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Introduction

Le paludisme est encore aujourd’hui une maladie infectieuse préoccupante et mortelle dans les régions
tropicales et subtropicales d’Afrique, d’Asie et d’Amérique. Il est d( a des parasites du genre Plasmodium et
est transmis d’une personne a l'autre par des piqlres de moustiques femelles du genre Anopheles. Depuis
une dizaine d’années, la morbidité et la mortalité liées au paludisme ont nettement reculé, notamment
grace a un meilleur diagnostic, a I'utilisation croissante de moustiquaires et a des traitements efficaces a
base d’Artémisinine. Cependant, les phénomenes de résistance des parasites aux différentes générations de
traitements et d’insecticides restent un probléme majeur, auxquels s’ajoutent le colt des traitements et
donc I'accés aux soins pour les populations les plus défavorisées. Il est ainsi urgent de trouver de nouvelles
cibles et de développer de nouveaux agents antipaludiques agissant via des mécanismes originaux.

L'alanyl aminopeptidase monométallique ([EC 3.4.11.2]) et la leucyl aminopeptidase bimétallique ([EC
3.4.11.1]) de Plasmodium falciparum, notées respectivement PfA-M1 et PfA-M17, ont récemment émergé
comme potentielles cibles antipaludéennes. Plusieurs études montrent que ces deux aminopeptidases
joueraient un role essentiel a la croissance et a la survie du parasite, en étant principalement impliquées
dans la derniére étape du catabolisme de I’hémoglobine. Compte tenu du caractére prometteur de PfA-M1
et de PfA-M17 comme cibles antipaludéennes, la conception rationnelle d’inhibiteurs puissants et sélectifs
de ces deux métallo-aminopeptidases est d’un intérét considérable.

Les inhibiteurs de PfA-M1 et PfA-M17 développés jusqu’a présent ont une activité inhibitrice de I'ordre du
nanomolaire sur les enzymes, mais de I'ordre du micromolaire sur la croissance du parasite. Cela peut étre
d, en partie, a une faible biodisponibilité, a une faible perméabilité cellulaire ou a des liaisons non
spécifiques avec d’autres métallo-enzymes.

Fort de son expérience avec les métalloprotéases, notre laboratoire s’est intéressé a la synthese
d’inhibiteurs sélectifs de PfA-M1 et/ou PfA-M17 présentant de meilleures propriétés pharmacologiques. Ces
inhibiteurs pourraient étre utilisés comme outils moléculaires pour une meilleure compréhension du role
biologique de ces protéines chez le parasite et comme potentiels traitements antipaludéens. Lors de mes
travaux de thése, je me suis particulierement intéressée a l'inhibition sélective de I’aminopeptidase
bimétallique PfA-M17.

Des travaux précédemment menés au laboratoire ont permis de mettre en évidence le composé 1 comme
puissant inhibiteur sélectif d’'une aminopeptidase bimétallique de référence, I'aminopeptidase d’Aeromonas
proteolytica ([EC 3.4.11.10]), notée APaero (Ki = 10 nM APaero ; K; > 1000 puM aminopeptidase
monométallique APN CD13).

OH

(+-) NH,.HCI



Etant donné que PfA-M17 et APaero présentent des éléments structuraux communs au niveau de
I'organisation de leur site actif et du mécanisme catalytique, le chassis moléculaire de type

benzocycloheptane trisubstitué a constitué un point de départ a la conception d’inhibiteurs de PfA-M17.

Mes travaux de these ont consisté en la conception, la synthése et I'évaluation biologique d’analogues du

composé 1 pour l'inhibition sélective de PfA-M17.

Quatre chapitres constituent le manuscrit de thése :

>

>
>
>

Le paludisme et le parasite Plasmodium.
Les métallo-aminopeptidases PfA-M1 et PfA-M17.
Les inhibiteurs de PfA-M1 et PfA-M17 et les travaux antérieurs menés au laboratoire.

La synthése et |’évaluation biologique d’analogues de la 8-amino-7-hydroxy-5,7,8,9-tétrahydro-
benzocyclohepten-6-one.









Chapitre 1

Le paludisme et le parasite Plasmodium

I- Généralités sur le paludisme
1) Epidémiologie
2) Transmission

3) Symptomes

II- Les parasites du genre Plasmodium
1) Espéces impliquées en pathologie humaine
2) Cycle de vie du parasite
3) Catabolisme de I’hémoglobine

4) Pathogenése

IlI- Moyens de lutte actuels
1) Lutte antivectorielle
2) Recherche d’un vaccin
3) Arsenal thérapeutique actuel

4) Problémes de chimiorésistance






Chapitre 1

I- Généralités sur le paludisme
1) Epidémiologie

Le paludisme (du latin paludis, « marais »), aussi appelé malaria (de I'italien mal'aria, « mauvais air ») est la
plus importante maladie parasitaire chez I’'Homme. L’Organisation Mondiale de la Santé a estimé en 2013,
198 millions de cas, qui ont causé 584 000 décés. '’ Le paludisme est endémique dans 97 pays,
essentiellement situés dans les zones intertropicales d’Amérique, d’Asie et d’Afrique (fig. 1). L'Afrique est, de
loin, le continent le plus touché avec 90% des décés enregistrés dans cette zone en 2013. La grande majorité
des victimes sont les enfants agés de moins de cing ans et les femmes enceintes.

B

Confirmed malaria cases per 1000 population

B 100 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
I :0-100 1-10 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control programme reports

Figure 1 : cas de paludisme confirmé pour une population de 1000 individus®
2) Transmission
Le paludisme est une maladie infectieuse due a des parasites du genre

Plasmodium transmis d’une personne a l'autre par des piqQres de
moustiques femelles du genre Anopheles, appelés vecteurs. |l existe plus de

400 especes d’Anopheles et seulement 30 a 40 especes sont considérées

comme des vecteurs potentiels du paludisme humain, dont notamment A. »

- W ‘ >
arabiensis, A. gambiae et A. funestus (fig. 2 et 3). Figure 2 : Anopheles

gambiae

L'intensité de la transmission dépend de la densité, de la longévité, des habitudes de piqlires et de
I'efficacité des moustiques vecteurs, mais également de facteurs liés au parasite, a ’"h6te humain et a
I’environnement. Pour se développer et se reproduire, les anophéles ont besoin de chaleur et de surfaces
d’eau peu profondes (les flaques, les rizieres et les empreintes laissées par les sabots d’animaux). C'est
pourquoi le paludisme est essentiellement concentré vers les tropiques et la transmission est souvent
saisonniére avec un pic pendant ou juste apres la saison des pluies.

! World Malaria Report 2014, World Health Organization, 1-242.
%N. J. White et al., Lancet 2014, 383, 723-735.
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Figure 3 : répartition globale des espéces d’Anophéles dominantes®

Il existe un seul cas de contamination inter-humaine directe, lorsqu’une femme enceinte infectée contamine
son enfant par voie transplacentaire.

3) Symptomes

Les manifestations cliniques du paludisme sont trés diverses. Le paludisme débute par une fievre 8 a 30 jours
apreés l'infection, qui peut s"accompagner de maux de téte, de douleurs musculaires, d’un affaiblissement, de
vomissements, de diarrhées, de toux. Des cycles typiques alternant fievre, tremblements avec sueurs froides
et transpiration intense, peuvent alors survenir : c’est I’acces palustre simple. Comme nous le verrons dans
la partie suivante, la périodicité des symptomes dépend de I'espece de parasite en cause et coincide avec
son cycle de développement. La multiplication intense des parasites et |'éclatement des globules rouges
conduit a I'anémie (cf figure 9, page 10).

S’il n’est pas traité rapidement, le paludisme a P. falciparum peut évoluer vers une affection sévére, qui se
manifeste différemment selon I’age. ** Une anémie sévére et une hypoglycémie sont fréquentes chez les
enfants fortement atteints, alors que les cedemes pulmonaires et les lésions rénales sont plus communs chez
les adultes. A tout age, on peut observer une acidose métabolique et un paludisme cérébral (ou
neuropaludisme), souvent mortel. Ce dernier correspond a I'obstruction des vaisseaux sanguins irriguant le
cerveau par les globules rouges infectés.

Dans les régions ol le paludisme est hautement endémique, une partie de la population est porteuse
asymptomatique. Suite a de nombreuses années d’infection chronique par le parasite, certains individus
tolérent sa présence et développent une immunité naturelle.

® A. Kiszewski et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 2004, 70, 486-498.
* A. M. Dondorp et al., CID 2008, 47, 151-57.
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I- Les parasites du genre Plasmodium

1) Especes impliquées en pathologie humaine

Si le paludisme est connu depuis la Haute Antiquité, les agents responsables n'ont été découverts qu'en
1880 par un médecin militaire frangais, A. Laveran, et le réle des anopheles dans le cycle évolutif a été mis
en évidence par R. Ross (1895) et G. B. Grassi (1899).>%’

Domaine Eucaryote
Regne Protiste
Embranchement Apicomplexa
Classe Hematozoa
Ordre Haemosporida
Famille Plasmodiidae
Genre Plasmodium

Tableau 1 : taxonomie du parasite Plasmodium®

Le genre Plasmodium se situe dans 'embranchement des Moronta
de P. falciparum
Apicomplexa, caractérisés par la présence d'un
complexe apical (tabl. 1). Ce dernier est typique chez les Proéminence
. . ;. z i apicale

stades infectieux et décrit comme un ensemble de B et
cytosquelette et de structures sécrétrices permettant au , ’ Manteau
parasite de pénétrer son hote (fig. 4). Micronémes

Rhoptries

Granules denses -

Plasmodium appartient a |'ordre Haemosporida,

Microtubules

endoparasites obligatoires se trouvant dans le sang de Vésicule pelliculée ——
vertébrés (Reptiles, Oiseaux, Mammiféres). Les

Hémosporidies ont deux hotes : un hote vertébré chez Mitochondrie
lequel a lieu la reproduction asexuée (hote Apicaphaste -

. s g _ e . . . Noyau
intermédiaire) et un insecte piqueur chez lequel a lieu la

Réticulum endoplasmique

reproduction sexuée (hote définitif). °

Membrane plasmique

Figure 4 : Mérozoite de P. falciparum

Le genre Plasmodium compte pres de 150 especes et est divisé en 10 sous-genres, les parasites des humains
et des primates font partie du sous-genre Plasmodium ou Laverania.

> Nature parasitaire des accidents de lI'impaludisme : description d'un nouveau parasite trouvé dans le sang des
malades atteints de fievre palustre, A. Laveran, J.-B. Bailliere, 1881.

6 Report on the cultivation of proteosoma, Labbé, in grey mosquitoes, R. Ross, Calcutta: Superintendent of Govt.
Printing, 1898.

7 Rapporti tra la malaria e peculiari insetti (zanzaroni e zanzare palustri), G. B. Grassi, R. C. Accad. Lincei 1899, 7, 163-
177.

® http://tolweb.org/tree/phylogeny.html, consulté le 02/04/2015.

% ). Baum et al., Nature Reviews Microbiology 2006, 4, 621-628.
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Cing espéces sont responsables du paludisme chez I'Homme™

» Plasmodium falciparum est I'espéce la plus répandue, présente dans les zones tropicales
d’Amérique Latine, d’Asie et dominante en Afrique. C'est I'espéce la plus virulente car elle se
multiplie rapidement dans le sang et peut entrainer la mort par obstruction des vaisseaux sanguins
dans le cerveau.

» Plasmodium vivax que I'on retrouve principalement en Asie, en Amérique latine et dans quelques
régions d’Afrique, a la particularité de créer des formes hépatiques «dormantes» (hypnozoites),
pouvant s’activer et envahir le sang des semaines ou des mois apres la premiere infection (rechutes
cliniques).

» Plasmodium ovale est plutdt observé en Afrique de I'ouest et dans les iles de I'ouest du Pacifique.
Cette espéce a une biologie et une morphologie proche de P. vivax et existe également sous forme
d’hypnozoites.

» Plasmodium malariae a une distribution mondiale. S’il n’est pas traité, il entraine une infection
chronique, durable, pouvant dans certains cas persister toute la vie. Chez certains patients, P.
malariae peut entrainer de séveres complications.

» Plasmodium knowlesi est principalement rencontré en Asie du Sud-Est. Il était d’abord connu chez
deux especes de macaque et a été récemment découvert chez 'Homme (1965). P. knowlesi peut
rapidement progresser vers une infection sévere, pouvant s’avérée mortelle.

2) Cycle de vie du parasite

Le cycle de Plasmodium se révele complexe et comporte deux étapes essentielles : une phase asexuée chez
I’'homme (schizogonie) et une phase sexuée chez le moustique (gamagonie et sporogonie) (fig. 5).

Gametocytes
Gameétes -
‘ Cycle érythrocytaire
P tD
Sporozmtes o% @
e oy¢
o Mérozoltes ~  Phase

asexuée

47
Oocyste Sporozoites

Reproduction sexuée

‘i Phase hepathue |

Figure 5 : cycle de vie et de reproduction du parasite

Un repas sanguin sur un hote humain infecté est nécessaire a I'anophéle femelle pour ingérer le parasite
sous forme de gamétocytes males (microgamétocytes) et femelles (macrogamétocytes) (fig. 6).
moustique se révele alors infecté et le cycle sexué de reproduction du parasite peut commencer. Dans
I'intestin du moustique, les microgametes pénétrent les macrogametes, générant des zygotes. Ces derniers
deviennent mobiles et s’allongent (oocinétes) puis envahissent la paroi du tube digestif ou ils se
développent en oocystes (moins de 24 h apreés le repas sanguin).

% http://www.cdc.gov/malaria/, consulté le 02/04/2015.
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Chaque oocyste formé se divise et se multiplie afin de libérer, 4 a 15 jours apres le repas sanguin, plusieurs
milliers de sporozoites qui iront coloniser les glandes salivaires du moustique (cf fig. 9, page 10). C'est a
partir de ce moment-la que le moustique est infectieux pour ’lhomme. En effet, tout nouveau repas sanguin
chez I’h6te humain sera accompagné d’une libération de sécrétions salivaires contenant les sporozoites.

Oocystes

Oocinétes /V’Z/:_\

Zygotes ///L O
1 e L
)
. ;})')’ & e y

Gamogonie

Macrogamétocytes

Microgamétocytes Sporogonie

Figure 6 : phase sexuée chez le moustique vecteur

Aprés une piqlre infectante chez 'Homme, les sporozoites migrent rapidement, via la circulation sanguine,
vers le foie. Ils pénétrent dans les hépatocytes, ol ils se divisent trés activement pour donner naissance a
des dizaines de milliers de nouveaux parasites, les mérozoites. Cette phase d’amplification intra-hépatique

dure environ dix jours et est asymptomatique. Elle s’acheve par I'éclatement des hépatocytes infectés
permettant la libération des parasites dans le sang (fig. 7).

Sporozoites

HOMME —, <==
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Figure 7 : phase asexuée chez ’Homme
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Chez P. vivax et P. ovale, une partie des sporozoites n’évoluent pas en mérozoites mais en hypnozoites. Ces
formes peuvent rester dormantes dans le foie pendant des mois, voire des années. Les mécanismes derriere
le développement de la dormance et de I'activation sont toujours a I’étude. ***%*3

Libérés dans le sang, les mérozoites envahissent des globules rouges (ou érythrocytes) et le cycle
érythrocytaire commence. C’'est un processus cyclique de 48 heures pour P. falciparum, allant de I'invasion
d’un globule rouge a son éclatement, permettant ainsi la libération d’une trentaine de nouveaux mérozoites
qui pourront coloniser d’autres globules rouges (cf fig. 9, page 10). Au cours du cycle, le parasite passe par
différentes phases : anneaux ou trophozoites immatures, trophozoites matures, schizontes et rosaces (fig.
8)."° La rosace est le stade de maturation ultime qui correspond a un schizonte sur le point d’éclater pour
libérer de nouveaux mérozoites. L'éclatement des globules rouges, provoquant I'anémie, est a |'origine des
nombreux symptomes cliniques du paludisme. Les formes asexuées du cycle érythrocytaire sont donc
responsables de la morbidité et de la mortalité.

: w
' |
. a8,
. @
. g "
¢ -
. 0 .; | Oo-e

Anneaux Trophozoites

4 n

5

Schizontes Gamétocytes

Figure 8 : différents stades sanguins de P. falciparum (clichés microscope de frottis sanguins)

Pour alimenter le cycle hote-vecteur, certains anneaux vont se différencier en gamétocytes males et
femelles. Ces formes non pathogenes pour 'Homme circuleront dans le sang jusqu’a plusieurs semaines
aprées la fin de lI'infection. Ces gameétes pourront étre ingérés par un vecteur compétent lors d’un repas
sanguin, infectant alors I'anophele et permettant ainsi la propagation de la maladie.

"' G. D. Shanks, N. J. White, Lancet Infect. Dis. 2013, 10, 900-906.
2y, Andrianaranjaka et al., Malar. J. 2013, 12:177.
3 L. Dembélé et al., Nature Med. 2014, 20, 307-312.
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L’évolution de la charge parasitaire au cours du cycle de vie de Plasmodium au sein de ses deux hotes est
représentée figure 9.

12 i ml N
10 Formes asexuées | Inwasion | Invasion
du cycle érythrocytaire
$ Formes sexuées
= . du cycle érythrocytaire ey
g IR
I 10— 2 A
= [
)
o
g Qocystes
g 104 en rupture
—] Sporozoites dans les
=z L . glandes salivaires
Macrogamétes . Occinstes
2 . QOocystes . ) )
10 . Schizontes (foie) . Schizontes (foie)
0 [ ] |
" . Sporozoites lors
Cycle de vie du parasite de la pigare

Figure 9 : évolution de la charge parasitaire au cours du cycle biologique

3) Catabolisme de ’'hémoglobine

Intéressons-nous plus particulierement au cycle érythrocytaire. Pour des raisons pratiques et parce qu'il est
directement lié aux symptomes, c’est le cycle le plus étudié et la majorité des antipaludéens actuels ciblent
des protéines ou des mécanismes impliqués dans ce cycle.

Les mérozoites relargués par le foie infecté ou par les érythrocytes infectés (réinvasion) envahissent les
globules rouges. A I'intérieur du globule rouge, le parasite croit et se multiplie jusqu’a occuper 16 a 20 fois le
volume du mérozoite initial. Pour cela, il va ingérer et digérer jusqu’a 75% des protéines de I'érythrocyte,
majoritairement ’lhémoglobine.

Pour bien comprendre le cycle érythrocytaire, il faut nous intéresser a la structure de I’'hémoglobine, au
processus et aux conséquences de sa dégradation. L’hémoglobine est constituée de quatre chaines de
globine identiques deux a deux (chaines a avec 141 acides aminés et chaines B avec 146 acides aminés).
Chacune de ces chaines est associée a un groupement prosthétique, I’lhéme, constitué d’un atome de fer au
centre d’un dérivé tétrapyrrolique cyclique, la porphyrine (fig. 10).

% G. Vogel, Science 2010, 328, 847-848.
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Figure 10 : a. structure RX de ’'hémoglobine (molécule de dioxygéne sphére rouge) (PDB 1BBB) ; b. structure de ’lhéme

Au stade anneau jeune, le parasite subit une transformation morphologique profonde qui lui
permet d’« engloutir » une part importante du cytoplasme du globule
rouge. > C’est la premiére étape de formation du compartiment de
digestion du parasite, appelé vacuole digestive. Au stade trophozoite,
I'assimilation de I'hémoglobine se fait également par formation de
cytostomes au niveau de la surface du parasite (similaire au
phénomene d’endocytose) (fig. 11). **® La membrane plasmique et la
membrane de la vacuole parasitophore forment des invaginations qui
vont bourgeonner et piéger le cytoplasme du globule rouge dans des
petites vacuoles. Ces dernieres pourront fusionner avec la vacuole Figure 11 : cytostome chez P. berghei ; fv
digestive et y déverser ’hémoglobine. vacuole digestive

La vacuole digestive est une organelle centrale dans le métabolisme du parasite. En effet, il s’agit du site de
digestion des chaines de globine et de détoxification de 'héme. Elle est caractérisée par un pH acide de
4,5-5,5 et par la présence de diverses enzymes protéolytiques.

Détoxification de ’'héme

Lors du catabolisme de I’'hémoglobine, ’'héme ou ferriprotoporphyrine IX (FePPIX) est libéré avec de
I’oxygéne dans la vacuole digestive. Le fer est un métal qui peut étre sous forme oxydée, ion ferrique Fe** ou
sous forme réduite, ion ferreux Fe**. Seul I’lhéme ferreux transporte I'oxygéne. Ainsi, lorsque I’'hémoglobine
est dégradée, ’heme ferreux est libéré et oxydé en heme ferrique. A cause de la quantité importante en
oxygene et du pH acide dans la vacuole digestive, la production de radicaux oxygénés, via les réactions de
Fenton et Haber-Weiss, est idéale (cf annexes, page 223). Afin d’éliminer les espéces ferriprotoporphyrine IX
réactives en solution, le parasite dimérise I’'héme (via des liaisons covalentes fer-oxygéne du carboxylate) en

> D. A. Elliott et al., PNAS 2008, 105, 2463-2468.

'®N. Abu Bakar et al., J. Cell Sci. 2009, 123, 441-450.

' M. D. Lazarus et al., J. Cell Sci. 2008, 121, 1937-1949.
¥ M. A. Rudzinska et al., J. Protozool. 1965, 12, 563-576.
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une forme cristalline insoluble, ’hémozoine (fig. 12a). *° Celle-ci est aussi appelée pigment paludéen car sa
couleur brune-noire caractérise le sang des patients infecté par Plasmodium (fig. 12b). La présence de ce
pigment dans la vacuole digestive marque la transition entre les stades anneau et trophozoite. Le pigment
persiste jusqu’a la rupture des schizontes, qui relarguent les mérozoites fils, I’hnémozoine accumulée et
d’autres produits de dégradation.

Figure 12 : a. structure du polymére hémozoine. La structure est stabilisée par des liaisons hydrogéne; b. trophozoite mature de P.
falciparum avec présence d’hémozoine dans la vacuole digestive (fv vacuole digestive, h hémozoine, er réticulum
endoplasmique)18

Digestion des chaines de globine

Les acides aminés nécessaires au parasite sont obtenus de trois manieres: (1) par biosynthése, (2) par
ingestion de I’hémoglobine et digestion en acides aminés libres, (3) par import depuis le milieu
extracellulaire (plasma) et/ou depuis la cellule héte.

Les parasites et les érythrocytes infectés sont capables de fixer le dioxyde de carbone et donc de synthétiser
des acides aminés. Cependant, I'obtention d’acides aminés par cette voie est plutot restreinte et limitée aux
acides aspartique (Asp) et glutamique (Glu), ainsi qu’a I'alanine (Ala).

La digestion des chaines de globine par diverses enzymes protéolytiques (décrites dans la partie Il) permet
quant a elle de fournir de grandes quantités d’acides aminés libres, utilisées par le parasite pour :

» la biosynthése de ses propres protéines et son métabolisme général

*D. 1. Jr. Sullivan, Biopolymers 2003, 9, 129-163.
2% W. Sherman, Bull. World Health Organ. 1977, 55, 265-276.
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» l'import d’isoleucine (lle)
L'isoleucine est un acide aminé essentiel a la croissance du parasite. En effet, le retrait d’isoleucine d’un
milieu de culture de P. falciparum conduit a un arrét de la croissance du parasite. ** Cependant, I'isoleucine
est le seul acide aminé absent de I’hémoglobine humaine adulte et doit donc étre importé depuis le milieu
extracellulaire. Le transport d’isoleucine a travers la membrane des érythrocytes infectés est augmenté de
cinq fois par rapport aux érythrocytes non infectés. ** Le parasite modifie les propriétés de la membrane de
la cellule héte, induisant de nouvelles voies de perméabilité (New Permeability Pathways, NPPs). >
L'isoleucine est ensuite rapidement transportée a l'intérieur du parasite via un transporteur membranaire en
échange de la leucine (Leu) intracellulaire, issue de la dégradation de ’"hémoglobine dont il est I’acide aminé
le plus abondant (avec I’alanine).

» la modulation de I'environnement osmotique de la cellule hote afin d’empécher son hémolyse
prématurée.

Pendant les 48 heures du cycle érythrocytaire, le parasite augmente I'activité métabolique de I'érythrocyte,
et perméabilise la membrane plasmique de la cellule hote pour le passage d’une variété d’ions, de
nutriments et de déchets. Il dissipe également les gradients Na/K a travers la membrane de la cellule hote,
ingere et digere pres de 75% de I’hémoglobine de I'hOte. Toutes ces modifications spectaculaires
n’entrainent pourtant pas de lyse prématurée de I'érythrocyte (pas avant 48 heures) et ce grace a la
dégradation excessive de ’lhémoglobine. En effet, il est largement reconnu que I'hémoglobine est dégradée

en large exces par rapport aux besoins du parasite pour la synthése de ses protéines. 2>

4) Pathogenese

Pour les paludismes a P. falciparum, la surface des érythrocytes infectés se déforme et des protubérances
apparaissent 12 a 15 heures apres l'invasion. Ces protubérances expriment des protéines d’adhésion,
comme PfEMP1 (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1), qui permettent la cytoadhésion, a savoir
I'interaction avec des récepteurs présents 3 la surface endothéliale des veines et capillaires. % Les
érythrocytes infectés adherent a la paroi des vaisseaux sanguins, parfois entre eux ou a des érythrocytes
non-infectés. La cytoadhésion favorise la séquestration des globules rouges infectés par les parasites

829 | es globules rouges

matures dans les organes vitaux (le foie, la rate et en particulier le cerveau).
séquestrés interagissent avec la microcirculation sanguine, le métabolisme et le fonctionnement de
I’endothélium vasculaire dans les organes vitaux et sont clairement corrélés a la sévérité du paludisme a P.
falciparum (coma, mort). lls ne circulent pas et évitent alors la rétention et la filtration par la rate. Seuls les
stades jeunes (anneaux) sont dans la circulation périphérique, ce qui implique une sous-estimation de la

parasitémie lors des prélevements.

L A. A. Divo et al., J. Protozool. 1985, 32, 59-64.

*2 R. E. Martin, K. Kirk, Blood 2007, 109, 2217-2224.

2 K. Kirk, Physiol. Rev. 2001, 81, 495-537.

** M. Krugliak et al., Mol. Biochem. Parasitol. 2002, 119, 249-256.
> V. L. Lew et al., Blood Cells Mol. Dis. 2004, 32, 353-359.

%V, L. Lew et al., Blood 2003, 101, 4189-4194.

7 X. Su et al., Cell 1995, 82, 89-100.

8 K. Silamut et al., Am. J. Pathol. 1999, 155, 395-410.

5. Looareesuwan et al., N. Engl. J. Med. 1987, 317, 675-679.
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La rupture des globules rouges lors du relargage des mérozoites n’est pas l'unique cause de la perte de
globules rouges chez les personnes impaludées. La destruction de globules rouges non infectés et de
globules rouges infectés par des parasites au stade anneau y contribue également. *° Ces deux types de
globules rouges subissent des modifications en surface (« décoration » par des molécules de P. falciparum
relarguées lors de I'invasion d’autres érythrocytes ou déformation de la membrane induite par le parasite)
qui vont les rendre susceptibles a la rétention par la rate, a la phagocytose et a la dégradation via le
complément. Cela exacerbe I'anémie mais réduit les risques de séveres complications liées a une forte
charge parasitaire (comme le paludisme cérébral).

L’'hémozoine et d’autres déchets parasitaires sont continuellement libérés par la rupture des schizontes dans
la circulation sanguine, ce qui active le systéme immunitaire de I'hGte (capture par les cellules présentatrices
d’antigénes) et provoque des réponses pro- et anti-inflammatoires, causant fievre et autres effets
pathologiques. 3*

II- Moyens de lutte actuels

1) Lutte anti-vectorielle

La lutte contre les anophéeles vecteurs est un élément central de
toutes les stratégies de lutte. Elle repose principalement sur deux
interventions : les moustiquaires a imprégnation durable et les
pulvérisations intradomiciliaires a effet rémanent (fig. 13). Dans le
cadre des efforts pour atteindre la couverture universelle de toutes
les populations exposées au risque, la lutte antivectorielle s’est
sensiblement accrue au cours des dix derniéres années ; en 2013,
49% de la population a risque avait accés a une moustiquaire
imprégnée dans leur foyer, contre 3% en 2004. Les enfants et les

femmes enceintes doivent en priorité dormir sous ces
moustiquaires. Cependant il est estimé qu’encore 278 millions des
840 millions de personnes a risque vivant en Afrique sub-saharienne
ne possédent pas de moustiquaire dans leur foyer. !

antivectorielle

Différentes classes d’insecticides sont actuellement utilisés: les pyréthrinoides, les organochlorés (le
dichlorodiphényltrichloroéthane, DDT, est le plus commun), les organophosphorés et les carbamates (fig.
14). Les moustiquaires actuellement recommandées par I'OMS sont traitées avec un insecticide de la famille
des pyréthrinoides, qui présentent une faible toxicité pour les mammiféres et une longue activité résiduelle.

*p_A. Buffet et al., Blood 2011, 117, 381-392.
*' M. Jaramillo et al., J. Immunol. 2004, 172, 3101-3110.
2 E. Ayimba et al., Clin. Exp. Immunol. 2011, 166, 218-226.
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Figure 141 : structure de quelques insecticides

La pulvérisation intradomiciliaire consiste a appliquer une petite quantité d'insecticide sur les murs
intérieurs et les plafonds des foyers afin que le moustique entre en contact avec cet insecticide lorsqu'il se
pose. L'anophéle meurt dans la journée qui suit et ne peut pas propager la maladie. Cette technique atteint
pleinement son potentiel lorsque 80% au moins des lieux fréquentés par les vecteurs du paludisme sont
pulvérisés. La pulvérisation intradomiciliaire a contribué a éliminer le paludisme de vastes zones en Asie, en
Russie, en Europe et en Amérique latine, et des programmes ont été réalisés avec succés dans certaines
parties de I'Afrique. En 2013, 123 millions de personnes, soit 3,5% de la population a risque était protégée
par cette méthode.

L'efficacité de ces méthodes est menacée par le développement de résistance des anophéles vecteurs aux
insecticides utilisés pour traiter les moustiquaires et I'intérieur des foyers. La résistance aux insecticides
concerne toutes les principales espéces de vecteurs et toutes les classes d’insecticides, notamment les
pyréthrinoides. En 2013, 49 des 63 pays engagés dans un programme de contréle des résistances, ont
enregistré une résistance a au moins un insecticide chez un vecteur et 42 pays une résistance a la classe des
pyréthrinoides (fig. 15). En 2012, 'OMS a lancé le plan mondial pour la gestion de la résistance aux
insecticides chez les vecteurs du paludisme dont I'objectif a long terme est de maintenir I'efficacité de la
lutte antivectorielle. *

* Global plan for insecticide resistance management in malaria vectors (GPIRM), World Health Organization, 2012, 1-
132.
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B

Aucune résistance I Résistance confirmée a trois classes Pas de transmission paludéenne
Reésistance confirmée a une classe Il Résistance confirmée a quatre classes Non applicable
Résistance confirmée a deux classes Pas de données

Figure 15 : pays enregistrant des cas de résistance aux insecticides depuis 2010 (résistance confirmée, ie <90% de mortalité)

2) Recherche d’un vaccin

Aujourd’hui, aucun vaccin n’est disponible pour lutter contre le paludisme. Le défi auquel doivent faire face
les chercheurs est la compréhension des réponses immunitaires spécifiques, associées a la protection contre
la maladie. Le parasite est trés complexe et chaque stade est porteur d’antigenes différents qui induisent des
réponses immunitaires variées. Les premiers efforts de développement d’un vaccin se sont portés sur la
phase pré-érythrocytaire (foie). Aujourd’hui, trois types de vaccins sont a I'étude: des vaccins pré-
érythrocytaires, des vaccins érythrocytaires et des vaccins bloquant la transmission (fig. 16). 1***>3%%

Vaccins érythrocytaires
(anti-morbidité et anti-mortalité)

Vaccins pré-érythrocytaires /

(anti-infections) ,
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PV w

Figure 16 : différents types de vaccins

*D. I. Stanisic et al., Trends Parasitol. 2013, 29, 612-622.

» http://www.malariavaccine.org/, consulté le 14/04/2015.

*® http://www.who.int/vaccine_research/links/Rainbow/en/index.html, consulté le 14/04/2015.
*D.G. Heppner, Trav. Med. Infect. Dis. 2013, 11, 2-7.
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» Vaccins pré-érythrocytaires
Ces vaccins ont pour but de protéger contre la premiere étape de I'infection paludéenne, étape a laquelle le
sporozoite pénétre les hépatocytes et se développe. Ces vaccins vont provoquer une réponse immunitaire
qui empéchera soit linfection, soit la maturation et la multiplication du parasite si l'infection des
hépatocytes a débuté. **

Parmi ces vaccins candidats, on retrouve (1) des protéines ou antigenes recombinants de la surface du
parasite ou des hépatocytes infectés, (2) des vaccins a ADN qui contiennent l'information génétique
permettant la production des antigenes correspondant chez la personne vaccinée, (3) une forme atténuée
du sporozoite comme principal composé du vaccin.

Le candidat vaccin pré-érythrocytaire RTS,S/AS01, actuellement en phase clinique llI, est le plus avancé de
tous les vaccins candidats. *>**** En juillet 2015, il a recu un avis scientifique favorable du Comité des
produits de santé a usage humain de I’Agence Européenne des Médicaments (EMA). Ce candidat vaccin est
basé sur une protéine membranaire largement présente a la surface des sporozoites de P. falciparum qui
infectent le foie, la protéine circumsporozoite (CSP). Les essais cliniques ont été réalisés sur des enfants agés
de 6 a 12 semaines et de 5 a 17 mois, répartis sur onze sites africains avec des intensités de transmission
différentes. Aprés 18 mois de suivi et 3 doses de vaccin, I'efficacité du vaccin a été évaluée a 27% chez les

,,,,,

/////

comparables chez les enfants ayant recu le vaccin candidat RTS,S et chez ceux ayant recu le vaccin contréle,
sauf quelques cas de méningite, qui pourraient ne pas étre dus au vaccin mais dont l'occurrence est a
surveiller lors des essais cliniques.

» Vaccins érythrocytaires
Ce type de vaccins cible le parasite a son stade le plus destructeur, a savoir sa grande amplification dans les
globules rouges. Ces vaccins ne bloquent pas l'infection, mais doivent diminuer la quantité de parasites dans
le sang et donc réduire la sévérité de la maladie. Il est prouvé que les personnes qui ont survécu a une
exposition réguliére au paludisme développent une immunité naturelle avec le temps. Le but d’un vaccin
contenant des antigénes ou protéines présents a la surface du mérozoite serait de permettre au corps de
développer une immunité naturelle avec beaucoup moins de risque de tomber malade.

Plusieurs candidats vaccins érythrocytaires ciblant des protéines a la surface des mérozoites sont

prometteurs : MSP3 en phase clinique Ilb (Merozoite Surface Protein 3) et AMA1 en phase clinique lla
42,43,44

(Apical Membrane Antigen 1).

% p_E. Duffy et al., Expert Rev. Vacc. 2012, 11, 1261-1280.

* The RTS,S Clinical Trials Partnership, N. Engl. J. Med. 2012, 367, 2284-2295.

¥ The RTS,S Clinical Trials Partnership, PLoS Med. 2014, 11(7): e1001685.

4 https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=RTS%2CS%2FAS01+&Search=Search, consulté le 14/04/2015.
*25. B. Sirima et al., PLoS ONE 2009, 4(10):e7549.

€. Roussilhon et al., PLoS Med. 2007, 4(11): e320.

* M. A. Thera et al., PLoS ONE 2010, 5(2): e9041.
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» Vaccins bloquant la transmission
Ces vaccins cherchent a interrompre le cycle de vie du parasite en déclenchant la production d’anticorps qui
vont empécher le parasite de mrir dans le moustique apres la prise d’un repas sanguin chez la personne

vaccinée. %

lls visent les stades sexués chez I'Homme (gamétocytes) et chez le moustique (gameétes,
zygotes, oocinetes) (fig. 17). Ce type de vaccins n‘empéchera pas une personne d’étre infectée par le
parasite et il n’atténuera pas non plus les symptomes de la maladie. Néanmoins il limitera la propagation de
I'infection en empéchant les moustiques qui se nourrissent sur une personne infectée de transmettre le
parasite a de nouveaux hotes. Il n"aura donc pas un effet immédiat sur la personne vaccinée mais un effet a
plus long terme sur la communauté. Ce type de vaccins est d’une grande importance pour réduire la

mortalité et atteindre le but ultime d’éradication du paludisme.

Vaccin
bloquant la transmission

N/

e

: &
Moustique &)

Anticorps empéchantle =,/

TN
développement du 9 P
parasite dans l'intestin \,35
R

Prélévement anticorps et gamétocytes
au cours du repas sanguin

Figure 17 : principe des vaccins bloquant la transmission

Les cibles des vaccins candidats bloquant la transmission sont des protéines exprimées a la surface des
gamétocytes, gameétes, zygotes et oocinétes. Pfs25, Pfs28, Pfs48/45 et Pfs230 sont des cibles
particulierement intéressantes car elles induisent des anticorps avec une importante activité de blocage de
la transmission lorsqu’ils sont ingérés par le moustique avec les gamétes de P. falciparum. *® Deux vaccins
candidats sont en phase clinique la (Pfs25-EPA (P. falciparum surface protein of 25 kDa conjugated to
Pseudomonas aeruginosa exoprotein A) et Pfs25-VLP (P. falciparum surface protein of 25 kDa fused to virus-
like particles). *°

Au lieu de cibler une protéine du parasite, le vaccin candidat AnAPN1 (Anopheles Aminopeptidase neutre)
cible une protéine du moustique qui est le point d’ancrage du parasite lorsqu’il envahit l'intestin du
moustique. *’ Les anticorps se lient a la protéine AnAPN1 de I'intestin, bloquant I'interaction avec le parasite
dont le développement sera empéché. Un des avantages de cibler une protéine du moustique est de
produire des anticorps qui seront efficaces contre plusieurs especes du parasite Plasmodium.

*J. K. Nunes et al., Vaccine 2014, 32, 5531-5539.
*® G. Pradel, Parasitology 2007, 134, 1911-1929.
). S. Armistead et al., Infect. Immun. 2014, 82, 818-829.
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Il peut étre envisagé de combiner dans un méme vaccin des antigenes bloquant la transmission et d’autres
ciblant un autre stade (comme RTS,S) afin d’avoir une protection contre les symptomes de la maladie et de
limiter la propagation. Leurs effets pourraient méme étre synergiques.

3) Arsenal thérapeutique actuel

:  Dérivés artémisinine
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Figure 18 : principales molécules antipaludéennes

L'arsenal thérapeutique de lutte contre le paludisme est composé de quatre classes principales de
molécules : les dérivés quinoléines (aminoquinolines: chloroquine, amodiaquine, primaquine et 4-
méthanolquinoléines : quinine, méfloquine), les anti-folates (sulfadoxine, pyriméthamine, proguanil), les
naphtoquinones (atovaquone) et plus récemment les dérivés d’artémisinine (artémisinine,
dihydroartémisinine, artéméther, artésunate) (fig. 18). Certains antibiotiques ont également des propriétés
antipaludéennes (tétracycline, doxycycline, clindamycine).
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Les dérivés quinoléines

La quinine est une substance naturelle extraite de I'’écorce d’un arbre originaire d'Amérique du Sud, le
quinquina (fig. 19), déja utilisé au XVI® siécle par les
Quechuas pour traiter les fiévres engendrées par le
paludisme. Importée en Europe par les Jésuites au XVII°
siecle, la quinine a été l'antipaludéen de choix jusque
dans les années 1940 ou des produits de synthese avec le
méme noyau quinoléine ont commencé a remplacer la

quinine d'extraction, plus chere.

o M AdA

i s
Figure 19 : a. écorce de quinquina rouge ; b. gravure du
quinquina rouge

La chloroquine est le premier antipaludéen de synthése a avoir été produit a grande échelle pour le
traitement et la prévention du paludisme. Elle a été largement utilisée jusqu’a I'apparition de souches
résistantes chez P. falciparum dans les années 60, qui se sont finalement étendues a I'’ensemble des zones
endémiques. L'amodiaquine a été utilisée comme alternative a la chloroquine car elle est active sur les
souches résistantes a la chloroquine. La méfloquine sera développée peu de temps aprés la guerre du
Vietnam.

Les dérivés quinoléines comme la quinine, la chloroquine, la méfloquine et 'amodiaquine sont actifs sur les

849 |1s sont actifs sur toutes les espéces de

stades sanguins du parasite, ils sont schizonticides sanguins.
Plasmodium, sauf la chloroquine qui est inefficace contre certaines souches de P. falciparum résistantes. Ces
molécules sont principalement utilisées pour le traitement des acces palustres simples a P. falciparum et la

prophylaxie (tabl. 2).*°

Le mode d’action des dérivés quinoléines est principalement basé sur la perturbation du processus de
détoxification du parasite. La molécule pénetre la vacuole digestive, probablement par diffusion, s’y
accumule du fait de sa protonation (pH de la vacuole digestive 4,5-5,5) et forme un complexe avec la
ferriprotoporphyrine IX via des interactions m-i, avec transitoirement une forme disponible d’heme libre. Il a
été prouvé que la chloroquine et les dérivés 4-aminoquinoléines se lient fortement a la ferriprotoporphyrine
IX (Ky = 10® M).>" La formation d’hémozoine est inhibée, conduisant a I'accumulation du complexe
quinoléine/héme et de I’héme toxiques, connus pour leurs effets délétéres sur le parasite.

La Primaquine, une 8-aminoquinoléine, est la seule molécule capable d’éliminer les schizontes intra-
hépatiques et les hypnozoites de P. vivax et P. ovale ; elle est schizonticide tissulaire et hypnozoiticide. >
Elle est recommandée dans la cure radicale et la prévention de rechutes des paludismes a P. vivax et P.
ovale. Elle a en outre un effet gamétocytocide contre toutes les especes de Plasmodium. La Primaquine est
cependant trop toxique pour étre utilisée en routine comme agent prophylactique.

*®s. Vangapandu et al., Med. Res. Rev. 2007, 27, 65-107.

* A. F. G. Slater, Pharmacol. Ther. 1993, 57, 203-235.

*% Guidelines for the treatment of malaria. Second Edition, 2010, World Health Organization, 1-194.
> C. D. Fitch, Parasitol. Today 1986, 2, 330-331.

>2D. Fernando et al., Malar. J. 2011, 10:351.
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Le mode d’action de la Primaquine est trés peu connu. Un premier mécanisme suggere que la primaquine
perturbe le transport d’électrons dans la mitochondrie et interrompt la chaine respiratoire du parasite. Un
autre mécanisme d’action serait la production de métabolites hydroxylés tres réactifs qui génereraient des

espéces réactives de I’oxygéne toxiques pour le parasite. >*>*

Traitement acces palustre simple
Prévention
P. vivax P. malariae | rechute
Prophylaxie | P. falciparum ou ou P. vivax
P. ovale P. knowlesi ou
P. ovale
Quinine X
Chloroquine X X * X
Méfloquine X X
Amodiaquine associée a
I'Artésunate X
Primaquine X X

Tableau 2 : utilisation des quinoléines pour la prévention et le traitement du paludisme (*sauf contre les souches résistantes a la
chloroquine)

Les anti-folates

Les dérivés folates sont d’importants cofacteurs des réactions de transfert d’un carbone dans la biosynthése
des purines, des pyrimidines et des acides aminés. lls sont ainsi essentiels pour la réplication de I’ADN, la
synthése de protéines et donc la survie de la cellule. Les parasites Plasmodium sont capables de synthétiser
les dérivés folates de novo mais aussi de les récupérer depuis leur environnement (fig. 20). >>°°

L’enzyme dihydropteroate synthase (DHPS) catalyse la combinaison de la ptéridine avec 'acide para-amino
benzoique (pABA) pour former le dihydropteroate. Les anti-folates de type | comme les sulfones et
sulfonamides (sulfadoxine) sont des analogues structuraux du pABA et sont donc capables d’inhiber la
dihydropteroate synthase.

L'enzyme dihydrofolate reductase (DHFR) catalyse la réduction du dihydrofolate (H.folate) en
tetrahydrofolate (Hifolate). Elle traite a la fois le dihydrofolate provenant de la voie de novo et celui
provenant de la récupération depuis le milieu extracellulaire. Les anti-folates de type Il comme la
Pyrimethamine et le Proguanil inhibent la dihydrofolate reductase.

La Pyriméthamine, le Proguanil et la sulfadoxine sont des schizonticides sanguins et sporonticides, ie ils
agissent sur le développement des oocystes et bloquent la formation des sporozoites dans le moustique
(tabl. 3). Ces médicaments sont sélectivement toxiques pour Plasmodium car ils ont une affinité 1000 fois
plus grande pour I'enzyme parasitaire que pour I'enzyme humaine.

K. A. Fletcher et al., Biochem. Pharmacol. 1988, 37, 2683-2690.

>*J. Vasquez-Vivar, O. Augusto, J. Biol. Chem. 1992, 267, 6848-6854.

>|.B. Midiller, J. E. Hyde, Mol. Biochem. Parasitol. 2013, 188, 63-77.

>® Malaria Parasite Metabolic Pathways website http://mpmp.huji.ac.il, consulté le 20/04/2015.
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. Traitement accés palustre
Prophylaxie . . .
simple a P. falciparum
Proguanil + chloroquine X
Proguanil associée a Atovaquone X X
Pyriméthamine associée a Sulfadoxine X

Tableau 3 : utilisation des antifolates pour la prévention et le traitement du paludisme
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Les dérivés naphtoquinones

L’Atovaquone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) est un analogue structural de I'ubiquinone (ou coenzyme
Q), acteur essentiel du transport d’électrons dans la chaine respiratoire. L’Atovaquone inhibe le passage
d’électrons de I'ubiquinone au cytochrome bcl (complexe Il1). "%
pour la chaine respiratoire du parasite est basée sur les différences de structure entre le coenzyme Q

La sélectivité toxique de I’Atovaquone

humain et parasitaire. La conséquence de cette inhibition est I'’effondrement du potentiel de membrane de
la mitochondrie, qui provoque le blocage de la chaine respiratoire du parasite ainsi que l'inhibition
d’enzymes liées au transport d’électrons dans la mitochondrie, comme des enzymes impliquées dans la
biosynthese de pyrimidine.

L'Atovaquone est schizonticide tissulaire et sanguin. Elle est utilisée en association avec le Proguanil
(Malarone®©) pour le traitement et la prévention des paludismes a P. falciparum.

Les dérivés artémisinine

L'Artémisinine, également connue sous le nom « ginghaosu », est une
lactone sesquiterpénique extraite de la plante Artemisia annua et utilisée
en médecine traditionnelle chinoise depuis plus de 2 000 ans pour le
traitement des états fébriles (fig. 21).

L'Artémisinine a maintenant largement cédé sa place a |la
Dihydroartémisinine, son principal métabolite actif, plus puissant, et a
d’autres dérivés, I'Artéméther (dérivé éthéré) et I’Artésunate (dérivé

estérifié).

Figure 21 : Artemisia annua

L'Artémisinine et ses dérivés sont de puissants schizonticides sanguins a action rapide, actifs contre toutes
les espéces de Plasmodium. lls sont dotés d’un spectre d’activité d’'une étendue inhabituelle, puisqu’ils tuent
tous les stades sanguins, depuis les stades anneaux jusqu’aux schizontes. Les dérivés de I’Artémisinine ont
une action gamétocytocide, qui réduit la transmission et limite les risques de voir émerger des résistances.

Le mécanisme d’action de I'Artémisinine et de ses dérivés fait toujours débat mais il est majoritairement
reconnu que leur activité antipaludéenne est initiée par la rupture homolytique du pont endoperoxyde

>%%% yn mécanisme non-spécifique serait

caractérisant la structure de ces molécules (noyau 1,2,4-trioxane).
la génération de radicaux oxygénés par activation de I’Artémisinine, qui se réarrangent ensuite en radicaux
carbonés. Ces derniers vont alors provoquer un stress oxydatif et d’importants dommages au sein du

parasite par alkylation de I’'héme et des protéines du parasite. ®

" M. Fry, M. Pudney, Biochem. Pharmacol. 1992, 43, 1545-1553.

*% A. L. Baggish, D. R. Hill, Antimicrob. Agents Ch. 2002, 64, 1163-1173.
>% . Li, B. Zhou, Molecules 2010, 15, 1378-1397.

% p. M. O’Neill et al., Molecules 2010, 15, 1705-1721.

®. G. H. Posner et al., J. Med. Chem. 1994, 37, 1256-1258.
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L’Artémisinine est activée par réduction de la liaison 01-02 par les ions ferreux, donnant un oxygéne lié au
Fe(lll) (O1-Fe(lll) ou O2-Fe(lll)) et un électron célibataire sur I'autre oxygéne (02  ou 01) (fig. 22). Ensuite, il
peut y avoir scission de la liaison C3-C4 ou abstraction 1,5 d’hydrogéne, formant respectivement un radical
carboné primaire et secondaire.

Il existe plusieurs hypothéses quant & I'agent activateur de I’Artémisinine. ® Une premiére hypothése
propose que ce soit le fer de I’'heme. En effet, il a été montré que I'Artémisinine forme des adduits avec
I’'héme et que des membranes d’érythrocytes incubées avec un mélange héme-Artémisinine sont
considérablement oxydées, ce qui indique que la réaction entre I'héme et I'Artémisinine génére des
oxydants. ® Par ailleurs, I'activité de I'Artémisinine est presque totalement bloquée par la présence
d’inhibiteurs d’hémoglobinase, ce qui prouve que la dégradation de I’"hémoglobine a un role critique dans
I’action de I’Artémisinine. ® Une étude récente montre que la sensibilité a I’Artémisinine dépend du stade
auquel est le parasite. Cette dépendance est majoritairement en corrélation avec le niveau de digestion de
I’'hémoglobine, avec une activité réduite de I’Artémisinine lorsque le niveau de digestion de I’"hémoglobine
est faible. ®

Une seconde hypothése propose que I’Artémisinine soit activée par les ions ferreux libres du cytosol du

parasite. Les études qui soutiennent cette hypothese montrent que des chélatants sélectifs du fer libre non

lié 3 'héme ont un effet antagoniste sur I'activité de I’Artémisinine. °*%’

Tres certainement, le fer libre et le fer de I’heme agissent tous les deux dans |’activation de I’Artémisinine.
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Figure 22 : génération de radicaux carbonés par activation de I’Artémisinine

%2 N. Klonis et al., Curr. Opin. Microbiol. 2013, 16, 722-727.

%5, R. Meshnick et al., Mol. Biochem. Parasitol. 1991, 49, 181-189.
" N. Klonis et al., PNAS 2011, 108, 11405-11410.

% N. Klonis et al., PNAS 2013, 110, 5157-5162.

% 5. R. Meshnick et al., Antimicrob. Agents Ch. 1993, 37, 1108-1114.
" p. A. Stocks et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 119, 6394-6399.
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Des mécanismes spécifiques ont été proposés :

» L'Artémisinine et ses dérivés inhiberaient PfATP6, I'unique pompe ATPase/Ca’* située sur le
réticulum sarco-endoplasmique du parasite, appelée SERCA. ® Cette pompe permet de réguler la
concentration en ions calcium, importante pour la génération de signaux calcium-dépendants et
pour le bon repliement et les correctes modifications post-traductionnelles des protéines. PfATPS,
exprimée dans des oocystes de Xenopus laevis, est inhibée par I’Artémisinine avec une puissance
similaire a la Thapsigargine, autre lactone sesquiterpénique inhibant tres sélectivement les pompes
SERCA. L’addition de Thapsigargine et d’Artémisinine dans des cultures de P. falciparum ont montré
gue ces deux molécules entrent en compétition pour la méme cible.

> L'Artémisinine et ses dérivés seraient en fait activés par et interféreraient avec les composants de la
chaine de transport d’électrons de la mitochondrie parasitaire. ® L’Artémisinine, activée par le fer
contenu dans la mitochondrie, cause la production locale d’espéces réactives de I'oxygene,
entrainant la dépolarisation de la membrane mitochondriale et le dysfonctionnement de la
mitochondrie.

L'Artémisinine et ses dérivés sont particulierement efficaces car ils entrainent une clairance parasitaire
rapide (temps de demi-vie de clairance parasitaire < 5h) et la prompte disparition des symptémes. De plus,
ils sont rapidement éliminés de la circulation sanguine avec un temps de demi-vie d’élimination compris
entre 2h et 5h. Pour cela, ils sont utilisés le plus souvent en association avec des schizonticides a action lente
(cf probleme de chimiorésistances).

Les antibiotiques

Les tétracyclines (Tétracycline, Doxycycline), découvertes au début des années 1940, sont des antibiotiques
a large spectre, actifs sur un certain nombre de bactéries gram positif et négatif, de bactéries intracellulaires,
et sur des protozoaires dont Plasmodium. La Clindamycine est un antibiotique de la famille des lincosamides
utilisé a partir des années 60 d’abord pour le traitement d’infections a bactéries anaérobies puis pour des
maladies dues a des protozoaires.

La Tétracycline, la Doxycycline et la Clindamycine sont des schizonticides sanguins a action lente sur toutes
les especes de Plasmodium, utilisés en thérapeutique en association avec la quinine et en prophylaxie en
zone de multi-résistances. °

Le mécanisme d’action des antibiotiques sur Plasmodium n’est pas clairement identifié. Les tétracyclines
sont connues depuis longtemps pour inhiber la synthése protéique des bactéries. Il est alors suggéré que le
mode d’action antipaludique des tétracyclines serait similaire a son mode d’action bactériostatique. Elles se
fixeraient a des sous-unités ribosomales et inhiberaient la synthése de protéines, mais cela n’a été observé
chez Plasmodium qu’a des concentrations beaucoup plus importantes que celles requises pour bloquer la

croissance du parasite, ce qui laisse penser a un mécanisme différent. ’*

% U. Eckstein-Ludwig et al., Nature 2003, 424, 957-961.

% W. Li et al., PLoS Gen. 2005, 1(3): e36.

°K.R.Tan et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 2011, 84, 517-531.

TAS. Budimulja et al., Mol. Biochem. Parasitol. 1997, 84, 137-141.
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Une action des antibiotiques sur la mitochondrie plasmodiale est suggérée par une étude mettant en
évidence une synergie d’action in vitro entre la durée d’exposition du parasite a la tétracycline et
I’augmentation de la teneur en oxygéne de I'environnement de Plasmodium. ’* Les tétracyclines inhiberaient
aussi directement la synthése protéique mitochondriale.

Plus récemment, une autre étude indique une action spécifique sur |'apicoplaste du parasite. Les
tétracyclines bloquent la réplication du génome de I'apicoplaste, le rendant non fonctionnel, ce qui empéche
le développement de parasites viables. *

La figure 23 permet de résumer les stades parasitaires ciblés par les antipaludéens actuels. Il est important
de noter que la majorité de I'arsenal thérapeutique cible des protéines ou des processus physiologiques du
globule rouge parasité (fig. 23).
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Figure 23 : stades du parasite ciblés par les antipaludéens actuels

4) Problémes de chimiorésistance

Emergence, transmission et propagation de résistances

Avec les antipyrétiques, les antipaludéens sont les médicaments les plus consommés dans les régions
tropicales du globe. Plus particulierement la Chloroquine et la combinaison Sulfadoxine-Pyriméthamine ont
été massivement utilisées puisqu’elles sont bon marché, disponibles a grande échelle et bien tolérées. Leur

2 A. A. Divo et al., Antimicrob. Agents Ch. 1985, 27, 21-27.
R. Kiatfuengfoo et al., Mol. Biochem. Parasitol. 1989, 34, 109-116.
" E. L. Dahl et al., Antimicrob. Agents Ch. 2006, 50, 3124-3131.
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utilisation trés répandue et parfois inadaptée a entrainé I'émergence de parasites résistants, principalement
chez P. falciparum, et a contribué a la résurgence du paludisme dans les quatre derniéres décennies. ”>7%""’8

Emax

La résistance a un médicament se définit par un décalage

vers la droite de la courbe concentration-effet (fig. 24). Il Emax réduit

existe différents schémas de résistance avec décalage
parallele de la courbe (B), ou une modification de I'effet

Effet

maximum atteignable (C), et une modification de la

Pente modifiée

pente (D).

>
Log concentration

Figure 24 : courbe concentration-effet pour différentes
populations de parasite (A parasites sensibles au
médicament ; B, C, D parasites résistants)

L'émergence de résistance peut étre considérée en deux temps : d’abord I'évenement génétique qui produit
le parasite mutant résistant, et ensuite le processus de sélection dans lequel I'avantage de survie en
présence du médicament conduit a la transmission et a la propagation de la résistance.

Les événements génétiques qui conferent la résistance a un médicament (tout en maintenant la viabilité du
parasite) sont spontanés et rares. lls sont indépendants du médicament. Ce sont des mutations et/ou une
modification du nombre de copies des genes qui codent pour la protéine cible du médicament ou pour les
pompes d’efflux qui affectent la concentration intra-parasitaire en médicament. Un seul évenement
génétique peut étre suffisant pour conférer la résistance, ou plusieurs évenements indépendants peuvent
étre nécessaires. En supposant une distribution égale des probabilités au cours du cycle de vie du parasite,
I’événement génétique a probablement lieu dans un seul parasite au moment du pic de l'infection. Ces
événements génétiques peuvent résulter en un changement modéré de la sensibilité du parasite au
médicament, tel que celui-ci soit toujours efficace. lls peuvent aussi résulter, bien que moins souvent, en
une grande réduction de la sensibilité du parasite au médicament, telle que toute concentration
physiologique atteignable soit complétement inefficace.

La probabilité de sélection du parasite résistant dépend de plusieurs facteurs :

» du nombre de parasites exposés au médicament

de la concentration en médicament a laquelle les parasites sont exposés

des propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du médicament
du degré de résistance qui résulte des modifications génétiques

du niveau de défense de I'hGte (immunité spécifique ou non-spécifique)

YV VV YV VY

de la présence simultanée d’'un autre médicament antipaludéen auquel le parasite n’est pas
résistant.

> A. L. Pickard et al., Lancet Infect. Dis. 2002, 2, 209-218.

’® N. J. White, J. Clin. Invest. 2004, 113, 1084-1092.

7). E. Hyde, FEBS J. 2007, 274, 4688-4698.

BN. J. White, W. Pongtavornpinyo, Proc. R. Soc. Lond. B 2003, 270, 545-554.
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Dans les zones de transmission intense, une personne peut se faire piquer par un moustique infecté jusqu’a
trois fois par jour. Dans ce contexte, une personne prenant un traitement contre des symptémes palustres
expose les parasites causant cette infection, mais aussi

. . . Méfloquine
les parasites provenant de nouvelles infections et C Chloroquine
. T . Pyriméthamine
sortant du foie lors de la phase d’élimination du g Q Quinine
.- .. P . ° Artémisinine
médicament. Le temps de demi-vie d’élimination du 2
médicament détermine la probabilit¢é que des §
. . . . . o
parasites acquis lors de nouvelles infections soient en s \a\
. . . ® Y
contact avec une concentration partiellement efficace ¢ N M
en médicament (ie concentration sélective) (fig. 25). 3 - = ,,_7_97
Les médicaments rapidement éliminés, comme les A\Q
dérivés Artémisinine, ne présentent jamais une 0 ; é '3 :1
concentration sous-thérapeutique aux parasites Semaines
puisqu’ils sont éliminés complétement en 48h. Figure 25 : concentration plasmatique en fonction du temps
D’autres médicaments, comme la Chloroquine et la pour différents antipaludéens (I’origine des courbes

représente la concentration maximale (100%) atteinte apres

Méfloquine, ont des temps de demi-vie d’élimination une dose thérapeutique)

de quelques semaines, voire un mois et présentent
une longue opportunité de sélection.

Des concentrations sous-thérapeutiques en médicament dans le sang peuvent aussi exister a cause
d’automédication inadaptée, d’'un manque d’observance du traitement, de médicaments de mauvaise
qualité ou achetés a des doses incorrectes.

La recrudescence et la transmission ultérieure de l'infection ayant généré des parasites résistants sont
nécessaires a la propagation de la résistance. Eliminer les stades sexuels transmissibles (gamétocytes) durant
la premiéere infection n’affecte pas I’émergence de résistance puisque ces gamétocytes dérivent de parasites
sensibles au médicament. Les gamétocytes portant le géne de résistance n’atteindront des densités assez
importantes pour étre transmis que lorsque la population de parasites résistants sera proche de celle
produisant des symptomes (plus de 10’ parasites). La probabilité de survie et de transmission peut &tre
réduite par I'immunité non spécifique, mais surtout par I'immunité spécifique de I’'h6te, acquise au cours des
infections répétées dans les zones de forte transmission. La probabilité de transmission peut aussi dépendre
de la présence de parasites avec d’autres génotypes, entrant en compétition pour I'invasion des globules
rouges et pour la multiplication.

Genes et protéines impliqués dans la résistance aux antipaludéens actuels

La résistance a la Chloroquine a d’abord été observée en Thailande en 1957 et a la frontiére
Colombie/Venezuela en 1959, puis s’est propagée dans la plupart des pays de I’Afrique Sub-Saharienne dans
les années 80, jusqu’a perdre son efficacité dans presque toutes les régions du monde aujourd’hui. Elle est
multigénique et est initialement conférée par des mutations touchant le gene pfcrt (chloroquine resistance
transporter) codant pour une protéine transmembranaire de la vacuole digestive PfCRT, permettant le
transport de la Chloroquine (et autres solutés) dans la vacuole digestive. ”° Le remplacement de la Lysine 76

" D. A. Fidock et al., Mol. Cell 2000, 6, 861-871.
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par une Thréonine, causé par une mutation génétique, est toujours observé chez les parasites résistants a la
Chloroquine et souvent accompagné d’autres mutations. En présence de mutations du géne pfcrt, des
mutations au niveau du géne pfmdrl modulent I'effet de la résistance a la chloroquine. ¥ Le géne pfmdri
code pour une P-glycoprotéine, PfPghl ou PAMIDR1, pompe ATP-dépendante transmembranaire assurant le
transport de solutés a travers la membrane de la vacuole digestive, incluant les médicaments Chloroquine,
Méfloquine, Artémisinine. La résistance a la Méfloquine serait liée a une amplification du nombre de copies
du gene pfmdrl. Les mutations des protéines PfCRT et PfMDR1 empéchent |'accumulation de la
Chloroquine/Méfloquine dans la vacuole digestive par un phénomeéne d’efflux.

La résistance aux antifolates est apparue rapidement aprés leur introduction en monothérapie, ce qui
explique qu’ils ont ensuite été utilisés en association synergique, comme la Pyriméthamine-Sulfadoxine,
largement répandue a partir des années 60. La résistance aux antifolates est due a des mutations des génes
dhfr et dhps codant pour les protéines cibles de ces médicaments (cf fig. 20, page 22). ® Le génotype le plus
commun des parasites résistants a la Pyriméthamine-Sulfadoxine en Afrique combine trois mutations de dhfr
et deux mutations de dhps. En Asie du Sud-Est, une quatrieme altération de DHFR est observée
(Isoleucine164 remplacée par une Leucine) et rend le parasite completement résistant aux concentrations
physiologiques atteignables de Pyriméthamine-Sulfadoxine.

Dans les régions ol I’Atovaquone a été utilisée en monothérapie, une résistance a tres rapidement émergé,
avec des mutations du géne du cytochrome b, affectant principalement le codon 268 (la tyrosine est
remplacée par une sérine, une asparagine ou une cystéine). ® En association avec le Proguanil, la
manifestation de résistance est nettement retardée et cette association est utilisée avec succés en
prophylaxie, notamment pour les voyageurs a destination de I’Asie du Sud-Est ol les parasites multi-
résistants sont communs. Le mécanisme expliquant la synergie entre ces deux composés est mal compris,
mais il semble que le Proguanil ait la capacité de sensibiliser la mitochondrie en bloquant un mécanisme
secondaire de maintien de son potentiel membranaire.

Le phénoméne de résistance a I’Artémisinine a été tout d’abord observé dans I'ouest du Cambodge dans les
années 2000 et a ensuite émergé indépendamment et/ou s’est propagé dans plusieurs régions d’Asie du
Sud-Est (Birmanie, Thailande, Laos et Vietnam) (fig. 26). ***® La résistance a I’Artémisinine et ses dérivés se
caractérise par une clairance parasitaire ralentie, qui reflete une réduction de susceptibilité des parasites au
stade anneau. Dans I'Ouest du Cambodge par exemple, le temps de demi-vie de clairance parasitaire est
passé de 2.6 heures en 2001 a 5.5 heures en 2010.

¥ M. B. Reed et al., Nature 2000, 403, 906-909.

®L A. Gregson, C. V.. Plowe, Pharmacol. Rev. 2005, 57, 117-145.

8 M. Korsinczky et al., Antimicrob. Agents Ch. 2000, 44, 2100-2108.

® Global Report on Antimalarial drug efficacy and drug resistance 2000-2010, World Health Organization, 2010.
¥ A. M. Dondorp et al., N. Engl. J. Med. 2009, 361, 455-467.

& Tracking Resistance to Artemisinin Collaboration (TRAC), N. Engl. J. Med. 2014, 371, 411-423.
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Southeast Asia

[ Demi-vie de clairance parasitaire = 5h

[ Demi-vie de clairance parasitaire =5h
Polymorphisme de kelch 13 sur ou au-dela
de I'acide aminé 441

Wl Cemi-vie de clairance parasitaire = 5h
Pas de polymorphisme de kelch 13 surou
au-dela de l'acide aminé 441

Figure 26 : localisation des sites d’'une étude conduite de mai 2011 a mai 2013 et proportions de patients présentant une
résistance a I’Artémisinine, définie par une clairance parasitaire > 5h

Le mécanisme de résistance a I’Artémisinine est tres mal connu. Des études récentes montrent qu’il serait
associé a des mutations de genes impliqués dans le repliement des protéines, ainsi que dans la réponse au
stress oxydatif. **¥%%% plusieurs mutations ont été observées au niveau du gene kelch13 codant pour une
protéine hélice K13 dont la fonction dans le repliement des protéines reste a clarifier.

Le ralentissement du développement du parasite au stade anneau est associé a des niveaux plus faibles
d’endocytose et de digestion de I’'hémoglobine, ce qui diminue I'activation de I'Artémisinine par I’héme et
augmente la tolérance du parasite au médicament. Ce phénotype peut aussi étre lié au mécanisme de
dormance de Plasmodium, décrit comme lui permettant de résister a la pression du médicament et de
reprendre sa croissance lorsque les conditions sont favorables.

¥ R. M. Fairhurst et al., Nature 2014, 505, 50-55.
8 ). Straimer et al., Science 2015, 347, 428-431.
8 5. Mok et al., Science 2015, 347, 431-435.

¥ A. Mbengue et al., Nature 2015, 520, 683-687.
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Combinaisons thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA)

L’association de médicaments ayant des mécanismes d’action différents repose sur deux principes: (1)
I'association a souvent une meilleure efficacité qu’un seul médicament grace a une synergie d’action
(exemple Proguanil-Atovaquone), (2) la probabilité d’apparition simultanée d’une résistance a deux
médicaments est plus faible. En effet, dans le cas peu probable ol un parasite mutant résistant a 'un des
médicaments apparaitrait spontanément au cours de l'infection, il serait éliminé par I'autre médicament. On
estime que cette protection mutuelle permet de retarder I’émergence de résistances.

Depuis 2005, I'OMS recommande I'utilisation de Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA)
comme traitement de premiere ligne contre le paludisme simple a P. falciparum. Elle recommande
également le retrait du marché des monothérapies a base d’Artémisinine, afin de limiter I'émergence de
résistance a I'Artémisinine. *°

Les dérivés Artémisinine sont particulierement efficaces en combinaison car ils entrainent une rapide
clairance parasitaire et la prompte disparition des symptémes ; aussi ils présentent peu d’effets secondaires
et I'émergence de résistance a été tardive et principalement concentrée en Asie du Sud-Est. Comme ils sont
rapidement éliminés, un traitement de sept jours est nécessaire lorsqu’ils sont administrés en association
avec des médicaments dont I'élimination est également rapide (Tétracycline, Doxycycline, Clindamycine). La
durée de ce traitement peut étre ramenée a trois jours en associant I’Artémisinine a des antipaludéens a
élimination lente (Méfloquine, Amodiaquine). Avec un tel traitement sur trois jours, I'obtention d’une
clairance parasitaire de 100 % est tributaire de I'efficacité du médicament associé qui doit persister a une
concentration parasiticide jusqu’a ce que tous les parasites aient été éliminés. Différentes CTA sont
actuellement recommandées : Artéméther/Luméfantrine, Dihydroartémisinine/Piperaquine,
Artésunate/Amodiaquine, Artésunate/Méfloquine et Artésunate/Sulfadoxine-Pyrimethamine.

Le prix des CTA est plus élevé que le prix des monothérapies classiques ou autres combinaisons
thérapeutiques, ce qui en limite I'accés pour certaines familles durement touchées par la pauvreté (par
exemple, au Sierra Leone en 2012, dans le secteur public I’Artésunate-Amodiaquine est a 1,56 SUS contre
0,31 SUS pour la Quinine ou 0,63 $US pour la Chloroquine). *°

Dans la derniére décennie, I'utilisation des CTA a permis une réduction importante du taux de mortalité d
au paludisme. ' Cependant, leur efficacité est désormais menacée par I'émergence de résistance a
I’Artémisinine. Cela est d’autant plus préoccupant qu’aucune alternative pleinement efficace comme
traitement de premiére ligne n’est aujourd’hui disponible pour remplacer les CTA.

Ces problemes de résistance et de colt élevé pour les populations les plus défavorisées encouragent
fortement la communauté scientifique a la découverte d’alternatives viables aux options thérapeutiques
existantes. Il y a nécessité de découvrir de nouvelles cibles et de développer de nouvelles molécules, bon
marché et non toxiques, pour continuer a faire reculer le paludisme.

Récemment, deux nouvelles enzymes protéolytiques, les aminopeptidases PfA-M1 et PfA-M17, impliquées
dans le catabolisme de I’"hémoglobine par Plasmodium, ont émergé comme candidates potentielles pour la
conception d’une nouvelle classe de médicaments antipaludéens. L'identification de ces cibles nouvelles a
déterminé les travaux décrits dans ce manuscrit.

% ). H. Amuasi et al., PLoS ONE 2012, 7(10): e47733.
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I- Les enzymes protéolytiques

1) Définition et classification

Les enzymes protéolytiques (protéases ou peptidases) catalysent les réactions d’hydrolyse de liaisons amides
de peptides ou de protéines. °! Il s’agit de la réaction irréversible la plus importante dans le monde du
vivant. Les protéases sont naturellement trés abondantes et interviennent dans la régulation de nombreux
processus biologiques : digestion et recyclage des protéines °%, coagulation®, défense immunitaire >, mort
cellulaire *... Elles sont également impliquées dans de nombreuses pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires et inflammatoires, le cancer, les troubles neurologiques et sont, par conséquent, des cibles
pharmacologiques de choix pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques, ainsi que des
biomarqueurs diagnostiques (détectent la présence de la maladie) et biomarqueurs pronostiques
(renseignent sur le devenir des patients). *°

Les interactions d’un substrat avec une protéase sont formalisées par la nomenclature de Schechter et
Berger introduite en 1967 (fig. 27). *’ Par convention, les résidus du peptide substrat du c6té N-terminal de
la liaison scissile sont désignés par la lettre P et ceux du co6té C-terminal par P’. Les résidus P et P’
interagissent avec les sous-sites complémentaires S et S’ de la protéase pour une reconnaissance spécifique.

51
52 . . .
51" 52 Site actif
de la protéase
— Fltz Flh ﬁhl '?21
M-terminal -=--- NH=-CH-CONH-CH=CO=NH- CH—CONH-CH——COQ .---- C-terminal
P2 P1 1\ P’ P2
Liaison scissile Peptide substrat

Figure 27 : nomenclature de Schechter et Berger 7

Le mécanisme général d’hydrolyse d’une liaison amide catalysée par les protéases est une addition
nucléophile présentée schéma 1. Le carbonyle de I'amide du substrat est activé par un environnement
électrophile au sein du site actif. Le nucléophile (molécule d’eau activée ou acide aminé nucléophile du site
actif) attaque ce carbonyle, formant ainsi un intermédiaire tétraédrique sp’, stabilisé au sein du site
catalytique. La protonation de I'amine conduit a la rupture de la liaison peptidique pour libérer les produits
de la réaction.

! Handbook of Proteolytic Enzymes, 3rd Edn, vol. 2, N. D. Rawlings, G. Salvesen, Elsevier Academic Press 2004, 1-2448.
> M. H. Glickman, A. Ciechanover, Physiol. Rev. 2002, 82, 373-428.

% E. W. Davie et al., Biochemistry 1991, 30, 10363-10370.

°*s. Donnelly et al., Adv. Exp. Med.Biol. 2011, 712, 192-207.

> D. W. Nicholson, Cell Death Differ. 1999, 6, 1028-1042.

%*B. Turk, Nat. Rev. Drug Discov. 2006, 5, 785-799.

7. Schechter, A. Berger, Biochem. Bioph. Res. Co. 1967, 27, 157-162.
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Schéma 1 : mécanisme général d’hydrolyse d’une liaison amide catalysée par une protéase

Deux familles de protéases se distinguent : les endopeptidases

et les exopeptidases (fig. 28).

» Les endopeptidases catalysent le clivage d’une liaison amide située a lintérieur de la chaine

peptidique.

>

Les exopeptidases catalysent le clivage d’une liaison amide située a l'extrémité d’une chaine

peptidique. Elles sont classées en fonction de leur spécificité de substrat, par exemple, les

aminopeptidases libérent I'acide aminé en position N-terminale, alors que les carboxypeptidases

liberent I'acide aminé en position C-terminale.

Protéases
|

Exopeptidases

Aminopeptidases Carboxypeptidases

¥ ¥
Dipeptidyl peptidases Peptidyl dipeptidases
¥ ¥
N-ter - —O—O— - - -- —OO—O-O C-ter
Tripeptidyl peptidases
v
N-ter HH —O— --
Dipeptidases Tripeptidases Omega peptidases
\ \ \
Yo o0 -
) \
@, 0,0) --—O00-00d

Figure 28 : classification des protéases °

Endopeptidases

1

Par ailleurs, les données structurales obtenues par cristallographie aux rayons X (RX) ont permis de classer

les protéases en fonction de leur mécanisme catalytique et plus précisément en fonction de la nature de

I'acide aminé impliqué dans la catalyse : protéases a cystéine, a sérine, a thréonine, a acide aspartique et

métalloprotéases.

Parmi ces protéases, nous nous intéressons plus particulierement aux aminopeptidases.
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2) Les aminopeptidases

Les aminopeptidases (AP) [EC.3.4.11.-] catalysent I'hydrolyse de la liaison amide de I'acide aminé en position
N-terminale d’un peptide ou d’une protéine. Il existe une grande variété d’aminopeptidases chez les
mammiféres. °! Elles sont spécifiques de la nature de I'acide aminé en position P1. Il existe des
aminopeptidases spécifiques des acides aminés N-terminaux neutres (APN), acides (APA), basiques (APB).
Certaines sont spécifiques d’un acide aminé particulier : proline (APP), tryptophane (APW), leucine (LAP) ou

méthionine (MetAP).

Nous allons nous intéresser dans le cadre de nos travaux aux métallo-aminopeptidases.

3) Les métalloprotéases

Les métalloprotéases contiennent un ou plusieurs ions métalliques essentiel(s) a la catalyse. Ce sont
généralement des ions zinc, mais certaines enzymes peuvent montrer une activité catalytique en présence

de cobalt, manganese, nickel ou cuivre. 91

Les métalloprotéases peuvent étre divisées en deux groupes selon le nombre d’ions métalliques impliqués
dans la catalyse : un ion métallique ou deux organisés en unité co-catalytique.

Les métalloprotéases sont regroupées en clans ; le tableau 4 illustre la grande diversité structurelle de ces

clans.
Clan Family Type example
MA(E) Ml Aminopeptidase N (Homo sapiens)
M2 Peptidyl-dipeptidase A peptidase unit 2 (Homo sapiens)
M3 Thimet oligopeptidase (Ratrus norvegicus)
M4 Thermolysin (Bacillus thermoproteolyticus)
M5 Mycolysin (Streptomyces cacaoi)
M9 Microbial collagenase (Vibrio alginolyticus)
MI13 Neprilysin (Homo sapiens)
M26 IgAl-specific metalloendopeptidase (Streprococcus sanguis)
M27 Tentoxilysin (Clostridium tetani)
M30 Hyicolysin (Staphylococcus hyicus)
M32 Carboxypeptidase Taq (Thermus aquaticus)
Miq Anthrax lethal factor (Bacillus anthracis)
M36 Fungalysin (Aspergillus fumigatus)
M4 FisH endopeptidase (Escherichia coli)
M4a7 PRSMI putative metallopeptidase (Homo sapiens)
M60 Enhancin (Lymantria dispar nucleopolyhedrovirus)
M61 Glycyl aminopeptidase (Sphingomonas capsulata)
MA(M) M6 Immune inhibitor A (Bacillus thuringiensis)
M7 Snapalysin (Strepromyces lividans)
M8 Leishmanolysin (Leishmania major)
MI10 Collagenase | (Homo sapiens)
M1l Gametolysin (Chlamydomonas reinhardtii)
MIi2 Astacin (Astacus astacus)
M3s Deuterolysin (Aspergillus flavus)
M43 Cytophagalysin (Cytophaga sp.)
M46 Pappalysin-1 (Homo sapiens)
MS57 prtB gene product (Myxococcus xanthus)
M64 IgA protease (Clostridium ramosum)
M72 peptidyl-Asp metalloendopeptidase (Pseudomonas aeruginosa)
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MC Ml4 Carboxypeptidase Al (Homeo sapiens)
MD MI1S5 Zinc D-Ala-D-Ala carboxypeptidase (Streptomyces albus)
ME MIl6 Pitnilysin (Escherichia coli)
Mada4q Vaccinia virus-type metalloendopeptidase (vaccinia virus)
MF MI17 Leucyl aminopeptidase (Bos raurus)
MG M24 Methionyl aminopeptidase type | (Escherichia coli)
MH MI8 Aminopeptidase | (Saccharomyces cerevisiae)
M20 Glutamate carboxypeptidase (Pseudomonas sp.)
M28 aminopeptidase (Streptomyces griseus)
M4a2 Glutamyl aminopeptidase (Lactococcus lactis)
M) M38 P-Aspartyl dipeptidase (Escherichia coli)
MK M22 O-sialoglycoprotein endopeptidase (Pasteurella haemolytica)
ML M52 HybD endopeptidase (Escherichia coli)
M63 GPR protease (Bacillus megaterium)
MM M50 S2P protease (Homo sapiens)
MN MS5SS D-Aminopeptidase DppA (Bacillus subtilis)
M- MI19 Membrane dipeptidase (Homo sapiens)
M23 f-Lytic metalloendopeptidase (Achromobacter lyticus)
M29 Aminopeptidase T (Thermus aquaticus)
M48 Ste24 endopeptidase (Saccharomyces cerevisiae)
M4a9 Dipeptidyl-peptidase 111 (Rattus norvegicus)
MS6 BlaR |1 peptidase (Bacillus licheniformis)

Tableau 4 : métalloprotéases a un ion métallique : clans MA, MC, MD, ME, MJ, MK, MM, MO, MP, MT ; métalloprotéases a
plusieurs ions métalliques : clans MF, MG, MH, MN. Chaque clan est divisé en familles, organisées selon leur homologie au niveau
. s . N . - . . .. RT IR 91
du repliement, les résidus ligands des ions métalliques dans le site actif et leur spécificité de substrat.

Notre travail s’est porté sur deux aminopeptidases neutres parasitaires appartenant aux familles de
métalloprotéases M1 et M17 : I'alanyl aminopeptidase PfA-M1 et la leucyl aminopeptidase PfA-M17.

I- Famille M1 : métalloprotéases a un ion métallique

1) Homologie de repliement

Les métalloprotéases de la famille M1 ont un repliement tres similaire, comme le montre I'alignement
HHpred figure 29, qui tient compte de la séquence primaire et de la structure secondaire des protéines. *®

66 a. a. 967 a. a.

mIll[]'[llI'[Ill][]l]l]ll[]l'll[]'[ll]'[l'l]'l:l'l'lIl]lll]'lllI'lll[I'lll:l'l:l'llli'll'll:l'llll"ll'll"ll"ll'l'li'll‘li‘
100 200 300 400 500 600 700 GO0 900

4t ke_RA APN humaine
L 4bsmA ERAPZ 4
2yde_A ERAP1
L 46A RAP ]
L1 A8 Jk3 4
L 4%2uAs A MI 4
4qhp_A APN N. meningitidis
¢ 334R APNECOFr
. 3uSwA  IIAH =

Figure 29 : alignement HHpred de quelques membres de la famille M1 par rapport a la structure de 'APN humaine (967 acides
aminés) ; le code de la Protein Data Bank (PDB) et le nom de chaque protéine sont indiqués %

% J. Soding et al., Nucleic Acids Res. 2005, 33, 244-248.
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred, consulté le 30/05/2015.
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Toutes ces enzymes s’organisent en trois ou quatre domaines structuraux distincts (fig. 30 et 31). ** Le
domaine | correspond au domaine N-terminal. Le domaine Il est le domaine catalytique contenant I'atome
de zinc. Le repliement de ce domaine dérive de celui de la Thermolysine ([EC.3.4.24.27]) (fig. 31). Il est tres
conservé au sein de la famille M1 (80% homologie de repliement). Le site actif forme une cavité au coeur
d’un réseau d’hélices a et est enfoui dans la protéine. Le domaine Il est absent chez certaines
métalloprotéases de cette famille. Le domaine IV correspondant au domaine C-terminal, est le moins
conservé au sein des différentes espéces.

/Sl .
o Domaine |

o~

Domaine ll

(catalytique) lon zinc

Domaine lll

PfA-M1
(code PDB : 3EBG)

Figure 30 : différents domaines des aminopeptidases de la famille M1 (ici PfA-M1) ; visualisation de la protéine via PyMOL
Molecular Graphics System (2009-2010 Schrodinger, LLC)

hetmeohsine LTAH APN humaine
(code PDB : 2TLX) (code PDB : 3U3W) (code PDB : 4FYQ)

A
N
Lf;/ & & .j‘»,";Q
A
ERAP 1 PAMI APNE ol
(code PDB : 2YDO0) (code PDB : 4JBS) (code PDB : 3EBG) (code PDB : 3B34)

Figure 31 : structure tridimensionnelle de quelques aminopeptidases de la famille M1 et de la Thermolysine ; logiciel PyMOL
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2) Homologie de séquence

L’alignement des séquences primaires des aminopeptidases de la famille M1 révele la présence de motifs
91,99 ,

particulierement conservés (fig. 32)

» Motif consensus liant I'ion zinc His-Glu-Xaa-Xaa-His-Xaa;g-Glu (HEXXHXysE). L'ion zinc est tétra-
coordiné par deux histidines (HEXXHXygE), un acide glutamique (HEXXHX43E) et une molécule d’eau
(agent nucléophile).

» Domaine Gly-Ala-Met-Glu-Asn ou GAMEN liant 'amine primaire de I'acide aminé N-terminal du
substrat.

> Deux résidus essentiels a la catalyse : I'acide glutamique catalytique (partie du motif HEXXHX 3E) et
un résidu tyrosine, essentiel a I'activation du substrat et a la stabilisation de l'intermédiaire
tétraédrique.

AMPN HUMAN 349 FNA WGLVIYRENSLLFDPLSSSSSNKERVVIVIAHELAHOWFGNLVIIEWWNDLW 408
ERAP1 HUMAN 314 FQSEAMENWGLITYRESALLFDAEKSSASSKLGITMIVAHELAHOWFGNLVIMEWWNDLW 373
ERAP2 HUMAN 331 FAPGAMENWGLITYRETSLLFDPKTSSASDKLWVIRVIAHELAHOWFGNLVIMEWWNDIW 390
AMP1 PLAFQ 457 FNVEAMENKGLNIFNANSLLASKKNSIDFSYARILTVVGHEYFHNYTGNRVILRDWFQLT 516
AHPN:ECOLI 258 FNMGAMENKGLNIFNSKYVLARTDTATDKDYLDIERVIGHEYFHNWIGNRVICRDWFQLS 317
LKHA4 HUMAN 266 FPY| PCLTFVIPTLLAGD----———-- KSLSNVIAHEISHSWIGNLVINKTIWDHET 316
AMPN HUMAN 409 LNEGFASYVEYLGADYAEPTWNLKDLMVLNDVYR----VMAVDALASSHPLSTPASEINT 464
ERAPT HUMAN 374 LNEGFAKFMEFVSVSVIHPELKVGDY-FFGKCFD----AMEVDALNSSHPVSTPV---EN 425
ERAPZ:HUI@LN 391 LKEGFAKYMELIAVNATYPELQFDDY-FLNVCFE----VITKDSLNSSRPISKPA---ET 442
AMP1 PLAFQ 17 LKEGLTVHRENLFSEEMIKIV----TTRLSHVDLLR----SVQFLEDSSPLSHPIRP-ES 567
AMPN ECOLI 318 LREGLIVFRDQEFSSDLGSRA----VNRINNVRTMR----GLQFAEDASPMAHPIRP-DM 368
LKI—’A?_HUI'{A\I 317 LNEGHIVYLERHICGRLFGEK----FRHFNALGGWGELQNSVKTFGETHPFTKLVVD-LT 371
AMPN HUMAN 465 PAQISELFDAI KGASVLRMLSSFLSEDVFKQG-LASYLHTFAYONTIYLNLWDHLQE 523
ERAPT HUMAN 426 PAQIREMFDDV, KGACILNMLREYLSADAFKSG-IVQYLOKHSYRKNTKNEDLWDSMAS 484
ERAP2™ HUMAN 443 PIQIQEMFDEV KGACILNMLKDFLGEEKFQRG-IIQYLKKFSYRNAKNDDLWSSLSN S01
AMP1 PLAFQ 568 YVSMENFYTIT KGSEVMRMYLTILGEEYYKKG-FDIYIKKNDGNTATCEDENYAMEQ 626
AI-IPN:ECOI.I 369 VIEMNNFYTLTWYEKGAEVIRMIHTLLGEENFQKG-MQLYFERHDGSAATCDDFVQAMED 427
LKHA4 HUMAN 372 DIDPDVAYSSV KGFALLFYLEQLLGGPEIFLGFLKAYVEKFSYKSITTDDWKDFLYS 431

W W : i *

Figure 32 : alignement des séquences primaires de la région catalytique d’une sélection d’aminopeptidases de la famille M1 : APN
humaine (AMPN_human, UniProtKB/Swiss-Prot P15144), ERAP1 (ERAP1_HUMAN, Q9NZ08), ERAP2 (ERAP2_HUMAN, Q6P179),
PfA-M1 (AMP1_PLAFQ, 096935), APN E. coli (AMPN_ECOLI, P04825), LTA,H (LKHA4_HUMAN, P09960) ; outil d’alighement de
séquences du serveur UniProt, programme Clustalo 9

3) Mécanisme catalytique

Un mécanisme catalytique a été proposé pour les membres de la famille M1 (schéma 2). ** Nous y
retrouvons les principes de catalyse communs aux enzymes protéolytiques. Le mécanisme implique une
catalyse générale acide/base dans laquelle le premier acide glutamique du motif HEXXHXysE joue le réle de
« navette a proton » (acide aminé catalytique). Le substrat est correctement positionné dans le site actif
grace a 'acide glutamique du motif GAMEN et a la tyrosine. Le substrat déplace la molécule d’eau liée au
zinc vers 'acide glutamique catalytique. L'atome de zinc devient penta-coordiné (a). La molécule d’eau est
activée a la fois par I'atome de zinc et par 'acide glutamique catalytique. Le pKa de la molécule d’eau est

100
L

abaissé aux environs de 6, permettant ainsi la formation in situ d’'un groupement hydroxyle HO". e

99 http://www.uniprot.org/, consulté le 30/05/2015.
190 Metal Sites in Proteins and models. Phosphatases, Lewis Acids and Vanadium, H. A. O. Hill, P. J. Sadler, A. J.
Thomson, Springer Desktop Editions in Chemistry 1999, 1-198.
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carbonyle de la liaison amide du substrat est activé par le zinc et par liaison hydrogéne avec la tyrosine.
L’addition nucléophile de I'ion hydroxyle sur cette fonction carbonyle conduit a I'intermédiaire tétraédrique
(b). Cet intermédiaire est stabilisé par un réseau de liaisons hydrogéne. L’acide glutamique catalytique joue
alors le réle d’acide et protone I'atome d’azote de l'intermédiaire tétraédrique, conduisant a I’"hydrolyse de
la liaison amide (c).

Glu Glu Glu
(a) (catalytique) (b) (catalytique) (c) (catalytique)
050 070 050
l : : Hx. \
/I ‘. 5N
Ho UK ; \ ‘
j8) ; ' .
/o : | \
[ ! / ‘-
\I‘ H- / /'! \
P4\ o} PLl L, /O P v 0
YRS Row/g Lo L
NH T T A O Hy* Il |
o) 0. Py 30N Py 0. P
(S] ;oo k RN T
Gu ¢ O ; Glu < g
(GAMEN) oM 3 (GAMEN) o-H o :
T - 1 N e
R -2 <y Zn?* [ ] His® ! Glu
[ J His™ | “Glu ‘ | His Glu His
MJW His WLW His ML
Tyr
Tyr Tyr

Schéma 2 : mécanisme catalytique proposé pour les métallo-aminopeptidases de la famille M1

4) Structure et spécificité de substrat de PfA-M1

PfA-M1 ([EC 3.4.11.2]) est la premiere aminopeptidase de Plasmodium a avoir été clonée et séquencée.
101,102103) o o&ne codant pour cette protéine est présent en une seule copie, située sur le chromosome 13 de
P. falciparum. ' Il code pour une protéine de 1085 acides aminés avec une masse estimée & 126 kDa. PfA-
M1 est un monomeére constitué des quatre domaines conservés de la famille M1 (fig. 33), précédés d’une
séquence de 194 acides aminés, appelée extension N-terminale et contenant un segment
transmembranaire. Une extension N-terminale est observée chez tous les orthologues plasmodiaux de PfA-

M1, mais sa séquence n’est pas conservée.

PfA-M1 présente une tres forte homologie avec APN E. coli: 35% d’identité de séquence primaire et 81%
d’homologie au niveau du site actif. ' De plus, PfA-M1 présente une identité de séquence primaire de 60 a
66% avec plusieurs orthologues plasmodiaux, notamment des especes présentes chez les rongeurs (P.
berghei, P. chabaudi chabaudi et P. yoelii) (outil d’alignement de séquences du serveur UniProt, programme
Clustalo). *° Par contre, PfA-M1 ne présente que 17% d’identité de séquence primaire avec '’APN humaine et
44% d’homologie au niveau du site actif (outil d’alignement de séquences du serveur UniProt, programme
Clustalo). Cette différence pourra étre exploitée pour développer des inhibiteurs sélectifs de PfA-M1, avec
une faible activité sur les métallo-aminopeptidases humaines de cette famille.

Y| Florent et al., Mol. Biochem. Parasitol. 1998, 97, 149-160.

M. Allary et al., Parasitology 2002, 125, 1-10.
0. Azimzadeh et al., Malar. J. 2010, 9, 189-204.
M. J. Gardner et al., Nature 2002, 419, 498-511.
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La figure 33 présente la structure du site actif de PfA-M1 :

nous retrouvons le motif H**EXXHXyE>® conservé au ol dbd
sein de la famille M1, contenant les résidus ligands du
zinc, His496, His500, Glu519, et le résidu catalytique

Glu497, ainsi que le motif de liaison du substrat

Ala 461

G"AMEN. '® L’ion zinc est lié a deux molécules d’eau : la
molécule d’eau agent nucléophile dans la réaction
d’hydrolyse, qui est elle-méme liée par liaisons
hydrogene aux résidus Glu497 et Glu463 et une autre
molécule d’eau liée par liaison hydrogéne au résidu
Tyr580 (non représenté ici par souci de clarté). L'ion zinc
est alors penta-coordiné.

Figure 33 : PfA-M1 (code PDB 3EBG) ; ion métallique et
molécule d’eau représentés par une sphére grise et
bleue, respectivement ; distances en Angstrém () ;

logiciel Pymol

Deux ouvertures a la surface de la protéine semblent permettre I'acces a la cavité enfouie du site actif de
PfA-M1 (fig. 34).'® Un premier accés se fait via un sillon peu profond long de 8 A au niveau du domaine N-
terminal, a la jonction entre les domaines | et IV. La seconde ouverture est un canal long de 30 A situé a
I'intérieur du domaine 1V, au niveau du domaine C-terminal. Il a été proposé que les substrats peptidiques
entrent par le long canal C-terminal, alors que les acides aminés issus de la réaction d’hydrolyse peuvent
sortir par le canal N-terminal plus petit.

Canal N-terminal

Figure 34 : structure de PfA-M1 (PDB 3EBH, représentation en cartoon) et des deux canaux permettant d’accéder au site actif
(représentation en surface moléculaire) ; ion zinc en magenta ; logiciel Pymol

1055 McGowan et al., PNAS 2009, 106, 2537-2542.
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Le sous-site S1, qui lie I'acide aminé P1 du substrat, est constitué des résidus GIn317, Glu319, Ala320,
Val459, Met462, Glu572, Tyr575 et Met1034, formant
un cylindre hydrophobe qui définit la spécificité de
substrat (fig. 35). Le sommet de ce cylindre est polaire
(Glu572) et forme une boucle pouvant subir
d’'importants changements conformationnels en
fonction de I'acide aminé P1 du substrat. Cette boucle
extrémement flexible (facteur b : 22-54) est essentielle

106,107
f.

au site acti La présence de Glu572 permet a

PfA-M1 la reconnaissance d’acides aminés basiques en
position P1. % Ces éléments structuraux expliquent la

spécificité de substrat de PfA-M1.

Figure 35 : sous-sites S1 et S1’ de PfA-M1 (PDB 3EBH) ;
ion zinc en gris ; logiciel Pymol

Le sous-site S1’, qui interagit avec la chaine latérale P1’ du substrat est une poche ouverte constituée des
résidus Thrd92, Val493 et Val523 (fig. 35). Ces résidus hydrophobes peuvent stabiliser le substrat par des
interactions de Van der Waals avec des chaines latérales non polaires en P1’. Le sous-site S1’ est incapable
de former des liaisons hydrogéne avec des résidus polaires ou chargés de courte ou moyenne taille.
Cependant, il peut accommoder de longues chaines latérales avec une extrémité polaire, comme celle de la
lysine, de la méthionine, ou la tyrosine.

L’aminopeptidase PfA-M1 présente un pH optimal d’activité de 7,4 et conserve au moins 40% de son activité

maximale aux pH extrémes de 5,8 et 8,6. 1%'®

II- Famille M17 : métalloprotéases a deux ions métalliques

La famille M17 est I'unique famille du clan MF, rassemblant des métalloprotéases dont I'activité catalytique
implique deux ions métalliques organisés en unité co-catalytique. °' Elle regroupe des leucyl
aminopeptidases, qui comme leur nom l'indique, hydrolysent préférentiellement le résidu leucine en
position N-terminale d’'un peptide ou d’une protéine ; cependant elles reconnaissent également d’autres
acides aminés hydrophobes comme la phénylalanine, I'alanine, et la méthionine.

1) Homologie de repliement

Les leucyl aminopeptidases de la famille M17 sont présentes chez les eucaryotes et les bactéries. '® Elles ont
un repliement similaire comme le montre I'alignement HHpred figure 36, qui tient compte de la séquence
primaire et de la structure secondaire des protéines. *® La leucyl aminopeptidase cytosolique bovine, la leucyl
aminopeptidase d’E. coli et la leucyl aminopeptidase de P. falciparum sont des homo-hexameéres, chaque

1% G. Velmourougane et al., J. Med. Chem. 2011, 54, 1655-1666.

M. B. Harbut et al., PNAS 2011, 108, 526-534.
1% 5 Dalal et al., J. Biol. Chem. 2013, 288, 26004-26012.
199 M. Matsui et al., Biol. Chem. 2006, 387, 1535-1544.
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monomere contenant un domaine N-terminal et un domaine C-terminal catalytique (fig. 37). Ce dernier est

le domaine le mieux conservé au sein de la famille M17.

4 a. a. 05 a.a.

100 200 300 400 500 600

w
)
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i

2hc9_R LAPc Caenorhabditis elegans

Figure 36 : alignement HHpred des monomeéres de quelques membres de la famille M17 par rapport au monomere de PfA-M17
(605 acides aminés) ; le code PDB ainsi que le nom de chaque protéine sont indiqués ; logiciel HHpred o8

Les six sites actifs sont situés a l'intérieur de I'hexamére et forment une cavité largement accessible au

solvant.

LAP E. coli
(code PDB : 1GYT)

LAP bovine PfA-M17
(code PDB : 1BLL) (code PDB : 3KR4)

Figure 37 : structure tridimensionnelle d’une sélection de leucyl aminopeptidases de la famille M17 ; ions zinc indiqués par
fleches ; logiciel Pymol
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2) Homologie de séquence

La figure 38 présente I'alignement des séquences primaires de quelques membres de la famille M17. % Les
résidus ligands des ions métalliques (en magenta) et les résidus participant a la catalyse (en bleu) sont bien
conservés au sein de la famille M17.

AMPL BOVIN 239 WIEEQEMGSFLSVAKGSEEPPVFLEIHYKGSPNASEPPLVEFVGKGITFDSGGISIKAAA- 297
QE8IL11 PLAF7 332 ELEELKMGAYLSVGKGSMYPNKFIHLTYKSKGD-VKKKIALVGKGITFDSGGYNLKAAPG 390
AMPA ECOLI 227 QMKELGMHSYLAVGQGSQNESLMSVIEYKGNASEDARPIV. KGLTFDSGGISIKPSE- 285
AMPL BOVIN 298 -NMDLMRADMGGAATICSAIVSAAKLDL-PINIVGLAPLCENMPSGKANKPGDVVRARNG 355
Q8IL11 PLAF7 391 SMIDLMKFDMSGCAAVLGCAYCVGTLKPENVEIHFLSAVCENMVSKNSYRPGDIITASNG 450
AMPA ECOLI 286 -GMDEMKYDMCGAAAVYGVMRMVAELQL-PINVIGVLAGCENMPGGRAYRPGDVLITMSG 343
AMPL BOVIN 356 KIIQVDNIDAEGRLILADALCYAHTFNPKVIINAATLTGAMDIALGSGATGVEFINSSWLW 415
QE8IL11 PLAF7 451 § /GNTDAEGRLTLADALVYAEKLGVDYIVDIATLTGAMLYSLGTSYAGVFGNNEELI 510
AMPA ECOLI 344

VLNTDAEGRLVLCDVLTYVERFEPEAVIDVATLTGACVIALGHHITGLMANHNPLA 403

PH e EEEEEEEE K W W W . o . eWe o W *

Figure 38 : alignement des séquences primaires de la région catalytique d’une sélection d’aminopeptidases de la famille M17 ; LAP
bovine (AMPL_BOVIN, UniProtKB/Swiss-Prot P00727), PfA-M17 (Q8IL11_PLAF7, Q8IL11), LAP E. coli (AMPA_ECOLI, P68767) ; outil
d’alignement de séquences du serveur Uniprot, programme Clustalo 2

Des études réalisées avec la LAP bovine et avec une enzyme recombinante PfA-M17 révélent que les deux
ions zinc du site actif, notés Znl et Zn2, se distinguent par leur force de liaison au site actif (fig. 39 (a)), soit
leur capacité a étre échangé contre un autre cation divalent. ****'2 Zn1 est un site de faible liaison et il
peut étre échangé rapidement contre Mn**, Mg** ou Co™". Les constantes de dissociation K4 sont reportées

127n2 est un site fortement lié et les échanges contre un autre cation au

dans le tableau figure 39 (b).
niveau de ce site sont difficiles. Zn2 peut &tre uniquement remplacé par un ion Co®" lorsque les deux sites
métalliques sont simultanément inoccupés. *** Les deux ions zinc sont penta-coordinés. Les ligands de Zn1
sont deux acides aspartiques (dont un est bidentate) et un acide glutamique. Les ligands de Zn2 sont deux
acides aspartiques, un acide glutamique et une lysine. Znl et Zn2 sont tous deux liés a une molécule d’eau

(agent nucléophile).

(a) (b)

. —

100 . PLAP(ZnZn) lon métallique Ky (1M)

g 80 Zn%t 2.3
> Mn2* 47
® 60 A «— PfLAP(Zn_) )
: Co? 130
@ 40 - Mg 1600
% 20 1
B Vam PfLAP(__)
o 0 T T T ! ! ! '
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Figure 39 : (a) inhibition de rPfA-M17(ZnZn) par ’EDTA. L’enzyme (30 nM) est incubée avec EDTA (5 nM — 20 mM) dans un tampon
pH 8.0 contenant 10 uM de Zn*" libre pendant 5 min, avant I’addition du substrat (20 uM) ; (b) constantes de dissociation K4 pour
la liaison de Zn**, Mn**, Mg®" et Co™ a rPfA-M17 (Zn_) 2

104 Kim, W. N. Lipscomb, PNAS 1993, 90, 5006-5010.

M. P. Allen et al., Biochemistry 1983, 22, 3778-3783.
S. Maric et al., Biochemistry 2009, 48, 5435-5439.
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3) Mécanisme catalytique

Un mécanisme a été proposé pour les membres de la famille M17 a partir de I'étude du mécanisme de la
LAP bovine (schéma 3). ™| implique, comme la famille M1, une catalyse générale acide-base dans
laquelle un ion bicarbonate HCO; joue le réle de « navette a proton ». Ce dernier forme des liaisons
hydrogene et électrostatiques avec le groupement guanidinium d’une arginine, le maintenant ainsi en place.
Le substrat est stabilisé au sein du site actif via plusieurs interactions : entre I'amine primaire N-terminale du
substrat et Zn2, entre le carbonyle de la liaison scissile du substrat et Znl, entre le carbonyle de la liaison
scissile et une lysine. Les deux ions métalliques sont alors hexa-coordinés. La molécule d’eau est activée par
les atomes de zinc et par I'ion bicarbonate jouant le réle de catalyseur basique (a). L’addition nucléophile de
I'ion hydroxyle ainsi formé sur la fonction carbonyle de la liaison amide du substrat conduit a un
intermédiaire tétraédrique, stabilisé par un réseau de liaisons hydrogéne (b). L’acide carbonique joue alors le
role de catalyseur acide et protone I'atome d’azote de I'intermédiaire tétraédrique, facilitant ainsi la rupture
de la liaison amide (c).

(a) (b) (c)

NH
Arg NHo Ag Arg THz
- A T NH YN y S
"NH NH," SR NH ~NH,"
K ’r, d ’4. ,’ .4.
Os_oH -0 O o
O SN HY 7-\\\ 0
\
L Py |“| o] =] (e}
Fﬁ H Tf Sl "o o L
HON- N /N\[/ }; HZN \ [f':‘\ T‘ 7 HoN g 7 2 .\l/ b
2 % 1 o \
;o o }‘| Py P HR P OH P1
H AN . 5, | N~ "
/ - i o N -
fel Ne T Lys ‘ v M Lys 4 H'  Lys
.,-4Z‘l‘12' TZng ) Zn’2 7n, 7
Lys™ 7o ) TAsp Lys™ /" A I_YS""."ZDZ- / n',1
Asp ) / N s g . S \ -
Sp Glu Agp Asp GIu’l‘ Asp Asp Asp *Glu/ hep Asp
s o s

Schéma 3 : mécanisme catalytique proposé pour les membres de la famille M17 13,114

4) Structure et spécificité de substrat de PfA-M17

PfA-M17 ([EC 3.4.11.1]) est codée par un géne présent en une seule copie, située sur le chromosome 14 de

19% Flle est constituée de 605 acides aminés pour une masse totale estimée de 67,8 kDa.™®

P. falciparum.
Comme plusieurs aminopeptidases de la famille M17, PfA-M17 est une protéine homo-hexamérique, chaque
monomere contenant un domaine N-terminal relié au domaine C-terminal catalytique par un lien hélicoidal

(fig. 37 et 40). *® PfA-M17 est plus longue que les leucyl aminopeptidases des autres espéces (mammiféres,

3 4. Kim, W. N. Lipscomb, Biochemistry 1993, 32, 8465-8478.
4. Kim, W. N. Lipscomb, Adv. Enzymol. RAMB 1994, 68, 153-213.
15 ¢. M. Stack et al., J. Biol. Chem. 2007, 282, 2069-2080.

%5 McGowan et al., PNAS 2010, 107, 2449-2454.
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115

bactéries) de par une extension N-terminale riche en asparagine. Cette extension N-terminale est

présente chez les autres especes de Plasmodium, mais sa séquence et sa longueur sont trés variables.

Les six sites actifs sont situés a I'intérieur de I'"hexamére
et forment une cavité (fig. 37), accessible via des canaux

formés a l'intérieur du domaine N-terminal de chaque Domaine

monomeére. Une boucle d’environ 20 A, partiellement < Neterminal
désordonnée dans la plupart des monomeres, est
positionnée a I'entrée de la cavité catalytique (fig. 40). "'®  hélicoidal > AR o Boucle
Il est suggéré que la flexibilité de cette boucle régule désordonnée
I'entrée et la sortie des produits d’hydrolyse depuis la S & ()

cavité catalytique.

C-terminal

Figure 40 : structure du monomeére de PfA-M17 (code PDB
3KQX) ; site Zn1 inoccupé et site Zn2 occupé par un ion zinc
représenté par une sphére noire

Chaque site actif contient deux ions métalliques, Zn1 est un site de faible liaison tandis que Zn2 est un site
fortement lié¢, comme observé pour la LAP bovine. ***** PfA-M17 conserve son activité avec un seul ion zinc
(Zn2). La nature de I'ion métallique dans le site Zn1 a une influence sur I'activité catalytique de I'enzyme. ***

‘ Les deux ions métalliques sont distants de 2.9 A (fig. 41). Les
ligands de Zn1 sont Asp379, Glu461, Asp459 et la molécule
Arg 463 ) d’eau nucléophile. Le site Zn2 est hexa-coordiné par Asp379,
Glu4d61, Lys374, Asp399 et deux molécules d’eau, dont la

a molécule d’eau nucléophile.
s eutx L? Ly538’6 .in‘tervilent ,dahs la stabilis?t.ion du subst.rat et‘ de
3 . L2 I'intermédiaire tétraédrique et le résidu Argd63 intervient

¢ dans la stabilisation de l'ion bicarbonate, « navette a
proton ».

Le mécanisme catalytique de PfA-M17 est analogue a celui
décrit pour la LAP bovine (schéma 3).

Y
Figure 41 : PfA-M17 (code PDB 3KQZ) ; ions
métalliques et molécule d’eau représentés par des
sphéres grises et bleue, respectivement ; distances en
Angstrém (A) ; logiciel Pymol
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Le sous-site S1 est étroit et constitué de résidus
hydrophobes (fig. 42) : Met392, Met396, Phe398,
Gly489, Leud92, Ala577 et Phe583, ce qui explique
que la spécificité de substrat de PfA-M17 soit
restreinte au résidu leucine.

PfA-M17 présente une activité optimale a pH neutre

et conserve une activité jusqu’a pH 11. Elle est

inactive a un pH inférieur a 6. '

Figure 42 : sous-site S1 de PfA-M17 (code PDB 3KR5) ; ions
zinc en gris ; logiciel Pymol

PfA-M17 présente 65-69% d’identité de séquence primaire et 80-85% d’identité au niveau du domaine C-
terminal avec ses orthologues plasmodiaux (P. berghei, P. chabaudi chabaudi et P. yoelii). > PfA-M17 ne
présente que 24% d’identité de séquence primaire avec la LAP humaine (outil d’alighement de séquences du
serveur UniProt, programme Clustalo). %

5) L’aminopeptidase d’Aeromonas proteolytica

L'aminopeptidase d’Aeromonas proteolytica v
(APaero) ([EC 3.4.11.10]), aussi appelée
aminopeptidase de Vibrio proteolyticus, est une ,?
métalloprotéase bimétallique pouvant étre
classée dans les familles de métalloprotéases Rw

M17 et M28. °! La famille M28 est une autre v%
famille de métalloprotéases a deux ions

métalliques, rassemblant des aminopeptidases

et carboxypeptidases. L'aminopeptidase
d’Aeromonas proteolytica est une enzyme

particulierement étudiée et caractérisée, elle Glu 151

sert d'enzyme de référence pour les
métalloprotéases a deux ions métalliques. Elle
hydrolyse les résidus hydrophobes situés en

position N-terminale d’un peptide ou d’une Figure 43 : site actif d’APaero (code PDB 1AMP) ; ions métalliques et
molécule d’eau représentés par des sphéres grises et bleue,

rotéine avec une préférence pour la leucine. . . T .
P P P respectivement ; distances en Angstréom (A) ; logiciel Pymol

APaero est une protéine monomérique possédant un site actif trés en surface de sa structure et accessible

117

au solvant. ™" Il contient deux ions métalliques penta-coordinés distants de 3.5 A (fig. 43). Les ligands de Zn1

sont Asp117, His256, Glul152 (ligand bidentate) et la molécule d’eau nucléophile. Les ligands de Zn2 sont

7B, Chevrier et al., Structure 1994, 2, 283-291.

46



Chapitre 2

Asp117, His97, Asp179 (ligand bidentate) et la molécule d’eau nucléophile. Le résidu Glul51 est lié a la
molécule d’eau nucléophile et joue le role de catalyseur acide/base dans le mécanisme catalytique.

Le mécanisme catalytique d’Aeromonas proteolytica est similaire a celui décrit précédemment pour la
famille M17 (schéma 4). °** L’ion Zn2 et Asp179 participent a la liaison du substrat au niveau de son amine
N-terminale, tandis que I'ion Zn1 lie la fonction carbonyle de la liaison amide a hydrolyser et est impliqué
dans la stabilisation de lintermédiaire tétraédrique. La « navette a proton» Glul51 favorise la
déprotonation de la molécule d’eau liée aux ions métalliques, ainsi que la protonation de I'azote de la liaison
scissile. Le résidu Glu151 remplace I'ion bicarbonate rencontré dans le mécanisme de la famille M17.

(a) (b) (c) ;

Bl 151 /- Clu151 A Glu151
0750 0o 0750
‘ | N
H .
\\
3 \ |
Py © P .o
. H| ; .
P O Ao N I o HN. J\H
"/\Y/N\ Mo HaN" 5z, 77y HN Ny
A N RIRYANES N |
o v N o N SN
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Schéma 4 : mécanisme catalytique proposé pour APaero a7

III- Roles de PfA-M1 et PfA-M17 chez Plasmodium

PfA-M1 et PfA-M17 sont deux cibles intéressantes pour lutter contre le paludisme.

1) Expression, role et localisation de PfA-M1 et PfA-M17

D’apres des données de protéomique, PfA-M1 et PfA-M17 sont exprimées a divers stades du cycle de
développement de P. falciparum : au stade sporozoite, aux stades sanguins mérozoite, anneau, trophozoite
et schizonte, et au stade gamétocyte pour PfA-M1. 39 |’expression de PfA-M1 et PfA-M17 aux stades
sanguins est confirmée par des analyses d’'immunofluorescence, de fluorescence sur culture de parasites et
par Northern Blot, 1003105115121

PfA-M1 et PfA-M17 jouent un réle critique dans le cycle de vie parasitaire étant donné que des inhibiteurs
comme la bestatine (cf fig. 47, page 55) inhibent in vitro la croissance et le développement des espéces de

8| Florens et al., Nature 2002, 419, 520-526.

E. Lasonder et al., Nature 2002, 419, 537-542.
129 Lasonder et al., PLoS Pathogen 2008, 4(10), e1000195.
25 Dalal, M. Klemba, J. Biol. Chem. 2007, 282, 35978-35987.
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. 107,115,116,121,122,123
Plasmodium. ="~ >0

Parmi les roles les plus étudiés, ces deux aminopeptidases participeraient a la
dégradation de I’hémoglobine lors de la phase intra-érythrocytaire. L’hémoglobine est hydrolysée par le
parasite en acides aminés libres, indispensables a sa croissance, a la modulation de son environnement
osmotique ainsi qu’a I'import d’isoleucine depuis le milieu extracellulaire (cf page 10). Au sein de la vacuole
digestive, des endoprotéases de différentes classes vont successivement dégrader les chaines de globine en
oligopeptides (fig. 44) : des protéases a acide aspartique (plasmepsines I, I, 1V), des protéases a cystéine

124,125,126
C

(falcipaines 2, 2’, 3), une protéase histo-aspartique et une métalloprotéase (falcilysine). es

oligopeptides sont ensuite hydrolysés en dipeptides par la dipeptidyl aminopeptidase I. *’ Finalement, les
dipeptides sont dégradés en acides aminés par les exopeptidases PfA-M1 et PfA-M17.

Hémoglobine

Vacuole digestive Cytosol
Plasmepsines |, II

Larges peptides

Plasmepsines |, II, IV
Falcipaines 2, 2’, 3

|| Protease Histo-aspartique

Oligopeptides (10-20 résidus)

Falcilysine Dipeptidyl
aminopeptidase 1, - - _________ | ______ .

Oligopeptides (5-10 résidus) )

Petits peptides, dipeptides | mmmmmmmm) Petits peptides, dipeptides

i | Transport i !
i PfA-M1 i PfA-M1 & L
! E PfA-M17 | !
i Acides i i E
i aminés i Acides i i
E ! aminés i
| Modéle 2 ! Modéle 1 ||

Figure 44 : représentation schématique de la dégradation des chaines protéiques de I’hémoglobine en acides aminés au sein du
parasite

Gavigan et al. ont révélé I'existence d’une relation synergique antipaludéenne entre la bestatine (inhibiteur
des aminopeptidases le plus connu) et des inhibiteurs d’endoprotéases, ce qui indique que les
endoprotéases et les aminopeptidases semblent agir ensemble dans la dégradation de I’hémoglobine. **®
Dans une autre étude, ils ont montré que la dégradation de I'hémoglobine débute au stade anneau de
développement du parasite et atteint son maximum au stade trophozoite, coincidant avec I'augmentation
du niveau d’expression et le pic d’activité de PfA-M1 et PfA-M17. ****2 De plus, des cultures synchronisées
de parasites exposées aux inhibiteurs bestatine et nitrobestatine sont plus susceptibles au stade anneau
avancé/trophozoite qu’aux autres stades intra-érythrocytaires. Des extraits cytosoliques de trophozoites ou

122¢cs. Gavigan et al., Mol. Biochem. Parasitol. 2001, 117, 37-48.

M.F. Nankya-Kitaka et al., Parasitol. Res. 1998, 84, 552-558.

D. E. Goldberg, Curr. Top. Microbiol. 2005, 295, 275-291.

P. J. Rosenthal, Int. J. Parasitol. 2004, 34, 1489-1499.

C. E. Murata, D. E. Goldberg, J. Biol. Chem. 2003, 278, 38022-38028.
M. Klemba et al., J. Biol. Chem. 2004, 279, 43000-43007.

C. S. Gavigan et al., Antimicrob. Agents Chem. 2001, 45, 3175-3181.
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des aminopeptidases partiellement purifiées dégradent des petits peptides dont la séquence correspond a
des produits connus de dégradation de ’hémoglobine. La libération d’acides aminés depuis ces peptides est
inhibée par ajout de nitrobestatine. ***

PfA-M17 a été localisée dans le cytosol du parasite par des méthodes d’immunofluorescence et de

115

fluorescence sur culture de parasites ), tandis que la localisation de PfA-M1 reste confuse. Des expériences

d’'immunofluorescence ont suggéré qu’elle est présente dans le cytoplasme et autour de la vacuole

101,102,105122 Ay contraire, des études d’imagerie sur parasites vivants réveélent que PfA-M1 est

121,129
D

digestive.
présente en abondance dans la lumiére de la vacuole digestive et dans le noyau. "autres études
proposent que la forme membranaire de PfA-M1 est ancrée dans la membrane de la vacuole digestive avec

[ 130,131

son domaine catalytique orienté vers le cytoso Enfin, certains proposent qu’elle soit située dans des

vésicules proches de la vacuole digestive.

Par conséquent, deux modeles sont proposés pour expliquer la participation des aminopeptidases PfA-M1 et
PfA-M17 a la dégradation de ’'hémoglobine (fig. 44). +1%129132

e Le premier modele suppose que I'hémoglobine soit dégradée dans la vacuole digestive en
oligopeptides et dipeptides, transportés vers le cytosol du parasite ou ils sont hydrolysés en acides aminés
par des exopeptidases, incluant PfA-M1 et PfA-M17. Plusieurs études supportent cette hypothése :
Kolakovitch et al. ont montré que les premiéeres étapes de dégradation de I’"hémoglobine qui ont lieu dans la

132

vacuole digestive génerent des petits peptides mais pas d’acides aminés libres. De plus, aucune activité

exopeptidase n’a pu étre détectée dans la vacuole digestive. Au contraire, |'activité aminopeptidase
d’extraits cytosoliques génére des acides aminés libres & partir de peptides dérivés de I’'hémoglobine. ****
Ce premier modele est également soutenu par le fait que le pH optimum d’activité de PfA-M1 est neutre et
qu’au pH de la vacuole digestive (pH 4.5-5.5), I'activité catalytique de PfA-M1 est largement diminuée. '®
Pour étre en accord avec ce modele, PfA-M1 serait localisée dans le cytosol et/ou ancrée dans la membrane
de la vacuole digestive avec le domaine catalytique orienté vers le cytosol. L'export des dipeptides et petits

peptides vers le cytosol n’a pas encore été mis en évidence expérimentalement.

e Le second modele propose que la dégradation de I’hémoglobine en acides aminés libres ait lieu a la
fois dans la vacuole digestive et dans le cytosol (fig. 44). PfA-M1 participerait aux étapes finales d’hydrolyse
de I’hémoglobine dans la vacuole digestive et PfA-M17, clairement exclue de cette organelle, agirait dans le
cytosol. 191?%12% | es arguments en faveur de ce modele sont : (i) la localisation de PfA-M1 au niveau de la

121,129

lumiéere de la vacuole digestive , ii) enrichissement de I'activité de PfA-M1 dans les extraits de vacuole

digestive par rapport aux extraits de trophozoites %', iii) gonflement de la vacuole digestive par traitement
107

avec un inhibiteur spécifique de PfA-M1 ~".

Par ailleurs, PfA-M1 et PfA-M17 sont présents a d’autres stades parasitaires que celui de dégradation de
I’'hnémoglobine (mérozoite et schizonte pour PfA-M17 ; mérozoite, schizonte et gamétocyte pour PfA-M1), ce

% p. Ragheb et al., J. Biol. Chem. 2011, 286, 27255-27265.

T. S. Skinner-Adams et al., Trends in Biochemical Sciences 2010, 35, 53-61.
J. C. Whisstock et al., PNAS 2009, 106, e56.
K. A. Kolakovich et al., Mol. Biochem. Parasitol. 1997, 87, 123-135.
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qui laisse penser que ces deux aminopeptidases ont des fonctions supplémentaires distinctes de leur
fonction d’hémoglobinase.

2) PfA-M1 et PfA-M17, protéines essentielles au développement du parasite

Les parasites ne survivent pas aux tentatives de knock-out sur le gene de PfA-M1 ou sur le géne de PfA-M17,
ce qui suggere qu’une perte de I'une ou 'autre de ces protéines est un inconvénient majeur pour le parasite
lors de son développement. *' Nous ne pouvons pas en conclure que ces génes sont essentiels pour la
croissance et la survie du parasite. Cependant des genes codant pour des protéines non-essentielles peuvent
étre totalement invalidés par cette approche et donnent des parasites viables. Des exemples incluent deux
des falcipaines et les quatre plasmepsines. *****

Bien que les inhibiteurs décrits dans la littérature ne soient pas sélectifs de PfA-M1 et de PfA-M17, les
résultats suivants suggérent que la fonction de ces aminopeptidases est essentielle pour le cycle de
développement du parasite.

Des inhibiteurs de PfA-M1 et de PfA-M17 (bestatine et dérivés, analogue de dipeptide phosphinate) ont un
effet antipaludéen in vitro sur des cultures de P. falciparum, sensibles ou résistantes a la chloroquine.
105106,107,122,123,135 | sinhibition de PfA-M1 par I'inhibiteur BTA (K; (rPfA-M1) = 260 nM ; K; (rPfA-M17) = 4000
nM) entraine le gonflement de la vacuole digestive et la mort des parasites a la transition
trophozoite/schizonte (fig. 45). '’ Linhibition de PfA-M17 par I'inhibiteur PNAP (K; (rPfA-M17) = 29 nM ; K;
(rPfA-M1) = 330 nM) provoque la mort prématurée des parasites a la transition anneau/trophozoite (fig. 45).
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Figure 45 : structure des inhibiteurs BTA et PNAP

L'inhibition de PfA-M1 et de PfA-M17 a également un effet antipaludéen in vivo : le blocage de leur activité
par un analogue synthétique de dipeptide phosphinate (homophénylalanine-P[CH,]Phénylalanine, fig. 49,

page 58) réduit de 92% la parasitémie dans un modéle murin infecté par P. chabaudi chabaudi. *°>**>*%

33 p_s. sijwali et al., PNAS 2004, 101, 8721-8276.

A. L. Omara-Opyene et al., J. Biol. Chem. 2004, 279, 54088-54096.
T. S. Skinner-Adams et al., J. Med. Chem. 2007, 50, 6024-6031.
J. Grembecka et al., J. Med. Chem. 2003, 46, 2641-2655.
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Il est aussi important de noter que la toxicité de la bestatine est réduite dans des parasites transgéniques
surexprimant PfA-M17. '

La spécificité de substrat restreinte de PfA-M17 pour la leucine laisse penser que PfA-M17 a un role
spécialisé au sein du parasite et que la leucine est importante pour la croissance du parasite. En effet, la
digestion de I'hémoglobine produit de grandes quantités de leucine, qui serait échangée contre I'isoleucine
extracellulaire, le parasite étant incapable de la synthétiser. ** Bien que I'isoleucine soit 'un des acides

138 ’est le seul acide aminé absent de I’'hémoglobine

aminés les plus abondants des protéines du parasite
humaine. Ainsi, il est supposé que PfA-M17 a une fonction critique dans la génération d’un réservoir
intracellulaire de leucine, nécessaire au parasite pour obtenir 'isoleucine du milieu extracellulaire. **° Cette

fonction serait différente de celle de PfA-M1. '’

De plus, étant donné que PfA-M1 et PfA-M17 sont codées par des génes existant en une seule copie et

gu’aucune autre aminopeptidase neutre n’a été détectée chez P. falciparum, ces deux enzymes ne

présentent pas de redondance fonctionnelle, & I'inverse des endoprotéases de la vacuole digestive. ***°

Tous ces résultats indiquent que PfA-M1 et PfA-M17 sont deux cibles prometteuses pour le développement

d’une nouvelle classe d’agents antipaludéens. %%

Y7 p. L. Gardiner et al., J. Biol. Chem. 2006, 281, 1741-1745.

N. Nirmalan et al., Mol. Microbiol. 2004, 52, 1187-1199.
%), Liu et al., PNAS 2006, 103, 8840-8845.
149 ) Gonzalez-Bacerio et al., Curr. Drug Targets 2014, 15, 1144-1165.
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I- Les inhibiteurs de PfA-M1 et de PfA-M17

Compte tenu du caractere prometteur de PfA-M1 et de PfA-M17 comme cibles antipaludéennes, la
conception rationnelle d’inhibiteurs puissants et sélectifs de ces deux aminopeptidases est d’un intérét
considérable. Il faut distinguer deux objectifs: (i) synthétiser des inhibiteurs sélectifs de chaque
aminopeptidase en tant qu’outil pour une meilleure compréhension du réle biologique de chaque
aminopeptidase ; (ii) synthétiser des inhibiteurs ciblant I'une ou l'autre, ou les deux aminopeptidases
parasitaires sélectivement vis-a-vis des aminopeptidases humaines pour un potentiel traitement
antipaludéen.

Deux grandes approches sont généralement utilisées pour concevoir des inhibiteurs d’enzymes

protéolytiques. La premiére consiste en I'incorporation d’un isostére non-hydrolysable de la liaison amide ou

141

de I'intermédiaire tétraédrique formé lors de I’hydrolyse de cette liaison (fig. 46). ** La partie 1) développée

ci-dessous présente les principaux exemples pour l'inhibition de PfA-M1 et PfA-M17.

HO OH HO OH OH O OH OH HO OH o
L Lo I Wy B % s i
T Ty - S~ a A T LI, Pl " |,\ P 5 -
1“\(E H R - R 1“.{ 4 HO ’1{ g 1{ 'N’OH
H
intermédiaire hydrate alcool acide acide silane diol || acide hydroxamique
tétraédrique phosphinique boronique
Isostéres de la liaison amide Chélatant des
ou de I'intermédiaire tétraédrique metaux

Figure 46 : isostéres de la liaison amide ou de I'intermédiaire tétraédrique ; chélatant des métaux

La seconde approche consiste en l'incorporation d’'un motif chélatant les ions métalliques dans un chassis
moléculaire plus ou moins peptidique (fig. 46). La partie 2) développée ci-dessous montre les principaux
exemples de ce type d’inhibiteurs.

L'existence de différentes familles de métallo-aminopeptidases, ayant des spécificités de substrats proches
ainsi que des mécanismes catalytiques semblables, représente une difficulté pour la conception d’inhibiteurs
sélectifs d’une aminopeptidase donnée. Parmi les composés décrits a ce jour, peu présentent une sélectivité
intéressante.

%1 A, Mucha et al., Biochimie 2010, 92, 1509-1529.
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1) Mimes partiels de I'intermédiaire tétraédrique

Bestatine et dérivés

La bestatine, I'amastatine et la probestine sont des substances naturelles isolées de bactéries du genre
Streptomyces, qui se sont avérées étre des inhibiteurs compétitifs de métallo-aminopeptidases de plusieurs
fami”es (tabl 5) 142,143,144,145,146,147,148

cours de la réaction catalytique.

Ce sont des analogues partiels de I'intermédiaire tétraédrique formé au

La bestatine est un analogue du dipeptide Phe-Leu avec un groupement hydroxyle entre le carbonyle et le
carbone a de la phénylalanine. La bestatine se lie aux aminopeptidases de maniére compétitive et réversible.
Elle est plus active sur les enzymes a deux ions métalliques car la fonction hydroxyle de la bestatine se
positionne entre les deux ions métalliques (tabl. 5).

Ki (LM)
Composés lionzinc 2 ions zinc ICs0 (M)
AP'.\I rPfA-M1 | rPfA-M17 LAI.D APaero Cultu.re
porcine porcine parasites
Bestatine
8-14
NH, O 35 0.478 0.025 0.009 0.0015 | P. falciparum
AN 7o O ) (ref. 105) (ref. 135) (ref. 141) | (ref. 145) 3D7
oH " o (ref. 135)
Amastatine
>64

0.03 0.0003 P. chabaudi

MN%N B 0.05 nd nd (ref. 145) | (ref. 145) chabaudi

NHy O A~ (ref. 123)

Probestine

oH , ©
(R)A N(S)
SoNel

NH2 o’(

0.02 nd nd 0.06 >100 nd

Tableau 5 : inhibition des métallo-aminopeptidases par la bestatine, ’'amastatine et la probestine (constante d’inhibition K; et
concentration du composé inhibant 50% de I'effet observé ICs) ; 3D7 : souche sensible a la chloroquine ; nd : non déterminé

2 4. Umezawa et al., J. Antibiot. 1976, 29, 97-99.

H. Suda et al., Arch. Biochem. Biophys. 1976, 177, 196-200.
*T. Aoyagi et al., J. Antibiot. 1978, 31, 636-638.
55, H. Wilkes, J. M. Prescott, J. Biol. Chem. 1985, 260, 13154-13162.
T Aoyagi et al., J. Antibiot. 1990, 43, 143-148.
%7 Small Molecular Immunomodifiers of Microbial Origin: Fundamental and Clinical Studies of Bestatin, H. Umezawa,
Japan Scientific Press, 1981, 1-254.
%85, K. Burley et al., PNAS 1991, 88, 6916-6920.
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Le mode de liaison de la bestatine a PfA-M1 et a PfA-M17 est présenté figure 47. Sa fixation aux sites actifs
est similaire a celle d’un substrat peptidique : I'amine primaire de la bestatine interagit avec le résidu Glu463
du motif GAMEN chez PfA-M1 et avec I'ion Zn2 chez PfA-M17. Le carbonyle se lie a I'ion métallique (Zn1
dans le cas de PfA-M17). Le groupement hydroxyle occupe quant a lui la place de la molécule d’eau (agent
nucléophile) : il se lie au(x) zinc(s) et forme une liaison hydrogene avec le résidu acide glutamique
catalytique. Par ailleurs, le phényle en position N-terminale de la bestatine se dirige dans le sous-site S1 et
forme des interactions m avec des résidus aromatiques (tyrosine pour PfA-M1, phénylalanines pour PfA-

M17).

Glu 519
Glu 319

Tyr 580
A
O’H (,3 o0 /,O%Lo

. o0 pH’
) ,
, ,

$1
Tyr 575

—'H
-~ g ,"’ \‘\\ ‘\‘ Q
oa‘ Hr,‘ é H
\ =y
)0 CEN
G|U 497 G'U 463
b) A
Phe583 Asp379 .
J\ LVS\JBG Gly489
0%Fo N pN—(
v H " o
1 H.o H (080

N Nh
Phe398 0'.7@/,0 Leuds?
Glud61

Figure 47 : a) représentation du complexe PfA-M1/bestatine (PDB 3EBH) et mode de liaison schématique ; b) représentation du
complexe PfA-M17/bestatine (PDB 3KR4) et mode de liaison schématique ; ions métalliques sphéres grises
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Dérivés acides boroniques

Les acides boroniques en tant qu’inhibiteurs
d’aminopeptidases ont été décrits en premier par Baker
et al. pour la leucine aminopeptidase d’Aeromonas
proteolytica. “*°"****'Des dérivés aliphatiques simples
étaient utilisés comme inhibiteurs compétitifs, analogues
de l'intermédiaire tétraédrique de la réaction d’hydrolyse
se liant efficacement au site actif de I'aminopeptidase
(fig. 48 et tabl. 6). Depuis des séries a-amino acides
boroniques ont été synthétisées afin d’améliorer

Iaffinité du ligand pour les leucyl aminopeptidases. ™2

Des études cinétiques révelent une interaction lente et
en deux étapes. Il est supposé que I'étape lente Figure 48 : représentation du complexe APaero/1-butane
N . , . acide boronique (PDB 1CP6) ; ions métalliques et molécule
corresponde a la formation d’'un anion boronate . R . .
d’eau sphéres grises et rouge respectivement
tétraédrique depuis I'acide boronique trigonal.

Ki (uM)
Composés lion zinc 2 ions zinc
P APN LAP
: . APaero
porcine humaine
1-butane acide
boronique 96
"p-OH nd nd (ref. 151)
OH
Leu-B(OH),-pinacol
K/K 0.025 0.13 »
H,N" -0 (ref. 141) (ref. 141)
o
Phe-B(OH),-pinacol
/{’ : 0.020 0.050 nd
-0 (ref. 141) (ref. 141)
X

Tableau 6 : inhibition des métallo-aminopeptidases par des dérivés d’acide boronique (constante d’inhibition K)) ;
nd : non déterminé

%% 1. 0. Baker et al., Biochemistry 1983, 22, 2098-2103.

J. O. Baker et al., Biochem. Biophys. Res. Co. 1985, 130, 1154-1160.
C. C. De Paola et al., Biochemistry 1999, 38, 9048-9053.
A. B. Shenvi, Biochemistry 1986, 25, 1286-1291.
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Dérivés acides phosphiniques

Certains dérivés d’acide phosphinique sont des inhibiteurs compétitifs puissants des aminopeptidases des
familles M1 et M17 (tabl. 7). 1916135136133 | a5 oroupes phosphonates et phosphinates ont un fort pouvoir
chélatant sur les métaux et leur forme tétraédrique mime l'intermédiaire géminal diol formé lors de la
réaction d’hydrolyse. Les chaines latérales P1 et P1’ des analogues pseudopeptides phosphiniques donnent
des possibilités d’optimisation des substituants interagissant avec les sous-sites S1 et S1’ des enzymes.

Ki (UM
ion zi T ICso (UM)
Composés 1ion zinc 2 ions zinc
APN LAP Souche
porcine A P porcine P. falciparum 3D7
hPheP[CH,]Phe (C

/© 0.276 0.079 0.013 0.066 24-62
©\/\( %( (ref. 136) (ref. 105) (ref. 135) (ref. 136) (ref. 135)

NH, o]
hPheP[CH,]Tyr (Co-5)

OH
Q/ 0.036 nd 0.010 0.067 19-28
©\/qup,,o%(OH (ref. 136) (ref. 135) (ref. 136) (ref. 135)

N~ Q 104 0.011
]
\©\(F1(0H nd (ref. 153) (ref. 153) nd nd
OH

Tableau 7 : inhibition des métallo-aminopeptidases par des dérivés d’acide phosphinique (constante d’inhibition K; et
concentration du composé inhibant 50% de I'effet observé ICs) ; souche 3D7 : sensible a la chloroquine ; nd : non déterminé

Le composé le plus intéressant est I'analogue du dipeptide phosphinate homoPhe-P[CH,]Phe, noté Co-4.
105116135136 | raduit modérément la croissance in vitro de cultures de P. falciparum sensibles (ICso 24-62 M)
et résistantes a la chloroquine (ICs; 20-40 uM). Cependant I'administration de Co-4 a un modele murin
infecté par P. chabaudi chabaudi réduit de 92% la parasitémie (100 mpk IP, deux fois par jour pendant sept
jours). *** Son mode de liaison aux sites actifs de PfA-M1 et PfA-M17, présenté figure 49, est analogue a celui
de la bestatine.

13 K. K. Sivaraman et al., J. Med. Chem. 2013, 56, 5213-5217.
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Glu 497

Gly 489

Figure 49 : a) représentation du complexe PfA-M1/Co-4 (PDB 3EBI) et mode de liaison schématique ; b) représentation du
complexe PfA-M17/Co-4 (PDB 3KR5) et mode de liaison schématique ; ions métalliques sphéres grises

Deérivés silanes diols

Les analogues de dipeptides incorporant une fonction silane diol sont de puissants inhibiteurs de
métalloprotéases et de protéases a acide aspartique. Le motif silane diol mime I'intermédiaire géminal diol
formé lors de la réaction d’hydrolyse de la liaison peptidique. Il est également capable de chélater les ions
métalliques. Par exemple, le composé représenté figure 50 posséde une trés bonne activité sur la
thermolysine (0.041 pM). **

Par rapport aux dérivés acides phosphiniques et acides hydroxamiques, ces composés ont I'avantage d’étre
neutres au pH physiologique et de disposer d’'une perméabilité plus élevé, d’ou une meilleure
biodisponibilité.

yHe JOH Ny O

N.__Si NN onat

(0] O _\(
Thermolysine K;41 nM

Figure 50 : structure et activité d’un dérivé silane diol

>4 ). Kim et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2002, 12, 3625-3627.
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2) Chélatant des métaux
Dérivés acides hydroxamiques

Un acide hydroxamique peut étre considéré comme un analogue d’acide carboxylique et d’amide,
combinant ainsi les caractéristiques des deux groupements. De plus, le groupement hydroxamate est un bon
chélatant, plan et bidentate, des ions métalliques. Les analogues acides hydroxamiques maloniques Co-57 et
Co-66 sont des inhibiteurs puissants des enzymes de la famille M1 dont PfA-M1 (tabl. 8). **°
activité in vitro sur cultures de P. falciparum est faible et reste de I'ordre des activités obtenues avec les

Cependant leur

inhibiteurs décrits dans les parties précédentes. >

Le composé CHR-2863 est un analogue du tosedostat, puissant inhibiteur d’aminopeptidases de mammiferes
actuellement en phase clinique Il pour le traitement de leucémie myéloide aigué (tabl. 8). **”**® Le composé
CHR-2863 inhibe les deux aminopeptidases PfA-M1 et PfA-M17 et est plus actif in vitro sur cultures de P.
falciparum que les inhibiteurs décrits dans les parties précédentes. Il présente également une bonne activité
in vivo : son administration par voie orale a permis une réduction significative de la parasitémie dans un

modéle murin de P. chabaudi chabaudi. *>’

Le tosedostat a des activités inhibitrices comparables au composé CHR-2863 sur PfA-M1 et PfA-M17, K; 6.0
UM et K; 0.079 uM, respectivement (tabl. 8). Le mode de liaison de la forme acide du tosedostat aux sites
actifs de PfA-M1 et PfA-M17 est présenté figure 51 (a et b). La téte hydroxamique chélate directement le/les
métaux, ce qui conduit a un mode de liaison original avec PfA-M1 et PfA-M17. Il y a finalement tres peu
d’interactions avec les sous-sites S1 ou S1’.

%5 M. Flipo et al., J. Med. Chem. 2007, 50, 1322-1334.

R. Deprez-Poulain et al., J. Med. Chem. 2012, 55, 10909-10917.
T. S. Skinner-Adams et al., Antimicrob. Agents Ch. 2012, 56, 3244-3249.
N. Drinkwater et al., Proteins 2015, 83, 789-795.
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ICso (ULM)
, 1ion zinc 2 ions zinc | Souche P. falciparum | Souche P. falciparum
Composes APN sensible a la résistante a la
. PfA-M1 | rPfA-M17 . .
porcine chloroquine chloroquine
acide malonique
hydroxamique (Co-57
' i i©) 3.6 0.027 >7 >9
F\©\/ (ref. 155) | (ref. 155) nd Souche F32 Souche Fcb1l
H%{H (ref. 155) (ref. 155)
N N.
OH
acide malonique
hydroxamique (Co-66)
13 24
1.4 0.006
\©\/ \(d? (ref. 155) | (ref. 155) nd Souche F32 Souche Fcbl
(ref. 155) (ref. 155)
dérivé du Tosedostat
(CHR-2863)
1.4*
0.076*
o nd (Ki pMm) (K uM) 0.370 nd
(R) o) (ref. (ref. 157)
N(s) (ref. 157)
© H 35 \O 157)
o o)
\ HN.
acide hydroxamique (7)
@ 0.8* 0.03* 0.783
N 0
OH nd (Ki um) (Ki uMm) Souche 3D7 nd
H’ (ref. 159) (ref. 159) (ref. 159)
BocHN

Tableau 8 : inhibition des métallo-aminopeptidases par des dérivés acides hydroxamiques (constante d’inhibition K;) ;
concentration du composé inhibant 50% de I'effet observé IC;) ; * : enzyme recombinante ; nd : non déterminé

L'acide hydroxamique 7 inhibe efficacement PfA-M1 et PfA-M17. Son mode de liaison avec ces deux

aminopeptidases est présenté figure 51 (c et d) et differe de celui décrit pour la forme acide du tosedostat.

159 Ll

acide hydroxamique chélate le ou les ions métalliques, le motif 4-(1H-pyrazol-1-yl)phényle occupe la

poche S1 des deux aminopeptidases alors que le motif NHBoc occupe la poche S1’ et va vers le solvant pour

PfA-M1 et PfA-M17, respectivement.

159

S. N. Mistry et al., J. Med. Chem. 2014, 57, 9168-9183.
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Gly 460

Glu 463

HN7S Lys 386 Leu 487
; NH

C) Tyr 580

Glu 463

o~ .—"'O"\
N H:: @o

Glu 497

0. Glu 461
)
0
N H
. HN
~
Lys 374

5

, @IO
0=

0 /H __<
)\*'*\‘ Asp 459

Leu 487

Figure 51 : a) représentation du complexe PfA-M1/forme acide du tosedostat (PDB 4X2U) et mode de liaison schématique ; b)
représentation du complexe PfA-M17 /forme acide du tosedostat (PDB 4X2T) et mode de liaison schématique ; c) représentation
du complexe PfA-M1/acide hydroxamique 7 (PDB 4R5T) et mode de liaison schématique ; d) représentation du complexe PfA-
M17/acide hydroxamique 7 (PDB 4R6T) et mode de liaison schématique ; ions métalliques sphéres grises
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Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse a la synthése d’inhibiteurs de métallo-
aminopeptidases.

II- Recherche antérieure aux travaux de these

1) Aminopeptidases monométalliques : des inhibiteurs de 'APN de mammiferes a
I'inhibition de PfA-M1

Les travaux du laboratoire se sont concentrés ces derniéres années sur la conception, la synthése et
I’évaluation de dérivés amino-tétralones pour I'inhibition sélective de I’APN humaine ([EC.3.4.11.2]). ™
L'APN est une cible thérapeutique en oncologie et est notamment impliqué lors de I'angiogenése tumorale.
La 3-amino-2-tétralone 2 est un inhibiteur puissant et sélectif de I’APN de mammiféeres (K; 0.5 uM),
cependant elle est instable en solution aqueuse a pH physiologique (aromatisation) (tabl. 9). Plusieurs séries
de dérivés amino-tétralone ont alors été synthétisées afin d’améliorer sa stabilité. L’étude de I'influence de
la taille du cycle B a permis de mettre au jour le composé 7-amino-6-benzosubérone 3 présentant non
seulement une meilleure stabilité, mais également une activité et une sélectivité comparable a celle de la 3-

amino-2-tétralone (tabl. 9). **

Les études suivantes ont consisté a substituer ce composé téte de série afin d’augmenter I'affinité avec
'APN de mammiféres. Cette étude SAR a conduit au 1-bromo-4-phényl-tétrahydro-7-amino-

162 Le

benzocyclohepten-6-one 4, composé le plus puissant a ce jour sur I’APN de mammiféres (tabl. 9).
laboratoire s’est alors intéressé a moduler les substituants en position 1 et 4 afin d’améliorer les propriétés
physicochimiques et les propriétés ADME des composés aminobenzosubérones tout en maintenant une

puissante activité et sélectivité sur '’APN de mammifeéres. '*

Les travaux de recherche du laboratoire sur I’APN de mammiféres ont permis d’acquérir des informations
cristallographiques essentielles a la compréhension des relations structure-activité de notre famille de
ligands sur les aminopeptidases de la famille M1. Les acides aminés essentiels a I'activité catalytique étant
tres conservés au sein de la famille M1, nous avons décidé de cibler 'aminopeptidase plasmodiale PfA-M1
avec ces mémes composés. Le lancement de ce projet a été conforté par les activités intéressantes obtenues
pour des molécules non optimisées sur des cultures de parasites résistants a la chloroquine (tabl. 9).

La conception, la synthése et I’évaluation biologique des composés de type aminobenzosubérone pour

I'inhibition sélective de PfA-M1 ont été étudiées par Germain Revelant (post doctorant ; ANR MAMMAMIA).
164

%05 Albrecht et al., Bioorg. Med. Chem. 2006, 147, 7241-7257.

S. Albrecht et al., Bioorg. Med. Chem. 2011, 19, 1434-1449.
C. Maiereanu et al., Bioorg. Med. Chem. 2011, 19, 5716-5733.
G. Revelant et al., Bioorg. Med. Chem. 2015, 23, 3192-3207.
B. Chaillou et al., L’Actualité Chimique 2014, 390, 53-57.
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Ki (uM)
Composés lion zinc 2 ions zinc 'Cso (M)

AP'_\I LTA4H LAP bovine APaero Souch.e Febl
porcine P. falciparum

0.5 > 1000 120 130 nd

900
1.0 > 1000 > 1000 20
(1Cso uM)

0.00006 nd 71 39 22

Tableau 9 : inhibition de métallo-aminopeptidases et des parasites par les composés 2-4 (constante d’inhibition K; et IC5o) ; APN :
aminopeptidase neutre, LTA4H : leukotriene A4 hydrolase, LAP : leucyl aminopeptidase, APaero : aminopeptidase d’Aeromonas
proteolityca ; souche Fcb1 : souche résistante a la chloroquine ; nd : non déterminé

2) Inhibiteurs de métallo-aminopeptidases bimétalliques

En parallele des travaux sur I’APN de mammiferes, le laboratoire s’est intéressé a la conception d’inhibiteurs
sélectifs des métallo-aminopeptidases a deux ions métalliques. En s’inspirant de la bestatine, inhibiteur
nanomolaire de ce type d’aminopeptidase, le motif bidentate du chassis moléculaire aminobenzosubérone a
été modifié en un motif tridentate, pouvant potentiellement chélater deux ions métalliques formant une
unité co-catalytique.

Plusieurs benzocycloheptanes trisubstitués ont été synthétisés et évalués sur 'APN de mammiféres et
APaero (tabl. 10). ' Ces essais ont permis de révéler le composé 8-amino-7-hydroxy-5,7,8,9-
tétrahydrobenzocycloheptén-6-one 1 en tant qu’inhibiteur puissant et sélectif de notre enzyme modele a
deux ions métalliques vis-a-vis de I'aminopeptidase a un ion métallique APN.

Comme illustré dans le chapitre précédent, les sites actifs de PfA-M17 et d’APaero ainsi que les mécanismes
catalytiques proposés pour ces deux métallo-aminopeptidases a deux ions métalliques présentent de
grandes similitudes. Nous avons ainsi envisagé de cibler I'aminopeptidase plasmodiale PfA-M17 avec des
analogues du composé 1.

Mes travaux de these se sont alors portés sur la conception, la synthése et I’évaluation biologique des
composés de type benzocycloheptane trisubstitué pour I'inhibition sélective de PfA-M17.

185 M. Al-Lakkis-Wehbe et al., Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 6447-6455.
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Ki (uM)
Composés 1ion zinc 2 ions zinc
APN porcine APaero
5 OH
>100
o 4
@(:§: (ICso uM)
NH,.HCI
6 OH
@Q:O 42 24
NH,.HCI
7 OH
OH
380 500
, NH,.HCI
cis/trans
60/40
8 OH
>1000
OH 500
(ICso uM)
NH,.HCI
93/7
1 4 6,0
>1000
OH 0.01
©i:/§7< (ICso uM)
1 8" NH,.HCI
9 OH
>1000
NH,.HCI 78
©<:§_ ’ (ICso uM)
OH
10 o)
NHLHC >1000 >1000
z (ICso uM) (1Cso M)
OH

Chapitre 3

Tableau 10 : inhibition de métallo-aminopeptidases par les composés 1 et 5-10 (constante d’inhibition K; et ICs) ; tous les
composés ont été évalués en mélanges racémiques ; APN : aminopeptidase neutre, APaero : aminopeptidase d’Aeromonas

proteolityca
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III- Conception d’'inhibiteurs de PfA-M17

En s’inspirant du mode de liaison de la bestatine au site actif de PfA-M17 représenté figure 52, nous avons
concu des analogues cyclisés non-peptidiques de la bestatine, de type benzocycloheptane trisubstitué.

b)

Figure 52 : a) site actif du complexe PfA-M17/bestatine (PDB 3KR4) ; ions métalliques sphéres grises ; b) mode de liaison
schématique de la bestatine au site actif de PfA-M17

Une étude de modélisation moléculaire a été réalisée pour les composés (7S5,85)-1 et (7S,8R)-1 (tabl. 11).
Nous avons également considéré leurs hydrates respectifs (75,85)-11 et (7S,8R)-11 puisqu’il est probable
gu’une molécule d’eau présente dans le site actif a une courte distance de la cétone s’additionne sur celle-ci.
La géométrie moléculaire des quatre composés a été minimisée par champ de force MMFF94 (Marvin,
ChemAxon). Les structures cristallographiques de PfA-M17 (code PDB 3KR4, 2.00 A et 4K3N, 2.00A) et
d’Aeromonas proteolytica (code PDB 1TXR, 2.00 A) sont accessibles dans la PDB. Le site actif pour le docking
a été déterminé comme tous les résidus a I'intérieur d’une sphére de 9 A de rayon a partir du ligand co-
cristallisé. La modélisation moléculaire a été réalisée par le Dr Sébastien Albrecht a I'aide du module FlexX de
LeadIT version 2.1.6 (BiosolvelT, St. Augustin, Germany). Il est important de préciser qu’avec ce module
I’évaluation des interactions avec les ions métalliques est sous-estimée. Afin de minimiser le nombre de
poses et d’écarter les poses extravagantes, |'oxygene de I’hydroxyle du ligand est placé a l'intérieur d’une
sphére de 1 A de rayon située entre les deux ions zinc. L’approche hybride (considérations enthalpiques et
entropiques) a été utilisée au cours de la modélisation moléculaire. Afin d’évaluer I'affinité de liaison des
différentes poses, le module HYDE de LeadIT (considerant a la fois les interactions de type liaison hydrogene,
les effets hydrophobes et de désolvatation) a été appliqué pour reporter I'énergie libre de liaison (AG) et
I'efficacité du ligand. Les différentes poses significatives ont été exportées en tant que Mol2 file et
visualisées via PyMOL. Les résultats de cette étude sont présentés tableau 11.
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APaero (1TXR) PFA-M17 (4K3N) PFA-M17 (3KR4)
Composés Score Hyde Score Hyde Score Hyde
R R R
A& 1 AG (ki/mol) AN AG (ki/mol) | "M | AG (kI/mol)
(75,85)-1 1 -40 ) 37
4 (0] 4 -41
O 7 OH 12 -32 3 -34
s 14 -37 13 -31
! (9 °NH, 21 -35
1 -48
3 -31 2 -28
2 -46
(75,85)-11 - =
HO oH - a7 10 -31 5 -31
8 -51
OH 12 -33 9 -30
17 50
9 'NH, 23 -44
53 -44 14 27 13 -37
62 -42
(75,8R)-1 5 .
2 -25
o 6 32
O@ oH 1 12 -25
(R) "NHZ a P 11 -26
(75,8R)-11 1 -37 1 -33
HO oH 8 -29 2 -30
12 -31
A, 42 -42 27 -30 T T

Tableau 11 : résultats de la modélisation moléculaire de (75,85)-1/(7S,8R)-1 et (7S,85)-11/(7S,8R)-11 sur les aminopeptidases
bimétalliques APaero (1TXR) et PfA-M17 (4K3N, 3KR4)

D’une maniere générale, I'étude suggere que le carbone portant I’hydroxyle devrait étre de configuration
absolue (S), comme c’est le cas pour la bestatine. En effet, lorsque nous modélisons le composé avec le
carbone portant I’hydroxyle de configuration absolue (R) dans le site actif de PfA-M17 ou APaero, aucune
pose ne présente un score Hyde intéressant. Nous observons principalement une géne stérique entre le
cycle aromatique du composé et certains résidus du site actif d’APaero et de PfA-M17.

L’étude souligne aussi que le carbone portant I'amine peut étre soit de configuration absolue (R), soit de
configuration absolue (S). En effet, d’apres les scores Hyde obtenus (tabl. 11), les deux diastéréoisomeéres
(75,85)-1 et (7S,8R)-1 auraient des activités intéressantes sur PfA-M17 et APaero.

La conformation adoptée par le cycle a sept chainons de (75,85)-1/(7S,8R)-1 et (75,85)-11/(7S5,8R)-11 est de
type chaise. '*

1%8 G, Favini, A. Nava, Theor. Chim. Acta (Berlin) 1973, 31, 261-268.
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Modélisation moléculaire dans le site actif d’APaero (deux ions zinc)

Les scores Hyde calculés prédisent une bonne activité des quatre composés sur APaero (tabl. 11). Le
composé (75,85)-1 (AG = -41 kl/mol) est plus puissant que son diastéréoisomeére (75,8R)-1 (AG = -32 kl/mol).
De méme, I’hydrate (75,85)-11 (AG = -51 kJ/mol) est plus puissant que son diastéréoisomére (75,8R)-11 (AG =
-41 kl/mol). Les composés (75,85)-1/(7S5,8R)-1 sont moins puissants que leurs hydrates respectifs.

Les poses associées au meilleur score Hyde pour chaque composé sont représentées figure 53. Les poses des
guatre composés sont remarquablement proches au sein du site actif d’APaero. L’hydroxyle des composés
se place entre les deux ions zinc et interagit avec le résidu catalytique Glul51. La cétone ou I'hydrate
interagissent avec un ion zinc (Znl) et pointent vers le solvant. L'aromatique pointe quant a lui en direction
du sous-site S1 et interagit avec des résidus hydrophobes et aromatiques situés a I'entrée de ce sous-site.
Seule I'amine des composés (7S,8R)-1 et (7S,8R)-11 interagit avec un ion zinc (Zn2).

y PR
Figure 53 : poses dans le site actif d’APaero (1TXR) des composés a) (75,8S)-1 (rang 4) ; b) (7S,8R)-1 (rang 6) ; c) (75,85)-11 (rang 8) ;
d) (7S,8R)-11 (rang 2)

Modélisation moléculaire dans le site actif de PfA-M17 (deux ions zinc)

Les scores Hyde calculés sont comparables entre les quatre composés (AG autour de -30 kJ/mol) et sont
moins élevés que sur APaero (AG jusqu’a -50 kJ/mol). Les poses associées au meilleur score Hyde pour
chaque composé sont représentées figure 54. Les poses sont légérement différentes entre les composés
(75,85)-1 et (7S,8R)-1, mais aussi entre le composé (75,8R)-1 et son hydrate. La chélation des ions zinc est
assurée par I'hydroxyle, par la cétone ou I'hydrate et aussi par I'amine dans le cas des composés (75,85)-11
et (75,8R)-11.
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Figure 54 : poses dans le site actif de PfA-M17 (4K3N) des composés a) (75,85)-1 (rang 3) ; b) (7S,8R)-1 (rang 11) ; c) (75,85)-11
(rang 3) ; d) (7S,8R)-11 (rang 27)

Modélisation moléculaire dans le site actif de PfA-M17 (un ion zinc et un ion magnésium)

Les scores Hyde calculés pour les composés (75,85)-1, (75,85)-11 et (7S5,8R)-11 prédisent de bonnes activités
sur PfA-M17 (AG = -37 klJ/mol pour (75,85)-1 et (75,85)-11 ; AG = -46 kl/mol pour (7S,8R)-11) (tabl. 11).
Aucune pose proposée n’est acceptable pour le composé (7S5,8R)-1. La figure 55 illustre les poses associées
aux meilleurs scores Hyde pour le composé (75,85)-1 et (7S,8R)-11.

Figure 55 : poses dans le site actif de PfA-M17 (3KR4) des composés a) (7S,85)-1 (rang 2) ; b) (75,8R)-11 (rang 7)

L’étude des poses dans PfA-M17 (4K3N ou 3KR4) suggére qu’il est possible d’augmenter les interactions avec
le sous-site S1 par des substituants en position 1 ou 2 sur le cycle aromatique (fig. 56). Il pourrait étre
envisagé de substituer I'une ou l'autre de ces positions par des chalnes carbonées composées de deux ou
trois atomes de carbones.
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Figure 56 : interaction éventuelle avec le sous-site S1 de PfA-M17 par substitution des positions 1 ou 2 de 'aromatique des
composés (75,85)-1/(75,8R)-1 et (75,85)-11/(75,8R)-11 (pose de (7S,85)-1 dans 4K3N en exemple ici)

Cette étude de modélisation moléculaire prédit de bonnes activités sur les aminopeptidases bimétalliques
APaero et PfA-M17 pour les composés (75,85)-1/(7S,8R)-1 et (75,85)-11/(7S,8R)-11, nous encourageant a
poursuivre la synthése d’analogues cyclisés non-peptidiques de la bestatine, pour I'inhibition de PfA-M17.
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Synthese et évaluation biologique
d’analogues de la 8-amino-7-hydroxy-
5,7,8,9-tétrahydro-benzocyclohepten-6-
one.

I- Synthese de la [cis]-8-amino-7-hydroxy-5,7,8,9-tétrahydro-benzocycloheptén-6-one
1) Voie A : approche précédemment publiée

2) VoieB

II- VoieC
1) Rétrosynthese
2) Synthése des N-tert-butanesulfinimines Rs-45 et Ss-45
3) Additions diastéréosélectives sur les N-tert-butanesulfinimines 45
4) Synthese des époxydes 90-97
5) Synthése de cycloheptanes et cyclohexanes trisubstitués
6) Synthése de benzocycloheptanes trisubstitués

7) Synthése d’un analogue 1,2,3-triazole

[lI- Evaluation biologique des composés finaux
1) Essais enzymatiques in vitro et in cellulo sur parasites en culture

2) Discussion
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I- Syntheése de la [cis]-8-amino-7-hydroxy-5,7,8,9-tétrahydro-
benzocycloheptén-6-one

1) Voie A : approche précédemment publiée

Mira Al-Lakkis-Wehbe et al. ont publié en 2012 une voie de synthése permettant d’accéder au mélange
racémique de la [cis]-8-amino-7-hydroxy-5,7,8,9-tétrahydro-benzocycloheptén-6-one 1. 85 'un des
intermédiaires clés de sa synthese, la cis-bromosilyloxy cétone 16, est obtenu en six étapes a partir du
dibromo-ortho-xylene commercial (schéma 5). Une condensation avec le diméthyl-1,3-acétonedicarboxylate,
suivie d’'une décarboxylation permet de former la cétone 12. L'a-silyloxy cétone 14 est obtenue par la
méthode de silyloxylation, qui consiste en la silylation de I'énol de 12 par le tert-butyldimethylsilyle triflate,
suivie de I'oxydation-réarrangement de Rubottom avec m-CPBA. La cis-bromosilyloxy cétone 16 est ensuite

synthétisée par silylation de I’énol de 14 et bromation avec NBS.

OTBDMS
@O: ‘OTBDMS — @@zo
0,
a81% b quant. c72% 14
OTBDMS OTBDMS
- o( —- CC%
d quant. e quant.

Schéma 5 : (a) (1) diméthyl-1,3-acétonedicarboxylate, NBu,Br, CH,Cl,/NaHCO3, 40 °C, 24 h ; (2) H,SO,, CH;CN, 95 °C,
16 h ; (b) TBDSMOTf, CH,Cl,, NEt, 0 °C, 30 min ; (c) m-CPBA, CH,Cl,, 0 °C, 1.5 h ; (d) TMSOTf, toluéne, NEts, 0 °C, 5 h ;
(e) NBS, Et,0, 0 °C, 40 min

La substitution du brome par I'azoture de sodium conduit au produit azidocétone 18cis en mélange 60:22:18
(analyse RMN du brut) avec le produit d’isomérisation 18trans et le produit d’élimination partielle
silyloxyénone 19 (schéma 6). Le produit azidocétone 18trans est isolé avec un rendement de 20% et réduit
avec du cyanoborohydrure de sodium en milieu acide; un mélange 80:20 des diastéréoisoméres
azidoalcools 20a et 20b est obtenu. La déprotection de I'alcool par HCl dans I'éther donne le mélange des
diols 21a et 21b, directement engagé dans I'oxydation au periodinane de Dess-Martin. L'oxydation est
régiosélective sur I'alcool le moins encombré. Apreés recristallisation, I’hydroxycétone 22cis pure est obtenue
avec un rendement de 60% a partir de I'azidocétone 18trans. Finalement, 22cis est hydrogénolysée avec le
catalyseur d’Adams pour fournir la cis-aminohydroxycétone 1cis, avec un rendement de 10% apres
recristallisation.
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OTBDMS OTBDMS OTBDMS OTBDMS
Clfo — Ol + T+ T
Br a N3 N3
17 18cis 34% 18trans 20% 19 10%
OTBDMS O
— @Q @Q — (o
d 74% 9
3 b quant. Ns  80/20 N3 o N3 e 10% (+) NH,.HCI
18trans 22¢is 1ei
- cis
¢ 82% 20a + 20b R = TBDMS

21a+21bR=H

Schéma 6 : (a) NaN3;, DMF, TA, 50 min ; (b) NaBH3;CN, AcOH, THF sec, TA, 4.5 h ; (c) HCI 5 M dans Et,0 sec, EtOH, 0.5 h,
TA ; (d) DMP, CH,Cl,, 1.5 h, TA ; (e) H, (1 atm) / PtO,, MeOH, 1N HCl aqueux, TA, 4.5 h

Cette voie de synthése a permis d’accéder au mélange racémique du composé 1cis en une quantité
suffisante pour étre testée sur I'aminopeptidase d’Aeromonas proteolytica et 'APN porcine. Cependant
I'utilisation de cette voie pour la synthése d’inhibiteurs de PfA-M17 présente quelques inconvénients. Seul le
composé cis en mélange racémique est accessible, or I'étude de modélisation moléculaire a montré que le
composé trans pouvait aussi étre intéressant. Par ailleurs, aucune diversité chimique n’est possible, sauf
introduction de diversité ou point d’ancrage tres t6t dans la synthése, rendant complexe la synthése et les
purifications par le nombre de régioisomeéres. De plus, la quantité de produit final obtenue est tres faible et
des problémes de reproductibilité ont été rencontrés, notamment a I'étape d’oxydation-réarrangement de
Rubottom.

De ce fait, nous avons étudié d’autres voies de synthése permettant d’accéder a ce chassis moléculaire de
type benzocycloheptane trisubstitué.
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1. Introdu ciion

Metalloaminopeptidases (APs) mmowve amino acdds from un-
blocked M-termini of peptides and proteins. This family of exopep-
tidases is widely distributed in nature, with mpresentative
members present in animal cells, plants, bacteria and fungi.'*
Although some APs are sereted, the vast majority are either cyto-
solic or membrane-bound enzymes.*~ They play pivotal roles in
many biological processes such as pain, blood pressure regulation,
immune cell response and cell migration in mammals and for ami-
no acid metabolism in pamsites for examples,

Muost metalloaminopeptidases catalyse the same chemical reac-
tion with the active site region melated to that of thermolysin. Gen-
erally deavage of the scissile peptide bond at the N4erminus of a
peptide or a protein, is dependent upon the chemical structure and
composition of amino-acid residues that flank the cleavage site
[Py ¢P'f_]."" They can be broadly classified into two sub-families
on the basis of the number of their ative site zincs. While some
of these enzymes contain only one zinc, others possess a binudear
metal centre, usually referred to as a oo-catalytic unit.'” Since all
these APs are zinc-dependent enzymes sharing a large substrate
spedficity, the development of spedfic inhibitors is undoubtedly
a daunting task and is of utmost importance in order to gain a

* {ommesponding authors. Tel: +33 3 89 33 68 55 Goc <33 3 89 35 68 60
E-muil addresers: sehastisnalbrecht@uha fr (5 Albrecht), celine trnus@uha fr
(. Tamus )

(96H-0896[5 = see front matter & 2013 Esevier Ltd_ All rights neserved.
hivtgy: (e i orgf 1010716 fj e 201 308 1034

deeper understanding of the respective biological fundions of
APs and to assess their potential as dmug targets. In the present
study we focused on aminopeptidases that prefers hydrophobic
mesidues in P1 position. Recent reviews illustrate the various con-
cepts developed up to now and the lack of selectvity, when me-
ported, ohserved in many cases''~'%

We have previously reported aminobenzoheptanone 1a as a
specific lead structure for the design of selective inhibitors of the
‘one-zinc' M1 family of aminopeptidases, with an excellent Ligand
Efficiency (LE =0.63)."% In this series of compounds, well-chosen
substitutions with appropriate functonal groups led to the most
potent inhibitor of mammalian APN (CDM3), 1b (K= 60 pM).""
The present study ecplored further modifications of chemoty pe
1a in order to design spedfic inhibitors for binudear aminopept-
dases. We have considered trisubstituted benzocyclkoheptane
derivatives as target structures hased on bestatin 2 efficacy on
‘two zinc” aminopeptidases, ' Actually, bestatin 2, usually used as
a standard inhibitor of APM with a K; value in the micomolar
mnge, is a much more potent inhibitor of the binudear aminopep-
tidases with nano- to subnanomolar affinities.'® We have decded
first of all to synthesize racemic aminohydroxyketones (cis and
rans) 3a-b, as well as the comesponding aminodiols 4, 5 and the
as-aminohydroxyketone 6. We have also imvestigated the pre-
ferred paosition for these functional groups, with the amino group
moved to position 7 in the as-aminodiol 7 and the as-aminoketol
8. The reported inhibitory activity of these new compounds on APN
(EC 3.411.2) and Aeromonas proteolytica AP (EC 3.4.11.10), two
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prototypes of the one and two-zine amino peptidases, respectively,
showed that the trisubsttuted analogue 6 proved to be an inter-
esting lead chemaotype for selective inhibition of the two zine fam-
ilies of aminopeptidases. It s pmposed to behave as 3 new
tridentate zinc binding maotit (Scheme 1)

2. Chemistry

The known benzoheptanone 9'%* was the starting material for
the synthesis of the target structures and its functionalization was
performed acoording to described procedures.'® For the first series,
the amine function was introduced by substitution of a bromine
atom with azide, whereas a reductive amination of ketone allowed
the access to the second series.

21, First series, amino group in posidon 6 or 8

The as-bromaosilyloxy-ketone 13 was a key intermediate for the
synthesis of the first series (Scheme 2, amalogues 3a and 3b) It was
ohtained from ketone 8 according to the silyloxylation method'®
which led to z-silyloogy detone 11. This method consisted in sibyla-
tion of the enol ether with silyl triflate and triethylamine™ into 10
and then oxidation-rearmngement with m-CPBA In this @se, the
teri-buty ldimethylsilyl group was prefered due to its better
stability dunng the following steps. Formation of the tnmethylsil-
ylenol ether 12 was achieved by the same procedure. The enol
ether 12 was brominated with MBS into the as-bromos iy koxyke-
tone 13 in quantitative yield from ketone 11.°* Bromine substitu-
tion with sodium azide in DMF™ occurmed with isomerization and
partial elimination to give a 60:22:18 mixtune of the cis and frans
aridoketones 14a and 14b, and the known silyloogenone 15'5,
res pectively.

Izomers 14a and 14b were isolated and the catalytic hydmgena-
tion of the azide function over palladium in ethanaol in presence of
1 N agqueous hydrochloride add led to the aminohydroxyketones
3a and 3b, as stable crystalline hydrochlorides in ca. 50% yield.
For the as-isomer 14a, the reducton in addic medium produced
a spontaneous desilylaton leading to the amine 3a. By contrast,
the mans-isomer 140 gave a partially O-silylated compound which
was totally deprotected into 3b by further action of hydrogen chlo-
ride in dry ether. The aminohydroxyketones 3a and 3b wem in
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Scheme 1. Chemical structures of racemic trisubstituted derivatives 3-8 and
eman tiopure bestatin L

these conditions obtained from the ketone 9 in ca. 16% and 4%
yield, respectively. The ds and frans configuration of the amines
3a and 3b was deduced from the MMR data using the theoretical
caloulation  for  the benzocycloheptane conformation  (see
Section 5_9]_Il:'\. 17,2627

The prepamation of the corresponding aminodiols 4ab and 5ab
is presented in Scheme 3 from the azido-ketones 14a and 14b,
respectively. The reduction of 14a and 14b was camied out in
acidic medium, with sodium cyanoborohydride in the presence
of acetic acid to avoid any basic isomenzation (otherwise ob-
served | The as-isomer 14a led to a 60:40 diasterecisomenc mix-
ture of 16a and 16b, the all-as compound 16a being
preponderant. The maons-isomer 14b gave the silylated aloohols
17a and 17b a= a B0:20 diasterecisomeric mixture, the major
ane being the as-azidoalcohol 17a. O-deprotection by action of
dry hydmgen chloride in ether provided the crystallized diol mix-
ture 18a and 18b, which was directly oxidized by Dess-Martin
periodinane (OMP) to give, after recrystallization, the pure ketone
19a in 60% yield from the rans-azide 14h The good regioselectiv-
ity of the axidaton might be due to a3 preferental oxidation on
the less hindered C-6 hydmxyl function.

The catalytic hydrogenolysis of the azide functon either of the
silyloxyl mixtures 16a and 16b, or the diol mixture 18a and 18b
was performed over palladium in ethanol in the presence of hydro-
chloric acid. In the case of 16a,b a spontaneous O-deprotection oc-
curred to furnish a 6040 mixture of the corresponding amines
hydrochlorides 4a and 4b in 65% yield from the azdo-ketone
14a. The diols 18a,b were hydrogenolyzed directly to a 93:7 mix-
ture of the amines hydrochlorides 5a and 5b in 49% yield from
the azido-ketone 14b.

Finally, the hydroxyketone 1% was hydmgenolyzed owver
Adams's catalyst into the cis-hydroxyaminoketone 6 in 10% yield
after rerystallization. This poor yield might be due to the low tem-
perature stability of compound 6. Indeed, themmal degradation
oocured at 80 °C and may be responsible for the difficulties
encountered in obtaining and purifying compound 6. Howewver, it
was only chamcterized by 'H and "*C NME. In "H MMR spectrum
in CO:0D compound & appeared only as a hemiketal suggesting a
fast hydration of the ketone. "5

The target amino-diols4ab, as well as5ab and the aminohydr-
meyketone 6 were thus synthesized in . 16%, 7% and 0.9% overall
yield from the ketone 9, respectively.

22. Seoond series: amine fundion in position 7

The starting compound in this second series was the unsatu-
rated aminoaloohol 200 as a B0:20 cs—trens mixture. The synthesis
of this intermediate was already described in a precedent work.'®

The second hydmxyl gmoup was introduced by megioseledive
hydride reduction of the major as-epoxide 21 which was obtained
from 20 by reaction with m-CFBA. Its cis-configumation corre-
sponded to the standard regioselectivity observed bor the epoxida-
tion of w-hydroxylated double bond Its reduction by the
diisobutylaluminium hydride (DIBALF® at low temperature oc-
curred selectively at the benzylic position into the diol 22 in good
yield.

M-deprotection of this diol with dry hydmgen chloride in ether
dimeane gave the all cE-amino-diol 7 as hydrochloride salt in 23%
overll yield from the ketone 9.

The amido-diol 22 was smoothly oxidized with Dess-Martin
periodinane (DMP, 1.3 equiv) in order to react only one hydroeyl
function™ The corresponding hydroey-ketone 23 was isolated in
pood yield and its addic M-deprotection provided the os-hydroa-
mino-ketone 8 in 56% yield from the diol 22 or 205 overall yield
from the ketone 9 (Scheme 4).

74



Chapitre 4

M Allakkic-Wehbe ot al {Rinorg. Med. Chem. 21 (2013) G447 6455 6449
s & OTBOMS __DTHOMS
0 i 4 Yo —, O ome —
ot a quant b {72%) C quant. — d quant.
11 12
TBOME LTEOMS OTEDMS
.,ﬂ o o+ j‘:,-.;
I]t;j::_ & [Bd%) i;[:: 2= b
'I-la [34%) b (20%) 15 {10F%:)
3 oH H
14a — [':]: }n 18 — o
F(57%) e g_l;t:dﬁ%_ Hz HC!
3! E'FIE‘] S'h
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3. Inhibition of the aminopeptidases, structure-activity
rel ation ships

The inhibition constants for the synthesized racemic compound
3-8 against two aminopeptidases are presented in the Table 1. All
compounds were evaluated against the following enzymes:' the
bacterial aminopeptdase from Aeromonos proteolytioo (AFaero,
|EC. 3.411.10], M28 family) a prototy pic member of the ‘two zing”
sub-families and the aminopeptidase M (APN, |EC. 3.4.11.2] M1
family]} a representative of the ‘one zind sub-family. In this study,

T

A syntheticscheme for the aninodiol 7 and hy droxyaminaketone & Reagents and conditions: (a) m-CPRA, CH202 0°C, 1 5h; (b) IBAL THE -78~C 1 h; () dry

the pamrent compound 3-amino-2-benzosuberone 1a and bestating a
standamd aminopeptidase inhibitor, were used as reference
inhibitors.

In this trisubstituted benzocycloheptane series, substitution at
the B-position of the cycobeptane ring was most likely to lead to
a significant decrease in inhibitory activity or a complete loss of
potency against the one-zinc APM, while these derivatives were
suitable as an inhibitor scaffold for the two-zine APaero. These
differences in activity may reflect steric interferencesfconflicts
between the C-8 substituent and the APM binding site. Indeed,
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Tahle 1
Erzymes inhibition by berzocylcoheptane denivatives 3-8
Compounds APN (D13) AP {APa=o)
[EC 3.4.11.2] "Omer zine” [BC 24.1 1.10] “Two zine”
Bestatin 185 Wi b=
1a 1= a0
3a (=) >100 =
b (trans)) a2 M.
dab (6040 midure) 380« S0
Sab (93 7 i sdure) >1000 S0
[ >1000 i
7 =000 The
Bicis) =1000 +11000

All substances wene evaluated a5 racemic mixtures (n= 3, with 20X a5 2 mean
experimental variation) K (M) values were determined from Dizon plots at a
substrate mncentration set to the Kn value for the comesponding enzyme (se=
Ssction G5) Inactive compounds werne besisd up to their solubility limit under the
armay conditiors. K7 (pbd, in baoldfac) were also determined from Dixon plots™ as
F‘E‘-"ﬂ"-'-‘h' des oxi b 151 27

the conserved, well-defined exopeptidase motif (GAMEN]' in the
active site of the M1 aminopeptidases pmbably induces a highly
restrained binding mode.

3.1, Aminodiols derivatives 4, 5 and 7

The entire aminodiols series showed poor inhibitory potency
against both evaluated aminopeptidases. Compound 4 exhibited
similar weak activities against APN and APaero with K values of
3B0 and 500 pM, respectvely. Conceming compound 5, the poor
inhibitory actvity persisted for APaero, but it was totally inactve
on APM up to a concentration of 1 mM. In this aminodiol series
the posibon of the primary amine seemed primordial for APaero
activity. This was illustrated with compound 7, whem the amino
group at C-7 conferred moderate micromolar inhibitory activity
against APaero (K; 78 pM) with a good selectivity profile, while
its comes ponding C-8 regioisomers (4 and 5 ) were found about six-
fold less active against APaero.

3.2 Aminohydroxyketone derivatives 3a, 3b, 6 and 8

The introduction of a ketone function at the 7-positon improved
significantly the inhibitory activity. Indeed, mons-3b was about
twice as potent on APaero (K =25 pM] as on APN (K; =40 pM). In
contrast the ds3a, having all three functional grmoups in a coplanar
arangement, was inactive on APMup to a concentration of T mh,
but displayed a significant inhibiton activity against APaem with
a K walue of 4 pM (LE =0.54). This coplanar arrangement of the

(A)
5"
—— m Cataiytic
o Gluzss
e
D-FI-I:':':';::-"P--I'- . w0
L L) 9) cume
\__/-/ﬂgf w GAMEN » site
51 Glu 121
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chelating groups generates a potent tridentate zine binding maotit
for co-catalytic units of binudear aminopeptidases.

Compound 6, having a similar fundtional group arrangement as
bestatin 2 was the most potent malecule tested inthis series with a
K; value of 10 nM, displaying an excellent LE of 08, Analogue as-8
did not show any activity against both aminopeptidases. This re-
sult was anticpated on APN since interaction of the pimary amine
to the GAMEN site is crucial for recognition of this class of scaf-
fold'®, however it appeared that the presence of this particular
function in B-position was also a reguisite for co-catalytic unit
binding.

4. Proposed binding mode

A binding mode of these scatfolds for the two subfamilies of
metalloaminopeptidases can be proposed and commaon features
as well as distinct environments can be highlighted and discussed.

The bidentate binding mode of 1a to APN meported in Figume 14,
has heen proposed in previous works.' ®*7 In this model, based on
higly conserved active site features, the primary amine essential
for the inhibitor recognition binds to the ‘GAMEN site.’ In concert
with this specific interaction, the ketone function, most probably in
its hydrate form, binds to the @talytic Glu 298 (01) as well as to
the zincions and Tyr 381 (02). This arrangement provides a good
mimicofthe transition state that ocours during catalysis and likely
acoounts for the observed high selectivity of this series of inhibi-
tors for the M1 aminopeptidases.

In the metal hinding pocket of APaero (Fg. 1B), the ligand che-
lates zinc ions wia both the alcohol and the primary amine, The GA-
MEN interactions are substituted with a direct tight binding to a
zinc ion of the co-catalytic unit as well as Asp 179 which is also
a zinc ligand. It probably modifies the pk, value of the primary
amine in order to keep it unprotonated and part of the inner coor-
dination sphere of zind11)*' In this particular enzyme, the $1
hydrophobic pocket is formed by neighboring ammatc rings (Tyr
251, Phe 248, Phe 244 and Tyr 225), which might be involved in
several Pi-stacking interactions with the ligand ammatic core. This
mode of binding requires precise spatial positioning of the inter-
acting atoms in a spedfc conformation in order to optimize the
J-pentered interactions with a oo-catalytic unit. These interactions
anchor the amine fundion, 01 and 02 in the cordination spheres
af the zinc ions likely in their deprotonated form. Indeed the pk, of
an alcohol function can be as low as 6.3 in such an environment_*!
Metals are penta-coordinated as usually reported in oo-catalytic
zinc binding sites,'*' it corresponds to a classical dlustration of
the lack of significant energy barrier to a multiplicity of egually
acoessible coordination geometry of zinc (II-V) in protein

(B) Catalytic
Glulsl
TyrIsl M His 256
o8 ¢
Phe 248 M~ 0,  Swis
3 G ~ 1]
HO S - 1
\C} fﬂg‘zn“*--.. o
mezst §Y o, ©))- seprnz
o270
Tyr IZ5 \Q‘] H'_lH |
0.8
81 = l“‘w’
Asp 179 HiE9T

Figure I Carbon dizgram of the propossd binding maod s | A) Disubs titubsd aminobenzomberane Ta bound 1o E. coli AP ° (numbering of pdbenty SHFT (B) trisubstituted
derivative § bound to APaero [mumbering of pdb entry 1XEY). finc ligands coordination is represented by red dashed lines.
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systems. **** This binding mode fits to that described with besta-
tin*™ the well-known metallbaminopeptidase inhibitor that dis-
plays a selectivity profile in favour of bimetallic enzymes.
Actually K; values are reported to be pM on the M1 family of ami-
nopeptidases whereas nM to subnM K; values account for inhibi-
tion of the two-zinc enzymes from the M17 and M28 families,'®
In the present work compound 6 showed a s pecific selectivity pro-
file tor this latter Family of metalloaminopeptidases since no inhi-
bition of the one-zinc APM was observed at a 1 mM concentration

Hence, one can argue that, the binding of this small rigid mole-
cule & to APaero compare to the binding of bestatin is subject to
enthalpic benefit (no conformational rearrangement of both the
amine and hydroxyl substitutents} and entropic one (elimination
of multiple rotational degrees of freedom due to benzocydohep-
tape come rigidity)l To gain back potency, additional amino-acd
(leucine side chain) is grafted on the amino alcohol core of besta-
tin. This residue interacts with the shallow channe on the surface
af the APaeroenzyme and establishes a supplementary H-bond be-
tween the add moiety and Tyr 225

5. Conclusion

We hawe synthesized a series of 67 8-rifundionalized com-
pounds in the benzooycloheptane series. Their inhibitory potency
on the ‘one’ and “two-zing” prototypic amino peptidases show ed that
although aminodiols were inactive or weakly active against the
studied enzymes, the aminohydroxyketones 3a and 6, having the
amino group inpositon 8, proved to be micromaolar and nanomalar
inhibitors of the Aermongs proteclytion leucine aminopeptidase,
respedtively. The main achievement of this study is the selectivity
profle of the asaminohydrogyketone 6 (K= 0,01 pM ) which ap-
peared tobe a highly selective inhibitor of the AP-Aeromonas prote-
olitica since no inhibitory activity on AFN was observed up to a
concentration of 1 mM. This work highlights the discovery of bwo
scaffolds based on our cydic benzosuberone structure, the 3-ami-
no-2-benzosuberone 1a and the 4-amino-3-hydmxgy-2-benzosu-
bemne 6 as specific hits for the one and two zine aminopeptidases,
respectively. The development of more refined models for the hind-
ingot 1aor 6to the metalloaminopeptdase’s active sites must await
the provision of detailed structural information on the studied en-
zymes. That research is ongoing and will be reported in due course

6. Experimental part
6.1. General

Flash chromatography (FC): silia gel (Merck &0, 230-
400 mesh} TLC: Al-moll silica gel (Merck 60, F254). Mp: Kofler hot
bench, comected. IR spectra (v, cm™ ') Nicolet 405 FT-R. 'H and
3¢ NMR [400MHz and 1006 MHz, resp.) spectra; Bruker Avrnce
00 at 295 K unless otherwise noted, tetmmethylsilane [TMS), or
sodium (Dg)4rimethylsilylpropionate (De-TSP) in Du0 ('"H NMR),
and CDCl;, or CD0D |#CDCL) = 77.0, 8CD;00) = 35.0 with respect
to TMS] (**C NMR) as internal references; & in ppm and J in Hz. High
resolution MS were measured on a Bruker Micr0Tof specdrometer in
Institut de Chimie, UMR 7177 MRS, ULP, Strasbourg, or Agmlent
Technologies 6510 (QTof) specrometer in EA4566, UHA, Mulhouse,
France, or on a Waters Micromass (-Tof Utima APf spectrometer in
Basilea Pharmaceuticals, Basel. Microanalyses were carried out by
the Service Central de Microanalyses du CHRS, F-69390 Vernaison

62. Reagents and solvents

Dhess-Martin periodinane (DMP)} was obtained asa 1 M solution
in CHyCl; from Aldnch or synthesized according to the literature, ™

Commercial products were purchased from usual suppliers. Usual
solvents were freshly distilled, dry EtOH and MeOH distlled over
Mgz {Mgl,, dry THF over Ma and benzophenone, dry Et,0 was dis-
tilled and stored ower Ma, CHyCl; was distilled ower P05 and kept
ower MayCly. Dimeane, MEt; were distilled before use.

The preparation of compounds 811 and 20 have been previ-
ously described and fully characterized in the literature.'®"*

6.3 Novel chemical entities

6.3 1. mc-cs-6-Bromo-84 tert-butyldim eth ylsilyl oxy)}-5,6.8,9-
tetra hydrobenzocyclohepten-7-one (13)

To a stirred soluton of 11 (0LET g, 3mmuaol} and EtzN (126 mL,
9mmeol, 3 equiv] in dry toluene (12ml) was added dropwise
TMS0TE 1.3 mL, 7.2 mmuaol, 2.4 equiv) at 0°C under Ar. The mixture
was stirred for 5 hat 0 “Cthen rt. The mixture was washed sucoes-
sively with a solution of MH.Cl and brine, then extracted with
oyclohexane. The arganic phase was dried { Mg50,) and evaporated
to give the intermediate product 12 as an orange oil (quant.), used
directly in the next step without further purification.

631 1. Compound 12. Orange oil. "H MMR (CDClz, 400 MHz):
008, 014 (2 5, 6H, O%iMe;); 0.17 (=, 9H, 05iMe; ); 0.9 (s, 9H, OtBu);
301 (dd, 1H, Hb-9}); 305 (dd. 1H, Ha-9); 3.17 (dd, 1H, Hb-5}); 334
{dd, 1H,Ha-5); 4.17 (tdd, 1H, H-B); 514 (. 1H, H-6); 7.06-7.17 (m,
4H, Har). J(5a5b) =162, [53a6)=62, [(5a8)= 12, {5b6) =G4,
J5b8)=12 J{89a) =82, [(8Ib) =42 [{%aIh]= 13.4 Hz

The intermediate 12 was dissobved in dry ether (12 mL} at 0 °C,
MBS (561 mg, 3.15 mmeol, 1.05 equiv) was then added portion wise
and the solution strred at 0°C for 40 min The mixture was sucoes-
sively washed with a solution of MaHCO; and brine then extracted
with AcOEL The organic phase was dried { MgS0,) and evaporated
to give 13 (1.1 g, quant. ).

6312 Compound13  Yellowoil 'H NMR {(DCls, 400 MHz):
0.03, 008 (2 5, 6H, OSiMe; ); 085 (s, 9H, OtBu); 297 (dd, 1H, Hb-5);
306 (dd, 1H, Ha-5); 3.14 (dd, 1H, Hb-9); 341 (dd, 1H, Ha-9}; 4.76
{dd, 1H, H-8); 483 (dd 1H., H-6); 723728 (m. 4H, Har).
J54.50)= 146, [5a6)=98, J{5b6)=32 [89a)=26, J(B.Ih)=
&0, J{9a9h) = 150 Hz.

6.3 2 mc-cs-6-Arido-8-{ tert-butyldimethy Isilyloxy 56,89
tetrahydrobenzocyclohepten-7-one (14a) and mc-trans-6-
Azido-8-{tert-butyldimethylsilyloxy)-5.6,8.9-
tetrahydrobenzocyclohepten-7-one (14b) and 6-{tert-
Buty ldimethylsi lyloxy }-5,6-dihyd ro- benzocyclohepten- 7-one
(13

To a stirred soluton of 13 (1.1 g, 3 mmol) in DMF {12 mL), so-
dium azide (390 mg, § mmol) was added, and the reaction mixture
wias stirmed for 50 min. The mixture was washed with brine and ex-
tracted with cydohexane. The organic phase was dried {Mg50,)
and evaporated to give a 60:22:18 mixture of the asisomer 14a,
the mansisomer 14b and the dimination product 15. Purification
af the residue by flash chromatography (cydohexaneCHzClz 7(3)
gave the separated puribed compounds cs-14a (374 mg, 34%),
trans-14b (220 mg, 20%), and 15 (111 mg, 10%).

6321 ds-lomer(14a).  Pale yellow oil. IR (KBr): 779, 838,
1108, 1257, 1472, 1728, 2109, 2858, 2897, 2930, 2955,
3024 cam~ . 'H NMR (CDCI3, 400 MHz): 0.04, 0.15 (2 =, 6H, OSiM-
€2); 0.94 (s, 9H, OtBu); 2.97 (dd, 1H, Hb-5); 3.03 (dd, 1H, Hb-9);
311 (dd 1H, Ha-9); 3.15 (dd, 1H, Ha-5); 3.80 (ddd, 1H, H-6);
421 (ddd. 1H. H-8); 7.28 (m. 4H. Har). J{5a5b)=144,
F5a6) =112 J{5b,6)=3.4, [[68)=08, J(89a) =112, [[89h)=32,
J{92.9b) = 142 Hz. 13C NMR (CDCI3, 100 MHz): —5.5, —4.6 {0SiM-
e2); 184 ((Me3}; 25.7 (OtBu); 37.2 415 (C(5). C(9)); 66.7 (ClB)):
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77.8 (C(8)); 128.1, 128.4, 130.0, 130.2 (4 CHar); 135.9, 136.0(C(4a),
d9a)); 203.7 (Q7)) HR-MS [ESI-Q-Tof) clcd for C17TH25N302Si
[M+Na|: 354.1608, found: 354.1599,

63122 frans-lsomer (14b) Fale yellow oil. TR (KBr): 774,
E2E, 1108, 1257, 1728, 2109, 258, 2897, 2030, 2955cm—1. 'H
MMR (CDCL3, 400 MHz): 0.01, 0.04 (2 =, 6H, O5iMe2); 0.71 (s, 9H,
DtBu); 297 (dd, 1H, Hb-9); 298 (dd, TH, Hb-5); 3.06 (dd, 1H, Ha-
9); 3.12 (dd, 1H, Ha-5); 437 (dd, 1H, H5); 454 (dd 1H, H-B);
7.05-725 (m, 4H, Har). J{5a.5b) = 14.2, [{5a6)= 3.2, J{5h6)=10.4,
JiB0a)=78, JIBOb) =24, [(9a9b)=148Hz "*C NMR (CDCI3,
100MHz): 5.1, —5.0 (0SiMe2); 17.8 ((Me3); 254 (OtBu); 38.0,
400 (C{5). C{9)) 642 (C(6)); 762 (C(B)) 127.6 127.7. 1300,
131.5 (4 CHar); 1350, 135.2 {C{da), C{9)); 2065 (C[7)) HR-MS
(ESHQ-Taf) caled for CI7H25M30251 |[M+KH: 370.13476, found:
I70.13439,

6.3.23 Elimination produoct {15) Fale yellow oil. IR (KBr):
837, 1119, 1254, 1679, 1725, 2855, 2929, 2954cm™". 'H NMR
(COClz, 400MHz): 0L02, 014 (2 s, BH, 05iMe;); 087 (s, 9H, DiBuj;
298 (dd, 1H, Hb-5); 3.39 (dd, 1H, Ha-5); 4.30 (dd, 1H, H-6); 6.10
d, 1H, H-B); 708 (d. 1H. H9); 732-733 (m. 4H, Har)
f5a5h)=148, J{5a6)=120, J5h6)=16, KB9)=128Hz. '3C
MMR (COCl, 100 MHz): 57, —4.7 (05iMez]); 184 (OVes); 256
(OBu); 399 (C5)); 757 (Cl6)); 1257 (OB)); 1273, 130.0,
1303, 1325 (4 CHar); 1423 (C{9)); 13349, 1373 (C{4a), C(9a));
1988 (O7). HR-MS (ESI-Q-Tof) caled for CyHR00.5 [M+H[™:
2B9.1618, found: 2B9.1602; caled for [M+Ma™: 3111438, found:
3111433,

6.3.3. mc-r-6-Azido-c-8-( tert-butyldim eth ylsilyloxy 6,789
tetrahydro-5H-benzocyclohe pten-c-7-ol (16a) and mac-r-6-
Azido-c-8-{ tert-butyldimethy Isilyloxy -6, 7,8 9-tetrahydro-5H-
benzocyclohepten-t-7-ol (16b)

To a solution of 14a (155 mg, 0.47 mmaol) in THF {18 mL) and
AcOH (2.7 mL) was added MaBHaCM (37 mg, 1.25 equiv) and the
solution stirred for 4.5 h at rt under Ar. The solution was neutral-
ized with solid MazC00s. The solids were filtered off and the solvent
was evaporated. The mesidue was dissolved in AcDEt (20mL) and
the solution was filtered and evaporated to give a 60:40 mixture
aof 16a 16k (160 mg, quant.).

6.3.3.1. Compounds 16a and 16k Colorless resin. IR (KBr):
778, 894, 1055, 1078, 1255, 2108, 2858 2930, 2954, 3490,
3582 cm~'. 'H NMR (CDCls, 400 MHz) Magjor isomer 16a: 0049,
014 (2 5 6H, O5iMez); 0.93 (s 9H, QuBu); 237 (d, 1H, Hb-9);
262 (d, 1H, Hb-5); 276 (s, 1H, OH); 321 {d, 1H, H-5); 358 (dd,
1H, Ha-9); 3.66 (d, 1H, H-8); 374 (dd, 1H, Ha-5}); 415 (s, 1H, H-
7y, 7A2-722 (m, 4H, Har), J5asb)=138 [JN3a6)=11.6
I5hE)=0, [89a)= 116, [B9h) =0, [[93,9b)= 132 Hz. Mnor is-
mer 16b: 012, 0.20 (2 s, 6H, O%iMez]); 095 (s, 9H, OtBu); 2.73
(dd, 1H, Hb-9); 280 (dd, 1H, Hb-5); 292 (s, 1H, OH); 2.95/dd,
1H, Ha-53); 3.0 (dd. 1H, Ha-9}); 332 (ddd, 1H, H-6); 3.39 (ddd, 1H,
H-B); 3.63 (t, 1H, H-T); 7.12-7.22 (m, 4H, Har). [(5a.5h) = 14.4,
F5a6)=11.6, (5b6)=24 N67)=94, N7E)=B4, B9)=10.8
JEAh) =18, (9a9b)=140Hz. "*C NMR (CDCls, 100 MHz) Major
womer 18a: —5.0, —48 (05iMe;); 18.0 (CMes); 257(0cBu); 32.3
(C(5]) 369 (O9)); 609 (O06)) 711 (QE)); 759 (O[7)); 127.2
127.3, 1274, 127.7 (4 CHar); 1363, 1368 (C{4a), C(9a)). Mnorls-
mer 180 —47, —4.2 (05iMe:z); 179 (CMez); 257 (0Bu); 373
(C(5)) 404 (O9)); 63.6 (O06)); 745 (OE)); 825 (O[7)); 1293
129.7, 129.8, 1299 (4 (Har); 137.7 (C{4a), C{9a)). HR-MS {ESI-(-
Tof} caled for CypHppMNaMa0oSi [M+NMNa]™: 3561765, found:
356.1762.

6.3 4. roc-r-6-Azido-t-8-( tert-butyldime thy Isilyloxy)-6,7,8,9
tetrahy dro-5H-benzocyclohepten-c-7-ol (17a) and roc-r-6
Azdo-t-8-(tert-butyldimethylsilyloxy)-6,7, 8.9-tetrahydro-5H-
benzocyciohepten-i-7-ol (17b)

Same procedure with 14b (304 mg, 0.9 mmaol} in THF (23 mL)
and AcDH (3.2mL) and with MaBH:CN (71 mg, 1.25 equiv] to give
a 8020 mixture of 17a/17b (320 mg, quant.).

634.1. Compounds 17a and 17b. Colorless resin. IR (KBr):
BB0, 1109, 1257, 1568, 1660, 2108, 2858, 2930, 2954, 3436 an™'.
'H NMR {CDCl;, 400 MHz, 323 K): Major isomerl 7a: 010, 014 (2
5 GH, O5iMe;); OLBG (s, 9H, QwBu); 2.79 (dd, 1H, Hb-9); 2.84 (d,
1H, Hb-5}; 3.01 (d, 1H, Ha-9); 3.18 (dd, 1H, Ha-5); 3.80 (dd, 1H,
H-7); 385 (t. 1H. H-8); 408 (dd. 1H, H-6); 708-7.17 (m, 4H,
Har). [5a5b}=144, [5a6)=<84, (5b6)=ca 0 NG7)=28,
K7B)=76,{89a)=ca 0, {B9b)= 9.6 [9a9b) = 144 Hz Minorso-
mer 17b (partial data): 0.09, 0.11 (2 s, 6H, D5iMe,); 083 (s, 9H,
OtBu); 261 (m 1H); 328 (m, 1H); 401 (m. 1H, HE). “*C NMR
(DCl;, 100MHz): Magior isomer 17a;: —4.8, —43 (0S5iMe;); 180
(Mez), 25.7 (OcBu); 350 (O5)) 39.7 (C(9)); 61.4 (CB)); 71.1
(OB); 794 (OQ7)); 1269, 1270, 127.3, 1304 (4 CHar); 1362,
136.8 (Cl4a) C[9a)). Minorisomer 17b; —4.8. —4.6 (05iMez); 180
(Mez); 257 0Bu); 345, 380 (O5) C9)); 618 (C6)); 704
(O8)); 765 (C[7)): 126, 1302 (4 CHar); 1365 1366 (C4a),
C(9a)). HR-MS (ESIQ-Tof} calcd for CyHzgMz05 |[M—HO0+H]™:
316.1840, found: 316.1851.

635. Deprotection of 17a/17h: roc-r-8-Axdo-6,7,89

tetrahy dro-5H-benzocyclohepten-t-6,c-7-diol ( 18a) and mc-r-8-
Azido-6,7,8.9tetrahydro-5 H-be nzocyclohepten--6,1-7-diol
{18b)

Acsolution of 17317k (300 mg, 09 mmol} in EtOH (2 mL) and
Etz0 (7 mL} was stirred with dry 5 M HClin Et20 (1.2 mL 7 equiv]
at rt for 30 min under Ar. The solvent was evaporated and the res-
idue recrystallized in MeOH/ACOEL to give a 60:40 mixture of 18a/
18b (161 mg, B2%)

635.1. Compounds 18a and 18k Colorless oystals, mp
126-128 *C. IR (KBr): 1048, 1268, 1403, 2107, 2850, 2900, 3029,
3292, 336 cm ™. 'H NME ((D:0D, 400 MHz, 323 K] Magjor somer
18a: 282 (dd, 1H, Hb-5); 2,89 (d, 1H, Hb-9}; 3.05 (d, 1H, Ha-5};
322 (dd, 1H, Ha-9] 369 (t 1H, H-6); 3.80 (dd 1H, H-7} 3.94
(m, 1H, H-B}; 7.12 (m, 4H, Har). J{5a,5b}= 144, [5a6])=ca. 0,
Ji5bG)=92, 6,7)=74, [7.8)=30, [89a)=8E, (B9bh)=wm 0O,
J(9a9b) = 14.4 Hz. "*C NMR {CDCls, 100 MHz, 323 K): Major isomer
18a: 35.7 (C[9)); 399 (C(5)); 634 (C(B)): 71.2 (C[6)); 79.7 (O 7))
1278, 12810, 1312, 1313 (4 CHar); 1379, 1383 (C(4a), C(9a))
HR-M% (ES[-Q-Tof} calcd for CiiHizMaMz0: |M+Ma]™: 242.0900,
found: 242 D908,

6.3.6. roc-r-8, 9% Epoxy-c- 7 tert-butoxy @rbony lamino)-6,7.8 9-
tetrahy dro-5H-beneocyclohepten-c-6-ol (21)

A csolution of 20066 mg, 024 mmol} in CHzClz (20 mL) and m-
CPBA (58 mg, 0.34 mmol) under Ar was stirred at rt for 16 h. An
aqueous 04 M Maz5:0s: in 1 N MaHOD: soluton was added and
the mixture was eetracted with AcOEt, the combined organic
phases were washed with brine, dried {Mg%0y). The solvent was
evaporated and the residue oystallized in iPry0 to give 21
(46 mg, 7).

63.6.1. Compound 21. Colorless aystals, mp 161-163 *C IR
(KBr): 1109, 1167, 1520, 1702, 2864, 2925, 2973, 2994, 3350,
3474 am~'. "H NMR (CD{Q;, 400 MHz): 147 (s, 1H, NHBoc); 2.55
(s, 1H, OH}; 299 (dd, 1H, Hb-5); 327 (dd, 1H, Ha-5); 3.73 (ddd,
1H, H-8); 408 (d, 1H, H-9); 413 (m, 1H, H-6); 422 (td, 1H, H-T);
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5.63 (d, 1H. NH}; 7.16 (dd. 1H, Har}; 7.30 {m. 2H. Har}; 748 (dd. 1H,
Harl J5a5b)=152 J5a6)=82 J5h6)=32, JNBI)=44.
J7NH} = 92 Hz. "*C NMR ((DCl;, 100 MHz): 283 (Bu); 398
(a5))k 516 (OF)) 526 (d7)); 608 (C9)); 61.6 (O8]} 727
(6)); B0.0 (CMes); 1272, 1295, 132.1, 1328 (4 CHar); 13200,
1347 (C(4a) ((%)); 155.8 (NCO). HR-MS (ESI-Q-Tof) caled for
CisHzaNOs [M+Na[': 314.1363, found: 314.1362.

6.3.7. rac-r-7-{ tert- Butoxy @rbony lamino)-6, 7.8 9-tetrahyd ro-
SH-4benmoyclohepte n-c-6,c-8-diol (22)

To a solution of 21 (150 mg, 0.5 mmeol) in dry THF (B mL]} was
added at —7E “Ca 1M solution of DIBAL in toluene {3 mL, 3 mmal)
and the solution was stired at —30°C for 1 h. AcOEt and an ague-
ous 1M sodium tartarate solution were added and the biphasic
mizxture stirred at rt for 30min. The organic phase was washed
with brine, the agueous phase extracted with AcOEL and the com-
hined organic phases dried (Mg50;) and evaporated to give 22
after washing with Et;0 (126 mg, B4%].

63.7.1. Compound 22X Colorless crystals, mp 159-161 “C IR
(KBr): 1045 1166, 1520, 1670, 2BB0, 2917, 2948, 3398,
3527 cm~'. "H NMR (CD=0D, 400MHz): 1.47 (s, 9H, NHBoc); 221
(s, 1H, OH}; 308 (d, 4H, H-5 HA) 3.75 (m, 1H, H-7); 424 (m,
2H, H-6, H-B}; 567 (m, TH, NH); 721 {m, 4H., Har}. {56} =4.0,
KE7)=36 J(7NH)=7.6Hz '“C NME (CDCl;, 100 MHz): 284
(OeBu); 395 (C[5)); 58.4 (C[7)); 704 (O6)); 798 (CMez); 1272,
131.4 (4 CHar); 135.8 (C(4a), Q%)) 1554 (NOD). HR-MS5 (ESI-(-
Tof} calod for CigHze NOs | M+H]™ 2841700, found: 294.1699.

6.3 8. roc-cs-7-(tert-Butox ycarbonylamino } 8- hy droxy-5,7, 8,9
tetrahydrobenmoyclohepten-Gone (23)

To a solution of 22 (68 mg, (.23 mmol) in CHpCl; (64 mL]} was
added Dess-Martin periodinane (127 mg, 0.3 mmeol). This mixture
was stirred at rt for 1.5 h, then diluted with Etz 0 and reduced by
stirring with a solution of Maz5:0:-5H; 0 ( 10X, 5eguiv] in agueous
1M MaHCOOy for 1 h After separation, the aqueous layer was ex-
tracted with Et;0 and the combined organic phases were dried
over Mg50y and concentrated in vacuum. The obtained solid was
recrystallized in MeOH[Et0 to give 23 (58 mg, B5%).

63.8.1. Compound 23. Colorless crystals, mp 151-153“C IR
(KBr): 1075 1170, 1512, 1679, 1718, 2903, 2931, 2979,
3414cm™". "H NMR (CDO;, 400 MHz): 1.43 (s, 9H, NHBoc); 1.91
s TH, OH); 305 (dd, 1H, Hb-9]; 335 (dd, 1H, Ha9}; 3.71 (d, 1H,
Hb-5); 3.89 (d, 1H, Ha-5); 448 (ddd, 1H, H-B); 459 (m, 1H, H-7};
565 (d, 1H, NH}; 724 {m, 4H, Har). [{5a,5b} = 156, [7 MH} =5,
K7B)=34 JB89a)=40, NEOh)=86Hz. "C MNMRE (CDCL
100 MHz): 283 (Bu); 384 (T9)) 483 (C5)) 646 (O7)); 708
(d8)) 80.2 (CMez); 1280, 1282 1298 131.0 (4 CHar); 1326,
1348 (C-{4a} C-{9a)); 1552 (NCO}; 2023 (&)} HR-MS (ESI-Q-
Tof) calad for CigHyy MMaOy |M+Ma]™: 3141363, found: 314.1367.

6.3 9. roc-cs-8-Azido-7-hydroxy-5.7 8.9-
tetrahydrobenzmoyclohepten-Gone [ 19a)

Same procedure as for 23 with trans-18ab (40 mg, 0.18 mmaol),
DMP (199 mg, 047 mmol, 1.2 equiv]) in CH3Cl; (5 mL} to obtain
after recrystallization in EvOH/ELO 19a (29 mg, 74%)

6391, Compounds 19a Colorless crystals, mp 126-128 *C
IR {KBr): 755, 1056, 1715, 2109, 2850, 2918, 3022, 3355 cm ™. 'H
MMR (CDClz, 400MHz): 3.07 (dd, 1H, Hb-9); 3.30 (dd, 1H, Ha9);
3.70 (d, 1H, Hb-5); 3.89 (d, TH, OH) 391 (d, 1H, Ha-5); 442
{ddd, 1H, H-B); 458 (t. 1H, H-7); 7.1B-7.28 (m, 4H, Har)
K 5a5h)= 146, (78] =50 }7.0H) =50, [89a)=36, [BoOb)=82,
N 9aah] = 148 Hz. "*C NMR (CDCl;, 100MHz): 35.2 (C(9)); 46.7
(O5)); 63.4 (C(8)); BO3 (C(7)); 128.1, 128.3,129.7, 1309 (4 CHar);

1313, 1351 (Cl4a). C[9a)); 2036 (C(6)). HR-MS {ESI-(-Tof) clcd
for C11HisNzDz [M+Na[: 240.0743, found: 240.0741.

6.3.10. roc-cis-6-Amino-8-hydroxy-5,6.8,9
tetra hydrobenzocypclohepten-7-one, hydrochloride (3a)

A solution of 14a (59 mg, 0.18mmeol) in EtOH (7 mL) and 1 N
aqueous HCl (068 mL, 1 eguiv), was hydrogenolyzed over PdjC
5% (4mg) at rt for 6 h. The catalyst was centrifuged off and the
solution evaporated. The obtained 3a was washed thrice with hot
ACOEL (23 me, 57%).

6.3.10.1. Compound 3a Colorless crystals, mp >210%C (dec).
IR (KBr): 753, 1010, 1511, 1722, 2655, 2878, 3025, 3383 an~". 'H
NME (CD50D0, 400 MHz): 3.07 (dd, 1H, Hb-5); 3.11 {m, 1H, Ha-5,
1H, Hb-9); 3.14 (dd. 1H, Ha-9); 4.13 (dd, 1H, H-6); 4.32 (dd, 1H,
H-B); 722-740 (m, 4H, Har]; J5a5b)= 140, }{5a6])=104,
J5bG)=42,  J6R8)=08  [(B9a)=106,  J{EOh)=44,
(9agb)=140Hz. "*C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 344 (C09)):
303 (O5)) 57.2 (C(6)); 754 (C(8)); 127.6, 12E.0, 1298 1202 (4
(Har); 135.8 1367 (C{4a), OQ%9)) 2051 (C{7): HRE-MS (ESIQ-
Tof) caled for Cy Hy MO, [M+H]: 1921019, found: 192.1018.

6.3.11. roc-trons-6Amino-8-hydroxy -5,6,8 9-
tetra hydrobenzocypclohepten-7-one, hydrochloride (3b)

Same procedure as tor 3a with 14b (130 mg, 039 mmol] at
50°C for 16 h The obtained solid was stireed with 5M HCI in
Etz0 (5 mL} for 30 min to give 3b (41 mg, 46%).

G63.11.1. Compound 3b. Colorless crystals, mp =224 °C. IR
(KBr}: 670, 1112, 1494, 1727, 3000, 3375 an™'. 'H NMR (CDy0D,
400MHz): 30 (dd, 1H, Hb-5); 305 (dd. 1H, Hb-9); 3.19 (dd, 1H,
Ha-5); 3.22 (dd, 1H, Ha-9); 443 (dd. 1H, H-6); 452 (dd, 1H. H-
B); 7327-730 (m, 4H, Har]. [5a5b)=142 [(5a6)= 34,
J5hG)=110, B9a)=7.4 [B9b)=22 J9a.9h)=152Hz. “C
MME (DMS0-ds, 100 MHz): 355 (O9)); 379 (C(5)); 54.5 (C(6));
T4 (O8)) 1271, 127.5 1297, 131.7 (4 CHar); 1350, 1360
(Cl4a), C[9a)); 2063 (C7)). HR-MS (ES9-)-Tof) alcd for
CyyHy sM0y [M+H]™: 1921019, found: 192101 8.

6.3.12. roc-c-8-Amino-6,7, 8,9 tetrahydro-5H-

be nzocyclohepte n-c-6, -7 -diol, hydrochlonide (4a) and rac-r-8-
Amino-6,7,8,9tetrah ydro-5 H-benzogclohepten-c-6,t-7-diol,
hydrochloride (4b)

A solution of azide mixture 17a/17b (133 mg, 04 mmol] in
EtOH {15mL} was hydmgenolyzed with 1 N agueous HO (0.4 mL,
1 equiv ) ower Pd{C 5% (16 mg) for 16h at rt. The catalyst was cen-
trifuged off and the solution evaporated. The obtained solid was
washed thrice with hot AcQEL and recrystallized in MeOH/ACDEL
to give a 6040 mixture of 4a 4 (59 mg, 65%)

6.3.12.1. Compounds 4a and 4h. Colorless crystals, mp 198-
202+C. IR (KBr): 1098, 1491, 1603, 2923, 3021, 3366 cm™". 'H
MME (D00, 400 MHz, 323K Major somerda: 271 (d, 1H, Hb-
5); 280 (d, TH, Hb-9); 3.42-3.46 (m, 3H, Ha-9, Ha-5, H-B]; 3.85
{m, 1H, H-6); 4.10 (s, 1H, H-7}; 7.19 {m, 4H, Har}. {5a,53b]} =142,
J93.9h)= 142 Hz. Minor isomerdb: 294 (dd, j= 2.8, 144 Hz, 1H,
Hb-53); 297-3.04 (m, 3H., H-B Ha-5, Hb-9); 314 (dd, J=11.0,
142 He, 1H, Ha-9); 337 (m, 1H, H-6); 3.64 (dd, J=B4, 92 Hz,
1H, H-7); 7.19 {m, 4H, Har}. "*C NMR [ CDCl;, 100 MHz, 323 K): Ma-
jor tsomer 4a: 336 (C[9)); 378 (C[5)); 545 (C(8)); 722 (O6)); 738
(C7)); 1281, 1288, 1313, 1316 (4 CHar); 1364, 1390 (O 4a),
0 %9)). Minor isomer 4b: 358 (Q9)); 407 (O5)); 557 (CE]); 740
(C6)); 793 (C(7)); 12BE, 1290, 130.7, 131.1 {4 CHar); 1385,
1369 (C(4a), 09a)) HR-MS (ESI-Q-Tof) @lcd for Oy HyzNO,
[M+H]™ 1941176, found: 1941175
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6.3.13. rac-r-8-Amino-6,7,8 9-tetrahy dro-5H-
benzocyclohepten-t-6.0-7-diol, hydrochloride (5a) and mc-r-8
Amino-6.7 8 94etrahydro-5H-benzogy dohepten-t-6, - 7 -diol,
hydrochloride (5b)

Same procedure as for 4a/4b with the azide mixture 18a18b
(30 mg, 0.14 mmaol) to give a 93:7 mixtume of 5a/5b (18 mg, 60%)

63.13.1. Compounds 5a and 5b. Colorless crystals, mp
#2654 *C IR (KBr}: 1038, 1402, 1492, 2923, 2937, 3024, 3067,
3108, 3309, 3393 am~ . 'H NMR (D00, 400 MHz, 323 K} Major
isomer 5a: 274 (d, 1H, H-9); 282 (dd, 1H, Hb-5); 334 (m, 1H,
Ha-5); 346 (t, 1H, Ha-9); 3.54 (m, 1H, H-B); 390 (t, 1H, H-G6);
398 (dd, 1H, H7); 717 (m, 4H, Har]. [{5a5b}= 146, J[5a.6] = ca.
0, i5b6) =78, {6.7)=56 {78)=24 KB9a)=104 {BAb]=ca.
0, f93,9b)= 136 Hz. Minor isomer 5b (partial data): 424 (m, 1H};
374 (dd =30, 98Hz 1H); 3.04 (m, 3HL "*C NMR (CDCls,
100 MHz, 323K): Major momer 5a: 339 (C{9)) 372 (C[5)) 526
(C{B)); 709 (C6)); 744 (O7)); 12B1, 12E.6, 130.8, 132.4 (4 CHar);
136.5, 138.7 (O 4a), 09a)L HR-MS (ESI4}-Tof) calked for CyyHyz MO,
[M+H]": 1941176, found: 1941174

6.3.14. roc-ds-8-Amino-7-hydroxy-5.7 8.9
te trahydrobenzocy dohepten-6-one, hydrochloride (6]

A solution of azide 19a (20mg, 0.09 mmaol} in MeOH (10mL)
wias hydrogenolyzed with 1 N aqueous HCL (90 pl, 1 equiv] over
Pt (6 mg] for 4.5 h at rt under Hz (1 atm). The catalyst was cen-
trifuged off and the solution evaporated. The obtained solid was
recrystallized in MeOH/Etz0 to give 6 (2 mg, 10%)

6.3.14.1. Compounds 6. Colorless aystals, "H NMR (CD.0D,
#00MHz) hemiketal form: 3.06 (d, 1H, Hb-5); 3.16 (dd. 1H. Hb-
9); 3.38 (d, 1H, Ha-5); 3.38 (d. 1H, Ha89); 372 (dd, 1H, H-B);
456 (d, 1H, H-7); 728 (m, 4H, Har) J{5a5b) =148, (78] =16,
JBAa)=22, [BAh)=6E, 9afh)=156Hz. '*C NMR (CO:0D,
100MHz): 357 (C{9)); 448 (C{5)): 51.B (O8] 746 (C[7]); 96.4
(C{G)); 12B.7, 1294, 1329, 1330 (4 CHar); 1335, 145.1 (C{4a),
09a)) HR-MS (ESI-(+Tof) @led for O H MO [M+H]™: 192.1019,
found: 19210149,

6.3.15. roc-cdis-7-Amino-6,7 8 S<4etra hydro-5H-
~diol, hydrochloride (7)

A solution of 22 (20 me, 007 mmaol } in dry dicecane (006 mL) and
dry Et;0 (1 mL), was stirred with a solution of 5N HO in Et;0
(0.8 mL) under Ar for 2 days at rt. The precipitate was isolated by
centrifugation and recrystallized in MeOH jiPry0 to give 7 (10 mg,
7iE)

6.3.15.1. Compound 7. Colorless crystals, mp 256258 “CL R
(KBr): 745, 758, 1123, 1496, 2878, 1941, 3022, 4@ cm™". 'H
MME (CD.00 400 MHz, 323 K): 297 (dd, 2H, Hb-5, Hb-9); 320
{dd, 2H, Ha-5, Ha-9); 362 (t 1H, H-7); 4.09 (d. 2H, H-& H-E);
TAB (m, 4H, Har). {5a5bh)=146 [{5a6)=94 [5h6)=ca 0O
F6.7)= 28 Hz. *C  NME (CD=0D, 100 MHz, 323K}l 392
(C[5),09)); 61.1 (O7)); 689 (CGLC(B)); 1284, 131.B (CHar));
137.2 (Q4a).C(9a)). HR-MS (ESIH}-Tof) calod for CigHisMOz
[M+H]": 1941176, found: 1941175,

6.3.16. roc-cis-7-Amino-8-hydroxy-5.7 8.9
teirahydrobenzocy dohepten-6-one, hydrochloride (8)

To a solution of 23 (32 mg, 0.1 mmeol) in dioxane (0.3 mL) and
dry Etz0 (3 mL) was added 5 M HCl in Etz0 (250 pL). The mixtume
was stirred for 16 h then the precipitate was centrifuged and
recrystallized in MeOH/Et 0 to give B (10 mg, 40%).

6.3.16.1. Compound 8. Colorless aystals, mp =210 °C (dec).
IR (KBr); 1503, 1723, 2924, 3021, 3066, 3322cm™". '"H NMR [ CDs.

0D, 400 MHz, 323 K): 3.12(dd, 1H, Hb-9); 3.47 (dd, 1H, Ha-9); 3.74
(d. 1H, Hb-5); 4.10 (d, 1H, Ha-5); 435 (d, 1H, H-7); 4.48 (ddd, 1H,
H-8); 725 (m. 4H, Har). J(5a5h) = 152 {7.8) =48, J{R9a) =36,
J{89h} =84, J{9a0b)=146Hz C NMR ((D,0D, 100MHz,
323K): 397 (C[9)); 484 (C(5)); 641 (C(7)); 698 (C(B)); 1289,
1290, 130.7, 132.2 (4 CHar)); 1335, 136.7 (C{4a), C{9a)); 2008
(6. HR-MS (ESI-Q-Tof) caled for CysHisND: [M+H]™: 1921019,
found: 192.1019.

6.4. Conformational analysis

For 3a, the large couplings [(5a6) and [{89b) (10.4-11.2Hz)
corresponded to mans-diaxial relation in a chair conformation
with axial Ha-5, H-6 H-£ and Hb-9. The amino and hydromogel sub-
stituents in 6 and 8 positions were thus equatorial and in ds rela-
tion. For 3b, the large coupling [5a6) (104-11.0Hz), as above,
corresponded with axial H46 and Ha-5 protons. By contrast, the
weaker (B 9a) coupling (7.4-7.8 Hz) pointed out a diequataorial
relation for the protons H-8 and Ha-9. The amino group was
equatorial and in frans relation with the axial hydmoyl groups.
(Fig. 2}

6.5. Enzyme assays

65.1. Enzyme source: A protealytion

Aminopeptidase was purchased from Sigma Chemical Co. Por-
cine kidney APM was purified asa soluble form according to a pub-
lished procedure.™

65.2. Typical assay conditions

Spectrophotometric assays weme performed with -leudne-
parz-notroanilide as a substrate APN (K =02 mM), and APaem
[ Km= 003 mM}L All kinetic studies were performed at 30 C and
the reactions were started by the additon of enzymein 1 mL assay
medivm: APaero, 3 mU in 10 mM Tris-HCL, 0,05 mM Zn0,, pHED;
APN

25 mU in10 mM Tris-HCI, pH 7.5.

The release of pare-nitroaniline (5= 10,800 M~'cm™') at
405 nm was measured to determine inital velocities. K; values
were determined using a Dixon plot.™
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3b trans

Figure X Conformation of the ketones ds-3a and trans-3b determined by NMR
analysis
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Nous avons mis au point une voie de synthese énantiosélective permettant d’accéder au diastéréoisomere
(75,85)-1. La stratégie de synthése envisagée est représentée schéma 7.
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Schéma 7 : rétrosynthése de la voie B
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Chapitre 4

Le chéassis moléculaire de type benzocycloheptane serait formé a partir de I'intermédiaire ene-yne B par une
séquence métathése cyclisante éne-yne/réaction de Diels-Alder/aromatisation. La métathése cyclisante éne-

yne intramoléculaire, pouvant étre catalysée par un complexe ruthénium-carbene de Grubbs de deuxieme

167,168

génération, fournirait le 1,3-diéne A. Celui-ci serait engagé dans une réaction de cycloaddition [4+2] de

Diels-Alder avec un diénophile de type alcéne ou alcyne. Quelques exemples de diénophiles envisageables

16917017L172173 Enfin, une réaction d’oxydation avec un oxydant tel que la 2,3-

sont représentés figure 57.
dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone (DDQ) permettrait I'aromatisation du cycle formé par la réaction de

Diels-Alder, pour donner les analogues (75,85)-1 aprés déprotection de I'alcool et de I'amine.

O
O Sli/
O PhO,S ~ SO;Me
| 255" 50,ph Meo)\\\ R/ NE
© R = SiMes,
alkyl, aryl

Figure 57 : diénophiles possibles pour la réaction de Diels-Alder

L'intermédiaire ene-yne serait obtenu par addition nucléophile d’'un composé propargyle organométallique
sur I'amide de Weinreb C. A cette étape, il est possible d’avoir formation de I'allene. Pour contourner ce
probléme, I'addition nucléophile pourrait également étre envisagée sur I'aldéhyde C. L’alcool propargylique
B serait obtenu, puis cyclisé par métathese et oxydé en cétone.

L'amide de Weinreb et I'aldéhyde C seraient formés en trois et deux étapes respectivement, a partir de
I'aminodiol D : I'oxydation sélective de I'alcool primaire en aldéhyde ou en acide carboxylique, suivie de la
protection de I'alcool secondaire et du couplage de I'acide carboxylique avec la N,O-dimethylhydroxylamine.
L'aminodiol D serait obtenu par ouverture régiosélective de I'époxyde 25 selon les conditions de Sharpless,
puis par protection de I'amine. L'époxyde serait formé par époxydation énantiosélective de Sharpless de
I'alcool allylique 23. Ce dernier serait accessible a partir des réactifs commerciaux alcool propargylique et
bromure d’allyle, soit par couplage catalysé a I'indium, soit par couplage catalysé au cuivre suivi d’'une
réduction.

b) Syntheése

L'alcool allylique 23 est obtenu par couplage de I'alcool propargylique avec le bromure d’allyle, catalysé a
I'indium (schéma 8).

'°75.T. Diver, A. ). Giessert, Chem. Rev. 2004, 104, 1317-1382.

168 . 1. Lippstreu, B. F. Straub, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 7444-7457.
195, Kotha et al., ACS Comb. Sci. 2015, 17, 253-302.

Y0 A, V. Vorogushin et al., J. Org. Chem. 2003, 68, 5826-5831.

Y1 M. W. Grafton et al., J. Org. Chem. 2013, 78, 7199-7207.

72 G. Hilt, J. Janikowski, Org. Lett. 2009, 11, 773-776.

72 G. Hilt, K. I. Smolko, Angew. Chem. Int. Edit. 2003, 42, 2795-2797.
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In

/\/Br + OH - M/\OH
~ /// Et,0 ou THF
TA, 16 h ou ultra-sons, 4 h 23
50%

Schéma 8 : allylindation de I'alcool propargylique

Les organoindiens, utilisés a partir des années 80, présentent plusieurs avantages par rapport a d’autres
organométalliques, tels que les organolithiens ou les réactifs de Grignard. **'”> Les organoindiens ne sont
sensibles ni a I'air, ni a 'humidité et présentent peu ou pas de toxicité. Ils peuvent étre utilisés pour des
réactions d’allylation en milieu aqueux et ils sont compatibles avec des groupements fonctionnels

76 | "allylindien est préparé par insertion d’indium (0) dans la liaison C-Br du

comportant des protons acides.
bromure d’allyle. Araki et al. suggérent que dans les solvants tels que DMF et THF, I'espéce allylindium
formée est le sesquibromure d’allylindium (schéma 9). L'indium est introduit en quantité stoechiométrique
sous forme de grains coupés en petits morceaux alors que le bromure d’allyle est introduit en large exces (5

177 177

a 8eq.). " Laréaction d’allylation s’effectue dans le THF sous agitation a température ambiante ~'/, ou sous

ultra-sons %

Br

OH | _\_m/ \\|n_\_
n \ \
/\/Br +/ e » \B{ Br \—
/

sesquibromure d'allylindium

A”3|n28r3
Br BrB .
7 N B =" | HO 7
N ALl T | # | OH | T H  OH
\\\ " OH ()_/ / /
= / 7 7z

23 OH
anti-Markovnikov  \type Markovnikov

Schéma 9 : mécanisme d’allylindation de I’alcool propargylique

Araki et al. suggerent qu’ensuite la réaction passe par un état de transition avec chélation, sous forme

175,179

bicyclique dans lequel I'indium occupe une position téte de pont (schéma 9). Le produit d’allylindation

est ensuite traité en milieu acide pour donner le 1,4-diene linéaire.

Le 1,4-diene linéaire 23 ou produit de type anti-Markovnikov est obtenu tres majoritairement par rapport au
produit de type Markovnikov (>97/3). L'alcool allylique 23 est un produit volatil et il est difficile de I'isoler
sans perte de produit ; le rendement obtenu n’est que de 50%.

Une autre méthode en deux étapes permet d’obtenir ce composé de maniere propre sans étape de
purification. La premiére étape consiste en un couplage de I'alcool propargylique et du bromure d’allyle en

7% Science of Synthesis, Houben-Weyl Methods of Molecular Transformations Vol. 7, Organometallics, H. Yamamoto,

Georg Thieme Verlag 2014, 1-802.

75 7.-L. Shen et al., Chem. Rev. 2013, 113, 271-401.

C.J. Li, T. H. Chan, Tetrahedron Lett. 1991, 32, 7017-7020.
B. C. Ranu, A. Majee, Chem. Comm. 1997, 1225-1226.

8 E. Klaps, W. Schmid, J. Org. Chem. 1999, 64, 7537-7546.
%5 Araki et al., J. Org. Chem. 1995, 60, 1841-1847.
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présence d’une quantité catalytique de cuivre, d’'une base faible K,CO;, de Na,SO; dans I'eau (schéma 10).
180181 | & produit de couplage 24 est obtenu avec un rendement de 65%.

CuX', Na,SO, oM Lam
X X' = | Cl /\/\ | 4
N N /\OH ou - = WOH

K,CO3 H,0 THF 23
X =Clou Br 30°C,4h 24 70°C,2h
65% 74%

Schéma 10 : autre voie d’acces a I’alcool allylique 23

Le mécanisme de la réaction est présenté schéma 11. Il y a formation d’un complexe m-alcyne entre le sel de
cuivre et I'alcool propargylique, conduisant a un acétylénure de cuivre par action de la base. La substitution
nucléophile de type Sy2 ou Sy2’ de I'acétylénure de cuivre sur I’halogénure d’allyle donne le composé ene-
yne 24. Le réducteur sulfite de sodium est additionné pour empécher la réaction d’homocouplage oxydant
d’alcynes de type Glaser, qui donnerait le 1,3-diyne symétrique.

/\/X

Sn2

ou Sy2 Homocouplage

Cu* X o de Glaser
R———-o=Cu > R——==—R
Sans Na,SO;4
R——H
KHCO; + KX
R——H
! K,CO
Cu* X 2o

Schéma 11 : mécanisme du couplage cupro-catalysé d’un alcyne vrai et d’'un halogénure d’allyle

La deuxieéme étape consiste en la réduction de I'alcyne du composé 24 en alcéne-E par LiAlH, (schéma 10).®

Cette réaction est une hydrométallation trans-sélective de la triple liaison, facilitée par la présence du
groupement alcool a proximité de la triple liaison (schéma 12). Il y a formation d’un intermédiaire trans-vinyl
alane par coordination de I'alcool et de la triple liaison avec I'aluminium ; cet intermédiaire est ensuite

protoné pour donner I'alcool allylique 23.

189) 'W. Bieber, M. F. da Silva, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 7088-7090.
181 A Sevin et al., Tetrahedron Lett. 1965, 24, 1953-1959.
821 Yoshinari et al., Angew. Chem. Int. Edit. 2010, 49, 881-885.
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HH
SAr—0
LiAIH, Ho
/\/\ o T» = Z
24 My
N o
H-A
W Hzo \
7 T 0H
H 23

Schéma 12 : mécanisme de réduction d’un alcool propargylique par les hydrures

L'alcool allylique 23 est ensuite engagé dans une réaction d’époxydation énantiosélective de Sharpless avec
I’oxydant tert-butylhydroperoxyde (TBHP), une quantité catalytique du ligand chiral tartrate D-diisopropyl-(-)
(D(-)DIPT) et de Ti(OiPr), et du tamis moléculaire 4 A (schéma 13). ##'818418> | "angntiomere (R, R) 25 est le
produit majoritaire de cette réaction et est obtenu avec un faible rendement de 35%.

TBHP
D(-)DIPT
“~ Ti(OiPr), /\%
N0 L A OH
93 CH,Cl, (R)
tamis mol. 4 A 25
20 °C, 24 h
35%

Schéma 13 : séquence époxydation énantiosélective de Sharpless

183186 | 3 premieére étape consiste en un

Le mécanisme de la réaction de Sharpless est décrit schéma 14.
échange rapide de ligand entre Ti(OiPr), et D(-)DIPT, formant un complexe dimérique de titane I. Ce dernier
subit un échange de ligand avec I'oxydant TBHP et I'alcool allylique (I1, 111). L’orientation des coordinats
réactifs est gouvernée par le caractére chiral du tartrate. Dans I'état de transition, un atome d’oxygéne issu
du peroxyde est transféré sur I'alcene. L'énantiosélectivité est en accord avec I'état de transition IV. Le
tamis moléculaire est utilisé pour emprisonner I'eau qui a un effet délétere a la fois sur la vitesse et

I’énantiosélectivité de la réaction. **’

'8 T, Katsuki, V. Martin, Org. Reactions 1996, 48, 1-300.

M. Alcén et al., Tetrahedron Asymmetry 1999, 10, 4639-4651.
1855, Ma, B. Ni, Chem. Eur. J. 2004, 10, 3286-3300.

%8 k. B. Sharpless et al., Pure Appl. Chem. 1983, 55, 1823-1836

%7 R.M. Hanson, K. B. Sharpless, J. Org. Chem. 1986, 51, 1922-1925.
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Schéma 14 : mécanisme de I’époxydation de Sharpless avec D(-)DIPT

L’étape suivante est I'ouverture régiosélective de I'époxyde 25 par la para-méthoxybenzylamine en présence
de Ti(OiPr), (schéma 15). *®

4-méthoxy
benzylamine NHPMB Boc,O Boc.-PMB
/\% Ti(OiPr)4 ) NaHCO, Sy
= OH > /\/Y\ — - 3 OH
(R) CH,Cl, (% OH " \1eOH (s)
25 40 °C, 48 h 26 OH TA 4h 270H

Schéma 15 : ouverture régiosélective de I’époxyde et protection de I'amine

Sharpless a montré que l'utilisation de Ti(OiPr), permet de diriger I'ouverture nucléophile de I'époxyde au

niveau du carbone C3 par coordination entre les deux oxygénes du substrat et le titane (schéma 16). 8% ||

est suggéré que la liaison entre le carbone C3 et I'oxygéne soit mieux orientée que la liaison entre le carbone

1B M. Caron, K. B. Sharpless, J. Org. Chem. 1985, 50, 1557-1560.

1B A, Riera, M. Moreno, Molecules 2010, 15, 1041-1073.
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C2 et I'oxygéne pour recouvrir I'orbitale vide d du titane. Infante et al. ont également montré que I'attaque
nucléophile de I’époxyde au niveau du carbone C3 est cinétiquement favorisée. '

Schéma 16 : ouverture régiosélective de I’époxyde en présence de Ti(OR),

L’énantiomere (S, S) 26 est obtenu avec un rendement de 58%, puis il est protégé au niveau de I'amine par

un groupement Boc (produit 27, schéma 15). ***

L’époxyde est également ouvert régiosélectivement avec le diazidodiisopropoxide de titane Ti(OiPr),(Ns),
(schéma 17). 2 Ce réactif est préparé in situ par réaction entre Ti(OiPr), et I'azoture de triméthylsilyle
Me;SiN; au reflux du toluéne, puis I'époxyde est ajouté goutte a goutte. ***** La coordination entre le titane
et les deux oxygenes du substrat permet de diriger I'attaque nucléophile sur le carbone C3 de I'époxyde pour
les mémes raisons que précédemment. ' Ainsi, nous obtenons majoritairement I’énantiomére (S, S) 28.

Ti(OiPr)(N3); N NH,
R) ,O préparé in situ (24h) - PPh; H,0O B

P I RPN
= OH WOH - WOH

toluéne
(R) THF
25 110°C,25h 28 OH 45°C, 40 h 29 OH
Boc,O
dioxane
TA, 16 h

37% (3 étapes)

NHBoc

~(5)
= (S) OH

30 OH

Schéma 17 : séquence ouverture régiosélective de I’époxyde/réduction de Staudinger/protection de I’amine

L’azoture de I'intermédiaire 28 est réduit en amine primaire dans les conditions de Staudinger (PPhs, H,0)
pour donner I'amino-diol 29. L’amine est ensuite protégée par un groupement Boc pour donner le composé
30. " Un rendement de 37% est obtenu sur les trois étapes depuis I’époxyde 25.

Nous souhaitions ensuite oxyder sélectivement I'alcool primaire du diol 27. Dans un premier temps, nous
avons testé I'oxydation au periodinane de Dess-Martin (schéma 18). Du fait de 'encombrement stérique de
cet agent oxydant, I'oxydation de I'alcool primaire en aldéhyde serait favorisée par rapport a celle de I’alcool
secondaire. Etonnamment, avec le substrat 27, aucune oxydation n’a été observée, nous récupérons la

%% Infante et al., J. Org. Chem. 2003, 68, 3773-3780.

X. Ginesta et al., Org. Lett. 2003, 5, 3001-3004.

C. Alegret et al., Org. Lett. 2006, 8, 3069-3072.

%M. caron et al., J. Org. Chem. 1988, 53, 5185-5187.

194 R, Choukroun, D. Gervais, J. Chem. Soc., Dalton Trans. 1980, 1800-1802.
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totalité du substrat de départ a chaque essai. Il a été prouvé que la présence d’eau accélere la réaction
d’oxydation au periodinane de Dess-Martin **°, mais aprés ajout d’une goutte d’eau, nous récupérons encore
uniquement le substrat de départ.

PMB
Boc. _PMB
ocC N Boc\l{l
= (S) DMP (1,5 eq.) z (s)
WOH* Zaa®) H
27 OH CHZC|2 31 OH

Schéma 18 : oxydation sélective de I'alcool primaire en aldéhyde

196197198 || s’agit de traiter le

Dans un deuxieme temps, les conditions d’Anelli ont été testées (schéma 19).
diol 27 avec de I'hypochlorite de sodium NaOCl, en présence de NaHCO;, de KBr et d’'une quantité

catalytique de TEMPO.

B PMB Boc I?MB
OC\N, \N
B () NaOCI, KBr, cat. TEMPO “(S)
/\/(S)\‘/\OH - N9 OH
27 OH NaHCO3; MeCN 32 OH

0°C
Schéma 19 : oxydation sélective de I'alcool primaire en acide carboxylique

1% |’oxydant secondaire HOBr transforme le TEMPO

Le mécanisme de cette réaction est indiqué schéma 20.
(ou un radical parent stable) en un sel d’oxoammonium qui agit en tant qu’oxydant primaire pour
transformer l'alcool en aldéhyde correspondant. Cette oxydation peut avoir lieu, soit via un état de
transition cyclique compact a cing membres en conditions basiques, soit via un état de transition linéaire en
conditions acides. En conditions basiques, I'oxydation est plus rapide et présente une plus grande sélectivité
pour les alcools primaires. La réaction conduit a la formation d’une hydroxylamine qui est a nouveau oxydée
en radical TEMPO par I'oxydant secondaire, complétant ainsi le cycle catalytique. En présence d’eau,
I'aldéhyde est en équilibre avec sa forme hydrate, pouvant étre oxydée en acide carboxylique via un
mécanisme similaire. La sélectivité observée pour cette réaction est liée a 'encombrement stérique du sel

d’oxoammonium, favorisant I’attaque de I’alcool primaire moins encombré que I’alcool secondaire.

% 5. D. Meyer, S.L. Schreiber, J. Org. Chem. 1994, 59, 7549-7552.

% p L. Anelli et al., J. Org. Chem. 1987, 52, 2559-2562.

7M. L. Testa et al., Adv. Synth. Catal. 2004, 346, 655-660.

1% Oxidation of Primary Alcohols to Carboxylic Acids, G. Tojo, M. |. Fernandez, Springer-Verlag New York 2007, 1-116.
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g & ﬂ HOCI : oxydant stoechiométrique
oxoammonium

ll Sel d'oxoammonium : oxydant catalytique primaire

HOBr : oxydant catalytique secondaire

HﬂO\ * D

HOBr

HOCI
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X O R\\)Q ON*
—  H OQ‘/ —— R0 + Homﬁﬁﬁ

Schéma 20 : mécanisme de I’oxydation d’Anelli

Avec le substrat 27, seuls des produits de dégradation ont été obtenus. Cela peut s’expliquer par le fait que

les alcenes et cycles aromatiques réagissent facilement avec I'acide hypochloreux HOCI formé au cours du
cycle catalytique (chloration). **®

Nous aurions pu utiliser une quantité stoechiométrique de TEMPO agissant comme scavenger du chlore '
ou utiliser les conditions améliorées de Zhao : quantité catalytique de NaOCl et quantité stoechiométrique de
chlorite de sodium NaOCl,, moins susceptible de produire des chlorations non-désirées. 198,200 Cependant,
méme dans ces conditions, les oléfines semblent étre des substrats sensibles. 2%

%9 k. L. Reddy, K. B. Sharpless, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 1207-1217.

2% M. M. Zhao et al., Org. Synth. 2005, 81, 195-203.
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Nous nous sommes alors tournés vers une autre stratégie consistant a protéger I'alcool secondaire afin de
pouvoir oxyder sélectivement I’alcool primaire. L'alcool 35 est obtenu par une séquence protection de
I’alcool primaire, formation du cycle oxazolidine et déprotection de I'alcool primaire (schéma 21). %%

MeO

OMe
NHBoc NHBoc < BOC‘NXO
i TBDPSCI H APTS -/
(S) - S, . ’
= (S) . = S) > OTBDPS N (S)”//OTBDPS
OH imidazole OH toluéne
30 DMF 33 110°C,4h 34
TA, 16 h 82% TBAF
91% THF
TA, 1h
79%
BOC\NXO
\/
/\\\\(S) (s)"//OH
35
Schéma 21 : séquence protection de 'alcool primaire/formation du cycle oxazolidine/déprotection de I’alcool
primaire

Le traitement de 30 avec le chlorure de tert-butyldiphénylsilyle en présence d’imidazole dans le DMF donne
sélectivement I'éther tert-butyldiphénylsilylé 33. La sélectivité de cette protection s’explique par
I’'encombrement stérique du réactif silylé. Le mécanisme de cette réaction est illustré schéma 22. La réaction
passe par le N-tert-butyldiphénylsilylimidazole, agent de silylation trés réactif.

H Ph gih’/\R
0 |
N Ph OH /XINY

— HN

N I
[ ) y ) S

A~ Pl
\NH+ R S.
AN Jer + To ™" pn

Schéma 22 : mécanisme de formation de I'éther tert-butyldiphénylsilylé

L'alcool secondaire et I'amine sont ensuite protégés par formation d’un cycle oxazolidine en traitant avec un
excés de 2,2-diméthoxypropane en présence d’une quantité catalytique d’acide para-toluéne sulfonique
(schéma 21). L'alcool primaire du composé 34 obtenu est sélectivement déprotégé avec du fluorure de
tétrabutylammonium dans le THF pour donner 35 avec de bons rendements.

%L M. Pasto et al., Tetrahedron Lett. 1998, 39, 1233-1236.
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L’étape suivante consiste en I'oxydation de I’alcool primaire du composé 35 en aldéhyde (schéma 23). Cette
réaction a été décrite avec un trés bon rendement dans les conditions de Swern pour ce méme substrat 2%
et pour son énantiomére (4R, 5R) ***. Entre nos mains, des problémes de reproductibilité ont été rencontrés
et le meilleur rendement obtenu fut seulement de 56%. L'oxydation de I'alcool au periodinane de Dess-
Martin a également été tentée, mais malgré 'ajout de plusieurs équivalents de cet agent oxydant, la

réaction était lente et avec des taux de conversion modérés.

(COCl), DMSO, NEt,

Boc- X CHaCly \ Boc- X

N” o 78°C->TA, 2h N0
-/ 0-56% -/
Ais) s O ° Z\\(s) (S)"’[//O
35 DMP e 36 H
CH,Cl,
TA, 24 h

Schéma 23 : oxydation de I’alcool primaire dans les conditions de Swern

Aucun autre essai n’a pu étre réalisé pour I'étape d’oxydation, par manque de matiere dii aux problémes de
rendement et de reproductibilité a certaines étapes. La voie B n’a donc pas abouti et nous avons mis au
point une nouvelle stratégie de synthese.

%92 A K. Ghosh et al., Eur. J. Org. Chem. 2003, 821-832.
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II- Voie C

Nous avons mis au point une voie de synthése diastéréosélective permettant d’accéder a une grande
diversité de substrats.

1) Rétrosynthese

La rétrosynthése de cette voie est proposée schéma 24. L'époxyde F et les N-tert-butanesulfinimines chirales
Rs-45 et Ss-45 sont des intermédiaires clés de cette synthése. Grace a I'addition d’un nucléophile sur les N-
tert-butanesulfinimines chirales, un nouveau centre stéréogene est formé. En fonction de la stéréosélectivité
faciale au niveau de I'imine chirale, I'isomeére anti ou syn peut étre obtenu majoritairement.

Diels-Alder
Oxydation
Deprotectlons
OH OBn
n NH,.HCI n NHBoc
Métathese . :
Oxydation cyclisante oH NHBoc O'lljverture NHBoc Déprotections
Deprotectlons ROARIN d'époxyde ORs) Epoxydation
OBn ::’l/ 7 f— 7 * n\ pr—
” NH,.HCI n NHBoc et ?:B”
(I)I
HN-S™tBu
0
P N
% i n S : 0 Protection HO
OBn*. . Addition N-S%.,.  Protection o Oxydation .
anti-G n=0,1 nucléophile/J/O ® ||  BY Reéduction /Fo R Estérification ~ HO'
ou O > O\W > OMO/\ _—
_ OBn Oxydation OH HO
o, NN S_.\.tB“ Condensation _ . OH
(Frs) s Rg-45 37 acide D-isoascorbique
OW . Ss-45 1 kg = 55 euros
OBn *, ".'
syn-G n=01

Schéma 24 : rétrosyntheése de la voie C

Le chéssis moléculaire benzocycloheptane du composé A est obtenu a partir de I'intermédiaire ene-yne E par
une séquence métathése cyclisante/réaction de Diels-Alder/aromatisation. L'intermédiaire éne-yne E est
formé par ouverture nucléophile de I'époxyde F par un acétylure de métal. L'époxyde F peut également étre
ouvert par un nucléophile vinylique et donner I'intermédiaire diéne E. A partir de ce dernier, une métathése

cyclisante permet d’obtenir le composé cyclique D qui apres oxydation et déprotections donne le
cycloheptane trisubstitué C.
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L’époxyde F est quant a lui formé en deux étapes a partir des amines chirales G : déprotection par un
traitement acide du diol et de I'amine et reprotection de I'amine avec le groupement protecteur Boc. Les
amines chirales G sont obtenues par addition nucléophile diastéréosélective sur les N-tert-
butanesulfinimines chirales 45 de composés organométalliques de type allyle, vinyle. Les N-tert-
butanesulfinimines 45 sont synthétisées en sept étapes a partir de I'acide D-isoascorbique commercial.

2) Synthese des N-tert-butanesulfinimines Rs-45 et Ss-45

a) Syntheése de I'ester 37 a partir de I'acide D-isoascorbique

L'acide D-isoascorbique bon marché est utilisé comme précurseur de cette synthese. D’aprés Abushanab et

al., 'acide D-isoascorbique peut étre converti en trois étapes en I'ester 37 (schéma 25). 2%*2%

HO 1) CuSO, acétone, TA, 48 h
B 2) Hy,0, H,O/K,CO5 TA, 16 h /{/O " 0
HO™ 5 . 3) Etl, MeCN, 85 °C - WLO/\
S z
HO 40% OH
OH

37
acide D-isoascorbique

1 kg = 55 euros

Schéma 25 : synthése de 37 a partir de I'acide D-isoascorbique

Dans un premier temps, le diol est protégé sous forme d’acétonide par réaction avec I'acétone en présence
de CuSO,anhydre. Ensuite, le traitement de ce composé, noté A, par un exces d'H,0, en milieu aqueux
basique conduit au D-thréonate F et & I'oxalate (schéma 26). **

La premiére étape consiste en I'oxydation de A en acide déshydro-D-isoascorbique C. Il y a tout d’abord
réduction de H,0, par A (transfert mono-électronique), avec formation du radical semidéshydro-D-
isoascorbate B stabilisé par résonance, du radical hydroxyle et d’'une molécule d’eau. Le radical hydroxyle
oxyde ensuite B en acide déshydro-D-isoascorbique C (transfert mono-électronique). Dans la seconde étape
du procédé, I'addition d’H,0, a lieu sur le carbone C-2 (ou C-3) pour donner I'adduit D (ou équivalent). La
décomposition de D en E implique I'addition d’un ion hydroxyde sur le carbonyle adjacent, puis la rupture
d’une liaison carbone-carbone par élimination d’un ion hydroxyle. L’hydrolyse de E produit le D-thréonate F
et 'oxalate.

Il est aussi possible que I'acide D-isoascorbique A soit oxydé par le Cu (ll) résiduel de I’étape de protection.

% £ Abushanab et al., J. Org. Chem. 1988, 53, 2598-2602.
204 ¢ André et al., Tetrahedron Asymmetry 1998, 9, 1359-1367.
s, Isbell, H. L. Frush, Carbohydr. Res. 1979, 72, 301-304.
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HO  OH K* O o OH
pKa ~ 4 radical
acide D-isoascorbique A semidéshydro-D-isoascorbate B
0]
(0] (0] i % fe)
+HO —> O + H,0

D 3

o) OH o o)
acide
déshydro-D-isoascorbique C
o 0O
H202
J\gj Jﬁ J\i#o- + HO

K+

O

) “o- OH -0 0
K* E
HO" o
O P e— T K
O K' o

D-thréonate F

Schéma 26 : mécanisme de la réaction d’oxydation de ’acide D-isoascorbique protégé

Le dérivé de D-thréonate est enfin estérifié avec I'iodure d’éthyle dans I'acétonitrile pour donner le composé
37 avec un rendement total de 40% (schéma 25).

b) Protection de I'alcool du composé 37

Il est intéressant de protéger I'alcool du composé 37 sous forme d’éther de benzyle (benzyle Bn, para-
méthoxybenzyle PMB) et d’éther silylé (tert-butyldiméthylsilyle TBS). En fonction de leur propriété
électronique et stérique respective, ces différents groupes protecteurs auront une influence sur la sélectivité
diastéréofaciale lors de I'addition de nucléophiles sur les N-tert-butanesulfinimines chirales 45 (cf partie II-3,
page 102).

Ether de benzyle

L’éther de benzyle est un groupement protecteur robuste et stable dans une grande variété de conditions

206,207

acides et basiques. lIs supportent également des agents réducteurs tels que les hydrures et des

06 Organic Synthesis with Carbohydrates, G.-J. Boons, K. J. Hale, Sheffield Academic Press 2000, 1-354.
%’ Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, Fourth Edition, P. G. M. Wuts, T. W. Greene, Wiley Interscience
2006, 1-1110.
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conditions oxydantes douces. lls peuvent étre préparés en condition acide, basique ou neutre. Le tableau 12
rassemble les conditions testées pour I'O-benzylation du substrat 37.

0 0 0
O G (Riry BnO
5 (:) o — - S : o SN o
OH OBn

OBn
37 38 39

Entrée Conditions Produit Rendement
NaH (2 eq.), BnBr (1.2 eq.),

1 THF, TA, 16 h Sous-produit 39 -
Cs,C0O;(3 eq.), BnBr (1.5 eq.), DMF, 0
2 TA, 36 h 38 51-85%
Ag,0 (1.5 eq.), BnBr (1.1 eq.), CH,Cl,, o
3 TA, 16 h 38 69%
Ag,0 (1.5 eq.), BnBr (1.1 eq.), 0
4 toluene, 110°C, 4 h 38 10-91%
2-benzyloxy-1-méthylpyridinium .
. R Mélange
5 triflate (2 eq.), MgO (2 eq.), toluene, T, . -

110°C, 24 h

Tableau 12 : O-benzylation du substrat 37

La procédure la plus couramment utilisée est la O-alkylation de type Williamson d’un alkoxyde de sodium
(ou de potassium) avec le bromure de benzyle. *° *® L’alkoxyde est généré par NaH (ou KH) et la réaction
est réalisée dans un solvant polaire aprotique tel que DMF et THF. L’application de ces conditions au substrat
37 (tabl. 12, entrée 1) a conduit a la formation du sous-produit non désiré 39 par déprotonation en a de
I’ester et O-benzylation des deux alkoxydes de sodium (schéma 27).

*M *M ey X

BnO H
37 l NaH
O e Na+ O
AN
Ph™{ "Br -
no\/\)ko/\ 4JQ/O\/\HJ\O M
OBn OBn - acetone

39

Schéma 27 : formation du sous-produit 39 dans les conditions NaH, BnBr, THF

298 ) J.P. Selvam et al., Tetrahedron Asymmetry 2009, 20, 1115-1119.
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Pour I'0O-benzylation des a-hydroxyesters, Jung et al. préconisent I'utilisation d’hydroxyde de césium et de

299 | es bases de césium ont des propriétés intéressantes par rapport aux autres bases

tamis moléculaire 4 A.
alcalines, comme leur grande solubilité, leur bonne stabilité et leur faible degré de solvatation. 210 ) es sels de
césium sont presque totalement dissociés en ions libres (« anions nus ») ; les alcoolates de césium générés in
situ sont alors considérés comme des nucléophiles plus réactifs que les alkoxydes associés a d’autres métaux

alcalins, facilitant la réaction de type S\2.

Nous avons utilisé le carbonate de césium comme base pour I'O-benzylation du substrat 37 et le produit
désiré 38 a été obtenu avec des rendements de 51 a 85% (tabl. 12, entrée 2). Des conditions anhydres ne
semblent pas favorables car un rendement de 38% a été obtenu pour une réaction dans de la DMF anhydre.

Nous avons également préparé |'éther de benzyle du substrat 37 avec I'oxyde d’argent (I) et le bromure de
benzyle (tabl. 12). *®*'! Dans du dichlorométhane et & température ambiante, nous obtenons un rendement
de 69% (entrée 3), tandis qu’au reflux du toluéne, les rendements varient de 10 a 91% (entrée 4). Un
mélange complexe est parfois obtenu dans lequel on distingue en RMN plusieurs espéeces O-benzylées
indéterminées. Les faibles rendements peuvent étre expliqués par I'utilisation d’oxyde d’argent non
fraichement préparé.

Le mécanisme de cette réaction est présenté schéma 28. L'oxyde d’argent se complexerait avec |I'atome de
brome du bromure de benzyle pour générer un cation benzylium électrophile, qui alkylerait ensuite la

fonction hydroxyle du substrat. %

a ©__H
-Br
R
AgBr + AgoH <1920 gy 4 ©ﬂo

Schéma 28 : mécanisme de I’O-benzylation avec Ag,0

Nous avons aussi essayé l'alkylation par le 2-benzyloxy-1-méthylpyridinium triflate, sel organique stable,
convertissant les alcools en éthers benzyliques dans des conditions neutres et douces (tabl. 12, entrée 5).
212213 e sel est synthétisé en deux étapes a partir de la 2-chloropyridine, puis est utilisé dans la réaction d’O-
benzylation avec 'oxyde de magnésium MgO au reflux du toluene. Le mécanisme de cette réaction est

indiqué schéma 29.

2 £ E. Dueno et al., Tetrahedron Lett. 1999, 40, 1843-1846.

C. Galli, Org. Prep. Proc. Int. 1992, 24, 285-307.

T. Tschamber et al., Eur. J. Org. Chem. 2001, 1335-1347.

212 K. W. C. Poon, G. B. Dudley, J. Org. Chem. 2006, 71, 3923-3927.
>3 p_A. Albiniak, G. B. Dudley, Synlett 2010, 6, 841-851.

210
211
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)
A, - A
| oTF

\

—> |
©/\ N P

| oTf

ﬁ
1/2 H,0O
N + 2

Schéma 29 : mécanisme de I'0O-benzylation avec le 2-benzyloxy-1-méthylpyridinium triflate

oTf

1/2 MgO
2NN 112 Mg(oTH), 4 o

Poon et Dudley proposent un mécanisme de type Syl suite a deux observations clés. ***** La réaction d’O-
benzylation menée dans le toluéne conduit a la formation de faibles quantités des produits d’ortho- et de
para-benzylation du toluene. Ces composés pourraient provenir d’une alkylation de type Friedel-Crafts, ce
qui suggere la présence d’espéeces benzyliques tres électrophiles, tel que le cation benzylique A, dans le
milieu réactionnel. De plus, le sel de méthoxypyridinium est completement inerte sous les mémes
conditions, ce qui va contre le mécanisme de type Sy2. L'oxyde de magnésium piege I'acide triflique, libérant
la N-méthyl-2-pyridone.

En utilisant le sel de 2-benzyloxy-1-méthylpyridinium pour I’O-benzylation du substrat 37, nous obtenons un
mélange complexe (tabl. 12, entrée 5).

Ether de para-méthoxybenzyle
L'alcool du substrat 37 a également été protégé par le groupement protecteur para-méthoxybenzyle. Les

éthers de benzyle substitués présentent I'avantage d’étre plus rapidement clivés (par oxydation) que les
éthers de benzyles non-substitués. *°’

%}uw B o SO

Les conditions testées sont rassemblées dans le tableau 13.

OPMB
37 40
Entrée Conditions Produit Rendement
1 Cs,C0O3(3 eq.), PMBCI (1.5 eq.), DMF, TA, 24 h 37 -
Cs,C0O;(3 eq.), PMBCI (1.5 eq.), TBAI (0.05 eq.), 0
2 tamis mol. 4 A, DMF, TA, 24 h 40 27-43%
3 PMB-trichloroacétimidate (2 eq.), PPTS (0.5 Mélange :
eq.), CH,Cl,, TA,5 h complexe

Tableau 13 : protection du substrat 37 avec le para-méthoxybenzyle

Avec le carbonate de césium et le chlorure de para-méthoxybenzyle, nous avons récupéré le substrat de
départ (tabl. 13, entrée 1). En revanche, lorsque la réaction a été menée avec une quantité catalytique
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d’iodure de tétrabutylammonium en présence de tamis moléculaire 4 A, 'alcool protégé désiré a été obtenu

209211 1 riodure de tétrabutylammonium

avec de faibles rendements allant de 27 a 43% (tabl. 13, entrée 2).
permet d’accélérer la réaction en formant l'iodure de para-méthoxybenzyle, plus réactif que le chlorure de
para-méthoxybenzyle (réaction de type Finkelstein). Le tamis moléculaire permet de piéger I'eau,

empéchant ainsi la protonation des alcoolates.

Le réactif para-méthoxybenzyle trichloroacétimidate est aussi classiquement utilisé pour la synthése d’'éther

214,215 ce réactif est synthétisé en une étape & partir de I'alcool para-

de benzyle substitué.
méthoxybenzylique et du trichloroacétonitrile en présence d’hydrure de sodium, puis il est engagé avec
I'alcool en présence d’une quantité catalytique de pyridinium para-toluenesulfonate. Le mécanisme de cette
réaction est indiqué schéma 30. Le para-méthoxybenzyle trichloroacétimidate est protoné, puis il réagit
rapidement avec l'alcool pour former I'éther de para-méthoxybenzyle. Un proton est libéré et peut

retourner dans le cycle catalytique.

M H* AT ok
o CCly ——» —_— +
~ 3
~0 N R, 0}
0 OH

Schéma 30 : mécanisme de I’O-benzylation avec le réactif para-méthoxybenzyle trichloroacétimidate

En utilisant ces conditions pour le substrat 37, un mélange complexe a été obtenu (tabl. 13, entrée 3). Le
réactif para-méthoxy benzyle trichloroacétimidate est parfois décrit comme instable, ce qui pourrait
expliquer le résultat décevant. *’ De plus il est possible qu’il y ait déprotection de I’acétonide en présence de
pyridinium para-toluénesulfonate.

La protection au para-méthoxybenzyle du substrat 37 semble capricieuse et donne des rendements assez
modérés, c’est pourquoi nous n’avons pas poursuivi avec ce groupement protecteur.

Ether de silyle

L'alcool du substrat 37 a d’autre part été protégé quantitativement par un groupement tert-
butyldiméthylsilyle dans les conditions classiques chlorure de tert-butyldiméthylsilyle/imidazole (schéma
31). ?°7?'° | 3 réaction passe par le N-tert-butyldiméthylsilylimidazole A, agent de silylation trés réactif.

>R, R. Schmidt, J. Michel, Angew. Chem. Int. Ed. 1980, 19, 731-732.

i Iversen, D. R. Bundle, J. Chem. Soc., Chem. Comm. 1981, 1240-1241.
% p. C.Babu et al., Tetrahedron 2011, 67, 3815-3819.
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O TBDMSCI O
O, o)
/)/ (Rir) A~ imidazole /)/ (Pir) A~ 8|le
0O - O 0 T @) AN
OH DMF a0 N SN
TA, 48 h S|i/ = o
37 quant. >( 4 A

Schéma 31 : formation de I'éther de silyle 41

c) Obtention de I'aldéhyde 43

Il est possible de former I'aldéhyde 43 en une étape a partir de l'ester, en utilisant le réactif DIBAL-H.
208211216 Npais seul le produit de sur-réduction, 'alcool 42, est obtenu dans notre cas (schéma 32). Nous
passons alors par une séquence réduction quantitative de I'ester 38 en alcool primaire avec LiAlH, %", puis

oxydation en aldéhyde.

o)
/)/O (R _ LiAH, _ /)/O (R /)/O (R, |
0] : H

t OBn
38 q“a” 42 43
DIBAL-H
toluéne
-78°C,2h

Schéma 32 : passage de I’ester 38 a I'aldéhyde 43

La réduction de l'ester du composé silylé 41 avec LiAlH, a conduit a une perte de la protection tert-
butyldiméthylsilyle. Nous avons donc poursuivi la voie de synthése avec le groupement protecteur benzyle.

Plusieurs conditions d’oxydation de I'alcool 42 ont été réalisées. L’oxydation a été décrite dans les conditions
de Swern avec un trés bon rendement a partir de I'énantiomére (2R, 3S) et du diastéréoisomere (25, 3S) de
I’alcool 42. 2'7*18%19 Cependant, avec le substrat 42, nous n’observons qu’une trés faible quantité d’aldéhyde
43 formée et essentiellement de la dégradation (tabl. 14, entrée 1). L'utilisation de chlorure d’oxalyle
fraichement distillé n’a pas amélioré le résultat.

7 X. Shen et al., Helv. Chim. Acta 2000, 83, 943-953.
% L. Ermolenko, N. A. Sasaki, J. Org. Chem. 2006, 71, 693-703.
9p. Dimopoulos et al., Org. Lett. 2005, 7, 5369-5372.
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OH (0] O
A/O (R [o] /)/O G /)/O GBI
- R, H S H
© = solvant, t°C, durée o : o
OB OBn
42

n OBn
43 44
Entrée Conditions Produits Rendement
1 (cocl),, DMSO, NEt;, -78 °C> TA, 2 h 43 + dégradation -
2 DMP, CH,Cl, cons./K,CO;, TA, 24 h 43 39-66%
3 SO;pyridine, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, TA, 1.5 h 43:44 67:33 -
4 SOspyridine, DMSO, DIPEA, CH,Cl,, -20°C, 1.5 h 43:44 100:0 79%

Tableau 14 : oxydation de I'alcool 42

Les conditions d’oxydation de Dess-Martin ont permis d’obtenir I'aldéhyde 43 avec un rendement de 39-66%
(tabl. 14, entrée 2). Le dichlorométhane est distillé sur P,0s, puis conservé sur K,CO;. Comme précisé dans
plusieurs travaux, nous constatons que l'aldéhyde formé n’est pas stable dans le temps et qu’il est
préférable de I'engager rapidement dans I'étape suivante apres purification.

Enfin, nous avons testé les conditions d’oxydation de Parikh-Doering, dérivée de I'oxydation de Swern et
engageant les réactifs suivants : un complexe trioxyde de soufre/pyridine, du DMSO et une base telle que la
TEA ou la DIPEA. **° La réaction menée 3 température ambiante a conduit 3 un mélange 67/33 des deux
épimeéres 43 et 44 (tabl. 14, entrée 3), tandis qu’a froid (-20°C), seul I'épimere 43 est formé avec un
rendement de 79% (tabl. 14, entrée 4). Cette méthode a donc été sélectionnée pour I'oxydation du substrat
42.

Le mécanisme de l'oxydation de Parikh-Doering est indiqué schéma 33. Le complexe trioxyde de
soufre/pyridine agit en tant qu’activateur du DMSO pour générer I'intermédiaire réactif A. L’alcool primaire
déplace l'ion sulfate, puis la base permet la formation d’un ylure de sulfonium qui se décompose en
diméthylsulfure et en aldéhyde.

(0]
\\//O
/S\f‘+ O 0]
o N \\S//
[ 9 - (|)+ } = t? 9 . | X
PN S Py NG
\»
HO/\R
i {
= N N
s i H '9)( base (,) O'SO 2-
U+ \O‘— ‘\/S\ <—/S+\ + N* 4

H

Schéma 33 : mécanisme de I'oxydation de Parikh-Doering

229 J R. Parikh, W. v. E. Doering, J. Am. Chem. Soc. 1967, 89, 5505-5507.
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d) Condensation de I'aldéhyde 43 avec les tert-butanesulfinamides

Les N-sulfinimines sont tres utilisées dans la synthese asymétrique d’amines chirales, telles que les amines a-

221,222,223,224Une revue fort intéressante concernant
I 225

substituées, a,a-disubstituées, les acides aminés a et B.
la synthése et I'application des tert-butanesulfinamides a été publiée par Ellman et a Le groupement
tert-butanesulfinyl, développé par Ellman en 1997 **, active I'imine pour I’addition de différentes classes de
nucléophiles. C'est un puissant groupe chiral directeur qui fournit une haute sélectivité diastéréofaciale lors

221,226,227,228

des additions nucléophiles. De plus, il présente l'avantage d’étre clivable par une simple

hydrolyse acide.

Les N-tert-butanesulfinimines sont obtenues par condensation d’un aldéhyde (ou cétone) avec les tert-
butanesulfinamides énantiopurs. 225229 ) ag agents MgS0,/PPTS, CuSQ,, sels de titane (IV) sont généralement
utilisés comme acides de Lewis et agents déshydratants. La condensation du substrat 43 avec les tert-
butanesulfinamides énantiopurs commerciaux a été réalisée avec le sel de titane Ti(OiPr), dans le
dichlorométhane (schéma 34). Des rendements de 64% et de 85% sont obtenus pour la N-tert-
butanesulfinimines Rs et Ss respectivement.

0 0
.S%, 8+
o o) H2N tBu N/ \tBU
® Ti(OiPr), Ow . |
R, H [ . S H
O : CH,Cl, o B
OBn TA, 16 h OBn
43 Rs-45, 64%
Sg-45, 85%

Schéma 34 : condensation de I'aldéhyde 43 avec les tert-butanesulfinamides Rs et S

Récemment, Reeves et al. ont publié une nouvelle méthode pour la formation d’'imine, dont les N-tert-
butanesulfinimines, utilisant le tris(2,2,2-trifluoroethyl)borate B(OCH,CF;);. *° La procédure avec les sels de
titane présente I'inconvénient de nécessiter une filtration pour éliminer I'oxyde de titane TiO, insoluble
formé par hydrolyse. Cette filtration est souvent trés lente et peut étre un probléme pour des réactions a
grande échelle. Avec I'agent B(OCH,-CF3)3, I'acide borique formé par hydrolyse est soluble en phase aqueuse
et donc facilement éliminé.

221 ) A. Ellman et al., Accounts Chem. Res. 2002, 35, 984-995.

A. W. Patterson, J. A. Ellman, J. Org. Chem. 2006, 71, 7110-7112.
22 ), W. Evans, J. A. Ellman, J. Org. Chem. 2003, 68, 9948-9957.

24 ) A, Ellman, Pure Appl. Chem. 2003, 75, 39-46.

%> M.-A. T. Robak et al., Chem. Rev. 2010, 110, 3600-3740.

°G. Liu et al., J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 9913-9914.

D. A. Cogan et al., Tetrahedron 1999, 55, 8883-8904.

J. P. McMabhon, J. A. Ellman, Org. Lett. 2004, 6, 1645-1647.

G. Liu et al., J. Org. Chem. 1999, 64, 1278-1284.

J. T. Reeves et al., Org. Lett. 2015, 17, 2442-2445.
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3) Additions diastéréosélectives sur les N-tert-butanesulfinimines 45

Le caractére électrophile des N-tert-butanesulfinimines est supérieur a celui des N-alkyl ou N-aryl imines
classiques et permet I'addition propre et a haut rendement de divers nucléophiles, tels que des organo-
magnésiens, lithiens, zinciques, indiens, siliciens et agents borés. *** Le groupe N-tert-butanesulfinyle est non
seulement chiral, mais aussi capable de coordiner les métaux, conduisant a de hautes diastéréosélectivités
pour I'addition de nombreux nucléophiles.

Modeéle d’Ellman

Les premiers exemples d’1,2-addition de réactifs organométalliques sur les N-tert-butanesulfinimines ont été

226,227 |15 ont observé que le solvant, le métal et certains additifs ont un effet

décrits par Ellman et al. en 1997.
considérable sur la stéréosélectivité de ces additions, comme I'ont montré Moreau et al. avec les para-
toluénesulfinimines. ! Sur la base de ces observations, des modeles d’état de transition ont été proposés
pour expliquer les stéréosélectivités observées. Selon les conditions, chacun des deux diastéréoisomeéres
peut étre obtenu (schéma 35). Les solvants non-coordinants, comme le toluéne et le dichlorométhane,
favorisent un modele avec chélation : Ellman propose un état de transition de type Zimmerman-Traxler A
dans lequel I'oxygene du groupement tert-butanesulfinyle coordine le métal. Ces conditions permettent
d’accéder majoritairement au produit d’attaque face Si. Au contraire, les solvants coordinants, comme THF
et Et,0, perturbent la formation de I'état de transition cyclique par coordination du métal. lls favorisent alors
un état de transition ouvert B ou le nucléophile approche la face la moins encombrée pour donner

majoritairement le produit d’attaque face Re.

t (R)

(R) | ,/,I-LI\ HN~
SUNTIR! T )
0--M—R2 R’

Sy
~0
RZ

R2M A
(,j/ attaque face Si

Y
R1J\H
. Y
R2M (R)

,S\

HN" >0
- :
R1/\R2

attaque face Re

Schéma 35 : états de transition proposés pour la stéréosélectivité des 1,2-additions sur des N-tert-butanesulfinimines

21p Moreau et al., Tetrahedron Asymmetry 1997, 8, 591-598.
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a-Alkoxy N-tert-butanesulfimines a-chirales

influencer la
232,233,234,235 L

Un groupement alkoxy situé en position o d'une N-tert-butanesulfinimine va

diastéréosélectivité faciale des additions selon ses propriétés stériques et électroniques. es
sélectivités observées pour I'addition de réactifs organométalliques sur des a-alkoxy N-tert-butanesulfimines
a-chirales sont alors le résultat de deux inductions: I'induction par le groupe N-tert-butanesulfinyle et
I'induction par le stéréocentre en a. La sélectivité induite par le stéréocentre en a est prédite par les
modeles de Felkin-Anh polaire, Cornforth-Evans et Cram chélate en fonction de la nature du groupe a-alkoxy
(fig. 57). En effet, le groupe a-benzyloxy, capable de chélater les métaux, peut suivre un modéle de type
Cram-chélate tandis que le groupe a-silyloxy, de par son encombrement stérique, est incapable de coordiner
les métaux et suit les modeles de Felkin-Anh polaire et Cornforth-Evans. Par ailleurs, la présence d’un
groupement coordinant en B peut également influer sur la diastéréosélectivité via un modéle B-chélate (fig.
57). 236
NS*

OR A\ 4N R'=Bn
\\\‘ R'= SIR3

H R
attaque face Si
R ML
o
NS* * i
OR' R
/ /@7 OR
-H :
Nu H Ny~ ORH " W !
(Felkin-Anh polaire] Cornforth-Evans B-chélate
attaque face Re
MLz
NS*H NS” o LM e
R'O R_dg ou OR'I/\)\’/’
J H
H ‘R\Nu- H "—l\Nu_ H\\R
(Houk (anti Felkin-Anh) (cram-chélate (a-chélate))

Figure 57 : modéles pour I'addition nucléophile sur des a-alkoxy imines

Barrow et al. ont publié la premiere étude concernant I'addition de réactifs organométalliques sur des a-

alkoxy N-tert-butanesulfinimines pour la synthése de 1,2-aminoalcools. >

lls ont montré que le sens de
I'induction pour les additions sur les a-benzyloxy ou a-silyloxy N-sulfinimines est opposé a celui observé
précédemment pour les additions sur des N-sulfinimines substituées par un alkyle ou un aryle. Pour

expliquer ces sélectivités « anti-Ellman », ils proposent un état de transition bicyclique avec chélation C dans

232 ) . Barrow et al., Tetrahedron Lett. 2001, 42, 2051-2054.

S. D. Kuduk et al., Tetrahedron Lett. 2004, 45, 6641-6643.
F. A. Davis, W. McCoull, J. Org. Chem. 1999, 64, 3396-3397.
T.P.Tangetal., J. Org. Chem. 2001, 66, 8772-8778.

R. Badorrey et al., Eur. J. Org. Chem. 2003, 2268-2275.

233
234
235
236

103



Chapitre 4

lequel I'imine-Z est stabilisée par coordination du métal par le substituant a-alkoxy en position axiale (fig.
58). Cet état de transition demande une isomérisation rapide de I'imine en [lisomere Z
thermodynamiquement défavorisé (énergie d’activation de I'isomérisation E/Z de para-toluénesulfinimines :
AGt = 13-17 kcal/mol). *’ Davis et al. ont étudié I'addition de réactifs organométalliques sur des N-
sulfinylimino esters et ont également observé des sélectivités « anti-Ellman ». ** La présence de I'oxygéne
en a perturbe la formation de I'état de transition de type chélate et donne lieu a deux états de transition
ouverts : le modele de Davis D et le modele de Cram-chélate E (coordination du métal a la fois par I'azote de
I'imine et par I'oxygeéne du groupement a-alkoxy) (fig. 58). Il est difficile de distinguer quel modele s’applique
car les modeles C, D, E ménent au méme produit (attaque face Re).

> N

.Ss 3 .S«
N0 R3M HN-SSo
20(R) 20 (R~
R O«\H R O\\i AR
H R! H R
_ . 4
’,_'(Rk
M S
N
R i o N °
1 R“O
|R2Q z _HJt ]
(R)S ‘\I R
gy N.“ N H 3 /
YH—Mgs MRy ]

(o8 E
"anti-Ellman" Cram-chélate

attaque face Re
Figure 58 : états de transition proposés pour la stéréosélectivité des 1,2-additions sur des a-alkoxy imines

Evans et Ellman ont étudié I'addition de réactifs de Grignard sur des N-tert-butansulfinimines a-chirales. **
L’addition de PhMgBr et d’EtMgBr sur 'a-benzyloxy imine Ss dans le toluéne a donné I'adduit syn-1,2-
aminoalcool avec de bons rendements et de hautes diastéréosélectivités (tabl. 15, entrées 1 et 2).

Y Y X

L .S¥ _S%
N|’S\O HN™ ~0 HN™ ~O
RMgBr h
(S) > (S) (S)
\‘)\H conditions (SR 7 \‘/(@R
OBn OBn OBn
Ss ;
anti
Re syn
Entrée Sulfinimine R Conditions drsyn:anti Rendement
1 S Ph Toluéne, -78 °C 99:1 94%
2 S Et Toluéne, -78 °C 91:9 75%
3 R Ph Toluéne, -78 °C 23:77 98%
4 R Et Toluene, -78 °C 14:86 93%
5 R Ph THF/TMEDA, -78 °C 5:95 80%
6 R Et THF/TMEDA, -78 °C 2:98 86%

Tableau 15: diastéréosélectivités observées par Evans et Ellman
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Cette réaction d’addition représente un « cas match » entre le stéréocontréle induit par le groupe N-
sulfinyle et le modele de Cram-chélate dicté par le stéréocentre en a (fig. 59, a). Au contraire, dans le « cas
mismatch » pour I'addition sur I'a-benzyloxy imine Rs, seules des stéréosélectivités modérées sont obtenues

22 cependant, 'utilisation d’une base de Lewis comme la N,N,N’,N'-

dans le toluéne (tabl. 15, entrées 3 et 4).
tétraméthyléthylenediamine (TMEDA) dans le THF a permis la formation de I'anti-1,2-aminoalcool avec une
tres bonne diastéréosélectivité (tabl. 15, entrées 5 et 6). Il est intéressant de noter que la sélectivité anti est
observée, ce qui suggere que la sélectivité diastéréofaciale induite par le groupe N-sulfinyle prime sur la
sélectivité prédite par le modele de Cram-chélate. La présence de TMEDA, en empéchant trés probablement
la formation de I'état de transition de Cram-chélate, favoriserait un état de transition ouvert avec approche
du nucléophile du c6té opposé au groupement tert-butyle, en respectant les modeles de Felkin-Anh polaire

et Cornforth-Evans (fig. 59, b).

al N\ . 1+ b)
s Mg t
o N7
OBn
Me
‘\
HH ““RMgBr
attaque face Si attaque face Re

Figure 59 : a) état de transition de type Cram-chélate pour I’addition de RMgBr sur I'a-benzyloxy imine Ss dans le toluéne ; b) état
de transition ouvert pour I'addition de RMgBr sur I'a-benzyloxy imine Rs dans le THF/TMEDA

Lors de mes travaux de thése, nous avons étudié la diastéréosélectivité des additions de divers nucléophiles
sur les N-tert-butanesulfinimines Rs-45 et Ss-45 possédant un stéréocentre en a et en f.

a) Addition d’'un nucléophile allylique

Bromure d’allyle magnésium

Nous avons réalisé I'addition de bromure d’allyle magnésium sur les N-tert-butanesulfinimines 45 chirales.
Les différentes conditions utilisées et résultats obtenus sont rassemblés tableau 16.

En partant de la sulfinimine Rs dans le toluéne, que ce soit a -20 °C ou a -78 °C, des rendements et
diastéréosélectivités similaires sont obtenus (tabl. 16, entrées 1 et 2). Pour des raisons de simplicité
opératoire, nous avons conservé la température de -20 °C pour les réactions d’addition menées
ultérieurement. Dans le dichlorométhane, nous obtenons également le produit anti 46 avec une bonne
diastéréosélectivité et un bon rendement (entrée 3).

La sélectivité est inversée lorsque la réaction est menée dans le THF en présence de I'additif TMEDA : le
produit syn 47 est formé majoritairement. En revanche, une faible diastéréosélectivité est observée (entrée
4).
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O O O

1]
S
N MaB HN"~>tBu HN
" H > 5T+ M/\
O : solvant, additif, T°C O (9 0 Z (R

OBn OBn ) OBn
anti syn
Rs-45 46 47
Se-45 48 49
Entrée Imine Solvant/additif Adduit dr anti:syn™"®

1 Rs-45 Toluene 46 + 47, 83% 94:6

2° Rs-45 Toluéne 46 + 47, 88% 92:8

3 Rs-45 CH,Cl, 46 + 47, 78% 89:11

4 Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 46 + 47, 85% 38:62

5 Ss-45 Toluene 48 + 49, 74% 13:87

6 Ss-45 CH,Cl, 48 + 49, 55% 30:70

7 Ss-45 THF/TMEDA (2 eq.) 48 + 49, 72% 97:3

Tableau 16 : 1,2-additions de bromure d’allyle magnésium sur Rs-45 et Ss-45 ; conditions : 3 eq. AllyIMgBr (1 M Et,0), -20 °C;; (a)
ratio déterminé par HPLC du brut ; (b) stéréochimie du produit majoritaire déterminée par RMN GOESY apres dérivatisation en
carbamate cyclique (cf page 117) ; (c) -78 °C

En partant de la sulfinimine Ss dans le toluéne ou le dichlorométhane, le produit syn 49 est obtenu avec une
diastéréosélectivité modérée (entrées 5 et 6). La sélectivité est inversée en réalisant la réaction dans le THF
en présence de TMEDA : le produit anti 48 est obtenu avec une trés bonne diastéréosélectivité (entrée 7).

L'addition diastéréosélective de bromure d’allyle magnésium a été étudiée sur des N-tert-butanesulfinimines

>’ Dans les solvants non-coordinants (CH,Cl,,

par Ellman **’ et sur des para-toluénesulfinimines par Hua
toluéne) ils proposent un état de transition cyclique a six centres de type Zimmerman-Traxler dans lequel
I’oxygéne du groupe N-sulfinyle et I'azote de I'imine coordinent le métal. Ainsi la réaction d’addition sur la
sulfinimine Rs-45 dans les solvants non-coordinants passerait par I’état de transition A avec une attaque face
Si conduisant aux adduits anti (schéma 36). La coordination du métal par I'azote activerait I'imine, expliquant
les meilleurs rendements et diastéréosélectivités observés pour les allylations par rapport aux additions

d’autres réactifs de Grignard.

La tres bonne sélectivité pour le composé anti peut s’expliquer par le « cas match » entre le modeéle de
Felkin-Anh ou Cornforth-Evans (attaque face Si) (cf fig. 57) et le stéréocontréle induit par le groupe N-
sulfinyle (schéma 36).

La réaction d’addition sur la sulfinimine Ss-45 dans les solvants non-coordinants passe par I'état de transition
B avec une attaque face Re conduisant aux adduits syn (schéma 36). Le « cas mismatch » entre les
stéréocontroles induits par le stéréocentre en a (attaque face Si) et par le groupe N-sulfinyle (attaque face
Re) explique la diastéréosélectivité modérée.

> D. H. Hua et al., J. Org. Chem. 1991, 56, 4-6.
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Induction par le groupe N-sulfinyle
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(0]
1
+ induction o HN'(%”tBu
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> 5 O
"Cas match" OBn
de 78-88%
O
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par le stéréocentre en a -~ OW
"Cas mismatch" OBn
de 40-62%

Schéma 36 : modele d’induction par le groupe N-sulfinyle et diastéréosélectivités obtenues

Les solvants coordinants (THF, Et,0) et les bases de Lewis (TMEDA) empéchent, par coordination du métal, la
formation de I'état de transition cyclique a six centres. Ainsi la réaction d’addition menée dans ces

conditions passe par un état de transition ouvert.

223,238

Les états de transition C et D sont proposés a partir

des sulfinimines Rs et Ss (schéma 37). Le « cas mismatch » entre le modele de Felkin-Anh polaire ou
Cornforth-Evans (attaque face Si) et le stéréocontréle par le groupe N-sulfinyle (attaque face Re) explique le

faible excés diastéréoisomérique obtenu avec la sulfinimine Rs. Le groupement benzyloxy peut également

géner I'approche du nucléophile sur la face Re. Pour la sulfinimine Ss, un « cas match » entre les deux types

de stéréocontrole permet d’atteindre une trés bonne diastéréosélectivité (schéma 37).

28 % -W Sun et al., Org. Lett. 2006, 8, 4979-4982.
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Induction par le groupe N-sulfinyle
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Schéma 37 : modéle d’induction par le groupe N-sulfinyle et diastéréosélectivités obtenues

Grace a cette méthode, nous avons acceés aux deux diastéréoisomeres anti et syn avec des
diastéréosélectivités et rendements intéressants.

Allyle indium

Foubelo et Yus ont étudié I'addition de bromure d’allyle sur des N-tert-butanesulfinimines en présence

d’indium dans le THF (addition de type Barbier) et ont observé de trés bonnes diastéréosélectivités. *° I

s
proposent un état de transition cyclique a 6 centres de type Zimmerman-Traxler dans lequel I'indium
coordine l'azote de l'imine et I'oxygéne du groupe sulfinyle. lls ont par la suite mis au point I'a-
aminoallylation d’aldéhydes « one-pot » avec un tert-butanesulfinamide énantiopur, du bromure d’allyle,
de I'indium et du Ti(OEt), dans le THF. **° Tous les réactifs sauf le bromure d’allyle sont agités a température
ambiante pendant 1 h, puis apres addition du bromure d’allyle, le mélange réactionnel est chauffé a 60 °C
pendant 5 h. Les diastéréosélectivités obtenues par cette méthode sont identiques a celles observées par

allylation des N-sulfinimines préformées.

2 Foubelo, M. Yus, Tetrahedron Asymmetry 2004, 15, 3823-3825.

9. C. Gonzalez-Gémez et al., J. Org. Chem. 2010, 75, 6308-6311.
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Dans ces conditions, a partir de I'aldéhyde 43 et avec le tert-butanesulfinamide Rs(schéma 38), nous
obtenons le produit anti 46 majoritaire avec un rendement de 69% et un ratio diastéréoisomérique de 88:12
(ratio déterminé par HPLC).

e | N LT
(R g,
1) HN™ 1By . .
Ti(OiPr)4 "s/
In en poudre /| ® Il
(R)
o THF - H ~S
/)/O (R) | TA, 1h Q /,N L /)/O ® HN tBu
o R H > \ / — > S} A
(:)B In O H
43 n 2) /\/Br (R) (S /s, OBn
7,
60°C,5h O H//OB” 46/47
dr 88:12
69%
(@)

attaque face Si

Schéma 38 : a-aminoallylation de I'aldéhyde 43 en présence d’indium

b) Addition d’'un nucléophile vinylique

Nous avons réalisé I'addition de bromure de vinyle magnésium sur les N-tert-butanesulfinimines Rs-45 et Ss-
45. Les différentes conditions utilisées et résultats obtenus sont rassemblés tableau 17.

o] O
g*
N tBu tBu HN/ \ tBu
/)/ (Ris) | H (R)(S) R)( S
O E solvant, additif, T°C
OBn
antl syn
Rg-45 50 51
Sg-45 52 53
Entrée Imine Solvant/additif Adduit dr anti:syn®"
1 Rs-45 Toluéne 50 + 51, 80% 54:46
2 Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 50 + 51, 76% 97:3
3¢ Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 50 + 51, 74% 94:6
4 Ss-45 Toluéne 52 + 53, 76% 92:8
5 Ss-45 THF/TMEDA (2 eq.) 52 + 53, 79% 89:11

Tableau 17 : 1,2-additions de bromure de vinyle magnésium sur Rs-45 et S-45 ; conditions : 3 eq. vinylMgBr (1 M Et,0), -78 °C ; (a)
ratio déterminé par HPLC du brut ; (b) stéréochimie du produit majoritaire déterminée par RMN GOESY aprés dérivatisation en
carbamate cyclique (cf page 117) ; (c) -20 °C
De bonnes et trés bonnes sélectivités pour le produit anti sont obtenues a partir de la sulfinimine Rs dans le
THF/TMEDA et a partir de la sulfinimine Ss dans le toluéne ou le THF/TMEDA (entrées 2, 3, 4 et 5),
correspondant a une attaque du nucléophile face Si et un état de transition non-chélaté suivant le modéle
de Felkin-Anh polaire (fig. 60). L’état de transition proposé est en accord avec le caractére non-chélatant des

. 7 . . 7 241 . . n 7 s
vinyl-magnésiens souligné par Coleman et Carpenter ***, qui pourrait étre lié & leur présence sous forme

RS, Coleman, A. J. Carpenter, Tetrahedron Lett. 1992, 33, 1697-1700.
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d’oligomeéres et d’agrégats. Dans le cas de la sulfinimine Rs, le groupement tert-butyl semble géner
I"approche du nucléophile, ce qui peut expliquer la mauvaise diastéréosélectivité obtenue.

4
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H
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Figure 60 : états de transition de type Felkin-Anh pour I’addition du bromure de vinyle magnésium

Dans le THF/TMEDA, nous remarquons que quelque soit la chiralité du groupe sulfinyle, le produit anti est
formé trés majoritairement (tabl. 17, entrées 2, 3 et 5). Wang a également fait cette observation pour
I’addition de bromure de vinyle magnésium sur des N-tert-butanesulfinimines dérivées de thréitol et

242,243

dérivées de D-xylofuranose. La chiralité du soufre ne semble pas jouer un réle important dans ce cas, la

diastéréosélectivité suit alors le modele de Felkin-Anh polaire ou Cornforth-Evans (attaque face Si).

c) Addition d’'un nucléophile éthynylique

Le bromure d’éthynyle magnésium a été additionné aux sulfinimines chirales 45 (tabl. 18). Il n’y a eu aucune
conversion dans le THF/TMEDA (entrées 2 et 4). Dans le toluéne, I'addition sur la sulfinimine Rs a donné le
produit anti 54 majoritaire avec une diastéréosélectivité correcte (entrée 1) tandis que I'addition sur la
sulfinimine Ss donne une conversion médiocre (entrée 3).

%2 B. Wang, J. Org. Chem. 2010, 75, 6012-6015.

3, Wang, P.-P. Zhang, Tetrahedron Lett. 2012, 53, 119-122.
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@) O

S* /
N”">tBu MgBr HN \tB HN/ \tB
OR),« |l = /)/ (R) /)/ (R)
(s) (S (s
J H (S) (R)

z solvant, additif, T°C

RS—45 54 ant/ 55 Syn
Ss-45 56 57
Entrée Imine Solvant/additif Conversion Adduit dr anti:syn® b
1 Rs-45 Toluene 100% 54 + 55, 65% 88:12
2 Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 0 - -
3 Ss-45 Toluéne 23% 56 + 57 -
4 Ss-45 THF/TMEDA (2 eq.) 0 - -

Tableau 18 : 1,2-additions de bromure d’éthynyle magnésium sur Rs-45 et Ss-45 ; conditions : 5 eq. éthynylMgBr (0.5 M Et,0), -20
°C; (a) ratio déterminé par HPLC du brut ; (b) stéréochimie du produit majoritaire déterminée par RMN apreés dérivatisation (cf
page 117)

L'addition du bromure d’éthynyle magnésium sur la sulfinimine Rs passe certainement par un état de
transition cyclique a six centres selon le modele d’Eliman (fig. 61).

Figure 61 : état de transition proposé pour I’addition du bromure d’éthynyle magnésium sur la sulfinimine R

d) Addition d’un nucléophile propargylique

Propargyle indium

Foubelos et Yus ont décrit en 2013 la propargylation diastéréosélective de type Barbier de N-tert-
butanesulfinimines & partir du bromure de triméthylsilyle propargyle et d’indium. ***Ils proposent le
mécanisme illustré schéma 39. La réaction de I'indium sur le bromure de triméthylsilyle propargyle donne le
prorpargyle indium A qui, par réarrangement métallotropique, est en équilibre avec I'indium allényle B. DG a
I'effet stabilisant de I’atome de silice sur les a-carbanions **, 'espéce la plus stable est B. En considérant que
dans les intermédiaires allyles indiums, I'addition ¥ est préférée a l'addition a, la réaction passe
préférentiellement par I'état de transition D et le produit F est obtenu majoritairement ou exclusivement.

*** M. J. Garcia-Mufioz et al., Eur. J. Org. Chem. 2013, 1287-1295.
*>D. M. Wetzel, J. I. Brauman, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 8333-8336.
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Schéma 39 : mécanisme proposé pour la propargylation des N-tert-butanesulfinimines

Nous avons testé la réaction de propargylation de la N-tert-butanesulfinimine Rs-45 avec le bromure de
triméthylsilyle propargyle en présence d’indium, sous ultra-sons (schéma 40). La réaction est lente et au
bout de 8 h, nous observons un mélange de 28% de substrat de départ et 72% d’un mélange 67/33 des
alcynes anti-58/syn-59 (ratio déterminé par RMN). Il est a noter qu’il n’y a pas eu formation des produits
alléenes anti-60 ou syn-61. Nous n’avons cependant pas poursuivi avec cette méthode au vu de la faible

diastéréosélectivité et de la lenteur de la réaction.

Br
O / (0] (@]
G T™S (3eq.) (R) & (R §
N~ tBu ' '
/~/O (Rs) | In (3 eq.) q,
o/ H THF
OBn ultra-sons
Re-45 TA, 8h
TMS
anti-58 : syn-59 anti-60 : syn-61
67:33 0:0

Schéma 40 : propargylation de Rs-45 avec le bromure de triméthysilyle propargyle et I'indium
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Ester pinacolique de I'acide allénylboronique

La réaction de propargylation diastéréosélective des N-tert-butanesulfinimines chirales 45 peut étre
envisagée avec l'allényl-boronate en présence d’une quantité catalytique de diéthylzinc, comme décrit par
Fandrick et al.. 2**** |Is proposent le cycle catalytique illustré schéma 41, passant par un échange B/Zn entre
le diéthylzinc et le réactif allényl-boronate pour donner le réactif nucléophile allényl-zinc A et

I’éthyldioxaborolane. ¢

Il y a ensuite addition de I'allényl-zinc sur la N-tert-butanesulfinimine conduisant
a I'intermédiaire B, qui participe a un nouvel échange B/Zn avec le réactif allényl-boronate pour régénérer

I'allényl-zinc A et compléter le cycle catalytique.

=
/'/\I?/O
o
Q
e
O’B\N’S OtBu N’S*OtBu
7 = ZnEt
R)*\/ ~ A R)\H
2N, 0
=z~ B EtZn.  -S*OtBu
(@]
7
=
RM
B

Schéma 41 : mécanisme de propargylation avec I’ester pinacolique de I'acide allénylboronique catalysée par ZnEt,

Les résultats obtenus dans ces conditions pour les N-tert-butanesulfinimines chirales 45 sont rassemblés
tableau 19.

%% D. R. Fandrick et al., Org. Lett. 2010, 12, 748-751.

H. M. Wisniewska, E. R. Jarvo, J. Org. Chem. 2013, 78, 11629-11636.
D. R. Fandrick et al., Org. Lett. 2010, 12, 88-91.
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=
=7 B0
o o)
o /S\tBu .
\W ZnEt, (20mol%) N
o L THF
OBn TA, 2h
Rs-45
Sg-45
Entrée Imine Adduit dr anti:syn®
1 Rs-45 62 + 63, 72% 3:97°
2 Ss-45 64 + 65, 79% 20:80°

Tableau 19 : 1,2-additions d’un nucléophile propargylique sur Rs-45 et Ss-45 ; conditions : 1.5 eq. d’ester pinacolique de I'acide
allénylboronique, 20% ZnEt,, THF, TA ; (a) stéréochimie du produit majoritaire déterminée par RMN aprés dérivatisation (cf page
117) ; (b) ratio déterminé par HPLC du brut ; (c) ratio déterminé par RMN du brut

Le produit syn est obtenu avec une tres bonne diastéréosélectivité a partir de la sulfinimine Rs (entrée 1) et
avec une diastéréosélectivité correcte a partir de la sulfinimine Ss (entrée 2). Les états de transition de type
Cram-chélate présentés figure 62 peuvent expliquer les sélectivités diastéréofaciales observées (attaque
face Re). L'approche du nucléophile est synclinale avec coordination du zinc par 'oxygene du groupe
sulfinyle. Les sulfinimines adoptent la conformation favorisée avec le doublet non-liant de I'azote et la liaison
S-O en antipériplanaire. Pour la sulfinimine Ss, le moins bon exces diastéréoisomérique peut s’expliquer par
la non-coopération entre le modele de Cram-chélate et I'induction par le groupe sulfinyle.

_______________________________________________________________

Figure 62 : possibles états de transition pour I’addition de I’ester pinacolique de I'acide allénylboronique

e) Addition d’'un nucléophile benzylique

Bromure de benzyle magnésium

Les conditions et résultats obtenus pour I'addition du bromure de benzyle magnésium sur les sulfinimines
chirales 45 sont indiqués dans le tableau 20. De trés bonnes diastéréosélectivités pour le produit anti sont
obtenues a partir de la sulfinimine Rs dans le toluéne et dans le THF/TMEDA (entrées 1 et 2). Pour I'addition
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sur la sulfinimine Ss, nous observons des mauvaises diastéréosélectivités dans les deux types de solvant

(entrées 3 et 4).

O
o @MgBr HN/ \tB HN- S tBu
W (R)(S) Ph R’(S) Ph
o) H solvant, additif, T°
OBn " n svn
Rg-45 66 67 7
S5-45 68 69
Entrée Imine Solvant/additif Adduit dr anti:syn® b
1 Rs-45 Toluéne 66 + 67, 78% 92:8
2 Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 66 + 67, 74% 96:4
3 Ss-45 Toluéne 68 + 69, 89% 52:48
4 Ss-45 THF/TMEDA (2 eq.) 68 + 69, 85% 53:47

Tableau 20 : 1,2-additions de bromure de benzyle magnésium sur Rs-45 et S¢-45 ; conditions : 3 eq. benzylMgBr (1 M Et,0), -20 °C;
(a) ratio déterminé par HPLC du brut ; (b) stéréochimie du produit majoritaire déterminée par RMN GOESY aprés dérivatisation en
carbamate cyclique (cf page 117)

Le modele d’Ellman est proposé pour expliquer la sélectivité diastéréofaciale observée dans le toluéne pour
I’addition sur la sulfinimine Rs (approche Felkin-Anh) (fig. 63). Pour la sulfinimine Ss, le mauvais ratio
diastéréoisomérique peut s’expliquer par la non-coopération entre le modéle de Felkin-Anh/Cornforth-Evans

et le modele d’Ellman (approche anti-Felkin-Anh).

E (R) /N/F“LH

Sulfinyle Rg
Bn

O,

attaque face Si

O

Figure 63 : état de transition de type Ellman pour I'addition sur la sulfinimine R

Bromure de 2-bromobenzyle magnésium

Enfin, nous avons réalisé I'addition du bromure de 2-bromobenzyle magnésium sur les sulfinimines Rs-45 et
Ss-45 (tabl. 21). Etonnamment, les diastéréosélectivités obtenues sont trés différentes de celles observées

avec le bromure de benzyle magnésium.
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(o) Br
I
A/ N’S\tBu ©/\/MgBr
e
(S) >
o : H solvant, additif, T°C
OBn
Rs-45
Sg-45
Entrée Imine Solvant/additif Adduit dr anti:syn™"®
1 Rs-45 Toluene 70+ 71 60:40
70 isolé (33%)
2 Rs-45 THF/TMEDA (2 eq.) 70+ 71 50:50
70 isolé (20%)
3 Ss-45 Toluéne 72 +73,70% 2:98
4 Ss-45 THF/TMEDA (2 eq.) 72 + 73, 63% 44:56

Tableau 21 : 1,2-additions de bromure de 2-bromobenzyle magnésium sur Rs-45 et Ss-45 ; conditions : 3 eq. 2-Br-benzylMgBr (1 M
Et,0) fraichement synthétisé, -20 °C ; (a) ratio déterminé par HPLC du brut ; (b) stéréochimie du produit majoritaire déterminée
par RMN GOESY apreés dérivatisation en carbamate cyclique (cf page 117)

L'addition du bromure de 2-bromobenzyle magnésium donne de mauvaises diastéréosélectivités dans le
toluéne et le THF/TMEDA a partir de la sulfinimine Rs (entrées 1 et 2) et dans le THF/TMEDA a partir de la
sulfinimine Ss (entrée 4). Au contraire, une trés bonne diastéréosélectivité pour le composé syn est obtenue
a partir de la sulfinimine Ss dans le toluéne (entrée 3) et pourrait étre expliquée par I'état de transition
présenté figure 64. Le conformere de la sulfinimine S le plus stable est le rotamere A (rotation autour de la
liaison N-S), dans lequel I'oxygéne du sulfinyle est en arrangement s-cis par rapport a la liaison C=N,
permettant une interaction stabilisante entre I'oxygene du sulfinyle et I'hydrogene de I'imine. Pour un
substrat benzylimine, I'équilibre entre les deux rotaméres est associé a un AG de 4.0 kcal/mol. *° En
présence d’acides de Lewis tel que MgBr,, I'équilibre est déplacé vers le rotamere B grace a la coordination

¥ La présence significative de

stabilisante de I'acide de Lewis par I'oxygéne du groupe sulfinyle (fig .64).
MgBr, (ou d’autres sels de magnésium) est peut-étre liée au fait que le bromure de 2-bromobenzyle a été

synthétisé préalablement au laboratoire.

_____________________________________________________________

: Sulfinyle Sg !
1 N ~ o
I -~ _ =
1A M:- 0\(8) .
' 1>~ .S U(S) ! !
| N7 N : |
1 / | /O -~ | !
1| BnO(S) ‘ BnO (S) :
| H AR " 2-Br-BnMgBr| |
| O7<o . ger|
rotamere A rotamere B
E S-Cis attaque face Re :

Figure 64 : état de transition possible pour I’addition sur la sulfinimine S5 dans le toluéne en présence de MgBr,

249

J. A. Fernandez-Salas et al., Org. Lett. 2013, 15, 1658-1661.
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f) Détermination de la stéréochimie des produits d’addition

Afin de déterminer la stéréochimie relative des différents adduits, ces derniers ont été dérivatisés en
carbamates cycliques permettant des expériences de RMN.

Pour chaque produit d’addition, le groupe N-tert-butanesulfinyle est ainsi facilement retiré par traitement

|. 2° Le sous-produit de cette réaction est le tert-butanesulfinyle méthylester

acide avec HCl dans le méthano
qui est volatil. Dans ces conditions, la protection acétonide est également retirée, ce qui donne un
aminodiol. Celui-ci est directement engagé, apres concentration a |’évaporateur rotatif, dans la réaction de

protection de I'amine par le groupement Boc (tabl. 22).

0
HN/S*\tBu NH> NHBoc
/F% HCI % Boc,0, DIPEA= %
¢) H MeOH  HO : CH,Cl, HO T
OBn TA, 1.5h OBn TA, 16 h OBn
Entrée Substrat Produit Rendement
1 Allyle 46/47 (94:6) anti-74 85%
2 Allyle 48/49 (13:87) syn-75 71%
3 Vinyle 50/51 (97:3) anti-76 90%
4 Ethynyle 54/55 (88:12) anti-77/syn-78 (88:12)° 71%
5 Propargyle 62/63 (3:97) syn-79 83%
6 Benzyle 66/67 (96:4) anti-80 79%
7 Benzyle 68/69 (52:48) syn-81 30%
8 2-Br-benzyle 70 anti-82 51%
9 2-Br-Benzyle 72/73 (2:98) syn-83 73%

Tableau 22 : séquence déprotection de la N-tert-butanesulfinyle amine et du diol/protection de I’amine ; (a) ratio déterminé par
RMN

Les composés allyles anti-74 et syn-75, vinyle anti-76, benzyle anti-80 et 2-bromobenzyle syn-83 sont ensuite
dérivatisés en carbamates cycliques en conditions basiques (KHMDS). Les carbamates cycliques ainsi obtenus
sont analysés en RMN *H et RMN GOESY (tabl. 23).

RS KHMDS
HO H THF
OBn TA, 25 h
Entrée Produit Constante de couplage Effet NOE par Stéréochimie relative
J(H*-HP) / J(HP-HY) irradiation de H*  du produit d’addition
1 Allyle anti-84 9 Hz /8.8 Hz 2% (sur HY) anti
2 Allyle syn-85 6.3Hz/4.0Hz 0 syn
3 Vinyle anti-86 9.3Hz/9.1Hz 2% (sur HY) anti
4 Benzyle anti-87 9.4Hz/9.3Hz nd anti
5 2-Br-benzyle syn-88 7.5Hz/5.1Hz 2% (sur CHPhBr) syn

Tableau 23 : détermination de la stéréochimie relative des produits d’addition ; nd : non déterminé
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En RMN H, nous nous intéressons plus particulierement aux constantes de couplage */ entre les protons
H%/HP et H®/H". Dans un cycle a 6 centres, lorsque des protons sont en position trans-diaxiale, leur constante
de couplage est de I'ordre de 8-10 Hz (schéma 42) ; sinon celle-ci est plus faible et de I'ordre de 0-5 Hz. Ainsi,
la mesure de la constante 3J(HB/HY) nous permet de déduire la configuration relative du carbone portant
I"amine.

La RMN GOESY (Gradient-enhanced nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) est utilisée pour évaluer la
proximité spatiale entre des protons au sein d’une molécule. Le proton H® est irradié et nous observons les
effets de cette irradiation sur le proton H* de la molécule. Lorsque les protons « se voient » dans I'espace, un
effet NOE (Nuclear Overhauser Effect) est observé (schéma 42); cela se traduit par un signal négatif au
déplacement chimique du proton perturbé aprés soustraction des spectres proton et GOESY. Lorsque les
protons ne «se voient » pas dans l'espace, aucun signal n’est observé. Ainsi, nous en déduisons la
configuration relative du carbone portant 'amine des produits d’addition (tabl. 23).

effet NOE entre H* et H" pas d'effet NOE entre H* et HY
Schéma 42 : effet NOE entre les protons H* et H'

Pour le composé benzyle anti-80, la formation du carbamate cyclique anti-87 n’est pas compléete malgré
I'ajout répété de KHMDS (entrée 4). Le mélange de substrat de départ/carbamate cyclique (42/58) est donc
simplement analysé en RMN H. Le profil des signaux pour les protons H® H? et H" est similaire & celui du
carbamate cyclique anti-84 et les constantes de couplage J(H*-H) et J(H*-H") sont de I'ordre de 9 Hz, ce qui
nous permet de conclure quant a une stéréochimie relative anti pour le produit d’addition benzyle anti-87.

Pour les composés éthynyle anti-77/syn-78 (88:12) et propargyle syn-79, la fonction alcyne est réduite en
alcéne par hydrogénation catalytique au palladium de Lindlar (schéma 43). Les analyses RMN 'H des
composés ainsi formés sont comparées a celles des produits allyles anti-74 et syn-75 et vinyle anti-76. Nous
en déduisons la configuration relative du carbone portant 'amine pour le diastéréoisomere majoritaire : anti
pour I'éthynyle et syn pour le propargyle.

H
NHBoc 2 NHBoc
HO ;
Ryl #Z _Pdlindar_ HOgm) | ~
HO : n=0.1 AcOEt  HO : o)
OBn TA, 16 h OBn
(n =0) anti-77/syn-78 (88:12) (n = 0) anti-76 majo.
(n=1)syn-79 (n=1)syn-75

Schéma 43 : hydrogénation catalytique de I’alcyne au Pd de Lindlar

Afin de déterminer la configuration absolue des produits d’addition, des essais de cristallisation ont été
réalisés pour le composé allyle anti-74, en vain. Pour faciliter la cristallisation, nous avons synthétisé le
dérivé ester anti-89 par estérification avec le chlorure de para-nitrobenzoyle (schéma 44). Cependant, nous
n’avons pas non plus obtenu de cristaux a partir d’anti-89.
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O.N
NHBoc  Cchlorure de 4-nitrobenzoyle © NHBoc
HOU 6 DIPEA, DMAP O s
Ho 2N = 0RO
OBn CH,Cly © OBn
0°C-TA, 24 h
anti-74 anti-89
NO,

Schéma 44 : estérification d’anti-74

Des essais de cristallisation sur des molécules telles que syn-79 sont également en cours. D’autres méthodes
de détermination de la configuration absolue auraient pu étre utilisées, a savoir le dichroisme circulaire et la
RMN (agents chiraux de dérivatisation).

4) Synthése des époxydes 90-97

L’étape suivante consiste a synthétiser les époxydes 90-97 a partir des diols 74-83.

A partir du composé allyle anti-74, nous avons d’abord essayé les conditions chlorure de mésyle/DIPEA
(schéma 45). *° L’alcool primaire est transformé en mésylate par réaction avec du sulféne, formé in situ par
élimination du chlorure de mésyle en présence de base (DIPEA). Le mésylate peut alors subir I'attaque
intramoléculaire de I'alcool secondaire pour donner I’époxyde.

MsCI (1 eq.)
HO NHBoc DIPEA (3 eq.) NHBoc
(Rs — x> 0o=lFy
HO 7 (S) A 7 (S) X
= CH20|2 =
OBn TA, 16 h OBn
anti-74 anti-90

Schéma 45 : époxydation de anti-74 par activation de I'alcool primaire avec le chlorure de mésyle

Dans ces conditions, nous avons observé un mélange complexe. De la méme facon, |'activation sélective de
I'alcool primaire peut étre réalisée avec une quantité catalytique d’oxyde de dibutylétain et du chlorure de
tosyle en présence de triéthylamine (schéma 46). ' Aprés isolement du produit de tosylation, I’époxyde est

formé en condition basique douce.

cat. Bu,SnO
TsCI
HO " NHBoc NEt, HO " NHBoc K,COs NHBoc
(S) R E—— (S) ———— 0B
HO TSN CH)Cl, 750 (™" MeOH O
OBn TA, 16 h OBn TA,5h OBn
anti-74 anti-98 anti-90

Schéma 46 : tosylation sélective de I’alcool

»%5. 5. Harried et al., J. Org. Chem. 2009, 74, 5975-5982.
>L M. J. Martinelli et al., Org. Lett. 1999, 1, 447-450.
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Le mécanisme de cette réaction est illustré schéma 47. Le traitement du diol par Bu,SnO conduit a la
formation d’un acétal étain A. Ce dernier permet I'activation de I'alcool primaire et la protection temporaire
de l'alcool secondaire. L'acétal étain subit ensuite une tosylation sélective pour donner B, puis C aprés

traitement.
R Bu,SnO R s R R
Ho)\ NEts O/S cl. /o)w Ho)\
OH Bu-Sn-O SN TsO OTs
B / Bu Bu C
u
A B

Schéma 47 : mécanisme de la réaction de tosylation sélective avec Bu,SnO

Dans ces conditions, nous observons certes la formation du produit de tosylation anti-98, mais en présence
d’un sous-produit anti-99 majoritaire issu d’une cyclisation du carbamate Boc sur le tosylate intermédiaire

(schéma 48).

anti-98 anti-99

Schéma 48 : formation du sous-produit anti-99

Nous nous sommes donc tournés vers une époxydation dans les conditions de Mitsunobu, a savoir
diisopropyl azodicarboxylate (DIAD) en présence de triphénylphosphine au reflux du toluéne (tabl. 24). 2>

NHBoc NHBoc

HO g DIAD, PPhs
J\@/SK/\ > O~fR)s N
HO : (9 Toluéne 2 (9
OBn OBn
anti-74 anti-90
Entrée Conditions Formation du sous-produit anti-99 Rendement
1 3h-5h,110°C oui (jusqu’a 50%) 44-77%
2 5 min, MW, 150 °C non 65%

Tableau 24 : époxydation dans les conditions de Mitsunobu

Le mécanisme de cette réaction est indiqué schéma 49. La triphénylphosphine réagit avec le DIAD pour
donner un ion phosphonium A, sur lequel va réagir I'alcool primaire du diol. L’alcool primaire ainsi activé est
attaqué par l'alcool secondaire pour donner un ion oxonium B. Il y a enfin libération de I'époxyde et de
I’hydrazine du DIAD 100.

2 0. Mitsunobu, Synthesis 1981, 1, 1-28.
23T, Hanaya et al., Carbohydr. Res. 2003, 338, 1641-1650.
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OH

PPh . i OH
L CO,iPr Phs'R_ CO,iPr WO R NG AN /OQ

/N:N —_— N—-N- —_—> . " + Ph3 P ~ R

(stabilisé par résonance)

CO,Pr  H._

— PPhgO + HN—N/'\/
iPro,C

Schéma 49 : mécanisme de la réaction de Mitsunobu

o COojiPr
—_— HN—N
\>\R iPrOZC/ H + \>\R
B 100

Dans les conditions de Mitsunobu, nous avons obtenu le produit désiré avec des rendements de 44 a 77%,
mais le sous-produit de cyclisation anti-99 a été également observé (tabl. 24, entrée 1). Afin d’éviter la
formation de ce sous-produit, la réaction est testée sur des temps courts au micro-onde (5 min) a 150 °C,
comme décrit par Steinreiber et al. (tabl. 24, entrée 2).**
substrat de départ sans formation du sous-produit de cyclisation anti-99. Le chauffage par micro-onde sur

Nous observons une conversion compléte du

des courtes durées offre ici un réel avantage par rapport a la voie thermique. Lors de la purification par
chromatographie sur colonne, le sous-produit diisopropyl hydrazine dicarboxylate 100 et le produit désiré
sont difficilement séparables. Nous obtenons le produit désiré avec un rendement de 65% en présence de
26% du sous-produit 100.

Pour contourner ce probleme de séparation, Hagiya et al. ont mis au point un réactif, le di-2-méthoxyéthyl
azodicarboxylate (DMEAD) (schéma 50). **° Le sous-produit hydrazine dérivé du DMEAD est beaucoup plus
soluble dans I'eau (0.55g/ml, TA) que les analogues éthyle et isopropyle (<0.01g/ml, TA) et peut donc étre
retiré du mélange réactionnel par simple extraction. De plus, la forte polarité du sous-produit hydrazine
dérivé du DMEAD (Rf = 0.08, acétate d’éthyle/hexane 1/1) par rapport aux analogues éthyle (Rf = 0.44) et
isopropyle (Rf = 0.65) permet une séparation compléte du produit désiré par chromatographie sur colonne.
La réaction de Mitsunobu avec le DMEAD a été testée avec le composé anti-80 et a donné un bon
rendement de 78% (schéma 50).

NHBoc NHBoc DMEAD
HO g, o DMEAD, PPhs 0 oh o )OL N O
HO\>\§:J/(S)k/ ) > \7\/\3%/ AN N \[( ~ 0"
5B toluéne, 150°C o8
n 15 min, MW n O
anti-80 78% anti-93

Schéma 50 : époxydation dans les conditions de Mitsunobu avec le réactif DMEAD

>4 A Steinreiber et al., Tetrahedron Lett. 2001, 42, 6283-6286.

25K, Hagiya et al., Tetrahedron 2009, 65, 6109-6114.
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L’époxydation est ainsi réalisée dans les conditions de Mitsunobu au micro-onde pour les produits 90-97

(tabl. 25).

NHBoc réactif NHBoc
HO D toluéne H
OBn MW, 150 °C, temps OBn

Entrée Composé Réactif Temps Rendement
1 Allyle anti-74 DIAD 5 min anti-90, nd
2 Allyle syn-75 DIAD 5 min syn-91, nd
3 Vinyle anti-76 DIAD 5 min anti-92, nd
4 Benzyle anti-80 DMEAD 15 min anti-93, 78%
5 Benzyle syn-81 DMEAD 15 min syn-94, 81%
6 2-Bromobenzyle anti-82 DMEAD 1h anti-95, 60%
7 2-Bromobenzyle syn-83 DMEAD 1h syn-96, 69%
8 Propargyle syn-79 DMEAD 10min syn-97, 72%

Tableau 25 : époxydation dans les conditions de Mitsunobu au micro-onde

Ces époxydes sont de réelles plateformes modulables sur lesquelles il est possible d’additionner divers
nucléophiles. Nous allons ainsi étudier I'addition de nucléophiles de type vinylique, acétylénique, ainsi que

I'ouverture de I'époxyde par des azotures et thiols.

5) Synthese de cycloheptanes et cyclohexanes trisusbtitués

Les composés (25,35)-120 et (2S,3R)-121 sont synthétisés afin d’évaluer I'effet de I'absence du cycle
benzénique (par rapport au composé 1) sur I'inhibition de PfA-M17 et APaero (schéma 51). Nous pouvons
également observer I'effet de la configuration relative anti/syn du carbone portant I'amine puisque les deux
diastéréoisomeres sont obtenus. L'importance de la cétone peut elle aussi étre mise en évidence en testant
le composé (1R,2S,35)-119. Enfin, il peut étre intéressant de faire varier la taille du cycle en synthétisant le
composé (25,35)-124. Tous ces composés sont obtenus en quelques étapes décrites ci-dessous a partir des

époxydes anti-90, syn-91 ou anti-92 (schéma 51).
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0] Oxydation OH
Déprotections s)
p—
(S) OH OBn
NH,.TFA NHBoc
(2S,3S5)-124 (6S)-107
. Métathese
0 Qxydatu_)n OH cyclisante on NHBoc Olgverture NHBoc
Déprotections s) d'époxyde Ou(R)ss)
H ———— OBn —— y R~ * n\ f— i n\
NHzHC NHBoc =1 OB?' 101 n=?Bar:7ti-90
(25,35)-120 (6S)-105 n= ""S” rll-—102 91
(2S,3R)-121 (6R)-106 o _ Sy
’ n=0 anti-104 n=0 anti-92
(R) OH Déprotection
OH
(9 NH,.HCl

(1R,2S,3S)-119
Schéma 51 : rétrosynthése depuis les époxydes anti-90, syn-91 et anti-92

Ouverture régiosélective de I'époxyde

La premiere étape consiste en I'ouverture régiosélective des époxydes anti-90, syn-91 et anti-92 avec un
nucléophile vinylique. Les résultats sont reportés dans le tableau 26. Dans leur synthése de I'(-)-
isoprelaurefucine, Lee et al. ont décrit I'ouverture d’'un époxyde avec le bromure de vinyle magnésium
catalysée a I'iodure de cuivre dans le THF a -30 °C. °® Dans ces conditions, nous obtenons le produit désiré a
partir du substrat allyle anti-90 avec un rendement de 44% (entrée 1). Cette réaction catalytique en cuivre (l)

passe trés certainement par la formation de I'organocuprate (vinyl),CuMgBr. **

ZMgBr (4 eq.)

- NHBoc sel de cuivre (I) OH NHBoc OH ';lHBOC
(0] S\t _— SLy S,
K NN solvant  _~TR) - n YT B AT RN
OBn ,.o4 t°C, temps OBn  _,; OBn
(n=1) anti-90, syn-91 (n=1) anti-101, syn-102 syn-103
(n=0) anti-92 (n=0) anti-104
Entrée Substrat Conditions Produits Rendement
1 Allyle anti-90 Cul (50%), THF, -30 °C, 4 h® anti-101 44%
2 Allyle anti-90 CuCN (50%), Et,0, 0 °C-TA, 1h anti-101 59%
3 Allyle syn-91 CuCN (50%), Et,0, 0 °C-TA,3.5h  syn-102 + syn-103 (20%)° 53%
4 Vinyle anti-92 CuCN (50%), Et,0, 0 °C-TA,1.5h anti-104 67%

Tableau 26 : ouverture régiosélective des époxydes anti-90, syn-91 et anti-92 avec un nucléophile vinylique ; (a) vinylIMgBr 5 eq. ;
(b) syn-102 et syn-103 sont inséparables par chromatographie

»® Y. Lee et al., J. Org. Chem. 2005, 70, 8723-8729.
7 Organometallics in Synthesis: A Manual, 2" Edition, M. Schlosser, Wiley 2002, 1-1243.
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Nous avons également testé les conditions décrites par Chida et al. avec une catalyse au cyanure de cuivre
(entrée 2). >*® L utilisation de ce catalyseur a permis une amélioration du rendement jusqu’a 59%. La réaction
passe ici trés certainement par la formation de I'organocuprate vinylCu(CN)MgBr ou (vinyl),Cu(CN)(MgBr),.
7 Ces conditions se sont aussi révélées satisfaisantes pour 'ouverture de I'époxyde du substrat vinyle anti-
92 (entrée 4). Par contre, pour I'allyle syn-91, nous avons observé 20% du sous-produit bromhydrine syn-103
correspondant au produit d’ouverture de I'époxyde par le brome du réactif MgBr, obtenu par équilibre de
Schlenk (a partir du réactif de Grignard ou de ses dérivés) (schéma 52). Allepuz et al. ont également observé
que I’halogéne du réactif de Grignard et celui du sel de cuivre (I) entrent sérieusement en compétition avec

29 plexakis et al. ont montré que l'ajout de BF;+OFEt,
260

le réactif de Grignard pour I'ouverture d’'un époxyde.
peut minimiser la formation d’halohydrine, mais nous n’avons pas essayé avec le substrat syn-91.

2 vinylMgBr

MgBr, + (vinyl),Mg

2 vinylCu(CN)MgBr MgBr, + (vinylCu(CN)),Mg

NHBoc OH NHBoc
R
OW +MgBr, —= g 5@ N
OBn OBn

Schéma 52 : équilibre de Schlenk et formation de la bromhydrine

Fermeture du cycle par réaction de métatheése cyclisante

Nous réalisons ensuite la fermeture du cycle a six chainons pour le substrat anti-104 et sept chainons pour
les substrats anti-101 et syn-102 par une réaction de métathése cyclisante (schéma 53).*°! Le complexe
ruthénium-carbene de Grubbs de deuxieme génération a été utilisé dans le toluéne a 60 °C et a donné de
bons rendements pour les produits (4R,5S,65)-105, (4R,5S,6R)-106 et (4R,55,65)-107. Bien que la
configuration absolue des carbones n’ait pas été démontrée, nous nommons désormais les composés via les

descripteurs R et S par souci de clarté.

RCM cl
oH NHBoc cat. Grubbs I Ru=
s) (3%) C(I:; lID‘C Ph
7 - > ' Yy
2 n toluéne Cy

catalyseur Grubbs
2°me génération

OBn °
n=0 1 60°C,4 h

(n=1) anti-101, syn-102 (n=1) (4R,5S,6S)-105, 95%
(n=0) anti-104 (n=1) (4R,5S,6R)-106, 44% (2 étapes)
(n=0) (4R,5S,65)-107, 83%

Schéma 53 : réaction de métatheése cyclisante

% N. Chida et al., Bull. Chem. Soc. Jpn 1998, 71, 259-272.

»% A, C. Allepuz et al., Eur. J. Org. Chem. 2009, 6172-6178.

%9 A, Alexakis et al., Tetrahedron 1986, 42, 5607-5619.

*1p R Skaanderup, R. Madsen, Chem. Comm. 2001, 1106-1107.
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Le mécanisme de la réaction de métathese cyclisante proposé par Hérisson et Chauvin est illustré schéma
54.%%% || y a tout d’abord dissociation du ligand phosphine pour donner I'intermédiaire A. L'oléfine se
coordine ensuite au ruthénium et une réaction de cycloaddition [2+2] donne le ruthénacyclobutane B.
L'ouverture de celui-ci conduit a la libération de I'intermédiaire clé C qui est engagé dans le cycle catalytique.

=
=
L L cycloaddition
| -PR3 | cl L [2+2] Ph
R~‘Cl = Rl — | C LCI,Ru
u=\ u=\ Ru= 2N O
CI” pR,Ph CI”  Ph | “Ph 2

- .
Ph
retro [2+2]

LCl,

retro Ru
[2+2]
ycloaddltlon
RuLCl,
LClZFE/_L O)

retro

[2+2]
cycloaddltlon
[2+2] LCI,RUZ

Schéma 54 : mécanisme de la réaction de métathése cyclisante

Oxydation de I'alcool

L'alcool des composés (4R,55,6S5)-105 et (4R,55,6R)-106 est ensuite oxydé en cétone dans les conditions de
Parikh-Doering (schéma 55). Nous obtenons les composés (55,65)-108 et (5S5,6R)-109 avec des rendements
de 83% et 59% respectivement.

SO3.pyridine
OH DMSO 0O
DIPEA 5
OBn > @ OBn
CH2C|2 6
NHBoc -20°C,2h NHBoc
(4R,5S,6S)-105 (5S,6S)-108, 83%
(4R,5S,6R)-106 (5S,6R)-109, 59%

Schéma 55 : oxydation de I’alcool des substrats (4R,5S5,6S5)-105 et (4R,5S5,6R)-106 en cétone

22 L. Hérisson, Y. Chauvin, Die Makromolekular Chemie 1970, 141, 161-176.
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Pour le composé (4R,5S5,65)-107, nous obtenons un mélange inséparables de trois composés (schéma 56) : le
produit désiré (55,65)-110 (75%), le produit (55,65)-111 d’isomérisation de la double liaison en position a,p
de la cétone (19%), ainsi que le produit (5R,65)-112 d’épimérisation au niveau de I'alcool (6%) (ratios

déterminés par RMN).

SO3.pyridine
DMSO
OH
DIPEA o © w ©
B — . g 5 + +
(S) OBn _2gljéC|12h (S)[6 OBn (S) OBn (S) 'I/OBH
NHBoc ’ NHBoc NHBoc NHBoc

89%
(4R.55,65)-107 (55,65)-110  (55,65)-111  (5R,6S)-112
75% 19% 6%

Schéma 56 : oxydation de I'alcool du substrat (4R,55,6S5)-107 en cétone

Déprotections

Le groupement protecteur benzylique peut étre retiré de plusieurs maniéeres : par hydrogénolyse, par
réduction monoélectronique, par oxydation ou par réaction avec un agent de type acide de Lewis. *% La
méthode la plus utilisée est I’hydrogénolyse pallado-catalysée qui libere I'alcool déprotégé et du toluene
selon le mécanisme présenté schéma 57. La premiere étape consiste en I'addition oxydante du substrat sur
le palladium (0), puis il y a coordination du dihydrogeéne sur le palladium. Le produit déprotégé et le toluéne

L -

sont ensuite libérés.

Pd(0)
Elimination Addition
réductrice oxydante
H OR
(IPd (InPd

R-OH /X I-)|—(_H /\Hz

OR Coordination

Schéma 57 : mécanisme de déprotection d’un éther benzylique par hydrogénolyse pallado-catalysée

Le groupement benzyle des produits (4R,5S,65)-105, (55,65)-108 et (55,6R)-109 est retiré par hydrogénolyse
catalysée a I’hydroxyde de palladium sur charbon Pd(OH),/C (20%) dans le méthanol (schéma 58). Dans ces
conditions, I’hydrogénation de la double liaison a également lieu et nous obtenons les composés (1R,2S,3S)-
113, (25,35)-114 et (2S5,3R)-115 avec de bons rendements.
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OH H, 1,0OH
Pd(OH),/C (20% 2
w oBn | AOHRC( °Z @ OH
MeOH 3
NHBoc 60 °C, 6h (S) "NHBoc
(4R,5S,6S)-105 (1R,2S,35)-113, 71%
o H> o)
Pd(OH),/C (20%) ,
OBn - OH
MeOH
NHBoc  ©90°C.16h 3'NHBoc
(5S,65)-108 (25,35)-114, 79%
(5S,6R)-109 (2S,3R)-115, 61%

Schéma 58 : déprotection de I’éther benzylique

Le mélange 75:6:19 des composés (5S5,65)-110/(5S5,65)-111/(5R,65)-112 est engagé dans la réaction
d’hydrogénolyse du groupement benzyle et d’hydrogénation de la double liaison dans les mémes conditions
(schéma 59). Nous obtenons un mélange de trois composés : le produit désiré (25,35)-116, le produit (2R,3S)-
117 d’épimérisation au niveau de I'alcool et le produit (25,35)-118 avec I'acétal diméthylique di a I'utilisation
du méthanol comme solvant. L'acétal diméthylique est séparé des deux autres produits par
chromatographie sur colonne et est obtenu avec 74% de rendement. Lorsque la réaction est menée dans
I'acétate d’éthyle, un mélange 73:27 des produits (25,35)-116 et (2R,3S)-117 est obtenu avec un rendement
de 60% (ratio déterminé par RMN) (schéma 59).

Hy OMe

© © O Pd(OH),/C (20%) © a © OMe
+ + ~ 2 + +
(S) OBn (g OBn (g  "“OBn S5 OH (7 “OH (g OH
NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc
55,65)-110 (5S,6S5)-111 (5R,65)-112
( 750}0 ( 190)/0 6% MeOH (2S,3S)-116 (2R,3S)-117 (2S,35)-118
60 °C, 5.5 h 5% 5% 90%
74%
AcOEt  (2535)-116 (2R,3S)-117 (2S,3S)-118
60 °C, 16 h 73% 27% 0%
60%

Schéma 59 : déprotection de I’éther benzylique

s . . s 3 ope . 207 s
La déprotection du groupement Boc se fait généralement en milieu acide fort. ** Pour les composés

(1R,25,35)-113 et (2S,35)-114, nous utilisons HCl dans le diéthyléther et nous obtenons les chlorhydrates
désirés (1R,2S5,35)-119 et (25,35)-120 en une nuit (schéma 60).

OH . OH o 0
2
oy __HC on o _FC 2. on
Et,0 Et,0
NHBoc T%’Slfh 3 NH,.HCl NHBoG TAé;O?h 3 NH,.HCl
(1R,2S,35)-113 ° (1R.25,35)-119 (25,35)-114 (2539120

Schéma 60 : déprotection du Boc
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Cependant la déprotection au HCl dans Et,0 de I'a-hydroxy B-aminocétone (2S,3R)-115 est étrangement
lente ; apreés une nuit, nous observons toujours majoritairement le substrat de départ. La réaction est
concentrée a I'évaporateur rotatif et relancée avec HCl dans Et,0 pendant 16 h. La réaction est compléte
mais donne un mélange d’au moins trois produits : le produit désiré (25,3R)-121 (majoritaire), le produit
(2R,3R)-122 avec épimérisation au niveau de l'alcool et un produit non-identifié (schéma 61). Le temps de
réaction est peut-étre trop important et des réactions de dégradation ont pu avoir lieu. Nous passons alors
par une autre méthode de déprotection : acide trifluoroacétique, a froid et sur des temps courts. Nous
obtenons uniquement le produit désiré (2S5,3R)-121 avec un rendement de 56% (schéma 61).

o 0
HCI mélange 2
0] Et,O complexe dont OH et OH
- TA, 2*16 h N, HO NHLHG!
" o (2S,3R)-121 (2R,3R)-122
NHBoc
@S3R-115 L 1TA oH
CH,Cl, /
0°C, 30 min NH,.TFA
56% (2S,3R)-121

Schéma 61 : déprotection du Boc

Le composé (2S,35)-118 est engagé dans la réaction de déprotection avec HCl dans le diéthyl éther (schéma
62). Seuls des produits de dégradation non-identifiés sont obtenus. Nous utilisons donc le TFA a 0 °C
pendant 30 min pour déprotéger le mélange 73:27 des a-hydroxy B-aminocétones (25,35)-116 et (2R,3S)-
117. Un mélange de quatre produits est obtenu : les deux épiméres (25,35)-124 (8%) et (2R,35)-125 (30%) et
leurs hydrates respectifs (25,35)-126 (40%) et (2R,3S5)-127 (22%) (schéma 62).

OMe
OMe HcCI O
— %
O T/Et21(e)sh (s ©H
NHBoc ’ NH,.HCI
(2S,3S)-118 (2S,3S)-123
» CH Cl +
(S) (S) OH ¢, %0 2 in (s) 3 OH (S)
NHBoc NHBoc H,. TFA NH2 TFA NH2 TFA NH,. TFA
(25,3S)-116  (2R,3S)-117 (28,38)-124 (2R,35)-125 (25,35)-126 (2R,3S)-127
73% 27% 8% 30% 40% 22%

Schéma 62 : déprotection du Boc

L’épimérisation en a de la cétone rend plus difficile I'analyse des produits finaux, mais du point de vue des
essais biologiques, elle n’est pas nécessairement problématique. Il est possible que I'enzyme ait une
préférence pour un des deux épimeres, mais nous ne savons pas lequel et le ratio entre les deux épimeres
évoluera tres certainement en solution dans le tampon.
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6) Syntheése de benzocycloheptanes trisubstitués

a) Voie C1

D’apres la rétrosynthése générale présentée schéma 24 et rappelée brievement schéma 63, les analogues
benzocycloheptanes trisubstitués A pourraient étre obtenus en quelques étapes a partir des époxydes anti-
90 et syn-91. L’époxyde serait cette fois ouvert par un nucléophile éthynyle pour donner I'intermédiaire eéne-
yne C.

0]

CIL g

A NH,.HCI

Oxydation
Diels-Alder
Réaromatisation
Déprotections

OH  Métathese H NHBoc Ouverture NHBoc

y cyclisante d époxyde O (R)(S)
OBn — \
OBn

OBn

o anti-90
syn-91

NHBoc

Schéma 63 : rétrosyntheése depuis les époxydes anti-90 et syn-91

Ouverture régiosélective de I'époxyde

Yamaguchi et al. ont décrit en 1983 I'ouverture d’époxyde par des boranes alcynyles obtenus par réaction
entre un alcyne, le n-buthyllithium et BF;#OEt,. 2* Le groupe alcynyle est introduit régiosélectivement sur le
carbone le moins encombré dans le cas d’époxydes mono-substitués par une chaine alkyle. Nous avons
utilisé ces conditions pour l'ouverture de I'époxyde anti-90 avec le triméthylsilyle acétylure de lithium
(schéma 64). Le groupement triméthysilyle pourrait ensuite étre facilement retiré en conditions basiques ou

avec une source d’ions fluorures pour donner I'intermédiaire éne-yne anti-129. *’

———TMS TBAF, THF
n-BulLi ou
o NHBoc BFSELO s - OH(S) NHBoc KoCOs MeOH‘ N OH(S) NHBoc
O TSR TS TSR TS
OBn -78°C,1h OBn OBn
anti-90 12% anti-128 anti-129

Schéma 64 : ouverture de I’époxyde dans les conditions de Yamaguchi

Malheureusement, le rendement obtenu sur I'étape d’ouverture de I'époxyde anti-90 n’est que de 12%.
D’autres conditions opératoires ont alors été testées et sont reportées dans les tableaux 27 et 28.

%3 M. Yamaguchi, |. Hirao, Tetrahedron Lett. 1983, 24, 391-394.

129



TMS

Chapitre 4

o NHBoc base, additf TS oH NHBoc oH NHBoc (R\)‘
(S) > = (S) HO!
Z (SN solvant, t°C SR O mBu g T (9N :
OBn OBn OBn BnO
anti-90 anti-128 anti-130 anti-131 \
Entrée Base Additif Solvant Produit
1 n-Buli (2 eq.) BF;¢Et,0 (2 eq.) THF, -78 °C anti-128 (12%)
2 n-Buli (2 eq.) - THF, -78 °C anti-90
3 n-Buli (2 eq.) BF;¢Et,0 (2 eq.) THF/HMPA, -78 °C anti-131
4 n-Buli (2 eq.) AlMe; (2 eq.) Toluene, 0 °C ->50°C Dégradation
5 n-Buli (3 eq.) Me,AICI (3 eq.) Toluéne, -78 °C ->TA anti-90
6 n-Buli (3 eq.) Me,AICI (3 eq.) Toluene, -78 °C-> 80 °C Dégradation
7 n-BulLi (3 eq.)  Li,CuCls (15 mol%) THF, -78 °C mlge dont anti-130
8 n-Buli (3 eq.) CuCN (50 mol%) THF, -78 °C anti-90
9 KHMDS (2 eq.) BF;¢Et,0 (2 eq.) THF, -78 °C mlge dont anti-131
10  KHMDS (2eq.) Li,CuCl, (15 mol%) THF, -78 °C anti-90
11° n-Buli (2 eq.) BF;¢Et,0 (2 eq.) THF, -25°C->0 °C mige ; perte Boc

Tableau 27 : ouverture de I'époxyde anti-90 avec I'acétylure de triméthylsilyle ; conditions : introduction de I'acétylure de
triméthysilyle et de la base dans le solvant a -78 °C (ou 0 °C), suivie de 2 cycles vide/azote ; agitation a -78 °C (ou 0 °C) pendant 30
min a 1 h; ajout de I'époxyde anti-90 en solution dans le solvant et agitation ; (a) pas de cycle vide/azote ; mige = mélange

Sans BF;eOEt,, il conversion L'utilisation du solvant dissociant

hexaméthylphosphoramide (HMPA) en tant que co-solvant conduit a la formation du sous-produit de

ny a pas de (entrée 2).
cyclisation anti-131 (entrée 3), dérivé du sous-produit anti-99 déja observé lors de I'étape d’époxydation

(schéma 65). ***

anti-90

anti-99

Schéma 65 : formation du sous-produit de cyclisation anti-131

anti-131

4. Le Strat et al., J. Org. Chem. 2005, 70, 489-498.
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Afin d’empécher cette cyclisation, nous avons envisagé la double protection de I'amine. Nous avons voulu
introduire un deuxiéme groupement protecteur Boc sur I'amine du composé anti-74 pour obtenir le
composé anti-132 (schéma 66). Cependant, seul le produit anti-133 a été formé.

Boc,O
OH(S) NHBoc DIPEA/I23MAP oH N(Boc), OB(?;NHBOC
- (S)
HO (R (S) X CH,Cl, HO R < (S) X BocO (R~ (S) AN
OBn TA, 40 h OBn OBn
anti-74 anti-132 anti-133
0% 100%

Schéma 66 : double protection de I’amine par le groupement Boc

265, 266, 267, 268
Ces

L'ouverture régiosélective d’époxydes a également été décrite avec des alanes alcynyles.
réactifs sont générés in situ a froid par réaction entre le triméthylaluminium ou un chlorodialkylaluminium
avec l'alcyne et le n-Buli. L'époxyde est ensuite ajouté et la réaction est menée a température ambiante ou
est chauffée. Avec I'époxyde anti-90, nous avons observé soit aucune réaction (tabl. 27, entrée 5), soit de la

dégradation (entrée 4 et 6).

Nous avons également essayé |'ouverture de I'époxyde anti-90 par des cuprates alcynyles avec I'addition
d’une quantité catalytique de CuCN ou de cuivre tétrachlorodilithium (entrée 7 et 8). Avec CuCN, il n'y
aucune conversion et avec Li,CuCl;, nous obtenons un mélange dont le produit majoritaire est le produit
d’ouverture de I'époxyde par n-Buli. L'emploi d’une base moins nucléophile, comme le KHMDS, permet de
contourner ce probleme. Cependant, nous n’observons toujours pas de produit désiré (entrée 9 et 10).

L’acétylure de triméthysilyle est un composé volatil qu’il faut manipuler a basse température (-78 °C -0 °C).
Pour chaque réaction du tableau 27, deux cycles vide/azote ont été réalisés dans le ballon a -78 °C apres
introduction du solvant, de I'acétylure de triméthysilyle, de la base et de I'additif. N'observant que trés peu
de conversion dans certains cas, nous avons finalement émis I'hypothése qu’une partie de I'acétylure de
triméthysilyle est retirée du milieu réactionnel lorsque nous faisons le vide. Nous avons testé la réaction sans
faire le vide avec BF;eOEt, et n-BulLi (entrée 11): nous observons certes une conversion compléete du
substrat de départ mais le produit désiré n’est pas formé. De plus, le signal RMN correspondant au
groupement tert-butyle de la protection Boc n’est plus visible.

Le complexe acétylure de lithium/éthylénediamine, non volatil, est un bon substitut de I'acétylure de

269 ot dans

triméthysilyle. Nous avons testé I'ouverture de I'époxyde anti-90 avec ce complexe dans le DMSO
un mélange THF/HMPA *”°. Il y a eu peu ou pas de conversion et le produit désiré n’est pas formé (tabl. 28,

entrées 1 et 2).

Enfin, 'ouverture de I'époxyde anti-90 par le bromure d’éthynyle magnésium avec ou sans catalyse au CuCN
a conduit au produit d’ouverture par le brome anti-134 (tabl. 28, entrée 3 et 4).

%> T.Inghardt, T. Frejd, Synthesis 1990, 285-291.

G. Zweifel, J. A. Miller, Org. Reactions 1984, 32, 375-517.

J. Fried et al., Tetrahedron Lett. 1969, 10, 1379-1381.

J. Fried et al., J. Am. Chem. Soc. 1972, 94, 4343-4345.

S. P. Chavan, C. Praveen, Tetrahedron Lett. 2005, 46, 1939-1941.
7 4.Yun, S. J. Danishefsky, J. Org. Chem. 2003, 68, 4519-4522.
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NHBoc — M oH NHBoc oH NHBoc
OlRs) — - \/V\s/k/\ \/V\(S))\/\
Q\;/(S)k/\ solvant t°C . (R)(;) N B g T TN
OBn OBn OBn
anti-90 anti-129 anti-134
Entrée Condition Produit

Complexe acétylure de lithium/éthylénediamine (3 eq.)

1 DMSO, 0 °C -> TA mlge dont anti-90
Complexe acétylure de lithium/éthylénediamine (3 eq.) .
THF/HMPA, 0 °C -> TA anti-90
3 EthynylMgBr (4 eq.), Et,0, -20 °C mlge dont anti-134
4 EthynylMgBr (4 eq.), CuCN (50mol%), Et,0, -20 °C mlge dont anti-134

Tableau 28 : ouverture de I'époxyde anti-90 avec un autre nucléophile acétylénique

L'ouverture de I'époxyde par un nucléophile de type éthynyle est peut-étre sensible a la présence du sous-
produit hydrazine du DIAD 100 en mélange avec le substrat anti-90. L’hydrazine du DIAD perturberait la
formation des espéces boranes/alanes/cuprates alcynyles en formant des complexes avec le bore et les
métaux.

Face aux difficultés rencontrées pour I'obtention de l'intermédiaire eéne-yne anti-129 a partir de I'époxyde
anti-90, nous nous sommes tournés vers une autre voie de synthese.

b) Voie C2

Dans la voie de synthese C2, le benzocycloheptane serait construit par une étape clé de substitution
électrophile aromatique intramoléculaire des sulfoxydes anti-141 et syn-142 dans les conditions de
Pummerer (schéma 67). Les intermédiaires sulfoxydes anti-141 et syn-142 sont obtenus par oxydation de
I'alcool et du soufre des composés anti-135 et syn-136. Ces derniers sont formés par ouverture
régiosélective des époxydes anti-93 et syn-94 par le thiophénol.

O Désulfurisation PhS 0 Réaction de

Déprotections Pummerer
O OH — O@ OH —

(75,85)-1 NH,.HCI anti-143 NH2.HCI
(7S,8R)1 syn-144
Ouverture
NHB . NHB
o NHBOC o dations OH o, depoxyde o o o
O\\S\)J\@»Nph — PhS (s) (‘?) * — V\(%/
PH OBn OBn OBn
anti-141 anti-135 anti-93
syn-142 syn-136 syn-94

Schéma 67 : rétrosynthése voie C2
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Ouverture des époxydes anti-93/syn-94 et oxydation du thioéther

L'ouverture régiosélective des époxydes anti-93 et syn-94 avec le thiophénol est réalisée en condition
basique au reflux du méthanol et donne les composés anti-135 et syn-136 avec de bons rendements
(schéma 68). "

NHBoc PhSH oH NHBoc
OulRs b _pPh _ EtN (s)]_(s.__Ph
= MeOH PhS z
OBn 70°C, 2-4h OBn
anti-93 anti-135, 89%
syn-94 syn-136, 97%

Schéma 68 : ouverture des époxydes anti-93 et syn-94 par le thiophénol

Il est préférable d’oxyder le thioéther, puis I'alcool et non I'inverse, afin d’éviter le réarrangement de Baeyer-
Villiger. Le thioéther est donc oxydé en sulfoxyde pour donner les composés anti-137 et syn-138. Les
conditions d’oxydation doivent étre maitrisées pour éviter la sur-oxydation en sulfone. Il existe plusieurs
méthodes d’oxydation sélective des thioéthers en sulfoxydes: (i) la réaction avec un dérivé halogéné
permettant la formation d’un sel halosulfonium, ensuite hydrolysé en sulfoxyde *’%, (ii) 'oxydation avec le
peroxyde d’hydrogene catalysée par un métal de transition tel que le molybdéne, le vanadium, le rhénium.
7> Adam et al. ont étudié le catalyseur méthyltrioxorhénium (MTO) qui forme avec H,0, les complexes
mono- A et diperoxo B. > B est considéré comme I'espéce donnant I'oxygéne dans la réaction
d’époxydation des alcenes ou d’oxydation des soufres (schéma 69).

H202 @] ) O
A0 tea. Oill O qeq” OVl _o
Me”~ I|e M /Rle\o O__;Rle\ol
e
O OH Me" oH
MTO A B

Schéma 69 : complexes formés par réaction entre le MTO et H,0,

L’oxydation au H,0, catalysée au MTO a donné uniquement la sulfone anti-139 a partir du sulfure anti-135
(tabl. 29, entrée 1). Ce résultat peut certainement s’expliquer par le fait que la bouteille d’H,0, utilisée était
ouverte depuis quelques années et que la quantité d’eau y est plus importante qu’indiquée. En effet, Adam

et al. ont montré que la sur-oxydation augmente avec la quantité d’eau présente dans le milieu réactionnel.
274

7L A Picé et al., J. Org. Chem. 2003, 68, 5075-5083.

2 p_Kowalski et al., Tetrahedron 2005, 61, 1933-1953.

27 K. Kaczorowska et al., Tetrahedron 2005, 61, 8315-8327.
% W. Adam et al., Tetrahedron 1994, 50, 13121-13124.
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oH NHBoc (0] oH NHBoc oH NHBoc
(S)) (S} Ph —= Q (9 Sy Ph o. /(/)W\/ph
PhS (:)Bn ph/ OBn ph/S OBn
anti-135 anti-137 anti-139
syn-136 syn-138 syn-140
Entrée Thioéther Conditions Sulfoxyde:Sulfone
1 anti-135 H,0, (1 eq.), ReOsMe (1 mol%), CH,Cl,, TA, 16 h 0:100
2 anti-135 mCPBA 70% (1 eq.), CH,Cl,,0°C, 1 h 88:12
3 anti-135 mCPBA 75% (1 eq.), CH,Cl,,0°C, 1 h 100:0 (89%)
4 syn-136 mCPBA 75% (1 eq.), CH,Cl,,0°C, 1 h 100:0 (95%)

Tableau 29 : oxydation des thioéthers en sulfoxydes

Nous avons, dans un deuxiéme temps, réalisé |‘oxydation du thioéther avec I'acide meta-
chloroperbenzoique, avec lequel il est plus difficile d’éviter la formation de sulfone étant donnée
I'incertitude de sa pureté. Avec un équivalent de mCPBA considéré pur a 70%, la réaction menée a 0 °C avec
le sulfure anti-135 conduit a un mélange 88:12 sulfoxyde anti-137:sulfone anti-139 (entrée 2), tandis qu’en
le considérant a 75%, nous obtenons uniquement le sulfoxyde anti-137 (entrée 3). Les sulfoxydes anti-137 et
syn-138 sont obtenus dans ces conditions avec un rendement de 89% et 95%, respectivement. Il est a noter
gue chaque réaction a conduit a un mélange de deux isoméres d{ a la création d’un centre stéréogene au
niveau de I'atome de soufre.

Oxydation de I'alcool

La fonction alcool des sulfoxydes anti-137 et syn-138 est oxydée en cétone. A partir de I'un ou l'autre des
deux diastéréoisomeres, nous n’observons qu’une faible conversion dans les conditions d’oxydation de
Parikh-Doering (schéma 70). Le motif sulfoxyde des substrats de départ perturbe certainement la réaction
qui passe par I'addition du trioxyde de soufre sur le sulfoxyde du DMSO (cf schéma 33, mécanisme de la
réaction de Parikh-Doering).

SO5-pyridine
DMSO, DIPEA
X
oH NHBoc CH,Cl, \ o NHBoc
O (s)(s) Ph -20°C,2h (@) (S) Ph
W\ > * \\ ~ *
Ph/ C_)Bn DMP / Ph/ OBn
anti-137 CH-CI anti-141, 75%
syn-138 TA 2202h syn-142, 64%

Schéma 70 : oxydation de I’alcool en cétone

Avec le periodinane de Dess-Martin, nous obtenons les cétones désirées anti-141 et syn-142 avec des
rendements de 75% et 64%, respectivement (schéma 70).
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Réaction de Pummerer

Les sulfoxydes anti-141 et syn-142 sont engagés dans I'étape clé de SEAr intramoléculaire dans les conditions
de Pummerer afin d’obtenir le cycle benzénique accolé au cycle a sept chainons. La réaction de Pummerer
correspond a la formation d’un sulfure a-fonctionnalisé a partir d’'un sulfoxyde comportant en a au moins un

atome d’hydrogéne (schéma 71). 7>

S
(é)@ R—>® Gé)g) R—> S RN, < R
Ph” ">~ Py B PR Ph™ 5
Hﬂ/ A Nu

Schéma 71 : réaction générale de Pummerer

Le sulfoxyde est activé par un électrophile et subit une élimination en ion thionium A, qui est attaqué par un
nucléophile pour donner le sulfure a-fonctionnalisé. En général, le sulfoxyde est activé par I'anhydride
acétique (Ac,0), I'anhydride trifluoroacétique (TFAA), I'anhydride trifluorométhanesulfonique (Tf,0) ou un
réactif silylé. Les nucléophiles utilisés sont souvent de |'acétate, des arenes, des alcenes, des amides.

Nous envisageons la formation des produits désirés anti-143 et syn-144 a partir des sulfoxydes anti-141 et
syn-142 selon le mécanisme présenté schéma 72. Il s’agit dans un premier temps de former I'ion thionium A.
La présence du carbonyle en B du sulfoxyde est un avantage dans ce type de réaction puisqu’il acidifie les
protons en a. Des études ont montré que certains substrats pour lesquels il manque le carbonyle en B ne
donnent pas le produit de cyclisation désiré. >’> L’ion thionium est en équilibre avec le produit d’addition du
contre-ion X sur le carbone a. Puis une SEAr intramoléculaire, faisant intervenir I'ion thionium et le cycle

benzénique, donnerait le produit désiré.

o) NHBoc

0 (S) Ph E
\S@ 7 * e
Ph/ OBn
anti-141
syn-142

SEAr
L O

anti-143 NHBoc

syn-144

Schéma 72 : mécanisme de la réaction de Pummerer

*> K. S. Feldman, Tetrahedron 2006, 62, 5003-5034.

7% 5. Akai, Y. Kita, Topics Curr. Chem. 2007, 274, 35-76.
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Les conditions testées pour la réaction de Pummerer sur le sulfoxyde anti-141 sont rassemblées dans le

tableau 30. Des produits de dégradation sont obtenus lorsque le substrat est mis a réagir avec 5 équivalents

277,278

de triméthylsilyl trifluorométhanesulfonate et de DIPEA (entrée 1). Lorsque le nombre d’équivalents

est abaissé a 2.2, nous observons majoritairement le substrat de départ déprotégé au niveau de I'amine

(entrée 2). *”°

Boc
NHBoc oH M BnO
condltlons 5} i
\\ OBn
* OBn
NHBoc
anti-141 anti-143 anti-145 146 /%
Entrée Conditions Produit
1 TMSOTTf (5 eq.), DIPEA (5 eq.), CH,Cl,, 0 °C->TA dégradation
2 TMSOTf (2.2 eq.), DIPEA (2.2 eq.), CH,Cl,, 0 °C -> TA anti-141 déprotégé
3 TFAA (5 eq), NEt; (5 eq.), CH,Cl,, TA anti-145 + 146 (90:10)
4 TFAA (5 eq), NEt; (5 eq.), CH3CH,Cl,, 60 °C anti-145
5 APTS (5 eq.), toluéne, 110 °C dégradation

Tableau 30 : réaction de Pummerer sur le sulfoxyde anti-141

Dans les conditions TFAA/NEt;, nous obtenons deux sous-produits anti-145 (90%) et 146 (10%) (entrée 3).
Leur formation peut s’expliquer par les mécanismes présentés schéma 73. Dans les deux cas, nous
parvenons a la conclusion qu’il y a bien formation de I'ion thionium A. Nous observons encore une fois
I'intervention du carbamate de la protection Boc dans la formation d’un produit cyclisé 146 par addition sur
I'ion thionium. Pour expliquer la formation du produit majoritaire anti-145, nous avons suivi la réaction par
CCM. Au bout de 45 min, il n’y a plus de substrat de départ et nous observons deux taches: un produit
majoritaire et anti-145 minoritaire. Aprés traitement aqueux, il n’y a plus qu’une tache correspondant au
produit anti-145. Ce dernier est donc issu d’une addition nucléophile de H,0 sur l'ion thionium A (A
correspondant a la tache majoritaire avant traitement). L'a-hydroxycétone B se réarrange en anti-145 par
équilibre céto-énolique.

27 L. Garcia Ruano et al., Tetrahedron Asymmetry 1999, 10, 2935-2944.

J. L. Garcia Ruano, C. Garcia Paredes, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 261-265.
7 p, Craig, K. Daniels, Tetrahedron 1992, 48, 7803-7816.

278

136



Chapitre 4

o NHBoc
S Ph
Vaa
PH :<O OBn _
O Pt
L
CF, | | PH ] Ph o)
A —
146
H;0 l
o NHBoc
(S) Ph
s
S Gon
Ph OH ~°"
B
OH NHBoc OH NHBoc
(S Ph s Ph
s T~ s 9
PH oy ©Bn & OBn
anti-145

Schéma 73 : mécanisme proposé pour la formation des deux sous-produits

Le cycle benzénique ne semble pas assez riche en électrons pour attaquer I'ion thionium A. Nous avons
modifié le solvant et chauffé le milieu réactionnel afin de forcer cette attaque, mais nous avons encore
obtenu le produit anti-145.

Des produits de dégradation sont obtenus avec I'acide para-toluenesulfonique au reflux du toluene (entrée
5).

Pour des nucléophiles peu réactifs, Sano et al. ont montré que I'utilisation d’'une combinaison de TFAA avec
BF;¢Et,0 ou de I'acide triflique accélere considérablement les réactions. 280 Nous avons testé ces conditions
sur syn-142, mais seuls des produits de dégradation ont été observés.

La solution aurait pu étre de partir d'un cycle benzénique enrichi en électron avec un groupement
mésomere donneur tel gu’un méthoxy, mais la présence de ce groupement sur le composé final n’est pas
souhaitable d’apres les études de docking dans le site actif de PfA-M17.

Face a la non-réactivité du cycle benzénique dans la réaction de type Pummerer, nous nous sommes tournés
Vers une autre voie.

e Sano, Trends in Heterocycl. Chem. 2001, 7, 117-142.
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c) Voie C3

Cette synthése a été réalisée en collaboration avec Laura Mourot, étudiante M1, que j’ai encadrée durant
son stage.

En développant la voie C2, nous avons constaté que I'ouverture de I'époxyde par le thiophénol se fait plus
facilement et avec de meilleurs rendements que par un nucléophile en séries vinylique et acétylénique. Par
ailleurs, le thioéther formé peut étre oxydé en sulfone, qui grace a son fort caractére électroattracteur,
facilite la déprotonation des protons en a (pKa ~ 11-12). Les carbanions ainsi formés sont stabilisés et

281,282 | /idée pour la voie C3 est donc de

peuvent étre impliqués dans des réactions d’alkylation et d’arylation.
partir du composé C comportant un halogene en ortho sur I'aromatique pour réaliser une a-arylation
intramoléculaire de la sulfone et ainsi obtenir le cycle aromatique accolé au cycle a sept chainons (schéma
74). Le composé B formé subirait ensuite une désulfonylation et des déprotections pour conduire au produit

final désiré.

o) Désulfurisation PhO.S o Arylation
Déprotections catalysée au Pd
O OH > O@ OBn >
A NH,.HCI B NHBoc

Oxydations

OBn Br

Schéma 74 : rétrosyntheése voie C3

Ouverture des époxydes et oxydations

L'ouverture des époxydes anti-95 et syn-96 par le thiophénol en présence de triéthylamine donne les
thioéthers anti-147 et syn-148 avec de bons rendements (schéma 75). Les thioéthers sont ensuite oxydés en
sulfones avec deux équivalents de mCPBA, conduisant aux composés anti-149 et syn-150, dont les alcools
sont enfin oxydés en cétone avec le périodinane de Dess-Martin. Le composé syn-152 est obtenu avec un
rendement satisfaisant tandis qu’une erreur de manipulation explique le faible rendement de 16% pour le
composé anti-151.

L A N. Kashin et al., Tet. Lett. 2002, 43, 2539-2542.

2 A, V. Mitin et al., Russ. J. Org. Chem. 2004, 40, 802-812.
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PhSH
EtsN
_—
: MeOH PhS :
OBn Br 4o °C.2-4 h OBn Br
anti-95 anti-147, 87%
Ssyn-96 syn-148, 82%

O\ / -
H S 2
TA4h OBn Br TA, 72h py OBn Br
anti-149, 61;% anti-151, 16%
syn-150, 88% syn-152, 63%

Schéma 75 : séquence ouverture des époxydes anti-95 et syn-96 par le thiophénol et oxydations

a-arylation pallado-catalysée des sulfones

Beletskaya et al. ont développé une procédure pour la mono-arylation de sulfones avec des aryles halogénés

281,282

en présence de complexe de palladium (schéma 76). Ils ont obtenus les meilleurs rendements en

présence du catalyseur Pd,(dba)s/3PPh; et de NaH comme base.

NaH (3 eq.)
0.0 Pdy(dba)yCHCl3 (2 mol %) 5 O
~d PPh; (12 mol 9 38
Ar(Het)X + Ph,SvY s(12mol®%) o Y
dioxane
Ar(Het
70 °C r(Het)

Y = CO,Et, SO,Ph, COPh, NO,

Schéma 76 : arylation pallado-catalysée de sulfone

281,282,283 ) 5 premiere étape

Le cycle catalytique proposé par Beletskaya et al. est présenté schéma 77.
consisterait en I'addition oxydante de I'aryle halogéné sur le complexe de palladium (0), conduisant a
I'intermédiaire ArPdL,Br. L'étape suivante de substitution de I’halogene par le carbanion [CH(SO,Ph)Y] serait
réversible. L'étape cinétiquement déterminante est I'élimination réductrice, qui n’a pas lieu a partir du
complexe neutre ArPdL,CH(SO,Ph)Y, mais a partir du complexe anionique de palladium [ArPdL,C(SO,Ph)Y].
La base doit donc étre introduite en exces car son role consiste en la déprotonation du substrat de départ

CH,(SO,Ph)Y et en I’activation de I’élimination réductrice par déprotonation de ArPdL,CH(SO,Ph)Y. 283

8 A V. Mitin et al., J. Organomet. Chem. 2004, 689, 1085-1090.
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ArBr
addition oxydante
B@
BH déprotonation
Pd(0)L, ArPdL;Br CH(SO,Ph)Y
[CH(SO,Ph)YT
[ArC(SO,Ph)YT
élimination réductrice B substitution
[ArPdL,C(SO,Ph)YT ArPdL,CH(SO,Ph)Y de I'halogéne
B(—)
BH
déprotonation

Schéma 77 : mécanisme proposé pour I’arylation pallado-catalysée de sulfones
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Les différents essais réalisés pour I'arylation pallado-catalysée de la sulfone syn-152 sont reportés dans le
tableau 31. Avec les catalyseurs Pd,(dba); et Pd(PPhs), et les bases NaH ou tBuOK, nous n’observons aucune

conversion (entrées 1, 2 et 3).

PhOS

OBOC\I;IH
O\\/(/) (S) (’-?) —_— O@ OBn
S : /
PH OBn Br ‘NHBoc
syn-1 52 Syn-1 53
Entrée Catalyseur Base Solvant, T °C Produit
1 Pd,(dba);(10 mol %) PPh; (40 mol %) NaH dioxane, 70 °C, 7 h syn-152
2 Pd,(dba); (10 mol %)  PPh; (40 mol %)  tBuOK dioxane, MW, 120 °C, 2 h syn-152
3 Pd(PPhs), (10 mol %) - NaH dioxane, 110 °C, 7 h syn-152
tBuXPhos-Pd-G3 .
4 (5 mol %) - P,Et  tert-amyl alcool, 120 °C, 16h syn-152
BrettPhos-Pd-G3 .
3 (5 mol %) - P,Et  tert-amyl alcool, 120 °C, 16h syn-152
BrettPhos-Pd-G3 . ’ '
® (5 mol %) : PEt DMSO, 180°C,7h  dégradation

Tableau 31 : arylation pallado-catalysée de la sulfone syn-152

Nous nous sommes alors tournés vers des conditions décrites récemment par Dreher et al., a savoir

I'utilisation d’une superbase organique, le phosphazéne P,Et et d’un catalyseur au palladium de type

tBuXPhos ou BrettPhos dans le tert-amyl alcool (fig. 65).

284

284

A. Buitrago Santanilla et al., Org. Lett. 2015, 17, 3370-3373.
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H2N
Pr P—Pd
- N P pd
\ ITI tBu O
N—P:N—P N
/

| o= S O
N
- N\ Me
phosphazéne P,Et tBuXPhos-Pd-G3 BrettXPhos-Pd-G3

Figure 2 : structures du phosphazéne P,Et et des catalyseurs au palladium tBuXPhos/BrettPhos

Le phosphazene P,Et est une base forte (pKg: 32.9, MeCN) tres encombrée, résultant en une forte réactivité
et un caractere non-nucléophile. Il est soluble dans de nombreux solvants organiques et permet le couplage
C-C pallado-catalysé d’aryles halogénés a température ambiante.

A 120 °C dans le tert-amyl alcool, avec le phosphazene P,Et et le catalyseur au palladium tBuXPhos ou
BrettPhos, aucune conversion n’a été observée (entrées 4 et 5). A 180 °C dans le DMSO, nous obtenons des
produits de dégradation (entrée 6). Dans tous les cas, nous n’observons méme pas de réduction du brome
sur I'aromatique, ce qui montre que la premiére étape d’addition oxydante n’a pas lieu. Le catalyseur au
palladium serait-il empoisonné par les diverses fonctionnalités du substrat ?

Par manque de matiére et de temps, nous n’avons pas pu tester d’autres conditions pour cette réaction
d’arylation pallado-catalysée, mais cette voie mériterait d’étre approfondie.

7) Syntheése d’'un analogue 1,2,3-triazole

Nous nous sommes intéressés a la synthése de I'analogue hétéro-aromatique de type 1,2,3-triazole (5R,6S)-
162 (schéma 78) dans le but de rigidifier la structure de la molécule. L'étape clé de cette rétrosynthese est
une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire intramoléculaire entre I'alcyne et I'azoture du composé syn-154.
La réaction de cycloaddition peut également étre réalisée en « one pot » a partir de I'époxyde syn-97 et de
I'azoture de sodium. Le produit final peut étre obtenu par oxydation de l'alcool et deux étapes de
déprotection.

Oxydation
Déprotections

NH,.HCl .,
2 (R "NHBoc
(5R,6S)-162 syn-156
Cycloaddition Cycloaddition
1,3-dipolaire 1,3-dipolaire
"one pot"
oH NHBoc Qaverture NHBoc
\)\/\/ iad — Ry
OBn OBn
syn-154 syn-97

Schéma 78 : rétrosynthése pour I'analogue 1,2,3-triazole (5R,6S)-162
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Cycloaddition alcyne/azoture

La construction de triazoles par cycloaddition alcyne/azoture a été d’abord étudiée par Huisgen, qui s’est
plus généralement intéressé aux réactions entre un dipolarophile et un composé 1,3-dipolaire conduisant a
un hétérocycle a cing chainons. 2* Il s’agit d’une réaction concertée suprafaciale dans laquelle participent
deux électrons 1 du dipolarophile et quatre électrons t du composé dipolaire (schéma 79). Meldal ** et
Sharpless *®” ont ensuite montré que le cuivre (I) catalyse la réaction de cycloaddition alcyne/azoture et
améliore considérablement la régiosélectivité pour le produit 1,4-disusbtitué (introduction du concept de
« click-chemistry »). Le produit 1,5-disubstitué peut lui étre obtenu sélectivement par catalyse au ruthénium

(cf annexe, page 224-225). %%

] L} 1
R R 240 Noy® N R
- —» N ’
R, \\ R. r“\\ A % * N\A
NS - N /4 °R
N, dipolarophile @,\(\\ R
\ oN
1,3-dipdle

Schéma 79 : cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen

Pericds et al. ont étudié des réactions en « one-pot » comportant une étape d’ouverture d’'un époxyde par
un azoture et une étape de cycloaddition alcyne/azoture intramoléculaire. *°-**° Ces cycloadditions
intramoléculaires peuvent avoir lieu dans des conditions douces et en absence de cuivre, par voie thermique

ou sous irradiation micro-onde.

La synthese du 1,2,3-triazole syn-156 a partir de I'époxyde syn-97 a été réalisée dans plusieurs conditions

289,291

rassemblées dans le tableau 32. Nous avons dans un premier temps entrepris la réaction en « one-

pot » a partir de I'époxyde syn-97 et de I'azoture de sodium.

En thermique a 100 °C, la réaction est lente et nous obtenons, apres 30 h, un mélange du produit désiré syn-
156 et du produit d’ouverture de I'époxyde par I'azoture de sodium syn-154 (entrée 1). Au micro-onde, a
160 °C ou 100 °C (entrées 2 et 3), la réaction dans un mélange acétonitrile/H,0 conduit au 1,2,3-triazole avec
I'amine déprotégée syn-155. Celle-ci peut étre facilement reprotégée par un Boc avec Boc,0 en présence de
K,COs pour conduire au produit syn-156. La réaction dans EtOH a 150 °C au micro-onde donne un mélange
de syn-155 et syn-156 (entrée 4). Aprés reprotection de I'amine, un rendement modeste de 35% est obtenu
pour le produit syn-156. Dans ces conditions, nous avons aussi parfois observé la formation minoritaire du
sous-produit syn-157 par réaction de EtOH sur le carbamate. Afin d’éviter la formation de ce sous-produit,

%% R. Huisgen, Angew. Chem. 1963, 75, 604-637.

%% M. Meldal et al., J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064.

7\, V. Rostovtsev et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-2599.
%88 | . Zhang et al., J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15998-15999.

9 M. Sau et al., Org. Lett. 2011, 13, 5044-5047.

*% A 1. Oliva et al., Org. Lett. 2008, 10, 1617-1619.
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un mélange tBuOH/H,0 est utilisé comme solvant ; cependant dans ces conditions, la réaction n’est pas
compléte et donne un mélange des trois produits syn-154, syn-155 et syn-156 (entrée 5).

OH OH OH
NHBoc _ NaN oH NHBoc — N-\“ 2 NN N~
OulR(s) ~. -3 W N ((s)) OBnN' _ (2) oBn N’ |\ (g) OBn
G solvant T (R 5 [ = /
OBn T°C ° OBn (R "'NH, (R) “NHBoG (R “NH
syn-97 syn-154 syn-155 syn-156 o=
O
syn-157 Et
Entrée NaN; Solvant T°C Temps Produit
1 2 eq. MeCN/H,0 (4:1) 100 °C 30 h syn-154 + syn-156 (28:72)°
2 2eq.  MeCN/H,0 (4:1) 160°C,MW  1h syn-155
3 2 eq. MeCN/H,O (4 :1) 100 °C, MW 1h syn-155
4 1.1eq. EtOH 150°C, MW 1h  syn-155 + syn-156 (23:77) (+ syn-157)
-154 + syn-155 + syn-1
5 3eq.  tBUOH/H,0 (1:1) 140°C,MW  1h syn-134 + syn-135 + syn-156

(34:26:40)°

Tableau 32 : optimisation de la cycloaddition alcyne/azoture en « one pot » sur 'époxyde syn-97 ;
(a) ratio déterminé par RMN du brut

La synthése du 1,2,3-triazole a également été réalisée en deux étapes (schéma 80). Dans un premier temps,
I’époxyde syn-97 est ouvert par I'azoture de sodium dans EtOH a 60 °C pendant 48 h et donne le composé
syn-154 avec un bon rendement. Puis ce dernier est engagé dans la réaction de cycloaddition alcyne/azoture
intramoléculaire au micro-onde. Dans EtOH et pour des températures de 150-170 °C, la réaction n’est pas
compléte méme au bout de 3 h. Les conditions optimales sont alors EtOH, 185 °C pendant 1 h. Nous
obtenons un mélange 20:80 des produits syn-155 et syn-156. Aprés reprotection de I'amine, le produit syn-
156 est obtenu avec un rendement de 74% depuis I'époxyde syn-97. La réaction en deux étapes donne donc,
dans notre cas, de meilleurs rendements que la réaction en « one-pot » (35%).

NHBoc — NaN oH NHBoc MW, 185°C, 11
- 3 = P ’ !
Oa(R)s) D = rI_(s) P = > N
z EtOH N3 z 2) BOCzO, K2CO3
©OBn 60 °C, 48 h OBn CH,Cl, TA, 16 h
syn-97 84% syn-154 88%

Schéma 80 : obtention du composé syn-156 en deux étapes

L’alcool du composé syn-156 est ensuite oxydé en cétone (tabl. 33). Dans les conditions de Parikh-Doering,
aucune conversion n’est observée (entrée 1), tandis qu’avec le périodinane de Dess-Martin, la réaction est
lente (entrée 2). Le substrat de départ étant peu soluble dans CH,Cl,, un mélange CH,Cl,/MeCN est utilisé
pour cette réaction. La réaction d’oxydation avec IBX est lente dans le DMSO a TA (entrée 3), mais elle est
compléte en 7 h au reflux de AcOEt (entrée 4). Cette réaction s’accompagne cependant d’une épimérisation
au niveau du carbone portant I'alcool (équilibre céto-énolique), un mélange 72:28 des deux cétones (5R,6S)-
158 et (5R,6R)-159 est obtenu. Nous avons remarqué que la proportion d’épimeére (5R,6R)-159 diminue au
cours du temps ((5R,65)-158/(5R,6R)-159 90:10 apres cing jours dans CDCls).

143



(R) “NHBoc (R) “NHBoc

Chapitre 4

(R) "NHBoc

syn-156 (5R,65)-158 (5R,6R)-159
Entrée Conditions Produit (rendement %)
1 SOsepyridine, DIPEA, DMSO, CH,Cl,, -20 °C, 2 h syn-156
2 DMP (2 eq.), MeCN/CH,Cl,, TA, 24 h syn-156 + (5R,65)-158 (74:26)°
3 IBX (2 eq.), DMSO, TA, 24 h syn-156 + (5R,65)-158 (70:30)°
4 IBX (3 eq.), AcOEt, 80 °C, 7 h (5R,65)-158 + (5R,6R)-159 (72:28)° (67%)

Tableau 33 : oxydation de I’alcool de syn-156 ; (a) ratio déterminé par RMN du brut

Pour I'avant derniére étape consistant en la déprotection de I'alcool du mélange (5R,65)-158/(5R,6R)-159,
nous avons testé les diverses conditions décrites tableau 34. La méthode précédemment utilisée pour la
déprotection des substrats benzylés, a savoir I’hydrogénolyse catalytique avec Pd(OH), (20% w/w) au reflux
de AcOEt, n’a donné aucune conversion (entrée 1). De méme, la catalyse au Pd/C dans un mélange
MeOH/AcOH, utilisée par Wong et al. sur un substrat comportant également un hétérocycle 1,2,3-triazole, a

292

redonné les substrats de départ (entrée 2). < Il est possible que I’"hétérocycle 1,2,3-triazole empoisonne une

partie du catalyseur, nous avons donc augmenté sa quantité, mais cela n’a pas abouti au produit désiré : il
n’y a aucune conversion (entrée 3) ou dégradation du substrat (entrée 4). L’hydrogénolyse par transfert avec

le formiate d’ammonium comme donneur d’hydrogéne donne un résultat similaire (entrée 5). **

(5R,6S)-158 + (5R,6R)-159  (5R,6S)-160 + (5R,6R)-161

Entrée Conditions Produit
1 H,, Pd(OH), (2*¥20% w/w), AcOEt, 80 °C, 16 h (5R,65)-158/(5R,6R)-159
2 H,, Pd/C (2¥10% w/w), MeOH/AcOH (1/1), TA, 24 h (5R,65)-158/(5R,6R)-159
3 H,, Pd(OH), (100% w/w), AcOEt, 80 °C, 16 h (5R,65)-158/(5R,6R)-159
4 H,, Pd(OH), (200% w/w), AcOEt, 80 °C, 16 h dégradation
5 NH,;HCO, (5 eq.), Pd/C (80% w/w), MeOH, 70 °C, 16 h (5R,65)-158/(5R,6R)-159
6 BCl;, CH,Cl,, -20°C, 5 h dégradation
7 TMSI généré in situ, MeCN, TA dégradation

Tableau 34 : déprotection du benzyléther

Le clivage des éthers de benzyle est également décrit par réaction avec un acide de Lewis tel que BCl; et avec

le réactif TMSI selon le mécanisme présenté schéma 81.

207,294 L

292
293
294

T. Flessner, C.-H. Wong, Tetrahedron Lett. 2000, 41, 7805-7808.
S. Ram, R. E. Ehrenkaufer, Synthesis 1988, 91-95.
G. A. Olah, S. C. Narang, Tetrahedron 1982, 38, 2225-2277.

éther de benzyle se lie a I'acide de Lewis ou
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au TMSI via son oxygene, libérant un ion halogénure qui par réaction de type SN, sur la position benzylique,
puis hydrolyse, conduit a I'alcool déprotégé.

p X G\
©AO Y, ©4,?@ X0 +rR-0 1O Rr-on
Y

Y-X = Me3Si-l ou BCl,-Cl

Schéma 81 : déprotection d’un éther benzylique avec un acide de Lewis

Malheureusement, dans notre cas, I'utilisation de BCl; ou de TMSI, généré in situ par réaction entre le TMSCI
et Nal dans MeCN **°, a conduit a des produits de dégradation (tabl. 34, entrées 6 et 7).

Nous avons alors inversé les étapes de déprotection et débuté par la déprotection de I'amine avec du TFA
(schéma 82). Le produit obtenu est directement engagé apres concentration a I’évaporateur rotatif dans la
réaction de déprotection de I'éther benzylique. Les conditions d’hydrogénolyse catalytique (H,, Pd(OH),)
n’ont pas donné le produit attendu (5R,65)-162, mais le produit (65)-163 issu d’une réaction d’élimination
d’ammonium, suivie de la réduction de la double liaison formée.

0
N OBn
0O H, /
N oBn TFA N Pd(OH)2 (100% W/W)= ,/NHZ.TFA
4 CH,Cl, 4 ACOEt (5R.65)-162
NHBoc 0 °C, 2h ®NH,TFA  75°C.20h 0%

(5R,6S5)-158 (majo)

(6S)-163
100%

Schéma 82 : déprotection de I'amine

La séquence déprotection de I'amine/déprotection de I'alcool ne fonctionnant pas, nous devons envisager
d’autres méthodes de déprotection de I'éther benzylique du composé (5R,6S5)-158. Par manque de matiére
et de temps, nous n’avons pas pu réaliser d’autres essais, mais il faudrait tester des méthodes oxydantes
avec les réactifs DDQ ou RuO,/NalO, ou 1-(tert-butylperoxy)-1,2-benziodoxol-3(1H)-one. >’

23 A, Kamal et al., Tetrahedron Lett. 1997, 38, 6945-6948.
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I1I- Evaluation biologique des composés finaux

1) Essais enzymatiques in vitro et in cellulo sur parasites en cultures

La production et la purification de I'’enzyme recombinante de PfA-M17 (notée de rPfA-M17), ainsi que les
tests enzymatiques ont été réalisés au laboratoire par le Dr Marjorie Schmitt (CR). Les tests d’inhibition de
croissance sur cultures de parasites ont été entrepris par nos collaborateurs, les Pr Isabelle Florent et Dr Lotfi
Bounaadja (post doctorant) au Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) dans le cadre de la
collaboration ANR.

a) Production de rPfA-M17

La méthode utilisée pour produire I’'enzyme recombinante de PfA-M17 est I'expression de la protéine par les
bactéries E. coli (organisme hoéte) (cf annexe, page 225). L'ADN vecteur (ou plasmide) est préparé par
insertion dans un ADN circulaire d’un géne de synthése codant pour la quasi-totalité du monomere de PfA-
M17. Dans le but de faciliter la purification finale de rPfA-M17, I’ADN vecteur a été construit de maniére a ce
qgue la protéine d’intérét soit fusionnée a une étiquette Histidine. D’autre part, le plasmide contient dans sa
séquence plusieurs caractéristiques importantes dont une origine de réplication, des sites de restriction, un
géne de résistance a I'antibiotique ampicilline, un opéron lactose et un géne répresseur de cet opéron.

Le plasmide est ensuite introduit dans les bactéries par choc thermique (transformation des bactéries). La
sélection des bactéries transformées se fait par culture dans un milieu contenant les antibiotiques
ampicilline et chloramphénicol. L'expression de la protéine d’intérét dans les bactéries sélectionnées est
induite par addition d’'IPTG au milieu de culture (cf annexe, page 226). Cet analogue de I'allolactose se lie au
répresseur de l'opéron lactose, empéchant ainsi la liaison du répresseur a |'opérateur. Il y a alors
transcription des genes de I'opéron lactose et du gene d’intérét situé apres I'opéron lactose.

Les protéines produites par les bactéries (dont rPfA-M17) sont récupérées par centrifugation apres lyse des
cellules. La protéine d’intérét est purifiée par chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés
(IMAC). Les ions nickel chargés sur la colonne sont chélatés par I'étiquette histidine de la protéine d’intérét,
qui est donc plus retenue que les autres protéines au passage sur la colonne. La protéine d’intérét est
ensuite éluée avec I'imidazole. L’étape finale de dialyse ou de filtration sur gel permet d’éliminer I'imidazole
restant et d’enrichir la protéine en ions zinc. rPfA-M17 est enfin conservée au congélateur (-80 °C) dans du
glycérol. Son activité est vérifiée par mesure de la constante d’inhibition K;de la bestatine, inhibiteur de
référence.

b) Potentiel inhibiteur des composés
Les produits finaux (1R,2S,35)-119, (2S5,35)-120, (2S,3R)-121 et (2S5,35)-124 ont été évalués sur rPfA-M17 et

sur 'aminopeptidase bimétallique de référence APaero commerciale (tabl. 35). Les pourcentages d’inhibition
obtenus s’étendent de 9 a 32% sur rPfA-M17 pour une concentration en inhibiteur de 1 mM et de 18 a 42%
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sur APaero pour des concentrations en inhibiteur de 50 et 200 uM. Les composés synthétisés s’averent étre
des inhibiteurs peu puissants des deux aminopeptidases.

L'activité de ces composés a également été mesurée sur des cultures de parasites P. falciparum sensibles
(3D7) ou résistantes (FcB1) a la chloroquine. Les composés (1R,25,35)-119 et (25,35)-120 n’inhibent pas la
croissance des parasites (ICso > 100 uM) (tabl. 35).

Ki (nM) ou % d’inhibition ICso (ULM)
rPfA-M17 APaero P.J ag:g’;’r”m P.J aécc’g;r um
nd K; 10 nM nd nd
1
2 OH 9% d'inhibiti 37% d'inhibiti
o d'InnIbItion o d'InniIbItion
AS a1mm 2 200 UM > 100 > 100
(9”NH,.HCl
(1R,2S,35)-119
o)
1
~OH 30% d'inhibiti 18% d'inhibiti
o d'InhipbIton o d'InnibItion
N a1mMm 250 uM > 100 > 100
NH,.HCl
(2S,35)-120
.0
2
@—OH 27% d'inhibition nd nd nd
f almM
(R"NH,.TFA
(2S,3R)-121
1.0
2 o) il 0/ AT faibein
[(S) 3:/£OH 32 Aadllr;;\;\lzltlon 42A)éd5|gh|lt)/:t|on nd nd
NH,.TFA W
(2S,3S)-124

Tableau 35 : résultats des essais enzymatiques et essais in cellulo des composés (1R,2S5,35)-119, (25,35)-120, (2S,3R)-121 et (2S,3S)-
124 et rappel du composé 1 sur APaero ; 3D7 : souche de P. falciparum sensible a la chloroquine ; FcB1 : souche de P. falciparum
résistante a la chloroquine ; nd : non déterminé

2) Discussion

La comparaison du pourcentage d’inhibition du composé (25,35)-120 sur APaero (18% d’inhibition a 50 uM)
avec le K; du composé 1 sur APaero (10 nM) nous permet de conclure que I'absence du cycle phényle a un
effet néfaste sur l'inhibition d’APaero. Cette conclusion resterait a vérifier pour PfA-M17 sur laquelle le
composé 1 n’a pas été évalué.
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Les composés (1R,2S5,35)-119, (2S,35)-120, (2S,3R)-121 et (25,35)-124 adoptent certainement une
conformation qui empéche le positionnement correct des différentes fonctionnalités dans le site actif,
perturbant donc I'établissement d’un réseau de liaisons hydrogenes, d’interactions électrostatiques et
hydrophobes entre le ligand et I'enzyme, ainsi que la chélation des deux ions métalliques. De plus, la
flexibilité des cycles (plus importante pour le cycle a sept chainons) éleve considérablement le prix
entropique a payer lors de la liaison ligand/recepteur. 2*

D’apres I'alignement 3D présenté figure 66, les composés (75,85)-1 et (25,35)-124 pourraient adopter la
méme conformation et leurs fonctionnalités pointeraient dans les mémes directions. Au contraire, (25,3S5)-
120 adopterait une conformation différente et la fonction cétone (C1l) ne pointerait pas dans la méme
direction que pour (75,85)-1 et (25,35)-124. Cela contribuerait certainement a la faible activité de (25,35)-120
sur APaero.

Figure 66 : alignement 3D des composés (7S,8S)-1 (bleu), (25,35)-120 (vert), (25,35)-124 (magenta) ; logiciel Marvin Sketch

Au contraire, I'alignement 3D des hydrates de (25,35)-120 et (25,35)-124 montre que leurs fonctionnalités se
superposent parfaitement (fig. 67). Les activités tres similaires obtenues pour (25,35)-120 et (25,3S5)-124 sur
rPfA-M17 pourraient alors s’expliquer par le fait que ces composés sont sous forme hydrates au sein du site
actif de rPfA-M17.

Figure 67 : alignement 3D des hydrates de (25,35)-120 et (25,35)-124 ; logiciel Marvin Sketch

% Evaluation of Enzyme Inhibitors in Drug Discovery: A Guide for Medicinal Chemists and Pharmacologists, R. A.
Copeland, John Wiley & Sons 2013, 1-572.
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Afin d’améliorer I'activité des composés synthétisés, il sera nécessaire de rigidifier leur structure en
contraignant le cycle a six ou sept chainons par fusion avec un cycle aromatique. Le cycle a six chainons et le
cycle a sept chainons adopteraient respectivement une conformation de type demi-chaise et de type chaise.
188 par conséquent, les composés (75,85)-1, (75,8R)-1 et (5R,65)-162 avec un reste benzéne ou 1,2,3-triazole
fusionné au cycle a sept chainons promettent de meilleures activités inhibitrices sur rPfA-M17 et APaero.

De plus, la substitution en position 1 ou 2 des dérivés benzéne (75,8S5)-1 et (7S,8R)-1 (fig. 68) et en position 3
du dérivé triazole (5R,6S5)-162 par une chaine carbonée (deux ou trois atomes de carbone) devrait améliorer
tres certainement l'activité des composés sur APaero et rPfA-M17, par interaction de cette chaine avec le
sous-site S1 hydrophobe des protéines.

(75,85)1
(7S,8R)-1 (5R,65)-162

Figure 68 : interactions avec le sous-site S1 de PfA-M17 et APaero par substitution des positions 1 ou 2 du benzéne et 3 du
triazole ; représentation du complexe (75,85)-1/PfA-M17 (4K3N)
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Conclusion et perspectives

L'objectif de ces travaux de thése était de synthétiser des inhibiteurs puissants et sélectifs de la métallo-
aminopeptidase PfA-M17. En se basant sur des travaux précédemment réalisés au laboratoire, des
inhibiteurs de type benzocycloheptane trisubstitué ont été concgus. L'étude de modélisation moléculaire a
montré qu’il s’agit de composés prometteurs pour I'inhibition des aminopeptidases bimétalliques APaero et
PfA-M17.

Nous avons développé une voie de synthése diastéréosélective permettant d’accéder aux cycloheptanes
trisubstitués (1R,2S,35)-119, (25,35)-120 et (25,3R)-121 et au cyclohexane trisubstitué (25,35)-124 (schéma
83). La synthése, constituée de seize étapes a partir de |'acide D-isoascorbique, passe par deux
intermédiaires clés, des N-tert-butanesulfinimines chirales et un époxyde, sur lesquels il est possible
d’additionner divers nucléophiles permettant I'accés a d’autres types d’analogues.

r),OH

OH

At

(S *H,.HC
(1R,25,35)-119

5 étapes
(0]
O
/S < OH
HN tBu NHBoc [ E
8 étapes 4
p Or) s 3 étapes OuR)s 0s)
(S — EarX NH,.HCI
= n

OBn OBn (2S5,3S5)-120

OH
acide D-isoascorbique

OH

L1

(RI'NH,. TFA
(28,3R)-121

0}
OH

NH,.TFA
(25,35)-124

=

Schéma 83 : voie de syntheése diastéréosélective

Les composés (1R,2S,35)-119, (2S,35)-120, (2S,3R)-121 et (2S,35)-124 ont été évalués sur I'enzyme
recombinante rPfA-M17, sur 'aminopeptidase modele d’Aeromonas proteolytica APaero et sur des cultures
de parasites de P. falciparum et se sont montrés inactifs vis-a-vis de ces cibles. Ces résultats sont tres
certainement liés a la flexibilité des cycles a six ou sept chainons, d’ou la nécessité de rigidifier la structure
en fusionnant le cycle a six ou sept chainons a un cycle aromatique.

Des essais de co-cristallisation avec rPfA-M17 ont été menés en collaboration avec I'équipe de J. Cavarelli a
I'IGBMC de Strasbourg.
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Trois approches ont été étudiées pour introduire un reste benzéne fusionné au cycle a sept chainons
(schéma 84). L'ouverture de I'époxyde avec un acétylénure (voie (A)) n’a pas conduit au produit désiré dans
les différentes conditions utilisées. Il faudrait revoir cette étape de synthese avec d’autres acides de Lewis,
par exemple avec le triflate d’ytterbium.

NHBoc oH NHBoc

5 étapes
(A) Ox(R)s) A N \ (S) OBn
: N me
OBn OBn n NHBoc

T T 11 étapes

OH
acide D-isoascorbique

—_
W
-

=

ll 11 étapes

Boc.
||\)J\(s»*\©
OBn NH,.HCI
Boc.. Boc.
°C>NH OH NH °
(B) OufR)s) L S 2 étapes 3 étapes OH
- — > PhS

N
s
7

0 OBn X
OBn X \ Boc.. PhOS 4 NH,.HCI
_ (75.,85)-1

X RBr (}‘ o) /M +>osn / (7S.8R)-1

NHBoc
Schéma 84 : mtroductlon du reste benzéne

La réaction de type Pummerer (voie B1, schéma 84) a échoué, tres certainement a cause du résidu
aromatique non-enrichi en électrons. L’étape d’arylation catalysée au palladium (voie B2, schéma 84) n’a pas
fonctionné dans les conditions utilisées. Elle mériterait un criblage plus large de différentes conditions.

N

Le cycle a sept chainons a également été fusionné a un hétérocycle 1,2,3-triazole via une réaction de
cycloaddition alcyne-azoture (schéma 85). Nous avons cependant rencontré des difficultés au niveau de la
déprotection de I'éther benzylique. Un autre groupement protecteur plus labile aurait pu étre utilisé a la
place du benzyle. Par exemple, le para-méthoxybenzyle aurait pu convenir mais nous avons observé que les

réactions d’introduction de ce groupement présentent de trés faibles rendements.

HO
G 11 étapes NHBoc oH NHBoc
\ (@) R H
HO (R) o —> ORs) A & —— (S)~ 4
- — TR N3~ A{r = (R
HO OBn OBn
OH

acide D-isoascorbique

R ——

(R 'NH, . TFA
(5R.6S)-162

Schéma 85 : introduction du reste 1,2,3-triazole

> Pour introduire le reste benzéne, nous pourrions envisager d’ouvrir I'époxyde dérivé de syn-97 avec
un nucléophile vinylique (schéma 86), puis de passer par une séquence métathese cyclisante ene-
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yne/réaction de Diels-Alder/réaromatisation. L'ouverture de |’époxyde catalysée au cuivre nécessiterait
certainement la protection de I’alcyne terminal par un groupement trialkylsilyle. **’

OH NHBOC SIR3
( .
% (R) X

Bn (R “NHBoc

NHBoc

OW

OBn----=_

OH

(R) NH,.HCI
(7S,8R)-1

Schéma 86 : alternative pour I'introduction du reste benzéne

Des réactions de Diels-Alder a demande électronique inverse sur les substrats diénophiles (4R,5S5,6S5)-105 et
(4R,55,6R)-106 pourraient aussi étre étudiées afin de rigidifier le cycle a sept chainons (schéma 87). Des
dienes de type a-pyrone 2%, triazine ou tétrazine 2*, et thiophéne 1,1-oxyde *® pourraient étre utilisés afin
d’obtenir aprés réaromatisation des analogues avec un reste benzene substitué, pyridine ou pyridazine
substituées.

R
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R ol r R) OH O
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OBn R NHBoc R NH,. TFA
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N R - OH R o)
e > N|_Rr R ) R
, . Dlels-AIder OH - OB = | OH
. N no
% R - -N, N -- —f> N
OH S
") R%N OBn R NHBoc R NH,.TFA
OB I NHBoc
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(4R,5S,6R)-106 R
. ,OH )
" N -
o e - OBn ----» 1 | OH
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R
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\ R S R
Meeeeeeaas > . OBn ----» OH
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O\ o R R OBn R R :
R
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l / R + isomeére
R
R

Schéma 87 : alternatives pour introduction d’un reste benzéne, pyridine ou pyridazine

*7Y. Le Huérou et al., J. Org. Chem. 1999, 64, 6782-6790.
% K. Afarinkia et al., Tetrahedron 1992, 48, 9111-9171.
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A. M. Prokhorov, D. N. Kozhevnikov, Chem. Heterocycl. Compounds 2012, 48, 1153-1176.

300, Nakayama, Y. Sugihara, Topics Curr. Chem. 1999, 205, 131-195.
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» Enfin, 'étude de modélisation moléculaire a montré que la substitution en position 3 du triazole par
une chaine carbonée (deux ou trois atomes de carbone) améliorerait trés certainement l'activité des
composés sur APaero et rPfA-M17, par interaction de cette chaine avec le sous-site S1 hydrophobe de ces
deux protéines.

ZnEt,
N-méthylimidazole
TA
PTTTTTTTTmmmommmmmees > R
E Rt
ou
! 1 couplage cat. Pd
' Cul/NBS/DIPEA "
ou couplage OH (o]
on NHBoc Cu (IlyNal/NEt, cat. Pd N-N" (R N~
(S)~ & """""""""" = N | o/ Ybhl -eeee e > N _ (s)=OBn ---.» N’ N OH
N3~ 7R > 3 T ON=
OBn NHBoc !
R R NH,.TFA
syn-154
R = alkyl, alcyne, vinyl, allyl R' = alkyl

Schéma 88 : substitution de la position du triazole

Le 4-iodo-1,2,3-triazole | pourrait étre obtenu par une réaction one-pot comprenant la cycloaddition alcyne-
azoture en présence de sel de cuivre (I) et le piégeage d’une source d’iode électrophile par I'intermédiaire
triazole cuivre (I) Il (schéma 88).3*"*” Le 4-iodo-1,2,3-triazole | pourrait ensuite subir une réaction de
couplage catalysée au palladium avec un dérivé acide boronique (Suzuki) ou un acétylure de cuivre
(Sonogashira) pour donner le composé substitué Ill.

Le composé Il pourrait également étre obtenu par cycloaddition alcyne-azoture en présence de ZnEt,, suivie

du piégeage d’un électrophile par 'intermédiaire triazole zinc IV (schéma 88).3*

Ce dernier pourrait aussi
subir une réaction de couplage catalysée au palladium avec un dérivé halogéné (Negishi) pour donner le

composé substitué Ill.

L'objectif de ce travail était de concevoir et synthétiser de nouveaux antipaludéens, répondant aux
exigences de traitement de cette maladie, en termes d’efficacité et de colt pour les pays concernés. Le
travail de synthese réalisé et I'expérience acquise sur les composés de type benzocycloheptane trisbustitué a
montré que si la conception semblait aisée, I'obtention de ces chassis moléculaires reste, a ce jour,
particulierement difficile. De ce fait, méme si les composés finaux que nous souhaitons réaliser s’averent
intéressants pour inhiber PfA-M17 et la croissance du parasite, leur développement en tant que traitement
antipaludéen dépasserait les colits raisonnables, imposés par la pauvreté des pays touchés par la maladie.
Néanmoins ils peuvent étre des outils biologiques importants, puisqu’aucun inhibiteur réellement
spécifique de PfA-M17 n’est décrit a ce jour et que le réle métabolique de cette enzyme chez P. falciparum
n’est pas sans questionnements.

) Lietal., J. Org. Chem. 2008, 73, 3630-3633.

W. S. Brotherton et al., J. Org. Chem. 2012, 77, 6443-6455.
C. D. Smith, M. F. Greaney, Org. Lett. 2013, 15, 4826-4829.
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Partie expérimentale

Partie expérimentale

I- Solvants
Tous les solvants employés ont été préalablement distillés. Les solvants anhydres sont séchés lorsque
nécessaire, juste avant réaction selon les méthodes présentées tableau 36. Les réactions sont réalisées sous
atmosphere inerte (N,).

Solvant Méthode
THF Na/benzophénone
CH,Cl, CaH,
Toluéne CaH,

Table 36 : méthodes de séchage des solvants

II- Matériels et méthodes

» HPLC

Les analyses HPLC sont réalisées sur un appareil Agilent Technologies 1100 series. Sauf indiqué autrement,
les conditions d’analyses sont : colonne C18 Kromasil, 5 um, 4.6x250 mm, 1 mL/min, 30 °C, 10 pL injecté,
70/30 MeCN/H,0, détecteur a barrette de diodes.

» Spectroscopie de résonance magnétigue nucléaire (RMN)

Les spectres RMN du proton (*H RMN) et du carbone (*C RMN) sont enregistrés sur des spectrométres
Bruker Avance 400 et 300 MHz. Les solvants utilisés (CDCl;, CD;0D, D,0) sont indiqués entre parentheses.
Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport a une référence interne
(CDCl;, CD;0D, D,0). Les constantes de couplage sont exprimées en Hertz (Hz). Les abréviations suivantes
sont utilisées : (s), singulet ; (sl), singulet large ; (d), doublet ; (t), triplet ; (q), quadruplet ; (m), multiplet.

» Spectroscopie de masse

Les spectres de masse ont été réalisés sur les appareils de :
- HRMS, Agilent Technologies 6510 series, QTof LC/MS (source dual ESI, mode positif),
- LCMS, Agilent Technologies 1100 series, couplé a une MSD/5L.
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> Polarimétrie

Le pouvoir rotatoire a été mesuré a I'aide d’un polarimétre Perkin ElImer Model 341 LC, avec une lampe au
sodium (A = 589.3 nm) et a une température de 20 °C. Les échantillons sont solubilisés dans CHCl; a une
concentration indiquée entre parenthéses en g/mL. Le pouvoir rotatoire spécifique est calculé via la loi de
Biot [a®%] = I*c /a (longueur de la cuve | =1 dm, concentration c en g/mL et pouvoir rotatoire a en degré).

> Appareillage micro-onde

Certaines réactions ont été réalisées dans un micro-onde Discover CEM en monomode.

» Essais enzymatiques

La production de 'enzyme recombinante de PfA-M17 (rPfA-M17) et les essais enzymatiques ont été réalisés
au laboratoire par le Dr Marjorie Schmitt.

L'activité inhibitrice des composés synthétisés (notés I) est mesurée sur I'enzyme recombinante de PfA-M17
et sur 'enzyme commerciale APaero (notées E). Le substrat utilisé (noté S) est la leucine para-nitroanilide
(LpNA), dont I’'hydrolyse conduit a la para-nitroaniline (notée P), composé de couleur jaune absorbant a 405
nm a pH 7.5 (€ = 10800 mol™.L.cm™) (schéma 89).

Leucine
N H aminopeptidase: e OH + HoN
© : NO, © : NO,
Leucine para-nitroanilide (LpNA) Leucine para-nitroaniline

Schéma 89 : hydrolyse de la leucine para-nitroanilide par une leucine aminopeptidase

Nous nous plagons dans les conditions de Michaelis-Menten dont les hypotheéses simplificatrices sont (1) il
existe un temps suffisamment court pendant lequel la quantité de produit formé est négligeable (mesure
des vitesses initiales), (2) la quantité de substrat introduite doit étre beaucoup plus grande que la quantité
initiale d’enzyme, (3) la concentration du complexe enzyme-substrat ES est constante (hypothése de I'état
stationnaire).

Afin de déterminer le pourcentage d’inhibition de I'enzyme étudiée, la vitesse initiale d’hydrolyse de la LpNA
est mesurée en absence et en présence d’inhibiteur (a différentes concentrations) et pour une concentration
initiale en LpNA égale au K. Pour cela, la densité optique Do d’'un mélange E + S ou E + S + | est suivie au
cours du temps et par la loi de Beer-Lambert Do = €.l.c, nous en déduisons les concentrations de produit
formé et les vitesses initiales vo.

E+S:

L'enzyme (20 pg) et le substrat (0.3 mM = K., pour essai sur rPfA-M17 et 0.03 mM = K,, pour essai sur APaero)
en solution dans un tampon (Tris-HCI 50 mM, pH 8 pour rPfA-M17 ; Tris-HCl 50 mM, ZnCl, 0.05 mM, pH 8
pour APaero) sont placés dans une cuve de spectrometre (volume total = 1 mL). La densité optique est
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mesurée pendant 1 h a l'aide d’un spectrometre UV-visible HP 8453 Agilent Technologies, détecteur a
barrette de diodes.

E+S+1:

L'enzyme (20 pg) et l'inhibiteur (50 uM a 1mM) en solution dans un tampon (Tris-HCI 50 mM, pH 8 pour
rPfA-M17 ; Tris-HCI 50 mM, ZnCl, 0.05 mM, pH pour APaero 8) sont placés dans une cuve de spectrométre
pour une incubation de 20 min a TA. Le substrat (0.3 mM pour test sur PfA-M17 et 0.03 mM pour test sur
APaero) est ajouté et la densité optique est mesurée pendant 1 h.

Les inhibitions étant de type compétitif, I'ICsq et la constante d’inhibition K; peuvent étre déterminés par la
représentation de Dixon 1/v, = f([I]). ***

> Essais sur cultures de parasites

Les cultures de parasites et les essais in vitro ont été réalisés au MNHN par le Pr Isabelle Florent et le Dr Lotfi
Bounaadja.

Les composés synthétisés ont été évalués sur des cultures de parasites P. falciparum sensibles (3D7,
Tanzanie) ou résistants (FcB1, Colombie) a la chloroquine. Les parasites sont maintenus en culture avec des
érythrocytes humains, dans un milieu RPMI 1640 (Gibco-BRL) complété par 8% (v/v) de sérum humain
inactivé a la chaleur, a 37°C sous une atmosphére de 3% CO,, 6% O, et 91% N,. Les stocks de composés a
tester sont préparés a une concentration de 20 mM dans le DMSO et la chloroquine commerciale est
préparée a une concentration de 10 mM dans H,0 distillée. lls sont dilués plusieurs fois avec du milieu de
culture et introduits dans des cultures de parasites asynchrones (1% parasitémie et 1% hématocrite finale)
dans des plaques 96 puits pendant 24 h a 37 °C (volume total par puits 200 uL) dans un systéme de jarre a
bougie. Aprés 24 h d’incubation, 0.5 uCi d’hypoxanthine->H (11.1 mCi/mmol ; Perkin-Elmer) par puits ont été
ajoutés et les plaques sont a nouveau incubées a 37 °C dans le systeme de jarre a bougie. Apres 24 h
d’incubation, les plaques subissent un cycle de congélation/décongélation et les lysats cellulaires sont
collectés sur filtre en fibre de verre pour étre comptés a I'aide d’un spectromeétre a scintillation liquide.
L'inhibition de la croissance est déterminée en comparant la radioactivité incorporée dans les cultures
traitées avec la radioactivité incorporée dans les cultures contrdles (sans inhibiteurs, mais avec du DMSO a la
méme concentration) maintenues sur les mémes plaques. Les ICsy sont calculés a partir des courbes
concentration-effet. La concentration en DMSO n’excéde pas 0.5%, limite a partir de laquelle la croissance
du parasite est affectée par le solvant. La bestatine et la chloroquine ont été utilisés comme controles
positifs pour ces tests.

304 Enzyme Kinetics Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and Steady-state Enzyme Systemes, I. H. Segel, Wiley-

Interscience 1975, 1-957.
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III- Synthese

E-hexa-2,5-dien-1-ol 23

5 3\ 1
/\/\/\
6 = 4 2 O;‘|

A une solution de bromure d’allyle (13.9 ml, 160 mmol, 8 eq.) dans THF (20 ml) est ajouté I'indium en petits
grains (2.31 g, 20 mmol, 1 eq.). Le mélange réactionnel est placé sous N, et refroidi a 0 °C, puis I'alcool
propargylique (1.2 mL, 20 mmol) est ajouté goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité 10 min a 0 °C,
puis a TA pendant 16 h. Il est ensuite traité avec une sol. 1N HCI et les phases sont séparées. La phase
aqueuse est extraite avec AcOEt (x2) et la phase organique est lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur
MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de
pétrole/AcOEt 4/1).

(578 mg, 51% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : en accord avec la littérature *’%, § 5.83 (ddt, J = 16.7 Hz ; 10.2 Hz ; 6.5 Hz, 1H, H5),
5.73-5.68 (m, 2H, H3 + H2), 5.06 (dq, J = 16.7 Hz ; 1.7 Hz, 1H, Ha-6), 5.02 (dq, J = 10.2 Hz ; 1.7 Hz, 1H, Hb-6),
4.12 (m, 2H, H1), 2.81 (m, 2H, H4), 1.39 (s, 1H, H7)

Hexa-2-yn-5-en-1-ol 24

Le chlorure d’allyle (3.0 mL, 37.5 mmol, 1.5 eq.), I'alcool propargylique (1.5 mL, 25 mmol), CuCl (50 mg, 0.5
mmol, 0.02 eq.), Na,S0O; (1.6 g, 12.5 mmol, 0.5 eq.) et K,CO3 (3.4 g, 25 mmol, 1 eq.) sont solubilisés dans H,0
(30 mL). Le mélange réactionnel est agité a 30 °C pendant 4 h avant d’étre traité avec une sol. 1N HCI. La
phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x3) et la phase organique est séchée sur MgS0O,, puis concentrée a
I’évaporateur rotatif.

(1.56 g, 65% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : en accord avec la littérature 82 5582 (ddt, J= 16.9Hz; 10.1 Hz ; 5.3 Hz, 1H,
H5), 5.32 (dg, J =16.9 Hz ; 1.8 Hz, 1H, Ha-6), 5.14 (dg, J = 10.1 Hz ; 1.8 Hz, 1H, Hb-6), 4.30 (m, 2H, H1), 3.02
(m, 2H, H4), 1.54 (sl, 1H, H7)
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E-hexa-2,5-dien-1-ol 23 (a partir de 24)

5 3\ 1

7YY oH
A une solution de LiAlIH, (391 mg, 10.3 mmol, 1.2 eq.) dans THF (15 mL) refroidie a 0 °C, est ajoutée goutte a
goutte une solution de 24 (830 mg, 8.6 mmol) dans THF (5 mL). Le mélange réactionnel est agité a TA
pendant 30 min, puis a 70 °C pendant 2 h. |l est ensuite refroidi a 0 °C avant d’étre traité goutte a goutte par
une sol. sat. NH,Cl. Le résidu obtenu est filtré sur Whatman et rincé avec Et,0. La phase aqueuse est extraite
avec Et,0 (x2), puis la phase organique est séchée sur MgS0, et concentrée a |'évaporateur rotatif.

(625 mg, 74%, huile jaune pale)

(2R, 3R)-2,3-epoxyhex-5-en-1-ol 25

/%
= 3 OH

6 4 2(R) 7

CH,Cl, (20 mL) est ajouté a du tamis moléculaire 4 A en poudre (préalablement activé au décapeur
thermique sous vide), puis refroidi a -20 °C. D(-)DIPT (180 mg, 0.77 mmol, 0.12 eq.), Ti(OiPr), (0.189 mL, 0.64
mmol, 0.1 eq.) sont ajoutés. Puis TBHP (1.43 mL, 12.8 mmol, 2 eq.) est ajouté goutte a goutte sur une durée
de 5 min. Le mélange réactionnel est agité a -20 °C pendant 30 min, puis une solution de 23 (625 mg, 6.3
mmol) dans CH,Cl, (20 mL) est ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité a -20 °C pendant 24
h, puis traité avec un mélange de sol. 10% NaOH sat. en NaCl et d’Et,0. Il est ensuite réchauffé a 10 °C et un
mélange MgSQ./célite est ajouté. Le mélange réactionnel est agité a 10 °C pendant 15 min avant d’étre filtré
sur célite et concentré a I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 8/2).

(254 mg, 35% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : en accord avec la littérature 18 §5.83 (dt, /=17.0Hz; 10.2 Hz ; 6.6 Hz, 1H, H5),
5.17 (dq, J = 17.0 Hz ; 1.6 Hz, 1H, Ha-6), 5.12 (dq, / = 10.2 Hz; 1.8 Hz, 1H, Hb-6), 3.94 (ddd, / = 12.6 Hz; 5.4
Hz; 2.4 Hz, 1H, Ha-1), 3.66 (ddd, J = 12.6 Hz ; 7.3 Hz; 4.2 Hz, 1H, Hb-1), 3.07 (td, / = 5.4 Hz; 2.4 Hz, 1H, H3),
2.98 (td, J=4.2 Hz; 2.4 Hz, 1H, H2), 2.38 (m, 2H, H4), 1.64 (dd, J=7.3 Hz ; 5.4 Hz, 1H, H7)
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(25, 35)-3-[(4-méthoxybenzyl)amino]-hex-5-én-1,2-diol 26

/15
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A une solution de 25 (114 mg, 1 mmol) dans CH,Cl, (1.5 mL), est ajouté Ti(OiPr), (0.888 mL, 3 mmol, 3 eq.).
Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 5 min, puis une solution de para-méthoxybenzylamine (0.260
mL, 2 mmol, 2 eq.) dans CH,Cl, (1.5 mL) est ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité a 40 °C
pendant 48 h, puis traité avec une sol. 10% NaOH sat. en NaCl. Il est ensuite filtré sur célite et rincé avec
CH,Cl,. La phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x3). La phase organique est lavée avec une sol. 1N HCI,
puis séchée sur MgS0, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Les phases aqueuses sont rassemblées et le pH
est amené a 9 avec une sol. 2N NaOH. Puis elles sont extraites avec CH,Cl, (x2). La phase organique est
séchée sur MgS0O, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le résidu est dissous dans Et,0 et de la carboglace
est ajoutée pour faire précipiter la para-méthoxybenzylamine sous forme de carbonate. Le précipité est filtré
et lavé avec Et,0 et le filtrat est concentré a I'évaporateur rotatif.

(145 mg, 58% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCL) : § 7.23 (m, 2H, H10 + H14), 6.88 (m, 2H, H11 + H13), 5.74 (ddt, J = 16.7 Hz ; 9.5 Hz
: 7.1 Hz, 1H, H5), 5.15-5.09 (m, 2H, H6), 3.79 (s, 3H, H15), 3.77-3.62 (m, 5H, H1-2 + H8), 3.03 (m, 1H, H16 ou
H17), 2.95 (m, 1H, H17 ou H16), 2.82 (m, 1H, H3), 2.28 (M, 2H, H4)

(2S,35)-3-[tert-butoxycarbonyl-(4-méthoxybenzyl)-amino]-hex-5-én-1,2-diol 27

/14
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A une solution de 26 (2.7 g, 8.8 mmol) dans MeOH (40 mL), sont ajoutés Boc,0 (5 mL, 22 mmol, 2.5 eq.) et
NaHCO; (2.22 g, 26.4 mmol, 3 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 4 h, puis filtré sur
Whatman et concentré a |’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 9/1).

(2.22 g, 72% ; huile incolore)
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'H RMN (300 MHz, CDCl;) : en accord avec la littérature **,6 7.17 (m, 2H, H9 + H13), 6.86 (m, 2H, H10 +
H12),5.70 (dt, /= 16.9 Hz; 9.9 Hz ; 7.0 Hz, 1H, H5), 5.10-502 (m, 2H, H6), 4.30 (m, 2H, H1), 3.90-3.33 (m, 5H,
H2-3 + H7 + H20 ou H21), 3.80 (s, 3H, H14), 2.80 (sl, 1H, H21 ou H20), 2.57 (m, 2H, H4), 1.49 (s, 9H, H17-19)

(25,35)-3-[tert-butoxycarbonylamino]-hex-5-én-1,2-diol 30
9 o)i\m-ﬂ
5 - g) ]

. S (S
7 YO o

OH
14

10

A une solution de Ti(OiPr), (0.213 mL, 0.72 mmol, 1 eq.) dans toluene (1.0 mL), est ajouté Me;SiN; (0.190 mL,
1.44 mmol, 2 eq.). Le mélange réactionnel est agité a 110 °C pendant 24 h, puis une solution de 23 (82 mg,
0.72 mmol) dans toluéne (1.0 mL) est ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité a 110 °C
pendant 2h30, avant d’étre refroidi a TA et traité avec une sol. 10% NaOH sat. en NaCl. Le solide est filtré sur
Whatman et rincé au CH,Cl,. La phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x2) et la phase organique est séchée
sur MgS0, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel (25, 35)-3-(azido)-hex-5-én-1,2-diol 28
est engagé tel quel dans I'étape suivante.

A une solution de 28 (0.72 mmol) dans THF (2 mL), sont ajoutés PPh; (320 mg, 1.22 mmol, 1.7 eq.) et H,0
(0.103 mL, 5.76 mmol, 8 eq.). Le mélange réactionnel est agité a 45 °C pendant 40 h, puis concentré a
I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est solubilisé dans dioxane (1 mL) et Boc,0 (0.182 mL, 0.79 mmol,
1.1 eq.) est ajouté. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 16 h, puis concentré a I'évaporateur
rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (CH,Cl,/MeQOH 95/5).

(61 mg, 37% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : 6 5.83 (ddt, J = 16.5 Hz ; 10.6 Hz ; 7.2 Hz, 1H, H5), 5.21-5.15 (m, 2H, H6), 4.59 (d, J
=7.1Hz, 1H, H7), 3.74-3.57 (m, 3H, Ha-1 + H3 + H13 ou H14), 3.43-3.30 (m, 2H, Hb-1 + H2), 2.64 (d, J = 9.2
Hz, 1H, H14 ou H13), 2.55 (m, 1H, Ha-4), 2.34 (m, 1H, Hb-4), 1.45 (s, 9H, H10-12)

(2S,3S)-1-[tert-butyldiphénylsilyloxy]-3-[tert-butoxycarbonylamino]-hex-5-én-2-ol 33

3 (S) Si15™> 46
= S -
k (SN2 O pp
OH 19
14 84

A une solution de 30 (378 mg, 1.63 mmol) dans DMF (9 mL), sont ajoutés I'imidazole (244 mg, 3.6 mmol, 2.2
eq.) et TBDPSCI (0.468 mL, 1.8 mmol, 1.1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 16 h, puis traité
avec une sol. sat. NH,Cl et Et,0. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec Et,0 (x3). La
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phase organique est lavée avec H,0 (x4), puis séchée sur MgS0O, et concentrée a |’évaporateur rotatif. Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(670 mg, 91% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : § 7.69-7.66 (m, 4H, H19), 7.46-7.37 (6H, H19 + H20), 5.79 (ddt, J = 16.8 Hz ; 9.7
Hz; 7.2 Hz, 1H, H5), 5.08-5.04 (m, 2H, H6), 4.89 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H7), 3.74-3.70 (m, 4H, H1-3), 2.87 (sl, 1H,
H14), 2.31 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H4), 1.40 (s, 9H, H10-12), 1.08 (s, 9H, H16-18)

(4S,5S5)-4-(allyl)-3-(tert-butoxycarbonyl)-5-(tert-butyldiphénylsilyoxymethyl)-2,2-
(diméthyl)-oxazolidine 34

7 6
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A une solution de 33 (100 mg, 0.23 mmol) dans toluéne (3 mL), sont ajoutés APTS (3 mg, 0.014 mmol, 0.06
eq.) et 2,2-diméthoxypropane (0.283 mL, 2.3 mmol, 10 eq.). Le mélange réactionnel est agité a 110 °C
pendant 4 h, puis traité avec une sol. sat. NaHCO;. Les phases sont séparées et la phase organique est
séchée sur MgS0, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 95/5).

(95 mg, 82% ; huile jaune)

'H RMN (300 MHz, CDCl5) : § 7.69-7.66 (m, 4H, H22), 7.44-7.37 (m, 6H, H22 + H23), 5.90-5.71 (m, 1H, H9),
4.98-4.92 (m, 2H, H10), 4.18-3.77 (m, 4H, H4-5 + H16), 2.41 (m, 1H, Ha-8), 2.23 (m, 1H, Hb-8), 1.52 (s, 3H,
H6), 1.48 (s, 9H, H13-15), 1.44 (s, 3H, H7), 1.07 (s, 9H, H19-21)

(4S, 55)-4-(allyl)-3-(tert-butoxycarbonyl)-5-(hydroxyméthyl)-2,2-(diméthyl)-oxazolidine 35
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A une solution de 34 (635 mg, 1.24 mmol) dans THF (10 mL), est ajouté goutte a goutte TBAF (2.49 mL, 2.48
mmol, 2 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 1 h, avant d’étre concentré a I'évaporateur
rotatif. Le résidu est re-solubilisé dans CH,Cl, et lavé avec une sol. sat. NH,Cl. La phase organique est séchée
avec MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 8/2).

(265 mg, 79% ; huile jaune)
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Partie expérimentale

'H RMN (300 MHz, CDCL;) : 6 5.91-5.73 (m, 1H, H9), 5.15-5.05 (m, 2H, H10), 4.21 (dt, J = 7.0 Hz ; 5.1 Hz, 1H,
H5), 4.12-3.92 (m, 1H, H4), 3.88-3.73 (m, 2H, H16), 2.45-2.30 (m, 2H, H8), 1.75 (dd, J = 7.3 Hz; 5.2 Hz, 1H,
H17), 1.48 (s, 9H, H13-15), 1.43 (s, 6H, H6-7)

(4S, 55)-4-(allyl)-3-(tert-butoxycarbonyl)-5-(formyl)-2,2-(diméthyl)-oxazolidine 36

141507 6
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A un mélange DMSO (0.171 mL, 2.4 mmol, 6 eq.)/ CH,Cl, (2 mL) refroidi a -78 °C et placé sous N,, est ajouté
goutte a goutte (COCI), (0.102 mL, 1.2 mmol, 3 eq.). Le mélange réactionnel est agité a -78 °C pendant 40
min, puis une solution de 35 (100 mg, 0.4 mmol) dans CH,Cl, (1 mL) est ajoutée goutte a goutte. Le mélange
réactionnel est agité a -78 °C pendant 40 min, puis NEt; (0.278 mL, 2.0 mmol, 5 eq.) est ajoutée. Le mélange
réactionnel revient lentement a TA et est agité pendant 20 min a TA. Il est ensuite traité avec une sol. sat.
NH,CI. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x3). La phase organique est
lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(60 mg, 56% ; huile jaune)

'H RMN (300 MHz, CDCl5) : 6 9.76 (d, J = 1.0 Hz, 1H, H16), 5.73 (dt, J = 17.2 Hz ; 10.2 Hz ; 7.0 Hz, 1H, H9),
5.13-5.02 (m, 2H, H10), 4.07-3.80 (m, 2H, H4-5), 2.57-2.34 (m, 2H, H8), 1.48 (s, 15H, H13-15 + H6-7)

Ethyl (2R, 3R)-3,4-O-isopropylidene-2,3,4-trihydroxy-butanoate 37

’ o)
A/O (R) 9
2 OH

8

A une solution d’acide D-isoascorbique (20 g, 113 mmol) dans de I'acétone (100 mL) préalablement séchée
sur tamis moléculaire 3 A et distillée, est ajouté CuSO, anhydre (36 g, 226 mmol, 2 eq.). Le mélange
réactionnel est agité a TA pendant 24 h, puis CuSO, anhydre (36 g, 226 mmol, 2 eq.) est a nouveau ajouté. Le
mélange réactionnel est agité 24 h avant d’étre filtré et concentré a I'évaporateur rotatif. L’acide 3,4-O-
isopropylidene-D-isoascorbique est obtenu presque quantitativement. Il est ensuite dissous dans une sol.
aqueuse 2.4 M K,CO; (120 mL, 289 mmol). Cette solution est refroidie dans un bain de glace et H,0, (35 mL)
est ajouté lentement. Le mélange réactionnel est agité pendant la nuit puis concentrée a I'évaporateur
rotatif. Le solide humide est extrait avec EtOH chaud, puis filtré. Le filtrat est concentré a |’évaporateur
rotatif. Le sel obtenu est solubilisé dans de I'acétonitrile (100 mL) et Etl (12 mL, 150 mmol, 1.3 eq.) est ajouté.
Le mélange réactionnel est porté au reflux pendant 24 h, puis filtré et concentré a '’évaporateur rotatif. Le
brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 8/2).

162



Partie expérimentale

(9.4 g, 40% ; huile orange)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 4.32 (td, J = 6.6 Hz; 5.3 H, 1H, H3), 4.27 (q, J = 7.3 Hz, 2H, H9), 4.25 (d, J = 5.3
Hz, 1H, H2), 4.05 (dd, J = 8.6 Hz ; 5.5 Hz, 1H, Ha-4), 4.0 (dd, J = 8.6 Hz ; 6.6 Hz, 1H, Hb-4), 2.92 (s, 1H, HS),
1.43 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.31 (t, J = 7.3 Hz, 3H, H10)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 172.0 (C1), 109.9 (C5), 77.0 (C3), 71.0 (C2), 65.0 (C4), 61.9 (C9), 26.3 (C6), 25.1
(C7),14.1 (C10)

[a] *°5 = -29.8 (c = 0.01, CHCl5) (litt.-29.1 (c = 1.565, MeOH)*®)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;gH3,NaO4 : 431.1893 (2M+Na)*, masse trouvée 431.1876

Ethyl (2R, 3R)-2-O-benzyl-3,4-O-isopropylidene-2,3,4-trihydroxybutanoate 38
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A une solution de 37 (4 g, 19.6 mmol) dans DMF (64 mL) sont ajoutés BnBr (4.66 mL, 39.2 mmol, 2 eq.) et
Cs,C0O; (11.3 g, 58.8 mmol, 3 eq.) sous N,. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 36 h, puis traité
avec H,0 et concentré a I'évaporateur rotatif. Le résidu est resolubilisé dans AcOEt et lavé avec une sol. sat.
de NaHCO;. La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée a |’évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(4.9 g, 85% ; huile orange)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.38-7.3 (m, 5H, H12-16), 4.69 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Ha-10), 4.51 (d, J = 11.6 Hz,
1H, Hb-10), 4.35 (td, J = 5.9 Hz; 5.1 Hz, 1H, H3), 4.27 (dq, J = 10.8 Hz ; 7.2 Hz, 1H, Ha-8), 4.21 (dq, J = 10.8 Hz;
7.2 Hz, 1H, Hb-8), 4.05 (dd, J = 8.7 Hz ; 5.9 Hz, 1H, Ha-4), 4.01 (dd, J = 8.7 Hz ; 5.1 Hz, 1H, Hb-4), 3.96 (d, J =
5.9 Hz, 1H, H2), 1.43 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.3 (t, J = 7.2 Hz, 3H, HO)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 170.4 (C1), 137.0 (C11), 128.4, 128.1, 128.0 (C12-16), 109.9 (C5), 79.1 (C2),
76.0 (C3), 72.9 (C10), 66.2 (C4), 61.1 (C8), 26.6 (C6), 25.3 (C7), 14.2 (C9)

[a] ZOD =+47 (C = 001, CHCI3) (||tt +26.5 (C = 20, MeOH)ZOS)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C¢H,,NaOs : 317.1365 (M+Na)*, masse trouvée 317.1365
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Partie expérimentale

Ethyl 2,4-bis(benzyloxy)but-2-énoate 39
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'H RMN (300 MHz, CDCl5) : & 7.41-7.30 (m, 10H, H9-13 + H16-20), 6.41 (t, J = 6.3 Hz, 1H, H3), 4.90 (s, 2H, H7),
4.42 (s, 2H, H14), 4.29 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H5), 4.13 (d, J = 6.3 Hz, 2H, H4), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H6)

3C RMN (75 MHz, €DCl5) : & 163.22 (C1), 145.38 (C2), 137.86 (C8), 136.61 (C15), 128.58, 128.43, 128.37,
128.27, 127.77, 127.68 (C9-13 + C16-20), 125.02 (C3), 74.10 (C7), 72.55 (C14), 64.35 (C4), 61.17 (C5), 14.19
(C6)

Ethyl (2R, 3R)-2-0-(4-methoxybenzyl)-3,4-O-isopropylidéne-2,3,4-trihydroxybutanoate 40

° O
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A une solution de 37 (1 g, 4.9 mmol) dans DMF (16 mL), sont ajoutés PMBCI (1 mL, 7.35 mmol, 1.5 eq.),
Cs,CO; (2.82 g, 14.7 mmol, 3 eq.), TBAI (90 mg, 0.245 mmol, 0.05 eq.) et du tamis moléculaire 4 A sous N,. Le
mélange réactionnel est agité a TA pendant 24 h, puis traité avec H,O et concentré a I'évaporateur rotatif. Le
résidu est resolubilisé dans AcOEt et lavé avec une sol. sat. de NaHCO;. La phase organique est séchée sur
MgSO, et concentrée a I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne
de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(683 mg, 43% ; huile jaune)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.28-7.26 (m, 2H, H13+ H15), 6.90-6.87 (m, 2H, H12 + H16), 4.61 (d, J = 11.5 Hz,
1H, Ha-10), 4.43 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Hb-10), 4.32 (dt, J = 6.6 Hz ; 4.7 Hz, 1H, H3), 4.24 (2*q, J = 7.2 Hz, 2H, H8),

4.03 (dd, J = 8.8 Hz ; 6.6 Hz, 1H, Ha-4), 3.99 (dd, J = 8.8 Hz ; 4.7 Hz, 1H, Hb-4), 3.92 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H2), 3.31

(s, 3H, H17), 1.42 (s, 3H, H6), 1.34 (s, 3H, H7), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H9),

13C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 170.56 (C1), 159.50 (C14), 129.84 (C13 + C15), 129.01 (C11), 113.81 (C12 +
C16), 109.84 (C5), 78.73 (C2), 75.96 (C3), 72.46 (C10), 66.30 (C4), 61.06 (C8), 55.24 (C17), 26.60 (C6), 25.30
(C7), 14.22 (C9)
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Partie expérimentale

Ethyl (2R, 3R)-2-O-(tert-butyldiméthylsilyl)-3,4-O-isopropylidene-2,3,4-trihydroxybutanoate 41

6 (@)
i OMO/\g
)12<14

13
A une solution de 37 (0.484 g, 2.37 mmol) dans DMF (1 mL), sont ajoutés TBSCI (0.375 g, 2.49 mmol, 1.05 eq.)
et imidazole (0.194 g, 2.84 mmol, 1.2 eq.) sous N,. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 48 h, puis
traité avec H,0 et AcOEt. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec AcOEt (x2). La

phase organique est lavée avec H,0 (x3), puis séchée sur MgS0, et concentrée a I’évaporateur rotatif.
(754 mg, 100% ; huile jaune)

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : en accord avec la littérature *°, § 4.31-4.16 (m, 4H, H2-3 + H8), 3.99 (d, J = 5.9 Hz,
2H, H4), 1.43 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H9), 0.91 (s, 9H, H13-15), 0.1 (s, 3H, H10),
0.09 (s, 3H, H11)

(2S,3R)-2-0-Benzyl-3,4-0O-isopropylidene-2,3,4-trihydroxybutanol 42
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Une solution de 38 (1.68 g, 5.72 mmol) dans THF (3 mL), refroidie a 0°C, est ajoutée goutte a goutte a une
suspension de LiAlIH, (0.282 g, 7.43 mmol, 1.3 eq.) dans THF (10 mL). Le mélange réactionnel est agité a TA
pendant 2 h, puis au reflux pendant 2 h. Il est ensuite refroidi a 0 °C et H,0 est ajoutée goutte a goutte, puis
une sol. aqueuse 15% NaOH, puis H,0. La pate blanche est ensuite filtrée sur Whatman et rincée avec AcOEt
(3x). Le filtrat est séché sur MgSO, et concentré a I'évaporateur rotatif.

(1.4 g, 97% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.39-7.3 (m, 5H, H10-14), 4.69 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Ha-8), 4.65 (d, J= 11.6 Hz, 1H,
Hb-8), 4.19 (td, J = 6.5 Hz ; 5.8 Hz, 1H, H3) , 4.09 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.5 Hz, 1H, Ha-4), 3.86 (dd, J = 8.3 Hz ; 5.8 Hz,
1H, Hb-4), 3.83 (dt, J = 11.8 Hz ; 4.2 Hz, 1H, Ha-1), 3.72 (ddd, J = 11.8 Hz ; 7.8 Hz ; 4.2Hz, 1H, Hb-1), 3.54 (dt, J
= 6.5 Hz ; 4.2 Hz, 1H, H2), 2.05 (m, 1H, H15), 1.43 (s, 3H, H6), 1.36 (s, 3H, H7)

C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 137.9 (C9), 128.6, 128.0, 127.9 (C10-14), 109.3 (C5), 79.7 (C2), 75.9 (C3), 72.7
(C8), 66.9 (C4), 61.9 (C1), 26.6 (C7), 25.2 (C6)

[a] °5 =+24 (c=0.01, CHCl,) (litt. +23.3 (c = 1.1, CHCl;)*®)

% G.'s. Rao et al., Tet. Asymmetry 2010, 21, 1963-1970.
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Partie expérimentale

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C14H,0NaO, : 275.1259 (M+Na)®, masse trouvée 275.124

(2R,3R)-2-0-Benzyl-3,4-0-isopropylidene-2,3,4-trihydroxybutanal 43
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A une solution de 42 (0.7 g, 2.77 mmol) dans un mélange DMSO (12.6 mL) / CH,Cl, (22.4 mL) refroidie a -20
°C, sont ajoutés DIPEA (2.29 mL, 13.9 mmol, 5 eq.) et le complexe trioxyde de soufre-pyridine (1.77 g, 11.1
mmol, 4 eq.). Le mélange réactionnel est agité a -20 °C pendant 1h30, puis quenché avec H,0 et extrait avec
AcOEt (3x). La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(550 mg, 79% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 9.71 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H1), 7.40-7.31 (m, 5H, H10-14), 4.74 (d, J = 11.6 Hz, 1H,
Ha-8), 4.62 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-8), 4.37 (td, J = 6.3 Hz ; 5.5 Hz, 1H, H3), 4.07 (dd, J = 8.6 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-
4),3.94 (dd, J = 8.6 Hz ; 5.5 Hz, 1H, Hb-4), 3.83 (dd, J = 6.3 Hz; 2.3 Hz, 1H, H2), 1.44 (s, 3H, H6), 1.36 (s, 3H,
H7)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : 5 201.3 (C1), 136.8 (C9), 128.6, 128.3, 128.2 (C10-14), 110.1 (C5), 83.1 (C2), 75.0
(C3), 73.4 (C8), 66.2 (C4), 26.5 (C6), 25.1 (C7)

[a]®, =+36.8 (c = 0.01, CHCl,) (litt. +29.2 (c = 2.747, CHCI5)*®)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C14H150, : 251.1283 (M+H)*, masse trouvée 251.1289

(Rs, 2S, 3R)-N-(2-benzyloxy-3,4-isopropylidénedioxy)butylidéne-tert-butanesulfinamide 45- R
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3% A. Dondoni et al., Tet. Lett. 1985, 26, 5477-5480.
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Partie expérimentale

A une solution de 43 (722 mg, 2.89 mmol) et de (R)-2-methylpropane-2-sulfinamide (525 mg, 4.33 mmol, 1.5
eq.) dans CH,Cl, (35 mL) est ajouté Ti(OiPr), (4.28 mL, 14.4 mmol, 5 eq.). Le mélange réactionnel est agité a
TA pendant la nuit, puis refroidi a 0 °C avant d’ajouter H,0. Il est filtré sur Whatman et rincé avec AcOEt. Le
filtrat est lavé avec une sol. sat. de NaCl et extrait avec AcOEt (3x). La phase organique est séchée sur MgSO,
et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de
silice préalablement conditionnée avec 1% NEt; (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(650 mg, 64% ; huile jaune pale)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 8.12 (d, J = 4.8 Hz, 1H, H1), 7.32-7.39 (m, 5H, H10-14), 4.74 (d, J= 11.6 Hz, 1H,
Ha-8), 4.52 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Hb-8), 4.34 (td, J = 6.3 Hz ; 5.5 Hz, 1H, H3), 4.21 (dd, J = 6.3 Hz ; 4.8 Hz, 1H, H2),
4.08 (dd, J = 8.6 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.96 (dd, J = 8.6 Hz ; 5.5 Hz, 1H, Hb-4), 1.43 (s, 3H, H6), 1.34 (s, 3H, H7),
1.25 (s, 9H, H16-18)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : 6 167.4 (C1), 137.2 (C9), 128.5, 128.1, 128.0 (C10-14), 110.0 (C5), 80.2 (C2), 76.3
(C3), 72.6 (C8), 66.5 (C4), 57.0 (C15), 26.5 (C6), 25.2 (C7), 22.5 (C16-18)

[a]*°, =-100.8 (c = 0.01, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;gH,sNO,S : 354.1739 (M+H)*, masse trouvée 354.1741

(Ss, 25, 3R)-N-(2-benzyloxy-3,4-isopropylidénedioxy)butylidéne-tert-butanesulfinamide 45-Ss
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 45- Rs en partant de 43 (100 mg, 0.4 mmol) et du (S)-(-)-
2-méthyl-2-propanesulfinamide (72.6 mg, 0.599 mmol, 1.5 eq.) Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur colonne de silice préalablement conditionnée avec 1% NEt; (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(115 mg, 81% ; huile jaune pale)

'H RMN (400 MHz, CDCls) : 6 8.04 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H1), 7.3-7.39 (m, 5H, H10-14), 4.70 (d, J = 11.6 Hz, 1H,
Ha-8), 4.53 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Hb-8), 4.29 (ddd, J = 7.3 Hz ; 6.5 Hz ; 4.8 Hz, 1H, H3), 4.16 (dd, J = 7.3 Hz ; 5.5
Hz, 1H, H2), 4.10 (dd, J = 8.7 Hz ; 6.5 Hz, 1H, Ha-4), 3.96 (dd, J = 8.7 Hz ; 4.8 Hz, 1H, Hb-4), 1.42 (s, 3H, H6),
1.32 (s, 3H, H7), 1.24 (s, 9H, H16-18)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl3) : 6 167.1 (C1), 137.1 (C9), 128.5, 128.1, 128.1 (C10-14), 110.0 (C5), 81.0 (C2), 75.6
(C3), 72.6 (C8), 66.8 (C4), 57.3 (C15), 26.7 (C6), 25.1 (C7), 22.5 (C16-18)

[a] *°5 =+186.9 (c = 0.01, CHCl,)
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HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,sNO,S : 354.1739 (M+H)*, masse trouvée 354.1729

Meéthode A

(R)

Partie expérimentale

Au bromure d’allyle magnésium (1 M dans Et,0, 3.39 mL, 3.39 mmol, 3 eq.) refroidi a -20°C et placé sous

azote, est ajouté goutte a goutte une solution de Rs-45 (400 mg, 1.13 mmol) dans le toluéne (15 mL). Le

mélange réactionnel est agité a -20 °C pendant 2 h, puis quenché avec H,0. Il est filtré sur Whatman et rincé

avec de AcOEt. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec AcOEt (x2). La phase

organique est séchée sur MgS0O, et concentrée a |'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur
colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 7/3). Un mélange 93/7 des diastéréoisomeres anti/syn 46/47 est

obtenu (372 mg, 83% ; huile incolore).

46 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr

7.657 min, 93% (HPLC)

47 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr

11.459 min, 7% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 46 :

15

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.38-7.30 (m, 5H, H13-17), 5.82 (dddd, J = 16.6 Hz ; 12.0 Hz ; 9.3 Hz ; 7.3 Hz, 1H,
H9), 5.20 (m, 2H, H10), 4.70 (d, J= 11.3 Hz, 1H, Ha-11), 4.64 (d, J= 11.3 Hz, 1H, Hb-11), 4.23 (q, J = 6.3 Hz, 1H,
H3), 4.06 (dd, J = 8.1 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.90 (dd, J = 8.1 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.62 (m, 1H, H2), 3.59 (m,
1H, H1), 3.48 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H18), 2.53 (m, 2H, H8), 1.44 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.22 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl3) : § 138.1 (C12), 134.4 (C9), 128.4, 127.8, 127.7 (C13-17), 119.3 (C10), 109.2 (C5),
81.3 (C2), 75.7 (C3), 73.9 (C11), 66.8 (C4), 56.2 (C1), 56.1 (C19), 36.2 (C8), 26.6 (C6), 25.3 (C7), 22.7 (C20-22)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,;H3,NO,S : 396.2209 (M+H)*, masse trouvée 396.2195
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Partie expérimentale
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Meéthode B

A une solution de Rs-45 (46 mg, 0.13 mmol) dans THF (0.1 mL) refroidi a -78 °C et placée sous azote, est
ajouté un mélange de bromure d’allyle magnésium (1 M dans Et,0, 0.39 mL, 0.39 mmol, 3 eq.) et de TMEDA
(0.039 mL, 0.26 mmol, 2.05 eq.) dans THF (0.1 mL). Le mélange réactionnel est agité a -78 °C pendant 3 h,
puis quenché avec une sol. sat. NH,Cl. La phase aqueuse est extraite avec AcOEt (x3). La phase organique est
lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur MgSO, et concentrée a l'évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié¢ sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2). Un mélange 38/62 des
diastéréoisomeéres anti/syn 46/47 est obtenu (44 mg, 85% ; huile incolore).

46 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
7.657 min, 38% (HPLC)

47 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
11.459 min, 62% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 47 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl,) : 6 7.39-7.29 (m, 5H, H13-17), 5.82 (m, 1H, H9), 5.09 (m, 2H, H10), 4.67 (d, J= 11.6
Hz, 1H, Ha-11), 4.59 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Hb-11), 4.40 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H18), 4.23 (dt, J = 8.6 Hz ; 6.3 Hz, 1H,
H3), 4.12 (dd, J = 8.4 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.73 (dd, J = 8.4 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.72 (m, 1H, H2), 3.61 (m,
1H, H1), 2.48 (m, 1H, Ha-8), 2.25 (m, 1H, Hb-8), 1.44 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.21 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 137.8 (C12), 135.4 (C9), 128.5, 127.9, 127.8 (C13-17), 117.1 (C10), 109.7 (C5),
81.3 (C2), 75.0 (C4), 73.2 (C11), 68.1 (C4), 58.1 (C1), 56.0 (C19), 36.2 (C8), 26.6 (C6), 25.3 (C7), 22.8 (C20-22)
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La méthode A est appliquée en partant de Ss-45 (351 mg, 0.993 mmol). Le brut réactionnel est purifié par
chromatographie sur colonne de silice (cyclohexane/acétate d’éthyle 7/3). Un mélange 13/87 des
diastéréoisomeéres anti/syn 48/49 est obtenu (307 mg, 78% ; huile incolore).

48 (Ss, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidenedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
10.089 min, 13% (HPLC)

49 (S5, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
7.946 min, 87% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 49 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.38-7.30 (m, 5H, H13-17), 5.85 (dddd, J = 16.6 Hz ; 10.7 Hz ; 8.2 Hz ; 5.8 Hz, 1H,
H9), 5.12 (m, 2H, H10), 4.65 (s, 2H, H11), 4.18 (dt, J = 8.2 Hz ; 6.3 Hz, 1H, H3), 4.05 (dd, J = 8.2 Hz ; 6.3 Hz, 1H,
Ha-4), 3.82 (dd, J = 8.2 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.65 (dd, J = 6.3 Hz; 1.2 Hz, 1H, H2), 3.55 (d, J = 10.3 Hz, 1H,
H18), 3.52 (m, 1H, H1), 2.70 (m, 1H, Ha-8), 2.52 (m, 1H, Hb-8), 1.41 (s, 3H, H6), 1.32 (s, 3H, H7), 1.21 (s, 9H,
H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl3) : § 137.8 (C12), 134.7 (C9), 128.5, 127.9, 127.7 (C13-17), 118.0 (C10), 108.7 (C5),
80.0 (C2), 75.9 (C3), 74.1 (C11), 67.1 (C4), 58.0 (C1), 56.2 (C19), 38.3 (C8), 26.7 (C6), 25.1 (C7), 22.6 (C20-22)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,;H3,NO,S : 396.2209 (M+H)", masse trouvée 396.2207
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La méthode B est appliquée en partant de de Ss-45 (58 mg, 0.164 mmol). Le brut réactionnel est purifié sur
colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2). Un mélange 97/3 des diastéréoisomeéres anti/syn 48/49 est
obtenu (47 mg, 72% ; huile jaune pale).
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48 (S5, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidenedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
10.089 min, 97% (HPLC)

49 (Ss, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
7.946 min, 3% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 48 :
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'H RMN (400 MHz, €DCL;) : § 7.34-7.29 (m, 5H, H13-17), 5.81 (dddd, J = 17.1 Hz ; 10.3 Hz ; 7.1 Hz ; 7.0 Hz, 1H,
H9), 5.08 (dq, J = 17.1 Hz ; 1.6 Hz, 1H, Ha-10), 5.06 (m, 1H, Hb-10), 4.75 (d, J= 11.3 Hz, 1H, Ha-11), 4.67 (d, J=
11.3 Hz, 1H, Hb-11), 4.14 (dt, J = 7.0 Hz ; 6.3 Hz, 1H, H3), 4.06 (dd, J = 8.1 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.90 (dd, J =
7.0 Hz; 3.0 Hz, 1H, H2), 3.80 (dd, J = 8.1 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.67 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H18), 3.63 (m, 1H, H1),
2.37(ddd, J= 7.1 Hz ; 7.0 Hz ; 1.1 Hz, 2H, H8), 1.43 (s, 3H, H7), 1.35 (s, 3H, H6), 1.19 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl) : § 138.2 (C12), 135.3 (C9), 128.5, 127.8, 127.8 (C13-17), 117.2 (C10), 109.0 (C5),
82.6 (C2), 75.7 (C3), 74.0 (C11), 67.4 (C4), 57.7 (C1), 56.2 (C19), 34.6 (C8), 26.6 (C7), 25.4 (C6), 22.6 (C20-22)

(R)-2-méthylpropane-2-sulfinamide (130 mg, 1.08 mmol, 0.9 eq.) et I'indium en poudre (152 mg, 1.35 mmol,
1.1 eq.) sont introduits dans un ballon et placés sous N,. Une solution de 43 (300 mg, 1.2 mmol) dans THF
(2.2 mL) et Ti(OiPr), (0.64 mL, 2.16 mmol, 1.8 eq.) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agité a TA
pendant 1 h, puis le bromure d’allyle (0.145 mL, 1.68 mmol, 1.4 eq.) est ajouté. Le mélange réactionnel est
agité a 60 °C pendant 5 h, puis quenché avec un mélange d’acétate d’éthyle/sol. sat. NaCl (4/1). Il est ensuite
filtré sur célite et rincé avec AcOEt. Le filtrat est séché sur MgSO, et concentré a I'évaporateur rotatif. Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2). Un mélange 87/12 des
diastéréoisomeéres anti/syn 46/47 est obtenu (327 mg, 69% ; huile incolore).

46 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-(3,4-isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr
7.657 min, 87% (HPLC)

47 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr =
11.459 min, 12% (HPLC)
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La méthode B est appliquée a partir de de Rs-45 (30 mg, 0.0849 mmol) et de bromure de vinyle magnésium
(1 M dans Et,0). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 6/4). Un mélange
97/3 des diastéréoisomeres anti/syn 50/51 est obtenu (24 mg, 76% ; huile incolore).

50 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(isopropylideénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr =
6.151 min ; 97% (HPLC)

51 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide, tr =
8.312 min ; 3% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 50 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.38-7.28 (m, 5H, H12-16), 5.99 (ddd, J = 17.3 Hz; 10.3 Hz; 7.9 Hz, 1H, H8),
5.38 (dt, J = 17.3 Hz; 1.1 Hz, 1H, Ha-9), 5.28 (dt, J = 10.3 Hz ; 1.1 Hz, 1H, Hb-9), 4.73 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-
10), 4.65 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-10), 4.10 (q, J = 6.2 Hz, 1H, H3), 4.01 (dd, J = 8.2 Hz ; 6.2 Hz, 1H, Ha-4), 3.98
(m, 1H, H1), 3.89 (dd, J = 8.2 Hz ; 6.2 Hz, 1H, Hb-4), 3.75 (dd, J = 6.2 Hz ; 3.0 Hz, 1H, H2), 3.50 (d, J = 8.3 Hz, 1H,
H17), 1.44 (s, 3H, H6), 1.33 (s, 3H, H7), 1.16 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 137.91 (C11), 135.78 (C8), 128.54, 127.95, 127.70 (C12-16), 118.6 (C9), 108.83
(C5), 82.70 (C2), 76.18 (C3), 74.40 (C10), 66.36 (C4), 61.27 (C1), 56.00 (C18), 26.65 (C6), 25.10 (C7), 22.49
(C19-21)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH3,NO,S : 382.2052 (M+H)*, masse trouvée 382.2052
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La méthode A est appliquée a partir de Ss-45 (25 mg, 0.0707 mmol) et de bromure de vinyle magnésium (1 M

dans Et,0). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 6/4). Un mélange 91/9
des diastéréoisomeres anti/syn 52/53 est obtenu (21 mg, 80% ; huile incolore).

52 (Ss, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 7.151
min ; 91% (HPLC)
53 (Ss, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 6.472

min ; 9% (HPLC)
Caractérisation du diastéréoisomeére majoritaire 52 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.29-7.38 (m, 5H, H12-16), 5.81 (ddd, J = 17.4 Hz ; 10.3 Hz ; 7.8 Hz, 1H, H8),
5.35 (dt, J = 17.4 Hz ; 1.2 Hz, 1H, Ha-9), 5.29 (dt, J = 10.3 Hz; 1.2 Hz, 1H, Hb-9), 4.75 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-
10), 4.67 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-10), 4.18 (ddd, J = 7.8 Hz ; 5.4 Hz ; 4.0 Hz, 1H, H1), 4.16 (q, J = 6.4 Hz, 1H, H3),
4.01 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.4 Hz, 1H, Ha-4), 3.87 (d, J = 5.4 Hz 1H, H17), 3.86 (dd, J = 8.3 Hz; 6.4 Hz, 1H, Hb-4),
3.79 (dd, J = 6.4 Hz ; 4.0 Hz, 1H, H2), 1.42 (s, 3H, H6), 1.34 (s, 3H, H7), 1.20 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : 6 137.76 (C11), 134.6 (C8), 128.47, 127.91 (C12-16), 119.17 (C9), 108.89 (C5),
82.18 (C2), 75.90 (C3), 73.92 (C10), 66.64 (C4), 59.91 (C1), 55.57 (C18), 26.56 (C6), 25.43 (C7), 22.56 (C19-21)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH3,NO,S : 382.2052 (M+H)*, masse trouvée 382.2065
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La méthode A est appliquée a partir de Rs-45 (100 mg, 0.28 mmol) et de bromure d’éthynyle magnésium (0.5
M dans Et,0). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1). Un mélange
88/12 des diastéréoisomeéres anti/syn 54/55 est obtenu (67 mg, 65% ; huile incolore).
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54 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(éthynyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 5.363
min, 88% (HPLC)

55 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(éthynyl)-3,4-(isopropylidene))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 5.803
min, 12% (HPLC)

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 54 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.39-7.30 (m, 5H, H12-16), 4.78 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-10), 4.72 (d, J = 11.3 Hz,
1H, Hb-10), 4.33 (dt, J = 8.5 Hz ; 2.6 Hz, 1H, H1), 4.25 (q, J = 6.2 Hz, 1H, H3), 4.08 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.2 Hz, 1H,
Ha-4), 3.96 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.2 Hz, 1H, Hb-4), 3.69 (m, 2H, H2 + H17), 2.50 (d, J = 2.6 Hz ; 1H, H9), 1.44 (s, 3H,
H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.15 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : 6 137.66 (C11), 128.61, 128.07, 127.79 (C12-16), 109.18 (C5), 82.49 (C2), 80.45
(C8), 75.94 (C3), 74.89 (C9), 74.71 (C10), 66.29 (C4), 56.37 (C15), 49.91 (C1), 26.69 (C6), 25.08 (C7), 22.46
(C19-21)

HRMS (ESI-QTOF) : masse calculée pour C,oH3oNO,S : 380.1896 (M+H)*, masse trouvée 380.1890
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A une solution de Rs-45 (25 mg, 0.0707 mmol) dans THF anhydre (0.7 mL) placée sous azote, est ajouté
I’acide boronique allenyle pinacol ester (0.0191 mL, 0.106 mmol, 1.5 eq.). ZnEt, (20 %, 1 M, 0.0141 mL,
0.0141 mmol) est ajouté lentement sous la surface de la solution. Le mélange réactionnel est agité a TA
pendant 2 h, puis quenché avec H,0. La pate blanche obtenue est ensuite filtrée sur Whatman et rincée avec
AcOEt. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec AcOEt (2x). La phase organique est
lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur MgSO, et concentrée a l'évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2) et un mélange 3/97 des
diastéréoisomeéres anti/syn 62/63 est obtenu (20 mg, 72% ; huile incolore).

62 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-benzyloxy-1-propargyl-3,4-isopropylidene)butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 9.848
min, 3% (HPLC 60/40 MeCN/H,0)

174



Partie expérimentale

63 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-benzyloxy-1-propargyl-3,4-isopropylidéne)butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 11.024
min, 97% (HPLC 60/40 MeCN/H,0)

Caractérisation du diastéréoismere majoritaire 63 :

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.39-7.30 (m, 5H, H13-17), 4.69 (d, J = 11.4 Hz, 1H, Ha-11), 4.62 (d, J = 11.4 Hz,
1H, Hb-11), 4.36 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H18), 4.23 (ddd, J = 8.6 Hz ; 6.3 Hz ; 6.0 Hz, 1H, H3), 4.11 (dd, J = 8.6 Hz;
6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.82 (dd, J = 8.6 Hz ; 2.8 Hz, 1H, H2), 3.76 (m, 1H, H1), 3.74 (dd, J = 8.6 Hz ; 6.0 Hz, 1H, Hb-
4),2.57 (ddd, J = 16.6 Hz ; 5.8 Hz ; 2.6 Hz, 1H, Ha-8), 2.44 (ddd, J = 16.6 Hz ; 8.0 Hz ; 2.6 Hz, 1H, Hb-8), 2.00 (t,
J=2.6 Hz, 1H, H10), 1.45 (s, 3H, H6), 1.35 (s, 3H, H7), 1.23 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, €DCl,) : 6 137.52 (C12), 128.53, 128.06, 127.89 (C13-17), 109.71 (C5), 81.41 (C10), 80.38
(C9), 74.89 (C3), 73.70 (C11), 70.33 (C10), 67.77 (C4), 57.12 (C1), 56.11 (C19), 26.66 (C6), 25.22 (C7), 22.75
(C8), 22.75 (C20-22)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;H3,NO,S : 394.2052 (M+H)*, masse trouvée 394.2051

Le mode opératoire est identique a celui utilisé pour 62/63 en partant de Ss-45 (25 mg, 0.0707 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2) et un mélange 18/82 des
diastéréoisomeres anti/syn 64/65 (22 mg, 79% ; huile incolore).

64 (Ss, 1S, 2S, 3R)-N-(2-benzyloxy-1-propargyl-3,4-isopropylidéne)butyl-tert-butanesulfinamide, 18% (RMN)

65 (Ss, 1R, 2S, 3R)-N-(2-benzyloxy-1-propargyl-3,4-isopropylidéne)butyl-tert-butanesulfinamide, 82% (RMN)
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Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 65 :

15

'H RMN (400 MHz, CDCl) : 6 7.39-7.31 (m, 5H, H13-17), 4.72 (s, 2H, H11), 4.16 (ddd, J = 6.3 Hz ; 6.0 Hz ; 1.5
Hz, 1H, H3), 4.03 (dd, J = 8.2 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.98 (dd, J = 7.2 Hz ; 1.5 Hz, 1H, H2), 3.82 (dd, J = 8.2 Hz;
6.0 Hz, 1H, Hb-4), 3.68 (m, 1H, H1), 3.46 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H18), 2.93 (ddd, J = 16.8 Hz ; 4.5 Hz ; 2.6 Hz, 1H,
Ha-8), 2.58 (ddd, J = 16.8 Hz ; 10.6 Hz ; 2.6 Hz, 1H, Hb-8), 2.11 (t, J = 2.6 Hz, 1H, H10), 1.43 (s, 3H, H6), 1.32 (s,
3H, H7), 1.21 (s, 9H, H20-22)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl,) : & 137.67 (C12), 128.52, 128.10, 127.93 (C13-17), 108.88 (C5), 80.70 (C9), 79.53
(C2), 75.69 (C3), 75.15 (C11), 71.23 (C10), 66.96 (C4), 57.38 (C1), 56.44 (C19), 26.78 (C6), 25.22 (C7), 24.23
(C8), 22.58 (C20-22)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,;H3,NO,S 394.2052 (M+H)*, masse trouvée 394.2061

La méthode B est appliquée a partir de Rs-45 (76 mg, 0.215 mmol) et de bromure de benzyle magnésium (1
M dans Et,0). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 7/3). Un mélange 96/4
des diastéréoisomeres anti/syn 66/67 est obtenu (71 mg, 74% ; huile incolore).

66 (Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 9.881
min, 96% (HPLC)

67 (Rs, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 13.667
min, 4% (HPLC)
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Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 66 :

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.41-7.15 (m, 10H, H10-14 + H17-21), 4.58 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-15), 4.42 (d, J
= 11.6 Hz, 1H, Hb-15), 4.23 (q, J = 6.6 Hz, 1H, H3), 4.04 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.83 (ddd, J = 10.3
Hz; 7.3 Hz; 3.3 Hz, 1H, H1), 3.73 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.6 Hz, 1H, Hb-4), 3.57 (dd, J = 6.6 Hz ; 3.3 Hz, 1H, H2), 3.48
(d, J = 7.6 Hz, 1H, H22), 3.12 (d, J = 7.3 Hz ; 10.3 Hz, 2H, H8), 1.46 (s, 3H, H6), 1.34 (s, 3H, H7), 1.17 (s, 9H,
H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 137.87 (C16), 137.43 (C9), 129.95, 128.65, 128.38, 127.82, 127.9, 126.69 (C10-
14 + C17-21), 109.24 (C5), 79.66 (C2), 75.61 (C3), 72.75 (C15), 67.30 (C4), 58.56 (C1), 56.18 (C23), 38.64 (C8),
26.61 (C6), 25.18 (C7), 22.62 (C24-26)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3gNO,S : 446.2365 (M+H)", masse trouvée 446.2367

La méthode B est appliquée a partir de Ss-45 (40 mg, 0.113 mmol) et de bromure de benzyle magnésium (1
M dans Et,0). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 7/3). Un mélange
53/47 des diastéréoisomeéres anti/syn 68/69 est obtenu (42 mg, 85% ; huile incolore).

68 (Ss, 1S, 25, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(isopropylidene))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 12.391
min, 53% (HPLC)

69 (Ss, 1R, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(isopropylidéne))butyl-tert-butanesulfinamide, tr = 10.154
min, 47% (HPLC)
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Partie expérimentale

Caractérisation du diastéréoisomére minoritaire 69 :

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : 6 7.41-7.16 (m, 10H, H10-14 + H17-21), 4.67 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-15), 4.62 (d, J
= 11.3 Hz, 1H, Hb-15), 4.15 (q, J = 6.3 Hz, 1H, H3), 4.01 (dd, J = 8.4 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 3.85 (m, 1H, H2),
3.80 (m, 1H, H1), 3.63 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H22), 3.53 (m, 1H, Hb-4), 3.37 (dd, J = 14.1 Hz ; 5.1 Hz, 1H, Ha-8),
2.99 (dd, J = 14.0 Hz ; 10.3 Hz, 1H, Hb-8), 1.29 (s, 3H, H6), 1.28 (s, 3H, H7), 1.21 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 138.15 (C16), 137.94 (C9), 129.23, 128.60, 128.53, 127.96, 127.66, 126.49
(C10-14 + C17-21), 108.59 (C5), 78.79 (C2), 76.42 (C3), 74.28 (C15), 67.70 (C4), 59.67 (C1), 56.39 (C23), 40.38
(C8), 26.54 (C6), 25.06 (C7), 22.62 (C24-26)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3gNO,S : 446.2365 (M+H)*, masse trouvée 446.2353

@(MgBr
Br

Du magnésium en tournure (89.5 mg, 3.7 mmol, 1.3 eq.) et une bille de diiode sont placés dans un ballon
bicol, avant de mettre sous azote. Et,0 anhydre (1 mL) est ajouté et le mélange réactionnel est agité
pendant 30 min. Quelques gouttes d’une solution de bromure de benzyle (700 mg, 2.8 mmol) dans Et,0
anhydre (2 mL) sont introduites pour amorcer la réaction, puis une fois la réaction amorcée, la solution de
bromure de benzyle est ajoutée en continu goutte a goutte.

La solution de bromure de 2-bromobenzyle magnésium est dosée a I'aide d’une solution 1M EtOH dans Et,0
anhydre et avec l'indicateur coloré 1,10-phénanthroline. 1,10-phénanthroline (1 mg) est d’abord fondue a
I'aide d’un décapeur thermique et Et,0 anhydre (2.5 mL) est ajouté. La solution d’organomagnésien (0.250
mL) est ensuite ajoutée et le mélange réactionnel se colore en pourpre. Une solution 1M EtOH dans Et,0
anhydre est ajoutée goutte a goutte jusqu’a décoloration de la solution. La concentration de la solution
d’organomagnésien obtenue est de 1 M.
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Partie expérimentale

(Rs, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(2-bromo-benzyl)-3,4-(isopropylidénedioxy))butyl-tert-butanesulfinamide
70

La méthode A est appliquée a partir de Rs-45 (785 mg, 2.2 mmol) et de bromure de 2-bromobenzyle
magnésium (1 M dans Et,0) fraichement synthétisé. Un mélange 60/40 des diastéréoisomeres anti/syn
70/71 est obtenu. Ce mélange est purifié sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 6/4) et le
diastéréoisomere 70 est obtenu (380 mg, 33% ; huile jaune).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : 6 7.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H11), 7.33-7.26 (m, 5H, H17-21), 7.18-7.12 (m, 3H, H12-
14), 4.62 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Ha-15), 4.36 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Hb-15), 4.23 (q, J = 7.6 Hz ; 6.3 Hz, 1H, H3), 4.10
(dd, J = 8.3 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Ha-4), 4.05 (m, 1H, H1), 3.72 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.57 (dd, J = 7.6 Hz ;
2.0 Hz, 1H, H2), 3.53 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H22), 3.26 (dd, J = 14.1 Hz ; 8.3Hz, 1H, Ha-8), 3.15 (dd, J = 14.1 Hz ; 6.8
Hz, 1H, Hb-8), 1.47 (s, 3H, H6), 1.36 (s, 3H, H7), 1.17 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : & 137.72 (C16), 137.48 (C9), 133.09 (C11), 132.12 (C14), 128.54, 128.40, 127.95
(C17-21), 127.87 (C12), 127.61 (C13), 125.13 (C10), 109.32 (C5), 81.00 (C2), 75.33 (C3), 72.63 (C15), 67.92
(C4), 57.79 (C1), 56.24 (C23), 39.05 (C8), 26.69 (C6), 25.22 (C7), 22.63 (C24-26)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3sBrNO,S : 524.1470 (M+H)", masse trouvée 524.1461

La méthode A est appliquée a partir de Ss-45 (31mg, 0.0880 mmol) et bromure de 2-bromobenzyle
magnésium (0.8 M dans Et,0) fraichement synthétisé. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 6/4). Un mélange 2/98 des deux diastéréoisoméres anti/syn 72/73 est obtenu (29 mg,
65% ; huile incolore).

72 (Ss, 1S, 2S, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(2-bromo-benzyl)-3,4-(isopropylidenedioxy))butyl-tert-
butanesulfinamide, tr = 18.579 min, 2% (HPLC)

73 (Ss, 1R, 25, 3R)-N-(2-(benzyloxy)-1-(2-bromo-benzyl)-3,4-(isopropylidenedioxy))butyl-tert-
butanesulfinamide, tr = 13.156 min, 98% (HPLC)

179



Partie expérimentale

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 73 :

'H RMN (300 MHz, CDCl;) : § 7.56 (dd, J = 7.6 Hz; 1.0 Hz, 1H, H11), 7.31-7.41 (m, 5H, H17-21), 7.23 (td, J =
7.6 Hz; 1.0 Hz, 1H, H13), 7.14 (dd, J = 7.6 Hz ; 1.7 Hz, 1H, H14), 7.10 (td, J = 7.6 Hz ; 1.7 Hz, 1H, H12), 4.71 (s,
2H, H15), 4.19 (ddd, J = 6.6 Hz ; 6.4 Hz ; 6.3 Hz, 1H, H3), 4.05 (dd, J = 8.3 Hz ; 6.6 Hz, 1H, Ha-4), 4.00 (ddd, J =
8.7 Hz; 6.0 Hz ; 1.9Hz, 1H, H1), 3.87 (dd, J = 8.4 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-4), 3.76 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H22), 3.58 (dd,
J=6.4Hz; 1.9 Hz, 1H, H2), 3.35 (dd, J = 14.0 Hz ; 8.7 Hz, 1H, Ha-8), 3.20 (dd, J = 14.0 Hz ; 6.0 Hz, 1H, Hb-8),
1.33 (s, 3H, H6), 1.31 (s, 3H, H7), 1.18 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (75 MHz, CDCl,) : & 137.93 (C9), 137.53 (C16, 133.12 (C11), 131.99 (C14), 128.52, 127.93, 127.68
(C17-21), 128.35 (C12), 127.41 (C13), 124.86 (C10), 108.68 (C5), 79.35 (C2), 76.58 (C3), 73.78 (C15), 66.89
(C4), 57.53 (C1), 56.38 (C23), 40.06 (C8), 26.53 (C6), 24.96 (C7), 22.58 (C24-26)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3sBrNO,S : 524.1470 (M+H)*, masse trouvée 524.1465

tert-butyl (1S, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate anti-74

N
6 17
5 HO HN™18QO"19>22

HO_ (r) s N 8
; 3 i2(3)7 \g

A un mélange 94/6 des diastéréoisomeres 46/47 (3.28 g, 8.29 mmol) solubilisé dans MeOH (25 mL), est
ajouté HCI 2N dans Et,0 (12.4 mL, 24.9 mmol, 3 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 2h30,
puis concentré a l’évaporateur rotatif. Le composé (1S, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(dihydroxy)-
butylamine est obtenu.

A une solution de ce composé (2,08 g, 8.29 mmol) dans CH,Cl, (26.5 mL) sont ajoutés DIPEA (1.64 mL, 9.95
mmol, 1.2 eq.) et Boc,0 (1.95 mL, 9.12 mmol, 1.1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant la nuit,
puis est traité avec une sol. NaHCO; 1N. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec
CH,Cl,. La phase organique est séchée sur MgS0O, et concentrée a I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel
est purifié par chromatographie sur colonne de silice (dichlorométhane/méthanol 95/5) et le
diastéréoisomeére anti-74 est obtenu (2.47 g, 85% ; solide incolore).

180



Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, €DCl;) : § 7.39-7.29 (m, 5H, H12-16), 5.79 (dddd, J = 17.0 Hz ; 10.3 Hz ; 7.6 Hz ; 6.5 Hz, 1H,
H8), 5.11 (m, 1H, Ha-9), 5.09 (m, 1H, Hb-9), 4.69 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Ha-10), 4.62 (d, J= 11.6 Hz, 1H, Hb-10),
4.60 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H17), 3.96 (m, 1H, H1), 3.80 (m, 2H, H4), 3.75 (m, 1H, H3), 3.66 (m, 1H, H2), 3.21 (s,
1H, H5 ou H6), 2.69 (sl, 1H, H6 ou H5), 2.49 (m, 1H, Ha-7), 2.27 (m, 1H, Hb-7), 1.43 (s, 9H, H20-22)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl) : 6 155.9 (C18), 138.0 (C11), 134.9 (C8), 128.5, 127.9, 127.9 (C12-16), 117.7 (C9),
81.1(C2), 79.7 (C19), 74.3 (C10), 71.8 (C3), 63.6 (C4), 50.9 (C1), 34.2 (C7), 28.3 (C20-22)

[a]*° =-10.9 (c = 0.01, CHCl3)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C14H,,NO; : 252.1600 (M-Boc+H)*, masse trouvée 252.1592

tert-butyl (1R, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate syn-75

21
0

Ozg\
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5 HO HN%js\o 1922

HO_ (r) s A 8
4 3 EZ(R) 7 \9
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’un mélange 13/87 des
diastéréoisomeres 48/49 (627 mg, 1.59 mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 6/4) pour conduire au diastéréoisomere syn-75 (395 mg, 71% ; huile jaune).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.41-7.29 (m, 5H, H12-16), 5.82 (dddd, J = 16.6 Hz; 9.7 Hz; 7.0 Hz ; 6.8 Hz, 1H,
H8), 5.12 (m, 2H, H9), 4.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H17), 4.64 (d, J= 10.9 Hz, 1H, Ha-10), 4.69 (d, J= 10.9 Hz, 1H,
Hb-10), 4.52 (d, J = 3 Hz, 1H, H5 ou H6), 4.06 (g, J = 7.6 Hz, 1H, H1), 3.9 (m, 1H, Ha-4), 3.69 (m, 1H, Hb-4),
3.50 (m, 1H, H3), 3.48 (m, 1H, H2), 2.37 (m, 2H, H7), 2.23 (t, J = 5.8 Hz, 1H, H6 ou H5), 1.44 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl3) : § 157.4 (C18), 137.7 (C11), 134.6 (C8), 128.5, 128.0, 127.9 (C12-16), 117.7 (C9),
80.3 (C19), 80.0 (C2), 75.0 (C10), 71.0 (C3), 63.5 (C4), 50.9 (C1), 36.6 (C7), 28.3 (C20-22)

[a] *°5 =476 (c = 0.01, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C1H,oNNaOs : 374.1943 (M+Na)®, masse trouvée 374.1939
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Partie expérimentale

tert-butyl(1S, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate anti-76
|
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’'un mélange 97/3 des diastéréoisomeéres
50/51 (351 mg, 0.92 mmol). Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 1/1) pour donner le diastéréoisomere anti-76 (279 mg, 90% ; huile incolore).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.39-7.30 (m, 5H, H11-15), 5.93 (ddd, J = 17.2 Hz ; 10.4 Hz ; 6.8 Hz, 1H, H7),
5.30 (dt, J = 17.2 Hz ; 1.3 Hz, 1H, Ha-8), 5.23 (dt, J = 10.4 Hz ; 1.3 Hz, 1H, Hb-8), 4.83 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H16),
4.69 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-9), 4.63 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-9), 4.51 (m, 1H, H1), 3.79 (m, 2H, H4), 3.72 (m, 1H,
H3), 3.68 (m, 1H, H2), 3.09 (sl, 1H, H5 ou H6), 2.59 (sl, 1H, H6 ou H5), 1.43 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl3) : & 155.47 (C17), 137.93 (C10), 134.32 (C7), 128.61, 128.05, 128.00 (C11-15),
117.40 (C8), 81.19 (C2), 79.79 (C18), 74.13 (C9), 71.78 (C3), 63.41 (C4), 54.11 (C1), 28.36 (C19-21)

[a] %, =-25.7 (c = 0.01, CHCl3)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,;NNaOs : 360.1787 (M+Na)*, masse trouvée 360.1773

O >‘\
HO HN)kO
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4 3 2 \\
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’un mélange 88/12 des
diastéréoisomeres 54/55 (67 mg, 0.182 mmol). Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur
colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1) et un mélange 88/12 des diastéréoisomeéres anti-77 /syn-78 est
obtenu (43 mg, 71% ; huile jaune pale).

77 tert-butyl(1S, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(éthynyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate, 88% (RMN)

78 tert-butyl(1R, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(éthynyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate, 12% (RMN)
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Partie expérimentale

Caractérisation du diastéréoisomere majoritaire 77 :

20
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'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.30-7.24 (m, 5H, H11-15), 4.90 (d, J = 9.9 Hz, 1H, H16), 4.82 (m, 1H, H1), 4.65
(d, J = 11.5 Hz, 1H, Ha-9), 4.61 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Hb-9), 3.80 (m, 1H, H3), 3.73 (m, 2H, H4), 3.59 (m, 1H, H2),
2.70 (sl, 2H, H5 + H6), 2.28 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H8), 1.35 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 154.86 (C17), 137.67 (C10), 128.64, 128.25, 128.15 (C11-15), 80.65 (C21),
80.28 (C7), 80.00 (C2), 74.35 (C9), 73.00 (C8), 71.81 (C3), 63.02 (C4), 44.70 (C1), 28.28 (C19-21)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,sNNaOs : 358.1630 (M+Na)®, masse trouvée 358.1628

tert-butyl(1R, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(propargyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate syn-79

14

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’un mélange 3/97 des diastéréoisoméres
62/63 (288 mg, 0.732 mmol). Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 6/4) et syn-79 est obtenu (212 mg, 83% ; solide incolore).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.39-7.31 (m, 5H, H12-16), 4.87 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H17), 4.67 (s, 2H, H10), 4.32
(sl, 1H, H5 ou H6), 4.2 (ddd, J = 9.8 Hz ; 8.6 Hz; 1.2 Hz, 1H, H1), 3.90 (m, 1H, Ha-4), 3.77 (dd, J = 9.2 Hz; 1.2
Hz, 1H, H2), 3.71 (m, 1H, Hb-4), 3.54 (m, 1H, H3), 2.50 (m, 2H, H7), 2.31 (sl, 1H, H6 ou H5), 2.1 (t, J = 2.8 Hz,
1H, H9), 1.44 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 157.03 (C18), 137.63 (C11), 128.57, 128.16 (C12-16), 80.60 (C8), 80.31 (C19),
78.88 (C2), 75.25 (C10), 71.12 (C9), 70.91 (C3), 63.46 (C4), 50.17 (C1), 28.24 (C20-22), 22.09 (C7)

[a]*, =+70.9 (c = 0.01, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;sH,;NNaOs : 372.1787 (M+Na)®, masse trouvée 372.1780
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Partie expérimentale

tert-butyl(1S, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate anti-80
24

(0]
o 2 I L
OH HN 220

23 " 26

17 19
18

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’'un mélange 96/4 des diastéréoisoméres
66/67 (88 mg, 0.197 mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1) et
anti-80 est obtenu (63 mg, 79% ; solide incolore).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : § 7.38-7.20 (m, 10H, H9-13 + H16-20), 4.64 (s, 2H, H14), 4.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
H21), 4.19 (m, 1H, H1), 3.8 (m, 1H, H3), 3.8 (m, 1H, Ha-4), 3.75 (m, 1H, Hb-4), 3.68 (m, 1H, H2), 3.12 (m, 1H,
Ha-7), 3.10 (sl, 1H, H5 ou H6), 2.74 (m, 1H, Hb-7), 2.44 (sl, 1H, H6 ou H5), 1.32 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 155.83 (C22), 138.39 (C15), 137.96 (C8), 129.24, 128.57, 128.43, 128.07,
128.00, 126.33 (C9-13 + C16-20), 80.73 (C2), 79.61 (C23), 73.87 (C14), 71.89 (C3), 63.68 (C4), 52.86 (C1),
36.32 (C7), 28.25 (C24-26)

[a]%, =-30.6 (c = 0.010, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,3H;;NNaOs : 424.2100 (M+Na)®, masse trouvée 424.21033

tert-butyl(1R, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(benzyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate syn-81
24
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’'un mélange 52/48 des
diastéréoisomeres 68/69 (520 mg, 1.17 mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 1/1) et syn-81 est obtenu (142 mg, 30% ; solide incolore).

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & 7.41-7.18 (m, 10H, H9-13 + H16-20), 4.79 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H21), 4.65 (d, J =
11.0 Hz, 1H, Ha-14), 4.60 (d, J = 11.0 Hz, 1H, Hb-14), 4.41 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H5 ou H6), 4.35 (q, J = 8.3 Hz, 1H,
H1), 3.89 (m, 1H, Ha-4), 3.68 (m, 1H, Hb-4), 3.57 (m, 1H, H3), 3.48 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H2), 2.89 (d, J = 7.6 Hz,
2H, H7), 2.20 (t, J = 6.3 Hz, 1H, H6 ou H5), 1.36 (s, 9H, H24-26)
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3¢ RMN (100 MHz, CDCl5) : § 157.35 (C22), 137.79 (C15 + C8), 128.80, 128.58, 128.00, 126.53 (C9-13 + C16-
20), 80.29 (C23), 79.99 (C2), 74.99 (C14), 71.12 (C3), 63.53 (C4), 52.01 (C1), 38.28 (C7), 28.20 (C24-26)

[a] %, =+67.1 (c = 0.010, CHCl,)

tert-butyl(1S, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(2-bromo-benzyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate anti-82
24
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant du diastéréoisomére 70 (383 mg, 0.73
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1) et anti-82 est obtenu
(177 mg, 50% ; solide blanc).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 7.43 (m, 1H, H10), 7.31-7.10 (m, 7H, H16-20 + H12-13), 6.96 (m, 1H, H11), 4.74
(d,J=9.3 Hz, 1H, H21), 4.62 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Ha-14), 4.57 (d, J = 11.5 Hz, 1H, Hb-14), 4.23 (m, 1H, H1), 3.75
(m, 1H, H3), 3.73 (m, 2H, H4), 3.65 (m, 1H, H2), 3.17 (sl, 1H, H5 ou H6), 3.07 (dd, J = 13.5 Hz; 3.3 Hz, 1H, Ha-
7),2.92 (dd, J = 13.5 Hz ; 11.6 Hz, 1H, Hb-7), 2.34 (sl, 1H, H6 ou H5), 1.18 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, €DCl,) : § 155.77 (C22), 138.11 (C15), 138.11 (C8), 132.59 (C10), 131.34 (C13), 128.50,
127.98, 127.88 (C16-20), 127.98 (C11), 127.37 (C12), 125.09 (C9), 81.04 (C2), 79.46 (C23), 74.03 (C14), 71.83
(C3), 63.61 (C4), 52.31 (C1), 35.73 (C7), 28.18 (C24-26)

[a] *°5=-36.7 (c = 0.01, CHCl5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,3BrNO; : 380.0861 (M-Boc+H)*, masse trouvée 380.0855

tert-butyl(1R, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(2-bromo-benzyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate syn-83
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Partie expérimentale

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 74 en partant d’'un mélange 2/98 des diastéréoisoméres
72/73 (645 mg, 1.23 mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1) et
syn-83 est obtenu (430 mg, 73% ; solide blanc).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.56 (dd, J = 8.1 Hz; 1.0 Hz, 1H, H10), 7.41-7.34 (m, 5H, H16-20), 7.25 (m, 2H,
H12-13), 7.10 (ddd, J = 8.1 Hz; 6.4 Hz ; 2.8 Hz, 1H, H11), 4.91 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H21), 4.69 (s, 2H, H14), 4.40
(m, 1H, H1), 4.35 (m, 1H, H5 ou H6), 3.93 (m, 1H, Ha-4), 3.74 (m, 1H, Hb-4), 3.59 (m, 1H, H2), 3.59 (m, 1H,
H3), 3.03 (m, 2H, H7), 2.23 (sl, 1H, H6 ou H5), 1.33 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 157.26 (C22), 137.65 (C15), 137.49 (C8), 132.87 (C10), 130.48 (C13), 128.61,
128.27, 128.19 (C16-20 + C11), 127.49 (C12), 125.14 (C9), 80.71 (C2), 80.23 (C23), 75.20 (C14), 71.12 (C3),
63.54 (C4), 51.40 (C1), 38.22 (C7), 28.18 (C24-26)

[a] °5 =+79.1 (c = 0.01, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,3BrNO; : 380.0861 (M-Boc+H)*, masse trouvée 380.0855

(4S,5S,6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyméthyl)-4-(allyl)-1,3-oxazinan-2-one anti-84

13 15
14

A une solution de 74 (15 mg, 0.043 mmol) dans THF (0.950 mL) placée sous azote, est ajouté KHMDS (0.5 M,
180 uL, 0.0903 mmol, 2.1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 2h30, puis dilué dans Et,0. Il
est ensuite traité avec une sol. 1N HCI, H,0O, une sol. sat. NaHCO; et enfin une sol. sat. NaCl. La phase
organique est séchée sur MgSO, et concentrée a I’évaporateur rotatif.

(6 mg ; huile jaune pale)

'H RMN (400 MHz, MeOD) : § 7.38-7.29 (m, 5H, H12-16), 5.77 (m, 1H, H8), 5.14 (m, 2H, H9), 4.77 (d, J= 11.3
Hz, 1H, Ha-10), 4.68 (d, J= 11.3 Hz, 1H, Hb-10), 4.14 (ddd, J = 9.0 Hz; 3.3 Hz ; 2.3 Hz, 1H, H6), 3.90 (dd, J =
12.6 Hz ; 2.3 Hz, 1H, Ha-17), 3.83 (dd, J = 12.6 Hz ; 3.3 Hz, 1H, Hb-17), 3.73 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H5), 3.45 (m, 1H,
H4), 2.46 (m, 1H, Ha-7), 2.28 (m, 1H, Hb-7)

3C RMN (100 MHz, MeOD) : § 156.8 (C2), 139.2 (C11), 133.8 (C8), 129.5, 129.2, 129.1 (C12-16), 119.7 (C9),
81.3 (C6), 75.0 (C10), 72.0 (C5), 60.9 (C17), 56.0 (C4), 37.5 (C7)

LCMS (m/z) : masse calculée pour C1sH,0NO, : 278.1 (M+H)", masse trouvée 277.9

[colonne Eclipse XDB-C18, 2.1x30 mm, 3.5 um, 0.25 mL/min, 30 °C, gradient H,O (+ 0.1% acide
formique)/MeCN (+ 0.1% acide formique) 90/10 a 0/100 en 10 min]
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Partie expérimentale

(4R, 5S, 6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxymethyl)-4-(allyl)-1,3-oxazinan-2-one syn-85

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 84 en partant de syn-75 (22 mg, 0.0626 mmol).
(5 mg ; huile jaune)

'H RMN (400 MHz, CDCl) : 6 7.41-7.31 (m, 5H, H12-16), 5.71 (m, 1H, H8), 5.34 (sl, 1H, H3), 5.20 (m, 2H, H9),
4.69 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-10), 4.58 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-10), 4.45 (m, 1H, H6), 3.88 (m, 1H, H5), 3.84 (m,
2H, H17), 3.56 (m, 1H, H4), 2.51 (m, 1H, Ha-7), 2.24 (m, 1H, Hb-7)

3C RMN (100 MHz, CDCls): 6 152.74 (C2), 136.96 (C11), 132.99 (C8), 128.65, 128.29, 128.01 (C12-16),
119.74 (C9), 76.92 (C6), 72.16 (C10), 69.58 (C5), 61.81 (C17), 51.00 (C4), 35.23 (C7)

(4S, 5S, 6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyméthyl)-4-(vinyl)-1,3-oxazinan-2-one anti-86

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 84 en partant de anti-76 (30 mg, 0.0889 mmol).

(17 mg ; solide jaune)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : 6 7.38-7.3 (m, 5H, H11-15), 5.81 (ddd, J = 17.4 Hz ; 10.3 Hz ; 7.8 Hz, 1H, H7), 5.65
(sl, 1H, H3), 5.45 (dt, J = 17.4 Hz ; 1Hz, 1H, Ha-8), 5.35 (dt, J = 10.3 Hz ; 1.0 Hz, 1H, Hb-8), 4.69 (s, 2H, H9), 4.18
(dt, J = 9.3 Hz; 2.5 Hz, 1H, H6), 3.97 (dd, J = 12.8 Hz ; 2.5 Hz, 1H, Ha-16), 3.93 (dd, J = 9.3Hz ; 7.8 Hz, 1H, H4),
3.85 (dd, J = 12.8 Hz ; 2.5 Hz, 1H, Hb-16), 3.72 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H5)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 153.3 (C2), 136.98 (C10), 135.32 (C7), 128.51, 128.26, 128.22 (C11-15), 120.09
(C8), 79.39 (C6), 74.62 (C9), 71.86 (C5), 60.42 (C16), 58.96 (C4)
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Partie expérimentale

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C14H:sNO, : 264.1236 (M+H)", masse trouvée 264.1228

(4S,5S,6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyméthyl)-4-(benzyl)-1,3-oxazinan-2-one anti-87

19 17

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 84 en partant de anti-80 (15 mg, 0.0374 mmol). Deux
autres ajouts de KHMDS ont été effectués aprés 2h30 et 5 h de réaction. Un mélange 42/58 du substrat de
départ anti-80 et du produit désiré anti-87 est obtenu (huile jaune ; ratio RMN).

RMN du produit anti-87 :

'H RMN (300 MHz, CDCl5) : & 7.39-7.16 (m, 10H, H9-13 + H16-20), 4.92 (m, 1H, H3), 4.86 (d, J= 11.1 Hz, 1H,
Ha-14), 4.72 (d, J= 11.1 Hz, 1H, Hb-14), 4.17 (ddd, J = 9.4 Hz; 3.3 Hz; 2.6 Hz, 1H, H6), 4.05 (dd, J = 13.0 Hz;
2.6 Hz, 1H, Ha-21), 3.91 (dd, J = 13.0 Hz ; 3.3 Hz, 1H, Hb-21), 3.76 (dd, J = 9.4 Hz ; 9.3 Hz, 1H, H5), 3.61 (m, 1H,
H4), 2.36 (m, 2H, H7)

(4R,5S,6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyméthyl)-4-(2-bromo-benzyl)-1,3-oxazinan-2-one syn-88

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 84 en partant de syn-83 (32 mg, 0.0667 mmol).
(15 mg ; huile jaune)

'H RMN (300 MHz, CDCl3) : & 7.55 (m, 1H, H10), 7.41-7.35 (m, 5H, H16-20), 7.25 (m, 1H, H13), 7.20 (m, 1H,
H12), 7.12 (m, 1H, H11), 5.92 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H3), 4.75 (d, J = 11.2 Hz, 1H, Ha-14), 4.69 (d, J = 11.2 Hz, 1H,
Hb-14), 4.52 (m, 1H, H6), 4.02 (dd, J = 7.5 Hz ; 5.1 Hz, 1H, H5), 3.97 (m, 1H, H4), 3.94 (dd, J = 12.8 Hz ; 3.4 Hz,
1H, Ha-21), 3.84 (dd, J = 12.8 Hz ; 3.5 Hz, 1H, Hb-21), 3.35 (dd, J = 13.6 Hz ; 3.8 Hz, 1H, Ha-7), 3.05 (m, 1H,
H22), 2.82 (dd, J = 13.6 Hz ; 10.2 Hz, 1H, Hb-7)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour CygH,,BrNO, : 406.0654 (M+H)*, masse trouvée 406.0638
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Partie expérimentale

tert-butyl(1S, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(vinyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate anti-76

(a partir de anti-77/syn-78)
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A un mélange 88:12 des diastéréoisomeres anti-77/syn-78 (43 mg, 0.12 mmol) solubilisé dans AcOEt (0.5 mL)
est ajouté Pd Lindlar (5%Pd/CaCO;, empoisonné avec Pb(OAc),) (20% w/w, 8 mg). Le mélange réactionnel est
placé sous H, et agité a TA pendant 8 h, puis Pd Lindlar (5%Pd/CaCOs, empoisonné avec Pb(OAc),) (20% w/w,
8 mg) est a nouveau ajouté. Le mélange réactionnel est placé sous H, et agité a TA pendant 8 h, avant d’étre

filtré sur célite et rincé avec AcOEt. Le filtrat est concentré a I'évaporateur rotatif.

(33 mg, 81% ; huile incolore)

tert-butyl (1R, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(dihydroxy)-butylcarbamate syn-75
(a partir de syn-79)
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Le mode opératoire d’hydrogénation catalytique au palladium de Lindlar est identique a celui décrit pour

anti-76 a partir de syn-79 (11 mg, 0.031 mmol).

(9 mg, 81% ; huile incolore)
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Partie expérimentale

3-(benzyloxy)-4-[(tert-butoxy)carbonyl]amino-1-[(4-nitrophényl)carbonyloxy]hept-6-&n-2-yl 4-nitrobenzoate
anti-89

ON 55,

26 23 o 18

22 19
M wk
O HN 16 O 20

?28

A une solution de anti-74 (9 mg, 0.02561 mmol) dans CH,Cl, (0.320 mL) refroidie a 0 °C, sont ajoutés un
mélange DIPEA (0.042 mL, 0.2561 mmol, 10 eq.)/DMAP (0.3 mg, 0.002561 mmol, 0.1 eq.) et le chlorure de
para-nitrobenzoyle (23.7 mg, 0.128 mmol, 5 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 24 h. Le
brut réactionnel est directement purifié sur plaque préparative de silice (éther de pétrole/AcOEt 9/1).

(16 mg, 96% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 8.31-8.12 (m, 8H, H23-24 + H26-27 + H30-31 + H33-34), 7.38-7.29 (m, 5H, H10-
14), 5.78-5.68 (m, 2H, H6 + H2), 5.14-5.10 (m, 2H, H7), 4.88 (dd, J = 12.4 Hz; 2.5 Hz, 1H, Ha-1), 4.81 (d, J =
11.3 Hz, 1H, Ha-8), 4.77 (dd, J = 12.4 Hz ; 7.3 Hz, 1H, Hb-1), 4.68 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-8), 4.65 (d, J = 8.2 Hz,
1H, H15), 3.98 (m, 1H, H4), 3.91 (m, 1H, H3), 2.54-2.48 (m, 1H, Ha-5), 2.35-2.27 (m, 1H, Hb-5), 1.46 (s, 8H,
H18-20)

3C RMN (100 MHz, C€DCl,) : § 164.40 (C21), 164.01 (C28), 155.50 (C16), 150.79 (C25), 150.62 (C32), 137.20
(C9), 134.97 (C22), 134.74 (C29), 133.58 (C6), 130.89, 130.76 (C23 + C27 + C30 + C34), 128.63, 128.22, 127.95
(C10-14), 123.74, 123.57 (C24 + C26 + C31 + C33), 118.69 (C7), 80.11 (C3), 79.90 (C17), 74.62 (C8), 73.50 (C2),
64.23 (C1), 50.75 (C4), 34.75 (C5), 28.33 (C18-20)

(4S, 5S,6R)-5-(benzyloxy)-2-(tert-butoxy)-4-(allyl)-4,5,6,7-tetrahydro-1,3-oxazepin-6-ol anti-99

21 oo
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Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : 6 7.39-7.30 (m, 5H, H14-18), 7.53 (dddd, J = 17.4 Hz ; 10.3 Hz ; 7.3 Hz ; 7.0 Hz, 1H,
H10), 5.10-5.03 (m, 2H, H11), 4.65 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Ha-12), 4.56 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Hb-12), 4.24 (m, 1H,
H6), 3.88 (m, 1H, H4), 3.79 (dd, J = 4.5 Hz ; 3.3 Hz, 1H, H5), 3.49 (dd, J = 11.2 Hz ; 5.9 Hz, 1H, Ha-7), 3.46 (m,
1H, Hb-7), 2.48 (m, 1H, Ha-9), 2.48 (m, 1H, H8), 2.30 (dddt, J = 14.3 Hz ; 8.4 Hz ; 7.4 Hz ; 1.0 Hz, 1H, Hb-9),
1.49 (s, 9H, H20-22)

C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 169.00 (C2), 137.52 (C13), 134.06 (C10), 128.64, 128.19, 128.00 (C14-18),
117.93 (C11), 81.99 (C19), 79.66 (C5), 72.04 (C12), 68.86 (C6), 60.07 (C7), 51.85 (C4), 36.49 (C9), 28.56 (C20-
22)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour CigHssN,NaOg : 689.3778 (2M+Na)*, masse trouvée 689.3779

tert-butyl (1S, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(allyl)-éthylcarbamate anti-90

O 18
o A o

(0) (R)(l)-| (g
RO Yy,

o)
8

9
10 14

11 13
12

anti-74 (200 mg, 0.569 mmol), PPh; (432 mg, 1.65 mmol, 2.9 eq.) et DIAD (0.293 mL, 1.48 mmol, 2.6 eq.)
sont solubilisés dans toluene sec (0.86 mL) dans un vial micro-onde. Le mélange réactionnel est agité au
micro-onde a 150 °C pendant 5 min (puissance 200 W, pression max 17.2 bar), puis concentré a
I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 9/1). Le produit anti-90 est en mélange avec le dérivé hydrazine du DIAD (26%).

(151 mg total ; soit 124 mg de produit désiré, 65% ; huile jaune pale)

'H RMN (400 MHz, CDC;) : § 7.38-7.29 (m, 5H, H10-14), 5.79 (dddd, J = 17.1 Hz ; 10.3 Hz ; 7.3 Hz ; 6.9 Hz, 1H,
H6), 5.08 (m, 2H, H7), 4.71 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Ha-8), 4.65 (d, J = 9 Hz, 1H, H15), 4.49 (d, J= 11.8 Hz, 1H, Hb-8),
3.93 (m, 1H, H1), 3.50 (m, 1H, H2), 3.03 (m, 1H, H3), 2.78 (m, 2H, H4), 2.44 (m, 1H, Ha-5), 2.29 (m, 1H, Hb-5),
1.43 (s, 9H, H18-20)

3C RMN (100 MHz, CDCls): & 155.41 (C16), 138.19 (C9), 134.60 (C6), 128.45, 127.82, 127.75 (C10-14),
117.61 (C7), 79.29 (C17), 79.18 (C2), 73.47 (C8), 51.7 (C1), 51.66 (C3), 45.11 (C4), 34.48 (C5), 28.35 (C18-20)

[a]*, =-21.3 (c = 0.01, CHCl5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;H,;NNaO, : 356.1838 (M+Na)®, masse trouvée 356.1819
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Partie expérimentale

tert-butyl (1R, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(allyl)-éthylcarbamate syn-91

11 13
12

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 90 en partant de syn-75 (115 mg, 0.327 mmol). Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1). Le produit syn-91 est obtenu en
mélange avec le dérivé hydrazine du DIAD (17%).

(83 mg total ; soit 72 mg de produit désiré, 66% ; huile jaune pale)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.41-7.31 (m, 5H, H10-14), 5.76 (dddd, J = 17.2 Hz ; 10.4 Hz ; 7.3 Hz ; 7.0 Hz, 1H,
H6), 5.04 (m, 2H, H7), 4.81 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H15), 4.71 (d, J= 11.2 Hz, 1H, Ha-8), 4.47 (d, J = 11.2 Hz, 1H, Hb-
8), 3.94 (dt, J = 9.0 Hz ; 7.0 Hz, 1H, H1), 3.47 (dd, J = 4.6 Hz ; 1.8 Hz, 1H, H2), 3.07 (td, J = 4.6 Hz ; 3.5 Hz, 1H,
H3), 2.78 (m, 2H, H4), 2.34 (m, 2H, H5), 1.43 (s, 9H, H18-20)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : & 155.59 (C16), 137.96 (C9), 134.62 (C6), 128.43, 127.96, 127.74 (C10-14),
117.69 (C7), 79.25 (C2), 79.13 (C17), 73.51 (C8), 51.89 (C1), 51.63 (C3), 45.10 (C4), 37.14 (C5), 28.35 (C18-20)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,;NNaO, : 356.1838 (M+Na)*, masse trouvée 356.1831

tert-butyl (1S, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(vinyl)-éthylcarbamate anti-92

19

e
14
HN"15"0 17

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 90 en partant de anti-76 (108 mg, 0.32 mmol). Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1). Le produit anti-
92 est obtenu en mélange avec le dérivé hydrazinedicarboxylate du DIAD (20%).

mgtota ,'SOIt mg ae pro uit esire, 0 , sollde Incolore
(75 | ; soit 63 mg de produit désiré, 62% ; solide incolore)
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Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : 6 7.39-7.29 (m, 5H, H9-13), 5.89 (ddd, J = 17.2 Hz ; 10.4 Hz ; 6.8 Hz, 1H, H5), 5.31
(dt, J=17.2 Hz; 1.2 Hz, 1H, Ha-6), 5.23 (dt, J = 10.4 Hz ; 1.2 Hz, 1H, Hb-6), 4.88 (s|, 1H, H14), 4.71 (d, J = 11.6
Hz, 1H, Ha-7), 4.51 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-7), 4.39 (m, 1H, H1), 3.48 (m, 1H, H2), 2.98 (m, 1H, H3), 2.76 (m, 2H
H4), 1.43 (s, 9H, H17-19)

7

3¢ RMN (100 MHz, C€DCl5) : 6 155.03 (C15), 137.97 (C8), 133.96 (C5), 128.47, 127.88, 127.71 (C9-13), 117.50
(C6), 79.42 (C2), 79.42 (C16), 73.10 (C7), 54.82 (C1), 51.26 (C3), 45.56 (C4), 28.33 (C17-19)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;gH,sNNaO, : 342.1681 (M+Na)*, masse trouvée 342.1665

tert-butyl (1S, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(benzyl)-éthylcarbamate anti-93
24
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anti-80 (18 mg, 0.0448 mmol), PPh; (23.5 mg, 0.0897 mmol, 2 eq.) et DMEAD (21.8 mg, 0.0897 mmol, 2 eq.)
sont solubilisés dans toluene sec (0.4 mL) dans un vial micro-onde. Le mélange réactionnel est agité au
micro-onde a 150 °C pendant 15 min (puissance 200 W, pression max 17.2 bar). Il est ensuite traité avec H,0
et les phases sont séparées. La phase aqueuse est extraite avec Et,0 (2x). La phase organique est lavée avec
une sol. sat. de NaCl, séchée sur MgS0O, et concentrée a |'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié
sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(13 mg, 78% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : § 7.39-7.20 (m, 10H, H7-11 + H14-18), 4.73 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-12), 4.64 (d, J =
8.8 Hz, 1H, H19), 4.52 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-12), 4.17 (m, 1H, H1), 3.52 (m, 1H, H2), 3.04 (dd, J = 5.0 Hz ;
4.8Hz, 1H, Ha-5), 3.02 (m, 1H, H3), 2.79 (m, 1H, Hb-5), 2.76 (m, 2H, H4), 1.33 (s, 9H, H22-24)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 155.16 (C20), 138.15 (C6), 137.93 (C13), 129.31, 128.45, 128.28, 127.82,
127.74, 126.27 (C7-11 + C14-18), 81.88 (C21), 79.13 (C2), 73.29 (C12), 53.22 (C1), 51.66 (C3), 45.11 (C4),
36.01 (C5), 28.23 (C22-24)

[@]% = -42.5 (c = 0.010, CHCl;)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,3H,sNNaO, : 406.1994 (M+Na)*, masse trouvée 406.1992
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Partie expérimentale

tert-butyl (1R, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(benzyl)-éthylcarbamate syn-94

24
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 93 en partant de syn-81 (50 mg, 0.125 mmol). Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(38 mg, 81% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : § 7.43-7.10 (m, 10H, H7-11 + H14-18), 4.93 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H19), 4.71 (d, J =
11.3 Hz, 1H, Ha-12), 4.44 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-12), 4.15 (m, 1H, H1), 3.36 (m, 1H, H2), 3.05 (m, 1H, H3), 2.93
(dd, J = 13.6 Hz ; 6.6 Hz, 1H, Ha-5), 2.84 (dd, J = 13.6 Hz ; 8.8 Hz, 1H, Hb-5), 2.77 (m, 2H, H4), 1.41 (s, 9H, H22-
24)

3C RMN (100 MHz, CDCl5): 6 155.43 (C20), 138.03 (C6), 137.97 (C13), 129.24, 128.47, 128.03, 127.98,
126.38 (C7-11 + C14-18), 79.28 (C21), 76.38 (C2), 73.37 (C12), 53.38 (C1), 52.02 (C3), 45.02 (C4), 38.67 (C5),
28.33 (C22-24)

[a]?®, = +11.9 (c = 0.010, CHCIs)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,3H,sNNaO, : 406.1994 (M+Na)*, masse trouvée 406.1993

tert-butyl (1S, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(2-bromo-benzyl)-éthylcarbamate anti-95
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 93 en partant de anti-82 (163 mg, 0.34 mmol). Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).
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(95 mg, 60% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.54 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H8), 7.41-7.31 (m, 5H, H14-18), 7.22 (m, 2H, H10-11),
7.07 (m, 1H, H9), 4.77 (m, 1H, H19), 4.77 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-12), 4.55 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-12), 4.26 (m,
1H, H1), 3.67 (m, 1H, H2), 3.18 (m, 1H, Ha-5), 3.16 (m, 1H, H3), 2.87 (m, 1H, Hb-5), 2.85 (m, 2H, H4), 1.28 (s,
9H, H22-24)

3¢C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6§ 154.97 (C20), 138.16 (C13), 137.66 (C6), 132.65 (C8), 131.35 (C11), 128.45,
127.79, 127.73 (C14-18), 127.99 (C9), 127.18 (C10), 125.12 (C7), 79.38 (C2), 79.09 (C21), 73.56 (C12), 52.20
(C1), 51.79 (C3), 44.94 (C4), 36.26 (C5), 28.15 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,3H,sBrNNaO, : 484.1099 (M+Na)*, masse trouvée 484.1093

tert-butyl (1R, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(2-bromo-benzyl)-éthylcarbamate syn-96
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 93 en partant de syn-83 (383 mg, 0.8 mmol). Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (éluant cyclohexane/AcOEt 8/2).

(253 mg, 69% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & 7.54 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H8), 7.40-7.32 (m, 5H, H14-18), 7.22 (m, 2H, H10-11),
7.08 (m, 1H, H9), 4.98 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H19), 4.75 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-12), 4.55 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-
12), 4.34 (m, 1H, H1), 3.42 (dd, J = 4.8 Hz ; 1.5 Hz, 1H, H2), 3.10 (m, 1H, H3), 3.06 (m, 2H, H5), 2.79 (m, 2H,
H4), 1.36 (s, 9H, H22-24)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 155.12 (C20), 137.88 (C13), 137.45 (C6), 132.66 (C8), 131.13 (C11), 128.30,
127.95, 127.82 (C14-18), 127.78 (C9), 127.21 (C10), 124.91 (C7), 78.96 (C21), 77.76 (C2), 73.16 (C12), 51.91
(C1), 51.64 (C3), 45.02 (C4), 38.53 (C5), 28.13 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,3H,sBrNNaO, : 484.1099 (M+Na)*, masse trouvée 484.1078
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tert-butyl (1R, 25)-2-(benzyloxy)-2-[(2R)oxiran-2-yl]-1-(propargyl)-éthylcarbamate syn-97
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour 93 en partant de syn-79 (450 mg, 1.28 mmol). Le brut
réactionnel est purifié sur colonne de silice (éluant cyclohexane/AcOEt 8/2).

(307 mg, 72% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.38-7.30 (m, 5H, H10-14), 4.88 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H15), 4.72 (d, J = 11.1 Hz, 1H,
Ha-8), 4.53 (d, J = 11.1 Hz, 1H, Hb-8), 4.06 (m, 1H, H1), 3.79 (dd, J = 4.2 Hz ; 1.7 Hz, 1H, H2), 3.09 (m, 1H, H3),
2.79 (m, 2H, H4), 2.50 (m, 2H, H5), 2.01 (t, J = 2.8 Hz ; 2.5 Hz, 1H, H7), 1.43 (s, 9H, H18-20)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl5) : § 155.31 (C16), 137.1 (C9), 128.45, 128.14, 128.01 (C10-14), 80.49 (C6), 79.60
(C17), 76.63 (C2), 74.04 (C8), 70.66 (C7), 51.75 (C3), 51.09 (C1), 44.94 (C4), 28.31 (C18-20), 21.57 (C5)

[a]*, =+5.8 (c = 0.010, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH,sNNaO, : 354.1681 (M+Na)®, masse trouvée 354.1681

(4R, 5S, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-1,8-nonadiéne anti-101

21
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A une solution de anti-90 (101 mg, 0.303 mmol) dans Et,0 (3.43 mL) refroidie a 0°C, sont ajoutés CuCN (50 %,
13.6 mg, 0.151 mmol), puis le bromure de vinyle magnésium (1 M dans Et,0, 1.21 mL, 1.21 mmol, 4 eq.)
goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 1 h, puis traité avec une sol. sat. NH,Cl et
dilué dans AcOEt. Les phases sont séparées et la phase organique est lavée avec une sol. agq. 1N NaHCOj;,
puis une sol. sat. NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).
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(61 mg, 55% ; huile orange)

'H RMN (400 MHz, €DCl;) : 6 7.39-7.30 (m, 5H, H13-17), 5.82 (m, 1H, H8), 5.82 (m, 1H, H2), 5.18 (m, 2H, H9)
5.09 (m, 2H, H1), 4.70 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-11), 4.62 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-11), 4.58 (d, J = 9.1 Hz, 1H, H18),
4.00 (m, 1H, H6), 3.8 (m, 1H, H4), 3.49 (t, J = 4.8 Hz, 1H, H5), 2.54 (m, 1H, Ha-3), 2.51 (m, 1H, Ha-7), 2.29 (m,
1H, Hb-7), 2.24 (m, 1H, Hb-3), 2.16 (sl, 1H, H10), 1.43 (s, 9H, H21-23)

13C RMN (100 MHz, CDCl,) : 6 155.58 (C19), 138.16 (C12), 135.00 (C8), 134.78 (C2), 128.48, 127.84 (C13-17),
118.50 (C9), 117.50 (C1), 83.11 (C5), 79.31 (C20), 73.91 (C11), 70.70 (C4), 50.68 (C6), 37.92 (C3), 34.88 (C7),
28.37 (C21-23)

[a]®° =-12.4 (c = 0.01, CHCl3)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,;H3;NNaO, : 384.2151 (M+Na)*, masse trouvée 384.2143

(4R, 5S, 6R)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-1,8-nonadiene syn-102
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-101 en partant de syn-91 (113 mg, 0.339 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1). Le produit syn-102 est obtenu en
mélange avec le sous-produit bromhydrine syn-103 (20%).

mgtota ,'SOIt mg ae pro uit esire, 0 , hulle Incolore
(140 | ; soit 109 mg de produit désiré, 53% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.40-7.31 (m, 5H, H13-17), 5.95 (dddd, J = 16.8 Hz ; 10.0 Hz ; 7.3 Hz ; 6.8 Hz, 1H,
H8), 5.82 (dddd, J = 16.6 Hz ; 9.6 Hz ; 6.9 Hz ; 6.8 Hz, 1H, H2), 5.13 (m, 2H, H9), 5.13 (m, 2H, H1), 4.81 (d, J =
10.1Hz, 1H, H18), 4.67 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Ha-11), 4.61 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Hb-11), 4.12 (m, 1H, H6), 3.80 (s,
1H, H10), 3.63 (m, 1H, H4), 3.29 (dd, J = 8.6 Hz ; 1.1 Hz, 1H, H5), 2.59 (m, 1H, Ha-3), 2.36 (m, 2H, H7), 2.27 (m,
1H, Hb-3), 1.44 (s, 9H, H21-23)

3C RMN (100 MHz, €DCl5) : & 157.01 (C19), 137.86 (C12), 135.33 (C8), 134.77 (C2), 128.50, 127.98, 127.84
(C13-17), 117.53 (C9), 117.27 (C1), 83.26 (C5), 79.97 (C20), 74.78 (C11), 70.13 (C4), 50.69 (C6), 37.57 (C3),
36.81 (C7), 28.27 (C20-23)

LCMS (m/z) : masse calculée pour C,;H3;NNaO, : 384.2 (M+Na)®, masse trouvée 384.2
[colonne Eclipse XDB-C18, 2.1x30 mm, 3.5 pum, 0.3 mL/min, 30 °C, gradient H,O0 (+ 0.1% acide
formique)/MeCN (+ 0.1% acide formique) 40/60 a 0/100 en 10 min]
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Partie expérimentale

(4R, 5S, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-1,7-octadiéne anti-104
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-101 en partant de anti-92 (113 mg, 0.354 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(82 mg, 69% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.40-7.30 (m, 5H, H12-16), 5.97 (ddd, J = 17.1 Hz ; 10.4 Hz ; 6.5 Hz, 1H, H7),
5.84 (m, 1H, H2), 5.27 (dt, J = 17.1 Hz ; 1.2 Hz, 1H, Ha-8), 5.21 (dt, J = 10.4 Hz ; 1.2 Hz, 1H, Hb-8), 5.17 (m, 2H,
H1), 4.84 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H17), 4.69 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-10), 4.62 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-10), 4.55 (m, 1H,
H6), 3.76 (m, 1H, H4), 3.49 (dd, J = 6.4 Hz ; 3.6 Hz, 1H, H5), 2.54 (m, 1H, Ha-3), 2.25 (m, 1H, Hb-3), 2.05 (sl, 1H,
H9), 1.44 (s, 9H, H20-22)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl;) : § 155.24 (C18), 137.94 (C11), 135.12 (C7), 134.51 (C2), 128.55, 127.96, 127.89
(C12-16), 118.59 (C8), 116.65 (C1), 83.51 (C5), 79.45 (C19), 73.82 (C10), 70.75 (C4), 53.83 (C6), 38.01 (C3),
28.36 (C20-22)

[a] *°5 =-28.3 (c = 0.01, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH,sNNaO, : 370.1994 (M+Na)®, masse trouvée 370.1996

(4R, 5S, 6S)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-cyclohepténe (4R,5S,65)-105

20

A une solution de anti-101 (120 mg, 0.332 mmol) dans toluéne (3.32 mL), est ajouté le catalyseur de Grubbs
Il (3 %, 8.46 mg, 0.00996 mmol). Le mélange réactionnel est agité 10 min a TA, puis 4 h a 60 °C, avant d’étre
concentré a I’évaporateur rotatif. Le produit brut est filtré sur silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(105 mg, 95% ; huile jaune)
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Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.40-7.30 (m, 5H, H11-15), 5.77 (m, 1H, H2), 5.77 (m, 1H, H1), 5.19 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H16), 4.77 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-9), 4.73 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-9), 4.04 (m, 1H, H6), 3.98 (m, 1H, H4),
3.66 (m, 1H, H5), 2.70 (m, 1H, Ha-3), 2.61 (m, 1H, Ha-7), 2.22 (sl, 1H, H8), 2.10 (m, 1H, Hb-7), 1.97 (m, 1H,
Hb-3) 1.44 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl,) : 6 155.43 (C17), 138.42 (C10), 129.19 (C1), 128.50, 127.83 (C11-15), 127.91 (C2),
83.40 (C5), 79.06 (C18), 72.90 (C9), 71.25 (C4), 49.08 (C6), 30.03 (C3), 28.40 (C19-21), 28.35 (C7)

[a] % =-2.4 (c = 0.01, CHCl)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;sH,;NaNO, : 356.1838 (M+Na)*, masse trouvée 356.1829

(4R, 5S, 6R)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-cycloheptene (4R,5S,6R)-106
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (4R,5S,65)-105 en partant de syn-102 (117 mg, 0.324
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(47 mg, 44% ; huile jaune)

'H RMN (400 MHz, CDCls) : & 7.39-7.30 (m, 5H, H11-15), 5.85 (m, 1H, H1), 5.71 (m, 1H, H2), 4.83 (d, J= 11.6
Hz, 1H, Ha-9), 4.69 (m, 1H, H16), 4.60 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-9), 4.13 (m, 1H, H6), 3.84 (m, 1H, H5), 3.73 (m,
1H, H4), 2.75 (m, 1H, Ha-7), 2.77 (m, 1H, Ha-3), 2.33 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H8), 2.12 (m, 1H, Hb-7), 2.11 (m, 1H,
Hb-3), 1.47 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 155.10 (C17), 138.18 (C10), 129.93 (C1), 128.54 (C2), 128.54, 127.86, 127.72
(C11-15), 83.26 (C5), 79.67 (C18), 72.20 (C9), 67.30 (C4), 48.05 (C6), 30.93 (C3), 28.40 (C19-21), 26.07 (C7)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH,;NNaO, : 356.1838 (M+Na)®, masse trouvée 356.1832
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(4R, 5S, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-(hydroxyl)-cyclohexéene  (4R,5S,6S5)-107
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (4R,5S,65)-105 en partant de anti-104 (128 mg, 0.368
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(98 mg, 83% ; huile marron pale)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : & 7.40-7.29 (m, 5H, H10-14), 5.68 (m, 1H, H1), 5.64 (m, 1H, H2), 5.27 (d, J = 9.3
Hz, 1H, H15), 4.80 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-8), 4.64 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-8), 4.55 (m, 1H, H6), 4.09 (m, 1H, H4),
3.72(dd, J = 5.0 Hz ; 1.8 Hz, 1H, H5), 2.31 (m, 2H, H3), 2.15 (sl, 1H, H7), 1.46 (s, 9H, H18-20)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 155.70 (C16), 138.25 (C9), 128.46, 128.00, 127.81 (C10-14), 126.33 (C2),
125.43 (C1), 79.23 (C17), 76.68 (C5), 72.42 (C8), 68.82 (C4), 46.89 (C6), 31.61 (C3), 28.40 (C18-20)

[a] *°5 =+117 (c = 0.01, CHCl5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;gH,sNNaO, : 342.1681 (M+Na)*, masse trouvée 342.1679

(5S, 6S)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5- (benzyloxy) 4-oxo-cyclohepténe (55,65)-108

‘_@

7(5) NH15

20

A une solution de (4R,5S,65)-105 (82 mg, 0.246 mmol) dans DMSO (1.12 mL) et CH,Cl, (1.97 mL), sont
ajoutés DIPEA (0.203 mL, 1.23 mmol, 5 eq.) et le complexe trioxyde de soufre-pyridine (159 mg, 0.984 mmaol,
4 eq.). Le mélange réactionnel est agité a -20 °C pendant 1 h, puis traité avec H,0. Les phases sont séparées
et la phase aqueuse est extraite avec AcOEt (3x). La phase organique est séchée sur MgS0O, et concentrée a
I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(67 mg, 83% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.40-7.33 (m, 5H, H10-14), 5.84 (m, 1H, H1), 5.72 (m, 1H, H2), 4.99 (d, J = 8.3 Hz,
1H, H15), 4.69 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Ha-8), 4.48 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Hb-8), 4.14 (m, 1H, H6), 4.10 (m, 1H, H5),
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Partie expérimentale
3.50 (dd, J =13.1 Hz; 5.0 Hz, 1H, Ha-3), 2.93 (dd, J = 13.1 Hz ; 6.3 Hz, 1H, Hb-3), 2.75 (m, 1H, Ha-7), 2.21 (m,
1H, Hb-7), 1.43 (s, 9H, H18-20)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 204.87 (C4), 154.86 (C16), 137.00 (C9), 130.09 (C1), 128.55, 128.14, 128.01
(C10-14), 123.61 (C2), 86.43 (C5), 79.62 (C17), 72.81 (C8), 51.73 (C6), 38.92 (C3), 29.35 (C7), 28.31 (C18-20)

[@]*, =-9.5 (c = 0.01, CHCl5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,sNNaO, : 354.1681 (M+Na)®, masse trouvée 354.1675

(58, 6R)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-oxo-cyclohepténe (55,6R)-109

14 13

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (55,65)-108 en partant de (4R,5S5,6R)-106 (48 mg, 0.144
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 9/1).

(28 mg, 59% ; solide blanc)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.40-7.29 (m, 5H, H10-14), 5.80 (m, 1H, H2), 5.80 (m, 1H, H1), 4.64 (sl, 1H, H15),
4.60 (d, J = 11.7 Hz, 1H, Ha-8), 4.54 (d, J = 11.7 Hz, 1H, Hb-8), 4.14 (m, 1H, H6), 4.00 (m, 1H, H5), 3.71 (m, 1H,
Ha-3), 2.82 (m, 1H, Hb-3), 2.82 (m, 1H, Ha-7), 2.36 (m, 1H, Hb-7), 1.44 (s, 9H, H18-20)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 205.43 (C6), 155.00 (C16), 137.11 (C9), 128.73 (C1), 128.46, 128.01, 127.90
(C10-14), 124.99 (C2), 87.03 (C5), 79.87 (C17), 72.40 (C8), 52.28 (C6), 39.46 (C3), 28.31 (C18-20), 27.50 (C7)

[a] *°5 =452 (c = 0.01, CHCl5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;5H,sNNaO, : 354.1681 (M+Na)®, masse trouvée 354.1686

3
) 4_0
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s O
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Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (55,65)-108 en partant de (4R,5S,65)-107 (70 mg, 0.219

mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2). Un mélange 75/19/6
des produits (5S5,65)-110/(5S,6S)-111/(5R,65)-112 est obtenu (62 mg, 89% ; solide beige).
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Partie expérimentale

(55,65)-110 (5S, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-oxo-cyclohex-1-éne, 75% (RMN)
(55,65)-111 (5S, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-oxo-cyclohex-2-éne, 19% (RMN)
(5R,65)-112 (5R, 65)-6-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-4-oxo-cyclohex-1-ene, 6% (RMN)

Caractérisation de I'isomere majoritaire (55,65)-110 :
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'H RMN (400 MHz, CDCl,) : § 7.38-7.28 (m, 5H, H9-13), 5.81 (m, 2H, H1-2), 4.82 (m, 1H, H14), 4.79 (m, 1H,
H6), 4.67 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Ha-7), 4.59 (d, J = 11.8 Hz, 1H, Hb-7), 4.14 (m, 1H, H5), 3.09 (d, J = 20.2 Hz, 1H,
Ha-3), 2.90 (d, J = 20.2 Hz, 1H, Hb-3), 1.44 (s, 9H, H17-19)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : § 205.61 (C4), 148.89 (C15), 137.00 (C8), 128.50, 128.03, 127.91 (C9-13), 127.11
(C1), 125.26 (C2), 80.73 (C5), 79.41 (C16), 71.78 (C7), 51.63 (C6), 39.31 (C3), 28.28 (C17-19)

LCMS (m/z) : masse calculée pour C;5sH,3sNNaOQ, : 340.2 (M+Na)®, masse trouvée 340.2
[colonne Eclipse XDB-C18, 2.1x30 mm, 3.5 um, 0.25 mL/min, 30 °C, H,0 (+ 0.1% acide formique)/MeCN (+
0.1% acide formique) 20/80]

(2S, 35)-3-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-2-(hydroxyl)-cycloheptanone (25,35)-114

A une solution de (55,65)-108 (45 mg, 0.136 mmol) dans MeOH (1.13 mL), est ajouté Pd(OH),/C (20% Pd)
(20%w/w, 9 mg, 0.0128 mmol). Le mélange réactionnel est placé sous H, et agité a 60 °C pendant 5 h.
Pd(OH),/C (20%) (20%w/w, 9 mg, 0.0128 mmol) est alors a nouveau ajouté et le mélange réactionnel est
placé sous H, et agité a 60 °C pendant 5 h. Il est ensuite filtré sur Whatman, rincé avec MeOH et concentré a
I’évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 7/3).

(26 mg, 79% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, CDCls) : § 4.95 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H9), 4.39 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H2), 4.15 (m, 1H, H3), 3.96 (s,
1H, H8), 2.68 (m, 1H, Ha-7), 2.48 (m, 1H, Hb-7), 1.91-1.58 (m, 6H, H4-6), 1.43 (s, 9H, H12-14)
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Partie expérimentale

3¢ RMN (75 MHz, CDCl5) : § 212.02 (C1), 155.52 (C10), 79.71 (C11), 77.62 (C2), 52.63 (C3), 39.72 (C7), 31.79
(C4), 28.30 (C12-14), 26.41, 25.50 (C1-2)

[a]*° =+6.7 (c = 0.01, CHCl;)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;,H,;NNaOQ, : 266.1368 (M+Na)*, masse trouvée 266.1362

(2S, 3R)-3-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-2-(hydroxyl)-cycloheptanone (25,3R)-115

7 4,9
6 , 8
OH
5
s
4 (R"NHo

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (25,35)-114 en partant de (55,6R)-109 (36 mg, 0.109
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 7/3).

(16 mg, 61% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 4.97 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H8), 4.19 (dd, J = 9.6 Hz ; 5.8 Hz, 1H, H2), 3.78 (d, J = 5.8
Hz, 1H, H9), 3.35 (m, 1H, H3), 2.71 (m, 1H, Ha-7), 2.50 (ddd, J = 18.1 Hz ; 11.6 Hz ; 4.3 Hz, 1H Hb-7), 2.28 (m,
1H, Ha-4), 1.93 (m, 1H, Ha-6), 1.93 (m, 1H, Ha-5), 1.72 (m, 1H, Hb-6), 1.61 (m, 1H, Hb-4), 1.35 (m, 1H, Hb-5)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : 6 211.37 (C1), 156.03 (C10), 79.63 (C11), 78.76 (C2), 53.97 (C3), 40.15 (C7), 34.81
(C4), 28.32 (C12-14), 25.50 (C5), 22.48 (C6)

[a] 5 =+39.4 (c = 0.01, CHCl;)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;,H,;NNaO, : 266.1368 (M+Na)*, masse trouvée 266.1361

(1R, 25, 3S)-3-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-1,2-(dihydroxy)-cycloheptane (1R,2S5,35)-113
8
7, OH

6 2 9

OH
5

3
4 (S) NH 10
o=
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14

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (25,35)-114 en partant de (4R,5S,65)-105 (80 mg, 0.24
mmol). Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1).

(42 mg, 71% ; huile incolore)
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Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 5.34 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H10), 3.96 (m, 1H, H2), 3.84 (m, 1H, H1), 3.67 (m, 1H,
H3), 3.61 (sl, 1H, H8), 3.21 (s, 1H, H9), 1.85 (m, 1H, Ha-4), 1.85 (m, 1H, Ha-7), 1.67-1.46 (m, 6H, Hb-4 + Hb-7
+ H5-6), 1.43 (s, 9H, H13-15)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 155.76 (C11), 79.42 (C12), 76.33 (C2), 73.22 (C1), 52.46 (C3), 29.75 (C4), 28.40
(C13-15), 27.72 (C7), 23.43, 21.58 (C5-6)

[a] *°5 =-21 (c = 0.01, CHCls)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;,H,sNNaO, : 268.1525 (M+Na)®, masse trouvée 268.1530

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (25,35)-114 en partant du mélange 75/19/6 de (5S,6S)-
110/(5S,65)-111/(5R,65)-112 (88 mg, 0.277 mmol) et en remplacant MeOH par AcOEt. Le brut réactionnel est
purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1). Un mélange 73/27 des deux épiméres (2S,35)-
116/(2R,35)-117 est obtenu (38 mg, 60% ; huile incolore).

(2S,35)-116 (25, 3S)-3-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-2-(hydroxy)-cyclohexanone, 73% (RMN)
(2R,35)-117 (2R, 3S)-3-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-2-(hydroxyl)-cyclohexanone, 27% (RMN)

RMN de I'épimére majoritaire (25,35)-116 :

(S]z OH7
8HN_ _O

11 Eof
12%0

13

'H RMN (400 MHz, CDCl) : 6 4.51 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H8), 4.31 (m, 1H, H3), 4.26 (m, 1H, H2), 3.77 (m, 1H, H7),
2.54 (m, 1H, Ha-6), 2.37 (m, 1H, Hb-6), 2.36 (m, 1H, Ha-4), 1.88 (m, 2H, H5), 1.79 (m, 1H, Hb-4), 1.41 (s, 9H,
H11-13)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 210.32 (C1), 155.81 (C9), 78.57 (C10), 75.92 (C2), 55.12 (C3), 38.99 (C6), 28.30
(C4), 28.25 (C11-13), 21.31 (C5)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;;H,oNNaO,: 252.1212 (M+Na)*, masse trouvée 252.1216
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Partie expérimentale

Chlorhydrate de (25, 35)-3-(amino)-2-(hydroxy)-cycloheptanone (25,35)-120
o]
71
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OHs
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3
4 (9°NHy.Hel
9

A une solution de (25,35)-114 (42 mg, 0.173 mmol) dans Et,0 (1 mL), est ajouté HCI (2 M dans Et,0, 2 mL, 4
mmol). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant la nuit. Le solide formé est centrifugé et lavé avec
Et,0 froid.

(30 mg, 97% ; solide beige)

'H RMN (400 MHz, D,0) : & 4.62 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H2), 3.89 (m, 1H, H3), 2.69 (m, 1H, Ha-7), 2.54 (m, 1H, Hb-
7), 1.94-1.54 (m, 6H, H4-6)

3C RMN (100 MHz, D,0) : § 214.35 (C1), 75.59 (C2), 52.84 (C3), 40.13 (C7), 28.76 (C4), 25.48 (C5), 24.74 (C6)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;H14,NO, : 144.1025 (M+H)*, masse trouvée 144.1019

Chlorhydrate de (1R, 2S, 35)-3-(amino)-1,2-(dihydroxy)-cycloheptane (1R,2S,35)-119

8
7 ,OH

10

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (25,35)-120 en partant de (1R,2S5,35)-113 (40 mg, 0.163
mmol).

(20 mg, 68% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, MeOD) : & 3.98 (dd, J = 3.3 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H2), 3.87 (ddd, J = 9.0 Hz ; 2.8 Hz ; 1.3 Hz, 1H,
H1), 3.38 (ddd, J = 9.3 Hz ; 5.6 Hz ; 3.3 Hz, 1H, H3), 2.01-1.46 (m, 8H, H4-7)

3C RMN (100 MHz, MeOD) : § 74.90 (C1), 74.02 (C2), 54.78 (C3), 31.07 (C7), 28.23 (C4), 23.99, 23.59 (C5-6)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;H;gNO, : 146.1181 (M+H)", masse trouvée 146.1174

Trifluoroacétate de (2S, 3R)-3-(amino)-2-(hydroxy)-cycloheptanone (25,3R)-121
O
71

2
OHs8

6
° 3
4 (R 'NH,. TFA
9
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Partie expérimentale

A une solution de (25,3R)-115 (10 mg, 0.0411 mmol) dans CH,Cl, (0.0377 mL) refroidie a 0 °C, est ajouté TFA
(11.9 eq., 55.8 mg, 0.0377 mL, 0.489 mmol). Le mélange réactionnel est agité a 0 °C pendant 30 min, puis
concentré a I'évaporateur rotatif.

(6 mg, 56% ; huile incolore)

'H RMN (300 MHz, D,0) : 6 4.58 (d, J = 10.7 Hz, 1H, H2), 3.18 (td, J = 10.7 Hz ; 3.2 Hz, 1H, H3), 2.77 (dt, J =
18.3 Hz; 4.6 Hz, 1H, Ha-7), 2.50 (ddd, ) = 18.3 Hz ; 11.8 Hz; 4.8 Hz, 1H, Hb-7), 2.21 (m, 1H, Ha-4), 2.07 (m, 4H,
Hb-4 + Ha-6 + H5), 1.32 (m, 1H, Hb-6)

3C RMN (75 MHz, D,0) : § 212.78 (C1), 75.69 (C2), 52.97 (C3), 39.97 (C7), 31.37 (C4), 24.01 (C5), 20.93 (C6)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C;H14,NO, : 144.1025 (M+H)*, masse trouvée 144.1018

6 s OH

1.0 OH
+ 1

(¢)]
¢)]

4
3 OH 3 2 OH
NH,.TFA NH,.TFA

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour (25,3R)-121 en partant d’'un mélange 73/27 des deux
épimeres (25,35)-116/(2R,3S5)-117 (10 mg, 0.0436 mmol). Un mélange 8/40/30/22 de (2S,35)-124 /(2S,35)-
126/(2R,35)-125/(2R,3S)-127 est obtenu (7 mg, 67% ; huile incolore).

(25,35)-124 Trifluoroacétate de (2S, 35)-3-(amino)-2-(hydroxy)-cyclohexanone, 8% (RMN)
(2S,35)-126 Trifluoroacétate de (25, 35)-3-(amino)-2-(hydroxy)-1,1-(dihydroxy)-cyclohexane, 40% (RMN)
(2R,35)-125 Trifluoroacétate de (2R, 35)-3-(amino)-2-(hydroxy)-cyclohexanone, 30% (RMN)

(2R,35)-127 Trifluoroacétate de (2R, 35)-3-(amino)-2-(hydroxy)-1,1-(dihydroxy)-cyclohexane, 22% (RMN)

6 s OH
5 1.0 5 ; OH
2 L 18 ¥
3 (S) OH 3 2 OH
NH,.TFA NH,.TFA NH,.TFA NH,. TFA

(25,35)-124  (25,35)-126  (2R,35)-125  (2R,3S)-127

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : § 4.54 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H2, (25,35)-124), 4.31 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H2, (2R,3S)-
125), 4.03 (m, 1H, H3, (25,35)-124), 3.68 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H2, (25,35)-126), 3.51 (m, 1H, H3, (25)-126), 3.46
(d, J = 10.3 Hz, 1H, H2, (2R,35)-127), 3.28 (m, 1H, H3, (2R,35)-125), 3.15 (m, 1H, H3, (2R,35)-127), 2.58-1.41
(m, 24H, H4-6, (2R,35)-125, (25)-124, (2R,35)-127, (25,35)-126)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl3) : & 213.73 (C1, (25,35)-124), 210.19 (C1, (2R,35)-125), 95.38 (C1, (25,35)-126),
95.03 (C1, (2R,35)-127), 76.67 (C2, (2R,3S)-125), 75.48 (C2, (2R,35)-127), 73.75 (C2, (25,35)-124), 71.15 (C2,
(25,35)-126), 56.31 (C3, (2R,3S5)-125), 55.35 (C3, (25,35)-124), 53.35 (C3, (2R,35)-127), 51.38 (C3, (25,35)-126),
39.02 (C6, (25,35)-126), 38.81 (C6, (25,35)-124), 35.90 (C6, (2R,35)-125), 31.82 (C6, (2R,35)-127), 28.16 (C4,
(2R,35)-125), 27.82 (C4, (25,35)-126), 27.18 (C4, (25,35)-124), 23.64(C4, (2R,35)-127), 21.73 (C5, (2S,35)-126),
20.53 (C5, (25,35)-124), 19.63 (C5, (2R,35)-127), 18.96 (C5, (2R,35)-125)

206



Partie expérimentale

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour CgH1,NO, : 130.0868 (M+H)*, masse trouvée 130.0862

(4S, 5S, 6R)-4-[N-(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyl)-9-(triméthylsilyl)-non-1-én-8-yne
anti-128
21

25 j\ 22
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A une solution de TMS-acétyléne (0.0224 mL, 0.157 mmol, 2.1 eq.) dans THF (0.3 mL) refroidie a -78 °C, est
ajouté n-Buli (2.1 eq., 1.54 M, 0.102 mL, 0.157 mmol). Le mélange réactionnel est agité a -78 °C pendant 15
min, puis BF;#Et,0 (0.0389 mL, 0.157 mmol, 2.1 eq.) est ajouté. Le mélange réactionnel est agité a -78 °C
pendant 15 min, puis une solution de anti-90 (1 eq., 25 mg, 0.075 mmol) dans THF (0.0313 mL) est ajoutée.
Le mélange réactionnel est agité a -78 °C pendant 1 h, avant d’étre traité avec H,0 et dilué avec Et,0. Les
phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec Et,0 (x2). La phase organique est lavée avec une
sol. sat. NaCl, puis séchée sur MgS0, et et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié
sur colonne de silice (cyclohexane /AcOEt 9/1).

(4 mg, 12% ; huile incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.40-7.31 (m, 5H, H13-17), 5.78 (dddd, J = 16.9 Hz ; 10.2 Hz ; 7.4 Hz ; 6.7 Hz, 1H,
H2), 5.13-5.06 (m, 2H, H1), 4.70 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-11), 4.63 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-11), 4.57 (d, J = 9.3 Hz,
1H, H18), 4.03 (m, 1H, H4), 3.84 (m, 1H, H6), 3.62 (m, 1H, H5), 2.62 (ddd, J = 16.9 Hz ; 7.7 Hz ; 4.7 Hz, 2H, H7),
2.45 (m, 1H, Ha-3), 2.28 (m, 1H, Hb-3), 1.44 (s, 9H, H21-23), 0.18 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl3) : & 155.64 (C19), 138.08 (C12), 134.89 (C2), 128.50, 127.97, 127.89 (C13-17),
117.64 (C1), 102.84 (C9), 88.48 (C8), 82.01 (C5), 79.36 (C20), 74.03 (C11), 69.91 (C6), 50.56 (C4), 34.83 (C3),
28.36 (C21-23), 25.38 (C7), 0.04 (C24-26)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,,H3;NNaO,Si : 454.2390 (M+ Na)®, masse trouvée 454.2382

(4S,5S,6R)-5-(benzyloxy)-6-(hydroxyl)-4-(allyl)-1,3-oxazepan-2-one anti-131
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Partie expérimentale

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : § 7.41-7.31 (C14-18), 5.68 (dddd, J = 17.1 Hz ; 10.3 Hz ; 7.7 Hz ; 6.9 Hz, 1H, H10),
5.24-5.15 (m, 2H, H11), 4.67 (d, J = 11.9 Hz, 1H, Ha-12), 4.51 (d, J = 11.9 Hz, 1H, Hb-12), 4.39 (m, 1H, H5),
3.98 (dd, J = 11.9 Hz ; 6.9 Hz, 1H, Ha-7), 3.77 (dd, J =11.9 Hz ; 4.6 Hz, 1H, Hb-7), 3.62-3.57 (m, 2H, H4 + H6),
2.31 (m, 1H, Ha-9), 2.21 (m, 1H, Hb-9)

3C RMN (100 MHz, €DCl5) : 6 152.89 (C2), 136.76 (C13), 132.10 (C10), 128.71, 128.43, 128.12 (C14-18),
120.12 (C11), 76.00 (C5), 71.75 (C12, 70.63 (C6), 61.48 (C7), 52.58 (C4), 39.40 (C9)

tert-butyl (1S, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3,4-(tert-butoxycarbonyl)-butylcarbamate anti-133
24
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'H RMN (300 MHz, €DC;) : § 7.38-7.30 (m, 5H, H10-14), 5.72 (dddd, J = 16.9 Hz ; 10.5 Hz ; 7.1 Hz ; 6.4 Hz, 1H,
H6), 5.10-5.00 (m, 2H, H7), 4.74 (d, J = 11.2 Hz, 1H, Ha-8), 4.63 (m, 1H, H3), 4.58 (d, J = 11.2 Hz, 1H, Hb-8),
4.50 (dd, J = 12.7 Hz; 2.1 Hz, 1H, Ha-4), 4.26 (dd, J = 12.7 Hz ; 7.1 Hz, 1H, Hb-4), 3.89 (m, 1H, H1), 3.74 (t, J =
5.4 Hz, 1H, H2), 2.43 (m, 1H, Ha-5), 2.19 (m, 1H, Hb-5), 1.49 (s, 9H, H23-25), 1.48 (s, 9H, H28-30), 1.43 (s, 9H,
H18-20)

tert-butyl (1S, 25, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(allyl)-3-(hydroxyl)-4-(bromo)-butylcarbamate anti-134
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'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.40-7.30 (m, 5H, H11-15), 5.77 (dddd, J = 16.8 Hz ; 10.3 Hz ; 7.3 Hz ; 6.8 Hz, 1H,
H7), 5.13-5.09 (m, 2H, H8), 4.70 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-9), 4.65 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-9), 4.54 (d, J = 8.0 Hz,
1H, H16), 4.02 (m, 1H, H2), 3.86 (td, J = 6.5 Hz ; 3.0 Hz, 1H, H3), 3.75 (dd, J = 10.6 Hz ; 3.0 Hz, 1H, Ha-4), 3.65

(dd, J = 10.3 Hz ; 3.0 Hz, 1H, Hb-4), 3.63 (m, 1H, H1), 2.73 (s, 1H, H5), 2.46 (m, 1H, Ha-6), 2.27 (m, 1H, Hb-6),
1.44 (s, 9H, H19-21)
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Partie expérimentale

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 158.82 (C17), 137.80 (C10), 134.63 (C7), 128.55, 128.00 (C11-15), 117.93 (C8),
81.43 (C2), 74.23 (C9), 71.35 (C3), 50.73 (C1), 38.53 (C6), 34.69 (C4), 28.34 (C19-21)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour CyioH,3BrNNaO, : 436.1099 (M+Na)®, masse trouvée 436.1087

tert-butyl (1S, 25, 35)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufanyl)-butylcarbamate anti-135

A une solution de anti-93 (160 mg, 0.417 mmol) dans MeOH (4,266 mL), sont ajoutés successivement NEt;
(58 uL, 0.417 mmol, 1 eq.) et PhSH (46.9 uL, 0.459 mmol, 1.1 eq.). Le mélange réactionnel est agité a 65 °C
pendant 2 h, puis concentré a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
(cyclohexane/AcOEt 8/2).

(183 mg, 89% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, €DCl;) : & 7.39-7.19 (m, 15H, H7-11 + H15-19 + H27-31), 4.64 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-13),
4.58 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-13), 4.52 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H20), 4.22 (m, 1H, H1), 3.88 (m, 1H, H3), 3.60 (m, 1H,
H2), 3.41 (dd, J = 13.9 Hz ; 3.1 Hz, 1H, Ha-4), 3.12 (m, 1H, Ha-5), 2.99 (dd, J = 13.9 Hz ; 8.7 Hz, 1H, Hb-4), 2.87
(d,J =3.3 Hz, 1H, H12), 2.71 (dd, J = 13.1 Hz ; 9.3 Hz, 1H, Hb-5), 1.33 (s, 9H, H23-25)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 155.51 (C21), 138.28 (C6), 137.92 (C14), 134.99 (C26), 129.65, 129.34, 129.09,
128.47, 128.38, 128.04, 127.88, 126.48, 126.28 (C7-11 + C15-19 + C27-31), 81.84 (C2), 79.37 (C22), 73.62
(C13), 69.72 (C3), 52.62 (C1), 38.55 (C4), 37.14 (C5), 28.26 (C23-25)

[a] % = -5.4 (c = 0.010, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,gH3gNO,S : 494.2365 (M+H)*, masse trouvée 494.2352
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Partie expérimentale

tert-butyl (1R, 2S, 3S)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufanyl)-butylcarbamate syn-136

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-135 en partant de syn-94 (122 mg, 0.318 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 8/2).

(152 mg, 97% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.41-7.15 (m, 15H, H7-11 + H15-19 + H27-31), 4.90 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H20), 4.67
(d,J = 11.3 Hz, 1H, Ha-13), 4.62 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-13), 4.38 (m, 1H, H1), 3.96 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H12), 3.78
(m, 1H, H3), 3.49 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H2), 3.4 (dd, J = 13.4 Hz ; 2.8 Hz, 1H, Ha-5), 3.01 (dd, J = 13.4 Hz ; 8.1 Hz,
1H, Hb-5), 2.88 (m, 2H, H4), 1.34 (s, 9H, H23-25)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : § 156.58 (C21), 137.85 (C6), 137.69 (C14), 136.20 (C26), 129.18, 128.89, 128.85,
128.51, 128.43, 128.03, 127.93, 126.38, 125.95 (C7-11 + C15-19 + C27-31), 82.13 (C2), 79.85 (C22), 74.64
(C13), 69.94 (C3), 51.99 (C1), 38.34 (C4), 37.99 (C5), 28.16 (C23-25)

[a] ®°5 = +72.9 (c = 0.010, CHCl3)
HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3gNO,S : 494.2365 (M+H)", masse trouvée 494.2356

tert-butyl (1S, 25, 3S)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufinyl)-butylcarbamate anti-137

A une solution de anti-135 (21 mg, 0.0425 mmol) dans CH,Cl, (0.27 mL) refroidie a -20 °C, est ajoutée une
solution de m-CPBA 75% (9.8 mg, 0.0425 mmol, 1 eq.) dans CH,Cl; (0.135 mL). Le mélange réactionnel est
agité a -20 °C pendant 1h30, puis traité avec un mélange d'une sol. sat. Na,S,0; et une sol. sat. NaHCO; (1:20)
sous agitation pendant 15 min. Les phases sont séparées et la phase aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x2). La
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phase organique est lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur MgSO, et concentrée a I'évaporateur
rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éluant cyclohexane/AcOEt 1/1). DG a la création
du centre stéréogéne au niveau de I'atome de soufre, un mélange 52/48 de deux isomeéres est obtenu (19
mg, 89% ; huile incolore).

Caractérisation de I'isomére majoritaire (isomérie au niveau de I'atome de soufre) :

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.64-7.53 (m, 5H, H27-31), 7.32-7.17 (m, 10H, H7-11 + H15-19), 4.70 (d, J = 11.7
Hz, 1H, Ha-13), 4.65 (d, J = 11.7 Hz, 1H, Hb-13), 4.62 (m, 1H, H20), 4.60 (m, 1H, H1), 4.28 (m, 1H, H12), 4.07
(m, 1H, H3), 3.49 (m, 1H, H2), 3.17 (m, 1H, Ha-5), 3.15 (m, 1H, Ha-4), 2.91 (dd, J = 13.1 Hz ; 9.9 Hz, 1H, Hb-5),
2.71(dd, J = 13.8 Hz ; 9.0 Hz, 1H, Hb-4), 1.38 (s, 9H, H23-25)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 155.59 (C21), 143.74 (C26), 137.94 (C14), 137.91 (C6), 131.26, 129.41, 129.36,
128.47, 128.42, 128.18, 127.84, 126.40, 123.69 (C7-11 + C15-19 + C27-31), 82.41 (C2), 79.62 (C22), 73.67
(C13), 71.09 (C3), 58.52 (C4), 52.12 (C1), 37.87 (C5), 28.31 (C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3gNOsS : 510.2314 (M+H)", masse trouvée 510.2308

tert-butyl (1R, 25, 35)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufinyl)-butylcarbamate syn-138

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-137 en partant de syn-136 (120 mg, 0.243 mmol).
Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (cyclohexane/AcOEt 1/1). DG a la création du centre
stéréogeéne au niveau de I'atome de soufre, un mélange 54/46 de deux isoméres est obtenu (117 mg, 95% ;
huile incolore).

Caractérisation de I'isomere majoritaire (isomérie au niveau de I'atome de soufre) :

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 7.66-7.51 (m, 5H, H27-31), 7.37-7.17 (m, 10H, H7-11 + H15-19), 4.94 (d, J = 9.8
Hz, 1H, H20), 4.62 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-13), 4.55 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-13), 4.60 (m, 1H, H1), 4.31 (m, 1H,
H3), 4.18 (m, 1H, H2), 3.55 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H12), 3.12 (dd, J = 13.1 Hz ; 8.6 Hz, 1H, Ha-5), 3.04 (dd, J = 12.8
Hz ; 3.0 Hz, 1H, Ha-4), 2.85 (m, 2H, Hb-4 + Hb-5), 1.34 (s, 9H, H23-25)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : 6 156.61 (C21), 143.93 (C26), 137.83 (C14), 137.60 (C6), 131.21, 129.30, 128.92,
128.54, 128.49, 128.08, 127.98, 126.46, 124.11 (C7-11 + C15-19 + C27-31), 82.19 (C2), 80.15 (C22), 74.47
(C13), 68.79 (C3), 60.35 (C4), 51.93 (C1), 38.19 (C5), 28.25 (C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3gNOsS : 510.2314 (M+H)", masse trouvée 510.2309
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tert-butyl (1S, 25)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(oxo)-4-(phénylsufinyl)-butylcarbamate anti-141
23

24
ﬁ(
22 (0]

A une solution de anti-137 (20 mg, 0.0392 mmol) dans CH,Cl, (0.377 mL), est ajouté le periodinane de Dess-
martin (28.3 mg, 0.0667 mmol, 1.7 eq.). Le mélange réactionnel est agité a TA pendant 4 h, puis du
periodinane de Dess-martin (28.3 mg, 0.0667 mmol, 1.7 eq.) est a nouveau ajouté. Le mélange réactionnel
est agité a TA pendant 4 h, puis traité par un mélange AcOEt/sol. ag. 1N NaHCOs/sol. aqg. 1N Na,S,0; (1/1/2)
sous agitation pendant 1 h. Les phases sont séparées et la phase organique est lavée avec une sol. 1N
NaHCO; et une sol. sat. NaCl. Puis elle est séchée sur MgSO, et concentrée a |'évaporateur rotatif. Le brut
réactionnel est purifié sur plague préparative de silice (éther de pétrole/AcOEt 1/1). Di a la présence du
centre stéréogéne au niveau de I'atome de soufre, un mélange 54/46 de deux isomeéres est obtenu (15 mg,
75% ; huile incolore).

Caractérisation de I'isomére majoritaire (isomérie au niveau de I'atome de soufre) :

'H RMN (400 MHz, CDCls) : § 7.69-7.66 (m, 2H, H27 + H29), 7.56-7.51 (m, 3H, H26 + H28 +H30), 7.38-7.06 (m,
10H, H7-11 + H14-18), 5.20 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H19), 4.69 (d, J = 11.7 Hz, 1H, Ha-12), 4.47 (d, J = 11.7 Hz, 1H,
Hb-12), 4.19 (m, 1H, H1), 4.12 (d, J = 15.8 Hz, 1H, Ha-4), 4.00 (d, J = 15.8 Hz, 1H, Hb-4), 3.75 (d, J = 7.1 Hz, 1H,
H2), 2.95-2.74 (m, 2H, H5), 1.35 (s, 9H, H24-26)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : § 202.79 (C3), 155.33 (C20), 143.45 (C25), 137.11 (C13), 136.46 (C6), 131.59,
129.49, 129.37, 128.66, 128.54, 128.38, 128.22, 126.83, 124.11 (C7-11 +C14-18 + C26-30), 85.69 (C2), 80.04
(C21), 72.92 (C12), 65.56 (C4), 51.78 (C1), 36.67 (C5), 28.22 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,gH3sNOsS : 508.2158 (M+H)*, masse trouvée 508.2159
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tert-butyl (1R, 25)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(oxo0)-4-(phénylsufinyl)-butylcarbamate syn-142

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-141 en partant de syn-138 (141 mg, 0.279 mmol).
Le brut réactionnel est purifié sur plaque préparative de silice (éther de pétrole/AcOEt 1/1). DG a la présence
du centre stéréogéne au niveau de I'atome de soufre, un mélange 57/43 de deux isoméres est obtenu (90
mg, 64% ; solide jaune pale).

Caractérisation de I'isomere majoritaire (isomérie au niveau de I'atome de soufre) :

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.63-7.59 (m, 2H, H27 + H29), 7.52-7.49 (m, 3H, H26 + H28 + H30), 7.42-7.05 (m,
10H, H7-11 + H14-18), 4.98 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H19), 4.72 (d, J = 11.2 Hz, 1H, Ha-12), 4.55 (d, J = 11.2 Hz, 1H,
Hb-12), 4.35 (m, 1H, H1), 3.90-3.87 (m, 3H, H4 + H2), 2.91-2.78 (m, 2H, H5), 1.33 (s, 9H, H22-24)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl5) : 6 200.98 (C3), 155.31 (C20), 143.43 (C25), 137.22 (C13), 136.96 (C6), 131.45,
129.36, 129.09, 128.59, 128.46, 128.35, 128.13, 126.66, 124.17 (C7-11 + C14-18 + C26-30), 84.36 (C2), 79.88
(C21), 72.73 (C12), 65.81 (C4), 52.77 (C1), 38.29 (C5), 28.10 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3,NOsS : 508.2158 (M+H)*, masse trouvée 508.2142

tert-butyl N-[(1S,25)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(oxo)-1-(benzyl)-4-(phenylsulfanyl)butylcarbamate anti-
145

16

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.43-7.11 (m, 15H, H7-11 + H14-18 + H26-30), 4.77 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-12),
4.64 (m, 2H, H3 + H31), 4.56 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-12), 4.17 (m, 2H, H1 + H19), 4.01 (m, 1H, H2), 3.32 (m, 1H,
Ha-5), 2.39 (m, 1H, Hb-5), 1.28 (s, 9H, H22-24)
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3¢ RMN (100 MHz, CDCl;) : § 202.48 (C4), 157.20 (C20), 137.41 (C25), 134.88 (C13), 134.69 (C6), 129.35,
129.16, 128.97, 128.57, 128.53, 128.43, 128.11, 126.56 (C7-11 + C14-18 + C26-30), 82.87 (C2), 81.19 (C21),
78.30 (C3), 72.09 (C12), 51.43 (C1), 38.14 (C5), 28.21 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH33NNaOsS : 530.1977 (M+Na)®, masse trouvée 530.1976

4-(benzyl)-5-(benzyloxy)-2-(tert-butoxy)-7-(phenylsulfanyl)-4,5,6,7-tetrahydro-1,3-oxazepin-6-one 146

28

30

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : 6 7.58-6.99 (m, 15H, H10-14 + H17-21 + H27-31), 5.31 (d, J = 0.9 Hz, 1H, H7), 4.48
(d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-15), 4.21 (m, 1H, H4), 4.20 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-15), 3.75 (dd, J = 3.2 Hz ; 0.9 Hz, 1H,
H5),3.23 (dd, J=13.8 Hz ; 4.3 Hz, 1H, Ha-8), 2.33 (dd, J = 13.8 Hz ; 10.4 Hz, 1H, Hb-8), 1.52 (s, 9H, H23-25)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl;) : & 199.51 (C6), 153.26 (C2), 136.65 (C16), 136.59 (C9), 135.26 (C26), 129.49,
129.25, 129.16, 128.73, 128.34, 128.08, 127.95, 126.88 (C10-14 + C17-21 + C27-31), 81.68 (C5), 79.15 (C22),
72.16 (C15), 67.40 (C7), 29.70 (C8), 28.28 (C23-25)

tert-butyl (1S, 25, 35)-1-(2-bromo-benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufanyl)-butylcarbamate
anti-147

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-135 en partant de anti-95 (75 mg, 0.16 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 8/2).

(81 mg, 87% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : 6 7.51 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H8), 7.38-7.17 (m, 12H, H10-11 + H15-19 + H7-31), 7.05
(m, 1H, H9), 4.70 (m, 1H, H20), 4.67 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-13), 4.60 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-13), 4.32 (m, 1H,
H1), 3.91 (m, 1H, H3), 3.61(m, 1H, H2), 3.41 (dd, J = 13.8 Hz ; 2.5 Hz, 1H, Ha-4), 3.18 (dd, J = 13.7 Hz ; 4.2 Hz,
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1H, Ha-5), 3.03 (dd, J = 13.8 Hz ; 8.8 Hz, 1H, Hb-4), 2.99 (m, 1H, H12), 2.92 (dd, J = 13.7 Hz ; 11.1 Hz, 1H, Hb-5),
1.26 (s, 9H, H23-25)

C RMN (100 MHz, CDCl,) : § 155.37 (C21), 138.06 (C14), 137.88 (C6), 135.14 (C26), 132.62 (C8), 131.42,
129.57, 129.04, 128.44, 127.93, 127.85, 127.32, 126.40 (C9-11 + C15-19 + C27-31), 125.10 (C7), 82.64 (C2),
79.20 (C22), 73.67 (C13), 69.72 (C3), 52.04 (C1), 38.51 (C4), 37.12 (C5), 28.18 (C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,gH3sBrNO,S : 572.1470 (M+H)*, masse trouvée 572.1457

tert-butyl (1R, 2S, 35)-1-(2-bromo-benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxyl)-4-(phénylsufanyl)-butylcarbamate
syn-148

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-135 en partant de syn-96 (228 mg, 0.5 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 8/2).

(232 mg, 82% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl3) : 6 7.55 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H8),7.40-7.17 (m, 12H, H10-11 + H15-19 + H27-31), 7.08
(m, 1H, H9), 5.08 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H20), 4.77 (d, J = 11.1 Hz, 1H, Ha-13), 4.66 (d, J = 11.1 Hz, 1H, Hb-13),
4.48 (tdd, J = 10.1 Hz ; 4.3 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H1), 3.91 (m, 1H, H12), 3.84 (tdd, J = 8.3 Hz ; 8.1 Hz ; 2.5 Hz, 1H,
H3), 3.57 (dd, J = 8.3 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H2), 3.47 (dd, J = 13.6 Hz ; 2.5 Hz, 1H, Ha-4), 3.08 (dd, J = 14.1 Hz ; 4.3 Hz,
1H, Ha-5), 3.04 (dd, J = 13.6 Hz ; 8.1 Hz, 1H, Hb-4), 3.00 (dd, J = 14.1 Hz ; 10.1 Hz, 1H, Hb-5), 1.31 (s, 9H, H23-
25)

3¢ RMN (100 MHz, CDCl;) : & 156.30 (C21), 137.51 (C14), 137.48 (C6), 136.03 (C26), 132.66 (C8), 130.69
(C11), 129.07, 128.84, 128.44, 128.08, 127.98, 127.28, 125.93 (C9-10 + C15-19 + C27-31), 124.98 (C7), 82.72
(C2), 79.61 (C22), 74.53 (C13), 69.83 (C3), 51.04 (C1), 38.13 (C4), 37.91 (C5), 28.07 (C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,gH3sBrNO,S : 572.1470 (M+H)*, masse trouvée 572.1461
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tert-butyl (1R, 25, 35)-1-(2-bromo-benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxy)-4-(phénylsufonyl)-butylcarbamate
syn-150

A une solution de syn-148 (231 mg, 0.4 mmol) dans CH,Cl, (2.4 mL), est ajoutée une solution de mCPBA (70%,
184 g, 0.8 mmol, 2 eq) dans CH,Cl, (1.2 mL). Le mélange réactionnel est agité 4 h a TA, puis traité avec un
mélange d'une sol. sat. Na,S,0; et une sol. sat. NaHCO; (1:20) sous agitation pendant 15 min. La phase
aqueuse est extraite avec CH,Cl, (x2). La phase organique est lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur
MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de
pétrole/AcOEt 7/3).

(214 mg, 88% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : & 7.92-7.89 (m, 2H, H27 + H31), 7.65 (m, 1H, H29), 7.57-7.52 (m, 3H, H28 + H30 +
H8), 7.38-7.3 (m, 5H, H15-19), 7.21 (m, 2H, H10-11), 7.07 (m, 1H, H9), 5.08 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H20), 4.75 (d, J
=11.3 Hz, 1H, Ha-13), 4.60 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-13), 4.38 (tdd, J = 10.1 Hz ; 4.3 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H1), 4.18 (m,
2H, H3 + H12), 3.47 (m, 1H, Ha-4), 3.43 (dd, J = 8.3 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H2), 3.27 (dd, J = 14.1 Hz ; 9.6 Hz, 1H, Hb-
4),3.06 (dd, J = 14.1 Hz ; 4.3 Hz, 1H, Ha-5), 2.95 (dd, J = 14.1 Hz; 10.1 Hz, 1H, Hb-5), 1.33 (s, 9H, H23-25)

3C RMN (100 MHz, CDCl5) : & 156.18 (C21), 139.65 (C26), 137.22 (C14), 137.08 (C6), 133.62 (C29), 132.69
(C8), 130.78 (C11), 129.03 (C28 + C30), 128.46, 128.07, 127.95 (C15-19 + C9), 127.89 (C27 + C31), 127.26
(C10), 124.85 (C7), 81.98 (C2), 79.71 (C22), 74.32 (C13), 66.99 (C3), 59.09 (C4), 50.58 (C1), 37.73 (C5), 28.06
(C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH3,BrNNaOgS : 626.1188 (M+Na)*, masse trouvée 626.1187
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tert-butyl (1S, 25, 35)-1-(2-bromo-benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(hydroxy)-4-(phénylsufonyl)-butylcarbamate
anti-149

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour syn-150 en partant de anti-147 (79 mg, 0.14 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 7/3).

(51 mg, 61% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : § 7.94-7.91 (m, 2H, H27 + H31), 7.67 (m, 1H, H29), 7.61-7.51 (m, 3H, H8 + H28 +
H30), 7.35-7.29 (m, 5H, H15-19), 7.20 (m, 2H, H10-11), 7.06 (m, 1H, H9), 4.70 (s, 2H, H13), 4.66 (d, J = 9.8 Hz,
1H, H20), 4.44 (m, 1H, H3), 4.13 (m, 1H, H1), 3.74 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H12), 3.6 (m, 1H, H2), 3.50 (m, 1H, Ha-4),
3.30 (dd, J = 14.4 Hz ; 10.1 Hz, 1H, Hb-4),3.19 (dd, J = 14.1 Hz ; 4.3 Hz, 1H, Ha-5), 2.84 (dd, J = 14.1 Hz ; 10.9
Hz, 1H, Hb-5), 1.26 (s, 9H, H23-25)

3C RMN (100 MHz, €DCl;) : & 155.32 (C21), 139.24 (C26), 137.72 (C14), 137.61 (C6), 133.93 (C29), 132.67
(C8), 131.34 (C11), 129.35 (C28 + C30), 128.46, 128.09, 127.94 (C15-19 + C9), 127.84 (C27 + C31), 127.37
(C10), 125.00 (C7), 82.69 (C2), 79.44 (C22), 73.87 (C13), 67.06 (C3), 58.50 (C4), 51.78 (C1), 37.43 (C5), 28.16
(C23-25)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,oH3,BrNNaOgS : 626.1188 (M+Na)®, masse trouvée 626.1173

tert-butyl (1S, 25)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(oxo)-4-(phénylsufonyl)-butylcarbamate anti-151
23

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-141 en partant de anti-149 (43 mg, 0.071 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur plaque préparative de silice (éluant éther de pétrole/AcOEt 8/2).

217



Partie expérimentale

(7 mg, 16% ; solide incolore)

'H RMN (400MHz, CDCl5) : & 7.95 (m, 2H, H26 + H30), 7.69-7.08 (m, 12H, H8-11 + H14-18 + H27-29), 4.75-
4.15 (m, 7H, H1 + H2 +H4 +H12 + H19), 2.96-2.84 (m, 2H, H8), 1.28 (s, 9H, H22-24)

3C RMN (100MHz, CDCl;) : & 198.23 (C3), 155.13 (C20), 139.32 (C25), 136.73 (C13), 136.64 (C6), 134.17
(C28), 132.82 (C8), 131.61 (C11), 129.33, 128.76, 128.66, 128.62, 128.46, 128.35 (C9 + C14-18 + C26-27 +
€29-30), 127.47 (C10), 124.99 (C7), 86.22 (C2), 79.76 (C21), 73.52 (C12), 62.70 (C4), 50.95 (C1), 36.93 (C5),
28.25 (C22-24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3,BrNNaOgS : 624,1031 (M+Na)*, masse trouvée 624.1006

tert-butyl (1R, 25)-1-(benzyl)-2-(benzyloxy)-3-(oxo)-4-(phénylsufonyl)-butylcarbamate syn-152

Le mode opératoire est identique a celui décrit pour anti-141 en partant de syn-150 (195 mg, 0.32 mmol). Le
brut réactionnel est purifié sur colonne de silice (éther de pétrole/AcOEt 8/2).

(123 mg, 63% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : 6 7.90-7.-88 (m, 2H, H26 + H30), 7.67 (m, 1H, H28), 7.58-7.55 (m, 3H, H8 + H27 +
H29), 7.47-7.34 (m, 5H, H14-18), 7.19 (td, J = 7.6 Hz; 1.3 Hz, 1H, H10), 7.10 (td, J = 7.6 Hz ; 1.5Hz, 1H, H9),
7.06 (dd, J = 7.6 Hz ; 1.3 Hz, 1H, H11), 4.94 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H19), 4.79 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-12), 4.56 (tdd,
J=8.3Hz; 6.6 Hz; 1.8 Hz, 1H, H1), 4.48 (d, J = 14.1 Hz, 1H, Ha-4), 4.40 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-12), 4.30 (d, J =
14.1 Hz, 1H, Hb-4), 4.29 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H2), 3.00 (dd, J = 13.9 Hz ; 8.3 Hz, 1H, Ha-5), 2.95 (dd, J = 13.9 Hz;
6.6 Hz, 1H, Hb-5), 1.26 (s, 9H, H22-24)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 196.65 (C3), 155.21 (C20), 139.08 (C25), 136.87 (C13), 136.67 (C6), 134.14
(C28), 132.90 (C8), 131.27 (C11), 129.24 (C27 + C29), 128.47, 128.14 (C14-18 + C9), 128.11 (C26 + C30),
127.44 (C10), 124.78 (C7), 84.60 (C2), 79.76 (C21), 72.65 (C12), 63.47 (C4), 50.88 (C1), 38.57 (C5), 27.97 (C22-
24)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C,sH3,BrNNaOgS : 624.1031 (M+Na)*, masse trouvée 624.1026
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tert-butyl N-(5R, 6S, 7R)-6-(benzyloxy)-7-(hydroxy)-4H,5H,6H,7H,8H-[1,2,3]triazolo[1,5-a]azepin-5-
yllcarbamate syn-156 (a partir de syn-97)

syn-97 (25 mg, 0,075 mmol) et NaN; (5.39 mg, 0.083 mmol, 1.1 eq.) sont solubilisés dans EtOH (0.7 mL) dans
un vial micro-onde. Le mélange réactionnel est agité au micro-onde a 150 °C pendant 1 h (puissance 75 W,
pression max 17.2 bar), puis concentré a I'évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est re-solubilisé dans du
dichlorométhane et K,CO; (20.8 mg, 0.15 mmol, 2 eq.) et Boc,0 (15 pL, 0.075 mmol, 1 eq.) sont ajoutés. Le
mélange réactionnel est agité a TA pendant 3 h, puis filtré sur coton et concentré a I'évaporateur rotatif. Le
brut réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de silice (CH,Cl,/MeOH 95/5).

(10 mg, 35% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl5) : & 7.55 (s, 1H, H3), 7.44-7.33 (m, 5H, H12-16), 4.90 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-10),
4.69 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-10), 4.69 (dd, J = 13.7 Hz ; 3.2 Hz, 1H, Ha-8), 4.57 (d, J = 13.7 Hz ; 10.4 Hz, 1H, Hb-
8), 4.36 (m, 1H, H5), 4.16 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H17), 4.03 (m, 1H, H6), 3.87 (m, 1H, H7), 3.32 (dd, J = 15.3 Hz; 1.5
Hz, 1H, Ha-4), 2.97 (dd, J = 15.3 Hz ; 5.9 Hz, 1H, Hb-4), 2.39 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H9), 1.43 (s, 9H, H20-22)

3C RMN (100 MHz, CDCl) : § 154.76 (C18), 137.22 (C11), 134.86 (C3), 132.76 (C23), 128.87, 128.47, 128.04
(C12-16), 80.49 (C6), 79.60 (C19), 72.97 (C10), 66.48 (C7), 48.85 (C8), 46.91 (C5), 28.27 (C20-22), 21.52 (C4)

[a]*°, =-3.0 (c = 0.010, CHCl,)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour CyoH,7N40, : 375.2032 (M+H)", masse trouvée 375.2029

tert-butyl (1R, 2S, 3R)-2-(benzyloxy)-1-(propargyl)-3-(hydroxyl)-4-(azido)-butylcarbamate syn-154

21
O 20
s 16 M
OH HN 17 O 18 19
-1

(R)

13

A une solution de syn-97 (79 mg, 0.238 mmol) dans EtOH (2.37 mL), est ajouté une solution de NaN; (46.5
mg, 0.715 mmol, 3 eq.) dans H,0 (0.79 mL). Le mélange réactionnel est agité a 60 °C pendant 48 h, puis
concentré a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur plaque préparative de silice (éther de
pétrole/AcOEt 8/2).
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(74 mg, 84% ; solide incolore)

'H RMN (400 MHz, CDCl;) : § 7.42-7.32 (m, 5H, H11-15), 4.82 (d, J = 9.8 Hz, 1H, H16), 4.70 (d, J = 11.0 Hz, 1H,
Ha-9), 4.61 (d, J = 11.0 Hz, 1H, Hb-9), 4.24 (d, J = 4.7 Hz, 1H, H5), 4.23 (dddd, J=9.8 Hz ; 8.6 Hz ; 6.3 Hz ; 1.4
Hz, 1H, H1), 3.76 (dd, J = 9.1 Hz ; 1.4 Hz, 1H, H2), 3.66 (dddd, J = 9.1 Hz ; 5.3 Hz ; 4.7 Hz ; 2.5Hz, 1H, H3), 3.58
(dd, J = 12.6 Hz ; 2.5 Hz, 1H, Ha-4), 3.39 (dd, J = 5.3 Hz ; 12.6 Hz, 1H, Hb-4), 2.53 (ddd, J = 16.5 Hz ; 6.3 Hz ; 2.6
Hz, 1H, Ha-6), 2.49 (ddd, J = 16.5 Hz ; 8.6 Hz ; 2.6Hz, 1H, Hb-6), 2.12 (t, J = 2.6 Hz, 1H, H8), 1.45 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCl;) : & 156.93 (C17), 137.42 (C10), 128.61, 128.24, 128.06 (C11-15), 80.71 (C7), 80.11
(C18), 79.6 (C2), 75.32 (C9), 71.33 (C8), 70.45 (C3), 53.17 (C4), 49.94 (C1), 28.23 (C19-21), 22.09 (C6)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C1gH,cN,NaO, : 397.1852 (M+Na)®, masse trouvée 397.1847

tert-butyl N-(5R, 6S, 7R)-6-(benzyloxy)-7-(hydroxy)-4H,5H,6H,7H,8H-[1,2,3]triazolo[1,5-a]azepin-5-
yl]carbamate syn-156 (a partir de syn-154)

syn-154 (15 mg, 0.0401 mmol) est solubilisé dans EtOH (3 mL) dans un vial micro-onde. Le mélange
réactionnel est agité au micro-onde a 185 °C pendant 1 h (puissance 75 W, pression max 17.2 bar), puis
concentré a I'évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est re-solubilisé dans CH,Cl,, puis K,CO; (11 mg, 0.0802
mmol, 2 eq.) et Boc,0 (10uL, 0.0401 mmol, 1 eq.) sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agité a TA
pendant la nuit, puis filtré sur coton et concentré a I’évaporateur rotatif.

(13 mg, 88% ; solide incolore)

A une solution de syn-156 (83 mg, 0.2217 mmol) dans AcOEt (2.5 mL), est ajouté IBX (186.2 mg, 0.665 mmol,
3 eq.). Le mélange réactionnel est agité a 80 °C pendant 7 h, puis traité avec un mélange de sol. aq. 1N
NaHCOs/sol. ag. 1N Na,S,0; (1/2) sous agitation pendant 1 h. Les phases sont ensuite séparées et la phase
aqueuse est extraite avec AcOEt (x2). La phase organique est lavée avec une sol. sat. NaCl, puis séchée sur
MgSO, et concentrée a I'évaporateur rotatif. Le brut réactionnel est purifié sur colonne de silice
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(CH,Cl,/MeOH 98/2). Un mélange 72:28 des diastéréoisomeres (5R,6S5)-158/(5R,6R)-159 est obtenu (55 mg,
67% ; solide incolore).

(5R,65)-158  tert-butyl N-(5R, 65)-6-(benzyloxy)-7-(oxo)-4H,5H,6H,8H-[1,2,3]triazolo[1,5-a]azepin-5-
yllcarbamate, 72% (RMN)

(5R,6R)-159  tert-butyl N-(5R,  6R)-6-(benzyloxy)-7-(oxo)-4H,5H,6H,8H-[1,2,3]triazolo[1,5-a]azepin-5-
yllcarbamate, 28% (RMN)

Caractérisation de I'épimere majoritaire (5R,65)-158 :
15 14

"H RMN (400 MHz, CDCl5) : 5 7.58 (s, 1H, H3), 7.41-7.34 (m, 5H, H11-15), 5.26 (d, J = 15.1 Hz, 1H, Ha-8), 4.98
(d, J = 15.1 Hz, 1H, Hb-8), 4.61 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Ha-9), 4.57 (d, J = 11.3 Hz, 1H, Hb-9), 4.32 (m, 2H, H5 +
H16), 4.07 (d, J = 4.9 Hz, 1H, H6), 3.40 (dd, J = 15.8 Hz ; 2.8 Hz, 1H, Ha-4), 3.12 (dd, J = 15.8 Hz; 5.2 Hz, 1H,
Hb-4), 1.43 (s, 9H, H19-21)

3C RMN (100 MHz, CDCls) : & 199.75 (C7), 154.62 (C17), 135.98 (C10), 134.67 (C3), 132.74 (C22), 128.76,
128.66, 128.26 (C11-15), 85.37 (C6), 73.44 (C9), 54.18 (C8), 52.53 (C5), 28.22 (C19-21), 23.17 (C4)

HRMS (ESI-QTof) : masse calculée pour C1gH2sN,O, : 373.1876 (M+H)*, masse trouvée 373.1877

(6S)-6-(benzyloxy)-4H,5H,6H,8H-[1,2,3]triazolo[1,5-a]azepin-7-one (6S5)-163

15 14
o
N ~N 6 o 10
AN (8)5 11 12
16
3

'H RMN (400 MHz, CDCl,) : 6 7.52 (s, 1H, H3), 7.40-7.29 (m, 5H, H11-15), 5.18 (d, J = 16.1 Hz, 1H, Ha-8), 5.10
(d, J = 16.1 Hz, 1H, Hb-8), 4.59 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Ha-9), 4.45 (d, J = 11.6 Hz, 1H, Hb-9), 4.12 (dd, J = 6.8 Hz;
5.4 Hz, 1H, H6), 3.11 (m, 1H, Ha-5), 3.00 (m, 1H, Hb-5), 2.31-2.17 (m, 2H, H4)

C RMN (100 MHz, CDCl;) : § 201.84 (C7), 136.43 (C10), 132.59 (C3), 132.39 (C16), 128.67, 128.41, 128.06
(C11-15), 82.10 (C6), 72.68 (C9), 54.96 (C8), 32.17 (C4), 17.03 (C5)
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Annexe 1 : Liste des acides aminés

Annexes

S/
H
OH
HzN/'\”/OH HZN/'W/OH O o i OH O
o) o) o) o 0 0
Glycine Alanine Valine Leucine Isoleucine Méthionine
(Gly, G) (Ala, A) (Val, V) (Leu, L) (le, 1) (Met, M)
H,N
NH, 2N 20
OH OH SH o o
OH OH OH OH OH O—/(
H,N H,N H,N H,N H,N N OH
0 o) 0 o) o H
Sérine Thréonine Cystéine Asparagine Glutamine Proline
(Ser, S) (Thr, T) (Cys, C) (Asn, N) (GIn, Q) (Pro, P)
H,N__NH
HO_ _O NH
OH HN\ NH,
N
o)
HaN OH e OH HoN OH HoN OH HoN OH
0 o) o) 0 0
Acide aspartique  Acide glutamique Histidine Lysine Arginine
(Asp, D) (Glu, E) (His, H) (Lys, K) (Arg, R)
OH
< NH
OH OH
H2N OH HQN H2N
0 0
Phénylalanine Tyrosine Tryptophane
(Phe, F) (Tyr,Y) (Trp, W)
Annexe 2 : Essais cliniques - Vaccin contre le paludisme
Nombre de volontaires
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*100 a 3000
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Essais cliniques - Phase |

» Evaluation de la sécurité d’emploi et de la tolérance
> Evaluation de la capacité a produire une réponse immunitaire (immunogénicité)

Phase la : pays non-endémiques
Phase Ib : populations exposées au paludisme dans des pays endémiques
Essais cliniques — Phase Il

» Controle de la sécurité, des potentiels effets secondaires et de la réponse immunitaire
» Evaluation préliminaire de I'efficacité contre I'infection et le développement de la maladie
» Détermination de la posologie optimale

Phase lla : vaccination de volontaires sains dans des pays non-endémiques et exposition a des moustiques
porteurs du paludisme

» Evaluation de la durée avant infection
» Indication sur l'efficacité du vaccin

Phase Ilb : populations exposées au paludisme dans des pays endémiques
Essais cliniques — Phase Il

» Controle de la sécurité, des potentiels effets secondaires

> Evaluation a grande échelle de I'efficacité (avec par exemple, différents schémas de transmission du
paludisme)

» Demande d’autorisation de mise sur le marché (AMM)

Essais cliniques — Phase IV (aprés la mise sur le marché)

> Controle a trés grande échelle de la sécurité, de I'efficacité et de la durée de protection
> Controle de possibles effets secondaires tardifs

Annexe 3 : Espeéces réactives de I'oxygéne

Intermédiaires réduits de I'oxygene :

3 - T+ 2HY ¥ . . T+ H*
0,—%» 0,7 T2, p0, L% Ho + HOT 221 4 H0
radical peroxyde radical
superoxyde d'hydrogéne hydroxyle

La durée de vie des radicaux hydroxyles HO® est extrémement faible (inférieure & la microseconde) et les
distances qu’ils peuvent parcourir sont également trés faibles (inférieures a la dizaine de nanomeétres). Ce
sont des oxydants puissants qui attaquent tous les matériaux biologiques (ADN, lipides, protéines...).
Paradoxalement, les radicaux superoxydes O,” sont eux-mémes peu réactifs vis-a-vis de la majorité des
substrats bioorganiques. Leur durée de vie est relativement longue (jusqu’a quelques dizaines de secondes)
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et ils peuvent diffuser bien au-dela de leur lieu de production. La toxicité des radicaux superoxydes semble
s’exercer de maniére indirecte : en réagissant avec le peroxyde d’hydrogene, ils peuvent donner naissance a
des radicaux hydroxyles (réaction (3) dite de Haber-Weiss, catalysée par Fe**).

De méme, la toxicité du peroxyde d’hydrogéne provient principalement de sa capacité a générer le radical
hydroxyle OH® en présence de cations métalliques tels que Fe*" (réaction (1) dite de Fenton) ou Cu".

H,0, + Fe?* —— HO" + Fe** + HO (1) Fenton
Fe3* + 0, —=Fe?* + O, (2)

HO, + O, — HO " + Oy + HO™ (3) Haber-Weiss

Annexe 4 : Mécanisme de la réaction de cycloaddition alcyne/azoture catalysée au cuivre

Sharpless et al. proposent le mécanisme illustré ci-dessous pour la réaction de cycloaddition alcyne-azoture

%87 Cette réaction a lieu en présence d’une quantité catalytique de sels de cuivre (I) ou

catalysée au cuivre.
cuivre (II) et d’'une quantité catalytique d’ascorbate de sodium. Ce dernier permet de réduire le cuivre (ll) en
cuivre () et empéche I’'homocouplage oxydant des alcynes (Glaser).

Le cycle catalytique débute par la formation d’un complexe cuivre-acétylure A, puis |'azoture déplace un
ligand et se lie au cuivre. La réaction ne passe ensuite pas par un mécanisme de cycloaddition [2+3]
concerté, mais par un métallacycle a six chainons cuivre (lll) B inhabituel. La contraction de ce cycle en

dérivé triazolyl-cuivre C est suivie d’'une protonolyse qui libére le produit triazole D et ferme le cycle

catalytique.
CuL, H*
1_— 1
R —H{ RI—==_H ’\<
A R'——cCuL,4
_N .
N="% > [CuLj] @
NR _N_ _R?
R1 N~ o
H
D
H+
®
_N 2
- _N_ _R
N N—R2 N’, \'\{’
R! T
c Culn, RI—="Culn
_N. _R?
N b /
N _-Cu.
R1 C/ Ln-2
B
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Annexe 5 : Mécanisme de la cycloaddition alcyne/azoture catalysée au ruthénium

Boren et al. proposent le mécasnisme illustré ci-dessous pour la réaction de cycloaddition alcyne-azoture
catalysée au ruthénium. **’ Le déplacement de ligands par I'alcyne et 'azoture produit un complexe activé A,
qui est converti en ruthénacycle B par couplage oxydant de I'alcyne et de I'azoture. Cette étape contréle la
régiosélectivité de la réaction. La nouvelle liaison C-N est créée entre le carbone le plus électronégatif et le
moins encombré de l'alcyne et I'azote terminal de I'azoture. L'intermédiaire métallacycle B subit une
élimination réductrice libérant le produit triazole C et régénérant le catalyseur ou le complexe activé A.

Co* R
N |p oN. +R=
N= \N_RZ Cl‘lRt(I ® °N
Cc = 2L
R1
P
Cp* ©
SR/U C|\\RU R2
ch o -N 1 4
®Nz \ 2 R |
— N-R m@
1 N A
R
Cp*
R
Cl\u-RU\N\
R! N
B N

Cp* = ligand 1,2,3,4,5-pentamethylcyclopentadienyl

Annexe 6 : production d’'une enzyme recombinante par un organisme héte

Site de clonage Géne d'intérét
y —
m S
Origine de 1”) Marqueur de M ] S
réplication |y , J selection INSERTION 7+ TRANSFORMATION
\\:// o ©
VEgTEU®
SELECTION
(=] o
o (=]
CULTURE
Expression de la protéine d'intérét
o)) (F0)) (.0~ (e INDUCTION o =) o =
Rl ] [ 0 ) -0 (=] [=] L= =]
o Q.- (=) o, o (=] = <
[+ (=] o o (=] (=) g <

7 8. C. Boren et al., J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 8923-8930.
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Annexe 7 : induction de I'expression du géne d’intérét via I’opéron lactose

En absence d’inducteur, le répresseur Lac se lie a 'opérateur de I'opéron lactose et empéche la transcription
de I'opéron lactose et du géne d’intérét situé apres.

Séquences controlant
I'expression de I'opéron

/ \ Opéron lactose
géne répresseur [ 7 N A
lacl Promoteur Opérateur lacZ lacY JacA Geéne d'intérét
ADN V— N ——
e —_—
Site de liaison de  Site de liaison du
I'ARN polymérase répresseur Lac
Répresseur Lac E p-galactosidase Perméase Transacétylase  Protéine d'intérét

Un inducteur (lactose, allolactose, IPTG...) se fixe sur le répresseur Lac, ce qui 'empéche de se lier a
I'opérateur. Ainsi I’ARN polymérase peut se lier au promoteur et assurer la transcription des génes de
I'opéron lactose et du géne d’intérét situé apres.

Séquences controlant
I'expression de 'opéron

/ \ Opéron lactose
o . l
géne répresseur [ 7 N

lacl Promoteur Opérateur lacZ lacY lacA Geéne d'intérét
ADN — P —

Site de liaison de
I'ARN polymérase

Répresseur Lac B-galactosidase Perméase Transacétylase  Protéine d'intérét

‘ Répresseur Lac inactif
-
Inducteur

(lactose, allolactose, IPTG...)
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Résume

Le paludisme est encore aujourd’hui une maladie infectieuse préoccupante et mortelle dans les régions
tropicales et subtropicales d’Afrique, d’Asie et d’Amérique. Il est d a des parasites du genre Plasmodium et
est transmis d’une personne a l'autre par des piqglres de moustiques femelles du genre Anopheles. Depuis
une dizaine d’années, la morbidité et la mortalité liées au paludisme ont nettement reculé, notamment
grace a un meilleur diagnostic, a I'utilisation croissante de moustiquaires et a un acces aux soins amélioré.
Cependant, les phénomeénes de résistance des parasites aux différentes générations de traitements restent
un probleme majeur, auxquels s’ajoutent le colt des traitements et donc I'accés aux soins pour les
populations les plus défavorisées. Il est ainsi urgent de trouver de nouvelles cibles et de développer de
nouveaux agents antipaludiques agissant via des mécanismes originaux.

Lors de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a la leucyl aminopeptidase bimétallique de P.
falciparum, notée PfA-M17, qui a récemment émergé comme potentielle cible antipaludéenne. PfA-M17
jouerait un réle essentiel a la croissance et a la survie du parasite en étant impliquée dans la derniere étape
du catabolisme de I’"hémoglobine lors de la phase de développement intra-érythrocytaire du parasite. Les
inhibiteurs de PfA-M17 développés jusqu’a présent sont peu sélectifs de cette enzyme par rapport a d’autres
métallo-enzymes du parasite ou présentent une faible pénétration cellulaire. Notre travail s’est alors porté
sur la conception, la synthése et I'évaluation de composés pour l'inhibition sélective de PfA-M17. Ces
inhibiteurs pourraient étre utilisés comme outils moléculaires pour une meilleure compréhension du role
biologique de cette protéine chez le parasite ou comme potentiels traitements antipaludéens.

En s’inspirant du mode de liaison dans PfA-M17 de la bestatine (inhibiteur puissant des métallo-protéases
bimétalliques) et en se basant sur des travaux précédents réalisés au laboratoire, nous avons congu des
analogues non peptidiques de type benzocycloheptane trisubstitué | pour I'inhibition sélective de PfA-M17.
Des expériences de modélisation moléculaire prédisent des activités inhibitrices intéressantes pour les
analogues du composé | avec un mode de liaison dans PfA-M17 similaire a la bestatine.

La premiere voie de synthese développée au laboratoire pour le composé | (voie A) présente plusieurs
inconvénients : seul le composé cis en mélange racémique est accessible par cette voie, et aucune diversité
chimique ne semble exploitable. Par ailleurs, la quantité de produit final obtenue est tres faible, et la
reproductibilité est aléatoire.

Nous avons congu une autre voie de synthése (voie B) dans laquelle la construction de la stéréodyade (C7-

C8) est assurée par une séquence époxydation stéréosélective de Sharpless et ouverture régiosélective de
I’époxyde par un nucléophile azoté. Cependant, de faibles rendements ont été obtenus sur plusieurs étapes,
ne permettant pas d’accéder aux quantités voulues pour poursuivre cette voie.
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Voie B
Epoxydation Ouverture
énantiosélective d'époxyde
Sharpless o régiosélective  CP1NGP2
By _0oH T Ao A~ OH AN OH
OH

Gp1 N // 0 o)
ot /\@‘OGpa o OH
OGp3

N-
Gps | CP1 | (9'NHy.HCI

Nous avons alors développé une voie de synthese diastéréosélective (voie C) permettant d’accéder a une
plus grande diversité chimique. La construction de la stéréodyade (C7-C8) des composés est assurée par une
réaction clé d’addition nucléophile stéréosélective sur des N-sulfinimines chirales, obtenues en sept étapes a
partir de I'acide D-isoascorbique. L’addition stéréosélective d’un nucléophile (allyle, vinyle ou propargyle) sur
la N-sulfinimine chirale permet d’obtenir sélectivement I'un ou I'autre des deux diastéréoisomeres selon les

conditions utilisées.

Voie C
— Addition ,S\
7 etapes /)/O (R) tBU d|astereoselectlve (@) (R) HN tBu 3 etapes OuR) NHBoc
(S) . (S
\
OBn OBn
OH n=0,1
acide D-isoascorbique
oH NHBoc 20u3
(S) o étapes
a (R) : oBn —
OBn
” NHBoc NHyHEl Y NHHC

e %

(R"NH,.TFA NH2TFA
v

Ouverture OH NHBoc
régiosélective (b) S) // 3 étapes
Na~ ARz *
OBn
© NHB o
ocC
o OH{S} 7z @ OBn 5 étapes
oS (R) = * A IR
OBn N NHBoc | NH,.HCI

Par ouverture régiosélective de I'époxyde avec un nucléophile vinylique (a), nous avons pu accéder aux
analogues cycloheptanes et cyclohexanes trisusbtitués IlI, lll, IV et V. Ces composés ont été évalués sur
I’enzyme recombinante rPfA-M17 produite au laboratoire et sur une aminopeptidase bimétallique de
référence, 'aminopeptidase d’Aeromonas proteolytica (APaero). Les pourcentages d’inhibition obtenus se
situent entre 9 et 32% pour rPfA-M17 pour une concentration en inhibiteur de 1 mM et entre 18 et 42%
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pour APaero pour des concentrations en inhibiteur de 50 et 200 uM. I, lll, IV et V s’averent étre de faibles
inhibiteurs de rPfA-M17 et d’APaero et n’ont aucune action notable sur la croissance des cultures de
parasites P. falciparum sensibles ou résistantes a la chloroquine (ICso > 100 pM). Afin d’améliorer I’activité de
ces composés, il est probablement nécessaire de rigidifier leur structure en contraignant le cycle a six ou
sept chainons par fusion avec un cycle aromatique. Ainsi, les composés | et VI avec un reste benzene ou
1,2,3-triazole fusionné au cycle a sept chainons promettent de meilleures activités inhibitrices sur rPfA-M17
et APaero.

Nous avons pensé obtenir le composé VI par ouverture régiosélective de I'époxyde par un azoture (b), suivie
d’une réaction de cycloaddition alcyne/azoture. Mais nous avons rencontré des difficultés dans 'une des
étapes finales de déprotection de I'éther benzylique. D’autres méthodes de déprotection doivent étre
considérées.

Pour la synthése du composé |, I'ouverture de I'époxyde avec un réactif acétylenique (c) s’est montrée
difficile et nous avons di développer une voie alternative (voie C’). Nous ne passons plus par une étape de
construction du reste benzéne (voie C: Diels-Alder + réaromatisation), ce cycle est directement introduit
lors de I’étape d’addition nucléophile sur les N-sulfinimines chirales. Nous avions envisagé de fermer le cycle
a sept chafnons par une réaction de Pummerer (d) ou par une réaction d’arylation catalysée au palladium
(e), mais ces deux étapes n’ont pas permis d’obtenir le produit I désiré.

Voie C'
HO. C|)
) N,Is*\ Addition
B g 7 étapes o) | tBU diastéréosélective
HO (R)
(R) o — (S - =
~ — 0 T : E
HO OBn OBn X OBn X
OH
acide D-isoascorbique X=H,Br
Bos PhS o
o NH (d)

Il faut, a ce stade des travaux de synthese, considérer d’autres approches pour obtenir les composés désirés.
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