, mais progressent le long de trajectoires au nombre limité.

- Lorsqu’une pose correspond a la fois au meilleur score MolDock et au meilleur score Rerank,
elle est considérée comme pose forte.

- Si la pose forte est conforme, la pose retenue est aussi notée pose limite. Dans le cas
contraire, si la pose forte n’est pas conforme, la pose retenue correspond a la pose conforme ayant
les meilleurs scores MolDock et Rerank. Ce descripteur, pose limite ou retenue, est corrélé avec de
bonnes valeurs de RMSD (< 2A). Ce niveau d’écart peut sembler élevé, notamment avec des ligands
hétérocycliques avec peu d’angles de torsions, ou la limite est souvent inférieure & 1A. Dans notre
cas, les fluctuations induites par les chaines aliphatiques en C14-C18 des ligands ne permettent pas
d’atteindre ce dernier objectif.

3) Validation préliminaire du modele in silico

Le filtre in silico, défini par le processus d’arrimage et les analyses liées a la sélection d’une pose
représentative, est appliqué aux ligands co-cristallisés dans le but de reproduire la conformation du
ligand dans le site de liaison.

Les tableaux suivants évaluent la modélisation dans le cas des céramides C6, C16 et C18 (Tableau 2,
Figure 9), du diacyglycérol (Tableau 3, Figure 10) et des HPA-13 et HPA-16 (Tableau 4, Figure 11).
Chaque tableau est associé a des figures qui permettent de comparer les poses retenues (efficacité,
conformité) avec la conformation du méme ligand lié au sein de co-structures cristallographiques.

Chaque tableau comporte les poses sélectionnées qui correspondent aux meilleurs scores MolDock
et Rerank. Les poses fortes, ayant le meilleur score MolDock et le meilleur score Rerank, ont leurs
scores écrits en rouge. Les poses conformes sont surlignées en vert. Les poses limites sont ainsi
identifiées par la combinaison d’une pose conforme surlignée en vert et d’une pose forte dont les
scores sont écrits en rouge. Dans le cas ou la pose forte n’est pas conforme, la pose retenue est la
pose conforme présentant les meilleurs scores. Cette pose est alors visualisée par des scores écrits en
orange dans le tableau. La pose retenue est encadrée en gras dans les tableaux. Dans les figures, les
poses limites ou les poses retenues des ligands (poses vertes) sont superposées aux poses
cristallographiques (poses grises).
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Tableau 2 — Reproduction de la cristallographie des ligands céramides C6, C16 et C18

Pose MolDock Rerank RMSD
[09]C6 -174.888 -143.352 5.10
[07]C6 -174.295 -133.908 4.92
[13]C6 -172.639 -127.321 5.42
[19]C6 -172.317 -132.402 1.81
[19]C6 -170.961 -131.897 2.26
[10]C6 -169.546 -124.426 4.77
[04]C6 -167.428 -125.683 2.61
[01]C6 -166.024 -128.039 5.91
[05]C6 -165.069 -131.716 6.24
[11]C6 -165.019 -111.239 5.76
[19]C6 -164.459 -101.454 5.49
[07]C6 -164.153 -128.179 1.04
[09]C6 -162.763 -116.887 4.02
[16]C6 -162.002 -125.753 5.70
[18]C6 -161.64 -133.162 5.92
[11]C6 -159.933 -115.783 5.08
[06]C16 -213,255 -155,843 3,78
[12]C16 -209,529 -146,761 4,55
[09]C16 -208,869 -151,865 4,46
[19]C16 -206,146 -157,601 4,58
[02]C16 -206,146 -155,653 4,25
[00]C16 -205,797 -156,729 1,74
[07]1C16 -202,189 -149,668 4,04
[16]C16 -200,531 -146,238 3,19
[04]C16 -195,955 -142,742 3,53
[08]C16 172,898 127,32 3,29
[14]C16 -169,531 -112,945 4,49
[19]C18 -214,359 -144,086 5,75
[04]C18 -213,044 -136,282 6,8
[00]C18 -212,957 -143,727 2,39
[17]C18 -203,543 -133,993 9,78
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Figure 9 - Superposition des poses cristallographiques (en gris) et des poses calculées retenues (en vert) des céramides C6
(a gauche), C16 (au milieu) et C18 (a droite)

Tableau 3 - Reproduction de la cristallographie du ligand diacylglycérol DDR

Pose MolDock Rerank RMSD
[42]1DDR -174,239 -136,102 7,39
[03]DDR -171,811 -132,584 5,34
[46]DDR -170,061 -129,29 6,49
[16]DDR -169,235 -125,983 5,49
[06]DDR -168,032 -69,6082 7,04
[00]DDR -166,582 -126,471 4,28
[07]DDR -164,231 -125,287 5,16
[07]DDR -163,825 -99,6882 6,12
[05]DDR -162,903 -117,577 4,39
[21]DDR -161,937 -121,594 1,02
[01]DDR -161,553 -98,4991 4,51
[03]DDR -161,012 -118,385 5,03
[03]DDR -160,551 -115,526 4,53
[01]DDR -160,003 -123,677 5,54
[17]DDR -159,911 -123,049 4,83
[37]DDR -159,601 -123,209 5,76
[16]DDR -159,284 -123,058 6,31
[02]DDR -158,844 -122,025 5,91
[08]DDR -158,315 -126,102 5,42
[06]DDR -157,801 122,787 4,42
[13]DDR -157,595 -123,97 5,08
[19]DDR -157,486 -106,99 6,14
[02]DDR -157,182 -123,136 4,23
[14]DDR -151,517 -118,727 1,16
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Figure 10 - Superposition de la pose cristallographique (en gris) et de la pose calculée retenue (en vert) du diacylglycérol
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Tableau 4 — Reproduction de la cristallographie des ligands HPA-13 et HPA-16

Pose MolDock Rerank RMSD
[10]H13 -169,05 -132,439 1,80
[16]H13 -158,125 -125,334 2,67
[02]H13 -153,085 -118,107 0,79
[19]H13 -152,103 -118,582 1,39
[04]H13 -150,41 -105,895 2,13
[12]H13 -149,493 -117,297 1,06
[14]H13 -147,311 -110,703 2,69
[06]H13 -146,365 -115,509 2,30
[09]H16 -165,83 -130,608 2,64
[00]H16 -165,635 -125,382 1,10
[12]H16 -164,125 -125,989 1,88
[11]H16 -163,154 -125,862 3,12

Figure 11 - Superposition des poses cristallographiques (en gris) et des poses calculées retenues (en vert) des HPA-13 (a
gauche) et HPA-16 (a droite)

Dans le cas de ces trois types de ligands, les conformations calculées apparaissent tres proches des
poses cristallographiques. On observe une bonne superposition des tétes polaires et une bonne
orientation des chaines lipidiques, ce qui explique les faibles valeurs de RMSD : 1.81A, 1.744, 1.02A,
0.79A et 1.10A pour les ligands céramides C6 et C16, diacylglycérol, HPA-13 et HPA-16
respectivement, a I'exception du céramide C18 (RMSD = 2.39A). Les valeurs plus élevées de RMSD, (>
2A) pour des poses conformes peuvent s’expliquer par la grande flexibilité des chaines aliphatiques,
comportant notamment un nombre élevé de liaisons rotatives.

L'analyse détaillée des poses retenues permet d’évaluer plus finement la méthode d’arrimage. Les
poses calculées retenues reproduisent les interactions hydrophobes le long des chaines aliphatiques
et le réseau de liaisons hydrogénes développé autour de la téte polaire des ligands co-cristallisés,”
primordial dans la liaison au domaine START (cf. Figure 12).
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Ces essais d’arrimage moléculaire mettent en évidence la bonne capacité de cette méthode a
reproduire les conformations cristallographiques des ligands et les interactions développées au sein
de la poche de liaison du domaine START, en particulier la liaison hydrogéne clés entre |'azote de
I'amide des ligands céramide et HPAs et le carboxylate de Glu446. Cette fidélité des poses calculées
aux données expérimentales permet une validation préliminaire du filtre in silico développé.

Figure 12 - Reproduction du réseau de liaisons hydrogénes du céramide C16 (a gauche) et du (1R,3R)-HPAs (a droite),
en haut, poses cristallographiques issues de Kudo et al. J. Mol. Biol. 2010, 396, 245-251 ;2 en bas, poses
calculées

Malgré la capacité de reproduction des poses des ligands co-cristallisés, ce critere n’est pas suffisant
pour évaluer la justesse de la méthode. Pour apprécier la justesse d’'un modele in silico, la méthode
de calcul doit étre capable de reproduire les poses cristallographiques et de prédire I'affinité ou
I'absence d’affinité d’'une molécule avec la protéine au travers des scores calculés. Ainsi, afin de
valider la capacité de prédiction de la méthode développée, les scores obtenus doivent étre corrélés
a des valeurs expérimentales (in vitro ou ex vivo) de liaison avec la protéine CERT ou avec son
domaine START.

63



Chapitre 2 : Méthodologie d’identification d’antagonistes potentiels de la protéine CERT

II. Tests de reconnaissance avec CERT

1) Etat de I'art

Quelques tests permettant de quantifier I'interaction de ligands avec la protéine CERT, ou son
domaine START, que ce soit en termes de reconnaissance ou d’inhibition, sont disponibles a ce jour.
Ces tests peuvent étre classés en deux catégories: essais ex vivo et essais in vitro. lls seront
présentés par ordre chronologique.

a) Tests exvivo

Deux lignées cellulaires sont utilisées pour les essais ex vivo : les CHO (cellules ovariennes d’hamster
chinois) et les LY-A (cellules mutantes de CHO déficientes pour la synthése de novo de SM)."” Hanada
a démontré que la déficience en synthése de SM des cellules LY-A était due a un défaut de transport
ATP-dépendant du céramide.’® Ce défaut de transport du céramide a par la suite été attribué a une
mutation de la protéine CERT dans les cellules LY-A, rendant la protéine non fonctionnelle.” Parmi
les essais ex vivo existants, on distingue deux types de marquages permettant d’observer et
d’évaluer la conversion de céramide en sphingomyéline via le transport du céramide par la protéine
CERT.

Le premier type est un marquage fluorescent du céramide. Deux sondes fluorescentes du céramide,
le N-[5-(5,7-diméthyIBODIPY)-1-pentanoyl]-D-erythro-sphingosine (C5-DMB-Cer) et le N-[6-[(7-nitro-
2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)Jamino]lhexanoyl]-D-erythro-sphingosine (C6-NBD-Cer), sont disponibles
commercialement (cf. Figure 13).
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Figure 13 - Structures du C5-DMB-Cer et C6-NBD-Cer

Dés 1989, Pagano et Martin ont étudié la répartition de ces sondes dans des cellules de fibroblastes

dermiques humains.?® !

Ils ont mis en évidence que ces céramides fluorescents, ou leurs métabolites
(SM et GlcCer), étaient internalisés dans les cellules, s’accumulaient dans I'appareil de Golgi et ne
présentaient aucune cytotoxicité. La répartition de ces sondes et leur métabolisme ont été étudiés

par la suite dans les cellules CHO et LY-A.*® 1% 2% 3
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Figure 14 - Distribution du C5-DMB-Cer dans les cellules CHO (a gauche) et LY-A (a droite) au cours du temps, images
issues de Hanada and coll. J. Cell Biol. 1999, 144, 673-685."

Le transport du C5-DMB-Cer entre le réticulum endoplasmique (RE) (zone membranaire
intracellulaire marquée a t=0min) et I'appareil de Golgi (zone périnucléaire) est 2 fois plus lent dans
les cellules LY-A que dans les cellules CHO, du fait de la déficience des protéines de transport de
céramide CERT dans cette lignée cellulaire (cf. Figure 14). L'ajout d’inhibiteur d’énergie dans les
cellules CHO entraine une diminution de la redistribution du C5-DMB-Cer : la fluorescence demeure
plus marquée dans les membranes intracellulaires et I'accumulation de fluorescence est moindre
dans I'appareil de Golgi (cf. images A et C de la Figure 15). L'inhibition d’ATP ne perturbe pas la
distribution du C5-DMB-Cer dans les cellules LY-A (cf. images B et D de la Figure 15). Peu
d’accumulation de fluorescence en zone périnucléaire est observée sur cette lignée puisque la
protéine de transport de céramide CERT y est déficiente.
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Figure 15 - Effet de l'inhibiteur d'énergie sur la redistribution du C5-DMB-Cer et C6-NBD-Cer dans les cellules CHO et LY-A
aprés 15 min d’incubation, images issues de Hanada and coll. J. Cell Biol. 1999, 144, 673-685."
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En revanche, la distribution du C6-NBD-Cer ne semble pas étre affectée par une déficience (cellule
LY-A) ou une inhibition (ajout d’inhibiteur d’ATP) de la protéine CERT, puisque la fluorescence est
accumulée dans la zone golgienne dans tous les cas (cf. images E, F, G et H de la Figure 15). L’étude
du métabolisme de ces sondes a été réalisée par mesure de 'intensité de fluorescence des différents
métabolites extraits des cellules et séparés par chromatographie préparative sur couche mince.
Hanada a ainsi montré que le C5-DMB-Cer est trés majoritairement converti en C5-DMB-SM, faisant
ainsi intervenir la protéine CERT ; alors que le C6-NBD-Cer est a la fois converti en C6-NBD-SM et en
C6-NBD-GlcCer. La conversion en C6-NBD-GlcCer fait intervenir une diffusion vésiculaire spontanée
de cette sonde entre le RE et I'appareil de Golgi, expliquant I'accumulation de fluorescence observée
au niveau de l'appareil de Golgi quel que soit la lignée cellulaire ou la présence ou non d’inhibiteur
d’ATP. La comparaison des résultats obtenus avec ces deux sondes fluorescentes permet de
démontrer que I'ajout d’inhibiteur d’énergie n’entraine pas d’inhibition de la SMS ou de destruction
de l'appareil de Golgi.

Ainsi I'étude de la redistribution du C5-DMB-Cer et/ou du C6-NBD-Cer et le dosage de leurs
métabolites par intensité de fluorescence ont été réalisés sur des cellules CHO traitées ou non par
I'HPA-12. Cette méthode a permis d’évaluer ex vivo le potentiel de 'HPA-12 a inhiber la protéine
CERT %% (cf. Figure 16).
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Figure 16 - Effet de I'HPA-12 sur la redistribution du C5-DMB-Cer (A-D) et C6-NBD-Cer (E-F) dans les cellules CHO apres 15
min d’incubation, images issues de Yasuda et al. J. Biol. Chem. 2001, 276, 43994-44002.”

Le deuxieme type de marquage utilisé quelques années aprés pour évaluer de la conversion de
céramide est un marquage radioactif. Deux précurseurs sont utilisés pour induire la biosynthese d’un
céramide radiomarqué : la [**C]sérine (voie de synthése de novo) ou la [*H]sphingosine (voie de
recyclage). De facon similaire aux sondes fluorescentes, les sondes radiomarquées sont incubées
avec les cellules CHO et LY-A. Les lipides sont ensuite extraits, séparés par chromatographie
préparative sur couche mince pour étudier les différents métabolites, puis dosés par intensité de
radioactivité.’® La méme tendance est observée sur le métabolisme des sondes radiomarquées que
sur les sondes fluorescentes. Le céramide radioactif est produit dans les cellules CHO et LY-A puis il
est converti en GlcCer et SM. Seule la conversion du Cer en SM est affectée dans les cellules LY-A, de
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par leur déficience en CERT fonctionnelle. Le taux en SM y est 5 fois plus faible que dans les cellules
CHO. La concentration des autres métabolites est identique dans les deux lignées cellulaires.

Le suivi des métabolites radiomarqués dans les cellules CHO en présence de I'HPA-12 a permis
d’évaluer ex vivo son potentiel d’inhibition de la protéine CERT **** (cf. Figure 17).

Z 15 15 50
g2 SM GlicCer . cer
— U 4
T
22 10 10 ans

4 30 © Sans HPA-12
]
- =)
€L o 204
LE 5 5 ® Avec HPA-12
5
£ 5 10
[
£2° o e B B e 0
"E = 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60

Temps (min) Temps (min)} Temps iminj

Figure 17 - Effet de I'HPA-12 sur la conversion de [3H]Cer en [3H]SM dans les cellules CHO préincubées avec [3H]Sph,
images issues de Yasuda et al. J. Biol. Chem. 2001, 276, 43994-44002.”

De la méme facon qu’avec I'HPA-12, I'application de ces deux méthodes sur des cellules CHO
préalablement traitées par un compétiteur du céramide, permettraient d’évaluer ex vivo son
potentiel d’inhibition de la protéine CERT.

b) Tests in vitro

Bien que moins représentatifs des phénomenes cellulaires, les essais in vitro sont des tests plus
rapides et moins contraignants pour évaluer l'interaction d’un composé avec la protéine CERT. Au
cours de ces quinze dernieres années, plusieurs essais ont été décrits et optimisés pour évaluer
I'activité de la protéine CERT.

Une des premieres méthodes utilisées est le suivi du transport et de la conversion de sondes

marquées radioactive ([*H]sphingosine) ou fluorescente (C6-NBD-céramide) dans des cellules semi-
25-27

intactes (dites cellules perforées).
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Figure 18 - Reconstitution d'un essai de transport de céramide dans des cellules semi-intactes, schéma adapté de Hanada
and coll. Methods in Cell Biol. 2012, 108, 117-129.”

Les cellules semi-intactes ont la membrane plasmique perforée, entrainant la perte du cytoplasme et
des éléments qui y sont solubilisés.”® L'incubation des cellules perforées avec la [*H]sphingosine et le
palmitoyl-CoA permet la biosynthése et I'accumulation du [*H]céramide dans le RE. L'incubation de
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ces cellules pré-marquée avec du cytosol contenant de la protéine CERT (exogéne ou non) et des
facteurs de recyclage d’ATP permet d’évaluer le transport du céramide par la protéine et sa
conversion par dosage des lipides, aprés extraction et séparation par chromatographie préparative
sur couche mince. Cette technique permet de reproduire in vitro les conditions d’extraction et de
transport du céramide entre le RE et I'appareil de Golgi et sa conversion en SM et GlcCer (cf. Figure
18).

D’autres méthodes ont été développées par la suite pour suivre I"extraction et/ou le transport du
céramide par la protéine CERT dans des systemes non cellulaires. L'une d’entre elles, développée par
Hanada en 2003, consiste a quantifier le [*H]céramide extrait par CERT & partir de membranes
endoplasmiques isolées.” Ces membranes sont pré-incubées avec de la [*H]sphingosine et du
palmitoyl-CoA pour produire le [*H]céramide qui s’accumule dans les membranes endoplamiques.
Puis elles sont incubées en présence ou non de la protéine. Les lipides (céramide et sphingosine) du
surnageant et de la membrane sont extraits, séparés et dosés. En présence de la protéine CERT, on
retrouve du [*H]céramide dans le surnagent ; alors qu’aucun lipide n’est observé dans le surnagent
en absence de protéine. Cet essai a été utilisé pour évaluer I'inhibition de I'activité d’extraction de la
protéine CERT en présence de 'HPA-12," puis du 3-chloro-8b-hydroxycarapin-3,8-hémiacétal, un
composé limonoide.”

Dans le méme article, Hanada propose une alternative a cet essai, en remplacant la membrane
endoplasmique par une vésicule phospholipidique. Le [“C]céramide extrait de la vésicule
phospholipidique en présence ou non la protéine CERT est alors quantifié de la méme fagon que
précédemment.”

En 2005, Hanada optimise cette technique en évaluant l'activité d’extraction et de transport
intermembranaire du [**C]céramide de la protéine CERT, entre une vésicule phospholipidique
donneuse mimant la membrane du RE et une vésicule phospholipidique acceptrice mimant I'appareil
de Golgi ***®*° (cf. Figure 19).
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Figure 19 - Transfert intermembranaire du céramide entre vésicules phospholipidiques donneuse et acceptrice mesuré
par radioactivité, schéma adapté de Hanada, Mol. Cell. Biochem. 2006, 286, 23-31.%°

En présence de la protéine, le céramide est extrait des vésicules phospholipidiques donneuses et est
accumulé dans les vésicules acceptrices. La séparation des vésicules donneuses (contenant du
lactosylcéramide, LacCer) et des vésicules acceptrices est possible grace a I'ajout de lectine RCA qui
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complexe le LacCer. Le complexe lectine-LacCer forme des agrégats qui s’accumulent dans le culot
apres centrifugation. La quantité de céramide transféré est alors déterminée apres centrifugation par
la différence de radioactivité entre le surnageant (vésicules acceptrices) et la fraction résiduelle
(vésicules donneuses). Cet essai a permis d’évaluer I'inhibition de la protéine CERT par des HPAs en
pré-incubant les vésicules donneuses en présence de la protéine CERT et un HPA.*

Dans ce méme article, une autre méthode in vitro est présentée pour évaluer I'interaction avec la
protéine par un test de liaison spécifique avec les sondes fluorescentes C5-DMB-Cer ou C6-NBD-Cer
22 (cf. Figure 20).
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Figure 20 - Test de liaison spécifique avec la protéine CERT par intensité de fluorescence (FLINT)

La protéine CERT recombinante étiquetée avec I'histidine est incubée en présence d’'un céramide
fluorescent (C5-DMB-Cer ou C6-NBD-Cer), puis le complexe résultant est fixé a une résine d’affinité
au cobalt. Différentes étapes de lavages et d’élution avec des solutions d’imidazole permettent de
récolter des fractions dans lesquelles la fluorescente est dite « non liée a la protéine » (due a
I’émission de la sonde sous forme libre) et une fraction fluorescente dite « liée a la protéine »
(résultant de I'’émission du complexe). La lecture du test est basée sur le calcul du rapport des
intensités de fluorescence de la fraction « liée a la protéine » et de I'ensemble des fractions « non
lies a la protéine » réunies. Cet essai a ainsi permis d’évaluer directement la liaison spécifique du
céramide fluorescent avec la protéine avec un rapport stcechiométrique de 1 :1.

En 2010, Takahashi et Shimada évaluent I'activité d’extraction du céramide non marqué d’une
vésicule lipidique par la protéine CERT en temps réel, par mesure du signal de résonance
plasmonique de surface (SPR).* Le liposome contenant le céramide est immobilisé sur une puce de
détection. Lorsque le domaine START de CERT est injecté, il vient interagir avec le liposome,
modifiant alors l'indice de réfraction de la surface et perturbant ainsi le signal SPR. Lorsque le
liposome est dépourvu de céramide, le signal est faiblement perturbé au cours de l'injection de
START, puis revient au niveau initial. Lorsqu’il y a extraction du céramide du liposome par START, il y
a une baisse du signal SPR proportionnel a I'activité d’extraction.

En 2011, Mattjus a développé une alternative a I'essai de transport intervésiculaire, basé sur la
fluorescence par transfert d’énergie de résonance (FRET) ** (cf. Figure 21).
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Figure 21- Transfert intermembranaire du céramide entre vésicules lipidiques donneuse et acceptrice mesuré par signal
31
FRET
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Dans cet essai, la sonde fluorescente C12-anthrylvinylcéramide, transférable par CERT, est le donneur
de signal FRET et le DiO-C16, non mobile, représente le partenaire accepteur. Les vésicules lipidiques
donneuses de céramide contiennent les deux partenaires de FRET et les vésicules acceptrices sont
dépourvues de DiO-C16. Dans les vésicules donneuses, la proximité des deux partenaires de FRET
permet un transfert du signal qui résulte en une émission de fluorescence de faible intensité,
I'accepteur DiO-C16 étant faiblement fluorescent en milieu aqueux. De ce fait, le DiO-C16 joue un
role d’extinction de fluorescence de la sonde Cl2-anthrylvinylcéramide. Lorsque la protéine CERT
transfére le Cl12-anthrylvinylcéramide des vésicules donneuses vers les vésicules acceptrices,
I’extinction de fluorescence du Cl12-anthrylvinylcéramide est levée. Le transport du céramide se
traduit alors par une augmentation de 'intensité de fluorescence. L’avantage de cette technique est
le suivi en temps-réel du transfert de céramide, sans étape de séparation des vésicules donneuses et
acceptrices.

Bien qu’en offrant la possibilité, aucun de ces tests in vitro, a I'exception des essais d’extraction des
membranes endoplasmiques et de transports intermembranaires, n’a été utilisé pour évaluer le
pouvoir d’'un compétiteur sur la protéine CERT. Ainsi, la réalisation de ces essais avec la pré-
incubation d’un composé compétiteur avec la protéine CERT permettrait d’évaluer son potentiel
inhibiteur.
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2) Test de liaison spécifique optimisé

Le test de liaison spécifique a la protéine CERT par intensité de fluorescence développé par Hanada *°
semble adapté, de par sa modularité et sa simplicité de mise en ceuvre, pour évaluer in vitro la
reconnaissance d’un ligand par la protéine CERT, au travers de sa capacité a entrer en compétition
avec la sonde fluorescente. Cependant, ce test a été validé avec des céramides fluorescents
commerciaux dans lesquels le fluorophore est porté par une courte chaine acyle, limitant a priori la
reconnaissance avec la protéine. En effet, la longueur de la chaine amide des céramides conditionne
leur interaction avec la protéine.29 Hanada a ainsi montré que les céramides C14, C16, C18 et C20
étaient les mieux transférés dans son essai in vitro de transport intermembranaire.

Ainsi, I'optimisation du test de liaison spécifique a la protéine CERT, initialement développé par
Hanada, a été initiée avant mon arrivée au laboratoire. Cette optimisation a porté sur :

- le développement de sondes fluorescentes céramide-NBD présentant un profil physico-chimique le
plus ressemblant possible a celui du céramide naturel. Notamment, le fluorophore a été introduit a
I'extrémité du squelette sphingoide, permettant ainsi des longueurs de chaines amides variables (C2,
C6 et C16) pour étudier I'influence de la lipophilie de la sonde sur sa reconnaissance par la protéine.
La sonde Cl6-céramide-NBD s’est avérée étre mieux reconnue par CERT que les sondes C2 et C6
synthétisées et que le C6-NBD-céramide commercial.

- I’évaluation de la pertinence biologique de la sonde Cl6-céramide-NBD par I'étude de son
métabolisme dans les cellules CHO, LY-A et les cellules LY-A transfectées avec de la protéine CERT
recombinante, LY-A/hCERT. La sonde a montré un comportement comparable a celui du céramide
naturel.

- lavalidation du test de liaison spécifique entre CERT et la nouvelle sonde C16-céramide-NBD,

- la validation du test de liaison spécifique entre le domaine START de CERT et cette méme sonde,

- le développement du test de liaison entre le domaine START et le Cl6-céramide-NBD en
compétition avec des antagonistes potentiels de la protéine. De fait, lorsqu’il y compétition, la sonde
C16-céramide-NBD est moins liée a la protéine, l'intensité de fluorescence de la « fraction liée »
diminue au profit de celle de la « fraction non liée ». Plus I'intensité de fluorescence de la « fraction
liée » a la protéine sera faible, meilleure sera I'interaction du compétiteur avec la protéine.

1) Compétiteur
-\J 2) Ge-NBD-Cer Fraction fluorescente Fraction fluorescente
,f"‘ non lice a la protéine lige ala protéine

START-His (1 |
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Figure 22 - Test de liaison spécifique avec le domaine START de la sonde C16-NBD-céramide en présence de compétiteur

L’ensemble de ces travaux est décrit dans Iarticle suivant.*
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cell signalling.* They are notably involved in the regulation of implies a rapid and/or sustained adjustment of their relative
cell proliferation and/or apoptosis.> As ubiquitous membrane intracellular rates through ‘the: control of the appropriate
components, sphingolipids can regulate the phospholipid  erpglic mﬂcflinery.'“' ' ' \
bilayer fluidity and permeability in response to stress stimuli.* Dysregulated sphingolipid metabolism is widely associated
"I‘Pey‘alﬁe exert iheir effects as second messengers throughthe 44 cell tumorigenicity, cancer cell proliferation, metastasis and
binding to several intra- and extra-cellular target proteins and ¢y, resistance.” According to a general scheme, cancer cells
recepbo?s.‘ Of particular note is the fact that, by means of & ... ‘haracterised by a deregulated sphingolipid balance, in
single (bin)chemical wmodification, the signalling effect of  foooyp of tumour-promoting sphingolipids (sphingosine-1-
sphingolipids can switch from proliferative to anti-prolifera- : s '
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RSC Advances
phosphate) over their tumour-suppressing counterparts
(sphingosine and ceramide).® Several enzymatic pathways
have emerged as potential anti-cancer target to restore the
intracellular rate in ceramide and repress the production of
sphingosine-1-phosphate.® Sphingosine kinase has been for
example widely studied in this context."” Enzymes that directly
convert the ceramide, ie. ceramidase™ or glucosylceramide
synthase™ algo gave rise to numerous studies.

The conversion of ceramide into sphingomyelin (SM)
represents a metabolic pathway that was only recently
addressed in relation to cancer. This transformation lies
upstream from the classical “sphingolipid rheostat”. SM, by
far the most abundant sphingolipid, has not been associated
to any signalling effect. However, it is viewed as a “feedstock”
metabolite for rapid release of ceramide at the plasma
membrane, upon action of sphingomyelinases in response to
stress stimuli.”* The introduction of a phosphocheline group
onto the primary hydroxyl group of ceramide to yield SM is
catalysed by sphingomyelin synthase.'® We recently reported
the pro-apoptotic natural anhydrophytosphingosine jaspine B
and several synthetic analogues thereof as the first selective
inhibitors of sphingomyelin synthase, triggering apoptosis
likely via elevation of intracelfular levels of ceramide.'
However, due to the tight subcellular compartmentalisation
of sphingolipids, the ceramide-to-SM pathway also depends on
a specific inter-organelle transfer step (Scheme 1)."7

The CERT (for CERamide Transfer) protein is responsible
for the highly selective trafficking of ceramide from the
Endoplasmic Reticulum (ER), where takes place its de nove
synthesis, to the site of 8M production in the trans-Golgi
apparatus.'® The relevancy of this ceramide non-vesicular
transport machinery in the context of cancer was recently
evidenced.™ It was shown that overexpression of CERT was
associated to multidrug resistance in various cancer cell lines.
Moreover, genetic or pharmacological inhibition of CERT
could restore the sensitivity of multiresistant cells to pacli-
taxel. These results suggested that inhibition of CERT-
mediated ceramide transport might be a relevant strategy to
resensitize cancer cells to chemotherapeutic agents.”® Yet,
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chemical series known to interfere with CERT-mediated
ceramide trafficking are scarce. Recently Kobayashi and coll.
identified limonoid compounds as inhibitors of the SM.
synthesis preventing CERT-dependent ceramide extraction
from ER.>! On the other hand, only a single family of proper
CERT antagonists, namely HPAs, was described to date (vide
infra).® Yet, it is likely that new active molecular archetypes
will be highly desirable in the future to fully assess the anti-
cancer therapeutic potential of CERT inhibition.

There is & constant need for the development of labelled
sphingolipid analogues affording relevant insights into cell
signalling-associated metabolic deregulations.”® Numerous
examples of user-friendly fluorescent analogues have been
described and eventually employed as hiochemical or cellular
probes.” Ceramide derivatives typically arise from the
straightforward introduection of the fluorescent probe by
acylation of natural sphingosine with a labelled fatty acid
residue. C6-NBD-Cer and C5-DMB-Cer, embedding a truncated
aliphatic amide portion, represent the most widely used
probes. The length of the lipophilic amide chain is however
known to determine many of the physicochemical and
biological properties of ceramide. Conditioning its water
golubility and interaction with membranes it notably influ-
ences ceramide cell uptake, translocation and subsequent
intracellular localisation. The overall lipophilicity of ceramide
derivatives also likely influences its interaction with proteins
or other intracellular targets.”

Regarding the CERT protein, studies involving fluorescent
ceramides were so far somewhat limited regarding the nature
of the probe. At one exception invelving an anthrylvinyl-
labelled derivative,?® they are restricted to the use of standard
N-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]hexanoyl]-D-ery-
thro-sphingosine:  (C6-NBD-Cer] and  NJ{5-(5,7-dimethyl
BODIPY)-1-pentanoyl]-D-erythro-sphingosine (C5-DMB-
Cer)."**** The limited relevancy in intact cells or cell-free
transfer experiments of short chain fluorescent probes such as
C6-NDB-Cer”” or (5-DMB-Cer®® was however noticed, due to
their significant spontaneous intermembrane transfer rate.
We thus felt that the study of CERT deserved the development
of an accessible and better-optimised ceramide-based fluor-
escent probe, facilitating for instance the assessment of the
protein interaction with diverse potential antagonists. We
report here our first results along this line.

Results and discussion

Design and preparation of the fluorescent probe

As mentioned above, for obvious synthetic motives, the
preparation of fluorescent ceramide analogues has often been
restricted to derivatives embedding a tagged amide chain. The
recent development of efficient and flexible olefin cross
metathesis procedures afforded a convergent access to
o-labelled sphingosine backbone.”” Recent studies by
Ettmayer and Nussbaumer described the use of this approach
to prepare fluorescent ceramide derivatives, among other
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sphingolipid analogues.*® The localisation of the fluorescent
tag on the sphingosine backbone should present several
advantages, such as the fine adjustment of the lipophilicity
through the adequate choice of the aliphatic amide moiety.
The possibility of tracking the probe downstream its in cellulo
hydrolysis into sphingosine would be another benefit.**
However, to the best of our knowledge, biological applications
of such ceramide probes remain surprisingly scarce.™

On the basis of these observations, we thus targeted the
generi¢ structure A (Fig. 2), embedding a readily accessible
7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD) chromophore, as poten-
tially optimised fluorescent ceramides to probe the binding to
CERT.

Computational study
Prior to the synthesis of these compounds we explored the

possibility to evaluate their interaction with CERT on

computational grounds. It is worth of note that, despite recent
reports of crystallographic data regarding CERT START
domain,™ no molecular modelling studies were published to
date.

CERT is a 68 kD hydrophilic cytoplasmic protein composed

of two main terminal domains.’™ A pleckstrin homology (PH)

domain of ca. 120 amino acids is located in the amino
terminal region whereas the caz 230 amino acids of the
carboxyl terminal region form a steroidogenic acute regulatory
protein-related (START) domain. The central ca. 250 amino
acids sequence contains two identified peptide motifs, FFAT
and serine-repeat (SR). Whereas the 5R motif is involved in the

phosphorylation-controlled regulation of CERT activity,™

other domain and motifs play a define role in the ER-to-
Golgi apparatus ceramide trafficking function.®® The PH
domain ensures the association of CERT with the Golgi
apparatus through its binding to the phosphatidylinositol-4-
monophosphate (PI4P) presented by this organelle. On the
other hand, the FFAT motif is involved in the interaction with
the hydrophilic region of VAP proteins oriented toward the
cytosolic side of the RE membrane. Finally, the START domain
is directly responsible for ceramide membrane extraction and
binding. X-ray crystal structures of the START domain in
complex with different ceramides or HPA inhibitors are
available, giving key insights into the protein-ligand interac-
tions at a molecular level.”?

These co-crystallizations show that the CERT START domain
has a large amphiphilic cavity in the center of the protein
where ligand can encase. Comparisons between the different
liganded structures suggest that mean positions of aliphatic
chains are conserved in binding site forming ‘lipidic pathways’
as shown in Fig. 3A. The positioning of lipid chains in the
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cavity thus clearly appears not to follow random paths.
Moreover the typical interaction patterns for the polar part
of ceramides (amide and hydroxyl groups) include one o-n
interaction with PHE579 and hydrogen bonds with TYR553,
GLU446, GLN467 and ASN504 (optionally with PHE436,
ARG442, TYR482).** Furthermore the structures liganded by
ceramides show an opened portal. This portal allows the end
of one of the two aliphatic chains of the ceramide to get out of
the cavity (P, Fig. 3A). It is surtounded by alpha-3 helix and
omega-1 loop, which are supposed to act as a gate for entty of
ceramide inside the cavity.”™ In the Cé6-ceramide bound
structure, both aliphatic chains are enclosed completely in the
hydrophobic part of the cavity. On the other hand in the
natural G16- and Ci8-ceramide bound structures, the sphin-
gosine backbone is directed toward the outside of the protein
through the portal. On the basis of these structural observa-
tions, we envisioned that probes A bearing a sufficiently long
acyl chain would mimiec a natural ceramide and that the NBD
chremophore at the extremity of the sphingosine of backbone
would point outside of the protein,

To model the binding mode of this compound we perform a
docking study based on the co-crystal structure of Cé-ceramide
bound to the START domain (pdb code: 2E3N) using the
Molegro Virtual Docker 5.5 software. This structure was found
to be representative of ceramide conformations and binding
cavity, after structural alignments. We used these structural
data to define three docking templates® on the C16-ceramide:
H donors (O and N atoms of hydroxyl and amide groups), H
acceptors (O atoms of hydroxyl and amide groups), sterie (all
atoms) were defined. The calculations include also flexibility
of amino acids (45 residues) around the binding site and a
final energy minimization step for lateral chain of residues
and protein backbone. The molecular docking of very flexible
ligands (ie. above 20 torsion items in a molecule) is a
challenging task, and results must be considered as proof of
conicept rather than predictive results. However the conforma-
tion of C16-ceramide was reproduced with near 1 Angstrom of
RMSD between the crystallographic conformation (pdb code:
2E30) and the best scoring docking pose (see ESIf).*” The
probe A was thus submitted to molecular docking using the
previously established parameters set, At this stage, structure
A with n = 14 was selected to allow a direet comparison with
Ci16-ceramide. We found 11 poses equally distributed in the
group of the 50 best poses (rerank score calculated by Molegro)
that correspond to putative conformations of probe A (r = 14)
in which the fluorescent group is found outside the protein
and crossing the portal (see ESIt). Detailed analysis of these
conformations reduced this set to four poses (Fig. 3B,
wireframe) showing a good match of hydroxyl, amido and
alkene groups position with erystallographic conformation of
Cl6-ceramide (Fig. 3B, sticks). In these cases, the hydroxyl and
amido groups of probe A (n = 14) reproduced the hydrogen
bonds network of liganded ceramide crystallographic struc-
ture.** The carbonyl group of the amido function is engaged
in a H-bond with the hydroxyl of TYR553 and the NH, of
GLN467 bonds to the oxygen primary hydroxyl group. On the
other hand, the NH of the amide of the probe A interacts
through an H-bond with the carboxylate of GLU446. Hydroxyl
groups of primary and secondary alcohaol are involved in an
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Fig. 3 (A) CERT cavity (ZE3N is used for clipped molecular surface, blug) showing
known ceramide conformations after structural alignment of the corresponding
POB structures; €16 (pink) from 2E30, C16 (cyan, green) from 2E3F (A and B

chaing), C1 8'{0.(ange} from 2E3Q, €18 (red, purple) from 2E3R (& and B chains).
The main lipid pathways are tagged using dotted arrows, P indicates the portal
used by sorne C6 and C18 chains to escape cavity. The green chain shows an

alternative (crossed) pathway relative to the others ceramides (typically the pink
chain}. (B) Putative conformations of probie A (f = 14) in which the NED group is
found outsice CERT cavity (2E3N, blug). These docking poses {extracted from the
50 higher Molegro's rerank scores) are typical of conformations that reproduce
the confarmation of hydroxyl and arido groups of a ceramide {right part of the
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site) with @ good accuracy. The Cl6-ceramide (pink) crystallographic con-
formation (2E30) is shown for reference. (C) Global 20 interaction map of the
probe A [n = 14) with the surrounding aminoacid residues of the START binding
pecket from the most representative docked pose

interaction -with the carbonyl of GLN467 and ASNS504
respectively. Furthermore the aliphatic chains were also shown
to follow conserved lipidic pathways. In particular a o-1
interaction was observed between the amide chain and
TYR576. Additional interactions were found between THR447
GLU575, LYS578 and ARG582 residues and NBD group at the
border of the portal. Details of the global interactions are given
in Fig. 3C (see also ESI} for details of H-bonding calculated
using Molegro Virtual Docker). Even though other mode of
binding cannot be ruled out at the present stage, these results
suggest that probe A (1 = 14) could interact with CERT binding
site in the samie way as a natural ceramide, reproducing typical
polar head conformation and aliphatic chains arrangements.

Encouraged by this preliminary molecular modelling study
we thus started the synthesis of the targeted ceramide
fluorescent probes A.

Synthesis

We focused on w-amino ceramide derivatives with different
acyl chain as pivotal intermediates offering a flexible access to
a range of diversely labelled ceramide probes. Different
synthetic routes have been recently explored to access
functionalised sphingolipid backbone.™ We selected a
straightforward approach based on an olefin cross-metathesis
reaction with the chiral pool-derived olefin precursor 2.%° The
latter was prepared from i-serine (1) according to a reaction
sequence adapted from the work of Katsumura and collea-
gues.”® In particular, we found that the final one-pot primary
amine deprotection/acylation led to extensive concurrent
O-acylation. Isolation and yields were found on the contrary
optimal when the intermediate ammonium trifluoroacetate
salt was isolated before acylation. The efficiency of this
synthetic step proved to be crucial to ensure the facile
introduction of diverse aliphatic amide moieties (Scheme 2).
Compounds: 3-5 bearing respectively a Cl6, C6 and C2 acyl
chain were thus secured.

NH, = NHBoc
: ir ) :
HOL A ﬂ,«OH T HO A A
6 steps
1 2 OH

76% overall yield
1) TEA, CH.Cly

2) RCOC, EtaN, CH, Gl or
{AckO, sal. aq. NaHCOy/MeOH

(3, R=CysHy 68% HY™ R
14.R=CeHyy 64% HO-\/\T»\\
|5, R=CH; 51% 5

Scheme 2
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‘The required second olefin partner 9 was prepared as
described in Scheme 3. The route started from the macrocycelic
lactone 6 embedding the C15 skeleton required for the final
assembly of the sphingosine backbone. The latter was first
converted into the primary alcohol 7 through a straightforward

synthetic route.” Introduction of the Boc-protected primary

amine was then accomplished from 7 in a three-step sequence
including the direct conversion of the azide 8 into NHBoc
group by means of the Vilarrasa’s procedure.*

Olefin cross-metathesis between precursors 3-5 and a 4-fold
excess of 9 proceeded smoothly using the Grubbs-Hoveyda-1I
catalyst in tefluxing CH,Cl, (Scheme 4). The expected NHBoc
intermediates 10-12 were obtained in 35-70% isolated yield
{based on olefins 3-5) as a single E isomer. Cleavage of the Boc
protecting group required on the other hand some optimisa-
tion. Indeed, during preliminary attempts, we found that
direct concentration to dryness of the reaction mixture
induced an extensive acid-catalysed N to O migration of the
acyl group, leading to an inseparable mixture of aliphatic
amide and ester. Gratifyingly, neutralisation of the reaction
mixture prior to work up allowed complete suppression of this

N
fdas: AN T Mes
Bl I

Ll“ o]
HMJ\/3 HN)LR

Grubbs-Hoveyda 2 cat H
. HO = NHBoc

S 8
CHLCl; 10, R'= CygHyy T0% (from 3
11, R = CyHy155% (from 4}
12, R = CH; 35% (from 8)
l TFA, CH4Cly
i
(13, R= CysHy B0% (from10)  HN™ "R
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Scheme 4
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isomerisation process. The free pivotal amines 13-15 were
thus isolated in a 60-66% purified yield.

The key intermediates 13-15 underwent facile and efficient
N-functionalization. Smooth introduction of the NBD moiety
was accomplished by treatment with the corresponding
chloride in the presence of EgN, delivering the targeted
fluorescent probes 16-18 in 51-66% purified yield (Scheme 5).

In order to illustrate the flexibility of our approach, we also
targeted a biotinylated ceramide derivative. Smooth coupling
of primary amine 13 with an activated biotin derivative led to
the ceramide probe 19 in good yield (Scheme 6). Such a
compound represents a potential tool to further develop

fluorescent-based CERT binding assays with labelled strepta-

vidine derivatives.

With the fluorescent ceramide analogues 16-18 in hand, we
further explored their use as probes to assess the binding to
CERT.

Binding experiments with CERT

U vitro CERT-mediated ceramide intermembrane transfer

assay systems almost exclusively rely on the use of radioactive
probes.*’ Quantification of the CERT-induced ceramide
extraction, or transport, from phospholipid vesicles was for
example based on the used of a [**C]-ceramide derivative. ™
Interestingly, fluorescent ceramide derivatives have been
developed to monitor the cell-free intervesicular transfer of

glycosphingolipids.®® In the case of CERT however, the

spontaneous intermembrane transfer rate of commercially

-available short chain ceramide analogues was shown to

hamper their use in such cell-free studies.”?

In 2005, Hanada and coll. reported a straightforward
binding assay evidencing that CERT recognised C6-NBD-Cer
and C5-DMB-Cer.'® We considered that this experiment was
ideally suited to evaluate the specific binding of the
fluorescent ceramide 16-18 to CERT in a practical manner.
According to this procedure, the His-tagged recombinant

in sity preprased (+)-biotin Q
pentaflucrophenal

ester
EtsN, DMF

HN™  “Cyghys H HN o
\/’\( A {’K/N\H

o 19, 0% O o=

13

Scheme 6
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Fig. 4 Binding assays of C6-NED-Cer (A} and probie 16 (B) to: CERT recombinant
protein. Recombinant CERT (2 eq.) and CE-NBD-Cer (1 eq.) or probe 16 (1 eq.)
wete incubated at 37 °C for 30 min.As a negative control, TB5 buffer was added
in place of the protein. Protein ligarided by the flusrescent probe was captured
with a Talon® matai-afﬁnity resin, Washes furnished several fractions {"free
fraction”, “wash fraction 1, “wash fraction 2'' see Experimental part), The
fluorescent probe-protein complexes were eluted by incubation of the resin
with TBS containing 250 mM imidazole to furnish the “bound fraction'.
Residual non-specifically bound fluorescenice was extracied by an erganic
solvent. The flucrescence present in each fraction was measured. The black bars
represent the flucrescence in the "bound fraction’ expressed as a percentage
of the total flusrescence and the hatched bars represent the fluorescence inall
other fractions (“free fraction”, “wash fraction 1", "wash fraction 2" and
"residual fraction’) a5 & percentage of the total flucrescence. Results are means
+ 5.0 from triplicate experiments,

protein was first incubated with the fluorescent probe. The
resulting complex was fixed on a metal affinity resin allowing
washing of the unbound probe prior to elution of the
fluorescent ceramide-CERT complex. Ratio between the
fluorescence intensity of this bound fraction and that of the
gathered washing fractions allowed quantification of the probe
binding to CERT.

In order to get a direct comparison with the previous study
by Hanada and colleagues,™” we first assessed the binding of
the probe 16 to the entire CERT protein. The fluorescence of
the bound fraction, quantifying the fluorescent ceramide-
CERT complex formed, was expressed as a percentage of the
total fluorescence recovered. As can be seen from Fig. 4, the
assay with the probe of reference C6-NBD-Cer led to 51% of the
fluorescence in the bound fraction (Fig, 4A). Gratifyingly, when
the fluorescent ceramide 16 was used instead, a stronger value
of 62% was recorded, suggesting a higher affinity of this probe
for CERT (Fig. 4B),

Having demonstrated the recognition of 16 by the whole
protein, we focused on the START domain, known to be
exclusively responsible for the ceramide binding. The use of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Fig. 5 Binding assays of compounds 16, 17 and 18 to START domain.
Recombinant START domain (2 eq.) and compound 16,17 or 18 {1 eq.) were
incubated at 37 “C for 30 min, As a negative control, TBS buffer was added in
place of the protein. Then the washing and elution protacol described in Fig: 4
legend was applied. The black bars represent the fluorescente in the “bound
fraction”" expressed as a percentage of the total fluorescence and the hatched
bars represent the fluarescence in all other fractions (“"free fraction”, "wash
fraction 1", “wash fraction 2" and "residual fraction”’) as a percentage of the
total fluoreseence: Results are means + 5.0, from triplicate e)_cperimen'rs;

the START domain in place of the entire CERT protein
appeared indeed highly advantageous for practical and
economical reasons, The previous binding experiment was
thus adapted to the START domain of CERT. The fluorescent
ceramide 16 still compared favourably to the C6-NBD-Cer (see
ESIf). To get a more complete picture, we also run binding
experiments with the C5-DMB-Cer, considered as a relevant
probe to follow CERT-dependant intracellular ceramide redis-
tribution.*® The latter led to an inferior value of fluorescence
in the bound fraction compared to the C&-NBD-Cer (see ESI).

The binding of the fluorescent Cl6-ceramide 16 being
evidenced, we wished to assess the influence of the fatty amide
hydrophobicity by comparing it with that of the related
compounds 17 and 18 bearing a €6 and C2 aliphatic amide
portion respectively. The hydrophobic amide portion was
indeed anticipated strongly contribute to the interaction.
Binding experiments showed that the recognition for CERT
of the ceramide probes was indeed proportional to the
lipophilicity of amide moiety and could thus be tuned by
adjusting the aliphatic chain length (Fig. 5),

To further demonstrate the relevance of the binding of the
probe 16 to the START domain of CERT, we assessed it:
specificity by performing competition experiments. The
protein was first pre-incubated with a natural CERT ligand,
C18-ceramide. Then an equimolar amount of the probe was
added and after a period of incubation, the binding assay was
run as before. This experiment led to a striking reduction of
the fluorescence intensity in the bound fraction, clearly
indicating that the C18-ceramide competed with the probe
16 for the binding to the START domain. We further evidenced
that this effect was dose-dependent by varying the amount of
natural éeramide from 0.01 to 1000 equivalents. A clear dose-
response relationship was observed as shown in Fig, 6.

Finally, competition experiments were generalised to a wide
array of potential CERT ligands, We first selected a pool of
molecules known for not being transferred by CERT in a cell-
free intervesicular transfer assay, Le. cholesterol, glucosyleer-
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Fig. 6 Binding assays:of compounds 16 fo START domain in the presence of an
increasing concentration of Cer, Recombinant START domain (1 eq.) and Cer (0
to 1000 eg ) were incubated at 37 °C for 30 min. Then compound 16 (1 eg.) was
added and the mixture was incubated at 37 *C for 30 min. Then the washing.
and elution protocol described in Fig. 4 legend was applied. The black bars.
represent the fluarescence in the 'bound fraction'" expressed as a percentage
of the total fluorescence and the hatched bars represent the fluorescence inall
other fractions (“free fraction”, “wash fraction 1", “wash fraction 2" and
"residual fraction’’) as s percentage of the total flucrescence. Results are reans
+ 5.0 from triplicate experiments,

amide (GlcCer), SM, C24-ceramide and dioleoylglycerol
(DAG).”*** Ppre-incubation with an equimolar amount of
GleCer, cholesterol and SM (in relation to the probe 186) led
to-an almost unaffected amourit of fluorescence in the bound
fraction (Fig. 7). This can be easily attributed to the structural
dissimilarity of these lipids with the natural CERT ligands. The
results with DAG and C24-ceramide were less contrasted,
showing that these sphingolipids were somewhat recognised
by CERT (Fig. 7). The apparent discrepancy between this
observation and the absence of significant CERT-mediated
intermembrane transfer reported earlier sugpests that the
protein binding may only partially contribute to the overall
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transfer process of these lipids. Notably, a crystal structure of a
C10-DAG and C24-ceramide in complex with the START
domain has been reported, unambiguously evidencing a
molecular recognition.***

‘We then evaluated known CERT ligands, i.e. HPAs, members

of the only CERT antagonist family described to date. Only a

single stereoisomer out of the four of the HPA-12 (bearing a
dodecanoylamide residue) was reported to be active”
However, the configuration of the C-3 of HPA-12 has been
recently discussed and we decided to test both (1R,3R) and
(1R,35) diastereoisomers 20 and 21 respectively (Fig. 8).%

Interestingly, both C-3 epimers were shown to strongly
compete with the fluorescent probe 16 for the binding to
CERT. This result confirmed the proncunced affinity of HPA-
12 for the transfer protein, in the same order of magnitude as
that of the C18-ceramide natural ligand (Fig. 9). However, it
leaves open the debate regarding the configuration at C-3 since
both diastereoisoniers 20 and 21 gave comparable results. It
might be interesting to note that we found no report in the
literature on the evaluation of the (1R,35)-HPA-12 itself as an
inhibitor of the CERT-mediated ceramide transfer, but only of
the racemic mixture (1R,35)/(18,3R).>*

Finally, having confirmed the binding of known CERT
ligands, we used the same protocol to test the new biotinylated

GleCer  Cholesterol

Fig. 7 Binding assays of compounds 16 1o START demain in the presence of
competitors. Recombinant START domain (1 eg,) and competitor (1 €g.) were
incubated at 37 °C f_:_:r 30 min. Then compound 16 (1 eq.) was added and the
mixture was Incubated at 37 °C for 30 min. Then the washing and elution
protoeol described in Fig. 4 legend was applied. The black bars represent the
fluorescence in the "'bound fraction" expressed as a percentage of the total
fluprescence and the hatched bars represent the Tluorescence in all other
fractions ("fres fraction”, "wash fraction 1", "wash fraction 2" and "residual
fraction™) as a percentage of the 1otal fluorescence. Results are means + S0
from triplicate experiments.
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Fig. 9 Binding assays of compounds 16 1o START domain in the presence of
competitors. Recombinant START domain (1 eqg)) and competitar (1 eg.) were
incubated at 37 °C far 30 min, Then compound 16 (1 8q) was added and the
mixture was incubated at 37 °C for 30 min. Then the washing and elution
pratocot described in Fig. 4 legend was applied, THe hlack bars represent the
fluprescence in the "bound fraction’ expressed as a percentage of the total
fluorescence and the hatched bars represent the fluorescence in all other
fractions ('free fraction”, "wash feaction 1", "wash fraction 2/ arid "residual .
fraction’’) as & percentageof the total fluorescence. Results are means + S0,
from triplicate experiments.
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Fig. 10 Uptake and metabolism of the ceramide analogue 16 by CHO cells. Cells
were incubated for the indicated times in the presence of 5 ph of the analogue
in BMEM miedium supplemented with 1% foetal calf serum. Then; both cells
and media were:collected, lipids were extracted, separated by TLC and
visualized.

ceramide derivative 19 (Fig. 9). This compound represents a
potential probe to further develop a CERT binding assay
relying on labelled streptavidin. A marked recognition of the
biotinylated ceramide by CERT was recorded, comparable to
that of the natural ligand.

Metabolism of the fluorescent probe 16

To further illustrate the biological relevance of the fluorescent
ceramide probe 16 we carried out metabolic studies. In order
to assess the potential eytotoxicity of the compound, cells were
treated with up to 50 pM of 16 for 6 h, or with 5 pM for 24 h.
No significant alteration of cell viability was noticed under
these conditions (data not shown). We then evaluated the
metabolic fate of the fluorescent ceramide analogue 16 in
intact cells from various origins (i.e. mouse melanoma B16F10,
CHO (Chinese Hamster Ovary) and HEK293T (Human
Embryonic Kidney)). The ability of the analogue 16 to be
taken up by the cells and converted into GleCer and 5M was
analysed. As illustrated in Fig. 10, the new fluorescent
analogue 16 was able to penetrate CHO cells and to be
transformed to both GleCer and SM. The C6-NBD-Cer was
rapidly converted to these more complex sphingolipids (70%
of conversion after 6 h of incubation). Despite a somewhat
slower transformation, the lipophilic analogue 16 gave after
24 h incubation a ratio of newly formed SM to GleCer
comparable to that observed with C6-NBD-Cer. As observed
for the latter commercial probe, the biosynthesized fluores-
cent GleCer and SM were partly recovered in the extracellular
medium due to extraction of the membrane lipids by the
proteins present in the ‘medium. Similar findings were
obtained using B16F10 or HEK293T cells (data not shown).

Enzymatic hydrolysis of the ceramide probe 16 into the
corresponding w-labelled fluorescent sphingosine derivative
under the action of acid ceramidase was also experimentally
evidenced., Indeed, incubation of the fluorescent ceramide
analogue with a lysate of cells overexpressing acid ceramidase
resulted in the release of fluorescently-labelled sphingosine; in
contrast, a lysate of cells displaying a genetic deficiency of acid
ceramidase, fe. Farber disease cells, did not produce
fluorescent sphingosine (Fig. 11).
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Fig. 11 Enzymatic hydrolysis of the ceramide ahalogue 16 by acid ceramidase.
Lysates of the following cells were prepared: Farber disease (FD) fibroblasts that
wiera transduced (AC5 x ) or not with a retroviral vector encoding hurman acid
ceramidase; HEK293T that were fransfected with a ocDNAS empty vectar or a
PEDNAS plasmid carrying the cDNA for human acid ceramidase (pcDNAS-AT).
The indicated protein amounts of cell lysates were incubated for 2 h at 37 “C
with the analogue suspended in a dtrate-phosphate pH4 buffer. Then, lipids
were extracted, separated by TLC and visualized.

Taken together, these results indicate that the new
fluorescent ceramide analogue 16 undergoes key intracellular
metaboli¢ transformations expected for a ceramide, fe
degradation into sphingosine and functionalisation at the
C-1 hydroxyl group (conversion into GleCer and SM). Notably,
conversion of the ceramide probe 16 into the corresponding
fluorescent SM derivative may indicate the possibility of an
intracellular CERT-mediated inter-organelle trafficking.

Intracellular distribution of the fluorescent probe 16

Finally we briefly studied the intracellular behaviour of the
fluorescent ceramide 16. Hanada and colleagues showed that
the CERT-dependent ER-to-Golgi apparatus trafficking of an
appropriate ceramide probe could be monitored by fluores-
cence microscopy.”® According to these precedents, C6-NBD-
Cer proved irrelevant in this context, due to spontaneous
intermembrane transfer. On the other hand, C5-DMB-Cer
allowed tracking of the CERT-dependent ceramide redistribu-
tion from various intracellular membranes, including ER, to
the perinuclear region in wild-type CHO cells. Interestingly,
this intracellular behaviour was altered in LY-A mutant CHO
cells, defective in functional CERT, whereas it was restored to
the wild-type leyel in the transfectant LY-A/hCERT cell line.

‘We first reproduced these experiments with commercially
available probes. Thus, intact LY-A and LY-A/hCERT cells were:
prelabelled with C5-DMB-Cer (or C6-NBD-Cer, see ESIf) at 4 °C
washed (T = 0 min) and chased at 33 °C (T = 30 min). As can be
seen from Fig. 12, photomicrographs at T = 0 min showed a
diffuse fluorescence characteristic of cytosolic reticular mem-
branes labelling, When cells were warmed up at physiological
temperature to trigger the energy-dependent CERT-mediated
conversion of intracellular ceramide to SM, accumulation of
the fluorescence in the perinuclear region, corresponding to
ER-Golgi localisation, at T = 30 min was, as expected, less
prominent in the CERT-deficient LY-A than in LY-A/hCERT. in
contrast, the behaviour of C6-NBD-Cer was almost identical in
both cell lines (see ESIT).

We then used the NBD-labelled ceramide analogue 16 under
similar pulse~chase conditions (Fig. 13). We noticed that its
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Fig. 12 Intracellular distribution of the C5-DMB-Cer, Intact LY-A and LY-A/
NCERT celis wera incubated with 1 uM of C5-DMB-Cer at 4 °C for 30 min in
culture media without serum; washed in PES (=0 min) and incubated at 33 °C
i presence ‘of culture medium with 10% SVF for 30 min (T= 30 min), Live cells
images were-acguired using an inverted microscope fitted with camera
equipped with X20 objective.

time- and energy-dependent intracellular ER-Golgi apparatus
redistribution was markedly lower in the mutant LY-A cells
than in the transfectant LY-A/hCERT. These experiments
indicated that the probe 16 was not only efficiently recognised
but also transferred by CERT in living cells, thus supggesting
that it was able to closely mimic the intracellular behaviour of
natural ceramide produced at the ER,

Conclusions

For the first time, the design of a probe optimised to assess the
binding to CERT was addressed. A generic ceramide-based
structure with a fluorophore on the terminal position of the
C18 sphingosine backbone and variable acyl chain length was
selected as a relevant candidate. Precursory molecular model-
ling study based on erystallographic structures of the START
domain validated a possible interaction with the designed
probe. In the resulting model, the sphingosine skeleton,

L¥-A [ hCERT

LY:A
Fig. 13 Intracellular distribution of the fluarescent probe 16. Intact LY-Aand LY-
AJCERT cells were incubated with 5 pM of 16:at 4 °C for 30 min irculture
media without serurm, veashed in PBS (I =0 min) and incubated at 33 “C in
presence of culture medium with 10%SVF for 30 min (F= 30 'min). Live cells

images were-acquired using an inverted microscope fitted with camera
equipped with a X20 objective;

© min

30 min
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crossing a well-identified portal, leaves the fluorescent group
free to point outside the binding cavity. Three different NBD-
labelled ceramide analogues with C16, €6 and €2 amide
fragment were prepared using an olefin cross-metathesis
approach to build the sphingosine backbone. A strong
contribution of the lipophilicity of the acyl chain to the
protein recognition was observed. The best C16 derivative was
further used to develop a binding assay useful to assess the
recognition of a wide series of potential CERT ligands. In
addition, the biological relevancy of the fluorescent probe 16
regarding the ceramide/SM metabolism was illustrated by
means of metabolic and cellular imaging experiments. Finally
an w-biotinylated ceramide was synthesised and demonstrated
to efficiently bind to the START domain, thus representing a
new valuable tool for the sereening-based identification of new
CERT ligands as potential antagonists. Work along this line is
currently under investigation in our laboratories.

Experimental

Reactions were monitored using Merck silica gel 60 F-254
precoated plates. Chromatograms were observed under UV
light and/or were visualized by heating plates that were dipped
in 10% phosphomolybdic acid in ethanol. Column chromato-
graphy was carried out with SDS 35-70 pm flash silica gel.
NMR spectroscopic data were obtained with Bruker Advance
300. Chemical shifts are quoted in parts per million (ppm)
relative to residual solvent peak. Infrared (IR) specira were
recorded on a Perkin-Elmer FT-IR 1725X spectrometer. Mass
spectrometry (MS) data were obtained on a ThermoQuest TSQ
7000 spectrometer. High-resolution mass spectra (HRMS) were
performed on a ThermoFinnigan MAT 95 XL specﬁ‘ometer.
Optical rotations were measured on a JASCO P-2000 polari-
meter. Melting' points were determined in capillary with a
Mettler Toledo Melting Point System MP50. Anhydrous
solvents were obtained prior to use according to standard
methods.*® Recombinant CERT was purchased from Genway
Biotech and recombinant START domain was purchased from
Abcam, TALON® metal affinity resin was from Clontech,
1-stearyl-p-erythro-sphingosine, N-lignoceroyl-p-erythro-sphin-
gosine and N-heptanoyl-sphingosylphosphorylcholine from
Avanti. polar lipids, Inc., C6-NBD-Cer from Santa Cruz
Biotechnology, Inc. and C5-DMB-Cer from Molecular Probes.
Fluorescence spectra were recorded with a Carey Eclipse
spectrofluerometer equipped with a xenon lamp source and
a Hamamatsu R928 photomultiplier tube.

Computational chemistry

Molecular graphics and some analyses were performed with
the UCSF Chimera package.” Chimera is developed by the
Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at
the University of California, San Francisco (supported by
NIGMS P41-GM103311). The Protein structures were prepared
(structure checks, rotamers, hydrogenation) using Accelrys
Discovery Studio 3.0 client and UCSF Chimera 1.6.2 or 1.7
(Dock Prep without minimization). All the protein structures
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described in the paper were structurally aligned with structure
2E3S set as reference and using UCSF Chimera Matchmaker.®
The Ligand structures were extracted (SciTE text editor) from
aligned protein structure or sketched using ChemAxon Marvin
5.5 and prepared (hybridization, hydrogenation) using
Discovery Studio 3.0 client. The structure 2E3N (liganded with
6 CM compound) was chosen for molecular docking studies
carried with Molegro Virtual Docker 5.5 software. The template
docking was defined at 1.8 Angstrom of radius, using C16
ligand conformation from structure 2E30. This docking
template include (i) 3 hydrogen acceptors (2 hydroxyl and
keto); (i) 3 hydrogen donors (2 hydroxyl and nitrogen) and (iii)
38 atoms (C,N,0) for modelization of the overall shape of
ceramid. 45 residues around cavity were set flexible using a
tolerance of 0.99, a flexibility of 0.90 and softened potentials.
2000 steps were used for final minimization of lateral chains
of residues and for backbone (default values). Moldock
(mainly) or PLANTS (additional) were used for scoring.®”
Moldock SE was used as docking optimizer, Tabu clustering
for generating the 20 poses by run. Docking poses were
analysed using Molegro or UCSF Chimera software. The 2D
interaction map (Fig. 3C) was produced using a compilation of
data issued from different interaction analysis software
(Molegro Virtual Docker, Accelrys Discovery Studio 3.0 client,
in-house software). The position of some residue was modified
for a better readability of the molecular interactions.
Synthetic chemistry

General procedure for the olefin cross metathesis. To a
solution of vinyl derivative (1 eq.) and alkene (4 eq.) in
degassed anhydrous CH,CL, (0.05 M) and under N, was added
Grubbs-Hoveyda I catalyst (0.04 eq.). The reaction mixture was
heated at reflux with stirring under N, for 5 h. The solution
was cooled to room temperature and DMSO (50 eq.) was
added. After a night of stirring, the solution was concentrated
in vacuum.

General procedure for the cleavage of the terf-butyloxycar-
bonyl group. To a solution of Boc-protected amine (1 eq.) in
CHL,Cl; (0.025 M) was added TFA (140 eq.) at 0 °C. After the
reaction mixture was stirred at the same temperature for 1 h,
saturated NaHCO; solution was very slowly added in several
fractions and stirring was continued during 15 min. Phases
were separated and aqueous layer was extracted with CHCL;/
MeOH (9.5 : 0.5). The organic layer was dried (Na;S0,) and
concentrated in vacuum.

General procedure for the introduction of NBD group. A
solution of 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-yl chloride (NBD-CI)
(1 eq.) in anhydrous THF (0.5 M) was added dropwise, under
N, atmosphere at room temperature, to a stirred solution of
the appropriate amine (1 eq.) and Et;N (1.2 eq.) in anhydrous
THF (1 M). The dark solution was stirred at room temperature
with the exclusion of light for 20-24 h. The mixture was
concentrated in vacuum.

15-azidepentadec-1-ene (8). To solution of alcohol 7 (2.0 g,
8.83 mmol) in anhydrous CH,Cl; (20 mL) at 0 °C under N,
atmosphere was added Et;N (1.84 mL, 13.25 mmol). After 15
min of stirring at the same temperature mesyl chloride (1.03
mL, 13.25 mmol) was added and the solution was stirred at 0
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°C for 30 min then at room temperature for 23 h. The reaction
was quenched by addition of water and the mixture was
extracted three times with CH,Cl,. The combinéd extracts were
washed with brine, dried over Na,50, and concentrated in
vacuum. The crude product was dissolved in DMF (20 mL)
before NaN: (1.43 g, 22.1 mmol) was added at room
temperature. After 24 h of stirring, water was added, and the
resulting mixture ‘was extracted with CH,Cl,. The organic
layers were combined, washed with brine, dried over Na,S0,,
filtered and concentrated in vacuo. The crude material was
purified by column chromatography on Si0, eluting with
petroleum ether to give 8 (1.85 g, 84%) as a colorless oil. Re
0.83 (EtOAc-Petroleum ether 2 : 8); 8 (300 MHz, CDC;) 5.81
(ddt, 1H, J =16.9 Hz, J = 10.2 Hz, J = 6.7 Hz, CH,~CH), 4.99 [dq,
1H, J =17.1 Hz, ] = 1.7 Hz, CH,=CH), 4.92 (ddt, 1H, J = 10.2 Hz,
J=21 Hz, ] = 1.2 Hz, CH,=CH), 3.25 (t, 2H, ] = 6.9 Hz, CH,N;),
2.04 (g, 2H, J = 6.8 Hz; CH,CH,N3), 1.59 (qt, 2H, J = 7.2 Hz,
CH,), 1.44-1.22 (m, 20H, CH,); d¢ (75 MHz, CDCl;) 138.7
(CH=CH,), 113.6 (CH=CH,), 51.0 (CH,N,), 33.3, 29.2, 29.1,
29.1, 29.0, 29.0, 28.7, 28.5, 28.4, 26.3 (12CH,).

tert-butyl pentadec-14-enylcarbamate (9). To a solution of 8
(1.75 g, 6.97 mmol) in THF (21 mL), under N, atmosphere, at
room temperature, was added Me;P (8.37 mL, 8.37 mmol, 1 M
in THF). After 2 h of stirring at 30 °C, the flask was cooled to
—20 °C and a solution of Boc-ON (2.06 g, 8.37 mmol) in THF (9
mL) was added. After stirring for 20 h at room temperature,
the mixture was diluted with CH5CI, and a solution of NaOH 2
M was added. After extraction several times with CH,Cls, the
organic layers were combined, washed with brine, dried over
Na,80,, filtered and concentrated in vacuwn The crude
material ‘was purified by column chromatography on SiO;
eluting with EtOAc : Petroleum ether (0.1 : 9.9) to give 9 (2.25
g, 99%) as a white solid. Ry 0.54 (EtOAc-Petroleum ether 1 : 9);
8y (300 MHz, CDCLy) 5.81 (ddt, 1H, ] = 16.9 Hz, [ = 10.2 Hz, ] =
6.6 Hz, CH,=CH), 4.99 (ddt, 1H,J = 17.1 Hz, J = 2.1 Hz, ] = 1.6
Hz, CH,=CH), 4.92 (ddt, 1H, = 10.2 Hz, ] = 2.3 Hz, ] = 1.2 Hz,
CH,; = CH), 3.09 (t, 2H, ] = 6.3 Hz, CH,NH), 2.03 (g, 2H, [ = 6.6
Hz, CHy), 1.60 (s, $H, C(CH,)s), 1.4-1.2 (m, 22H, CH); 8¢ (75
MHz; CDCl3) 139.3 (CH=CH,), 114.1 (CH=CHy,), 40.6 (CH,NH),
33.8, 30.1, 29.6, 29.6, 29.6, 29,5, 29.3, 29.1, 28.9, 26.8 (12 CH,),
28.4 (3CH,); m/z (HRMS, Electro Spray Ionisation (henceforth
referred to as ESI)) 348.2878 (M + Na’, CmHgg_Nozi\Ia requires
348.2878).

N+{(28,3R)-1,3-dihydroxypent-4-en-2-yl)palmitamide (3). To a
solution of NHBoc derivative 2 (187 mg, 0.86 mmol) in
anhydrous CH,Cl, (15 mL) was added trifluoroacetic acid (1.9
mL) at 0 °C. The reaction mixture was stirred at 0 °C for 1 h
and sclvents were evaporated. The trifluoroacetic acid salt
derivative was dissolved in-anhydrous CH,Cl; (4 mL) under N,
and Et;N (145 pL, 1.03 mmol) was added at 0 °C. Then
palmitoyl chloride (260 pL, 0.85 mmol) was introduced at the
same temperature. After, the reaction mixture was stirred for 1
h, a saturated ammonium chloride solution was added, and
the resulting mixture was extracted with CH,Cls. The organic
layers were combined, washed with brine, dried over Na,50,,
filtered and concentrated in vacuum. The crude material was
purified by column chromatography on SiO, eluting with
CH,CL,-MeOH (10 : 0 to 9.5 : 1.5) to give 3 (183 mg, 68%) as a
white solid. R; 0.24 (CH,CL,-MeOH 9: 1); [0 —-17.0 (¢ 1,
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CHCl,); 9;; (300 MHz, CD,0D) 5.88 (ddd, 1H, J = 16.8 Hz, J =
10.2 Hz, J = 6.3 Hz, CH=CH,), 5.29 (dt,1H, J=17.1 Hz, [=1.8
Hz, CH=CH,), 5.16 (dt, 1H, J = 10.5 Hz, J = 1.5 Hz, CH=CH,),
415 (t, 1H, J = 6.3 Hz, CHOH), 3.89 (g, 2H, f = 5.4 Hz, CHNH),
3.75-3.60 (m, 2H, CH,0H), 2.17-2.23 (m, 2H, CH,£=0), 1.57-
1.61 (m, 2H, CH,), 1.20-1.40 (m, 24H, CH,), 0.87 {m, 3H, CH);
8¢ (75 MHz, CD;0D) 138.7 (CH=CH,), 116.5 (CH=CH,), 73.4
(CHOH), 61.6 (CH,OH), 55.8 (CHNH), 36.9 (CH,C=0), 32.5,
30.3, 30.2, 30.1, 30.0,30.0, 29.9, 26.5, 23.2 (CH;), 14.2 (CH;); m/
z (HRMS, ESI) 378.2979 (M + Na', C;H,NO;Na requires
378.2984).

tert-butyl ((16R,17S,E)-16,18-dihydroxy-17-palmitamidoocta-
dec-14-en-1-yl)carbamate (10). Prepared from vinylserine deri-
vative 3 (100 mg, 0.28 mmol} and olefin-NHBoc 9 (360 mg, 1.11
mimol) according to the general procedure for the olefin cross
metathesis. The crude material was purified by column
chromatography on Si0; eluting with CH;Cl,-MeOH (10: 0
to 9:1) to give 10 (108 mg, 70%) as a white solid. R: 0.33
(CH,Cl,-MeOH 9.5 : 0.5); mp 90-91 °C; [o]¥ —12.9 (¢ 1.0,
CHCL,); vmadfilm)/iem * 3354, 2917, 2848, 1684, 1615, 1532,
1467, 1365, 1272, 1251, 1172, 1048, 983, 719; 6u (300 MHz,
CDCl;) 6.34 (d, 1H, J = 6.9 Hz, NHCO), 5.77 (dt, 1H, J = 15.6 Hz,
J = 6.6 Hz, CH=CHCH,), 5.51 (dd, 1H, J = 15.3 Hz, J = 6.3 Hz,
CH=CHCHS,), 4.53 (s large, 1H, NHBoc), 4.29 (t, 1H, J = 4.7 Hz,
CHOH), 4:1-3.9 (m, 2H, CHNH and CH,0H), 3.69 (dd, 1H, J =
10.7 Hz, j = 2.5 Hz, CH,0H), 3.08 (q, 2H, J = 6.4 Hgz
CH,NHBoe), 2.8-2.4 (bs, 2H, OH), 2.22 (t, 2H, J = 7.5 Hz,
CH,C=0), 2.04 (g, 2H, J = 6.8 Hz, CH=CHCH,), 1.8-1.6 (m, 2H,
CH,), 1.47 (s, 9H, C(CH.),), 1.5-1.1 (m, 46H, CH,), 0.87 (m, 3H,
CH,); 8¢ (75 MHz, CDCLy) 174.0 (€=0), 155.0 (€=0), 134.1
(CH=CHCH,), 128.8 (CH=CHCH,), 79.0 (Cw), 74.5 (CHOH),
62.4 (CH,0H), 54.5 (CHNH), 40.6 (CH,NHBoc), 36.8 (CH,C=0),
32.3 (CH=CHCHS,), 31.9, 30.0; 29.7, 29.6, 29.5, 29.5, 29.4, 29.4,
29.3, 29.3, 29.2, 29.1, 29.1, 26.8, 25.7, 22.7 (24 CH,), 284
(CH;Boc), 144 (CH3); miz [HRMS, CI) 653.5847 (M + H',
CagH7 N, 05 Iqu.‘l.i[eS 653.58:32].

N-{((28,3R,E}-18-amino-1,3-dihydrexyoctadec-4-en-2-yl)palmi-
tamide (13). Prepared from olefin derivative 10 (40.0 mg, 0.06
mmol) according to the general procedure for cleavage of the
tert-butyloxycarbonyl group. The crude material was purified
by column chromatography on SiO; eluting with CH,Cl;-
MeOH-EtOH-NH,OH (15 : 0.5 : 1 : 0.5) to give 13 (20.0 mg,
60%) as a white solid. Re 0.29 (CH,Cl,-MeOH-EtOH-NH,0H
15: 0.5 :1: 0.5); [0’ —0.28 (¢ 1.0, CHCL); 8 (300 MHz,
CD;0D) 5.70 (dt, 1H, J = 15.3 Hz, J = 6.6 Hz, CH=CHCHj,), 5:46
(dd, 1H, J = 15.3 Hz, [ = 7.2 Hz, CH=CHCH,), 4.05 (t, 1H, J = 7.2
Hz, CHOH), 3.86 (m, 1H, CHNH), 3,70 (m, 2H, CH,0H), 2.71 (¢,
2H, | = 7.3 Hz, CH,NH,), 2.19 (t, 2H, J = 7.5 Hz, CH,C=0), 2.04
(q, 2H, ] = 6.6 Hz, CH=CHCH,), 1.6-1.3 (m, 48H, CH};), 0.90 (m,
3H, CH3); &g (75 MHz, CD;OD) 1784 (C=0), 134.5
(CH=CHCH,), 131.1 (CH=CHCH,), 73.4 (CHOH), 62.1
(cH,0H), 56.5 (CHNH), 41.8 (CH,NH,), 37.1 (CH,C=Q), 33.2
(CH=CHCH,), 32.9, 32.0, 30.6, 30.6, 30.5, 30.5, 30,5, 30.5, 30.4,
30.3, 30.3, 30.2, 27.7, 26.9, 23.5 (24 CH,), 14.2 (CH,); miz
(HRMS, ESI) 553.5305 (M + H', C3:HeoN,05 requires 553.5308).

N-((28,3R,E)-1,3-dihydroxy-18-((7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadia-
zol-4-ylJaminojoctadec-4-en-2-yl)palmitamide (16). Prepared
from amine 13 (50.0 mg, 0.09 mmol) according to the general
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procedure for coupling with NBD group. The crude material
was purified by column chromatograph y on Si0, eluting with
CH,ClL,-MeOH (10 : 0 t0 9.9 : 0.1) to give 16 (43,0 mg, 66%) as
an orange solid. R, 0.41 (CH,CL-MeOH 9 : 1); mp 76-77 °C;
[ —17.3 (¢ 1.0, CHCLy); Vma(film)/em ™" 3322, 3268, 3093,
3070, 2961, 2919, 2850, 1645, 1622, 1558, 1505, 1465, 1260,
1107, 1026, 802; 6y (300 MHz, CDCl3) 8.50 (d, 1H, J = 8.7 Hz,
CHysp); 6.39 (m, 1H, CH,NH); 6.28 {d, 1H, ] = 6.9 Hz, NHCQ),
617 (d, 1H, J = 8.7 Hz, CHypp), 5.78 (dt, 1H, J=15.0 Hz,  =6.9
Hz, CH=CHCH,), 5.53 (dd, 1H, J = 15.0 Hz, J = 63 Hz,
CH=CHCH,), 4.33 (bs, 1H, CHOH), 4.1-3.8 (m, 2H, CHNH and
CH,0H), 3.71 (m, 1H, CH,OH), 3.49 (q, 2H, J = 6.6 Hz,
CH,NHNBD), 2.23 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH,C=0), 2.05 (m, 2H,
CH=CHCH,), 2.0-1.0 (m, 48H, CH,), 0.87 (m; 3H, CHy); d¢ (75
MHz, €DCly) 174.0 (C=0), 144.3 (Cn), 136.6 (CHymp), 134.1
(CH=CHCH,), 128.9 (CH=CHCHy), 98.5 (CHuan), 74.6 (CHOH),
62.5 (CH,OH), 54.5 (CHNH), 440 (CH,NHNBD), 36.8
(CH,C=0), 31.9 (CH=CHCH,), 32.2, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4,
29.3, 29.3, 20.1, 29.1, 26.0, 28.5, 26.9, 25.8, 22.7 (24 CH,), 14.1
(CH;); mfz (HRMS, ESI) 716.5332 (M + H*, Cs,H;3NsO; requires
716.5326).
N-{(25,3R,E)1,3-dihydroxy-18-5{2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-
dlimidazol-4-yl)pentanamido)octadec-4-en-2-yl)palmitamide (19).
Under nitrogen atmosphere, biotin (50.0 mg, 0.20 mmol) was
dissolved in dry DMF (1.5 mL) then pentafluorophenol (50.0 mg,
0.20 mmol) and dicyclohexylearbodiimide (DCC, 64.0 mg, 0.31
mmol) were added at 0 °C. The reaction mixture was stirred at.
room temperature during 16 h. Then the dicyelohexyl urea formed
was removed by filtration and amine 13 (30.0 mg, 0.05 mmol) and
Et;N (34 pL, 0.25 mmol) were added. After 20 h of stirring at room
temperature, the mixture was reduced under vacuum and
purification by column chromatography on Si0; eluting with
CH,Cl,-MeOH (10 : 0 to 9 : 1) gave 19 (26.0 mg, 60%) as a beige
solid. Ry 0.11 (CH,Cl,-MeOH 9 : 1}; mp 109-110 °C; [¢}¥ —18.4 (¢
1.0, CHCLy); Vo film)/em ™ 3308, 2916, 2849, 2476, 2418, 2361,
1684, 1633, 1552, 1461, 1202, 1135, 1048, 1033, 1020, 970, 800, 720;
& (300 MHz, CDCl; + CDL0D) 7.28 (d, 1H, J = 8.1 Hz, CH,NH),
5.34 (dt, 1H, J = 15.0 Hz, ] = 6.9 Hz, CH=CHCH,), 5.2-5.0 (m, 2H,
NHCO and CH=CHCH,), 4.13 (dd, 1H, J = 7.2 Hz, J = 5.1 Hz,
CHyseine)s 3.94 (dd, 1H, J=7.5 Hz, J= 4.2 Hz, CHgigiine), 3.73 (1, 1H, J
=6.5 Hz, CHOH), 3.62 (m, 1H, CHNH), 3.38 (dd, 1H, = 10,8 Hz,] =
5.1 Hz, CH,0H), 3.28 (dd, 1H, J=11.0 Hz, J= 4.0 Hz, CH,0H), 2.9-
2.7 (m, 5H, SCH, CH,NH and CH,), 2.55 (dd, 1H, J=12.6 Hz, ] =4.8
Hz, SCH,), 2.35 (d, 1H, J = 13.5 Hz, SCH,), 1.82 (m, 4H, CH,C=0),
1.65 (m, 2H, CH=CHCH,), 1.4-0.9 (m, 52H, CH,), 0.51 (m, 3H,
CH,); & (75 MHz, CDCl; + CD;0D) 175.8, 175.3, 175.1 (3C=0),
134,6 (CH=CHCH,), 130.2 (CH=CHCH,), 73.5 (CHOH), 62.8
(CHpiotine)y 62.0 (CH,OH), 61.0 (CHpiotine)s 56.5 (SCH), 55.9
(CHNH), 47.4 (CH,NH), 40.9 (SCH,), 40.2 (CH,), 371, 36.4 (2
CH;C0), 33.0 (CH=CHCH,), 36.5, 32.6, 304, 30.3, 30.3, 30.2, 30.2,
30:2,30.1, 30.0, 30.0, 29.9, 29.5, 29.2, 289, 27.6, 26.6, 26.4, 23.3 (26
CH3), 144 (CHJ); mfz (HRMS, ESI) 801.5884 (M + Na',
s HgoN,NaO, 8 requires 801.5904).
N-((25,3R)-1,3-dihydroxypent-4-en-2-yi}hexanamide (4). To a
solution of compound 2 (100 mg, 0.46 mmol) in anhydrous
CH,Cl, (8 mL) was added triflucroacetic acid (1 mL) at 0 °C.
The reaction mixture was stirred at 0 °C for 1 h and solvents
were evaporated. The trifluoroacetic acid salt derivative was
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dissolved in anhydrous CH,Cl; (3 mL) under N, was added
Ei,N (75 pL, 0.51 mmol) at 0 °C. Then hexanoyl chloride (70
uL, 0.51 mmol) was introduced at the same temperature. After,

the reaction mixture was stitred for 1 h, a saturated

ammonium chloride solution was added, and the resulting
mixture was extracted with CH,Cl,. The organic layers were
combined, washed with brine, dried over Na,50,, filtered and
concentrated in vacuum, The crude material was purified by
column chromatography on SiQ. eluting with CH,Cl,-MeOH
(10 : 0.to 9 : 1) to give 4 (63.0 mg, 64%) as an amorphous solid.
Ry 0.55 (CH,ClL-MeOH 9:1); [a]¥ —1.4 (¢ 0.5, CHCL);
vua(film)/em™ 3295, 3090, 2953, 2929, 2871, 1642, 1543,
1465,1054, 711; &, (300 MHz, CDCly) 6.36 (d, 1H, J = 6.6 Hz,
NHCO), 5.93 (ddd, 1H, J = 17.2 Hz, J = 10.5 Hz, J = 5.4 Hz,
CH=CH,), 5.39 (dt, 1H, J = 17.2 Hz, J = 1.5 Hz, CH=CH,), 5.27
(dt, 1H, J = 10.6 Hz, J = 1.4 Hz, CH=CH,), 4.40-4.34 (m, 1H,
CHOH), 3.70-3.90 (m, 2H, CHNH and CH,OH), 3.75-3.65 (m,
1H, CH,OH), 3.1-2.6 (bs, 2H, OH), 2.27-2.19 (m, 2H, CH,C=0),
1.70-1.55 (m, 2H, CH,), 1.40-1.25 (m, 4H, CH,), 0.89 (m, 3H,
CH:); 6 (75 MHz, CDCl;) 174.1 (C=0), 137.3 (CH=CH,), 116.6
(CH=GH,), 74.6 (CHOH), 62.2 (CH,OH), 54.0 (CHNH), 36.7
(CH,C=0), 31.4, 25.4, 22.4 (CH,), 13.9 (CH,); m/z (HRMS, CI)
216.1593 (M + H', C;,H5,NO; requires 216.1600).

tert-butyl (16R,175,E)-17-hexanamido-16,18-dihydroxyocta-
dec-14-enylcarbamate (11). Prepared from vinylserine deriva-
tive 4 (100 mg, 0.47 mmol) and olefin-NHBoc 9 (500 mg, 1.86
mmol) according to the general procedure for the olefin cross
metathesis, ‘The crude material was purified by column
chromatography on §i0, eluting with CH,Cl,-MeOH (10: 0
t0 9:1) to give 11 (30.0 mg, 55%) as a brown oil. Rf 0.42
(CHaCL,-MeOH 91 1); [0 —4.0 (¢ 1.0, CHCL); Vi (film)/
cm ' 3294, 2917, 2850, 1643, 1545, 1465, 1054, 720; &, (300
MHz, CDCL;) 6.34 (d, 1H, J = 6.9 Hz, NHCO), 5.76 (dt, 1H, =
15.4 Hz, J = 6.6 Hz, CH=CHCHS,), 5.50 (dd, 1H, =154 Hz, J =
6.3 Hz, CH=CHCH,), 454 (bs, 1H, NHBogc), 4.28 (m, 1H,
CHOH), 4.0-3.8 (m, 2H, CHNH and CH,0H), 3.68 (m, 1H,
CH,OH), 3.4-3.25 (m, 2H, OH), 3.08 (g, 2H, J = 6.4 Hz,
CH,NHBoc), 2.21 (t, 2H, ] = 7.6 Hz, CH,C=0), 2.04 (g, 2H, J =
6.8 Hz, CH=CHCH,), 1.7-1.5 (m, 2H, CH), 1.43 (s, 9H,
C(CH,);), 1.4-11 (m, 26H, CH,), 0.87 (m, 3H, CH,); d¢ (75
MHz, CDCl,) 173.4 (C=0), 156.1 (€=0), 134.0 (CH=CHCH,),
128.8 (CH=CHCH,), 79.1 (Cw), 74.4 (CHOH), 62.4 (CH;0H),
54,5 (CHNH), 40.6 (CH,NHBoc), 36.8 (CH,C=0), 32.3
(CH=CHCH,), 31.9, 30.0, 29.7, 29.6, 29.5, 29.5, 29.4, 29.4,

29.3, 29.3, 29.2, 291, 29.1, 26.8, 25.7, 22.7 (14CH,), 28.4

(CH,Boc), 14.1 (CH;); m/z (HRMS, ESI) 513.4264 (M + H',
C5Hs;N,05 requires 513.4267).
N-((28,3R,E)-18-amino-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-yl)hexa-
namide (14). Prepared from olefin derivative 11 [30.0 mg, 0.06
mmol) according to the general procedure for cleavage of the
tert-butyloxycarbonyl group. The crude material was purified
by column chromatography on 8i0O, eluting with CH,Cly-
MeOH-EtOH-NH,OH (15 : 0.5 : 1: 0.5) to give 14 (16.0 mg,
66%) as a white solid. R; 0.16 (CH,Cl,-MeOH-EtOH-NH,OH
15:0.5:1:0.5); mp 98-99 °C; [Wf¥ —5.2 (¢ 0.5, CHCL)
Vea(film)lem ™ 3369, 2977, 2930, 2854; 1712, 1504, 1392,
1366, 1247, 1167, 1059, 852, 780; &y (300 MHz, CDCl3) 6.56 (d,
1H, J = 7.2 Hz, NHCO), 5.72 (dt, 1H, j = 14.7 Hz, | = 6.6 Hz,
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CH=CHCHj;), 5.45 (dd, 1H, ] =15.6 Hz, ] = 6.6 Hz, CH=CHCH,),
418 (t, 1H, J = 4.5 Hz, CHOH), 3.9-3.7 (m, 2H, CHNH and
CH,0H), 3.61 (m, 1H, CH,0H), 2.7-2.5 (m, 6H, CHNH,, 2 X
OH, NH,), 217 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH.C=Q), 2.00 (g, 2H, f = 6.9
Hz, CH=CHCH,), 1.57 {m, 2H, CH,), 1.4-1.1 (m, 26H, CH,),
0.84 (m, 3H, CH.); 8. (75 MHz, CDCL) 1743 (C=0), 133.9
(CH=CHCH,), 128.7 (CH=CHCH,), 73.7 (CHOH), 61.9
(CH.OH), 54.5 (CHNH), 48.8 (CH,NH,), 36.6 (CH,C=0), 32.2,
31.8, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 29.2, 29.1,
25.7,22.6 (15CH;), 14.0 (CH;); m/z (HRMS, ESI) 412.3740 (M +
H', CuHysN,0; requires 412.3743).

N-{(25,3R,E)-1,3-dihydroxy-18-((7-nitrobenzo[c][1,2,5 ]oxadia-
zol-4-yljamino)octadec-4-en-2-yl)hexanamide (17). Prepared
from amine 14 (16.0 myg, 0.04 mmol) according to the general
procedure for coupling with NBD group. The crude material
was purified by column chromatography on 8i0; eluting with
CH,CL,-MeOH (10 : 0 t0 9 : 1) to give 17 (14.0 myg, 62%) as an
orange solid. R; 0.39 (CH,Cl,-MeOH 9 : 1); mp 63-64 °C; [o]¥
—15,0 (¢ 1.0, CHCL); vpux(film)/em ™" 3357, 2979, 2687, 2488,
1704, 1519, 1455, 1476, 1393, 1367, 1249, 1163, 1059, 850, 789;
8:: (300 MHz, CDCl;) 8.50 (d, 1H, J = 8.4 Hz, CHypp), 6.45 (m,
1H, CH,NH), 6.29 (d, 1H, J = 7.5 Hz, NHCO), 6.17 (d, 1H, [ = 8.7
Hz, CHypn), 5.78 (dt, 1H, J = 14.4 Hz, J = 6.0 Hz, CH=CHCH,),
5.53 (dd, 1H, J = 15.3 Hz, ] = 6.3 Hz, CH=CHCH,), 4.32 (dd, 1H,
J =51 Hz, J = 3.9 Hz, CHOH), 4.0-3.9 (m, 2H, CHNH and
CH,0H), 3.71 (dd, 1H, J=10.5 Hz, ] = 2.7 Hz, CH,0H), 3.49 (q,
2H, J = 6.3 Hz, CH,NHNBD), 2.23 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH,C=0),
2.05 (q, 2H, J = 6.6 Hz, CH=CHCH,), 1.81 (qgt, 2H, J = 6.9 Hz,
CH,), 1.63 (m, 2H, CH;), 1.6-1.1 (m, 24H, CH,), 0.87 (m, 3H,
CH3); 8¢ (75 MHz, CDCl,) 174.0 (C=0), 144.3, 143.9 (2 % C),
136.5 (CHugp)y 134.1 (CH=CHCH,), 128.8 (CH=CHCH,), 98.5
(CHygp), 74.7 (CHOH), 62.5 (CH,0H), 54.5 (CHNH), 44.0
(CH,NHNBD), 36.8 (CH,CO), 32.2, 31.9, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5,
29.4, 29.3, 29.3, 29.0, 28.4, 26.9, 25.7, 22.7 (16CH,), 14.1 (CH3);
m/z (HRMS, ESI) 598.3597 (M + Na', C, H;sN.O.Na requires
598.3581).

N-((25,3R)41,3-dihydroxypent-4-en-2-yljacetamide (5). To 2
solution of compound 2 (268 mg, 1.23 mmol) in anhydrous
CH,Cl, (21 mL) was added trifluoroacetic-acid (2.7 mL) at 0 °C.
The reaction mixture was stirred at 0 °C for 1 h and solvent
were evaporated. The trifluoroacetic acid salt derivative was
dissolved in saturated aqueous NaHCO; (2:85 mL) and MeOH
(8:5 mL). Then acetic anhydride (127 pL, 1.36 mmol) was
slowly added. The mixture was stirred at room temperature for
30 min and then concentrated. The crude material was
purified by column chromatography on 8i0, eluting with
CH,ClL,-MeOH (10 : 0 to 9 : 1) to give 5 (100 mg, 51%) as a
colorless oil. Re 0.23 (CH,ClL-MeOH 8 : 2); [a]2 —4.0 (c 1.5,
EtOH); viu{film)/em™" 3350, 3087, 2986, 2938, 2873, 1681,
1530, 1451, 1281, 1164, 1055, 1019; Jx (300 MHz, CDCL;) 7.00
(d, 1H, J = 7.8 Hz, NHCO), 5.84 (ddd, 1H, J = 16.5 Hz, J = 10.8
Hz, J = 5.4 Hz, CH=CH,), 5.30 (d, 1H, J = 17.1 Hz, CH=CH,),
5.18 (d, 1H, J = 10.5 Hz; CH=CH,), 4.23 (m, 1H, CHOH), 3.85
(m, 1H, CHNH), 3.79 (dd, 1H, J = 11.7 Hz, J = 4.2 Hz, CH,0H),
3.61 (dd, 1H, J = 11.4 Hz, J = 3.3 Hz, CH,OH), 1.97 (s, 3H, CH3);
¢ (75 MHz, CDCL) 1717 (C=0), 137.1 (CH=CH,), 116.4
(CH=CH,), 73.5 (CHOH), 61.4 (CH,OH), 54.4 (CHNH), 22.9
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(CH,); miz (HRMS, CI) 160.0969 (M + H', C;H;,NO; requires
160.0974).

tert-butyl ((16R,178,E)-17-acetamido-16,18-dihydroxyocta-
dec-14-en-1-yl)carbamate (12), Prepared from vinylserine deri-
vative 5 (100 mg, 0.63 mmol} and olefin-NHBoc 9 (818 mg, 2.52
mmol) according to the general procedure for the olefin cross
metathesis. The crude material was purified by column
chromatography on 8i0; eluting with CH,Cl,-MeOH (10 : 0
to 9.5 : 0.5) to give 12 (100 mg, 35%) as a brown oil. Ry 0.37
(CH,Cl,-MeOH 9 : 1); [al} —7.3 (¢ 0.50, CHCL); vima{film)/
em” ' 3293, 2953, 2917, 2850, 1643, 1547, 1472, 1054, 720; 6y
(300 MHz, CDCl;) 6.37 (d, 1H, J = 5.6 Hz, NHCO), 5.78 (dt, 1H, J
=15.4 Hz, ] = 6.8 Hz, CH=CHCH,), 5.53 (dd, 1H, J = 15.6 Hz, ] =
6.3 Hz, CH=CHCH,), 4.60-4.45 (s large, 1H, NHBoc), 4.32 (m,
1H, CHOH), 3.96 (dd, 1H, /= 11.1 Hz, ] = 3.4 Hz, CH,0H), 3.90
(m, 1H, CHNH), 3.70 (dd, 1H, = 10.9 Hg, J = 2.7 Hz, CH,0H),
3.09 (g, 2H, J = 6.5 Hz, CH,NHBoc), 3.0-2.7 (bs, 2H, 2 x OH),
2.06 (q, 2H, ] = 6.2 Hz, CH=CHCH,), 2.04 (s, 3H, CH,), 1.44 (s,
9H, C(CH,);), 1.3-1.2 (m, 22H, CH,); d (75 MHz, CDCl;) 170.7
(c=0), 156.0 (C=0), 134.1 (CH=CHCH,), 128.8 (CH=CHCH,),
79.1 (Cy), 74.7 (CHOH), 62.4 (CH,OH), 54.4 (CHNH), 40.6
(CH,NHBoc), 322, 30.0, 29.5, 29.5, 29.4, 29.2, 29.1, 29.0, 26.8
(12CH,), 28.4 (CH;Boc), 23.4 (CH.); m/z (HRMS, CI) 457.3663
(M + H', C3sHsN;05 Tequires 457.3641).

N-((25,3R,E})-18-amino-1,3-dihydroxyoctadec-4-en-2-yl)aceta-
mide (15). Prepared from olefin derivative 12 (38.0 mg, 0.08
mmol) according to the general procedure for cleavage of the
‘tert-butyloxycarbonyl group. The crade material was purified
by column chromatography on Si0, eluting with CH,Cl,-
MeOH-EtOH-NH,OH (15:0.5: 1: 0.5) to give 15 (18.0 mg,
60%) as a colourless oil. B; 0.13 (CH,Cl,-MeOH-EtOH-NH,OH
15: 0.5 :1:0.5); €% —12.3 (¢ 0.35, EtOH); vimu{film)fem
3291, 2953, 2917, 2850, 1640, 1548, 1463, 1054, 719; d; (300
MHz, CD,0D) 5.70 (dtd, 1H, J = 15.0 Hz, = 6.7 Hz, ] = 0.6 Hz,
CH=CHCH3;), 5.47 (ddt, 1H, J = 15.3 Hz, ] = 7.3 Hz, ] = 1.2 Hz,
CH=CHCH,), 4.07 (t, 1H, J = 6.9 Hz, CHOH), 3.91-3.83 (m, 1H,
CHNH), 3.71-3.65 (m, 2H, CH,OH), 2.65 (t, 2H, ] = 6.9 Hz,
CH,NH;), 2.04 (q, 2H, ] = 6.9 Hz, CH=CHCH,), 1.95 (s, 3H,
CH;C=0), 1.55-1.25 (m, 22H, CH,); d.. (75 MHz, CD;0D) 173.4
(G=0), 134.7 (CH=CHCH,), 131.2 (CH=CHCH,), 73.7 (CHOH),
62.2 (CH,OH), 57.1 (CHNH), 42.3 (CH,NH,), 33.4, 30.8, 30.8,
30.7, 30.7, 30.6, 30.5, 30.3, 28.0 (12CH,), 22.9 (CHz); m/z
(HRMS, CI) 357.3128 (M + H", C5Ha3N,;05 requires 357.3117).

N-((28,3R,E)-1,3-dihydroxy-18-((7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadia-
zol-4-ylJaminc)octadec-4-en-2-yl)acetamide  (18). Prepared
from amine 15 (50.0 mg, 0.14 mmol) according to the general
procedure for coupling with NBD group. The crude material
was purified by column chromatography on Si0, eluting with
CH,CL-MeOH (10 : 0 to 9.5 : 0.5) to give 18 (30.0 mg, 51%) as
an orange oil. R 0.60 (CH,Cl,-MeOH 8.5 : 1.5); [«]f =55 (c
0.25, CHCLy); vma(film)/em ™ 3305, 3076, 2926, 2853, 2706,
1674, 1621, 1585, 1529, 1297, 1243, 1202, 1040, 835, 721; 8y
(300 MHz, CDCl;) 8.49 (d, 1H, J = 8.6 Hz, CHyeup), 6.46 (t, 1H, J
=4.8 Hz, NHNBD), 6.38 (d, 1H, = 7.4 Hz, NHCO), 6.17 (d, 1H, J
= 8.7 Hz, CHygp), 5.78 (dtd, 1H, J = 15.4 Hz, ] = 6.8 Hz, [ = 0.6
Hz, CH=CHCHy,), 5.53 (ddt, 1H, J = 15.5 Hz, ] = 6.3 Hz, J = 1.1
Hz, CH=CHCH,), 4.34 (dd, 1H, J = 5.0 Hz, ] = 4.2 Hz, CHOH),
3.97 (dd, 1H, J = 11.1 Hz, J = 3.6 Hz, CH,0H), 3.91 (dq, 1H,J =
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7.4 Hz, ] = 3.7 Hz, CHNH), 3.71 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, J = 3.0 Hz,
CH;0H), 3.49 (q, 2H, J = 7.0 Hz, CH,NHNBD), 2.05 (q, 2H, J =
6.9 Hz, CH=CHCH,), 2.05 (s, 3H, CH,C=0), 1,81 (qt, 2H, J = 7.1
Hz, CHy), 1.6-1.2 (m, 20H, CH,); 8¢ (75 MHz, CDCl;) 170.8
(c=0), 144.3, 144.0 (2 x Cp), 1365 (CHygp), 134.1
(CH=CHCH,), 128.8 (CH=CHCH,), 123.8 (Ci), 98.5 (CHxan),
74.7 (CHOH), 62.4 (CH,0H), 54.4 (CHNH), 44.0 (CH,NHNBD),
32.2, 29.5, 29.4, 29,3, 29.1, 25.0, 29.0, 28.4, 26.9 (11CH,), 23.4
(€H,); miz (HRMS, CI) 542.2944 (M + Na', C,;H,;N;O.Na
requires 542.2955).

Biology

Binding assays. Binding assay af compound 16, C6-NBD-Cer
and C5-DMB-Cer to GERT and START domain. For each binding
assay, 200 pmol of recombinant CERT (14.2 pg, 25 uL of a 0.57
mg mL ' commercial solution) or START domain (6.5 pg, 13
uL of a 0.5 mg mL ™' commercial solution) were dissolved in
Tris-buffered saline solution (TBS) (34 pL and 46 uL
respectively) in an Eppendorf tube. For a negative control,
TBS (total volume: 59 pL) was added in place of the proteins.
The fluorescent probe (16, 17, 18, C6-NBD-Cer or C5-DMB-Cer)
(100 pmol, 2 pL of 0.05 mM ethanolic stock solution) and TBS
(30 pL) were added to the tube and the mixture was incubated
at 37 °C for 30 min. Then TALON® metal affinity resin (30 pL
of 50% (v/v) pre-equilibrated with wash buffer) was added to
the mixture and incubated for 10 min at room temperature
with rotary shaking, After centrifugation (14 000 x g, 30 5), the
supernatant was collected as the “free fraction”. For washing,
the resin was suspended in TBS (75 pL) containing 10 mM
imidazole, and after centrifugation (14 000 x g, 30 s), the
supernatant was collected as the “wash fraction 1". This
washing step was repeated to give the “wash fraction 2”. To
liberate the protein bound to the TALON® resin, the resin was
suspended in TBS (75 pL) containing 250 mM imidazole and
incubated for 5 min at room temperature. After centrifugation
(14 000 x g 30 s), the supernatant was collected as the
“bound fraction”. A solution of chloroform/methanol (1 : 2 (v/
v}, 3.75-fold volume of each fraction) was then added to each
collected fraction, mixed and centrifuged (14 000 x g, 30 s).
Finally, to retrieve residual fluorophores non-specifically
bound to the resin and tube, TBS (85 pL) and chloroform/
methanol mixture (1 : 2 (v/v), 375 uL) were added to the resin
in the tube, mixed, and centrifuged (14 000 x g, 30 s). The
supernatant was collected as the “residual fraction”. For each
fraction, the fluorescence was quantified with a Cary Eclipse
spectrofluorimeter (DMB: excitation at 480 nm; emission at
515 nm and NBD: excitation at 465 nm; emission at 530 nm).

Binding assay of compound 16 to START domain in the presence
of u competitor. 200 pmol of START domain (6.5 pg, 13 pLof a
0.5 mg mL * commercial solution) were dissolved in TBS (46
pl) in an Eppendorf tube. The competitor (200 pmol, 2 uL of
0.1 mM ethanolic stock solution or, in case of the dose-
response experiments, 2-2000 pmol, 2 pL of 0.001-1 mM
ethanolic stock C18-ceramide solution) and TBS (30 plL) were
added to the tube and the mixture was incubated at 37 °C for
30 min. The fluorescent probe 16 (200 pmol, 2 uL of 0.1 mM
ethanolic stock solution} and TBS (30 pL) were added to the
tube and the mixture was again incubated at 37 °C for 30 min.
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Then TALON® metal affinity resin (30 pL of 50% (v/v) pre-
equilibrated with wash buffer) was added to the mixture and
incubated for 10 min at room temperature with rotary shaking.
From that point, the same protocol as for the binding assay
without competitor was applied (vide supra) and the fluores-
cence of each fraction was quantified with a Cary Eclipse
spectrofluorimeter (NBD: excitation at 465 nm; emission at
530 nm).

Metabolism experiments. Cultured cells including B16F10
mouse melanoma, Chinese hamster ovary (CHO) and human
embryonic kidney (HEK293T) cells, were incubated with an
ethanolic solution of fluorescent ceramide analogues (final
concentration of ceramide 5 pM; final ethanol concentration
0.1%). After the indicated times, cells and media were
collected and lipids were extracted using chloroform and
methanol. The lipid extracts were analysed by thin-layer
chromatography (TLC) using chloroform/methanol/ammonia/
water (70/30/4/1, by vol.) as developing solvent. Fluorescent
lipids were detected under a UV lamp and quantified using a

Typhoon imager.

In vitro ceramidase assay. Cell lysates were prepared from
Farber disease (FD) fibroblasts that were transduced (AC5x) or
not with a retroviral vector encoding human acid cerami-
dase.*” Also, lysates were prepared from HEK293T cells that
were transiently transfected with a pcDNAS empty vector or a
peDNAS plasmid carrying the ¢cDNA for human acid cerami-
dase {pcDNAS-AC). Cell lysates were incubated for 2 h at 37 °C
with the fluorescent ceramide analogue (75 M) suspended in
a detergent mixture containing Triton X-100 (0.025%), Tween
20 (0.01%), Na cholate (0.04%) and 0.125 M citrate-phosphate
PH 4 buffer. Then, lipids and were extracted, separated by TLC
using chloroform/methanol/ammonia (90/10/1, by vol.) as
developing solvent, and visualized as described above.

Imaging. Cell culture. CHO LY-A mutant and LY-A/hCERT
cell lines, obtained from the laboratory of Prof. T. Levade, were
cultured in DMEM/Glutamax supplemented with 10% foetal
calf serum in an humidified atmosphere of 5% CO, at 37 °C.
G418 (0.4 mg m1~*) was added to the-culture media for the LY-
A/hCERT CHO cells.

Cell labelling. Cells were seeded in Lab-Tek chamber slides
24 h before labelling. Cells were incubated with the indicated
concentrations of C6-NBD-Cer, C5-DMB-Cer or the NBD-
labelied ceramide analogue 16 at 4 °C for 30 min in culture
media without serum. Cells were then washed in PBS (T = 0)
and incubated at 33 °C in the presence of culture medium with
10% serum for additional 30 min.

Image wacquisition and analysis. Live cells images were
acquired uging an inverted microscope (Axiovert, Zeiss), fitted
with a Roper COOLsnap ES CCD camera. Cells were imaged by
using ax20 objective (NA 0,5) and a FITC/GFP filter set. Tmages
were processed using Metamorph and Image] softwares.
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Chapitre 2 : Méthodologie d’identification d’antagonistes potentiels de la protéine CERT

3) Conclusion intermédiaire
Ces travaux ont permis de développer une nouvelle sonde C16-céramide-NBD qui présente le méme
comportement que le céramide naturel dans la cellule et une bonne reconnaissance par la protéine.
Cette sonde est un outil utile dans I’évaluation ex vivo et in vitro de la reconnaissance de ligands de la
protéine CERT. En effet, elle offre une gamme d’utilisation, validée ou potentielle :

- Comme sonde fluorescente de céramide remplacant le C5-DMB- Cer et le C6-NBD-Cer dans le test
de liaison spécifique in vitro.

- Du fait de ses propriétés physicochimiques plus proche du Cer naturel, limitant ainsi sa diffusion
spontanée intermembranaires, elle pourrait étre utilisée :

- comme sonde fluorescente de céramide remplagant le C5-DMB-Cer et le C6-NBD-Cer dans les
essais ex vivo de suivi de redistribution du céramide fluorescent, en présence ou non de
compétiteur.

- potentiellement, en tant que sonde fluorescente de céramide dans l'essai in vitro de
transport intervésiculaire. Elle substituerait alors le céramide radiomarqué dans la vésicule
phospholipidique donneuse. L’évaluation de la quantité de céramide transféré, en présence
ou non de compétiteur, se ferait ainsi par mesure de l'intensité de fluorescence entre les
vésicules acceptrices (surnageant) et les vésicules donneuses (résidu).

Ces travaux d’optimisation du test de liaison spécifique ont permis d’accéder a un test in vitro de
reconnaissance d’un ligand par le domaine START. Ceci a rendu possible la corrélation entre les
résultats d’interactions in vitro des ligands avec START et les résultats in silico, dans le but de valider
la méthode d’arrimage développée.
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Chapitre 2 : Méthodologie d’identification d’antagonistes potentiels de la protéine CERT

III. Méthode d’identification de nouveaux ligands

Suite au développement du test in vitro de liaison spécifique au domaine START, les scores calculés
pour chaque ligand par la méthode d’arrimage précédemment développée ont pu étre corrélés aux
valeurs expérimentales de liaison in vitro. Un travail d’optimisation de ces scores a ensuite été réalisé
dans le but d’obtenir une méthode prédictive d’identification in silico de ligands du domaine START.

1) Corrélation in silico & in vitro

Dans un premier temps, nous avons sélectionné un ensemble de composés pour lesquels des
données relatives a leur interaction avec la protéine CERT était connue dans la littérature (qu'’il
s’agisse d’un transfert intermembranaire * ou de structures co-cristallines “ ?). Cet ensemble a été
soumis au test de liaison spécifique développée au laboratoire. Nous avons ajouté a cette sélection
des composés de structure proche du D-erythro-céramide, tels que le D-ribo-phytocéramide
(PhytoCer), le (S)-didécanoylglycérol (DDR), la D-erythro-sphingosine (Sph), le glucosylcéramide
(GlcCer) et la sphingomyéline (SM). Les deux stéréoisomeres du HPA-12, le (1R,3R)-HPA-12,

initialement reporté comme le stéréoisomére le plus actif et co-cristallisé avec START,* **
£ 3436
7’

et le
(1R,3S)-HPA-12, structure révisée du stéréoisomeére le plus acti ont été ajoutés a cette
sélection. Le cholestérol, lipide non reconnu par CERT et structurellement éloigné du céramide, a été

choisi dans I’étude comme contréle négatif.
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Figure 23 — Structures des composés évalués in vitro et in silico

Dans ce test de liaison spécifique, le compétiteur est pré-incubé avec le domaine START étiqueté
avec I'histidine, puis la sonde fluorescente est ajoutée. Apres incubation, le complexe est fixé sur la
résine d’affinité métallique, permettant le lavage de la sonde non liée, suivie de I’élution du
complexe START-sonde fluorescente. Le rapport entre l'intensité de fluorescence de la « fraction
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lige » et de I'ensemble des fractions de lavage, dites « fractions non liées », permet de quantifier la
liaison de la sonde au domaine START. Le déplacement de la sonde par un compétiteur entraine une
diminution de l'intensité de fluorescence de la « fraction liée » par rapport a une expérience sans
compétiteur. L'ensemble des résultats représentant le pourcentage de liaison de la sonde par
rapport a une expérience témoin sans compétiteur, est reporté dans la Figure 24.

mJ[{J[

80

i
“

G0

10

]
L

20

Intensité de fluorescence de la fraction liée
% du controle

Sans GleiZer  Cholestérol B [EIKl Sph Zer (B 5)-HRA-L2{R R)-HPA-L2 Phytoier
comptiteur

Figure 24 — Test de liaison de la sonde C16-NBD-céramide en présence de compétiteurs

Parmi ces composés, on distingue trois groupes de ligands. Le premier groupe, composé du GlcCer,
du cholestérol et de la SM, ne présente pas de baisse significative de I'intensité de fluorescence de la
fraction liée en comparaison au contréle. Cette absence de reconnaissance par le domaine START est
en accord avec la littérature. En effet, la structure polycyclique du cholestérol est trés éloignée de
celle du céramide, et le résidu en position O-1 du GlcCer et de la SM est particulierement
volumineux. Ce comportement est aussi cohérent avec I'absence d’extraction et de transfert de ces
lipides dans I'essai de transfert intervésiculaire de Hanada.”’ Le DDR et la Sph constituent le
deuxieme groupe de ligands. Leur compétition avec la sonde entraine une diminution de l'intensité
de fluorescence d’environ 50%, indiquant une reconnaissance modérée par START en accord avec la
proximité structurale de ces composés avec le céramide. Bien que le DDR soit trés faiblement
transporté par CERT (5 a 10% par rapport au transfert du céramide) et que le transfert de la Sph soit
inexistant dans I'essai de transfert intervésiculaire,”® I'existence d’une structure RX du domaine
START co-cristallisé avec le DDR confirme cette reconnaissance. Le test de compétition évalue
uniquement la liaison du composé avec le domaine START, alors que le test d’extraction et transfert
intermembranaire prend en compte I'ensemble des fonctions de la protéine CERT, phénomeéne
complexe faisant intervenir successivement plusieurs interactions. Cette différence peut expliquer la
disparité observée entre ces deux tests. Par ailleurs, la liaison observée avec la Sph suggere, de fagon
importante pour la suite des travaux, que I'atome d’azote protonable d’une amine est apte a mimer
I'atome d’azote de I'amide du Cer. Enfin, le dernier groupe de ligands, composé du céramide, des
HPAs-12 et du PhytoCer, présente une forte compétition avec la sonde entrainant une diminution de
I'intensité de fluorescence de 75 a 80%. Cette forte reconnaissance du céramide, ligand naturel de la
protéine, et des HPAs, antagoniste de CERT, est en accord avec la littérature et les résultats de
transfert intervésiculaire de Hanada.?® Un paralléle entre le DDR et le PhytoCer peut étre établi, ce
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dernier étant fortement reconnu par START dans l'expérience de compétition tout en étant
moyennement transféré dans le test de transport intermembranaire.”

Apres évaluation des interactions de ces composés avec le domaine START, la méthode d’arrimage
moléculaire développée et décrite précédemment a été appliquée a cette série de composés.
L’'ensemble des scores pour les poses retenues pour chaque ligand ainsi que le pourcentage de
liaison de la sonde par rapport au controle sont reportés dans le Tableau 5, permettant de mettre en
regard les résultats in silico et in vitro.

Tableau 5 — Données in silico et in vitro des ligands de START

Nom MolDock Rerank LI?;Z’L‘:):}ZZ;:? ©
[10]Glucosylcéramide -234,52 -168,16 93,8+4,97
[02]Cholestérol -131,95 -107,37 91,945,36
[03]Sphingomyéline -250,57 -185,31 85,1+2,57
[21]DDR -161,94 -121,59 52,1+5,63
[06]Sphingosine -124,58 -96,14 47,3+0,68
[01] C16-D-erythro-céramide -232,19 -168,27 28,416,04
[30]R SHPA 12 -149,68 -115,42 27,715,71
[02]R R HPA 12 -153,89 -121,60 25,5+3,16
[36]D-ribo-phytocéramide -192,87 -146,19 16,3+4,20

Pour chaque compétiteur, plus les valeurs des scores Moldock et Rerank sont faibles, meilleure est
I'interaction in silico. D’autre part, plus la liaison de la sonde céramide est faible, meilleure est
I'interaction in vitro. Les interactions les plus fortes sont reportées en vert dans le tableau, les
interactions moyennes en orange et les interactions faibles en rouge. A I'exception du cholestérol et
du céramide, il n'y a pas de corrélation entre les résultats in silico et in vitro. Les scores Moldock et
Rerank ne suffisent pas a eux seuls pour évaluer convenablement l'interaction d’un ligand avec le
domaine START. D’autres descripteurs doivent étre pris en compte dans la méthode.

2) Limites et optimisation de la méthode

L’analyse des scores Moldock et Rerank obtenus pour cette série de composés indique que la SM, le
GlcCer et le céramide sont les mieux reconnus par START; puis par ordre de reconnaissance
décroissant, le PhytoCer, le DDR, les HPAs, le cholestérol puis la Sph. Cette sélection des ligands peut
étre biaisée dans le cas des ligands a fort poids moléculaire d0 a une contribution non significative
des interactions lipophiles associées aux longues chaines aliphatiques.’’” Ainsi, afin de minimiser la
contribution des poids moléculaires dans I'évaluation de I'énergie des complexes ligand-protéine,
deux descripteurs normalisés : LE1 et LE3,"**’ sont considérés dans I'étude de corrélation in silico et
in vitro. Les LE1 et LE3, pour Ligand Efficiency, correspondent respectivement aux scores Moldock
et Rerank divisés par le nombre d’atomes lourds tels que C, N et O (Heavy atoms ou HA). Les valeurs
de ces descripteurs sont reportées dans le Tableau 6. Le méme code couleur est utilisé dans ce
tableau : meilleures valeurs en vertes, moyennes en orange et faibles en rouge.
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L'analyse du Tableau 6 indique une forte corrélation entre les scores Moldock et Rerank et le
nombre d’atomes lourds. Les meilleurs scores correspondent aux ligands ayant le nombre d’atomes
lourds le plus important. Cela confirme ainsi que le poids moléculaire des ligands doit étre considéré

pour ne pas introduire un biais dans I’évaluation des interactions ligand-protéine.

Tableau 6 — Données in silico pondérées et données in vitro des ligands de START

Nom MolDock Rerank Heavy atoms LE1 LE3 Haison de la sAonde
(% du controle)
[10]Glucosylcéramide -234,52 -168,16 49 -4,79 -3,43 93,8+4,97
[02]Cholestérol -131,95 -107,37 28 -4,71 -3,83 91,945,36
[03]Sphingomyéline -250,57 -185,31 48 -5,22 -3,86 85,1+2,57
[21]DDR -161,94 -121,59 28 -5,78 -4,34 52,1+5,63
[06]Sphingosine -124,58 -96,14 21 -5,93 -4,58 47,340,68
[01] C16-D-erythro-céramide -232,19 -168,27 38 -6,11 -4,43 28,416,04
[30]R SHPA 12 -149,68 -115,42 26 -5,76 -4,44 27,745,71
[02]R R HPA 12 -153,89 -121,6 26 -5,92 -4,68 25,5+3,16
[36]D-ribo-phytocéramide -192,87 -146,19 31 -6,22 -4,72 16,3%4,20

Lorsque les LE1 et LE3
corrélation entre les résultats in silico et in vitro. Les composés n’ayant pas ou tres peu d’interaction

sont comparés a la liaison de la sonde, on observe une tendance a la

avec START sont identifiés avec les plus mauvaises valeurs de LE1 et LE3 (scores en rouge dans le
Tableau 6). A I'inverse, les composés ayant une interaction modérée ou forte avec START présentent
les meilleurs valeurs de LE1 et LE3 (scores en orange ou vert dans le Tableau 6).

Cette corrélation est visualisée sur les graphiques A et B de la Figure 25 représentants le LE1 et le
LE3 respectivement en fonction de la liaison résiduelle de la sonde apres compétition. Les composés
situés dans la zone en bas a gauche de ces graphiques seront alors reconnus par START et ceux situés
en haut a droite ne présenteront pas d’interaction avec la protéine. Le graphique C de la Figure 25,
représentant le LE3 en fonction du LEI, montre que ces deux descripteurs permettent de
discriminer les composés reconnus (représentés en vert, en bas a gauche du graphique), des
composés non reconnus (représentés en rouge, en haut a droite du graphique).
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Figure 25 — Corrélation du LE1, LE3 et de la liaison de la sonde

Les descripteurs LE1 et LE3 sont ainsi capables d’identifier les ligands reconnus par START et ceux
qui n"auront aucune interaction. En revanche, ces descripteurs ne peuvent pas différencier une
interaction forte d’une interaction modérée. D’autres facteurs, tels que I'analyse du réseau de
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liaisons hydrogenes entre la partie polaire du ligand et START et l'analyse des interactions
hydrophobes entre les chaines lipidiques du ligand et START, doivent étre pris en considération pour
évaluer plus finement l'interaction d’un ligand avec la protéine.

3) Validation de la méthode
Afin de confirmer la corrélation in silico/in vitro observée sur la premiére série de composés, une
nouvelle étude de corrélation in silico et in vitro a été effectuée sur une deuxiéme série de composés,
disponibles au laboratoire ou facilement accessibles, le nombre de composés étudiés devenant alors
suffisant pour valider la méthode.

La sélection des composés a été réalisée selon trois criteres prenant notamment en compte les
éléments de reconnaissance recueillis précédemment :

i) Structures amphiphiles pouvant développer des interactions avec la zone polaire et la zone
hydrophobe de la cavité du domaine START (par analogie avec le Cer et 'HPA-12).

ii) Structures contenant une amine et des groupements hydroxyles (par analogie avec la Sph)
pouvant générer des interactions fortes avec la région hydrophile de la poche de liaison.

iii) Structures cycliques relativement rigides présentant un nombre restreint de conformations
potentiellement actives, selon une stratégie classique de rigidification structurale.

Ainsi différents iminosucres (AR400, AR402 et CN015704V), un analogue du PhytoCer (SFA40) et des
analogues contraints des HPAs (TolSC-10 et DM744) ont été sélectionnés. En plus de répondre aux
critéres de sélection structurale, la jaspine B, composé cytotoxique d’origine naturelle, est connue
pour inhiber la synthése de novo de la SM (cf. Chapitre Ill). La jaspine B et des analogues (AR285, ent-
jaspine B et SB140) ont alors été ajoutés a cette sélection.

oH o o

OH
" HOQ_~ HO., : NS
E i an A U R GO B S i Mo
HN 12 N HO. -~y (M OH HN HO
i N7 A
AR400 AR402 CNO15704v sFago © TelSC-10

HO HO HO HO \” e
HZNHH.O“ "o H;NM H N @Vﬁ} HzNw-OM\%/z HoT ~—OH
o O o) NH - N
Y
Jaspine B ent-jaspine B SB140 AR285 O DM744

Figure 26 — Structures de la deuxieme série de composés évalués in silico et in vitro

Les résultats des évaluations in silico et in vitro de cette série de composés sont reportés dans le
Tableau 7.
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Tableau 7 — Données in silico pondérées et données in vitro de la deuxiéme série de composés

Nom MolDock Rerank Heavy atoms LE1 LE3 B sAonde
(% du controle)
[07]JaspineB -132,05 -106,73 21 -6,28 -5,08 24,2+3,25
[06]ent-jaspineB -127,63 -106,65 21 -6,07 -5,07 36,7+0,33
[07]AR400B -139,65 -112,77 22 -6,34 -5,12 35,5+6,37
[38]AR285 -154,18 -123,99 25 -6,16 -4,95 53,416,20
[19]AR402 -104,46 -85,69 16 -6,52 -5,35 36,318,48
[34]SFA40 -185,2 -138,21 31 -5,97 -4,45 34,7+5,63
[19]DM744 -185,99 -137,21 32 -5,81 -4,28 57,1+14,0
[00]TolSC-10 -141,22 -114,32 27 -5,23 -4,23 73,4+4,51
[17]CNO15704V -129,7 -103,1 22 5,89 | -4,68 47,9+10,0
[03]SB140 -133,27 -107,05 21 -6,34 -5,09 35,8+6,07

Cette série de composés présente la méme tendance que la premiere série. Les composés n’entrant

pas en compétition avec la sonde fluorescente céramide présentent de mauvais scores LE1 et LE3

(en rouge). Les composés ayant une interaction in vitro forte ou modérée avec START présentent les

meilleurs scores LE1 et LE3 (orange ou vert).

Comme pour la premiere série, les descripteurs LE1 et LE3 permettent de discriminer les composés

ne présentant aucune interaction avec START de ceux ayant une interaction forte ou modérée (cf.

Figure 27).
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Figure 27 — Corrélation du LE1 et de la liaison de la sonde, ainsi que du LE1 et LE3, sur I’'ensemble des composés

Ainsi, cette méthode in silico fait émerger deux catégories de composés : ligands de START ou non

ligands. Les scores LE1 et LE3 sont donc un premier filtre exclusif mais non prédictif de I'interaction

entre le ligand

et la protéine.

L'analyse visuelle des poses retenues et |'analyse de leur réseau d’interactions avec START

permettent une deuxieme sélection des composés reconnus par la protéine (cf. Tableau 8). L’analyse
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visuelle vise a controler la superposition de la partie polaire du ligand avec celle du céramide co-
cristallisé (superposition des fonctions amide ou amine des ligands avec la fonction amide du
céramide, superposition des groupements hydroxyles) et I'orientation des chaines lipidiques
(absence de géne stérique, méme orientation que les chaines des céramides et HPAs co-cristallisés).

Cette analyse permet d’identifier trois classes de composés sur I'ensemble des séries. La premiére
classe constitue les bons ligands de START (représentés en vert dans le Tableau 8). Elle est composée
des HPAs-12, du PhytoCer, de la Jaspine B et son énantiomere, du composé CN015704V et de la Sph.
La deuxiéme classe, incluant les analogues de la jaspine SB140 et AR285, les iminosucres AR400 et
AR402, I'analogue du phytocéramide SFA40 et I'analogue contraint de I'HPA TolSC-10, constitue les
ligands ayant une interaction modérée avec START (représentés en orange dans le Tableau 8). La
derniére classe, composée de |'analogue contraint de ’'HPA DM744, du cholestérol, du GlcCer et de
la SM, représente les molécules n’ayant pas ou trés peu d’interactions avec START (en rouge dans le
Tableau 8).

Tableau 8 — Poses calculées des ligands de START superposées avec la pose cristallographique du C16-Cer (en gris)

(1R,3R)-HPA-12

—

(1R,3S)-HPA-12
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_ Shingosine

GlcCer
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En combinant les résultats du premier filtre avec cette deuxieme sélection, le groupe de composés
ligands de START est réduit aux HPAs-12, PhytoCer, jaspine B et ent-jaspine B, en accord avec les
résultats du test de liaison FLINT in vitro. Cette méthode in silico, basée sur I'analyse des scores LE1
et LE3 puis 'analyse des poses calculées, constitue un filtre efficace, bien que perfectible, dans
I'identification qualitative d’antagonistes potentiels de la protéine CERT. En effet, des indices, autres
que Heavy atoms, peuvent étre pris en considération pour normaliser les scores issus du docking et
améliorer la corrélation entre les valeurs expérimentales et calculées.®® Des critéres liés a la
perméabilité du composé (coefficient de partition logP) ou a sa topologie (indice de Wiener W)
pourront ainsi étre introduits ultérieurement dans la méthode. Néanmoins, la méthode
précédemment développée et validée sera utilisée pour le criblage in silico et la conception
rationnelle de ligands du domaine START. L’article suivant reprend les principaux résultats pour la
validation de la méthode.*
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A highly compartmentalized enzymatic network regulates the

pro-apoptotic and proliferative effects of sphingolipids. Over-

conversion of ceramide (Cer) correlates with insensitivity to
apoptos:s signaling (m response to chema:hempﬂ and to

drug resistance of cancer cells. De nove sphingomyelin biosyn-

thesis relies on non-vesicular ceramide trafficking by the CERT
{CERamide Transfer) protein. Therefore, blocking CERT transfer,
thus leading to increased intracellular ceramide availability,
represents a potential anticancer strategy. Our study is based

on the implementation of an in vitro binding assay, supported

by in silico molecular docking. It constitutes the first attempt
to explore at the molecular level for the identification of novel

CERT ligands. This apj roach s the first step toward in silico

design and optimization of CERT inhibitor candidates, poten-
tially relevant as innovative ceramide-transfer-targeting thera-
peutic agents..

Sphingolipids (SLs), ubiquitous components of eukaryotic cells,
are involved in both membrane structure and cell signaling. A
highly compartmentalized enzymatic network regulates the
pro-apoptotic (ceramide, sphingosine) and proliferative (gluco-
sylceramide, sphingosine-1-phosphate) effects of SLs." Cancer
cells exhibit an unbalanced equilibrium between the pools of
tumor-promoting and -suppressing SLs in favor of the prolifer-
ative compounds.” This can arise from reduced intracellular
pro-apoptotic ceramide (Cer) as a consequence of enhanced
degradation or increased transformation into glucosylceramide
(GlcCer) or sphingomyelin (SM).®" Over-conversion of Cer is as-
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sociated with insensitivity to apoptosis signaling induced by
chemotherapy and consequent drug resistance of cancer
cells” Unlike for the inhibition of Cer glucosylation,”’ control-
ling the Cer-SM pathway to restore significant intracellular Cer
rate has only recently been explored.”

In de novo SL biosynthesis, Cer is generated in the endo-
plasmic reticulum (ER) and transferred to the Golgi apparatus
to be functionalized at the primary hydroxyl (Scheme 1).” De
novo SM biosynthesis specifically relies on non-vesicular ce-
ramide trafficking by the ceramide transfer protein CERT (CE-
Ramide Transfer).® |nactivation and caspase cleavage of this
protein was shown to be a cellular response to pro-apoptotic
stress.”! CERT expression is higher in drug-resistant cell lines,""”
and genetic or pharmacological CERT inhibition resulted re-
sensitization of cancer cells to chemotherapeutic agents like
taxanes." Blocking CERT-mediated inter-organelle transfer led
to increased intracellular ceramide availability, and thus repre-
sents a potential anticancer strategy.”

CERT is a cytosolic 68 kDa multidomain protein." The N-ter-
minal Pleckstrin homology (PH) domain (~120 residues) is re-
sponsible for CERT localization to the Golgi apparatus.™® The
central region (-250 residues) contains a serine-rich (SR) motif
and the FFAT (diphenylalanine (FF} in an acidic tract) motif that
targets the ER'™® The C-terminal START (STercidogenic Acute
Regulatory protein-related lipid Transfer) domain (~210 resi-
dues) has a long amphiphilic cavity specific for p-erythro-ce-
ramide; while the latter is per se responsible for the Cer bind-
ing, the three regions are necessary for the transport activity

of the protein."®

A single family of CERT inhibitors, HPA, is known.'” HPA-12
was identified as a specific inhibitor of ceramide trafficking in
2001, before the report of the CERT-associated non-vesicular
ceramide transfer mechanism.”® Among the four diastereoiso-
meric HPAs, only a single pair of enantiomers (18*3R* correct-
ed later as 1R%35%)," was individually evaluated for inhibition
of de novo SM production. The most potent HPA sterecisomer,
to which the (18,3R) stereochemistry was initially assigned,'”®
has been recently revised as the (1R.35) stereoisomer”" How-
ever, no structure-activity relationship evaluation of individual
HPA diastereoisomers has been reported, in particular regard-
ing their distinct molecular mode of interaction with the pro-
tein, as previously identified by X-ray crystallography for the
{1R.3R) derivative (vide infra).

Because of the relevance of inhibition of CERT-mediated Cer
trafficking to anticancer strategies, development of a practical
approach for the design and identification of new CERT ligands

ChemBioChem 2014, 15, 2522 -2528 2522
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both as the (1R,3R) (initially reported) and (1R,35) (corrected)
stereoisomers. Cholesterol was selected as an intentionally un-
related lipid sterol.

In vitro competition experiments with the recombinant
human START domain of CERT and a designed ceramide fluo-
rescent probe were carried out?* In our recently developed
procedure, the ability of a given molecule to bind to the
START domain of CERT is inversely related to probe fluores-
cence intensity. The results are summarized in Figure 1. In this
binding assay, the His-tagged recombinant protein was first
pre-incubated with the potential ligand. An equimolar amount
of fluorescent ceramide probe was then added, and, after a
period of incubation, the resulting complex was bound on a
metal affinity resin, thereby allowing washing of the unbound
probe prior to elution of fluores-
cent ceramide-START complex.
The ratio between the fluores-
cence Intensity of this bound
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Scheme 1. Ceramide maturation pathways.

is needed. We describe here our first results in this aim, based
on the implementation of an in vitro binding experiment sub-
stantiated by in silico molecular docking.

First, we selected a set of Cer-related compounds for which
recognition of CERT was reported to occur (or not) on the
basis of cell-free (inter)ymembrane transfer/extraction data®¥
or co-crystallized X-ray structures (vide infra)?*?* CERT is
known to be highly selective toward p-erythro-ceramides.
Close double-chain analogues, such as p-ribo-phytoceramide
(PhytoCer) or (S)-didecanoylglyceral (DDR), were included.
Other Cer-related derivatives, both the parent single-chain b-
erythro-sphingosine (Sph) and O1-functionalized derivatives
GlcCer and S5M, were also evaluated. HPA-12 was included,

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

competitor, and compound
binding was quantified by this
percentage of fluorescence di-
minution. Three pools of mole-
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Figure 1. Binding assays of a Cer flucrescent probe to the START domain in
the presence of competitors. The bars represent the probe fluorescence as
a percentage of the control value (without competitor). Results are means
from triplicate experiments.
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cules were identified; low (GlcCer, cholesterol, SM), intermedi-
ate (Sph, DDR), and strong (HPA-12, Cer, PhytoCer) protein rec-
ognition.

Pre-incubation with GicCer, cholesterol and SM did not lead
to any significant decrease in fluorescence, consistent with
their structural dissimilarity from p-erythro-ceramide. Notably,
the absence of recognition for this first pool of lipids is consis-
tent with the presence of the bulky substituent on the primary
alcohol, likely to impair protein binding and in agreement with
their lack of (inter)membrane extraction/transfer by CERT in a
cell-free system .

Competition experiments (Supporting Information) with (5)-
didecanoylglycerol (DDR) and p-erythro-sphingosine revealed
approximately 50% decrease in fluorescence, thus indicating
that these lipids appreciably bind to the START domain. The
substantial recognition of DDR and sphingaosine by the START
domain is consistent with their similarity to p-erythro-ceramide.
Yet, CERT-mediated lipid extraction or intermembrane transfer
activity for various diacylglycerols was very weak (only 5-10%
of that of natural ceramide) and nonexistent for sphingosi-
ne.®™ 2 This discrepancy can be attributed to the fact that
whereas competition experiments only evaluate the extent of
ligand binding to the START domain, lipid-extraction and inter-
membrane transfer assays quantify the overall protein function.
CERT transfer is indeed a complex multistep process invelving
several successive interactions, such as protein-membrane,
lipid-membranie, and lipid-protein. The data here suggest that
its efficiency is not governed solely by protein-lipid interaction.
The reported cocrystallized X-ray structure of DDR with the
START domain (PDB IDs: 229Z, 2Z9Y),”* which indicates of an
appreciable degree of molecular recognition, is in line with this
analysis.

The natural CERT ligand Ci¢-p-erythro-ceramide and both
stereoisomeric synthetic inhibitors {1R,3R)- and (1R,35)-HPA-12
gave roughly 75% reductions in fluorescence, thus evidencing
strong competition with the fluorescent probe. Even stronger
binding to the START domain was observed for the close ana-
logue p-ribo-phytoceramide (>80% decrease in fluorescence).
The results obtained for this last pool of ligands deserve com-
ment.

p-Ribo-phytoceramide emerged as the best START domain
ligand (Figure 1). As the efficiency of CERT-mediated extrac-
tion/transfer of this ceramide has been reported to be less
than 50% of that of the natural ligand o-erythro-céramide,® %
this situation parallels that of DDR and sphingosine. Notably,
p-ribo-phytoceramide possesses a stereochemical pattern iden-
tical to that of the most active (1525,3R) diastereoisomer of a
series of 2-hydroxylated analogues of HPA.?”

We then turned our attention to in silico docking to gain in-
sights into the mode of interaction between this first set of
ligands and the CERT START domain binding pocket.

Crystallographic structures of the START domain in its un-
bound form and co-crystallized with C,, C;, and C,; p-erythro-
ceramides™ or (1R,3R)-HPAs™" of C,; to C,; acyl chain length,
and DDR have been reported. Co-crystallized X-ray diffraction
structures show that the CERT START domain has a big amphi-
philic cavity in the center of the protein where a single Cer

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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(PDB IDs: 2E3N, 2E30, 2E3P, 2E3Q, 2E3R, 2E35), HPA or diacyl-
glycerol molecule is inserted.”** This cavity is composed of
nine curved P-sheets covered by three u-helices (a2, 43, and

o4). Two loops are between B5-p6 (€21) and p7-p8 (£22). The

unbound form (PDB ID: 2E3M) and Cer-bound structures show
an opening surrounded by residues of a3 and Q1. This open-
ing allows the terminus of the sphingosine backbone to get
out of the cavity for C;¢- and C,e-Cer. In HPA-bound structures
(PDB IDs: 3H3Q, 3H3R, 3H35, 3H3T) the cavities are completely
closed by a conformational change of Trp473 on the Q1 loop.
Regarding their polar heads, Cer, HPAs, and diacylglycerol dis-
play comparable conformations and interaction networks with
the surrounding protein amino acid residues (typically Tyr553,
Glu446, GIn467, Asn504, and to a lesser extent Argd42). The
aliphatic chains of these ligands also follow common “lipidic
pathways” along the hydrophobic walls of the cavity®™ A
docking investigation (Supporting Information) using Molegro
Virtual Docker 5.5 software (http://www.clcbio.com/) with the
Moldock scoring scheme was performed.”® The set of crystal-
lographic CERT structures gives information about invariant
components of the structures, particularly the hydrogen bond-
ing network surrounding the polar heads of the lipids. In order
to improve the docking protocol this structural information
was used to define templates (pharmacophores) in terms of
chemical features (hydrogen donors, hydrogen acceptors,
steric constraints). The docking procedure included ligand and
residue flexibility (42 amino acids surrounding the binding site
cavity), The 2E3P structure® (chain A) was used in this analy-
sis.

The resulting docking method was shown to reproduce the
crystallographic arrangement of the natural ligands p-erythro-
ceramides and the (18,3R)-HPA inhibitors with different chain
lengths, as well as (S}-didecanoylglycerol. Despite the high
number of rotatable bonds, the simulated complexes with
lowest energies were found to be in very good agreement
with the co-crystal X-ray diffraction structures for all three
ligand families (superimpositions for Ci;-p-erythro-ceramide
(RMSD 1.74) and (1R,3R)-HPA-13 (RMSD 0.79) in Figure 2; (S)-di~
decanoylglycerol (RMSD 1.02) in the Supporting Information).
In each case, the network of hydrogen bonds surrounding the

Figure 2. Superposition of the corresponding crystallographic structures
(gray) with lowest energy docked poses (green) of A) C..-o-erythro-ceramide
and B) (1R,3R)-HPA-13. The orientation and protein surface (orange) clipping
show the placement of the lipid polar heads at the left of the binding site
cavity.
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A)

Figure 3. Calculated hydrogen-bond network in the docked pose with CERT
START domain for A) 'C,_s—oeery_thro—ceramide and B) p-ibo-phytoceramide.

polar heads of the ligands in the X-ray structure was accurately
reproduced in the simulated complex (vide infra).

All the ligands of this first series were subjected to the in
silico docking method (Supporting Information). The lowest-
energy complex with o-ribo-phytoceramide, which was the

best START domain ligand in our in vitro biding assay (vide

supra, Figure 1), revealed that the polar head retains the core
set of hydrogen-bond interaction of o-erythro-ceramides
(Figure 3). This notably involves Tyr553 (with the amide car-
bonyl), Glu446 (with the amide NH but not with the primary al-
cohol), GIn467 (with the primary hydroxyl), and Asn504 (with
the secondary hydroxyl at C-3). There were also stabilizing hy-
drogen bonds between GInd67 and the secondary hydroxyl at
C-4 and between Tyr482 and the primary alcohol.

The two other cbmpound exhibiting strong responses in our

binding assay were (1 R_,SR)-'and {_1'R,3$‘}'~HPA-12_. with compara-

ble levels of recognition of the START domain.” A close in-
spection of the calculated complex of both HPA-12 stereoiso-
mers gave insightful information (Figure 4). The (1R,3R) config-

Figure 4. Calculated hydrogen-bond network in the docked pose with CERT
START domain for A) (1R,3R)-HPA-12 and B) (1R35}-HPA-12.

wuration of HPA-12 was recently corrected,?" and the (1R,3S)-

HPA-12 revised structure is stereochemically related to both -
ribo-phytoceramide and the (15,25,3R)-2-OH-HPA-12 derivatives
mentioned above. Yet, in the reported X-ray diffraction study,
the (1R,3S)-configuration was excluded by Kudo and co-work-
ers, on the basis of a potential steric clash between the
oxygen atoms of the hydroxyl and carbonyl groups.2* This ob-
servation was proposed to explain the better inhibitory activity
of the (18,3R)-derivative over other HPA sterecisomers.

As with p-erythro-ceramides, the polar head of (1R.38)-HPA-
12 develops a network of hydrogen bond involving Tyr553
(with the amide carbonyl), Glu446 (with the amide hydrogen
and the hydroxyl at C-1), and GIng67 (with the hydroxyl at C-
1). The secondary hydroxyl at C-3 points away from the amide
moiety (as noted by Kudo), and is thus directed towards the
cavity™ It develops an hydrogen bond with Asn504, thus
mimicking that of the secondary hydroxyl group at C-3 of
(phyto)ceramides.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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The docked structure ‘of (1R,35)-HPA-12 shows a clearly dif-
ferent disposition and interaction pattern. Compared to the
(1R.3R) isomer, conformational reorganization along the C-1-C-
2-C-3 backbone accommodates the secondary alcohol at the
35 position, still pointing toward the protein cavity but in the
opposite direction. The hydrogen bond with Asn504 is lost,
and the C-3 secondary hydroxy| interacts instead with GIn467,
Tyr482, and Arg442. This orientation and interaction pattern of
the 35 secondary alcohol of (1R,35)-HPA-12 reflects that of the
hydroxyl group at C-4 of phytoceramide, which we also identi-
fied as a good ligand. Another difference is that Asn504 binds
to the primary hydroxyl group, which, as a consequence of a
reversed orientation, does not interact with GIn467.

Overall, as the two HPA diasterecisomers formed clearly dis-
tinet complexes with the START domain, this docking study
supports the fact that the co-crystallized derivatives described
by Kudo for the most active HPA sterecisomers possess the
originally proposed (1R,3R) configuration, and. not the correct-
ed one (1R3S5). Taken together, these binding and docking
data also indicate that the two diastereoisomers would display
comparable protein recognition: both have the 1R configura-
tion allowing good mimicry of the key C-1 fragment of p-eryth-
ro-ceramide. Comptementa_ry hydrogen bond networks could
be developed with the 3R or the 3S secondary alcohol. This
study provides the first direct comparison between the two
epimers at C-3 of HPA in terms of their molecular recognition
of the START domain of CERT.

Next, we applied this method to a set of CERT ligand candi-
dates. We focused on amphiphilic structures, which can poten-
tially develop interactions with both polar and apolar regions
of the binding cavity. Emphasis was put on cyelic structures of
limited flexibility in our search for potential conformational
mimicry of the ceramide polar head. The protonatable nitro-
gen atom was anticipated to mimic the amide moiety of ce-
ramide in interacting with the carboxylate of the key residue

NH: -

oH OH OH

(8]
AR400 AR402 SFA40
OH OH OH
Hibls:or” SN HN SRR HaNa
1Z 11 12
6] (0] 0
jaspine B SB140 entjaspine B
OH
Hal g, 2N,
O 0
NH
AR285

Glu446. Inspired by our research on cytotoxic sphingolipid ana-
logues and surrogates, we first selected seven compounds
available in our laboratories.

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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We previously designed C-alkyl iminosugars as mimics of the
ceramide sphingosine backbone!® These compounds are cy-
totoxic inhibitors of GlcCer production (raising cellular ceram-

ide content). Pyrrolidine AR400 and the piperidine analogue

AR402 are representative members of this series. We have also
reported isomeric analogues of phytoceramide, resulting from
permutations of the C-2 and C-4 substituents along the: ali-
phatic skeleton.”® The significant CERT binding observed for
phytoceramide prompted us to select SFA40 as one of these
isaphytoceramides. Finally, based on our finding that cytotoxic
jaspine B triggered ceramide-induced apoptosis by inhibition
of de novo SM biosynthesis,” we included a synthetic sample
of the natural compound and three cytotoxic analogues: the

HOQ,,
V-O i
HO e ’ru\'L/r
N a
H {l i 3

CNO15704V

unsaturated derivative SB140,”” the enantiomer ent-jaspine
B*" and its aza-derivative AR285.°% The amphiphilic deriva-
tives CNO15704V,%* TolSC-10, and DM-744"* were included to
broaden the structural diversity.

The previously developed in vitro recognition study was ap-
plied to these ten candidates with the CERT START domain
(Figure 5). Four compounds (TolSC-10, AR285 DM744, and
CN015704 V) showed moderate binding (30-40% decrease in
fluorescence compared to 72% for the natural ceramide). Five
displayed more substantial binding (50-60% decrease), includ-
ing notably the synthetic isophytoceramide SFA40, ent-jaspine
B, and the unsaturated jaspine B analogue SB140. The most
potent ligand was jaspine B (76% decrease, comparable to
that for (1R,3R)-HPA-12).
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Figure 5. Binding assays of a Cer fluorescent probe to START domain in the
‘presence of competitors. The bars represent the probe fluorescence as a per-
centage of the control (without competitor), Results are means from tripli-
cate experiments.
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Figure 6. A) Superposition of the lowest energy jaspine B docked pose
{green) with crystallographic structure of C,-p-erythro-cetamide (gray; PDB
1D: 2E3P chain A; colored by secondary structute), The orieritation and pro-
tein surface {orange) clipping show the placement of lipid polar head on
the left of the binding site cavity. B) Calculated hydrogen-bond network in
the docked pose with CERT START domain for jaspine B.

All ten ligand candidates were investigated with the devel-
oped in silico docking method (see the Supporting Informa-
tion). A superposition of the lowest energy pose of jaspine B
with the crystallographic structure of C,-ceramide in complex
with the START domain suggests that the disposition of the
ligand in the binding cavity parallels that of the natural ligand
(Figure 6A). The tetrahydrofuran moiety of the natural com-
pound was found to mimic the polar head of p-erythro-ceram-
ide (protonated primary amine of jaspine B in place of the
amide nitrogen atom, and secondary hydroxyl group in place
of the characteristic primary alcohol of the sphingosine back-
bone). According to this docked complex, two key amino acid
residues involved in binding to the p-erythro-ceramide are also
implicated (Figure 6B). Glu446 (the most important for the Cer
transfer activity)’?® is strongly involved through both a hydro-
gen bond and an electrostatic interaction with the jaspine B
protonated amino group. GInd67, also identified as important
for CERT ceramide trafficking, is hydrogen-bonded to the sec-
ondary hydroxyl group. Tyr482 forms a strong hydrogen bond
with the secondary alcohol of jaspine B as does, to a lesser
extent, Arg442. The 14-carbon aliphatic chain of jaspine B also
develops hydrophobic interaction along the lipophilic of the

©°2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.chembiochem.org

binding cavity; this closely mimics the sphingosine backbone
of the natural ligand. The docked complex shows strong inter-
actions with Thr448 and His469, and, to a lesser extent, with
Vald72, Val480, and Glu575 (key residues for the recognition of
the sphingolipidic skeleton of p-erythro-ceramides). Additional-
ly, a strong stabilizing interaction was found with Lys470,
which is known to contribute to the hydrophobicity of the
cavity. A similar situation was observed for the unsaturated
jaspine B synthetic analogue. The enantiomer ent-jaspine B
showed a similar pattern of interaction in the docked pose. By
partially reproducing the hydrogen-bond network and hydro-
phobic interactions of the CERT START domain with its natural
ligand, the calculated binding mode supports the notion of
strong competition between jaspine B (and its synthetic ana-
logues) and the natural ligand for the protein cavity.

The strong binding of jaspine B is in line with the significant
degree of START recognition observed for the related p-eryth-
ro-sphingosine. The greater extent of binding (76 % reduction
in fluorescence intensity; c.f. 50% for sphingosine) may be at-
tributed to an entropic gain associated with the constrained
structure of the jaspine B polar head, thus overcoming the lack
of primary alcohol interaction. The amino group and the sec-
ondary alcohols of both jaspine B and sphingosine indeed dis-
play similar patterns of hydrogen bonding (see the Supporting
Information). This suggests that rigid heterocyclic scaffolds pre-
senting a protonatable amino group could be exploited further
in the design of START domain ligands.

Identification of jaspine B as a CERT ligand opens up pros-
pects regarding the intracellular target of this highly cytotoxic
anhydrophytosphingosine. We 'previously established that jas-
pine B triggers apoptosis by raising cellular Cer through inhibi-
tion of its conversion into SM.** Whether this action is due to
inhibition of the enzymatic step or interference with CERT-
mediated Cer trafficking is now open to question, Further ex-
periments addressing this are underway in our laboratories.

Overall, this study constitutes the first attempt to identify
novel CERT ligands by investigation at the molecular level. The
developed docking protocol is a “filter” for the detection of
compounds able to interact with the CERT cavity similarly to
ceramide: This approach is the first step toward in silico design
and optimization of CERT inhibitor candidates, potentially rele-
vant as innovative ceramide-transfer-targeting therapeutic
agents. Beyond its involvement in chemoresistance of cancer
cells, the CERT machinery has been implicated in pathogen in-
fection mechanism, thus potentially broadening the need for
new inhibitors.”
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IV. Recherche de nouveaux antagonistes potentiels de CERT

La méthode in silico développée s’est révélée étre un filtre efficace dans I'identification de nouveaux
ligands du domaine START de CERT. Cette méthode d’identification peut ainsi étre appliquée a la
recherche de nouveaux ligands inhibiteurs potentiels du transport de céramide par CERT selon une
approche exploratoire par criblage virtuel ou par conception rationnelle.

1) Criblage

a) Application du filtre in silico

La méthode d’arrimage moléculaire développée et validée est appliquée a une ligandotheque définie
par des molécules existantes déja synthétisés ou par des molécules accessibles synthétiquement.
Cette ligandothéque comprend :

- des analogues de la jaspine B, puisque la jaspine B a déja été identifiée comme un ligand de START
au cours de la validation de la méthode d’arrimage moléculaire.

- des molécules d’origine naturelle ou des analogues a squelette amphiphile de type sphingoide,
connues pour interagir avec le métabolisme des sphingolipides. Un des critéres de sélection était la
présence dans la partie polaire de la molécule d’'un motif aminodiol de configuration absolue

donnée, susceptible de mimer la téte polaire de la Sph :
OH

N

Figure 28 — Motif aminodiol sélectionné

- des dérivés iminosucres, a quatre chainons du type pénarésidine, a cinq chainons, a six chainons du
type fagomine, isofagomine, déoxyiminoxylitol et déoxynojirimycine et a sept chainons du type
azépane.

- des dérivés lactames a cing ou six chainons.

- des composés issus de la Chimiotheque Nationale. La sélection des molécules s’est concentrée sur
des structures amphiphiles, cycliques ou acycliques, comportant un atome d’azote, plusieurs atomes
d’oxygéne et des chaines lipophiles.

Plus d’une centaine de composés ont ainsi été criblés virtuellement dans la cavité du domaine START.
Les composés constituant la ligandothéque et leurs résultats de criblage in silico sont rassemblés
dans les tableaux suivants.
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Criblage in silico d’analogues de la Jaspine B HO
HN 23 1 11
Tableau 9 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les analogues de la Jaspine B i Z X
. stéréochimie . .

Ligand n 5 2 a X R insaturation| MolDock Rerank HA LE1 LE3
LO01 1 S S S 0 H non -132,06 -106,73 21 -6,29 -5,08
L002 1 S S R 0] H non -119,99 -94,05 21 -5,71 -4,48
LO03 1 S S S o H oui -133,28 -107,05 21 -6,35 -5,10
L0044 1 R R R 0] H non -127,63 -106,65 21 -6,08 -5,08
LOO5 1 S S S O | (CO)CysH3y non -223,21 -148,17 38 -5,87 -3,89
LO06 1 S S S O |[(SO,)CysH3; non -198,80 -152,78 39 -5,10 -3,92
LOO7 1 S S S 0 CigH3s non -198,04 -144,26 37 -5,35 -3,90
LO08 2 S S S 0] H non -129,70 -107,51 22 -5,90 -4,89
LO09 1 S S S S H non -123,42 -103,55 21 -5,88 -4,93

Criblage in silico de molécules d’origine naturelle
OH NH, OH NH, HO \\‘OH
o | 11 5 # | o | 4 - HO\ \W
NH, 0 OH NH, 0 OH ‘ =
Océanine Océanine C18 Broussonétine
L010 L011 1012
O
HO OH
e . OH
/M/ Ho W W\/\N\/W
OH I H NH,
Déoxycéramide 3-epi-pénarésidin Spisulosine insaturée
LO13 Lo14 L015
0 0
r PV e VAV a VY Ve W U
HDWOY\M/\:/\M, HO\J/’\/OW\W Y
0 5 ° 4 5 6 OH OH
(5)-1,2-dioleayl-sn-glycérol (R}-1,2-dioleoyl-sn-glycérol Enigmal
LO16 Lo17 LO18
HO Ho HO fl__) ?H
NN el HaN., -
HOvz; 5 4 HO 0 3
H - N O N T
H H
3-epi-pénazétidine A Pramanicin Pseudodistomin
L0193 L020 Loz21
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Tableau 10 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les composés sélectionnés d’origine naturelle

Ligand MolDock Rerank HA LE1 LE3
Lo10 -153,43 -94,72 34 -4,51 -2,79
LO11 -125,76 -101,66 24 -5,24 -4,24
LO12 -128,17 -94,28 22 -5,83 -4,29
LO13 -191,39 -140,31 37 -5,17 -3,79
LO14 -119,56 -83,60 22 -5,43 -3,80
LO15 -116,25 92,97 20 -5,81 -4,65
Lo16 -202,80 -146,69 44 -4,61 -3,33
L017 -226,57 -166,51 44 -5,15 -3,78
L018 -124,12 -102,91 21 -5,91 -4,90
L019 -123,08 -99,70 22 -5,59 -4,53
L020 -130,65 -104,12 26 -5,03 -4,00
L021 -124,24 -106,17 21 -5,92 -5,06

Criblage in silico d’analogues iminosucres

OH
5 29 y
HO vl
Tableau 11 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les dérivés iminosucres de type | HAN-Am "
Ligand n | m | configuration X MolDock Rerank HA LE1 LE3
L022 12| 1 S CH, -121,73 -95,48 22 -5,53 -4,34
L023 12 | 1 R CH, -120,35 -96,51 22 -5,47 -4,39
L024 12| 1 S o -117,19 -91,96 22 -5,33 -4,18
LO25 12| 1 R (0] -131,21 -100,76 22 -5,96 -4,58
LO26 12| 2 S CH, -123,46 -94,36 23 -5,37 -4,10
LO27 12| 2 R CH, -116,43 -96,86 23 -5,06 -4,21
LO28 12| 2 S 0] -118,30 -97,26 23 -5,14 -4,23
LO29 12| 2 R O -118,45 -98,40 23 -5,15 -4,28
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Tableau 12 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les dérivés iminosucres de type Il

Ligand | configuration | X | Y R, R, R; | MolDock| Rerank HA LE1 LE3
L030 S CH, | CH, H CisHyy H -119,20 | -102,25 23 -5,18 -4,45
L031 R CH, | CH, H CizHyy H -109,73 | -98,38 23 -4,77 -4,28
L032 S O |CH, H CisHyy H -114,08 | -99,16 23 -4,96 -4,31
L033 R O |CH, H CisHyy H -112,61 | -92,29 23 -4,90 -4,01
L034 S CH,| @ H CisHyy H -109,32 | -95,06 22 -4,97 -4,32
L035 R CH,| @ H Ci3Hzy H -113,36 | -95,63 22 -5,15 -4,35
LO36 S oO|9® H Ci3Hy7 H -126,21 | -101,73 22 -5,74 -4,62
L037 R o| @ H CisHyy | H | -113,79 | -94,36 22 5,17 -4,29
LO38 S o| @ CiHye | CisHyy H -211,00 | -155,08 36 -5,86 -4,31
L039 S oO|Q H Ci3Hy7 | Ci3Hyy | -185,88 | -142,63 35 -5,31 -4,08
L040 S o| @ CisHyg H H -144,76 | -115,43 23 -6,29 -5,02
L041 S O | @ |(CO)Ci3Hyy| H H -137,78 | -114,84 24 -5,74 -4,78
L042 - | D CisHag ) H -129,49 | -106,21 22 -5,89 -4,83
L043 = @ | @ |(CO)CisHy| @ H -121,39 | -104,51 23 -5,28 -4,54
L044 R oO|9® CisHao H H -131,52 | -105,80 23 -5,72 -4,60
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HO R,
HO HNz 3; : R,
Tableau 13 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les dérivés iminosucres de type Il Ry
Ligand | configuration R, R, R; |MolDock| Rerank | HA LE1 LE3
2 3|4|5)|6
Lo45 | S| S| S| - | R |OCiHy - 0OCy3H,; ND ND 38 ND ND
Lod6 | S| S| S| - | S [OCsHyy = OCy3H,7 | -202,17 | -135,08 38 -5,32 -3,55
Loa7 (S| S| R | - - | OCy3Hy; - - -121,83 | -102,09 24 -5,08 -4,25
L048 | S| S| R | - | S |OC;3Hy = OCy3H,7 | -206,30 | -145,32 38 -5,43 -3,82
Lod9 (S| S| R | - OCgH13 - OCg¢Hy3 | -116,28 | -89,87 24 -4,85 -3,74
LSO [ R| R | S| R | - OH | OCy3Hy7 = -146,16 | -111,63 25 -5,85 -4,47
51 (R|{R|R | -|S OH - OCy3H,7| -127,60 | -99,89 25 -5,10 -4,00
052 | R| R | S| S| - OH | OCy3Hy7 = -132,76 | -100,73 25 -5,31 -4,03
Lo53 |[R|{R|R|-|R OH - OCy3Hy7 | -142,34 | -111,58 25 -5,69 -4,46
Los4 | S| S| S|R| - OH | OCy3H;y7 = ND ND 25 ND ND
Lo55 (S| S| S| -|S OH - OCy3H,7 | -154,40 | -117,86 25 -6,18 -4,71
Los6 | S| S| S|S| - OH | OCy3H;y7 = -134,65 | -106,14 25 -5,39 -4,25
Los7 (S| S| S| -|R OH - OCy3H,7| -139,75 | -108,46 25 -5,59 -4,34
HO N
Tableau 14 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les dérivés iminosucres de type IV H
Ligand configuration X MolDock Rerank HA LE1 LE3
LO58 R CH, -131,97 -103,86 23 -5,74 -4,52
LO59 S CH, -124,30 -100,00 23 -5,40 -4,35
LO60 R ) -139,13 -111,23 23 -6,05 -4,84
LO61 S ) -133,98 -104,51 23 -5,83 -4,54
LO62 - CH=CH (E) -125,19 -98,33 23 -5,44 -4,28
LO63 = CH=CH (Z) -118,94 -101,77 23 -5,17 -4,42
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HO R
4
Tableau 15 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les analogues iminosucres de type V HO h
Ligand sstéréochimLe R MolDock Rerank HA LE1 LE3
LO64 R S Ci4Hog -120,04 -93,72 21 -5,72 -4,46
LO65 R R Ci4H2g -120,13 -94,06 21 -5,72 -4,48
LO66 S S Ci4H2g -122,61 -94,63 21 -5,84 -4,51
LO67 S R Ci4Hyg -122,86 -93,84 21 =5P85 -4,47
Criblage in silico d’analogues lactames
Tableau 16 — Résultats de la modélisation moléculaire pour les dérivés lactames
Ligand | n | stéréochimie| X |insaturation| R MolDock | Rerank HA LE1 LE3
Lo68 |0 R CH, non CioHas | -129,93 -103,11 23 -5,65 -4,48
LO69 |0 S CH, non CioHas | -129,28 | -104,90 23 -5,62 -4,56
LO70 |0 R 0] non CioHas | -125,66 -98,03 23 -5,46 -4,26
L071 |0 S ) non CioHas | -114,55 -93,24 23 -4,98 -4,05
L072 |1 S CH, non CioHas | -127,27 -95,91 24 -5,30 -4,00
L073 |1 R CH, non CioHps | -114,92 -92,50 24 -4,79 -3,85
Lo74 |1 S CH, oui CioHys | -135,26 | -108,06 24 -5,64 -4,50
LO75 |1 R CH, oui CioHos | -141,11 -107,07 24 -5,88 -4,46
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Criblage in silico de molécules issues d’une sélection de la Chimiothéque Nationale
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Tableau 17 — Résultats de la modélisation moléculaire pour la sélection des composés de la Chimiothéque Nationale

Ligand |type siereochifie Ry| Ry Ry Ry |Rs| Rs |Rs R Mol Dock | Rerank realy E1 | LE3
2(3]4]5/6 Ll
W7 | A |- 1838 | -12585| 29 | 546 | 43H
77| B |- 15239 | -11724 27 | 564 | 434
7| c - |Me 151,04 | -12030 0 26 | 581 | 463
1079 | € ~|Ph AR 263 | 54| 3%
080 | D [RIR|R|S|-| - [CHglBa| H [Bn| H 8207 | -10426 0 B | 535 | 307
LO8L | D [R(S|R|S|-| - |CeHir| H|CeHiz| H [CoHi| - -197,39 | -14295 ) 3B | 564 | 408
B2 | D (R|R|R(R|-| - |GaHiz| H|CeHp| H |CaHir| - 20102 | -14209| 35 | 603 | 406
83| D (R|R|S5(S|-| - |GHiz(Bnf H |Bn| Bn 2068 (13793 4 | 542 | 346
L84 | D [(R|R|R|(S|-| - |CaH|Bn| Bn |Bn| H 20038 [ -13819 ) 4 | 538 | 339
L0&S | D [R(R|R|R|-| - |CiHi|Bn| Bn (Bn| H 0397 | -16438 | 41 546 | -4
0% | D [RIR|S|R|-| - |GHy|Br| H [Bn|CeHyl - 22192 | -15381 0 41 | 541 -3T6
1087 | D [R[R[R|S|-| - |CHy Bn|Ciy[BN| H 0312 | -15059 | 41 | 544 | -367
LB | D [RIS|SIS|-| - |GHiz|B1| H |Bn|CaHy| - 016 | -13369| 41 | 492 | 3%
089 | D (R|R|R(R|-| - |CiHiz|Bn|CsHi|Bn| H 2074 (-15119) 4 | 530 | 369
LSO | D [RIR|R|(S|-| - |GHiz|B1|CeHy|Bn|CaHir| - 2800 | -17924 | 49 | 492 | -386
091 [ D [R(S|R|S|-| - |CeHir Bn|CeHi7(Bn|CeHy| - -023,00 | -16398 | 49 | 455 | -335
102 | D [R[R[R[R|-| - |CoHy|Ba|Cebis [Bn|Catly| - U175 | -15488 | 49 | 493 | 316
0B | D [R{S|R|S Cgkg | H| CiHg | H | C4Hy 13564 97100 28 | 590 | 42
4 | E [RIS]-|-|R - Me CoHi: 24| 8689 2 | 542 | 44
5| E (RIS|-|-|S] - H| CHygCOJGH: | -11759 | -9618 | 2 | -535 | 437
g6 | E [S|R]-[-[R - H| CHuCOGH | -12870 | -10311| 22 | 590 | -469
097 | E [R(S|-|-|R] - H | (R) CioHaCH(OH)CH,| 122,05 | -8964 | 22 | 555 | -407
S8 | E |RIS|-|-|R]| - H | {R) C:HCHIOH)CGHs| -120,17 | -9687 | 22 | -546 | 440
09 | E [R|S|-|-|R] - Me | (5) CoHxCH(OH)CHy | -117,84 | -9667 | B | 511 | -420
L00 | E [R|S|-|-[R - H | (S) CoHyCHIOHICH, | -127,25 | -10191| 22 | 578 | -463
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Bilan du criblage in silico
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La représentation graphique de LE3 en fonction du LE1 (cf. Figure 29) permet de repérer rapidement
les meilleurs ligands du domaine START, correspondant aux plus petites valeurs de ces descripteurs.

Ce criblage virtuel de la ligandothéque fait ainsi ressortir les ligands LO01, LO03, LO04, LO40, LO55 et
LO60 (cf. Figure 30).

HQ HQ
~_C12H25 ; x-CrzHas Ci2Has
HgNumo o HzNumC[
(0] (0]
L001 = Jaspine B L003 L004 = ent-jaspine B
OH HO
HO\ _“__LOH : oH HO,, o.
O Sy
N HN HO
| %,
C14H29 O/C13H27 H
0 LO55 L060

Figure 30 — Structure des ligands identifiés au cours du criblage in silico

LO01, LOO3 et LO04 correspondent respectivement a la Jaspine B, SB140 et I'ent-jaspine B, déja
identifiés comme ligands du domaine START au cours de la validation de la méthode.

Figure 31 — Pose retenue de la jaspine B superposée au céramide C16 et réseau de liaisons hydrogénes calculé entre la
jaspine B et le domaine START

La jaspine B était alors apparue comme le meilleur ligand d’origine naturelle de CERT
potentiellement antagoniste de la protéine. L'analyse détaillée de la pose retenue de la jaspine B
indique que ce composé serait capable de reproduire partiellement le réseau de liaisons hydrogénes
développé par le céramide au site de liaison du domaine START grace sa téte polaire mimant celle du

céramide (cf. Figure 31). L'activité de ce composé et de ses analogues sera détaillée dans le Chapitre
1.
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LO40 correspond a un iminosucre type didéoxyiminoxylitol (cf. Figure 32), LO55 a un iminosucre type
azépane (cf. Figure 33) et LO60 a un iminosucre type 1,3-didéoxy-altro-nojirimycine (cf. Figure 34).
L'analyse détaillée des meilleures poses de ces composés montre de fortes interactions avec les
résidus Glud46, GIn467, Tyrd82, Tyr553 et Asn504, indispensables pour la reconnaissance avec le
domaine START. Par ailleurs, les chafnes lipidiques de ces iminosucres miment le squelette
sphingoide et la chaine amide du céramide.

Figure 32 — Pose retenue de L040 superposée au céramide C16 et réseau de liaisons hydrogénes calculé entre L040 et le
domaine START

Figure 33 — Pose retenue de LO55 superposée au céramide C16 et réseau de liaisons hydrogénes calculé entre LO55 et le
domaine START

Figure 34 — Pose retenue de LO60 superposée au céramide C16 et réseau de liaisons hydrogénes calculé entre LO60 et le
domaine START
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D’apres la modélisation moléculaire, ces familles d’'iminosucres ont été identifiées comme ligands
potentiels du domaine START de CERT. Ces structures sont donc intéressantes a développer de fagon
rationnelle pour optimiser leur interaction avec la protéine.

b) Criblage haut-débit in vitro

En parallele du criblage virtuel in silico, une campagne de criblage in vitro a été réalisée. Le test basé
sur I'intensité de fluorescence (FLINT) mis au point au laboratoire nécessite des étapes de séparation
et une quantité importante en réactifs (notamment en protéine) ne permettant pas, en pratique, le
criblage intensif de composés ni I'évaluation de larges gammes de concentration en ligand. Un
nouveau test de liaison au domaine START, basé sur le transfert d’énergie par résonnance en
fluorescence (FRET), miniaturisable et automatisable a été ainsi développé en collaboration avec les
Drs. Laurence Fleury et Frédéric Ausseil sur la plateforme intégrée de criblage de Toulouse PICT,
IBISA au sein de I'Unité de Service et de Recherche 3388-CNRS/Pierre Fabre-Pharmacochimie de la
Régulation épigénétique du Cancer (ETAC). Les propriétés spectrales spécifiques au FRET permettent
de réaliser ces expériences en phase homogéne. De plus, la fluorescence résiduelle, émise par les
échantillons chimiques, les tampons ou la protéine, ayant des temps de vie de l'ordre de la
nanoseconde, peut étre éliminée par une lecture du signal en temps-résolu (TR-FRET).

o :
L"'t.,‘: TR-FRET M ol

Anti-corps anti-His
marqué ay cryptate d'Eu

Domaine START tagué His

Streptavidine-
NS - conjuguse d2
“r— i :
= " R St _— ;i_',-{ HN)L i
W £ H : - -
[ ¥ HOA(\/W\/\/W'\MT'

\ B, HNY\N\/\/\M’ o]

psonde céramide-biotine re—

Figure 35 — Test de liaison TR-FRET entre le domaine START et la sonde céramide-biotine

Dans cet essai TR-FRET, le cryptate d’europium liée a un anticorps anti-histidine est le donneur de
signal FRET. Le d2 porté par la streptavidine, est le partenaire accepteur. Lorsque la sonde céramide-
biotine, synthétisée précédemment au laboratoire,** est liée au domaine START, les deux partenaires
du signal FRET sont proches, il y a donc émission du signal. Lorsqu’un compétiteur se lie au domaine
START préférentiellement au céramide-biotine, les partenaires de FRET ne sont plus suffisamment
proches, il n’y a pas apparition de la fluorescence.

Ce test a ainsi permis d’évaluer a haut-débit la liaison au domaine START d’une collection de
composés issus de la Chimiotheque Nationale Essentielle dans le cadre du programme « PIR-
Therapeutic Innovation » du CNRS. Ces travaux sont détaillés dans I'article suivant.*
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Abstract

Sphingomyelin (SM) metabolism deregulation was recently associated with cell metastasis and chemoresistance, and several
pharmacological strategies targeting SM metabolism have emerged. The ceramide (Cer) generated in the endoplasmic
reticulum (ER) is transferred to the Golgi apparatus to be transformed into SM. CERamide Transfer (CERT) protein is
responsible for the nonvesicular trafficking of Cer to Golgi. Blocking the CERT-mediated ER-to-Golgi Cer transfer is an
interesting antioncogenic therapeutic approach. Here, we developed a protein-lipid interaction assay for the identification
of new CERT-Cer interaction inhibitors. Frequently used for protein-protein interaction by enzymatic and analyte dosage
assays, homogeneous time-resolved fluorescence technology was adapted for the first time to a lipid-protein binding
assay. This test was developed for high-throughput screening, and a library of 672 molecules was screened. Seven hits
were identified, and their inhibitory effect quantified by EC,, measurements showed binding inhibition three orders of
magnitude more potent than that of HPAI2, the unique known CERT antagonist to date. Each compound was tested on
an independent test, confirming its high affinity and pharmacological potential.

Keywords
ceramide, CERT (CERamide Transfer), homogenous time-resolved fluorescence (TR-FRET), HTRF, high-throughput
screening, assay development

be associated with doxorubicin resistances in P388, T47D,
and MCF-7/ADR cells.* Strategies to interfere with sphin-
golipid metabolism were largely studied. The inhibition of
various enzymatic targets, such as sphingomyelin synthase

Introduction

Dysregulated sphingolipid metabolism is widely associated
with cell tumorigenicity, proliferation, metastasis, and che-

moresistance.' Ceramide (Cer) is the backbone molecule of
complex sphingolipids such as gangliosides and sphingomy-
elin (SM), an abundant component of the eukaryotic cells’
outer membrane. Cer was shown to act as a mediator of cell
death, proliferation, and survival, whereas SM has been
described as a source of fast Cer release, compared with its de
novo biosynthesis, through sphingomyelinase activity. Cer is
synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) upon action
of one of the six Cer synthases and the complete synthesis of
SM, resulting from the addition of a phosphocholine head
group to Cer, takes place in the Golgi apparatus.
Sphingolipids were shown to be associated with cell
membrane structural and functional properties, influencing
drug influx, sequestration, and efflux from cells.* Variations
in sphingolipid membrane composition were observed
between anticancer drug-resistant cells compared with the
drug-sensitive ones, and SM level increases were shown to

(SMSs) and Glc-ceramide synthase, have already been pro-
posed as potential anticancer approaches.”

The CERamide Transfer (CERT) protein is specifi-
cally responsible for Cer trafficking from ER-to-Golgi
along de novo SM biosynthesis,” suggesting that inhibition
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of CERT-mediated Cer transfer might be a promising strat-
egy for anticancer therapy."’ Notably, it was shown that
CERT depletion leads to chemotherapy benefit and medi-
ates cytotoxic and cancer cell death through autophagy
induction.® Because N-(3-hydroxy-1-hydroxymethyl-3-
phenylpropyl) alkanamides (HPAs) are, to date, the only
class of CERT antagonist described,’ the discovery of new
molecular -archetypes antagonizing the Cer binding to
CERT is of determining importance to fully assess the anti-
cancer therapeutic potential of CERT inhibition.

CERT contains several functional domains, among
which is a C-terminal START domain (about 210 residues)
that has a long amphiphilic cavity specifically binding
D-erythro-ceramide. This START domain is per se responsible
for the Cer transport activity of the CERT protein.'” We recently
developed a START domain binding assay for the identification
of Cer binding competitors as potential inhibitors of Cer traf-
ficking by CERT." However, this procedure, requiring high
teagent amounts and phase separation steps, was not suitable
for extensive pharmacological analysis and screening, limiting
the mechanistic analysis of START interaction with Cer as well
as the identification of new Cer competitors,

We thus sought a more practical and sensitive CERT
binding assay that could be amenable to miniaturization and
autornation. We focused our attention on the fluorescence
resonance energy transfer (FRET) detection mode, Because
of specific spectral properties, FRET allows homogeneous
assays to run without separation steps such as centrifugation,
washing, filtration, or magnetic parti-tioning.” Moreover,
the fluorescence background produced by chemical sam-
ples, buffers, or proteins, generally presenting lifetimes in
the nanosecond range, could be eliminated using time-resolved
methodology (TR-FRET). Homogeneous time-resolved fluo-
rescence (HTRF'), an homogeneous-phase TR-FRET tech-
nology, has been developed for high-throughput screening
(HTS)" and was already successfully applied to screen diverse
compound libraries.'*'®

Here, TR-FRET was applied for the first time to monitor a
protein-lipid, namely, START-Cer, interaction. Thanks to a
specifically designed w-biotinylated Cer (BioCer) probe,”
we were able to measure a TR-FRET between an europium
kryptate linked to an anti-histidine antibody, as the donor, and
d2 carried by streptavidine, as the acceptor. The performance
of this miniaturized assay was carefully analyzed and shown
to allow large screening experiments. A library of 672 com-
pounds was screened, and seven hits were identified.

Materials and Methods

Products

Streptavidin-d2 conjugate (product No. 610SADLA) and
guropium kryptate-labeled monoclonal anti-histidine anti-
body (product No. 61HISKL.A) were obtained from Cisbio

Bioassays (Codolet, France). Human COL4A3ABP recom-
binant histidine-tagged protein fragment (START; product
No. ab95897) was obfained from Abcam. Biotinylated
Cer probe (BioCer, or N-((25,3R.E)-1,3-dihydroxy-18~(5-
(2-oxohexahydro-1H-thieno[3,4-d] imidazol-4-yl)pen-
tanamido)octadec-4-en-2-yl)palmitamide) and fluorescent
Cer probe (N-((28,3R E)-1,3-dihydroxy-18-((7-nitrobenzo|[c]
{_I_,Z,5]ox&clia_zol-4-yljamjnn)0ctadec-4~en-2-yl)pahnita-
mide) were synthesized according to Combemale et al."!
HPA12 ((1R, 35)-HPA 12) was a gift from Dr. Dugan Berke§
(Department of Organic Chemistry, Slovak University of
Technology, Bratislava, Slovakia).'” HPA12 was identified
as a specific inhibitor of ceramide trafficking in 2001,
before the report of the CERT-associated nonvesicular
ceramide transfer mechanism.”® Among the four diastereo-
siomeric HPAs, only a sinple pair of enantiomers (1R*,3R¥)
corrected lately as (IR*,35%),"” was resolved to be individ-
ually evaluated as inhibitors of de novo SM production in
living cells. The (1R,3R)-stereochemistry was thus initially
identified as the most potent stereoisomer.” The stereo-
chemical assignment of the most active HPA12 stereoiso-
mer was recently revised as (1R,38).!7%

Fluorescence Intensity Binding Assay

START was dissolved in Tris-buffered saline solution
(TBS) to 1 pM concentration. For negative control, START
was not added in this TBS solution. Of the fluorescent Cer
probe, 1 uM of was added to the tube, and the mixture was
incubated at 37 °C for 30 min. Then TALON metal affinity
resin (30 mL of 50% [v/v] preequilibrated with wash buffer)
was added to the mixture and incubated for 10 min at room
temperature. After centrifugation and washes with TBS (75
mL) containing increasing imidazole concentration, the
supernatant was collected as the unbound fraction. To liber-
ate the protein-bound fraction to the TALON resin, the resin
was suspended in 250 mM imidazole and incubated for 5
min at room temperature. After centrifugation, the supema-
tant was collected as the bound fraction. For more details,
see Combemale et al."

Optimized HTRF Assay

The assay was carried out in a final volume of 20 pL. Six
microliters of the START protein solution to a final concen-
tration of 1 pM and 2 pL of 5% of DMSO (or compounds
diluted in 5% of DMSO) were incubated in Corning 384-
well, low-volume, white, round-bottom polystyrene NBS
microplates (product No. 3673). After incubation for 30
min at 37 °C, 2 pL of BioCer solution was added to a final
concentration of 1 uM. Five microliters of streptavidin-d2
conjugate and 5 pL of europium kryptate-!abeled monoclo-
nal anti-histidine antibody were added in detection buffer
(20 mM of HEPES buffer pH 8.5, 800 mM of potassium
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fluoride, 1 mM of bovine serum albumin in H,0). For the
europium kryptate—labeled monoclonal anti-histidine anti-
body, 2.1 ng per well was added and 50 ng was added for
streptavidine-d2. After 18 h of incubation at room tempera-
ture, the time-resolved fluorescence was measured using an
Envision plate reader (Perkin Elmer; &, =320 nm, 1 =
590 and 665 nm; 100 ps delay time). The donor fluores-
cence emission was measured at 590 nm instead of 620 nm
in accordance with Envision apparatus and Cisbio recom-
mendation. All modifications of this standardized protocol
are noted in the legend of the figures.

HTRF Data Handling

HTRF Ratio and FRET Signal. The HTRF ratio readout was cal-
culated as a two-wavelength signal ratio: (665 nm/590 nm) x
10* according to manufacturer recommendations. FRET signal
was defined as (HTRF compound ratio — HTRF negative
ratio)/HTRF blank ratio. The HTRF negative ratio was (663
nm/590 nm) x 10* of wells containing streptavidin-d2 conju-
gate and europium kryptate—labeled monoclonal anti-histidine
antibody. The HTRF blank ratio was (665 nm/590 nm) x 10°
of wells containing europium kryptate—labeled monoclonal
anti-histidine antibody.

PIN Signal. The positive control is the maximum HTRF
ratio with 1% DMSO. The negative control is the HTRF
negative ratio.

Percentage of Inhibition. FRET-positive controls were per-
formed by dispensing DMSO 5%. This maximal FRET sig-
nal value obtained was set to 0% inhibition. The FRET
negative ratio was set to 100% of inhibition.

The FRET signal calculation was performed as follows:

Percentage of inhibition = 100 — (100* FRET compound) x
FRET with 1% of DMSO. All curve fittings, including the
one-phase exponential association (defined by the equation:
Y = Ymax* (1 — exp (-k*X)), were performed with Prism
3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Z' Factor. This factor was calculated with 32 assays for each
control as defined by Zhang et al.®!

Data Reproducibility. Except for the screening experiment
itself, all experiments were performed in duplicate or
triplicate.

Screening of Chemical Compounds of the
Chimiothéque Nationale Essentielle

The Chimicthéque Nationale Essentielle (CNE; an Essential
Compound Library) is a subset of 640 compounds, selected
according to molecular diversity criteria, representative of

the CN (French National Chemical Library; “Chimiothéque

Nationale™) and recently used in HTS notably by Ruggiu

et al.”? All structures present in this synthetic products and
natural compounds database are accessible on the Website
http://chimiotheque-nationale.enscm.fr. CNE was condi-
tioned into 96-well microplates. Compounds were diluted
and split in two plates of 384 wells to a final concentration
of 50 pM. Thirty-two compounds known or not to inhibit
the START-Cer interaction were tested in the same condi-
tion as CNE. Two microliters of compound in 5% of DMSO
were added to a final concentration of 5 uyM in 1% of
DMSO.

Results

CERT mediates the nonvesicular ER-to-Golgi trafficking of
Cer synthesized de novo at the ER and transferred to the
trans-Golgi involving a movement of the START domain
by an hypothetical “neck-swing model”® (Fig. 1). In the
lumen of the #rans-Gelgi, Cer is converted to SM by the
SMSs. CERT contains several functional domains: a PH
domain, an FFAT domain, and a START domain that inter-
acts directly with Cer (Fig. 1A). To discover antagonists of
the START-Cer interaction, a biologically relevant Cer fluo-
rescent probe was developed'’ (Fig. 1B, left). According to
the corresponding assay procedure, the START-Cer interac-
tion is monitored by fluorescence detection after resin bind-
ing, washing, and centrifugation in elution buffer. This
heterogeneous binding assay (Fluorescence INtensity Test;
FLINT) includes numerous steps, such as centrifugation,
which makes extensive pharmacological studies and auto-
mation difficult."’ Moreover, the high amount of the puri-
fied START protein domain required to carry out FLINT
experiments renders it inappropriate for large screening
experiments.

Our objective was thus to develop a miniaturized test to
assess the START-Cer interaction on the basis of the homo-
geneous HTRF assay methodology (Fig. 1B, right).

Development of an HTRF Assay to Measure
START-Mediated Cer Binding

For the FLINT, a 1 uM fluorescent Cer probe solution was
incubated with 2 pM of histidine-tagged START protein for
30 min. After resin addition, washing, centrifugations, and
elution, fluorescence was measured in the bound fraction
(Fig. 2A). For the HTRF assay, we started with the same
START and biotinylated Cer probe (BioCer) concentra-
tions. Kinetic analysis of the europium kryptate-START/
Cer—streptavidin-d2 complex formation showed that a sig-
nificant HTRF ratio was obtained after approximately 3 h of
incubation (Fig. 2B). Time-course analysis showed that the
HTRF ratio increase was dependent on time but not the
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Figure 1. (A) CERamide Transfer (CERT) mediates nonvesicular transfer of Cer from the endoplasmic reticulum (ER) to Golgi.
CERT contains several functional domains. The START domain interacts with Cer. The FFAT motif of CERT binds the VAMP-
associated proteins at the ER membrane. The pleckstrin homology domain (PH domain) of Cer binds the Pi-4 monophosphate, a
member of the phosphatidylinositol phosphates, at the Golgi apparatus. Cer is produced at the ER and transported from the ER to the
trans-Golgi, where it is converted to sphingomyelin (SM) by the sphingomyelin synthase (SMSs) localized in the lumen of trans-Golgi.
The figure shows the hypothetical “neck-swing model” involving a movement of the START domain. An alternative “short-distance
shuttle model” for the transfer mechanism has also been proposed (for review, see Handa™). (B) Assays developed for START-

Cet’s interaction. In the left panel, heterogeneous Fluorescence INTensity (FLINT) binding assay. The START-histidine domain was
recognized by TALON's beads. The START-Cer interaction was evaluated from detection of fluorescence of the fluorescent Cer in
the binding fraction. In the right panel, homogeneous time-resolved fluorescence resonance energy transfer (TR-FRET): Homogeneous
time-resolved fluorescence technology (Cisbio®). The interaction between the protem START and the Cer was detected by the
transfer of energy in close proximity between a donor, europium kryptate (Ee’ ") and acceptor’s fiuorochrome (d2). Energy of
excitation of europium kryptate at 320 nm is transferred at 590 nm to the acceptor d2, which emits at 665nm.

increase of fluorescent background signal (as blank or neg-
ative signal; Fig. 3A).

Various amounts (i.e., 50 ng or 150 ng per well) of euro-
pium kryptate—labeled anti-histidine antibody were tested
(Fig. 3B). At 50 ng per well, kinetic analysis showed a good
fit with a one-phase association profile (R? = 0.9524), con-
firming that the reaction followed the scheme: P + L — [PL].
The signal increased with time, reaching equilibrium after
24 h with a maximum of 4 FRET units (data not shown).
Half of the START sites (50% HRTF signal) were occupied

in 4 h, which was quite slow according to the protein-
protein interaction. In contrast, at 150 ng per well, no spe-
cific response was observed (R2=0,1335). A greater amount
of kryptate increased the curve slope but also increased the
background signal and decreased the P/N ratio (Fig. 3B).
Reaction with 50 ng of kryptate showed the most significant
signal.

Ligand binding depends partially on electrostatic inter-
actions; therefore, pH variations ean greatly influence bind-
ing parameters by directly altering the ionization state of
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Figure 2. (A) Fluorescence INtensity Test (FLINT) assay.
Fluorescent Cer was incubated with tris-buffered saline solution
(for negative control) or START protein domain (for positive
control) for 30 min at 37 °C. TALON's beads were added.
After centrifugations and washes, fluorescence in the highest
concentrated of imidazole elution fraction was detected. (B)
HTRF assay. The HTRF ratio was calculated as described in
the Materials and Methods section. Blank control contained
only monoclonal antibody labeled with europium kryptate.
The negative control’s wells contained donor and acceptor
fluorochrome without START and Cer. Positive control was
HTRF ratio obtained with START-Cer's interaction. The
fluorescence resonance energy transfer value was calculated as
explained in the Materials and Methods section.

chemical groups interacting with the ligand. The protein-
lipid interaction could be influenced by pH wvariations as
well. We thus investigated the effect of decreasing pH (Fig.
3C). The positive HTRF ratio at pH 8.5 is higher compared
with pH 7.5. We also controlled the influence of tempera-
ture on the assay (Fig. 3D) and observed that incubation at
37 °C suppressed the signal compared with 30 °C. This loss
of FRET signal at a higher temperature could be associated
with faster reagent degradation after this unusually long
incubation time. As Cer is dissolved in ethanol, we

investigated the effect of ethanol concentration on FRET
signal (Fig. 3E) and showed that binding measurements tol-
erates only a narrow window of alcohol concentration.

Finally, before automation, we investigated the binding
kinetic parameters. As the curve obtained with 50 ng of
kryptate (Fig. 3B) described the same reaction scheme as
the protein-protein interaction (fitting of the one-phase
association curve (R?= 0.9524), the START dose-response
curve was fitted to a Michaelis-Menten equation (Fig.
3F). Saturation binding data analysis (also visualized by
Scatchard plot inserted) defined a START protein K, of
0.8 uM for the BioCer probe. We decided to fix the START
protein concentration at 1 uM, close to K, for the follow-
ing experiments, and read it at 18 h to be at
equilibrium.**2

Assay Calibration and Robustness

Experiments performed with HPA12—a competitive inhib-
itor of a START-Cer interaction'® (Fig. 4A)—showed a
time- and dose-dependent inhibitory effect of HPA12, con-
firming the specificity of the assay.

As previously observed, the kinetic of the START-Cer
interaction is slow. Thus, to favor the identification of
inhibitors, we optimized the sensitivity of the assay with a
preincubation step (Fig. 4B). In sequence 1, START is incu-
bated with the BioCer probe and the competitor. In sequence
2, START is incubated for 30 min at 37 °C with the com-
petitor, and the BioCer probe is added. A higher sensibility
to HPA12 inhibition is observed with sequence 2 compared
with sequence 1. The EC, of HPA12, applying sequence 2,
was found to be 4.2 pM with the sigmoid dose-response
algorithm (R*= 0.967; Fig. 4C). Finally, we determined that
amaximum DMSO concentration of 1% is compatible with
our procedure (Fig. 4D).

To evaluate the ability of the assay to accurately detect
START-Cer binding competitors among a series of mole-
cules, we measured the well-established Z' factor.?! As
observed in Figure 5A, Z' factor values were systematically
superior to 0.5 after 6 h of treatment, indicating that our
assay can robustly detect inhibitors in large compound
collections.

Hit Identification from a Set of 672 Molecules

The CNE and 32 original molecules were screened at a §
uM final concentration (Fig. 5B). A total of 22 hits were
identified as compounds presenting a percentage inhibition
superior to the mean percentage inhibition of the 672 mol-
ecules plus three standard deviations (i.e., 49% inhibition of
START-Cer binding). Seven hits were selected for dose-
response analysis (Fig. 5C) and showed an EC,, ranging
from 700 to 32 nM, that is, three orders of magnitude more
affine that HPA12.
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Figure 3. (A) Kinetics of hemogeneous time-resolved fluorescence (HTRF) ratio of controls. Measurements were done every

30 min for 28 h. (B) Evolution of the ratio signal depending of europium kryptate quantity: kinetics for two different quantities of
menoclonal antibody against histidine and labeled europium kryptate. Positive/negative signal and fluorescence resonance energy
transfer (FRET) value were calculated as described in the Materials and Methods section. Coefficients of correlations give the qualicy
of a fitting to the one-phase association kinetic. (C) Evolution of the HTRF ratio depending on pH. Ratio of positive/negative signal at
I8 h in buffer detection at pH 8.5 or pH 7.5 was calculated. (D) Temperature effect on the HTRF ratio at 18 h. (E) Effect of ethanol
percentage on P/N signal at |8 h. (F) Fitting values of a saturation binding curve to determine K, and B . To visualize saturation

binding data, a Scatchard plot is represented in the right panel.

Hit Validation with FLINT

To distinguish valuable hit molecules from false-positives,
hits were tested in the FLINT at a 2.5 uM concentration in
comparison with HPA12. Results are presented in Figure 6,
showing a maximum level of recovery between both assays
and confirming the activity of the seven hits.

Discussion

Blocking SM de novo synthesis via the inhibition of the CERT-
Cer interaction is an innovative strategy to restore the intracel-
lular concentration of the proapoptotic Cer metabolite.” To
access to CERT-mediated Cer transfer, several technologies
were developed. They include the measurement of radiola-
beled SM (inter)membrane extraction/transfer by CERT in a

cell-free system and chromatographic analysis.'®?’ Because
they are overly complicated, these technologies could not be
applied to a screening strategy. Fluorescent SM detection in
cell extracts or in microscopic analysis were developed™ and a
screening of a compound library performed.” However, these
assays were indirect and did not target CERT trafficking itself,
requiring further experimental investigations to identify the
active molecule mechanism of action.

Another type of assay was designed to target directly Cer
transfer via CERT. It relies on surface plasmon resonance to
calculate CERT-mediated extraction of Cer from the reticu-
lum membrane.” Even so, automation of this ‘assay is not
possible. More recently, phosphorylation of CERT at
Ser315 was shown to enhance the interaction of CERT with
the ER membrane.'” Both semi-intact cells and cell-free
protocols were used to measure Cer transportation. These
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Figure 4. (A) Effect of different concentrations of HPA12
calibrator aon the fluorescence resonance energy transfer (FRET)
signal kinetic. HPA |2 at different concentrations was added to
START-Cer's homogeneous time-resolved fluorescence assay,
and measurements were taken every 30 min for 35 h. (B) Effect

HTRF assay to measure the START-Cer interaction,

HTRF assays were developed for many targets such as
kinases, G-protein—coupled receptors, protein-protein inter-
actions, protein-DNA interactions, a lot of enzymatic assays
(see Degorce et al."” for review), and lipidic molecule detec-
tion.”® Here, for the first time, we adapted the HTRF tech-
nology to a protein-lipid binding assay suitable for large
pharmacological studies and HTS. This specific protein-
lipid HTRF binding assay required a long equilibration time
and displayed a limited DMSO tolerance. The reagent addi-
tion sequence also proved to be determinant. Protein and
competitor preincubation was shown to have a strong favor-
able impact on competitor detection sensibility, probably
because of the slow kinetics of the formation of the START-
Cer probe complex."”

We identified molecules with a potential inhibitory effect
on the START-Cer interaction. To exclude fluorescent false-
positive molecules, the time delay of the readout was
extended from 60 ps to 100 ps.*' We further controlled and
validated each hit with an independent assay based on the
FLINT protocol, showing the good accuracy level of the
HTRF assay. Cer competitors discovered in this work are
up to three orders of magnitude more potent than the refer-
ence antagonist HPA12. An IC of 70 nM has been reported
for the inhibition of the biosynthetic production of sphigo-
myelin ina whole living cell system of HPA12. The differ-
ence of magnitude between this IC,, and the presently
measured EC,, can be explained considering that the
observed phenomenon is entirely distinct (the ligand bind-
ing versus the inhibition of a biosynthetic pathway includ-
ing an ER-to-Golgi transport step and an enzymatic
transformation), the protein is not entirely the same (the
START domain versus the entire CERT protein), and the
experimental medium is also fundamentally different (an in
vitro assay with a recombinant protein versus a living cell
experiment).

Finally, our study paves the way for the development of
new series of potential CERT antagonists. Further work is
currently under way in our laboratories to elucidate the
binding mode and evaluate the effect of the newly identified
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Figure 5. (A) Z’ factor evolution, Thirty-two blanks, negatives,
and positives controls were measured every 30 min for 35 h.
Data handling is detailed in the Materials and Methods section.
(B) Screening results of the library of compounds. Plotting of
percentages of inhibition of 672 molecules at final concentration
of 5 M is represented. One, two, or three times of the value
of standard deviation (o) are represented in the graph. (C)
Inhibitory effect determination. Sigmoidal doses-curve responses
for the seven hits identified dre represented.

START domain ligands on the inhibition of the CERT-
mediated Cer trafficking. HTRF assay was thus demon-
strated to be an effective technology to discover competitors
of this lipid-protein interaction.
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La miniaturisation de cet essai, rendue possible par sa réalisation en phase homogéne, permet
d’évaluer les ligands sur de larges gammes de concentrations. La détermination des ECsq des
composés devient alors réalisable.

L'article suivant décrit la premiere évaluation in silico et in vitro des quatre stéréoisomeres HPA-12,
obtenus grace a une collaboration avec les Pr. Adam Daich (Unité de Recherche en Chimie Organique
et Macromoléculaire, EA3221, FR CNRS 3038, Université du Havre, France) et Dr. Dusan Berkes
(Département de Chimie Organique de I'Université de Technologie Slovaque, Bratislava, Slovaquie).
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The first unified synthetic route to the four enantiopure HPA-12 stereoisomers in multi-gram scale is
reported based on Crystallization-Induced Asymmetric Transformation (tlAT)_ technology. This prepara-
tive stereoselective synthesis allowed the unprecedented comparative evaluation of HPA-12 stereoiso-
mers regarding their interaction with the CERT START domain. In vitro binding assay coupled to
in silico docking approach indicate a possible interaction for the four derivatives. The first TR-FRET
homogeneous-phase assay was developed to quantify their binding to the START domain, allowing

gg?:;fﬁp " complete determination of HPA-12 ECs,. Results indicate that not anly the (1R;35) lead ta the strongest
CERT binding, but that both 1R and 3S stereocenters similarly contribute to extent of recognition This
CIAT automated homogenous assay furthgr opens up promising prospect for ‘the identification of novel
HPA-12 potential CERT antagonist by means of high throughput screening.

“TR-FRET © 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction trafficking thus represents a promising alternative anticancer

Sphingolipids (SLs) are key signaling molecules involved in the
apoptotic cellular response. The intracellular availability of cera-
mide conditions the sensitivity of cancer cells to apoptosis signal-
ing following chemotherapeutic treatment. SLs biosynthesis begins
in the endoplasmic reticulum (ER) from where the produced cera-
mide (Cer) is transferred to the Golgi complex to be functionalized
at the primary hydroxyl (Scheme 1)."! The non-vesicular ceramide
trafficking along the de novo sphingomyelin (SM) synthesis rely
on the CERT (CERamide Transfer) protein (Scheme 1).° In regulat-
ing the intracellular Cer content, the CERT activity correlates to
the signaling pathways of this pro-apoptotic SL. Drug-resistant cell
lines display an increased CERT expression® and re-sensitization of
cancer cells to chemotherapeutic agents was achieved through
both genetic and pharmacological CERT inhibition.? Conversely,
the cellular response to pro-apoptotic stress involved inactivation
and caspase cleavage of this protein.” Increasing intracellular Cer
availability in antagonizing its CERT-mediated inter-organelle

* Corresponding authors. Tel.: +33 (0)5.61 55 62 99; fax; +33 (D)5 61-55 60 11
(5:B. and Y.G.).
E-muil addresses: dusan berkes@stubasi (D, Berke¥), ballerean@chimie ups-tlse
fr (5. Ballereau}, genisson@chimie ups-tlge fr {¥. Génisson).

httpef/dx . dokorg/10:1 018/ bme.2015.03.019
0968-0896/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

approach.®

CERT is a cytosolic 68 kDa multi-domain protein.” The N-term-
inal Pleckstrin homology (PH) domain is responsible for CERT
localization to the Golgi.® The middle region contains a serine-rich
{SR) motif and an FFAT (diphenylalanine [FF] in an acidic tract)
motif targeting the ER membrane.® The C-terminal steroidogenic
acute regulatory protein-related lipid transfer (START) domain
has a long amphiphilic cavity selectively binding D-erythro-
ceramide and is per se responsible for the transport activity of
the protein.'® HPAs (N-(3-hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenyl-
propyl)alkanamides) constitute the only family of CERT antago-
nists reported to date (Scheme 1)."!

2. Results and discussion

Identification of the dodecanamide derivative HPA-12 as a
specific inhibitor of ceramide trafficking was reported in 2001,
befare the discovery of the CERT-associated non-vesicular cera-
mide transfer machinery.'® The (1R3R) configuration initially
assigned to the most potent stereoisomer'” was recently revised
as (1R3S) (Scheme 1).'* Yet, among the two diastereoisomeric
HPA pairs, only the (1R*,3R") pair, corrected lately as (1R*35%),'"
was individually prepared and evaluated as inhibitors of de novo
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Scheme 1. The CERT-mediated ER-to-Colgi Cer trafficking antagonised by HPA-12
along the de novo SM biosynthesis.

SM production in living cells. Thus, in the absence of general and
practical synthetic route, no systematic biological evaluation of
the HPA sterepisomers was reported.'® We describe here the first
unified preparative synthetic access to the four stereoisomeric
forms of HPA-12 and the study of their individual CERT START
domain interaction profile.

We recently reported a practical and reliable stereodivergent
access to syn- and anti-diastereomers of 1-substituted 3-aminobu-
tane-1,4-diols as key intermediates of ceramide analogues.'** This
route notably led to the revision of the initially reported (1R,3R)-
anti stereochemical assignment for HPA-12 to the (1R3S)-syn
configuration."* Prompted by our preliminary in vitrofin silico
protein interaction study of CERT ligands,'” we described here an
in-depth optimization of this route demonstrating the effective-
ness of Crystallisation-Induced Asymmetric Transformations
(CIATs)'™ in delivering multi-gram quantities of all four stereoiso-
mers of HPA-12.

The synthetic sequence, starting from the commercially
available benzoylacrylic acid, uses 1-phenylethylamine (o-PEA)
as a chiral inductor (Scheme 2). Under optimized conditions, the
CIAT was successfully implemented for the synthesis of
oxoaminoacids'® 3 and ent-3 in a 40 g-scale (step a), Scheme 2).
The use of a Mn(Il)-catalysed oxocamino acid reduction followed
by a DCC-mediated lactonisation {step b), Scheme 2) provided
the corresponding enantiopure ‘trans-butano-4-lactone 4 and
ent-4.”" From the same oxoaminoacids 3 and ent-3, the acid-
catalysed lactonisation of the mixture of syn- and anti-y-aryl-y-
hydroxy-o-amino acids, vie a second CIAT process (step c),
Scheme 2), produced cis-butano-4-lactones 5 and ent-5 in high
yield and diastereoselectivity.”! Both lactones were converted to
the syn- and anti-HPA-12 derivatives via lactone reduction, N-
debenzylation and acylation (steps d-f), Scheme 2).'%

Overall, starting from 7 g of (E)-4-oxo-4-phenylbut-2-enoic acid
(2); yielding 10 g of the corresponding oxoamine acids 3 (3 and
ent-3), the stereodivergent synthesis of both syn- and anti-HPA-
12 and their enantiomers produced ca. 5 g of optically pure sample
of the four stereoisomers of HPA-12 (1) (see ESI for chiral HPLC
analysis).

Straightforward assessment of the protein recognition by a
CERT antagonist can be achieved using a fluorescent ceramide
probe-based in vitro binding assay.?” We recently developed such
a procedure with the START domain®’ that was later on adapted by
Arenz and co-workers, with the CERT protein.'® This type of assay,
relying on the immobilization of a histidine-tagged protein on a

metal affinity resin, presents the advantage of being robust and
reliable. We also demonstrated that it could be used, in conjunc-
tion with molecular modelling, for the identification of new CERT
ligands."”

We applied this approach to the comparative evaluation of the
four HPA-12 stereoisomers. The extent of CERT START domain
hinding is correlated to the diminution of fluorescence in the frac-
tion of the ceramide probe bound to the protein, compared to the
control value in the absence competitor. A similar degree of protein
recognition was recorded for all sterecisomeric forms of HPA-12
(Table 1). Both 1R derivatives, presenting a configuration for the
dodecanamide moiety related to that of Cer, displayed a slightly
stronger binding with a 62-68% loss of fluorescence. A 57-66%
decrease in fluorescence was on the other hand recorded for the
two 15 stereoisomers of HPA-12,

We turned to molecular docking experiments to substantiate
the observed protein binding profile. The developed'” in silico pro-
cedure, based on Molegro Virtual Docker software®* was applied to
HPA-12 sterecisomers, extended to new scoring scheme and tem-
plate models (see ESI). The (1R,3R) and (1R 3S) isomers gave com-
parable calculated complexes.!” A convergent interaction trend
was observed for the two 1S sterevisomers. The four HPA-12
sterepisomers were thus found to fit into the START cavity in an
overall disposition reminiscent to that of the Cer natural ligand
(see ESI, Fig. 7A-D).

A relevant set of hydrogen bonds with the surrounding aminoa-
cids residues, analogous to that found with the native Cer ligand,
was identified in each calculated complexes.?® The alkanamide
moiety interacts with Glu446 (for the NH fragment) and Tyr553
(for the carbonyl). The 3-hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenyl-
propyl backbone develops hydrogen bonds with Arg442, Glnd67,
and additionally Tyr482 (for the primary hydroxyl group), as well
as Asn504 (for the secondary alcohol) (Fig. 1A-D). The most affine
(1R3S) isomer gives rise to an optimum set of hydrogen bonds
(Fig. 1B) while its enantiomer, displaying the weakest binding,
showed the poorest hydrogen bond pattern (Fig. 1C), lacking inter-
action with Asn504 and Tyr482. However, after analysis of a set of
docking scores, calculated complexes of all four compounds were
found of comparable energy (see ESI, Table 2), indicating that the
START domain may recognize each HPA stereoisomer. These
results were concordant with the binding data (Table 1). The rela-
tively large binding cavity of START appears indeed sufficiently
adaptable to accommodate all four stereoisomers of the flexible
HPA-12 aliphatic backbone.

The difference between these START protein interaction data
and the relative cellular CERT-mediated Cer trafficking inhibition
profile reported for some HPA stereoisomers (no individual inter-
vesicular extractionftransport inhibitory essay led to the compar-
ison of each of the four isomers)'**** suggests that this
combined binding/docking approach does mnot allow to
sufficiently discriminate these ligands on the unique basis of
their stereochemistry. In addition, the heterogeneous binding test
used so far suffers from its limited throughput and the rather
important protein amounts required, both rendering any
extensive dose-effect studies cumbersome and expensive. We
thus sought for a more practical and sensitive CERT binding
assay that could eventually be amenable to miniaturization and
automation.

We focused on the TR-FRET (Time-Resolved Fluorescence
Resonance Energy Transfer). FRET technology is based on the trans-
fer of energy between two fluorophores, a donor and an acceptor,
when in close proximity (from 50 to 90 A). Because of these spec-
tral properties, a donor-acceptor complex can be detected by FRET
without the need for physical separation from the unbound part-
ners. Thus, TR-FRET is a homogeneous assay method that does
not require any separation step such as centrifuging, washing,
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in (1R 3R}-anti-1 and (1535)-anti-1 (>5.1 g from 10.g of ent-3),

Table 1
Fluoréscence binding assays of the four HPA-12 stereoisomers
Competitor (1R3R-  (1R3S)- (1S3  (I1S35F
HPA-12  HPA-12  HPA-12  HPA-12
Fluorescence (% of control)®  38% 32% 43% 34%

* Residual fluorescence of the ceramide probe in the fraction bound to the protein
in the presence of each HPA-12 stereoisomers tompared to the control experiment
without competitor, See Supporting information for experimental procedure;

filtration, or magnetic partitioning. The background fluorescence
{from sample components such as buffers, proteins) is extremely
transient (with a lifetime in the nanosecond range) and can
therefore be eliminated using time-resolved methedologies (with
a 50-150us delay between the excitation and fuorescence
measurement).

Our approach is based on a specially designed w-biotinylated
Cer probe?” in combination with histidine-tagged CERT START
domain (Fig, 2). Structural study of the protein-ligand complexes
shows that the terminus of the sphingosine backbone gets out of
the START cavity for Cer bearing amide chain longer than C16.%°
It was thus conceived that streptavidin could recognize the biotin
fragment of the bound probe, allowing assemblage of the FRET
partners.

Detection of the Cer probe-START domain complex relies on TR-
FRET between an Europium cryptate linked to an anti-Histidine
antibody, as the fluerescence donor, and a d2-streptavidin conju-
‘gate, as the acceptor. Displacement of the w-biotinylated Cer probe
at the START binding site by a competitor led to dissociation of the

complex and extinction of the TR-FRET signal. Due to the time-re-
solved mode, the spectral and temporal selectivity of this assay
eliminates false positive and ensures a highly specific signal.
Furthermore, the absence of separation step allows automation
and the use of small volumes ensures a high level of
miniaturization.

In practice, His-tagged recombinant START domain of CERT pro-
tein (1 equiv) was first pre-incubated with each HPA sterecisomer
at various concentrations. The @-biotinylated Cer probe (1 equiv)
was then added followed by d2-streptavidin conjugate and
Europium ¢ryptate-labeled monoclonal anti-histidine antibody.
After 18 h of incubation at room temperature, the time-resolved
fluorescence was measured at 590 nm.

This homogenous TR-FRET binding assay to the CERT START
domain allowed facile measurement of the ECsp of the four

stereoisomers of HPA-12 (Fig. 2). All compounds competed, to vari-

ous extents, with the biotinylated ceramide probe for the binding
to the START domain. The higher ECsp (159 uM) was found for
the (1S3R)-HPA-12, in convergence with the binding data
(Table 1). Both (1R,3R) and (15,35) isomers displayed fair binding
to the START domain with an ECsp of 22 and 25 uM, respectively.
As proposed previously, the (1R3S)-HPA-12, possessing an ECso
of 4 uM, proved to be the most affine stereoisomer. These data,
concordant with an interaction of all four HPA-12 stereoisomers
with the protein noted earlier (vide supra), allowed for the first
time their discrimination regarding CERT START domain binding.
Notably, they indicate that retaining either 1R or 35 configuration
warrant a good level of recognition, while inversion of both stereo-
centers led to a substantial loss of affinity for the {(15,3R) isomer.
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Figure 2. Schematic view of the homogenous TR-FRET ‘binding assay to the CERT START domain.

3. Conclusion molecules could be recognized by the large protein binding cavity,
the 1R ceramide-like configuration being more favourable. A more

In conclusion, we described the first unified large-scale stereo- practical and sensitive binding assay was developed based on a
controlled synthesis of the four diastereoisomers of HPA-12. specially designed m-biotinylated Cer probe, representing the first
Application of an in vitrofin silico CERT START domain binding  application of the homogenous TR-FRET to the CERT START
evaluation indicated that the four stereoisomers of these flexible domain. This procedure allowed unprecedented assessment of
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Figure 3. Dose-response curves for the four sterepisomers of HPA-12. Curve fit of
sigrnoidal dose-response curves performed with Prism 3.0 (Graphpad Software, San
Diego, CA] allowed determination of the ECsp for each stereoisomeérs. ECsp of HPA-
12; 159 uM for (153RY: 25 uM for {1535); 22 uM for (1R.3R) and 4 uM for (1R35)

the four HPA-12 stéreoisomers binding ECsq. The more affine com-
pound possesses the (1R,35) configuration, in concordance with the
Cer trafficking inhibitory profile previously reported in living cells
experiments.'*'7 Furthermore, these binding data indicate that
the configuration of both 1R and 3S stereocenters similarly
contribute to extent of protein recognition. The miniaturized and
automated version of this homogenous TR-FRET assay proved to
be fully adapted to HTS,” opening up new prospect for the system-
atic exploration of novel CERT antagonists as Cer trafficking inhibi-
tors with emerging therapeutic potential.”

4. Experimental part
4.1. Synthesis

4.1.1. (1R,35)-N-(3-Hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenylprop-1-
yl)dodecan-amide (1R,35)-1 or (15,3R)-1

Corresponding syn-aminodiols 8 (3.07 g, 0.0169 mol) or ent-8
(3.20 g, 0.0176 mol) and DIPEA (1.5 equiv, 3.28 g, 0.0254 mol) were
disselved in THF (100 mL) under heating and chilled to 0 °C. To this
mixture the solution of lauroyl chloride (1.1 equiv, 4.08g,
0.0186 mol) in THF (15 mL) was added dropwise during 15 min
at 0 °C. The 0.5 M NaOH solution (70 mL) was added to the reaction
mixture and THF was evaporated. Remained suspension was
extracted with dichloromethane (3 x 100 mL), combined organic
layers were dried over MgSO; and evaporated. The obtained crude
product was crystallized from the diethyl ether/hexane mixture to
give 3.6g of (1R35)-1 or 3.8¢ of (153R)-1. The filtrate was
evaporated and the residue was further purified by silica gel flash
chromatography using Et;0-Et;0/MeOH 15:1 solvent system
to obtain second portion (0.81g) of pure (1R35)-1. Combined
yield of (1R3S5)-N-(3-hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenylprop-1-
yl)dodecanamide (1R35)-1 was 442g (72%) dr >99:1, er
99.7:03, mp 89-91°C (lit.'™ 81-82°C), [x]p=—39.2 (c 05,
CHCLs) [1it."** [&]p = —34.4 (¢ 0.36, CHCL)]. In the case of its enan-
tiomer (18,3R-1)-1, 4.60 g (72%), dr 99:1, er 99.3:0.7, mp 87-89 °C,
latlny=+38.5 (c 0.5, CHCls) was obtained. The NMR spectra are in
agreement with the reported spectra.'*

4.1.2. (1R,3R)-N-(3-Hydroxy-1-hydroxymethyl-3-phenylprop-1-
yl)dodecan-amide (1R,3R)-1 or (15,35)-1

Starting from the anti-aminobutanediols 9 (3.68 g, 0.0203 mol)
or ent-9 (3.80 g, 0.0209 mol) and following the above described
procedure the corresponding HPA-12 (1R3R)-1 (5.17 g, 70%), dr
99:1, er 99.9:0.1, mp 64~66 °C (lit."™* 53-55°C), [a]p= +102 (c
0.5, CHCl) [lit.'"™ [x]p= +10.5 (¢ 0,44, CHCly)] and ent-HPA-12
(15,35)-1 (5.70g 75%), dr 99:1, er 99.9:0.1, mp 65-68°C,
[¢]ly=—10.5 (c 0.5, CHCl;) were obtained as white solids. The
NMR spectra are in agreement with the reported spectra.'*

ment (START) (Product #ab95897) was obtained from Abcam.
TALON® metal affinity resin was from Clontech, Fluorescence spec-
tra were recorded with a Carey Eclipse spectroflucrometer
eguipped with a xenon lamp source and a Hamamatsu R928
photomultiplier tube. Fluorescent ceramide probe (N-((25,3R.E)-
1,3-dihydroxy-18-(( 7-nitrobenzo[c][ 1,2,5]oxadiazol-4-yl Jamino)
octadec-4-en-2-yl)palmitamide) was synthesized according to
Ref. 23.

4.2.2. Fluorescence binding assays

The His-tagged recombinant START domain of CERT protein
(200 pmol, 6.5 mg, 13 pL of 0.5 mg/mL commercial solution) was
dissolved in TBS (46 uL) in an Eppendorf tube. The HPA-12
sterepisomer (200 pmol, 2 uL of 0.1 mM ethanolic solution) and
TBS (30 pL) was added to the tube and the mixture was incubated
at 37 °C for 30 min. An equimolar amount of fluorescent ceramide
probe (200 pmol, 2 uL of 0.1 mM ethanelic solution) was then
added and after 30 min of incubation, the resulting complex was
retained on a TALON® metal affinity resin (40 pL of 50% (v/v) pree-
quilibrated with wash buffer), and incubated for 10min at
room temperature with rotary shaking. After centrifugation
(14,000 rpm, 30 s), the supernatant was collected as the ‘free frac-
tion’. For washing, the resin was suspended in a 10 mM imidazole
solution in TBS (75 L), and after centrifugation (14,000 rpm, 30 s);
the supernatant was collected as the ‘wash fraction 1. This wash-
ing step was repeated to give the ‘wash fraction 2'. To liberate the
protein bound fraction to the TALON® resin, the resin was sus-
pended in a 250 mM imidazole solution in TBS (75 pL) and incu-
bated for 5Smin at room temperature, After centrifugation
(14,000 rpm, 30 s), the supernatant was collected as the ‘bound
fraction'. A solution of chloroform/methanol (1:2 (v/v), 3.75-fold
volume of each fraction) was then added to each collected fraction.
Finally, to retrieve residual fluorophores non-specifically bound to
the resin in the tube, TBS (85 L) and chloroform/methanol (1:2 (v/
v), 375 pL) were added to the resin in the tube, mixed, and cen-
trifuged (14,000 rpm, 30 5). The supernatant was collected as the
‘residual fraction'. For each fraction, the fluorescence was quanti-
fied with a Cary Eclipse spectrofluorimeter (NBD: excitation at
465 nm, emission at 530 nm).

Ratio between the fluorescence intensity of this ‘bound fraction’
and that of gathered washing fractions (‘unbound fraction’) allows
quantification of the probe binding to the START domain of CERT.
Probe shifting results in a reduction of fluorescence intensity in
this ‘bound fraction' in comparison to a blank experiment without
competitor and compound binding was quantified by this percent-
age of fluorescence diminution.

4.2.3. TR-FRET binding assay

4.23.1. Materials. Streptavidin-d2  conjugate (Product
#610SADLA) and Europium cryptate-labeled anti-Histidine mono-
clonal antibody (Product #61HISKLA) were obtained from Cisbio
Bioassays® (Codolet, France). Human COL4A3ABP recombinant
histidine-tagged protein fragment (START) (Product #ab95897)
was obtained from Abcam. Biotinylated ceramide pirobe
(BioCer, or N-{(253R.E)-1,3-dihydroxy-18-(5-(2-oxohexahydro-
1H-thieno|3,4-d]imidazol-4-yl) pentanamido)octadec-4-en-2-yl)-
palmitamide) was synthesized according to Ref. 23.

4.23.2, HTIRF assay. 8 plL of 5% of DMSO or compounds and a
1 uM solution containing the START were incubated 30 min at
37°C. 2 uL of 1 uM Biotinylated ceramide solution was added in
384 Well Low Volume White Round Bottomn Polystyrene NBS™
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Microplate (Product #3673 from Corning®™). After 30 min to 37 °C
streptavidin-d2 and monoclonal anti-hist antibody labelled with
Europium cryptate were added in detection buffer as recommended
by manufacturer. After 15 h of incubation at room temperature,
the time-resolved fluorescence was measured using an Envision™
plate reader (Perkin Elmer; Zeo= 320 nm, JAem= 590 and 665 nm;
60 us delay time). The donor fluorescence emission was measured.
at 590 nm instead of 620 nm in accordance with Envision appara-
tus and Cisbio recommendation. The HTRF readout was calculated
as two wavelengths signal ratio: (665 nm/590 nm) » 10%. FRET sig-
nal was defined as (HTRF compound ratio — HTRF negative ratio)/
HTRF blank ratio. HTRF negative ratio was (665 nm/590 nm) »x 10%
of well containing streptavidin-d2 and anti-Hist monoclonal
antibody labelled with Europium cryptate. HTRF blank ratio was
(665 nm(590 nm) x 10% of well containing anti-Hist monoclonal
antibody labelled with Europium cryptate.

4.2.3.3. Data handling. Positive FRET signals were performed by
dispensing DMSO 5%, so no inhibition of interaction was done. This
maximal signal value obtained was set to 0% inhibition.

Percentage of inhibition was calculated using Egq. 1: %
inhib. = 100 — (100 * FRET signal compound) = FRET signal with-
out compound ratio. The Z' factor was calculated according to
Zhang et al.*® with at least 32 assays for each control:

(35D positive control + 35D negative control)

Z=T— :
(mean positive control —mean negative control)

All curves fits of sigmoidal dose-response curves were per-
formed with Prism 3.0 (Graphpad Software, San Diego, CA).
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2) Conception rationnelle in silico et relation structure-activité

Lors de cette conception raisonnée de nouveaux ligands de START, nous nous sommes concentrés
sur deux familles de composés : les HPAs, dont les structures co-cristallisées offraient une base de
travail expérimentale, et les iminosucres, que le criblage virtuel indiquait comme prometteurs.
Différents analogues dérivant de ces deux familles ont été concus in silico, modélisés dans la cavité
du domaine START, puis, lorsque les composés étaient accessibles (par synthése au laboratoire ou via
une collaboration), évalués in vitro par le test de liaison au domaine START. La liaison de ces
composés a été évaluée par test FLINT ainsi que TR-FRET, dans le cas de molécules non protonables.
Lorsque les composés sont protonables, tels que les iminosucres, leur interaction avec le domaine
START est en effet limitée dans les conditions du test TR-FRET puisque le pH optimal du test est de
8,5. Les iminosucres ont ainsi été évalués uniquement sous leur forme protonée par le test FLINT.

a) Famille des HPAs

Le motif structural type des HPAs se caractérise notamment par la présence d’un squelette
sphingoide tronqué se terminant par un noyau phényle. Une optimisation possible de leur structure
réside dans l'introduction de substituants aliphatiques visant a rétablir les interactions avec les parois
hydrophobes de la cavité du domaine START contribuant a la liaison du ligand naturel Cer. Dans cette
optique, cing classes d’analogues d’"HPA-12 ont été modélisées. Parmi ces composés, on retrouve les
quatre formes stéréoisomeriques des HPAs (type I, Il, IV et V) avec la présence d’'un cycle
aromatique, substitué ou non en position para (A) ou en méta (B) par des chaines aliphatiques, ainsi
que des analogues sans cycle aromatique, a squelette de type 3-désoxy-phytoCer (C). Des analogues
d’HPA-12 a conformation restreinte, de type carbamates cycliques (type Ill), ont aussi été introduits.
Au total, 23 molécules ont été évaluées in silico et synthétisées dans le laboratoire du Dr. Dusan
Berkes. La liaison de ces analogues au domaine START a ensuite été déterminée par les tests in vitro
FLINT et/ou TR-FRET. L’ensemble des résultats est reporté dans le Tableau 18.

L’analyse des scores et des poses calculées retenues indique que la quasi-totalité des analogues HPAs
sont reconnus par le domaine START. En revanche, les descripteurs LE1 et LE3 et I'analyse des poses
ne permettent pas, a eux seuls, de comparer l'interaction des ligands reconnus par START sur cette
série, probablement du fait de la grande proximité structurale des composés. Néanmoins, une
tendance nette se dégage de I'analyse des scores : les composés de type Il, de configuration (1R,35),
sont les mieux reconnus de cette série et les analogues cyclisés de type Ill sont les moins reconnus.

Les données de liaison in vitro suivent la méme tendance, bien que les résultats obtenus par le test
FLINT ne soient pas comparables aux résultats obtenus par le test TR-FRET. En effet, le test FLINT
n’évalue l'interaction ligand-protéine qu’a une seule concentration avec une incubation de 10
minutes, a 37°C et a pH physiologique. Le test TR-FRET mesure quant a lui une ECsy (a partir de
données d’interaction a différentes concentrations) avec 18 heures d’incubation, a température
ambiante et a pH=8,5. Ainsi, ces différences de conditions pourraient expliquer la plus faible
discrimination observée dans le test FLINT (peu de distinction entre L101, L109, L122 et L123, les
guatre stéréoisomeres de I’"HPA-12), contrairement au test TR-FRET. Ainsi, a I'exception des HPAs
cycligue de type lll, 'ensemble des analogues présentent une liaison forte a modérée avec le
domaine START (liaison résiduelle de la sonde fluorescente inférieure a 50% du controle sur le test
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FLINT). Les composés HPAs de type Il, de configuration (1R,3S), sont les mieux reco
série, avec des ECs, de I'ordre de la dizaine de nanomolaire, voire du nanomolaire.

nnus de cette
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Tableau 18 - Résultats de la modélisation moléculaire et liaison in vitro pour les analogues HPAs
(ND : non déterminé)

Ligand | tLyc'zzre ::pb:titu:"t MolDock | Rerank | HA | LE1 | LE3 | ECs(nM) ”?;‘:Lii:ﬁ:g:;’e
L101 | A | H |-14968 | _11542| 26 | 576 | -444 | 22000 32,35 +5,86
1102 | A | Me | -14548 | _11154| 27 | 539 | 4,13 ND 42,76 0,36
L103 | A | OMe | -152,95 | -12151| 28 | -546 | -4,34 ND 43,21+9,07
L104 I A | CHyz | -164,54 -124,07| 32 | 514 -3,88 317 26,92 + 3,41
L105 | A | CioH» | -188,57 -142,99 | 36 -5,24 -3,97 443 ND
L106 I B | CeHis | -170,58 -116,26 | 32 | 533 -3,63 123 ND
L107 I B | CyHjy | -199,26 -152,72| 36 | 5,53 -4,24 674 42,99 +4,76
L108 I C | CyoH, | -180,66 -135,02| 30 | 6,02 -4,50 106 20,36+ 0,98
L109 [ A H | -153,89 | .12160| 26 | 592 | -4,68 | 4000 38,01+5,28
L110 Il A | OMe | -163,16 -130,55| 28 | 5,83 -4,66 ND 20,59+1,38
L1111 [ A | CHis | -190,94 | -13907| 32 | 597 | 4,35 84,9 18,78 + 2,31
L1112 [ A |CiHx | -207,05 | _156,42| 36 | -575 | -4,34 41,8 ND
L1113 [ B | CeHis | -188,58 | _14158| 32 | 589 | -4,42 1,50 ND
L114 ] B | CioH>1| -190,28 -132,21| 36 -5,29 -3,67 32,4 14,71 +£1,43
L115 [ C |CiHa| -164,64 | _12228| 30 | 549 | -4,08 63,2 21,49 +5,92
L116 [ C |CiHy| -201,55 | _14588| 34 | 593 | -429 ND ND
L1117 [ C | Cy | -14861 | _116,83| 26 | 572 | -4,49 ND 32,13+6,35
1118 [ C | tBu | -142,13 | .11336| 2 | 592 | -4,72 ND 54,52 + 6,98
L119 [l A Me -141,22 -114,32| 27 -5,23 -4,23 ND 75,57 £ 4,64
L120 1] C Ph -131,79 -110,35| 26 -5,07 -4,24 ND 49,10+ 6,12
L1121 1l C | t-Bu | -13875 | .11526| 26 | 534 | -443 ND 51,36 + 4,16
L122 1% A H -150,40 -116,39| 26 | 578 -4,48 25000 42,99 + 6,37
L123 v A H -148,86 -118,96| 26 | 573 -4,58 159000 34,39+0,70
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La corrélation des résultats in silico et in vitro sur cette série permet de faire ressortir quelques
grandes tendances de relations structure-activité.

e La configuration des deux centres asymétriques
De fagon cohérente avec les résultats obtenus pour les quatre stéréoisomeres de ’'HPA-12, les HPAs
de configuration (1R,3S)-syn (type Il) sont les mieux reconnus de cette série, devant les HPAs de type
| de configuration (1R,3R)-anti. La modélisation des complexes formés a partir des analogues
substitués a permis de proposer une interprétation a cette sélectivité, que n’avait pas révélée I'étude
des HPA-12 eux-mémes (vide infra).

e La longueur de la chaine aliphatique

Parmi les analogues HPAs aliphatiques de type 3-désoxy-phytoCer L108, L115, L116, L117 et L118 (cf.
Figure 36), ceux présentant une chaine aliphatique (L108, L115 et L116) sont mieux reconnus par la
protéine que les dérivés tronqués portant un groupement encombrant tel que tBu (L118) ou Cy
(L117). La modélisation indique que la présence d’une longue chaine alkyle augmenterait les
interactions hydrophobes le long des parois lipophiles de la cavité de START, non observées pour
L117 et L118, et induirait une orientation favorable de la téte polaire permettant I'établissement de
liaisons hydrogene au site de liaison, notamment avec Glu446. Il est a noter que le mode de liaison
observé dans les poses calculées des analogues aliphatiques de type Il (1R,3S)-syn (L115 et L116) est
tres similaire a celui du D-ribo-phytocéramide lui-méme, un des meilleurs ligands de cette étude.

Figure 36 - A) Pose retenue de L108, B) Interactions calculées entre L108 et START, C) Poses retenues de L115 (turquoise),
L116 (créme), L117 (mauve) et L118 (noir), D) Interactions entre L117 et START, E) Interactions entre L118 et START,
F) Interactions entre L115 et START.

Parmi les analogues aromatiques des HPA-12 (cf. Figure 37), I'ajout d’une chaine lipophile sur le cycle
aromatique est aussi tres favorable a la reconnaissance (L101 a comparer avec L102 a L108, et L109 a
comparer avec L110 a L116). La présence de ce motif lipidique permettrait la encore selon la
modélisation d’augmenter les interactions hydrophobes du ligand, mimant les interactions de la
chaine sphingoide du céramide. D’autre part, ce résidu aliphatique semble induire une meilleure

136



Chapitre 2 : Méthodologie d’identification d’antagonistes potentiels de la protéine CERT

structuration du complexe, orientant ainsi I'extrémité polaire du ligand de facon a maximiser les
liaisons hydrogenes développées au fond du site de liaison. En effet, les poses calculées des quatre
stéréoisomeres HPA-12 montrent une orientation assez similaire de la téte polaire,* alors que les
analogues substitués présentent une orientation des hydroxyles plus tranchée selon leur
configuration, déja observée en série aliphatique entre L108 et L115 (cf. Figure 37 B et F). Ainsi,
d’apres la modélisation, les analogues (1R,3R)-anti de type | développeraient des liaisons hydrogénes
avec Glu446, GIn467, Tyr553 et Asn504, tout comme les (1R,3R)-anti-HPAs co-cristallisés, alors que
les analogues (1R,3S)-syn de type Il établiraient des liaisons hydrogénes avec Glu446, GIn467, Tyr553
et Tyrd82. En particulier, les poses calculées montrent un reversement complet d’orientation spatiale
de I'hydroxyle secondaire en C-3 interagissant, soit avec Asn504 (configuration 3R présente dans les
co-structures cristallines), soit avec Glu446, GIn467 et Tyr482 (configuration révisée 3S). Le fort
réseau de liaisons hydrogeéne établi entre les deux hydroxyles et le NH de I'amide sur la méme face

de la molécule permettrait ainsi d’expliquer la meilleure affinité de la série (1R,3S)-syn.

Figure 37 - A) Pose retenue de L101, B) Poses retenues des analogues HPAs-anti: L102 (violet), L104 (turquoise), L105
(bleu), L106 (rose) et L107 (orange), C) Interactions entre L106 et START, D) Pose retenue de L109, E) Poses retenues des
analogues HPAs-syn : L110 (orange), L111 (jaune), L112 (vert), L113 (lila) et L114 (violet), F) Interaction entre L113 et
START.

Enfin, les composés ayant une chaine hexyle interagissent plus favorablement avec la protéine que
les composés ayant une chaine décyle (L104/L105, L106/L107 et L113/L114).

e La position de la chaine sur les analogues aromatiques
Sur I’'ensemble des analogues de type | et Il, les composés substitués en méta sont mieux reconnus
que les composés substitués en para. Dans la série (1R,3R)-anti de type |, I'analyse des poses
retenues de L102, L104 et L105, substitués en para, montre une orientation du cycle phényle
identique a celle des (R,R)-HPAs co-cristallisés, alors que le cycle phényle de L106 et L107, substitué
en méta, montre une rotation de 90°. Cette rotation du cycle phényle entre les dérivés substitués en
para et en méta est aussi observée sur les analogues (1R,3S)-syn de type Il. L'analyse des poses
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calculées n’a toutefois pas permis de corréler cette tendance a des interactions spécifiques du noyau
aromatique dans I'une ou 'autre des orientations.

e (Conclusion

Le profil optimal issu de cette analyse des relations structure-activité correspond donc a un analogue
de configuration (1R,3S), avec un noyau phényle substitué en méta par une chaine hexyle.
O

OH HNJ\C11H23

Figure 38 - Structure du ligand L113

L'analogue L113, rassemblant 'ensemble de ces conditions, présente une ECsy de liaison au domaine
START de la protéine CERT de 1,5 nM, soit trois ordres de grandeur inférieure a celle de 'HPA-12
L109, présentant la méme configuration (ECso, 4 UM). Cette augmentation d’affinité est trés
significative au regard de la modification structurale assez faible introduite (ajout d’une chaine
aliphatique en C6). Au-dela du gain évident en interactions hydrophobes, la modélisation suggere
que l'ajout du motif aliphatique induirait une plus forte structuration du complexe ligand-protéine
conduisant a une interaction maximisée de la téte polaire du ligand. Un impact plus prononcé de la
configuration du centre C-3 sur les ECsy de liaison a la protéine comparé a la série des HPA-12 non-
substitués (L101, L109, L122 et L123) est cohérent avec I'analyse in silico qui montre, par ailleurs, des
conformations liées tres distinctes pour les diastéréoisomeres 3R et 3S. Enfin, il est a noter qu’avant
cette étude, aucun modele de liaison des HPAs de configuration révisée (1R,3S)-syn n’avait été
proposé, les études cristallographiques ayant été conduites avec la série (1R,3R)-anti.
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b) Iminosucres

L’étude in vitro/in silico réalisée jusque-la a montré i) qu’une amine protonée pouvait interagir avec
le carboxylate de Glu446 en mimant le NH de I'amide du ligand naturel Cer (cas de la Sph) et que ii) la
présence d’une telle amine au sein d’une structure cyclique pouvait étre favorable si la conformation
de la molécule était figée de maniere appropriée (cas de la jaspine B). Ces deux observations nous
ont conduits a imaginer des mimes de Cer a squelette iminosucre. L’analyse de la conformation
cristalline du Cer lié au sein de la cavité du domaine START, suggérant une disposition pseudo-
diaxiale des deux hydroxyles portés par un cycle en conformation chaise, a renforcé cette démarche.

Des structures cycliques azotées, azépanes ou pipéridines (de type didéoxyiminoxylitol et
didéoxynojirimicyne) ont été évaluées in silico. Les poses retenues montrent qu’elles adoptent la
méme conformation que le céramide co-cristallisé a la protéine (cf. Figure 39), permettant ainsi de
mimer les interactions céramide-domaine START.
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Figure 39 - Conformation du céramide co-cristallisé avec le domaine START de CERT
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Le ligand LO55 (avec Ri=H et R,=C;3H,; sur le schéma ci-dessus) est ressorti comme I'un des meilleurs
ligands du criblage in silico sur la base des scores LE1 et LE3. D’aprées les optimisations menées sur
les analogues HPAs, I'ajout d’une seconde chaine lipidique favorise la reconnaissance, i) en
augmentant les interactions hydrophobes avec les parois de la cavité du domaine START et, ii) en
induisant le positionnement de la téte polaire pour maximiser les liaisons hydrogene entre le ligand
et la protéine. Ainsi, bien que les scores des descripteurs LE1 et LE3 soient plus faibles, la
modélisation indique que, en terme de conformité avec la structure du céramide complexé, les
structures les plus prometteuses de cette série sont les azépanes du type L046 et LO48.
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Figure 40 - Poses retenues de L046 (en rose, a gauche) et de L048 (en jaune, a droite) superposées avec le céramide co-
cristallisé (en gris) et interactions avec le domaine START

L'azote de l'azépane se superpose avec celui du céramide, tout comme les alcools primaires et
secondaires. D’apres les interactions calculées entre L0O46 et le domaine START de CERT, la présence
d’une seconde chaine stabiliserait le réseau de liaisons hydrogénes par rapport a LO55, en faisant
intervenir des résidus supplémentaires. Le positionnement de la chaine OR; en position axiale
favoriserait la reconnaissance par le développement d’une liaison hydrogene supplémentaire entre
I'oxygéne de I'éther et GIn467 (cf. Figure 40). Une synthése de ces composés, avec différentes
longueurs de chaines, est envisagée a partir de I'aldéhyde de Garner (cf. Chapitre IV) pour permettre
leur évaluation in vitro.

e Analogues pipéridines

Pipéridines 2,3,5-substituées
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Le ligand LO60 est un iminosucre de type pipéridine qui est apparu comme I'un des ligands ayant les
meilleures valeurs LE1 et LE3 au cours du criblage virtuel. L'observation de sa pose calculée fait
ressortir une bonne superposition des alcools primaire et secondaire de la pipéridine avec ceux du
céramide, ainsi que I'oxygene de la fonction éther de LO60 avec celui de I'amide du céramide. En
revanche, l'azote du ligand est décalé par rapport a celui du céramide. L'amine est alors trop
éloignée pour développer une liaison hydrogéne avec le Glu446. La synthése de cet analogue est en
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cours au laboratoire en collaboration avec le Pr. Antonio Burtoloso (Institut de Chimie de Sdo Carlos,
Université de Sdo Paulo, Brésil) (cf. Chapitre 1V).

Un meilleur positionnement de I'azote sur le ligand LO60 permettrait de rétablir cette interaction
primordiale dans la reconnaissance, comme observé pour les dérivés iminosucres analogues
d’isofagomine de type Il, LO30 a L033, modélisés au cours du criblage virtuel (cf. Figure 41).

Figure 41 - Poses retenues de L060 (en bleu) et de L033 (en rose) superposées avec la structure cristalline du céramide (en gris)
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D’aprés la modélisation, la combinaison de deux structures LO60 et LO33 représentées ci-dessus (cf.
Figure 41) permettrait d’une part une position optimale de 'azote et des hydroxyles, augmentant
ainsi les interactions fortes avec les résidus polaires au fond de la cavité. D’autre part, les interactions
hydrophes avec le domaine START seraient plus importantes grace a la présence de deux chaines
lipidiques. Cet analogue, de type 3-epi-ent-nceuromycine (L124), constitue donc un mime optimisé
du céramide. Sa synthese est envisageable a partir du 3-D-lyxo-pyranose selon la méthode de M. Bols
2 (cf. Chapitre V).

Pipéridines 3,4,5-substituées
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Tableau 19 - Résultats de la modélisation moléculaire et liaison in vitro pour les analogues pipéridines 3,4,5-trihydroxylés
(ND : non déterminé)

. Liaison de la sond
Ligand| Type | R, | R, | R; |MolDock| Rerank | HA LE1 LE3 '?;‘;’L cinirs(:::) e
(]
L125 B CioHys | CioHys H 197,61 | -151,32 33 -5.99 4,59 5430 + 8,09
Ldp | B H [CoHas| H | 11364 | 9563 | 21 | 541 | -4,55 61,31 £ 3,42
1127 | B |CuHys| H H D D - - . "
L1128 | A | H |CuMis| H | .11562 | -9605 | 21 | -551 | -4,57 40,95 + 1,16
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A | CpHy | H H -120,46 | -99,04 21 5,74 | -4,72 47,96 + 11,01
A H | CoHas | CioHas | -178,65 | -137,66 33 5,41 | -4,17 51,13 + 3,08
A | CppHys | CpHys | H -197,89 | -147,28 33 -6,00 | -4,46 30,10 + 4,01

Une alternative simplifiée au ligand L124, est la pipéridine 3,4,5-trihydroxylée de type B, L125. La
modélisation de ce composé indique une bonne superposition de I'atome d’azote du ligand avec
celui du céramide, ainsi que des alcools, ce qui permettrait de reproduire le réseau de liaison
hydrogene développé par le ligand naturel. La chaine O-alkyle adopte la méme disposition que le
squelette sphingoide du céramide et la chaine N-alkyle suit I'orientation de la chaine amide du
céramide (cf. Figure 44). Le composé L125, ainsi que les analogues L126 et L127 variablement N-
alkylé et/ou O-alkylé, ont été synthétisés sous forme racémique au laboratoire en collaboration avec
le Dr. Antonio Burtoloso en vue de leur évaluation in vitro (cf. Chapitre 1V).

Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Philippe Compain (Laboratoire de Synthése Organique
et Molécules Bioactives, Université de Strasbourg), nous avons eu acces a différentes pipéridines
trihydroxylées de type A et B, dont L129, un analogue de LO40 identifié lors du criblage virtuel. Divers
analogues didéoxyiminoxylitols (type A, DIX) N-alkylés et/ou O-alkylés et leur diastéréoisoméres en
C-5 (type B) ont été modélisés. Leur liaison avec le domaine START a été évaluée in vitro par le test
FLINT. L'ensemble des résultats est reporté dans le Tableau 19 et la Figure 43.

D’apres la modélisation et les données de liaison, I'ensemble des composés de cette série est
reconnu par la protéine. Pour les composés de type A, série DIX (L128 a L131), une tendance nette se
dégage de l'analyse des résultats du test de liaison et des poses calculées. Le composé L130,
comportant deux chaines O-alkyles en positions 3 et 5, est le moins bien reconnu de la série. Bien
que les chaines du ligand conservent |'orientation des chaines du céramide, permettant ainsi de
mimer les interactions hydrophobes, leur orientation semble contraindre le cycle pipéridine dans une
conformation non favorable pour développer des liaisons hydrogenes avec les résidus a proximité.
Notamment, le décalage de 'azote de la pipéridine empécherait son interaction avec le Glu446. Les
meilleures interactions sont obtenues avec les chaines alkyles placées en positions 1 et 5. Ainsi la
chaine O-alkyle de L128 mimerait la chaine sphingoide du céramide (malgré le léger décalage
observé) et la chaine N-alkyle de L129 mimerait la chaine amide du céramide. L’orientation de ces
chaines permettrait un positionnement idéal du motif pipéridine. Une bonne superposition des
atomes d’azotes de la pipéridine et du céramide est observée. Il en est de méme pour les
groupements hydroxyles (cf. Figure 42). Cette disposition permettrait ainsi de mimer le réseau de
liaisons hydrogenes du céramide complexé au domaine START de CERT.

Le ligand L131, le meilleur de cette série, combinerait les deux critéres favorables a la
reconnaissance : la présence de deux chaines lipidiques en position 1 et 5 et un maximum de liaisons
hydrogene avec les résidus présents au fond de la cavité du domaine START grace au bon
positionnement du motif pipéridine (cf. Figure 42).
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Figure 42 - Poses retenues de L128 (en rose), de L129 (en jaune), de L130 (en vert) et de L131 (en bleu) superposées avec
le céramide co-cristalisé (en gris)

La méme tendance est observée pour les diastéréoisoméres en C-5 des DIX, de type B. Ainsi, le ligand
L125, combinant les conditions favorables pour développer des interactions avec le domaine START,
est le meilleur de cette série (cf. Figure 43).
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Figure 43 - Corrélation du LE1 et de la liaison de la sonde
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Il est cependant intéressant d’observer la nette différence de liaison entre les deux
diastéréoisomeres L125 et L131 (cf. Tableau 19). L’analyse détaillée des liaisons hydrogénes
développées dans les poses calculées pour ces deux composés fait ressortir une différence
d’interaction de I'atome d’oxygene de la fonction éther en C-5 entre les configurations équatoriale
ou axiale, pouvant expliquer la différence de liaison au domaine START de ces deux épiméres. Cet
atome d’oxygéne n’interagirait en effet pas avec les résidus voisins lorsque la chaine O-alkyle est en
position équatoriale (type B), alors qu’une liaison hydrogéne avec la GIn467 serait présente lorsque
la chaine est en position axiale. La conformation « tout-axial » des pipéridines de type A semble ainsi,
d’apres la pose calculée, étre optimale pour la reconnaissance par la protéine. Une telle
conformation a déja été proposée par le Pr. Philippe Compain comme étant a I'origine de I'activité
remarquable de dérivés DIX alkylés vis-a-vis de la glucocérébrosidase.®
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Figure 44 - Poses retenues de L125 (en bleu) et L131 (en blanc) superposées avec la structure cristalline du céramide (en
gris) et interactions développées avec le domaine START
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Pipéridines de type déoxynojirimycine
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Tableau 20 - Résultats de la modélisation moléculaire et liaison in vitro pour les analogues déoxynojirimycine
(ND : non déterminé)

Ligand | R, R, | MolDock | Rerank :;ar:’é LE1 LE3 Li?;“;tii:;;::;'e
1132 | CpHys | CoHas | 201,67 | -144,74 35 576 | -4,14 38,91 +5,91
L133 H | CoHws | -122,47 | -9537 23 532 | -4,15 34,62 +3,16
1134 | CpHys | H 13461 | -107,94 23 585 | -4,69 26,02 +5,56
135 | CHis | H 292,90 76,67 17 546 | -4,51 ND
1136 | CHyy | H 106,78 | -86,77 19 562 | -4,57 ND
L137 | CioHn | H 123,70 | -95,01 21 589 | -4,52 ND
1138 | CuHss | H 137,15 | -111,40 25 549 | -4,46 ND
L139 | CiHss | H 142,00 | -112,05 27 526 | -4,15 ND
L140 | CiHs; | H 147,91 | -117,45 29 510 | -4,05 ND

La collaboration avec le Pr. Philippe Compain nous a aussi donné acces aux analogues de la
déoxynojirimycine (DNJ) L132 a L134. Ces composés ont été évalués in silico et in vitro par le test de
liaison FLINT au domaine START.

L’ensemble des résultats est reporté dans le Tableau 20 et la Figure 45.
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Figure 45 - Corrélation du LE1, LE3 et liaison de la sonde
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Les dérivés de type DNJ n’apparaissaient pas, a priori, comme de bons mimes de Cer du fait des
configurations opposées dans ces deux familles, du centre asymétrique portant I'alcool primaire. Il
nous a toutefois paru intéressant de confronter notre démarche de conception rationnelle a des
molécules ne répondant pas au modele initial. Contre toute attente, le composé L134 a présenté une
liaison forte avec le domaine START dans le test FLINT. De méme, les ligands O-alkylés L132 et L133
ont été reconnus par la protéine.

D’apres la modélisation dans le site de fixation du céramide au domaine START, le plan de la pipérine
des DNJ serait perpendiculaire au plan de la pipéridine des DIX (cf. Figure 46). Ce mode de liaison
différent modifie donc I'influence des chaines lipidiques. L’analyse des résultats de modélisation et
de liaison indique que la présence d’une chaine N-alkyle (en position 1) permet de mimer la chaine
amide du céramide. En revanche, la présence d’une chaine O-alkyle en position 5 n’est plus favorable
et semble perturber la liaison avec la protéine en imposant une déviation du cycle. Le composé L134,
possédant uniquement une chaine N-alkyle, ressort ainsi comme le meilleur ligand de cette série.
Dans la pose retenue, les atomes d’azote et les alcools primaires de la pipéridine et du céramide se
superposent. L'alcool secondaire en position 3 mimerait celui du céramide. Les autres hydroxyles

permettraient de développer des liaisons hydrogénes supplémentaires avec les résidus Argd42,
Tyr482 et Asn504.

Figure 46 - Poses retenues de L132 (en rose), de L133 (en violet) et de L134 (en marron) superposées avec le céramide co-
cristalisé (en gris), et interactions de L134 développées avec le domaine START
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D’aprés la modélisation, I'ajout d’'une chaine aliphatique en position 3 permettrait de mimer le
squelette sphingoide du céramide et favoriserait la reconnaissance du composé en augmentant les
interactions hydrophobes le long des parois de la cavité du domaine START (cf. Figure 47). En outre,
I'ajout d’'une chaine aliphatique en O3 permettrait vraisemblablement d’apporter une sélectivité de
ce dérivé vis-a-vis d’autres cibles comme la glucocérébrosidase ou la glucosylcéramide synthase pour
lesquelles des inhibiteurs de type N-alkyl déoxynojyrimycine sont connus. Le dérivé de la DNJ
optimisé par l'introduction d’une seconde chaine aliphatique, L141, est en cours de synthése au
laboratoire du Pr. Philippe Compain en vue de son évaluation in vitro.

Figure 47 - Poses retenues de L134 (en jaune) et L141 (en blanc) superposées avec la structure cristalline du céramide (en
gris)

D’autres optimisations, telle que la longueur des chaines alkyles, pourront étre apportées par la suite
sur cette série. En effet, la modélisation des ligands L135 a L140, analogues de L134, a montré un
optimum d’interaction avec des chaines entre 9 et 13 carbones (cf. Figure 45).
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V. Conclusion
Dans un premier temps, I'analyse structurale du domaine START de CERT et des ligands co-cristallisés
nous a permis d’identifier les parametres clés dans la reconnaissance de ligands.

A partir de ces observations, nous avons pu développer une méthode d’arrimage moléculaire
capable de reproduire les poses cristallographiques des céramides, HPAs et diacylglycérol et de
discriminer les composés ligands ou non ligands de la protéine. Cette méthode a été validée
qualitativement par la corrélation des résultats de modélisation et de liaison in vitro avec le domaine
START. Apreés validation de cette méthode, deux stratégies ont été adoptées.

La premiere stratégie correspondait a une approche par criblage. Un filtre in silico basé sur une
méthodologie d’arrimage moléculaire a été appliquée sur une ligandotheque focalisée, de maniére a
explorer l'interaction avec la protéine. En paralléle, un criblage in vitro a été réalisé en collaboration
avec les Drs. Laurence Fleury et Frédéric Ausseil. La combinaison du criblage virtuel et du criblage in
vitro a permis d’identifier de nouveaux ligands du domaine START de CERT.

La seconde stratégie reposait sur une conception rationnelle de nouveaux ligands. Cette approche
s’est tout d’abord basée sur 'optimisation des HPAs en collaboration avec les Pr. Adam Daich et Dr.
Dusan Berkes. Dans un second temps, la modélisation a permis d’élaborer des mimes du céramide de
type iminosucres en collaboration avec les Pr. Antonio Burtoloso et Pr. Philippe Compain.

Ainsi, cette étude a permis d’identifier trois nouvelles classes de composés: la jaspine B et
analogues, les HPAs a deux chaines lipidiques et les iminosucres type azépane et pipéridine, comme
ligands du domaine START.

Des essais sur des cellules CHO et LY-A pourraient nous renseigner sur le potentiel antagoniste de ces
ligands sur la protéine CERT.

Des méthodes biophysiques, telles que le systéme Biacore™, seraient intéressantes a mettre en
ceuvre pour déterminer des indices d’affinité in vitro. Une optimisation des résultats obtenus par
arrimage pourrait étre réalisée par la mise en place de nouveaux descripteurs afin d’obtenir des
métriques plus fines capables de mieux corréler les affinités théoriques et expérimentales sur
I’ensemble des composés évalués.

Enfin, la production de cristaux du domaine START complexé avec ces composés, puis la
détermination de leurs structures par cristallographie aux rayons X, nous permettrait de préciser les
conformations de ces complexes ainsi que les interactions protéine-ligand. Ces nouvelles structures
permettraient alors de valider les hypotheses issues de ce travail.
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PARTIE EXPERIMENTALE

DOCKING

Structures extraction, alignment and preparation

All protein structures used were extracted from PDB data base and visualized using Accelrys
Discovery Studio Visualizer (http://accelrys.com, Accelrys Software Inc., Discovery Studio Modeling
Environment, Release 4.0, San Diego: Accelrys Software Inc., 2013) and UCSF Chimera 1.8.1
(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/, Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at the
University of California, San Francisco, supported by the NIGMS P41-GM103311). Each individual
protein chain were separated and identified using Accelrys Discovery Studio Visualizer.

Protein structures were structurally aligned with structure 2E3N set as reference using UCSF
Chimera/Matchmaker. The protein structures in the reference space were prepared (structure
checks, rotamers, hydrogenation) using Accelrys Discovery Studio Visualizer.

The co-crystallized ligand structures were extracted from protein structures using SciTE text editor
(http://www.scintilla.org/SciTE.html) and Accelrys Discovery Studio Visualizer. The ligands were
merged in libraries encoded with various chemical using Discovery Studio Vizualiser. The libraries
were checked using ChemAxon Marvin 5.5 (http://www.chemaxon.com) and eventually corrected
using previous cited software.

Docking protocol

Molecular studies (docking, scoring) were carried with Molegro Virtual Docker 6 software
(http://www.clcbio.com).

The structure 2E3P (chain A: 2E3Pa) was chosen for molecular docking. A corresponding Molegro's
workspace, in the reference space, was generated and the ligand's libraries were included in this
workspace (allowing a direct comparison between crystallographic conformations and docking
poses). A search space volume of 15 A radius centered in the CERT binding domain was chosen for
docking. Ligands and binding pocket were set flexible during the calculation. According to structural
study 42 residues were defined for flexible docking: Phe436, Argd42, Trp445, Glud46, Thrd47,
Thr448, lle449, 1le465, GInd67, Thrd468, His469, Lys470, Argd71, Vald72, Trpd73, Prod74, Alad7s,
Serd76, GIn477, Argd78, Vald80, Tyr482, Asn504, Ala521, Ile523, Val525, Tyr553, Ala555, Val557,
Pro559, Trp562, Ala563, Pro564, Val567, Leu568, Val571, Ala572, Arg574, Glu575, Tyr576, Lys578 et
Phe579.

A tolerance of 0.99, a flexibility of 0.90 and softened potentials were used during docking. Values of
2000 steps (lateral chains of residues) and 2000 steps (backbone) were used for final minimization
(default values). No water molecules (entropy penalty or presence of HOH atoms) were taken in
account.

Moldock was used as scoring function with a grid resolution of 0.20 A. Moldock SE was used as
docking optimizer with a population size of 200 (other parameters set as default) and 5000 steps of
calculation (in order to reach convergence) by run. Each compound was docked iteratively using 20
independent runs. A tabu clustering was used in order to rank by energy (total energy or MolDock)
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the poses before final minimization. A set of 20 poses per ligand was generated, using a RMSD
threshold of 2.0 A and Energy penalty of 100 (default values) as clustering parameters. For each
ligand the poses with lowest scores were selected for visual analysis.

Template (pharmacophoric model) scoring (Similarity score) was used in calculations with a grid
resolution of 0.20 A and a strength of 500 (default value). Each template is defined by a sphere
centered in a particular position. Template centers were defined on a basis of structurally aligned
atoms of same chemical features. Then, 3 similarity groups were defined: (i) a steric group of 19
atoms (1.8 A radius, strength = 0.5); (ii) a hydrogen donor group of 3 atoms (1.8 A radius, strength =
3) and (iii) a hydrogen acceptor group of 3 atoms (1.8 A radius, strength = 3).

Ligand library

The new ligand structures were sketched using ChemAxon Marvin 5.5. The ligands were prepared
(hybridization, hydrogenation, some geometry optimizations, 3D sketching), aligned (center of mass)
with co-crystallized ligands in the previously defined reference space and merged in the ligand
libraries using Accelrys Discovery Studio Vizualiser.

All ligands containing an amine function were evaluated under it protonated form, that is
predominant at physiological pH.

Visualisation

Docking results were first analysed using Molegro Virtual Docker and Molegro Data Modeler
software (score, hydrogen bonds). Then, best poses were visualised into the protein using UCSF
Chimera software.
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IN VITRO FLINT BINDING ASSAY

Recombinant START domain was purchased from Abcam, TALON® metal affinity resin was from
Clontech, D-erythro-sphingosine, C16-D-erythro-ceramide, (S)-didecanoylglycerol (DDR), C16-B-D-
glucosylceramide, cholesterol and N-palmitoyl-sphingosylphosphorylcholine from Avanti polar lipids,
Inc. Fluorescence spectra were recorded with a Carey Eclipse spectrofluorometre equipped with a
xenon lamp source and a Hamamatsu R928 photomultiplier tube.

The His-tagged recombinant START domain of CERT protein (200pmol, 6.5mg, 13uL of 0.5mg/mL
commercial solution) was dissolved in TBS (46uL) in an Eppendorf tube. The competitor (200pmol,
2uL of 0.1mM ethanolic solution) and TBS (30uL) were added to the tube and the mixture was
incubated at 37°C for 30 minutes. An equimolar amount of ceramide probe (200pmol, 2uL of 0.1mM
ethanolic solution) was then added and after 30 minutes of incubation, the resulting complex was
retained on a TALON® metal affinity resin (40uL of 50% (v/v) preequilibrated with wash buffer), and
incubated for 10 min at room temperature with rotary shaking. After centrifugation (14000rpm, 30s),
the supernatant was collected as the “free fraction”. For washing, the resin was suspended in a
10mM imidazole solution in TBS (75uL), and after centrifugation (14000rpm, 30s); the supernatant
was collected as the “wash fraction 1”. This washing step was repeated to give the “wash fraction 2”.
To liberate the protein bound fraction to the TALON® resin, the resin was suspended in a 250mM
imidazole solution in TBS (75uL) and incubated for 5 minutes at room temperature. After
centrifugation (14000rpm, 30s), the supernatant was collected as the “bound fraction”. A solution of
chloroform/methanol (1:2 (v/v), 3.75-fold volume of each fraction) was then added to each collected
fraction. Finally, to retrieve residual fluorophores non-specifically bound to the resin in the tube, TBS
(85uL) and chloroform/methanol (1:2 (v/v), 375uL) were added to the resin in the tube, mixed, and
centrifuged (14000rpm, 30s). The supernatant was collected as the “residual fraction”. For each
fraction, the fluorescence was quantified with a Cary Eclipse spectrofluorimeter (NBD: excitation at
465nm, emission at 530 nm).

Ratio between the fluorescence intensity of this “bound fraction” and that of gathered washing
fractions (“unbound fraction”) allows quantification of the probe binding to the START domain of
CERT. Probe shifting results in a reduction of fluorescence intensity in this “bound fraction” in
comparison to a blank experiment without competitor and compound binding was quantified by this
percentage of fluorescence diminution.
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I. Activité de la jaspine B et analogues

L'étude de modélisation moléculaire et le test de liaison spécifique par intensité de fluorescence,
présentés dans le chapitre précédent, ont permis d’identifier la jaspine B (L001) et des analogues de
la jaspine B (LOO3 et LO04) comme ligands du domaine START de la protéine CERT. Nous nous
sommes ainsi intéressés a cette famille de composés afin d’approfondir la connaissance de leur
mode d’action. Pour répondre a cette problématique, nous avons dans un premier temps étudié les
différents mécanismes cellulaires et les voies de synthése de ce composé rapportés dans la
littérature. Nous avons ensuite développé une nouvelle voie d’acces a la jaspine B, ainsi qu’a des
sondes dérivées de la jaspine B afin d’observer le mode d’action cellulaire de ce dérivé par imagerie
de fluorescence.

1) Lajaspine B et mécanisme moléculaire

La jaspine B (ou pachastrissamine) est un composé naturel d’origine marine. En 2002, T. Higa
rapporte l'isolement et la caractérisation d’un nouvel analogue de SL a partir de I'’éponge marine
Pachastrissa sp.* Un an plus tard, C. Débitus identifie deux nouvelles anhydrophytosphingosines, la
jaspine A (1) et la jaspine B (2), a partir de I'éponge Jaspis sp. (cf. Figure 1).

s

HN, O HoN,  OH
o "'C14Hag o "'C14Hag
jaspine A (1) jaspine B ou pachastrissamine (2)

Figure 1 - Structure des anhydrophytosphingosines isolées

Des analyses de masse, de RMN et des études de dérivatisation chimique ont permis de confirmer la
structure de la jaspine B, qui s’est avérée identique a la pachastrissamine.®

o OH
1 I3 H
_ H,5N,
HOW\/\/\/\/\/\/\MG _— 2Ny, 73 4 Me
NH, OH 1 HOH
D-ribo-phytosphingosine (3
phytosphing 3) _ny
HO

H2Nlm,©“\
¢}

Figure 2- Cyclo-déshydratation de la D-ribo-phytosphingosine (3) en jaspine B (2) (extrait de la thése de Y. Salma 7)

Me

Jaspine B (2)
La jaspine B posséde un squelette tétrahydrofurane cis tri-substitué de configuration absolue
(25,35,4S). Cette structure est issue d’une cyclodéshydratation formelle entre les groupements

hydroxyles des carbones Cl1 et C4 de la D-ribo-phytosphingosine (3), d’ou [I'appellation
anhydrophytosphingosine de ce composé (cf. Figure 2).
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La cytotoxicité de la jaspine B, salifiée ou non, a été étudiée sur différentes lignées de cellules
cancéreuses humaine: P-388 (cellules leucémiques),* A-549 (adénocarcinome du poumon),” ¥'° HT-

11 KB (carcinome oral humain),” *°

29 (adénocarcinome épithélium colique),” MelL-28 (mélanome),
MCF-7 (adénocarcinome mammaire),"” ** ® HCT-116 (carcinome colorectal),’> ** ** EC-9706
(carcinome ocesophagien),”> MGC-803 (carcinome gastrique),”> MDA-231 (adénocarcinome
mammaire),’® CNE (carcinome nasopharyngien),’® Hela (adénocarcinome du col de I'utérus),™ > *¢
U20S (ostéosarcome),”® MDA-MB-231 (adénocarcinome mammaire),"> Caco-2 (adénocarcinome
colorectal),’® Jurkat (lymphome de lymphocyte T),** PC-3 (adénocarcinome de la prostate),” A-375
(mélanome) ” et WM-115 (mélanome),"’ sur des lignées de cellules cancéreuses murines : B-16 et B-

" 17 ainsi que sur cellules non malignes, telles que NiH3T3 (fibroblaste) '* ** et

16F10 (mélanome);
GM637 (fibroblaste).” L’'ensemble des valeurs des Cls, de la jaspine B et de ses sels est rassemblé

dans le Tableau 1.

Ces études mettent en évidence des valeurs de Cls, de l'ordre du micromolaire, voire sub-
micromolaire sur les lignées cancéreuses, avec une cytotoxicité dose-dépendante et temps-
dépendante. Des cytotoxicités moindres sont observées pour les cellules non cancéreuses NiH3T3,
indiquant une sélectivité d’action de la jaspine B sur les cellules cancéreuses.

Le fort potentiel cytotoxique de la jaspine B nous a amené, ainsi que différentes équipes, a étudier le
mode d’action de cette molécule. Différents mécanismes provoquant la mort cellulaire, variable
selon les lignées cellulaires, ont été identifiés comme étant a |'origine de la cytotoxicité de la jaspine
B.

N. Fujii et H. Ohno ont ainsi comparé in vitro le pouvoir inhibiteur sur différentes kinases de la jaspine
B et de la N,N-diméthylsphingosine (DMS), composé de référence pour I'inhibition de sphingosine
kinase (SK) et protéine kinase C (PKC).'® La jaspine B a alors été identifiée comme nouvel inhibiteur
de SK1, SK2, PKCc et PKC, kinases cibles pour induire I'apoptose. Un an apres, T.Y. Kim décrit une
inhibition de la production de kinase cycline dépendante de type 2 (Cdk2), provoquant I'arrét du
cycle cellulaire, sur des cellules A-375 et B16F10 traitées & la jaspine B.’ De plus, ce traitement
bloque la phosphorylation de FOXO3 par des kinases régulées par un signal extracellulaire (ERK).> ™
La phosphorylation de FOXO3 entraine son externalisation du noyau vers le cytoplasme ou il peut
subir une dégradation. La jaspine B sur-régule la localisation de la forme non phosphorylée FOXO3
dans le noyau, permettant d’activer I'expression de genes cibles pro-apoptotiques tels que Bim et la
protéine pro-apoptotique p27Kip1.

A. Delgado a étudié le traitement de cellules A-549 avec la jaspine B en présence ou non d’un
inhibiteur d’autophagie, la 3-méthyladénine. Ces travaux font ressortir I'implication potentielle de
I'autophagie, via une augmentation de production de dihydrocéramide (DhCer), comme mécanisme

de mort cellulaire induit par la jaspine B.2

Dans le méme temps, les travaux de thése de Y. Salma dans le laboratoire ont permis de montrer que
le traitement par la jaspine B de cellules B-16 et Mel-28 induit sélectivement l'inhibition de la
synthése de SM et I'accumulation de Cer dans la cellule, par action sur la SMS et potentiellement sur
la protéine de transport de céramide CERT, sans agir sur la GCS. De plus, cette perturbation du
métabolisme des SLs par la jaspine B s’accompagne de l|'externalisation de phosphatidylsérine,
translocation de cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytosol, et du clivage de caspases
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entrainant I'apoptose. En revanche, ce mécanisme d’apoptose ne semble pas étre le seul a 'origine
de la mort cellulaire puisqu’une mort résiduelle des cellules B-16 traitées par la jaspine B est toujours
observée malgré I'ajout d’inhibiteur de caspase zVAD."
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Tableau 1- Activité cytotoxique de la Jaspine B et ses sels sur différentes lignées de cellules

JN] ND : non déterminé
VW Valeurs en bleue: incubation 24h; valeurs en

violet: incubation 48h; valeurs en vert:
ORHIEL ¢ DU i 70 v o e e

\HIH\

r' V“

rapporté
\['%l- ® Clsp: concentration en composé testé pour
w laquelle une diminution de viabilité des cellules

de 50% est observée par rapport aux cellules
1’ témoins non traitées
! ® valeurs converties de pg/mL en pmol/L

c

cytotoxicité déterminée en utilisant I'acide
‘{ i phosphatase (APA assay)
L,ﬂ l ¢ cytotoxicité déterminée en utilisant la

sulphorhodamine B 2
; ¢ cytotoxicité déterminée en utilisant le bromure
\L de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
| diphenyltetrazole (méthode MTT) ?
ST ! " cytotoxicité déterminée en utilisant le sel WST-
I W[ 1 (méthode MTT)

‘ & cytotoxicité déterminée en utilisant I'adénosine

i

triphosphate et luciférase (ATPlite assay)

lMl
i

‘\U[ u\‘ W “lE "I‘ U“

I w o i‘ I‘W L\.

i
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2) Relations structure-activité de la jaspine

Bien que la jaspine B posséde une structure simple, différentes modifications structurales ont été
réalisées afin de mieux comprendre et améliorer son activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses
ou son activité d’inhibition de SKs. Parmi ces modifications, on trouve des modulations au niveau du
cycle tétrahydrofurane de la jaspine B (par stéréoisomérie et bioisostérie) ainsi que de la chaine.

a) Stéréochimie du cycle

En 2009, A. Delgado décrit la synthése de la jaspine B et de ses diastéréoisomeres (4), (5) et (6) a
partir de différentes phytosphingosines et compare la cytotoxicité de ses composés sur des cellules
A-549°

HZN//,2 3\\\OH HZN,,, OH HZN/,, OH HZN//’ \\\OH
0~ "CiaHag gg‘cqug o "'Cy4Hpg Q‘CMHZQ
(25,35,45) (25,3R4R) (4) (25,3R,4S) (5) (25,35,4R)
jaspine B (2) 4-epi jaspine B (6)
H,N.  OH HN,  OH HN,  OH H,N.  OH
Z;g‘CMHZQ o "'C14Hag ZOj‘CMHZQ o "C14H29
(2R,3R4R) (2R,35,45) (8) (2R,35,4R) (9) (2R,3R,45) (10)

ent- jaspine B (7)

Figure 3 - Stéréoisomeres de la jaspine B

Dans ces travaux, la jaspine B apparait comme le stéréoisomere le plus cytotoxique avec une LDs, de
0.13+0.01uM. La modification d’un seul centre asymétrique entraine une perte de cytotoxicité d’un
facteur 10 ((5) : 1.50+0.03uM et (6) : 1.25+0.003uM) et la modification de deux centres asymétriques
provoque une baisse de cytotoxicité d’un facteur 20 ((4) : 2.5+0.04uM). La cytotoxicité de la jaspine B
est donc dépendante de la stéréochimie du cycle. Cela a été confirmé par notre étude de cytotoxicité
de la jaspine B et son énantiomeére (7) sur des cellules HCT-116, U20S et GM-637." L’ent-jaspine B
présente une cytotoxicité 10 a 20 fois plus faible que son énantiomere selon les lignées cellulaires. La
cytotoxicité de la jaspine B est trés dépendante de la stéréochimie du cycle tétrahydrofurane.

N. Fujii et S. Oishi comparent en 2011 les activités inhibitrices de la jaspine B et de ses
stéréoisomeres (4) a (10) sur les SK1 et SK2 par rapport au DMS.™ L’ensemble des composés sont des
inhibiteurs de SK présentant des activités similaires ou meilleures que I'inhibiteur de référence. Les
composés (8) et (9) sont ressortis comme les plus actifs sur la SK, avec un pouvoir d’inhibition 4 a 14

fois plus élevé que la jaspine B et jusqu’a 28 fois plus élevé que le DMS.

b) Bioisostéres de la jaspine B

Différents bioisostéres de la jaspine B avec la substitution de I'oxygéne du cycle tétrahydrofurane par
un atome d’azote,'” de soufre, de sélénium ** ou de carbone *° ont été synthétisés au cours des
années précédentes.

L’'ensemble des aza-jaspine B (11), (12), (13), (14) et (15) développées dans I'équipe présentent des
cytotoxicités comparables a la jaspine B sur les lignées B-16, A-375 et WM-115, avec des Clsy de
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I'ordre du micromolaire. Les composés les plus cytotoxiques, (11) et (14), montrent I'inhibition de la
conversion du Cer en SM tout comme la jaspine B sur les cellules B-16.

Les analogues (16), (17) présentent eux aussi une cytotoxicité comparable a celle de la jaspine B sur
les lignées HCT-116, A-549 et PC-3.

HoN, . OH H,N,  OH HoN Z—iH H,N,  OH H,N Z_SiH

N~ "Ci4Hag N~ "C14Hzg N~ TCigHzg N~ "C14Hzg N~ TCisHzg

H H H H H

(25,35,45) (2R,35,4S) (12) (25,3R,4R) (13) (25,3R,4S) (14) (2R,35,4R) (15)
aza-jaspine B (11)

HZN/,’ \\\OH HZN//’ \\\OH HZN//’ \\\OH
s "'C14H29 :Se "C14Ha9 OW’ICMHZQ
(25,35,45) (16) (25,35,45) (17) (25,35,4S) (17bis)

Figure 4 - Analogues aza, thio, séléno et carbo-jaspine B

Ces modifications du cycle ne semblent pas perturber I'activité de la jaspine B, conduisant a des
cytotoxicités comparables a celles du produit naturel. Leur pouvoir inhibiteur de SKs n’a pas été
évalué.

L'analogue carboné (17bis) présente lui aussi une cytotoxicité comparable a celle de la jaspine B sur
les lignées HCT-116, SNU-638, MDA-MB-231, PC-3 et Caki-1, ainsi qu’une activité inhibitrice des SK1
et SK2 identique a celle du DMS.

c) Modifications de la chaine

Certaines équipes ont travaillé sur la modification de la chaine latérale de la jaspine B. Les travaux se
sont concentrés sur l'incidence de la longueur de la chaine, I'incidence de différents motifs (triazole,
aromatique, insaturation et w-fonctionalisation) et I'incidence d’une N-fonctionnalisation (alkyle ou
acyle) sur leur cytotoxicité ou leur activité d’inhibition de SKs.

Ainsi, N. Fujii et H. Ohno ont travaillé sur la longueur de la chaine (8 a 14 atomes de carbone) de la 2-

epi-jaspine B (8), composé le plus actif sur I'inhibition des SK.** L’optimum d’inhibition des SKs est

atteint pour la chaine tétradécance (CisH5q).

H.M. Liu s’est intéressé a l'influence de la longueur de la chaine alkyle (de C7 a C18) des jaspines
triazole (18) et (19) sur la cytotoxicité de ces composés. Le composé (18) avec une chaine en C14 et le
composé (19) avec une chaine en C18 sont les plus actifs de chaque série. lls présentent des Clsg
comparables a celle de la jaspine B sur les lignées EC-9706, MGC-803 et MCF-7. Il est a noter que
I'introduction du motif triazole n’entraine pas de perte significative de cytotoxicité.™
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HN,  OH N=N HaN, OH N=N HN,  OH HN,  OH
[ N-R [ < N-R [\ [
o 'f:,,/O\A/ o "//,/O\/g/ o iy o g
C.H O/C8H17
(25,35,45) (18) (25,3R,45) (19) (25,35,48) (20) 8 7 (25,35,49) (21)
R = C7H45 CgH17, CgH1g, C1oH21, C12Has, C14Ha2g, C1gH33 0u CigHa7
HZN///" §OH HZN%' §OH HZN/a §OH HZN% §OH HzN,,z §OH
( } y, ( } "y, /\ ( ) o ( ) o, Z Bw,
O g (@) / C12H25 (@) (/a;\OH (0] (IK\NHZ o) ’CBH17
(25,35,45) (22) F (25,35,45) (23) (25,35,45) (24) (25,35,45) (25) (25,35,45) (26)
(0]
NH OH NH OH N OH Celir ™ N1 o
CeHigNIT CeHig~NIT & R A
o "'CgHq7 o “Cy4H29 o “CgHy7 o “CgHq7
(25,35,45) (27) (25,35,45) (28) (25,35,45) (29) (25,35,45) (30)

Figure 5- Analogues de la jaspine B avec modification de la chaine

La cytotoxicité des composés (20) a (30) synthétisés dans I’équipe au cours de la thése de Y. Salma a
été évaluée sur des cellules B-16."** >

Ainsi, les composés aromatiques (20) et (21) présentent respectivement une Clsy d’environ 1uM et
2.2uM alors que le composé (22) n’est pas cytotoxique. La présence d’un noyau aromatique sur la
chaine latérale de la jaspine B n’influence donc pas sa cytotoxicité tant qu’une longueur suffisante de
chaine est maintenue.

L’analogue insaturé de la jaspine B (23) est le meilleur de la série avec une Clsy de 0.75uM.
L’analogue tronqué de la jaspine B w-hydroxylée (24) n’est pas cytotoxique alors que I'analogue ®-
aminé (25) présente une Clsy, de 4uM comparable a (2). L'analogue tronqué (26) posséde aussi une
cytotoxicité comparable a la jaspine B, avec une Cls, de 2.5uM.

En revanche, la N-alkylation ou la N-acylation de la jaspine B entraine une diminution ((27):
Cl5o=9uM ; (28) : Cl5,=8uM ; (30) : Cl5pc=10uM) ou une perte totale de cytotoxicité pour le composé
(29).

3) Conclusion préliminaire sur I'activité de la jaspine et hypotheses de
travail

L’étude des analogues de la jaspine B a permis d’identifier trois parametres clés dans I'activité
cytotoxique de cette molécule :

- la stéréochimie (25,35,4S) est requise pour une cytotoxicité optimale.

- la présence d’'une amine primaire sur le cycle tétrahydrofurane est essentielle pour le
maintien de I'activité.

- la présence d’une chaine latérale avec une longueur de chaine suffisante est nécessaire pour
I'activité cytotoxique. Les motifs triazole, noyau aromatique ou une amine en position
terminale de la chaine latérale sont tolérés.

161



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

De plus, il est possible d’identifier 3 mécanismes a 'origine de la cytotoxicité de la jaspine B,
variables selon les lignées cellulaires:

- I'inhibition de I'activité de kinases : SKs, PKCs, Cdk2 et ERK.

- une sur-production de DhCer conduisant a une mort cellulaire par autophagie.

- I'inhibition de la conversion du Cer en SM conduisant a I’'accumulation intracellulaire en Cer,
qui provoque I'apoptose par voie mitochondriale, essentiellement de fagon caspase-dépendante.

Cependant, le mécanisme d’inhibition de la conversion du Cer en SM reste encore a préciser. Bien
que l'inhibition de la SMS par la jaspine B ait été suggérée sur la base d’expériences d’inhibition de
I’expression du gene codant pour la SMS1, le blocage de I'activité de transport de Cer par la protéine
CERT pourrait aussi étre a I'origine de I'inhibition de cette conversion. Mes travaux de thése ont donc
visés a répondre a cette hypothese en développant différents outils :

- une étude d’arrimage moléculaire dans le domaine START de la protéine corrélée a des tests de
liaison spécifique au domaine START (cf. Chapitre Il).

- I'étude du mode d’action cellulaire de la jaspine B par imagerie de fluorescence grace a des sondes
fluorescentes de la jaspine. Cette partie sera abordée dans la suite de ce chapitre. Ainsi, pour
développer ces sondes fluorescentes, les différentes voies d’acces a la jaspine B décrites dans la
littérature ont été étudiées.

II. Syntheses de la jaspine B

Au cours des dernieres années, la jaspine B a intéressé de nombreuses équipes du fait de son activité
cytotoxique significative et sa simplicité structurale. De nombreuses syntheses totales de la jaspine B
et de ses analogues ont ainsi été rapportées. Des syntheses a partir d’un précurseur chiral, tel que la
D-ribo-phytosphingosine (3), la L-lyxo-phytosphingosine (31) et a partir du pool chiral avec des
dérivés de la L-sérine (32), des dérivés de I'acide tartrique (33) et des dérivés carbohydrates ou (R)-
glycidol (34) ont été développées dans un premier temps. Des syntheses asymétriques a partir de
précurseurs simples sont apparues par la suite.
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1) Syntheses de la jaspine B a partir d’'un précurseur chiral

QH
o HO_~_OH OH
/\‘)k U HO//,,, \‘\\\OH
HO OH o “OH o
NH HO™ O
L-sérine (32) D-xylose (82)
D-glucose (96)

Yz OH OBn
HO.__~
WMe 7\ oBn
OH o |
D-ribo-phytosphingosine (3) o OBn
L-lyxo-phytosphingosine (31) & HO

Me
Jaspine B (2)
= i
HO™ "~ O HO .
D o o o)
HO P o S
OH HO

L-arabinose (81) H OH OH ) O_H
H acide L-ascorbique (109)

tri-O-benzyl- D-galactal (131)

uulo
Jun

I

w

nQ

H OOC/\:;/COOH HO™ OH
OH 0 OH OH
acide L-tartrique (33) HO\/<| D-mannitol (121)
R-glycidol (34)

Schéma 1 — Précurseurs issus du pool chiral utilisés dans la synthése de la jaspine B

a) A partir de phytosphingosine

L'équipe d’H.S. Overkleeft rapporte en premier la synthése de la jaspine B (2) a partir de (3) en 3
étapes avec un rendement global de 72%, ainsi que de son épimére (6).* L’azoture (35) est obtenu
par la réaction de I'azoture de triflyle sur (3) en présence de sulfate de cuivre. Le traitement de
I’azoture (35) par le triméthylorthoacétate (TMOA) et une quantité catalytique de trifluorure de bore
diéthyléthérate permet I'accés au composé tétrahydrofurane (36) avec la configuration (25,3S,45)
souhaitée, via une cyclisation 1,2,n-triol décrite par B. Borhan et ses collaborateurs.” Puis, la
réduction suivie de I'hydrolyse de I'azoture (36) permet d’accéder a la jaspine B.
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H, OH

NH; Q TfN3 Na,CO3 CuSO, N; OH
H : R H T :
O\/Y\/\/\/\/\/\Me » O\/Y\/\/\/\/\/\Me
DCM, MeOH, H,0
OH o TA, 16h OH (35)
D-ribo-phytosphingosine (3) 96%

TMOA, BF;0Et,
DCM, 0°C a4 TA, 16h
92%

OH

H2N% §OH 1) 1BUOK, MeOH N;z $OAC /@4H29 L‘/CkMHzQ
- - -
[ >"'I/C14H29 2) MesP, Z BW,,C H N3 o N3 o
0 toluene/ 147729

H,0 (24:1),1t, 16h 9 O—®< O%OMe
Jaspine B (2) 82% (36)

K2

Schéma 2 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir de la D-ribo-phytosphingosine (3) selon H.S. Overkleeft

Un an apres, S. Kim décrit I'acces a la jaspine B (2) via lI'intermédiaire sulfate (37) en 7 étapes avec un
rendement global de 60%, ainsi que de son épimere (6).% La protection successive de I'amine de la D-
ribo-phytosphingosine (3) par un azoture, puis de l'alcool primaire par un groupement tert-
butyldiphénylsilyl permet d’accéder a I'intermédiaire (38). Le traitement de (38) par du chlorure de
thionyle, puis I’oxydation de la sulfite cyclique par RuCl; et NalO4 permet la formation du sulfate (37).
La déprotection de l'alcool primaire du sulfate (37), puis I'hydrolyse de l'intermédiaire ester de

sulfate conduit a I'analogue azoture de la jaspine B (39) par cyclisation 5-endo-tet. L’azoture (39) est
ensuite réduit en amine pour fournir la jaspine B (2).

1) TiN3 K,COg CuSO
NHz OH ' MeH, 10 DoM, * N; OH D o0Ch, BN, N3
- o TAN _ TBDPSO._A_A_Cisy e TBDPSO\/S_ﬁC y
2) TBDPSCI, EtsN, 2) RuCls.3Hy, NalO,, 13H27
OH DMAP, DCM, OH CCl/MeCN Hs0, 0.,0
D-ribo-phytosphingosine (3 TA, 1j (38) TA, 2h (37) A
phytosphing (3) 87%J 90, 3o
1) TBAF, THF,
TA, 1h
2)H,S04/H,0 O\‘sf’o S
H, PdIC ,SO4/H, gL
HN,  OH meon, A sn N3 OH THF, TA, 1h N, 00
¥ N - N - ] S
[O)':,,/C13H27 93% [O)w,/CmHN 90% L o )...,,_Ci3Ha7
Jaspine B (2) (39)

Schéma 3 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir de la D-ribo-phytosphingosine (3) selon S. Kim

En 2012, cette méme équipe décrit une nouvelle synthése de la jaspine B (2) a partir de la N-Boc-D-
ribo-phytosphingosine (40).”” Cette synthése en 5 étapes débute par la protection de I'alcool
primaire par un éther de trityle puis la formation de I'oxazolidinone (41).** La mésylation de (41), puis
la déprotection de l'alcool primaire de (42) suivie d’'une cyclisation intramoléculaire spontanée

permet la formation de I'intermédiaire (43). Enfin, I'ouverture de I'oxazolidinone (43) conduit a la
jaspine B avec un rendement global de 55%.
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BOC\NH OH 1) TrCl, DMAP j\ MsCl, pyridine, )OL
z H DCM-pyridine,24h TA, 12h
HO\/Y\/\/\/\/\/\/\/“"e ———— > HN O —————> HN ©O
L 2) NaH, DMF, 30min 95%
(40) 90% C13H27 C13H27
OTr  OH OTr  OMs
(41) (42)
BF3OEt,
toluéne-MeOH,
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(0]
KOH,EtOH/H,0,
HN,  OH reflux, 12h HNJ\O
.S .
L M., CyH 72%
o TR ’ iy ~C13Ha7
Jaspine B (2)
(43)

Schéma 4- Synthese de la jaspine B (2) a partir de (40) selon S. Kim

Une autre voie d’acces a la jaspine B a partir de la N-Boc-L-lyxo-phytosphingosine (44) a été décrite
par A. Delgado en 2009 avec un rendement global de 24% sur 3 étapes.”® La tosylation de I'alcool
primaire puis le traitement de I'intermédiaire (45) en milieu basique conduit au composé cyclisé (46).
Enfin la déprotection de I'amine avec I'acide trifluoroacétique (TFA) permet d’accéder a la jaspine B.

Boc. Boc.
NH OH TsCl, EtsN NH OH
HO__ _~ DMAP, DCM,6h TsO. A
CiqHag EEE—— Ci4Hzg
OH 66% OH
(44) (45)
K»CO3 MeOH,
0°C &4 TA, 20h
50%
HaN, OH BocHN, OH BocHN, ~ OH
Z 5 { ‘5 h'\
0~ "C1atao 0~ "CiaHze T80 {107 ~Cuahag
Jaspine B (2) (46)

Schéma 5 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de la N-Boc-L-lyxo-hytosphingosine (44) selon A. Delgado

b) A partir de la L-sérine

De nombreuses synthese de la jaspine B ont été décrites a partir de I'aldéhyde de Garner (47)
dérivant de la L-sérine (32).

L’équipe de B.V Rao décrit en premier la synthése de la jaspine B a partir de I'aldéhyde de Garner.”
Le traitement de (47) avec du bromure de vinylmagnésium conduit a la formation stéréosélective des
alcools vinyliques (48a) et (48b) séparables par chromatographie. La protection de I'alcool secondaire
de (48a), la coupure oxydante de la double liaison puis I'addition de Grignard sur l'intermédiaire
aldéhyde conduisent a un mélange de diastéréoisomeres inséparables (49). L’hydrolyse des
acétonides, puis le traitement des diastéréoisomeéres (50) par du chlorure de tert-butyldiméthylsilyle
(TBDMSCI) permettent d’accéder aux composés (51). La mésylation de l'alcool secondaire et la
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déprotection de I'alcool primaire conduisent spontanément aux composés cycliques (52a) et (52b)
séparables par chromatographie. Les fonctions alcool et amine de (52a) sont successivement
déprotégées pour donner la jaspine B sous forme de sel de TFA.

[, 1) 05, DCM, -78°C,

o P OMgBr | OH OBn ih, MesS OBn OBn
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— j YCaTA T —1nTA :
O._ NBoc 80% ‘O _NBoc E 92% O_ NBoc 83% Om O._ NBoc OH
PO S ' P P @) <
aldéhyde de Garner (47) (48a) 69% OH (7:3)
/—H\/ AcOH
O. _NBoc el
< (48b) 11%
1) MsCI, EtN, TBSMSCI, imidazol
BocHN.  OBn  2TBAR THF. Th-oh OBn oBn oW DMAP  OBn OBn
OCl n s s s H E o~ = H
% S - C14H29 C14|'|29<—0 CaTA 12n C14H29 C14H29
& 8% 1BsO TBSO - 86% -
0~ CigHzg NHBocOH NHBocOH HO  NHBocOH HO  NHBocOH
(52b) (51) (50)
+
‘BocHN.  OBn | Na/NHylig, THF, BocHN,  OH TFA,DCM,  TFAH,N.  OH
5 i | -78°C, 30min i TA, 6h i
: iy E oo y, 7°0 y,
L 0~ "CiaHae! 967 0~ "Ci4H2g 87k 0~ "Ci4Hag
(52a) (46) Jaspine B (2)

Schéma 6 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde de Garner (47) selon B.V. Rao

A.M. Koskinen rapporte la formation de la jaspine B via un intermédiaire n’-allylpalladium (53).>* *

L'aldéhyde de Garner (47) est mis en réaction avec le composé iodé (54) en présence de n-
butyllithium et DMPU produisant un mélange de diastéréoisomeres (55a) et (55b) séparables par
chromatographie. La benzylation de I'alcool secondaire, la désilylation et I'acylation de I'alcool
primaire puis I'hydrolyse du N,0-acétal sur le composé (55a) conduisent a l'intermédiaire (56).
L'acétate allylique (56) est traité par Pd(PPhs),, conduisant aux diastéréoisomeéres séparables (57a) et
(57b) par cyclisation intramoléculaire via l'intermédiaire (53). La métathése croisée, puis les
déprotections successives des fonctions alcool et amine conduisent a la jaspine B avec un rendement
global de 14% sur 9 étapes.
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Schéma 7 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde de Garner (47) selon A.M. Koskinen

En 2009, N. Fujii et H. Ohno synthétisent la jaspine B en 11 étapes via une bis-cyclisation de
bromoalléne catalysée au palladium, avec un rendement global de 11%.*

En 2010, ils proposent une amélioration de leur précédente synthése. La jaspine B est alors obtenue
en 7 ou 8 étapes avec un rendement global respectif de 26% ou 28%.>* L’addition diastéréosélective
du 1-pentadécynyllithium sur (47) conduit a la formation de I'alkynol (58). Le carbonate (59) est
obtenu apreés traitement de (58) par du chloroformiate de méthyle en présence de pyridine et DMAP.
L'hydrolyse de I'acétal au TFA et I'acylation de I'amine avec du chlorure de benzoyle permettent
d’obtenir la benzamide (60). L’ajout de Pd(PPhs),, puis I'hydrogénation donne le composé bicyclique
(61). Le clivage de I'oxazoline en conditions acides fortes conduit directement a (2). L'ouverture de
(61) par le DIBAL puis I'hydrogénolyse du groupement benzyle mene a la jaspine B dans des
conditions plus douces avec un meilleur rendement.
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Ph Ph
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2% ou CgHg/EtOH, 50°C THF, 50°C
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EtOAC 86%

Schéma 8 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde de Garner (47) selon N. Fujii et H. Ohno
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Dans le méme temps, ils proposent une synthése stéréosélective, donnant acces a la jaspine Ben 5
étapes avec un rendement global de 40%, ainsi qu’a ses épimeres (4), (5) et (6).>* Cette synthése fait
intervenir un dérivé de la N-Boc- D-ribo-phytosphingosine obtenu a partir de I'aldéhyde de Garner
(47).

En 2013, cette méme équipe présente une nouvelle synthese de la jaspine B en 7 étapes avec un
rendement de 26% a partir de (47). Les étapes clés de cette synthéese sont I'acétoxyallytion catalysée
a I'indium et I'introduction tardive de la chaine alkyle par métathése croisée.®

En 2013, A.K Shaw * et G. Panda * publient deux synthéses de la jaspine B en 8 étapes basées sur
I'iodocyclisation. A. K. Shaw décrit I'introduction précoce de la chaine alkyle par métathése croisée
sur l'alcool vinylique protégé (62), suivie de I'iodocyclisation donnant les diastéréoisomeres (63a) et
(63b) séparables par chromatographie. La déiodination de (63a), puis les déprotections successives
permettent d’obtenir la jaspine B avec un rendement global de 32%.

(=)Bn (=)Bn
N A CoaH ~
13127 CizHa7 1) APTS,
d NBoc GubbsiDCM40C  J  NBoc Tt 0 s2%  BocHN,  OBn BocHN, ~ OBn
— X EEE—
02% 2)NIS, I, THF, g“\\r013H27 Q\_/C13H27
(62) 0°C a TA, 90% -
(63a) | (63b)
n-BuzSnH,
ABCN, 90°C
74%
H,N OH BocHN OH BocHN OR
%S 1) TFA, DCM %S %S
{ \ 0°C, 90% / \ / \
0~ "CiaHag 2) NaOH, MeOH 0~ "CiaHae 0~ "C1aHag
i TA, 97% 32% 42%
Jaspine B (2) 46 (52a), R=Bn \ H, Pd/C, MeOH
(46) Y He,
(46), R=H ” 95%

Schéma 9 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde de Garner (47) selon A.K. Shaw

G. Panda présente une iodocyclisation sur I'alcool allylique (64) avant d’introduire la chaine
tardivement par métathese croisée. L’hydrogénation du produit de métathése (65), puis les
déprotections simultanées permettent d’obtenir la jaspine B avec un rendement global de 29%.

cHo 1.7 MgBr

THF, -78°C BocHN,  OH BocHN OH 1) 2,2-diméthylpropane
2) APTS, MeOH h S :\Zn %ﬁ%{ o S CSA, DCM, BocN” YO
)QNBOC o°caTA & eLN, | _0°CaTA 95% 5
> = “ayy _— T

70% OH 90%

0 [\ |
(47) (64) 2) 2 Mghr o ,)

Cul, HMPA, THF,

-30°C, 80% ZCyyHas
Grubb's 1l, DCM,40°C

82%

HyN OH 6N HCI, MeOH, BocN O H,, Pd/C, BocN* O
- 0°CaTA EtOAc, 50psi
Z >'w 79% Z qu 0, Z S,,” \ C1 1 H23
o~ "Ci4Hag ’ o~ "CiaHag 5% 0 N
Jaspine B (2) (65)

Schéma 10 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde de Garner (47) selon G. Panda
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c) A partir de I'acide tartrique

K. R. Prasad décrit en 2007 la synthése de la jaspine B en 12 étapes a partir d’un dérivé bis-amide de
I'acide D-tartrique (66).%® Le traitement de (66) avec du bromure de tétradécylmagnésium méne au
composé (67). Aprés réduction diastéréosélective de (67) dans les conditions de Luche, I'ajout
d’acide para-toluénesulfonique (APTS) et de 2,2-diméthoxypropane sur (68) permet la migration de
I’acétonide pour donner l'intermédiaire (69). Apres réduction de I'ester et protection de I'alcool
primaire ainsi généré, l'insertion de I'azoture sur l'alcool secondaire activé sous la forme d’un
groupement tosylate donne les produits (70) et (71), issu d’une désilylation partielle de (70). La
tosylation de I'alcool primaire de (71), I'hydrolyse de I’acétonide en conditions acides puis le
traitement par du K,CO; permettent la formation du cycle tétrahydrofurane par substitution
nucléophile intramoléculaire. Enfin, la réduction de I'azoture (39) conduit a la jaspine B avec un
rendement global de 48%.

?L% C1aHaoMgBr, W/‘O, NaBH, CeCl; WLQ

MeOH,-15°C 0)

CONMe, _ ™MF.-15°C O ~CONMe, __MeOH15°C _ CONMe,
0 97%, de=90%
Me NOC o 07 >Cy,H o T ot Ci4H
(66) 14M29 (67) 14729 (6g)
2,2-diméthoxypropane,
1) NaBH, MeOH, /ggs, CeHg, reflux
-15°CaTA °
2) TBDMSCI, imidazole
ot OTs DMF, TA
. _OTBDMS 3) TsCl, DMAP,
\(\/ - DMF, 100°C ><0~(V DCM, TA \CCOMe
-
w we 85% \\
CiaHzo o' Ci4Hzg ’ ' Ci4H29
(70) R=TBDMS, 60%  TBAF, THF, 0°C a TA (69)
(71) R=H, 39% 88%
1) TsCl, Et;N
DCM, 0°C a TA
2) FeCla.6H,0,
DCM, TA
94%
K2CO3, MeOH Ns OH H,, Pd/C, HoN OH
\(\/ _ ocatA 3 MeOH, DCM, TA S
w 97"/ y o, »
" Cy4Hag ’ 0~ "CasHzg 94% 0~ "Ci4Hag
(39) Jaspine B (2)

Schéma 11 - Synthése de la jaspine B (2) a partir d'un dérivé bis-amide de I'acide D-tartrique (66) selon K.R. Prasad

L'équipe d’Y. Ichikawa décrit par la suite une synthése en 19 étapes de la jaspine B a partir d’un
dérivé de I'acide L-tartrique (72) basé sur un réarrangement [3.3] sigmatropique d’un allyl-cyanate.*
L'insertion de la chaine est réalisée par réaction du 1-tridécynyl de lithium sur (72) préalablement
activé sous forme de triflate. L’hydrogénation de la triple liaison puis la désilylation donnent
I'intermédiaire (73). L'aldéhyde o,B—insaturée (74) est obtenue par oxydation de Swern, oléfination
d’Horner-Wadsworth-Emmons, réduction de I'ester en alcool puis son oxydation par le systeme 4-
acétamido-TEMP/NCS. Le traitement de (74) par Et,Zn en présence de 3-exo-morpholinoisoborneol
((-)-MIB) permet la formation énantiosélective de I’alcool allylique (75). L'ajout d’isocyanate
trichloroacétyle sur I'alcool puis I’hydrolyse par K,CO; permettent la formation du carbamate (76). Le
produit de déshydratation de (76) par la triphénylphosphine et le bromure de carbone en présence
de triéthylamine subit un réarrangement spontané pour donner I'intermédiaire allyl-isocyanate (77).
L'ajout de méthanol en présence de maléate de dibutylétain permet d’isoler le méthylcarbamate
(78). La déprotection de I'acétonide puis le traitement a I'hydrure de sodium donnent accés a
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I’'oxazolidinone (79). L'ozonolyse de I'alcéne méne au lactol (80). La réduction de ce lactol nécessite
son acétylation préalable pour donner le produit de réduction (43). Le clivage de 'oxazolidinone (43)

par saponification conduit a la jaspine B avec un rendement global de 8%.

OTBS 1) Tf,0, 2,6-lutidine, OTBS 1) Hy, Pd/C, OH 1) (COCl), DMSO
DCM,-78°C EtOAc, TA EtsN, THF, -78°C CO.E
2) CyHpz—="Li C H.. 2)TBAF, 2) (E1O),P(0)CH,COLEL, . O CO2EL
DMPU, THF, -20°C >< 11723 MeCN, 60°C >< NaH, THF, -78°C a TA ><
W w > e
O\
61% 67% CraHzo 85% CiaHao
(72) (73) 1) DIBAL, DCM, -20°C, 76%
O 2) NCS, 4-acétamido-TEMPO
_ JJ\ DCM/H,0, TA, 82%
H.N o 1) CCI;CONCO
1) PPh CBry 2 DCM, 0°C Et,Zn, (-)-MIB,
Et;N, DCM X 2)K,CO;, toluéne/hexane, 0°C X
-20°C 0 Et  'MeOHaq.TA >< Et 0 H
-
" we 0, we
O™ ™C,4Hyg 87% CiqHag 8°/° dr>95:5 0" “Ci4Hze
(76) (75) (74)
l 2) MeOH,
Bu.. -Bu 0
Sn _.CO,Me O
N=C=0 o~ 0 HN 2 1) Dowex 50W-Xg }—NH 1) O3, DCM/MeOH /[L
_ OAE/EO p MeOH, reflfux a3 > -78°C
& avcam | \° Et 21Nt THE A B pusves ,Zi
e e
CiaHzg 94% 0" “CiaHao 96% HO™ ™Cy4Hg Ci4Hazg OH
(77) (78) (79)
2) Ac,0,
_ O pyridine,
1) Et3SiH, TMSOTf /lL 0°C
DCM, -20°C a 0°C o NH 94% sur 2 étapes
H,N  OH 2) KOHaq., EtOH,
A reflux I—S
f E -
0~ "C1aHag 63% CisH2g™ ™0
Jaspine B (2) (43)

Schéma 12 - Synthése de la jaspine B (2) a partir d'un de I'acide L-tartrique (72) selon Y. Ichikawa

Une nouvelle voie d’acces similaire, a partir du L-tartrate de diméthyle ou du L-arabinose (81) a
récemment été décrite par M. Martinkova et ses collaborateurs.”® Cette synthése, basée sur un
réarrangement [3.3] sigmatropique, permet d’accéder a la jaspine B en 19 ou 26 étapes avec des

rendements globaux de 3% ou 2%.

d) A partir de carbohydrates et dérivés carbohydrates

Y. Du et J. Linhardt rapportent en 2006 une synthése de la jaspine B en 10 étapes a partir du D-xylose
(82).** Cette syntheése débute par la formation du 1,2-acétal, puis protection régioselective de I'alcool
primaire avec un groupement tosyle, puis la protection de I'alcool secondaire avec un groupement
benzyle pour donner l'intermédiaire (83). L’hydrolyse acide de I'acétal dans I’éthanol conduit au
réarrangement du cycle furane pour obtenir le composé (84). L'insertion de I'azoture sur (84)
préalablement activé par mésylation, puis la déprotection de la fonction aldéhyde de (85) donne le
carbaldéhyde (86). L'introduction de la chaine alkyle est réalisée par oléfination de Wittig. La jaspine
B est alors obtenue par hydrogénation de (87) avec un rendement global de 26%.

170



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

H,SO4 conc.,, tosylimidazolide, MeOTf,

O_.OH  acétone 0._..0 N-méthylimidazole, 0. .0
HO/\S—W e HOASJ 3 RS TsO/\§_7 P
_— _— >
HO  "OH 82% o' o 9% o' o
(82)
benzyltrichloroacétamidate,
TMSOTf, DCM, -40°C
75%
1) MsCl, pyridine, TA
2) NaNg, NH,CI, 5% HCI dans EtOH
O CH(OEt), DMF,120°C O CH(OEY), el 0.0
(openenn e (O peesom, T g
71% < 90%
N OBn HO OBn BnO O
(85) (84) (83)
TFA, DCM, TA
90%
O C13H.7Ph3PBr, o Pd(OH),, Hy, o)
S_ZACHO B i oo S_Z/\MCmst MeOH/EtOAC 5_2’014"'29
NS “oBn 86%, ZE>101 ¢ Vo, 92% H,N oH
(86) (87) Jaspine B (2)

Schéma 13 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir du D-xylose (82) selon Y.Du

Peu de temps apres, Y. Du communique une alternative de synthése de la jaspine B a partir du D-

xylose (82).** 'aménagement des groupements protecteurs via formation d’acétal, benzylation et
déprotection de I'acétal est réalisé pour donner le diol (88). La coupure oxydante de (88) par du
periodade de sodium fournit I'adéhyde (89) qui est engagé dans une réaction de Wittig aboutissant
au composé (90). Le traitement de (90) par lI'iode et NaHCO; entraine la débenzylation et la
cyclisation du cycle furane induite par le diiode. L’ajout de diméthylsulfoxide, puis du chlorure de
mésyle en présence de pyridine permet la formation du carbaldéhyde (91). Enfin, I'oléfination de
Wittig et la substitution du mésylate par lI'azoture conduisent au composé (87), qui apres

hydrogénolyse donne accés a la jaspine B en 11 étapes avec un rendement global de 24%.

O OH —™ (0] OH NalO,, OH

—_— MeOH/H O TA
Ho/\j_?M BnO ( O.TA BnO\)YCHO
HO  OH 2% BnO  OH OBn
(82) (88) (89)
MePh,PBr, BuLli,
THF, -40°a TA
82% sur 2 étapes
1) NaHCO;, DMSO,
150°CaTA 1, NaHCO OH
QCHO 2) MsCl, pyridine, TA QCHZI l%/le(?N 0°C B"OMH/\
- - XN
S 74% S 80%
MsO  'OBn °  HO  oBn ' OBn
(91) (90)
C13H27Ph3PBr,
BuLi, THF, -40°C & TA
90%, ZIE>10/1
(o) Pd/C, Hy, O
(_Z/\/Cqus ’\IIDalvTé: ’1“;'3%' S—Z/\/Cmst MeOH, TFA, TA Ci4H2g
N 80%
MsO  ‘OBn 95% H,N  OH
(87) Jaspine B (2)

Schéma 14 - Synthése alternative de la jaspine B (2) a partir du D-xylose (82) selon Y.Du
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En 2012, H.M. Liu décrit une nouvelle voie de synthése en 9 étapes de la jaspine B a partir du D-
xylose (82).* De fagon similaire a la premiére synthése de Y. Du, I'époxide (92) est obtenu par
hydrolyse acide de I'acétal dans le méthanol conduisant au réarrangement du cycle furane et a la
génération de I'époxide. Le traitement de (92) par I'azoture de sodium permet I'obtention de I'azido-
alcool (93). L'oxydation, puis la réduction stéréosélective conduisent a un mélange de
diastéréoisomeres (94a) et (94b), séparables aprés benzylation de I'alcool. La déprotection de I'acétal
(95) donne le carbaldéhyde (86), qui est engagé dans une oléfination de Wittig puis hydrogénation
pour donner la jaspine B avec un rendement global de 35%.

H,2S0O4 conc.,

O .OH  acétone 0.0 TsCl, pyridine, 0.0
HO puis NaHCO; TA HO/\5—7 )< DCM, TA TsO k
HO "'/OH 88% HO' "/O 82% TsO ”/’O
(82)
MeOH, AcCl,
reflux
puis NaHCO;
94%
o OMe  4yBx. EtOAc, reflux o OMe NaNj, NH,CI, o OMe
ou 2) KBH,4, EtOH, TA OMe H,O/EtOH, reflux Q)\OMe
e D
86% %, 95% PN
N ©OH N; OH O
(94a) et (94b) (93) (92)
BnBr, K2CO3
THF, reflux
85% 1) Cy3Hz7PhsPBr, Bui
o THF, -40°C 4 TA
0.05M HCl, 2) Hp, Pd/C, O
Sj)\ S_Z)\ dloxane 80°C S_Z‘CHO MfeOH/EtOAc S_Z’CMHZQ
91% %
N3  OBn 827 H,N  OH
(95) (86) Jaspine B (2)

Schéma 15 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir du D-xylose (82) selon H.M. Liu

C. V. Ramana rapporte en 2007 une synthese de la jaspine B et de son énantiomere, a partir du D-
glucose (96)." Cette synthése reste similaire a celle de Y. Du et J. Linhardt, notamment par
I'utilisation du méme intermédiaire de synthese (83). L'aldéhyde (97) dérivant du D-glucose est réduit
en présence de NaBH,; pour donner l'alcool primaire (98). Aprés activation de l'alcool par un
groupement tosyle, le cycle furane (84) subit un réarrangement catalysé a I’APTS pour donner le
composé (99). L'ajout d’acide conduit a I'hydrolyse de I'acétal (99) en aldéhyde (100), engagé dans
une réaction d’homologation de Bestmann-Oshira pour donner I'alcyne (101). L’azoture (102) est
obtenu aprés traitement de (101) par I'anhydride triflique puis azoture de lithium. L'insertion de la
chaine est réalisé par alkylation de I'alcyne en position terminale, puis I'alcyne (103) est hydrogéné
pour fournir la jaspine B avec un rendement global de 12% sur 9 étapes.

172



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

O NaBH,4 (0} TsCl, pyridine,
w0 o WO wO
S 04\$_7 )< __MeOH,0°C _ Ho/\p DMAP, DCM, TA /\p
B 89% 3 T e
BnO O BnO O
(97) (98) (83)
D-glucose (96) APTS,
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81%
1) Tf,0, pyridine,
DCM, 0°C (MeO),P(0)C(N)C(O)Me, N H,S0, OMe
O ==  2)LiN3DMF,TA O ==  MeOH,K,CO5 TA o) AcOH, 9°C o
- - AN B
S_Z/ 81% (_Z/ 67% (_Z/\O 81% OMe
N; OBn HO  OBn HO  ©OBn HO  ©OBn
(102) (101) (100) (99)

nBuLi, C12HasBr,
THF, -78°C & -40°C
61%

C12H25 H,, Pd/C, NH4HCOO, o
MeOH reflux Ci4Hag
7%
(103) HoN OH

Jaspine B (2)

Schéma 16 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du D-glucose (96) selon C.V. Ramana

H.U. Reissig décrit lui aussi une synthése de la jaspine B et de son diastéréoisomere (10) a partir d’un
dérivé du D-glucose utilisé comme auxiliaire chiral, I'alkoxyalléne diacétoneglucose (104).* Cette
synthése peu stéréosélective débute par le traitement de (104) par du n-butyllithium puis
pentadécanal qui donne un mélange diastéréoisomérique d’alcools alléniques (105a) et (105b). La
catalyse a 'or de ces alcools alléniques permet leur cyclisation 5-endo pour donner un mélange de
diastéréoisomeéres dihydrofuranes (106a) et (106b) séparables par chromatographie. L'insertion de
I'azoture sur (106b) nécessite une bromation préalable. La réduction sélective par la L-sélectride
conduit a un mélange de diastéréoisomeres (107a) et (39). La protection de ce mélange par un
groupement carboxybenzyle permet la séparation des diastéréoisomeres (108a) et (108b). La jaspine
B et son diastéréoisomére (10) sont ensuite obtenus par hydrogénation de (108b) et (108a) avec de
rendement globaux de 1% et 3% respectivement sur 7 étapes.

1)nBulLi, ﬁLO

THF, -40°C o .
2) C44H,9CHO, AuCl, pyridine,
THF, -78°C DCM, TA
O 57% (0]
)( dr=57:43 — j/\ )( _
O
Ci4H2g HO
(105a) (105b)

N OH 1) NBS, THF, MeCN,

Hp, Pd/C Ng  OCbz 3 H,0, -30°C 4 -15°C

MeOH, DCM, TA z—g et Chacl DA 2) NaN3, (Oct);MeNl,

“Cq4H quant. y aH, CbzCl, DMAP, e, H DCM, H,0, TA

0 e C1aHao BuNi, DCM, 0°CaTA O 147729 3 Lselectride, THF, -78°C

0 (108a) 53% o (107a) -

H,N  OH Hp, ParC, N;  OCbz N; OH d,SSZf.’40 ﬁ
S MeOH, DCM, TA « & « ’ K
-
Z § " uant. Z 5 w Z X uy
0~ “Ci4Hae E 0~ "Ci4Hag 0~ "Ci4Hag
Jaspine B (2) (108b) 40% (39)

Schéma 17 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir du dérivé du D-glucose (104) selon H.U. Reissig
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D’autres carbohydrates ou dérivés carbohydrates que le D-glucose ou L-xylose ont été utilisés pour
accéder a la jaspine B.

Ainsi, B. V. Rao rapporte une synthése a partir de I'acide L-ascorbique (109).*® L’époxide (110) est
obtenu via la formation de I'acétal sur (109) puis clivage oxydant, estérification, réduction en alcool,
tosylation de l'alcool primaire et traitement basique.” L'époxide (110) est ensuite ouvert
régiosélectivement par le bromure de tridécanylmagnésium en présence du cyanure de cuivre pour
donner le composé (111). L'acétal est ensuite hydrolysé donnant le triol (112) qui apres protection de
I'alcool primaire fournit le diol (113). Le traitement de (113) par le 2,2-diméthoxypropane en
présence d’APTS conduit a I'acétal (114), puis la déprotection de I'ether silylé mene a I'alcool (115).
La succession de I'oxydation de Swern sur (115), la condensation avec la benzylamine puis le
traitement avec le bromure de vinylmagnésium donnent I'alcene (116). Apres formation du
carbamate (117), la coupure oxydante puis la réduction de I'aldéhyde par NaBH, fournissent I'alcool
(118). L’hydrogénation de (118) puis le traitement par (Boc),0 en présence de triéthylamine donnent
le composé (119). La mésylation puis déprotection de I'acétal conduisent a la formation du cycle
furane (46). Enfin, la déprotection de I'amine donne la jaspine B avec un rendement global de 13%
sur 22 étapes.

HO 1) CuSO, acétone, TA o 1) LAH, THF, TA a reflux fe)
(@) o 2) KoCO3 aq., HyO2, TA 2) TsCl, pyridine, 0°C
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— 81% 0 5 71% 4%
HO  OH MeO >
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C13H278r, Mg, CuCN,
92%

H
OH TBDMSCI, imidazole, OH 80% ACOH aq. Q Lty
C.H DCM, TA C.-H TA
TBDMSO/\H\/ 1t ~ ey HO A ) \
90% 86% o o
OH (113) OH (112) )Q (111)
2,2-DMP, APTS,
DCM, TA
92% 1) (COCI),, DMSO, EtsN
DCM, -78°C
ﬂLO ﬁLO 2) BnNH,, DCM, //L
tamis 4A, TA (6}
o, CisHar 3 CizHz7 3) Z e 3 Ci3H27  cbzcl, NaHCO,
2 TBAF, THF, TA K THF, 0°C K MeOH, 0°C
> I _ =
90% 80% = 92%
TBDMSO H
(114) © (115) BzHN (116)
1) O3, DCM, -78°C puis DMS
2) NaBH, MeOH, TA
85%
1) H, Pd/C,
1) MsCl, Et;N, MeOH, TA
DMAP, DCM, 0°C % 2) Boc,0, Et;N %
¢ 0 20, EtN, 0
TFA.HzN//" §OH TFA, DCM, TA BOCHN//”’ §OH 2) APTS, MeOH, 0°C J Ci3Ho7 DCM, TA J Cq3Hy7
- -~ 0, -~ ,
LN, 90% L), 82% 83%
0~ “CiaH2e 0~ "CiaHag N~ OH Bz OH
Jaspine B.TFA (2) (46) o (119) i (118)
Z

Schéma 18 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir de I'acide L-ascorbique (109) selon B.V. Rao

L’acétal du D-glycéraldéhyde (120) dérivant du D-mannitol (121) *® a été utilisé par A. Chattopadhyay
et ses collaborateurs pour accéder a la jaspine B en 17 étapes avec un rendement global de 20%.%
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L’acétal du D-glycéraldéhyde (120) est traité par du nitrométhane en présence de K,CO; pour donner
un mélange de diastéréoisomeres (122a) et (122b) séparables par chromatographie. L’alcool
secondaire majoritaire (122b) est alors protégé par un silyl éther, puis (123) engagé dans une
réaction de Nef pour donner 'aldéhyde (124) instable, directement traité par le réactif de Grignard
fournissant I'alcool (125). La benzoylation puis désilylation de (125) menent a I'alcool (126). La
stéréochimie du C-3 est inversée par la succession de I'oxydation et réduction diastéréosélective,
donnant l'alcool (127). La benzoylation de (127), I'hydrolyse acide de I'acétal, puis la benzoylation de
I'alcool primaire conduisent au composé (128). L'alcool (128) est alors mésylé, substitué par un
azoture puis les groupements benzoyles sont hydrolysés pour donner le triol (129). La tosylation de
I'alcool primaire, puis la cyclisation intramoléculaire de (130) en présence de K,COs; fournissent
I'azoture (39) qui apres hydrogénation donne la jaspine B.

OH ?H Q MeN02 K2003aq Q Q
H OW/O = - TA 0 10

i 0) 0)
OH OH T J\‘ﬁmo2 \)\;/\NO

dr>2:98 H 2
D-mannitol (121) (120) O (122a) OH OH (122a)
TBDMSCI, Et3N,

DCM, TA
92%

Q 1) BzCl, pyridine, Q
O OBz DMAP, 0°C O OH Ci14HpgMgBr, 0 K,CO5 KMnO, ag, o)

o 2) TBAF, THF, TA THF. -50°C o Mg§0s 0°C O
\)\5)\014H29 < \)\)\ - \)\/\CHO - \)\./\NO

H 86% CiaH2g 74% : i
(126) OH (125) OTBS (124) OTBS (123) OTBS

1) PCC, DCM, TA
2) K-selectride, THF, -78°C
83%

2

1) BZCN, EtsN, 1) MSC, ELsN, DMAP,
DCM, TA ,
N ° TsCl,
( E 2) CF3COOHaq, OH OBz  2)NaN; DMF, 100°C N3 OH N3
o 3) K MeOH, TA = ridine, 0°C =
O 0Bz _DCMOC _ g o ) KoCOs MeOH. TA |1 = _pyridine, 0°C .
o 3) BzCN, EsN, CisHo 729 C14H29 quant Ci4H2g
C14Hag DCMB;F"; OBz OH (130)
(127) OH (128) (129) K,CO; MeOH, TA
2003 Vel
91%
H,N  OH H,, Pd/C, O
MeOH, DCM N
f E -
0~ "'Ci4Hag 91% "'Cy4Hz9
Jaspine B (2) (39)

Schéma 19 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du D-mannitol (121) selon A. Chattopadhyay

En 2007, A.K. Shaw décrit la synthése de la jaspine B en 8 étapes a partir du tri-O-benzyl-D-galactal
(131).° Uhydrolyse de ce carbohydrate dans les conditions de Perlin conduit & I'aldéhyde o,B-
insaturée (132), qui apres réduction de Luche donne I'alcool allylique (133). L’engagement de (133)
dans une époxidation de Sharpless mene au diol (134) via I'ouverture intramoléculaire de I'époxide,
puis la protection du diol simultanée donne le composé (135). La mésylation de I'alcool, puis
substitution du mésylate par I'azoture permet l'insertion de I'amine avec la stéréochimie désirée.
L'hydrolyse de l'acétal (136) et I'oxydation simultanée par I'acide orthopériodique conduit a
I'aldéhyde (86) commun a la synthése de Y. Du.** De facon similaire, la chaine alkyle est introduite
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par oléfination de Wittig, puis I’"hydrogénation en présence de formiate d’ammonium meéne a la
jaspine B avec un rendement global de 11%.

OBn
OBn HgSO4(cat), 0.01N HaSO4, NaBH,, CeCl;.7H,0,
| 1,4-dioxane, 0°C a TA OH aEto‘;{ §°C3a T/i l
ogn ———— BnO X CHO —————— BnO X
o 65% depuis (X132) OH
OBn OBn
(131) (132) (133)
1) Ti(O-iPr)y, L-(+)-DET
tBUOOH
tamis 4A, DCM

OJF 1) MsCl, EtsN, o \ -25°C 4 0°C
0 DCM, 0°C a TA OH

0 2) NaN3 BuyNClI, O (@) 2) acide citrique, (o) OH
DMF acétone
N OBn 62% S 48% &

HO OBn HO OB

(136) 135) .

HslO0g,

EtOAc, TA

C43Ho7PPh3Br,
O(_cHO Bl O ~XCioHas  H, Pd/C, 0. _,C14Hog
THF, -78°C AcNH; MeOH, TA
N3 OBn 82% depuis (136) N OBn 72% H,N OH

(86) (87) Jaspine B (2)

Schéma 20 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du tri-O-benzyl-D-galactal (131) selon A.K. Shaw

J. A. Marco obtient la jaspine B en 2006, a partir du (R)-glycidol (34).>* L’ouverture de I'époxide par
un organocuprate permet l'insertion de la chaine alkyle sur le dérivé éther silyl (137) du (R)-glycidol.
La protection de I'alcool secondaire résultant (138) puis la désilylation conduisent au composé (139).
L'ester o,P-insaturé (140) est obtenu par oxydation de Swern puis oléfination de I'aldéhyde
intermédiaire. L'ester est ensuite réduit au DIBAL puis l'alcool allylique résultant est soumis a
I’époxydation de Sharpless pour donner I'époxyalcool (141). Aprés traitement de (141) avec du
trichloroacétonitrile en condition basique, le dérivé iminoester (142) génére I'oxazoline (143) par
réaction avec du chlrorure de diéthylaluminium. L’hydrolyse acide de (143), puis la protection au
Boc,0 de I'amine conduisent au diol (144). L’élimination du groupement O-méthoxyméthyle (MOM)
fournit le triol (44), puis la tosylation de I'alcool primaire et le traitement par du K,CO; permettent la
formation du cycle tétrahydrofurane (46) par substitution nucléophile intramoléculaire. Enfin le
clivage du groupement Boc donne la jaspine B avec un rendement global de 14% sur 15 étapes.
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1) C13H27MQBI’, Cul,
THF,-10&a0°C
O  2) MOMCI, EtNiPr,,
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OMOM OMOM
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(141) (140)
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DCM, TA cel 1N HCI, THF, TA Boc
Che. _NH 2) ELAICI, 3 puis, “NH OMOM
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—_— _—
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0 Ci4Hag Cq4Hog OH
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TMSBr, DCM, -78°C
75%
N~ o 1) TsCl, Et;N, DMAP 5
H,N OH ocHN K DCM, TA 0oC.
S T Do 5 2) K,CO5 MeOH, TA NH OH
L) -~ L) -~ HO_“-
o~ ""Ci4Hag 75% 0~ “CiaHzg 70%
Jaspine B (2)

Ci4H2g

OH
(46) (aa)
Schéma 21 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir du dérivé du (R)-glycidol (137) selon J.A. Marco

2) Syntheses asymétriques de la jaspine B a partir de molécules simples

OH
HO NP R 1850 cHo
1,4-but-2-énediol

CuH /\/C02Et jr— C14H29\/OH
ﬂ (161) R (175) 1-pentadécanol
TIPSO~ CO:Me Q ff OHC\‘/\/\/
153
e & ﬁ cl
HQ__ (R)-2-chlorohept-6-énal (197)
HZN/-,,.C,““ Me
O
% Jaspine B (2) %
PMBOWCOZMe (\))_/
(145) ) )
2-vinyloxirane (192)
“ BnOM\/OH Q
HO._~_-OH 20%) HJ\
ﬂ O (0]
1,3-propanediol X
HO\ J— 2,2-diméthyl-1,3-dioxan-5-one (186)
OH

1,4-but-2-ynediol (204)

Schéma 22 - Voies de synthése asymétrique de la jaspine B
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L'une des premiéres voies d’acces a la jaspine B par synthése asymétrique a été décrite par T. Yakura
en 10 étapes a partir (2E)-5-p-méthoxybenzyloxy-2-pentanoate (145).>* Cet ester o,B-insaturé est
obtenu en 4 étapes a partir du 1,3-propanediol.”® La dihydroxylation asymétrique de (145) méne au
diol (146) avec 98% d’excés énantiomérique. La protection du diol (146) par un acétonide, la
réduction de I'ester au DIBAL, puis I'oléfination de Wittig de I'aldéhyde obtenu, conduisent au
composé (147). L’hydrogénation de (147) permet la déprotection du PMB et la réduction de la
double liaison. Le traitement de I'alcool (148) par la triphénylphosphine et du diiode en présence
d’imidazole donne l'iodure (149). Puis, la déprotection de I'acétonide en catalyse acide, suivie du
traitement par K,CO; permettent la formation du cycle tétrahydrofurane (150). Le carbamate (151)
est obtenu par le traitement de (150) avec I'isocyanate trichloroacétyle puis avec I'alumine. Une C-H
amination catalysée au rhodium (IlI) fournit le carbamate (43) et la furanone indésirée (152).
L’hydrolyse de (43) donne accés a la jaspine B avec un rendement global de 8%.

1) (COCI),, DMSO,

1) p-anisaldéhyde, APTS, EtsN, DCM
HO toluéne, 110°C 2) lesé’éO)(HZOéMe, com
X . .
\/\OH 2) DIBAL, toluéne, 0°C PMBO/\/\OH 203, Mo PMBO/W 5
. 91% 98%
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2) DIBAL, DCM, -80°C
O’P H, (3atm), Pd/C, 0 3) Ph3PC43H,7Br, Buli, OH
oY EtOAc, TA e THF, -20°C A _COMe
B — -~
HO " 87% PMBO 85% PMBO :
C..H ~Ci2H2s OH
(148) 14H29 (147) (146)
l>, PhoP, imidazole,
DCM, TA
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(@]
/P HClcon:disTHF, TA CCI3CONCO, )L PhI(OAC),,
o) OH DCM, TA 0 NH, Rha(OCOCPhz)4 MgO, 0
£ 5 KeCOs MeOH, TA R puis Al,O; S 2 CeHl, reflux
|
79% y uant. y )
C14H29 ’ O /C14H29 d O IC14H29 O /C14H29
(149) (150) (151) (152) 40%
.
X
H,N  OH HN O
\/—\/ KOHag, EtOH, reflux —
y, B — ay
0~ "Ci4H2g 85% 0~ "CisHazg
Jaspine B (2) (43) 19%

Schéma 23 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'ester o,B-insaturé (145) selon T. Yakura

Peu de temps aprés, S.G. Davies rapporte la synthése de la jaspine B en 9 étapes a partir de I'ester y-
tri-iso-propylsilyloxy-o,B-insaturé (153),>* dérivant du 1,4-but-2-énediol.” Le traitement de (153) par
le sel de lithium (S)-N-benzyl-N-o-méthylbenzylamine et la camphorsulfonyloxaziridine (CSO) donne
I'ester anti-o-hydroxy-f-amino-y-silyloxy (154) avec un exces diastéréoisomérique supérieur a 98%.
L’hydrogénolyse de (154) en présence de Boc,0 conduit a (155). L’aminoalcool (155) est converti en
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N,O-acétal (156). L’aldéhyde (157) est obtenu apres réduction puis oxydation successive de (156).
L'ajout d’un I'organomagnésien sur (157) conduit a un mélange d’alcool (158a) et (158b) séparable
par chromatographie. La désilylation de (158a) donne le diol (159). La tosylation de I'alcool primaire
de (159) entraine la formation de deux diastéréoisméres séparables par chromatographie via une
cyclisation intramoléculaire spontanée. La déprotection de I'acétal (160a) donne acces a la jaspine B
avec un rendement global de 10%.

OH

TIPSC DVAP, o ben e (Et?g:(%)_'CFm%OéMe,
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BOCL\IAT\ Bocl?(g
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C4yH
(158b) HO” "CisHag © S

Schéma 24 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'ester o,B-insaturé (153) selon S.G. Davies

Une nouvelle synthese de la jaspine B a partir d’un dérivé du 1,4-but-2-énediol est décrite en 2010
par S. Kuwahara.>® L’aldéhyde o,B-insaturée (161) de départ est obtenue en 2 étapes selon le
protocole décrit par J.A. Marshall.>’ L’époxidation asymétrique de Cérdova de (161) conduit &
I’époxyaldéhyde (162). (162) est ensuite engagé dans une oléfination d’Horner-Emmons (Z) sélective
fournissant le composé (163). Le traitement de (163) par le TFA entraine I’hydrolyse de I'ester puis
I'ouverture de I’époxide pour former I'’hydroxylactone (164). La protection de (164), puis la
désilylation de (165) conduisent a I'alcool (166). La réaction d’oxy-Michael intramoléculaire sur (166)
permet la formation du cycle tétrahydrofurane. La réduction de la lactone (167) au DIBAL meéne au
lactol (168). Ce dernier est alors engagé dans une réaction de Wittig, puis (169) est hydrogéné pour
donner le composé (170). Apres silylation de (170), le composé (171) résultant est traité par le DDQ,
puis oxydé par le périodinane de Dess-Martin (DMP) fournissant la cétone (172). L’amination
réductrice de la cétone (172) permet d’obtenir le composé (173) qui aprés désilylation conduit a la
jaspine B avec un rendement global de 9% sur 14 étapes.
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Schéma 25 - Synthése de la jaspine B (2) a partir de I'aldéhyde o,B-insaturé (161) selon S. Kuwahara

En 2008, K.V. Srinivasan rapporte une synthése de la jaspine B en 19 étapes a partir du 1-
pentadécanol (174).°® Le 1-pentadécanol est oxydé, puis I'aldéhyde résultant est engagé dans une
oléfination de Wittig pour donner I'ester o,B-insaturé (175). L’hydroxylation asymétrique de (175)
conduit au diol (176). Apres protection du diol par des groupements MOM, I'ester (177) est réduit au
DIBAL, puis oxydé pour fournir I'aldéhyde (178). La vinylation stéréosélective de (178) conduit a
I'alcool vinylique (179) qui apres traitement au bromure de benzyle donne le composé (180). Le
clivage oxydant de (180) puis la réduction de I'aldéhyde (181) résultante au NaBH, donnent I’alcool
(182). L'alcool (182) est ensuite protégé par un groupement MOM, puis hydrogéné donnant le
composé débenzylé (183). L'azoture (184) est obtenu aprés activation de I’alcool (183) avec un
groupement tosyle puis traitement du tosylate par de I'azoture de sodium. La déprotection des
alcools du composé (184) puis la tosylation de I'alcool primaire donnent le composé (185). Le
traitement de (185) par du K,CO3 permet la formation du cycle tétrahydrofurane, puis la réduction de
I'azoture (39) fournit la jaspine B avec un rendement global de 26%.

180



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B
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Schéma 26- Synthése de la jaspine B (2) a partir du pentadécanol (174) selon K.V. Srinivasan

Dans le méme temps, D. Enders décrit une synthése de la jaspine B a partir du dérivé dioxanone
(186).”° L’aldolisation organocatalysée de (186) et du 1-pentadécanal permet Iinsertion
énantiosélective de la chaine alkyle de la jaspine B. La silylation de I'alcool (187), puis la réduction
diastéréosélective de (188) fournissent I'alcool (189). La mésylation de (189), puis la substitution du
mésylate par I'azoture donnent le composé (190). Aprés déprotection de I'éther silylé (190) par le
fluorure de tétra-n-butylammonium (TBAF), I'alcool résultant est activé par une tosylation menant a
I'intermédiaire (191). Le traitement de (191) a I'amberlyst-15 entraine la formation du cycle
tétrahydrofurane, puis I’hydrogénation de I'azoture (39) conduit a la jaspine B avec un rendement
global de 23% sur 9 étapes.
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Schéma 27 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du dérivé dioxanone (186) selon D. Enders
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Plus récemment, S. Castillén et M.l. Matheu ont publiés une nouvelle synthése de la jaspine B en 6
étapes a partir d’un mélange racémique du 2-vinyloxirane (192).%° L’addition énantiosélective
catalysée au palladium du phtalimide sur I'époxide (192) fournit le composé (193). La métathese
croisée entre (193) et le 1-hexadecéne conduit a l'alcene (194). La dihydroxilation de (194) a
'osmium donne un mélange de diastéréoisomeéres (195a) et (195b), séparables par
chromatographie. La mono-tosylation de (195b), de type L-lyxo-phytosphingosine, puis le traitement
par Na,CO; dans le méthanol entrainent une méthanolyse partielle du groupement phtalimide et la
formation du cycle tétrahydrofurane. Le traitement du composé cyclique (196) par la méthylamine
aboutit a la jaspine B avec un rendement global de 46%.
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2%, s OMe—& 1) TsCl, Et;N, DCM, TA N o 16% OH (1952)
MeNH, 50°C (¢} O 2) Na,CO; MeOH, TA B
[ >‘~,, B — oy - HO
0" “Cq4Hog 93% 0~ "“Ci4Hag 1% CiaHao
Jaspine B (2) (196) 83% QOH
(195b)

Schéma 28 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du 2-vinyloxirane (192) selon S. Castillon et M.l. Matheu

En 2013, R. Britton décrit la synthése de la jaspine B a partir de I'a-chloroaldéhyde (197) et de I'oi-
aminolactame (198).°*

(0]
1) LIHMDS, THF, -7
2;OIH S, /BC O  OBoc H,0 / MeOH o OH N
//g 197) : - u-onde, 100°C : _ HN €
. > S
)\ 529 BocN BocN )
o %NH Cl )/NH Cl 44% 0 0 "‘I///\/\
Boc o (199) o (20) (200) 16%
(198) )
1) 1-undecéne
Grubbs-Hoveyda I,
DCM, reflux
2) Pd(OH), Hy,
EtOAc, MeOH, TA
43%
(0] O O
KOH, )L BF30Et, Et;SiH, /Lk DIBAL, /U\O
H,N,  OH EtOH/H,0, reflux ~ HN™ O pcwm, -7¢caTA HN O DCM, -55°C HN™ °C
% & < % 5 Z 5 Z B
L 5,,,, 91% Lo, 70% D, 85% /A/—>,
0" "CyqHog 0~ "CigHzg HO™ >0 "Cy4Ha9 070" "Ci4Hag
Jaspine B (2) (43) (203) (202)

Schéma 29 - Syntheése de la jaspine B (2) a partir du a-chloroaldéhyde (197) selon R. Britton

Le traitement de (198) par I’'hexaméthyldisilazane de lithium (LiIHMDS) permet la formation d’un a-
aminoénolate, puis I'addition de (197) de type Evans-Cornforth®” ®> mene a I'aldol (199). Le chauffage
aux micro-ondes de (199) dans un mélange eau/méthanol fournit la y-lactone (200) ainsi que la

chlorohydrine (201). La métathése croisée de (200) et du 1-undécéne, puis I'hydrogénation
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conduisent a la lactone (202). La lactone (202) est ensuite réduite au DIBAL, puis le traitement du
mélange de lactol (203) avec Et;SiH et BF;OEt, fournit le composé (43). L’hydrolyse basique de (43)
donne la jaspine B avec un rendement global de 5% sur 8 étapes.

Avant mon arrivée au laboratoire, une autre syntheése asymétrique de la jaspine B et de divers

analogues a été développée a partir de la butyne-1,4-diol (204).5* ©

La monobenzylation du diol
(204) puis la réduction de I'alcyne fournissent I'alcool trans-allylique (205). (205) est ensuite engagé
dans une époxydation asymétrique de Sharpless, suivie de I'ouverture régio- et stéréosélectivité de
I’époxide a la para-méthoxybenzylamine pour donner un mélange d’aminodiols (206a) et (206b). Le
mélange (206) est traité au chloroformiate de méthyle, puis saponifié entrainant une cyclisation
intramoléculaire. Les deux oxazolidinones résultantes (207a) et (207b) sont alors séparées par
chromatographie, puis (207a) est oxydée au DMP menant a I'aldéhyde (208). L’addition anti-sélective
de I'organocérium, issu de la réaction entre le bromure de vinylmagnésium et le chlorure de cérium,
sur |'aldéhyde (208) conduit a I'alcool vinylique (209). La mésylation de (209) entraine une cyclisation
intramoléculaire spontanée lors de la purification sur gel de silice, donnant acces au composé (210).
L'insertion de la chaine aliphatique est réalisée par une réaction de métathese croisée, puis une
hydrogénation résultant au carbamate (211). Enfin, le clivage oxydant du PMB, puis I'hydrolyse
basique du carbamate (43) conduisent a la jaspine B avec un rendement global de 4% sur 13 étapes.

1) Ti(OiPr)4, (-)-DET, tBuOOH,
tamis 4A, DCM, -23°C

1) BnBr, KOH, 2) résine supportée PPhg
H,0, TA DCM, -23°C a TA
HO 2)2L0/5\2,1T$:, o 3) Ti(0iPr);, PMBNH;, QH on /\)NiF;M?"
— - a Bno/\/\/ DCM, TA BnO/Y\/ + BnO Y o
(200) OH 42% (205) 42% NHPMB OH
(206a) (206b)
ratio 70:30
1) K,CO3, MeOCOCI
THF, TA
2) 10% KOH, MeOH, TA
o o) Q o)
N 2 MgBr N P~
DMP, ©)
PMBN" O CeCly THF,-78°c  PMBN" O DCM, TA PMBN, = o4 PMBNJ(Q
BnO._ ~———— BnO_-—_He——"— ///\/
A BnO Y
(209) (208) (207a) (207b)
66% 18%
MsCl, EtN,
DCM, 0°C a TA
87%
o 1) ZCrzHas o o
J DOV, re N N
, retiux
PMBN O 2) Pd(OH),, H,, PMBN™ "0 CAN, HN™ O KOH, H,N  OH
— EtOAc, MeOH FE— MeCN, H,0, TA - EtOH, H,0, reflux S
“y, = 0, “y, 0, u, o, “ry,
0O 7 68% (0) /C14H 63% /C14H29 64% O /C14H29
(210) (211) (43) Jaspine B (2)

Schéma 30 - Synthése de la jaspine B (2) a partir du la butyne-1,4-diol (204) développée au laboratoire
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III. Nouvelle voie d’acces a la jaspine B

L'activité cytotoxique de la jaspine B nous a motivé a développer une nouvelle voie d’accés a ce
composé. Cette nouvelle voie de synthése s’appuie sur l'intermédiaire aziridino-y-lactone pour la
formation du cycle cis-amino-alcool-tétrahydrofurane par une ouverture régiosélective de I'aziridine
et cyclisation intramoléculaire successive. L'insertion de la chaine aliphatique est réalisée dans un

second temps sur |‘oxazolidinone lactone par oléfination de Julia, puis hydrogénation

diastéréosélective (cf. Schéma 31).

(@)
. :
N C HO, OH
O:> Do = (0 = 1L,
(212)

Schéma 31 - Schéma rétrosynthétique de la jaspine B

Ainsi, cette synthése racémique, en 6 étapes a partir de la D-erythronolactone (212), permet
d’obtenir la jaspine B (2) et son énantiomére |'ent-jaspine (7) aprés séparation chirale par
chromatographie en fluide supercritique, avec un rendement global de 7% (cf. Schéma 32).

N O
o 1) S)‘é'CMHze o o
PMB - J J
1) Tf,0, pyridine, LiIHMDS,
HO, OH ' DCM,-78°C to-25°C N Megﬁ%ﬁ,"faes PMBN O THF, 7eoc  PMBN" O PMBN ©
Z—L 2) PMBNH,, DMF, -30°C & 160W, 100°C & 2) DBU, THF, TA 7 - H+ ONC ;
-
o” O 42% o0 79% o 0 o) e e
© OH
(212) (+)(213) (+)(214) (#) (216) (+)(217)
o N Ha, (PhsP);RCI,
g I CgHg/EtOH, 40°C
KOH, CAN, 78%
HN - OH EtOH/H,0 85:c HN O PMBN - €

MeCN/H,0, TA
-

Y 85% Y 7% 0
o "C14Hag o "“Cy4H2g 0 “"Cy4Hog Dédoublement )k
par BN O
Jaspine B (2) (+) (219) (+) (218) | HPLC chirale O
5 o 0~ "Ci4Hag
KOH, N CAN, PMBNJ\O (2)(218)
HN - OH EtOH/H,0 85°C 1 MeCN/H,O, TA
85% 71% C..H
0~ ~CasHy 0~ ~CagHzg O e
ent-Jaspine B (7) (-) (219) (=) (218)

Schéma 32 - Synthése de la jaspine B

Ces travaux sont détaillés dans I'article suivant.”
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A rapid access to jaspine B and its enantiomer ent-jaspine B from a 2,3-aziridino~y-lactone is reported.
This synthesis relies on a one pot regioselective aziridine ring-opening followed by intramolecular
cyclization to install the cis-amino—alcohol pattern of jaspine B and on a modified julia olefination of the
lactone followed by a diastereoselective hydrogenation for the introduction of the €14 aliphatic chain.
The separation of enantiomers in the course of this synthesis was achieved by supercritical fluid chro-
matography. The cytotoxicity of both enantiomers was evaluated.
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1. Introduction

Jaspine B (also named Pachastrissamine) (Fig. 1) is a naturally
occurring anhydrophytosphingosine, which was first isolated in 2002
from the Okinawan marine sponge, Pachastrissa sp.! One year later
Debitus et al? also extracted this natural o-ribo-phytosphingosine
derivative from the sponge Jaspis sp. collected in Vanuatu. This nat-
ural jaspine B was reported to exhibit submicromolar cytotoxicity
against various cell lines** We found in particular that jaspine B

NHz (_DH
OM W/\/ Me
OH
D-ribo-Phytosphingosine

HaN OH HaN OH
! e /CvaHy U\/Cﬁ"‘lz?
(2] Q
Jaspine B ent-Jaspine B

Fig. 1. Structure of p-ribo-phytosphingosing, jaspine B and its enantiomer.

* Corresponding authors, Tel: 433 (0}5 615562 99; fax: —33 (0)561 5560 11; e-mail
addresses: ballereau@chimie.ups-tlse.fr (S. Ballereau), genisson@chimie.ups-tlse.fr
(Y. Génisson).

96_40402015 — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/).tet.2013.06.091

displays a strong dose- and time-dependent cytotoxicity towards
melanoma cells (murine B16 and human SK-Me128).> However, de-
spite a significant iriterest in the molecular mechanism of cell death
induced by jaspine B> this likely complex and multi-target mode of
action has not been characterized fully. Recently, Kim et al. also
highlight the potential use of jaspine B as a therapeutic agent against
hyperproliferative diseases, such as melanoma.®

Due to this remarkable biological activity and its relatively
simple structural features, jaspine B has stimulated considerable
interest of the synthetic community” To go deeper in the un-
derstanding of the structure—activity relationships of this natural
compound, many analogues were synthesized® as well as di-
astereoisomers of jaspine B42083 75829 The enantiomer ent-jas-
pine B was not the deal of such an effort from the synthetic point
of view!™® 75910 and study of its biological activity remains
limited. 2%

In this paper, we wish to report a rapid synthetic access to jas-
pine B and its enantiomer and the evaluation of their cytotoxic
activity.

2. Results and discussion
2.1. Synthetic approach
Recently, we described the synthesis of phytosphingosine and

jaspine B analogues containing an aziridine ring.®¢ These syntheses
were based on an aziridino-y-lactone as a common precursor
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(Scheme 1). We envisioned that this versatile intermediate was
ideally suited to assemble the jaspine B all-cis tetrahydrofuran
framework according to the following retrosynthetic scheme
(Scheme 1).

0
Juita /lL Ring R
HZNL \.QH n]atmatlon RN apanmg N
/ 3 Hydrogenation F\/F\\ Intramolecular z L
iy =
O "CyHag cyclisation O L

Scheme 1. Retrosynthetic approach to jaspine B

The two main features of this approach are: (1) the construction
of the cis-amino—alcohol pattern through a one pot regioselective
aziridine ring-opening followed by intramolecular cyclization and
(2) the introduction of the C14 aliphatic chain through a medified
Julia olefination of the lactone followed by a diastereoselective
hydrogenation.

2.2. Synthesis

221 Racemic route. Aziridino-y-lactones are very useful in-
termediates!! that have been used in the preparation of several
amino-acids derivatives.'?

The 2,3-aziridino-y-lactones bearing an alkyl group on the ni-
trogen (Scheme 1, R=alkyl) can be regarded as non-activated azir-
idine-2-carboxylates. The reactivity of non-activated 2Z-substituted
aziridines towards ring opening reaction has recently been
reviewed.™ Lee, Ha and coll. showed that the reaction of aziridines
bearing an electron withdrawing group at C-2 with methyl chlor-
oformate give oxazolidin-2-onesin a one pot process.'d We applied
this pathway to 2,3-aziridino-y-lactone 1 (Scheme 2) so as to in-
troduce the cis-amino—alcohol moiety present on the tetrahydro-
furan ring of the jaspine B.

(0]
PME )I\

HO, OH N PMBN" O
Z_L Ref. 8e & aord —
gl e
: 4
o] o o (e} (]
z {21 (i}?n

Scheme 2. Synthesis of lactone oxavolidinone 3. Reagents and conditions: (a)
CICO:CHy, CH4CN, reflux, 12 h, 74%; or (b) CICO,CH3, TH4CN, sealed tube, MW, 160'W,
100 “C, 2 h, 79%,

The racemic 2,3-aziridino-y-lactone 1 was obtained in two
steps from p-erythronolactone (2).5 Under the conditions de-
scribed by Lee, Ha and coll " the aziridine ring was converted to
the oxazolidin-2-one 3.

According the mechanism reported,™ this transformation, ini-
tiated by a N-methoxycarbonylation, provides an activated azir-
idinium 4 that undergoes a regioselective C2—N bond cleavage by
‘the nucleophilic chloride ion. The intrameolecular cyclization of the
tesulting intermediate chlorocarbamate 5 gives the oxazolidin-2-
one with a global retention of configuration at C-2 as a result of
a double Sy2 inversion process (Scheme 3).

We were satisfied to observe that, despite the presence of the
sensitive lactone,'?* the yield was only slightly lower than those
described by Lee, Ha and coll. In order to further improve the effi-
ciency of this transformation, the reaction time was reduced by the
use of microwave irradiation. Under these conditions, only 2 h were
necessary to bring the reaction to completion with a 79% vield.

o

PME J\ .

N pumBN. O
[ ke — s
Lo 0 i

1 Me 3

O 'O.)

NS PMBHN‘?%(‘OU j

Scheme 3. Proposed mechanism for the oxazolidin-2-ore formation.

The next step en route to the jaspine B tetrahydrofuran core
assembly was the introduction of the C14 alkyl chain. According to
our synthetic plan, an olefination of the carbonyl function of the
lactone was accomplished by a Julia modified 1*_t=.-271|:t1'€m15 using the
methodology recently described by Gueyrard and coll. for the
synthesis of exo-glycal.! The reaction of the lactone 3 and 2-(tet-
radecylsulfonyl)benzo|d]thiazole'” (Scheme 4) followed by a treat-
ment with DBU afforded the enol ether 6 as an irrelevant 2:1
mixture of E/Z isomers'® and in a 49% yield. As appeared in the
literature during the course of this work,'® we observed that the
enol ether formed was very sensitive to hydration and we could not
completely avoid formation of the hemiketal 7 (23% yield after
chromatography). Use of boron trifluoride etherate as described by
Gueyrard, Goekjian and coll.?° did not improve the conversion. On
the other hand, purification on basic alumina instead of silica gel,
allowed us to slightly increase the isolated yield in alkenes 6 to 55%.

PMBN o

2'.1
1 4,

o V" Ciatae
(%)-B

Scheme 4. Synthesis of racemic protected jaspine B: Reagents and conditions: (a) (1)

“2-{tetradecylsulfonylibenzofd]thiazole, LIHMDS, THE, — 78 °C, 30 min; (2) DBU, THF, 11,
‘2 h, 5% in 6 and 8% in 7; (b) Hy (PheP)RhCl, CoH/EROH, 2 h; 78%.

Hydrogenation of the clefin in compound 6 employing homo-
geneous catalyst (PhaP)sRhCI® furnished the fully protected race-
mic jaspine B (8) as a single diastereoisomer and ina 78% yield. The
use of heterogeneous Pd/C catalyst (up to 50 mol %) did not give any
hydrogenation product but only hydration product 7.

The intermediate 8, in its enantiomeric pure farrn, has already
been used by our group in the synthesis of jaspine B.% Following
the protocol described, two deprotection steps, that is oxidative
elimination of the PMB-group followed by the hydrolysis of the
oxazolidinone ring, allowed us to obtain the racemic jaspine B in
a 60% yield (Scheme 5).
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PMEN O HN (6] :
% 3 a S =4 ()
:Dj AT Oy iH 1CraHag
(£)-8 ()9 (t)jaspine B

Scheme 5. Synthesis of racemic jaspine B. Reagents and conditions: (a) CAN, MeCN|
H,0, 2 h, 71%; (b) KOH, EtOH/H,0, 85 °C, 12 h, 85%.

This six-step synthetic route validated in the racemic form, we
were interested in its application to the synthesis of enantiomeri-
cally pure jaspine B and its enantiomer.

22.2. Chiral auxiliary route. The first option was to start the syn-
thesis with an optically active aziridine. In this aim, we reproduced
the two-step synthesis of 2,3-aziridino-y-lactone starting from
p-erythronolactone (2) via the triflate derivative 10 with the
(R)}-(+)-e-methylbenzylamine. A mixture of two diasterenisomeric
aziridino-y-lactone 11a and 11b was obtained in a 21% yield over

the two steps (Scheme 6).

Scheme 6. Synthesis of optically active 2,3-aziriding-y-lactones. Reagents and condi-
tions: {a) THO, pyridine, CHyCly, —78 °C to =30 °C. 3.5 by (b) (R}-{+)-a-methyl-
benzylamine, DMF, —30 °C, 12 h, 21% over two steps.

Due to the lower reactivity of o-methylbenzylamine compared
to methoxy-substituted benzylamines in the tandem Michael-type
addition/cyclization leading to the aziridine,'?* the reaction time at
—30 °C necessary for the completion was much longer and the
competitive opening of the lactone ring by the amine may explain
the somewhat moderate yield.'”® This aziridination reaction was
also conducted with enantiomerically pure (R)-p-methoxy-a-
methylbenzylamine. The use of this chiral auxiliary did not improve
the yield of the reaction. The two (R)-p-methoxy-u-methylbenzyl
substituted aziridines were isolated and characterized including by
X-ray diffraction crystallography (see Supplementary data).

Even after several thorough chromatographies on silica gel only
milligramme-scale samples of each diasterecisomer 11a and 11b
could be isolated. Nevertheless, X-ray crystallography analysis of
compound 1ia allowed its unambiguous structural assignment
{Fig. 2).

The mixture of diastereoisomers 11 was treated with methyl
chloroformate in acetonitrile under MW irradiation to give the two
diastereoisomeric oxazolidinones 12a and 12b that were separated
by chromatography on silica gel (Scheme 7). The yield (25% for each
diastereoisomer) was lower than in the p-methoxybenzyl racemic
series.

This moderate yield with e-methylbenzy] substituted aziridine
may deserve comments. Indeed, Lee, Ha and coll. described
transformation ~ of  N-[(R)-(+)-a-methylbenzyl]aziridines-2-
carboxylates to 5-functionalized oxazolidin-2-enes in almost
quantitative yield!* Thus, the presence of the w-methylbenzyl
group instead of the p-methoxybenzyl does not by itself explain
the lowering of the yield. Nevertheless, this trend could be ex-
pected since it has already be shown that N-benzyl-2,3-aziridino-

Fig. 2. Molecular view of the aziridino-y-lactone 11a in the solid state (thermal el-
lipsoids at 50% probability); hydrogen atoms are omitted for clarity excepted on
asymmetric carbons.

e o4 OLL
ST S & 6

11a.+ 1ib 12a 12b

Scheme 7. Synthests of epticaily active lactone oxazolidinones. Redgents and condi-
tiong: (a) CICOzCHs, CHACN, sealed tube, MW, 160 W, 100 °C, 2.5 h, 50%.

v-lactones have a much lower reactivity towards nucleophilic
aziridine ring opening than the N-benzyl-2-acyl-aziridines.'** This
lack of reactivity was thus not only attributed to the poor electron-
withdrawing character of the benzyl group but also to the com-
petitive electrophilic behaviour of the lactone ring.

The two diastereoisomers 12a and 12b were crystallized and
X-ray analysis allowed their structural assignment (Figs. 3 and 4).

The yield obtained in the two first steps of this synthesis using
(R)-{+)-a-methylbenzylamine as chiral auxiliary, much lower
than in the p-methoxybenzyl racemic series, associated with fas-
tidious chromatographies required for the separation of the di-
astereoisomers led us to consider another option for the synthesis
of enantiomerically pure jaspine B and its enantiomer. We de-
veloped a separation method of both enantiomers of the racemic
protected jaspine B 8.

Fig. 3. Molecular view of compound 12a in the solid state {thermal ellipsoids at 50%
probability}; hydrogen are omitted for clarity excepted on asymmetric carbons.
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Fig. 4. Molecular view of compound 12b in the solid state (thermal ellipsoids at 50%

probability); hydrogen atoms are omitted for clarity excepted on asymmetric carbons.

2.2.3. Enantiomers separation. The resolution of enantiomers by
supercritical fluid chromatography (SFC) is a flourishing technol-
ogy. The environmental and practical benefits of SFC (e.g., less
solvent used, higher resolution, shorter separation times,...) are
already well-known.2! It is even sometimes considered that it is
more ‘time efficient’ to synthesize racemic mixtures and then
chromatographically separate the enantiomers than to develop
asymmetric syntheses of the drug candidates of interest’® An
overview of SFC applications for chiral separations covering the
literature from 2000 has recently been published.??

In our case, the best resolution was achieved by semi-
preparative SFC on a Chiralpak IC column (5 um silica particles
immobilized with cellulose tris-(3,5-dichlorophenylcarbamate))
with 25% of a CH,Cly/MeOH mixture (80:20, v/v) as an additive in
a CO; mobile phase (Fig. 5). This separation could be run on more
than 100 mg and both enantiomers were obtained in high effi-
ciency and purity (80% global yield).
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Fig. 5. Separation of the enantiomers of {=)-8 by SFC.

Each enantiomer of protected jaspine B ((+)-8 and (—)-8) was
submitted to the same two steps deprotection protocol leading to
jaspine B and its enantiomer ent-jaspine B in 60% yield (Scheme 8).

Enantiomerically pure jaspine B and its enantiomer were thus
synthetized in six steps from commercially available p-eryth-
ronolactone in 7% overall yield.

2.3, Biological evaluation

Despite the synthetic efforts dedicated to the synthesis of vari-
ous diastereoisomers of jaspine B. only two groups reported

i X
PMBN,)L..D. o HN,  OH
S a s e
b
& & SJ'"CNHLQ _ O/,)u.:, c”Hw {D) r-‘C“H?g.
(+)8 (<19 Jaspine B
HaN OH
a b /
)-8 = ()8 ot
o CaHag

ent-Jaspine B

Scheme 8. Synthesis of jaspine B and ent-jaspine B. Reagents and conditions: (a) CAN,
MeEN]H:0, 2 h; (b) KOH, EtOH{H:0, 85 °C, 12 h, 60% over two steps:

biological evaluation of ent-jaspine B: Rao and coll. evaluated its
cytotoxicity® while Fujii, Oishi and coll. assessed its inhibitory
potency against sphingosine kinases.*® In these two studies, the
results obtained with ent-jaspine B proved to be very close to that of
the natural enantiomer. On the other hand, Casas and Delgado and
coll.®® showed that inversion of C-2 and/or C-3 stereocenters pro-
vides significantly less toxic compounds.

In order to go further in the understanding of the influence of
the absolute configuration on the cytotoxic activity, the cytotoxicity
of jaspine B and ent-jaspine B was examined on GM637 (normal
fibroblast), HTC116 (human colon carcinoma) and U20S (human
ostepsarcoma) cells. The ICss of the compounds are reported in
Table 1.

Table 1
Cytotoxicity of jaspine B and en(-jaspine B
Compound 1Cs0 (M)
GMG37 HTC1186 U205
Jaspine B 04 07 0az7
ent-laspiné B 6 5 4

In all cell lines, the natural compound, with ICsg values in sub-
micromolar range, proved to be significantly more cytotoxic than
its enantiomer. These results indicate that the absolute configura-
tion of the tetrahydrofuran jaspine B is indeed determinant for the
biclogical activity of this natural compound. Nevertheless, it is
noteworthy that the cytotoxicities obtained for the unnatural
compound are in the micromolar range. These values thus justify
the study of the enantiomer of jaspine B itself for further target
identification and structural optimization.

3. Conclusions

In summary, we have developed a rapid synthesis of jaspine B
and ent-jaspine B involving six synthetic steps from commercially
available p-erythronic y-lactone and a chiral separation by super-
critical fluid chromatography (SFC). This synthesis illustrated well
the versatility of 2 3-aziridino-y-lactone intermediates, alterna-
tively taking advantage of its different reactivities: first, that of the
aziridine ring to install the cis-amino—alcohol moiety through
a one pot regioselective ring-opening followed by intramolecular
cyclization and, second, the reactivity of the lactone to introduce
the aliphatic chain by a Julia modified olefination followed by
a diastereoselective hydrogenation. Thanks to an efficient enan-
tiomeric resclution by a chiral SFC, this route was easily amenable
to the preparation of natural jaspine B and its enantiomer. Bi-
ological evaluation of the synthesized compounds confirmed the
influence of the absolute configuration of the natural product on its
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cytotoxicity. Yet the cytotoxicity retained by the ent-jaspine B (in
the micromolar range) justifies the interest of a synthetic access to
both enantiomers.

4, Experimental part
4.1. General methods

The following sclvents and reagents were dried priar to use:
CH,Cl;, MeOH (from calcium hydride), Et;O, petroleum ether, THF
(freshly distilled from sodium/benzophenone). Analytical thin layer
chromatography (TLC) was performed using Merck silica gel 60F;s4
precoated plates. Chromatograms were observed under UV light

andjor were visualized by heating plates that were dipped in 10%

phosphomolybdic acid in ethanol. Column chromatographies were
carried out with SDS 35—70 um flash silica gel. NMR spectroscopic
data were obtained with Bruker Advance 300. Chemical shifts are
quoted in parts per million (ppm) relative to residual solvent peak. |
values are given in hertz. Assignments of chemical shifts are de-
scribed according to the numbering drawn on Scheme 2 for lac-
tones and on Scheme 4 for all other compounds. Mass spectrometry
{MS) data were obtained on a ThermoQuest TSQ 7000 spectrome-
ter, high-resolution mass spectra (HRMS) were performed on
a ThermoFinnigan MAT 95 XL. Optical rotations were measured
on a Jasco P-2000 polarimeter. [a]p values are given in
degdm!em? gt

For crystallographic analysis, the selected crystals were moun-
ted on a glass fibre using perfluoropolyether oil and cooled rapidly
in a stream of cold N,. Crystallographic data of the structures for
compounds 11a, 12a and 12b were collected on a Bruker-AXS
Quazar APEX Il diffractometer using a 30 W air-cooled microfocus
source (ImS) with focussing multilayer optics at a temperature of
193(2) K, with Mo Kz radiation (wavelength=0.71073 A) by using
phi- and omega-scans. The data were integrated with SAINT, and an
empirical absorption correction with SADABS was applied.®* The
structures were solved by direct methods, using SHELX5-97,° and
refined using the least-squares method on F.*° All non-H atoms
were treated anisotropically. Crystallographic data (excluding
structure factors) have been deposited with the Cambridge Crys-
tallographic Data Centre as supplementary publication no. CCDC-
935731 (11a), CCDC-935732 (12a) and CCDC-935733 (12h). These
data can be obtained free of charge via www.cede.cam.uk/conts/
retrieving.html (or from the CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2
1EZ, UK; fax: (+44) 1223 336 033; or deposit@c¢cdc.cam.acuk).

4.2. Synthesis

4.21. (3a8*,6aS")-3-(4-Methoxybenzyl)dihydrofuro[3.4-dJoxazole-
2,6(3H,6aH )-dione (3). Method A: To a solution of 1 (285 mg,
1.30 mmol) in CH3CN (5 mL) was added methyl chloroformate
(151 pL, 1.95 mmol) and the mixture was refluxed for 12 h. After
cooling to rt, the mixture concentrated to dryness. The resulting
residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/
CH3Cly 1:9) to give the oxazolidinone 3 (253 mg, 74%) as a white
amorphous solid. 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 4 (ppm): 7.25—7.15 (m,
2H, Har): 7.00-6.90 (m, 2H, Hyr); 495 (d, 1H, 2-H, 5 3=7.9); 4.67 (d,
1H, CHaN, J=15.0): 4.35 (ddd, 1H, 3-H, J3.5=7.9, J3.4a=4.1, Ja-ap=1.5);
4.30 (AB of an ABX, 2H, 4a-H and 4b-H, J43.4p=10.8, J123=41, Jas
3=15): 429 (d, 1H, CHuN, J=14.9); 3:81 (5, 3H, OMe). C NMR
(CDCls, 75 MHz) § (ppm): 1704 (C-1); 159.9 (C—-OMe); 1559
(C=0); 129.8 (C4); 126.0 (Cqar); 114.7 (Car); 69.8 (C-2); 68.5 (C-4);
554 (C-3); 552 (OMe); 46.8 (CHzN). HRMS mfz: caled for
CisHisNOs [M+4H]": 264.0872; found: 264.0863.

Method B: To a solution of 1 (472 mg, 2.16 mmol) in CH3CN
(7 mi) in a 10 mL glass pressure vial equipped with a stir bar was
added methyl chloroformate (250 pL, 3.23 mmol). The pressure vial

was closed using a PTFE-silicon septum (vial and septum available
from CEM Corporation). Then the reaction mixture was submitted
in a sealed tube to microwave irradiation (CEM Discover™ reactor,
160 W, 100 °C) for 2 h. After cooling, the reaction mixture was
concentrated to dryness. The resulting residue was purified by flash
chromatography on silica gel (EtOAc/CH;Cl; 1:9) to give the oxa-

zolidinone 3 (451 mg, 79%) as a white amorphous solid.

42.2. (3a5",6aS" E)-3-(4-Methoxybenzyl )-6-tetradecylidenetetrahydro-
furo[3,4-dJoxazol-2(3H)-one (E-6) and (3a5*,6aS",Z)-3-(4-
methoxybenzyl)-6-tetradecylidenetetrahydrofurof3,4-djoxazol-2(3H)-
one (Z-8). To a solution of lactone 3 (75 mg, 0.29 mmol) and 2-
(tetradecylsulfonyl}benzofd]thiazole (135 mg, 034 mmol) in an-
hydrous THF (2 mL) under nitrogen at —78 °C was added dropwise
a solution of LIHMDS (1.0 M in THE 570 uL, 0.57 mmol) over
10 min. The reaction mixture was stirred at that temperature for
30 min and quenched by addition of water. After hydrolysis, the
mixture was extracted with EtOAc (3x10 mL). The combined or-
ganic extracts were dried over magnesium sulfate and concen-
trated to dryness. The residue was dissolved in anhydrous THF
(6 mL) and DBU (98 uL, 0.57 mmol) was added. After 2 h stirring,
the reaction mixture was concentrated to dryness and the result-
ing residue was purified by flash chromatography on basic alumina
(EtOAc/CHoCly fpetroleum ether 6:24:70) to give the compound 6
(70 mg, 55%) as a 2:1 mixture of E and Z isomers. An aliquot of this
mixture was purified by preparative TLC (EtOAc/CH3Cl; [petroleum
ether 4:1:5) to characterize the two isomers.

(E)-6: "H NMR (CDCls, 300 MHz) é (ppm ); 7.25—7.15 (m, 2H, Har);
6.95-6.85 (m, 2H, Hy,); 5.32 (dd, 1H, 3-H, J5.5=7.9, J5.5=1.1); 513
(td, 1H, 5-H, Js.e=81, Js.3=1.1); 4.67 (d, 1H, CHaN, J==15.0): 4.18 (d,
1H, CH;N, [=14.9); 416 (ddd, 1H, 2-H, [,:3=7.9, [;.1:=4.4, J,.1p=14);
4.01 (dd, TH, 1b-H, f15.12=10.2, Jip-2=1.5): 3.80 (s, 3H, OMe); 3.71
(dd, 1H, 1a-H, J15.1a=102, J122=4.7); 220-190 (m, 2H, 6-H):
1.40~-1.15 (m, 22H, 7-H to 17-H), 0.98—0.84 (3H, m, 18-H). ’C NMR
(CDCly, 75 MHz) 6 (ppm): 159.6 (C—OMe); 157.2 (C=0); 152.0 (C-
4);129.6 (Car); 1271 (Cqar); 114.4 (Cyp); 1068 (C-5); 73.2 (C-3); 70.6
(C-1); 58.2 (C-2); 55.3 (OMe); 46.6 (CHN); 32.0, 30.2, 29.7 (4C),
296,295, 294, 29.2, 26.7, 22.7 (C-6 to C-17): 14.2 (C-18). MS (Cl/
NH3): m/z=461 ([M-+NH4]"). HRMS mfz: caled for CuyHaoNO4
[M-+H|": 444.3114; found: 444.3125.

(Z)-6: "H NMR (CDCl3, 300 MHz) 8 (ppm); 7.25—7.15 (m, 2H, Ha,):
6.95—6.85 (m, 2H, Har); 512 (d, 1H, 3-H, ]3.2=7.9); 4.80 (t, 1H, 5-H,
J56=7.4);4.68 (d, 1H, CH;N, |=15.0); 416 (d, 1H, CH,N, j=14.9); 4.14
(ddd, 1H. 2-H, J5.3=7.7, J2.12=4.9, Jo.1y=1.6); 4.08 (dd, 1H, 1b-H, J15
1a=10.2, [152=1.6); 3.81 (5, 3H, OMe); 3.80 (dd, 1H, 1a-H, J15.1a=10.1,
J1a3=4.8); 2.08(q, 2H, 6-H, J=7.2); 1.40—115 (m, 22H, 7-H to 17-H),
0.98—0.84 (3H, m, 18-H). *C NMR (CDCls, 125 MHz) 6 (ppm): 159.6
(C-OMe); 157.2 (C=0); 151.7 (C-4); 129.7 (Car): 1271 (Cqar); 114.4
(Ca); 107.0 (C-5): 75.7 (C-3); 71.3 (C-1); 57.8 (C-2); 55.3 (OMe); 46.5
(CH3N); 32.0,29.7 (4C), 29.6, 29.5, 29.4 (2C), 29.3, 25.4, 22.7 (C-6 to
C-17); 14.2 (C-18). MS (CI/NHs): mjz=461 ([M-+NH4]"). HRMS m/z:
caled for CoyHaaNO4 [M4-H]": 444.3114; found: 444.3136.

Compound 7 (10 mg, 8%) resulting from the hydration of the
exo-double bond was also isolated.

7: 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6 (ppm): 7.25—715 (m, 2H, Ha):
6.90-6.80 (m, 2H, Hy,); 4.68 (d, 1H, CHsN, [=15.0); 4.59 (d, 1H, 3-H,
J32=75); 414 (ddd, 1H, 2-H, };.3=7.5, J2.1:=3.4, [2-15=1.6); 4.08 (d,
1H, CH3N, J=15.0); 3.90—3.80 (m, 2H, H-1}; 3.79 (s, 3H, OMe);
2.70—2.20 (br s, 1H, OH): 1.96—1.82 (m, 1H, 5a-H); 1.81—1.68 (m, 1H,
5b-H); 155140 (m, 2H, 6-H); 1.35~115 (m, 22H, 7-H to 17-H);
0.92-0.82 (3H., m, 18-H). 1>C NMR (€DCl3, 75 MHz) 6 (ppm): 159.6
(C—OMe); 157.0 (C=0); 129.6 (Car); 127.2 (Cqar); 1144 (Car); 1074
(C-4): 806 (C-3); 676 (C-1); 59.0 (C-2); 55.3 (OMe); 46.3 (CHaN);
34.9(C-5); 31.9, 29.8, 29.7 (5C), 29.6 (2C),29.4,23.3,22.7 (C6to C-
17); 14.2 (C-18). MS (CI/NH3); m/z=479 ([M+NH4]"). HRMS m/z:
caled for Co7HygNOs [M-+H]™: 462.3219; found: 462.3227.
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4.2.3. (3aS",65"6aS")-3-(4-Methoxybenzyl)-6-tetradecyltetrahydro-
furo[3,4-dJoxazol-2(3H)-one (8). A solution of compound 6 (89 mg,
0.20 mmol) (as a Z/E mixture) and (PPhs);RhCl (37 mg, 0.04 mmol)
in benzene/EtOH (4 mL. 1:1) was stirred at 40 °C for 14 h under Hz
atmosphere, After concentration to dryness, the residue was puri-
fied by flash chromatography on silica gel (EtOAc/CH;Cly/petro-
leum ether 6:24:70 to 10:40:50) to give the compound 8 (70 mg,
78%). All analyses were in agreement with the data reported in the
]iiera*tut_‘e,g'j

4,24. (3aS"65"6aS*)-6-Ethyltetrahydrofurof3.4-dJoxazol-2(3H)-one
(9). To a solution of PMB-protected compound 8 (70 mg,
0.157 mmel) in CH3CN/H,0 (9:1) (10 mL) was added CAN (517 mg,
0.94 mmol). The mixture was stirred at rt for 12 h, then diluted with
water and extracted three times with CHyClz. The combined or-
ganic layers were washed with a saturated agueous NaHCO; solu-
tion and with brine, dried over MgS0, and concentrated to dryness.
The residue was purified by flash chromatography on silica gel
(EtOAc/CHa2Cly 4:6) to give the compound @ (37 mg, 72%). All
analyses were in agreement with the data reported in the
literatura 84

4.2.5. (2573S",45")-4-Amino-2-tetradecyltetrahydrofuran-3-ol  (ra-
cemic jaspine B). KOH (34.5 mg, 0.62 mmol) was added to a solu-
tion of oxazolidinene (20 mg, 0.062 mmol) in EtOH/H20 (8:2)
(1.5 mL). The mixture was heated at 85 °C for 24 h before being
cooled to rt and diluted with EtOAc and brine. The mixture was
extracted three times with EtOAc and the combined extracts were
concentrated to dryness. The residue was purified by flash chro-
matography on silica gel (EtOAc/MeOH/NH40H 84.2:15:0.8) to give
racemic jaspine B (15.6 mg, 85%). All analyses were in agreement
with the data reported in the literature 2

4.2.6. (1R55)-6-((R)-1-Phenylethy!)-3-oxa-6-azabicyclo{3.1.0]
hexan-2-one (11a) and (15,5R)-6-((R)-1-phenylethyl)-3-oxa-6-
azabicyclo[3.1.0]hexan-2-one (11b). To a solution of p-eryth-
ronolactone (1.55 g, 13.1 mmol} in dichloromethane (62 mL) held at
—78 °C under argon were successively added pyridine (531 mL,
65.6 mmol) and a solution of trifluoromethanesulfonic anhydride
(10.0 g, 35.4 mmol) in CH,Cl; (16 mL). After 15 min of stirring at
—78 °C, the reaction mixture was slowly warmed to —25 °C over
a period of 3.5 h. The reaction solution was then poured into cold
Et20 (150 mL), The precipitate was filtered, and the filtrate was
evaporated under reduced pressure at 0 °C. The resulting residue
was rapidly purified by filtration on silica gel (Et»0) to afford triflate
10 as a yellow oil, which was directly reacted in the next step. To
a solution of compound 10 (1.68 g, 7.23 mmol) in DMF (35 mL) at
—30 °C under argon was added dropwise (R)-(+)-a-methyl-
benzylamine (1.40 mL, 10.8 mmol). The reaction mixture was stir-
red for at —30°C overnight before being diluted with EtOAc (50 mL)
and water (50 mL). The layers were separated, and the aqueous
phase was extracted with EtOAc (2x50 mlL). The combined
organic extracts were dried over magnesium sulfate and concen-
trated to dryness. The resulting residue was purified by flash
chromatography on silica gel (EtzO/petroleum ether 2:1) to give
(1R,55)-6-((R)-1-phenylethyl)-3-oxa-6-azabicyclo|3.1.0]hexan-2-
one (11a) (60 mg, 2%), (155R)-6-((R)-1-phenylethyl)-3-oxa-6-
azabicyclo]3.1.0]hexan-2-one (11b) (60 mg, 2%) and the mixture
of the two diastereoisomers (460 mg, 17%).

11a: 'H NMR (CDCls, 300 MHz) é (ppm): 7.4-71 (m, 5H, Hax);
413 (d, 1H, 4a-H, J4s-4p=9.9); 4.04 (dd, 1H, 4b-H, [45.4:=9.9, Jan-
3=2.9); 2.74 (dd, 1H, 3-H, 3:5=44, [3.4v=3.0); 2.67 (d, 1H, 2-H, J,.
5=4.5), 2,61 (q,1H, CHsCHN, |=6.5): 1.42 (d, 3H, CHsCHN, J=6.5). 13C
NMR (CDCl3, 75 MHz) 6 (ppm): 172.5 (C-1); 143.0(Cqa); 128.7 (Cyr);
127.7 (Car); 1265 (Car); 69.7 (C-4); 671 (CH3CH); 41.5 (C-3); 40.2

(€-2); 23.4 (CH3CH). [«]f® —19.6 (¢ 0.5. CHCl3). HRMS myz: caled for
Ci3HuNOs [M4H]: 204.1025; found: 204.1028.

11b: 'H NMR (CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm): 74—7.2 (m; 5H, Hy):
4.41 (d, TH, 4a-H, Jaa4p=9.9); 4.26 (dd, 1H, 4b-H, J4p-42=9.9, Jan-
3=3.0); 2.99 (dd, 1H, 3-H, J53=4.5, J5.45=3.0); 2.73 (q, 1H, CH3CHN,
J=6.5): 2,55 (d, TH, 2-H, Jo.5=4.5), 1.48 (d, 3H, CH3CHN, J=6.5). 13C
NMR (CDCly, 75 MHz) 8 (ppm): 172.2 (C-1); 142.5 (Cqsr); 1286 (Car;
127.6 (Car); 126.3 (Cap); 69:4 (C-4); 66.9 (CH3CH); 42.6 (C-3); 39.0
(C-2); 23.5 (CH3CH). [2]f® —23.6 (¢ 0.4, CHCls). HRMS m/z: calcd for
CyaH4NO; [M+-H| 7 204.1025; found: 204.1033. :

4.2.7. (3aR.6aR)-3-((R)-1-Phenylethyl)dihydrofuro[3,4-d]oxazole-
2,6(3H,6aH)-dione (12a) and (3aS6aS)-3-((R)-1-phenylethyl)dihy-
drofuro[3,4-djoxazole-2,6({3H,6aH)-dione (12b). The protocol used
for the synthesis of 3 (method B) was applied to the mixture of
aziridine lactones 11a and 11b (178 mg, 0.874 mmol) and methyl
chloroformate (104 pl, 1.31 mmol) in CH3CN (3 ml) to give after
chromatography (CHClz/EtOAc 1:9) oxazolidinone 12a (55 mg,
25%) and oxazolidinone 12b (55 mg, 25%).

12a: '"H NMR (CDCly, 300 MHz) é (ppm): 7.45—7.25 (m, 5H, Har):
5.22 (g, 1H, CH3CHN, J=7.3); 4.83 (d, 1H, 2-H, J>.5=83); 447 (dd, 1H,
4a-H, J42.4p=10.6, Js2.3=15); 4.34 (dd, 1H, 4b-H, J1p.42=10.6, Jap-

=5.1); 422 (ddd, 1H, 3-H, J3-2=8.3, Js-46=5.1, J3.4a=1.5); 1.68 (d, 3H,

CH3CHN, J=7.3). ®C NMR (CDCl;, 75 MHz) 6 (ppm): 170.5 (C-1);
155.9 (C=0); 1376 (Cqar); 1292 (Cap); 128.7 (Car); 1272 (Cor); 713
(C-4); 69.8(C-2); 541 (C-3); 53.5 (CHCH); 18.6 (CHaCH). [a]f’ +0.9
(e 1.0, CHCl5): HRMS m/fz: caled for Cy3H14NOy [M+-H] T: 248.0935;
found: 248.0923.

12b: 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6 (ppm): 7.45—7.3 (rm, 5H, Har):
5.21 (q, 1H, CHyCHN, J=7.1); 4.95 (d, 1H, 2-H, J;.1=8.3); 4.62 (ddd,
1H, 3-H, J:2=83, J3.4:=5.1, Js.a=14); 3.96 (dd, 1H, 4a-H, [
ap=10.9, Juz:3=51); 3.47 (dd, 1H, 4b-H, Ji5.4:=10.9, Jan.5=14); 1.67
(d, 3H, CHaCHN, J=7.1). ’C NMR (CDCls, 75 MHz) 6 (ppm): 170.4 (C-
1); 155.7 (C=0); 1389 (Cqa) 129.3 (Cy); 1288 (Ca)i 1270
(Cap); 69.9(C-2); 69.8 (C-4); 53.5 (C-3); 52.7 (CH3CH); 15.7 (CHACH).
[2]A? —180.8 (c 0.9, CHCl3 ). HRMS mjz: caled for CysHNO, [M-H]
248.0929; found: 248.0923.

4.2.8. (3aS,65,6aS)-6-Ethyltetrahydrofuro[3,4-dJoxazal-2(3H )-one
((+)-9). The protocol used for the synthesis of 9 was applied to
PMB-protected compound (+)-8 (41 mg, 0.093 mmol) and CAN
(310 mg, 0.56 mmol) in CH3CN/H20 (9:1) (3 mL) to give the com-
pound (+)-9 (20 mg, 66%). All analyses were in agreement with the
data reported in the literature. 3¢ [a]&” +65.0 (c 0.8, CHCl3) [Lit.2¢
[«}f° +66.5 (c 1.2, CHCl3)).

4.2.9. (25,354S5)-4-Amino-2-tetradecyltetrahydrofuran-3-ol (jaspine
B). The protocol used for the synthesis of racemic jaspine B was
applied to oxazolidinone (+)-9 (20 mg, 0.062 mmol) and KOH
(34.5 mg, 0.62 mmol) in EtOH/H;0 (8:2) (1.5 mL) to give jaspine B
(17 mg, 92%). All analyses were in agreement with the data re-
ported in the literature.®d [a)3° +18.8 (c 0.85, EtOH) [Lit.! [a]f® +18
(c 0.1, EtOH)].

4.2.10. (3aR,6R 6aR)-6-Ethyitetrahydrofirro[3,4-dJoxazol-2(3H)-one
((—)-8). The protocol used for the synthesis of 9 was applied to PMB-
protected compound (—}-8 (41 mg, 0.093 mmol) and CAN (310 mg,
0.56 mmol) in CH3CN/H»0 (9:1) (3 mL) to give the compound (—)-9
(20 mg, 66%). NMR spectral data and mass spectroscopy were
identical to those of compound (+)-9. [«]3’ —65.7 (c 1.0, CHCls).

4.2.11. (2R3R4R)-4-Amino-2-tetradecyltetrahydrofuran-3-ol  [(ent-
Jjaspine B). The protocol used for the synthesis of jaspine B was
applied to oxazolidinone (-)}-9 (20 mg, 0.062 mmol) and KOH
(34.5 mg, 0.62 mmol)in EtOH/H,0 (8:2) (1.5 mL) to give ent-jaspine
B (16 mg, 87%). NMR spectral data and mass spectroscopy were
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identical to those of jaspine B. [a]8° —19.0 (¢ 0.8, EtOH) [Lit.1% [a}8°
_17.7 (c 0.4, EtOH)].

4.3. Separation of enantiomers of (%)-8

Chemicals. Solvents used were HPLC grade methanol (MeOH)
and dichloromethane (CH;Cl;) provided by Carlo Erba Reagents
{France). Carbon dioxide was provided by Linde (France).

Samples preparation. 58 mg in 2.0 mL of CH,Cl,, the concentra-
tion was 30 gfL.

Apparatus and operating conditions. The separation of both en-
antiomers and the analysis of purified fractions were carried out
using manufactured equipment with three model HPLC K-501
Knauer pumps, two used for carbon dioxide and one for-the mod-
ifier. Control of the mobile phase composition was performed by
the modifier pump. The pump head used for pumping the carbon
dioxide was cooled to —10 °C by a cryostat (Minichiller, Huber). The
injector valve was supplied with a 50 uL loop. The autosampler
HT300L ailowed from 1 to 500 uL injection volumes. The columns
were thermastated by an oven regulated at 35 °C. A Chiralpak IC
column (5 pm silica particles immobilized with cellulose tris-(3,5-
dichlorophenylcarbamate), 250x4.6 mm for analytical scale and
250 %10 mm for preparative scale) was used with a 25% of a CH,Cl/
MeOH mixture (80:20, v/v) as an additive in a CO; mobile phase,
The flowrate was 4 mL for analytical scale and 12 ml/min for pre-
parative scale and the outlet pressure was 100 bars.

The detector was Smartline UV 2600 Knauer detector. UV de-
tection was carried out at 270 nm. Injection volumes were 10 il for
analytical scale and 50 uL for preparative scale.

Both isomers were obtained with an enantiomeric purity supe-
rior to 99.5% in the re-analysis (see ESD) and in B0% vield (23 mg).

4.4. Biological evaluation

For cytotoxicity evaluation, 3000 cells (HCT116, GM637H or
U205) were seeded per wells in 96-wells plates and, 24 h later,
were treated with concentrations ranging from 10 nM to 50 uM
(8 replicates for each) for jaspine B and from 175 nM to 100 pM
(8 replicates for each) for ent-jaspine B. After 4 days of treatment,
cells were incubated with the cell proliferation reagent WST-1
(Rochie) for 3-4 h and the absorbance was then measured with
a scanning multi-well spectrophotometer at 450 nm, The measured
absorbance directly correlates to the number of viable cells. Data
were analyzed using Prism softwares.
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mentary crystallographic data and analytical chiral HPLC chro-
matograms. Supplementary data related to this article can be found
at http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2013.06.091.
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Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

IV. Synthese de sondes fluorescentes de la jaspine B : vers une
compréhension de son mode d’action

Afin d’étudier le mode d’action cellulaire de la jaspine B, nous avons développé des sondes
fluorescentes de la jaspine B basées sur les synthéses de la jaspine B développées au laboratoire.
D’apres la relation structure-activité observée sur cette famille de composés, la cytotoxicité de la
jaspine est optimale lorsque le composé possede une configuration (2S,3S5,4S), une longue chaine
alkyle insaturée ou non, et I'amine primaire libre. Le marquage de la jaspine B est donc réalisé en

bout de chaine (cf. Figure 6).

HN,  OH
@S —\35)

(4S) - (C) fluorophore
o n

Figure 6 - Structure des sondes fluorescentes de la jaspine B

Ces sondes sont accessibles a partir de deux intermédiaires polyvalents (210) et (214), utilisés au
laboratoire. Dans la premiére stratégie, I'insertion de la chaine aliphatique w-marquée est réalisée
par métathése croisée avec I'oxazolidinone vinylique (210), permettant ainsi d’accéder aux sondes
jaspine ®-marquées insaturée et saturée. Dans la seconde stratégie, une oléfination de Julia **
avec I'oxazolidinone lactone (214) donne accés a une jaspine w-aminée. La présence d’une amine en
bout de chaine, connue pour ne pas entrainer de perte significative de cytotoxicité (cf. composé

(25)%), sert de connecteur (C, sur la Figure 6) pour introduire le groupement fluorophore.

o} o)
PMBNJ\O PMBNJL
(210) (214)

Schéma 33 - Voies d'accés aux sondes @m-marquées de la jaspine B

Ces deux stratégies ainsi que les résultats préliminaires d’imagerie de fluorescence sont développées
dans la suite de ce chapitre.

1) Syntheése a partir de I'oxazolidinone vinylique (210)

La premiere stratégie d’acces aux jaspines w-marquées insaturée et saturée, repose sur une réaction
de métathese croisée entre un synthon éthylénique w-marqué (en rose sur le Schéma 34) et un
synthon tétrahydrofurane vinylique (en bleu sur le Schéma 34), dérivant de I'oxazolidinone vinylique
(210).
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X

R2

R1/Né OR, PMBl\i= 9
H,N OH [ )u,,/ C ) "//

[O>’ fluorophore :> (210)
n
fluorophore

Schéma 34 - Schéma rétrosynthétique de la sonde jaspine B a partir de (210)

7~ ™

e Synthese du synthon éthylénique w-BODIPY

Dans un premier temps, le synthon éthylénique w-marqué a été préparé. Notre choix s’est porté sur
le fluorophore 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacéne (BODIPY), découvert en 1968 par A. Treibs
et F.H. Kreuzer.”® Les BODIPYs sont connus pour &tre de bons candidats pour le développement de
sondes dans des milieux biologiques du fait de leurs bonnes propriétés fluorescentes (haut
rendement quantique, fort coefficient d’extinction et photostabilité),”” ”> de leur bonne stabilité en
milieu physiologique,”® de leur faible toxicité,”* de leurs bonnes propriétés lipophiles et de leur faible
polarité permettant la pénétration membranaire.”

Deux voies d’acces au motif BODIPY sont reportées dans la littérature. La premiére stratégie consiste
a condenser un aldéhyde avec un pyrrole pour former l'intermédiaire dipyrrométhane. Un excées de
pyrrole est utilisé pour éviter la polymérisation.”® L'oxydation du dipyrrométhane conduit au
dipyrrométhéne. Le BODIPY est obtenu apres complexation du dipyrrométhéene avec BF;OEt, en

présence de base (cf. Schéma 35).

Ry, R Rs& R
o Ry T4 T BF30Et,, Ry T4 T
R2 —— R2 o = N R2 ML’ R2 = \+ N Rz
\NH N= \ N N=
R1 R1 R1 F’ \F R1
Schéma 35 - Synthése de BODIPY symétriques a partir de pyrroles et d'aldéhydes
La seconde stratégie permet d’éviter I'étape d’oxydation pour former le dipyrrométhéne. Le pyrrole
est d’abord condensé sur un chlorure d’acide ””””° ou anhydride,® puis le dipyrrométhéne résultant
est complexé pour donner le BODIPY symétrique (cf. Schéma 36).
R: Rs
R2 R3 R2 R3 R1/.Z/:\§ H* R3 R4 R3 BF30Et2 R3 R4 R3
R X ' '
D Ry o G . B o ST SEENING
RN 5 RN \_NH N= \ N o N=
H Ho R R, R R, FF°°F R

Schéma 36 - Synthése de BODIPY a partir de pyrroles et de chlorure d'acides ou anhydrides

Une alternative a cette voie de synthese est l'utilisation d’intermédiaire cétopyrrole pour la

79, 81

préparation de BODIPY symétriques ou asymétriques. Ce cétopyrrole est préparé selon la

méthode de A. Flirstner par acylation de sels de magnésium du pyrrole avec un 2-pyridylthioester

dérivant de I'acide carboxylique correspondant (cf. Schéma 37).%
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(j\s B
0 U 0 /| Rl/IgCI o H

PPhs, toluéne, TA x toluéne, -78°C N

_ouene P R R

W
R Ru NaBH,
-\
H Ry~“N”~CHO

BF:OEt, R, N H H
base \ /) HBr N

-— - R1
Re Ny R /\w

Rs

Schéma 37 - Synthése de BODIPY asymétrique a partir du cétopyrrole par la méthode de A. Fiirstner

Le cétopyrrole est alors condensé sur lui-méme ou un autre pyrrole. Cette condensation peut étre
réalisée en présence d’acide bromhydrique (cf. Schéma 37) ou de trichlorure de phosphore (cf.

Schéma 38).”> %
0
S N
En o G g | o dp
H cCl

O~pocl,

© ro
\NH  N= \NH N\ \NH N\

Schéma 38 - Mécanisme proposé par K. Burgess pour la condensation des cétopyrroles en présence de trichlorure de
phosphore pour la formation de dipyrrométhénes

Notre synthése de la chaine éthylénique ®w-BODIPY s’est appuyée sur la procédure « one-pot »
décrite par P. Nussbaumer,” faisant intervenir la condensation d’un chlorure d’acide et d’un pyrrole,
puis complexation du dipyrrométhene. Pour accéder au chlorure d’acide, nous avons suivi la
procédure de J. Katzenellenbogen & partir de la @-pentadécalactone (cf. Schéma 39).3

10

Schéma 39 - Rétrosyntheése du synthon éthylénique ®-BODIPY

Ainsi, 'ouverture de la w-pentadécalactone en milieu acide dans le méthanol conduit au ®-hydroxy-
méthylester (220). Ce dernier est converti en w-bromoester (221) en présence de triphénylphosphine
et NBS. L'ajout de tert-butanolate de potassium sur le composé (221) entraine I"élimination du
brome et une transestérification. Le traitement au TFA du tert-butylester w-insaturé (222) résultant
donne acces a l'acide m-éthylénique (223) désiré. Ce dernier est ensuite converti en « one-pot » en
chlorure d’acide, puis en dipyrrométhéne et enfin en BODIPY (224) par complexation du

196



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

dipyrrométhéne par le BF;0Et,. Le synthon (224) a ainsi été obtenu avec un rendement global de 2%
a partir de la m-pentadécalactone (cf. Schéma 40).

PPhs, NBS,
H2$O4, MeOH O DMFY 60°C o
_—
MeO)W/\/\OH Ve .
quant. 9 76% o
0 (220) (221)
m—pentadécalactone
tBuOK,
1) (COCI),, DCM, THE. TA,
0°CaTA 46%
2) 2,4-diméthylpyrrole,
POCI; DCM, reflux
3) DBU, BF;0Et;
)THF, 80°C 0 TFA, DCM, TA o)
HO o =
12% 9 51% 9
(223) (222)

Schéma 40 - Synthése de la chaine éthylénique ®-BODIPY (224)

e Synthese du synthon tétrahydrofurane vinylique

En paralléle, les groupements protecteurs de |’oxazolidinone vinylique (210) sont remplacés pour
étre compatibles avec la suite de la synthése (cf. Schéma 41). En effet, les conditions d’hydrolyse de
I’oxazolidinone étant drastiques, celle-ci doit étre réalisée avant I'introduction de groupements trop

sensibles.
(0]
)k Fmoc PMB F
- moc—
PMBN—:_ 9 KOH, PMBHN:__ 9 H FmocCl, Na,COssat., N— 9 H TFA, N,H 9 H
{ \ EtOH/H,0, reflux O THF, 0°Ca TA O DCM, 0°C & TA O
_—_—— —_— —_—
(0) w? 81% 0 K 7% o) K 71% 0 iy,
(210) (225) (226) (227)

Schéma 41 - Aménagement des groupements protecteurs de (210)

Ainsi, 'oxazolidinone (210) est hydrolysée en condition basique a reflux de I’éthanol. L'amine (225)
est protégée par un groupement fluorénylméthylcarbamate (Fmoc), puis le groupement
paraméthoxybenzyle (PMB) de l'intermédiaire (226) est clivé en conditions acides pour donner le
composé (227) avec un rendement global de 44% a partir du composé (210).

e Synthese de la sonde jaspine B-BODIPY

Le BODIPY m-insaturé (224) est ensuite engagé dans une réaction de métathése croisée avec le
synthon vinylique (227) (cf. Schéma 42). Cette réaction a été utilisé au laboratoire,” ainsi que par
A.M. Koskinen 3% 3" et A.K. Shaw *® pour la synthése de la jaspine B avec le catalyseur Grubbs II. De
méme, P. Nussbaumer prépare des sphingosines m-BODIPY par métathese avec le catalyseur Grubbs
II.”° En 2013, J. Atkinson compare différents catalyseurs au ruthénium pour la métatheése entre des
chaines alcéniques w-BODIPY et le vinylchromanol pour donner des analogues de la vitamine E ®-
BODIPY.? Les meilleures conversions sont alors obtenues avec le catalyseur Grubbs-Hoveyda II.
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Ainsi, la jaspine B insaturée -BODIPY (228) a été obtenue par métathése croisée entre les
intermédiaires (227) et (224) avec le catalyseur Grubbs-Hoveyda Il. Le produit de dimérisation bis-
BODIPY n’a pas été observé.

Me
Fmoc~NH OH FMOC~NH OH e
—\ Grubbs Hoveyda Il, L
Z X,,,/// + DCM, reflux
O = o)
71%
(227)
Et,NH,
DCM, TA

HoN.

%

(0)

OH

Hp, (PhgP)sRACI,
EtOH,TA

25%

Jaspine B-BODIPY (230)

Schéma 42 —-Synthése de la Jaspine B-BODIPY-C18 (230) par métathése croisée

La déprotection du groupement Fmoc de lintermédiaire (228) conduit a la jaspine B-BODIPY
insaturée (229). Le composé (229) s’est révélé instable, probablement a cause de l'insaturation
pouvant étre a l'origine de la polymérisation observé sur ce composé, le rendant difficilement
caractérisable.

La double liaison de (229) est alors réduite en présence d’hydrogéne a pression atmosphérique et du
catalyseur de Wilkinson, choisi pour limiter la décomposition du fluorophore.®" # Malgré Iutilisation
de ce catalyseur, le composé (229) est partiellement dégradé au cours de I'hydrogénation. Les
conditions de réduction seront a optimiser par la suite pour améliorer le rendement de cette étape.
La jaspine B-BODIPY (230) a pu ainsi étre isolée et partiellement caractérisée, sa stabilité restant
modérée.

Cette synthese nous a permis d’accéder a la jaspine B-BODIPY (230) avec un rendement global de 7%
sur 6 étapes a partir de la jaspine vinylique (210). Cette voie pourra étre utilisée par la suite pour
développer des jaspines B ®-BODIPY avec des longueurs de chaines variables a partir de différents
acides carboxyliques w-insaturés.

2) Synthese a partir de 'oxazolidinone lactone (214)

La deuxieme stratégie mise en ceuvre pour accéder a des sondes jaspine B m-marquée repose sur

une oléfination de Julia entre I'oxazolidinone lactone (214) et la sulfone (231).

O
Rz
RN, O PMBN

2

(214) (231

Schéma 43 - Schéma rétrosynthétique de la sonde jaspine B a partir de (214)
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Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

e Synthése de la sulfone (231)

Du fait de sa disponibilit¢ commerciale, et une longueur de chaine suffisante pour maintenir la
cytotoxicité de la jaspine, le 11-bromoundécan-1-ol a été sélectionné pour accéder a la sulfone (231).
Dans un premier temps, le 11-bromoundécan-1-ol est engagé dans une réaction de Gabriel dans les
conditions décrites par F. Zerbetto, puis I'intermédiaire phtalimide (232) est traité par I’hydrazine
suivi du di-tert-butyl dicarbonate pour donner I'aminoalcool (233).%° La réaction de Mitsunobu du
composé (233) avec le 2-mercaptobenzothiazole (BTSH) dans les conditions décrites par M.S. Baird
conduit au sulfure (234),%° qui aprés oxydation par I'acide m-chloroperbenzoique ¥ fournit la sulfone
(231). Celle-ci est donc obtenue avec un rendement gobal de 51% a partir du 11-bromoundécan-1-ol
(cf. Schéma 44).

1) NHyNH,.H,0,

0 EtOH, reflux
phtalimide de potassium, 2) Boc,O, NaOH,
OH DMF, 80°C OH OH
Br/\(\,)/m N/\t/)/‘m MeOH, TA BOCHN/\(")/‘IO
97% 66%
11-bromoundécan-1-ol ’ (232) ’ (233)
0 DIAD, PPh;,
HS—<
S
THF, 5°C a TA,
0 85%
n _</N m-CPBA, _<N
BocHN S DCM, 0°C a TA S—’
*V’g_(“) S ~————  BocHNT M g
94%
(231) ’ (234)

Schéma 44 - Syntheése de la sulfone (231) a partir du 11-bromoundécan-1-ol

e Couplage de Julia entre la sulfone (231) et I'oxazolidinone lactone (214)

De fagon similaire a la synthése de la jaspine B (cf. paragraphe Il de ce chapitre), la chaine m-aminée
est insérée sur I'oxazolidinone lactone (214) par une oléfination de Julia modifiée avec la sulfone
(231), dans les conditions décrites par D. Gueyrard.®

0 ' O
M VRS c N
-78°
N\>79 PMBN" O 2)DBU, THF, TA PMBN" O
8 . 2 S - = —\
©[s G, NHBoe {so mmumsr (s Nreoc
o 0 0
(231) (214) (235)

Schéma 45 - Couplage de Julia sur I'oxazolidinone lactone (214) et la sulfone (231)

L'éther d’énol (235) est ainsi obtenu avec un rendement de 87% et un rapport Z/E de 3:7.
Contrairement aux résultats de J.M. Lord et P.G. Goekjian sur le couplage de Julia pour accéder a la
bistramide A, et a nos résultats lors de la synthése de la jaspine B, aucun produit d’hydratation n’a
été observé. Une faible portion du dimere de la sulfone a été obtenue. Ce dimére est issu d’'une
réaction de condensation de la sulfone (231) sur elle-méme en compétition avec la réaction de

66, 89

couplage entre (214) et la sulfone (231). Le mécanisme de ces réactions est détaillé ci-apres (cf.

Schéma 46).
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Schéma 46 - a) Mécanisme de la réaction de Julia entre I'oxazolidinone lactone (214) et la sulfone (231);
b) Mécanisme de condensation de la sulfone sur elle-méme

e Hydrogénation de I'éther d’énol (235)
O o}

)k Ha, (PhsP)sRNCI, )k

PMBI\L CeHe/EtOH, 40°C PMB'\i 9
z § [ —— —
N 93% Z S NHBoc
o T NHBoc o~ T y
(235) (236)

Schéma 47 - Hydrogénation de I'éther d’énol (235)

Tout comme pour la synthése de la jaspine B, I'éther d’énol (235) est hydrogéné en présence du
catalyseur de Wilkinson ** pour donner I'oxazolidinone (236) de facon totalement diastéréosélective
et avec un rendement de 93%.

e Fonctionnalisation de I'oxazolidinone (236)

De la méme facon que lors de la synthese de la jaspine B-BODIPY, un aménagement des
groupements protecteurs est nécessaire pour insérer sélectivement le fluorophore sur I'amine en
bout de chaine.

L’oxazolidinone (236) est hydrolysée en milieu basique, puis 'amine du composé résultant (237) est
protégée par un groupement Fmoc. Les groupements PMB et Boc de I'intermédiaire (238) sont clivés
en présence de TFA pour donner le composé (239a) ainsi que I'oxazolidinone (239b). Seul un

200



Chapitre 3 : Jaspine B et dérivés de la Jaspine B

exemple de cette réaction secondaire entrainant une cyclisation intramoléculaire en oxazolidinone
est rapporté dans la littérature.”® Les composés (239a) et (239b) sont difficilement séparables par
chromatographie. La silylation du mélange (239) permet d’isoler la jaspine B mw-aminée (240),
convenablement protégée pour l'insertion d’un fluorophore, avec un rendement global de 34%

O
J\ FmocCl, Fmoc
KOH, PMBHN H Na,COssat, PMB-N’
PMBN,? §O EtOH/H,0, 85°C % 9 THF, 0°C N’: ?QH
-t e
[ >, NHBoc % -, » NHBoC % 1 B NHBoc
o (/)/ 92% o (/)’ 94% 0 /(/)/
11 11 1
(236) (237) (238)
TFA,
DCM, 0°C a TA
83%
(alb) = 2:1
TBDMSOTT, 0
2,6-lutidine, )k
FmocHl\i QTBS DCM, 0°C a TA FmocHN QH PMBN (0]
1 B, NH 47% Z x NH Z > NH
o (,)/11 2 0 /</)/11 2 o /(711 2
(240) (239a) (239b)

depuis (236) (cf. Schéma 48).

Schéma 48 - Fonctionnalisation du composé (236)

Afin d’éviter la formation de I'oxazolidinone (239b), I'ordre des étapes de protection est inversé (cf.
Schéma 49). Le groupement PMB est clivé en conditions oxydantes, puis I'oxazolidinone (241) est
hydrolysée en milieu basique. L’hydroxyle du composé (242) est alors silylé, puis la fonction amine de
(243) est protégée par un groupement Fmoc. Le traitement au TFA de I'intermédiaire (244) permet la
déprotection de I'amine en bout de chaine. La jaspine w-aminée (240) est ainsi obtenu avec un
rendement global de 49% depuis (236).

X i
PMBN O CAN HN € KOH HN - OH
O MeCN/H,0, TA — EtOH/H,0, 85°C \
-, » NHBoC > -, » NHBoOC ’ - »NHBoC
o” 7T 78% o” "7 91% 0" T
11 11 1
(236) (241) (242)
TBDMSOTY,
2,6-lutidine,
DCM, 0°C & TA
93%
FmocCl,
FmOCHN—___ gTBS TFA, FmocHN%_ é)TBS NasCOssat, HZNE: gTBS
O DCM, 0°C & TA O THF, 0°C
o NHy = -, wNHBoc ~ -, » NHBoc
o My 2 83% o” Y 90% o” 7
11 11 11
(240) (244) (243)

Schéma 49 - Alternative d’aménagement des groupements protecteurs sur I'oxazolidinone (236)
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e Marquage de la jaspine (240)

Les groupements protecteurs de I'analogue (240) de la jaspine B sont convenablement aménagés
pour permettre I'insertion sélective d’un fluorophore sur I'amine en bout de chaine. Notre choix s’est
porté dans un premier temps sur le chromophore commercial 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD).
Ainsi, le traitement de cette jaspine (240) avec du chlorure de 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole
(NBDCI) en présence de triéthylamine permet l'insertion du chromophore NBD en bout de chaine et
la déprotection simultanée du groupement Fmoc. La jaspine B protégée (245) est ensuite désilylée
pour fournir la jaspine B-NBD (246) (cf. Schéma 50). Cette sonde s’est avérée fortement instable sous
sa forme déprotégée, rendant son isolement et sa caractérisation difficiles.

FmocHN  OTBS NBDCI, Et;N, H,N  OTBS NH4HF.HF, H,N  OH
=3 THF, TA N-O MeOH, TA N-O
( > NH; 32% [ ) N AN 50% [ ) N AN
0" 7, o 0" "7, 0" 7,
11 11 11
(240) (245) NO, (246) NO,

Schéma 50 - Synthése de la jaspine B-NBD (246)

Cependant, dans un deuxiéme temps, nous avons pu obtenir une nouvelle sonde fluorescente de la
jaspine B par I'insertion d’une streptocyanine grace a une collaboration interne avec C. Payrastre. Les
cyanines représentent une classe de chromophore largement utilisée dans des technologies
photoniques (sensibilisateur photographique, technologie laser, télécommunication,...) ainsi que
pour des applications biologiques ou bio-médicales du fait de leurs propriétés photophysiques
(autofluorescence limitée et absorption minimale du milieu vivant sur leur gamme spectrale).” A
titre d’exemple, une sonde sphingosine fluorescente dans la région du proche infra-rouge, marquée
par une heptaméthine indocyanine, a été développée pour le suivi du métabolisme des SLs au niveau
cellulaire.”

Ainsi, 'analogue de la jaspine B (240) est mise en réaction avec le sel d’hémicarboxonium a chaine
pentacarbonée développée au sein du laboratoire par C. Payrastre pour former la streptocyanine
(247) (cf. Schéma 51).%® La déprotection successive du produit conjugué (247) permet alors d’accéder
a la jaspine B-streptocyanine (249) avec un rendement global de 19% depuis (240).

.
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— Me Me 7 \ H + _
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Schéma 51 - Synthése de la jaspine B-streptocyanine (249)

Cette voie de synthése nous a permis d’accéder a deux sondes de la jaspine B avec une chaine
undécacarbonée et un connecteur amine. La jaspine B-NBD (246) a été obtenu en 9 étapes avec un
rendement global de 6% a partir de I'oxazolidinone lactone (214), et |a jaspine B-streptocyanine (249)
a été obtenue en 10 étapes avec un rendement global de 8% a partir de I'oxazolidinone lactone
(214). Seule la jaspine B-streptocyanine (249) a présenté une stabilité suffisante pour étre étudiée.

Cette voie pourra étre utilisée par la suite pour développer des jaspines B m-streptocyanine
possédant des longueurs de chaines alkyles introduites par le biais de différentes sulfones et des
propriétés photophysiques adaptables par modulation de la longueur des chaines polyméthine des

streptocyanines.94’ ”

3) Imagerie de fluorescence

Les sondes jaspine B-BODIPY (230) et jaspine B-streptocyanine (249) synthétisées possedent
respectivement des longueurs d’ondes d’excitation de 496nm et 439nm, et des longueurs d’ondes
d’émission de 508nm et 501nm. Ces propriétés sont donc compatibles avec de la microscopie de
fluorescence dans des cellules, afin de suivre au niveau cellulaire la métabolisation de la jaspine B.

a) Marquage Marquage (230) b) Marquage Hoechst  Marquage (249)
Hoechst

Co-marquage Hoechst + (230) Co-marquage Hoechst + (249)

Figure 7 - a) image par microscopie de fluorescence de cellules HCT116 incubées avec la jaspine B-BODIPY (230)
b) image par microscopie de fluorescence de cellules HCT116 incubées avec la jaspine B-streptocyanine (249)
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Des essais de microscopie de fluorescence ont ainsi été réalisés par le Dr. L. Fleury au sein de I'Unité
de Service et de Recherche 3388-CNRS/Pierre Fabre-Pharmacochimie de la Régulation épigénétique
du Cancer (ETAC) sur une lignée de cellules du cancer du c6lon, HCT-116, sur laquelle la jaspine B
possede une activité cytotoxique (Clsy = 0.7uM). Les cellules HCT-116 sont préincubées dans une
microplaque de 96 puits avec un marqueur fluorescent et intercalant de ’ADN, Hoechst, colorant les
noyaux des cellules en bleu, ainsi qu’avec I'une des sondes jaspine B. Les cellules sont ensuite lavées
au PBS pour éliminer I'excédent en marqueurs, puis un milieu nutritif tamponné (milieu blanc HBSS
tamponé+10% de SVF) est ajouté avant la lecture des plaques.

Ces essais préliminaires indiquent dans les deux cas l'internalisation de ces sondes dans la cellule.
D’autre part, ces images mettent en évidence un marquage péri-nucléaire par ces sondes, en accord
avec une interaction potentielle de la jaspine B avec la protéine CERT.

Des expériences de co-localisation des sondes avec des marqueurs du réticulum endoplasmique et
de l'appareil de Golgi seront a réaliser par la suite afin d’approfondir la compréhension du
mécanisme d’action de la jaspine B.

V. Conclusion

Ce travail visait a développer des sondes de la jaspine B afin étudier le mode d’action cellulaire de la
jaspine B par microscopie de fluorescence.

Dans un premier temps, une nouvelle voie de synthése de la jaspine B a été développée. Cette
synthése en série racémique a partir de la D-erythronolactone donne accés a l'intermédiaire
oxazolidinone lactone (214), qui permet l'insertion de la chaine aliphatique par oléfination de Julia
modifiée. Le dédoublement du mélange racémique par HPLC chirale, puis les déprotections
successives permettent d’accéder a la jaspine B et a son énantiomére avec un rendement global de
7%.

Cet intermédiaire oxazolidinone lactone a aussi été utilisé dans la synthése des sondes fluorescentes
de la jaspine B avec un connecteur m-amine. Ainsi, une sonde jaspine B-NBD (246) et une sonde
jaspine B-streptocyanine (249) ont été obtenues par cette voie.

L'utilisation de [lintermédiaire oxazolidinone vinylique (210) précédemment développé au
laboratoire a permis d’accéder a une jaspine B-BODIPY (230) par une réaction de métathése croisée.

Ces composés représentent les premiers et uniques exemples de sondes fluorescentes dérivant de la
jaspine B.

Seules les jaspine B-BODIPY (230) et jaspine B-streptocyanine (249) ont montré une stabilité
suffisante pour réaliser des expériences d’'imagerie cellulaire par microscopie de fluorescence. Ces
essais préliminaires ont mis en évidence une internalisation des sondes dans les cellules HCT116 et
une localisation périnucléaire en accord avec une potentielle inhibition de la CERT.
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Des expériences de co-localisation des sondes avec des marqueurs du réticulum endoplasmique et
de I'appareil de Golgi seront a réaliser par la suite afin d’élucider le mécanisme d’inhibition de
synthése de SM par la jaspine B.

PARTIE EXPERIMENTALE

The following solvents and reagents were dried prior to use. Dichloromethane (CH,Cl,),
tetrahydrofuran (THF), acetonitrile (MeCN) were purified and dried with a system MB SPS 800
(MBRAUN). Dimethylformamide (DMF) (99.8% Acros Organics) and pyridine (99.5%, Acros Organics)
were bought anhydrous. Benzene and toluene were freshly distilled from sodium/benzophenone,
methanol (MeOH) was freshly distilled from magnesium/iodide and chloroform (CHCl;) was freshly
distilled from calcium hydride. Triethylamine (Et3N) was distilled from calcium hydride and stored
over potassium hydroxide pellets.

Thin layer chromatography (TLC) was performed using pre-coated TLC sheets Alugram Xtra SilG
(Machery Nagel) and observed under UV light (254nm) and/or revealed with a 10% phosphomolybdic
acid solution in ethanol. Products were purified by column chromatography with SDS 35-70um flash
silica gel.

'H and C NMR spectrum were obtained with Bruker Advance 300MHz spectrometer. Chemical
shifts are reported in parts per million (ppm) relative to residual deuterated solvent peak. For NMR
spectrum description, following abbreviations are used: s (singlet), bs (broad singlet), d (doublet), t
(triplet), g (quadruplet) and m (multiplet). Coupling constants are expressed in Hertz (Hz).

Mass spectrometry (MS) data were obtained on a ThermoQuest TSQ 7000 spectrometer and high
resolution mass spectrometry data were performed on a Xevo G2 QTOF spectrometer.

Molecules are named according to the IUPAC nomenclature, but the numbering for NMR spectrum
interpretation is made according to compound scheme for reasons of convenience.

General procedure for Julia Coupling

To a solution of lactone (1 eq) and sulfone (1.2 eq) in anhydrous THF (0.10M) under nitrogen at -78
°C was added dropwise a 1.0M solution of LIHMDS in THF (2.4 eq) over 10 min. The reaction mixture
was stirred at that temperature for 30 min and quenched by addition of acetic acid (3 eq). After
hydrolysis, the mixture was extracted with EtOAc. The combined organic extracts were dried over
magnesium sulfate and evaporated to dryness. The residue was dissolved in anhydrous THF (0.04M)
and DBU (2 eq) was added. After 2 h stirring, the reaction mixture was evaporated to dryness and the
resulting residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/CH,Cl,/ PE 6: 24: 70) to
give the desired compound as a mixture of £ and Z isomers. In some cases, another compound
deriving from the hydrolysis of the exo-double bond was observed.

General procedure for tetrahydrofuro[3,4]oxazolidinone reduction
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A solution of alkene (1 eq) as a Z/E mixture and (PPh3);RhCl (0.2 eq) in benzene/ethanol (1:1,
0.075M) was stirred at 40°C for 14h under H, atmosphere. After evaporation to dryness, the residue
was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/CH,Cl,/ PE 6:24:70 to 10:40:50) to give the
reduced product.

General procedure for oxazolidinone hydrolysis

KOH (10 eq) was added to a solution of oxazolidinone (1.0 eq) in EtOH-H,0 (8:2) (0.05M). The
mixture was heated at 85 °C for 7-18h (TLC monitoring) before being cooled to room temperature
and diluted with EtOAc and brine. The mixture was extracted three times with EtOAc and the
combined extracts were concentrated in vacuum.

General method for oxidative cleavage of p-methoxybenzyl group

To a solution of N-PMB intermediate (1 eq) in MeCN/H,0 (9:1) (0.05M) was added CAN (6eq). The
mixture was stirred at room temperature for 3 hours, then diluted with water and extracted with
EtOAc. The combined organic layers were washed with saturated aqueous NaHCO; solution and
brine, dried over magnesium sulfate and concentrated in vacuum.

General method for O-silylation

2,6-lutidine (3 eq) was added to a solution of alcohol (1 eq) in anhydrous CH,Cl, (1ImL) at 0°C under
nitrogen. Tert-butyldimethylsilyltrifluoromethanesulfonate (1.7 eq) was added dropwise to reaction
mixture at 0°C. The mixture was stirred overnight and allowed to warm to room temperature. Then
the reaction mixture was diluted with EtOAc and washed with 1N HCI, water and brine. The organic
layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness.

6-(4-methoxybenzyl)-3-oxa-6-azabicyclo[3.1.0]hexan-2-one (213)

To a solution of D-erythronolactone (212) (2.00g, 16.9mmol, 1 eq) in CH,Cl, (80 ml)
held at -78°C under argon were successively added pyridine (6.85ml, 84.7mmol, 5 eq) and a solution
of trifluoromethanesulfonic anhydride (7.60ml, 45.7mmol, 2.7 eq) in CH,Cl, (20 ml). After 15 min of
stirring at -78°C, the reaction mixture was slowly warmed to -25°C over a period of 3.5 hours. The
reaction solution was then poured into cold diethyl ether (200ml). The precipitate was filtered, and
the filtrate was evaporated under reduced pressure at 0°C. The resulting residue was rapidly purified
by filtration on silica gel (Et,0) to afford the triflate (3.62g, 92%) as a yellow oil which was directly
engaged in the next step. To a solution of triflate (3.62g, 15.6mmol) in DMF (70ml) at -30°C under
argon was added dropwise p-methoxybenzylamine (3.06ml, 23.4mmol, 1.5 eq). The reaction mixture
was stirred for 1h at -30°C before being diluted with ethyl acetate (60ml) and water (60ml). The
layers were separated, and the aqueous phase was extracted with ethyl acetate (2 x 60ml). The
combined organic extracts were dried over magnesium sulfate and evaporated to dryness. The
resulting residue was purified by flash chromatography on silica gel (Et,0/PE 2:1) to give the p-
methoxybenzylaziridine-y-lactone (213) (1.53g, 45%) as an amorphous solid.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.16 (m, 2H, H-7, 11); 6.81 (m, 2H, H-8, 10); 4.22 (d, 1H, H-1a, J*,.
=9.9Hz); 4.11 (dd, 1H, H-1b, J*41,=9.9Hz, J*;,,=3.0Hz); 3.73 (s, 3H, H-12); 3.57 (d, 1H, H-5a,
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1?=13.2Hz); 3.32 (d, 1H, H-5b, J’=13.2Hz); 2.86 (dd, 1H, H-2, J*,.3=4.5Hz, J?,.1, =3.0Hz); 2.61 (d, 1H, H-3,
133,=4.5Hz).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 172.4 (C-4); 159.0 (C-9); 129.1 (C-7, 11); 129.0 (C-6); 113.9 (C-8,
10); 69.4 (C-1); 60.4 (C-5); 55.1 (C-12); 41.9 (C-2); 39.4 (C-3).

MS (CI/NHs): m/z=237.4 ([M+NH,]"). HRMS m/z: calcd for C;,H14NOs [M+H]™: 220.0974; found:
220.0969

3-(4-methoxybenzyl)dihydrofuro[3,4-d]oxazole-2,6(3H,6aH)-dione (214)

n_ 12 o
13MeOT@7ﬂeN/l§

9 8 R
1Q§O

@ __J To a solution of (213) (472mg, 2.16mmol, 1 eq) in CH3CN (7mL) in a 10 ml glass
pressure vial equipped with a stir bar was added methyl chloroformate (250uL, 3.23mmol, 1.5 eq)

(o]

=

The pressure vial was closed using a PTFE-silicon septum (vial and septum available from CEM
Corporation). Then the reaction mixture was submitted to microwave irradiation (CEM Discover™
reactor, 160 W, 100 °C) for 2 hours. After cooling, the reaction mixture was evaporated to dryness.
The resulting residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/CH,Cl, 1:9) to give
the oxazolidinone (214) (451mg, 79%) as a white amorphous solid.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8, 12); 7.00-6.90 (m, 2H, H-9, 11); 4.95 (d, 1H,
H-3, J>=7.9Hz); 4.67 (d, 1H, H-6a, J>=15.0Hz); 4.35 (ddd, 1H, H-2, J?,.3=7.9Hz, J?,..,=4.1Hz, J*,.1,=1.5Hz);
4.30 (AB of an ABX, 2H, Hi, and Hy, J%1..15=10.8Hz, J*1,,=4.1Hz, J*},,=1.5Hz); 4.29 (d, 1H, H-6b,
1?=14.9Hz); 3.81 (bs, 3H, H-14).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 170.4 (C-4); 159.9 (C-11); 155.9 (C-7); 129.8 (C-8, 12); 126.0 (C-10);
114.7 (C-9, 11); 69.8 (C-3); 68.5 (C-1); 55.4 (C-2); 55.2 (C-13); 46.8 (C-6).

HRMS m/z: calcd for Ci3H1sNOs [M+H]": 264.0872; found: 264.0863.

3-(4-methoxybenzyl)-6-tetradecylidenetetrahydrofuro[3,4-d]oxazol-2(3H)-one (216)

Prepared from lactone (214) (75mg, 0.29mmol) and 2-(tetradecylsulfonyl)benzo[d]thiazole (215)
(135mg, 0.34mmol) according the general procedure for Julia Coupling to give compounds (E-216)
and (Z-216) (70mg, 49%), ratio E: Z= 2:1.
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E-isomer

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) 6 (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8, 12); 6.95-6.85 (m, 2H, H-9,11); 5.32 (dd,
1H, H-3, 1’3,=7.9Hz, J*;1,=1.1Hz); 5.13 (td, 1H, H-14, J?1,15=8.1Hz, J*45=1.1Hz); 4.67 (d, 1H, H-6a,
1?=15.0Hz); 4.18 (d, 1H, H-6b, J’=14.9Hz); 4.16 (ddd, 1H, H-2, J*,5=7.9Hz, 1*;..,=4.4Hz, }*,1,=1.4Hz);
4.01 (dd, 1H, H-1b, J?1,.1,=10.2Hz, J*;,,=1.5Hz); 3.80 (s, 3H, H-13); 3.71 (dd, 1H, H-1a, J*1,.1,=10.2Hz,
131,,=4.7Hz); 2.20-1.90 (m, 2H, H-15); 1.40-1.15 (m, 22H, H-16 to H-26), 0.98-0.84 (3H, m, H-27).

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 159.6 (C-10); 157.2 (C-5); 152.0 (C-4); 129.6 (C-8,12); 127.1 (C-7);
114.4 (C-9,12); 106.8 (C-14); 73.2 (C-3); 70.6 (C-1); 58.2 (C-2); 55.3 (C-13); 46.6 (C-6); 32.0 (C-25), 30.2
(C-16), 29.7, 29.7, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 26.7(C-17to C-24); 22.7 (C-15, 26); 14.2 (C-27).

MS (CI/NHs): m/z=461.3 ([M+NH,]*), HRMS m/z calcd for C,;H;NO, [M+H]": 443.3114; found :
444.3125.

Z-isomer

11 12

s o
13 Meo@ﬂ )E
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9 8 JONEN
1 4\14

O
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'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8, 12); 6.95-6.85 (m, 2H, H-9,11); 5.12 (d, 1H,
H-3, J*3,=7.9Hz); 4.80 (t, 1H, H-14, J*,,15=7.4Hz); 4.68 (d, 1H, H-6a, J>=15.0Hz); 4.16 (d, 1H, H-6b,
J’=14.9Hz); 4.14 (ddd, 1H, H-2, J?,3=7.7Hz, J*,.1,=4.9Hz, J*,.1,=1.6Hz); 4.08 (dd, 1H, H-1b, )%,
12=10.2Hz, 1*;,,=1.6Hz); 3.81 (s, 3H, H-13); 3.80 (dd, 1H, H-1a, J*;,.1,=10.1Hz, J*;,,=4.8Hz); 2.08 (q, 2H,
H-15, J=7.2Hz); 1.40-1.15 (m, 22H, H-16 to H-26), 0.98-0.84 (3H, m, H-27).

BBC-NMR (CDCl3, 125 MHz) & (ppm): 159.6 (C-10); 157.2 (C-5); 151.7 (C-4); 129.7 (C-8,12); 127.1 (C-7);
114.4 (C-9,11); 107.0 (C-5); 75.7 (C-3); 71.3 (C-1); 57.8 (C-2); 55.3 (C-13); 46.5 (C-6); 32.0 (C-25); 29.7,
29.7,29.7,29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.4, 29.3, 25.4 (C-15 to C-24); 22.7 (C-26); 14.2 (C-27).

MS (CI/NHs): m/z=461.3 ([M+NH,]"), HRMS m/z calcd for C,;H,,NO, [M+H]": 443.3114; found :
444.3136.

6-hydroxy-3-(4-methoxybenzyl)-6-tetradecyltetrahydrofuro[3,4-d]oxazol-2(3H)-one (217)

1M1 12

o
13 M904<;>j6 k
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= Compound (217) (10mg, 8%) resulting from the hydratation of the exo-double

bond.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8,12); 6.90-6.80 (m, 2H,H-9,11); 4.68 (d, 1H,
H-6a, J’=15.0Hz); 4.59 (d, 1H, H-3, J’;,=7.5Hz); 4.14 (ddd, 1H, H-2, J?,3=7.5Hz, J*,1.=3.4Hz, J>,.
1=1.6Hz); 4.08 (d, 1H, H-6b, J>=15.0Hz); 3.90-3.80 (m, 2H, H-1); 3.79 (s, 3H, H-13); 2.70-2.20 (bs, 1H,
H-28); 1.96-1.82 (m, 1H, H-14a); 1.81-1.68 (m, 1H, H-14b); 1.55-1.40 (m, 2H, H-15); 1.35-1.15 (m,
22H, H-16 to H-26); 0.92-0.82 (3H, m, H-27).
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BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 159.6 (C-10); 157.0 (C-5); 129.6 (C-8,12); 127.2 (C-7); 114.4 (C-
9,11); 107.4 (C-4); 80.6 (C-3); 67.6 (C-1); 59.0 (C-2); 55.3 (C-13); 46.3 (C-6); 34.9(C-14); 31.9 (C-25),
29.8,29.7,29.7,29.7, 29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 23.3 (C-15 to C-24); 22.7 (C-26); 14.2 (C-27).

MS (CI/NHs): m/z=479.4 ([M+NH,]"), HRMS m/z calcd for C,;HsNOs [M+H]": 462.3219; found :
462.3227.

3-(4-methoxybenzyl)-6-tetradecyltetrahydrofuro[3,4-d]oxazol-2(3H)-one (218)

12 o
5
ameof )<
1 7
N~ O
5 s 233

2

@ Prepared from (216) (89mg, 0.20mmol) according to general procedure for

tetrahydrofuro([3,4]oxazolidinone reduction to give compound (218) (70mg, 78%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8,12); 6.90-6.80 (m, 2H, H-9,11); 4.76 (dd, 1H,
H-3, J*;,=7.6Hz, J’54=3.7Hz); 4.71 (d, 1H, H-6a, J>=14.9Hz); 4.08 (d, 1H, H-6b, J°=15.0Hz); 4.07 (dd, 1H,
H-2, J’,.5=7.6Hz, J*,.1,=3.8Hz); 3.94 (d, 1H, H-1a, J*1.1,=10.6Hz); 3.80 (s, 3H, H-13); 3.49 (td, 1H, H-4,
13,1,=6.8Hz, *,3=3.8Hz); 3.30 (dd, 1H, H-1b, J?,.1,=10.6Hz, J*;,,=4.0Hz); 1.84-1.68 (m, 2H, H-14),
1.50-1.16 (m, 24H, H-15 to H-26); 0.92-0.82 (3H, m, H-27).

BC-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 159.4 (C-10); 157.6 (C-5); 129.6 (C-8,12); 127.4 (C-7); 114.3 (C-
9,11); 83.5 (C-4); 77.7 (C-3); 69.3 (C-1); 60.0 (C-2); 55.3 (C-13); 46.2 (C-6); 31.9, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3,
28.0, 26.0, 22.7 (C-14 to C-26); 14.1 (C-27).

HRMS m/z: calcd for C,7HasNO, [M+H]": 4463.3270; found: 446.3266.

6-tetradecyltetrahydrofuro[3,4-d]oxazol-2(3H)-one (219)

Prepared from (218) (70mg, 0.157mmol) according to the general procedure for
oxidative cleavage of N-PMB. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(EtOACc/CH,Cl, 40:60) to give (219) (37mg, 72%). All analyses were in agreement with data reported in
the literature.®

Prepared from (219) (20mg, 0.062mmol) according to the general procedure for
oxazolidinone hydrolysis. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(EtOAc/MeOH/NH,0OH 84.2:15:0.8) to give racemic jaspine B (2) (15.6mg, 85%). All analyses were in
agreement with data reported in the literature.®

Methyl-15-hydroxypentadecanoate (220)
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Sulfuric acid (80uL, 1.50mmol, 0.2 eq) was added to a solution of w-
pentadecalactone (2.0g, 7.90mmol, 1 eq) in methanol (12mL). The mixture was stirred at room
temperature for 18h, and then concentrated until dryness. The residue was dissolved in EtOAc and
washed with water until neutral pH of the aqueous phase. Then, the organic layer was dried over
sodium sulfate and evaporated to dryness, to afford a pure white solid (2.1g, quantitative yield). This
compound showed identical spectroscopic data to those reported in the literature.®*

'H-NMR (CD0D, 300 MHz) & (ppm): 3.62 (s, 3H, H-1); 3.55 (t, 2H, H-16, J*16.15=6.6Hz); 2.27 (t, 2H, H-3,
1%34=7.2Hz); 1.65-1.43 (m, 4H, H-4,15); 1.40-1.13 (m, 20H, H-5 to H-14).

Methyl-15-bromopentadecanoate (221)
(0]

4 6 8 10 12 14 16
1 MeO" 2 5 - Br

Z o 1 3 15 To a solution of (220) (2.18g, 8.02mmol, 1 eq) and
triphenylphosphine (8.37g, 31.80mmol, 4 eq) in DMF (32mL) was added N-bromosuccinimide (6.57g,

36.94mmol, 4.6 eq) in portions. The reaction was stirred at 60°C for 1 hour. Methanol (20mL) was
added followed by 1N HCI (300mL). The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic
extracts were washed with brine, dried over sodium sulfate and evaporated to dryness to give brown
oil. The residue was dissolved in EtOAc (15mL) and PE was added, leaving behind after filtration
PhsP=0. After evaporation of the solvent under vacuum, the residue was purified by flash
chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 5:95) to give the compound (221) as a white solid (2.05g,
76%). This compound showed identical spectroscopic data to those reported in literature.®

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 3.62 (s, 3H, H-1); 3.36 (t, 2H, H-16, J*1615=6.9Hz); 2.27 (t, 2H, H-3,
$*3,=7.5Hz); 1.89-1.75 (m, 2H, H-15); 1.67-1.51 (m, 2H, H-4); 1.47-1.36 (m, 2H, H-14); 1.34-1.22 (m,
18H, H-5 to H-13).

tert-butylpentadec-14-enoate (222)

7 30
AN AR A . .

1)(0 e A 1.7M solution of t-BuOK in THF (16.7mL, 28.47mmol, 4.7 eq) was

added on (221) (2.029g, 6.06mmol, 1 eq). The mixture was stirred at room temperature overnight.

The reaction was quenched with a 1N solution of HCI (100mL). The mixture was extracted with EtOAc
and the combined organic extracts were washed with brine, dried over magnesium sulfate and
evaporated to dryness. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/
PE 1:99 to 10:90) to give the compound (222) as yellow oil (826mg, 46%). This compound showed
identical spectroscopic data to those reported in the literature.®

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 5.80 (ddt, 1H, H-16, J*16.17,=17.1Hz, J*16.17,=10.5Hz, J*1¢.15=6.6Hz);
4.97 (dd, 1H, H-17a, J’17.46=17.2Hz, 1’17.47=3.6Hz); 4.90 (dd, 1H, H-17b, J’175.16=10.2Hz, ;7.
172=2.2Hz,); 2.18 (t, 2H, H-4, J*,s=7.5Hz); 2.08-1.96 (m, 2H, H-15); 1.66-1.50 (m, 2H, H-5); 1.43 (s, 9H,
H-1,2,3); 1.37-1.22 (m, 18H, H-6 to H-14).

Pentadec-14-enoic acid (223)
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(0]

HOW;‘ To a solution of (222) (800 mg, 2.70 mmol, 1 eq) in anhydrous CH-Cl,
(82 mL) at room temperature under nitrogen was added TFA (16.5mL, 216mmol, 80 eq). The mixture
was stirred for 24 hours. After evaporation of the solvent under vacuum, the residue was purified by
flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 95:5 to 90:10) to give the compound (223) as a white
solid (332mg, 51%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 5.79 (ddt, 1H, H-14, 1*14.15,=17.1Hz, J*14.15=10.5Hz, J*14.15=6.6Hz);
4.96 (dd, 1H, H-15a, J’15014=17.2Hz, is,15,=3.6Hz); 4.89 (dd, 1H, H-15b, J*i55.14=10.2Hz, J*;5,
152=2.2Hz); 2.36 (t, 2H, H-2, J*,.5=7.5Hz); 2.08-2.00 (m, 2H, H-13); 1.67-1.48 (m, 2H, H-3); 1.44-1.10 (m,
18H, H-4 to H-12).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) 6 (ppm): 170.0 (C-1); 139.1 (C-14); 114.1 (C-15); 42.7 (C-2); 33.7 (C-13),
29.6,29.5,29.4, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 28.9, 23.8 (C-3 to C-12).

4,4-difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-8-(tetradec-13-enyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (224)

To a solution of (223) (100mg, 0.417mmol, 1 eq) in dry CH,Cl, (8mL)
at 0°C under nitrogen was added dry DMF (3uL, 0.039mmol, 0.1 eq). Then oxalyl chloride (47uL,
0.542mmol, 1.3 eq) was added carefully and the mixture was allowed to reach room temperature.

The reaction mixture was stirred for 3 hours until gas evolution ceased and solvents were evaporated
to dryness. The residue was dissolved in dry CH,Cl, (8mL) and 2,4-dimethylpyrrole (0.108mL,
1.045mmol, 2.5 eq) and phosphorus oxychloride (42uL, 0.4583mmol, 1.1 eq) were added. The
solution was heated to reflux and stirred overnight. Then, the mixture was concentrated to dryness.
The residue was treated with n-pentane and stored overnight at -20°C. The supernatant was
removed and the residue was dissolved in dry toluene (3mL) and heated at 80°C. Then, a solution of
DBU in THF (1M, 1.25ml, 1.2496mmol, 3 eq) was added and the mixture was stirred at 80°C for 70
minutes. Boron trifluoride diethyletherate (0.27mL, 2.083mmol, 5 eq) was added and the solution
was stirred for additional 1 hour. After cooling to room temperature, the reaction was quenched by
the addition of water and CH,Cl,. The organic layer was washed with brine, dried over magnesium
sulfate and evaporated to dryness. The crude product was purified by flash chromatography on silica
gel (EtOAc/ PE 3:97) to give the compound (224) as red solid (22mg, 12%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 6.06 (s, 2H, H-18,21); 5.82 (ddt, 1H, H-13, J*1,15,=17.1Hz, ..
155=10.5Hz, J*1,.413=6.6Hz); 5.02 (dd, 1H, H-15a, $*is,.14=17.2Hz, J*155.15,=3.6Hz); 4.93 (dd, 1H, H-15b,
P155.14=10.2Hz, P15p.15.=2.2Hz); 3.00-2.90 (m, 2H, H-12); 2.51 (s, 6H, H-25,26); 2.41 (s, 6H, H-24,27);
2.03 (m, 2H, H-1); 1.55 (m, 2H, H-2); 1.37-1.17 (m, 18H, H-3 to H-11).

BBC.NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 153.7, 146.7, 140.3, 131.4 (C-15,16,17,19,20,22,23); 139.3 (C-13);
121.5 (C-18,21); 114.1 (C-14); 33.8, 31.9, 30.4, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.1, 28.9, 28.5 (C-1
to C-12); 16.4, 14.4 (C-24,25,26,27).

HRMS m/z: calcd for Cy7H4oNyF,B [M+H]": 444.3409; found: 443.3396; calcd for Cy;H4N,FB [M-F]™:
422.3383; found: 422.3372.
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(25,35,4S5)-4-(4-methoxybenzylamino)-2-vinyltetrahydrofuran-3-ol (225)
13MeO T

6
7 Nf_| OH
2\ /15

o Prepared from (3a$,6S,6aS)-3-(4-methoxybenzyl)-6-vinyltetrahydrofuro[3,4-

1

d]oxazol-2(3H)-one 2 (210) ** (34mg, 0.124mmol, 1 eq) according to general procedure for
oxazolidinone hydrolysis. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(EtOAc/ PE 60:40 to 100:0) to give (225) as a colorless oil (25mg, 81%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.22 (d, 2H, H-8,12, J>=8.7Hz); 6.85 (d, 2H, H-9,11, J*>=8.7Hz); 6.00
(ddd, 1H, H-14, J*14.15,:=16.8Hz, 1*14.15p=10.5Hz, J*145=6.3Hz); 5.35 (dt, 1H, H-15a, J?15,.14=16.8Hz, J*;s,.
155=1.5Hz); 5.26 (dt, 1H, H-15b, J*155.14=10.5Hz, J*15p.15,=1.5Hz); 4.31-4.24 (m, 1H, H-4); 4.00-3.93 (m,
2H, H-1a,3); 3.78 (s, 3H, H-13); 3.76-3.72 (m, 2H, H-6); 3.61 (t, 1H, H-2, )>=8.1Hz); 3.43 (td, 1H, H-1b,
1?=7.8Hz, J’=3.0Hz), 3.00 (bs, 1H, H-5).

“C-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 158.9 (C-10); 134.0 (C-14); 131.0 (C-7); 129.3 (C-8,12); 117.7 (C-
15); 113.9 (C-9,11); 83.7 (C-4); 70.7 (C-1); 70.3 (C-3); 61.0 (C-2); 55.1 (C-13); 51.8 (C-6).

HRMS m/z: calcd for C14H,oNO3 [M+H]": 250.1443; found: 250.1445.

(9H-fluoren-9-yl)methyl-(3S,4S,5S5)-4-hydroxy-5-vinyltetrahydrofuran-3-yl-(4-methoxybenzyl)
carbamate (226)

To a solution of aminoalcohol (225) (25mg, 0.100mmol, 1 eq) in THF (1.24mL)
and saturated aqueous Na,CO; (0.50mL) was added Fmoc-Cl (31mg, 0.121mmol, 1.2 eq) at 0°C. The
reaction mixture was stirred at the same temperature for 3h. Then, the reaction was quenched with

a saturated solution of NH4Cl. The mixture was extracted with EtOAc and the combined organic
extracts were dried over magnesium sulfate and evaporated to dryness. The residue was purified by
flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 30:70) to give the compound (226) as a white oil
(36mg, 77%).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.66-7.62 (3, 2H, H-20,23); 7.40-7.15 (m, 6H, H-
17,18,19,24,25,26); 6.92-6.85 (d, 2H, H-7,11); 6.77-6.69 (d, 2H, H-8,10); 5.92-5.74 (m, 1H, H-28); 5.35-
5.20 (m, 2H, H-29); 4.64-4.43 (m, 3H, H-5a,14); 4.30-3.80 (m, 6H, H-5b, 15, 4, 3, 2, 1-a); 3.71 (s, 3H, H-
12); 3.59 (m, 1H, H-1b).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 158.7 (C-9); 157.3 (C-13); 143.7 (C-16,27); 141.3 (C-21,22); 133.0
(C-28); 127.7, 127.6, 127.1, 124.7, 119.9, 114.0 (C-7,11,19,24,20,23,18,25,17,26,8,10); 118.5 (C-29);
82.8 (C-4); 73.4 (C-3); 67.3 (C-1); 66.1 (C-14); 60.4 (C-2); 55.2 (C-12); 47.3 (C-15); 40.8 (C-5).

HRMS m/z: calcd for CooH3oNOs [M+H]": 472.2124; found: 472.21109.
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(9H-fluoren-9-yl)methyl-(3S,4S,55)-4-hydroxy-5-vinyltetrahydrofuran-3-ylcarbamate (227)

3
422

Q""%/ To a solution of (226) (36mg, 0.076mmol, 1 eq) in anhydrous CH,Cl, (4.04mL)
at 0°C under nitrogen was added TFA (0.83mL, 10.85mmol, 140 eq). The mixture was stirred
overnight and allowed to warm to room temperature. After evaporation of the solvent under

vacuum, the residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 30:70 to 40:60) to
give the compound (227) as a white solid (19mg, 71%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.78-7.75 (m, 2H, H-13,16); 7.60-7.58 (m, 2H, H-10,19); 7.43-7.29
(m, 4H, H-11,12,17,18); 6.00-5.80 (m, 1H, H-21); 5.56-5.34 (m, 2H, H-22); 4.48-4.40 (m, 4H, H-7,8,4);
4.22 (t, 1H, H-3, J* 3,= 1*5,=7.2Hz); 4.20-4.12 (m, 1H, H-2); 4.12-4.05 (m, 1H, H-1a); 3.73-3.60 (m, 1H,
H-1b).

BC-NMR (CDCl5, 75 MHz) 6 (ppm): 143.8 (C-9,20); 141.3 (C-14,15); 132.6 (C-21); 127.7 (C-12,17);
127.1 (C-13,16); 125.0 (C-11,18); 119.9 (C-10,19); 119.2 (C-22); 82.3 (C-4); 71.7 (C-3); 70.3 (C-1); 66.9
(C-7); 54.6 (C-2); 47.2 (C-8).

HRMS m/z: calcd for C,;H,;NO,Na [M+Na]*: 374.1368; found: 374.1362.

10-(14-((2S,35,45)-4-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-3-hydroxytetrahydrofuran-2-
yl)tetradec-13-enyl)- 5,5-difluoro-1,3,7,9-tetramethyl-5H-dipyrrolo[1,2-c:1',2'-f][1,3,2]diazaborinin-
4-ium-5-uide (228)

To a solution of (227) (5.6mg, 0.0159mmol, 1 eq)
and (224) (14.1mg, 0.0319mmol, 2 eq) in degassed anhydrous CH,Cl, (0.15mL) under nitrogen was

added Grubbs-Hoveyda Il catalyst (1.0mg, 0.0016mmol, 0.1 eq). The reaction mixture was heated to
reflux with stirring under nitrogen for 4 hours. After cooling, the mixture was concentrated to
dryness. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 30:70) to
give the compound (228) as an orange oil (8mg, 67%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.78-7.75 (m, 2H, H-13,16); 7.60-7.58 (m, 2H, H-10,19); 7.43-7.29
(m, 4H, H-11,12,17,18); 6.99 (s, 1H, H-5); 6.05 (s, 2H, H-36,41); 6.0-5.80 (m, 1H, H-21); 5.58-5.35 (m,
1H, H-22); 4.48-4.40 (m, 3H, H-7,8); 4.27-4.19 (m, 1H, H-4); 4.16-4.04 (m, 3H, H-1a,2,3); 3.70-3.60 (m,
1H, H-1b); 3.00-2.85 (m, 2H, H-23); 2.51 (s, 6H, H-45,46); 2.41 (s, 6H, H-44,47); 2.17-2.00 (m, 2H, H-
34); 1.58-1.17 (m, 20H, H-24 to H-33).

"B-NMR (CDCl3, 96 MHz) & (ppm): 0.591 (t, Js.-=33Hz)
9F-NMR (CDCl3, 282 MHz) & (ppm): -146.6 (q, Js.r=33Hz)
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HRMS m/z: calcd for CuHsgN3;O4FB [M-F]™: 745.4541; found: 745.4551; calcd for CueHsgN;O4F,BNa
[M+Na]*: 787.4422; found: 787.4435.

10-(14-((2S,3S,4S)-4-amino-3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)tetradec-13-enyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-
tetramethyl-5H-dipyrrolo[1,2-c:1',2'-f][1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uide (229)

HoN - OH

2 3
8,2

0]

To a solution of (228) (5mg, 0.0065mmol, 1 eq) in CH,Cl,
(0.50mL) under nitrogen was added NHEt, (67uL, 100 eq). The mixture was stirred for 8 hours in dark

at room temperature. After evaporation of the solvent under vacuum, the residue was purified by
flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/ MeOH 95:5) to give the compound (229) as an orange oil
(6mg, 90%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 5.98 (s, 2H, H-22,25); 5.95-5.75 (m, 1H, H-5); 5.75-5.50 (m, 1H, H-
6); 4.30-4.18 (m, 2H, H-4,1a); 4.02-3.98 (m, 1H, H-3); 3.88-3.72 (m, 1H, H-1b); 3.70-3.58 (m, 1H, H-2);
2.95-2.80 (m, 2H, H-7); 2.44 (s, 6H, H-29,30); 2.34 (s, 6H, H-28,31); 2.05-1.90 (m, 2H, H-18); 1.36-1.15
(m, 20H, H-8 to H-17).

"B-NMR (CDCls, 96 MHz) & (ppm): 0.589 (t, Js.-=33Hz)

F-NMR (CDCl3, 282 MHz) & (ppm): -146.6 (q, Js.r=33Hz)

MS (ESI) m/z=556.4 [M-F+OMe+H]"; 536.4 [M-2F+OMe]".

10-(14-((2S,3S,4S)-4-amino-3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)tetradecyl)-5,5-difluoro-1,3,7,9-
tetramethyl-5H-dipyrrolo[1,2-c:1',2'-f][1,3,2]diazaborinin-4-ium-5-uide (230)

HoN - OH

(PPh3)sRhCl (5mg, 0.0055mmol, 0.5 eq) was added to a
solution of (229) (6mg, 0.0110mmol, 1 eq) in absolute ethanol (2mL). The mixture was stirred at

room temperature in dark for 48 hours under H, atmosphere. After evaporation to dryness, the
residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc) to give (230) as an orange solid
(1.4mg, 23%).

LC/MS: colomn acquity BEH C18 1.7um 21*50mm, elution with HCOOH 0.1%/MeOH HCOOH 0.1%
(45:55), flow 0.6mL/min, detection scan UV and scan ES+, m/z=558.0 [M-F+OMe+H]"; 579.9 [M-
F+OMe+Na]’, purity = 100%.

UV (EtOH): Amax = 496 nm, € = 4286 L.mol™*.cm™
Fluorescence (EtOH): Aex =496 NM, Ao = 508 Nnm.

tert-butyl-11-hydroxyundecylcarbamate (233)
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To a solution of 11-bromoundecan-1-ol (10.1g, 40.4mmol, 1 eq) in

DMF (100mL) was added potassium phtalimide (8.24g, 44.5mol, 1.1 eq) under nitrogen. The reaction
mixture was stirred for 5 h at 80°C. After cooling to room temperature, the mixture was diluted with
CH,Cl, and filtrated on celite. Solvent was evaporated and the residue was dissolved in CH,Cl,,
washed with water and saturated NaCl, extracted with EtOAc. The combined organic extracts were
dried over sodium sulfate and evaporated to dryness. The phtalimide (232) obtained as a white solid
(12.1g) was solubilized with hot ethanol (150mL). Monohydrate hydrazine (9.24mL, 190.6mmol, 5eq.)
was added and the mixture was refluxed for 40min, filtrated and concentrated to dryness. The solid
was then dissolved in MeOH, and di-tert-butyl dicarbonate (9.03g, 41.4mmol, 1eq) and NaOH (1.63g,
40.4mmol, 1 eq) were added. The reaction mixture was stirred at ambient temperature for 18h and
concentrated to dryness. The residue was dissolved in CH,Cl,, washed with water and dried over
sodium sulfate and evaporated to dryness. The crude product was purified by flash chromatography
on silica gel (EP/ EtOAc 80:20 to 0:100) to give the compound (233) (6.87g, 59%). This compound
showed spectroscopic data in agreement with the data reported in the literature.®®

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 3.64 (t, 2H, H-18, J? 15.1,=9Hz), 3.10 (t, 2H, H-8, J* 54=9Hz), 1.60-
1.53 (m, 4H, H-9, 17), 1.45 (s, 9H, H-1,3,4), 1.39-1.24 (m, 14H, H-10 to 16).

tert-butyl-11-(benzo[d]thiazol-2-ylthio)undecylcarbamate (234)

3
40 23
/2%)]\ 7 9 11 13 15 17 N-24 22|
5N —
1 o H & 10 122 14 16 S7§ |
S79 2
J 20

Diisopropyl azodicarboxylate (3.75mL, 19.1mmol, 1.05 eq) in
dry THF (6mL) was added to a strirred solution of (233) (5.21g, 18.15mmol, 1 eq), triphenylphosphine
(5.10g, 19.40mmol, 1.07eq.) and 2-mercaptobenathiazole (3.19g, 19.05mmol, 1.05 eq) in dry THF
(25mL) at 5°C under nitrogen. The mixture was allowed to reach room temperature, stirred for 24h,

and then the solvent was removed by evaporation. The residue was dissolved in EtOAc (60mL) and PE
(60mL), stirred for 2h, filtrered through Celite and evaporated to give yellow oil (14.4g). This crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (EP/ EtOAc 98:2 to 94:6) to give (234) as a
white solid (6.72g, 85%).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.89 (d, 1H, H-23, J*=8.1Hz); 7.74 (d, 1H, H-20, J*=7.8Hz); 7.45-
7.27 (m, 2H, H-21,22); 4.49 (bs, 1H, H-6); 3.36 (t, 2H, H-17, J*=7.2Hz); 3.15-3.05 (m, 2H, H-7); 1.90-
1.75 (m, 2H, H-16); 1.55-1.40 (m, 11H, H-1,3,4,8); 1.40-1.20(m, 14H,H-9 to 15).

B3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 126.1, 124.3, 121.3, 120.9 (C-20 to 23); 33.8, 30.1, 29.4, 29.3, 29.2,
29.1,29.0, 28.7, 26.8 (C-7 to C17); 28.4 (C-1,3,4).

tert-butyl-11-(benzo[d]thiazol-2-ylsulfonyl)undecylcarbamate (231)

j(ﬁ 7 9 11 13 15 17ﬂ N 2 22|
! o N 8 10 12 14 16 ﬁ418</ ‘ 1

d ° z_m-Chloroperbenzoic acid (70%, 18.6g, 75.4mmol, 5 eq) in
CH,Cl, (80mL) was added to a stirred solution of (234) (6.5g, 15.1mmol, 1 eq) in CH,Cl, (100mL) at
0°C. Floating water was removed. The mixture was allowed to reach room temperature and stirred
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for 14h. Then, the reaction was quenched with Na,S,0; saturated aqueous solution. The mixture was
extracted with diethyl ether and the combined organic extracts were washed with saturated NaHCO;,
water and brine. Then, the organic layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness, to
afford a white solid (7.6g). The crude solid was purified by flash chromatography on silica gel (PE/
EtOAc 95:5 to 0:100) to give compound (231) as a white solid (6.6g, 94%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 8.22 (d, 1H, H-23, J*=7.5Hz); 8.07-8.00 (m, 1H, H-20); 7.67-7.57
(m, 2H, H-21,22); 4.51 (bs, 1H, H-6); 3.55-3.45 (m, 2H, H-17); 3.09 (t, 2H, H-7, J* ;.5=7.2Hz); 1.95-1.80
(m, 2H, H-16); 1.55-1.35 (bs, 11H,H-1,3,4,8); 1.5-1.20 (bs, 14H,H-9 to 15).

BC.NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 127.9, 127.6, 125.4, 122.3 (C-20 to 23); 54.7 (C-17); 30.0, 29.4,
29.3,29.1, 28.8, 26.7, 22.2 (C-7 to 16); 28.4 (C-1,3,4).

tert-butyl-11-(3-(4-methoxybenzyl)-2-oxotetrahydrofuro[3,4-d]oxazol-6(6aH)-
ylidene)undecyl)carbamate (235)

12
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Prepared from lactone (214) (536mg, 2.04mmol, 1 eq) and sulfone
(231) (1.15g, 2.45mmol, 1.2 eq) according the general procedure for Julia Coupling. The crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/CH,Cl,/EP 6:24:70 to 10:40:50) to
give compound (235) (920mg, 87%) as a mixture of E and Z isomers (ratio £: Z = 7:3).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8,12); 6.95-6.85 (m, 2H, H-9,11); 5.32 (dd,
0.7H, H-3-E, J};,=7.9Hz, 1*;1,=1.0Hz); 5.12 (d, 0.3H, H-3-Z, J};,=7.9Hz); 5.10 (d, 0.7H, H-14-E, J*.,.
15=8.0Hz); 4.80 (t, 0.3H, H-14-Z, )*1,.15=7.5Hz); 4.67 (d, 0.3H, H-6a-Z, J’=15.0Hz); 4.66 (d, 0.7H, H-6a-E,
1?=15.0Hz); 4.60-4.40 (bs, 1H, H-25); 4.25-4.10 (m, 2H, H-2, 6b); 4.08 (dd, 0.3H, H-1b-Z, J%;,.1,=10.2Hz,
$1b2=1.6Hz); 4.01 (dd, 0.7H, H-1b-E, J%1.1,=10.1Hz, J*;,,=1.3Hz); 3.80 (s, 3H, H-13); 3.79 (dd, 0.3H, H-
1a-Z, J*151,=10.1Hz, J*1,,=4.9Hz); 3.71 (dd, 0.7H, H-1a-E, J*15.1,=10.2Hz, J*1,,=4.7Hz); 3.15-3.00 (m, 2H,
H-24); 2.20-1.90 (m, 2H, H-15); 1.43 (s, 9H, H-28,29,30); 1.40-1.15 (m, 16H, H-16 to H-23).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 159.6 (C-10); 157.2 (C-5); 155.0 (C-26); 152.0 (C-4-E); 151.7 (C-4-2);
129.7 (C-8,12-2); 129.6 (C-8,12-E); 127.1 (C-7); 114.4 (C-9,11); 106.8 (C-14-2); 106.7 (C-14-E); 78.7 (C-
27); 75.7 (C-3-2); 73.2 (C-3-E); 71.3 (C-1-2); 70.6 (C-1-E); 58.2 (C-2-E); 57.8 (C-2-2); 55.3 (C-13); 46.6
(C-6-E); 46.5 (C-6-2); 40.6 (C-24); 30.1, 29.5, 29.4, 29.3, 29.1, 28.4, 26.8, 26.7 (C-15 to C-23), 28.4 (C-
28,29,30).

HRMS m/z: calcd for C,gHq4N,0¢Na [M+Na]": 539.3097; found: 539.3104.
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tert-butyl-11-(3-(4-methoxybenzyl)-2-oxohexahydrofuro[3,4-d]oxazol-6-yl)undecyl)carbamate
(236)
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Prepared from (235) (940mg, 1.82mmol, 1 eq) according to general

procedure for tetrahydrofuro[3,4]oxazolidinone reduction to give compound (236) (878mg, 93%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.22-7.19 (m, 2H, H-8,12); 6.90-6.87 (m, 2H, H-9,11); 4.76 (dd, 1H,
H-3, J3;,=7.8Hz, J’;,=3.9Hz); 4.71 (d, 1H, H-6a, J’=15.2Hz); 4.55-4.45 (bs, 1H, H-25); 4.08 (d, 1H, H-6b,
J?=15.1Hz); 4.07 (dd, 1H, H-2, J?,3=7.7Hz, 1*,.1,=3.9Hz); 3.94 (d, 1H, H-1a, J*1,.1,=10.6Hz); 3.81 (s, 3H,
H-13); 3.49 (td, 1H, H-4, J*,1,=6.9Hz, J*,5=3.9Hz); 3.30 (dd, 1H, H-1b, J?,,.1,=10.6Hz, J*;,,=4.1Hz);
3.15-3.00 (m, 2H, H-24); 1.82-1.70 (m, 2H, H-14); 1.45 (s, 9H, H-28,29,30); 1.40-1.15 (m, 18H, H-15 to
H-23).

BC-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 159.5 (C-10); 157.6 (C-5); 156.2 (C-26); 129.6 (C-8,12); 127.4 (C-7);
114.3 (C-9,11); 83.5 (C-4); 78.7 (C-27); 77.8 (C-3); 69.3 (C-1); 59.9 (C-2); 55.3 (C-13); 46.2 (C-6); 40.6
(C-24), 30.0, 29.7, 29.5, 29.2, 26.7,26.2 (C-14 to C-23), 28.4 (C-28,29,30).

HRMS m/z: calcd for CygH47N,Og [M+H]": 519.3434; found: 519.3427.

tert-butyl-11-(3-hydroxy-4-(4-methoxybenzylamino)tetrahydrofuran-2-yl)undecyl)carbamate (237)
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Prepared from (236) (330mg, 0.636mmol) according the general
procedure for oxazolidinone hydrolysis to give (237) (291mg, 92%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.15 (m, 2H, H-8,12); 6.90-6.80 (m, 2H, H-9,11); 4.60-4.40
(bs, 1H, H-25); 3.91 (dd, 1H, H-3, )};,=4.7Hz, J*5,=3.1Hz); 3.90 (t, 1H, H-1a, J*,.1,=)°1,,=8.0Hz); 3.79 (s,
3H, H-13); 3.72 (AB, 2H, H-6, J%As=13.0Hz, 8A=0.04ppm); 3.69 (td, 1H, H-4, J?,5=6.9Hz, J*,3=3.0Hz);
3.53 (t, 1H, H-1b, J*1p.12=0%152=7.3Hz); 3.41 (td, 1H, H-2, J*,.1,=0%,.1,=7.4Hz, J*,3=4.8Hz); 3.15-3.00 (m,
2H, H-24); 2.75-2.55 (bs, 1H, H-5); 1.82-1.70 (m, 2H, H-14); 1.43 (s, 9H, H-28,29,30); 1.40-1.15 (m,
18H, H-15 to H-23).

BC-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 158.9 (C-10); 155.9 (C-26); 131.2 (C-7); 129.3 (C-8,12); 113.9 (C-
9,11); 83.4 (C-4); 78.8 (C-27); 70.3 (C-1); 69.6 (C-3); 61.0 (C-2); 55.2 (C-13); 52.0 (C-6); 40.6 (C-24);
30.0,29.7, 29.5, 29.2, 26.7, 26.2 (C-14 to C-23), 28.4 (C-28,29,30).

HRMS m/z: calcd for CogHagN,Os [M+H]": 493.3641; found: 493.3623.
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(9H-fluoren-9-yl)methyl-(5-(11-((tert-butoxycarbonyl)amino)undecyl)-4-hydroxytetrahydrofuran-3-
yl)(4-methoxybenzyl)carbamate (238)

19 18

2% 0.0

25 \ﬁ;
10/©6/5-N§ OH 0 @
2 3 43|
12 MeO™ 9 ! 1Q§'/§B/%H%OAJ<M
© a0 To a solution of aminoalcohol (237) (106mg, 0.215mmol, 1 eq) in THF

(2.65mL) and saturated aqueous Na,COj; (1.0 mL) was added Fmoc-Cl (66.7mg. 0.258mmol, 1.2 eq) at
0°C. The reaction mixture was stirred at the same temperature for 2h. Then, the reaction was
quenched with a saturated solution of NH,Cl. The mixture was extracted with EtOAc and the
combined organic extracts were dried over magnesium sulfate and evaporated to dryness. The
residue was purified by flash chromatography on silica gel (Et,O/EP 5:5 to 6:4) to give the compound
(238) as a white solid (145 mg, 94%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.74-7.71 (m, 2H, H-20,23); 7.50-7.42 (m, 2H, H-17,26); 7.37 (m,
2H, H-19,24); 7.28-7.23 (m, 2H, H-18,25); 6.98-6.95 (m, 2H, H-7,11); 6.82-6.79 (m, 2H, H-8,10); 4.60-
4.50 (m, 4H, H-39, 5a, 14); 4.33 (d, 1H, H-5b, J2=15.9Hz); 4.20 (t, 1H, H-15, J* 15.1,=5.4Hz); 4.12 (dd, 1H,
H-3, J*34=7.2Hz, J*;,=6.9Hz); 4.10-4.00 (m, 1H, H-1a); 3.97-3.89 (m, 1H, H-2); 3.79 (s, 3H, H-12); 3.65-
3.43 (m, 2H, H-1b, 4); 3.15-3.00 (m, 2H, H-38); 1.68-1.50 (m, 2H, H-28); 1.45 (s, 9H, H-42,43,44); 1.37-
1.21 (m, 18H, H-29 to H-37).

BBC-NMR (CDCls, 75 MHz,) & (ppm): 158.9 (C-9); 155.8 (C-40); 152.8 (C-13); 143.7 (C-16,27); 141.3 (C-
21,22); 127.7 (C-7,11); 127.5 (C-19,24); 127.0 (C-20,23); 124.7 (C-18,25); 119.9 (C-17,26); 114.0 (C-
8,10); 82.3 (C-4); 73.0 (C-3); 68.5 (C-1); 66.1 (C-14); 64.9 (C-2); 55.2 (C-12); 50.3 (C-5); 47.3 (C-15);
40.6 (C-38); 30.0, 29.7, 29.5, 29.2, 28.7, 26.7, 26.0 (C-28 to C-37); 28.4 (C-42,43,44).

HRMS m/z: calcd for C43HsoN,O; [M+H]": 715.4322; found: 715.4318.

(9H-fluoren-9-yl)methyl (5-(11-aminoundecyl)-4-hydroxytetrahydrofuran-3-yl)carbamate (239a)

To a solution of (238) (116mg, 0.162mmol, 1 eq) in anhydrous CH,CI,
(7.25mL) at 0°C under nitrogen was added TFA (1.24mL, 16.2mmol, 100 eq). The mixture was stirred
overnight and allowed to warm to room temperature. After evaporation of the solvent under
vacuum, the residue was purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/EtOH/MeOH/NH; ag.
90:5:2:2) to give compounds (239a) and (239b) as a white solid (67 mg, 83%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.70-7.60 (m, 2H, H-13,16); 7.55-7.45 (m, 2H, H-10,19); 7.35-7.25
(m, 2H, H-12,17); 7.25-7.15 (m, 2H, H-11,18); 4.35-4.25 (m, 2H, H-7); 4.25-4.15 (m, 1H, H-8); 4.12-
4.08 (m, 1H, H-3); 3.98-3.88 (m, 2H, H-1a, 2); 3.70-3.60 (m, 1H, H-1b); 3.53-3.45 (m, 1H, H-4); 2.58 (t,
2H, H-31, ) 31.5,=6.6Hz); 1.55-1.46 (m, 2H, H-21); 1.40-1.10 (m, 18H, H-22 to H-30).
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BBC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 143.6 (C-9,20); 141.1 (C-14,15); 127.5 (C-12,17); 126.8 (C-13,16);
124.8 (C-11,18); 119.7 (C-10,19); 82.4 (C-4); 70.7 (C-3); 69.4 (C-1); 66.6 (C-7); 54.1 (C-2); 46.9 (C-8);
40.9 (C-31); 31.6, 29.5, 29.2, 29.0, 28.7, 26.5, 25.7 (C-21 to C-30).

HRMS m/z: calcd for C3oHasN,04 [M+H]™: 495.3223; found: 495.3214.

(9H-fluoren-9-yl)methyl-5-(11-aminoundecyl)-4-(tert-butyldimethylsilyloxy)tetrahydrofuran-3-
ylcarbamate (240)

’
1 Z Bw,, NH;)
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@) A: Prepared from (239) (140mg, 0.307mmol, 1 eq) according to general

procedure for O-silylation. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(CH,Cl,/MeOH/NH; ag. 97.8:2:0.2) to give (240) (88mg, 47%).

B: To a solution of (244) (155mg, 0.219mmol, 1 eq) in anhydrous CH,Cl, (9.8mL) at 0°C under
nitrogen was added TFA (2.10mL, 21.9mmol, 100 eq). The mixture was stirred at 0°C for 1 hour. Then
a NaHCO; saturated aqueous solution was added and the mixture was extracted with CH,Cl,/MeOH
(9:1). The combined organic layers were washed with NaHCO; saturated aqueous solution, water and
brine, dried over magnesium sulfate and evaporate to dryness. The crude product was purified by
flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH/NH; aq. 97.8:2:0.2) to give (240) (111mg, 83%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.75 (d, 2H, H-13,16, J’=7.5Hz); 7.64 (d, 2H, H-10,19, J*=7.5Hz);
7.38 (t, 2H, H-12.17, J>=7.5Hz); 7.32 (t, 2H, H-11,18, J*=7.5Hz); 4.19 (t, 1H, H-8, J?,4=6.3Hz); 4.00-3.91
(m, 1H, H-3); 3.91-3.86 (m, 1H, H-1a); 3.86-3.76 (m, 1H, H-4); 3.56-3.39 (m, 2H, H-2, 1b); 3.15 (d, 2H,
H-7, J’;.4=6.3Hz); 2.94-2.60 (bt, 4H, H-31+NH,, J? 31.30=7.2Hz); 1.56 -1.16 (m, 20H, H-21 to H-30); 0.95
(s, 9H, H-36,37,38); 0.11 (s, 3H, H-33,34); 0.09 (s, 3H, H-33,34).

BBC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 145.2 (C-9,20); 141.0 (C-14,15); 127.5 (C-12,17); 127.1 (C-13,16);
124.7 (C-11,18); 120.0 (C-10,19); 82.4 (C-4); 74.5 (C-3); 71.6 (C-1); 55.8 (C-2); 52.5 (C-7); 49.6 (C-31);
47.0 (C-8); 30.5, 29.7, 29.6, 29.5, 29.3, 28.9, 27.1, 26.5 (C-21 to C-30); 25.9 (C-36,37,38); 18.3 (C-35); -
4.2,-4.7 (C-33,34).

HRMS m/z: calcd for C3gHs,N,0,Si [M+H]": 609.4088; found: 609.4090.

tert-butyl-(11-(2-oxohexahydrofuro[3,4-d]oxazol-6-yl)undecyl)carbamate (241)

[0}
5HN3)6k9 o 21
273 22)
LN g Ak
(0] 7 10 23
® i Prepared from (236) (400mg, 0.772mmol, 1 eq) according to general procedure

for oxidative cleavage of N-PMB. The crude product was purified by flash chromatography on silica
gel (Et,0/CH,Cl, 50:50 to 70:30) to give (241) as a white solid (240mg, 78%).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 6.96 (bs, 1H, H-5); 4.88 (dd, 1H, H-3, J*;,=7.5Hz, J?;,=3.9Hz); 4.58
(bs, 1H, H-18); 4.33 (dd, 1H, H-2, J*,.3=7.5Hz, J*,.1,=3.9Hz); 3.89 (d, 1H, H-1a, J%..1,=10.2Hz); 3.45 (dd,
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1H, H-1b, J*1,1,=10.5Hz, 1*;,,=4.2Hz); 3.44 (q, 1H, H-4, J*,5=)°,3=2.1Hz); 3.09-3.00 (m, 2H, H-17);
1.75-1.66 (m, 2H, H-7); 1.39 (s, 9H, H-21,22,23); 1.30-1.16 (m, 18H, H-8 to H-16).

B3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 159.6 (C-6); 155.8 (C-19); 83.0 (C-4); 80.7 (C-3); 78.8 (C-20); 73.2
(C-1); 57.1 (C-2); 40.5 (C-17); 29.9, 29.4, 29.4, 29.3, 29.3, 29.1, 28.0, 26.7, 25.9 (C-7 to C-16), 28.3 (C-
21,22,23).

HRMS m/z: calcd for C,1H39N,Os [M+H]": 399.2859; found: 399.2869.

tert-butyl (11-(4-amino-3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)undecyl)carbamate (242)

Prepared from (241) (336mg, 0.844mmol, 1 eq) according to general procedure
for oxazolidinone hydrolysis. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(CH,Cl,/MeOH/EtOH/NH; ag. 94:3:2:1) to give (242) as a white solid (287mg, 91%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 4.70-4.60 (bs, 1H, H-17); 3.85 (dd, 1H, H-1a, J*},.1,=8.4Hz, J*1,.
,=7.2Hz); 3.81 (dd, 1H, H-3, J’3,=4.1Hz, J’;,=3.6Hz); 3.68 (td, 1H, H-4, J’,6=6.9Hz, J*,3=3.6Hz); 3.54
(dd, 1H, H-1b, J%,.1,=8.4Hz, 1>, ,=7.0Hz); 3.48-3.40 (m, 1H, H-2); 3.02 (bq, 2H, H-16, J*16.15=6.3Hz);
2.4-2.3 (bs, 2H, H-5); 1.65-1.52 (m, 2H, H-6); 1.38 (s, 9H, H-20,21,22); 1.32-1.12 (m, 18H, H-7 to H-15).

BBC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 156.0 (C-18); 82.9 (C-4); 78.8 (C-19); 72.1 (C-1); 71.6 (C-3); 54.4 (C-
2); 40.5 (C-16); 29.9, 29.6, 29.4, 29.3, 29.1, 26.6, 26.1 (C-6 to C-15), 28.3 (C-20,21,22).

HRMS m/z: calcd for C,oH4;N,O4 [M+H]": 373.3066; found: 373.3065.

tert-butyl-11-(4-amino-3-(tert-butyldimethylsilyloxy)tetrahydrofuran-2-yl)undecylcarbamate

26 57
23 25

\

5 Si *

HN O %y, 20
TS ek
! (@EH 18707 Ny

1

0 iy
(243)L_ @
procedure for O-silylation. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(CH,Cl,/MeOH/ NH; aqg. 98:1:1 to 97:2:1) to give (243) as a yellow oil (207mg, 93%).

Prepared from (242) (170mg, 0.457mmol, 1 eq) according to general

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 4.59 (bs, 1H, H-17); 3.93-3.87 (m,1H, H-3); 3.87-3.82 (m, 1H, H-
1a); 3.82-3.75 (m,1H, H-4); 3.48-3.38 (m, 2H, H-2, 1b); 3.10-3.00 (bg, 2H, H-16, J*1615=6.6Hz); 1.39 (s,
9H, H-20,21,22); 1.28-1.18 (m, 20H, H-6 to H-15); 0.91 (s, 9H, H-26,27,28); 0.08 (s, 3H, H-23,24); 0.06
(s, 3H, H-23,24).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 155.9 (C-18); 82.4(C-4); 78.8(C-19); 74.5 (C-3); 71.6 (C-1); 55.8 (C-
2); 40.5 (C-16); 30.5, 30.0, 29.7, 29.5, 29.4, 29.2, 26.7, 26.4 (C-6 to C-15); 28.3 (C-20,21,22); 25.9 (C-
26,27,28); 18.2 (C-25); -4.2, -4.5 (C-23,24).

HRMS m/z: calcd for Cy6HssN,0,Si [M+H]": 487.3931; found: 487.3914.
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(9H-fluoren-9-yl)methyl-(5-(11-tert-butylaminoundecylcarbamoyl)-4-(tert-butyldimethylsilyloxy)
tetrahydrofuran-2-yl)carbamate (244)

36 35

39

® 17 To a solution of (243) (88mg, 0.181mmol, 1 eq) in THF (2.2mL) and
Na,CO; saturated aqueous solution (0.83mL) was added Fmoc-Cl (56.6mg. 0.219mmol, 1.2 eq) at 0°C.
The reaction mixture was stirred at the same temperature for 3h. Then, the reaction was quenched
by addition of a saturated solution of NH,Cl. The mixture was extracted with EtOAc and the
combined organic extracts were dried over sodium sulfate and evaporated to dryness. The residue
was purified by flash chromatography on silica gel (EP/Et,0 6:4 to 5:5) to give the compound (244)
(116mg, 90%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.74 (d, 2H, H-36,39, J*=7.5Hz) ; 7.57 (t, 2H, H-33,42, J*=6.3Hz),
7.39 (t, 2H, H-35-40, J*=7.5Hz), 7.29 (t, 2H, H-34-41, }*=7.5Hz) ; 5.10 (d, 1H,H-5) ; 4.65-4.50 (bs, 1H, H-
17); 4.41 (d, 2H, H-30, J*30.3:=6.6Hz) ; 4.35-4.25(m, 1H, H-2) ; 4.19 (t, 1H, H-31, J’5,.3,=6.6Hz), 4.12 (t,
1H, H-3, ’54= 1>3,=4.5Hz) ; 3.91 (t, 1H, H-1a, J*.15=)>1a =7.5Hz) ; 3.80-3.70 (m, 1H, H-4); 3.62 (dd,
1H, H-1b, J*1,1p =7.5Hz, J*1p., =0.9Hz) ; 3.09 (bq, 2H, H-16, J*= 6.6Hz) ; 1.44 (s, 9H, H-20,21,22); 1.36-
1.24 (m, 20H, H-6 to H-15); 0.92 (s, 9H, H-26,27,28); 0.07 (s, 3H, H-23,24); 0.00 (s, 3H, H-23,24).

BC-.NMR (CDCl5, 75 MHz) & (ppm): 155.9 (C-18); 155.7 (C-29); 143.7 (C-32,43); 141.2 (C-37,38);
127.6 (C-35,40); 126.9 (C-36,39); 124.9 (C-34,41); 119.9 (C-33,42); 82.4 (C-4); 78.8 (C-19); 72.4 (C-3);
70.1 (C-1); 66.6 (C-30); 54.0 (C-2); 47.1 (C-31); 40.5 (C-16); 30.0, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.2, 26.7,
26.3 (C-6 to C-15); 28.3 (C-20,21,22); 25.7(C-26,27,28); 18.1 (C-25); -4.7, -5.0 (C-23,24).

HRMS m/z: calcd for C4HeaN,06SiNa [M+Na]*: 731.4431; found: 731.4434.

N-(11-(4-amino-3-(tert-butyldimethylsilyloxy)tetrahydrofuran-2-yl)undecyl)-7-
nitrobenzol[c][1,2,5]oxadiazol-4-amine (245)

5 g
5 \ 8/ 10

HoN O—SI
2 s

| 34 /76‘)\/H 2 /\N
07 "2 9 28

()

® e Nos Triethylamine (45uL, 0.324mmol, 2 eq) was added to a solution of (240) (88mg,
0.162mmol, 1 eq) in anhydrous THF (1.5mL). Then a solution of NBD-choride (36mg, 0.180mmol, 1.1
eq) in anhydrous THF (1.5mL) was added, and the reaction mixture was stirred at room temperature,

in the dark and under nitrogen. After 20 hours, the reaction mixture was diluted with EtOAc and
washed with water. The aqueous layer was extracted with EtOAc and the combined organic layers
were dried over magnesium sulfate and evaporated to dryness. The crude product was purified by
flash chromatography on silica gel in the dark (CH,Cl,/MeOH/NH; ag. 96:3:1 to 94:5:1) to give the
compound (245) as a brown oil (29mg, 32%).
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'H-NMR (CDCl5, 300 MHz) & (ppm): 8.49 (d, 1H, H-20, 155 ,c=8.4Hz); 6.16 (d, 1H, H-25, J*,5,6=8.4Hz);
3.98-3.93 (m, 1H, H-3); 3.90-3.86 (m, 1H, H-1a); 3.86-3.78 (m, 1H, H-4); 3.55-3.40 (m, 2H, H-2, 1b);
1.57-1.20 (m, 20H, H-12 to H-21), 0.94 (s, 9H, H-9,10,11); 0.11 (s, 3H, H-6,7); 0.09 (s, 3H, H-6,7).

MS (ESI): m/z=550.3 [M+H]"

4-amino-2-(11-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-ylamino)undecyl)tetrahydrofuran-3-ol or
jaspine B-NBD (246)

5
HN - OH

s N
Y “ % N9 To a solution of (245) (10mg, 0.0182mmol, 1 eq) in methanol (0.5mL) was
added a solution of NH4HF.HF (3uL, 0.0522mmol, 2.9 eq) in methanol (0.5mL). The reaction mixture
was stirred in the dark at room temperature for 24 hours, and quenched by addition of silica gel.
Then the mixture was diluted with CH,Cl,/MeOH (9:1) and filtrated through celite. The filtercake was
washed with CH,Cl,/MeOH (9:1), and the filtrate was evaporated to dryness. The crude product was
purified by flash chromatography on silica gel in the dark (CH,Cl,/MeOH/EtOH/NH; aqg. 94:3:2:1 to
90:10:0:0) to give the (246) as an orange solid (4mg, 50%). This compound revealed to be unstable

after isolation.

'H-NMR (CDCl5, 300 MHz) & (ppm): 8.50 (d, 1H, H-20, J*1650=8.7Hz); 6.16 (d, 1H, H-19, J*,9.,0=8.7Hz);
3.95-3.90 (m, 1H, H-3); 3.90-3.85 (m, 1H, H-1a); 3.75-3.65 (m, 1H, H-4); 3.55-3.45 (m, 4H, H-2, 1b, 16);
1.37-1.20 (m, 20H, H-6 to H-15).

MS (CI/NHs): m/z=436.1 [M+H]"

1((2E,4E)-5-(11-(4-((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-3-(tert-butyldimethylsilyloxy)-
tetrahydrofuran-2-yl)undecylamino)-5-diethylamino-1,5-bis(4-methylphenyl)penta-1,3-dienylium
tetrafluoroborate (247)

BF,

To a solution of 1-ethoxy-5-diethylamino-1,5-bis(4-
methylphenyl)penta-1,3-dienylium tetrafluoroborate ** (22mg, 0.049mmol, 1 eq) in MeCN (0.5mL)
was added (240) (30mg, 0.049mmol, 1 eq) dissolved in a mixture CH,Cl,/MeCN (1/1.5mL) and
triethylamine (7uL, 1 eq). After 48h stirring, the mixture was evaporated until dryness and the crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH 98:2 to 95:5) to give (247)
as a yellow oil (31mg, 62%).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 8.70-8.60 (bs, 1H, H-5); 7.80-7.70 (m, 2H, H-13,16); 7.63-7.53 (m,
2H, H-10-19); 7.45-7.35 (m, 2H, H-12,17); 7.35-7.30 (m, 2H, H-11,18); 7.15-6.90 (m, 8H, H-
39,40,42,43,46,47,49,50); 6.60 -5.90 (m, 3H, H-34,35,36); 4.41 (d, 2H, H-7, J*,5=6.6Hz); 4.30 (t, 1H, H-
2, 1%51a= 1,3=6.3Hz); 4.19 (t, 1H, H-8, J’5;=6.6Hz);4.13 (t, 1H, H-3, J*;,=4.5Hz); 3.90 (t, 1H, H-1a, J*,.
1=)*12 =7.9Hz); 3.80-3.67 (m, 1H, H-4); 3.67-3.57 (m, 1H, H-1b); 3.55-3.45 (m, 2H, CH, Et,N); 3.30-
3.20 (m, 2H, CH, Et,N); 3.10 (t, 1H, H-31, J’=7.5Hz); 2.32 (s, 3H, H-44); 2.31 (s, 3H, H-51); 1.80-1.65
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(m, 2H, H-21); 1.43 -1.02 (m, 2H, H-22 to H-30+ CH; Et;N); 0.92 (s, 9H, H-55,56,57); 0.07 (s, 3H, H-
52,53); 0.04 (s, 3H, H-52,53).

BC.NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 169.3, 169.1 (C-33,37); 162.2 (C-35); 155.8 (C-6); 143.9 (C-9,20);
141.3 (C-14,15); 139.9(C-41,48); 130.8, 129.9 (C-38,45); 129.3, 129.0, 128.9, 127.9, 127.7, 127.0,
124.9, 120.0 (C-39,46,42,49,40,47,43,50,12,17,13,16,11,18,10,19); 105.6, 102.3 (C-34,36); 82.4 (C-4);
72.5 (C-3); 70.2 (C-1); 66.7 (C-7) ; 54.0 (C-2); 47.1 (C-8); 44.9 (C-31); 29.7, 29.6, 29.5, 29.5, 29.2, 28.4,
26.9, 26.3 (C-21 to C-30 + C-NEt,); 25.7 (C-55,56,57); 21.3, 21.1 (C-44,51); 18.1 (C-54); 14.2, 12.4 (C-
NEt,); -4.6, -4.9(C-52,53).

MS (MALDI-tof) : m/z 924.61 (M, 100%).

1-((2E,4E)-5-(11-(4-amino-3-(tert-butyldimethylsilyloxy)tetrahydrofuran-2-yl)undecylamino)-5-
diethylamino-1,5-bis(4-methylphenyl)penta-1,3-dienylium tetrafluoroborate (248)

37 40

5 \_ﬁ% 41
N 08

P 42
38 H 19 1
4 R

To a solution of (247) (31mg, 0.0306mmol, 1 eq) in CH,Cl, (2.2 mL) under
nitrogen was added NHEt, (320 uL, 3.06mmol, 100 eq). The mixture was stirred overnight in dark.

After evaporation of the solvent under vacuum, the residue was purified by flash chromatography on
silica gel (CH,Cl,/ MeOH 98:2 to 90:10) to give the compound (248) (18 mg, 74%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.13-6.80 (m, 8H, H-24,25,27,28,31,32,34,35); 6.60-6.45 (m, 1H,
H-20); 6.10-5.90 (m, 2H, H-19,21); 3.92 (t, 1H, H-3, J*;,4= J*;,= 3.6Hz); 3.88-3.84 (m, 1H, H-1a); 3.82-
3.77 (m, 1H, H-4); 3.49 (m, 4H, H-1b, 2+ CH, Et,N ); 3.10-3.05 (m, 2H, H-16); 2.31 (bs, 6H, H-29,36) ;
1.75-1.65 (m, 2H, H-6); 1.57-1.17 (m, 18H, H-7 to H-15); 1.14 (t, 6H, CH; Et,N); 0.92 (s, 9H, H-
40,41,42); 0.09 (s, 3H, H-37,38); 0.07 (s, 3H, H-37-38).

BC-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 169.1 (C-18,22); 162.1 (C-20); 141.2, 139.9 (C-26,33); 130.8, 129.8,
129.2, 128.9, 128.8, 127.9 (C-23,30,24,31,27,34,25,32,28,35); 105.5, 102.3 (C-19,21); 82.5 (C-4); 74.5
(C-3); 71.6 (C-1); 55.8 (C-2); 44.9 (C-16); 30.5, 29.7, 29.5, 29.4, 28.9, 28.4, 28.3, 26.9, 26.4 (C-6 to C-15
+ CH, Et,N); 25.9 (C-40,41,42); 21.3, 21.1 (C-29,36); 18.2(C-39); 14.4 (CH; Et,N); -4.2, -4.5 (C-37,38).

“F-NMR (CDCl3, 282 MHz) & (ppm): -152.3

HRMS m/z: calcd for Cy44H7,N30,Si [M]*: 702.5419; found: 702.5394.

1-(5-(11-(4-amino-3-hydroxytetrahydrofuran-2-yl)undecylamino)-diethylamino-1,5-bis(4-
methylphenyl)penta-1,3-dienylium tetrafluoroborate (249)

5
Ha O

To a solution of (248) (60mg, 75.9umol, 1 eq) in MeOH (3mL) under
nitrogen was added a solution of NH,HF.HF (13uL, 0.2280mmol, 3 eq) in MeOH (2mL). The mixture
was stirred 24h in the dark at room temperature. The reaction was quenched with silica gel (1g).
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After 30 minutes of stirring, the solution was diluted with CH,Cl,/MeOH (9:1), filtered on celite and
concentrated. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/ MeOH
90:10 to 80:20) to give the compound (249) (21mg, 42%).

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.95-7.75 (bs, 2H, H-5); 7.35-7.10 (m, 8H, H-24, 25, 27, 28, 31, 32,
34,35); 6.62 (t, 1H, H-20, J*50.19= J*2021=13.2Hz); 6.31, 6.12 (2xd, 2x1H, H-19,21, J*=13.2Hz); 4.40-4.35
(m, 1H, H-3); 4.05-3.90 (m, 3H, H-1a, 2, 17); 3.85-3.70 (m, 3H, H-4+ CH, Et,N); 3.50-3.40 (m, 3H, H-1b
+ CH, Et,N); 3.40-3.30 (m, 2H, H-16); 2.44 (s, 6H, H-29,36); 1.80-1.60 (m, 2H, H-6); 1.55-1.30 (m, 21H,
H-7 to H-15 + CH; Et,N); 1.20-1.10 (m, 3H CHs Et,N).

3C-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 171.1, 169.2 (C-18,22); 162.7 (C-20); 142.2, 140.9 (C-26,33); 131.9,
130.9 (C-23,30); 130.0, 129.9, 129.8, 128.9 (C-24,31,27,34,25,32,28,35); 106.9, 102.2 (C-19,21); 83.3
(C-4); 70.5 (C-3); 68.5 (C-1); 54.6 (C-2); 49.1 (C-16); 45.8, 45.2 (CH, Et,N); 30.3, 30.2, 30.1, 30.0, 29.8,
29.3,28.8, 27.4, 26.7 (C-6 to C-15); 21.3, 21.2 (C-29,36); 14.2, 12.7 (CH; Et,N).

“F-NMR (CDCl3, 282 MHz) & (ppm): -151.7
HRMS m/z: calcd for C3gHsgN3O, [M]': 588.4536; found: 588.4529.
UV (EtOH): Amax = 439 nm, € = 59 545 L.mol ™ .cm™.

Fluorescence (EtOH): Aex =439 nM, Aem = 501 nm.
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I. Introduction

L’étude de modélisation moléculaire, présentée dans le Chapitre 1, a conduit a la conception in silico
de plusieurs iminosucres analogues du céramide. Ces ligands potentiels du domaine START de CERT,
de type azépane ou pipéridines, sont représentés dans la Figure 1 ci-dessous.

HO R OH
: OR 0 0w - LOH HO,, O.q
HO HO, A0 R R HO\/(T
HN HO\\\“' N
“o-R HO NH N H
L125/L127 L046 L124 L141 L060

Figure 1 - Iminosucres congus par modélisation moléculaire

Ce chapitre abordera principalement la synthese des pipéridines trihydroxylées L125 (R;=R,=Cy,H;s)
et L127 (R;=Cy,H,set R,=H). Ces syntheses ont été réalisées en collaboration avec le Pr. Antonio
Burtoloso (Institut de Chimie de Sdo Carlos, Université de S3ao Paulo, Brésil), a partir d’un
intermédiaire dihydropyridin-3-one. Ce projet a donné lieu a un séjour de trois mois dans son
laboratoire pour réaliser la synthese de ces composés. Cette énone est obtenue par réaction
d’Horner-Wadsworth-Emmons (HWE) entre un diazophosphonate et un aldéhyde donnant
Iintermédiaire diazocétone-o,[3-insaturée de géométrie Z, puis une réaction d’insertion NH
intramoléculaire. La fonctionnalisation de cet intermédiaire donne accés aux deux pipéridines

ciblées.
o o
OH Pho’ﬁ’\)ﬁ
HOL.__~._ . OH O~ O PhO N,
N N N7~ HN 5
R R R RHN"

()
Schéma 1 - Stratégie de synthése de pipéridines trihydroxylées par la méthode du Pr. A. Burtoloso

La syntheése des autres analogues qui n’a pas pu étre réalisée au cours de la these sera abordée dans
les perspectives du chapitre.

II. Synthese duligand L127

1) Stratégie de synthese

Ce composé de symétrie C,, devrait étre favorablement reconnu par la protéine grace a un nombre
réduit de complexes possibles ligand-protéine. C'est donc un composé d’intérét pour I'évaluation in
vitro. Afin de synthétiser ce composé, nous avons utilisé la méthode du Pr. A. Burtoloso pour former
le motif pipéridine polyhydroxylée. Notre choix s’est porté sur une protection de I'amine N-Cbz
permettant ainsi une insertion directe de la chaine N-alkyle par amination réductrice. Les
groupements hydroxyles sont introduits par réduction et dihydroxylation de lintermédiaire
dihydropyridinone, qui peut étre synthétisé par insertion NH intramoléculaire a partir d’une (2)-
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diazocétone o,B-insaturée. Enfin, le motif (2)-diazocétone-o,B-insaturée est obtenu par (2)-
oléfination de HWE a partir du diazophosponate et du 2-aminoacétaldéhyde protégé (cf. Schéma 2).

C,

U o O

™ o Oléf PhO’B\)H
Amination H Réduction léfination /
HO ~OH réductrice 1O ~OH Dihydroxylation Og_-x Insertion NH O HWE PhO ,l\l
> — Tj P— P f— 2
) ) \ NE 0
CioHzs Cbz Cbz Cbz CbzHN™ >
() (%)
L127

Schéma 2 - Analyse rétrosynthétique du ligand L127

2) Syntheése du composé

Préambule : I'ensemble des étapes de synthése jusqu’a la trihydroxypipéridine N-protégée ont été
réalisées et optimisées avant mes travaux dans le laboratoire du Pr. A. Burtoloso (Institut de Chimie
de Sdo Carlos, Université de Sdo Paulo, Brésil) sur le composé N-Ts. Pour le composé N-Cbz, la
synthése a été menée jusqu’a I'intermédiaire dihydropyridinone.’ La majorité des étapes de synthése
de ce composé a donc été optimisée au laboratoire du Pr. A. Burtoloso.

a) Formation de la (Z)-diazocétone o,B-insaturée

La premiére partie de la synthése consiste a former le motif (Z)-diazocétone-o,3-insaturée a partir du
diazophosphonate et de l'aldéhyde. La synthése a ainsi débuté par la préparation de ces deux
intermédiaires, puis leur mise en réaction dans I'oléfination d’"Horner-Wadworth-Emmons.

Synthese du diazophosphonate

Dans un premier temps, la diphénylphosphite commerciale est engagée dans une réaction de
Michaelis-Becker avec le benzylbromoacétate dans les conditions décrites par K. Ando * pour fournir
la diphénylphosphorylacétate de benzyle. Bien que le rendement de cette réaction soit faible, cette
méthode présente I'avantage d’utiliser des précurseurs commerciaux et non toxiques contrairement
aux autres méthodes d’obtention de ce type de composés.” > Afin d’éviter I’hydrolyse de I'ester de
phosphonate, I'hydrogénolyse est privilégiée a la saponification pour obtenir I'acide (250).

O BrCH,COOBN, TEA, O O Pd/C 10%, Hy O O
i DCM | AcOEt i
/P\ _— /P _— /P
PhO" | H - PhO /\)J\O/\Ph PhO™ OH
PhO 0°CaTA, 1h PhO TA, 3h PhO
31% 95% (250)

Schéma 3 - Syntheése de I'acide (250)

L’acide (250) est ensuite activé en présence de chlorure d’oxalyle, puis additionné a une solution de
diazométhane pour fournir le diazophosphonate (251) dans les conditions décrites par Pr. A.
Burtoloso® avec un rendement global de 20% sur trois étapes.
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o O COCl), CHCI o O CH Ny, O O
P (COCh, CHCls B L Et,0. THF i
PhO” | OH — ™| PhO7y Cl ———— > PhO"y |
PhO reflux, 2h PhO 0°C, 30min PhO
(250) 69% (251)

Schéma 4 - Synthése du diazophosphonate (251)

Synthése de 'aldéhyde

En parallele, I'éthanolamine commerciale est préalablement N-protégée par un groupement
carboxybenzyle (Cbz) selon la procédure d’l. Izzo et F. D. Ricardis.* L’alcool (252) est ensuite oxydé en
présence d’acide 2-iodoxybenzoique (IBX) > pour fournir I'aldéhyde (253). Les rendements obtenus
sont comparables avec ceux de la littérature.

CICOOB, IBX,
OH DCM OH AcOEt 0
HN > ———— N A~
2 occataten  CPZAN reflux, 3h CbzHN
93% (252) quantitatif (253)

Schéma 5 - Syntheése de I'aldéhyde (253)

Oléfination d’Horner-Wadworth-Emmons

La réaction de HWE, adaptée de la réaction de Wittig, est une méthode courante pour préparer des
esters o,P-insaturés. L’anion phosphonate nucléophile réagit avec un composé carbonylé pour
donner un alcéne et un ester d’acide phosphorique. La stéréosélectivité de la réaction est basée a la
fois sur le contréle thermodynamique et cinétique de la formation des adduits de configuration threo
et erythro et de leur décomposition en oléfines. La géométrie de I'oléfine sera déterminée par la
stéréosélectivité et la réversibilité de I'étape initiale de formation de la liaison C-C conduisant aux
adduits intermédiaires. Généralement, la réaction favorise [I'oléfine (E), plus stable
thermodynamiquement. Différentes conditions, telles que le choix du cation (M?), la température, le
solvant et la nature du réactif phosphonate (substituants Ry sur le Schéma 6), ont été étudiées par W.

2,3,7-9

Still et C. Gennari,® ainsi que K. Ando, pour favoriser la formation de (2)-esters o,3-insaturés.

M-..

(0]
O/ HY R lent M /O rapide
W ———— \O Wy =\
o RORP ’ RO, R Ry(0)C" R
HY YC(O)R o oléfine (2)
o 0 /;‘P"de ) " COR, RO 1°0-M
Il:l’\)J\ érythro 1R1 :
R{07 R,
R,O
x
M.
Rg H {apide - R
_ id 3
B M\\ (\)\ R. A\ H ‘_Ient rapiae —
(RO)2P R,(0)C
HY C(O)R, g oléfine (E)
RO 1 0-M
thréo 1R1(/)

Schéma 6 - Mécanisme de la réaction HWE, adapté de K. Ando 7

Dans le cas de réaction avec un dialkylphosphonoacétate (R;=alkyl), la formation de I'adduit threo
plus stable thermodynamiquement serait favorisée, aboutissant a la formation de I'oléfine trans. En
revanche, dans le cas de réaction avec des phosphonoacétate de type Still-Gennari et Ando (R;=

231



Chapitre 4 : Synthése d’iminosucres

CF5;CH,- ou Ph-), une (2)-sélectivité est observée. Deux facteurs pourraient étre a I'origine de cette
sélectivité. D’une part, la formation de I'adduit erythro serait privilégiée cinétiquement par une géne
stérique entre les groupements R, encombrants et R;. D’autre part, cet adduit erythro serait formé
de facon irréversible. Les substituants R, électro-attracteurs des phosphonoacétates de type Still-
Gennari et Ando (pKa PhOH = 10.0, pKa CF;CH,0OH = 12.4, pKa CH;CH,0OH = 16) exacerbent le
caractere électrophile du phosphore de I'adduit a cing centres, augmentant ainsi sa réactivité. La
formation de I'adduit a quatre centres serait alors privilégiée a la décomposition de I'adduit a cinqg
centres en produit de départ, expliquant la formation prédominante d’oléfine cis.

Ainsi, le diazophosphonate (251) de type Ando est mis en réaction avec |'aldéhyde (253) en présence
de tert-butylate de potassium a -78°C pour fournir un mélange de 7y-aminodiazocétone-a,[3-
insaturées (254) avec un rendement de 68% et une sélectivité Z/E de 6:4. Ce rendement et cette
sélectivité sont légérement plus faibles que ceux décrit dans la littérature,” probablement di a une
montée en échelle d’un facteur 10.

o 9 .

P tBUOK, THF = 0

- O )
PhF(’)h(l)Q% CbzHN ¥~ & —— (\E CbZHN/\/\ﬁ

N 0°C, -78°C puis 0°C, 2h  'NH "N SN

(251) (253) 68%, ratio Z/E=6:4 ! 2
Cbz
(254-2) (254-E)

Schéma 7 - Synthése de la diazocétone o,—insaturée (254)

b) Formation de la dihydropyridinone

La y-aminodiazocétone-o,B-insaturée (254-Z) posséde la géométrie appropriée pour la formation
d’un hétérocycle azoté par réaction d’insertion N-H intramoléculaire par catalyse métallique. Ainsi, la
mise en réaction de (254-Z) dans les conditions optimisées du Pr. A. Burtoloso * permet d’accéder a la
dihydropyridinone (255) avec une rendement de 55% en évitant les réactions secondaires d’insertion

C-H et de cyclopropanation.™®
@) Cu(acac) 0)
—_—_—

NS
NH N2 reflux, 1 min N
Cbz 55% Cbz
(254-2) (255)

Schéma 8 - Synthése de la dihydropyridinone

c) Fonctionnalisation

Afin d’accéder au composé cible, trois étapes de fonctionnalisation de la brique dihydropyridinone
(255) sont nécessaires. Dans un premier temps, la réduction de (255) dans les conditions de Luche
permet d’accéder a un mélange racémique de I’hydroxydihydropyridine (256) avec un rendement de
82%, comparable au rendement avec le composé N-Ts.!

O  NaBH, CeCly OH
_—

'T‘ -78°C, 1h30 'T'
Cbz 82% Cbz
(255) (256)

Schéma 9 - Synthese de I’hydroxydihydropyridine (256)
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L’hydroxydihydropyridine (256) est ensuite engagée dans une cis-dihydroxylation sélective catalysée
au 0s0, ™ pour donner une mélange racémique de la trihydroxypipéridine (257a) avec un rendement
de 78% comparable a celui obtenu avec le composé N-Ts.*

OH QH
OH  0sO; NMO, HO WOH HO,, A_.OH
(j/ H20/acetone O
TA, 48h N N
Cbz 78% Cbz Cbz
(*) *) (*)
(257a) (257b)

(256)
diastéréoisomére
non observé

Schéma 10 - Syntheése de la trihydroxypipéridine (257a)

De la méme facon que pour le composé N-Ts, un seul diastéréoisomére a été obtenu. Deux
rotameres du carbamate (257a) sont observables en RMN se traduisant par des signaux mal définis
en RMN 'H et un dédoublement des signaux en RMN C. La confirmation de la forme
diastéréoisomere (257a) et non (257b) est difficile a ce stade malgré les expériences 2D en RMN a
cause de la mauvaise définition des signaux due a la forte flexibilité conformationnelle du composé.

Enfin, 'amination réductrice de la pipéridine N-Cbz (257) dans des conditions similaires a J. Joglar et
P. Clapés ' en présence de dodécanal a permis d’accéder a la dodécylpipéridine trihydroxylée (258)
ciblée avec une rendement de 74%.

OH Pd/C 10%, Ha, OH
HO\h,\»OH C11H23CHO, HO\('j@OH
H,O/EtOH

R ——
'}' TA, 9h ’T‘
Cbz 74% CyoHos
) (%)
(257a) (258)

Schéma 11 - Synthése de la pipéridine L127 ciblée (258)

Les signaux RMN de ce composé sont bien résolus, permettant une analyse détaillée des constantes
de couplage. Les constantes de couplage 1354 et J?,5 sont respectivement de 3.0Hz et 7.5Hz. D’aprés
la courbe de Karplus, les angles diedres correspondant indiquent une configuration cis des protons
Hs-H,, et une configuration trans des protons H,-Hs (cf. Tableau 1). Ces résultats confirment ainsi la
formation d’un seul diastéréoisomere lors de la dihydroxylation.
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Tableau 1 - Attribution RMN du composé (258)

atome S (ppm) $? (Hz)
H-2a 2.90-2.75 -
H-2b 2.35 -
1?5,,=5.7 (trans) ;
- .92
H=3 39 13.4= ’55,=3.0 (cis).
1245=3.0 (cis) ;
Ha 343 145275 (trans).
15.6.=3.9 (cis) ;
H- .82
> 38 .135,4= J35.5b:7.5 (tranS).
Hep  (258p) OH H-6a 2.90-2.75 -
H-6b 2.18 -

Le composé ciblé (258) (ou L127) a ainsi été synthétisé en sept étapes a partir de I’éthanolamine
commerciale avec un rendement global de 10%. L’interaction de cette molécule avec le domaine
START de CERT pourra étre évaluée in vitro.

III. Synthese duligand L125

Afin d’accéder a la pipéridine L125 ciblée, plusieurs stratégies ont été envisagées a partir des
intermédiaires de la synthese précédente.

OH OH
O «OH HO OR OH
C1 2H25/ W W 2 7
p— p—
N N N

| | |
Ci2Hzs R4 R4
N

() () (2)

L125
Schéma 12 — Analyse rétrosynthétique du ligand L125
1) Premiere voie de synthese

a) Protection des trans-diols vicinaux de la trihydroxypipéridine (257a)

La premiére méthode utilisée pour accéder a I'analogue désiré consiste a insérer sélectivement une
chaine dodécyle en position 3 sur un pipéridine trihydroxylée. Pour cela, une protection des diols
vicinaux en configuration trans, utilisée en chimie des sucres, a tout d’abord été envisagée.

R3
R24, R,
OH (@) IRy OH
CooHas _0O 0 ~OH HO W0 HO WOH
216 j— [—
N N N
Ci2H2s R4 R4

()
Schéma 13 - Premiére analyse rétrosynthétique de L125

Différentes méthodes de protection sélective de diols vicinaux trans-diéquatoriaux ont été
développées au cours des dernieres années. Cette sélectivité repose sur la formation de I'acétal
présentant le moins de géne stérique et un contréle de la configuration par effet anomérique dans le
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cas de carbohydrates. Ainsi, S.V. Ley et ses collaborateurs reportent au début des années 90,
I"utilisation du 3,3’,4,4’-tétra-hydro-6,6’-spirobi-2H-pyrane (bis-DHP) pour former sélectivement des

dispiroacétals sur différents carbohydrates.”* ™

Un an apreés, cette méme équipe propose l'utilisation
du 1,1,2,2-tétraméthoxycyclohexane (TMC) pour protéger sélectivement des carbohydrates par des
cyclohexane-1,2-diacétals.’® ” Bien que ces groupements, bis-DHP et TMC, soient trés sélectifs dans
la protection des 1,2-diols trans-diéquatoriaux, leur préparation reste colteuse. L’utilisation du
2,2,3,3-tétraméthoxybutane (TMB), plus simple d’acces et moins coliteux, a été développée par J.W.
Frost et ses collaborateurs comme alternative au bis-DHP et TMC pour la protection de diols vicinaux
trans-diéquatoriaux en formant un butane-2,3-bisacétal (BBA) . Cette méthode a par la suite été
simplifiée par I'équipe de S. V. Ley.19 Cette simplification consiste a faire directement réagir la
butane-2,3-dione, sur le 1,2-diol en présence de triméthylorthoformate et d’'une quantité catalytique
d’acide (acide camphresulfonique (CSA) ou (BF;0Et,), permettant la formation « one pot » du BBA.

Ce dernier protocole a ainsi été appliqué sur la pipéridine (257a).

M
0 MeO,,) © OMe
OH )j\cr)(CH(OMe) o/kﬁMe
HOL 3~ wOH  CSA MeOH HO «0
3°5 —_— ¢ >
2 ,1?, 6 65°C, 24h Iﬂ
Cbz Cbz
() ()
(257a)

Schéma 14 - Protection de (257a) par la formation d’un butane-2,3-bisacétal (BBA)

Aucune conversion de (257a) n’a été observée lorsque celui-ci est mis en réaction avec la butane-2,3-
dione, le triméthylorthoformate et une quantité catalytique de BF;OEt, dans le méthanol a
température ambiante ou a reflux. Il en est de méme en utilisant le CSA a la place du BF;0Et, dans le
méthanol a reflux, malgré des temps de réaction prolongés jusqu’a 72 heures.

Le BBA de (257a) a donc été impossible a obtenir alors que nous avons pu protéger I'ester de I'acide
quinique dans les mémes conditions avec un rendement de 68% apres recristallisation, comme décrit
dans la littérature.”

Cette absence de réactivité de (257a) pour former I'acétal pourrait étre due a une prédominance du
conformére trans-diaxial (a droite sur le Schéma 15), la protection ne pouvant se faire que sur des
diols vicinaux trans-diéquatoriaux (a gauche sur le Schéma 15).

OH ax
Cbz_ 1 2 3
" 6 5. \4 OH eq - 1/
Cbz
OH eq

OH ax
Schéma 15 - Hypothése d'équilibre des conforméres de (257a)

b) Protection des trans-diols vicinaux des trihydroxypipéridines (258) et (264)

Afin de pallier ce probléeme, la protection a été réalisée sur d’autres pipéridines trihydroxylée N-
substituée. Cet autre substituant pourrait alors favoriser le conformére trans-diéquatorial au
conformeére trans-diaxial.

Ainsi, dans un premier temps, la pipéridine (258) a été engagée dans la réaction de formation du BBA
dans des conditions similaires a celles décrites par S. V. Ley et ses collaborateurs.'® Seule la quantité
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de CSA a été augmentée de 0.2 équivalent a 1.2 équivalents pour tenir compte de la présence de
I’azote protonable de I'amine (258). Aucune conversion n’a été observée apres 72 heures de reflux,
probablement a cause d’un positionnement axial des diols trans-vicinaux.

Me
MeO,,
© o ome
“Me
dlacethyl CH(OMe)s,

HO\@ \\\O CSA MeoH HO -\‘\\O
65° C 72h ITJ

C.H Ci2Has
~125125 *)

(258)
Schéma 16 - Protection de (258) par la formation d’un butane-2,3-bisacétal (BBA)

Enfin, la formation d’un BBA a été envisagée sur la N-tosylpipéridine trihydroxylée (264). Bien que le
groupement tosyle ajoute une étape supplémentaire de déprotection pour insérer la chaine N-alkyle
dans la synthése du composé cible, ce composé présente I'avantage d’avoir déja été synthétisé au
laboratoire du Pr. A. Burtoloso avec des rendements convenables et une bonne sélectivité Z/E lors de
I'oléfination d’HWE."

Ainsi, d’aprés le protocole du Pr. A. Burtoloso, la synthése de (264) a débuté par la mono-protection
de I’éthanolamine avec un groupement tosyle dans des conditions classiques de N-tosylation.
L’alcool (259) en ensuite oxydé en présence d’IBX pour fournir I’aldéhyde (260).

TsCl, NEts, IBX,
OH DCM OH ACOEt o
H,NT > ————— A —— - PN
? 0°C & TA, 16h TsHN reflux, 3h TsHN
86% (259) quantitatif (260)

Schéma 17 - Synthése de I'aldéhyde (260)

L'aldéhyde (260) est ensuite engagée dans une oléfination d’"HWE avec le diazophosphonate (251)
pour fournir un mélange de y-aminodiazocétone-o,f3-insaturées (261) avec un rendement de 32% et
une sélectivité Z/E de 6:4.

Q O o
P tBUOK, THF = o)
PhO /% TN — - (\E TSHNT ==
PhO N

0°C, -78°C puis 0°C, 2h NH ~N; N
(251) (260) 32%, ratio ZIE=64 1 N,
(261-2) (261-E)

Schéma 18 - Synthése de la diazocétone o, B-insaturée (261)

Le composé (261-Z) est mis en réaction d’insertion NH pour former la dihydropyridinone (262) avec
un rendement de 51%. La réduction de (262) dans les conditions de Luche permet d’accéder a
I'alcool (263) avec un rendement de 63%. La dihydroxylation sélective de (263) conduit a la N-
tosylpipéridine trihydroxylée (264) avec un rendement de 74%.

Sur I'ensemble des étapes de cette synthése, les rendements obtenus sont plus faibles que ceux
annoncés dans la littérature,’ mais non significatifs car les expériences n’ont été réalisées qu’une
seule fois.
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OH
0 Cu(acac),, _~O  NaBH, CeCl;, _~_OH 0s04, NMO, HO ~OH
CeHe CH,Cl, MeOH (j/ H,O/acétone
~ —_— - = —_—
N )
NH 2 reflux, 1 min N 78°C. 1h30 N TA 48h l}l
Ts 51% Ts 63% Ts 74% Ts
(261-2) (262) (263) (%)
(264)

Schéma 19 - Synthése de la N-tosylpipéridine trihydroxylée (264)

La pipéridine (264) a été engagée dans la réaction de formation du BBA dans les conditions de S. V.
Ley et ses collaborateurs.™ Cette fois encore, aucune conversion n’a été observée apres 48 heures de
reflux, probablement encore a cause d’un positionnement 1,2-diaxial des diols trans-vicinaux.

Me
MeO,,
&Fu, OMe
7 diacéthyl, CH(OMe) T Twme
iacéthyl, e)s,
HO\@'\\\\OH CSA, MeOH 3 Ho\h‘\\\\o
— e -
N 65°C, 24h N
' )
Ts s
(*) (%)

(264)

Schéma 20 - Protection de (264) par la formation d’un butane-2,3-bisacétal (BBA)

c) Calculs DFT
Face aux échecs expérimentaux de protection du motif trans-1,2-diol des pipéridines trihydroxylées;
I'ester quinique, la pipéridine (257a) et la pipéridine trihydroxylée NH," ont été modélisée sous
Gaussian en utilisant la fonction de densité (DFT) au sein du laboratoire par le Dr. Christiane André-

Barreés.
OH OH
‘\\\\O H H O\(‘j ‘\\\\O H H O\('j ‘\\\\O H
) N
HO CO,Me Cbz H,
ester quinique pipéridine N-Chz pipéridinium
(257a)

Figure 2 - Structures évaluées par DFT

Quatre conformeres, c-1, c-2, c-3 et c-4, ont été sélectionnés pour la pipéridine (257a) apres des
calculs préliminaires en HF/STO-3, conforméres pour lesquels les énergies relatives des minima ne
variaient pas de plus de 3kcal/mol. Les géométries des conforméres les plus stables sélectionnés,
ainsi que les deux conforméres, ester-1 et ester-2 de l'ester quinique, les deux conformeres,
pipéridinium-1 et pipéridinium-2 de la pipéridine trihydroxylée NH," ont été optimisées au niveau
B3LYP 6-31+G(d,p) en phase gaz. Un calcul des fréquences a 298K sur les minima a permis de calculer
I’énergie libre de Gibbs de chaque conformére. Enfin, la population de chaque composé a été
évaluée par calcul de la distribution de Boltzmann, permettant ainsi d’estimer la proportion relative
de chaque conformeére :
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(&)
g i, kg
Pj =P (eq.1)

L'ensemble des résultats est reporté dans le Tableau 2 suivant.
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Tableau 2 - Géométrie et énergie de Gibbs des conforméres de I’ester quinique, de la pipéridine NH," et N-Cbz au niveau

B3LYP/6-31+G(d,p) dans le vide.

Ester quinique

ester-1

ester-2

G (298K) -750.46830 -750.46086
AG (kcal) 0 +4.66
Distribution (%) 99.99 0.01

d oaos (A) 278 -
Angle diéedre o4-ca-csos (°) 55.83 -

Pipéridinium

pipéridinium-1

pipéridinium-2

G (298K) -477.81147 -477.81823
AG (kcal) +4.24 0
Distribution (%) 0.08 99.92
dosos (A) 2.93 -
Angle diédre os.ca-cs.05 (°) 66.42 -

Pipéridine (257a)

G (298K) -936.31690 -936.31720 -936.31541 -936.31609
AG (kcal) +0.19 0 +1.13 +0.70
Distribution (%) 33.25 45.83 6.82 14.10
dosos (A) 2.88 2.89 - -
Angle diédre 62.30 63.45 i i

04-C4-C5-05 ( ° )

L'analyse des résultats de modélisation de I'ester quinique indique que la conformation trans-

diéquatorial serait la seule présente pour ce composé. Cette forme permet un positionnement

optimal des groupements hydroxyles pour la protection par le BBA.
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Les déplacements chimiques et constantes de couplage des pipéridiniums 1 et 2 ont été calculés en
B3LYP/6-31+G(d,p) en utilisant le modele implicite de solvant (PCM, « polarizable continuum
model ») pour le méthanol. Ce calcul a été effectué sur les géométries obtenues en B3LYP/6-
31+G(d,p). Les spectres ont ensuite été simulés dans Mestre a partir des déplacements chimiques et
des constantes de couplage calculés.

OH

HO WOH

I
6—
Tz =
B3N man

H-3 H-5 H-6a H-4 H-2a |H-2b H-6b

T T T T T T T T T T T T T T T
§ 50 (N 38

ar
0y =
L)

ppm
Figure 3 - Spectre RMN "H calculé (B3LYP/6-31+G(d,p)) du pipéridinium 1
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GH
HO SO
= \E 4
25fig e
H-6a
H-6b H-23 H-2b
=

L= ]
o
=

Figure 4 - Spectre RMN 'H calculé (B3LYP/6-31+G(d,p)) du pipéridinium 2
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Figure 5 - Spectre RMN 'Hdela pipéridine (258), zoom entre 4 et 2 ppm
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En revanche, le conformeére pipéridinium-2 trans-diaxiale serait le seul existant, empéchant la
formation de I'acétal. Les spectres RMN *H simulés du pipéridinium-1 et du pipéridinium-2 ont été
comparés au spectre RMN *H de la N-dodécylpipéridine (258). Le spectre RMN *H du composé (258)
est similaire au spectre simulé du pipéridinium-2, indiquant que celui-ci adopterait la méme
conformation que le pipéridinium-2, soit en trans-diaxiale. Cette conformation expliquerait
I'impossibilité de protéger des diols vicinaux en position trans par un acétal.

Enfin, la structure du carbamate (257a) semble plus flexible que les autres pipéridines, notamment
par les nombreuses formes rotameres du groupement Cbz. Les deux conformeres c-1 et c-2, trans-
diéquatoriaux, seraient présents a 79% contre 21% pour les conformeéres c-3 et c-4 trans-diaxiaux.
L'hypothese d’un positionnement trans-diaxial des diols vicinaux n’explique pas a elle seule
I'impossibilité de former I'acétal, puisque cette forme resterait minoritaire. Par contre, une
différence est a noter entre les formes trans-diéquatoriales des pipéridines et de I'ester quinique. La
distance entre 04 et O5 et I'angle diédre 04-C4-C5-05 sur I'ester-1 sont de 2.78A et 55.83° alors que
ces valeurs sont plus élevées pour les pipéridines : 2.88A et 62.30° pour la forme c-1 et 2.89A et
63.45° pour la forme c-2. Ces deux parametres pourraient donc expliquer la différence de réactivité
et de sélectivité de cette protection.

ester-1

Figure 6 - Distances 04-05 sur le conformeére ester-1 et sur les conforméres c-1 et c-2 de la pipéridine (257a)

Ainsi, cette protection semble impossible sur les pipéridines soit a cause d’une forme trans-diaxiale
prédominante, soit a cause d’une distance 04-05 et d’un angle diédre 04-C4-C5-05 trop importants
sur les formes trans-diéquatoriales. Le composé cible semble donc inaccessible par cette voie de
synthese.

2) Deuxieme voie de synthese

La deuxieme méthode envisagée consiste a insérer sélectivement une chaine dodécyle en position 3
par ouverture sélective d’un benzilideneacétal.

Ph
OH }~o OH
0 \OH o (OR HO (OR OH
CizHas 345 \ﬁj ’ e (j/
216 _ _ _

N N N N
Ci2Has Rq R4 R4

N

(*) (2) (*) () s

chéma 21 — Deuxiéme analyse rétrosynthétique de la trihydroxypipéridine N,0-alkyle
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Formation du benzylidéneacétal

Avant la synthése du benzylideneacétal, I'intermédiaire racémique (256) est benzylé dans des
conditions utilisées par A. Riera ** pour fournir 'alcool benzylique (265) avec un rendement de 73%.

OH BnBr, NaH, OBn
(j/ DMF 7
_—
'Tl 0°CaTA, %h 'Tl
Cbz 73% Cbz
() (%)
(256) (265)

Schéma 22 - Synthése de I'alcool benzylique (265)

La dihydroxylation sélective de (265) selon la procédure de D. Y. Cha ' donne accés la pipéridine
(266) avec un rendement de 91%. Comme précédemment, un seul diastéréoisomére a été obtenu
avec distinction de deux rotameres en RMN *H et ©°C.

OH
> OBn  0sO,4 NMO, HO ~0Bn
H,O/acétone
_—
'T‘ TA, 48h 'Tl
Cbz 91% Cbz
(%) (*)
(265) (266)

Schéma 23 - Synthése de la pipéridine (266)

Enfin, la dihydroxypipéridine (266) a été engagée dans une réaction d’acétalisation avec le
benzaldéhyde diméthylacétal en présence de CSA ** pour fournir deux diastéréoisoméres
benzylideneacétal (267a) et (267b) séparables par chromatographie. Les deux diastéréoisoméres ont

été obtenus avec un rendement de 91% et un ratio respectif de 3:7.

Ph, Ph

OH ~0 Yo

HO \OBn  PhCH(OCH), O\Ejﬂ“\oan ijﬂ“\OBn
CSA, MeCN
_——

\ 50°C, 15h N N

Cbz 91%, Cbz Cbz

(%) ratio majo/mino = 7:3 (*) ()

(266) (267a) et (267b)

Schéma 24 - Synthése du benzylideneacétal (267)

Ouverture sélective du benzylideneacétal

L'ouverture du benzylideneacétal (267) a ensuite été envisagée. Différentes conditions,
majoritairement utilisées sur des carbohydrates, sont disponibles pour ouvrir régiosélectivement un
benzylideneacétal. Elles reposent sur 'utilisation d’un acide et d’'un donneur d’hydrure. Le Tableau 3
ci-aprés, rassemble les systemes les plus couramment utilisés. Le benzylideneacétal est
généralement réduit au niveau de I'oxygéne le moins encombré, mais les effets électroniques des
substituants adjacents et du solvant peuvent influencer le régiosélectivité.
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Tableau 3 — Exemples de conditions classiques d'ouverture régiosélective de benzylideneacétals

Donneur d'hydrure | NaBHsCN | BHs.THF | MesNBH; | Me,NHBH; | Et:SiH | Me,EtSiH | LiAIH, | DIBAL
Acide

HC| X23»25

TFA XZS, 26

TMSOTf x>

Bu,BOTf x*

Cu(on)z XZS, 27 XZS X27 XZS

V(0)(OTf), x*

A|C|3 XZS XZS, 28

BF?’OEtZ X29 XZS XZS, 27

Ticl, x>’

CoCl, x*

~ XZZ, 25

Dans un premier temps, des conditions similaires d’ouverture sur des benzylidéneacétals d’azépanes

décrites par Y. Blériot *

ont été appliquées sur les benzylideneacétals (267). Le traitement de (267b)

ou (267a) avec 15 équivalents de DIBAL dans le toluene a 0°C a conduit a un mélange de produits

d’ouverture N-méthyl (268a) et (268b) non attendus mais avec la régiosélectivité souhaitée.

Ph
70

O\h WOBn DIBAL (15eq), Ho\h «OBn BnO\('j «OBn
toluéne
N 0°C, 40min

Cbz 91%

(*) ratio (268a)/(268b) = 83:17 (i) (J_r)

(267) (268a) (268b)

OBn

Schéma 25 - Ouverture régiosélective du benzylideneacétal (267)

L'ouverture régiosélective de I'acétal (267) ne semble pas étre dirigée par la configuration du centre
acétalique puisque les mémes résultats sont obtenus en partant du composé (267a) ou (267b). Cette
régiosélectivité pourrait étre gouvernée d’'une part par une géne stérique entre le groupement
benzyloxy et le DIBAL sur les intermédiaires avec une attaque en O-4 menant au produit d’ouverture
minoritaire, et d’autre part, par I'influence du groupement carboxyl du Cbz qui pourrait se lier au
DIBAL pour former un complexe intermédiaire bidente menant au produit d’ouverture majoritaire
(cf. Schéma 26).

Bien que des exemples de réduction des carbamates N-Cbz (ou N-Boc) pour fournir la méthylamine
ont été reportés en présence de LiAlH, dans le THF a reflux,® cette réduction n’a jamais été décrite
dans le cas de DIBAL ou a 0°C. Cette réaction secondaire inattendue est probablement due au large

exces en DIBAL (cf. Schéma 26).
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)\ Ph
Al Q OW
N Ph Ph” 0 ﬁ Ph
6/ . e s 5.\ O DIBAL o 5

()l\ O/S OBn4 \ )J\ Oﬁ

Ph” 0 N;\ o (267) N ﬁ {

Al
o o8 [ ipn,
y Ph (iPr)Al
—~ ] /’/ \

iPr)Al AT /K o
( )2 (o) NN 5 )|\ O Ph

Ph" 07 N g‘rv Q 0Bn

OBn
\\//r&+ NN

N
DIBAL ‘ OBn O-Al(iPr),
Ph OBn
H H O \ H,0
(iPr,Al 2K 0 OBn
07N s )J\
Ph" N0 N:;\ _
OH (iPr),Al(OH)
OBn

minoritaire

non observé

o OH

OBn
OBn

majoritaire
non observé

OBn

produit secondaire
(269)

Schéma 26 - Mécanisme proposé pour I'ouverture du benzylidéneacétal (267) et la méthylation de 'amine

Afin de limiter cette réaction secondaire, nécessitant 3 équivalents de DIBAL (cf. mécanisme proposé
Schéma 26), différentes conditions de température et nombre d’équivalent en DIBAL ont été
évaluées sur le composé majoritaire (267b).

Tableau 4 - Résultats de I'ouverture du benzylidéneacétal (267b)

Entrée DIBAL Temps Solvant Température | Rendement (269)
1 3eq 1h toluéne -78°Ca-10°C 0%
2 3eq 4 jours THF -78°Ca-10°C 0%
3 1,5eq + 1,5eq apres une nuit 23h toluene 0°C 69%
4 3eq 1h toluene 0°C 53%

Aucune conversion du benzylidéneacétal (267b) n’a été observée apres son traitement avec 3
équivalents de DIBAL dans le toluéne ou le THF de -78°C a -10°C (entrées 1 et 2 du Tableau 4). Le
traitement de (267b) avec 1,5 équivalents de DIBAL dans le toluene a 0°C n’a abouti a aucune
conversion de l'acétal au bout de 21 heures de réaction. L'ajout de 1,5 équivalents de DIBAL
supplémentaire a 0°C a conduit a la formation de I'acétal (269) avec un rendement de 69% aprées 2
heures de réaction (entrée 3 du Tableau 4). Le benzylideneacétal (267b) n’ayant pas réagi a été
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récupéré. Aucun autre produit n’a été formé au cours de cette réaction. Enfin, le traitement de
(267b) avec 3 équivalents de DIBAL dans le toluéne a 0°C a fourni sélectivement I'acétal (269) avec un
rendement de 53% apres 1 heure de réaction (entrée 4 du Tableau 4). Le benzylidéneacétal (267b)
n’ayant pas réagi a pu étre récupéré.

Ph

Ph}\o s

0 «OBn DIBAL 0 «OBn
toluéne ou THF
—_—
N

N .
Cbz Me
(%) (%)
(267b) (269)

Schéma 27 - Optimisation des conditions d'ouverture de (267)

Ces résultats indiquent que la réaction secondaire de réduction du carbamate pour fournir la
méthylamine est plus rapide que la réaction d’ouverture du benzylidéneacétal.

Remplacement du Cbz pour I'ouverture du benzylidéneacétal

Afin d’éviter la réduction du carbamate au cours de |'ouverture du benzylidéeneacétal au DIBAL, le
groupement Cbz a été remplacé par une chaine dodécyle. Les conditions d’amination réductrice
utilisées précédemment ont été adaptée pour empécher I'hydrogénolyse du benzyléther de la
pipéridine (266).%" Ainsi, le traitement de la pipéridine N-Cbz (266) sous atmosphére d’hydrogéne en
présence de palladium sur charbon, dodécanal et acétate d'ammonium a conduit quantitativement a
la pipéridine N-dodécyle (270).

OH
Pd/C 10%, H
HO \\\o N CyHmcho.  HO LOBn
NH4OAc MeOH
TA, 15h 'Tl

CbZ 98% C12H25

(*) (%)

(266) (270)

Schéma 28 - Synthése de la pipéridine (270)

Enfin, la pipéridine (270) a été engagée dans une réaction d’acétalisation avec le benzaldéhyde

22 Aucune conversion n’a été

diméthylacétal dans les mémes conditions que précédemment.
observée aprés 24 heures de reflux dans I'acétonitrile. Un deuxieme essai a été réalisé avec 1,5

équivalents de CSA au lieu de 0.2 équivalent, n’aboutissant a aucune conversion.

OH Ph
HO, \OBn  PhCH(OCHy), —0
CSA, MeCN o OBn
———> o
N 50°C, 24h
Ci2Hzs N
(%) C1oHps
(270) ()

Schéma 29 - Formation du benzylidéneacétal de (270)

Le benzylideéneacétal a été impossible a obtenir a partir de la pipéridine (270). Cette alternative de
synthése a donc été abandonnée.

246



Chapitre 4 : Synthése d’iminosucres

3) Troisieme voie de synthese

Enfin, la derniere méthode consiste a insérer une chaine dodécyle de facon non sélective sur la
pipéridine (270). La méthode d’alkylation utilisée par P. Compain et O.R. Martin sur des pipéridines

similaires®> *

a été appliquée a la pipéridine (270) en adaptant les quantités de NaH et de
bromododécane pour limiter la formation de produit de dialkylation. Ainsi, le traitement de (270)
avec 2,1 équivalents de NaH et 1 équivalent de bromododécane en présence de BusNI a conduit aux

produits de mono-alkylation (271) et (272) avec un rendement de 82% et un ratio 1:1.

OH BrCH OC4,Ho5 OH
HO WOBN Nt BuNi HO WOBn  CypHus0 +OBn
THF
_ >

N 0°C puis reflux, 48h N N
CioHzs  82%, ratio 1:1 CyoHas C1oHos
* * *

(270) (271) (272)

Schéma 30 - Synthése des pipéridines mono-0O-alkylées (271) et (272)

Enfin, la déprotection de I'éther benzylique de la pipéridine (272) a permis d’accéder au composé
ciblé (273) avec un rendement de 98%.

OH OH

Pd/C, H,
C 2H25O\('j&\\08n MeOH/HG! C12H25O\©&\\OH
9:1
_— >
N TA, 24h N
C12H25 98% C12H25
* *
(272) (273)

Schéma 31 - Syntheése de la pipéridine L125 ciblée (273)

Le composé ciblé (273) a ainsi été synthétisé de facon racémique en dix étapes a partir de
I’éthanolamine commerciale avec un rendement global de 9%.
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4) Dédoublement du mélange racémique

Afin d’accéder aux deux énantioméres du composé (273) énantiomériquement pur, le dédoublement
des énantiomeres des intermédiaires de synthése (256), (265), (266), (267a), (267b) et (270) a été
étudiée en chromatographie en phase supercritique analytique (SFC).

La meilleure résolution en condition analytique a été atteinte avec l'intermédiaire (270) sur une
colonne Chiralpak IA-3 (particules de silices de 3um immobilisées avec de I'amylose tris-(3,5-
diméthylphénylcarbamate)), 250*4,6nm avec un gradient de méthanol+0,1% DEA comme additif
dans la phase mobile CO,.

1.00]
0804

0607

AU

040

5

000

Figure 7 - Chromatogramme du composé (270) obtenu a 205nm
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Figure 8 - Chromatogramme du composé (270) obtenu par courant total ionique

Cette séparation est suffisante pour étre transposée en conditions préparatives. La séparation du
racémate (270) est envisagée par la suite. Cette résolution permettra d’accéder séparément aux
deux énantiomeéres de la pipéridine (273) apreés les étapes d’alkylation et de déprotection. La liaison
de chaque énantiomere au domaine START de CERT, (-)-L125et (+)-L125, pourra alors étre évaluée
par le test in vitro de liaison spécifique (cf. Chapitre Il).
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IV. Conclusions et perspectives

1) Conclusions

Deux pipéridines trihydroxylées, identifiées lors de la conception rationnelle de ligands du domaine
START de CERT, ont été synthétisées. Ces deux synthéses, réalisées en collaboration avec le Pr. A.
Burtoloso (Institut de Chimie de S3do Carlos, Université de Sdo Paulo, Brésil), s’appuient sur sa
méthodologie pour la formation d’un motif dihydropyridin-3-one.

La premiére pipéridine ciblée L127 a pu étre synthétisée sans difficulté particuliere (cf. Schéma 32).
L'aldéhyde (253), obtenu a partir de I'’éthanolamine, et le diazophosphonate (251), obtenu a partir de
la diphénylphosphite, ont été engagés dans une oléfination d’Horner-Wadworth-Emmons pour
fournir une mélange de (2) et (E) de y-aminodiazocétone-o,B-insaturée (254). L'insertion NH
catalysée au cuivre du composé (254-Z) a conduit a la dihydropyridin-3-one (255). Enfin, la
fonctionnalisation de l'intermédiaire (255) par réduction de Luche, dihydroxylation sélective puis
amination réductrice a permis d’accéder a la pipéridine (258). La pipéridine N-dodécyle (258) a ainsi
été obtenue en sept étapes a partir de I'’éthanolamine commerciale avec un rendement global de
10% et une pureté suffisante pour son évaluation in vitro.

OH _ o o
HN" > e CbzHN Y —

(253) OH
(@) 0 HO ~OH
0 — O =)
~ —_—
NH N, N N
0 6 O Cbz Cbz Ci2Has
P (*
PhO”" | H ~ . PhO7y R
PhO PhO N (254-Z) (255) (258)
(251) 2 L127

Schéma 32 - Bilan de synthése de la pipéridine L127 N-dodécyle (258)

La synthése de la deuxieme pipéridine ciblée L125 s’est avéré plus problématique. Deux tentatives
d’insertion sélective de la chaine O-dodécyle sur différentes pipéridines N-substituées se sont
avérées infructueuses.

La premiere tentative pour accéder au composé (273), encadrée en bleue sur le Schéma 33,
consistait a protéger les 4,5-diols en position trans par la formation d’un butane-2,3-bisacétal afin
d’insérer sélectivement la chalne O-dodécyle en position 3. Cette protection sur les pipéridines
(257a) (R=Cbz), (258) (R=C1,H,5) et (264) (R=Ts) a été impossible soit a cause d’une prédominance de
la conformation trans-diaxiale, soit du fait d’'une distance 04-0O5 et d’un angle diedre 04-C4-C5-05
trop importants sur la conformation trans-diéquatoriale.

La deuxiéme tentative, encadrée en vert sur le Schéma 33, consistait a protéger les 3,4-diols en
configuration cis par la formation d’un benzylidéneacétal sur la 5-benzyloxypipéridine (266). Bien que
la régiosélectivité de l'ouverture au DIBAL du benzylidéneacétal (267) permettait d’insérer
préférentiellement la chaine dodécyle en position O-3, la réaction secondaire de réduction du
groupement Cbz pour former la N-méthylpipéridine, prépondérante sur la réaction d’ouverture, a
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empéché l'accés au composé ciblé (273). Afin d’éviter la réduction du carbamate au cours de
I"'ouverture du benzylidéneacétal, le groupement Cbz a été remplacé par une chaine dodécyle. En
revanche, la formation du benzylideneacétal a échoué sur la 5-benzyloxypipéridine N-dodécyle (270).

Me
I,

MeO,
OH o)\{,OMe OH
Me

C1oHo50 «OH HO e HO f WOH
3°5
-~ - S g

y y \
(x (*) (%)
(273) R=Cbz, (257a)
R=C3Hys, (258)
R=Ts, (264)

o )

Ph
OH P\o / OH OH
C12H250 ~OH o +OBn HOL_j~..«OBn C1,H050 +OBn C1Hp50 WOH
5
- — - ? 1 — —_—
N N 2oNT8 N N
CqoH : ' ' I
127125 Cbz R CioHzs CyoHas
(*) (%) *) (*) (*)
(273) (267) R=Cbz, (266) (272) (273)
\ R=C4,H,s5, (270) L125
Ph %
7—0
o\ﬁjﬂ“\osn
h
CyoHas
(*)
insertion sélective de la chaine O-dodécyle insertion non sélective de la chaine O-dodécyle

Schéma 33 - Bilan de syntheése de la pipéridine ciblée (273)

Enfin, la pipéridine ciblée racémique (273) a pu étre obtenue par insertion non sélective de la chaine
dodécyle sur la pipéridine (270), puis déprotection, avec un rendement global de 9% sur 10 étapes a
partir de I’éthanolamine commerciale (voie encadrée en rose sur le Schéma 33).

Un criblage de conditions de séparation en chromatographie SCF chirale a permis d’établir des
conditions analytiques optimales pour accéder séparément aux deux énantiomeres de
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I'intermédiaire (270). Ces conditions pourront étre transposées en conditions préparatives et ainsi
permettre d’accéder aux deux énantioméres du composé (273) aprés l'insertion non sélective de la
chaine O-dodécyle puis déprotection. L’évaluation de la liaison au domaine START de CERT du
racémate (273) et de chaque énantiomere est envisagée.

2) Perspectives

D’autres iminosucres ont été identifiés au cours de I'étude de modélisation moléculaire comme
ligands potentiels du domaine START de CERT (cf. Chapitre Il, paragraphe 1V)2)b)).

Parmi ces ligands, la pipéridine LO60 est ressortie prometteuse. Elle serait accessible a partir de la
dihydropyridinone (274) par addition de Michael d’un groupement benzyloxy, réduction de la
cétone, O-alkylation puis déprotections successives. Cette dihydropyridinone (274) pourrait étre
synthétisée par la voie du Pr. A. Burtoloso * via une réaction d’HWE sur I'aldéhyde (276) dérivant de
la L-sérine et le diazophosphonate (251), puis insertion NH sur le produit d’oléfination de géométrie

(2) (275).
P N O 0]
HO N TBDPSO N TBDPSO NH \N2

H Cbz Coz
L060 (275) (275)

(6] 9 e}
HO/\‘)kOH &—— TBDPSO X0 PhO’?\)H
2

NH, NHCbz
L-sérine (276) (251)

Schéma 34 — Analyse rétrosynthétique du ligand LO60

L'azépane LO46 est aussi ressorti de la conception in silico. Ce ligand serait accessible par ouverture
sélective de I'époxyazépane (277) en présence d’hydrure par la méthode de Y. Blériot.>* L'époxyde
serait issu de l'azépane insaturé (278) obtenu par métathese de fermeture de cycle sur (279).
L'intermédiaire (279) proviendrait de I'alkylation de I'amine (280), obtenue par a-hydroxyallylation
diastéréosélective sur I'aldéhyde de Garner.*

H R

wO
X
wO

(0]
2 O~CyHys = OR = OR
HO f— Q s j—1 O
?O ;’Olo NS
0-Ci2Hzs 0 o
L046 (277) (278)
o) OH RQ  or

ZOﬂ

(280) (279)

o} H &— 0 o
MeA(NBoc ACO A Br Me,A(NBocOH
Me (281) Me

aldéhyde de Garner

Schéma 35 - Analyse rétrosynthétique du ligand L046
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L’epi-nceuromycine L124 représenterait aussi un mime du céramide dans sa conformation lié a la
protéine CERT. Elle serait accessible par la voie de synthése de M. Bols * & partir de la B-D-
lyxopyranose. Le ligand L124 serait ainsi obtenu par insertion des chaines dodécyles sur la pipéridine
(282), issue d’un réarrangement du carbohydrate (283) en milieu acide. Ce carbohydrate (283) serait
le produit de I'hydrogénation sélective du groupement nitro de (284), lui-méme formé par mono-
oxydation sélective de Tsuda® sur la benzyl- B-D-lyxopyranose (285) puis réaction de Henry.

CqaHazs

0 OH OH
HO, A~_ LO. HO, ~_ LOH 1, A~ OH
CioHas BocHN O
p— p—
Hoﬁ HO NH o~ “OBn
L124 (282) (283)
OH OH OH
HO,_~_ . OH HOL. ~_ OH W, A (OH
VL = "L = ey
0~ "OH 0~ "0Bn 0~ "OBn
B-D-lyxopyranose (285) (284)

Schéma 36 - Analyse rétrosynthétique du ligand L124
Enfin la pipéridine L141, dérivée de la déoxynojirimycine congue in silico est en cours de synthése au

laboratoire du Pr. P. Compain.

La synthése de I'ensemble de ces ligands sera intéressante a réaliser afin de pouvoir évaluer leur
liaison avec la protéine et vérifier la qualité prédictive du modeéle in silico développé au cours de la
thése.
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PARTIE EXPERIMENTALE

The following solvents and reagents were dried prior to use. Dichloromethane (CH,Cl,),
tetrahydrofuran (THF), acetonitrile (MeCN) were purified and dried with a system MB SPS 800
(MBRAUN). Dimethylformamide (DMF) (99.8% Acros Organics) and pyridine (99.5%, Acros Organics)
were bought anhydrous. Benzene and toluene were freshly distilled from sodium/benzophenone,
methanol (MeOH) was freshly distilled from magnesium/iodide and chloroform (CHCl;) was freshly
distilled from calcium hydride. Triethylamine (EtsN) was distilled from calcium hydride and stored
over potassium hydroxide pellets.

Thin layer chromatography (TLC) was performed using pre-coated TLC sheets Alugram Xtra SilG
(Machery Nagel) and observed under UV light (254nm) and/or revealed with a 10% phosphomolybdic
acid solution in ethanol. Products were purified by column chromatography with SDS 35-70um flash
silica gel.

'H and *C NMR spectrum were obtained with Bruker Advance 300MHz spectrometer. Chemical
shifts are reported in parts per million (ppm) relative to residual deuterated solvent peak. For NMR
spectrum description, following abbreviations are used: s (singlet), bs (broad singlet), d (doublet), t
(triplet), g (quadruplet) and m (multiplet). Coupling constants are expressed in Hertz (Hz).

Mass spectrometry (MS) data were obtained on a ThermoQuest TSQ 7000 spectrometer and high
resolution mass spectrometry data were performed on a Xevo G2 QTOF spectrometer.

Molecules are named according to the IUPAC nomenclature, but the numbering for NMR spectrum
interpretation is made according to compound scheme for reasons of convenience.

Procedure to prepare diazomethane

A solution of Diazald® (16g, 75mmol, 1 eq) in Et,0 (130mL) was added dropwise on a solution of KOH
(4.5g, 80mmol, 1.1 eq) in H,O (9mL) and methyl Carbitol™ (26mL) at 65°C. The diazomethane
generated was condensed on dry ice to furnish a solution of diazomethane in Et,0 (™ 0.4M).

General procedure for NH-insertion
To a solution of «,B-unsaturated-(2)-diazoketone (1 eq) in anhydrous benzene (0.05M) at reflux
under nitrogen was added Cu(acac), (0.1 eq). The reaction mixture was stirred at reflux for one
minute and concentrated to dryness.

General procedure for Luche reduction

A solution of CeCl; (1 eq) in anhydrous MeOH (0.4M) was added to a solution of ketone (1 eq) in
anhydrous CH,Cl, (0.06M) at -78°C under argon. The mixture was stirred for 20 minutes and NaBH,
(1.5 eq) was added. After 1 hour of stirring at -78°C (TLC monitoring), the reaction was quenched by
addition of water and allowed to warm to room temperature. Then, the mixture was extracted with
CH,Cl, and the combined extracts were washed with brine, dried over sodium sulfate and was
evaporated to dryness.
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General procedure for cis-dihydroxylation

To a solution of alkene (1 eq) in H,O/acetone (1:9) (0.03M) was added N-methylmorpholine (2 eq)
and a solution of OsO, in tBuOH at 0.1M (0.05 eq). The reaction mixture was stirred at room
temperature for 2 days and quenched with saturated aqueous solution of Na,S,0;. Then, the mixture
was extracted with EtOAc and the combined extracts were washed with brine, dried over sodium
sulfate and evaporated to dryness.

2-(diphenoxyphosphoryl)acetic acid (250)
O O

PhO’,'g\)kOH

PhO To a solution of diphenylphosphite (9.60mL, 50mmol, 1 eq) in anhydrous CH,Cl,

(50mL) at 0°C under nitrogen was added benzylbromoacetate (7.85mL, 50mmol, 1 eq) and
triethylamine (9.85mL, 70mmol, 1.4 eq). The mixture was allowed to reach room temperature and
stirred for 1 hour. Then, the reaction was quenched by addition of water The mixture was extracted
with EtOAc and the combined organic extracts were washed water and brine. Then, the organic layer
was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness, to afford a yellow oil. The crude oil was
purified by flash chromatography on silica gel (PE/ EtOAc 80:20) to give the benzylester as a colorless
oil (5.87g). This compound was directly engaged in the next step. A solution of benzylester (5.87g,
15mmol, 1 eq) and Pd/C 10% (0.16g, 1.5mmol, 0.1 eq) in EtOAc (51 mL) was stirred at room
temperature for 3 to 4 hours under H, atmosphere. Then, the mixture was filtrated over celite and
the filtercake was washed with EtOAc. The filtrate was evaporated to dryness to give the acid (250)
(4.25g, 29% over two steps) as a white amorphous solid.

"H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.50-7.10 (m, 10H, H,); 4.50 (s, 1H, H.qa); 3.33 (d, 2H, CH,, .
p=21.6HZ).

BC-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 166.2 (C=0); 149.6, 129.5, 125.3, 120.3 (C,,); 33.3 (d, CH,, J’.
»=137.5Hz).

HRMS m/z: calcd for C14H14,0sP [M+H]": 293.0579; found: 293.0588.

Diphenyl (3-diazo-2-oxopropyl)phosphonate (251)

N2 To a solution of (250) (1.60g, 5.48mmol, 1 eq) in anhydrous chloroform (13.7mL) at
0°C under argon was added oxalyl chloride (1.41mL, 16.43mmol, 3 eq). The reaction mixture was
refluxed for 2 hours and evaporated under reduced pressure. The residue was maintained under
argon atmosphere and dissolved in anhydrous THF (5.2mL). The resulting acid chloride solution was
poured into a solution of diazomethane in Et,0 (42mL) at 0°C under argon. The mixture was stirred at
0°C until gas evolution ceased and then evaporated to dryness. This crude product was purified by
flash chromatography on silica gel (Et,0/ PE 80:20 to 100:0) to give (251) as a yellow solid (1.21g,
69%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.25-7.00 (m, 10H, H,,); 5.57 (s, 1H, CH=N,); 3.13 (d, 2H, CH,, J*4»=
21.9Hz).
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BBC-NMR (CDCl5, 75 MHz) & (ppm): 183.5 (C=0); 149.6 (d, C.,, Jc»=8.8Hz); 129.6 (d, C,,, Jcp=1.1H2);
125.3 (d, Cyr, Jep=1.4Hz); 120.4 (d, C,,, Jcp=4.3Hz); 56.7 (CH=N,); 39.3 (d, CH,, J*cp= 131.9Hz).

HRMS m/z: calcd for C;5H14N,O4P [M+H]": 317.0686; found: 317.0671.

Benzyl (2-hydroxyethyl)carbamate (252)

2
Cbz|1-|N/\/OH

3 A solution of benzylchloroformate (3.73mL, 26.2mmol, 0.8 eq) in CH,Cl, (20 mL) was

added to a solution of ethanolamine (2,00g, 32.7mmol, 1 eq) in anhydrous CH,Cl, (30 mL) at 0°C
under nitrogen. The mixture was stirred overnight and allowed to warm to room temperature. Then,
a saturated aqueous solution of NaHCO; was added and the mixture was extracted with CH,Cl,. The
combined organic extracts were dried over sodium sulfate and evaporated to dryness to give (252) as
a white solid (4.76g, 93%). This compound showed identical spectroscopic data to those reported in
the literature.®®

"H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.40-7.35 (m, 5H, H,,); 5.12 (s, 2H, CH, Cbz); 3.74 (t, 2H, H-3, )’ ,=
5.1Hz); 3.37 (q, 2H, H-2, 1>,.5= % ,.uy =5.1Hz); 1.86 (bs, 1H, H-1).

Benzyl (2-oxoethyl)carbamate (253)

(@]
CbzHN"
IBX (3.03g, 10.8mmol, 3 eq) was added to a solution of alcohol (252) (705mg,

3.61mmol, 1 eq) in EtOAc (36.1mL). The mixture was heated at reflux for 3h (TLC monitoring) before
being cooled to room temperature and flitrated over celite. Then, the filtrate was concentrated in
vacuum to furnish aldehyde (253) (671mg, 96%). To avoid decomposition, this compound was
directly engaged in the next step without characterization.

Benzyl (5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)carbamate(254)

To a suspension of tBuOK (214mg, 1.91mmol, 1.1 eq) in anhydrous THF (6.35mL) at 0°C under argon
was slowly added a solution of diazophosphonate (251) (548mg, 1.74mmol, 1 eq) in anhydrous THF
(33.8mL). The mixture was strirred at 0°C for 10 minutes and cooled at -78°C. Then a solution of
aldehyde (253) (335mg, 1.74mmol, 1 eq) in anhydrous THF (8.68mL) was added dropwise. The
mixture was stirred under argon at -78°C for 1 hour and at 0°C for 1 additional hour. Then, the
reaction was quenched with saturated aqueous solution of NH,Cl The mixture was extracted with
EtOAc and the combined organic extracts were washed with water and brine. Then, the organic layer
was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness to give (254) as a mixture of E and Z
isomers (620mg, 68%, ratio Z:E = 6:4). Each isomer was separated by flash chromatography on silica
gel (Et,O/ PE 80:20 to 100:0).
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(2)-Benzyl (5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)carbamate

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.45-7.25 (m, 5H, H,); 6.15-6.05 (m, 1H, H-3); 5.91 (d, 1H, H-4, J*;.
4= 10.2Hz); 5.53 (bs, 1H, H-1); 5.34 (s, 1H, H-6); 5.10 (s, 2H, CH, Cbz); 4.35-4.25 (m, 2H, H-2).

BC-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 185.1 (C-5); 156.4 (C=0 Cbz); 136.3, 135.9, 128.3, 128.0, 127.9
(Ca), 125.3,120.3 (C-3,4); 66.5(CH, Cbz); 57.3 (C-6); 39.7 (C-2).

HRMS m/z: calcd for Ci3H14N3;05 [M+H]": 260.1035; found: 260.1040.

(E)-Benzyl (5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)carbamate

2 4

CszN/\?’/\sio
1

6\
Ny

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.32-7.03 (m, 5H, H.,); 6.66 (td, 1H, H-3, J*34= 15.3Hz, J*;,=
5.1Hz); 5.98, (d, 1H, H-4, J*54= 15.3Hz); 5.22 (s, 1H, H-6); 5.04 (s, 2H, CH, Cbz); 3.89 (t, 2H, H-2, Pi,=
4.8Hz).

BBC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 184.1 (C-5); 156.2 (C=0 Cbz); 136.2, 129.7, 128.3, 127.6, (Cy.);
124.9, 120.3 (C-3,4); 66.6 (CH, Cbz); 56.7 (C-6); 41.5 (C-2).

Benzyl 5-oxo0-5,6-dihydropyridine-1(2H)-carboxylate (255)

Prepared from (254-2Z) (117mg, 0.452mmol) according to the general procedure for NH
insertion. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (Et,0/ PE 80:20) to
give (255) as a white gum (57mg, 55%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.5-7.25 (m, 5H, Ha,); 7.15-6.90 (m, 1H, H-3); 6.21 (d, 1H, H-4, J%;.
4= 10.2Hz); 5.20 (s, 2H, CH, Cbz); 4.35-4.25 (m, 2H, H-2); 4.22 (s, 2H, H-6).

“C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 192.6 (C-5); 154.9 (C=0); 136.0, 135.9, 128.5, 128.1, 128.0, 128.0
(C4r); 128.5, 128.3 (C-3,4); 67.7 (CH; Cbz); 66.9 (C-6); 42.9 (C-2).

HRMS m/z: calcd for Cy5H14NO; [M+H]': 232.0974; found: 232.0973.
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Benzyl 5-hydroxy-5,6-dihydropyridine-1(2H)-carboxylate (256)

Prepared from (255a) (174mg, 0.753mmol) according to the general procedure for Luche
reduction. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 50:50) to
give (256a) as colorless oil (145mg, 82%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.45-7.30 (m, 5H, H,); 5.98-5.74 (m, 2H, H-4,3); 5.16 (s, 2H, CH,
Cbz); 4.30-4.15 (m, 1H, H-5); 3.97 (AB, 2H, H-6, J? 6,.6=18Hz, A8=0.21ppm); 3.75-3.50 (m, 2H, H-2);
2.18 (bs, 1H, OH).

BC-NMR (CD;0D, 75 MHz) & (ppm): 157.4 (C=0); 138.2 (C,,); 137.3, 135.2 (C-3,4); 129.7, 129.2, 129.0,
127.6, 127.2 (C,,); 68.5 (CH, Cbz); 64.2 (C-5); 44.4 (C-2).

HRMS m/z: calcd for C;3HisNO3Na [M+Na]*: 256.0950; found: 256.0949.

(3R*,5R*)-benzyl-3,4,5-trihydroxypiperidine-1-carboxylate (257a)

Prepared from (256) (19mg, 0.081mmol) according to the general procedure for cis-
dihydroxylation. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ MeOH
85:15) to give (257a) as white oil (17mg, 78%) (Two rotamers).

'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) § (ppm): 7.40-7.25 (m, 5H, H,); 5.10 (s, 2H, CH, Cbz); 3.95-3.86 (m, 1H, H-
3); 3.85-3.50 (m, 4H, H-6a, 5, 2a, 4); 3.45-3.35 (m, 1H, H-2b); 3.25-3.05 (m, 1H, H-6b).

3C-.NMR (CD;0D, 75 MHz) & (ppm): 156.5 (C=0); 136.8, 128.2, 127.7, 127.5 (C,); 73.3, 73.0 (C-4);
67.7, 67.5 (C-5); 67.1, 67.0 (CH, Cbz); 66.9, 66.7 (C-3), 46.1, 44.2 (C-6,2).

HRMS m/z: calcd for Ci3H;NOsNa [M+Na]*: 290.1004; found: 290.1012.

(3R*,5R*)-1-dodecylpiperidine-3,4,5-triol (258)
OH

HO \OH
345
2

N6

7K/C10H21

(*)e To a solution of (257a) (38mg, 0.142mmol, 1 eq) in H,O/EtOH (3:7) (2.85mL) was
added dodecanal (46puL, 0.206mmol, 1.45 eq) and Pd/C 10% (15mg, 0.142mmol, 1 eq). The mixture
was stirred at room temperature for 9 hours under H, atmosphere. Then, the mixture was filtrated

over celite and the filtercake was washed with MeOH/H,0. The filtrate was evaporated to dryness
and the crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/MeOH 85:15) to
give (258) as colorless oil (32mg, 74%).
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'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) & (ppm): 3.92 (dt, 1H, H-3, J>55.= 5.7Hz, J%5.4= J>5.55= 3.0Hz); 3.82 (td, 1H,
H-5, 1’s.4= Ps.6p= 7.5Hz, J’s.6,= 3.9Hz); 3.43 (dd, 1H, H-4, J*,.5= 7.5Hz, J>,.5= 3.0Hz); 2.90-2.75 (m, 2H, H-
6a, 2a); 2.50-2.40 (m, 2H, H-7); 2.40-2.30 (m, 1H, H-2b); 2.25-2.12 (m, 1H, H-6b); 1.60-1.45 ( m, 2H, H-
8); 1.40-1.22 (m, 18H, H-9 to H-17); 0.90 (t, 3H, H-18).

3C-NMR (CD;0D, 75 MHz) & (ppm): 69.5 (C-4); 68.9 (C-3,5), 59.3 (C-7); 57.9, 57.4 (C-2,6); 33.2, 4 x
30.9, 30.8, 30.6, 28.7, 27.5, 23.9 (C-8 to C-17); 14.6 (C-18).

HRMS m/z: calcd for C;7H3gNO3 [M+H]": 302.2695; found: 302.2692.

N-(2-hydroxyethyl)-4-methylbenzenesulfonamide (259)
TsHN/z\/OH

! & To a solution of tosyl chloride (1.28g, 6.73mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (15mL) at 0°C under
nitrogen was added ethanolamine (374mg, 6.12mmol, 1 eq) and triethylamine (0.94mL, 6.73mmol,
1.1 eq). The mixture was stirred overnight and allowed to warm to room temperature. Then, the
reaction mixture was diluted with CH,Cl, and washed with water. The aqueous layer was extracted
with CH,Cl, and the combined organic layers were dried over magnesium sulfate and evaporated to
dryness. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl, /MeOH 95:5 to

90:10) to give (259) as colorless oil (1.13g, 86%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.66-7.59 (m, 2H, H.,); 7.19-7.13 (m, 2H, H.,); 3.52 (t, 2H, H-3, J’;,
=5.1Hz); 2.90 (q, 2H, H-2, J? ,5=1* ,.\w=5.1Hz); 2.27 (s, 3H, Me).

“C-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 143.2, 136.2, 129.5, 126.8 (C,,); 60.8 (C-3); 45.0 (C-2); 21.2 (Me).

4-methyl-N-(2-oxoethyl)benzenesulfonamide (260)

IBX (1.62g, 5.79mmol, 3 eq) was added to a solution of alcohol (259) (415mg,
1.93mmol, 1 eq) in EtOAc (19.3mL). The mixture was heated at reflux for 3h (TLC monitoring) before
being cooled to room temperature and filtrated over celite. Then, the filtrate was concentrated in
vacuum to furnish aldehyde (260) (411mg, quantitative yield). To avoid decomposition, this
compound was directly engaged in the next step without characterization.

N-(5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)-4-methylbenzenesulfonamide (261)

To a suspension of tBuOK (238mg, 2.12mmol, 1.1 eq) in anhydrous THF (7.10mL) at 0°C under argon
was slowly added a solution of diazophosphonate (251) (610mg, 1.93mmol, 1 eq) in anhydrous THF
(39.0mL). The mixture was stirred at 0°C for 10 minutes and cooled at -78°C. Then a solution of
aldehyde (260) (411mg, 1.93mmol, 1 eq) in anhydrous THF (7.10mL) was added dropwise. The
mixture was stirred under argon at -78°C for 1 hour and at 0°C for 1 additional hour. Then, the
reaction was quenched with saturated aqueous solution of NH,Cl The mixture was extracted with
EtOAc and the combined organic extracts were washed with water and brine. Then, the organic layer
was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness to give (261) as a mixture of £ and Z
isomers (171mg, 32%, ratio Z:E = 6:4). Each isomer was separated by flash chromatography on silica
gel (Et,O/ PE 80:20 to 100:0).
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(2)-N-(5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)-4-methylbenzenesulfonamide

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) 6 (ppm): 7.78-7.72 (m, 2H, H,,); 7.35-7.25 (m, 2H, H,,); 6.13-6.02 (m, 1H, H-
3); 5.89 (d, 1H, H-4, J*;,= 11.1Hz); 5.37 (bs, 1H, H-1); 5.31 (s, 1H, H-6); 4.10-4.00 (m, 2H, H-2); 2.43 (s,
3H, Me).

BBC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 185.0 (C-5); 143.5 (C,,); 142.0 (C-3); 136.7 (C,,); 129.8 (C-4); 129.7,
127.0, 126.4 (C,,); 57.9 (C-6); 41.8 (C-2); 21.4 (Me).

HRMS m/z: calcd for C;,H14N305S [M+H]": 280.0756; found: 280.0762.

(E)-N-(5-diazo-4-oxopent-2-en-1-yl)-4-methylbenzenesulfonamide

2 4

TsHN/\/\sio
1 3

6\
N2

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.80-7.70 (m, 2H, H,,); 7.35-7.25 (m, 2H, H,,); 6.63 (td, 1H, H-3, J’;.
4= 15.6Hz, )’3,= 5.1Hz); 6.13 (d, 1H, H-4, J’;,= 15.3Hz); 5.37 (s, 1H, H-6); 3.78-3.70 (m, 2H, H-2); 2.41
(s, 3H, Me).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 185.1 (C-5); 143.7, 136.5, 129.8 (C,); 129.7, 127.2 (C-3,4); 127.0
(Car); 56.4 (C-6); 43.7 (C-2); 21.4 (Me).

1-tosyl-1,6-dihydropyridin-3(2H)-one (262)

Prepared from (261-Z) (100mg, 0.358mmol) according to the general procedure for NH
insertion. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (Et,0/ PE 80:20) to
give (262) as white gum (46mg, 51%).

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & (ppm): 7.70-7.65 (m, 2H, H,/); 7.40-7.30 (m, 2H, H,,); 7.00-6.90 (m, 1H, H-
3); 6.04 (d, 1H, H-4, 1*;4= 9.9Hz); 4.02-3.94 (m, 2H, H-2); 3.79 (s, 2H, H-6); 2.42 (s, 3H, Me).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) 6 (ppm): 191.7 (C-5); 145.1, 127.9 (C-3,4); 144.5, 132.7, 130.1, 127.7 (C..);
52.8, 44.5 (C-2,6); 21.5 (Me).

HRMS m/z: calcd for C;,H14NO3S [M+H]": 252.0694; found: 252.0703.

259



Chapitre 4 : Synthése d’iminosucres

1-tosyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin-3-ol (263)

Prepared from (262) (43mg, 0.171mmol) according to the general procedure for Luche
reduction. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 50:50 to
70:30) to give (263) as colorless oil (27mg, 63%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.70-7.65 (m, 2H, Ha,); 7.40-7.30 (m, 2H, H,,); 5.94-5.86 (m, 1H, H-
3); 5.84-5.77 (m, 1H, H-4); 4.25-4.18 (m, 1H, H-5); 3.80-3.70 (m, 1H, H-6a); 3.42-3.30 (m, 2H, H-2);
3.11-3.03 (m, 1H, H-6b); 2.43 (s, 3H, Me).

3C-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 148.9, 132.9, 129.8, 127.7 (C,); 128.1, 127.8 (C-3,4); 63.1 (C-5);
50.1 (C-6); 44.8 (C-2); 21.5 (Me).

HRMS m/z: calcd for Cy,H16NOsS [M+H]": 254.0851; found: 254.0840.

(3R*,5R*)-1-tosylpiperidine-3,4,5-triol (264)

Prepared from (263) (27mg, 0.107mmol) according to the general procedure for cis-
dihydroxylation. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc) to give
(264) as white oil (23mg, 74%). This compound showed identical spectroscopic data reported in the
literature."

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.60-7.53 (m, 2H, H.,); 7.35-7.28 (m, 2H, H,,); 3.85 (dt, 1H, H-3, J’;.
2= 6.9Hz, *3.4= 1’555= 3.3Hz); 3.71 (td, 1H, H-5, )’s.4= J>5.o= 6.3Hz, J’s.6,= 3.3Hz); 3.35 (dd, 1H, H-4, J>,.
s= 6.6Hz, J>,3= 3.3Hz); 3.08 (dd, 1H, H-6a, J%a.co= 11.7Hz, Se,s= 3.3Hz); 2.97 (dd, 1H, H-2a, J%5, 0=
11.7Hz, J*,53= 6.9Hz); 2.89 (dd, 1H, H-2b, J%4.= 11.7Hz, J*,,3= 3.3Hz); 2.70 (dd, 1H, H-6b, J%.e=
11.7Hz, F’¢,5= 6.3Hz); 2.34 (s, 3H, Me).

Benzyl 5-(benzyloxy)-5,6-dihydropyridine-1(2H)-carboxylate (265)

To a suspension of NaH (6.20mg, 0.257mmol, 1.2 eq) in anhydrous DMF (0.97mL) at 0°C
under argon was added a solution of (256) (50mg, 0.214mmol, 1 eq) in anhydrous DMF (1.33mL).
After 30 minutes of stirring at 0°C, benzyl bromide (33uL, 0.279mmol, 1.3 eq) was added. The
mixture was stirred overnight under argon and allowed to reach room temperature. Then, the
reaction was quenched with water. The mixture was extracted with Et,0 and the combined organic
extracts were washed with water and brine. The organic layer was dried over sodium sulfate and
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evaporated to dryness. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/
PE 20:80) to give (265) as a yellow oil (52mg, 75%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.45-7.30 (m, 10H, H,); 6.00-5.77 (m, 2H, H-4,3); 5.18 (s, 2H, CH,
Cbz); 4.78-4.50 (m, 2H, H-2); 4.15-4.05 (m, 1H, H-5); 3.99 (s, 2H, CH, Bn); 3.96-3.56 (m, 2H, H-6).

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 155.2 (C=0); 138.1, 136.6 (C.,); 128.4, 128.3 (C-3,4); 127.9, 127.8,
127.7,127.6, 127.4, 126.7, 126.1 (C.,); 70.6 (CH,Bn); 69.8 (C-5); 67.1 (CH, Cbz); 67.0 (C-6); 43.3 (C-2).

HRMS m/z: calcd for C,oH,,NO3 [M+H]": 324.1600; found: 324.1591.

(3R*,4R*,5R*)-benzyl 3-(benzyloxy)-4,5-dihydroxypiperidine-1-carboxylate (266)

Prepared from (265) (76mg, 0.235mmol) according to the general procedure for cis-
dihydroxylation. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE
50:50 to 100:0) to give (266) as a colorless oil (76mg, 91%).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.45-7.25 (m, 10H, H,,); 5.13 (s, 2H, CH, Cbz); 4.82-4.46 (m, 2H,
CH, Bn); 4.25-3.75 (m, 3H, H-6a,2a,3); 3.75-3.55 (m, 2H, H-5, 4); 3.43-2.93 (m, 2H, H-6b, 2b); 2.54 (bs,
2H, OH).

B3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 156.0 (C=0); 137.8, 128.6, 128.5, 128.4, 128.0, 127.9, 127.8, 127.7,
127.7, 127.6, 127.6 (C,,); 75.1 (C-5); 72.4 (C-4); 71.8 (CH,Bn); 67.4 (CH, Cbz); 67.0,(C-3); 46.4 (C-2);
43.9 (C-6).

HRMS m/z: calcd for C,oH,4sNOs [M+H]": 358.1654; found: 358.1649.

(2,3aR*,7R*,7a5*)-benzyl-7-(benzyloxy)-2-phenyltetrahydro-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyridine-5(6H)-
carboxylate (267)

To a solution of (266) (76mg, 0.213mmol, 1 eq) in anhydrous MeCN (11.0mL) under
argon was added camphorsulfonic acid (9.9mg, 42.6umol, 0.2 eq) and benzaldehyde dimethylacetal
(96uL, 63.8umol, 3 eq). The mixture was stirred at 50°C under argon overnight. The reaction was
guenched with triethylamine (220uL, 8 eq) and the mixture was concentrated under reduced
pressure. The residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 20:80) to give
(267a) as a colorless oil (25mg, 27%) and (267b) as a colorless oil (63mg, 66%).

Minor compound (267a)
'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.46-7.26 (m, 15H; H,,); 6.12 (s, 1H, H-7); 5.17 (s, 2H, CH, Cbz);
4.78-4.55 (m, 2H, H-3,4); 4.33 (s, 2H, CH, Bn); 4.18-4.00 (m, 1H, H-5); 3.91-3.31 (m, 4H, H-2,6).
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BC-NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 155.9 (C=0); 138.9, 137.7, 136.6, 129.0, 2x128.5, 128.4, 128.0,
127.9, 2x127.8, 127.7, 127.6, 125.9 (C,,); 103.2 (C-7); 75.5, 73.0 (C-3,4); 72.2 (C-5); 71.4 (CH,Bn); 67.3
(CH, Cbz); 42.9, 42.5 (C-2,6).

HRMS m/z: calcd for C,;H,gNOs [M+H]": 446.1967; found: 446.1960 and calcd for C,;H,;NO:sNa
[M+Na]": 468.1787; found: 468.1776.

Major compound (267b)
'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.46-7.26 (m, 15H, H,,); 5.83 (s, 1H, H-7); 5.18 (s, 2H, CH, Cbz);
4.70-4.52 (m, 2H, CH, Bn); 4.52-4.40 (m, 1H, H-3); 4.40-4.30 (m, 1H, H-4); 4.20-4.10 (m, 1H, H-5);
3.86-3.54 (m, 4H, H-2,6).

BC-NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 156.1 (C=0 Cbz); 137.5, 136.7, 136.0, 129.6, 129.5, 128.5, 128.4,
127.9, 127.8, 127.7, 127.6, 127.5, 126.6, 126.5 (C,,); 103.6 (C-7); 74.0, 73.8 (C-3,4); 73.3 (C-5); 71.1
(CH,Bn); 67.1 (CH, Cbz); 41.9, 41.1 (C-2,6).

HRMS m/z: calcd for C,;H,sNOs [M+H]": 446.1967; found: 446.1963 and calcd for Cy;H,;NO:sNa
[M+Na]": 468.1787; found: 468.1782.

Opening of benzylidene acetal

(3R*,4R*,5R*)-4,5-bis(benzyloxy)-1-methylpiperidin-3-ol (268a)

To a solution of (267b) (21mg, 0.048mmol, 1 eq) in anhydrous toluene (1.15mL) was
added a 1M solution of DIBAL in toluene (0.72mL, 0.72mmol, 15 eq) at 0°C under a nitrogen
atmosphere. After 40 minutes of stirring at 0°C, the reaction was quenched with 1M aq. HCl (1mL).
The mixture was diluted with water, extracted with CH,Cl, and the combined organic extracts were
washed with water. The organic layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness. The
crude product was purified by flash chromatography on silica gel (CH,Cl,/MeOH 95:5) to give (268a)
as a colorless oil (11.9mg, 75%) and its isomer 3,5-bis(benzyloxy)-1-methylpiperidin-4-ol (268b)
(2.3mg, 15%).

"H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.38-7.28 (m, 10H, H,); 4.75-4.62 (m, 4H, 2x CH, Bn); 4.04 (dt, 1H,
H-3, J’55,= 5.1Hz, 1}3.4= 13350= 3.0Hz); 3.84 (td, 1H, H-5, )’s.4= J’s ¢p= 7.8Hz, J’s.= 4.5Hz); 3.42 (dd, 1H,
H-4, *,s= 7.8Hz, J*,5= 3.0Hz); 2.95-2.85 (m, 1H, H-6a); 2.85-2.80 (m, 1H, H-2a); 2.42 (bs, 1H, OH),
2.32 (s, 3H, Me); 2.32-2.22 (m, 1H, H-2b); 2.15-2.05 (m, 1H, H-6b).

3C-NMR (CDCl3, 75 MHz) & (ppm): 138.4, 138.1, 128.5, 128.4, 127.8, 127.8, 127.7, 127.6 (C,,); 80.3 (C-
4); 74.9 (C-5); 72.6, 72.4 (2x CH,Bn); 66.4 (C-3); 58.3 (C-2), 57.3 (C-6); 45.6 (Me).

HRMS m/z: calcd for CyHy6NO; [M+H]': 328.1913; found: 328.1913.
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(3aR*,7R*,7a5*)-7-(benzyloxy)-5-methyl-2-phenylhexahydro-[1,3]dioxolo[4,5-c]pyridine (269)

(@) \,\\\OBn
345
2 -6

|
Me

B To a solution of (267b) (19mg, 0.043mmol, 1 eq) in anhydrous toluene (1.00mL) was
added a 1M solution of DIBAL in toluene (0.64uL, 0.064mmol, 1.5 eq) at -10°C under a nitrogen
atmosphere. After 45 minutes, additional DIBAL (0.64puL, 0.064mmol, 1.5 eq) was added. After 1 hour
of stirring at 0°C, the reaction mixture was diluted and quenched with 1M aq. HCI (1mL). The mixture
was diluted with water, extracted with CH,Cl, and the combined organic extracts were washed with
water. The organic layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness. The crude
product was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 70:30) to give (269) as a
colorless oil (5mg, 0.015mmol, corrected yield 53%) and unreacted product (267b) (6mg,
0.013mmol).

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.50-7.27 (m, 10H, H,,); 5.92 (s, 1H, H-7); 4.72 (m, 2H, CH, Bn);
4.42-4.32 (m, 1H, H-3); 4.23-4.13 (m, 1H, H-4); 3.87-3.77 (m, 1H, H-5); 3.15-3.00 (m, 1H, H-2a); 2.90-
7.75 (m, 1H, H-6a); 2.55-4.40 (m, 1H, H-2b); 2.32 (s, 3H, Me); 2.15-2.00 (m, 1H, H-6b).

HRMS m/z: calcd for CyoH,4NO3 [M+H]": 326.1759; found: 326.1759.

(3R*,4R*,5R*)-5-(benzyloxy)-1-dodecylpiperidine-3,4-diol (270)
OH
HO ~OBn

345

2 ,1] 6

k/C10H21

4 8

) ’ To a solution of (266) (40mg, 0.112mmol, 1 eq) in MeOH (2.24mL) was added

dodecanal (36uL, 0.162mmol, 1.45 eq), ammonium acetate (0.9mg, 0.011mmol, 0.1 eq) and Pd/C
10% (12mg, 0.112mmol, 1 eq). The mixture was stirred overnight at room temperature under

7

hydrogen atmosphere. Then, the mixture was filtrated over celite and evaporated to dryness. The
residue was partitioned between Et,0 and water. The organic extract was washed with water and
brine, dried over sodium sulfate and evaporated to dryness. The crude product was purified by flash
chromatography on silica gel (EtOAc/NH;3 99:1) to give (270) (43mg, 0.110mmol, 98%) as colorless oil.

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 7.38-7.28 (m, 5H, H.,); 4.68 (s, 2H, CH, Bn); 4.00-3.90 (m, 1H, H-3);
3.65 (td, 1H, H-5, J’s.4= )’s 6= 9.0Hz, J>s.¢,= 4.5Hz); 3.46 (dd, 1H, H-4, J*,.5= 9.0Hz, J>,.5= 3.3Hz); 3.27 (sl,
2H, OH); 3.13-3.03 (m, 1H, H-6a); 3.03-2.93 (m, 1H, H-2a); 2.40 (t, 2H, H-7, J*,4= 7.7Hz); 2.25-2.15 (m,
1H, H-2b); 2.00-1.90 (m, 1H, H-6b); 1.55-1.40 (m, 2H, H-8); 1.36-1.20 (m, 18H, H-9 to H-17); 0.88 (t,
3H, H-18, 1*17.15= 6.9 Hz).

BC.NMR (CDCl5, 75 MHz) & (ppm): 138.4, 128.4, 2x127.7, 127.6 (C,); 76.9 (C-5); 74.7 (C-4); 72.3
(CH,Bn); 68.4 (C-3); 57.6 (C-7); 56.8 (C-2); 55.3 (C-6); 31.9, 3x 29.6, 2x 29.5, 29.3, 27.4, 26.7, 22.6 (C-8
to C-17); 14.1 (C-18).

HRMS m/z: calcd for C,4H42NO, [M+H]": 392.3165; found: 392.3159.
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Mono-O-alkylation

To a solution a suspension of NaH (2.5mg, 0.107mmol, 2.1 eq) in anhydrous THF (0.4mL) at 0°C under
argon was added a solution of (270) (20mg, 51.1umol, 1 eq) in anhydrous THF (0.6mL), BusNI (3.8mg,
10.2umol, 0.2 eq) and 1-bromododecane (12uL, 51.1umol, 1 eq). The mixture was stirred at reflux
under argon. After 2 days of stirring, the mixture was cooled down to room temperature and the
reaction was quenched with MeOH. Then the mixture was evaporated to dryness and the residue
was dissolved in water, extracted with CH,Cl, and the combined organic extracts were washed with
water and brine. The organic layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness to give a
mixture of O-alkylated compounds (271) (7.0mg, 13umol), (272) (7.1mg, 13umol) and unreacted
starting material (270) (8.4mg, 21umol), corrected yield = 87%, ratio (271):(272)=1:1. Each isomer
was separated by flash chromatography on silica gel (EtOAc/ PE 15:80 to 50:50).

(3R*,4R*,5R*)-5-(benzyloxy)-1-dodecyl-4-(dodecyloxy)piperidin-3-ol (271)
C11H23

o) 7b

HO \OBn
345
2

N

! 6
7aI\/C1oH21
(f)ea
'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.38-7.27 (m, S5H, H.); 4.69 (AB, 2H, CH, Bn, J’=11.7Hz,
A8=0.08ppm); 4.10-4.00 (m, 1H, H-3); 3.73 (td, 1H, H-5, J’s4= 1’5 6= 8.1Hz, 1’5 ¢,= 4.5Hz); 3.67-3.50 (m,
2H, H-7b); 3.22 (dd, 1H, H-4, J*,s= 8.1Hz, J*,5= 3.3Hz); 3.00-2.80 (m, 2H, H-6a,2a); 2.36 (t, 2H, H-7a,
13, 6.= 7.8Hz); 2.25-2.15 (m, 1H, H-2b); 2.10-2.00 (m, 1H, H-6b); 1.70-1.55 (m, 2H, H-8b); 1.50-1.40
(m, 2H, H-8a); 1.40-1.18 (m, 36H, H-9 to H-17); 0.88 (t, 6H, H-18, J317.15= 6.9 Hz).

BC-.NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 138.8, 128.3, 127.7, 127.5 (C.,); 82.3 (C-4); 75.2 (C-5); 72.8
(CH,Bn); 70.3 (C-7b); 66.2 (C-3); 57.9 (C-7a); 56.6 (C-2); 55.6 (C-6); 31.9, 30.1, 29.7, 3x 29.6, 2x 29.5,
29.3,27.5, 26.8, 26.2, 22.7 (C-8 to C-17); 14.1 (C-18).

HRMS m/z: calcd for C3gHggNO3 [M+H]": 560.5043; found: 560.5045.

(3R*,4R*,5R*)-3-(benzyloxy)-1-dodecyl-5-(dodecyloxy)piperidin-4-ol (272)

7b OH

C11H23/\O ; 4 > .\\\\OBn

2

1
N 6

7a K/C10H21
()2

'H-NMR (CDCl;, 300 MHz) & (ppm): 7.38-7.27 (m, 5H, H,,); 4.67 (s, 2H, CH, Bn); 3.74-3.64 (m, 3H, H-
3,4,5); 3.60-3.37 (m, 2H, H-7b); 2.75-2.65 (m, 2H, H-2a,6a); 2.45-2.35 (m, 2H, H-7a); 2.35-2.25 (m, 2H,
H-2b,6b); 1.65-1.50 (m, 4H, H-8a,8b); 1.50-1.15 (m, 36H, H-9 to H-17); 0.88 (t, 6H, H-18, J*;7.15= 6.9
Hz).
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BC-.NMR (CDCl;, 75 MHz) & (ppm): 138.6, 128.3, 127.7, 127.6 (C.,); 76.6 (C-5); 75.6 (C-4); 72.0
(CH,Bn); 71.4 (C-3); 69.6 (C-7b); 58.4 (C-7a); 54.0 (C-2); 52.6 (C-6); 32.8, 31.9, 29.9, 29.7, 3x 29.6,
29.5,29.4,29.3, 27.6, 26.6, 26.1, 25.7, 22.7 (C-8 to C-17); 14.1 (C-18).

HRMS m/z: calcd for C3gHggNO3 [M+H]": 560.5043; found: 560.5033.

(3R*,45*,5R*)-1-dodecyl-5-(dodecyloxy)piperidine-3,4-diol (273)

7b OH
CiiHas™ “Ox_ . .OH
3°5
216
N~ HCI
7a C'1OH21
(2)® A solution of (272) (13mg, 23.2umol, 1 eq) and Pd/C 10% (1mg, 11.6umol,

0.5 eq) in a mixture of MeOH (0.9mL) and HCl aqueous solution (10%, 0.1mL) was stirred at room
temperature for 24 hours under H, atmosphere. Then, the mixture was filtrated over celite and the
filtrate was evaporated to dryness to give (273) (12mg, quantitative) as a yellow oil.

'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) & (ppm): 4.05-3.95 (m, 1H, H-3); 3.95-3.80 (m, 1H, H-4); 3.70-3.60 (m, 1H,
H-7b); 3.60-3.45 (m, 1H, H-5); 3.35-3.20 (m, 4H, H-2, 6); 3.11 (t, 1H, H-7a, J*;, .= 7.8Hz); 1.65-1.45 (m,
4H, H-8); 1.45-1.15 (m, 36H, H-9 to H-17); 0.88 (t, 6H, H-18, J*17.15= 6.9 Hz).

3C-NMR (CD;0D, 75 MHz) & (ppm): 70.8 (C-4); 69.3 (C-5); 65.7 (C-3); 57.1 (C-7a); 51.8, 49.4 (C-2,6);
50.5 (C-7b); 33.1, 2x 30.9, 2x 30.8, 30.7, 30.6, 2x 30.5, 30.2, 27.7, 27.1, 25.1, 23.8 (C-8 to C-17); 14.5
(C-18).

HRMS m/z: calcd for CygHeoNO; [M+H]": 470.4573; found: 470.4562.

Chiral SFC

Solvent used was HPLC grade methanol (MeOH) provided by Carlo Erba Reagents (France). Carbon
dioxide was provided by Linde (France).

Samples preparation

1 mgin 1.0 mL of MeOH, the concentration was 1 mg/mL.

Apparatus and operating conditions

The analysis of both enantiomers was carried out using manufactured equipment Waters UPC? PDA
SQD. The column was thermostated by an oven regulated at 40°C. A Chiralpak IA column (3 mm silica
particles immobilized with amylose tris-(3,5-dimethylphenylcarbamate), 250*4.6 mm, was used with
a gradient from 0 to 40% of a MeOH/DEA mixture (99.9:0.1, v/v) as an additive in a CO, mobile
phase. The flowrate was 1.5 mL/min and the outlet pressure was 130 bar. Injection volumes were 10
pL. UV detection was carried out at 205 nm and mass detection was performed with 3.5kV of capillar
voltage and 50kV of cone voltage.
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L'objectif de ces travaux de thése était d’identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels du transport
de céramide par CERT en tant qu’agents de resensibilisation de lignées de cellules cancéreuses
chimiorésistantes.

A partir des structures cristallographiques du domaine START de CERT, sous sa forme apo ou co-
cristallisée avec différents ligands, nous avons tout d’abord développé une méthode d’arrimage
moléculaire. Aprés validation qualitative de ce filtre in silico par la reproduction des poses
cristallographiques des céramides, HPAs et diacylglycérol, ainsi que la corrélation des résultats de
modélisation avec ceux du test FLINT de liaison spécifique in vitro, cette méthodologie a été
appliquée pour cribler in silico une ligandothéque focalisée.

En paralléle, un test in vitro HTR-FRET a été développé en collaboration avec les Drs. Laurence Fleury
et Frédéric Ausseil, afin d’identifier de nouveaux ligands de la protéine, potentiellement antagonistes
de CERT. Ce test inédit sur cette protéine a notamment permis de cribler la Chimiotheque Nationale
Essentielle.

Dans un second temps, une conception rationnelle de nouveaux ligands du domaine START de CERT a
été réalisée. Cette conception s’est appuyée sur I'optimisation des HPAs en collaboration avec les Pr.
Adam Daich et Dr. Dusan Berkes. Cette étude a permis de faire ressortir des tendances de relations
structure-activité sur cette famille de composés. La modélisation a aussi permis d’élaborer des
iminosucres alkylés, mimes du céramide dans sa conformation cristallisée dans le domaine START en
collaboration avec le Pr. Philippe Compain.

Cette étude de modélisation moléculaire, combinant des approches de criblage et de conception
rationnelle, a ainsi permis d’identifier trois nouvelles familles de ligands de la protéine CERT : la
jaspine B et ses analogues, les HPAs a deux chaines lipidiques ainsi que des iminosucres
polyhydroxylés de type azépane ou pipéridine.

L'obtention de structures par cristallographie aux rayons X du domaine START co-cristallisé avec ces
composés permettrait de valider les conformations calculées de ces complexes et confirmer les
hypothéses de ce travail.

Nous avons ensuite développé une nouvelle voie de synthése en série racémique de la jaspine B, en 6
étapes a partir de la D-érythronolactone, avec un rendement global de 7%. Les étapes clés de cette
synthése sont |'ouverture régiosélective de l'aziridine (213) et la cyclisation intramoléculaire
successive, puis I'oléfination de Julia entre I'oxazolidinone lactone (214) et la sulfone (215).

Nous avons aussi synthétisé des sondes dérivées de la jaspine B a partir des intermédiaires
oxazolidinone vinyligue (210) et oxazolidinone lactone (214) précédemment développés au
laboratoire. Les sondes jaspine B-BODIPY (230) et jaspine B-streptocyanine (249) ont été utilisées
pour réaliser des expériences d’imagerie cellulaire par microscopie de fluorescence. Ces essais
préliminaires ont mis en évidence une internalisation de ces sondes dans les cellules HCT116 et une
localisation périnucléaire en accord avec une potentielle inhibition de la CERT.
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Par la suite, ces sondes pourront étre co-localisées dans la cellule avec des marqueurs du réticulum
endoplasmique et de I'appareil de Golgi afin d’approfondir la connaissance du mode d’action de la
jaspine B.

Enfin, deux des iminosucres identifiés comme ligands du domaine START de CERT au cours de I'étude
de modélisation moléculaire ont été synthétisés en série racémique. Les syntheses de L127 et L125
ont été réalisées en collaboration avec le Pr. Antonio Burtoloso. Elles s’appuient sur une oléfination
d’Horner-Wadworth-Emmons entre I'aldéhyde (253) et le diazophosphonate (251), puis une réaction
d’insertion NH. Ainsi, les composés L127 et L125 ont été obtenus respectivement en 7 et 10 étapes a
partir de I’éthanolamine, avec des rendements globaux respectifs de 10% et 9%.

La synthese des iminosucres L046, LO60, L124 et L141, ligands potentiels de la protéine, sera
intéressante a réaliser afin d’évaluer leur liaison avec le domaine START de CERT et contrdler et la
qualité prédictive du modele in silico et I'optimiser.
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