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Résumé  
 

Design, synthèse et évaluation biologique de mimes du 

Paclitaxel dérivés de la proline 

 

Parmi les nombreux agents thérapeutiques utilisés en oncologie, le paclitaxel (Taxol®) est 

sans doute celui qui a suscité le plus d’intérêt. Il est utilisé en clinique pour le traitement des 

cancers de l’ovaire, du sein et des poumons. Il agit comme poison du fuseau mitotique en 

favorisant l’assemblage de la tubuline en microtubules et en stabilisant le polymère formé. 

Initialement extrait de l’if du Pacifique (Taxus Brevifolia) puis obtenu par hémisynthèse à 

partir de la 10-déacétylbaccatine III, il est aujourd’hui produit par un procédé 

biotechnologique de fermentation de cellules végétales. Le paclitaxel possède une structure 

chimique complexe basée sur un squelette tétracyclique taxane. Une approche visant à 

remplacer ce squelette taxane par une structure chimique plus simple a été entreprise afin 

d’identifier des mimes du paclitaxel. L’identification d’un fragment chimique (fragment based 

drug design) dérivé de la proline par une étude de modélisation moléculaire a permis de 

développer de nouvelles séries de mimes du paclitaxel. Parallèlement, le remplacement du 

squelette taxane par une matrice peptidique cyclique utilisant des dérivés de la proline a été 

réalisé. Les études de modélisation moléculaire, la synthèse des mimes du paclitaxel et leur 

évaluation biologique seront présentées. 

 

Mots clés : paclitaxel, taxol, tubuline, microtubules, cancer, proline, mime, fragment, 

cyclotriproline.



 



Abstract  
 

Design, synthesis and biological evaluation of paclitaxel 

mimics based on proline derivatives 

 

Among the many therapeutic agents used in oncology, paclitaxel (Taxol®) is probably the one 

that generated the most interest. It is used clinically for the treatment of ovarian, breast and 

lung cancers and acts as a mitotic spindle poison by promoting the assembly of tubulin into 

microtubules and stabilizing the polymer formed. Initially extracted from the Pacific yew 

(Taxus Brevifolia) and obtained by semi-synthesis from 10-deacetylbaccatin III, it is now 

produced by a biotechnological process of cell plant fermentation. Paclitaxel has a complex 

chemical structure based on a tetracyclic taxane skeleton. A process to replace the taxane 

skeleton with a simpler chemical structure was undertaken to identify paclitaxel mimics. The 

identification of a chemical fragment (fragment based drug design) derived from proline by a 

molecular modeling study has led to the design of a new series of paclitaxel mimics. 

Meanwhile, replacing the taxane skeleton by a cyclic peptide scaffold using proline 

derivatives was performed. Molecular modeling studies, synthesis of paclitaxel mimics and 

biological evaluation will be presented. 

 

Keywords : paclitaxel, taxol, tubulin, microtubule, cancer, proline, mimic, fragment, 

cyclotriproline. 
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ABREVIATIONS ET ACRONYMES 

Ac acétyle 

ADME absorption distribution métabolisme élimination 

ADN acide désoxyribonucléique 

Ala alanine 
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FDA food and drug administration 

FDPP pentafluorophényl diphénylphosphinate 
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G1 Gap 1 
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Ki-ras kirsten rat sarcoma 
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MOE molecular operating environment 

mPEG-PDLLA poly(ethylene glycol) poly(DL-lactic acid-methoxy)  
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nM nanomolaire 

NMR résonance magnétique nucléaire 

NOE nuclear Overhauser effect 

NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy 

PCF plant cell fermentation 

PD1 programmed cell death protein 1 

PDL1 programmed death-ligand 1 

Pfp pentaflurophényl 

Pgp glycoprotéine P 

Ph phényle 

Phe phénylalanine 

Pi phosphate inorganique 

PK pharmacocinétique 

PPII polyproline de type II 

ppm partie par million 
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Pro proline 
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PTX paclitaxel 

PyBop benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate 

Pyr pyrrolidine 
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Rb1 retinoblastoma 1 
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RFDR radio frequency-driven recoupling 

RMN résonance magnétique nucléaire 

rpm rotations par minute 

RTI research triangle institute 

s singulet 

S synthèse 

SMKI small molecule kinase inhibitor 

SPR surface plasmon resonance 

t triplet 

TA température ambiante 

tBu tert-butyle 

TES triéthylsilyle 

tR temps de rétention 

TBAF fluorure de tétra-n-butylammonium 

 TBDPS tert-butyldiphénylsilyl 

TFA acide trifluoroacétique 

THF tetrahydrofurane 

Thr thréonine 

TIPS triisopropylsilyle 

TIS triisopropylsilane 

TPSA topological polar surface area 

uma unité de masse atomique 

UMR unité mixte de recherche 

UPMC Université Pierre et Marie Curie 

USDA US department of agriculture 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VGEFR vascular endothelial growth factor receptor 
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La chimie médicinale est une discipline qui a pour objectif d’identifier, de concevoir, 

d’évaluer et de développer des molécules à visée thérapeutique. Cette discipline fait appel en 

premier lieu au savoir faire des chimistes mais également à celui des biologistes, des 

pharmacocinéticiens et des pharmacologues pour découvrir de nouvelles substances 

bioactives qui deviendront les médicaments de demain. 

Dans le cadre de la découverte de nouveaux médicaments aussi appelée "drug discovery", la 

molécule synthétisée doit remplir certains critères pour atteindre le stade de candidat 

médicament et poursuivre son développement vers les phases précliniques puis cliniques. 

L’optimisation simultanée de l’ensemble de ces paramètres s’avère être un véritable challenge 

pour le chimiste médicinal. La molécule synthétisée doit montrer un effet biologique et une 

sélectivité vis-à-vis de la cible visée. Elle doit posséder de bonnes propriétés physico-

chimiques et pharmacocinétiques (ADME), être dépourvue d’effets toxiques et ne pas 

présenter d’interactions médicamenteuses. De plus, la structure chimique doit être brevetable 

et la synthèse chimique doit être industrialisable pour la suite du développement (Figure 0-1). 

 

Figure 0-1 : De la molécule au candidat médicament : un ensemble de paramètres à 
optimiser. 
 

De par son immense richesse, la nature a fourni aux chimistes médicinaux des structures 

chimiques complexes possédant des propriétés bioactives qui sont utilisées dans de 

nombreuses pathologies et notamment le traitement des cancers. Notre planète regorge de 

micro-organismes, de plantes, d’organismes marins qui n’ont toujours pas été étudiés d’un 

point de vue biologique et chimique (Figure 0-2). L’identification de ces nouvelles 
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substances sera autant de sources d’inspiration pour les chimistes médicinaux dans la 

recherche de nouvelles molécules bioactives. 

 

Figure 0-2 : Diversité chimique offerte par la biodiversité de la nature. 

(a) Les micro-organismes représentent plusieurs millions d’espèces. (b) Les plantes sont estimées à près de 

300 000 espèces. (c) Les organismes marins (éponges, algues, coraux) sont estimés à près de 500 000 espèces. 

Toutefois, l’exploitation à des fins thérapeutiques d’un produit d’origine naturel n’est pas 

toujours aisée notamment lorsque celui-ci provient d’une source naturelle non renouvelable. 

De ce point de vue, l’exemple du paclitaxel est intéressant. Cet agent anticancéreux est une 

molécule complexe obtenue à partir d’extraits de l’if du Pacifique (Taxus Brevifolia). Le 

faible rendement d’extraction et la source naturelle non renouvelable ne permettaient pas  

l’exploitation de cette molécule en l’état. 

La synthèse totale de cette molécule naturelle a constitué un véritable défi pour les chimistes 

organiciens. Il aura fallu près de quinze années de travail pour parvenir à relever ce challenge. 

Bien que le défi synthétique ait été relevé, il n’en reste pas moins inapplicable d’un point de 

vue économique à une échelle industrielle. Des solutions alternatives (hémisynthèse, 

fermentation) ont pallié ce problème afin de subvenir aux besoins concernant cette molécule. 

La conception de mimes plus simples de produits naturels complexes est une alternative face 

à cette problématique et fait l’objet de ce travail de thèse. Cette approche nécessite une 

connaissance approfondie de la relation structure activité du produit naturel vis-à-vis de sa 

cible biologique et doit être complétée par l’étude de la conformation spatiale de la molécule 

dans son site de liaison. Cette démarche implique de trouver une matrice simple capable de 

mimer la molécule naturelle et de distribuer de manière optimale les pharmacophores 

indispensables. 
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Dans la cadre de cette thèse, l’objectif a consisté à explorer le potentiel des acides aminés et 

des peptides comme point de départ pour la construction de mimes du paclitaxel. La question 

soulevée ici est d’évaluer la possibilité de mimer une molécule naturelle non peptidique par 

un peptide. 

La pertinence de cette étude est fondée sur l’exemple de la morphine, un alcaloïde naturel 

utilisé comme analgésique, qui agit au niveau du système nerveux central. Cette molécule 

partage le même site de liaison sur les récepteurs opioïdes que des peptides endogènes (les 

enképhalines et les endorphines). Les études de relation structure activité ont démontré des 

similarités structurales et un recouvrement de l’espace conformationnel des pharmacophores 

de la morphine et des peptides (notamment au niveau de la tyrosine). 

 

Figure 0-3 : Interactions communes à la morphine et aux encéphalines pour le récepteur 

opioïde. 

La conversion d’une molécule naturelle complexe non peptidique en un composé stable de 

nature peptidique est donc envisageable par transposition des groupements fonctionnels clés 

impliqués dans l’interaction avec la cible biologique. L’intérêt majeur de cette approche 

réside dans la grande diversité conformationnelle et fonctionnelle des acides aminés ce qui 

permet d'envisager la construction de matrices très variées.  

Cette approche nécessite d’exploiter les pharmacophores essentiels à l’activité du paclitaxel. 

L’utilisation de la modélisation moléculaire doit permettre d’identifier la matrice capable 

d’orienter les groupements clés et ainsi maintenir les interactions dans le site de liaison de la 

cible biologique. 
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La première partie de ce manuscrit est consacrée au travers de rappels bibliographiques à 

définir ces maladies que sont les cancers et à présenter les thérapies aujourd’hui utilisées pour 

les combattre. Les deux chapitres suivants traitent plus particulièrement des composés qui 

agissent sur le système tubuline-microtubules, du paclitaxel et de l’histoire de cette molécule. 

Une attention particulière est portée aux mimes du paclitaxel précédemment décrits dans la 

littérature.  

La seconde partie de ce manuscrit couvre l’ensemble des travaux réalisés au cours de cette 

thèse. Le choix de l’acide aminé susceptible de servir de base à ce travail de recherche s'est 

porté sur la proline. Ce choix est justifié et développé dans la Chapitre IV au travers d’une 

approche basée sur l’utilisation de la proline comme un fragment chimique pour développer 

des mimes du paclitaxel. Le Chapitre V, quant à lui, porte sur la recherche d’une matrice 

peptidique cyclique également dérivée de la proline pour mimer le paclitaxel. Enfin, le dernier 

chapitre est consacré à l’évaluation biologique des composés synthétisés et à l’analyse des 

résultats obtenus. 
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I. Cancer  
 

I.1. Définition et origines du cancer 

Le cancer appartient au groupe des maladies néoplasiques qui correspond à une prolifération 

cellulaire anormale incontrôlée. Ce dérèglement de la division de quelques-unes des milliards 

de cellules qui constituent un organisme humain échappe au mécanisme normal du contrôle 

par les cellules voisines et par l’ensemble de l’organisme. Les cellules se divisent sans besoin 

ce qui entraîne l’apparition d’une masse de tissus excédentaires nommée tumeur. 

Aujourd’hui plus de cent types de cancers ont été décrits avec des causes, des évolutions et 

des conséquences qui s’avèrent très diverses. Ils peuvent prendre deux formes différentes :  

- Soit une maladie hématologique maligne qui affecte le sang et le système lymphatique avec 

une dissémination des cellules malignes dès leur apparition. 

- Soit une tumeur solide qui se localise dans un tissu ou un organe. Si cette prolifération 

cellulaire se fait sans envahissement destructif des tissus environnants ni dissémination, la 

tumeur est dite bénigne. Si, au contraire, la tumeur s’accroît aux dépens des tissus adjacents, il 

s’agit d’une tumeur maligne.  

Il y a un phénomène de métastase lorsque des cellules cancéreuses se détachent de la tumeur 

primaire et sont transportées par le sang ou le système lymphatique vers un autre organe ou 

des tissus plus éloignés où elles vont pouvoir se diviser pour former une tumeur secondaire. 

Ceci constitue l’une des principales difficultés dans le traitement du cancer. 
 

L’incidence des cancers a augmenté de manière très importante au XXème siècle, mais 

l’apparition de ces maladies n’est pas nouvelle. En 2015, une équipe espagnole a découvert 

une momie égyptienne vieille d’environ 4 200 ans qui présentait des traces d’un cancer du 

sein métastatique. Cette découverte faisait suite à celle réalisée en 2014, par une équipe 

britannique au Soudan, qui a identifié le squelette d’un homme datant de 1 200 ans av. JC, 

atteint d’un carcinome métastasé.1 Le papyrus d’Edwin Smith2 (3000 ans av. JC) est, quant à 

lui, le plus ancien document connu décrivant une situation pathologique identifiée comme un 

cancer (même si le terme n’avait pas encore été défini). 
 

L’origine du mot cancer est à mettre au crédit du médecin grec Hippocrate (460-370 av. JC) 

considéré comme « le père de la médecine » qui utilise pour la première fois les noms grecs 

de « karkinos » et « karkinoma » qui signifient crabe pour décrire cette maladie. La 

comparaison est justifiée par l'aspect de certaines tumeurs dont les prolongements rappellent 
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les pattes de l'animal. Le médecin romain Celsus (28 av. JC-50) traduira le terme grec en 

cancer, mot latin signifiant crabe. Le médecin grec Galien (130-201) développera ensuite une 

théorie selon laquelle un déséquilibre ou un excédent de bile noire est à l’origine du cancer. 

Son enseignement prônait que le traitement chirurgical était inefficace face à un liquide 

mouvant et envahissant et que l’apparition de tumeurs était simplement le symptôme d’un 

dysfonctionnement systémique. Cette théorie restera valable pendant de nombreux siècles. 
  

I.2. Données épidémiologiques 

Le nombre de décès dus au cancer ne cesse d'augmenter à travers le monde. En 2012, ce 

chiffre s’élève à 8,2 millions,3 dont 148 000 en France ce qui représente la première cause de 

mortalité dans notre pays.4 Selon les projections réalisées, la mortalité due au cancer va 

continuer à augmenter pour dépasser, selon les estimations, 13,1 millions de décès en 2030. 

 

Figure 1-1 : La mortalité selon le type de cancers à travers le monde en 2012. 

Chez les hommes, les cancers du poumon, du foie et de l’estomac entraînent le plus de décès. 

Chez la femme, il s’agit des cancers du sein, du poumon et de l’estomac (Figure 1-1).3 

Pour les années à venir, les experts du centre international de recherche sur le cancer (CIRC) 

prévoient une augmentation importante du nombre de cas de cancer en raison de 

l’augmentation et du vieillissement de la population. Les prévisions tablent sur 19,3 millions 

de cas en 2025. Les changements sociétaux et économiques dans les pays en développement, 

le basculement vers des modes de vie plus proches de ceux des pays riches contribuent à 

accroître ces chiffres.  
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I.3. Les mécanismes de cancérisation 

I.3.1. Les cellules cancéreuses 

La progression vers un phénotype tumoral modifie les caractéristiques des cellules 

cancéreuses. Elles ne répondent plus aux signaux qui régulent leur croissance et leur division, 

échappent au processus de mort cellulaire programmée (apoptose), sont capables de proliférer 

de manière illimitée, de générer l’angiogénèse (vascularisation tumorale) et d’avoir un 

pouvoir invasif vis-à-vis des tissus voisins.5,6 

Les cancers sont des maladies complexes avec des causes multiples. Des mutations génétiques 

(sporadiques ou héréditaires) peuvent affecter la structure d'un gène et l'empêcher de 

fonctionner correctement. Des facteurs comportementaux (tabac, alcool, régime alimentaire, 

activité physique), l’exposition à des facteurs de risques (rayonnement UV, radiations) sont 

autant éléments qui peuvent à terme conduire à la survenue d’un cancer. 
 

I.3.2. Les différents types de gènes du cancer 
 

Trois types de gènes participent au contrôle de la croissance cellulaire et jouent un rôle dans 

le développement des cellules cancéreuses. Les oncogènes sont des gènes dont l’expression 

favorise la survenue d’un cancer. Ils résultent de l’altération de gènes normaux appelés proto-

oncogènes. Les oncogènes incitent les cellules  à croître de façon désordonnée et favorisent la 

croissance des cellules cancéreuses. Les mutations conduisant aux oncogènes peuvent être 

d’origine héréditaire ou résulter de l’exposition à un agent carcinogène. Des exemples 

d’oncogènes connus sont répertoriés dans le Tableau 1-1. 

Oncogènes Rôle et cancers associés 

RET Gène qui code pour un récepteur de facteur de croissance, associé aux 
cancers du sein, de la glande salivaire et de l’ovaire. 

HER-2 Gène qui code pour un récepteur de facteur de croissance, associé au 
cancer du sein. 

Ki-ras Gène qui code des relais cytoplasmiques dans les voies de stimulation, 
associé aux cancers du poumon, de l’ovaire, du pancréas et du côlon. 

Bcl-2 Gène qui code une protéine qui bloque le suicide cellulaire, associé 
aux lymphomes des lymphocytes B. 

 

Tableau 1-1 : Exemples d’oncogènes connus et cancers associés. 
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Les oncogènes sont ciblés au travers de leur voie de signalisation par de nouvelles thérapies 

(anticorps monoclonaux, inhibiteurs de protéines kinases) qui seront développés dans la suite 

de ce chapitre. Les gènes suppresseurs de tumeurs protègent normalement contre le cancer. Ils 

agissent comme un frein, stoppent la croissance des cellules et gèrent leur mort. Si les gènes 

suppresseurs de tumeurs sont endommagés, absents ou s'ils ne fonctionnent pas correctement, 

la croissance, la division et la mort cellulaire sont alors désordonnées. Quelques exemples de 

gènes suppresseurs de tumeurs sont répertoriés dans le Tableau 1-2. 

 

Gènes suppresseurs 
de tumeurs 

Cancers associés 

Rb1 
Rétinoblastome, 
ostéosarcome 

p53 
Différents types de 
tumeurs 

BRCA1 Cancer du sein 
 

Tableau 1-2 : Exemples de gènes suppresseurs de tumeurs et cancers associés. 

 

Les gènes de réparation de l'ADN se chargent de réparer les gènes endommagés. Ils réparent 

les mutations qui se produisent couramment lorsque l'ADN est copié. Si ces gènes sont eux-

mêmes endommagés, il est alors possible que les mutations ne soient pas réparées et qu'elles 

s'accumulent.  

I.3.3. Les différentes étapes de développement d’un cancer 

Différentes phases ont été identifiées dans le développement d’un cancer. L’initiation, la 

promotion et la progression. La transformation d’une cellule normale en une cellule 

cancéreuse est un processus long. C'est la raison pour laquelle le risque de cancer augmente 

avec le vieillissement.  

I.3.3.1. La phase d’initiation 

Les cancers peuvent être causés par des mutations génétiques, des mécanismes de 

translocations ou des disfonctionnements spécifiques d'un gène. Les cellules possèdent la 

capacité de reconnaître ces mutations et peuvent soit se détruire elle-même (apoptose), soit 
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réparer ces mutations avant qu’elles ne soient transmises à de nouvelles cellules. Si cette 

capacité de réparation fait défaut et que d'autres mutations se produisent, la cellule 

endommagée est plus susceptible de devenir cancéreuse. Ce changement initial peut être 

causé par des agents carcinogènes mais la cause est souvent inconnue et possiblement liée au 

hasard.7 À ce stade, la cellule commence à devenir anormale.  

I.3.3.2.  La phase de promotion 

La cellule doit subir des lésions additionnelles et répétées avant de devenir cancéreuse. Des 

substances comme les hormones et certains médicaments endommagent davantage la cellule 

en jouant le rôle de promoteurs. Contrairement aux agents carcinogènes, les promoteurs ne 

causent pas eux-mêmes le cancer, mais ils prédisposent la cellule ayant subi une initiation à 

devenir cancéreuse. 

I.3.3.1. La phase de progression  

Une cellule normale qui a subi un changement ou une transformation, acquiert un 

comportement, une croissance et un fonctionnement assez différents et devient une cellule 

cancéreuse. Ces modifications incitent la cellule à poursuivre sa croissance et sa réplication. 

Lorsque les cellules cancéreuses se développent, elles peuvent se regrouper pour former une 

tumeur.  

 

 

II. Les thérapies anticancéreuses 
 

II.1. Les différents types de traitements 

L’utilisation des médicaments dans la prise en charge thérapeutique des cancers 

(chimiothérapie) n’est pas systématique et se situe dans une stratégie qui intègre à la fois la 

chirurgie et la radiothérapie. 

La chirurgie est un traitement local qui a pour objectif d'enlever la tumeur, les ganglions 

correspondants et les éventuelles métastases (appelé également ablation ou exérèse de la 

tumeur). Pendant très longtemps, la chirurgie a été le seul traitement des tumeurs cancéreuses 

dites solides. Elle reste aujourd’hui le traitement principal. En traitement unique, la chirurgie 

s'adresse aux formes localisées de cancers, découverts à un stade précoce. L'objectif est alors 

de guérir le cancer par ce seul geste, quand l'ablation totale de la tumeur est possible et que 
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ses caractéristiques (taille, stade, grade…) établies par les examens du bilan diagnostique 

permettent d'établir qu'elle ne s'est propagée ni localement ni ailleurs dans l’organisme. 

La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers. Elle consiste à utiliser des 

rayonnements (on dit aussi rayons ou radiations) pour détruire les cellules cancéreuses en 

bloquant leur capacité à se multiplier. L’irradiation a pour but de détruire les cellules 

cancéreuses tout en préservant le mieux possible les tissus sains et les organes avoisinants. 

Plus de la moitié des patients atteints d’un cancer sont traités par radiothérapie à une étape de 

leur parcours de soin. Il est nécessaire de distinguer : 

- La radiothérapie externe où les rayons sont émis en faisceau par une machine située à 

proximité du patient. Les rayons traversent la peau pour atteindre la tumeur. 

- La curiethérapie où des sources radioactives sont implantées directement à l’intérieur du 

corps du patient. 

La radiothérapie métabolique quant à elle consiste à administrer, par voie orale ou par 

injection intraveineuse, une substance radioactive, qui se fixe préférentiellement sur les 

cellules cancéreuses pour les détruire. 

Dans la majorité des cancers, en particulier solides, la chirurgie et la radiothérapie constituent 

la pierre angulaire d’un traitement qui peut être complété par la chimiothérapie.  

La chimiothérapie est dite néo-adjuvante lorsqu’elle intervient avant le traitement 

radiochirugical. Son but est notamment de faire diminuer la taille de la tumeur afin d'en 

faciliter l'ablation. 

Lorsque la chimiothérapie est prescrite après la chirurgie, on parle de traitements adjuvants 

(ou post-opératoires). 

La chimiothérapie est dite curative, notamment en hématologie où elle constitue la seule 

option. Dans ce cadre, des combinaisons de produits sont employées pour permettre une 

induction de rémission complète suivie d’une intensification et enfin d’une phase d’entretien. 

Il est ainsi possible de guérir certaines formes de leucémies ainsi que de la maladie de 

Hodgkin. 

La chimiothérapie peut également être utilisée à des fins palliatives lorsque l’état de la 

maladie au moment de son diagnostic est à un stade trop avancé. Dans ce cas, la 
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chimiothérapie doit permettre un gain significatif quant à la survie et à la qualité de la vie du 

patient. 

 

II.2. Les agents anticancéreux  

Les agents anticancéreux regroupent différentes classes de composés aux mécanismes 

d’actions variés. Les agents cytotoxiques induisent une mortalité cellulaire par action directe 

ou indirecte sur l’ADN, l’ARN ou les protéines impliquées dans la division cellulaire. 

 

L’objectif de la chimiothérapie anticancéreuse est de cibler les particularités de la cellule 

cancéreuse la rendant plus sensible au médicament que les cellules saines.  

De ce degré de sélectivité dépendra l’efficacité du produit mais aussi les risques d’effets 

indésirables et toxiques. Plus le phénotype d’une cellule saine ressemble à celui d’une cellule 

cancéreuse et plus elle sera affectée par le traitement anticancéreux. Pour cette raison, la 

majorité de ces médicaments ont un index thérapeutique étroit (rapport entre la concentration 

plasmatique efficace et la concentration toxique). 

La réduction de la toxicité de chaque médicament en faisant des associations est recherchée 

(polychimiothérapies) de façon à obtenir une synergie des effets sur les cellules cancéreuses 

tout en réduisant la toxicité individuelle de chacune des molécules. Il y a mise en place de 

schémas thérapeutiques qui permettent aux cellules saines de récupérer entre les séquences de 

traitement (successions des cures de chimiothérapie). 

Le deuxième problème posé par ces traitements est l’hétérogénéité de la population cellulaire 

cancéreuse. En effet, la formation d’un cancer résulte de la division d’une seule cellule mère 

(la population est clonale), les cellules filles vont, en fonction de leur localisation, de 

l’influence de facteurs locaux et systémiques et de leur instabilité génétique, pouvoir présenter 

des phénotypes différents. De plus, toutes les cellules ne sont pas synchrones et une tumeur 

présente des cellules qui sont à des phases différentes du cycle cellulaire. Cette donnée est 

particulièrement importante dans les tumeurs de grande taille où il est possible de trouver 

simultanément des cellules entrées dans le cycle cellulaire, des cellules quiescentes et des 

cellules nécrotiques ou apoptotiques. Dès lors, un médicament n’aura pas la même action sur 

l’ensemble de la population. Il sera alors nécessaire de répéter les cures pour atteindre des 

cellules non affectées lors de la cure précédente. Cette variation phénotypique au sein d’une 

population de cellules cancéreuses constitue, là encore, une raison d’associer des 

médicaments anticancéreux au cours d’une même séquence de traitement. 
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Finalement les cellules cancéreuses sont capables de développer des phénomènes de 

résistance. Elles peuvent être d’emblée résistantes, contre-indiquant ainsi l’emploi de la 

molécule concernée, ou devenir résistantes à l’occasion de la répétition des cures. Cette 

acquisition de résistance est responsable d’un échappement thérapeutique qui oblige à passer 

à un autre protocole. 
 

Les nouvelles thérapies dites ciblées, aujourd’hui de plus en plus utilisées, ont pour objectif 

de freiner la croissance tumorale en s’attaquant aux mécanismes qui lui permettent de se 

développer. Ces traitements présentent l’avantage d’effets indésirables moindres 

comparativement aux agents cytotoxiques. En pratique, ces nouvelles thérapies peuvent être 

associées à une chimiothérapie classique et être utilisées en première ou en seconde intention 

dans le traitement de la maladie.8 

 

L’immunothérapie et l’hormonothérapie complètent l’arsenal thérapeutique.  
 

La recherche de nouveaux produits et de nouvelles combinaisons doit permettre de répondre 

aux multiples obstacles cliniques et biologiques. C’est la raison pour laquelle cette classe 

médicamenteuse et les protocoles de chimiothérapie sont aussi complexes. 
 

II.2.1. Les agents cytotoxiques 
 

II.2.1.1. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire correspond à l’ensemble des étapes par lesquelles passe une cellule pour 

former deux cellules filles possédant le même patrimoine génétique (Figure 1-2).  
 
 

 
 

Figure 1-2 : Les différentes étapes du cycle cellulaire. 
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Il est composé de deux phases principales, l’interphase et la mitose. Lorsque la cellule n’est 

pas engagée dans le cycle cellulaire, elle se trouve alors dans un état de repos appelé stade G0. 

 

Les agents cytotoxiques ciblent la synthèse du matériel génétique (ADN, ARN) et des 

protéines impliquées lors de la mitose. Ils ont donc des effets reliés à la phase du cycle 

cellulaire dans laquelle se trouve la cellule. 
 

Lors de l’interphase, il y a successivement : 

 

 La phase G1 (Gap 1) où la cellule synthétise le matériel nécessaire à sa division. 

Selon les cancers 75 à 90% des cellules sont dans cette phase.  

 La phase S (Synthèse) au cours de laquelle la cellule duplique son matériel génétique. 

 La phase G2 (Gap 2) pendant laquelle la cellule fabrique les protéines nécessaires à la 

division cellulaire comme la tubuline. Pendant cette phase, la cellule synthétise des 

protéines et a donc besoin de transcrire son ADN en ARNm. 
 

La mitose ou phase M qui correspond à la division cellulaire est une phase rapide. 

 

 La prophase qui correspond à la condensation des chromosomes puis à la disparition 

de la membrane nucléaire.  

 La métaphase où les microtubules se polymérisent et se dépolymérisent entraînant la 

localisation équatoriale des chromosomes.  

 L’anaphase pendant laquelle se déroule la migration polaire des chromosomes.  

 La télophase où se passe la division cellulaire. 

 

Certains médicaments sont dits «cycle-dépendants» car ils n’agissent que sur les cellules 

engagées dans le cycle cellulaire quelle qu’en soit la phase (exemple des agents alkylants). 

D’autres produits sont dits «phase-dépendants» car ils ne sont actifs que pendant une phase 

précise du cycle (exemple des poisons du fuseau mitotique qui sont actifs en phase M) 

(Figure 1-3). 
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Figure 1-3 : Site d’action des agents cytotoxiques lors du cycle cellulaire. 
 

Les différentes classes d’agents cytotoxiques vont à présent être succinctement présentées. 
 

II.2.1.2. Les antimétabolites  

Ces molécules cytotoxiques, qui agissent au niveau de la phase S du cycle cellulaire, ont pour 

fonction d’inhiber la synthèse des acides nucléiques. Cette famille d’agents cytotoxiques se 

répartit en deux catégories :  
 

Les inhibiteurs d’enzymes : Les agents antifoliques tels que le méthotrexate 1-1 (Figure 1-4) 

qui est capable de se substituer à l’acide folique lorsqu’il joue le rôle de coenzyme dans la 

synthèse de l’ADN. 

 

Figure 1-4 : Les agents antimétabolites. 
 

Les composés leurres, comme le 6-mercaptopurine 1-2 ou le 5-fluorouracile 1-3 (Figure 1-

4), qui possèdent une structure voisine de celle des bases azotées (puriques ou pyrimidiques) 

et viennent s’incorporer dans la structure des acides nucléiques ce qui entraîne l’arrêt de leur 

synthèse. 
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II.2.1.3. Les agents alkylants 

Les agents alkylants forment des liaisons covalentes avec l’ADN contenu dans les cellules. 

Lors de la division cellulaire, le dédoublement des deux brins d’ADN devient difficile et la 

transcription est arrêtée au niveau de l'agent alkylant entraînant l’arrêt du cycle cellulaire. On 

distingue les agents alkylants mono-fonctionnels, n'ayant qu'un seul lien chimique avec 

l’ADN, des agents bi-fonctionnels, comme le cis-platine 1-6, qui créent de véritables ponts 

entre différents secteurs de l'ADN. 
 

  
Figure 1-5 : Les agents alkylants. 
 

II.2.1.4. Les agents intercalants 

Les agents intercalants se placent dans les sillons de l’ADN et forment un complexe 

trimérique avec  l’ADN et la topoisomérase de type II. Cette formation entraîne le blocage de 

la transcription.  

Les anthracyclines sont des antibiotiques extraits d’actinobactéries du genre Streptomyces 

(doxorubicine 1-8, daunorubicine 1-9) qui s’intercalent entre les deux brins d’ADN ce qui 

bloque l’action de la topoisomérase II. 
 

 

Figure 1-6 : Les agents intercalants. 
 

II.2.1.5. Les inhibiteurs de la topoisomérase 

Les topoisomérases sont des enzymes capables de couper provisoirement l’ADN afin de 

contrôler sa topologie. Ces coupures permettent de dénouer l’enlacement de l’ADN (ajout ou 

suppression de supertours) en évitant les phénomènes de surtension qu’occasionnent sa 
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réplication et sa transcription. Les topoisomérases I et II provoquent, respectivement, des 

cassures simple brin et double brin. 
 

 

 

Figure 1-7 : Les inhibiteurs de la topoisomérase I. 

Les inhibiteurs de ces enzymes agissent comme des stabilisants du complexe topoisomérase-

ADN. Ils empêchent ainsi la réplication et la transcription de l’ADN, et entraînent la mort 

cellulaire. 

 
 

Figure 1-8 : Les inhibiteurs de la topoisomérase II. 
 

II.2.1.6. Les poisons du fuseau mitotique 

Les poisons du fuseau mitotique agissent pendant la mitose (phase M) sur les microtubules. 

 

 
Figure 1-9 : Les poisons du fuseau mitotique. 
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Il faut distinguer deux familles de produits d’origine naturelle (Figure 1-9) : 

- Les alcaloïdes de Vinca qui inhibent la polymérisation de la tubuline en microtubules. 

- Le paclitaxel 1-15 et ses dérivés qui stabilisent la forme polymérisée.  
 

Dans les deux cas, la division cellulaire est empêchée. 

Les composés qui agissent comme poisons du fuseau mitotique ainsi que leur mode d’action 

feront l’objet d’un développement particulier dans le Chapitre II Le Système tubuline-

microtubules comme cible thérapeutique. 

 

II.2.2. Les nouvelles thérapies anticancéreuses 

Ces nouvelles classes de traitements anticancéreux regroupent les anticorps monoclonaux et 

les inhibiteurs de protéines kinases. 
 

II.2.2.1. Les anticorps monoclonaux 

L’utilisation d’anticorps monoclonaux est devenue depuis une quinzaine d’années une des 

plus importantes stratégies pour lutter contre les tumeurs et les maladies hématologiques 

malignes. Les fondements d’une thérapie basée sur l’utilisation d’anticorps pour traiter les 

tumeurs cancéreuses remontent aux années 1960 avec l’observation, au travers de techniques 

sérologiques, de l’expression d’antigènes à la surface des cellules tumorales. Des cibles 

thérapeutiques surexprimées, mutées ou encore sélectivement exprimées comparativement à 

des cellules normales ont ainsi été mises en évidence.9 Il restait à identifier les antigènes clés 

capables de répondre à une approche basée sur l’utilisation d’anticorps. De nombreux 

antigènes tumoraux ont aujourd’hui pu être ciblés avec succès. Il existe différentes stratégies 

dans le cadre de l’utilisation d’un anticorps monoclonal (Figure 1-10). 

A ce jour, douze anticorps monoclonaux ont été approuvés par la FDA pour le traitement de 

différentes tumeurs solides et de maladies hématologiques malignes. Parmi lesquels le 

trastuzumab (Herceptin®) qui cible ErbB2 et qui est utilisé pour le traitement du cancer du 

sein et du carcinome gastro-œsophagien. Le bevacizumab (Avastin®) inhibe l’angiogénèse en 

ciblant un facteur de croissance (VEGF) et est utilisé en première intention en association 

avec le 5-fluorouracile 1-3 dans le traitement du cancer du côlon. 
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Figure 1-10 : Stratégie anticancéreuse basée sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux.10 
(a) La molécule immunoglobuline G (IgG) se lie directement à la cellule tumorale. (b) L’anticorps monoclonal 
peut cibler un facteur de croissance (VEGF) impliquer dans  l’angiogénèse. (c) cibler des récepteurs par action 
directe ou indirecte sur les cellules tumorales. L’anticorps peut également être conjugué et délivrer un 
radioisotope (d) ou une molécule (e) directement sur la cellule tumorale. L’anticorps conjugué peut également 
approcher des partenaires de la cellule tumorale par une approche bispécifique (f) et (g). 
 
Le blinatumomab (Blincyto®), utilisé pour le traitement de la leucémie aiguë 

lymphoblastique, est le premier anticorps monoclonal bispécifique à avoir obtenu 

l’autorisation de mise sur le marché par la FDA en décembre 2014. Ce composé, 

commercialisé par Amgen, a un coût annuel de 178 000 USD ce qui en fait la thérapie 

anticancéreuse la plus chère à ce jour.11 
 

II.2.2.2. Les inhibiteurs de protéines kinases 

Les protéines kinases sont des enzymes de phosphorylation. La découverte du rôle régulateur 

de ces protéines, dans les années 1950 par Edwin G. Krebs et Edmond H. Fischer, a été 

récompensé par le prix Nobel de médecine en 1992.12 Elles permettent le transfert d’un 

groupement phosphate de l’ATP vers une fonction hydroxyle d’un résidu sérine, thréonine ou 

tyrosine présent dans une protéine cible. Les protéines kinases sont souvent des oncogènes qui 

modifient l’activité de la protéine cible et induisent par la suite une cascade d’activation. Dans 

le cas du cancer, cela peut conduire à la prolifération ou à la survie des cellules tumorales. 

Pour cette raison, les protéines kinases représentent des cibles thérapeutiques de choix pour le 
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traitement des cancers. Il est à noter que certains anticorps monoclonaux ciblent des protéines 

à activité tyrosine kinase (cas des récepteurs EGF). 

 
 

Figure 1-11 : Développement des inhibiteurs de kinases dans le traitement du cancer.13 
(a) Nombre cumulé (vert) et nombre par décennie de publications concernant les inhibiteurs de kinases depuis 
1950. * Nombre projeté. (b) Les inhibiteurs de kinases approuvés par la FDA entre 2001 et 2015. (c) Les acteurs 
pharmaceutiques dans le marché des inhibiteurs de kinases pour le traitement des cancers.  
 
L’imatinib 1-17 (Glivec®) fut la première petite molécule approuvée par la FDA en 2001 pour 

le traitement des patients atteints de leucémie myéloïde chronique. Le développement de 

nouveaux inhibiteurs de kinases n’a alors eu cesse d’augmenter. Sur la période 2003-2009, 8 

nouveaux inhibiteurs de kinases ont été approuvés. Sur la période 2011-2015, 19 composés 

supplémentaires sont venus s’ajouter à l’arsenal thérapeutique. Cette famille de composés est 

aujourd’hui celle qui fournit le plus de nouveaux composés pour les thérapies anticancéreuses.  

 
 

Figure 1-12 : Les indications thérapeutiques des inhibiteurs de kinases approuvés par la 

FDA.13 
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Le panel de petites molécules inhibitrices de protéines kinases couvrent aujourd’hui un large 

domaine d’indications thérapeutiques en oncologie. 
 

 
 

Figure 1-13 : Exemple d’inhibiteurs de kinases approuvés par la FDA. 

Il existe quatre types d’inhibiteurs de kinases. Les inhibiteurs de type 1 et 2, qui agissent 

respectivement sur la conformation active et inactive de la protéine kinase, ciblent le site de 

liaison de l’ATP. Les inhibiteurs allostériques qui agissent hors du site de liaison de l’ATP. 

Les inhibiteurs covalents forment une liaison stable à l’intérieur du site actif de la protéine 

kinase (le plus souvent avec un résidu cystéine) comme dans le cas de l’afatinib 1-18 

(Giotrif®). 
 

II.2.3. L’immunothérapie 

Indépendamment de l’utilisation des anticorps monoclonaux, l'immunothérapie active est un 

traitement qui vise à stimuler les défenses immunitaires de l'organisme contre les cellules 

cancéreuses. L’utilisation de cytokines stimule la prolifération des cellules immunitaires.14 A 

ce jour, l’interleukine 2 (IL-2) a été approuvée par la FDA pour le traitement du mélanome 

métastasé et l’interféron  (IFN- est utilisé en thérapie adjuvante dans le traitement du 

mélanome de stade III. 

La recherche de vaccins thérapeutiques pour le traitement des cancers est aujourd’hui en plein 

développement. L’approbation en 2010 par la FDA d’un vaccin thérapeutique (sipuleucel-T 

Provenge®) pour le traitement d’une forme métastasée de cancer de la prostate (mCRPC)  est 

un premier succès. De nombreux vaccins sont actuellement en phase III de développement 
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clinique pour le traitement des cancers de la prostate, du sein, des poumons, du pancréas, 

colorectaux et de mélanomes.15   
 

 
 

Figure 1-14 : Développement des traitements en immunothérapie cancéreuse.15 

 

II.2.4. L’hormonothérapie 

L'hormonothérapie consiste à bloquer l'action ou la production d'hormones naturelles afin 

d'empêcher le développement des cellules cancéreuses. Le traitement hormonal a pour 

objectif d’entraîner la mort des cellules tumorales à long terme en créant un milieu qui leur est 

défavorable. Le développement de certaines cellules cancéreuses peut être stimulé par des 

hormones qui se fixent sur des récepteurs à la surface de ces cellules. Ces récepteurs activés 

déclenchent un mécanisme cellulaire qui peut accélérer la division cellulaire. Une 

hormonothérapie peut être proposée, seule ou en combinaison avec d'autres traitements. Dans 

le cas du cancer de la prostate, les cellules cancéreuses sont stimulées par la testostérone. Il 

est possible d’empêcher la production de la testostérone en supprimant l’activité des testicules 

par voie chirurgicale ou par un traitement médicamenteux. Les analogues de la LHRH 

(leuproréline, goséreline, buséreline) bloquent l’hormone de libération de la lutéinostimuline 

qui déclenche la production de la testostérone. Il est également possible d’utiliser des anti-

androgènes qui prendront la place de la testostérone au niveau des récepteurs hormonaux. 

Certaines tumeurs du sein peuvent être hormonosensibles, les œstrogènes et la progestérone 

peuvent stimuler leur croissance. Il est possible d’empêcher l’action stimulante des hormones 

féminines par une action chirurgicale (ovariectomie), par radiothérapie ou par action 

médicamenteuse (anti-œstrogènes comme le Tamoxifène®). 
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L’arsenal thérapeutique à la disposition des praticiens est important afin de proposer aux 

patients les combinaisons les plus efficaces dans le traitement de leur maladie. Cette 

description se limite volontairement aux composés qui disposent d’une autorisation de mise 

sur le marché. Toutefois, de nombreux composés sont actuellement en cours de 

développement clinique (inhibiteurs de protéines kinases, anticorps monoclonaux, inhibiteurs 

d’interactions protéine-protéine, inhibiteurs de bromodomaines, etc.) pour fournir de 

nouvelles thérapies. 

Après ce tour d’horizon, le propos va se focaliser dans une seconde partie sur le système 

tubuline-microtubules, la cible biologique des poisons du fuseau mitotique. 
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I. Le système tubuline-microtubules  

I.1. De la tubuline aux microtubules 

Les microtubules sont des polymères qui figurent parmi les éléments constitutifs du 

cytosquelette d’une cellule eucaryote. Ils jouent différents rôles au sein de cette cellule. Ils 

participent au maintien de la structure cellulaire, favorisent le transport intracellulaire (de 

protéines, d’organelles, de vésicules ou encore de molécules de signalisation) et s’organisent 

en fuseau mitotique pour permettre la séparation des chromosomes lors de la mitose.16 
 

Les microtubules sont constitués par un assemblage de tubuline. Cette protéine est un 

hétérodimère constitué de deux sous-unités  et  (55 kDa pour chacune des sous-unités). Ces 

hétérodimères se lient de façon « tête à queue » pour former treize protofilaments qui 

s’associent latéralement et parallèlement, conduisant à un cylindre creux de 24 nm de 

diamètre (Figure 2-1).17  
 

 
 

Figure 2-1 : Polymérisation des microtubules.16 
 

Les microtubules sont des polymères très dynamiques qui alternent entre des phases de 

croissance et de raccourcissement entrecoupées par des périodes où il n’y a pas d’activité. Ce 

comportement agité des microtubules est connu sous le nom d’instabilité dynamique.18 Ces 

périodes de croissance et de rétrécissement sont fondamentales au regard des différentes 

fonctions des microtubules au sein de la cellule. 
 

Les microtubules sont des structures polaires qui présentent une extrémité (+) et une extrémité 

(-).18 L’équilibre d’association/dissociation se fait plus rapidement sur l’extrémité (+). Cet 
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extrémité est libre dans l'espace cytoplasmique, tandis que les extrémités (-) sont souvent 

enchâssées dans le centrosome.19 
  

L’assemblage des microtubules à partir de la tubuline se déroule en deux étapes :  

Une première étape lente, dite de nucléation, est marquée par l’addition de quelques 

hétérodimères de tubuline qui s’associent de manière réversible et non covalente pour former 

un petit noyau de microtubules. Une seconde étape plus rapide, dite d’élongation, où 

l’association des hétérodimères de tubuline est plus rapide que la dépolymérisation des 

microtubules. A l’état d’équilibre, la croissance des microtubules est contrebalancée par le 

rétrécissement causé par le désassemblage des hétérodimères de tubuline. 
 

Les deux sous-unités  et  de la tubuline possèdent un site de liaison du GTP. Au niveau du 

monomère , le GTP est localisé dans un site (site N) où il ne peut être hydrolysé ou échangé. 

Le GTP situé dans la sous-unité  de la tubuline peut, quant à lui, être hydrolysé en GDP. 
 

 
Figure 2-2 : Site de liaison du GTP dans les monomères  et  de la tubuline.20 

 

Pour qu’un hétérodimère de la tubuline puisse se fixer sur un microtubule en phase de 

croissance, la sous-unité β sur l’extrémité (+) du microtubule doit être liée à une molécule de 

GTP sur son site E (Exchangeable site). Suite à l’association, le GTP sera hydrolysé en GDP 

qui restera lié à la tubuline sous cette forme.21,22 
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Figure 2-3 : Dynamique de polymérisation et coiffe de GTP.16 
Le GTP lié à la tubuline est hydrolysé en GDP et phosphate inorganique (Pi) au moment où la tubuline 
s’additionne à l’extrémité du microtubule. Un microtubule lié au GTP ou à un GDP-Pi forme une coiffe de GTP. 
La perte de la coiffe au GTP déstabilise le microtubule ce qui entraîne une brutale dissociation (catastrophe) et 
un raccourcissement du microtubule. 
 

Lors d’une phase de croissance, si l’addition d’un nouvel hétérodimère de tubuline se produit 

plus rapidement que ne peut l’être l’hydrolyse du GTP de l’hétérodimère précédent,  il y a 

alors accumulation de sous-unités  contenant du GTP et formation, du coté de l’extrémité 

(+), d’une « coiffe de GTP » qui stabilise le microtubule et favorise son élongation. Ceci 

permet également de maintenir la forme cylindrique et la rigidité du microtubule.19 

 

Le « treadmilling »23 est un second phénomène caractéristique de l’instabilité dynamique des 

microtubules. Il y a addition d’un hétérodimère de tubuline sur l’extrémité (+) et 

désassemblage sur l’extrémité (-). Ce phénomène n’affecte donc pas la longueur globale du 

polymère alors qu’il y a un flux constant de tubuline sur les deux extrémités. Ce phénomène 

se déroule surtout au cours de la métaphase et de l’anaphase (Figure 2-4). 

 

Microtubule stabilisé       
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au GDP 
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Figure 2-4 : Treadmilling du microtubule.  
 

Les protéines associées aux microtubules (MAPs) diminuent fortement le risque d’une brutale 

dissociation (également appelée « catastrophe ») mais peuvent également promouvoir la 

croissance et réduire la vitesse de raccourcissement des microtubules. Les sites de fixation de 

ces protéines se trouvent sur la surface externe des microtubules. Parmi ces protéines, MAP4 

(la plus abondante) et la protéine tau stabilisent les microtubules contre le désassemblage. La 

protéine +TIPs est connu pour se lier spécifiquement à l’extrémité (+) en croissance et 

influence la dynamique des microtubules. Le développement des connaissances autour du rôle 

des protéines associées aux microtubules est un domaine qui est actuellement en plein essor. 

 
I.2. Le rôle des microtubules au cours de la mitose 
 

 
Figure 2-5 : Les différentes étapes de la mitose. 
 

Les microtubules sont largement impliqués lors des différentes phases de la mitose. 

Lors de la prophase, les chromosomes se condensent sous forme de deux brins appelés 

chromatides. Il y a également formation du centrosome sur lequel se fixent les microtubules. 
 

Lors de la métaphase, l’enveloppe nucléaire disparaît (prométaphase). Les chromosomes se 

retrouvent dans le cytoplasme. Ils se lient aux microtubules par une protéine appelée 

kinétochore puis s’alignent sur le plan équatorial de la cellule. 

 

Addition d’hétérodimères
à l’extrémité (+)

Désassemblage
à l’extrémité (-)
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Lors de l’anaphase, les deux chromatides se séparent et migrent chacun vers un pôle de la 

cellule à l’aide des microtubules kinétochoriens qui rétrécissent tandis que les microtubules 

polaires s’étirent donnant une forme allongée à la cellule. 
 

Finalement lors de la télophase, les microtubules kinétochoriens disparaissent. Deux 

enveloppes nucléaires se forment autour des chromosomes fils. Les autres microtubules 

s’allongent jusqu’à la formation de deux cellules filles. 
 

Les microtubules sont donc des éléments clés lors de la division cellulaire. La perturbation de 

leur instabilité dynamique a pour conséquence de bloquer la division cellulaire lors de l’étape 

de métaphase et ainsi entraîner l’apoptose de la cellule.  

 

II. Les agents antimicrotubules 

De nombreux composés (produits naturels ou dérivés synthétiques de produits naturels) sont 

capables de se lier aux microtubules et d’agir sur leur équilibre dynamique.  

Les composés qui ciblent les microtubules peuvent être classés en deux principaux groupes 

selon leur mécanisme d’action. Les agents déstabilisants des microtubules (MDAs) inhibent la 

polymérisation de la tubuline à forte concentration. Au sein de cette famille de composés, on 

trouve les alcaloïdes de Vinca (vinblastine, vincristine, vinorelbine), la colchicine ou encore la 

combrétastatine. 
 

Les agents stabilisants des microtubules (MSAs), quant à eux,  favorisent la polymérisation 

des microtubules et stabilisent le polymère formé. On trouve le paclitaxel et ses dérivés, les 

épothilones, le discodermolide, le laulimalide ou le péloruside A. 
 

Les composés qui interfèrent avec la structure des microtubules ont longtemps été classés 

comme stabilisants ou déstabilisants de la polymérisation des microtubules selon leurs effets à 

forte concentration sur la masse de ceux-ci. En réalité, tous les composés qui se lient aux 

microtubules affectent à plus faible concentration la dynamique des microtubules. 
 

Les composés ciblant les microtubules sont aujourd’hui présentés selon leur site de liaison au 

niveau de la tubuline. Les composés qui se lient sur le site de fixation de la vinblastine ou de 

la colchicine auront une action d’inhibition de la polymérisation des microtubules tandis que 

les composés qui se lieront sur le site de fixation du paclitaxel ou du laulimalide seront 

capables de promouvoir la polymérisation des microtubules et de stabiliser le polymère. 
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II.1. Les composés se liant au domaine Vinca 

Le site de liaison de la vinblastine se trouve à l’interface entre la sous-unité β d’un 

hétérodimère et la sous-unité α de l’hétérodimère suivant, dans une région proche du site 

d’échange GTP/GDP.  

 

Figure 2-6 : Structure du complexe tubuline-RB3-SLD-vinblastine.24 

La vinblastine 1-16 (cyan, Vlb) est située à l’interface entre deux hétérodimères de tubuline (1-1 et 2-2), 
chaque monomère complexant un nucléotide (un GTP sur les sous-unités  et un GDP sur les sous-unités ). 
 
La liaison de la vinblastine entraîne une modification de la conformation entre les 

hétérodimères de la tubuline. Les protofilaments adoptent une conformation courbe qui 

empêche l’assemblage des microtubules. 
 

 

Figure 2-7 : Conformation du protofilament après liaison avec la vinblastine.19 

La vinblastine 1-16 (bleu) se lie à l’interface de deux hétérodimères  de la tubuline. La modification de la 
conformation du protofilament (axe bleu ciel vs. axe vert) défavorise la polymérisation des microtubules. 
 

La vinblastine 1-16 (Velbe®)25 et la vincristine 2-1 (Onconvin®)26 sont deux alcaloïdes issus 

de la pervenche de Madagascar Catharanthus roseus. Ces composés sont utilisés en clinique 

depuis plus de cinquante ans. Des analogues synthétiques, comme la vindésine 2-2 

(Eldisine®),27 la vinorelbine 2-3 (Navelbine®)28 et la vinflunine 2-4 (Javlor®)29 présentant un 

profil pharmacologique amélioré, ont ensuite été développés. La vinorelbine 23 (Navelbine®) 
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est aujourd’hui le composé le plus employé dans cette famille de composés pour le traitement 

du cancer du sein et du poumon. 

 
 R1 R2 R3  R1 R2 

Vincristine 2-1 (Velbe®) CHO OMe COMe Vinorelbine 2-3 (Navelbine®) H H 

Vinblastine 1-6 (Onconvin®) CH3 OMe COMe Vinflunine 2-4 (Javlor®) F F 

Vindesine 2-2 (Eldisine®) CH3 NH2 H    

 

Figure 2-8 : Les alcaloïdes de Vinca utilisés en clinique. 
 

II.2. Les composés se liant au domaine de la colchicine 

Le site de liaison de la colchicine se trouve à l’interface des deux sous-unités  et  de la 

tubuline, à proximité du site de fixation de la GTP dans la sous-unité . 

 

Figure 2-9 : Structure du complexe tubuline-RB3-SLD-colchicine.30 
Le complexe comprend deux hétérodimères de tubuline avec la colchicine 2-5 liée à la sous-unité  à 
l’interface de la sous-unité . 
 

La fixation de la colchicine 2-5 dans son site de liaison conduit à une modification de la 

conformation de l’hétérodimère (courbure) empêchant ainsi la polymérisation.  
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Figure 2-10 : Modification de la vectorisation des microtubules après liaison avec la 

colchicine 2-5.19  

La colchicine 2-5 (magenta) se fixe à l’interface de deux hétérodimères  de la tubuline. La modification de la 
conformation du protofilament (axe bleu ciel vs. axe vert) défavorise la polymérisation des microtubules. 
 

De nombreux composés peuvent occuper le site de liaison de la colchicine dans la tubuline.31  
 

 

Figure 2-11 : Principaux composés se liant au domaine de la Colchicine. 

La colchicine 2-5 a été isolé à partir de Colchicum autumnale. En raison de sa forte toxicité, 

ce composé n’est pas utilisé en clinique pour le traitement du cancer mais dans le traitement 

de la goutte32 et de certaines maladies rares (maladie périodique, maladie de Behçet).33 De la 

même manière, la toxicité de la podophyllotoxine 2-6 ne permet pas à ce composé d’être 

utilisé en clinique contrairement à certains analogues proches. Ces composés n’agissent pas 

comme agents antimitotiques mais comme inhibiteurs de la topoisomérase II (Etoposide, 

Teniposide).34 Le 2-méthoxyestradiol 2-7 (Panzem®), qui possède à la fois des propriétés 

antiangiogéniques et apoptotiques, est actuellement en phase de développement clinique pour 

le cancer du sein.35 La combrétastatine A4 2-9 est une molécule naturelle issue de l’arbre 

Combretum caffrum. La fosbretabuline 2-8 (combrétastatine A4 phosphate, CA4P, 

Zybrestat®)36 est une prodrogue de la combrétastatine A4 2-9. Elle a la particularité d’être 
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soluble dans l’eau. Elle est transformée en combrétastatine A4 2-9 par des phosphatases 

endogènes non spécifiques qui se trouvent dans le plasma et dans les cellules endothéliales. 

Outre son action comme agent antimitotique, ce composé cible les cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins qui alimentent les cellules tumorales. Ce composé fait aujourd’hui l’objet 

de nombreuses études cliniques seul ou en combinaison avec d’autres agents anticancéreux. 

 
Figure 2-12 : La combrétastatine A4 2-9 et sa prodrogue. 
 

II.3. Les composés se liant au domaine des taxanes 

Les taxanes sont des composés qui ciblent spécifiquement un site de liaison dans le lumen des 

microtubules. Ils se lient à une sous-unité  de la tubuline liée au GTP et stabilisent cette 

structure en modifiant sa conformation. La structure ainsi stabilisée s’aligne parfaitement avec 

le vecteur de croissance des microtubules. Ceci a pour conséquence de favoriser la 

polymérisation des microtubules. 
 

(a)            (b)     

Figure 2-13 : Stabilisation des microtubules par le paclitaxel 1-15 et fixation dans la tubuline 

. 19,37  

(a) Vue du paclitaxel 1-15 (vert) lié à une sous-unité  de la tubuline dans le lumen des microtubules. Le vecteur 
de croissance hétérodimèrique est aligné avec l’axe de croissance des microtubules. (b) Mode de liaison du 
paclitaxel 1-15 dans la  tubuline. 
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Parmi les composés qui se lient à ce site de fixation on trouve le paclitaxel 1-1538 et ses 

dérivés. 

Ces composés feront l’objet d’une étude détaillée dans le Chapitre III Paclitaxel, composés 

dérivés et mimes. 
 

 
Figure 2-14 : Principaux agents se fixant dans le domaine de liaison des taxanes. 
 

Les épothilones sont des macrolides issus du myxobacterium Sorangium cellulosum.39 Parmi 

les six types d’épothilones découvertes jusqu’ici, les épothilones A et B stabilisent la 

formation des microtubules et sont compétitifs du paclitaxel vis-à-vis de son site de liaison. 

Ces composés possèdent une affinité similaire à celle du paclitaxel. Mais contrairement à 

celui-ci, ces composés ne sont pas substrats de la glycoprotéine P (ce qui contribue à l’efflux 

de la molécule) et peuvent être utiles pour les tumeurs résistantes au paclitaxel. L’ixabepilone 

2-10 (Ixempra®),40 un dérivé de l’épothilone B, a été approuvé par la FDA en 2008 pour le 

traitement du cancer du sein métastasé. D’autres analogues, comme le patupilone41 ou le 

sagopilone42 sont actuellement en cours de développement clinique. 
 

Le discodermolide 2-11, pour sa part, a été isolé à partir d’une éponge marine Discodermia 

dissoluta et identifié en 1990 par l’équipe de Gunasekera et Longley à Harbor Branch 

Oceanographic Institution.43 Ce composé se fixe dans le site de liaison des taxanes et de la 

même manière que pour les épothilones, il est dépourvu d’activité vis-à-vis de la 

glycoprotéine P (Pgp). Le développement clinique de ce composé, réalisé par Novartis, a dû 

être interrompu en phase I en raison d’une toxicité pulmonaire.44 
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D’autres composés, comme la dictyostatine45 ou le zampanolide46 sont capables de se lier dans 

le domaine de liaison des taxanes. 
 

II.4. Les composés se liant au domaine du laulimalide 
 
Le laulimalide 2-12 et le péloruside A 2-13 sont deux composés qui se lient dans le 

monomère  de la tubuline d’une manière différente des composés qui se fixent dans le site 

des taxanes. Ces structures macrocycliques stabilisent la M-loop de la tubuline  et 

interagissent avec un second dimère de tubuline au travers du protofilament.47 

 

Le laulimalide 2-12 est un macrolide qui a été isolé à partir d’une éponge marine 

Cascopongia mycofijiensis en 1988.48,49 Ce composé est également connu sous le nom de 

fijianolide B. Le laulimalide 2-12 est localisé au niveau de la tubuline  à proximité de 

l’interface intradimérique, non loin du site d’hydrolyse du GTP. Ce site est exposé à la  

surface interne de microtubules. 

La fixation du laulimalide 2-12 dans son site de liaison est sensible à la présence de GTP dans 

le site E. Lorsqu’il est lié à la tubuline , l’hétérodimère adopte une conformation droite qui 

favorise la polymérisation.  

 
 

Figure 2-15 : Site de liaison du laulimalide 2-12 dans la tubuline.47 
 

Le péloruside A 2-13 est également un macrolide qui a été isolé à partir d’une éponge marine 

Mycale hentscheli.50,51 Ce composé se lie à la tubuline dans le même site de liaison. Ces 

composés ont montré des résultats intéressants notamment sur des lignées résistantes aux 

taxanes. Cependant, ils ne sont pas développés en clinique pour le moment. 

 

 

Laulimalide 2-12
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Figure 2-16 : Le péloruside A 2-13 et son mode de liaison dans la tubuline.47 

 

De nombreux composés sont capables de se lier aux microtubules et d’agir sur leur équilibre 

dynamique en déstabilisant ou en stabilisant le polymère formé. Parmi ces derniers, le 

paclitaxel 1-15 est l’agent anticancéreux qui a suscité le plus d’intérêt. L’histoire singulière de 

cette molécule et de ses dérivés va maintenant être développée. 

Péloruside A 2-13
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I. Le paclitaxel 

I.1. Histoire du paclitaxel38,52 

Le National Cancer Institute (NCI) initia, au début des années 1960, un important programme 

de recherches visant à découvrir de nouveaux composés anticancéreux d’origine végétale. La 

réalisation de cette mission fut confiée à l’US Department of Agriculture (USDA). 

En 1962, Arthur S. Barclay, un botaniste travaillant pour l’USDA collecta 650 échantillons 

végétaux sur la côte ouest des Etats-Unis (Californie, Oregon et dans l’état de Washington) 

parmi lesquels figuraient des écorces, des feuilles et des brindilles provenant de l’if du 

Pacifique (Taxus brevifolia). 

 

Figure 3-1 : L’if du Pacifique (Taxus brevifolia). 

L’if du Pacifique est un conifère à croissance lente que l’on trouve principalement sur les 

côtes nord-ouest des Etats-Unis. Cet arbre peut atteindre une hauteur de 15 m tandis que le 

tronc n’excède que rarement 50 cm de diamètre. Les feuilles, d’une couleur verte foncée, 

mesurent 3 cm de longueur pour 2 à 3 mm de largeur. L’arbre produit des arilles, enveloppes 

charnues de couleur rouge (Figure 3-1). 

Le potentiel cytotoxique des extraits de Taxus brevifolia fut évalué en 1964 sur des cellules 

KB (cellules epidermoïdes orales humaines). Les résultats de cette évaluation furent positifs. 

Les extraits furent alors confiés au Dr Wall et au Dr Wani du Research Triangle Institute 

(RTI) en Caroline du Nord, qui isolèrent le composé responsable de cette activité cytotoxique 

en 1967.  
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Cette substance bioactive fut appelée taxol par le Dr Wall. Ce nom sera ensuite utilisé par 

Bristol-Myers Squibb comme dénomination commerciale lors de la mise sur le marché de la 

molécule. La dénomination commune internationale (DCI) utilisée pour ce composé est 

paclitaxel 1-15. 

La détermination de la structure du paclitaxel 1-15 s’avéra être une tâche complexe. Des 

études de spectrométrie de masse et d’analyses élémentaires permirent, dans un premier 

temps, de déterminer la formule brute du composé comme étant C47H51NO14. La faible 

quantité de paclitaxel 1-15 disponible n’a pas permis de préparer des dérivés pouvant être 

utilisés pour réaliser une analyse par diffraction des rayons X. Cependant, la combinaison 

d’études de diffractions par rayons X sur des produits de dégradation ainsi que des analyses 

RMN sur le composé initial ont permis l’élucidation de la structure en 1971 (Figure 3-2).53 

Cette molécule diterpénique polyoxygénée possède une structure tétracyclique avec 11 

centres stéréogènes ainsi qu’une double liaison. 

 

Figure 3-2 : Elucidation de la structure du paclitaxel 1-15 en 1971. 

 

L’enthousiasme initial, soulevé par la découverte de cette molécule, retomba quelque peu au 

début des années 1970. Des tests cellulaires décevants sur des lignées tumorales de leucémie 

(P388 et L1210), une très faible solubilité dans l’eau ainsi qu’un faible rendement 

d’extraction à partir de l’if du Pacifique (1,3 kg à partir de 8 tonnes d’écorces séchées) ne 

laissaient pas présager d’une future utilisation clinique pour ce composé. De plus, la 

complexité structurale rendait inenvisageable une synthèse totale capable de pourvoir à la 

quantité de produit nécessaire pour assurer son développement. 

En 1979, Susan Horwitz (Albert Einstein College of Medicine, New York) découvrit le 

mécanisme d’action inédit de ce composé.54 Le paclitaxel 1-15 favorisait l’assemblage de 
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l’hétérodimère  tubuline en microtubules. Le polymère ainsi formé était stabilisé à basse 

température en présence d’ions calcium (conditions favorisant la dépolymérisation des 

microtubules). Cette avancée majeure intéressa les biologistes qui tenaient dans leurs mains 

un outil leur permettant d’étudier la polymérisation des microtubules et le rôle de ceux-ci dans 

les processus cellulaires. La publication des résultats obtenus par Susan Horwitz a été 

essentielle dans la poursuite des évaluations précliniques du paclitaxel 1-15. 

Sur la base des résultats publiés par Susan Horwitz et de résultats intéressants obtenus sur le 

mélanome B16, le paclitaxel 1-15 fut sélectionné comme candidat médicament. 

Les essais cliniques de phase I débutèrent en 1983. La très faible solubilité du paclitaxel dans 

l’eau restait un problème à résoudre pour poursuivre le développement de cette molécule. Le 

paclitaxel 1-15 fut formulé dans un mélange éthanol/Cremophor EL® (huile de ricin 

éthoxylée)55 1:1 qui était ensuite dilué entre 5 et 20 fois dans une solution saline ou une 

solution de dextrose (5%) pour administration. Cette formulation pouvant entraîner des 

réactions d'hypersensibilité allergique ou anaphylactoïde, il fut décider de traiter 

préalablement les patients avec des antihistaminiques et des corticoïdes ainsi que de modifier 

la méthode d’injection (infusion plutôt que bolus). La modification des méthodes 

d’administration du composé a permis d’obtenir d’excellents résultats lors des phases 

cliniques avancées dans le traitement du cancer de l’ovaire (1989)56 et du cancer du sein 

(1991).57 Le problème de l’approvisionnement en  paclitaxel 1-15 se posa lors de son 

développement clinique. Le faible rendement d’extraction et l’utilisation d’une source 

naturelle non renouvelable (l’abattage de l’arbre est nécessaire) nécessitait de trouver une 

solution alternative. 

Une avancée majeure face à cette problématique fut la découverte par l’équipe de Pierre 

Potier (ICSN, Gif sur Yvette) de la 10-déacétyl-baccatine III (10-DAB III) dans les aiguilles 

de l’if européen Taxus baccata (Figure 3-3).58,59  

Ce composé avait déjà été décrit par Wani et Wall comme un produit d’hydrolyse du 

paclitaxel.53 L’extraction a été réalisée avec un excellent rendement de 1 g de 10-DAB III par 

kilogramme de feuilles fraîches.58,59 Cette molécule, issue d’une source renouvelable 

d’origine végétale, s’est rapidement imposée comme le précurseur idéal pour la synthèse du 

paclitaxel 1-15 et de ses analogues. 
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Figure 3-3 : Découverte du 10-déacétylbaccatine III dans les aiguilles de Taxus baccata. 

En 1988, la première hémisynthèse du paclitaxel 1-15 utilisant la 10-DAB III a été réalisée 

par Greene et Potier (Figure 3-4).60 Cependant, la température élevée et le temps de réaction 

important lors de l’étape d’estérification entraînaient une épimérisation sur le carbone C2’ de 

la chaîne latérale. 

 

Figure 3-4 : Hémisynthèse du paclitaxel 1-15 réalisée par Greene et Potier.60 

Au même moment, l’équipe de Holton a développé un procédé hémisynthétique à partir d’un 

analogue protégé de la Baccatine III et d’un intermédiaire de type -lactame (Figure 3-5).61 

Cette méthode utilise la DMAP comme base et nécessite l’utilisation de 5 équivalents de -

lactame pour un temps de réaction relativement long. Ce procédé a ensuite amélioré par 

Ojima.62,63 La -lactame optiquement pure (3R,4S)-4-phénylazétidin-2-one était couplée avec 

le dérivé 7-TES baccatine III préalablement déprotonné avec du NaHMDS. La réaction se 

déroulait en 30 minutes à basse température avec un léger excès de -lactame (1,2 équivalent 

10-DAB III
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par rapport à la baccatine). L’utilisation sous licence de ce procédé a permis à Bristol-Myers 

Squibb de poursuivre le développement clinique de la molécule. 

La FDA a finalement autorisé la mise sur le marché du paclitaxel 1-15 en 1992 pour le 

traitement du cancer de l’ovaire, puis pour le traitement du cancer du sein en 1994 et enfin en 

1999 pour le traitement du cancer du poumon non à petites cellules.64
 

  

Figure 3-5 : Hémisynthèse du paclitaxel 1-15 utilisant la -lactame d’Ojima. 

En 2005, le nab-paclitaxel (nanoparticle albumin-bound), commercialisé sous le nom 

d’Abraxane®, a été autorisé pour le traitement des cancers du sein, du poumon et du 

pancréas.65 Ce procédé technologique inédit a été développé par Abraxis Bioscience 

(aujourd’hui Celgene). L’albumine joue un rôle central dans la délivrance de molécules 

hydrophobes vers des tissus cibles. Le paclitaxel 1-15 se lie de façon réversible à l’albumine 

avec une forte affinité et peut ainsi être véhiculé. Des évidences suggèrent que cette liaison à 

une protéine plasmatique favorise le passage au travers de la membrane cellulaire. Les 

résultats des études cliniques du nab-paclitaxel ont démontré une augmentation de l’index 

thérapeutique comparativement à celui du paclitaxel 1-15. 

I.2. Les dérivés du paclitaxel utilisés en clinique 

Des dérivés synthétiques du paclitaxel ont également été développés (Figure 3-6). C’est le 

cas du docétaxel 3-3 (Taxotère®).66 Ce composé est le résultat du travail réalisé dans le 

laboratoire de Pierre Potier lors des modifications de la chaîne latérale du paclitaxel 1-15 par 

acylation de la 10-DAB III. Cette molécule, développée par le CNRS et Rhône-Poulenc Rorer 

(aujourd’hui Sanofi), porte un motif C3’-N-tert-butoxycarbonyl sur la chaîne latérale et un 

groupement hydroxyle libre sur le carbone C10. Le docétaxel 3-3, tout en partageant le même 
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mécanisme d’action que le paclitaxel 1-15, a montré une activité cytotoxique améliorée. Ce 

composé a été approuvé par la FDA pour le traitement du cancer du poumon non à petites 

cellules en 1999, du sein et de la prostate en 2004. En 2010, le cabazitaxel 3-4 (Jevtana®),67 

analogue du docetaxel 3-3 portant deux groupements méthoxy sur les atomes de carbone C7 et 

C10 a été approuvé pour le traitement du cancer de la prostate lorsque celui-ci est réfractaire 

au traitement hormonal. 

 

 

Figure 3-6 : Le docétaxel 3-3 (Taxotère®) et le cabazitaxel 3-4 (Jevtana®). 
 

I.3. Les dérivés du paclitaxel en cours de développement clinique 

De nombreux analogues du paclitaxel 1-15 sont toujours en développement clinique. Il faut 

bien distinguer les dérivés du paclitaxel des nouveaux analogues taxanes. 

Le paclitaxel poliglumex 3-5 (Opaxio®),68 développé par Cell Therapeutics, est entré en phase 

III de développement clinique en 2014 (Figure 3-7). Ce composé est utilisé en combinaison 

avec la capecitabine (Xeloda®) pour le traitement du cancer du sein métastasé.69 Le composé 

3-5 correspond au paclitaxel 1-15 lié à une chaîne polymérique d’acide L-glutamique. Cette 

association cherche à augmenter l’index thérapeutique en améliorant le profil 

pharmacocinétique (formulation soluble dans l’eau).  

 

Figure 3-7 : Structure du paclitaxel poliglumex 3-5 (Opaxio®). 
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Endotag-1, développé par Medigene AG, est un composé où le paclitaxel 1-15 est encapsulé 

dans une formulation lipidique.70 Cette formulation, capable de cibler sélectivement les 

cellules tumorales endothéliales, a montré d’intéressants résultats lors de la publication des 

études de phase II en 2013.71 

Genexol-PM (Cynviloq®), développé par Sorrento Therapeutics Inc., est une formulation 

polymérique micellaire composée de paclitaxel 1-15 et d’un copolymère amphiphile de faible 

poids moléculaire (mPEG-PDLLA). Cette formulation est actuellement évaluée dans le cadre 

d’une étude de phase III pour le traitement du cancer du sein métastasé.72 

DHA-paclitaxel (Taxoprexin®), développé par Protarga Inc., est un composé où le paclitaxel 

1-15 est lié à l’acide docohexaènoïque (DHA). Cet acide gras est facilement absorbé par les 

cellules tumorales. La liaison entre le paclitaxel et le DHA est rompue à l’intérieur de la 

cellule ce qui a pour conséquence d’augmenter la concentration de l’agent cytotoxique à 

l’intérieur de celle-ci. Des études de phase II ont été publiées en 2009 avec ce composé.73 

Le tesetaxel 3-6, développé par Genta est un dérivé du paclitaxel 1-15 administrable par voie 

orale.74 Ce composé est actuellement en phase II de développement clinique. Genta a annoncé 

cette année avoir conclu un accord exclusif de développement avec Daiichi Sankyo pour cette 

molécule. 

L’ortataxel 3-7, développé par Spectrum Pharmaceuticals, est un taxane de nouvelle 

génération issu du 14-hydroxybaccatine III. Ce composé est actuellement évalué dans le 

cadre d’une étude clinique de phase II.75 

Le TPI-287 3-8, développé par Archer Biosciences, est un taxane capable de traverser la 

barrière hémato-encéphalique. Ce composé a montré son efficacité lors d’études précliniques 

sur la réduction de métastases cérébrales dans  le cas d’un cancer du sein.76 

Le larotaxel 3-9, développé par Sanofi, est un dérivé hémisynthétique obtenu à partir de la 10-

DAB III. Ce composé présente une faible affinité pour la glycoprotéine P (Pgp) ce qui lui 

permet de passer la barrière hémato-encéphalique.77 Après des études de phase III, Sanofi a 

décidé d’arrêter le développement de ce composé. 
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Figure 3-8 : Les nouveaux dérivés taxanes en développement clinique. 

 

I.4. Synthèse totale du paclitaxel 

La synthèse totale du paclitaxel 1-15 a représenté l’un des challenges de la chimie médicinale 

les plus difficiles à relever en raison de la complexité structurale de la molécule et du nombre 

de centres stéréogènes présents sur ce composé. 

Les deux premières synthèses totales furent publiées, de manière quasi simultanée, par les 

groupes de Holton78,79 et de Nicolaou en 1994.80-84  

Par la suite, les groupes de Danishefsky,85,86 de Wender (synthèse totale la plus courte en 37 

étapes),87,88 de Mukaiyama,89,90 de Kuwajima91,92 et de Takahashi93 relevèrent le challenge 

avec succès. 

Il est évident que ces synthèses totales ne sont pas exploitables à une échelle industrielle dans 

le but d’assurer la production du paclitaxel 1-15. Toutefois, elles ont permis de développer de 

nouvelles méthodologies et stratégies applicables en synthèse organique. Ces travaux ont 

facilité la conception et la synthèse d’analogues du squelette taxane.  
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I.5. Production industrielle du paclitaxel 

L’utilisation sous licence du procédé synthétique mis au point par l’équipe de Holton à 

Florida State University (FSU) a permis à Bristol-Myers Squibb de finaliser les études 

cliniques du paclitaxel 1-15 et d’assurer son lancement sur le marché en 1993. Toutefois, 

l’extraction de la 10-DAB III à partir des aiguilles de l’if européen (Taxus baccata) suivi de 

l’hémisynthèse posaient différents problèmes environnementaux. En effet, les plantations de 

Taxus Baccata nécessitent un apport énergétique important. Lors de l’extraction de la 10-

DAB III, une importante biomasse est générée. La synthèse chimique nécessite l’utilisation de 

13 solvants différents (source non recyclable). Les six étapes de synthèse sont sensibles à 

l’humidité et certaines d’entre elles doivent être réalisées à basse température (-70°C). 

L’utilisation de réactifs chimiques corrosifs est nécessaire et des étapes de séchage nécessitent 

un apport énergétique conséquent. 

L’alternative au procédé utilisé jusqu’ici fut le développement de la technologie de 

fermentation de cellules végétales (Plant Cell Fermentation).94 Ce procédé, développé dans les 

années 1950, avait montré la capacité des cellules végétales à synthétiser de larges variétés de 

molécules de faible poids moléculaire.95 

(a)  (b)  

Figure 3-9 : Procédé de fermentation cellulaire végétale (PCF®). 

(a) Cellules du callus obtenus à partir d’aiguilles du Taxus chinensis. (b) Site de production du paclitaxel 1-15 
utilisant la technologie Plant Cell Fermentation®. 
 

Le procédé développé par la société Phyton Biotech GmbH utilise des cellules obtenues à 

partir des aiguilles d’un if chinois (Taxus chinensis). Ces cellules sont cultivées jusqu’à 

l’obtention de cellules du callus qui sont ensuite transférés dans un milieu de culture (phase de 

fermentation I) où elles grossissent. Cette première étape est suivie d’une seconde phase de 



Chapitre III : Le paclitaxel, composés dérivés et mimes  
 

84 

 

production (fermentation II) au cours de laquelle les cellules sont nourries avec un milieu de 

production particulier. Le paclitaxel 1-15 est ainsi obtenu comme second métabolite. Le 

contenu du milieu de culture est purifié par chromatographie puis cristallisé afin d’obtenir le 

paclitaxel 1-15 (Figure 3-9). 

En 2002, Bristol-Myers Squibb a pris la décision de stopper la production du paclitaxel 1-15 

par voie chimique (hémisynthèse à partir du 10-DAB III) et d’utiliser exclusivement la voie 

Plant Cell Fermentation®. Bristol-Myers Squibb a été récompensé en 2004 par le 

«Presidential Green Chemistry Award» de l’agence de protection environnementale 

américaine (EPA) pour ce travail. 

I.6. Relation structure-activité du paclitaxel 

Les travaux sur le paclitaxel 1-15 et ses dérivés ont conduit à la synthèse d’une quantité très 

importante d’analogues (Figure 3-11). L’évaluation biologique de ces composés sur de 

nombreuses lignées tumorales a permis d’obtenir une idée précise de la relation structure 

activité de cette molécule.95,96,97 

 
Figure 3-10 : Numérotation du paclitaxel 1-15. 
 

La chaîne latérale (2’R,3’S)-N-benzoyle-3’-phénylisosérine du paclitaxel 1-15 portée par le 

carbone C13 est essentielle à l’activité du composé. L’importance de cette chaîne et le 

développement synthétique réalisé après la découverte de la 10-DAB III font de ce motif celui 

qui a reçu le plus d’attention. Cette chaîne doit porter un groupement hydroxyle libre sur le 

carbone C2’ ou une liaison ester hydrolysable (comme dans le cas du DHA-paclitaxel). Cette 

position a notamment conduit à la synthèse de nombreuses prodrogues du paclitaxel 1-15.98 

Un groupement méthoxy ou le remplacement du groupement hydroxyle par un atome de fluor 

conduit à une baisse significative de l’activité.99,100 De nombreuses modifications sont 

acceptées sur l’atome de carbone C3’ (groupements aromatiques, hétéroaromatiques ou 
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aliphatiques) et l’atome d’azote N3’ (le docetaxel 3-3 étant l’exemple le plus 

remarquable).101,102,103 La chaîne latérale doit être reliée au cycle taxane par le biais d’une 

liaison ester. La partie sud du paclitaxel 1-15 porte un groupement hydroxyle sur le carbone 

C1, un groupement benzoate sur le carbone C2 et un groupement acétate sur le carbone C4. Le 

groupement hydroxyle porté par le carbone C1 se révèle être relativement peu important pour 

l’activité de la molécule.104 A contrario, l’absence du groupement acyl porté par le carbone C2 

entraîne une baisse importante d’activité tout comme l’inversion de la configuration sur le 

centre stéréogène.105 Le noyau phényl du groupement benzoate peut être substitué sur 

différentes positions sans perte notable d’activité.106 L’absence du groupement acétate porté 

par le carbone C4 est préjudiciable pour l’activité cytotoxique ainsi que pour l’assemblage des 

microtubules.107,108 De la même manière, le 4-désacétoxypaclitaxel est significativement 

moins actif que le paclitaxel 1-15.109 
 

 

Figure 3-11 : Relation structure activité du paclitaxel 1-15. 
 

La relation structure-activité autour du cycle oxétane a longtemps prêté à discussions. La 

présence de l’atome d’oxygène paraissait nécessaire pour maintenir une activité satisfaisante. 

Son remplacement par un atome de soufre ou d’azote conduit à des composés moins actifs ou 

inactifs.110,111 Le remplacement de l’atome d’oxygène par un atome de carbone conduit à un 
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ou retiré sans perte 

significative  d’activité
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composé capable d’induire la polymérisation des microtubules avec toutefois une diminution 

de l’activité cytotoxique. Les remplacements de l’oxétane par un cyclopropane ou l’analogue 

D-seco ont conduit à des composés capables d’induire la polymérisation des microtubules de 

façon similaire au paclitaxel 1-15.112,113 

Il existe relativement peu d’exemples de modifications sur la position C6. Seule l’introduction 

de groupements hydroxyles, azidos ou aminos ont été rapportées. Sur certaines lignées 

tumorales, le composé portant le groupement azido présente une activité cytotoxique 

supérieure à celle du paclitaxel 1-15.114 

Les groupements hydroxyles portés par les carbones C7 et C10 ainsi que le groupement 

carbonyle porté par le carbone C9 ne paraissent pas essentiels à l’activité du paclitaxel 1-15. Il 

est possible de modifier ces différents groupements sans perte d’activité comme on peut le 

voir dans le cas du docétaxel 3-3 et du cabazitaxel 3-4 pour ne prendre que les composés 

actuellement utilisés en clinique.  
 

II. Etude conformationnelle du Paclitaxel dans la tubuline 

La recherche de la structure bioactive du paclitaxel 1-15 liée aux microtubules est un élément 

clé qui doit permettre aux chimistes médicinaux de développer de nouveaux agents 

stabilisants des microtubules possédant une structure chimique plus simple que celle du 

paclitaxel 1-15. 

 
Figure 3-12 : Différentes conformations du paclitaxel 1-15.  
(a) conformation non polaire, (b) conformation polaire. Les atomes de carbone sont représentés en bleu, les 
atomes d’oxygène en rouge et l’atome d’azote en vert. 
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Les premières études conformationnelles du paclitaxel 1-15 ont été réalisées en solution et à 

l’état solide respectivement par RMN et par diffractions aux rayons X. Ces études ont permis 

d’identifier une conformation dite « polaire » et une conformation dite « non polaire » 

impliquant des interactions hydrophobes entre les cycles aromatiques portés par le carbone 

C3’ et le noyau phényl porté par le carbone C2 (Figure 3-12).115 

La première structure du paclitaxel 1-15 dans la tubuline obtenue par electron crystallography 

(1TUB) fut publiée en 1998.21 Cette étude, qui confirma la localisation du site de liaison du 

paclitaxel 1-15 dans la tubuline, ne permettait pas de définir convenablement l’orientation et 

la conformation du paclitaxel 1-15 dans le site de liaison en raison d’une faible résolution à 

3,7 Å. Cette structure, affinée en 2001 avec la publication de la structure 1JFF,116 a confirmé 

le site de liaison du paclitaxel 1-15 sans toutefois permettre de déterminer la conformation de 

la chaîne phénylisosérine portée par le carbone C13 (Figure 3-13). 
 

 
 

Figure 3-13 : Structures 1TUB (gauche) et 1JFF (droite) avec le paclitaxel 1-15. 
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En 2001, des études de modélisation moléculaire de la structure du paclitaxel 1-15 en solution 

combinées à du docking dans la structure 1TUB, ont permis de proposer une nouvelle 

structure « T-Taxol ».117 Contrairement aux structures polaires et non polaires qui présentaient 

des interactions intramoléculaires hydrophobes, cette structure révèle que l’His229 est 

impliquée dans des interactions hydrophobes avec le motif benzamide porté par le carbone C3’ 

et le motif benzoyle porté par le carbone C2. Ce modèle proposé était en adéquation avec trois 

études de photoaffinité focalisées sur la -tubuline.118,119,120 De plus, le modèle proposé est 

très proche de la structure 1JFF exception faite de l’angle de torsion de la chaîne latérale 

portée par le carbone C13. Le groupement hydroxyle porté par le carbone C2’ forme une 

liaison hydrogène avec le squelette du carbonyle de l’Arg369 ou avec le NH de la Gly370 

selon que l’on se place dans les modèles 1TUB ou 1JFF (Figure 3-14). 

 

  
Figure 3-14 : La structure T-Taxol dans 1JFF (gauche) et la structure REDOR-Taxol dans 
1JFF (droite). 
 

Parallèlement, des études structurales, mettant en œuvre des expériences RMN REDOR et 

RFDR, ont été menées. Des analogues du paclitaxel portant des éléments marqués ont été 

synthétisés et complexés aux microtubules. Ces analyses RMN ont permis de mesurer les 

distances interatomiques 13C-19F (Figure 3-15). Sur la base des distances mesurées, de 

l’analyse conformationnelle du paclitaxel 1-15 et de la modélisation moléculaire, le groupe 

d’Ojima a proposé le modèle REDOR-Taxol (ou PTX-NY) en 2005.121 Contrairement à la 

structure T-Taxol, le groupement hydroxyle porté par le carbone C2’ interagit avec l’His229 

en tant que donneur de liaison hydrogène. 
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En 2007, l’analyse RMN REDOR de nouveaux analogues marqués au 2H et 19F du paclitaxel 

1-15 liés aux microtubules a permis de déterminer de nouvelles distances interatomiques122 

pour les composés 3-11 et 3-12 (Figure 3-15).  

 

 
 

 

Figure 3-15 : Les dérivés du paclitaxel 1-15 utilisés dans les expériences RMN REDOR et 

RFDR. 
En pointillés les distances interatomiques mesurée pour chacun des composés. 

 
Ces mesures ont permis de montrer que les structures polaires et non polaires du paclitaxel 1-

1-15 ne correspondaient pas à la structure bioactive de la molécule (Tableau 3-1). De 

nombreux analogues macrocycliques du paclitaxel mimant ces conformations avaient été 

synthétisées sans que ces composés ne montrent une activité plus intéressante que celle du 

paclitaxel 1-15 confirmant ainsi l’analyse REDOR.   

a
b

cd

e

3-10

3-11

3-12
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Tableau 3-1: Comparaison des distances intramoléculaires sur les différentes conformations 

du paclitaxel 15. 

 
La détermination de la conformation bioactive du paclitaxel 1-15 fait toujours débat.123,124 Le 

groupe d’Ojima maintient que la structure REDOR-Taxol est bien la structure bioactive du 

paclitaxel 1-15 en s’appuyant sur le fait que l’hydroxyle porté par le carbone C2’ dans le 

modèle T-Taxol dans 1JFF agit comme accepteur de liaison hydrogène ce qui est en 

désaccord avec la relation structure activité connue pour le paclitaxel 1-15 et que cette liaison 

hydrogène serait instable dans des simulations de dynamique moléculaire. La remise en cause 

du modèle T-Taxol vient également du fait que certaines distances intramoléculaires ne 

seraient pas en adéquation avec les résultats obtenus lors des expériences RMN REDOR. 

Cependant, un ajustement de l’angle de torsion (compris entre 6-14°) de la structure T-Taxol 

permet de satisfaire aux distances mesurées par REDOR RMN tout en conservant les 

éléments structuraux de la structure T-Taxol. La géométrie du REDOR-Taxol, quant à elle, ne 

s’adapte pas facilement au site de liaison dans la -tubuline tel que défini par electron 

crystallography.122 

Au final, la structure T-Taxol est aujourd’hui la seule conformation qui reste compatible avec 

les études réalisées aussi bien par electron crystallography que par RMN REDOR. La 

structure T-Taxol a servi de base à la synthèse de nouveaux analogues pontés du paclitaxel 1-

15 (cherchant à mimer cette conformation). Ceux-ci ont démontré une activité améliorée par 

rapport au paclitaxel fournissant ainsi une preuve indirecte que la structure T-Taxol serait la 

structure bioactive du paclitaxel 1-15.125,126 
 

III. Les mimes du Paclitaxel 
 
Nous avons vu précédemment que les analogues du paclitaxel 1-15 actuellement en cours de 

développement clinique ainsi que les nombreux analogues évalués biologiquement 

précédemment possédaient un squelette taxane. Ces composés ne différent que par des 

Segment Conformation 
polaire

Conformation
non polaire

REDOR
-Taxol

1JFF T-Taxol Mesure 
REDOR

a 9,6 Å 8,5 Å 9,4 Å 9,3 Å 9,9 Å 10,3 Å

b 10,4 Å 6,2 Å 10,0 Å 8,1 Å 9,1 Å 9,8 Å

c 7,4 Å 8,4Å 7,3 Å 6,5 Å 7,9 Å 7,8 Å

d 4,5 Å 12,5 Å 13,1 Å 11,6 Å 12,2 Å >8 Å

e 5,5 Å 7,2 Å 6,4 Å 7,2 Å 6,6 Å 6,3 Å
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modifications de substituants sur la structure polycyclique ou sur la chaîne latérale portée par 

le carbone C13. Cette approche a été couronnée de succès avec la découverte du docétaxel ou 

du cabazitaxel. La question qui se pose maintenant est la suivante :  

 

 

Est-il possible de remplacer le cycle taxane par un motif plus simple tout en 

conservant une activité satisfaisante comparable à celle du paclitaxel ? 

 

 

Des précédents existent dans la littérature. Différentes approches ont été tentées pour 

remplacer le squelette taxane et synthétiser des mimes du paclitaxel 1-15. 

 

III.1. Les mimes simplifiés du paclitaxel 

L’approche développée par Fuji et al.127 a consisté à déterminer la distance entre les carbones 

C13 et C4 pour le conformère le plus stable du paclitaxel (4.5 Å) (Figure 3-16a). Les auteurs 

ont relié la chaîne latérale du paclitaxel (portée par le carbone C13) à celle à l’oxétane portée 

par le carbone C4 tout en faisant varier la longueur de la chaîne linéaire carbonée (de 2 à 7 

atomes de carbone). Les composés synthétisés n’ont pas montré d’activité biologique. 

 

 
 

Figure 3-16 : Mimes décrits par Fuji et al.127 
(a) Mesure de la distance entre les carbone C4 et C13 du paclitaxel. (b) exemple de mime décrit. 

 
Une approche analogue, utilisant les chaînes latérales du paclitaxel 1-15 et du docétaxel ainsi 

que le cycle oxétane, a été rapportée par Gao et al.128 Cette structure très simple utilise un 

motif 2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptane (Figure 3-17).  

(a) (b)
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Figure 3-17 : Mimes décrits par Gao et al.128 
 
Les auteurs affirment que les composés 3-14 et 3-15 sont capables d’inhiber le désassemblage 

des microtubules à des concentrations de 120 et 200 fois plus importantes que celle du 

paclitaxel. De la même manière, ces composés possèdent une activité antiproliférative sur 

différentes lignées tumorales à des concentrations inférieures à 100 nM. 
 

III.2. Les mimes dérivés du GTP 

Howarth et al. sont partis de l’hypothèse que le paclitaxel 1-15 agissait comme un mime du 

GTP.129 Le squelette taxane correspondrait à la partie guanosine du GTP tandis que la chaîne 

latérale portée par le carbone C13 du paclitaxel correspondrait au triphosphate du GTP. A 

partir de cette hypothèse, les auteurs ont synthétisé des composés hybrides où le motif 

triphosphate est remplacé par la chaîne latérale du paclitaxel 1-15 (Figure 3-18). Cependant, 

les auteurs ne sont pas allés au bout de leur démarche puisque les composés déprotégés n’ont 

pas été synthétisés. Le composé protégé 3-16 présente une activité cytotoxique de l’ordre de 

20 M vis-à-vis des cellules SW480, dérivés d’un adénocarcinome colorectal, sans qu’aucun 

test de polymérisation/dépolymérisation de la tubuline ne soit rapporté. 

 
Figure 3-18 : Exemples de mime synthétisé par Howarth et al.129 

 
III.3. Les mimes macrocycliques du paclitaxel 

Gentile et al. ont synthétisé des mimes plus hydrosolubles que le paclitaxel 1-15.130 La 

superposition d’un motif dimérique de type macrolactame avec le paclitaxel paraissait 

satisfaisante. Le dimère cyclique nu ainsi que celui portant la chaîne latérale du paclitaxel ont 
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été synthétisés et évalués sur une lignée de mélanome de rongeur B16-F10 (Figure 3-19). Les 

composés 3-17 et 3-18 ont montré une cytotoxicité similaire de l’ordre de 45 M sans 

présenter d’activité sur un test de polymérisation de la tubuline. 
 

 
 

Figure 3-19 : Exemple de mimes synthétisés par Gentile et al.130 
 

III.4. Les mimes à squelette stéroïde 

Roussi et al. ont décrit le remplacement du squelette taxane par un motif stéroïde.131 Les 

auteurs cherchaient à identifier un motif simple et rigide avec deux atomes d’oxygène distants 

de 4 Å l’un de l’autre afin de vectoriser la chaîne latérale portée par le carbone C13 ainsi que 

le benzoate porté par le carbone C2 du paclitaxel 1-15. Cette recherche guidée par un travail 

de superposition avec la conformation T-docétaxel a conduit à l’identification de dérivés de 

l’acide cholique 3-19, 3-20, 3-21 et du 4-androstène-3,17-dione 3-22 (Figure 3-20). 

 

 
 

Figure 3-20 : Mimes décrits par Roussi et al.131 
 
Ces composés n’ont pas inhibé le désassemblage des microtubules dans un test de 

dépolymérisation in vitro de la tubuline. De manière opposée et inattendue, le composé 3-20 a 

montré une activité inhibitrice de la polymérisation des microtubules avec une IC50 de 3,8 M 

(dans les mêmes conditions la vinblastine 1-16 inhibe 50% de la polymérisation pour une 

concentration de 2 M). Ces composés ont montré une activité cytotoxique envers les cellules 

KB (IC50 comprise entre 2 et 8 M). L’activité cytotoxique de ces composés n’est donc pas 

reliée au même mécanisme d’action que celui du paclitaxel 1-15. 
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III.5. Les mimes synthétisés par chimie click 

  
Figure 3-21 : Superposition du motif -L-glucurono--lactone avec le paclitaxel.132 
 
Le Manach et al. ont déterminé les distances relatives entre les carbones C2 et C13 du 

paclitaxel ainsi que les angles dièdres C13-O13 et C2-O2 à partir de différentes structures (T-

Taxol, paclitaxel-1JFF et du docétaxel) afin de pouvoir vectoriser correctement la chaîne 

latérale phénylisosérine et le benzoate (Figure 3-21). Les auteurs ont utilisé une structure 

bicyclique de type -L-glucurono--lactone, conservé le benzoate et introduit différentes 

chaînes par chimie click (Figure 3-22).132 Les composés synthétisés n’ont pas démontré 

d’inhibition de la dépolymérisation des microtubules. Il est difficile de conclure sur l’intérêt 

de ce motif comme mime du squelette taxane dans la mesure où les composés synthétisés ne 

portent pas la même chaîne latérale que celle portée par le paclitaxel 1-15. 

 

 
 
Figure 3-22 : Exemples de mimes synthétisés par Le Manach et al.132 
 

III.6. Les mimes utilisant un squelette rigide 

Klar et al. ont développé un programme avec l’objectif d’identifier de nouveaux analogues du 

paclitaxel 1-15.133 L’étape d’époxydation du squelette chrysanthénone a conduit à un produit 

de réarrangement original. Même si la superposition des structures ne montrait par d’analogie 

structurale avec le paclitaxel 1-15, ce squelette a servi à l’identification de nouveaux mimes 

(Figure 3-23). 
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Figure 3-23 : Exemples de mimes décrits par Klar et al.133 
 
Les auteurs ont, dans un premier temps, optimisé le squelette central puis se sont focalisés sur 

la modification de la chaîne latérale du docétaxel 3-3 pour arriver au composé 3-26. Ce 

composé a montré une meilleure inhibition de la dépolymérisation des microtubules que celle 

induite par le paclitaxel 1-15 lors d’évaluations in vitro (Figure 3-23). Le potentiel 

cytotoxique du composé 3-26 a été évalué sur 60 lignées tumorales différentes. Cependant, le 

composé 3-26 n’a pas montré une activité comparable à celle du paclitaxel 1-15 et les 

investigations n’ont pas été poursuivies.   
 

Frejd et al. ont utilisé différentes conformations du paclitaxel 1-15 en modélisation 

moléculaire afin d’identifier des motifs susceptibles de remplacer le cycle taxane.134,135 Les 

motifs spirobicycliques 3-27 et 3-28 paraissaient répondre aux critères requis mais ils n’ont 

pas montré d’inhibition de la dépolymérisation des microtubules (Figure 3-24). 
 

 
Figure 3-24 : Exemples de mimes décrits par Frejd et al 134,135 

 
 

III.7. Les mimes décrits par le groupe de Zefirova 

Zefirova et al. ont utilisé un motif bicyclo[3.3.1]nonane pour mimer les cycles A et B du 

paclitaxel 1-15 (Figure 3-25).136 La modélisation du bicycle de plus basse énergie avec la 

conformation T-Taxol a montré une structure chaise-chaise susceptible d’orienter 
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convenablement la chaîne latérale portée par le carbone C13  ainsi que le benzoate porté par le 

carbone C2 ou le cycle oxétane du paclitaxel 1-15.  

 
Figure 3-25 : Exemples de mimes décrits par Zefirova et al.136 
 
L’introduction de la substitution sur la position 7 du bicycle (Figure 3-25) a entraîné un 

changement de conformation du bicycle vers une forme bateau-chaise pour le composé 3-29.  

Dans un second temps, le même groupe a synthétisé des mimes en remplaçant le squelette 

bicyclo[3.3.1]nonane par un motif adamantane plus rigide (Figure 3-26).137 Les composés 3-

30 et 3-31 ont montré des IC50 comprises entre 2,5 et 9,6 M vis à de l’inhibition de la 

prolifération de cellules tumorales de poumon A549. Ces composés n’ont pas été capables de 

promouvoir la polymérisation de la tubuline en microtubules.  
 

 
 

Figure 3-26 : Exemples de mimes du paclitaxel synthétisés par Zefirova et al.137 
 

 

III.8. Les mimes décrits par le groupe d’Ojima 

Ojima et al. ont proposé un pharmacophore commun aux différents composés agissant comme 

agents stabilisants des microtubules (le paclitaxel, les épothilones A et B, le discodermolide, 

l’eleutherobine et le nonataxel).138 Ce pharmacophore a ouvert la route à une nouvelle 

génération de composés rigidifiés dérivés du paclitaxel 1-15 comme le SB-TE-1120.138 Les 

auteurs ont proposé comme hypothèse que le squelette taxane est un squelette qui a pour 

fonction d’orienter correctement les substituants portés par le carbone C3’ de la chaîne latérale 



Chapitre III : Le paclitaxel, composés dérivés et mimes  
 

97 
 

ainsi que le benzoate porté par le carbone C2. Les investigations ont porté sur le remplacement 

du motif baccatine par un motif capable de le mimer. Le squelette indozilidinone portant 2 

atomes d’oxygène sur les positions 5 et 8 a été identifié comme un motif d’intérêt. Les 2 

atomes d’oxygène sont distants de 5 Å et la valeur de l’angle dièdre est comprise entre 40° et 

50° correspondant aux valeurs mesurées pour le docétaxel 3-3.139 

 

 
Figure 3-27 : Première génération de mimes décrits par le groupe d’Ojima.139 

Le premier mime synthétisé 3-32 a conservé une structure macrocyclique induisant une 

contrainte conformationnelle proche de la structure REDOR-Taxol dans le même esprit que le 

travail réalisé lors de la synthèse du composé SB-TE-1120.138 Le deuxième composé 3-33 

portait la chaîne latérale du nonataxel et un benzoate substitué. Les analogues hydrogénés ont 

également été synthétisés. Ces composés ont été évalués sur différentes lignées tumorales. Les 

composés hydrogénés n’ont pas présenté d’activité cytotoxique intéressante alors que le 

composé 3-33 a montré un effet cytotoxique sur les différentes lignées tumorales avec une 

IC50 comprise entre 5 et 10 M. Cependant ces composés n’ont pas réussi à promouvoir in 

vitro la polymérisation de la tubuline en microtubules (Figure 3-27).  

 

Figure 3-28 : Deuxième génération de mimes décrits par le groupe d’Ojima.139 

3-34 (n=1)
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Le groupe d’Ojima a poursuivi les investigations autour du motif indozilidone aidé en cela par 

de la modélisation moléculaire.140 

Les mimes proposés ont, dans un premier temps, été superposés à la structure REDOR-Taxol 

dans 1TUB. La modélisation a ensuite été affinée en utilisant la structure 1JFF mieux définie 

(Figure 3-28). La cytotoxicité du composé 3-34 a été évaluée sur un panel de lignées 

tumorales. Le résultat le plus significatif a été obtenu sur les cellules du carcinome de l’ovaire 

A2780 pour lesquelles le composé 3-34 a montré une IC50 de 3,81 M. Ce composé a 

également été évalué dans une étude de liaison aux microtubules par RMN. En raison de la 

faible solubilité du mime 3-34 dans l’eau, la constante de liaison n’a pu être déterminée. 

 

III.2. Les mimes décrits par le groupe de Kingston 

La stratégie utilisée par le groupe de Kingston a également consisté à conserver la chaîne 

latérale du paclitaxel 1-15, le groupement benzoate ainsi que le motif acyl tout en adoptant 

une structure macrocyclique mimant cette fois la structure T-Taxol. Dans cette structure, le 

squelette baccatine est remplacé par une structure carbonée [3,3,1]-bicyclononane (Figure 3-

29).141 Le potentiel des composés synthétisés a été évalué sur des cellules du carcinome de 

l’ovaire A2780. Ces composés, qui ont montré une IC50 comprise entre 10 et 20 M, ont été 

évalués in vitro dans un test de polymérisation/dépolymérisation de la tubuline par 

spectrophotométrie. A une concentration de 30 M (valeur limite de solubilité de ces 

composés), ces composés ont montré une modeste capacité à promouvoir la polymérisation de 

la tubuline et à stabiliser le polymère formé par rapport au contrôle. 
 

 

 
 

 
Figure 3-29 : Première génération de mimes décrits par le groupe de Kingston.141 
 
La seconde génération de mimes imaginés par le groupe de Kingston142 a consisté à 

synthétiser des mimes plus hydrosolubles que ceux de la première génération (Figure 3-30). 
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Le choix du motif polycyclique utilisé pour remplacer le squelette taxane a été inspiré par les 

travaux d’Ojima.139  

 

 

 

Figure 3-30 : Seconde génération de mimes décrits par le groupe de Kingston.142 
 

Une nouvelle fois des mimes ouverts et pontés ont été synthétisés et évalués sur des cellules 

du carcinome de l’ovaire A2780. Cette nouvelle génération de mimes a montré des activités 

antiprolifératives améliorées par rapport à la génération précédente avec des IC50 de l’ordre de 

5 M. Il est à noter que les composés pontés n’ont pas montré d’activité supérieure aux 

analogues ouverts. Ces composés ont également été évalués dans un test de 

polymérisation/dépolymérisation de la tubuline. La solubilité relative de ces mimes n’a pas 

permis d’évaluer ces composés à des concentrations supérieures à 60 M. Dans un premier 

temps, un test de polymérisation/dépolymérisation par mesure de densité optique à 350 nm a 

montré une activité des mimes analogue à celle du paclitaxel, aussi bien dans la promotion de 

la polymérisation que dans la stabilisation du polymère formé. Les auteurs suspectaient 

qu’une possible agrégation puisse être responsable des résultats observés. La promotion et la 

stabilisation des microtubules induites par les mimes ont été évaluées par fluorescence de 

DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole).143,144 Cette étude n’a pas permis de confirmer les 

résultats obtenus précédemment confirmant l’hypothèse de l’agrégation des composés. 
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Figure 3-31 : Evaluation des mimes synthétisés par le groupe Kingston par mesure de densité 

optique et par fluorescence DAPI.142 
(a) L’assemblage de la tubuline a été suivi par mesure de densité optique à 350 nm à 37°C. La flèche noire 
indique le moment où la température fut baissée à 4°C pour suivre le désassemblage induit par cette température. 
paclitaxel 1-15 (ligne noire continue), DMSO seul (ligne continue rouge), les autres lignes continues 
représentent les mimes ouverts synthétisés par Kingston, les lignes pointillées représentent les mimes pontés 
synthétisés par Kingston. La concentration de paclitaxel 1-15 utilisée lors des expériences était de 15 M. La 
concentration utilisée pour les mimes fut de 60 M. La concentration de tubuline utilisée fut 15 M. 
(b) L’assemblage de la tubuline a été suivi par mesure de fluorescence des microtubules liés au DAPI en 
fonction du temps à 37°C. paclitaxel 1-15 (ligne noire continue), DMSO seul (ligne continue rouge), les autres 
lignes continues représentent les mimes ouverts synthétisés par Kingston, les lignes pointillées représentent les 
mimes pontés synthétisés par Kingston. paclitaxel 1-15 (concentration finale de 8 M) ou les mimes 
(concentration finale de 60 M) dans le DMSO (concentration finale 10% v/v) furent ajoutés dans une solution 
contenant de la tubuline (8M) et du DAPI (10M). 

 

IV. Définition des objectifs de la thèse 

Avec 14,1 millions de nouveaux cas dépistés dans le monde en 2012 et 8,2 millions de décès 

qui lui sont imputables, le cancer est un enjeu majeur de santé publique. Cette maladie est 

même devenue la première cause de mortalité dans notre pays. Nous avons eu un aperçu de 

l’important arsenal thérapeutique à la disposition des praticiens. Ces agents anticancéreux, 

combinés ou non avec la chirurgie ou la radiothérapie, sont une arme essentielle pour lutter 

contre cette pathologie. Les agents cytotoxiques ont fait la preuve de leur efficacité depuis de 

nombreuses années et des thérapies dites ciblées (anticorps monoclonaux, inhibiteurs de 

protéines kinases) offrent aujourd’hui de nouvelles possibilités de traitement.  

Parmi les agents cytotoxiques, le paclitaxel 1-15 est sans doute celui qui a suscité le plus 

d’intérêt. L’histoire de la découverte de cette molécule jusqu’à sa mise sur le marché fut riche 

de rebondissements. Aujourd’hui encore, des équipes travaillent à la compréhension des 

mécanismes d’action de cette molécule. D’autres développent de nouveaux analogues en 



Chapitre III : Le paclitaxel, composés dérivés et mimes  
 

101 

 

tentant de répondre aux problématiques soulevées par le paclitaxel 1-15 (structure complexe 

et difficile à synthétiser, solubilité limitée). 

Le travail de thèse qui m’a été proposé s’inscrit dans ce sens avec la volonté d’identifier une 

matrice simple, facile à produire et susceptible de mimer la structure polycyclique du 

paclitaxel 1-15. Cette matrice devra répartir efficacement les pharmacophores de la molécule 

naturelle. De nombreuses études décrites dans les paragraphes précédents ont été réalisées 

dans ce sens, démontrant la difficulté de cette démarche. 

Nous avons ici voulu explorer le potentiel des acides aminés et des peptides pour construire 

des mimes du paclitaxel 1-15. Aucune démarche en ce sens n’avait été entreprise à ce jour. 

L’intérêt de cette démarche réside dans la grande diversité conformationnelle et fonctionnelle 

des acides aminés commerciaux ou facilement accessibles par synthèse. 

Notre choix s’est porté sur la proline, un acide aminé cyclique qui permet d’introduire une 

contrainte conformationnelle et qui est facilement fonctionnalisable. 

Deux approches, qui n’avaient pas été explorées jusqu’à présent, ont été considérées. La 

première approche a consisté à utiliser un fragment chimique (fragment based drug design) de 

faible poids moléculaire dérivé de la proline pour construire une nouvelle série de mimes du 

paclitaxel. La seconde approche a consisté à utiliser un squelette peptidique, lui aussi basé sur 

l’utilisation de la proline, pour mimer le squelette taxane. Le design des composés synthétisés 

a été guidé par l’utilisation des outils de modélisation moléculaire.  
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I. Les principes de l’approche fragment  
I.1. De nouvelles approches en chimie médicinale 

L’industrie pharmaceutique est aujourd’hui un secteur en pleine mutation qui doit faire face à 

des facteurs comme la perte de brevets, la pression des organismes payeurs sur les dépenses 

liées aux médicaments et celle des agences réglementaires. Ces raisons obligent ce secteur à 

repenser son modèle économique. Dans le même temps, l’industrie pharmaceutique est 

touchée par une crise de l’innovation caractérisée par une diminution drastique de la 

productivité de la R&D.145 

 
Figure 4-1 : Nouveaux composés approuvés comparés aux dépenses en R&D depuis 1963. 
 

Dans les années 1990, entre 30 et 40 nouvelles molécules étaient approuvées chaque année 

par la FDA. Ce nombre a chuté à 14 en 2007 dans un contexte où les dépenses en R&D ont 

augmenté de manière exponentielle (Figure 4-1). Une étude a montré que 93% à 96% des 

candidats médicaments déclarés verront leur développement préclinique ou clinique 

s’arrêter.146 

 

 
Figure 4-2 : Impact des propriétés physico-chimiques sur le développement d’un candidat 

médicament.146,147 
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La qualité intrinsèque de la molécule sélectionnée, la cible biologique ou des raisons 

stratégiques propres à l’entreprise sont autant de raisons qui expliquent l’arrêt prématuré du 

développement d’un candidat médicament (Figure 4-2). 

Les propriétés physico-chimiques d’un candidat médicament impactent significativement son 

affinité pour la cible biologique, ses propriétés pharmacocinétiques ainsi que ses potentiels 

effets toxiques non liés à la cible biologique.146 L’efficacité biologique d’une molécule reste 

difficile à prédire alors que l’amélioration des ses propriétés physico-chimiques, et par 

conséquent l’impact sur l’attrition lors des étapes de développement, est un paramètre sur 

lequel le chimiste médicinal joue un rôle à un stade précoce du processus de recherche.147 

L’identification d’une « tête de série » (lead molecule) au début d’un programme de chimie 

médicinale peut être la résultante :  

 d’une molécule ou d’une « tête de série » existante. Le principal challenge étant, dans 

ce cas, de trouver un avantage (propriétés physico-chimiques, biologiques) par rapport 

au composé initial ainsi qu’un espace vierge en termes de propriété intellectuelle pour 

développer cette molécule. 

 d’un produit naturel possédant une activité biologique. 

 d’un criblage à haut débit (high throughput screening) qui évalue une large collection 

de composés vis-à-vis de la cible biologique d’intérêt et identifie les molécules les 

plus actives (hit compounds).  
 

Cette étape de sélection est primordiale pour ensuite identifier un candidat médicament de 

qualité. Les molécules « hit » identifiées à partir d’un criblage à haut débit ont longtemps été 

des molécules de taille intermédiaire ne présentant pas des propriétés physico-chimiques 

optimales. L’optimisation de ces molécules s’accompagne généralement d’une augmentation 

de la masse moléculaire ainsi que de la lipophilie et aboutit à la sélection de candidats 

médicaments qui progresseront vers des phases de développement précliniques et cliniques. 

Une corrélation a pu être établie entre les mauvaises propriétés physico-chimiques d’un 

candidat médicament et le taux d’échec lors des étapes de développement.146 Afin de remédier 

à ce problème, les collections de composés utilisés lors de ces criblages à haut débit ont été 

réévaluées de façon à améliorer les propriétés physico-chimiques de l’ensemble de ces 

molécules (MW, cLogP, PSA).  
  

Une approche alternative, aussi bien utilisée dans l’industrie que dans le milieu académique a 

émergé au début des 2000.148,149 Cette technologie (fragment-based drug discovery) est basée 
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sur l’utilisation de petits fragments chimiques (molécules avec une masse moléculaire 

comprise entre 100-250 Da) qui possèdent une faible affinité (de l’ordre du mM/M) pour la 

cible biologique mais une grande efficacité définie par différents paramètres comme le ligand 

efficiency (LE), le ligand efficiency index (LEI) ou le lipophilic ligand efficiency (LLE) 

(Figure 4-3).150 Différentes techniques sont utilisées pour identifier ces fragments telles que le 

criblage à haute concentration, le criblage par RMN, la cristallographie par rayons X, la 

spectrométrie de masse, la SPR, l’ITC ou encore la modélisation moléculaire.151,152 
 

 
Figure 4-3 : L’approche fragment pour identifier de nouveaux « hits ».149, 150 
 

Lorsque cette technologie est apparue, l’optimisation de petits fragments de faible affinité 

semblait difficile. Dans les faits, la grande efficacité de ces motifs conjuguée aux interactions 

fortes qui les lient à la protéine ciblée ont permis de développer de nouveaux composés aux 

profils prometteurs (Figure 4-4).  

 
Figure 4-4 : Développement d’une série chimique à partir d’une approche fragment. 
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I.2. Une approche couronnée de succès 
 

Cette approche a aujourd’hui démontré son efficacité avec l’approbation en 2011 par la FDA 

du Vemurafénib® (Figure 4-5), un inhibiteur de kinase utilisé en oncologie (voir Chapitre I, 

II.3.1. Les inhibiteurs de protéines kinases).151 

 
Figure 4-5 : Vémurafenib® premier composé issu d’une approche fragment approuvé par la 

FDA. 
 

De nombreux composés identifiés à partir de cette approche basée sur l’utilisation de 

fragments sont actuellement en cours de développement clinique (Figure 4-6).151,153 

 

 
Figure 4-6 : Composés en cours de développement clinique issus de l’approche fragment. 

 

Dans le cadre de la recherche de nouveaux mimes du paclitaxel, l’approche basée sur 

l’utilisation d’un petit fragment chimique est apparue comme pertinente. Les travaux réalisés 

et les résultats obtenus sont maintenant exposés. 

Vémurafenib® (Plexxikon) Mutant BRAF kinase – late stage melanoma

IC50 = 100M IC50 = 13nM Vémurafenib ® IC50 = 31nM

ABT-263 (Abbott) BCL-2 – Leucémie

Phase II/III

AT13387 (Astex) HSP90 – Tumeur gastro-intestinale  

AT9283 (Astex) JAK2/aurora kinase inhibitor – Cancer  

AT7519 (Astex) CDK inhibitor – Cancer  

NVP-AUY922 (Vernalis) HSP90 – Cancer

LU2886721 (Lilly) BACE inhibitor – Maladie d’Alzheimer  

PLX3397 (Plexxikon) FMS, KIT, FLT3-ITD – Cancer

MK-8931 (Merck) BACE inhibitor – Maladie d’Alzheimer
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II. L’identification du fragment pour construire les mimes du paclitaxel 
II.1. Identification du fragment par modélisation moléculaire 
 

Un cahier des charges a été défini afin d’identifier un fragment susceptible de servir de point 

de départ au développement d’une nouvelle série de mimes du paclitaxel. Le fragment 

recherché devait posséder les caractéristiques suivantes : 
 

► Posséder un motif cyclique pour induire une certaine rigidité à la structure. 

► Posséder un premier point d’ancrage permettant d’introduire la chaîne latérale 

du paclitaxel. 

► Posséder un second point d’ancrage permettant d’introduire le groupement 

benzoate. 

► Les deux atomes porteurs des substitutions doivent être distants de ~5 Å, cette 

distance correspondant à la distance des atomes O2-O13 du paclitaxel. 

  

Une expertise a été développée depuis de nombreuses années au laboratoire des biomolécules 

(LBM- UMR7203- UPMC/ENS/CNRS) par l’équipe du Pr. Karoyan autour de la proline et de 

ses dérivés. Le développement de nouvelles méthodologies de synthèse de prolines chimères 

et la structuration des prolines conduisant à de nouveaux foldamères sont autant de 

thématiques travaillées. Ces axes de recherche ont guidé naturellement le choix du fragment 

vers l’utilisation d’un dérivé de la proline. 

Une étude de modélisation moléculaire (MOE : Molecular Operating Environment) a été 

initiée pour identifier le dérivé de la proline susceptible de servir de point de départ à 

l’approche fragment (Figure 4-7). Des fragments dérivés de la proline permettant l’ancrage 

de la chaîne latérale du paclitaxel portée par l’atome de carbone C13 ainsi que du groupement 

benzoate porté par l’atome de carbone C2 ont été identifiés. Les structures de type 4-

hydroxyproline possèdent les caractéristiques définies précédemment pour remplir ce rôle. De 

plus, l’atome d’azote du cycle pyrrolidine reste fonctionnalisable permettant d’envisager un 

point de pharmacomodulation supplémentaire dans l’optique de la synthèse de mimes du 

paclitaxel plus élaborés.  
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Figure 4-7 : Les composés de type 4-hydroxyproline comme fragments d’intérêt. 

 

II.2. La proline comme fragment de départ 

Il existe 22 acides aminés protéinogènes qui sont incorporés dans les protéines lors de la 

traduction de l’ARNm par les ribosomes. Parmi ceux-ci, il faut distinguer les 20 acides 

aminés standards encodés par un codon de l’ADN nucléaire des 2 acides aminés encodés par 

un codon stop (sélénocystéine et pyrrolysine). Le corps humain est capable de synthétiser 12 

acides aminés protéinogènes, les autres devant être apportés par le biais de l’alimentation. 

La proline est un acide aminé qui joue un rôle structural majeur de par sa nature cyclique qui 

induit une contrainte conformationnelle et par la présence d’une amine secondaire qui 

empêche la formation de liaison hydrogène lorsque l’atome d’azote est impliqué dans une 

séquence peptidique. De ce fait, la proline est préférentiellement impliquée dans des 

structures de type boucles (loops), coudes (turns) et hélices de type polyproline (PPII). 
 

 
 

Figure 4-8 : Angles de torsion des acides aminés. 
 

La nature cyclique de cet acide aminé impose une contrainte sur l'angle de torsion  fixé 

autour de -60°. En conséquence, l'espace conformationnel accessible à la L-proline dépend 

des rotations autour de l'angle de torsion  qui adopte deux valeurs limites autour de -30° et 



Chapitre IV : Approche fragment  
 

111 
 

+120° qui correspondent respectivement aux régions hélicoïdales et étendues du diagramme 

de Ramachandran (Figure 4-8).154  
 

La proline possède deux équilibres conformationnels clés. L’isomérie cis/trans est observée 

au niveau de la liaison amide. Au sein des protéines, la liaison amide adopte 

préférentiellement une conformation trans dans 95% des cas (Figue 4-9a). Le cycle 

pyrrolidine de la proline adopte une conformation de type enveloppe. Les deux formes en 

équilibre se trouvent caractérisées par les valeurs de l'angle de torsion  (N-C-C-C) de la 

chaîne latérale -30° pour la conformation C-exo/C-endo et +30° pour la conformation C-

endo/C-exo (Figure 4-9b).  

 
 
Figure 4-9 : (a) Isomérie cis/trans au niveau de la liaison amide. (b) Conformations du cycle 
pyrrolidine. 
 
L’utilisation de prolines substituées,155,156 autrement appelées prolines chimères, permet de 

conserver la contrainte conformationnelle de la proline et d’introduire de la 

pharmacomodulation (en introduisant un nouveau centre stéréogène sur le cycle pyrrolidine). 

Différentes classes de prolines substituées ont été développées selon la position de la 

substitution sur le cycle pyrrolidine (Figure 4-10). 

 

Figure 4-10 : Les prolines chimères et les fragments sélectionnés. 
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Les dérivés de la proline substitués en position 4 (trans-L-4-hydroxyproline, cis-L-4-

hydroxyproline et trans-D-4-hydroxyproline), qui possèdent les pré-requis définis 

précédemment, ont été sélectionnés afin de servir de matière de départ pour la synthèse de la 

première génération de mimes du paclitaxel (Figure 4-10). 

 

III.  Les mimes du paclitaxel de première génération 

III.I  Modélisation moléculaire 

Le design des mimes du paclitaxel a été réalisé à partir de l’étude de modélisation 

moléculaire. La recherche des conformères de plus basse énergie pour les structures 

sélectionnées a été réalisée en utilisant le champ de force AMBER 12. Les structures ainsi 

minimisées ont ensuite été superposées à la structure 1JFF-Taxol. Cette première série de 

mimes du paclitaxel a montré une superposition satisfaisante au niveau de la chaîne latérale 

phénylisosérine et du motif benzoate du paclitaxel (Figure 4-11).  

 

Figure 4-11 : Superposition des composés FG1-4 (a) et FG1-9 (b) avec la structure 1JFF-

Taxol. 

L’utilisation de trois stéréoisomères différents de la 4-hydroxyproline a permis de concevoir 

neuf mimes de première génération du paclitaxel (Figure 4-12). Ces composés se 

différencient de par la stéréochimie au niveau du cycle pyrrolidine mais aussi par les 

modulations fonctionnelles réalisées sur l’atome de carbone C2 (dérivés de la proline puis 

introduction du motif benzoate) ainsi que sur l’atome d’azote du cycle pyrrolidine. 
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Figure 4-12 : Mimes de première génération du paclitaxel. 

III.2. Résultats et discussions 

L’analyse rétrosynthétique des différents mimes de première génération est identique selon 

que l’on considère les stéréoisomères trans-L, cis-L- ou trans-D-4-hydroxyproline comme 

matière de départ (Figure 4-13).  

 

Figure 4-13 : Analyse rétrosynthétique des mimes de première génération du paclitaxel. 

 



Chapitre IV : Approche fragment  
 

114 
 

Pour les composés de type A, la chaîne latérale du paclitaxel est introduite par une réaction 

d’estérification selon les conditions de Steglich ainsi que par une réaction d’estérification sur 

un dérivé protégé de la 4-hydroxyproline. Pour les composés de type B, une réaction 

d’acylation ou d’amination réductrice permet de substituer l’atome d’azote du cycle 

pyrrolidine. De la même façon une réaction d’estérification selon les conditions de Steglich 

permet d’introduire la chaîne latérale du paclitaxel. Enfin, deux étapes successives de 

réduction puis d’estérification permettent d’introduire le motif benzoate sur un dérivé protégé 

de façon orthogonale de la 4-hydroxyproline (Figure 4-13). 

Le schéma de synthèse des composés FG1-3, FG1-4 et FG1-5 est représenté dans le Schéma 

4-1. Le composé trans-L-4-hydroxyproline énantiomériquement pur 4-1 est protégé 

successivement de manière orthogonale sous la forme d’ester méthylique par action du 

chlorure de thionyl en présence de méthanol de manière quantitative puis sous la forme de 

carbamate de tert-butyle par traitement avec le di-tert-butyl dicarbonate et enfin sous la forme 

d’un éther silylé avec du TIPSCl en présence d’imidazole pour conduire au composé 4-2 avec 

un rendement global de 57% sur les 3 étapes de synthèse.  

 

Schéma 4-1 : Synthèse des composés FG1-3, FG1-4 et FG1-5.  

Réactifs et conditions : (a) SOCl2, MeOH, 0°C, 10 min puis TA, 3,5 h (b) Boc2O, Et3N, DCM, TA, 16 h; (c) 

TIPSCl, imidazole, DCM, TA, 48 h; (d) NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (e) acide 

benzoïque, EDC, DMAP, DCM, TA, 3 h; (f) TBAF, THF, TA, 16 h; (g) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-

4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (h) TFA, DCM, TA, 16 h; (i) 

formaldéhyde, AcOH, NaBH(OAc)3, DCM, 0°C puis TA, 1 h; (j) Boc2O, NaOH 1N, dioxane, TA, 16 h; (k) 

BnBr, Et3N, THF, 0°C puis TA, 18 h.  
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La réduction de l’ester d’un dérivé de type 4-hydroxyproline est fréquemment réalisée avec 

du borohydrure de lithium,157 du DIBAL-H158 ou des systèmes utilisant le borohydrure de 

sodium seul159 ou en combinaison.160 Un système NaBH4-CaCl2 dans un mélange 

éthanol/THF a été utilisé pour réduire l’ester méthylique du composé 4-2.161 La fonction 

hydroxyle nouvellement obtenue peut être estérifiée classiquement dans des conditions de 

Mitsunobu162 ou selon les conditions de Steglich.163 Ces dernières conditions ont été utilisées 

avec l’acide benzoïque, l’EDC et la DMAP dans le dichlorométhane pour fournir le composé 

4-3. La fonction alcool du composé 4-3, initialement protégée sous la forme d’un éther silylé, 

a été déprotégée en présence de TBAF avec un rendement de 79%. Le précurseur de la chaîne 

latérale du paclitaxel, protégée sous forme d’oxazolidine, a été introduit par une réaction 

d’estérification dans les conditions de Steglich, sur le composé 4-4 suivi d’une déprotection 

en milieu acide permettant conjointement l’ouverture de l’oxazolidine et la déprotection de 

l’amine pour conduire au composé FG1-4 avec un rendement de 77% sur les deux étapes. 

Une réaction d’amination réductrice mettant en œuvre le formaldéhyde, l’acide acétique et le 

triacétoxyborohydrure de sodium dans le dichlorométhane sur le composé FG1-4 a permis de 

fonctionnaliser l’atome d’azote et de conduire au dérivé N-méthylé FG1-5. Le composé 4-6, 

protégée sous la forme d’un carbamate de tert-butyle et d’un ester benzylique, est obtenu en 

deux étapes à partir de la  trans-L-4-hydroxyproline 4-1  avec un rendement de 29%. 

 

Schéma 4-2 : Synthèse des composés FG1-1 et FG1-2.  

Réactifs et conditions : (a) Boc2O, NaOH 1N, dioxane, TA, 16 h; (b) BnBr, Et3N, DCM, TA, 48 h; (c) acide 

(4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméhyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 72 h; (d) TFA, 

DCM, TA, 16 h; (e) Cs2CO3, MeOH, TA, 5 min puis MeI, DMF, TA, 16 h; (f) TBDPSCl, imidazole, DCM, TA, 

16 h; (g) NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (h) acide benzoïque, EDC, DMAP, DCM, TA, 16 

h; (i) TBAF, THF, TA, 16 h; (j) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméhyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, 

EDC, DMAP, DCM, TA, 3 h. 
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Le couplage réalisé avec la chaîne latérale du paclitaxel dans les conditions de Steglich suivi 

de la déprotection en milieu acide a conduit à l’obtention du composé FG1-3. 

Les composés FG1-1 et FG1-2 (Schéma 4-2) ont été synthétisés dans des conditions 

analogues à celles décrites précédemment à partir de la cis-L-4-hydroxyproline 4-7.  

Une approche synthétique identique a également été utilisée à partir du composé trans-D-

hydroxyproline 4-13 (Schéma 4-3). Le composé FG1-9 a ainsi été synthétisé dans les mêmes 

conditions que celles décrites pour la synthèse des composés FG1-1 et FG1-3. Le composé 

FG1-6 est obtenu de manière similaire aux composés FG1-2 et FG1-4. Le composé FG1-8 

est obtenu en une étape par une réaction d’amination réductrice à partir du composé FG1-6. 

L’atome d’azote de l’intermédiaire 4-16 est déprotégé en milieu acide puis acétylé avec de 

l’anhydride acétique pour fournir le composé 4-18 précurseur du composé FG1-7. 

 

Schéma 4-3 : Synthèse des composés FG1-6, FG1-7, FG1-8 et FG1-9.  

Réactifs et conditions : (a) Boc2O, Et3N, MeOH, 40°C, 16 h; (b) BnBr, Et3N, THF, TA, 48 h; (c) acide (4S,5R)-

3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (d) TFA, DCM, 

TA, 16 h; (e) SOCl2, MeOH, 0°C puis TA, 16 h; (f) Boc2O, Et3N, DCM, TA, 16 h; (g) TBDPSCl, imidazole, 

DCM, TA, 16 h; (h) NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 7 h; (i) acide benzoïque, EDC, DMAP, 

DCM, TA, 3 h; (j) Ac2O, Et3N, MeOH, TA, 16 h; (k) TBAF, THF, TA, 16 h; (l) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-

diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 3 h; (m) formaldéhyde, AcOH, 

NaHB(OAc)3, DCM, 0°C puis TA, 5 h. 

La recherche de la première génération de mimes du paclitaxel s’est focalisée sur des 

composés possédant un squelette pyrrolidine comme squelette central. La synthèse de 

squelettes centraux bicycliques plus élaborés devrait permettre un recouvrement plus 

important avec le squelette central taxane du paclitaxel. 
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 IV.  Les mimes du paclitaxel de deuxième génération 

IV.1. Modélisation moléculaire 

Cette nouvelle génération de composés bicycliques s’articule autour de motifs indolizidinones 

(FG2-1, FG2-2, FG2-3), pyrroloazepinones (FG2-4, FG2-5) et pyrroloazocinones (FG2-6) 

qui maintiennent une distance interatomique entre les atomes d’oxygène conforme aux 

attentes (Figure 4-14). Cette nouvelle approche est basée sur une utilisation exclusive de la 

trans-D-4-hydroxyproline comme motif de départ. De manière similaire au travail réalisé 

avec les mimes de première génération, une étude de modélisation moléculaire a été réalisée 

préalablement à la synthèse des composés. L’énergie conformationnelle des nouveaux mimes 

du paclitaxel a été minimisée avec le champ de force AMBER 12 et les structures ont été 

superposées à la structure 1JFF-Taxol. Les mimes de deuxième génération du paclitaxel ont 

présenté une superposition satisfaisante avec un bon recouvrement de la chaîne latérale  

phénylisosérine portée par l’atome de carbone C13 et du benzoate porté par l’atome de 

carbone C2 du paclitaxel ainsi qu’un recouvrement plus important du cycle taxane 

comparativement aux mimes de première génération (Figure 4-15).  

 
Figure 4-14 : Mimes de deuxième génération du paclitaxel. 

Les  composés synthétisés se différencient des mimes du paclitaxel décrits précédemment par 

le groupe d’Ojima139 car le motif benzoate est lié au squelette central par l’atome de carbone 

se trouvant en jonction de cycle. Le centre stéréogène portant le benzoate doit être de 

configuration absolue R (FG2-1) afin d’obtenir le meilleur recouvrement (Figure 4-15a). 

Dans ce cas, la distance interatomique entre les deux atomes d’oxygène (O2-O8) est de 4.72 Å. 

La superposition de la chaîne latérale phénylisosérine et du benzoate reste possible avec un 
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centre stéréogène de configuration absolue S (FG2-2) mais cela ne permet pas de superposer 

le squelette central de manière optimale par rapport au squelette taxane (Figure 4-15b) et la 

distance interatomique entre les deux atomes d’oxygène (O2-O8 = 3.88 Å) n’est pas 

satisfaisante.  

 
Figure 4-15 : Superposition des composés FG2-1 (a) et FG2-2 (b) avec la structure 1JFF-

Taxol. 

L’agrandissement du motif bicyclique pour construire les dérivés pyrroloazepinones FG2-4 et 

FG2-5 et le dérivé pyrroloazocinone FG2-6 capables de superposer efficacement le motif 

taxane ont également été réalisés (Figure 4-16). Ce dernier agrandissement de cycle permet 

de rapprocher le squelette carboné de la région de la M-loop dans le site de liaison de la 

tubuline. L’interaction entre cette boucle et le paclitaxel a été décrite comme importante dans 

le mécanisme d’action des agents stabilisants des microtubules.164 De la même manière, les 

distances interatomiques (O2-O9 = 4.84 Å pour le composé FG2-4 et O2-O10 = 4.71 Å pour le 

composé FG2-6) restent alignées avec celle mesurée pour le paclitaxel (4.9 Å). 

 
Figure 4-16 : Superposition des composés FG2-4 (a), FG2-5 (b) et  FG2-6 (c) avec la 

structure 1JFF-Taxol. 
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L’analyse rétrosynthétique des mimes de deuxième génération est représentée Figure 4-17. 

La méthodologie reste identique selon qu’il s’agisse de la synthèse des motifs indolizidinones 

(FG2-1, FG2-2 et FG2-3), pyrroloazepinones (FG2-4, FG2-5) ou  pyrroloazocinones (FG2-

6). L’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel, protégée sous forme d’oxazolidine, a été 

obtenue par une réaction d’estérification de Steglich dans des conditions similaires à celles 

utilisées avec les mimes de première génération. Les intermédiaires bicycliques peuvent être 

obtenus par une réaction de métathèse cyclisante. Les précurseurs à la réaction de métathèse 

sont obtenus à la fois par acylation de l’atome d’azote de la pyrrolidine ainsi que par une 

réaction d’alkylation de la proline en position 2. Le composé 4-hydroxyproline pouvant être 

protégée de manière orthogonale en 3 étapes de synthèse à partir de la trans-D-4-

hydroxyproline. 
 

 

Figure 4-17 : Analyse rétrosynthétique des mimes de deuxième génération du paclitaxel. 

 

IV.2. Résultats et discussions 
 

La voie de synthèse utilisée pour le composé FG2-1 est représentée dans le Schéma 4-4. Le 

composé 4-15 protégé de manière orthogonale en 3 étapes, à partir de la trans-D-4-

hydroxyproline 4-13 (Schéma 4-3) est alkylé en position 2.  

L’alkylation directe des dérivés esters N-protégés de la proline est la méthode de choix pour 

construire des prolines substitués en position 2. Différentes approches basées sur l’alkylation 

électrophile de dérivés énolates de la proline ont été décrites. En 1983, Seebach et al.165 

rapporte l’alkylation en position 2 de la proline sans perte de la pureté optique et avec une 

rétention de configuration (Figure 4-18). La condensation de la proline avec le pivalaldéhyde 

conduit à la formation d’un unique stéréoisomère. La déprotonation au LDA est suivie de 

l’alkylation de l’énolate chiral par divers électrophiles. La difficulté principale de cette 
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méthode reste la déprotection finale qui requiert l’utilisation de HBr à chaud pendant 

plusieurs heures.  

 

Figure 4-18 : Méthodologie d’alkylation de la proline en position 2 rapportée par Seebach.165 

 

Une méthodologie similaire, rapportée en 1999 par Germanas et al.,166 utilise le 

trichlorométhyloxazolidin-5-one comme précurseur pour l’alkylation en position 2 de la 

proline (Figure 4-19). L’avantage de cette méthode résulte dans la stabilité du 

trichloracétaldéhyde, son faible coût de production ainsi que sa déprotection finale plus facile.  

 

Figure 4-19 : Méthodologie d’alkylation de la proline en position 2 rapportée par 

Germanas.166 
 

Seebach et al.167 ont ensuite étendu cette méthodologie à la synthèse de 2-alkyl-4-

hydroxyproline (Figure 4-20). Cependant les rendements obtenus restent modestes. 
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Figure 4-20 : Méthodologie d’alkylation de dérivés de la 4-hydroxyproline en position 2 

rapportée par Seebach.167 

 

L’alternative à ces méthodes est l’utilisation d’une réaction d’alkylation diastéréosélective. 

Les facteurs qui régissent la diastéréosélectivité de la réaction ont été plus particulièrement 

étudiés pour les dérivés de type A (Figure 4-21). Kawahara et al.168 ont montré que la 

diastéréosélectivité de la réaction d’alkylation est dépendante de la nature de l’agent 

électrophile utilisé ainsi que du groupement protecteur porté par l’atome d’azote. Une 

tendance à la rétention de configuration a été observée pour les dérivés N-Boc avec des 

halogénures allyliques ou homoallyliques alors que l’utilisation d’halogénures benzyliques a 

conduit à une inversion de la configuration. Pour les dérivés N-benzoyl, l’utilisation 

d’halogénures benzyliques ou allyliques a entraîné une inversion de configuration. 
 

 

 

Figure 4-21 : Alkylation diastéréosélective de dérivés de type 4-hydroxyproline.168 
 

En 2001, Sato et al.169 ont montré que la nature de l’ester influence la diastéréosélectivité de 

la réaction (Figure 4-22). L’utilisation d’un ester de menthyle conduit à une rétention de la 
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configuration. Les auteurs attribuent la diastéréosélectivité de la réaction à l’encombrement 

généré par cet ester plutôt qu’à la configuration absolue de l’auxiliaire chiral.  
 

 

 

Figure 4-22 : Alkylation diastéréosélective de dérivés de type 4-hydroxyproline.169 
 

L’utilisation de la réaction d’alkylation diastéréosélective168 est apparue comme la méthode 

de choix pour la synthèse de nos composés dans la mesure où les deux diastéréoisomères 4-

21’ et 4-21 représentent des intermédiaires impliqués dans la synthèse des composés FG2-1 

(Schéma 4-4)et FG2-2 (Schéma 4-6). La proline protégée 4-15 a été déprotonnée avec du 

LDA en présence de HMPA à -78°C. L’utilisation de HMPA a été décrite comme nécessaire 

pour obtenir un bon rendement de réaction. Le bromure d’allyle a ensuite été additionné sur 

l’énolate formé pour conduire à la formation des deux diastéréoisomères 4-21 et 4-21’ avec 

un rendement de 91%.  
 

 

Schéma 4-4 : Synthèse du composé FG2-1.  
Réactifs and conditions : (a) LDA, THF, -78°C, 1 h puis HMPA, bromure d’allyle, -78°C puis TA, 30 min; (b) 

NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (c) acide benzoïque, EDC, DMAP, TA, 16 h; (d) TFA, 

DCM, TA, 5 h; (e) chlorure d’acryloyle, Et3N, DMAP, DCM, TA, 5 h; (f) catalyseur de Grubbs I, DCM, TA, 36 

h; (g) TBAF, THF, TA, 16 h; (h) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, 

EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (i) TFA, DCM, TA, 16 h. 
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Les deux diastéréoisomères 4-21 et 4-21’ ont été séparés par chromatographie sur gel de silice 

(dans un rapport 60:40 en faveur du composé du composé 4-21). Les résultats expérimentaux 

obtenus à partir du dérivé trans-D-4-hydroxyproline 4-15 sont en accord avec les données 

décrites dans la littérature pour le dérivé trans-L-hydroxyproline.168 

La détermination de la configuration absolue des composés 4-21 et 4-21’ a été réalisée par 

voie chimique (Schéma 4-5).168,170 La fonction hydroxyle des composés 4-21 et 4-21’, 

masquée sous la forme d’un éther silylé, a été déprotégée par traitement avec du TBAF. 

L’ester méthylique a ensuite été saponifié avec de l’hydroxyde de lithium pour conduire 

respectivement aux composés 4-25 et 4-25’. Ces deux composés ont ensuite été engagés dans 

une réaction de lactonisation utilisant le DPPA171 en présence de triéthylamine dans le DMF. 

Le composé 4-25’ a été transformé en lactone 4-26’ contrairement au composé 4-25 qui n’a 

pas réagi dans ces mêmes conditions. La configuration (2S,4S) a été assignée pour le composé 

4-21’ et la configuration (2R,4S) pour le composé 4-21.  

 

  

Schéma 4-5 : Détermination de la configuration absolue des composés 4-21 et 4-21’.  
Réactifs et conditions : (a) TBAF, THF, TA, 16 h; (b) LiOH, THF/H20 (1:1), 50°C, 16 h; (c) DPPA, Et3N, DMF, 

0°C à TA, 24 h. 
 

La configuration des deux diastéréoisomères 4-21 et 4-21’ a été confirmée par une analyse 

RMN NOESY. Un effet NOE a pu être observé, dans le cas du composé 4-21’, entre le proton 

porté par le carbone C4 du cycle pyrrolidine et les protons du méthylène portés par le carbone 

C2 ce qui suggère une relation cis entre les deux substituants. Cette relation n’a pas pu être 

observée dans le cas du composé 4-21 confirmant la relation trans. 
 

A partir des composés 4-21 et 4-21’, une voie de synthèse identique a été utilisée pour 

conduire respectivement aux composés FG2-1 et FG2-2 (Schéma 4-4 et Schéma 4-6). Les 

esters 4-21 et 4-21’ ont été réduits en présence de borohydrure de sodium et de chlorure de 

calcium dans un mélange éthanol/THF puis estérifiés avec de l’acide benzoïque en présence 
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d’EDC et de DMAP dans le dichlorométhane pour conduire respectivement aux composés 4-

22 et 4-22’. Les faibles rendements obtenus lors des réactions de réduction des composés  4-

21 et 4-21’ s’expliquent par une coupure de la liaison O-Si au cours de cette étape. L’atome 

d’azote des composés 4-22 et 4-22’ a été déprotégé en milieu acide puis les intermédiaires 

obtenus ont été acylés avec du chlorure d’acryloyle en présence de triéthylamine pour donner 

les composés 4-23 et 4-23’. Une réaction de métathèse cyclisante (RCM),172 comparable à 

celle décrite pour la synthèse de coudes- de type VI,173 catalysée par le catalyseur de Grubbs 

I a été réalisée. La déprotection de la fonction alcool a fourni les composés 4-24 et 4-24’. La 

chaîne latérale du paclitaxel, protégée sous d’oxazolidine a été introduite, par une réaction 

d’estérification dans les conditions de Steglich utilisant l’EDC et la DMAP dans le 

dichlorométhane. Finalement, l’ouverture de la chaîne latérale par traitement avec de l’acide 

trifluoroacétique dans le dichlorométhane a permis d’obtenir les composés FG2-1 et FG2-2. 

 

 
Schéma 4-6 : Synthèse du composé FG2-2.  
Réactifs and conditions : (a) LDA, THF, -78°C, 1 h puis HMPA, bromure d’allyle, -78°C puis TA, 30 min; (b) 

NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (c) acide benzoïque, EDC, DMAP, TA, 16 h; (d) TFA, 

DCM, TA, 16 h; (e) chlorure d’acryloyle, Et3N, DMAP, DCM, TA, 16 h; (f) catalyseur Grubbs I, DCM, TA, 72 

h; (g) TBAF, THF, TA, 16 h; (h) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, 

EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (i) TFA, DCM, TA, 16 h.  

 

Afin d’évaluer l’impact de la double liaison sur le motif bicyclique central, le composé FG2-3 

a été synthétisé à partir du composé FG2-1 par une réaction d’hydrogénation catalytique en 

présence de Pd/C (Schéma 4-7). 
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Schéma 4-7 : Synthèse du composé FG2-3.  
Réactifs et conditions : (a) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 16 h. 
 

La synthèse du motif bicyclique pyrroloazépinone FG2-4 a été réalisée de manière analogue à 

celle du composé FG2-1 (Schéma 4-8). L’alkylation du composé 4-15 a été réalisée cette 

fois-ci en utilisant le 4-bromo-but-1-ène en présence de LDA et de HMPA. Le rendement de 

la réaction d’alkylation est resté très modeste au regard des résultats décrits dans la littérature 

avec le 4-iodobut-1-ène.168 La réaction de métathèse cyclisante a nécessité d’utiliser une 

quantité importante de catalyseur de Grubbs I (80% molaire). Une voie de synthèse analogue 

à celle décrite précédemment pour le composé FG2-1 a ensuite été utilisée pour conduire au 

composé FG2-4. 
 

Schéma 4-8 : Synthèse du composé FG2-4.  
Réactifs and conditions : (a) LDA, THF, -78°C, 1 h puis HMPA, 4-bromo-but-1-ène, -78°C puis TA, 30 min; (b) 

NaBH4, CaCl2, EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (c) acide benzoïque, EDC, DMAP, TA, 16 h; (d) TFA, 

DCM, TA, 16 h; (e) chlorure d’acryloyle, Et3N, DMAP, DCM, TA, 5 h; (f) catalyseur Grubbs I, DCM, TA, 72 h; 

(g) TBAF, THF, TA, 16 h; (h) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, 

EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (i) TFA, DCM, TA, 16 h. 
 

Le composé FG2-5 a été obtenu par hydrogénation catalytique à partir du composé FG2-4 

avec un rendement de 31% (Schéma 4-9). 
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Schéma 4-9 : Synthèse du composé FG2-5.  
Réactifs et conditions : (a) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 16 h. 
 

Les faibles rendements obtenus lors de la réduction des composés 4-21 et 4-21’ (coupure de la 

liaison O-Si) ont entraîné une modification de la voie de synthèse utilisée pour le composé 

FG2-6 (Schéma 4-10). Le groupe tert-butyldiphénylsilyle, utilisé comme groupement 

protecteur de la fonction hydroxyle en position 4 de la proline, a été remplacé par le groupe 

triisopropylsilyle plus stable dans des conditions basiques.174 L’agrandissement de cycle a pu 

être réalisé en changeant la nature du chlorure d’acide utilisé (chlorure de pentènoyle) pour la 

synthèse du composé 4-33. La réaction de métathèse cyclisante a nécessité une quantité 

stœchiométrique de catalyseur de Grubbs I pour consommer toute la matière de départ. Le 

rendement de la réaction (Rdt = 37%) est en accord avec les données de la littérature qui 

montrent une diminution du rendement lors de la synthèse du cycle à 8 chaînons.173  
 

 

 

Schéma 4-10 : Synthèse du composé FG2-6.  
Réactifs et conditions : (a) TBAF, THF, TA, 16 h; (b) TIPSCl, imidazole, DMF, TA, 16 h; (c) NaBH4, CaCl2, 

EtOH/THF (1:1), 0°C puis TA, 16 h; (d) acide benzoïque, EDC, DMAP, TA, 16 h; (e) TFA, DCM, TA, 16 h; (f) 

chlorure de pentenoyle, Et3N, DMAP, DCM, TA, 5 h; (g) catalyseur Grubbs I, DCM, TA, 72 h; (h) TBAF, THF, 

TA, 16 h; (i) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, 

TA, 16 h; (j) TFA, DCM, TA, 16 h. 
 

Lors de la déprotection du composé 4-33, une migration du motif benzoate vers la fonction 

alcool nouvellement déprotégée a été observée. Cette étape de synthèse a conduit à la 
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formation d’un mélange de deux composés qui ont été séparés par chromatographie sur gel de 

silice. Toutefois, cette réaction secondaire a impacté fortement le rendement de cette étape. 

V.  Les mimes du paclitaxel de troisième génération 

V.1. Utilisation d’une structure spirocyclique 

Une troisième génération de mimes du paclitaxel basée sur une structure spirocyclique a été 

évaluée par modélisation moléculaire. Les structures spirocycliques sont présentes dans de 

nombreux produit naturels175 et sont de plus en plus utilisées dans l’industrie pharmaceutique 

afin de développer des motifs originaux possédant une structure tridimensionnelle. 

L’utilisation d’une telle structure peut impacter favorablement les propriétés 

physicochimiques du ligand comparativement aux structures planes.176  

Dans le cas des mimes du paclitaxel de troisième génération, l’atome d’azote n’est plus 

impliqué dans le motif bicyclique ce qui permet d’envisager un nouveau point de 

pharmacomodulation sur les composés. 

V.2. Modélisation moléculaire 

La synthèse des mimes du paclitaxel de troisième génération s’est déroulée en deux phases. 

Dans un premier temps, le développement de la méthodologie de synthèse a permis d’obtenir 

une série de composés intermédiaires ne portant pas le groupement benzoate (FG3-1, FG3-2, 

FG3-3, FG3-4 et FG3-5). Dans un second temps, les composés FG3-6 et FG3-7, qui portent 

le groupement benzoate et qui présentent le meilleur recouvrement au regard de la 

modélisation moléculaire, ont été synthétisés. 

A partir du composé FG3-1 obtenu initialement, il a été possible de synthétiser le composé 

FG3-2 analogue réduit et le composé FG3-3 dérivé N-acétylé. Le composé FG3-4 avec 

l’introduction d’un motif cyclopropane cherche à mimer l’oxétane présent dans la structure du 

paclitaxel. Le composé FG3-5 est le dérivé N-Boc du composé FG3-2 où la chaîne latérale du 

paclitaxel a été remplacée par celle du docétaxel. La différence entre les composés FG3-6 et 

FG3-7 réside dans la nature de la chaîne latérale. Le composé FG3-6 porte la chaîne latérale 

du paclitaxel alors que le composé FG3-7 porte la chaîne latérale du docétaxel (Figure 4-23). 
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Figure 4-23 : Mimes de troisième génération du paclitaxel. 

Les superpositions des composés FG3-1 et FG3-6 avec la structure 1JFF-taxol sont 

représentées dans le Figure 4-24. Le motif spirocyclique recouvre le cycle A du paclitaxel 

ainsi que la partie sud du taxane ce qui permet d’orienter correctement la chaîne latérale et le 

motif benzoate. La distance interatomique O3-O6 = 4.82 Å pour le composé FG3-6 reste 

alignée avec celle mesurée pour le paclitaxel (4.9 Å). 

 

Figure 4-24 : Superposition des composés FG3-1 (a) et FG3-6 (b) avec la structure 1JFF-

Taxol. 
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V.3. Résultats et discussions 

L’analyse rétrosynthétique des mimes de troisième génération est représentée Figure 4-25. 

L’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel ou du docétaxel, protégée sous forme 

d’oxazolidine, est obtenue par une réaction d’estérification de Steglich utilisant des conditions 

réactionnelles analogues à celles utilisées précédemment. Le motif benzoate est obtenu par 

réduction stéréosélective de la cyclohexanone suivi d’une réaction d’estérification. La 

cyclohexanone est obtenue par une réaction de métathèse cyclisante (RCM) suivie par une 

réaction d’hydrogénation catalytique. Les intermédiaires précurseurs à la réaction de 

métathèse sont obtenus par une synthèse de cétone de Weinreb utilisant le chlorure d’allyle 

magnésium et par une réaction d’alkylation en position 2 de la proline préalablement 

protégée. La proline protégée de manière orthogonale est obtenue à partir de la trans-D-4-

hydroxyproline. 

 

Figure 4-25 : Analyse rétrosynthétique des mimes de troisième génération du paclitaxel. 
 

Le schéma de synthèse du composé FG3-1 est représenté dans le Schéma 4-11. La trans-D-4-

hydroxyproline énantiomériquement pure a été protégée de manière orthogonale en 3 étapes 

avec un rendement global de 92% pour conduire au composé 4-35 qui a ensuite été traité avec 

du LDA à -78°C. L’énolate formé a réagi sur le bromure d’allyle en présence de HMPA pour 

former les deux diastéréoisomères 4-31 et 4-31’ qui ont été séparés par chromatographie sur 

silice. Seul le diastéréoisomère 4-31 a été utilisé pour la suite de la synthèse. Ce composé a 

réagi ensuite avec l’amine de Weinreb, préalablement traitée avec du n-BuLi dans le THF, 

pour former un composé intermédiaire qui a réagi avec le chlorure d’allyle magnésium pour 

former la cétone ,-insaturée 4-36 avec un rendement de 60% sur les deux étapes de 

synthèse. La réaction de métathèse cyclisante a été réalisée en utilisant le catalyseur de 

Grubbs II avec un rendement de 91% pour conduire au composé spirocyclique 4-37. 
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Schéma 4-11 : Synthèse du composé FG3-1.  

Réactifs et conditions : (a) SOCl2, MeOH, 0°C puis TA, 16 h; (b) Boc2O, Et3N, DCM, TA, 16 h; (c) TIPSCl, 

imidazole, DMF, TA, 16 h; (d) LDA, THF, -78°C, 1 h puis HMPA, bromure d’allyle, -78°C, 45 min; (e) N,O-

diméthylhydroxylamine.HCl, n-BuLi, THF, -10°C, 30 min puis TA, 72 h; (f) chlorure d’allyle magnésium, THF, 

-78°C, 1 h; (g) catalyseur de Grubbs II, DCM, reflux, 1 h; (h) TBAF, THF, TA, 20 min; (i) acide (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP , DCM, TA, 2 h; (j) TFA, TIS, H2O, 

DCM, TA, 30 min.  

La déprotection de l’éther silylé a été réalisée en utilisant du TBAF dans le THF pour 

conduire avec un faible rendement au composé 4-38. Au cours de cette étape, la conversion de 

la cétone ,-insaturée en cétone ,-insaturée a été observée. Le TBAF est suffisamment 

basique (pKa de 15) pour déprotonner la position  de la cétone ,-insaturée et ainsi 

permettre l’isomérisation de la double liaison. L’analyse du spectre RMN du proton avant et 

après l’étape de déprotection a permis de visualiser le changement de déplacement chimique 

des protons éthylèniques (Figure 4-26).  

 

Figure 4-26 : Spectre RMN du proton focalisé sur la région des protons éthylèniques. (a) 

Composé 4-37. (b) Composé 4-38. 
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Le déplacement chimique observé sur le spectre RMN du proton pour le composé 4-38 est 

caractéristique d’une cétone ,-insaturée avec un premier proton éthylénique très déblindé 

(proche de 7 ppm) correspondant au proton  et un deuxième proton vers 6,05 ppm 

correspondant au proton porté par l’atome de carbone en de la cétone.  

L’utilisation de la DBU (pKa 12) est décrite dans la littérature pour isomériser une cétone ,-

insaturée en cétone ,-insaturée.176,135 L’intermédiaire obtenu 4-40 a ensuite été déprotégé 

avec du TBAF pour conduire au composé 4-38 (Schéma 4-12).  

 

 

Schéma 4-12 : Isomérisation contrôlée du composé 4-39.  

Réactifs et conditions : (a) N,O-diméthylhydroxylamine.HCl, n-BuLi, THF, -10°C, 30 min puis TA 72 h; (b) 

chlorure d’allyle magnésium, THF, -78°C, 1 h; (c) catalyseur de Grubbs II, DCM, reflux, 1 h; (d) DBU, DCM, 

TA, 2 h; (e) TBAF , THF, TA, 2 h. 

Dans le cas du composé 4-38, synthétisé de manière contrôlée, le spectre RMN du proton a 

montré des déplacements chimiques pour les protons éthylèniques identiques à ceux observés 

pour le composé 4-38 synthétisé précédemment, confirmant ainsi l’isomérisation de la double 

liaison lors de l’étape de déprotection du composé 4-37. Le contrôle de l’isomérisation de la 

double liaison réalisé en deux étapes permet d’obtenir le composé 4-38 avec un rendement 

global de 66% bien supérieur au rendement obtenu (Rdt = 35%) lors de la déprotection du 

composé 4-37.  

Les conditions opératoires utilisées lors de la réaction métathèse pour les mimes de deuxième 

génération ont nécessité une quantité importante de catalyseur de Grubbs I ainsi qu’un temps 

de réaction très long. Afin d’optimiser les conditions expérimentales, les catalyseurs de 

Grubbs I, de Grubbs II et d’Hoveyda-Grubbs II ont été évalués dans des conditions 

réactionnelles identiques pour la synthèse des intermédiaires de troisième génération. Les 

résultats sont présentés dans le Tableau 4-1. En utilisant une quantité catalytique de 

catalyseur, les rendements obtenus sont très bons dans les trois cas avec un léger avantage 

pour le catalyseur de Grubbs II. 
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Tableau 4-1 : Optimisation des conditions expérimentales de la réaction de métathèse 

(RCM).  

L’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel, protégée sous forme d’oxazolidine, sur le 

composé 4-38 a été réalisée dans les conditions d’estérification de Steglich en utilisant l’EDC 

et la DMAP dans le dichlorométhane. Le produit ciblé a été obtenu par ouverture de 

l’oxazolidine en milieu acide en utilisant le TFA et le TIS dans un mélange eau et 

dichlorométhane pour conduire au composé FG3-1 avec un rendement de 65% pour les deux 

dernières étapes (Schéma 4-11). 

La voie de synthèse utilisée pour les composés FG3-2, FG3-3 et FG3-5 est présentée dans le 

Schéma 4-13. A partir du composé 4-37, une réaction d’hydrogénation catalytique suivie de 

la déprotection de la fonction hydroxyle protégée sous forme d’éther silylé a conduit au 

composé 4-41 avec un rendement global de 80% sur les deux étapes de synthèse. Il est à noter 

que la déprotection de l’éther silylé sur le composé spirocyclique préalablement réduit est 

obtenu avec un bon rendement de 89%. L’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel, 

protégée sous forme d’oxazolidine, sur le composé 4-41 a été réalisée dans les conditions 

d’estérification de Steglich en utilisant l’EDC et la DMAP dans le dichlorométhane. Le 

composé FG3-2 a été obtenu par ouverture de l’oxazolidine en milieu acide. Le composé 

FG3-3 a été synthétisé, à partir du composé FG3-2, par action du chlorure d’acétyle en 

présence de triéthylamine dans le dichlorométhane. Un rendement modeste de 36% a été 

obtenu lors de cette étape en raison de la formation d’un produit secondaire correspondant au 

produit d’acétylation de l’hydroxyle libre porté par la chaîne latérale du paclitaxel. Le 

mélange de composés s’est avéré être difficile à purifier par chromatographie sur gel de silice. 

Une synthèse plus élégante aurait consisté à déprotéger préalablement l’atome d’azote du 

composé 4-37 puis de l’acétyler avant l’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel. 

Catalyseur Grubbs I Grubbs II
Hoveyda-
Grubbs II

Solvant DCM DCM DCM

Nbre equiv. 0.05 0.05 0.05

Température reflux reflux reflux

Temps réaction 1 h 1 h 1 h

Rendement 91 % 98 % 93 %
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Schéma 4-13 : Synthèse des composés FG3-2, FG3-3 et FG3-5. 

Réactifs et conditions : (a) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 1 h; (b) TBAF , THF, TA, 20 min; (c) acide (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (d) TFA, TIS, H2O, 

DCM, TA, 30 min; (e) AcCl, Et3N, DCM, TA, 20 h; (f) acide (4S,5R)-3-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-diméthyl-4-

phenyloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (g)  Boc2O, Et3N, DCM, TA, 16 h. 

Pour la synthèse du composé FG3-5, l’intermédiaire 4-41 a réagi avec la chaîne latérale du 

docétaxel dans des conditions d’estérification de Steglich identiques à celles utilisées 

précédemment. Le traitement de l’intermédiaire obtenu par l’acide trifluoroacétique en 

présence de TIS, d’eau et de dichlorométhane a conduit à l’ouverture de l’oxazolidine. Dans 

ces conditions, les atomes d’azote, sous forme N-Boc sont également déprotégés. Il a alors été 

nécessaire de faire réagir l’intermédiaire 4-42 avec le di-tert-butyl dicarbonate en présence de 

triéthylamine dans le dichlorométhane pour conduire au composé FG3-5. Le faible rendement 

obtenu (Rdt = 28%) lors de cette dernière étape résulte de la protection de l’alcool secondaire 

libre de la chaîne latérale du docétaxel par le di-tert-butyl dicarbonate. L’ouverture de 

l’oxazolidine dans des conditions plus douces utilisant l’acide paratoluènesulfonique aurait 

permis de s’affranchir de ce problème et d’améliorer le rendement global de cette synthèse. 

La synthèse du composé FG3-4 est présentée sur le Schéma 4-14. A partir du composé 4-40 

obtenu par isomérisation de la double liaison en milieu basique, une réaction de 

cyclopropanation suivant les conditions de Corey-Chaykovsky177 a été réalisée. Un ylure, 

généré in situ par déprotonation de l’iodure de triméthylsulfoxonium avec de l’hydrure de 

sodium, s’est additionné en 1-4 sur la  cétone ,-insaturée. 
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Schéma 4-14 : Synthèse du composé FG3-4. 

Réactifs et conditions : (a) iodure de triméthylsulfoxonium, NaH, DMSO, TA, 16 h; (b) acide (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (c) TFA, TIS, H2O, 

DCM, TA, 30 min.  

Cette addition a été suivie d’une fermeture de cycle pour conduire au cyclopropane 4-43 

accompagnée d’une libération de diméthylsulfure. Le composé 4-43 obtenu est ensuite 

classiquement engagé dans une réaction d’estérification suivant les conditions de Steglich 

puis déprotégé en milieu acide pour conduire au composé FG3-4. 

La synthèse des composés FG3-6 et FG3-7 est décrite dans les Schémas 4-15 et 4-16.  

 

 

Schéma 4-15 : Synthèse des intermédiaires 4-45 et 4-45’. 

Réactifs et conditions : (a) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 1 h; (b) NaBH4, MeOH, TA, 88 h. 

 

Le composé 4-39 a été engagé dans une réaction d’hydrogénation catalytique dans le 

méthanol pour conduire au composé 4-44. La fonction cétone du composé 4-44 a été réduite 

en utilisant le borohydrure de sodium dans le méthanol pour conduire à la formation de deux 

diastéréoisomères 4-45 et 4-45’ avec un rendement de 98%. Le rapport diastéréoisomérique 

obtenu a montré un ratio de 90/10 indiquant qu’une face de la cétone est préférentiellement 

attaquée par l’hydrure. Afin de comprendre la diastéréosélectivité observée lors de cette 

réaction de réduction, la structure de plus basse énergie de l’intermédiaire 4-44 a été obtenue 

par modélisation moléculaire avec le champ de force AMBER 12 (Figure 4-27). Les atomes 

d’hydrogènes portés par l’atome de carbone C4 du cycle pyrrolidine induisent une gêne 

stérique sur la face Si de la cétone ce qui favoriserait l’attaque sur la face Ré de la cétone pour 

conduire de manière diastéréosélective au composé 4-45.  
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Figure 4-27 : (a) Conformation de plus basse énergie obtenue pour le composé 4-44 (b) 

Hypothèse privilégiée pour la structure du diastéréoisomère 4-45 obtenue après la réduction 

de la cétone. 

Les deux diastéréoisomères 4-45 et 4-45’ ont été séparés par chromatographie sur silice. 

L’introduction du motif benzoate a ensuite été réalisée sur les deux composés. Le 

diastéréoisomère le moins abondant n’a pas réagi que ce soit dans les conditions 

d’estérification de Steglich, dans les conditions de la réaction de Mitsunobu ou par acylation 

avec du chlorure de benzoyle. Le diastéréoisomère le plus abondant n’a pas réagi dans les 

conditions d’estérification de Steglich et dans les conditions de la réaction de Mitsunobu. 

Toutefois, il a été possible de réaliser cette réaction en utilisant le chlorure de benzoyle en 

présence de triéthylamine dans le dichlorométhane (Schéma 4-16). L’atome d’azote a ensuite 

été déprotégé en milieu acide puis acétylé avec du chlorure d’acétyle en présence de 

triéthylamine pour conduire au composé 4-46. Une analyse RMN NOESY a été réalisée afin 

de confirmer la structure du composé obtenu. Les résultats de cette étude sont présentés dans 

la Figure 4-28. 

 

Figure 4-28 : Modélisation moléculaire du composé 4-46 avec les distances NOE mesurées.  
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L’accord entre les distances expérimentales issues de l’expérience NOE et les distances 

calculées sur le modèle du composé 4-46 est satisfaisant pour les distances inter protons du 

cycle pyrrolidine. L’accord est moins bon pour les NOE des protons entre les deux cycles. Le 

NOE ChxH1-PyrH2a apparaît déterminant pour l’attribution de la configuration absolue du 

carbone C1 du cyclohexane. Il est en accord avec l’obtention du composé 4-46. 

En conséquence, le diastéréoisomère majoritaire obtenu après la réduction de la cétone 4-44 

est le composé 4-45. Les résultats obtenus lors de l’analyse RMN NOESY sont en accord 

avec l’hypothèse formulée concernant la gêne stérique induite par la présence des deux 

atomes d’hydrogène sur le cycle pyrrolidine. 

 

Schéma 4-16 : Synthèse des composé FG3-6 et FG3-7. 

Réactifs et conditions : (a) BzCl, Et3N, DCM, TA, 40 h; (b) TFA, TIS, H2O, DCM, TA, 30 min; (c) AcCl, Et3N, 

DCM, TA, 16 h; (d) TBAF, THF, TA, 2 h; (e) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phenyloxazolidine-5-

carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (f) acide (4S,5R)-3-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-dimethyl-4-

phényloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (g) Boc2O, Et3N, DCM, 0°C puis TA, 16 h. 

La déprotection de la fonction hydroxyle du composé 4-46 sous forme d’éther silylé a été 

réalisée en utilisant du TBAF pour conduire au composé 4-47 avec un rendement de 74%. A 

partir du composé 4-47, l’introduction de la chaîne latérale du paclitaxel, protégée sous la 

forme d’oxazolidine, dans les conditions d’estérification de Steglich suivie d’une déprotection 

en milieu acide a permis d’obtenir le composé FG3-6. L’introduction de la chaîne latérale du 

docétaxel, également protégée sous la forme d’oxazolidine, dans les conditions 

d’estérification de Steglich a été suivie d’une déprotection en milieu acide qui a permis de 

restaurer la chaîne du docetaxel amputée du groupement Boc. Une ultime étape a permis de 
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restaurer le groupement tert-butyl carbamate de la chaîne latérale et ainsi d’obtenir le 

composé FG3-7 avec un rendement de 57% sur les trois étapes de synthèse.  

A partir du fragment 4-hydroxyproline, trois générations successives de mimes du paclitaxel 

ont été synthétisées. Une première génération de molécules utilisant le cycle pyrrolidine a été 

suivie par des composés bicycliques de différentes tailles. Enfin, une génération de composés 

spirocycliques contraints a pu être obtenue. La chaîne latérale du docétaxel a également été 

utilisée lors de la synthèse de cette dernière génération de composés. 

L’évaluation de l’activité cytotoxique de ces composés sur différentes lignées tumorales a été 

réalisée tout comme l’évaluation de la capacité de ces produits à induire la polymérisation de 

la tubuline en microtubules. L’ensemble de ces résultats sont présentés dans le Chapitre VI 

Evaluation des mimes du paclitaxel.  
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I. Identification de la matrice peptidique  

La proline a été utilisée comme fragment chimique dans le chapitre précédent afin de 

synthétiser une nouvelle série de mimes du paclitaxel. L’objectif de cette deuxième partie 

consiste à identifier puis à synthétiser une matrice peptidique capable de recouvrir la structure 

polycyclique taxane et d’orienter convenablement la chaîne latérale portée par l’atome de 

carbone C13 et le groupement benzoate porté par l’atome de carbone C2 du paclitaxel. 

 

I.1. Identification de la matrice peptidique par modélisation moléculaire 

L’utilisation d’une matrice peptidique linéaire trop flexible pour mimer la structure 

polycyclique du taxane a été écartée. Les investigations se sont focalisées sur l’identification 

d’une structure peptidique cyclique.  

La contrainte conformationnelle induite par la nature cyclique de la proline permet de 

construire des motifs peptidiques cycliques de petite taille qui ne pourraient pas être obtenus à 

partir d’acides aminés non cycliques. L’utilisation des prolines substituées sur les différentes 

positions du cycle pyrrolidine permet d’envisager une pharmacomodulation ultérieure. Lors 

de cette étude, il a été décidé d’utiliser le monomère 4-hydroxyproline pour introduire la 

chaîne latérale et le groupement benzoate présents dans le paclitaxel. 

I.1.1. Taille de la matrice peptidique  

Afin de déterminer la taille de la matrice peptidique à mettre en œuvre pour mimer au mieux 

le squelette polycyclique taxane, une étude de modélisation moléculaire a été réalisée. Lors de 

cette étude, les matrices cyclodipeptidiques, cyclotripeptidiques et cyclotétrapeptidiques ont 

été considérées. 

Les différentes structures cyclodiprolines (proline-proline 2,5-dicétopipérazines)178 ont été 

minimisées avec le champ de force AMBER 12 et superposées à la structure 1JFF-Taxol 

(Figure 5-1). La superposition de ces motifs n’a pas montré un recouvrement permettant 

d’envisager une vectorisation satisfaisante de la chaîne latérale portée par l’atome de carbone 

C13 et du groupement benzoate porté par l’atome de carbone C2 du paclitaxel à partir des 

cycles pyrrolidines. De son coté, la matrice cyclotétraproline s’est révélée être une matrice 

trop grande au regard de la taille du motif polycyclique taxane à mimer.  
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Figure 5-1 : Superposition des différentes matrices cyclodiproline avec le cycle taxane. 

I.1.2. La matrice cyclotriproline comme squelette peptidique 

L’étude de modélisation moléculaire a montré que la matrice cyclotriproline présentait le 

meilleur recouvrement vis à vis de la structure polycyclique taxane.  

 

Figure 5-2 : Matrice générique retenue après l’étude par modélisation moléculaire.  

Les configurations absolues des différentes prolines à mettre en œuvre restaient à déterminer 

afin de vectoriser les substituants dans les bonnes directions (Figure 5-3).  
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Figure 5-3 : Superposition des différentes matrices cyclotriproline avec le cycle taxane. 
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Les matrices modélisées possèdent deux monomères de type 4-hydroxyproline pour lier les 

substituants et un monomère proline. Les huit composés correspondant aux différentes 

combinaisons au niveau de la configuration absolue des trois acides aminés ont été minimisés 

avec le champ de force AMBER 12 puis superposés à la structure 1JFF-Taxol. Les 

possibilités de vectorisation de la chaîne latérale et du motif benzoate par le biais des deux 

atomes d’oxygène ont été analysées. La distance entre les deux atomes d’oxygène a été 

mesurée et comparée avec celle des atomes O2-O13 du paclitaxel (Figure 5-3). Cette étude a 

permis d’arriver à la conclusion que seule la structure résultant de la combinaison des 

monomères trans-L-4-hydroxyproline, trans-D-4-hydroxyproline et D-proline est pertinente 

pour construire un mime peptidique cyclique du paclitaxel (Figure 5-3a). De plus dans ce 

modèle, la distance entre les deux atomes d’oxygène qui porteront les motifs du paclitaxel est 

la plus courte. 

I.2. Les peptides cycliques 

Le choix de s’orienter vers la synthèse d’une structure peptidique a été guidé par le fait que 

les peptides présentent l’avantage d’être sélectifs et efficaces et, dans le même temps, 

faiblement toxiques. Ils présentent toutefois l’inconvénient d’avoir une faible biodisponibilité 

orale ainsi qu’une relative stabilité caractérisée par un temps de demi-vie court. Cependant, 

des modifications chimiques et structurales permettent de stabiliser les peptides vis à vis de la 

dégradation protéolytique. La modification des extrémités C-terminales et N-terminales, 

l’introduction d’un acide aminé de configuration D, l’utilisation d’un acide aminé N-méthylé, 

l’introduction d’acides aminés non naturels (acides -aminés, peptoïdes) sont autant de 

méthodes pour stabiliser les peptides. La cyclisation d’une séquence peptidique linéaire est 

une méthode alternative pour protéger un peptide contre la dégradation protéolytique et ainsi 

stabiliser la structure. 

La découverte de la Gramicidine S179 et son utilisation comme agent antibiotique pendant la 

seconde guerre mondiale a marqué le début de l’utilisation thérapeutique des peptides 

cycliques. De nos jours, de nombreux peptides cycliques sont utilisés en clinique (octreotide 

(Sandostatin®), cyclosporine A (Sandimmun®), colistin (Colimycine®)).180 

Différentes possibilités de cyclisation sont envisageables selon la nature des acides aminés 

présents dans la séquence peptidique (Figure 5-4). La première possibilité consiste à cycliser 

le motif N-terminal avec la partie C-terminale. Ces deux mêmes extrémités peuvent également 
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être cyclisées avec la chaîne latérale d’un des acides aminés présents sur la séquence 

peptidique. Enfin, la cyclisation peut être réalisée entre deux chaînes latérales de deux acides 

aminés présents dans la séquence peptidique.   

Les réactions de lactamisation,181 de lactonisation182 et de formation de ponts disulfures sont 

les réactions les plus utilisées pour obtenir des peptides cycliques. Ces réactions de 

macrocyclisation doivent être réalisées préférentiellement dans des solutions faiblement 

concentrées afin de minimiser les réactions secondaires intermoléculaires conduisant à la 

formation de polymères.  

 

Figure 5-4 : Les différentes possibilités de cyclisation pour un peptide linéaire.180 

 

La réussite d’une réaction de macrolactamisation lors de la cyclisation des extrémités C-

terminale et N-terminale d’un peptide linéaire est dépendante de la taille finale du cycle à 

obtenir. La construction de peptides cycliques contenant plus de 7 acides aminés est 

généralement relativement aisée mais la synthèse de peptides cycliques de plus petites tailles 

peut s’avèrer plus compliquée voire impossible dans certains cas. Les tentatives pour 

synthétiser des cyclotétrapeptides ou des cyclopentapeptides conduisent principalement à 

l’obtention de cyclodimères ou de cyclotrimères.183 Dans le cas des cyclopeptides de petite 

taille, le choix des résidus C- et N-teminaux (et donc la séquence linéaire qui en résulte) est 

crucial pour la réussite de la cyclisation finale (Figure 5-5). Dans cet exemple, seule la chaîne 

linéaire H-Phe-Leu-Pro-Ala-Ala-OH, activée sous forme d’ester de pentafluorophényl (Pfp) a 

permis d’obtenir le peptide cyclique attendu lors de la réaction de lactamisation. Les autres 

séquences linéaires ont conduit soit à la formation de cyclodimère, de cyclotrimère ou n’ont 

pas permis d’obtenir un produit cyclique. 
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Figure 5-5 : Influence de la séquence linéaire dans la réussite de la cyclisation.180 

 

La réussite ou l’échec d’une réaction de macrolactamisation dépend donc de la capacité du  

précurseur linéaire à rapprocher spatialement les deux extrémités réactives en amont de la 

réaction. Une façon de rapprocher les deux partenaires de la réaction consiste à introduire une 

liaison amide cis au milieu de la séquence linéaire formant ainsi un motif analogue à un coude 

. Dans cette optique, la proline est l’acide aminé le plus à même de former une liaison amide 

cis. Cette propriété a ainsi permis la synthèse de la cyclo(L-Pro-L-Pro-L-Pro).184 L’utilisation 

d’un enchaînement hétérochiral D-Pro-L-Pro qui initie une structuration de type -hairpin est 

un excellent motif pour une réaction de macrolactamisation.185,186 De manière générale, 

l’introduction d’un acide aminé D dans une séquence d’acides aminés L a pour conséquence 

d’induire un coude dans la séquence linéaire. De manière analogue à l’utilisation de la 

proline, l’utilisation des acides aminés N-méthylés permet d’obtenir des liaisons amides cis et 

d’induire des coudes de type  dans la séquence linéaire. Une alternative consiste à utiliser 

des pseudo-prolines (acides aminés hétérocycliques dérivés de la sérine, de la thréonine ou de 

la cystéine) (Figure 5-6). Cette approche a notamment permis de synthétiser une matrice 

cyclo[Pro-Thr(Me,MePro)-Pro].187 L’intérêt des structures pseudo-prolines résulte dans la 

possibilité de restaurer, dans un second temps, le résidu sérine, thréonine ou cystéine. 

 

Figure 5-6 : Utilisation de pseudo-prolines dans la synthèse d’un cyclotripeptide.187 
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L’utilisation d’auxiliaires non covalents (ions métalliques) pour faciliter la réaction de 

macrocyclisation utilise le fait que de nombreux peptides cycliques sont de puissants 

ionophores et ont la capacité de former des complexes stables avec les ions métalliques. Les 

complexes ainsi formés permettent de rapprocher les extrémités réactives afin de favoriser la 

réaction de cyclisation (Figure 5-7).  

 

Figure 5-7 : Utilisation d’un auxiliaire métallique pour favoriser la réaction de cyclisation.180 

D’autres possibilités conduisant à la macrolactamisation existent comme l’utilisation 

d’auxiliaire contenant du soufre ou par contraction de cycle suite à la formation intermédiaire 

d’une lactone.180 L’utilisation de la réaction de métathèse cyclisante (RCM) peut également 

permettre de rapprocher les extrémités réactives favorisant ensuite la réaction de 

macrolactamisation (Figure 5-8). 

 

Figure 5-8 : Utilisation de la réaction de métathèse cyclisante pour favoriser la réaction de 
macrolactamisation.180 
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II. La matrice cyclotriproline 

II.1.  Modélisation moléculaire de la matrice cyclotriproline comme mime du paclitaxel 

La modélisation moléculaire des différentes matrices cyclotriprolines (Figure 5-3) a montré 

que la combinaison cyclo[L-Pro-D-Pro-D-Pro] CTP-1 présentait le meilleur profil dans 

l’optique de la synthèse des mimes CTP-2 et CTP-3 (Figure 5-9). Préalablement à la 

synthèse des mimes CTP-2 et CTP-3, la mise au point des conditions opératoires permettant 

de synthétiser la matrice peptidique CTP-1 a été réalisée. 

 

Figure 5-9 : Structure des composés CTP-1, CTP-2 et CTP-3. 

Les structures des composés CTP-2 et CTP-3, portant la chaîne latérale du paclitaxel (Figure 

5-10a) et du docétaxel (Figure 5-10b) ainsi que le motif benzoate, ont été minimisées avec le 

champ de force AMBER 12 et superposées à la structure 1JFF-Taxol confirmant la bonne 

vectorisation observée précédemment. 

 

Figure 5-10 : Superposition des composés CTP-2 (a) et CTP-3 (b) avec la structure 1JFF-
Taxol. 
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II.2. Résultats et discussions 

La voie de synthèse utilisée pour obtenir le composé CTP-1 est présentée dans le Schéma 5-

1. Le dipeptide 5-3 a été synthétisé à partir de la D-Pro-OBn 5-1 et Boc-D-Pro-OH 5-2. Le 

groupement protecteur utilisé sur l’acide carboxylique de la proline a été choisi en anticipant 

les groupements protecteurs portés par les substituants des cycles pyrrolidines lors de la 

synthèse des composés CTP-2 et CTP-3. 

Schéma 5-1 : Synthèse du composé CTP-1. 

Réactifs et conditions : (a) HBTU, DIEA, DCM, TA, 48 h; (b) TFA, DCM, TA, 2 h; (c) Boc-L-Pro-OH, HBTU, 

DIEA, DCM, TA, 72 h; (d) H2, Pd/C 10 %, MeOH, TA, 16 h; (e) 4-nitrophénol, DCC, CHCl3, 0°C, 16 h; (f) 

TFA, DCM, TA, 1 h; (g) HATU, DIPEA, DMF, TA, 16 h. (h) pyridine, DMF, 80°C, 20 h. 

L’atome d’azote du composé 5-3 a été déprotégé en milieu acide puis engagé dans une 

réaction de couplage avec la Boc-L-Pro-OH en utilisant HBTU comme agent de couplage 

pour conduire au tripeptide linéaire 5-4. La fonction acide carboxylique du composé 5-4 a été 

déprotégée par une réaction d’hydrogénolyse. Un premier essai de macrolactamisation a été 

réalisé suivant les conditions décrites par Sonntag et al. pour la synthèse de la cyclo[(4S)-

azidoproline]188 en utilisant HATU, DIPEA dans la N,N-diméthylformamide à température 

ambiante. Les auteurs décrivaient cette méthode comme celle permettant d’obtenir les 

meilleurs rendements de cyclisation. Dans notre cas, la réaction de déprotection de l’atome 

d’azote du composé 5-5 suivie de la macrocyclisation n’a pas permis d’obtenir le composé 

attendu. La réaction de macrolactamisation a alors été réalisée suivant le protocole décrit par 

Mästle et Roth,189 les auteurs mettaient en avant l’influence du choix du solvant de réaction 
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lors de l’étape de cyclisation. La pyridine, la N,N-diméthylformamide et la N-

méthylpyrrolidone permettaient d’obtenir le cyclotripeptide avec un rendement satisfaisant. 

La cyclisation est rendue possible en activant l’acide carboxylique sous forme d’ester de 

phényl. La nature des substituants sur le noyau aromatique influe également sur le rendement 

de cyclisation. Un meilleur rendement de cyclisation est obtenu avec les esters de 4-

nitrophényl et 2,4,5-trichlorophényl par rapport aux esters de pentachlorophényl et 2,4,6-

trichlorophényl. Le peptide linéaire 5-5 est activé du côté C-terminal sous la forme d’un ester 

de 4-nitrophényl. La partie N-terminale a été déprotégée en milieu acide et la réaction de 

macrocyclisation a été réalisée dans la pyridine à 80°C pour conduire au composé CTP-1 

avec un rendement global de 28% sur les trois dernières étapes de synthèse. Au cours de la 

réaction de macrocyclisation, il n’a pas été observé de formation de cyclodimère ou de 

cyclotrimère. 

Suite à la mise au point des conditions opératoires permettant d’obtenir la matrice cyclo[L-

Pro-D-Pro-D-Pro], la synthèse du mime du paclitaxel CPT-2 a été engagée. La synthèse de 

l’intermédiaire 5-11 est présentée dans le Schéma 5-2.  

 

 

Schéma 5-2 : Synthèse de l’intermédiaire 5-11.  

Réactifs et conditions : (a) acide benzoïque, EDC, DMAP, DMF, TA, 16 h; (b) TFA, DCM, TA, 15 h; (c) 2N 

NaOH, THF/H2O, MeOH, TA, 12 h; (d) PyBOP, DIPEA, DMF, TA, 12 h; (e) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 12 h; 

(f) D-Pro-OBn.HCl, PyBOP, DIPEA, DMF, TA, 12 h; (g) H2, Pd/C 10%, MeOH, TA, 12 h; (h) 4-nitrophénol, 

EDC, DMAP, DCM, TA, 16 h; (i) TFA, DCM, TA, 4 h; (j) pyridine, DMF, 85°C, 40 h. 
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Les deux monomères modifiés de la proline, qui porteront les substitutions sur le cycle 

pyrrolidine, ont été préparés. Le composé 5-6 a été obtenu par une réaction d’estérification 

dans les conditions de Steglich suivie d’une étape de déprotection de l’atome d’azote en 

milieu acide avec un rendement de 92% à partir du composé 4-14.  Le composé 5-7 est obtenu 

par une réaction de saponification du composé 4-2. Ce composé, protégé orthogonalement, 

avait été obtenu en 3 étapes à partir de la D-proline. Le couplage des monomères 5-6 et 5-7  a 

été réalisé dans des conditions standards de couplage peptidique et a conduit au dipeptide 5-8. 

La déprotection de l’acide carboxylique du dipeptide 5-8 suivie d’un nouveau couplage avec 

la D-Pro-OBn a fourni le tripeptide linéaire 5-9. De manière analogue à la stratégie de 

macrocyclisation utilisée pour la synthèse de la cyclotriproline modèle CTP-1, l’acide 

carboxylique du tripeptide 5-9, obtenu après hydrogénolyse, a été activé sous la forme d’un 

ester de 4-nitrophénol. L’atome d’azote du composé 5-10 a été déprotégé en milieu acide et le 

composé intermédiairement obtenu a été cyclisé à chaud dans la pyridine pour conduire au 

composé 5-11 avec un rendement global de 61% sur les deux dernières étapes. 

La suite de la synthèse des mimes du paclitaxel CTP-2 et CTP-3 à partir de la cyclo(L-Pro-

D-Pro-D-Pro) 5-11 est présentée dans le Schéma 5-3.  

 

Schéma 5-3 : Synthèse des composés CTP-2 et CTP-3.  

Réactifs et conditions : (a) TBAF, THF, TA, 20 min; (b) acide (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényl-

oxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h;  (c) acide (4S,5R)-3-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-

diméthyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (d) TFA, DCM, TA, 4 h; (e) TFA, 

DCM, TA, 30 min; (f) Boc2O, Et3N, DCM, TA, 20 h. 
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La fonction hydroxyle, masquée sous la forme d’un éther silylé, a été déprotégée par action du 

TBAF. L’introduction des chaînes latérales respectives du paclitaxel et du docétaxel, protégée 

sous la forme d’oxazolidine, a été réalisée par une réaction d’estérification selon les 

conditions de Steglich. L’ouverture de l’oxazolidine en milieu acide a permis d’obtenir le 

composé CTP-2. La protection de l’amine libre de la chaîne latérale du composé 5-13 sous la 

forme d’un carbamate de tert-butyle a permis d’obtenir le composé CTP-3.  

 

                       

Figure 5-11 : Superposition du composé CTP-4 avec la structure 1JFF-Taxol. 

 

Une structure plus élaborée, portant un groupement acétate sur le motif D-proline, a été 

modélisée (Figure 5-11). L’introduction de ce motif avait pour objectif de mimer le 

groupement acétate porté par le carbone C10 du paclitaxel. Le schéma de synthèse de 

l’intermédiaire 5-19 est représenté dans le Schéma 5-4. 

Le composé 5-19 est obtenu de manière analogue à l’intermédiaire 5-11. La proline modifiée 

5-16 est utilisée à la place de la D-Pro-OBn afin d’apporter de la pharmacomodulation sur la 

partie nord de la matrice cyclotriproline. L’introduction de cette substitution supplémentaire 

n’a pas affecté le rendement de la réaction de cyclisation. Il a ainsi été possible de synthétiser 

la nouvelle matrice cyclo(L-Pro-D-Pro-D-Pro) 5-19 portant trois substitutions différentes sur 

les trois cycles pyrrolidines. 
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Schéma 5-4 : Synthèse de l’intermédiaire 5-19. 

Réactifs et conditions : (a) TBDPSCl, imidazole, DMF, TA, 72 h;  (b) H2, Pd/C 10%, EtOH, TA, 6 h; (c) 

PyBOP, DIPEA, DMF, TA, 16 h; (d) AcCl, Et3N, DCM, TA, 16 h; (e) TFA, H2O, DCM, TA, 30 min; (g) H2, 

Pd/C 10%, MeOH, TA, 2 h; (h) 4-nitrophénol, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (i) TFA, DCM, TA, 2 h; (j) 

pyridine, DMF, 90°C, 72 h. 

De manière similaire à la synthèse des composés CTP-2 et CTP-3, le composé CTP-4 est 

obtenu en trois étapes à partir de l’intermédiaire 5-19 (Schéma 5-5). 

 

Schéma 5-5 : Synthèse du composé CTP-4. 

Réactifs et conditions :  (a) TBAF, THF, TA, 2 h; (b) acide (4S,5S)-3-benzoyl-2,2-diméthyl-4-phényl 

oxazolidine-5-carboxylique, EDC, DMAP, DCM, TA, 2 h; (c) TFA, TIS, H2O, DCM, TA, 2 h. 
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La recherche de nouveaux mimes du paclitaxel basée sur un squelette peptidique a permis 

d’identifier la matrice cyclo[4-OH-L-Pro-4-OH-D-Pro-D Pro] par modélisation moléculaire 

comme le meilleur candidat capable d’orienter correctement la chaîne latérale et le 

groupement benzoate du paclitaxel. La mise au point des conditions expérimentales ont 

permis de synthétiser, dans un premier temps, la matrice peptidique modèle CTP-1. Cette 

méthodologie a ensuite pu être appliquée à la synthèse des mimes ciblés CTP-2 et CTP-3. Le 

composé CTP-4, portant un troisième point de pharmacomodulation a également été 

synthétisé. L’évaluation biologique des composés CTP-2, CTP-3 et CTP-4 sur différentes 

lignées tumorales ainsi que la capacité de ces produits à induire la polymérisation de la 

tubuline en microtubules sont présentées dans le Chapitre VI Evaluation des mimes du 

paclitaxel. 
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I. Cytotoxicité des mimes du paclitaxel  

I.1. Les lignées tumorales MCF-7, A549 et PC3 

La cytotoxicité des mimes du paclitaxel a été évaluée sur des lignées tumorales de cancer du 

sein (MCF-7), de carcinome pulmonaire (A549) et d’adénocarcinome de la prostate (PC3). 

Les cellules MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) correspondent à la lignée tumorale 

mammaire la plus utilisée en recherche. Cette lignée a été établie en 1973 à partir d'un 

épanchement pleural prélevé chez une patiente de 69 ans atteinte d'un cancer du sein 

métastatique.190 Les cellules A549 sont des cellules de carcinome de poumon humain 

développées en 1972 à partir de tissus cancéreux de poumon d’un homme de type caucasien 

de 58 ans.191 Les cellules PC3 sont des cellules d’adénocarcinome de la prostate développées 

en 1979 à partir de métastases osseuses d’un patient de type caucasien de 62 ans.192 

I.2. Résultats et discussions 

L’évaluation des mimes du paclitaxel a été réalisée en utilisant un test de viabilité cellulaire 

(in vitro toxicology assay kit, XTT based) basé sur l’activité mitochondriale des cellules 

viables (la méthode XTT mesure l’activité déshydrogénase des mitochondries).193,194,195 Les 

cellules sont incubées pendant une période de 72 h en présence des composés avant la mesure. 

 

 

Figure 6-1 : Mimes de première génération du paclitaxel évalués sur les lignées tumorales 

MCF-7, PC3 et A549. 

 

Seuls les composés FG1-4 et FG1-7, issus de la première génération de mimes du paclitaxel 

ont été évalués sur les trois lignées tumorales. Les résultats de l’étude sont présentés dans le 

Tableau 6-1.  
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Tableau 6-1 : Résultats du test de viabilité cellulaire XTT après 72 h d’incubation sur les 

mimes de première génération du paclitaxel. 

Les mimes du paclitaxel de première génération FG1-4 et FG1-7 ont été évalués à des 

concentrations de 100 M, 30 M et 10 M. Le paclitaxel (testé à 10 nM, 3 nM et 1 nM) et le 

docétaxel (testé à 3 nM, 1 nM et 0,3 nM) ont servi de contrôles positifs dans cette expérience. 

Les résultats sont normalisés et exprimés en pourcentage par rapport au solvant (Tableau 6-

1). Les résultats de cette étude indiquent que les deux mimes de première génération FG1-4 et 

FG1-7 n’exercent pas d’activité cytotoxique jusqu’à 100 M sur ces trois lignées tumorales. 

 

Figure 6-2 : Mimes de deuxième génération du paclitaxel évalués sur les lignées tumorales 

MCF-7, PC3 et A549. 

A549 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG1-7 (nM) docetaxel (µM) FG1-4

%/ CTL DMSO 10 17 ± 1 100 94 ± 15 3 31 ± 3 100 94 ± 3

3 40 ± 1 30 69 ± 2 1 35 ± 1 30 68 ± 5

1 75 ± 3 10 85 ± 16 0.3 85 ± 8 10 97 ± 2

0 100 ± 20 0 100 ± 24 0 100 ± 6 0 100 ± 6

PC3 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG1-7 (nM) docetaxel (µM) FG1-4

%/ CTL DMSO 10 18 ± 1 100 87 ± 2 3 40 ± 1 100 93 ± 6

3 23 ± 1 30 64 ± 2 1 57 ± 5 30 72 ± 10

1 73 ± 3 10 73 ± 1 0.3 93 ± 5 10 96 ± 7

0 100 ± 12 0 100 ± 6 0 100 ± 4 0 100 ± 4

MCF-7 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG1-7 (nM) docetaxel (µM) FG1-4

%/ CTL DMSO 10 34 ± 5 100 90 ± 16 3 42 ± 15 100 88 ± 17

3 37 ± 3 30 83 ± 6 1 53 ± 10 30 53 ± 17

1 53 ± 5 10 105 ± 19 0.3 82 ± 15 10 98 ± 9

0 100 ± 12 0 100 ± 10 0 100 ± 17 0 100 ± 17
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Tableau 6-2 : Résultats du test de viabilité cellulaire XTT après 72 h d’incubation sur les 

mimes de deuxième génération du paclitaxel. 

Les mimes du paclitaxel de deuxième génération FG2-1 et FG2-2 ont été évalués à des 

concentrations respectives de 30 M, 10 M et 5 M alors que les composés FG2-3, FG2-4, 

FG2-5, et FG2-6 ont été évalués à des concentrations respectives de 100 M, 30 M et 10 

M. Le paclitaxel (testé à 3 nM, 1 nM et 0,3 nM) et le docétaxel (testé à 3 nM, 1 nM et 0,3 

nM et 10 nM, 1 nM et 0,1 nM) ont servi de contrôles positifs pour valider les résultats obtenus 

lors de ces expériences. Les résultats sont normalisés et exprimés en pourcentage par rapport 

au solvant (Tableau 6-2). Dans ces expériences, les composés FG2-1 et FG2-2 n’ont pas 

montré d’activité cytotoxique jusqu’à 30 M. Les composés FG2-3, FG2-4, FG2-5 et FG2-6 

A549 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-4 FG2-5 FG2-6 (nM) FG2-3 (nM) paclitaxel

%/ CTL DMSO 3 31 ± 3 100 29 ± 4 1 ± 4 17 ± 2 100 42 ± 15 3 25 ± 2

1 35 ± 1 30 85 ± 5 66 ± 5 58 ± 4 30 88 ± 12 1 50 ± 5

0.3 85 ± 8 10 83 ± 5 95 ± 5 89 ± 5 10 113 ± 4 0.3 91 ± 11

0 100 ± 6 0 100 ± 6 100 ± 6 100 ± 6 0 100 ± 24 0 100 ± 24

PC3 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-4 FG2-5 FG2-6 (nM) FG2-3 (nM) paclitaxel

%/ CTL DMSO 3 40 ± 1 100 37 ± 1 20 ± 1 32 ± 1 100 41 ± 4 3 17 ± 2

1 57 ± 5 30 90 ± 3 66 ± 3 66 ± 4 30 91 ± 6 1 59 ± 4

0.3 93 ± 5 5 93 ± 6 90 ± 6 99 ± 4 10 104 ± 2 0.3 85 ± 9

0 100 ± 4 0 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 4 0 100 ± 6 0 100 ± 6

MCF-7 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-4 FG2-5 FG2-6 (nM) FG2-3 (nM) paclitaxel

%/ CTL DMSO 3 42 ± 15 100 32 ± 0 3 ± 0 23 ± 7 100 32 ± 13 3 35 ± 2

1 52 ± 10 30 78 ± 7 62 ± 7 79 ± 4 30 75 ± 39 1 55 ± 5

0.3 82 ± 15 10 113 ± 8 100 ± 8 104 ± 14 10 115 ± 3 0.3 72 ± 3

0 100 ± 17 0 100 ± 17 100 ± 17 100 ± 17 0 100 ± 10 0 100 ± 10

A549 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-1 FG2-2

%/ CTL DMSO 10 17 ± 1 30 98 ± 17 124 ± 16

1 37 ± 1 10 96 ± 6 113 ± 22

0.1 48 ± 3 5 112 ± 11 102 ± 13

0 100 ± 13 0 100 ± 13 100 ± 13

PC3 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-1 FG2-2

%/ CTL DMSO 10 16 ± 2 30 96 ± 10 118 ± 23

1 44 ± 1 10 87 ± 12 92 ± 24

0.1 106 ± 24 5 87 ± 23 99 ± 11

0 100 ± 18 0 100 ± 18 100 ± 18

MCF-7 cells

(nM) docetaxel (µM) FG2-1 FG2-2

%/ CTL DMSO 10 27 ± 7 30 71 ± 8 111 ± 5

1 40 ± 0 10 73 ± 5 82 ± 10

0.1 61 ± 13 5 83 ± 1 71 ± 1

0 100 ± 16 0 100 ± 16 100 ± 16
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ont montré une activité à une concentration de 100 M. L’observation des cellules ne permet 

pas d’affirmer que la mort cellulaire soit reliée à l’activité des composés sauf dans le cas des 

composés FG2-5 et FG2-6 où la tendance se confirme pour la concentration de 30 M. 

 

 

Figure 6-3 : Mimes de troisième génération du paclitaxel évalués sur les lignées tumorales 

MCF-7, PC3 et A549. 

Les mimes du paclitaxel de troisième génération FG3-1, FG3-2, FG3-3, FG3-4, FG3-5, 

FG3-6 et FG2-7 ont été évalués à des concentrations respectives de 30 M, 10 M et 5 M. 

Le paclitaxel (testé à 10 nM, 1 nM et 1 nM) et le docétaxel (testé à 10 nM, 1 nM et 0,1 nM) 

ont servi de contrôles positifs pour valider les résultats obtenus lors de ces expériences. Les 

résultats sont normalisés et exprimés en pourcentage par rapport au solvant (Tableau 6-3). 

Dans ces expériences, le composé FG3-1 a montré un effet cytotoxique sur les trois lignées 

cellulaires avec une IC50 estimée aux alentours de 10 M. Les composés FG3-6 et FG3-7, qui 

présentaient le meilleur recouvrement d’après les études de modélisation moléculaire, 

montrent une activité cytotoxique à une concentration de 30 M. Cet effet est identique sur 

les trois lignées cellulaires dans le cas du composé FG3-7 alors qu’il n’est observé que pour 

les cellules MCF-7 avec le composé FG3-6. Cette différence de relation structure activité 
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pourrait s’expliquer par le fait que le composé FG3-7 porte la chaîne latérale du docétaxel 

alors que le composé FG3-6 porte la chaîne latérale du paclitaxel. Il est à noter que le 

composé FG3-5 a montré un effet aux alentours de 30 M spécifiquement sur les cellules 

MCF-7. Les composés FG3-2, FG3-3 et FG3-4 n’ont, quant à eux, pas montré d’effet 

cytotoxique sur les trois lignées cellulaires jusqu’à 30 M. 

 

Tableau 6-3 : Résultats du test de viabilité cellulaire XTT après 72 h d’incubation sur les 

mimes de troisième génération du paclitaxel. 

A549 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG3-1 FG3-2 FG3-3 FG3-4 FG3-7

%/ CTL DMSO 10 17 ± 1 30 14 ± 2 84 ± 12 115 ± 19 104 ± 16 51 ± 1

3 40 ± 1 10 59 ± 6 85 ± 5 106 ± 18 102 ± 10 81 ± 1

1 75 ± 3 5 83 ± 2 100 ± 19 110 ± 8 101 ± 12 91 ± 3

0 100 ± 20 0 100 ± 20 100 ± 20 100 20 100 ± 20 100 ± 20

PC3 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG3-1 FG3-2 FG3-3 FG3-4 FG3-7

%/ CTL DMSO 10 18 ± 1 30 6 ± 1 105 ± 11 88 ± 12 93 ± 13 52 ± 2

3 23 ± 1 10 45 ± 5 98 ± 10 97 ± 11 96 ± 9 95 ± 8

1 73 ± 3 5 83 ± 3 102 ± 9 102 ± 7 109 ± 10 100 ± 3

0 100 ± 12 0 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12

MCF-7 cells

(nM) paclitaxel (µM) FG3-1 FG3-2 FG3-3 FG3-4 FG3-7

%/ CTL DMSO 10 34 ± 5 30 19 ± 4 72 ± 6 100 ± 11 78 ± 8 51 ± 17

3 37 ± 3 10 55 ± 3 79 ± 15 129 ± 22 78 ± 4 104 ± 8

1 53 ± 5 5 77 ± 9 78 ± 11 113 ± 9 98 ± 6 113 ± 1

0 100 ± 12 0 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12 100 ± 12

A549 cells

(nM) docetaxel (µM) FG3-5 FG3-6

%/ CTL DMSO 10 17 ± 1 30 72 ± 4 68 ± 3

1 37 ± 1 10 75 ± 4 88 ± 9

0.1 48 ± 3 5 82 ± 4 91 ± 14

0 100 ± 13 0 100 ± 13 100 ± 13

PC3 cells

(nM) docetaxel (µM) FG3-5 FG3-6

%/ CTL DMSO 10 16 ± 2 30 84 ± 1 81 ± 4

1 44 ± 1 10 84 ± 2 95 ± 8

0.1 106 ± 24 5 99 ± 7 95 ± 6

0 100 ± 18 0 100 ± 18 100 ± 18

MCF-7 cells

(nM) docetaxel (µM) FG3-5 FG3-6

%/ CTL DMSO 10 27 ± 7 30 52 ± 10 52 ± 6

1 40 ± 0 10 63 ± 7 71 ± 13

0.1 61 ± 13 5 68 ± 12 71 ± 11

0 100 ± 16 0 100 ± 16 100 ± 16
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Le composé FG3-1 a été évalué en effet dose sur les trois lignées cellulaires afin de 

déterminer les IC50 respectives. 

 

Figure 6-4 : Effet dose sur le test de viabilité cellulaire XTT après 72 h d’incubation avec le 

composé FG3-1.  

 

L’effet dose réalisé avec le composé FG3-1 sur les trois lignées cellulaires a confirmé les 

résultats obtenus lors de l’évaluation à 3 doses avec des IC50 respectives de 12,8 M sur la 

lignée A549, 11,9 M sur la lignée PC3 et 8,9 M sur la lignée MCF-7. 

Les mimes du paclitaxel avec la matrice cyclotriproline (Figure 6-5) ont également été 

évalués à trois concentrations différentes. Les résultats sont présentés dans le Tableau 6-4. 

 

IC50 = 12.8 M IC50 = 11.9 M

IC50 = 8.9 M

[C] [C]

[C]

[%/CTL] [%/CTL]

[%/CTL]

A549 cells PC3 cells

MCF-7 cells
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Figure 6-5 : Mimes du paclitaxel avec la matrice cyclotriproline évalués sur les lignées 

tumorales MCF-7, PC3 et A549. 

 

 

Tableau 6-4 : Résultats du test de viabilité cellulaire XTT après 72 h d’incubation sur les 

mimes du paclitaxel basé sur la matrice cyclotriproline. 

Les mimes du paclitaxel CTP-2, CTP-3 et CTP-4 ont été évalués à des concentrations 

respectives de 30 M, 10 M et 5 M. Le docétaxel (testé à 10 nM, 1 nM et 0,1 nM) a servi 

de contrôle positif pour valider les résultats obtenus lors de cette étude. Les résultats sont 

normalisés et exprimés en pourcentage par rapport au solvant. Dans cette expérience, les 

composés CTP-2 et CTP-4 n’ont pas montré d’effet sur les trois lignées cellulaires jusqu’à 

une concentration de 30 M. Le composé CTP-3, analogue du composé CTP-2 portant la 

chaîne latérale du docétaxel, a montré un début d’effet pour une concentration proche de 30 

M spécifiquement sur la lignée tumorale MCF-7. 

A549 cells

(nM) docetaxel (µM) CTP-2 CTP-3 (nM) docetaxel (µM) CTP-4

%/ CTL DMSO 10 17 ± 1 30 99 ± 12 82 ± 1 10 18 ± 0 30 100 ± 3

1 37 ± 1 10 102 ± 7 85 ± 2 1 48 ± 5 10 96 ± 6

0.1 48 ± 3 5 96 ± 9 115 ± 27 0.1 108 5 106 ± 23

0 100 ± 13 0 100 ± 13 100 ± 13 0 100 ± 8 0 100 ± 8

PC3 cells

(nM) docetaxel (µM) CTP-2 CTP-3 (nM) docetaxel (µM) CTP-4

%/ CTL DMSO 10 16 ± 2 30 95 ± 6 88 ± 22 10 14 ± 1 30 103 ± 1

1 44 ± 1 10 88 ± 10 101 ± 35 1 43 ± 6 10 99 ± 10

0.1 106 ± 24 5 91 ± 10 105 ± 21 0.1 128 ± 2 5 107 ± 7

0 100 ± 18 0 100 ± 18 100 ± 18 0 100 ± 11 0 100 ± 11

MCF-7 cells

(nM) docetaxel (µM) CTP-2 CTP-3 (nM) docetaxel (µM) CTP-4

%/ CTL DMSO 10 27 ± 7 30 88 ± 12 58 ± 4 10 27 ± 6 30 108 ± 6

1 40 ± 0 10 97 ± 16 76 ± 5 1 43 ± 7 10 98 ± 13

0.1 61 ± 13 5 76 ± 9 79 ± 10 0.1 63 ± 4 5 74 ± 10

0 100 ± 15 0 100 ± 16 100 ± 16 0 100 ± 9 0 100 ± 9
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II. Test de polymérisation de la tubuline 

 

Parallèlement à l’évaluation de la cytotoxicité des mimes du paclitaxel sur les 3 lignées 

cellulaires, les composés ont été évalués dans un test de polymérisation de la tubuline 

(Tubulin Polymerization Assay Kit, Cytoskeleton Inc.).196 Le choix s’est porté sur un test de 

polymérisation de la tubuline suivi par fluorescence plutôt qu’un test de polymérisation de la 

tubuline suivi par densité optique suite aux résultats présentés par l’équipe de Kingston lors 

de l’évaluation de leurs mimes.142 La polymérisation est suivie par augmentation de 

l’émission de fluorescence à 410-460 nm pendant une période de 60 min à 37°C. 

 

 
 

Figure 6-6 : Mimes de première génération du paclitaxel évalués dans le test de 

polymérisation de la tubuline. 

 

Dans cette étude, le paclitaxel a été testé à une concentration de 3 M. Les différents mimes 

du paclitaxel sont évalués à une concentration de 50 M. Cette concentration a été choisie 

afin de pouvoir comparer l’induction de la polymérisation par rapport à l’étude réalisée par 

l’équipe de Kingston.142 Leurs composés avaient été évalués à une concentration de 60 M, 

correspondant à la limite de solubilité pour cette série de composés. 
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Figure 6-7 : Mimes de deuxième génération du paclitaxel évalués dans le test de 

polymérisation de la tubuline. 

 

Les résultats de cette étude indiquent que les mimes de première génération (Figure 6-6) et de 

deuxième génération du paclitaxel (Figure 6-7) n’induisent pas la polymérisation de la 

tubuline en microtubules à une concentration de 50 M.  

Le composé FG3-1, qui a montré une activité cytotoxique sur les lignées tumorales A549, 

PC3 et MCF-7, n’a pas induit de la polymérisation de la tubuline en microtubules lorsqu’il a 

été évalué à une concentration de 50 M. De la même manière, les autres mimes de troisième 

génération n’ont pas montré d’induction lors de cette évaluation (Figure 6-8). 
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Figure 6-8 : Mimes de troisième génération du paclitaxel évalués dans le test de 

polymérisation de la tubuline. 
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Les mimes du paclitaxel basés sur le squelette cyclotriproline ont été évalués dans les mêmes 

conditions (Figure 6-9). A une concentration de 50 M, les composés CTP-2, CTP-3 et 

CTP-4 n’ont pas montré d’induction de la polymérisation de la tubuline en microtubules. 

 

Figure 6-9 : Mimes du paclitaxel avec la matrice cyclotriproline évalués dans le test de 

polymérisation de la tubuline. 

 

En dépit d’un bon recouvrement des pharmacophores entre les mimes et le paclitaxel d’après 

les études de modélisation moléculaire, les résultats obtenus avec les deux premières 

générations de mimes issues de l’approche fragment sont décevants. Ces composés n’ont pas 

induit la polymérisation de la tubuline et n’ont pas montré d’activité cytotoxique sur les 

lignées tumorales étudiées. Dans le cas des mimes du paclitaxel de première génération, le 

caractère flexible de ces mimes pourrait être une explication au manque d’activité. Les 

composés FG2-5 et FG2-6 ont présenté un début d’activité à une concentration de 30 M 

cependant trop faible pour induire une polymérisation de la tubuline lors de l’évaluation à une 

concentration de 50 M.  

Parmi les composés spirocycliques de troisième génération, le composé FG3-5 portant la 

chaîne latérale du docétaxel sans posséder le motif benzoate a montré une activité spécifique 

sur les cellules MCF-7 à une concentration de 30 M (tendance qui se confirme à une 

concentration de 10 M). Les mimes FG3-6 et FG3-7 qui présentaient les profils les plus 

satisfaisants au regard de la modélisation moléculaire ont montré une activité à une 
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concentration de 30 M (spécifique aux cellules MCF-7 dans le cas du composé FG3-6). Ce 

début d’activité cytotoxique ne permet pas d’induire la polymérisation de la tubuline. 

Seul le composé FG3-1 a montré une activité cytotoxique sur les 3 de lignées tumorales 

étudiés (IC50 = 12,8 M sur la lignée A549, IC50 = 11,9 M sur la lignée PC3 et IC50 = 8,9 

M sur la lignée MCF-7). Cette activité peut paraître surprenante compte tenu de l’hypothèse 

de départ selon laquelle il était nécessaire d’avoir la présence conjointe de la chaîne latérale 

phénylisosérine et du groupement benzoate pour mimer le paclitaxel. La comparaison avec 

son analogue réduit inactif FG3-2 montre l’importance de la cétone ,-insaturée (accepteur 

de Michaël) dans l’activité du mime FG3-1. Le potentiel cytotoxique de ce type de structure a 

déjà été rapporté dans la littérature.197 Toutefois, lors de l’évaluation de ce composé dans le 

test de polymérisation de la tubuline, ce composé n’a pas induit de polymérisation de la 

tubuline. Compte tenu de la concentration nécessaire de paclitaxel à mettre en jeu pour induire 

la polymérisation, il est raisonnable de penser qu’une concentration de 50 M de composé 

FG3-1 est insuffisante.  

Parmi les composés obtenus à partir d’une matrice peptidique, seul le composé CTP-3 a 

montré un début de cytotoxicité spécifiquement sur les cellules MCF-7 à une concentration de 

30 M ce qui n’a pas permis d’observer d’induction de la polymérisation de la tubuline avec 

ce composé. 
 

 

III. Solubilité FaSSIF des mimes du paclitaxel 
 

Le paclitaxel présente la particularité d’être une molécule très peu soluble dans l’eau ce qui 

nécessite d’utiliser une formulation dans un mélange éthanol/Cremophor EL® pour 

administrer le composé. L’utilisation de cette formulation n’est pas sans conséquence et peut 

provoquer des effets indésirables chez les patients. Les mimes du paclitaxel ont été évalués 

dans un test de solubilité et comparés au paclitaxel. La mesure de la solubilité d’une molécule 

est un paramètre évalué de manière précoce dans un programme de chimie médicinale. De 

nombreux paramètres régissent la solubilité d’un composé (la forme amorphe ou cristalline, le 

type de solution utilisé, le pH de la solution). La mesure de la solubilité cinétique d’une 

molécule est classiquement réalisée dans un tampon à pH physiologique utilisant la méthode 

CLND (Chemiluminescent nitrogen detection). Dans le cas présent, la mesure de la solubilité 

des mimes du paclitaxel a été réalisée dans un fluide gastro-intestinal simulé. Le FaSSIF 
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(fasted simulated intestinal fluid) simule un fluide intestinal à jeun (pH 6,5) et correspond à 

des conditions physiologiques. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 6-5. 
 

 
 

Tableau 6-5 : Solubilité FaSSIF des mimes du paclitaxel. 

Dans ce test de solubilité FaSSIF, la très faible solubilité du paclitaxel a été confirmée (<1 

g/mL). Les mimes du paclitaxel sont solubles (pour les composés avec une solubilité 

comprise entre 30 et 100 mg/mL) à extrêmement solubles (pour les mimes avec une solubilité 

>1000 mg/mL). Sans surprise les composés ayant l’atome d’azote libre sont les composés les 

Structure Solubility
(g/mL) Structure Solubility

(g/mL)

FG2-1 75 FG3-4 3412

FG2-2 114 FG3-5 334

FG2-5 71 FG3-6 61

FG2-6 67 FG3-7 99

FG3-1 2013 CTP-2 129

FG3-2 3147 CTP-3 258

FG3-3 130 CTP-4 102

Paclitaxel <1
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plus solubles. De manière intéressante, les mimes du paclitaxel basés sur la matrice 

cyclotriproline ont montré une très bonne solubilité. 

L’absence d’induction de la polymérisation de la tubuline à une concentration de 50 M pour 

le composé FG3-1 n’a pas permis de relier la cytotoxicité au mécanisme d’action attendu. La 

très grande solubilité de ce composé permet d’envisager une nouvelle évaluation à une 

concentration plus forte dans un test de polymérisation de la tubuline. 

 

IV. Evaluation du composé FG3-1 dans le test de polymérisation de la 

tubuline 

Le composé FG3-1 a été évalué à une concentration de 500 M dans cette étude (Figure 6-

10). 

 

Figure 6-10 : Evaluation du composé FG3-1 dans le test de polymérisation de la tubuline à 

différentes doses. 

Les résultats obtenus (tracé bleu) sont superposés aux résultats obtenus précédemment (tracé 

orange). L’augmentation de la concentration du composé FG3-1 n’a pas permis d’induire la 

polymérisation de la tubuline en microtubules. Cette dernière évaluation ne permet donc pas 

d’affirmer que la cytotoxicité observée sur les différentes lignées tumorales soit reliée à une 

action comme poison du fuseau mitotique. 
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La lutte contre le cancer est à un enjeu majeur de santé publique. Au cours de sa vie, chaque 

individu peut être confronté directement ou par l’intermédiaire d’un proche, à cette maladie. 

Aussi afin d’apporter de nouvelles solutions thérapeutiques, la recherche de nouveaux agents 

anticancéreux reste une priorité et mobilise de nombreux groupes de recherche. 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont été menés dans ce sens. L’objectif a 

consisté à concevoir, synthétiser et évaluer de nouveaux agents anticancéreux capables de 

mimer le paclitaxel (Taxol®). Ce produit naturel à la structure chimique complexe est utilisé 

depuis de nombreuses années en clinique comme poison du fuseau mitotique pour le 

traitement de différents types de cancers.  

La problématique de ce sujet de recherche était la suivante : Est-il possible de remplacer le 

cycle taxane par un motif plus simple tout en conservant une activité satisfaisante comparable 

à celle du paclitaxel ? 

Deux stratégies, basées sur l’utilisation d’un acide aminé cyclique, la proline, ont été 

développées dans le cadre ce programme de recherche. 

Pour la première approche, la proline a été utilisée comme fragment chimique afin d’identifier 

par modélisation moléculaire des composés susceptibles de superposer le cycle taxane et 

d’orienter correctement dans l’espace deux pharmacophores identifiés comme indispensable à 

l’activité du paclitaxel. Trois séries de mimes du paclitaxel ont ainsi été synthétisées. Parmi 

ceux-ci, le composé spirocyclique FG3-1 a montré une activité cytotoxique sur les trois 

lignées tumorales étudiées à une concentration voisine de 10 M. Ce composé s’est révélé 

être une molécule très soluble dans un milieu FaSSIF ce qui a permis de l’évaluer à une forte 

concentration (500 M) dans un test de polymérisation de la tubuline. Dans ces conditions, le 

composé FG3-1 n’a pas montré d’induction de la polymérisation de la tubuline en 

microtubules, dissociant la cytotoxicité observée du mécanisme d’action attendu. 

La seconde approche a également utilisé la modélisation moléculaire pour évaluer le potentiel 

d’une matrice peptidique cyclique basée sur l’utilisation de la proline comme mime du 

paclitaxel. Le composé CTP-3, portant la chaîne latérale du docétaxel, a montré une activité 

cytotoxique spécifique sur la lignée tumorale de cancer du sein (MCF-7) à une concentration 

de 30 M sans toutefois montrer d’induction de la polymérisation de la tubuline. 
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Les résultats présentés dans ce manuscrit ne permettent pas de répondre positivement à la 

problématique soulevée précédemment. Mimer un produit naturel aussi élaboré que le 

paclitaxel avec une petite molécule est un challenge complexe qui reste encore à relever. 

Des hypothèses peuvent être avancées pour expliquer le manque d’activité des différents 

mimes synthétisés et de nouvelles pistes de recherches proposées.  

Les mimes présentés ont été conçus sur la base de deux pharmacophores essentiels à l’activité 

du paclitaxel, la chaîne latérale phénylisosérine et le groupement benzoate. Toutefois, d’autres 

motifs importants (acétate porté par l’atome de carbone C4, le cycle oxétane) sont absents ce 

qui nuit vraisemblablement à l’activité de ces composés.  

La solubilité des composés synthétisés s’est avérée être bonne mais la perméabilité 

membranaire n’a pas été évaluée. Une faible pénétration cellulaire pourrait être un facteur 

limitant pour accéder à la tubuline.  

L’activité du paclitaxel dépend de sa capacité à lier la tubuline et à stabiliser les microtubules. 

Cette molécule occupe un volume important (803.5 Å3 et TSPA de 229.21 Å2) dans le site de 

liaison de la protéine ce qui lui permet de déplacer des molécules d’eau vers la lumen des 

microtubules et ainsi renforcer son énergie libre de liaison (ΔG) principalement en raison d’un 

gain enthalpique et d’une désolvatation. Les structures simplifiées, plus petites, n’ont pas ces 

capacités. Des mimes qui occuperaient un volume plus petit (418.6 Å3 et TPSA de 87.6 Å2 

pour le composé FG3-1) dans le site de liaison de la tubuline seraient-ils en mesure de se lier 

de la même manière que le paclitaxel ?  

Ces différents éléments sont autant d’hypothèses pour tenter d’expliquer les résultats obtenus. 

Une nouvelle approche pourrait être envisagée dans le cadre de la recherche d’un mime du 

paclitaxel. Celle-ci consisterait à considérer plus particulièrement le site de liaison des taxanes 

et non le ligand. Il serait nécessaire d’utiliser les interactions du paclitaxel ainsi que celles des 

épothilones, du discodermolide et de la dyctyostatine qui se lient dans le même site de liaison 

de la protéine. Ceci permettrait de définir des pharmacophores communs et spécifiques pour 

concevoir de nouveaux mimes. 

Une approche fragment, non plus basée sur la modélisation moléculaire et la superposition du 

ligand mais sur l’utilisation de méthodes biophysiques d’identification de petits motifs 

chimiques, pourrait également être envisagée. 
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Les  structures synthétisées lors de ce travail de thèse pourraient également faire l’objet de 

nouveaux axes de recherche. Dans cette optique, la matrice cyclo(4-OH-L-Pro-4-OH-D-Pro-

4-OH-D-Pro) a été synthétisée. Cette matrice pourrait servir de squelette peptidique cyclique 

capable de lier par l’intermédiaire des 3 fonctions hydroxyles (liaison ester ou éther) des 

petites molécules ou des peptides possédant une activité thérapeutique. Des travaux sont 

actuellement en cours au sein de notre équipe pour fonctionnaliser cette matrice. 

Je tiens à souligner que ce travail de thèse aura été l’occasion de rencontrer, d’échanger avec 

des personnes venant d’horizons différents et ainsi d’élargir ma culture scientifique. Ce travail 

de thèse aura, également, été l’occasion d’apprendre et de transmettre. Ma plus grande 

satisfaction restera sans doute d’avoir partagé des connaissances, de l’expérience et de la 

passion avec tous les étudiants qui ont travaillé avec moi sur ce sujet et sans qui ce manuscrit 

ne serait pas ce qu’il est. 
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General procedure 
 

All commercial chemicals and solvents were reagent grade and were used without further 

purification unless otherwise specified. All reactions except those in aqueous media were 

carried out with the use of standard techniques for the exclusion of moisture.  

Reactions were monitored by thin-layer chromatography on silica gel plates (TLC Silica Gel 

F254 Merck®) and visualized with UV light, ninhydrine, phosphomolybdic acid or potassium 

permanganate solutions. Final compounds were typically purified by flash chromatography on 

silica gel cartridge (Chromabond Flash Macherey-Nagel®) using Biotage Isolera One® 

chromatography instrument. All final compounds were >95% pure unless otherwise indicated. 
1H NMR spectra were recorded on a Bruker® (400 MHz) Avance DPX or Bruker® (500 MHz) 

Avance III. Chemical shifts are reported in parts per million (ppm). Splitting patterns are 

designed as s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, quadruplet; dd, doublet of doublets; m, 

multiplet; br s, broad singlet. Compounds are named using ChemBioDrawR Ultra 12. 
 

Several methods were conducted for LCMS analysis 

Method A 

Elution without column with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), 50/50, at a flow rate of 0.5 mL/minute at 40°C. The mass spectra 

(MS) were recorded on a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using 

electrospray  positive ionisation [ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative 

ionisation [ES- to give (M-H)- molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method B 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 min 

100% B, at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 
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Method C  

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 min 

100% B, at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 10 V cone voltage. 

Method D 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 min 

100% B, at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method E 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-7 min: 40% to 100% B, 7-8 

min: 100% B at a flow rate of 1.8 ml/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method F 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-10 min: 40% to 100% B, 10-

11min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded 

on a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 
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[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method G 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-4 min: 40% to 100% B, 4-5 

min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on 

a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method H 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-11 min: 40% to 100% B, 11-12 

min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on 

a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method I 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% ammonia in water (solvent A) and 0.1% ammonia in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 

minutes 100% B, at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded 

on a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method J 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 
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acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-6 min: 40% to 100% B, 6-

7min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on 

a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 

Method K 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-6 min: 40% to 100% B, 6-7 

min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on 

a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 40 V cone voltage. 

Method L 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% ammonia in water (solvent A) and 0.1% ammonia in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 min 

100% B, at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation 

[ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- 

molecular ions] modes with a 40 V cone voltage. 

Method M 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-10 min: 40% to 100% B, 10-

11min: 100% B at a flow rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded 

on a Waters ZQ mass spectrometer (scan 110-2000 uma) using electrospray  positive 

ionisation [ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give 

(M-H)- molecular ions] modes with a 20 V cone voltage. 
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Method N 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5 µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-4 min: 0% to 50% B at a flow 

rate of 1.8 mL/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a Waters ZQ mass 

spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive ionisation [ES+ to give MH+ 

molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give (M-H)- molecular ions] 

modes with a 20 V cone voltage. 

Method O 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-6 minutes: 5% to 100% B, 6-7 

minutes 100% B, at a flow rate of 1.8 ml/minute at 40°C.The mass spectra (MS) were 

recorded on a Waters ZQ mass spectrometer (scan 200-900 uma) using electrospray  positive 

ionisation [ES+ to give MH+ molecular ions] or electrospray negative ionisation [ES- to give 

(M-H)- molecular ions] modes with a 20V cone voltage. 

HRMS method 

Analytical HPLC was conducted on a X-Select CSH C18 XP column (Waters®) (2.5µm 30 x 

4.6 mm  id) eluting with 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in 

acetonitrile (solvent B), using the following elution gradient 0-3 min: 5% to 100% B, 3-4 min 

100% B, at a flow rate of 1.8 ml/min at 40°C. The mass spectra (MS) were recorded on a 

Waters LCT mass spectrometer using electrospray positive ionization [ES+ve to give MH+ 

molecular ions] or electrospray negative ionization [ES-ve to give (M-H)- molecular ions] 

modes. 
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(2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-

2) 

To a suspension of trans-L-4-hydroxyproline 4-1 (6.02 g, 45.9 mmol) in methanol (100 mL) 

at 0°C was added dropwise thionyl chloride (8.38 mL, 115.0 mmol). The reaction mixture 

was stirred for 10 min at 0°C, then warmed up to room temperature and stirred for 3.5 h.  The 

solvent was evaporated under reduced pressure. Methanol was added and the mixture was 

concentrated under reduced pressure to afford crude (2S,4R)-methyl 4-hydroxypyrrolidine-2-

carboxylate hydrochloride as a pale yellow solid (8.11 g, 55.9 mmol, quantitative yield) which 

was used for the next step without further purification.  

To a solution of (2S,4R)-methyl 4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylate hydrochloride (2.60 g, 

17.91 mmol) in dichloromethane (25 mL) was added triethylamine (3.74 mL, 26.9 mmol)  

and di-tert-butyl dicarbonate (4.30 g, 19.7 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h before being quenched by water. The organic layer was dried over 

anhydrous magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

60/40) as eluting gradient to afford (2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-

dicarboxylate (2.67 g, 10.89 mmol, 60% yield) as a colorless oil.  

MS (ESI), m/z [M + H]+ 246.2 (method A). 

To a solution of (2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (2.67 

g, 10.89 mmol) and imidazole (6.56 g, 96.0 mmol) in dichloromethane (25 mL) was added 

TIPSCl (2.77 mL, 13.06 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 48 

h then washed with 1N HCl solution, water, saturated aqueous NaHCO3 solution and brine. 

The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under 

reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting gradient to afford (2S,4R)-1-tert-butyl 

2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-2 (4.2 g, 10.46 mmol, 96% 

yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 402.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.53-4.35 (m, 2 H), 3.75 (s, 3 H), 3.40-3.67 (m, 2 H), 2.28-

2.21 (m, 1 H), 2.09-2.00 (m, 1 H), 1.47 (s, 4 H), 1.42 (s, 5 H), 1.06 (m, 21 H). 
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(2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-

3) 

To a solution of (2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate 4-2 (1.92 g, 4.78 mmol) in tetrahydrofuran (7 mL) and ethanol (7 mL) at 0°C 

was added sodium borohydride (362 mg, 9.56 mmol) and calcium chloride (531 mg, 4.78 

mmol). The reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred 16 h 

before being quenched by 1N HCl solution and extracted with ethyl acetate. The organic layer 

was washed with water then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient to afford (2S,4R)-tert-butyl 2-

(hydroxymethyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (1.82 g, 4.87 mmol, 

quantitative yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 374.3 (method A). 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-(hydroxymethyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (500 mg, 1.33 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added benzoic acid (245 

mg, 2.00 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (513 mg, 

2.68 mmol) and DMAP (82 mg, 0.669 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at 

room temperature 16 h then evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with 

ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was 

dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate 

(100/0 to 70/30) as eluting gradient to afford (2S,4R)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-

((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-3 (530 mg, 1.109 mmol 83% yield) as a 

colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 478.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.08-8.03 (m, 2 H), 7.61-7.55 (m, 1 H), 7.48-7.44 (m, 2 H) 

4.58-4.43 (m, 2 H), 4.40 (d, J = 7.02 Hz, 2 H), 3.53 (b s, 2 H), 2.11 (b s, 2 H), 1.49 (s, 9 H), 

1.07-1.03 (m, 21 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-carboxylate (4-4) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyr-

rolidine-1-carboxylate 4-3 (510 mg, 1.06 mmol) in tetrahydrofuran (15 mL) was added 1M 

TBAF/THF solution (2.13 mL, 2.13 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature 16 h then evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with ethyl 
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acetate and washed with saturated NH4Cl solution and brine. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

40/60) as eluting gradient to provide (2S,4R)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-

hydroxypyrrolidine-1-carboxylate 4-4 (270 mg, 0.84 mmol, 79% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 322.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.02 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.59 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.46 (t, J 

= 7.7 Hz, 2 H), 4.54-4.44 (m, 3 H), 4.31 (b s, 1 H), 3.66 (b s, 1 H), 3.52 (b s, 1 H), 2.15 (b s, 2 

H), 1.49 (s, 9 H). 
 

((2R,4S)-2-allyl-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidin-

2-yl)methyl benzoate (FG1-4) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-

carboxylate 4-4 (230 mg, 0.716 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (349 mg, 1.074 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (274 mg, 1.431 mmol) 

and DMAP (43 mg, 0.358 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with 

ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was 

dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate 

(100/0 to 70/30) to afford (4S)-(3R,5S)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-butoxycarbonyl) 

pyrrolidin-3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (404 mg, 0.643 

mmol, 90% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 629.2. tR = 4.04 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3R,5S)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-

3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (401 mg, 0.638 mmol) in 

dichloromethane (10 mL) was added trifluoroacetic acid (1.00 mL, 12.98 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature 16 h then evaporated under reduced pressure. The 

residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure to provide ((2S,4R)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy) 

pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate FG1-4 (268 mg, 0.549 mmol, 86% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.2, tR = 2.97 min (method C). 
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HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 (MH+) 489.2025, found 489.2025. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.09-8.06 (m, 2 H), 7.81-7.79 (m, 2 H), 7.61-7.32 (m, 11 H), 

7.00 (d, J = 9.7 Hz, 1 H), 5.91 (dd, J = 9.7, 1.5 Hz, 1 H), 5.37 (t, J = 3.9 Hz, 1 H), 4.71 (d, J = 

2.1 Hz, 1 H), 4.35-4.27 (m, 2 H), 4.00-3.93 (m, 1 H), 3.10-3.01 (m, 2 H), 2.28-2.22 (m, 1 H), 

1.91-1.84 (m, 1 H). 

((2S,4R)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-methylpyrro-

lidin-2-yl)methyl benzoate (FG1-5) 

To a solution of ((2S,4R)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy) 

pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate FG1-4  (110 mg, 0.225 mmol) in dichloromethane (10 mL) 

at 0 °C was added acetic acid (103 L, 1.801 mmol), formaldehyde (37% solution in water) 

(168 L, 2.25 mmol) and sodium triacetoxyborohydride (143 mg, 0.67 mmol). The reaction 

mixture was stirred for 1 h at room temperature then quenched by saturated NaHCO3 solution 

and extracted with dichloromethane. The organic phase was dried over anhydrous sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduce pressure to provide ((2S,4R)-4-(((2R,3S)-3-

benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-methyl pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 

FG1-5 (108 mg, 0.215 mmol, 95% yield) as a light yellow solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 503.2, tR = 3.21 min (method C). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C29H30N2O6 (MH+) 503.2182, found 503.2201. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.07-8.05 (m, 2 H), 7.80-7.78 (m, 2 H), 7.61-7.28 (m, 11 H), 

6.98 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.81 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 1 H), 5.32-5.26 (m, 1 H), 4.67 (d, J = 2.3 

Hz, 1 H), 4.35 (d, J = 4.9 Hz, 2 H), 3.58-3.54 (m, 1 H), 2.99-2.93 (m, 1 H), 2.44 (s, 3 H), 

2.16-2.13 (m, 2 H). 
 

(2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (4-5) 

To solution of trans-L-4-hydroxyproline 4-1 (12 g, 92 mmol) in dioxane (100 mL) was added 

1N sodium hydroxide (100 mL, 100 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (23.37 mL, 101 

mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 16 h then evaporated under 

reduced pressure. The residue was acidified with 1H HCl solution and extracted with ethyl 

acetate. The organic layer dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure to afford (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-

carboxylic acid 4-5 (20.26 g, 88 mmol, 96% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 232.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 4.56-4.44 (m, 2 H), 3.61-3.54 (m, 2H), 2.47-2.33 (m, 1H), 

2.28-2.12 (m, 1H), 1.50 (s, 5H), 1.45 (s, 4 H). 
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(2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-6) 

To a solution of (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid 4-5 

(6.6 g, 28.5 mmol) in dichloromethane (100 mL) at 0°C was added triethylamine (4.38 mL, 

31.4 mmol) and benzyl bromide (3.73 mL, 31.4 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 18 h. The solvent was evaporated under reduced pressure and the 

residue was dissolved in dichloromethane and washed successively by 1H HCl solution, 

water, saturated Na2CO3 solution and water. The organic layer was dried over anhydrous 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 

silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting 

gradient to afford (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-6 

(2.87 g, 8.93 mmol, 31% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 322.2, tR = 2.95 min (method D). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.37 (m, 5 H), 5.32-5.09 (m, 2 H), 4.53-4.43 (m, 2H), 3.72-

3.56 (m, 2H), 2.37-2.34 (m, 1H), 2.14-2.05 (m, 1H), 1.48 (s, 3H), 1.37 (s, 6 H). 
 

(2S,4R)-Benzyl 4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidine-

2-carboxylate (FG1-3) 

To a solution of (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-6 

(390 mg, 1.21 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (592 mg, 1.82 mmol). The reaction mixture 

was stirred at room temperature for 10 min then EDC (465 mg, 2.42 mmol) and DMAP (74 

mg, 0.607 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h 

then evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with ethyl acetate and washed 

with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over anhydrous 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 

silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 97/3) as eluting gradient to 

provide (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazo-

lidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (616 mg, 0.98 mmol, 81 % yield) as a 

colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 629.2, tR = 3.94 min (method B). 

To a solution of (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4- 

phenyl-oxazolidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (90 mg, 0.143 mmol) in 

dichloromethane (2 mL) was added trifluoroacetic acid (165 L, 2.14 mmol). The reaction 
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mixture was stirred at room temperature 16 h then evaporated to dryness under reduced 

pressure.  The residue was dissolved in dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 

solution and water. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure to afford (2S,4R)-benzyl-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidine-2-carboxylate FG1-3 (38 mg, 0.078 mmol, 54% 

yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.1, tR = 3.05 min (method C). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 [MH+] 489.2025, found 489.2029. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 8.72 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.84 (m, 2 H), 7.57-7.23 (m, 13 

H), 5.73 (d, J = 8 Hz, 1 H), 5.50 (dd, J = 8.9, 5.1 Hz, 1 H), 5.11-5.06 (m, 3 H), 4.50 (dd, J = 

7.6, 5.1 Hz, 1 H), 3.89 (t, J = 7.7 Hz, 1 H), 2.95-2.91 (m, 1 H), 2.56-2.53 (m, 1 H), 2.05-2.02 

(m, 2 H). 
  

(2S,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (4-8) 

To solution of cis-L-4-hydroxyproline 4-7 (4.95 g, 37.7 mmol) in dioxane (50 mL) was added 

1N sodium hydroxide solution (56.6 mL, 56.6 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (13.15 

mL, 56.6 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then 

evaporated under reduced pressure. The residue was acidified with 1N HCl solution and 

extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with brine and dried over 

anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to afford 

(2S,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid 4-8 (3.23 g, 14.0 

mmol, 37% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 232.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 4.50-4.45 (m, 2 H), 3.57-3.46 (m, 2 H), 2.58-2.54 (m, 1 H), 

2.27-2.24 (m, 1 H), 1.52 (s, 5 H), 1.47 (s, 4 H). 
 

(2S,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-9) 

To a solution of (2S,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (3.1 

g, 13.41 mmol) 4-8 in dichloromethane (100 mL) was added triethylamine (9.34 mL, 67.0 

mmol) and benzyl bromide (6.38 mL, 53.6 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 48 h then evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in 

dichloromethane and washed successively with 1H HCl solution, water, saturated Na2CO3 

solution and water. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 
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chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford 

(2S,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-9 (1.67 g, 5.20 mmol, 

38% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 322.2, tR = 2.98 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.38-7.32 (m, 5 H), 5.19-5.14 (m, 1 H), 5.06-5.00 (m, 1 H), 

4.32-4.21 (m, 2 H), 3.52-3.47 (m, 1 H), 3.17-3.11 (m, 1 H), 2.41-2.29 (m, 1 H), 1.91-1.85 (m, 

1H), 1.39 (s, 4.5 H), 1.27 (s, 4.5 H). 
 

(2S,4S)-Benzyl 4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidine-

2-carboxylate (FG1-1) 

To a solution of (2S,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-9 

(1.2 g, 3.73 mmol) in dichloromethane (40 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-

4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (1.33 g, 4.11 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 10 min then EDC (1.43 g, 7.47 mmol) and DMAP (228 mg, 1.86 

mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h then 

evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with ethyl acetate then washed 

with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over anhydrous 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 

silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 97/3) as eluting gradient to 

provide (2S,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyl oxazo-

lidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (1.79 g, 2.85 mmol, 76% yield) as a 

colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 629.3, tR = 3.27 min (method B). 

To a solution of (2S,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyl 

oxazolidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (515 mg, 0.819 mmol) in 

dichloromethane (10 mL) was added trifluoroacetic acid (947 L, 12.29 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature 16 h then evaporated to dryness under reduced 

pressure. The residue was dissolved in dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 

solution and water. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure to afford (2S,4S)-benzyl 4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy) pyrrolidine-2-carboxylate FG1-1 (261 mg, 0.534 mmol, 

65% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.1, tR = 3.05 min (method C). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 [MH+] 489.2025, found 489.2011. 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.81-7.79 (m, 2 H), 7.53-7.31 (m, 13 H), 7.07 (d, J = 9.5 Hz, 

1 H), 5.86 (dd, J = 9.6, 1.8 Hz, 1 H), 5.34 (m, 1 H), 5.19 (s, 2 H), 4.69 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 

4.18 (t, J = 8.1 Hz, 1 H), 3.17-3.07 (m, 2 H), 2.38 (dd, J = 14.6, 8.2, 1 H), 2.25-2.18 (m, 1 H). 
 

(2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxy- 

late (4-10) 

To a solution of (2S,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid 4-8 

(2.19 g, 9.47 mmol) in methanol (50 mL) was added  cesium carbonate (3.09 g, 9.47 mmol). 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 5 min and the solvent was removed 

under reduced pressure. The residue was co-evaporated with toluene and the resulting cesium 

salt was dissolved in N,N-dimethylformamide (50 mL). Iodomethane (888 L, 14.21 mmol) 

was added and the reaction mixture was stirred at room temperature 16 h. The solvent was 

evaporated under reduced pressure and the residue was dissolved in ethyl acetate and washed 

subsequently with saturated NaHCO3 solution and brine. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered, and concentrated under reduced pressure to afford 

(2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (1.91 g, 7.80 mmol, 

82% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 246.2 (method A). 

To a solution of  (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (1.9 g, 

7.75 mmol) in dichloromethane (25 mL) was added imidazole (1.05 g, 15.49 mmol) and 

TBDPSCl (2.98 mL, 11.62 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 16 h. 

The solvent was evaporated under reduced pressure and the residue was diluted with ethyl 

acetate. The organic layer was washed with 1N HCl solution and brine. The organic phase 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate 

(100/0 to 70/30) as eluting gradient to afford  (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-10 (1.49 g, 3.10 mmol, 40% yield) as 

a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 484.2, tR = 5.22 min (method E). 
 

(2S,4S)-tert-Butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (4-11) 

To a solution of (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate 4-10 (1.49 g, 3.08 mmol) in tetrahydrofuran (10 mL) and ethanol (10 mL) at 
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0°C was added sodium borohydride (0.233 g, 6.16 mmol) and calcium chloride (0.342 g, 3.08 

mmol). The reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred for 16 h. 

The mixture was quenched by 1N HCl solution and extracted with ethyl acetate. The organic 

extract was washed with water and brine then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered 

and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient to afford 

to provide (2S,4S)-tert-butyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxy methyl) pyrrolidine-

1-carboxylate (1.29 g, 2.83 mmol, 92% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 456.2, tR = 4.06 min (method B). 

To a solution of (2S,4S)-tert-butyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl) 

pyrrolidine-1-carboxylate (476 mg, 1.04 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added 

benzoic acid (191 mg, 1.567 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 

10 min then EDC (401 g, 2.089 mmol) and DMAP (63 mg, 0.522 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The solvent was evaporated under 

reduced pressure and the residue was diluted with ethyl acetate. The solution was washed with 

saturated NaHCO3 solution and water and the organic layer was dried over anhydrous sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 97/3) as eluting gradient to afford 

(2S,4S)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-car-

boxylate 4-11 (470 mg, 0.84 mmol, 80% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 560.3, tR = 4.12 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 8.11-8.08 (m, 2 H), 7.67-7.59 (m, 5 H), 7.51-7.33 (m, 8 H), 

4.72-4.68 (m, 1 H), 4.54-4.48 (m, 1 H), 4.40 (b s, 1 H), 3.79-3.75 (m, 1 H), 3.66-3.31 (m, 2 

H), 2.05-2.00 (m, 2 H), 1.45 (s, 9 H), 1.08 (s, 9 H). 
 

(2S,4S)-tert-Butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (4-12) 

To a solution of (2S,4S)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tertbutyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate 4-11 (415 mg, 0.741 mmol) in tetrahydrofuran (10 mL) was added 

1M TBAF/THF solution (1.85 mL, 1.85 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature 16 h then the solvent was evaporated under reduce pressure. The residue was 

diluted with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution and brine. The organic 

layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 
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cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to provide (2S,4S)-tert-butyl 2-

((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-carboxylate 4-12 (150 mg, 0.467 mmol, 63% 

yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 322.2 tR = 3.06 min (method B). 

((2S,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate (FG1-2) 

To a solution of (2S,4S)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-

carboxylate 4-12 (150 mg, 0.467 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (228 mg, 0.700 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min under inert atmosphere then EDC 

(224 mg, 1.167 mmol) and DMAP (28 mg, 0.233 mmol) were added. The reaction mixture 

was stirred at room temperature for 3 h then evaporated under reduced pressure. The residue 

was diluted with ethyl acetate then washed with saturated NaHCO3 solution and water. The 

organic layer was dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

DCM/MeOH (100/0 to 97/3) to afford (4S,5R)-(3S,5S)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-

butoxycarbonyl)pyrrolidin-3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phe-nyloxazolidine-5-carboxylate 

(273 mg, 0.434 mmol, 93% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 629.3 tR = 4.06 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5S)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-

3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (273 mg, 0.434 mmol) in 

dichloromethane (10 mL) was added trifluoroacetic acid (502 L, 6.51 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The 

residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure to provide ((2S,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy) 

pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate FG1-2 (154 mg, 0.315 mmol, 72% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.2, tR = 2.93 min. tR = 4.12 min (method B). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 (MH+) 489.2025, found 489.2010. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.06-8.04 (m, 2 H), 7.80-7.78 (m, 2 H), 7.58-7.31 (m, 11 H), 

7.04 (d, J = 8.5 Hz, 1 H), 5.77 (dd, J = 8.9, 1 H), 5.34 (b s, 1 H), 4.66-4.65 (m, 1 H), 4.44-

4.36 (m, 2 H), 3.57-3.52 (m, 1 H), 3.23-3.10 (m, 2 H), 2.41-2.34 (m, 1 H), 1.79-1.75 (m, 1 H). 
 

 



Partie expérimentale  
 

194 
 

(2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-14) 

To a suspension of  trans-D-4-hydroxyproline 4-13 (1.04 g, 7.93 mmol) in methanol (10 mL) 

was added triethylamine (2.1 mL, 15.07 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (1.90 g, 8.72 

mmol). The reaction mixture was stirred for 16 h at 40°C then acidified with 1N HCl solution. 

The aqueous layer was extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to afford (2R,4S)-1-

(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (1.82 g, 7.87 mmol, 99% yield) 

as a pale yellow oil. 

MS (ES-) Method B m/z [M-H]- 230.2 (method A). 

To a solution (2R,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic (10 g, 

43.25 mmol) in methanol (200 mL) at 0°C was added a solution of cesium carbonate (7.05 g, 

21.63 mmol) in water (120 mL). The reaction mixture was stirred at room temperature for 5 

min then evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in N,N-

dimethylformamide (400 mL) and benzyl bromide (5.14 mL, 43.25 mmol) was added at 0°C. 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 14 h then the reaction mixture was 

concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved in ethyl acetate and washed 

with water and brine. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford 

(2R,4S)-2-benzyl-1-tert-butyl-4-hydroxypyrolidine-1,2-dicarboxylate 4-14 (13.22 g, 41.14 

mmol, 95 % yield) as colorless oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 322.2 tR = 2.40 min (method D). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 7.36 (m, 5 H), 5.31-5.09 (m, 2 H), 4.52-4.43 (m, 2 H), 

3.67-3.47 (m, 2 H), 2.35-2.25 (m,1 H), 2.11-2.05 (m, 1 H), 1.47 (s, 3 H), 1.36 (s, 6 H). 
 

(2R,4S)-benzyl4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidine-

2-carboxylate (FG1-9) 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-14 

(410 mg, 1.27 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (623 mg, 1.91 mmol). The mixture was 

stirred at room temperature for 10 min then EDC (489 mg, 2.55 mmol) and DMAP (78 mg, 

0.638 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then 

evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with ethyl acetate and washed with 

saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over anhydrous sodium 
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sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting gradient 

to provide (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyl oxazo-

lidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (700 mg, 1.11 mmol, 87% yield) as a 

white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H- Boc]+ 529.2, tR = 3.24 min (method D). 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-(((4S)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyl 

oxazolidine-5-carbonyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (410 mg, 0.652 mmol) in 

dichloromethane (5 mL) was added trifluoroacetic acid (754 L, 9.78 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature for 16 h then evaporated to dryness under reduced 

pressure. The residue was dissolved in dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 

solution. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure to afford (2R,4S)-benzyl-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-

phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidine-2-carboxylate FG1-9 (108 mg, 0.221 mmol, 33% yield) as 

a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.2, tR = 2.85 min (method D). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 [MH+] 489.2025, found 489.2015. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.80-7.77 (m, 2 H), 7.53-7.46 (m, 3 H), 7.42-7.31 (m, 10 H), 

7.04 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.83 (dd, J = 9.4, 2.0, 1 H), 5.35 (t, J = 4.8 Hz, 1 H), 5.20-5.13 (m, 2 

H), 4.68 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 4.13 (t, J = 7.9 Hz, 1 H), 3.28-3.15 (m, 2 H), 2.31 (dd, J = 14.6, 

8.2, 1 H), 2.18-2.11 (m, 1 H). 
 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) pyrrolidine-1,2-dicarboxy-

late (4-15) 

To a suspension of trans-D-4-hydroxyproline 4-13 (5.00 g, 38.1 mmol) in methanol (200 mL) 

at 0°C was added dropwise thionyl chloride (8.35 mL, 114 mmol). The reaction mixture was 

stirred for 10 min at 0°C, then warmed up to room temperature and stirred for 16 h.  The 

solvent was evaporated under reduced pressure. Methanol and toluene were added and the 

mixture was concentrated under reduced pressure to afford crude (2R,4S)-methyl 4-

hydroxypyrrolidine-2-carboxylate hydrochloride as a pale yellow solid (6.93 g, 38.1 mmol, 

quantitative yield) witch was used for the next step without further purification. 

MS (ESI): m/z [M + H]+ 146.1 (method A). 

To solution of (2R,4S)-methyl 4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylate hydrochloride (6.93 g, 

38.1 mmol) in dichloromethane (200 mL) was added triethylamine (16.6 mL, 119.0 mmol)  
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and di-tert-butyl-dicarbonate (16.6 mL, 71.6 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h. The reaction mixture was quenched by addition of 1N HCl solution then 

extracted with dichloromethane. The organic layer was washed with brine, dried over 

anhydrous magnesium sulfate and concentrated under reduced pressure to give crude (2R,4S)-

1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate as a yellow oil (11.81 g, 48.2 

mmol, quantitative yield) which was used for the next step without further purification. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 246.2 (method A). 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (11.81 

g, 48.2 mmol) and imidazole (6.56 g, 96.0 mmol) in dichloromethane (200 mL) was added 

TBDPSCl (18.5 mL, 72.3 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 

h then washed with 1N HCl solution and water. The organic layer was extracted, dried over 

anhydrous sodium sulfate and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 

silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting 

gradient to afford (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

1,2-dicarboxylate 4-15 as a white solid (14.95 g, 30.9 mmol, 81% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 484.5, tR = 3.73 min (method E). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3: δ = 7.66-7.62 (m, 4 H), 7.47-7.39 (m, 6 H), 4.54-4.40 (m, 2 H), 

3.71 (s, 1 H), 3.69 (s, 2 H), 3.57-3.40 (m, 2 H), 2.27-2.21 (m, 1 H), 1.93-1.84 (m, 1 H), 1.47 

(s, 4 H), 1.45 (s, 5 H), 1.07 (s, 9 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (4-16) 

To a solution of  (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

1,2-dicarboxylate 4-15 (7.33 g, 15.15 mmol) in tetrahydrofuran (40 mL) and ethanol (40 mL) 

at 0°C was added sodium borohydride (1.14 g, 30.3 mmol) and calcium chloride (1.68 g, 

15.15 mmol). The reaction mixture was slowly warmed up to room temperature and stirred 7 

for 7 h. The mixture was quenched with 1N HCl solution and extracted with ethyl acetate. 

The organic layer was washed with saturated NaHCO3 solution and brine, dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to provide crude 

(2R,4S)-tert-butyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-

carboxylate (6.94 g, 15.23 mmol quantitative yield) as colorless oil which was used for the 

next step without further purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 456.2, tR = 4.92 min (method E). 
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To a solution of (2R,4S)-tert-butyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl) 

pyrrolidine-1-carboxylate (6.94 g, 15.23 mmol) in dichloromethane (100 mL) was added 

benzoic acid (2.046 g, 16.75 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 

10 min then DMAP (930 mg, 7.62 mmol) and EDC (4.38 g, 22.85 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h. The solvent was evaporated under 

reduced pressure and the residue was diluted with ethyl acetate. The solution was washed with 

saturated NaHCO3 solution and water and the organic layer was dried over anhydrous sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 97/3) as eluting gradient to afford 

(2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-car-

boxylate 4-16 (8.4 g, 15.01 mmol 99% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 560.3, tR = 6.43 min (method E). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3: δ = 7.91 (t, J = 9.6 Hz, 2 H), 7.64 (d, J = 7.0 Hz, 4 H), 7.44-7.35 

(m, 9 H), 4.49-4.27 (m, 4 H), 3.48-3.25 (m, 2 H), 2.14-2.12 (m, 1 H), 1.94-1.84 (m, 1 H), 1.50 

(s, 4 H), 1.48 (s, 5 H), 1.07 (s, 9 H). 
 

((2R,4S)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (4-17) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate 4-16 (1.29 g, 2.31 mmol) in dichloromethane (30 mL) was added 

trifluoroacetic acid (1.78 mL, 23.13 mmol) and the reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h. The solvent was evaporated under reduced pressure then the residue was 

diluted with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic 

layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure to provide ((2R,4S)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 

4-17 (971 mg, 2.11 mmol, 91% yield) which was used for the next step without further 

purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 460.2, tR = 4.33 min (method E). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3: δ = 8.03-8.05 (m, 2 H), 7.68-7.64 (m, 4 H), 7.36-7.48 (m, 9 H), 

4.46 (m, 1 H), 4.20-4.34 (m, 2 H), 3.89-3.92 (m, 1 H), 3.72-3.331 (m, 1 H), 2.99-2.98 (m, 

2H), 2.01-1.96 (m, 1 H), 1.61-1.64 (m, 1 H), 1.09 (s, 9 H). 
 

((2R,4S)-1-acetyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (4-18) 

To a solution of ((2R,4S)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-

17 (300 mg, 0.653 mmol) in methanol (20 mL) was added triethylamine (0.54 mL, 3.92 
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mmol) and acetic anhydride (0.36 mL, 3.92 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h before being concentrated under reduced pressure. The residue was 

diluted with ethyl acetate and washed with brine. The organic layer was dried over anhydrous 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The product was purified by 

silica gel column chromatography using dichloromethane/methanol (100/0 to 90/10) as 

eluting gradient to afford ((2R,4S)-1-acetyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate 4-18  (310 mg, 0.618 mmol, 95% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 502.2, tR = 4.39 min (method D). 
1H NMR (400 MHz, CD3OD: δ = 7.86-7.82 (m, 2 H), 7.65-7.56 (m, 5 H), 7.35-7.48 (m, 8 H), 

4.70-4.59 (m, 2 H), 4.53-4.45 (m, 1 H), 4.28-4.25 (m, 1 H), 3.50-3.46 (m, 1 H), 3.40-3.37 (m, 

1 H), 2.20-2.15 (m, 1 H), 2.08-2.02 (m, 1 H), 1.96 (s, 3 H), 1.06 (s, 9 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-carboxylate (4-19) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate 4-16 (1.03 g, 1.84 mmol) in tetrahydrofuran (30 mL) was added 1M 

TBAF/THF solution (3.68 mL, 3.68 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h then the solvent was evaporated under reduce pressure. The residue was 

diluted in ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution and brine. The organic 

layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate 100/0 to 40/60) as eluting gradient to provide (2R,4S)-tert-butyl-2-

((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-carboxylate 4-19 (478 mg, 1.48 mmol, 81% 

yield) as a clear oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 322.1, tR = 2.91 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3: δ = 8.03 (d, J = 7.0 Hz, 2 H), 7.59 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.47 (t, J 

= 7.7 Hz, 2 H), 4.55-4.45 (m, 3 H), 4.32 ( b s, 1 H), 3.67(b s, 1 H), 3.55-3.51 (m, 1 H), 2.21-

2.13 (m, 2 H), 1.50 (s, 9 H). 
 

((2R,4S)-1-acetyl-4-hydroxypyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (4-20) 

To a solution of ((2R,4S)-1-acetyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl 

benzoate 4-18 (301 mg, 0.60 mmol) in tetrahydrofuran (10 mL) was added 1M TBAF/THF 

solution (1.00 mL, 1.00 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 

h. The solvent was evaporated under reduce pressure then the residue was diluted with ethyl 

acetate and washed with aqueous saturated NH4Cl solution and brine. The organic layer was 
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dried over sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 80/20) as eluting 

gradient to afford  ((2R,4S)-1-acetyl-4-hydroxypyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-20 (66 mg, 

0.251 mmol, 42% yield) as a clear oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 264.2, tR = 2.06 min (method B). 
 

((2R,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate (FG1-6) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-hydroxypyrrolidine-1-

carboxylate 4.19 (469 mg, 1.45 mmol) in dichloromethane (20 mL) was added (4S,5R)-3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (522 mg, 1.60 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (560 mg, 2.92 mmol) 

and DMAP (89 mg, 0.73 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 3 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with 

ethyl acetate then washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was 

dried with anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate 

(100/0 to 50/50) to afford (4S,5R)-(3S,5R)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-buto-

xycarbonyl)pyrrolidin-3-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (467 

mg, 0.743 mmol, 51% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 646.3, tR = 3.94 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5R)-5-((benzoyloxy)methyl)-1-(tert-butoxycarbonyl)pyrrolidin-

3-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (445 mg, 0.708 mmol) in 

dichloromethane (10 mL) was added trifluoroacetic acid (1.09 mL, 14.16 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The 

residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. 

The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under 

reduced pressure to provide ((2R,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenyl-propa-

noyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) methyl benzoate FG1-6 (301 mg, 0.616 mmol, 87% yield) as a 

white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 489.1, tR = 2.93 min (method B). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C28H28N2O6 (MH+) 489.2025, found 489.2011. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.71 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 7.99-7.98 (m, 2 H), 7.85-7.83 (m, 

2 H), 7.70-7.66 (m, 1 H), 7.56-7.42 (m, 7 H), 7.35-7.31 (m, 2 H), 7.25-7.21 (m, 1 H), 5.76 (d, 
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J = 8.2 Hz, 1 H), 5.48 (dd, J = 9.1, 5.3 Hz, 1 H), 5.09 (b s, 1 H), 4.50 (dd, J = 8.2, 5.5 Hz, 1 

H), 4.09-4.12 (m, 2 H), 3.46 (t, J = 6.8 Hz, 1 H), 3.08 (dd, J = 12.3, 4.7, 2 H), 2.86 (d, J = 12.3 

Hz, 1 H), 1.64-1.61 (m, 2 H). 
 

 

((2R,4S)-1-acetyl-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)pyrroli 

din-2-yl)methyl benzoate (FG1-7) 

To a solution of ((2R,4S)-1-acetyl-4-hydroxypyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4.20 (66 mg, 

0.251 mmol) in dichloromethane (5 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-

phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (90 mg, 0.276 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 10 min then EDC (96 mg, 0.501 mmol) and DMAP (15.3 mg, 0.125 

mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h then 

evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with ethyl acetate and washed with 

saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over anhydrous sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient 

to afford (4S,5R)-(3S,5R)-1-acetyl-5-((benzoyloxy)methyl)pyrrolidin-3-yl-3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyl-oxazolidine-5-carboxylate (53 mg, 0.093 mmol, 37% yield) as a colorless 

oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 571.3, tR = 3.26 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5R)-1-acetyl-5-((benzoyloxy)methyl)pyrrolidin-3-yl-3-benzoyl-

2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (53 mg, 0.093 mmol) in dichloromethane 

(4mL) was added trifluoroacetic acid (322 L, 4.18 mmol) and the reaction mixture was 

stirred at room temperature for 16 h. The solvent was evaporated under reduced pressure. The 

residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. 

The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under 

reduced pressure to afford ((2R,4S)-1-acetyl-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-

phenylpropanoyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate FG1-7 (36 mg, 0.068 mmol, 73% 

yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 531.2, tR = 2.89 min (method C). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C30H30N2O7 (MH+) 531.2131, found 531.2113. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.00-7.96 (m, 2 H), 7.76-7.74 (m, 2 H), 7.64-7.32 (m, 11 H), 

6.92-7.02 (m, 1 H), 5.82-5.75 (m, 1 H), 5.46-5.51 (m, 1 H), 4.71-4.68 (m, 2 H), 4.46-4.36 (m, 

2 H), 3.86-3.51 (m, 2 H), 2.36 (s, 3 H), 2.14-2.12 (m, 2 H). 
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((2R,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-methyl 

pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (FG1-8) 

To a solution of ((2R,4S)-4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy) 

pyrrolidin-2-yl) methyl benzoate FG1-6  (84 mg, 0.172 mmol) in dichloromethane (5 mL) at 

0 °C was added acetic acid (0.079 mL, 1.376 mmol), formaldehyde (37% solution in water) 

(0.128 mL, 1.71 mmol) and sodium triacetoxyborohydride (109 mg, 0.516 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 5 h before being quenched by saturated 

NaHCO3 solution and extracted with dichloromethane. The organic phase was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduce pressure to provide ((2R,4S)-

4-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-methylpyrrolidin-2-yl)methyl 

benzoate FG1-8 (70 mg, 0.139 mmol, 81 % yield) as a light yellow solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 503.2, tR = 3.20 min (method B). 

HRMS (ESI) m/z calculated for C29H30N2O6 (MH+) 503.2182, found 503.2181. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.05-8.03 (m, 2 H), 7.78 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.60-7.56 (m, 

1 H), 7.51-7.31 (m, 10 H), 6.99-6.96 (m, 1 H), 5.82 (dd, J = 9.2, 1.8 Hz, 1 H), 5.34-5.28 (m, 1 

H), 4.67 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 4.37-4.31 (m, 1 H), 3.85-3.54 (m, 1 H), 3.59-3.01 (m, 3 H), 2.52 

(s, 3 H), 2.14-2.11 (m, 2 H). 
 

(2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) pyrrolidine-1,2-di- 

carboxylate (4-21’) and (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-21) 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

1,2-dicarboxylate 4-15 (10 g, 20.70 mmol) in tetrahydrofuran (200 mL) at -78°C was added 

dropwise 2N LDA/THF solution (20.68 mL, 41.40 mmol). The reaction mixture was stirred 

for 1 h at -78°C then HMPA (36.0 mL, 207 mmol) was added and the enolate was then 

quenched with slow addition of allyl bromide (17.89 mL, 207 mmol) for 30 min letting the 

solution slowly warm-up to room temperature. Saturated NH4Cl solution was added to the 

reaction mixture which was extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate and evaporated under reduced pressure. The crude mixture of 

diastereoisomers was separated by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl 

acetate (100/0 to 90/10) as eluting gradient to afford (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-

((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-21 (5.22 g, 9.97 mmol, 57% 
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yield) as a colorless oil and (2S,4S)-1-tert-butyl-2-methyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenyl-

silyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-21’ (3.12 g, 5.96 mmol, 34 % yield) as colorless oil. 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) pyrrolidine-1,2-dicarbo- 

xylate 4-21. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 524.4, tR = 5.51 min (method F). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.70-7.62 (m, 4 H), 7.50-7.36 (m, 6 H), 5.99-5.83 (m, 1 H), 

5.28-5.13 (m, 2 H), 4.47-4.36 (m, 1 H), 3.85 (dd, J = 6.6, 10.6 Hz, 0.6 H), 3.66-3.60 (m, 0.4 

H), 3.59 (s, 1 H), 3.57 (s, 2 H), 3.28 (dd, J = 6.45, 10.8 Hz, 0.7 H), 3.19 (dd, J = 10.6, 6.3 Hz, 

0.3 H), 3.06 (dd, J = 7.0, 14.0 Hz, 0.3 H), 2.91 (dd, J = 7.0, 14.2 Hz, 0.6 H), 2.78-2.65 (m, 1 

H), 2.25-2.13 (m, 1 H), 2.07-1.97 (m, 1 H), 1.42 (s, 3 H), 1.41 (s, 6 H), 1.08 (s, 9 H). 

(2S,4S)-1-tert-butyl-2-methyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarbo- 

xylate 4-21’. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 524.4, tR = 5.46 min (method F). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.69-7.60 (m, 4 H), 7.50-7.36 (m, 6 H), 5.56-5.42 (m, 1 H), 

4.99-4.88 (m, 2 H), 4.34-4.24 (m, 1 H), 3.78 (s, 2 H), 3.76 (s, 1 H), 3.64-3.39 (m, 2 H), 3.02 

(dd,  J = 13.9, 6.3, Hz, 0.4 H), 2.81 (dd, J = 14.0, 6.3 Hz, 0.6 H), 2.46 (dd, J = 14.0, 8.5 Hz, 1 

H), 2.28-2.01 (m, 2 H), 1.46 (s, 4 H), 1.44 (s, 5 H), 1.07 (s, 4 H), 1.06 (s, 5 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrroli 

dine-1-carboxylate (4-22) 

To solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrro-

lidine-1,2-dicarboxylate 4-21 in tetrahydrofuran (25 mL) and ethanol (25 mL) at 0°C was 

added sodium borohydride (143 mg, 3.78 mmol) and calcium chloride (210 mg, 1.89 mmol). 

The reaction mixture was slowly warm to room temperature and stirred for 16 h. 1N HCl 

solution was added and the reaction mixture was extracted with ethyl acetate. The organic 

layer was washed with water, dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

DCM/MeOH (100/0 to 90/10) as eluting gradient to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-carboxylate as a colorless oil (450 

mg, 0.90 mmol, 48% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 496.3, tR = 4.77 min (method G). 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl) 

pyrrolidine-1-carboxylate (500 mg, 1.33 mmol) in dichloromethane (12 mL) was added 

benzoic acid (245 mg, 2.00 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 
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10 min then EDC (513 mg, 2.68 mmol) and DMAP (82 mg, 0.669 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. Additional benzoic acid (55 mg, 

0.66 mmol), EDC (174 mg, 0.90 mmol) and DMAP (27 mg, 0.334 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 6 h then washed with water. The organic 

layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

dichloromethane/methanol (100/0 to 95/5) as eluting gradient to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-

allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-22 

as a colorless oil (470 mg, 0.78 mmol, 86% yield) (method F). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 600.3, tR = 6.89 min. 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 7.73-7.70 (m, 2 H), 7.63-7.51 (m, 6 H),  7.47-7.35 (m, 7 

H), 5.86-5.77 (m, 1 H), 5.21-5.14 (m, 2 H), 4.71-4.65 (m, 1 H), 4.46-4.42 (m, 1 H), 4.11-4.02 

(m, 1 H), 3.14-3.06 (m, 1 H), 2.87-2.72 (m, 1 H), 2.63-2.54 (m, 1 H), 2.22-2.08 (m, 2 H), 1.36 

(s, 4 H), 1.29 (s, 5 H), 1.00 (s, 9 H). 
 

((2R,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl 

benzoate (4-23) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenyl-

silyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-22 (300 mg, 0.50 mmol) in dichloromethane (8 mL) 

was added trifluoroacetic acid (385 L, 5.00 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 5 h then the residue was evaporated under reduced pressure, diluted with 

dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to 

provide ((2R,4S)-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate as a 

colorless oil (220 mg, 0.44 mmol, 88% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 500.3, tR = 5.77 min (method E). 

To a solution ((2R,4S)-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 

(220 mg, 0.440 mmol) in dichloromethane (5 mL) was added triethylamine (0.184 mL, 1.32 

mmol) and DMAP (10.7 mg, 0.088 mmol) followed by the addition of acryloyl chloride (144 

L, 1.76 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 5 h then 

concentrated under reduced pressure. Saturated NH4Cl solution was added to the reaction 

mixture which was extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated 

NaHCO3 solution, water and brine then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 
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chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford 

((2R,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-

23 as a colorless oil (200 mg, 0.361 mmol, 82% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 554.3, tR = 4.69 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.80-7.78 (m, 2 H), 7.61-7.59 (m, 4 H), 7.53-7.49 (m, 1 H),  

7.46-7.28 (m, 8 H), 6.34-6.32 (m, 2 H), 5.87-5.76 (m, 1 H), 5.55 (dd, J = 7.2, 5.1 Hz, 1 H), 

5.26-5.21 (m, 2 H), 4.94 (d, J = 11.2 Hz, 1 H), 4.53 (t, J = 6.3 Hz, 1 H), 4.41 (d, J = 11.0 Hz, 

1 H), 3.62 (dd, J = 10.1, 6.3 Hz, 1 Hz), 3.45 (dd, J = 10.2, 5.8 Hz, 1 Hz),  3.12 (dd, J = 13.6, 

6.9 Hz, 1 Hz), 2.84 (dd, J = 13.6, 7.9 Hz, 1 Hz), 2.19 (dd, J = 13.6, 6.6 Hz, 1 Hz), 2.07-2.01 

(m, 1 Hz), 1.08 (s, 9 H). 
 

((2S,8aR)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,8,8ahexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate (4-24) 

To a solution of ((2R,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate 4-23 (200 mg, 0.361 mmol) in dichloromethane (8 mL) was added Grubbs I 

catalyst (91mg, 0.108 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. 

Additional Grubbs I catalyst (91 mg, 0.108 mmol) was added and the reaction mixture was 

stirred at room temperature for 24 h. The reaction mixture was evaporated under reduced 

pressure and the residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient to afford ((2S,8aR)-2-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8ayl)methyl benzoate (150 

mg, 0.285 mmol, 79% yield) as a dark oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 526.3, tR = 3.27 min (method G). 

To a solution of ((2S,8aR)-2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydro 

indolizin-8ayl)methyl benzoate (150 mg, 0.285 mmol) in tetrahydrofuran (3 mL) was added 

1M TBAF/THF solution (0.571 mL, 0.571 mmol) and the reaction mixture was stirred at 

room temperature for 16 h. The reaction mixture was evaporated under reduced pressure and 

the residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH 

(100/0 to 98/2) as eluting gradient to afford crude ((2S,8aR)-2-hydroxy-5-oxo-

1,2,3,5,8,8ahexahydroindolizin-8a-yl)methylbenzoate 4-24 (50 mg, 0.174 mmol, 61% yield) 

as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 288.2, tR = 1.79 min (method B). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.02-7.99 (m, 2 H), 7.63-7.58 (m, 1 H), 7.50-7.45 (m, 2 H),  

6.49 (ddd, J = 9.9, 6.1, 2.5, 1 H), 6.02 (dd, J = 10.0, 2.2, 1 H), 4.67-4.63 (m, 1 H), 4.30 (s, 2 

H), 3.99-3.94 (m, 1 H), 3.67 (dd, J = 12.9, 5.3 Hz, 1 H), 2.76-2.56 (m, 3 H), 2.07-2.02 (m, 1 

H). 
 

((2S,8aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8, 

8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate (FG2-1) 

To a solution of ((2S,8aR)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl 

benzoate 4-24 (50 mg, 0.174 mmol) in dichloromethane (3 mL), was added (4S,5S)-3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (85 mg, 0.261 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (66 mg, 0.348 mmol) 

and DMAP (10.6 mg, 0.087 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h. The solution was evaporated under reduced pressure, diluted with ethyl 

acetate and washed with a saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried 

over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) as 

eluting gradient to provide (4S,5R)-(2S,8aR)-8a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-

hexahydroindolizin-2-yl3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (85 mg, 

0.143 mmol, 82% yield) as a white solid. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 595.5, tR = 2.74 min (method I). 

To a solution of (4S,5R)-(2S,8aR)-8a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-1,2,3,5,8,8ahexahydro 

indolizin-2-yl3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (80 mg, 0.135 

mmol) in dichloromethane (3 mL) was added trifluoroacetic acid (0.104 mL, 1.34 mmol) and 

the reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The reaction mixture was 

washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was triturated with 

pentane then filtered and dried to provide ((2S,8aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-

phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate FG2-1 

(72 mg, 0.130 mmol, 97% yield) as a white solid. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 555.5, tR = 2.46 min (method B). 

HRMS calculated for C32H30N2O7: 555.2131, found 555.2076. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.99-7.97 (m, 2 H), 7.78-7.76 (m, 2 H), 7.63-7.58 (m, 1 H), 

7.54-7.30 (m, 10 H), 7.07 (d, J = 9.5 Hz, 1 H), 6.56-6.52 (m, 1 H), 6.03 (dd, J = 10, 2.6 Hz, 1 
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H), 5.77 (d, J = 9.3, 1.7 Hz, 1 H), 5.56-5.52 (m, 1 H), 4.68 (d, J = 1.9 Hz, 1 H), 4.36-4.12 (m, 

3 H), 3.76 (dd, J = 13.8, 5.6 Hz, 1 H), 2.82-2.63 (m, 3 H), 2.27-2.28 (m, 1 H). 
13C NMR (100MHz, CDCl3): δ = 172.7, 167.14, 166.28, 162.5, 137.86, 129.76, 129.05, 

128.90, 128.78, 127.15, 124.77, 74.37, 73.25, 66.97, 54.59, 50.74, 32.88. 
 

(2R,4S)-2-allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (4-25) 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-21 (969 mg, 1.85 mmol) in tetrahydrofuran (20 mL) was 

added 1M TBAF/THF solution (3.70 mL, 3.70 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 16 h then evaporated under reduce pressure. The residue was diluted 

with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The organic layer was dried 

over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 92/8) as 

eluting gradient to afford  (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-

dicarbo-xylate (0.415 g, 1.45 mmol, 79% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI): m/z [m + H]+ 286.3 (method A). 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

(415 mg, 1.45 mmol) in tetrahydrofuran (15 mL) and water (15 mL) was added lithium 

hydroxide (174 mg, 7.27 mmol). The reaction mixture was stirred at 50°C for 16 h before 

being quenched 1N HCl solution and extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried 

over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to provide 

(2R,4S)-2-allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydro-xypyrrolidine-2-carboxylic acid 4-25 (390 

mg, 1.44 mmol, 99% yield) as a white solid. 

MS (ESI): m/z [m + H]+ 272.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.89-5.70 (m, 1 H), 5.24-5.12 (m, 2 H), 4.52-4.35 (m, 1 H), 

3.91 (dd, J = 10.8, 6.6 Hz, 0.5 H), 3.76 (dd, J = 10.8,  6.4 Hz, 0.5 H), 3.26-3.17 (m, 1 H), 3.02 

(dd, J = 14.0, 7.2 Hz, 0.5 H), 2.92 (dd, J = 14.2, 6.8 Hz, 0.5 H), 2.75-2.59 (m, 1 H), 2.58-2.49 

m, 0.5 H), 2.39-2.30 (m, 0.5 H), 2.23-2.14 (m, 0.5 H), 2.11-2.05 (m, 0.5 H), 1.45 (s, 4 H), 

1.41 (s, 5 H). 
 

(2S,4S)-2-allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (4-25’) 

To a solution of (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) pyr-

rolidine-1,2-dicarboxylate 4-21’ (938 mg, 1.791 mmol) in tetrahydrofuran (20 mL) was added 

1M TBAF/THF solution (3.58 mL, 3.58 mmol). The reaction mixture was stirred at room 
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temperature for 16 h then evaporated under reduce pressure. The residue was diluted with 

ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) as eluting 

gradient to afford (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarbo-

xylate (423 mg, 1.48 mmol, 83% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI): m/z [m + H]+ 286.3 (method A). 

To a solution of (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarbo-

xylate (423 mg, 1.45 mmol) in tetrahydrofuran (15 mL) and water (15 mL) was added lithium 

hydroxide (176 mg, 7.31 mmol). The reaction mixture was stirred at 50°C for 16 h before 

being quenched 1N HCl solution and extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried 

over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to provide 

(2R,4S)-2-allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydro-xypyrrolidine-2-carboxylic acid 4-25’ (410 

mg, 1.51 mmol, quantitative yield) as a white solid. 

MS (ESI): m/z [m + H]+ 272.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.71-5.53 (m, 1 H), 5.19-5.10 (m, 2 H), 4.34 (s, 0.5 H), 4.29 

(s, 0.5 H), 3.90-3.83 (m, 0.5H), 3.67 (d, J = 11.8 Hz, 0.5 H), 3.30 (t, J =11.6 Hz, 1 H), 3.11-

2.96 (m, 1 H), 2.57-2.45 (m, 2 H), 2.43-2.18 (m, 2 H), 1.48-1.42 (m, 9 H). 
 

(1S,4S)-tert-butyl 4-allyl-3-oxo-2-oxa-5-azabicyclo[2.2.1]heptane-5-carboxylate (4-26’) 

To a solution of (2S,4S)-2-allyl-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic 

acid 4-25’ (410 mg, 1.51 mmol) in N,N-dimethylformamide (17 mL) at 0°C was added 

triethylamine  (475 L, 3.42 mmol) and DPPA (443L, 2.05 mmol). The reaction mixture 

stirred at room temperature for 24 h before being quenched  by 1N HCl  solution and diluted 

with diethyl ether.  The aqueous layer was extracted with ethyl acetate and the organic layer 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) 

as eluting gradient to afford (1S,4S)-tert-butyl 4-allyl-3-oxo-2-oxa-5-azabicyclo[2.2.1] 

heptane-5-carboxylate 4-26’ (147 mg, 0.582 mmol, 38% yield) as a white solid. 

MS (ESI), m/z [m + H]+ 198.2 (method A). 
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(2S,4S)-tert-butyl-2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrro-

lidine -1-carboxylate (4-22’) 

To solution of (2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrroli-

dine-1,2-dicarboxylate 4-21’ (968 mg, 1.85 mmol) in tetrahydrofuran (37 mL) and ethanol (37 

mL) at 0°C was added sodium borohydride (280 mg, 7.40 mmol) and calcium chloride (410 

mg, 3.70 mmol). The reaction mixture was slowly warm to room temperature and stirred for 

16 h. 1N HCl solution was added and the reaction mixture was extracted with ethyl acetate. 

The organic layer was washed with water then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered 

and concentrated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient to afford 

(2S,4S)-tert-butyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl)pyrrolidine-1-

carboxylate as a colorless oil (229 mg, 0.462 mmol, 25% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 496.3, tR = 5.10 min (method J). 

To a solution of (2S,4S)-tert-butyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl) 

pyrrolidine-1-carboxylate (378 mg, 0.763 mmol) in dichloromethane (10 mL) was added 

benzoic acid (210 mg, 1.72 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 10 min 

then EDC (439 mg, 2.29 mmol) and DMAP (69.9 mg, 0.572 mmol) were added. The reaction 

mixture was stirred at room temperature for 16 h then washed with water. The organic layer 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to 

afford (2S,4S)-tert-butyl-2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) pyr-

rolidine-1-carboxylate 4-22’ as a pale yellow oil (436 mg, 0.727 mmol, 95% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 600.4, tR = 6.07 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.15-8.08 (m, 2 H), 7.72-7.29 (m, 13 H), 5.65-5.48 (m, 1 H), 

5.10-4.95 (m, 2 H), 4.88-4.65 (m, 2 H), 4.39-4.27 (m, 1 H), 3.62 (d, J = 4.9 Hz, 1 H), 3.43 (d, 

J = 4.7 Hz, 1 H), 2.86-2.74 (m, 1 H), 2.37-2.16 (m, 2 H), 2.08-1.93 (m, 1 H), 1.53 (s, 5 H), 

1.46 (s, 4 H), 1.09 (s, 4 H), 1.07 (s, 5 H). 
 

((2S,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl 

benzoate (4-23’) 

To a solution of (2S,4S)-tert-butyl2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-22’ (436 mg, 0.727 mmol) in dichloromethane (10 mL) was 

added trifluoroacetic acid (560 L, 7.27 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h. The residue was evaporated under reduced pressure, diluted with 

dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 solution and brine. The organic layer 
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was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to 

provide ((2S,4S)-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate as a 

pale yellow oil (293 mg, 0.586 mmol, 80% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 500.3, tR = 1.69 min (method J). 

To a solution ((2S,4S)-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 

(293 mg, 0.586 mmol) in dichloromethane (7 mL) was added triethylamine (245 L, 1.76 

mmol) and DMAP (21.4 mg, 0.176 mmol) followed by the addition of acryloyl chloride (191 

L, 2.35 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then 

concentrated under reduced pressure. Saturated NH4Cl solution was added to the reaction 

mixture which was extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated 

NaHCO3 solution, water and brine then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure to afford ((2S,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-23’ (318 mg, 0.574 mmol, 98% 

yield) as a dark green oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 554.6, tR = 3.48 min (method G). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.09-8.04 (m, 2 H), 7.68-7.29, (m, 13 H), 6.35 (d, J = 6.3 

Hz, 2 H), 5.66 (t, J = 6.1 Hz, 1 H), 5.58-5.46 (m, 1 H), 5.04-4.95 (m, 2 H), 4.43-4.45 (m, 1 

H), 3.58 (d, J = 5.1 Hz, 2 H), 3.19 (dd, J = 13.7, 6.5 Hz, 1 H), 3.14-3.09 (m, 1 H), 2.37 (dd, J 

= 13.5, 8.4 Hz, 1 H), 2.26 (dd, J = 13.3, 5.3 Hz, 1 H), 1.99 (dd, J = 13.5, 5.9 Hz, 1 H), 1.46-

1.38 (m, 1 H), 1.07 (s, 6 H), 1.05 (s, 3 H). 
 

((2S,8aS)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate (4-24’) 

To a solution of ((2S,4S)-1-acryloyl-2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methylbenzoate 4-23’ (318 mg, 0.574 mmol) in dichloromethane (5 mL) was added Grubbs I 

catalyst (385 mg, 0.459 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h 

then evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient to afford 

((2S,8aS)-2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl) 

methylbenzoate as a dark oil (154 mg, 0.293 mmol, 51% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 526.5, tR = 4.19 min (method J). 

To a solution of ((2S,8aS)-2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydro 

indolizin-8a-yl)methylbenzoate (154 mg, 0.293 mmol) in tetrahydrofuran (3 mL) was added 

1M TBAF/THF solution (586 L, 0.586 mmol) and the reaction mixture was stirred for 16 h 
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at room temperature. The reaction mixture was evaporated under reduced pressure and the 

residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The organic 

layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated to afford crude 

((2S,8aS)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate 4-24’ (70 

mg, 0.244 mmol, 83% yield) as a pale brown oil which was used in the next step without 

further purification. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 288.4, tR = 1.84 min (method B). 
 

((2S,8aS)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-,2,3,5,8,8a-

hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate (FG2-2) 

To a solution of crude ((2S,8aS)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl) 

methyl benzoate 4-24’ (70 mg, 0.244 mmol) in dichloromethane (6 mL), was added (4S,5S)-

3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (119 mg, 0.365 mmol). The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (93 mg, 0.488 mmol) 

and DMAP (15 mg, 0.122 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with 

ethyl acetate, washed with a saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was 

dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) 

as eluting gradient to provide (4S,5R)-(2S,8aS)-8a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-

hexahydroindolizin-2-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate as a 

colorless oil (47 mg, 0.079 mmol, 32% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 595.3, tR = 2.73 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(2S,8aS)-8a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydro 

indolizin-2-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (47 mg, 0.079 

mmol) in dichloromethane (2 mL) was added trifluoroacetic acid (104 L, 1.34 mmol) and 

the reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The reaction mixture was 

washed with saturated aqueous NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was triturated 

with pentane then filtered and dried to provide ((2S,8aS)- 2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl ben-

zoate FG2-2 as a white solid (40 mg, 0.072 mmol, 91% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 555.3, tR = 2.50 min (method B). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.05-8.03 (m, 2 H), 7.74-7.72 (m, 2H), 7.58 (t, J = 7.4 Hz, 1 

H), 7.52-7.30 (m, 10 H), 7.09 (d, J = 8.9 Hz, 1 H), 6.53-6.48 (m, 1 H), 6.04-6.01 (m, 1 H), 

5.70-5.67 (dd, J = 9.1, 1.9 Hz, 1 H), 5.51-5.48 (m, 1 H), 4.64-4.56 (m, 2 H), 4.18-4.11 (m, 2 

H), 3.68 (d, J = 14.6 Hz, 1 H), 2.91 (dd, J = 17.9, 6.4 Hz, 1 H), 2.77 (d, J = 14.8 Hz, 1 H), 

2.38 (d, J = 18.0 Hz, 1 H), 2.15-2.10 (m, 1 H). 
13C NMR (100MHz, CDCl3): δ = 172.27, 166.90, 166.43, 162.64, 137.0, 134.2, 133.7, 133.2, 

131.9,130.0, 128.99, 128.81, 128.76, 128.23, 127.27, 127.19, 125.2, 73.68, 72.9, 63.7, 55.17, 

51.53, 46.26, 33.1. 

((2S,8aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-

oxooctahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate (FG2-3) 

To a solution of ((2S,8aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-

oxo-1,2,3,5,8,8a-hexahydroindolizin-8a-yl)methyl benzoate FG2-1 (80 mg, 0.144 mmol) in 

ethanol (3 mL) purged with N2, was added Pd/C 10% (15.3 mg, 0.014 mmol) and the reaction 

mixture was hydrogenated at room temperature for 16 h. The catalyst was filtered off and the 

solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to 

provide ((2S,8aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxooctahy 

droindolizin-8a-yl)methyl benzoate FG2-3 (20 mg, 0.036 mmol, 24% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 557.5, tR = 2.49 min (method I). 

HRMS calculated for C32H32N2O7: 557.2287, found 557.2311. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.00 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.77 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.63-

7.59 (m, 1 H), 7.55-7.32 (m, 10 H), 6.99 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.77 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.53 

(dd, J = 4.0, 2.5 Hz, 1 H), 4.67 (d, J = 1.9 Hz, 1 H), 4.33-4.20 (m, 3 H), 3.73 (m, 1 H), 2.74 

(dd, J = 13.9, 6.5, 1H), 2.54-2.47 (m, 2 H), 2.26-2.18 (m, 1 H), 2.10-1.95 (m, 3 H), 1.84-1.79 

(m, 1 H). 
 

(2R,4S)-1-tert-butyl-2-methyl-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrroli- 

dine-1,2-dicarboxylate (4-27) 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

1,2-dicarboxylate 4-15 (5 g, 10.34 mmol) in THF (100 mL) at -78°C  was added dropwise 2N 

LDA/THF solution (10.34 mL, 20.68 mmol). The solution was stirred at -78°C for 1 h then 

HMPA (18.0 mL, 103 mmol) was added and the enolate was then quenched with slow 

addition of 4-bromobut-1-ene (10.0 g, 74.1 mmol) for 30 min letting the solution slowly 

warm-up to room temperature. Saturated NH4Cl solution was added and the reaction mixture 
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was extracted with ethyl acetate. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, 

filtered and evaporated under reduced pressure. The crude mixture of diastereoisomers was 

separated by column chromatography on silica gel using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

90/10) as eluting gradient to afford (2R,4S)-1-tert-butyl-2-methyl-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy) pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-27 (800 mg, 1.48 mmol, 14% yield) 

as colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 538.3, tR = 5.51 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.72-7.62 (m, 4 H), 7.52-7.36 (m, 6 H), 5.95-5.83 (m, 1 H), 

5.15-4.95 (m, 2 H), 4.47-4.39 (m, 1 H), 3.88 (dd, J = 11.0, 6.6 Hz, 1 H), 3.59 (s, 1 H), 3.56 (s, 

2 H), 3.36 (dd, J = 10.8, 6.1, Hz, 0.7 H), 3.27 (dd, J = 11.0, 5.5 Hz, 0.3 H), 2.46-2.21 (m, 2 

H), 2.20-2.06 (m, 3 H), 2.06-1.97 (m, 1 H), 1.44 (s, 3 H), 1.41 (s, 6 H), 1.10 (s, 3 H), 1.09 (s, 

6 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl-2-((benzoyloxy)methyl)-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (4-28) 

To solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-27 (412 mg, 0.766 mmol) in tetrahydrofuran (15 mL) and 

ethanol (15 mL) at 0°C was added sodium borohydride (116 mg, 3.06 mmol) and calcium 

chloride (170 mg, 1.53 mmol). The reaction mixture was slowly warm to room temperature 

and stirred for 16 h. 1N HCl solution was added then reaction mixture was extracted with 

ethyl acetate. The organic layer was washed with water, dried over anhydrous sodium sulfate, 

filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 90/10) as eluting gradient to afford 

(2R,4S)-tert-butyl-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(hydroxymethyl)pyr-

rolidine-1-carboxylate as a colorless oil (354 mg, 0.694 mmol, 91% yield). 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 510.6, tR = 3.90 min (method B). 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-

(hydroxymethyl) pyrrolidine-1-carboxylate (584 mg, 1.14 mmol)  in dichloromethane (15 

mL) was added benzoic acid (210 mg, 1.71 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 10 min then EDC (439 mg, 2.29 mmol) and DMAP (70 mg, 0.57 mmol) were 

added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then washed with water. 

The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under 

reduced pressure to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-2-(but-3-en-1-yl)-4-
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((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-28 as a pale yellow oil (516 mg, 

0.841 mmol, 73% yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 614.4, tR = 6.26 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.85-7.77 (m, 2 H), 7.64-7.56 (m, 4 H), 7.55-7.26 (m, 9 H), 

5.93-5.81 (m, 1 H), 5.14-4.96 (m, 2 H), 4.53-4.37 (m, 2 H),  3.82-3.74 (m, 1 H), 3.48 (dd, J = 

11.2,  6.3 Hz, 0.5 H), 3.40 (dd, J = 11.2, 6.1 Hz, 0.7 H), 3.36-3.30 (m, 0.3 H), 3.26 (dd, J = 

11.2,  5.7 Hz, 0.5 H), 2.34-217 (m, 2 H), 2.17-2.05 (m, 3 H), 2.05-2.00 (m, 1 H), 1.47 (s, 6 H), 

1.42 (s, 3 H), 1.07 (s, 4 H), 1.06 (s, 5 H). 
 

((2R,4S)-1-acryloyl-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate (4-29) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-((benzoyloxy)methyl)-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyl 

diphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-28 (468 mg, 0.762 mmol) in dichloromethane 

(10 mL) was added trifluoroacetic acid (587 L, 7.62 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 16 h then the residue was evaporated under reduced pressure, diluted 

with dichloromethane (10 mL) and washed with saturated aqueous NaHCO3 solution and 

brine. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure to provide ((2R,4S)-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (360 mg, 0.701 mmol, 92% yield) as a light yellow oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 514.3, tR = 1.10 min (method K). 

To a solution ((2R,4S)-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methylbenzoate (360 mg, 0.701 mmol) in dichloromethane (8 mL) was added triethylamine 

(0.293 mL, 2.10 mmol) and DMAP (25.7 mg, 0.21 mmol) followed by the addition of 

acryloyl chloride (228 L, 2.8 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 

for 5 h then concentrated under reduced pressure. Saturated NH4Cl solution was added to the 

reaction mixture which was extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with 

saturated NaHCO3 solution, water and brine. The organic layer was dried over anhydrous 

sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to afford ((2R,4S)-1-acryloyl-

2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-29 (398 

mg, 0.701 mmol, quantitative yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 568.4, tR = 5.35 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.78 (d, J = 7.2 Hz, 2 H), 7.62-7.57 (m, 3 H), 7.52-7.25 (m, 

10 H), 6.35-6.32 (m, 2 H), 5.92-5.80 (m, 1 H), 5.67-5.61 (m, 1 H), 5.09 (d, J = 16.1 Hz, 1 H), 

4.99 (d, J = 10.3 Hz, 1 H), 4.91 (d, J = 11.0 Hz, 1 H), 4.59-4.50 (m, 1 H), 4.39 (d, J = 11.0 
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Hz, 1 H), 3.66 (dd, J = 10.1, 6.3 Hz, 1 H), 3.48 (dd, J = 10.3, 5.9 Hz, 1 H), 2.51-2.41 (m 1 H), 

2.10-2.19 (m, 1 H), 2.16-2.02 (m, 4 H), 1.07 (s, 9 H). 
 

((2S,9aR)-2-hydroxy-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl) 

methyl benzoate (4-30) 

To a solution of ((2R,4S)-1-acryloyl-2-(but-3-en-1-yl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrro-

lidin-2-yl)methyl benzoate 4-29 (398 mg, 0.701 mmol) in dichloromethane (11 mL) was 

added Grubbs I catalyst (440 mg, 0.526 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 72 h then solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

60/40) eluting gradient to afford ((2S,9aR)-2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-

2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate (170 mg, 0.315 

mmol, 44% yield) as a dark oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 540.5, tR = 1.34 min (method J). 

To a solution of ((2S,9aR)-2-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-

pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate (170 mg, 0.315 mmol) in tetrahydrofuran (3 mL) 

was added 1M TBAF/THF solution (630 L, 0.63 mmol) and the reaction mixture was stirred 

at room temperature for 16 h. The reaction mixture was evaporated under reduced pressure 

and the residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated aqueous NH4Cl 

solution. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

DCM/MeOH (100/0 to 98/2) as eluting gradient to afford ((2S,9aR)-2-hydroxy-5-oxo-

2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate 4-30 (52 mg, 0.173 

mmol, 54% yield) as a pale brown oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 302.2, tR = 1.90 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.99 (d, J = 8.0 Hz, 2 H), 7.59 (t, J = 7.40 Hz, 1 H), 7.47 (t, 

J = 7.6 Hz, 2 H), 6.28-6.21 (m 1 H), 6.00 (d, J = 12.7 Hz, 1 H), 4.62-4.63 (m, 1 H), 4.36 (s, 2 

H), 3.85 (d, J = 4.9 Hz, 2 H), 3.47 (s, 1 H), 2.62 (dd, J = 13.5, 6.1 Hz, 1 H), 2.51-2.43 (m, 2 

H), 2.35-2.26 (m, 2 H), 2.05 (dd, J = 13.5, 6.03 Hz, 1 H). 
 

((2S,9aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-2,3,5,8,9, 

9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate (FG2-4) 

To a solution of ((2S,9aR)-2-hydroxy-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-

9a-yl)methyl benzoate 4-30 (52 mg, 0.173 mmol) in dichloromethane (4.5 mL), was added 
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(4S,5S)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (84 mg, 0.259 mmol). 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (66 mg, 0.345 

mmol) and DMAP (10.5 mg, 0.086 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure, diluted with ethyl acetate 

and washed with a saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) as eluting 

gradient to provide (4S,5R)-(2S,9aR)-9a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexa-

hydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-2-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carbo-

xylate (96 mg, 0.158 mmol, 91% yield) as a colourless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 609.6, tR = 2.82 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(2S,9aR)-9a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-

1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-2-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (96 

mg, 0.158 mmol) in dichloromethane (3.5 mL) was added trifluoroacetic acid (0.122 mL, 1.57 

mmol) and the reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The reaction 

mixture was washed with saturated aqueous NaHCO3 solution and water. The organic layer 

was dried over sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was triturated with pentane then filtered and dried to provide ((2S,9aR)-2-(((2R,3S)-3-

benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo 

[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate FG2-4 (86 mg, 0.151 mmol, 96% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 569.3, tR = 2.51 min (method B). 

HRMS calculated for C33H32N2O7: 569.2288, found 569.2315. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.98-7.97 (m, 2 H), 7.77-7.75 (m, 2 H), 7.62-7.58 (m, 1 H), 

7.55-7.31 (m, 10 H), 7.04 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 6.32-6.25 (m, 1 H), 6.08-6.02 (m, 1 H), 5.80-

5.75 (m, 1 H), 5.55-5.48 (m, 1 H), 4.69 (d, J = 1.90 Hz, 1 H), 4.44-434 (m, 2 H), 4.15-4.09 

(m, 1 H), 3.96-3.92 (m, 1 H), 2.79 (dd, J = 14.2, 6.3 Hz, 1 H), 2.62-2.36 (m, 2 H), 2.36-2.25 

(m, 3 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 172.6 167.09, 166.27, 165.62, 140.54, 133.75, 132.1, 

129.77, 129.07, 128.93, 128.79, 128.26, 127.18, 127.08, 126.24, 73.4, 72.24, 65.7, 62.23, 

54.8, 54.10, 44.2, 35.8, 27.37. 
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((2S,9aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxooctahydro-

1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate (FG2-5) 

To a solution of ((2S,9aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-

oxo-2,3,5,8,9,9a-hexahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate FG2-4 (70 mg, 

0.123 mmol) in ethanol (3 mL) purged with N2, was added Pd/C 10% (13.1 mg, 0.012 mmol) 

and the reaction mixture was hydrogenated at room temperature for 16 h. The catalyst was 

filtered off and the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as 

eluting gradient to provide ((2S,9aR)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoyl)oxy)-5-oxooctahydro-1H-pyrrolo[1,2-a]azepin-9a-yl)methyl benzoate FG2-5 (22 

mg, 0.039 mmol, 31 % yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [m + H]+ 571.6, tR = 2.46 min (method L). 

HRMS calculated for C33H34N2O7: 571.2366, found 571.2444. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.99-7.97 (m, 2 H), 7.78-7.75 (m, 2 H), 7.61-7.57 (m, 1 H), 

7.53-7.30 (m, 10 H), 7.11 (d, J = 9.30 Hz, 1 H), 5.78-5.76 (dd, J = 9.3, 1.7 Hz, 1 H), 5.45-5.40 

(m, 1 H), 4.72-4.66 (m, 2 H), 4.37 (d, J = 11.4 Hz, 1 H), 4.0-3.97 (m, 1 H), 3.85-3.80 (m, 1 

H), 2.74 (dd, J = 14.4, 6.5 Hz, 1 H), 2.70-2.65 (m, 2 H), 2.26-2.19 (m, 1 H), 2.15-2.07 (m, 1 

H), 2.00-1.83 (m, 3 H), 1.78-1.59 (m, 2 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 174.03, 172.74, 167.03, 166.25, 138.6, 134.1, 133.69, 

132.09, 129.05, 128.9, 128.8, 128.28, 127.16, 73.34, 72.39, 66.63, 63.62, 54.79, 54.4, 45.2, 

37.73, 37.56, 23.77, 17.9. 
 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxy- 

late (4-31) 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-21 (5.07 g, 9.69 mmol) in tetrahydrofuran (100 mL) was 

added 1M TBAF/THF solution (19.39 mL, 19.39 mmol) and the reaction mixture was stirred 

at room temperature for 16 h. The reaction mixture was evaporated under reduced pressure 

and the residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH 

(100/0 to 98/2) as eluting gradient to provide (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-

hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (2.50 g, 8.76 mmol, 90% yield) as a colourless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 286.3 (method A). 
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To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

(2.50 g, 8.76 mmol) and imidazole (1.44 g, 21.28 mmol) in N,N-dimethylformamide (11 mL) 

was added TIPSCl (3.76 mL, 17.73 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h then washed with saturated NH4Cl solution, water and brine. The organic 

layer was extracted, dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under 

reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting gradient to afford (2R,4S)-1-tert-butyl 

2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-31 (3.90 g, 8.83 

mmol, quantitative yield) as a colourless oil. 

MS (ESI): m/z [m + H]+ 442.4 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.92 -5.78 (m, 1 H), 5.19-5.10 (m, 2 H), 4.56-4.47 (m, 1 H), 

3.96-3.82 (m, 1 H), 3.70 (s, 3 H), 3.14 (dd, J = 10.6, 6.6 Hz, 1 H), 3.04-2.88 (m, 1 H), 2.73-

2.64 (m, 1 H), 2.24-2.06 (m, 2 H), 1.44 (s, 3 H), 1.40 (s, 6 H), 1.28-1.01 (m, 21 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (4-32) 

To solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate 4-31 (1.77 g, 4.01 mmol) in tetrahydrofuran (75 mL) and ethanol (75 mL) at 

0°C was added sodium borohydride (606 mg, 16.03 mmol) and calcium chloride (890 mg, 

8.01 mmol). The reaction mixture was slowly warm to room temperature and stirred for 16 h. 

1N HCl solution was added then reaction mixture was extracted with ethyl acetate. The 

organic layer was washed with water, dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

concentrated under reduced pressure to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(hydroxymethyl)-

4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (1.73 g, 4.19 mmol, quantitative yield) as 

a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 414.4 (method A). 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(hydroxymethyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate (1.08 g, 2.61 mmol) in dichloromethane (30 mL) was added 

benzoic acid (478 mg, 3.92 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 

10 min then EDC (1.00 g, 5.22 mmol) and DMAP (159 mg, 1.30 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then washed with water. The 

organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((triisopropylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-32 (902 mg, 1.74 mmol, 66 % yield) as a pale yellow oil. 
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LCMS (ESI), m/z [m + H]+ 518.6, tR = 6.43 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.95 (d, J = 7.8 Hz, 2 H), 7.49 (t, J = 7.4 Hz, 1 H), 7.36 (t, J 

= 7.7 Hz, 2 H), 5.81-5.69 (m, 1 H), 5.17-1.07 (m, 2 H), 4.77-4.65 (m, 1 H), 4.47-4.38 (m, 1 

H), 4.35-4.23 (m, 1 H), 3.82-3.66 (m, 1 H), 3.25-3.16 (m, 1 H), 2.90-2.75 (m, 1 H), 2.58-2.48 

(m, 1 H), 2.21-1.97 (m; 2 H), 1.43 (s, 5 H), 1.39 (s, 4 H), 0.94 (s, 21 H). 
 

((2R,4S)-2-allyl-1-(pent-4-enoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methylben-

zoate (4-33) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-((benzoyloxy)methyl)-4-((triisopropylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 4-32 (900 mg, 1.73 mmol)  in dichloromethane (22 mL) was 

added trifluoroacetic acid (1.33 mL, 17.3 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with 

dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 solution and brine. The organic layer 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to 

provide ((2R,4S)-2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (710 mg, 

1.70 mmol, 98 % yield) as a colourless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 418.5, tR = 2.52 min (method B). 

To a solution ((2R,4S)-2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate (710 

mg, 1.70 mmol) in dichloromethane (15 mL) was added triethylamine (0.711 mL, 5.10 mmol) 

and DMAP (51.4 mg, 0.34 mmol) followed by the addition of pent-4-enoyl chloride (806 mg, 

6.80 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 5 h then concentrated 

under reduced pressure. Saturated NH4Cl solution was added to the reaction mixture which 

was extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated aqueous 

NaHCO3 solution, water and brine. The organic layer was dried over anhydrous sodium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to afford ((2R,4S)-2-allyl-1-(pent-4-

enoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl)methyl benzoate 4-33 (678 mg, 1.35 mmol, 

80 % yield) as a pale yellow oil. 

LCMS (ESI), m/z [m + H]+ 500.4, tR = 5.79 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.86 (d, J = 7.0 Hz, 2 H), 7.43 (t, J = 7.40 Hz, 1 H), 7.29 (t, 

J = 8.0 Hz, 2 H), 5.80-5.60 (m, 2 H), 5.10-5.01 (m, 2 H), 4.91 (t, J = 13.7 Hz, 2 H), 4.83 (d, J 

= 10.1 Hz, 1 H), 4.47-4.39 (m, 1 H), 4.34 (d, J = 11.0 Hz, 1 H), 3.69 (dd, J = 10.1, 6.5 Hz, 1 

H), 3.20 (dd, J = 10.1, 6.3, Hz, 1 H), 2.93 (dd, J = 13.5, 7.0, Hz, 1 H), 2.58 (dd, J = 13.7, 7.8 

Hz, 1H), 2.30-2.20 (m, 4 H), 2.10-2.03 (m, 1 H), 2.01-1.94 (m, 1 H), 0.91-0.80 (m, 21 H). 
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((2S,10aR,Z)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,6,7,10,10a-octahydropyrrolo[1,2-a]azocin-10a-yl) 

methyl benzoate (4-34) 

To a solution of ((2R,4S)-2-allyl-1-(pent-4-enoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidin-2-yl) 

methyl benzoate 4-33 (676 mg, 1.35 mmol) in dichloromethane (20 mL) was added Grubbs I 

catalyst (1.24 g, 1.48 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h 

then the reaction mixture was evaporated under reduced pressure. The residue was purified on 

silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting 

gradient to afford ((2S,10aR,Z)-5-oxo-2-((triisopropylsilyl)oxy)-1,2,3,5,6,7,10,10a-octahy-

dropyrrolo [1,2-a]azocin-10a-yl)methyl benzoate as a dark oil (238 mg, 0.505 mmol, 37% 

yield). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 472.4, tR = 4.52 min (method J). 

To a solution of ((2S,10aR,Z)-5-oxo-2-((triisopropylsilyl)oxy)-1,2,3,5,6,7,10,10a-octahy-

dropyrrolo[1,2-a]azocin-10a-yl)methyl benzoate (238 mg, 0.505 mmol) in tetrahydrofuran (4 

mL) was added 1M TBAF/THF solution (0.86 mL, 0.86 mmol) and the reaction mixture was 

stirred at room temperature for 16 h. The reaction mixture was evaporated under reduced 

pressure and the residue was diluted with ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl 

solution. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 70/30) as eluting gradient to afford ((2S,10aR,Z)-2-

hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,6,7,10,10a-octahydropyrrolo[1,2-a]azocin-10a-yl) methyl benzoate 4-

34 (23 mg, 0.073 mmol, 14% yield) as a colourless oil. 

LCMS (ESI), m/z [m + H]+ 316.3, tR = 1.96 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.04-8.01 (m, 2 H), 7.62 (t, J = 7.40 Hz, 1 H), 7.48 (t, J = 

7.8 Hz, 2 H), 5.94-5.86 (m, 1 H), 5.76-5.67 (m, 1 H), 4.58-4.49 (m, 1 H), 4.37 (s, 2 H), 3.88 

(dd, J = 12.7, 6.8, Hz, 1 H), 3.61 (dd, J = 12.7, 6.1, Hz, 1 H), 3.19-3.10 (m, 1 H), 3.04 (dd, J = 

14.4, 8.9 Hz, 1 H), 2.62-2.54 (m, 2 H), 2.47 (dd, J = 13.3, 6.6 Hz, 1 H), 2.44-2.23 (m, 2 H), 

2.11 (dd, J = 13.3, 7.8 Hz, 2 H). 
 

((2S,10aR,Z)-2-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5, 

6,7,10,10a-octahydropyrrolo[1,2-a]azocin-10a-yl)methyl benzoate (FG2-6) 

To a solution of ((2S,10aR,Z)-2-hydroxy-5-oxo-1,2,3,5,6,7,10,10a-octahydropyrrolo[1,2-

a]azocin-10a-yl)methyl benzoate 4-34 (23 mg, 0.073 mmol) in dichloromethane (3 mL), was 

added (4S,5S)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (35.8 mg, 0.11 

mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (42 mg, 
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0.219 mmol) and DMAP (8.9 mg, 0.073 mmol) were added. The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 16 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted 

with ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer 

was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using DCM/MeOH (100/0 to 95/5) 

as eluting gradient to provide (4S,5R)-(2S,10aR,Z)-10a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-

1,2,3,5,6,7,10,10a-octahydropyrrolo[1,2-a]azocin-2-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxa-

zolidine-5-carboxylate (27 mg, 0.043 mmol, 39% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI) m/z [m + H]+ 623.4, tR = 2.87 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(2S,10aR,Z)-10a-((benzoyloxy)methyl)-5-oxo-1,2,3,5,6,7,10,10a-

octahydropyrrolo[1,2-a]azocin-2-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxy 

late (27 mg, 0.043 mmol) in dichloromethane (1.5 mL) was added trifluoroacetic acid (100 

L, 1.30 mmol) and the reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h. The 

reaction mixture was washed with saturated NaHCO3 solution and water. The organic layer 

was dried over sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was triturated with pentane then filtered and dried to provide ((2S,10aR,Z)-2-(((2R,3S)-3-

benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5-oxo-1,2,3,5,6,7,10,10a-octa hydropyrrolo-

[1,2-a]azocin-10a-yl)methyl benzoate FG2-6 (19 mg, 0.034 mmol, 78% yield) as a white 

solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 583.6, tR = 2.63 min (method B). 

HRMS calculated for C34H34N2O7: 583.2444, found 583.2427. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.02-8.00 (m, 2 H), 7.77-7.75 (m, 2 H), 7.62-7.58 (m, 1 H), 

7.55-7.32 (m, 10 H), 6.96 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.99-5.95 (m, 1H), 5.85-5.78 (m, 1H), 5.49 

(dd, J = 7.1, 5.8, 1 H), 4.65 (d, J = 1.9 Hz, 1 H), 4.41-4.32 (m, 2 H), 3.99 (dd, J = 13.5, 7.4, 

Hz, 1 H), 3.83 (dd, J= 13.5, 5.5, Hz, 1 H), 3.17-2.99 (m, 2 H), 2.63-2.57 (m, 3 H), 2.45-2.40 

(m, 1 H), 2.37-2.31 (m, 2 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 172.82, 172.72, 167.05, 166.31, 134.2, 133.75, 133.46, 

133.2, 132.08, 129.81, 128.95, 128.93, 128.81, 128.28, 127.18, 126.57, 73.39, 70.8, 69.93, 

65.34, 54.78, 41.83, 34.50. 
 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-

35) 

To a suspension of  trans-D-4-hydroxyproline 4-13 (2.00 g, 15.25 mmol) in methanol (80 

mL) at 0°C was added dropwise thionyl chloride (3.34 mL, 45.8 mmol). The reaction mixture 
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was stirred for 10 min at 0°C then warmed up to room temperature. The reaction mixture was 

stirred for 16 h and the solvent was removed under reduced pressure. Methanol and toluene 

were added and the mixture was concentrated providing crude (2R,4S)-methyl 4-

hydroxypyrrolidine-2-carboxylate hydrochloride (2.8 g, 15.25 mmol, quantitative yield) as a 

pale yellow solid. The crude product was used for the next step without further purification.  

MS (ESI): m/z [M + H]+ 146.1 (method A). 

To a stirred solution of (2R,4S)-methyl 4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylate hydrochloride 

(2.8 g, 15.25 mmol) in dichloromethane (80 mL) was added triethylamine (5.37 mL, 38.5 

mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (5.37 mL, 23.13 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 16 h. The reaction mixture was quenched with 1N HCl solution and 

the organic layer was extracted, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, 

filtered and concentrated under reduced pressure to give crude (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 

4-hydroxy pyrrolidine-1,2-dicarboxylate as a yellow oil (5.0 g, 15.25 mmol, quantitative 

yield) which was used for the next step without further purification. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 246.3 (method A). 

To a suspension of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (5.0 

g, 15.25 mmol) in N,N-dimethylformamide (18 mL) was added imidazole (2.78 g, 40.8 mmol) 

and triisopropylchlorosilane (7.1 mL, 33.9 mmol). The solution was stirred at room 

temperature for 16 h before being quenched with ethyl acetate and washed with saturated 

NH4Cl solution, water and brine. The organic layer was dried over anhydrous magnesium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient 

to afford (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

4-35 (5.71 g, 14.24 mmol, 92% yield) as a colourless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 402.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.56-4.38 (m, 2 H), 3.71 (s, 1 H), 3.69 (s, 2 H), 3.60-3.35 

(m, 2 H), 2.30-2.20 (m, 2 H), 1.48 (s, 4 H), 1.45 (s, 5 H), 1.07 (m, 21 H). 
 

(2S,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate (4-31’) and (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-

butyldiphenylsilyl) oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (4-31) 

To a solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

1,2-dicarboxylate 4-35 (5.71 g, 14.24 mmol) in tetrahydrofuran (120 mL) and cooled to -78°C 

was added dropwise 2N LDA/THF solution (14.2 mL, 28.50 mmol). After the addition, the 
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solution was stirred for 1 h at -78°C then HMPA (24.7 mL, 142.0 mmol) was added and the 

enolate was then quenched with slow addition of allyl bromide (12.3 mL, 142 mmol) for 45 

min letting the solution slowly warm-up to room temperature. The reaction was treated with 

saturated NH4Cl solution then diluted with water and extracted with ethyl acetate. The organic 

layer was dried over magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

mixture of diastereoisomers was separated by column chromatography on silica gel eluting 

with cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 90/10) as eluting gradient to afford (2R,4S)-1-tert-

butyl 2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl) oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-31 (2.15 g, 

4.87 mmol, 34% yield) as a colourless oil and (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-

((triisopropylsilyl)oxy) pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-31’ (1.0 g, 2.26 mmol, 15% yield) as a 

colourless oil. 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

4-31 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 442.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.99-5.83 (m, 1 H), 5.28-5.13 (m, 2 H), 4.47-4.36 (m, 1 H), 

3.85-3.60 (m, 1 H), 3.59 (s, 1 H), 3.57 (s, 2 H), 3.28-3.19 (m, 1 H), 3.06-2.91 (m, 1 H), 2.78-

2.65 (m, 1 H), 2.30-2.05 (m, 2 H), 1.42 (s, 3 H), 1.41 (s, 6 H), 1.08 (s, 21 H). 

(2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

4-31’ 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 442.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 5.99-5.83 (m, 1 H), 5.28-5.13 (m, 2 H), 4.47-4.36 (m, 1 H), 

3.85-3.60 (m, 1 H), 3.59 (s, 1 H), 3.57 (s, 2 H), 3.28-3.19 (m, 1 H), 3.06-2.91 (m, 1 H), 2.78-

2.65 (m, 1 H), 2.30-2.05 (m, 2 H), 1.42 (s, 3 H), 1.41 (s, 6 H), 1.08 (s, 21 H). 
 

(2R,4S)-tert-butyl-2-allyl-2-(but-3-enoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxy 

late (4-36) 

A suspension of N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride (890 mg, 9.13 mmol) in 

tetrahydrofuran (40 mL) under argon atmosphere, was cooled to -10°C, then treated with n-

BuLi (9.13 mL, 18.25 mmol) and stirred for 30 min. A solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-

methyl 2-allyl-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-31 (2.15 g, 4.87 

mmol) in tetrahydrofuran (20 mL) was added dropwise to the reaction mixture which was  

warmed up to room temperature and stirred for 72 h. The reaction mixture was poured into 

water, acidified to pH 2 with HCl 1N solution and extracted with diethyl ether. The organic 

layer was washed with water, saturated NaHCO3 solution and brine then dried over 
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magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure to afford crude (2R,4S)-

tert-butyl 2-allyl-2-(methoxy(methyl)carbamoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (1.88 g, 3.99 mmol, 82% yield) which was used for next step without any 

purification. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 471.3 (method A). 

To solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(methoxy(methyl)carbamoyl)-4-((triisopropylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (1.88 g, 3.99 mmol)  in tetrahydrofuran (40 mL) at -78°C was 

added a solution of  allyl magnesium chloride (5.99 mL, 11.98 mmol). The reaction mixture 

was stirred at -78 °C for 1 h then quenched with saturated NH4Cl solution and extracted with 

ethyl acetate. The organic layer was washed with brine, dried over magnesium sulfate, filtered 

and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 90/10) as eluting gradient to afford 

(2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(but-3-enoyl)-4-((triiso-propylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 

4-36 (1.34 g, 2.97 mmol, 74% yield) as colourless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 452.3 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.03-5.84 (m, 2 H),  5.22-5.07 (m, 4 H), 4.57-4.44 (m, 1 H), 

4.00-3.84 (m, 1 H), 3.28-3.04 (m, 3 H), 3.04-2.82 (m, 1 H), 2.69 (dd, J = 14.0, 7.4 Hz, 1 H), 

2.21-2.02 (m, 2 H), 1.47 (s, 3 H), 1.43 (s, 6 H), 1.08 (s, 21 H). 
 

(3S,5R)-tert-butyl-10-oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxy-

late (4-37) 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(but-3-enoyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyr-

rolidine-1-carboxylate 4-36 (1.0 g, 2.21 mmol) in dichloromethane (30 mL) was added 

Grubbs II catalyst (94 mg, 0,111 mmol) and the reaction mixture was stirred at reflux for 1 h. 

The solvent was removed under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient 

to provide (3S,5R)-tert-butyl 10-oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-

car-boxylate 4-37 (850 mg, 2.01 mmol, 91 % yield) as a pale brown oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 424.4 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ =  5.97-5.84 (m, 1 H), 5.82-5.70 (m, 1 H), 4.48-4.39 (m, 1 H), 

3.78-3.68 (m, 1 H), 3.58 (dt, J = 11.34, 1.92 Hz, 0.5 H), 3.56-3.38 (m, 1H),  3.25-3.12 (m, 1 

H), 3.03 (d, J = 2.09 Hz, 1 H), 2.98 (m, 0.5 H), 2.90-2.79 (m, 1 H), 2.19-1.97  (m, 2 H), 1.47 

(s, 3 H), 1.43 (s, 6 H) 1.00-1.17 (m, 21 H). 
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(3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate (4-38) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 10-oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]dec-7-

ene-1-carboxylate 4-37 (637 mg, 1.50 mmol) in tetrahydrofuran (15 mL) was added 1M 

TBAF/THF solution (3.01 mL, 3.01 mmol) at room temperature. The reaction mixture was 

stirred for 20 min then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with ethyl 

acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The organic layer was dried over 

magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (80/20 to 5/95) as 

eluting gradient to afford (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-

carboxylate 4-38 (139 mg, 0.520 mmol, 34% yield) as a colourless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 268.1, tR = 1.83 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.96 (dd, J = 9.01, 4.27 Hz, 1 H), 6.13-6.00 (m, 1 H), 4.55-

4.46 (m, 1 H), 3.94-3.80 (m, 1 H), 3.60–3.46 (m, 1.5 H), 3.08 (td, J = 11.86, 6.83 Hz, 0.5 H), 

2.88-2.75 (m, 0.5 H), 2.57-2.42 (m, 2 H), 2.33-2.12 (m, 2.5 H), 2.03 (dd, J =13.47, 5.31 Hz, 1 

H), 1.47 (s, 3 H), 1.43 (s, 6 H). 
 

(2R,3S)-(3S,5R)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-en-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoate (FG3-1) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 

4-38 (139 mg, 0.520 mmol) in dichloromethane (15 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (254 mg, 0.780 mmol). The reaction mixture 

was stirred at room temperature for 10 min then EDC (199 mg, 1.040 mmol) and DMAP 

(31.8 mg, 0.260 mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 2 h at room 

temperature then quenched with saturated aqueous NH4Cl. The organic layer was washed 

successively by saturated NH4Cl solution, saturated NaHCO3, water and brine. The organic 

layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica column chromatography using cyclohexane/ethyl 

acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to give (4S,5R)-(3S,5R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-

6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-en-3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carbo-

xylate (224 mg, 0.390 mmol, 75% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 575.2, tR = 2.92 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-10-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-en-3-

yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (122 mg, 0.212 mmol) in 

dichloromethane (1.5 mL) was added trifluoroacetic acid (1.5 mL, 19.11 mmol), water (75 
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µL, 4.03 mmol) and  triisopropylsilane (75 µL, 0.361 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 30 min. The solvent was evaporated under reduced pressure. The 

residue was dissolved in dichloromethane and washed with saturated NaHCO3 solution. The 

aqueous layer was extracted with dichloromethane. The combined organic layers were 

washed with water and dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/(ethyl acetate/(MeOH/NH4OH (10:1)) (75:25)) (65/35 to 35/65) as eluting 

gradient to provide (2R,3S)-(3S,5R)-10-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-en-3-yl-3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenyl propanoate FG3-1 (80 mg, 0.184 mmol, 87% yield) as pale yellow solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 435.1, tR = 1.46 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.81-7.79 (m, 2 H), 7.57-7.31 (m, 8 H), 7.08 (d, J = 9.30 Hz, 

1 H), 6.96 (dt, J = 10.0, 3.8 Hz, 1 H), 6.02 (dt, J = 10.06, 1.9 Hz, 1 H), 5.83 (dd, J = 9.3, 1.7 

Hz, 1 H), 5.43-5.39 (m, 1 H), 4.70 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 3.38 (dd, J = 12.53, 5.12 Hz, 1 H), 

3.21 (d, J = 12.15 Hz, 1 H),  2.57-2.45 (m, 2 H), 2.39-2.10 (m, 3 H), 2.04 (d, J = 14.80 Hz, 1 

H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 199.65, 172.6, 167.1, 151.76, 138.72, 132.14, 128.95, 

128.14, 127.43, 127.3, 127.13, 77.73, 73.57, 54.86, 52.5, 38.66, 34.82, 25.05. 
 

(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-10-oxo-1-azaspiro[4.5] dec-7-ene-1-

carboxylate (4-39) 

To a suspension of N,O-dimethylhydroxylamine hydrochloride (899 mg, 9.21 mmol) in 

tetrahydrofuran (40 mL) at -10°C was added n-BuLi (9.21 mL, 18.42 mmol) and the reaction 

mixture was stirred for 30 min. A solution of (2R,4S)-1-tert-butyl 2-methyl 2-allyl-4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-21 (2.57 g, 4.91 mmol) in 

tetrahydrofuran (20 mL) was added dropwise to the reaction mixture which was  warmed up 

to room temperature and stirred for 72 h. The reaction mixture was poured into water, 

acidified to pH 2 with HCl 1N solution and extracted with diethyl ether. The organic layer 

was washed with water, saturated NaHCO3 solution and brine then dried over magnesium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient 

to afford (2R,4S)-tert-butyl2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(methoxy(methyl)carba-

moyl) pyrrolidine-1-carboxylate (2.4 g, 4.34 mmol, 88% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 510.2, tR = 6.86 min (method M). 
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To solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-(methoxy(methyl) 

carbamoyl)pyrrolidine-1-carboxylate (2.37 g, 4.29 mmol)  in tetrahydrofuran (45 mL) at -

78°C was added a solution of  allyl magnesium chloride (6.43 mL, 11.98 mmol). The reaction 

mixture was stirred at -78 °C for 1 h then quenched with saturated NH4Cl solution and 

extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with brine, dried over magnesium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 90/10) as eluting gradient 

to afford (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(but-3-enoyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrro-

lidine-1-carboxylate (1.95 g, 3.65 mmol, 85% yield) as colourless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 534.2, tR = 7.92 min (method M). 

To a solution of (2R,4S)-tert-butyl 2-allyl-2-(but-3-enoyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate (1.0 g, 1.87 mmol) in dichloromethane (25 mL) was added Grubbs 

II catalyst (80 mg, 0,094 mmol) and the reaction mixture was stirred at reflux for 1 h. The 

solvent was removed under reduced pressure and the residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient 

to provide (3S,5R)- tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-10-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-

ene-1-carboxylate 4-39 (900 mg, 1.83 mmol, 98% yield) as a pale yellow oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 506.2, tR = 6.98 min (method M). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.72-7.59 (m, 4 H), 7.54-7.35 (m, 6 H), 5.97-5.84 (m, 1 H), 

5.82 - 5.70 (m, 1 H), 4.34 - 4.30 (m, 1 H), 3.63-3.60 (m, 1 H), 3.52-2.87 (m, 5H), 2.13-2.04 

(m, 1 H), 1.87-1.81 (m, 1 H), 1.47 (s, 3 H), 1.43 (s, 6 H), 1.17-1.00 (m, 9 H). 
 

(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-car-

boxylate (4-40) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-10-oxo-1-azaspiro 

[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 4-39 (150 mg, 0,297 mmol) in dichloromethane (5 mL) was 

added DBU (89 L, 0,593 mmol) and the reaction mixture was stirred at room temperature 

for 30 min. The reaction mixture was quenched by saturated  NH4Cl solution and the organic 

layer. The organic layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure to afford (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-

aza-spiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 4-40 (147 mg, 0,291 mmol, 98% yield) as a pale 

yellow oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 506.2, tR = 6.60 min (method M). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.67-7.62 (m, 4 H), 7.49-7.37 (m, 6 H), 6.89-6.93 (m, 1 H), 

6.04-5.97 (m, 1 H), 4.42-4.40 (m, 1 H), 3.73-3.44 (m, 2 H), 3.11-2.76 (m, 1H), 2.53-2.33 (m, 

3H), 2.15-2.10 (m, 1 H), 1.83-1.76 (m, 1 H), 1.45 (s, 4 H), 1.40 (s, 5 H), 1.09 (s, 9 H). 
 

 (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate (4-38) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-

7-ene-1-carbo-xylate 4-40 (53 mg, 0,105 mmol) in tetrahydrofuran (2 mL) was added 1M 

TBAF/THF solution  (0,21 mL, 0,21 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 2 h before being quenched by saturated NH4Cl solution. The aqueous phase 

was extracted with dichloromethane and the combined organic layers were dried over 

anhydrous magnesium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

80/20) to afford (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 

4-38 (19 mg, 0,071 mmol, 67% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 268.2, tR = 1.83 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 6.97-6.94 (m, 1 H), 6.06 (t, J = 12.3 Hz, 1 H), 4.53-4.48 (m, 

1 H), 3.92-3.82 (m, 1 H), 3.57-3.50 (m, 1H), 3.12-2.78 (m, 1H), 2.49-2.7 (m, 2 H), 2.29-2.16 

(m, 2H), 2.05-2.00 (m, 2H), 1.47 (s, 4 H), 1.40 (s, 5 H). 
 

(3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate (4-41) 

A solution of (3S,5R)-tert-butyl 10-oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-

carboxylate 4-37 (850 mg, 2.00 mmol) in ethanol (20 mL) was purged with N2 then Pd/C 10% 

(214 mg, 0.201 mmol) was added and the reaction mixture was hydrogenated at room 

temperature for 1 h. The catalyst was filtered off and the solvent was evaporated under 

reduced pressure. The residue was purified on silica column chromatography using to 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient to give (3S,5R)-tert-butyl 6-

oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate (770 mg, 1.80 mmol, 90% 

yield) as a white solid. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 426.4 (method A). 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 6-oxo-3-((triisopropylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decane-1-

carboxylate (533 mg, 1.25 mmol) in tetrahydrofuran (17 mL) was added 1M TBAF/THF 

solution (2.5 mL, 2.5 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 20 min 

then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with ethyl acetate and 

washed with saturated NH4Cl solution. The organic layer was dried over magnesium sulfate, 
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filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (45/55 to 30/70) as eluting gradient 

to afford (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate 4-41  (300 

mg, 1.11 mmol, 89% yield) as a colorless oil. 

MS (ESI), m/z [M + H]+ 270.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.40 (b s, 1 H), 3.79-3.66 (m, 1 H), 3.62-3.48 (m, 1 H), 

2.83-2.50 (m, 2 H), 2.36-2.21 (m, 2 H), 2.21-2.08 (m, 1 H), 2.08-1.89 (m, 3 H), 1.89-1.75 (m, 

2 H), 1.72-1.57 (m, 1 H), 1.47 (s, 3 H), 1.43 (s, 6 H). 
 

(2R,3S)-(3S,5R)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpro-

panoate (FG3-2) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate 4-

41 (135 mg, 0,501 mmol) in dichloromethane (15 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (245 mg, 0.752 mmol). The reaction mixture 

was stirred at room temperature for 10 min then EDC (192 mg, 1.002 mmol) and DMAP 

(30.6 mg, 0.251 mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 2 h at room 

temperature then quenched with saturated aqueous NH4Cl solution. The organic layer was 

washed with saturated NaHCO3 solution, water and brine. The organic phase was dried over 

magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as 

eluting gradient to give (4S,5R)-(3S,5R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-

3-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (275 mg, 0.477 mmol, 95% 

yield)  as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 577.3, tR = 3.04 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (275 mg, 0.477 mmol) in 

dichloromethane (3.3 mL) was added trifluoroacetic acid (3.3 mL, 42.9 mmol), water (73 µL, 

4.03 mmol) and triisopropylsilane (166 µL, 0.811 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 30 min. The solvent was evaporated under reduced pressure. The 

residue was dissolved in dichloromethane and washed with a saturated NaHCO3 solution. The 

aqueous layer was extracted with dichloromethane. The combined organic layers were 

washed with water then dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/(EtOAc/EtOH (3:1)) (100/0 to 50:50) as eluting gradient to afford (2R,3S)-
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(3S,5R)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-phenyl propanoate FG3-

2 (150 mg, 0.344 mmol, 72% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 437.3, tR = 1.52 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ =7.87-7.75 (m, 2 H), 7.57-7.27 (m, 8 H), 7.05 (d, J = 9.3 Hz, 1 

H), 5.80 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 1 H), 5.37-5.28 (m, 1 H), 4.70 (d, J = 2.2 Hz, 1 H), 3.22-3.04 

(m, 2 H), 2.68-2.33 (m, 3 H), 2.17 (dd, J = 11.5, 5.31 Hz, 1 H), 2.01-1.92 (m, 2 H), 1.91-1.65 

(m, 4 H). 
 

(2R,3S)-(3S,5R) -1-acetyl-6-oxo -1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy -3-

phenylpropanoate (FG3-3) 

To a solution of (2R,3S)-(3S,5R)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-

phenylpropanoate FG3-2 (50 mg, 0.115 mmol) in dichloromethane (3 mL) was added 

triethylamine (40 L, 0.286 mmol) and acetyl chloride, (8.9 µl, 0.126 mmol) and the reaction 

mixture was stirred at room temperature for 16 h. Additional triethylamine (16 L, 0.115 

mmol) and acetyl chloride, (4.5 µl, 0.057 mmol) were added and the reaction mixture was 

stirred at room temperature for 4 h before being quenched by saturated NH4Cl solution. The 

organic layer was washed saturated NaHCO3 solution. The organic layer was dried over 

anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated  under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/(EtOAc/(MeOH/NH4OH (10:1))(75:25)) (100/0 to 50/50) to provide (2R,3S)-

(3S,5R)-1-acetyl-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropa-

noate FG3-3 (20 mg, 0.042 mmol, 36% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 479.3, tR = 2.12 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.79 (m, 2 H), 7.62-7.33 (m, 8 H), 6.91 (d, J = 9.1 Hz, 1 H), 

5.83-5.72 (m, 1 H), 5.43 (t, J = 5.2 Hz, 1 H), 4.70 (d, J = 1.9 Hz, 1 H), 3.96 (dd, J = 11.8, 5.03 

Hz, 1 H), 3.72 (d, J =11.7 Hz, 1 H), 2.82-2.60 (m, 2 H), 2.44 (d, J = 14.2 Hz, 1 H), 2.30-2.07 

(m, 4 H), 2.04 (s, 3 H), 2.00-1.85 (m, 2 H), 1.81-1.51 (m, 2 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 208.24, 172.6, 169.05, 167.5, 138.45, 133.93, 132.21, 

129.13, 128.97, 128.93, 127.19, 127.16, 126.16, 75.12, 73.26, 71.51, 54.92, 55.02, 41.38, 

40.16, 34.86, 23.53, 23.73, 23.0. 
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(2R,3S)-(3S,5R)-6-Oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl-3-amino-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoate bis(2,2,2-trifluoroacetate) (4-42) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-hydroxy-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate 

(135 mg, 0.501 mmol) in dichloromethane (15 mL) was added (4S,5R)-3-(tert-

butoxycarbonyl)-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (242 mg, 0.752 mmol). 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then EDC (192 mg, 1.002 

mmol) and DMAP (30.6 mg, 0.251 mmol) were added.  The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 2 h before being quenched by saturated NH4Cl solution. The organic 

layer was washed successively by saturated NaHCO3 solution, water and brine. The organic 

phase was dried with anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford (4S,5R)-5-((3S,5R)-1-

(tert-butoxycarbonyl)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl)3-tert-butyl 2,2-dimethyl-4-phenyl-

oxazoli-dine-3,5-dicarboxylate (270 mg, 0.471 mmol, 94% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 573.3, tR = 3.44 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-5-((3S,5R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-

yl)3-tert-butyl 2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-3,5-dicarboxylate (270 mg, 0.471 mmol) in 

dichloromethane (5.0 mL) was added trifluoroacetic acid (5.0 mL, 66.0 mmol), water (212 

µL, 11.79 mmol) and triisopropylsilane (212 µL, 1.037 mmol). The reaction mixture was 

stirred at room temperature for 30 min then evaporated under reduced pressure. The product 

was triturated in diethyl ether, filtered and dried to afford (2R,3S)-(3S,5R)-6-oxo-1-

azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-amino-2-hydroxy-3-phenylpropanoate (TFA salt) 4-42 (240 mg, 

0.428 mmol, 91% yield) as a white solid which was used for next step without further 

purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+  333.2, tR = 0.38 min (method N). 
 

(3S,5R)-tert-Butyl 3-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-hydroxy-3-phenyl pro-

panoyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate (FG3-5) 

To a solution of (2R,3S)-(3S,5R)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-amino-2-hydroxy-3-

phenylpropanoate (TFA salt) 4-42 (240 mg, 0.428 mmol) in dichloromethane (5 mL) was 

added triethylamine (297 L, 2.141 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (298 L, 1,285 

mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h and additional di-tert-

butyl dicarbonate (148 L, 0.642 mmol) and triethylamine (148 L, 1.07 mmol) were added. 

The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h then quenched by 1N HCl 
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solution. The organic layer was separated, washed with brine, dried over anhydrous 

magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) to 

afford (3S,5R)-tert-butyl3-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-hydroxy-3-phenylpro-

panoyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate FG3-5 (65 mg, 0.122 mmol, 28% 

yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 533.3, tR = 2.92 min (method B). . 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6, 80 °C): δ = 7.30-7.25 (m, 5 H), 5.45 (d, J = 7.21 Hz, 1 H), 

5.11-5.03 (m, 1 H), 4.89 (dd, J = 8.9, 4.9 Hz, 1 H), 4.32 (dd, J = 7.3, 5.0 Hz, 1 H), 3.61 (dd, J 

= 11.7, 4.5 Hz, 1 H), 3.40 (d, J = 12.1 Hz, 1 H), 2.38 (b s, 2 H), 2.10 (b s, 2 H), 1.99 (b s, 1 

H), 1.92 (b s, 1 H), 1.83 (b s, 1 H), 1.60 (d, J = 9.4 Hz, 2 H), 1.53 (b s, 1 H), 1.48-1.32 (m, 18 

H). 
 

(2'R,4'S)-tert-butyl 4'-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2' 

-pyrrolidine]-1'-carboxylate (4-43) 

To a mixture of trimethylsulfoxonium iodide (39,2 mg, 0,178 mmol) and sodium hydride 

(60% dispersion in mineral oil) (4,2 mg, 0,178 mmol) under argon atmosphere at room 

temperature was slowly added dry dimethyl sulfoxide (1.00 mL). The reaction mixture was 

stirred at room temperature for 20 min then a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-

butyldiphe-nylsilyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 4-40 (75 mg, 0,148 

mmol) in dry dimethyl sulfoxide (1.00 mL) was added dropwise. The reaction mixture was 

stirred at room temperature for 16 h. The reaction mixture was evaporated to dryness under 

reduced pressure and the residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 20/80) as eluting gradient to afford (2'R,4'S)-tert-butyl 4'-

hydroxy-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2'-pyrrolidine]-1'-carboxylate 4-43 (22 mg, 

0,078 mmol, 52% yield) as a colorless oil which was used without further purification. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 4.51-4.42 (m, 3 H), 4.13 (m, q, J = 7.1 Hz, 1 H), 3.93 (dd, J 

= 11.6, 5.7 Hz, 1 H), 3.83 (d, J = 11.4, 5.5 Hz, 1 H), 3.42-3.37 (m, 3H), 2.51-2.43 (m, 1 H), 

2.16-2.07 (m, 6 H), 1.86-1.76 (m, 4 H), 1.65-1.59 (m, 2 H), 1.45 (s, 4 H), 1.43 (s, 5 H), 1.15-

1.06 (m, 2 H). 
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(2R,3S)-(2'R,4'S)-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2'-pyrrolidin]-4'-yl 3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenylpropanoate (FG3-4) 

To a solution of (2'R,4'S)-tert-butyl 4'-hydroxy-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2'-pyr-

rolidine]-1'-carboxylate 4-43 (22 mg, 0,078 mmol) in dichloromethane (5 mL), was added 

(4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (38 mg, 0,117 

mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 min then DMAP (4,7 mg, 

0,039 mmol) and EDC (30,0 mg, 0,156 mmol) were added.  The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 2 h before being  quenched by saturated NH4Cl solution. The organic 

layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford (4S,5R)-(2'R,4'S)-1'-

(tert-butoxycarbonyl)-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2'-pyrrolidin]-4'-yl 3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (42 mg, 0,071 mmol, 91% yield) as a white 

solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H - Boc]+ 489.4, tR = 3.00 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(2'R,4'S)-1'-(tert-butoxycarbonyl)-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-

3,2'-pyrrolidin]-4'-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (42 mg, 

0,071 mmol) in dichloromethane (500 µL) was added trifluoroacetic acid (495 µL, 6,42 

mmol), water (24 µL, 1,356 mmol) and triisopropylsilane (24 µL, 0,121 mmol). The reaction 

mixture was stirred at room temperature for 30 min then evaporated under reduced pressure. 

The residue was diluted with dichloromethane and  saturated NaHCO3 solution. The aqueous 

layer was extracted with dichloromethane. The organic phase was dried over anhydrous 

magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/(EtOAc/EtOH (3:1)) (100/0 to 

50/50) as eluting gradient. The residue was diluted with acetonitrile/water (50/50) solution  

and lyophilized to afford (2R,3S)-(2'R,4'S)-2-oxospiro[bicyclo[4.1.0]heptane-3,2'-pyrrolidin]-

4'-yl 3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoate FG3-4 (16 mg, 0,036 mmol, 50% yield) as 

a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H - Boc]+ 449.3, tR = 1.55 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.83-7.81 (m, 2 H), 7.57-7.31 (m, 8 H), 7.09 (d, J = 9.3 Hz, 

1 H), 5.78 (dd, J = 9.3, 1.9 Hz, 1 H), 5.36-5.32 (m, 1 H), 4.68 (d, J = 2.3 Hz, 1 H), 3.54 (dd, J 

= 12.5, 5.5 Hz, 1 H), 3.14 (d, J = 12.5, 3.6 Hz, 1 H), 2.23-2.18 (m, 1 H), 2.08-1.88 (m, 8 H), 

2.08-1.88 (m, 8 H), 1.78-1.68 (m, 1 H), 1.59 (m, 1H), 1.08-1.17 (m, 2 H). 



Partie expérimentale  
 

233 
 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 209.2, 172.5, 167.0, 138.7, 134.0, 128.9, 128.86, 128.1, 

127.33, 127.1, 76.8, 73.7, 68.5, 54.9, 52.8, 41.4, 28.5, 23.3, 20.0, 15.3. 
 

(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5] decane-1-carbo-

xylate (4-44) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-10-oxo-1-azaspiro 

[4.5]dec-7-ene-1-carboxylate 4-39 (930 mg, 1,83 mmol) in ethanol (20 mL) purged with 

argon  was added Pd/C 10% (196 mg, 0,184 mmol). The reaction mixture was hydrogenated 

at room temperature for 1 h. The catalyst was filtered off and the solvent was evaporated 

under reduced pressure to afford (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-

aza-spiro[4.5]decane-1-carboxylate  4-44 (750 mg, 1,47 mmol, 80% yield) as a pale brown oil 

which was used without further purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 508.2, tR = 7.02 min (method M). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.67-7.61(m, 4 H), 7.47-7.39 (m, 6 H), 4.32 - 4.27 (m, 1 H), 

3.61-3.59 (m, 1 H), 3.45-3.44 (m, 1 H), 2.84-2.28 (m, 2H), 2.20-2.07 (m, 2 H), 1.95-1.91 (m, 

2H), 1.83-1.75 (m, 1H), 1.67-1.56 (m, 2 H), 1.46 (s, 5 H), 1.44 (s, 4 H), 1.08 (s, 9 H). 
 

(3S,5R,6S)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decane-1-

carboxylate (4-45) et (3S,5R,6R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-

azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate (4-45’) 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-oxo-1-azaspiro[4.5] 

decane-1-carboxylate 4-44 (370 mg, 0.729 mmol) in methanol (8 mL) was added sodium 

borohydride (83 mg, 2.186 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 

16 h. Multiple addition of sodium borohydride (2.18 mmol) were performed to enhance the 

conversion rate of the reaction. The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h. 

The reaction mixture was quenched by saturated NH4Cl solution then extracted with ethyl 

acetate. The organic layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient to afford 

(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decane-1-carbo- 

xylate 4-45 (330 mg, 0.647 mmol, 89% yield) as a white solid and (3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate 4-45’ (33 mg, 0.065 

mmol, 8.88 % yield) as a white solid. 
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(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decane-1-carbo-

xylate 4-45. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 510.3, tR = 7.92 min (method M). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.73-7.60 (m, 4 H), 7.54-7.35 (m, 6 H), 4.25-4.14 (m, 1 H), 

3.61 (b s, 1 H), 3.56-3.45 (m, 2 H), 3.28 (dd, J = 11.67, 4.84 Hz, 1 H), 2.97-2.82 (m, 1 H), 

2.19-2.03 (m, 1 H), 1.87-1.65 (m, 5 H), 1.53-1.40 (m, 9 H), 1.39-1.24 (m, 3 H), 1.17-1.04 (m, 

9 H). 

(3S,5R)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decane-1-carbo-

xylate 4-45’. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 510.3, tR = 7.11 min (method M). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.78-7.60 (m, 4 H), 7.50-7.33 (m, 6 H), 4.60-4.50 (m, 1 H), 

4.31 (d, J = 2.85 Hz, 1 H), 3.44 (b s, 1 H), 3.31 (b s, 1 H), 2.45 (b s, 1 H), 2.21 (b s, 1 H), 

2.16-2.01 (m, 1 H), 1.92-1.77 (m, 2 H), 1.68 (b s, 3 H), 1.56 (b s, 3 H), 1.45 (s, 6 H), 1.38-

1.22 (m, 3 H), 1.08 (s, 9 H). 
 

(3S,5R,6S)-1-acetyl-3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-ylbenzoate 

(4-46) 

To a solution of (3S,5R,6S)-tert-butyl 3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-6-hydroxy-1-aza-

spiro[4.5]decane-1-carboxylate 4-45 (320 mg, 0.628 mmol) in dichloromethane (15 mL) was 

added triethylamine (284 L, 2.04 mmol) and benzoyl chloride (146 L, 1.256 mmol). The 

reaction  mixture was stirred at room temperature for 16 h. Additional triethylamine (175 L, 

1.256 mmol) and benzoyl chloride (73 L, 0.628 mmol) were added and the reaction mixture 

was stirred at room temperature for 24 h before being quenched with saturated aqueous 

NH4Cl solution. The organic layer was washed with saturated aqueous NH4Cl solution and 

dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on C18 phase column chromatography using water/acetonitrile (100/0 to 

20/80) as eluting gradient to provide (3S,5R,6S)-tert-butyl 6-(benzoyloxy)-3-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decane-1-carboxylate (247 mg, 0.402 mmol, 64% 

yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 614.3, tR = 9.08 min (method M). 

To a solution of (3S,5R)-tert-butyl 6-(benzoyloxy)-3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-1-aza-

spiro[4.5]decane-1-carboxylate (247 mg, 0.402 mmol) in dichloromethane (1.4 mL) was 

added trifluoroacetic acid (1.4 mL, 18,11 mmol), water (72 µL, 4.02 mmol) and 
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triisopropylsilane (74 µL, 0.362 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 

for 30 min then dichloromethane was added and the solvent was evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/(EtOAc/(MeOH/NH4OH (10:1)(75:25)) (100/0 to 80/20) as eluting gradient to 

afford (3S,5R,6S)-3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro [4.5]decan-6-yl benzoate 2,2,2-

trifluoroacetate (247 mg, 0.393 mmol, 98% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 514.4, tR = 2.57 min (method B). 

To a solution of (3S,5R,6S)-3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl 

benzoate 2,2,2-trifluoroacetate (125 mg, 0.199 mmol) in dichloromethane (8 mL) was added 

triethylamine (111 µL, 0.796 mmol) and acetyl chloride (28 µL, 0.398 mmol). The reaction 

was stirred at room temperature for 16 h before being quenched by saturated NH4Cl solution. 

The organic layer was washed with saturated NH4Cl solution, saturated NaHCO3 solution and  

water. The organic phase was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure to afford (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate 4-46 (110 mg, 0.198 mmol, 99% 

yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 556.4, tR = 3.87 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 8.12-8.10 (m, 2H), 7.70-7.64 (m, 4 H), 7.54-7.41 (m, 9 H), 

4.91 (b s, 1 H), 4.45 (q, J = 6.0 Hz, 1 H), 3.75 (t, J = 13 Hz), 3.57 (dd, J = 10.8, 6.6 Hz, 1H), 

3.39 (dd, J = 10.8, 4.0 Hz, 1H), 2.07 (dd, J = 13.2, 6.1 Hz, 1H), 1.92 (dd, J = 13.2, 6.7 Hz, 

1H), 1.86 (s, 3 H), 1.63 (dt, J = 13 Hz, 1H), 1.44-1.30 (m, 3H), 1.09 (s, 9 H). 
 

(3S,5R,6R)-1-acetyl-3-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate (4-47) 

To a solution of (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-

yl benzoate 4-46 (110 mg, 0.198 mmol) in tetrahydrofuran (5 mL) was added 1M TBAF/THF 

solution (396 L, 0.396 mmol). The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature 

then the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with ethyl 

acetate and washed with saturated NH4Cl solution. The organic layer was dried over 

anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

10/90) as eluting gradient to afford (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl 

benzoate 4-47 (47 mg, 0.148 mmol, 74% yield) as a colorless oil. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 318.3, tR = 2.06 min (method B). 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 8.14 (d, J = 6.83 Hz, 2 H),  7.61-7.52 (m, 1 H), 7.51-7.43 (m, 

2 H), 5.16 (b s, 1 H), 4.61-4.51 (m, 1 H), 3.85 (dd, J = 11.2, 5.8 Hz, 2 H), 3.52 (b s, 1 H), 2.45 

(dd, J = 13.4, 6.4 Hz, 1 H), 1.96 (d, J = 8.3 Hz, 3 H), 1.91 (b s, 3 H), 1.75 (d, J = 8.7 Hz, 5 H), 

1.45 (s, 1 H). 
 

(3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-

azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate (FG3-6) 

To a solution of (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate 4-47 (33 

mg, 0.104 mmol) in dichloromethane (4 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-

phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (50 mg, 0.156 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 10 min then EDC (39.9 mg, 0.208 mmol) and DMAP (6.3 mg, 0.052 

mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h before being 

quenched by saturated NH4Cl solution. The organic layer was washed by saturated aqueous 

NH4Cl solution, saturated NaHCO3 solution, water and brine. The organic phase was dried 

over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate 

(100/0 to 50/50) as eluting gradient to provide (4S,5R)-(3S,5R,6S)-1-acetyl-6-(benzoyloxy)-

1-azaspiro[4.5]decan-3-yl3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (65 mg, 

0.104 mmol, quantitative yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 625.5, tR = 3.01 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(3S,5R,6S)-1-acetyl-6-(benzoyloxy)-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl 3-

benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (66 mg, 0.106 mmol) in 

dichloromethane (400 L) was added trifluoroacetic acid (366 µL, 4.75 mmol), water (72 µL, 

4.03 mmol) and triisopropylsilane (36 µL, 0.180 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 30 min then evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/(EtOAc/EtOH (3:1)) (100/0 

to 50/50) as eluting gradient. The expected fractions were combined and the solvent was 

removed under reduced pressure then the residue was diluted with 10 mL of acetonitrile/water  

mixture (50/50) solution and lyophilized to afford (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-

benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-ylben-zoate FG3-6 

(47 mg, 0.080 mmol, 76 % yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 585.4, tR = 2.89 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, MeOD) δ = 8.07-8.05 (m, 2 H), 7.90-7.87 (m, 2 H), 7.61-7.30 (m, 11 H), 

5.63 (dd, J = 8.9, 4.3 Hz, 1 H), 5.37-5.25 (m, 1 H), 4.67 (d, J = 4.3 Hz, 1 H), 3.96 (dd, J = 
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12.1, 6.0 Hz, 1 H), 3.66 (d, J = 8.1 Hz, 2 H), 2.51 (dd, J = 14.0, 6.6 Hz, 1 H), 1.94 - 1.62 (m, 6 

H), 1.80 (s, 3 H), 1.55 (m, 1 H), 1.29-1.26 (m, 1 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 170.8, 170.1, 167.1, 167.02, 138.4, 133.8, 133.04, 132.17, 

130.16, 129.03, 128.95, 128.9, 128.5, 128.3, 127.2, 127.17, 73.44, 72.98, 72.66, 68.3, 54.99, 

53.93, 42.1, 31.75, 28.69, 25.69, 23.76, 20.22. 
 

(3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate (FG3-7) 

To a solution of (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-hydroxy-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate 4-47 (47 

mg, 0.148 mmol) in dichloromethane (5 mL) was added (4S,5R)-3-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (71 mg, 0.222 mmol). The reaction mixture 

was stirred at room temperature for 10 min then EDC (56.8 mg, 0.296 mmol) and DMAP (9 

mg, 0.074 mmol) were added. The reaction mixture was stirred for 2 h at room temperature 

before being quenched by saturated NH4Cl solution. The organic layer was washed by 

saturated NaHCO3 solution, water and brine. The organic phase was dried over anhydrous 

magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified 

on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as 

eluting gradient to afford (4S,5R)-5-((3S,5R,6S)-1-acetyl-6-(benzoyloxy)-1-azaspiro 

[4.5]decan-3-yl) 3-tert-butyl 2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-3,5-dicarboxylate (90 mg, 

0.145 mmol, 98% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 621.5, tR = 3.31 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-5-((3S,5R,6S)-1-acetyl-6-(benzoyloxy)-1-azaspiro[4.5]decan-3-yl) 

3-tert-butyl 2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-3,5-dicarboxylate (90 mg, 0.145 mmol) in 

dichloromethane (1 mL) was added trifluoroacetic acid (1.0 mL, 13,05 mmol), water (49 µL, 

2.75 mmol) and triisopropylsilane (50 µL, 0.246 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 30 min then evaporated under reduced pressure. The residue was 

triturated with diethyl ether, filtered and dried to afford (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-

amino-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate (TFA salt) (90 

mg, 0.151 mmol, quantitative yield) as a white solid which was used for next step without 

further purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 481.3, tR = 1.76 min (method B). 

To a solution of (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-amino-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl) 

oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate (TFA salt) (86 mg, 0.145 mmol) in dichloromethane 

(5 mL) was added triethylamine (0.060 mL, 0.434 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (50 
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µL, 0.217 mmol) at 0°C. The reaction mixture was warmed up at room temperature and 

stirred for 16 h. The reaction mixture was quenched by 1N HCl solution then the organic layer 

was separated, washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate and evaporated 

under reduced pressure. The residue was purified over silica gel column chromatography 

using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 30/70). The expected fractions were combined and 

evaporated under reduced then diluted with acetonitrile/water mixture (50/50) solution and 

lyophilized to afford (3S,5R,6S)-1-acetyl-3-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl) amino)-2-

hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-1-azaspiro[4.5]decan-6-yl benzoate FG3-7 (50 mg, 0.086 

mmol, 59% yield) as a white solid. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 581.1, tR = 2.90 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, MeOD) δ = 8.09-8.07 (m, 2 H), 7.60 (t, J = 7.31 Hz, 1 H), 7.48 (t, J = 7.6 

Hz, 2 H), 7.43-7.33 (m, 5 H), 7.30 (dd, J = 5.8, 2.6 Hz, 1 H), 5.32 (m, 1 H), 5.23 (b s, 1 H), 

5.10 (m, 1 H), 4.45 (b s, 1 H), 3.99 (dd, J = 12.0, 5.9 Hz, 1 H), 3.79-3.63 (m, 2 H), 2.58 (d, J 

= 7.5 Hz, 1 H), 2.05-1.68 (m, 9 H), 1.63 (m, 1 H), 1.46 (s, 9 H), 1.39-1.19 (m, 1 H). 
13C NMR (100 MHz, MeOD): δ = 172.85, 169.96, 167.0, 155.34, 138.93, 133.01, 130.18, 

128.91, 128.49, 128.11, 126.99, 80.25, 73.7, 72.9, 72.58, 68.53, 56.3, 53.93, 32.0, 25.71, 28.8, 

28.49, 23.8, 20.18. 
 

Boc-D-Pro-D-Pro-OBn (5-3) 

To a solution of Boc-D-Pro-OH 5-2 (970 mg, 4.5 mmol) in dichloromethane (50 mL) was 

added HBTU (2.6 g, 6.75 mmol), DIEA (2.0 mL, 11.25 mmol) and D-proline benzyl ester 

(924 mg, 4.5 mmol). The reaction mixture was stirred at 0 °C for 48 h then evaporated under 

reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate EtOAc (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford Boc-D-Pro-D-

Pro-OBn 5-3  (1.23 g, 3.06 mmol, 68 % yield) as a white solid. 
1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ : 7.35-7.30 (m, 5 H) 5.23 (d, J = 9 Hz, 1 H), 5.06 (d, J = 9 Hz, 

1 H), 4.67-4.35 (m, 2 H), 3.78-3.37 (m, 4 H), 2.16-1.81 (m, 6 H), 1.45-1.39 (m, 9 H). 
 

Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro–OBn (5-4) 

To a solution of Boc-D-Pro-D-Pro-OBn 5-3 (604 mg, 1.61 mmol) in dichloromethane (20 

mL) was added trifluoroacetic acid (5mL, 65.29 mmol). The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 2 h then evaporated under reduced pressure to give unprotected 

dipeptide (417 mg). The residue was dissolved in dichloromethane (25 mL) and Boc-L-Pro-

OH (417 mg, 1.94 mmol), HBTU (915 mg, 2.41 mmol) and DIPEA (1.2 mL, 6.44mmol) were 
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added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 h then evaporated under 

reduced pressure. The residue was diluted with ethyl acetate and washed successively with 1N 

HCl solution, water, saturated NaHCO3 solution and brine. The organic layer was dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified by silica gel column chromatography using EtOAc/MeOH (100/0 to 90/10) as eluting 

gradient to afford to afford Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro–OBn 5-4 (409 mg, 1.41 mmol, 67 % 

yield). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ : 7.38-7.33 (m, 5 H) 5.23-5.20 (m, 1 H), 5.13-5.09 (m, 1 H), 

4.86 (m, 1H), 4.66-4.51 (m, 2 H), 3.93-3.41 (m, 6 H), 2.38-1.80 (m, 10 H) 1.42 (m, 9 H). 
 

Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro–OH (5-5) 

To a solution of Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro–OBn 5-4 (514 mg, 1.09 mmol) in methanol (10 mL) 

purged with N2, was added Pd/C 10 % (180 mg, 0.178 mmol) and the reaction mixture was 

hydrogenated at room temperature for 16 h. The catalyst was filtered off and the solvent was 

evaporated under reduced pressure to afford Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro-OH 5-5 (416 mg, 1.01 

mmol, 93% yield) as a white solid which was used without further purifications. 
 

Cyclo(L-Pro-D-Pro-D-Pro) (CTP-1) 

To a solution of Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro-OH 5-5 (409 mg, 1.0 mmol) in chloroform (8 mL) 

was added DCC (139 mg, 1.0 mmol) and 4-nitrophenol (206 mg, 1.0 mmol). The reaction 

mixture was stirred at 0°C for 16 h then evaporated under reduced pressure. The filtrate was 

evaporated under reduced pressure to afford a crude Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro-OPNP as pale 

yellow oil which was used without further purification. 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 531.1, tR = 2.54 min (method C). 

To a solution of Boc-D-Pro-D-Pro-L-Pro-OPNP in dichloromethane (4 mL) was added 

trifluoroacetic acid (600 L, 7.83 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 1 h then evaporated  under reduced pressure. The residue was triturated with 

diethyl ether then centrifugated to afford H-D-Pro-D-Pro-L-Pro-OPNP as a white solid which 

was dissolved in N,N-dimethylformamide (20mL). This solution was added dropwise to a 

solution of pyridine preheated at 75°C. After completion of the addition, the reaction mixture 

was stirred at 80°C for 20 h before being cooled and evaporated under reduced pressure. The 

residue was diluted with toluene and evaporated to dryness. The crude residue was purified by 

silica gel column chromatography using cyclohexane/EtOAc (50/50 to 10/90) as eluting 
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gradient to afford Cyclo(L-Pro-D-Pro-D-Pro) CTP-1 as a white solid (82 mg, 0.281 mmol, 

28% yield over 3 steps). 

LCMS (ESI), m/z [M + H]+ 292.3, tR = 1.95 min (method N). 
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 (ppm) 
3
J (Hz) 

H HH’ HH’ HH’ 

Pro A 

4.69 
3J = 0 
3J’ = 7 

2.80 ; 1.66 
2J’ = -12 
3J = 0 ; 3J = 0 ; 3J’ = 7.0  
3J’ = 7.0 ; 3J’ = ? ; 3J’’ = ?  

Second ordre 

1.90 ; 1.87 
2J’ = - ? 
3J = 0  

 

3.89 ; 3.33 
2J’ = -12.7 
3J = 8.9 ; 3J’ = 8.9 
3J’ = 3.6 ; 3J’’ = 9.6 

Pro B 

4.46 
3J = 7.3 
3J’ = 7.3 

2.44 ; 2.18 
3J = 7.2 ; 3J = 10.8 ; 3J’ = 7.2  
3J’ = 7.2 ; 3J’ = 3.6 ; 3J’’ = 7.2 

2.11 ; 1.75 
ddt (TROSY) 

'second ordre 

3.63 ; 3.58 
2J’ = ? 
3J = 3.5 ; 3J’ = 8 
3J’ = 9.7 ; 3J’’ = 6.5 

Pro C 

4.71 
3J = 8.0 
3J’ = 8.0 

2.62 ; 2.05 
2J’ = -12.7 
3J = 8.0 ; 3J = ? ; 3J’ = ?  
3J’ = 8.0 ; 3J’ = ? ; 3J’’ = ? 

1.90 
Pas analysable 

3.81 ; 3.50 
2J’ = -12.4 
3J = 6.3 ; 3J’ = 6.0 
3J’ = 7.9 ; 3J’’ = 7.9 

 

 13C 
(ppm)  

C’ C C C C 

Pro A 167.0 58.9 29.4 20.7 47.28 

Pro B 169.54 56.4 31.6 23.3 49.2 

Pro C 169.17 63.3 34.4 23.0 47.8 
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(2R,4S)-benzyl-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-2-carboxylate (5-6) 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl-1-tert-butyl-4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-14 

(13.22 g, 41.14 mmol) in dichloromethane (500 mL) was added benzoic acid (7.03 g, 57.60 

mmol) at 0°C and the mixture was stirred for 10 min. A solution of EDC (11.23 g, 57.60 

mmol) and DMAP (0.703 g, 5.76  mmol) in dichloromethane (100 mL) was added and the 

mixture was stirred at 0°C for 15 min. The reaction mixture was slowly warmed up to room 

temperature and stirred for 16 h. The reaction mixture was quenched by water and the organic 

layer was washed with water then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 60/40) as eluting gradient to afford 

(2R,4S)-2-benzyl-1-tert-butyl-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate (17.42 g, 40.94 

mmol, 99 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 426.2 tR = 3.22 min (method B). 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl-1-tert-butyl-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate  

(2.14 g, 5.03 mmol) in dichloromethane (20 mL) was added trifluoroacetic acid (3.10 mL, 

40.24 mmol). The reaction was stirred 15 h at room temperature then evaporated under 

reduced pressure. The residue was diluted with a saturated NaHCO3 solution and extracted 

with dichloromethane. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered 

and evaporated under reduced pressure to afford (2R,4S)-benzyl-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-

2-carboxylate 5-6 (1.62 g, 4.98 mmol, 99 % yield) as a yellow oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 326.1 tR = 1.75 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 7.98 (m, 2 H), 7.63 (m, 1 H), 7.51 (m, 2 H), 7.35 (m, 5 

H), 5.40 (m, 1 H), 5.15 (s, 2 H), 4.03 (t, J = 12 Hz, 1 H), 3.20 (dd, J =15,  5.9 Hz, 1 H), 3.00 

(dt, J = 14.8 Hz, 1 H), 2.30-2.12 (m, 2 H). 
 

(2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carboxylic acid 

(5-7) 

To a solution of (2S,4R)-1-tert-butyl 2-methyl 4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate 4-2 (8.2 g, 20.38 mmol) in methanol (108 mL), tetrahydrofuran  (57 mL) and 

water (57 mL) was added 2M NaOH solution (81.5 mL, 163 mmol). The reaction mixture was 

stirred at room temperature for 12 h then evaporated under reduced pressure. The residue was 

acidified with 1N HCl solution. The aqueous layer was extracted with ethyl acetate and the 

organic layer was washed with the brine then dried over anhydrous sodium sulfate,  filtered 

and evaporated under reduced pressure to afford (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-
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((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carboxylic acid 5-7 (11.15 g, quantitative yield) as a 

yellow oil.  

M/S (ES+) m/z (M+H)+ 388.2 (method A). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 4.19-4.12 (m, 1 H), 3.48-3.44 (m, 1 H), 3.37-3.27 (m, 1 

H), 2.16-2.13 (m, 1 H), 2.02-1.96 (m, 1 H), 1.34 (s, 4 H), 1.39 (s, 5 H), 1.02-0.98 (m, 21 H). 
 

(2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-1-car-

bonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (5-8) 

To a solution of (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-

carboxylic acid 5-7 (1.46 g, 3.77 mmol) in N,N-dimethylformamide (25 mL) was added 

DIPEA (1.5 mL 8.56 mmol) and PyBOP (1.96 g, 3.77 mmol) then a solution of (2R,4S)-

benzyl-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-2-carboxylate 5-6 (1.12 g, 3.43 mmol) in N,N-

dimethylformamide (25 mL). The reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. 

The reaction mixture was evaporated in under reduced pressure. The residue was dissolved in 

ethyl acetate and the organic layer was washed with water and brine then dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified by silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

50/50) to afford (2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((benzyloxy)carbonyl) 

pyrrolidine-1-carbonyl)-4-hydroxy pyrrolidine-1-carboxylate 5-8 (1.86 g, 2.65 mmol, 78 % 

yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 695.3 tR = 5.63 min (method F). 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 8.04-7.94 (m, 2 H), 7.68 (m, 1 H), 7.52 (m, 2 H), 7.37-

7.31 (m, 5 H), 5.76 (s, 2 H), 5.59-5.33 (m, 1 H), 5.00 (m, 1 H), 4.79 (t, J = 8 Hz, 1 H), 4.49 

(m, 2 H), 4.23 (m, 1 H), 3.97-3.86 (m, 1 H), 3.66-3.39 (m, 1 H), 3.18 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 

1H), 2.81-2.68 (m, 1 H), 2.20-1.86 (m, 2 H), 1.40, 1.33 (2s, 9 H), 1.04-0.93 (m, 21 H). 
 

(2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-

1-carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 

(5-9) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((benzyloxy)carbonyl) 

pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-8 (4.10 g, 5.90 

mmol) in ethanol (150 mL) purged with N2 was added Pd/C 10% (0.628 g, 5.90 mmol). The 

reaction mixture was hydrogenated and stirred 12 h at room temperature. The catalyst was 

filtered off and the solvent was evaporated under reduced pressure to afford (2R,4S)-4-
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(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-car-

bonyl)pyrrolidine-2-carboxylic  acid (3.38 g, 5.59 mmol, 95 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 605.3 tR = 4.52 min (method F). 

To a solution of D-proline-benzyl-ester hydrochloride (336 mg, 1.39 mmol) in N,N-

dimethylformamide (12.5 mL) was added DIPEA (710 L, 4.06 mmol) and PyBOP (905 mg, 

1.74 mmol). The reaction mixture was stirred 5 min then a solution of (2R,4S)-4-

(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-car-

bonyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (700 mg, 1.16 mmol) in N,N-dimethylformamide (12.5 

mL) was added. The reaction mixture was stirred 12 h at room temperature then evaporated 

under reduced pressure. The residue was diluted in ethyl acetate and the organic layer was 

washed with water and brine. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, 

filtered and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford 

(2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-1-

carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-9 (655 

mg, 0.828 mmol, 71 % yield) as a white solid.  

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 792.4  tR = 7.67 min (method F). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.04 (dd, , 32.0, 8.0 Hz, 2 H), 7.64-7.49 (m, 1 H), 7.47-7.37 

(m, 7 H), 5.66-5.30 (m, 1 H), 5.28-5.23 (m, 1 H), 5.08 (m, 1 H), 4.92-4.88 (m, 1 H), 4.64-4.52 

(m, 2.5 H), 4.28-4.10 (m, 2 H), 3.81-3.46 (m, 4 H), 2.46 (m, 1 H), 1.94-2.26 (m, 7 H), 1.46, 

1.44 (2s, 9 H), 1.10-1.00 (m, 21 H). 
 

(2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((4-nitrophenoxy)carbonyl)pyrro- 

lidine-1-carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carbo-

xylate (5-10) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((benzyloxy) 

carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy) pyrrolidi-

ne-1-carboxylate 5-9 (650 mg, 0.821 mmol) in methanol (15 mL) purged with N2 was added 

Pd/C 10 % (66 mg, 0.062 mmol). The reaction mixture was hydrogenated at room 

temperature for 12 h. The catalyst was filtered off and the solvent was evaporated under 

reduced pressure to give (R)-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-

4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-

carboxylic acid (567 mg, 0.808 mmol, 98 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 702.3  tR = 5.73 min (method F). 
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To a solution of (R)-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-

((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carboxy-

lic acid (567 mg, 0.808 mmol) and 4-nitrophenol (129 mg, 0.929 mmol) in dichloromethane 

(10 mL) at 0°C was added EDC (186 mg, 0.970 mmol) and DMAP (8 mg, 0.065 mmol). After 

the addition, the temperature was slowly warmed up to room temperature and the reaction 

mixture was stirred for 16 h. The reaction mixture was washed with saturated NaHCO3 

solution and  brine. The organic layer was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) to afford (2S,4R)-tert-

butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((4-nitrophenoxy)carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl) 

pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl) oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-10 (530 mg, 

0.644 mmol, 80 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 823.4  tR = 5.24 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.30 (dd, , J = 8, 4 Hz, 2 H), 8.05 (dd , J = 36 Hz, 8 Hz, 2 

H), 7.64-7.28 (m, 5 H), 5.71-5.59 (m, 1.5 H), 4.93 (t, J = 8 Hz, 0.5 H), 4.73-4.63 (m, 2.5 H), 

4.31-4.14 (m, 2 H), 4.00-3.49 (m, 4 H), 2.50-2.42 (m, 2.5 H), 2.18 (m, 5 H), 1.47, 1.43 (2s, 9 

H), 1.10-1.00 (m, 21 H). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,15aR)-5,10,15-trioxo-7-((triisopropylsilyl)oxy)tetradecahydro-1H-tri-

pyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate (5-11) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl-2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((R)-2-((4-nitrophenoxy) 

carbonyl)pyrrolidi-ne-1-carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrro-

lidine-1-carboxylate 5-10 (530 mg, 0.644 mmol) in dichloromethane (12.5 mL) was added 

trifluoroacetic acid (0.496 mL, 6.44 mmol). The reaction mixture was stirred 4 h at room 

temperature before being evaporated under reduced pressure to give (R)-4-nitrophenol-1-

((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl) pyrro-

lidine-2-carbonyl) pyrrolidine-2-carboxylate, trifluoroacetic acid salt (603 mg, 0.644 mmol, 

quantitative yield) as yellow oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 723.3 tR = 1.78 min (method J). 

To a solution of pyridine (1800 mL) preheated at 75°C was added dropwise a solution of (R)-

4-nitrophenol-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-4-((triisopropylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-

carbonyl)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carboxylate, trifluoroacetic acid salt 15 (848 

mg, 0.906 mmol) in N,N-dimethylformamide (25 mL). The reaction mixture was stirred 40 h 

at 85°C then concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel 
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column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (50/50 to 30/70) as eluting gradient 

to afford (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-5, 10, 15-trioxo-7-((triisopropylsylil)oxy)tetradecahydro-

1H-tripyrrolo[1, 2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1, 4, 7]triazonin-2-yl-benzoate 5-11 (323 mg, 0.554 

mmol, 61 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 584.3  tR = 3.66 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.00 (m, 2 H), 7.63-7.61 (m, 1 H), 7.50-7.46 (m, 2 H), 5.67 

(t, J = 8 Hz, 1 H), 4.87 (d, J = 4 Hz, 1 H), 4.80-4.74 (m, 2 H), 4.65 (m, 1 H), 3.98-3.84 (m, 4 

H), 3.60 (m, 1 H), 3.45 (dd, J = 12, 8 Hz, 1 H), 3.12 (dd, J = 12, 8 Hz, 1 H), 2.92 (m, 1 H), 

2.68 (m, 1 H), 2.50 (dd, J = 12, 8 Hz, 1 H), 2.25-2.18 (m, 1 H), 1.99-1.83 (m, 3 H), 1.12-1.03 

(m, 21 H). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3), δ = 168.43, 168.07, 167.05, 165.85, 133.42, 129.65, 128.55, 

71.63, 68.62, 63.06, 58.16, 55.30, 55.17, 54.85, 47.94, 38.75, 37.32, 34.28, 22.90, 17.88, 

17.71, 11.92. 
 

(2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-hydroxy-5, 10, 15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1, 2-

a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7]triazonin-2-yl-benzoate (5-12) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-5, 10, 15-trioxo-7-((triisopropylsilyl)oxy)tetra 

decahydro-1H-tripyrrolo[1, 2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1, 4, 7]triazonin-2-yl-benzoate 5-11 (275 

mg, 0.471 mmol) in tetrahydrofuran (3 mL) was added 1M TBAF/THF solution (0.518 mL, 

0.518 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 20 min then 

evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in dichloromethane and water. 

The aqueous layer was extracted with dichloromethane and the combined organic layers were 

washed with brine, dried under over anhydrous sodium sulfate, filtered and concentrated 

evaporated under reduced pressure to afford (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-hydroxy-5, 10, 15-

trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7]triazonin-2-yl-benzoate 5-12 

(201 mg, 0.471 mmol, quantitative yield) as a yellow oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 428.2  tR = 3.03 min (method O). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-

5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl 

benzoate (CTP-2) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-hydroxy-5, 10, 15-trioxotetradecahydro-1H-tripyr-

rolo[1,2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7]triazonin-2-yl-benzoate 5-12 (140 mg, 0.328 mmol) in 

dichloromethane (10 mL) was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-
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carboxylic acid (161 mg, 0.492 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 

for 5 min then EDC (126 mg, 0.656 mmol) and DMAP (20 mg, 0.164 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h. The reaction mixture was evaporated 

under reduced pressure and the residue was dissolved in ethyl acetate. The organic layer was 

washed with water and brine then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography using DCM/EtOAc/MeOH (100/0/0 to 70/25/5) as eluting gradient to afford 

(4S,5R)-(2R,5aR,10aR,12S,15aS)-12-(benzoyloxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1-H- tripyr-

rolo[1,2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7]triazonin-2-yl-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazolidi-

ne-5-carboxylate (140 mg, 0.190 mmol, 58 % yield) as a white solid. 

MS (ES+) m/z (M+H)+ 735.2 tR = 3.92 min (method O). 

To a solution of (4S,5R)-(2R,5aR,10aR,12S,15aS)-12-(benzoyloxy)-5,10,15-trioxotetra-

decahydro-1-H-tri-pyrrolo[1,2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7]triazonin-2-yl-3-benzoyl-2,2-dime-

thyl-4-phenyloxa-zolidine-5-carboxylate (140 mg, 0.190 mmol) in dichloromethane (7.5 mL) 

was added trifluoroacetic acid (0.586 mL, 7.60 mmol and ). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 4 h then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted 

in ethyl acetate and washed with saturated NaHCO3 solution, water and brine and dried over 

anhydrous sodium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was 

purified by silica gel column chromatography using DCM/EtOAc/MeOH (100/0/0 to 60/32/8) 

as eluting gradient to afford (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-

phenylpropanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g] 

[1,4,7]triazonin-2-yl benzoate CTP-2 (110 mg, 0.158 mmol, 83 %) as a white solid. 

MS (ES+) m/z (M+H)+ 695.2 tR = 3.39 min (method O). 
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 (ppm) 
3
J (Hz) 

H HH’ HH’ HH’ 

Pro A 

4.91 
3J = 0 
3J’ = 7.3 

3.29 ; 2.03 
2J’ = -13 
3J = 0 ; 3J = 7.6 
3J’ = 7.3 ; 3J’ = 7.3  

5.36 
3J = 7.1 ; 3J’ = 7.1 
3J = 3.4 ;  3J’ = 3.4  

4.08 ; 3.53 
2J’ = -14.2 
3J = 3.4 
3J’ = 7.1 

Pro B 

4.46 
3J ~ 9.5 
3J’ ~ 6.2 

2.88 ; 2.45 
2J’ = -13.9 
3J = 9.6 ; 3J ~ 4.6  
3J’ = 6.6 ; 3J’ = 0 

5.62 
3J = 4.2 ; 3J’ = 0 
3J = 0 ;  3J’ = 4.2  

3.93 ; 3.88 
2J’ = -14 
3J = 0 
3J’ = 4 

Pro C 

4.73 
3J = 7.8 
3J’ = 7.8 

2.61 ; 2.19 
2J’ = -12.6 
3J = 7.8 ; 3J = 6.5 ; 3J’ = 6.5  
3J’ = 7.8 ; 3J’ = 8 ; 3J’’ = 8 

1.98 ; 1.92 
’ pentuplet ~ 8 

(trosy) 

"tt" peak overlap

3.83 ; 3.54 
2J’ = ? 
3J = 5.1 ; 3J’ = 7.9 
3J’ = 7.9 ; 3J’’ = 7.9 

Ph1 
NH 7.00 
JHN- = 9.1 

H 5.71  
(dd, JHN- = 9.1; J = 1.6) 

H 4.64 (m) o 7.77 (d, J = 8.5) m 7.44 (m) p 

7.51 (t, J =7.4) 

Ph2 
   o 7.45 (m) m 7.37 (t, J = ) p 

7.31 (t, J =7.4) 

Ph3 
   o 7.94 (d, J = 8.4) m 7.44 (m) p 

7.51 (t, J =7.4) 
 

 13C 
(ppm)  

C’ C C C C 

Pro A 166.5 58.0 35.0 73.1 ; OOC 172.7 51.9 

Pro B 168.1 55.6 36.7 71.7 55.0 

Pro C 168.2 63.1 34.3 23.1 48.2 

Ph1 167.3 54.97 73.4  i’ 134.1 o’ 127.4 m’ 128.81* p’ 132.1 

Ph2     i’ 138.5 o’ 127.1 m’ 129.0 p’ 128.2 

Ph3     i’ 166.0 o’ 129.8 m’ 128.75* p’ 133.6 

* can be inverted 
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(2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-amino-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5,10,15 

-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate 

trifluoroacetic salt (5-13) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-hydroxy-5, 10, 15-trioxotetradecahydro-1H-tri-

pyrrolo[1,2-a:1’,2’-d:1’’,2’’-g][1,4,7] triazonin-2-yl-benzoate 5-12 (201 mg, 0.471 mmol) in 

dichloromethane (6 mL) was added (4S,5R)-3-(tert-butoxycarbonyl)-2,2-dimethyl-4-

phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (227 mg, 0.707 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 5 min and EDC (181 mg, 0.942 mmol) and DMAP (29 mg, 0.236 

mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h then 

evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in ethyl acetate and the organic 

layer was washed with water and brine then dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography using DCM to DCM/EtOAc/MeOH (100/0/0 to 70/25/5%) as eluting 

gradient to afford (4S,5R)-5-((2R,5aR,10aR,12S,15aS)-12-(benzoyloxy)-5,10,15-trioxo-

tetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl) 3-tert-butyl 2,2-dime-

thyl-4-phenyloxazolidine-3,5-dicarboxylate (140 mg, 0.190 mmol, 87 % yield) as a white 

solid. LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 731.4 tR = 5.33 min. (method O)To a solution of (4S,5R)-5-

((2R,5aR,10aR,12S,15aS)-12-(benzoyloxy)-5,10,15-trioxo tetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-

a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl) 3-tert-butyl 2,2-dime- thyl-4-phenyloxazolidine-3,5-

dicarboxylate (300 mg, 0.411 mmol) in dichloromethane (2 mL) was added trifluoroacetic 

acid (1.58 mL, 20.55 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 30 min 

then concentrated under reduced pressure to afford (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-

amino-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-

a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate trifluoroacetic salt 5-13 (290 mg, 0.411 mmol, 

quantitative yield) as a colorless oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 591.3 tR = 1.54 min (method B). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7] 

triazonin-2-yl benzoate (CTP-3) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-amino-2-hydroxy-3-phenyl 

propanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]tria-

zonin-2-yl benzoate (TFA salt) 5-13 (290 mg, 0.411 mmol) in dichloromethane was added 

triethylamine (171 L, 1.23 mmol) and di-tert-butyl dicarbonate (99 mg, 0.452 mmol). The 
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reaction mixture was stirred room temperature. Additional di-tert-butyl dicarbonate (89 mg, 

0.411 mmol) was added after 2 h and di-tert-butyl dicarbonate (89 mg, 0.411 mmol) after 4 h. 

The mixture was stirred 14 h at room temperature for 14 h then concentrated under reduced 

pressure. Water was added and the aqueous layer was extracted with dichloromethane. The 

organic layer was washed with brine, dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography using DCM to DCM/EtOAC/MeOH  (100 to 70/25/5) as eluting gradient to 

afford (2S,5aS,7R,10aR,15aR)-7-(((2R,3S)-3-((tert-butoxycarbonyl) amino)-2-hydroxy-3-

phenylpropanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-

g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate CTP-3 (134 mg, 0.194 mmol, 47 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 691.5 tR = 2.51 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.98 (dd,  J = 8, 4 Hz, 2 H), 7.61 (m, 1 H), 7.50-7.31 (m, 6 

H), 5.66 (m, 1 H), 5.38 (m, 2 H), 5.14 (s, 1 H), 4.90 (d, J = 8 Hz, 1 H), 4.76 (m, 2 H), 4.15 (m, 

1 H), 3.98-3.84 (m, 3 H), 3.58 (m, 2 H), 3.31 (m, 1 H), 2.67 (m, 1 H), 2.48 (m, 1 H), 2.20 (m, 

1 H), 1.44 (s, 9 H). 
 

(2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carboxylic 

acid (5-14) 

To a solution of (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (5 g, 

15,56 mmol) in N,N-dimethylformamide (80 mL) was added imidazole (3,18 g, 46,7 mmol) 

and TBDPSCl (8,79 mL, 34,2 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature 

for 72 h before being diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated 

aqueous NH4Cl solution, water and brine then dried over anhydrous magnesium sulfate, 

filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 80/20) as eluting gradient to afford  

(2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-dicarboxylate 

(13,44 g, 14,41 mmol, 93 % yield) as a colorless oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 560.2 tR = 7.60 min (method M). 

To a solution of (2S,4R)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1,2-

dicarboxylate (13,44 g, 14,41 mmol) in ethanol (150 mL) purged with argon was added Pd/C 

10% (1,53 g, 1,44 mmol). The reaction mixture was hydrogenated at room temperature for 6 

h. The catalyst was filtered off and the solvent was evaporated under reduced pressure. The 

residue was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/(EtOAc/EtOH 
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3:1) (100/0 to 40/60) to afford (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-2-carboxylic acid (6,61 g, 14,0 mmol, 98 % yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 470.3 tR = 5.15 min (method M). 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ = 7.68-7.64 (m,  4 H), 7.50-7.41 (m, 6 H), 4.48 (m, 1 H), 

4.45-4.36 (m, 1 H), 3.49-3.38 (m, 1 H), 3.36-3.28 (m, 1 H), 2.33-2.30 (m, 1 H), 1.98-1.91 (m, 

1 H), 1.46 (s, 9 H), 1.08 (s, 9H). 
 

(2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (5-15) 

To a solution of (2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

2-carboxylic acid 5-14 (985 mg, 2,09 mmol) in N,N-dimethylformamide (25 mL) was added 

PyBOP (1,55 g, 3,00 mmol) and DIPEA (1,047 mL, 5,99 mmol). The reaction mixture was at 

room temperature for 10 min then a solution of (2R,4S)-benzyl 4-(benzoyloxy)pyrrolidine-2-

carboxylate 5-6 (650 mg, 1,998 mmol) in N,N-dimethylformamide (25 mL) was added. The 

reaction mixture was stirred for 16 h then evaporated under reduced pressure. The residue was 

dissolved in ethyl acetate and washed with saturated NH4Cl solution, saturated NaHCO3 

solution and brine. The organic layer was dried over magnesium sulfate, filtered and 

evaporated under reduced pressure to afford (2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-

((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-

carboxylate (2,06 g, 1,98 mmol, quantitative yield) as a pale yellow oil which was in the next 

step without further purification. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 777.7 tR = 5.34 min (method J). 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-2-((benzoyloxy)carbonyl) 

pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate (2,06 g, 

1,98 mmol) in ethanol (50 mL) purged with argon was added Pd/C 10% (212 mg, 0,199 

mmol). The reaction mixture was hydrogenated at room temperature for 6 h. The catalyst was 

filtered off and the solvent was evaporated under reduced pressure to afford (2R,4S)-4-

(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-

2-carbonyl) pyrrolidine-2-carboxylic acid 5-15 (1,81 g, 1,98 mmol, quantitative yield) which 

was used for next step without further purification. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 687.6 tR = 4.33 min (method J). 
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(2R,4S)-benzyl 4-acetoxypyrrolidine-2-carboxylate 2,2,2-trifluoroacetate (5-16) 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-hydroxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate 4-14 

(1,09 g, 3,39 mmol) in dichloromethane (20 mL) was added triethylamine (1,41 mL, 10,1 

mmol) and acetyl chloride (362 L, 5,09 mmol). The reaction mixture was stirred overnight at 

room temperature for 16 h then quenched with saturated NH4Cl solution. The organic layer 

was washed with saturated NaHCO3 solution and brine. The organic layer was dried over 

anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue 

was purified over silica gel column chromatography using cyclohexane/EtOAc (100/0 to 

60/40) as eluting gradient to afford (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-acetoxypyrrolidine-1,2-

dicarboxylate (480 mg, 1,321 mmol, 38 % yield) as a colorless oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 364.3 tR = 2.76 min. (method B). 

To a solution of (2R,4S)-2-benzyl 1-tert-butyl 4-acetoxypyrrolidine-1,2-dicarboxylate (480 

mg, 1,321 mmol) in dichloromethane (4.5 mL) and water (476  µL) was added  trifluoroacetic 

acid (4.57 mL, 59,4 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 30 min 

then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with water then lyophilized 

to afford (2R,4S)-benzyl 4-acetoxypyrrolidine-2-carboxylate (TFA salt) 5-16 (517 mg, 1,302 

mmol, 99 % yield) as a pale yellow oil which was used without further purification. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 264.3 tR = 1.20 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.41-7.37 (m,  3 H), 7.35-7.33 (m, 2 H), 5.40-5.37 (m, 1 H), 

5.22 (q, J = 12 Hz, 2 H), 4.60 (dd, J = 7.1, 3.6 Hz, 1 H), 3.75-3.70 (m, 1 H), 3.53-3.49 (m, 1 

H), 2.60-2.55 (m, 1 H), 2.44-2.36 (m, 1 H), 2.10 (s, 3H). 
 

(2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-1-

carbonyl)-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrro-

lidine-1-carboxylate (5-17) 

To a solution of (2R,4S)-benzyl 4-acetoxypyrrolidine-2-carboxylate (TFA salt) 5-16 (498 mg, 

1,32 mmol) and (2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid 5-15 (1.15 g, 

1,25 mmol) in N,N-dimethylformamide (30 mL) was added PyBOP (982 mg, 1,88 mmol), and 

DIPEA (879 L, 5,03 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 16 h 

before being quenched by saturated  NH4Cl solution. The solvent was evaporated under 

reduced pressure and the residue was dissolved in ethyl acetate. The organic layer was washed 

successively with a saturated NH4Cl solution, saturated NaHCO3 solution and brine. The 

organic layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered evaporated under reduced 
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pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 50/50) as eluting gradient to afford (2S,4R)-tert-butyl 2-

((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((benzyloxy)carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-(benzoyl-

oxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-17 

(795 mg, 0,853 mmol, 67% yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 933.7 tR = 7.20 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.08-7.96 (m, 2 H), 7.66-7.57 (m,  5 H), 7.50-7.30 (m, 13 

H), 5.68 (m, 1 H), 5.32 (s, 2 H), 5.29-5.24 (m, 2 H), 5.12-5.09 (m, 1 H), 4.77-4.64 (m, 2 H), 

4.51-4.43 (m, 2 H), 4.08-4.05 (m, 1 H), 3.88-3.77 (m, 1 H), 3.63-3.54 (m, 2 H), 3.44-3.40 (m, 

1 H), 2.48-2.28 (m, 2 H), 2.20-2.12 (m, 2 H), 2.07-1.97 (m, 3 H), 1.46 (s, 9 H), 1.06 (s, 2H), 

1.03 (s, 7H). 
 

(2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((4-nitrophenoxy)carbonyl)pyrroli-

dine-1-carbonyl)-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-1-carboxylate (5-18) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((benzyloxy)carbonyl) 

pyrrolidine-1-carbonyl)-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl) 

oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-17 (795 mg, 0,853 mmol) in methanol (15 mL) purged with 

argon was added Pd/C 10% (91 mg, 0,085 mmol). The reaction mixture was hydrogenated at 

room temperature for 2 h. The catalyst was filtered off and the solvent was evaporated under 

reduced pressure to afford (2R,4S)-4-acetoxy-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-

butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-

carbonyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (637 mg, 0,75 mmol, 89% yield) as a white solid 

which was used for next step without further purification. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 843.6 tR = 5.63 min (method J). 

To a solution of (2R,4S)-4-acetoxy-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-1-(tert-

butoxycarbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbo-

nyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid (637 mg, 0,757 mmol) in dichloromethane (10 mL) was 

added 4-nitrophenol (210 mg, 1,51 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 

10 min then DMAP (9,24 mg, 0,076 mmol) and EDC (174 mg, 0,908 mmol) were added. The 

reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h  then evaporated under reduced 

pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 10/90) as eluting gradient to afford (2S,4R)-tert-butyl 2-

((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((4-nitrophenoxy)carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-(ben-
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zoyloxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-

18 (628 mg, 0,652 mmol, 86% yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 963.5 tR = 7.17 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 8.33-8.28 (m, 2 H), 7.98-7.96 (m, 2 H), 7.67-7.59 (m,  5 H), 

7.50-7.30 (m, 11 H), 5.72 (m, 1 H), 5.38 (m, 1 H), 4.81-4.77 (m, 1 H), 4.70-4.66 (m, 1 H), 

4.56-4.46 (m, 2 H), 3.90-3.87 (m, 2 H), 3.64-3.56 (m, 2 H), 3.46-3.42 (m, 1 H), 2.62-2.28 (m, 

5 H), 2.19-2.12 (m, 1 H), 2.07 (s, 3 H), 1.85-1.79 (m, 1 H), 1.49 (s, 9 H), 1.04 (s, 9H). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-5,10,15-trioxo-

tetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate (5-19) 

To a solution of (2S,4R)-tert-butyl 2-((2R,4S)-2-((2R,4S)-4-acetoxy-2-((4-nitrophenoxy) 

carbonyl)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-(benzoyloxy)pyrrolidine-1-carbonyl)-4-((tert-butyldiphe-

nylsilyl)oxy)pyrrolidine-1-carboxylate 5-18 (628 mg, 0,652 mmol) in dichloromethane (15 

ml) was added trifluoroacetic acid (1,00 ml, 13,04 mmol).  The reaction mixture was stirred at 

room temperature for 2 h then evaporated  under reduced pressure to afford (2R,4S)-4-

nitrophenyl 4-acetoxy-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-4-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy) 

pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carboxylate (TFA salt) (637 mg, 

0,652 mmol, quantitative yield) as a pale yellow oil. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 863.6 tR = 2.59 min. (method B). 

To a solution of pyridine (1300 mL) heated at 75 °C was added dropwise a solution of 

(2R,4S)-4-nitrophenyl 4-acetoxy-1-((2R,4S)-4-(benzoyloxy)-1-((2S,4R)-4-((tert-butyldiphe-

nylsilyl)oxy) pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbonyl)pyrrolidine-2-carbo-xylate 2,2,2-

trifluoro-acetate (637 mg, 0,652 mmol) in N,N-dimethylformamide (25 mL). The reaction 

mixture was stirred at 90 °C for 72 h then the evaporated under reduced pressure. The residue 

was purified on silica gel column chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 

40/60) as eluting gradient to afford (2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-((tert-

butyldiphenylsilyl)oxy)-5,10,15-trioxo-tetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-

g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate 5-19 (315 mg, 0,435 mmol, 66% yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 724.5 tR = 4.82 min (method J). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.94-7.92 (m, 2 H), 7.66-7.59 (m,  5 H), 7.48-7.36 (m, 8 H), 

5.63 (m, 1 H), 5.39 (t, J = 3.8 Hz, 1 H), 4.99 (dd, J = 11.4, 6.6 Hz, 1 H), 4.87 (d, J = 7.4, 1 H), 

4.73 (dd, J = 9.0, 6.7 Hz, 1 H), 4.58 (dd, J = 6.5, 3.6 Hz, 1 H), 4.06-3.98 (m, 2 H), 3.86-3.85 

(m, 2 H), 3.76 (dd, J = 14.2, 4.2 Hz, 2 H), 3.18 (dd, J = 13.1, 6.6 Hz, 1 H), 3.02 (dd, J = 12.2, 



Partie expérimentale  
 

255 
 

6.9 Hz, 1 H), 2.95-2.84 (m, 2 H), 2.51 (dd, J = 13.9, 6.5 Hz, 1 H), 2.37-2.30 (m, 1 H), 2.11 (s, 

3 H), 1.96-1.89 (m, 1 H), 1.07 (s, 9 H). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-hydroxy-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-

tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate (5-20) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)-

5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl ben-

zoate 5-19 (314 mg, 0,434 mmol) in tetrahydrofuran (10 mL) was added a 1M TBAF/THF 

solution (868 L, 0,868 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h 

before being quenched by saturated NH4Cl solution. This aqueous layer was extracted with 

dichloromethane and the organic layer was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered 

and evaporated  under reduced pressure. The residue was purified on silica gel column 

chromatography using cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 40/60) as eluting gradient to afford 

(2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-hydroxy-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyr-

rolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate 5-20 (178 mg, 0,367 mmol, 85 % 

yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 486.4 tR = 1.85 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.98-7.96 (m, 2 H), 7.63-7.60 (m, 1 H), 7.50-7.47 (m, 2 H), 

5.69-5.67 (m, 1 H), 5.39 (t, J = 3.9 Hz, 1 H), 5.00 (dd, J = 11.5, 6.7 Hz, 1 H), 4.94 (d, J = 7.2, 

1 H), 4.79 (dd, J = 9.0, 6.7 Hz, 1 H), 4.65 (dd, J = 6.2, 3.3 Hz, 1 H), 4.09-3.89 (m, 5 H), 3.78 

(dd, J = 14.3, 4.1 Hz, 1 H), 3.36 (dd, J = 13.1, 6.5 Hz, 1 H), 3.24 (dd, J = 13.0, 6.7 Hz, 1 H), 

2.96 (ddd, J = 13.9, 9.1, 4.6 Hz, 1 H), 2.86-2.81 (m, 1 H), 2.56 (dd, J = 13.9, 6.3 Hz, 1 H), 

2.35-2.28 (m, 1 H), 2.11 (s, 3 H), 1.92-1.89 (m, 1 H). 
 

(2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-(((2R,3S)-3-benzamido-2-hydroxy-3-phenyl-

propanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g] 

[1,4,7]triazonin-2-yl benzoate (CTP-4) 

To a solution of (2S,5aS,7R,10aR,12S,15aR)-12-acetoxy-7-hydroxy-5,10,15-trioxo-

tetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate 5-20 (178 

mg, 0,367 mmol) in dichloromethane (10 mL), was added (4S,5R)-3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-

phenyloxazolidine-5-carboxylic acid (179 mg, 0,550 mmol). The reaction mixture was stirred 

at room temperature for 10 min then EDC (141 mg, 0,733 mmol) and DMAP (22,4 mg, 0,183 

mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h before being 

quenched by saturated aqueous NH4Cl solution. The organic layer was washed by saturated 
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NH4Cl solution then dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated  under 

reduced pressure. The residue was purified on silica gel column chromatography using 

cyclohexane/ethyl acetate (100/0 to 0:100) as eluting gradient to afford (4S,5R)-

(2R,5aR,7S,10aR,12S,15aS)-7-acetoxy-12-(benzoyloxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-

tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl 3-benzoyl-2,2-dimethyl-4-phenyloxazoli-

dine-5-carboxylate (234 mg, 0,295 mmol, 80% yield) as a white solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 793.6 tR = 2.69 min (method B). 

To a solution of (4S,5R)-(2R,5aR,7R,10aR,12S,15aS)-7-acetoxy-12-(benzoyloxy)-5,10,15-

trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl 3-benzoyl-2,2-

dimethyl-4-phenyloxazolidine-5-carboxylate (234 mg, 0.295 mmol) in dichloromethane (1 

mL) was added trifluoroacetic acid (1.02 mL, 13,28 mmol), water (101 µL, 5.61 mmol) and 

triisopropylsilane (103 µL, 0.502 mmol). The reaction mixture was stirred at room 

temperature for 2 h then evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved  with 

dichloromethane and saturated NaHCO3 solution. The aqueous layer was extracted with 

dichloromethane and the combined organic layers were dried over anhydrous magnesium 

sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified on silica gel 

column chromatography using cyclohexane/(EtOAc/EtOH (3:1)) (100/0 to 50/50) as eluting 

gradient. The resulting product was dissolved with acetonitrile/water (50/50) solution then 

lyophilized to afford (2S,5aS,7R,10aR,12R,15aR)-12-acetoxy-7-(((2R,3S)-3-benzamido-2-

hydroxy-3-phenylpropanoyl)oxy)-5,10,15-trioxotetradecahydro-1H-tripyrrolo[1,2-a:1',2'-

d:1'',2''-g][1,4,7]triazonin-2-yl benzoate CTP-4 (209 mg, 0.278 mmol, 94% yield) as a white 

solid. 

LCMS (ES+) m/z (M+H)+ 753.6 tR = 2.42 min (method B). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 7.96-7.95 (m, 2 H), 7.79-7.77 (m, 2 H), 7.62-7.53 (m, 2 H), 

7.48-7.32 (m, 9 H), 6.96 (d, J = 9.3 Hz, 1 H), 5.77 (d, J = 8.9 Hz, 1 H), 5.66 (t, J = 3.8 Hz, 1 

H), 5.38-5.36 (m, 2 H), 4.98-4.93 (m, 2 H), 4.72 (dd, J = 9.3, 6.5, 1 H), 4.13-4.08 (m, 1 H), 

4.02-3.89 (m, 3 H), 3.75 (dd, J = 14.2, 4.2 Hz, 1 H), 3.55 (dd, J = 14.2, 7.2, 1 H), 3.34 (dd, J = 

12.8, 7.7 Hz, 1 H), 2.96 (ddd, J = 13.9, 9.3, 4.5 Hz, 1 H), 2.78 (dd, J = 14.3, 6.5 Hz, 1 H), 

2.53 (dd, J = 13.9, 6.3 Hz, 1 H), 2.38-2.31 (m, 1 H), 2.10 (s, 3 H), 1.93-1.85 (m, 2 H). 
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Effect of paclitaxel and paclitaxel mimics on the proliferation of A549 (lung cancer cell 

line), PC3 (prostate cancer cell line) and MCF-7 (breast cancer cell line) cells 

 

Cells : 

1FB96 TPP® seeded with 3500 A549 cells/ well/ 0.2 (Biocat 113096).  

1FB96 TPP® seeded with 3500 PC3 cells/ well/ 0.2 mL (Biocat 82503). 

1FB96 TPP® seeded on 07/07/14 with 7000 MCF-7 cells/ well/ 0.2 (Biocat 113351).  

 

Incubation :  

Discard culture medium. 

Add 0.1 mL/well of incubation medium +/- compounds. 

Incubate 72 h at 37°C 5% CO2. 

 

Incubation medium:  

For A549 and PC3 cells: 

RPMI 1640 (Invitrogen, 31870025) 

10% FBS (Abcys Biowest, Ref S1650, batch S05047S1650) 

1% Penicillin-streptomycin-glutamine (Invitrogen, 10378016) 
 

For MCF-7 cells: 

RPMI 1640 (Invitrogen, 31870025) 

10% FBS (Abcys Biowest, Ref S1650, batch S05047S1650) 

1% penicillin- streptomycin- glutamine (Invitrogen, 10378016) 

10 mM Hepes (Invitrogen, 15630049) 

1 mM sodium pyruvate (Invitrogen, 11360039) 

4.5 mg/mL glucose (Sigma, G8769) 
 

Compounds : (in triplicate) 

Paclitaxel : 10 - 3- 1 - 0.3 - 0.1 nM or 10 - 3- 1 nM 

Docetaxel : 10 -3 - 1 - 0.3 - 0.1 nM or 10 - 1 - 0.1 nM 

Paclitaxel mimics : 100 - 30 - 10 µM or 30 - 10 - 1 µM or 30 - 10 - 5 µM 

FG3-1 : 30 - 15 - 10 - 5 - 1 µM 
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Compounds  are dissolved at 100 mM or 30 mM (paclitaxel mimics) or 10 mM (paclitaxel 

and docetaxel) in DMSO.  

Compound 
Concentration 

(mM) 

Weight 

(mg) 

Molecular 

weight (g/mol) 
DMSO (L) 

Paclitaxel 10 1.2 853.9 140.5 

docetaxel 10 1.28 807.87 158.4 

FG2-3 (N29085-76-1) 100 1.37 556.61 24.6 

FG1-7 (N29330-77-1) 100 1.22 488.53 25.0 

 FG1-4 (N29330-85-1) 100 1.27 488.53 26.0 

 FG2-4 (N31601-32-1) 100 1.15 568.61 20.2 

 FG2-5 (N31601-40-1) 100 1.21 570.63 21.2 

 FG2-6 (N31601-71-1) 100 1.27 582.64 21.8 
 

Compound 
Concentration 

(mM) 

Weight 

(mg) 

Molecular 

weight (g/mol) 
DMSO (L) 

Paclitaxel 10 2.7 853.9 316 

docetaxel 10 2.7 807.87 334 

 CTP-4 (N37855-30-1) 30 2.2 752.76 97 

FG3-7 (N36609-88-1) 30 2 580.67 115 

 FG3-2 (N36609-46-1) 30 3 436.5 229 

FG3-4 (N37855-3-1) 30 2.1 448.51 156 

 FG3-3 (N36609-65-1) 30 1.8 478.54 125 

 FG3-5 (N36609-49-1) 30 2.3 532.63 144 

 FG3-6 (N36609-82-1) 30 2.5 584.66 143 

 CTP-2 (NC-052) 30 2.5 694.73 120 

 CTP-3 (NC-084) 30 2.3 690.74 111 

 FG2-1 (N29085-75-1) 30 2.2 554.59 132 

 FG2-2 (N31601-47-1) 30 2.1 556.61 126 

 FG3-1 (N37855-5-1) 30 2.4 434.48 184 

Prepare dilutions in each incubation medium. 
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100 µM : 1 µL at 100 mM + 1 mL medium  → 0.1 mL/ well. 

30 µM : 1.5 µL at 30 mM + 1.5 mL medium (for A549 and PC3 cells) or 1 µL at 30 mM + 1 

mL medium (for MCF-7 cells)  → 0.1 mL/ well or 6 µL at 100 mM + 14 µL DMSO ↔ 30 

mM → 1 µL + 1 mL medium → 0.1 mL/ well. 

15 µM : 5 µL at 30 mM + 5 µL DMSO ↔ 15 mM → 1 µL + 1 mL medium → 0.2 mL/ well. 

10 µM : 1.5 µL at 10 mM + 1.5 mL medium (for A549 and PC3 cells) or 1 µL at 10 mM + 1 

mL medium (for MCF-7 cells)→ 0.1 mL/ well or 10 µM: 6 µL at 30 mM + 12 µL DMSO ↔ 

10 mM → 1 µL + 1 mL medium → 0.1 mL/ well. 

5 µM : 5 µL at 10 mM + 5 µL DMSO ↔ 5 mM → 1 µL + 1 mL medium → 0.2 mL/ well. 

1 µM : 5 µL at 10 mM + 45 µL DMSO ↔ 1 mM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 and 

PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for MCF-7 cells) → 0.1 mL/ well. 

 

10 nM : 5 µL at 10 mM + 495 µL DMSO ↔ 100 µM → 10 µL at 100 µM + 90 µL DMSO ↔ 

10 µM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 and PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for 

MCF-7 cells)→ 0.1 mL/ well 

3 nM : 6 µL at 10 µM + 14 µL DMSO ↔ 3 µM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 and 

PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for MCF-7 cells)→ 0.1 mL/ well 

1 nM : 6 µL at 3 µM + 12 µL DMSO ↔ 1 µM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 and 

PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for MCF-7 cells) → 0.1 mL/ well 

 

0.3 nM : 6 µL at 1 µM + 14 µL DMSO ↔ 0.3 µM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 

and PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for MCF-7 cells)→ 0.1 mL/ well 

 

0.1 nM : 6 µL at 0.3 µM + 12 µL DMSO ↔ 0.1 µM →  1.5 µL + 1.5 mL medium (for A549 

and PC3 cells) or 1 µL + 1 mL medium (for MCF-7 cells) → 0.1 mL/ well 

 

CTL 0.1% DMSO: 1.5 µL DMSO + 1.5 mL medium (for A549 and PC3 cells) or 1 µL 

DMSO + 1 mL medium (for MCF-7 cells) → 0.1 mL/ well 
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Cell viability measurement with XTT, In Vitro Toxicology Assay Kit  

 

On TPP® plate, use in vitro Toxicology Assay Kit, MTT based (Sigma, TOX2) to estimate 
cell toxicity. 
 
Prepare a XTT stock solution by reconstituting a vial of the XTT with 1% PMS mixture 
(Catalog Number X4751) with 5 mL of medium or a balanced salt solution without phenol red 
or serum. At a concentration of 1 mg/mL, XTT forms a saturated solution and incomplete 
solubility may be observed upon reconstitution, thawing, and/or prolonged usage at room 
temperature. 

Warming the solution in a 56°C water bath will help dissolve the dye. 

Note: Media and salt solutions with phenol red can be used, but will contribute to a higher 
background absorbance, which may decrease sensitivity. 

 

1- After 72 h incubation, discard culture medium. 
 

2- Add 10 µL/well of XTT solution. 
 

3- Add 40 µL/well of medium without phenol red. 
 

4- Incubate for 4 h at 37°C 5% CO2. 
 

5- Measure the absorbance at 450 nm and at 690 nm. Use the absorbance at 690 nm as 
a background measurement and subtract it from the 450 nm value. 
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Measure solubility of compounds in FaSSIF at pH 6.5 

1) Preparation 

-  Prepare solvent for formulation: FaSSIF (for 100 mL) 

- 343 mg NaH2PO4 (anhydrous). 
- 619 mg NaCl. 
- Add 90 ml of water. 
- Adjust at pH 6.5 with NaOH 1N. 
- Complete to 100 mL. 

 

- Weight 224 mg of « SIF powder » 
- Add 50 mL of buffer previously prepared. 
- Shake until complete dissolution. 
- Complete with the rest of buffer solution. 

 

- Prepare compound suspension in 500 µL Eppendorf at 5 mg/mL in PBS. 

- Shake for 24 h in an orbital shaker (2000 rpm) without temperature control.  

- Centrifuge 10 min at 12500 rpm. 

- Dilute supernatant at adequate concentration. 

- Prepare standard in HPLC solvent A/B (50/50) with stock solution at 1 mg/mL in DMSO. 

- Inject in HPLC. 

2) Analyze 

Analyze samples in LC/UV. HPLC conditions : 

- Column: Luna C18 30x5.0 mm, 5µm (Waters®) 

- Flow: 1mL/min, mode gradient 

- Mobile phase A: H2O +0.1% /HCOOH 

- Mobile phase B: ACN +0.1% /HCOOH 

- Injection volume: 25 μL 

- Column temperature:  25°C 

- Run time: 5 min 

- Gradient : 

0 min 0% B ; 2.5 min 100% B ; 3.0 min 100% B ; 3.2 min 0% B ; 5.0 min 0% B. 
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Tubulin polymerization assay 

 

All reagents are prepared accordingly to “Tubulin Polymerization Assay Kit” from 

Cytoskeleton #BK011P 
 

 Aliquots Buffer 1 (#1.5 mL) kept frozen -80°C 

 Aliquots GTP (#20 µL) kept frozen -80°C 

 Aliquots tubulin (#88 µL) kept frozen -80°C 
 

Thaw Buffer 1 and GTP aliquots in ice 
 

Thaw tubulin in water at room temperature and store in ice 
 

Activate temperature control of Envision at 37°C 
 

Pre-warm Black 96-well plate ½ well 10 min at 37°C (cell incubator) 
 

Prepare compounds 10X in H2O/DMSO 10%: 
 

 Paclitaxel 30 µM : 1 µL (10 mM in DMSO) + 32 µL DMSO + 300 µL H2O 

 Compounds 500 µM: 1 µL (30 mM in DMSO) + 5 µL DMSO + 53 µL H2O 

 Compounds 5mM: 5 µL (100 mM in DMSO) + 55 µL H2O 
 

Dispend 5 µL compound 10X per well 
 

Pre-warm plate+compound 5 min at 37°C (cell incubator) 
 

Prepare Reaction Mix (for 8 points): 

 355 µL Buffer 1 

 4.4 µL GTP 

 85 µL tubulin 

Keep in ice till distribution 
 

Start reaction by adding 50 µL Reaction Mix per well 

 Immediately start kinetic reading for 60 min at 37°C (1 reading/min) 
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