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I.  Lesisoprénoides
1. Généralités
Les isoprénoides appartiennent a une importante famille de plus de 30 000 composés dont la majorité
est issue des plantes. Ces molécules, bien qu’issues de la méme famille, présentent des activités
physico-chimiques et biologiques bien différentes. Ils ont de nombreuses fonctions dans la
photosynthese, I'architecture des membranes, la régulation de I'accroissement et du développement

cellulaires, la défense contre les attaques des pathogénes, la signalisation cellulaire, etc.!

L’élément constitutif de base de tous les isoprénoides est le diphosphate d’isopentényle (IPP, 2, Fig.
1), une unité en Cs qui est I'équivalent biologique du 2-méthylbuta-1,3-diéne plus connu sous le nom
d’isoprene 1. La chaine hydrocarbonée des isoprénoides est ainsi construite une unité apres I'autre.
C'est en premier lieu Wallach, qui en 1887, proposa I'existence de motifs isopréniques. Ce dernier
proposa une regle stipulant que la condensation de type « téte a queue » de plusieurs unités en Cs,
forment des composés Cs,.2 C'est ensuite Ruzicka qui établit en 1953 la « régle isoprénique
biogénétique ».>* Cette régle permet de déduire en fonction du squelette carboné d’isoprénoides, le
nombre de condensations mis en jeu via des réactions courantes de chimie organique telles que la
formation d’isoprénoides acycliques par condensation d’unités isopréniques, la formation de
carbocations induisant la cyclisation de 1,5-polyéne®, la conformation du substrat lors de la cyclisation

et des réarrangements de Wagner-Meerwein.®

/J\/ )\/\OPP )\/\opp

Iznprene 1 IPP 2 UnasHE 3

B-LiA1gtEnE Chalesténd

Figure 1 : Isopréne 1 et quelques exemples d’isoprénoides.

La biosynthese des isoprénoides se fait chez tous les organismes vivants a partir de I'IPP 2 et du
diphosphate de diméthylallyle 3 (DMAPP). L'IPP pouvant étre isomérisé en DMAPP par I'IPP
isomérase.”® La premiére étape de cette biosynthése est la condensation entre une entité nucléophile,
I'IPP 2 et une entité électrophile, le DMAPP 3, pour conduire au diphosphate de géranyle 4 (GPP) qui

est le précurseur des monoterpéenes (Cio) (Fig. 2). Cette réaction se fait par I’attaque de la double liaison
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terminale de I'IPP sur le carbone allyliqgue du DMAPP porteur du groupement partant diphosphate.
Une seconde condensation entre le GPP 4 et I'IPP 2 conduit au diphosphate de farnésyle 5 (FPP) qui
est le précurseur des sesquiterpénes en Cis, I'un des plus grands groupes de terpénoides. Une
troisieme condensation entre le FPP 5 et I'IPP 2, conduit au diphosphate de géranylgéranyle 6 (GGPP)

qui est le précurseur des diterpenes et des caroténoides en Cy en Cao.
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Figure 2 : Biosyntheése des isoprénoides a partir de I'IPP 2 et du DMAPP 3.
Condensation de type téte-a-queue ou téte-a-téte.

Les trois condensations décrites précédemment sont de type téte-a-queue mais il existe également
des condensations de type téte-a-téte. On retrouve ce type de condensation lors de la formation du

squalene 7 (Cso), par condensation entre deux molécules de FPP 5 et qui est le précurseur des
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triterpenes dont les stérols et hopanoides et lors de la formation du phytoéne par condensation de
deux molécules de GGPP 6, précurseur des caroténoides (Cs0). Le couplage d’un tres grand nombre
d’unités Cs conduit au latex naturel des végétaux.

L’'ensemble de ces élongations est catalysé par des prényltransférases. Les isoprénoides sont ensuite
produits via de multiples réactions chimiques telles que des cyclisations suivies de transpositions
suivies éventuellement par des oxydations permettant de passer des précurseurs acycliques a toutes

les familles d’isoprénoides.

2. Biosynthese de I'IPP et du DMAPP
L'IPP 2 et le DMAPP 3 peuvent étre synthétisés via deux voies de biosynthése. La premiére qui fut
découverte en 1950 est la voie du mévalonate (MVA) qui a pendant longtemps été considérée comme
I'unique voie de biosynthése chez tous les organismes vivants.® Cependant, dans les années 1950, il y
avait de nombreuses contradictions sur le réle universel de la voie du MVA. En effet, le marquage
isotopique de I'acétate et du MVA était peu ou pas du tout incorporé dans les caroténoides, les
monoterpénes et les diterpenes chez les végétaux. Alors que, au contraire, il I'était dans les stérols, les
triterpénoides et parfois dans les sesquiterpénes.’® De plus, la mévinoline, un inhibiteur compétitif de
I'HMG-CoA réductase qui est une enzyme catalysant une étape de la voie du MVA, inhibait la
biosynthese des stérols dans les végétaux mais n’affectait pas la formation des isoprénoides des
chloroplastes tels que les caroténoides.’! C’est dans les années 1990, que le groupe de Rohmer a mis
en évidence I'existence d’une seconde voie, la voie de 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate (MEP).1%13
La découverte de cette seconde voie a conduit a de nombreuses études sur sa distribution chez les
organismes vivants dont voici une succincte répartition.* La voie du MVA est présente chez les
animaux, les champignons, le cytosol des végétaux, les archébactéries et quelques bactéries. En
revanche, la voie du MEP est présente chez la plupart des bactéries, en particulier chez des bactéries
pathogénes comme Mycobacterium tuberculosis, dans les plastides des végétaux, chez les algues
vertes unicellulaires®, et chez des protozoaires parasites, comme Plasmodium falciparum qui est le
responsable de la malaria.’® Certaines espéces telles que les Streptomyces spp. possédent les deux
voies, mais dans ce cas, elles ne sont pas exprimées en simultané.’® En effet, la voie du MEP est
impliqguée dans la biosynthese des métabolites primaires tels que dans la chaine prényle de la
ménaquinone au cours de la phase de croissance exponentielle. Par la suite, au cours de la phase
stationnaire, il y a un switch vers la voie du mévalonate qui est utilisée pour la formation de fragments
isopréniques de métabolites secondaires ayant une activité antibiotique. Concernant les végétaux, il y
a une dualité entre les voies, car la voie du MVA est localisée dans le cytoplasme et y est responsable
de la formation des stérols ou triterpenes par exemple alors que la voie du MEP est localisée dans les

chloroplastes.'”18



Introduction générale

Voie du Mévalonate Voie du MEP
Animaux Bactéries (dont pathogenes)
Champignons Algues vertes unicellulaires
Quelgues Bactéries Plasmodium falciparum
Végétaux (cytoplasme) Végétaux (chloroplaste)

Figure 3 : Répartition voie du MVA et du MEP.

Cette répartition des deux voies (Fig. 3) met en avant I'absence de la voie du MEP chez les animaux et
sa présence chez de nombreuses bactéries pathogenes ce qui en fait une cible de choix pour la
synthése de nouveaux antimicrobiens pouvant inhiber les enzymes de cette voie et qui seront

développés plus loin.

3. Lavoie du mévalonate MVA
Suite & la cristallisation du cholestérol vers la fin du 18%™¢ siécle, cette molécule qui joue un réle
essentiel dans le fonctionnement du corps humain a recu beaucoup d’attrait.® Les travaux de Bloch et
Rittenberg sur celle-ci ont permis de démontrer le réle du MVA dans la biosynthése du cholestérol.
Notamment suite a I'obtention de cholestérol marqué chez la souris a partir d’acétate marqué au
deutérium, conduisant au postulat que les stérols sont construits & partir d’une entité en Cs.29%° Les
travaux réalisés par Lynen?" 22 et Cornforth’ au cours des décennies suivantes ont permis de mieux

comprendre la voie du mévalonate.

Ainsi, la premiere partie de la voie de biosynthese du mévalonate débute par la synthese du 3-hydroxy-
3-méthylglutaryl-CoA 10 (HMG-CoA) a partir de trois molécules d’acétyl-CoA 8 (Fig. 4). La premiere
condensation de type Claisen entre deux molécules d’acétyl-CoA 8 donne accés a I'acétoacétyl-CoA 9
via l'acétoacétyl-CoA thiolase. Une seconde condensation entre I'acétoacétyl-CoA 9 et la troisieme
molécule d’acétyl-CoA 8 catalysée par la HMG-CoA synthase conduit au HMG-CoA 10. L'HMG-CoA 10
précédemment obtenu est alors réduit en acide mévalonique 11 (MVA) en présence de NADPH, le tout
catalysé par 'HMG-CoA réductase (HMGR). L'acide mévalonique 11 est ensuite converti en
mévalonate 5-phosphate 12 via la mévalonate kinase qui utilise I'ATP comme un donneur de
phosphate et une source d’énergie. Puis le mévalonate 5-phosphate 12 est converti via la
phosphomévalonate kinase en mévalonate 5-diphosphate 13 de nouveau en utilisant I’ATP. Pour finir,
I'IPP 2 est obtenu via la mévalonate diphosphate décarboxylase qui convertit le mévalonate-5-
diphosphate 13 en diphosphate d’isopentényle 2 (IPP), produit final de cette voie de biosynthése et
précurseur pour la synthése des isoprénoides. Cette derniere enzyme catalyse en premier lieu la
phosphorylation de I'alcool tertiaire qui est converti en un bon groupement partant, favorisant ainsi la

décarboxylation conduisant a I'lPP.%

10
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Figure 4 : Biosyntheése de I'IPP 2 selon la voie du mévalonate.
4. Lavoie du 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate (MEP)

La voie du MEP a été mise en évidence de fagon inattendue a la suite d’expériences d’incorporation
d’acétate marqué au 3C chez différentes bactéries.?*!? Le marquage obtenu ne correspondait en rien
a celui attendu pour la biosynthése des isoprénoides selon la voie du MVA.?® Par la suite, des
expériences d’incorporation de glucose, du pyruvate et du glycérol marqués au 3C sur différentes
souches de bactéries a permis d’identifier les précurseurs d’une seconde voie.?® Ceux-ci sont le
pyruvate 14 et le glycéraldéhyde 3-phosphate 15, tous deux issus du métabolisme du glucose.®
Parallelement a ces études sur les hopanoides bactériens, la voie du MEP a également été mise en
évidence par incorporation de glucose marqué chez Ginkgo biloba, montrant que cette voie est

également présente chez les plantes supérieures.'®%’

a. Une cible pour de nouveaux antimicrobiens
Depuis la découverte de cette nouvelle voie dans les années 1990, l'identification de la voie de
biosynthese des isoprénoides chez les organismes vivants a pu étre réalisée. En 1993, Rohmer et son
équipe ont tout d’abord rapporté la présence de cette nouvelle voie dans sept bactéries différentes
qui sont: Zymomonas mobilis, Methylobacterium organophilum, Methylobacterium fujisawaense,

Rhodoblastus acidophila, Rhodopseudomonas palustris, Escherichia coli et Alicyclobacillus

11
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acidoterrestris dont le choix avait été dicté par la facilité d’isolement de leurs polyterpénoides et/ou
leurs capacités métaboliques et non pour leurs relations phylogéniques ou taxonomiques, le but
premier étant I’élucidation de cette nouvelle voie de biosynthése.? Par la suite, grace a I'identification
des génes impliqués et a I'analyse bioinformatique des génomes, la distribution de la voie du MEP a

pu étre établie (Tab. 1).

Tableau 1 : Répartition de la voie du MVA et du MEP chez les bactéries pathogénes et le parasite du paludisme.

Pathogénes MEP Mévalonate Pathogénicités

Pathogénes Gram positifs

Bacillus anthracis str. Sterne + - Anthrax

Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 + -

Clostridium difficile 630 + - Diarrhées infectieuses

Clostridium botulinumB1 str. Okra + - Botulisme

Clostridium perfringens E str. JGS1987 + - Intoxication alimentaire/
gangrene

Enterococcus faecalis - + Infections

Listeria monocytogenes EGDe + + Listériose

Listeria innocua Clip 11262 - + Non pathogenes

Listeria seeligeri - + Pathogenes pour les
animaux

Mycobacterium tuberculosis + - Tuberculose

Mycobacterium avium + - Infection chez
immunodéprimés

Mycobacterium leprae + - Lepre

Nocardia terpenica + - Maladies pulmonaire,
cutanée et sous cutanée

Staphylococcus aureus - + Infections et
intoxications

Streptococcus pneumoniae - + Pneumonies

Streptococcus pyogenes - + Infections
superficielles/invasives

Pathogénes Gram négatifs

Acinetobacter baumannii + - Infections nosocomiales

Actinobacillus actinomycetemcomitans + - Endocardites, abces
cérébraux

Brucella abortus + - Brucellose

12



Bordetella pertussis Tahoma |

Borrelia burgdorferi

Burkholderia mallei

Burkholderia pseudomallei
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 81116
Chlamydia trachomatis 434/Bu
Chlamydia pneumoniae

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Escherichia coli 0157 : H7

Escherichia coli 0127 : H6
Francisella tularensis

Haemophilus influenzae

Helicobacter pylori

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
MGH 78578

Legionella pneumophila

Neisseria gonorrhoeae FA

Neisseria meningitidis

Pseudomonas aeruginosa
Porphyromonas gingivalis

Shigella flexneri

Shigella dysenteriae Sd197

Salmonella enterica serovar typhimurium
Treponema pallidum

Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica

Yersinia pestis

Protozoaire parasite

Plasmodium falciparum
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Grace aux efforts qui ont été menés pour décrire la répartition des deux voies, il est aisé de voir que
cette seconde voie est présente chez de nombreux pathogenes, méme si elle est absente de certains
pathogénes importants, tels que Staphylococcus aureus ou Streptococcus pneumoniae.?® 2> 3° De plus,
cette voie étant absente des animaux, les enzymes de cette voie peuvent étre considérées comme des
cibles potentielles et intéressantes dans la recherche de nouveaux antibiotiques, d’autant plus que
malgré le développement grandissant de la résistance aux antibiotiques de souches pathogenes et
malgré la compréhension croissante de leurs mécanismes d’actions, peu de préventions ont été faites.
En effet, nous vivons actuellement sur nos acquis et ce domaine ne semble pas étre d’un intérét assez
important pour les industriels, car le nombre d’antimicrobiens efficaces diminue et il n’y a pas eu de
nouvelles familles d’antibiotiques découvertes au cours des 30 derniéres années. De plus, avec la
migration des populations qui est devenue plus facile au cours des derniéres décennies, certaines
bactéries qui semblaient étre sous contréle dans les pays développés, comme Mycobacterium
tuberculosis, font de nouveaux leur apparition dans ces pays. Cette voie présente donc un intérét
certain. Concernant I'impossibilité de toucher certaines souches pathogenes comme Staphylococcus
ou Streptococcus, ce probléme pourrait étre contourné suite a la récente découverte d’'une IPP
isomérase Il qui ne serait présente que dans ces bactéries et qui aurait des propriétés différentes des

IPP isomérases connues, mais ce sujet ne sera pas développé.3!

b. Voie de biosynthese
La voie du MEP débute donc par la formation du 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate 16 (DXP) suite a une
condensation thiamine diphosphate (TDP) dépendante entre une molécule de pyruvate 14 et une
molécule de glycéraldéhyde 3-phosphate 15, catalysée par la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase (DXS) (Fig. 5). Le DXP 16 est ensuite converti en 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate 17
(MEP) par un réarrangement intramoléculaire en un aldéhyde non isolable en présence d’un cation
divalent (comme Mg?*, Mn?*) suivi d’'une réduction concomitante réalisée par le cofacteur NADPH. Ces
réactions sont catalysées par la seconde enzyme de la voie qui est la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate
réductoisomérase (DXR). Ensuite, trois réactions successives conduisent a trois nouveaux
intermédiaires de la voie du MEP. Ainsi, le MEP est premiérement converti en 4-(cytidyl 5’-diphospho)-
2-C-méthyl-D-érythritol 18 (CDP-ME) via I'lspD. Ensuite, I'IspE, une enzyme ATP dépendante permet la
phosphorylation de I’'hydroxyle tertiaire du CDP-ME 18 pour donner le 2-phospho-4-(cytidine 5’-
diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol 19 (CDP-MEP). Puis la troisieme réaction, conduit a la cyclisation
par I'lspF du dernier intermédiaire en 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate 20 (MEcPP). Deux
réactions sont encore nécessaires avant I'obtention des intermédiaires IPP 2 et DMAPP 3. Ainsi,
I"avant-derniere, catalysée par I'lspG qui est une enzyme a cluster [4Fe-4S], conduit a la réduction du

MECPP 20 en (E)-4-hydroxy-3-méthyl-butényl 1-diphosphate 21 (HMBPP). Enfin, la derniere étape fait

14
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également appel a une enzyme a cluster [4Fe-4S], I'lspH, réduisant 'THMBPP 21 soit en IPP 2, soit en

DMAPP 3.
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Figure 5 : Biosyntheése de I'IPP 2 et du DMAPP 3 selon la voie du MEP.

Cette voie de biosynthese fait donc appel a sept enzymes qui peuvent toutes étre des cibles dans la

quéte vers de nouveaux antimicrobiens.3?

c. Premiére enzyme de la voie du MEP : 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (DXS)
La premiére enzyme mise en jeu dans la voie du MEP est donc la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase (DXS) dont le géne dxs codant cette enzyme a été en premier lieu cloné a partir d’E. coli. Cette
enzyme, de type transcétolase, catalyse la synthése du 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate 16 (DXP) a
partir du pyruvate 14 et D-glycéraldéhyde 3-phosphate 15 (D-GAP) (Fig. 6).3* 34 Elle est ainsi incluse
dans la voie de synthese des isoprénoides mais également dans la biosynthese de la thiamine et du
pyridoxal qui sont respectivement les précurseurs de la vitamine B1 et vitamine B6 et qui découlent

du DXP.

15
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Figure 6 : Biosyntheése du DXP via la DXS.

Cette enzyme est un homodimére, composé de deux sous-unités de 67 kDa, possédant un motif liant
de thiamine et ayant besoin a la fois de diphosphate de thiamine (TPP) et d’un cation divalent tel que
Mg?* ou Mn?* pour fonctionner (Fig. 7). Chaque monomére est découpé en trois domaines et chacun
possede un site actif, ce qui la différencie des autres enzymes diphosphate de thiamine dépendantes,

dont les transcétolases, ou le site actif est positionné a I'interface entre les diméres.®

Figure 7 : Représentation cristallographique de la DXS d’E. coli.3>
Les trois domaines d’un monomere sont représentés en trois couleurs différentes. Le second monomeére est représenté en
gris, les cations métalliques sont représentés par des spheres jaunes et les cofacteurs TPP par des batonnets.

La réaction enzymatique débute par I'addition du TPP sur le pyruvate 14 (Fig. 8). S’en suit une
décarboxylation conduisant a la formation de I’"hydroxyéthylthiamine 22 (intermédiaire de Breslow).
Cet intermédiaire réagit ensuite par une attaque nucléophile sur le carbonyle du D-GAP 15 pour former

un adduit DXP-cofacteur qui se dissocie ensuite pour régénérer le cofacteur TPP et libérer le DXP 16.3%

37
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Figure 8 : Réaction enzymatique catalysée par la DXS.

A I'heure actuelle, il existe peu d’inhibiteurs de cette enzyme. L’équipe de Mao a rapporté en 2008 la
synthése de deux composés dérivés du 3-(4-chloro-phényl)-5-benzyle-4H-pyrazolol[1,5]pyrimidine-7-
one ayant des ICso de I'ordre du micromolaire envers la DXS de Mycobacterium tuberculosis.®®
Cependant, malgré le fait que ces composés aient une activité in vivo intéressante, ils se sont

également révélés étre des inhibiteurs des transcétolases des cellules humaines.

Dans les années 2000, le groupe de Muller a démontré le potentiel en tant qu’inhibiteur de la DXS de
la clomazone déja connue et utilisée comme herbicide (Fig. 9).3° Cette derniére est transformée par
les plantes en oxoclomazone qui s’avere étre I'espece active. Par la suite, I'’équipe de Matsue a montré
que l'oxoclomazone, inhibe les bactéries pathogénes d’Haemophilus influenzae et de E. coli.*® Son
pouvoir d’inhibition n’est pas aussi bon que d’autres antibactériens connus mais la synthése de dérivé
de celui-ci pourrait améliorer son activité. Cela a en partie été réalisé par I'équipe d’Ohkanda qui a
synthétisé le N-(2-chlorobenzyle)-hydroxamate substitué qui a donné une ICso de 1.0 uM contre la DXS
d’Haemophilus influenzae, montrant que cette piste ainsi que I'utilisation d’hydroxamate peuvent étre

prometteuses.*
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Figure 9 : Inhibiteurs de la DXS.
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D’autres études sont en cours sur la recherche de probables inhibiteurs. Ainsi, par exemple, I'équipe
de Meyers a montré que des aldéhydes aliphatiques peuvent étre acceptés en tant que substrat de la
DXS, confirmant la flexibilité de I'enzyme vis-a-vis de composés non phosphorylés.*? En effet, cette
capacité avait été observée par I’équipe de Rohmer en 1998.* Le remplacement de I'aldéhyde par un
groupement nitroso a également été réalisé par I'équipe de Meyers.* Les études menées ont permis
d’étudier la capacité de la DXS a catalyser la formation de liaison C-N pour générer des acides

hydroxamiques aromatiques ou des amides a partir de substrat nitroso (Fig. 10).

0]
% O SN
L ¥ \@ T» Y \©
CO,
FyTuvate nitrosobenzens

Figure 10 : Synthese d’acide hydroxamique catalysé par la DXS.

Le comparatif des données obtenues avec un aldéhyde ou un nitroso a permis d’étudier la spécificité
du substrat et de montrer que les substrats aromatiques ont une bonne affinité pour I'enzyme. Par
ailleurs, I'étude a démontré que ces derniers adoptent un mode de fixation distinct par rapport a celui

du D-GAP, dans un site relativement large.

En parallele, la synthése d’analogues de I'acétylphosphonate de méthyle (MAP), qui est un inhibiteur
connu des enzymes TPP dépendantes a conduit a I'acétylphosphonate de butyle (BAP) qui démontre
une activité comparable au MAP (Fig. 11).*® L’acétylphosphonate permet de mimer le site du pyruvate

14.
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Figure 11 : Inhibiteurs BAP et BnAP de la DXS.

Avec ces différents résultats, la synthése de I'acétylphosphonate de benzyle (BnAP) a ainsi été
entreprise et celui-ci est en effet un inhibiteur compétitif de la DXS. Le BAP a fait I'objet d’études plus
poussées concernant son activité inhibitrice, et il a été montré qu’il possede une activité
antibactérienne modeste, ce qui pourrait étre attribué a une faible absorption cellulaire. En revanche,
en synergie avec la fosmidomycine, un inhibiteur de la seconde enzyme de la voie du MEP qui sera

développé plus tard, son activité antimicrobienne est augmentée de maniére intéressante. %

18



Introduction générale

D’autres molécules ont été envisagées, notamment par BASF a la suite d’'un programme de criblage a
haut débit, mais les résultats escomptés n’ont pas été obtenus.3? De méme, I'équipe de Hirsch travaille
actuellement sur I'utilisation d’une nouvelle méthode qui est la STI qui regroupe I'utilisation de trois
techniques de RMN qui sont STD (Saturation-Transfer Difference), trNOE (Transfer-NOE) et
INPHARMA. La combinaison de ces trois techniques permet de déterminer le mode de fixation de
ligands ou fragments, contournant la nécessité de réaliser des études de cristallographie qui est la
méthode généralement utilisée.*” La méthode INPHARMA détermine le mode de fixation relatif de

deux ligands, ciblant le méme site de fixation.

NH»
O /\ /O /\
- X N F5C N N N
g N o oH
N N S
ol cimidacole b1 a2als déaselhammnsa

Figure 12 : Inhibiteurs de la DXS.

lIs ont ainsi obtenu en premier lieu un dérivé d’'imidazole qui a ensuite été amélioré et a conduit au
benzimidazole (Fig. 12). Ce dernier a démontré un bon ICsg comparable a celui de la déazathiamine qui

est un analogue non sélectif de la thiamine, sur la DXS de Deinococcus radiodurans.

Malgré son potentiel et importance dans le métabolisme des bactéries, la DXS est peu ciblée. Cela est
d( au défi qui est de réussir a cibler la DXS sans toucher aux autres enzymes dépendantes du cofacteur
TPP comme la pyruvate déshydrogénase ou la transcétolase. Méme si cependant les récents résultats
montrent que, d’aprés la structure cristallisée de la DXS de Deinococcus radiodurans, le site actif est
plus large que dans les autres enzymes et qu’il a été démontré que dans le cas de la DXS, pour que
I’étape catalytique se fasse, il est nécessaire d’avoir un complexe tertiaire alors qu’en général, la
réaction enzymatique suit un mécanisme de type ping-pong.*® Tout cela montre donc que I'inhibition
sélective devrait étre possible.
d. Seconde enzyme de la voie du MEP : |la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate

réductoisomérase
Cette enzyme aussi connue sous le nom d’ispC ou yaeM catalyse le réarrangement du DXP 16 en 2-C-
méthyl-D-érythritol 4-phosphate 17 (MEP) (Fig. 13). C'est I'équipe de Seto qui l'identifia pour la
premiére fois en 1998.% Cette enzyme promeut deux étapes qui sont une isomérisation et une

réduction, d’ol son nom de DXP réductoisomérase.
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Figure 13 : Etape catalysée par la DXR.

La DXR est un homodimeére, composé de deux sous-unités de 42-45 kDa, possédant une structure en
«V » et possédant un site actif dans chaque sous-unité. Cette enzyme nécessite la présence de
plusieurs facteurs pour fonctionner. En effet, elle a besoin d’un cofacteur qui est le NADPH, agissant
comme un donneur d’hydrure ; d’un cation divalent, Mg?* ou Mn?*, nécessaire pour faciliter le transfert
d’hydrure du NADPH par coordination sur le carbonyle du substrat. Enfin, d’un groupement 5-
phosphate car il a été montré que le désoxyxylulose (DX) n’est pas un substrat de la DXR, montrant
gue ce groupement est nécessaire pour I'ancrage dans I'enzyme. Il a aussi été montré que d’un point

de vue mécanistique, le NADPH s’attache en premier, suivi par le DXP.*°

Figure 14 : Représentation cristallographique de la DXR d’E. coli.
A gauche est représenté I'homodimeére, avec chaque monomeére dans une couleur différente. A droite est représenté un
monomere en présence du substrat naturel (DXP), du cation métallique en sphére violette et du cofacteur (NADPH).>1
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Les structures cristallines de plusieurs DXR sont décrites dans la littérature dont celles d’E. coli,>*** de
Zymomonas mobilis®*, de Mycobacterium tuberculosis.>>>® Chacune des structures d’E. coli a fourni
d’importantes informations sur la DXR et a permis d’élucider la structure de chaque monomere qui

sont composés de trois domaines :

- Le premier est le domaine N-terminal (bleu turquoise, Fig. 14), qui est le domaine d’ancrage du
NADPH. Il englobe le repliement de Rossman et correspond aux résidus 1 a 150. Ce repliement peut se
retrouver dans les protéines impliquant I'utilisation de cofacteurs tels que le NADPH. Dans le cas de la

DXR, il est composé de 7 feuillets § paralléles encadrés par 7 hélices a.

- Le second domaine, dit central (vert), s’étend des résidus 160 a 285. |l est désigné comme connecteur
car il assure la connexion entre les deux autres domaines et contient le site actif de la protéine ainsi
que le site de fixation du métal. Il est important de noter qu’on y retrouve également une boucle
catalytique dont la région recouvre les résidus allant de 206 a 216. Celle-ci s’ouvre et se referme en
fonction de la présence des cofacteurs dans le site actif (Fig. 15). Dans le cas de I'apoenzyme, cette
boucle est ouverte alors qu’en présence du substrat naturel 16 (DXP), celle-ci se referme tel un
couvercle et favorise le rapprochement entre le NADPH et le substrat pour conduire a la formation du

MEP.

- Le dernier domaine dit C-terminal (jaune-or) participe au maintien du site actif et correspond aux

résidus 312 a 398.>2

Figure 15 : Conformation ouverte et fermée de la boucle®’
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Le site actif peut lui-méme étre découpé en trois régions, dont I’étude a été réalisée en présence de la
fosmidomycine qui est un inhibiteur naturel connu. Il y a ainsi, une poche chargée positivement, une
région hydrophobe autour du squelette carboné et une région amphipathique. Ce site actif contient
plusieurs résidus fortement conservés dont Asp150, Glu152, Glu231, Glu234, His209 et His257 mis en

évidence d’apres les différentes structures cristallisées de la DXR (Fig. 16).

His209 Met214

et
Met214 \ His209 Asn227

A

Ser222 \
Asn227 H s §

NADPH

Serl86

Lys228

Trp212

Figure 16 : Résidus hautement conservés.
Les résidus d’intéréts impliqués dans le maintien du substrat et cofacteur sont représentés en batonnets. Le cation métallique est
représenté en sphére rose.>!

La premiéere poche chargée permet la fixation du groupement phosphate qui est maintenu par des
interactions hydrogenes avec les résidus hautement conservés de Ser186, Ser222, Asn227, Lys228 et

His209. Ce dernier résidu ayant montré un role essentiel dans I'orientation du substrat naturel (DXP).

Dans la seconde région hydrophobe, le squelette carboné est maintenu a I'aide du Trp212. Il a en
revanche été observé que la Met214 maintient le substrat naturel mais pas la fosmidomycine et forme

dans le cas de cette derniere une interaction hydrophobe avec la Met276.

Dans la derniere région amphipathique, le métal est maintenu a I'intérieur du site actif par les oxygenes
des trois résidus suivants : Asp150, Glu152 et Glu231. 5> 58 Le métal est lié au substrat par chélation

avec les oxygeénes en position C2 et C3 du DXP ou via I'hydroxamate de la fosmidomycine.

La résolution de la structure de la DXR chez différents organismes a permis d’avancer dans la
modélisation d’inhibiteur. D’autre part, d’un point de vue mécanistique, il a été démontré que la DXR
agit en deux étapes, une premiére incluant un réarrangement du DXP 16 en un supposé intermédiaire
non isolable qui est le 2-C-méthyl-D-érythrose 4-phosphate 23 suivi par la réduction de I'aldéhyde en

présence de NADPH en MEP 17 (Fig. 17).%°
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Figure 17 : Réaction catalysée par la DXR

Cette premiere étape a conduit a de nombreuses études pour élucider le type de réarrangement
opérant lors du passage du DXP a I'intermédiaire 23. Il en ressortit trois propositions de mécanisme
réactionnel (Fig. 18). La premiére proposition était un réarrangement successif 1,2-hydrure puis 1,2-
méthyle (mécanisme 1). La seconde était de type réarrangement acido catalysé d’a-cétol (mécanisme

2). Le troisiéme était un réarrangement de type rétro-aldol/aldol (mécanisme 3).5% >’
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Figure 18 : Mécanismes réactionnels proposés pour la biosynthése du MEP.

La premiere hypothese a rapidement été éliminée suite aux analyses de I'incorporation de glucose

marqué au 3C. Les deux derniéres ont donné lieu @ de nombreux travaux. Ainsi, Poulter et Fox ont
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travaillé sur la synthése d’analogues du DXP, en remplacant les protons en C1 par un ou plusieurs
atomes de fluor (Fig. 19). Leur hypothése de travail est que le fluor déstabiliserait la formation du
carboxonium intermédiaire tandis que cela favoriserait la formation de I'énolate et ainsi la rupture de
la liaison C-C. %61 Parmi les inhibiteurs, seuls le monofluoré 26 est substrat de I'enzyme, tandis que les
autres ne le sont pas et se sont révélés étre de faibles inhibiteurs. Par étude cinétique entre
I'incubation avec le DXP ou avec le composé 26, en présence des cofacteurs sur la DXR, il en est ressorti
que le réarrangement intramoléculaire de 26 se produit plus rapidement qu’avec le DXP, ce qui est en

faveur d’un mécanisme rétro-aldol/aldol.

OH OH OH
F FoH FH
S i o L T
(@) OH (@) OH (@) OH
24 25 26

Figure 19 : Analogues fluorés du DXP.

En parallele, les équipes de Cox et Liu se sont intéressées a l'incorporation de marqueurs isotopiques
et au développement d’'une étude cinétique sur la DXR, en utilisant des protéines recombinées,
obtenues a partir d’E. coli. lls ont ainsi incorporé 2H en position C3 et C4 du DXP. Ces études sont basées
sur le fait que les deux mécanismes different en termes de rupture de liaison, formation, et
réhybridation des carbones. Ainsi, dans le cas d’'un mécanisme de type a-cétol, les carbones C2 et C3
sont réhybridés tandis que C4 reste inchangé. Au contraire, dans le cas d’un réarrangement de type
rétro-aldol/aldol, les carbones C3 et C4 sont réhybridés. Les observations des effets cinétiques
isotopiques ont montré qu’il se produit un effet isotopique cinétique secondaire, ce qui va dans le sens

d’un mécanisme rétro-aldol/aldol. 6% 63

Ces résultats ont été confirmés par la formation du L-désoxyribulose 5-phosphate 27 en faibles
quantités, qui a été observée lors de I'incubation du DXP avec la DXR purifiée c’est a dire en I'absence
de NADPH et de son métal. L'obtention de ce produit ne peut étre expliquée que par un mécanisme
de type rétro-aldol/aldol car, en présence de Mg#, I'aldéhyde formé (glycoaldéhyde phosphate) ne
peut pas tourner librement dans le site actif, conduisant a I'unique formation du 2-C-méthyl-D-
érythrose 4-phosphate 17. Alors qu’en I'absence de celui-ci, I'aldéhyde peut effectuer une rotation de

180° et conduire au composé 27 (Fig. 20).?
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Figure 20 : Mécanisme pour la formation du L-désoxyribulose 5-phosphate 27.

Ainsi, par rotation, ce n’est plus seulement la face Si qui est disponible pour I'aldolisation par I'énol,

mais également la face Re.

C’est donc un réarrangement de type rétro-aldol/aldol qui a été prouvé (Fig. 21). Le DXP 16 se fixe en
premier lieu dans le site actif par chélation des oxygenes en C2 et C3. Il s’en suit un clivage au niveau
de la liaison C3-C4 de maniere rétro-aldolique pour générer deux intermédiaires, I'énolate
d’hydroxyacétone et le glycoaldéhyde phosphate. Ces deux molécules sont ensuite réunies par une
réaction aldolique pour former une nouvelle liaison C-C conduisant a I'aldéhyde 23. La réduction

consécutive de I'aldéhyde en présence de NADPH conduit au MEP 17.

2+ 2+ /H
M=o rétro I,yl 0) OH OH
Ox aldol HO_~ aldol H NADPH
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’ o) OH OH OH
16 B " 23 17

Figure 21 : Mécanisme de type rétro aldol/aldol pour la formation du MEP 17.

Cette réduction se fait via une stéréochimie particuliere. Les équipes de Proteau et Arigoni ont étudiés
celle-ci chez Synechocystis sp. PCC6803, Liriodendron tulipifera et E. coli.?* 5> % Les différentes études
ont permis de montrer que le proton pro-S en C1 du MEP dérive du C3 du DXP, indiquant que I'attaque
de I'hydrure se produit sur la face Re de I'intermédiaire aldéhyde 23 (Fig. 22). Ainsi, le proton pro-R
porté par le carbone C1 du MEP provient de I’hydrure pro-S de NADPH. Cette enzyme fait partie de la

famille des déshydrogénases de la classe B.
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Figure 22 : Stéréochimie de la réduction de I'aldéhyde 23 en MEP 17.

Dans l'optique de compléter les données obtenues grace aux structures cristallographiques et
d’envisager la synthese d’inhibiteurs de la DXR, des chercheurs se sont intéressés au mode de fixation
du DXP dans I’'enzyme. Pour cela, d’un point de vue synthétique, il a ainsi été envisagé de créer des
analogues du DXP. L'équipe de Rohmer a rapporté en 2002 la synthese de deux analogues 28 et 29 qui
se sont révélés ne pas étre des substrats de I'enzyme mais plut6t des inhibiteurs de la DXR ayant des
Kirespectivement de 120 et 800 uM sur la DXR d’E. coli et 30 et 150 uM sur la DXR de Synechocystis sp
(Fig. 23).59¢7

OH OH

WO,P:G;[GHJZ WO/P:EJ:[OHJZ N o MRHOHE
O OH 0 O OH
16 28 29

Figure 23 : Analogues du DXP 16 synthétisés par I’équipe de Rohmer.

Ce sont par ailleurs deux inhibiteurs réversibles de type mixte. Leurs potentiels en tant qu’inhibiteurs
a ainsi révélé I'importance des groupements hydroxyles en position C3 et C4.%° Pour poursuivre dans

ce sens, I’équipe de Wong a remplacé les fonctions hydroxyles par des atomes de fluor.

OH OH F OH
_PGROH _PLGROH _PGROH _PyEnOH
\”/k‘/\o 12 \H/H/\o T2 \”/k‘/\o I2 F/\H/H/\O 12
O OH o] F O OH O OH

16 30 31 32

Figure 24 : Analogues du DXP 16 synthétisés par I’équipe de Wong.

Les deux composés 30 et 31 se sont révélés étre des inhibiteurs non compétitifs avec des K; respectifs
de 733 et 444 uM sur la DXR d’E. coli, alors que le composé 32 est un substrat de la DXR (Fig. 24).

Tout cela a confirmé une nouvelle fois I'importance des deux groupements hydroxyles.®®
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De méme, I'équipe de Proteau a rapporté la syntheése de quatre composés avec différentes
modifications qui sont le remplacement du groupement méthyle par un éthyle, le remplacement de la

méthylcétone par un amide, la modification de la stéréochimie du carbone C4 et enfin, la substitution

du phosphate en phosphonate (Fig. 25).’
OH OH OH
FINOH; _PIEN[OH; PN [OH;
WO/ OUOH), WC OUOH), HZNWO OHOH),
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16 33 34
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35 36

Figure 25 : Analogues du DXP 16 synthétisés par I'équipe de Proteau.

Les trois premiers n’ont pas montré de réle en tant que substrat alternatif sur la DXR de Synechocystis,
au contraire du dérivé phosphonate. Ainsi, les trois premiers ont été testés en tant qu’inhibiteurs, ce
qui est en effet le cas avec des K; de 630 UM pour le composé 33, 90 uM pour le 34 et 180 uM pour le
35. L'inversion de la stéréochimie pour le composé 35 a montré que celle-ci n’est pas critique pour
I'attachement mais est en revanche essentielle pour la catalyse. De méme, I'équipe de Rohmer avait
étudié le potentiel du composé contenant un phosphonate a la place du phosphate dont la synthése
avait été décrite une année auparavant par rapport a celle de Proteau.® Ils avaient également mis en
évidence le fait que ce composé est un substrat de I'enzyme chez E. coli mais que celle-ci est moins

efficace avec ce composé.”

Poulter et son équipe ont également investigué le potentiel des composés 33 et 34 ainsi que le
remplacement du méthyle par un hydroxyle, un méthoxy, un hydroxyméthyle, un hydroxyamino et un

aminométhyle (Fig. 26)."*
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Figure 26 : Analogues du DXP 16 synthétisés par I'équipe de Poulter.

Les trois premiers (37, 38, 39) se sont révélés étre des inhibiteurs, leurs valeurs d’ICso étant de I'ordre

du micro molaire mais en revanche les deux derniers (40, 41) ne sont pas des inhibiteurs.

Les valeurs de Ki ou d’ICso de tous ces composés sont intéressantes mais restent tres en dessous de
ceux de la fosmidomycine et de son analogue méthylé, le FR-900098 qui ont un K; de I'ordre du
nanomolaire sur les DXR d’E. coli et Zymomonas mobilis. Ces deux composés ont été isolés en 1980 par
le groupe d’Imanaka et ont été I'objet de nombreuses études et modifications de leurs structures dans
le but de synthétiser de nombreux inhibiteurs. Toutes ces transformations feront le sujet d’un chapitre

qui sera développé plus tard.

e. Troisitme enzyme de la voie du MEP : IspD
La 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate/MEP cytidyltransférase (IspD) catalyse la conversion du MEP
et de la cytidine triphosphate (CTP) en 4-diphosphocytidyl-2-C-méthylérythritol 18 (CDPME) (Fig. 27).

NH,
CTP PPi SN
o o \_/ O o o PN
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Figure 27 : Etape catalysée par I'lspD.
Cette enzyme est un homodimeére dont chaque sous-unité est composée de deux domaines distincts
(Fig. 28). Chez E. coli, le premier domaine allant des résidus 1 a 136 et 160 a 260 est le plus large et
posséde une structure o/B, ressemblant a un repliement de Rossman. Le second domaine, plus petit,
allant des résidus 137 a 159, ressemble a un bras incurvé qui s’imbrique avec son symétrique pour
conduire au dimére. Au niveau des acides aminés, allant de Pro13 a Arg20, on retrouve une boucle qui

séquestre le CTP dans le site actif. La catalyse enzymatique nécessite également la présence du Mg?.”%

32
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Figure 28 : Représentation cristallographique de I'lspD de E. coli.”
Deux molécules de CTP sont représentées en batonnets. Un premier domaine est symbolisé en jaune et le second en bleu.

Par comparaison de I'alignement des séquences chez neuf espéces (E. coli, Salmonella typhi, Vibrio
cholerae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis, Mycobacterium
tuberculosis, Chlamydia trachomatis et Clostridium perfringens), il a été observé une forte
conservation des séquences avec notamment pres de 120 acides aminés considérés comme tres
fortement conservés et 22 strictement conservés.” Parmi ces 22 acides aminés, 21 participent au
niveau du site actif et de l'interface de dimérisation tandis que le dernier est positionné au niveau de
la boucle qui est éloigné du site catalytique. Il est a noter que le site actif se trouve a l'interface des
dimeéres, ce qui le rend assez exposé aux solvants. Quatre acides aminés ont particulierement été mis
en évidence pour leurs fortes contributions dans le mécanisme de la réaction enzymatique. |l s’agit de
I’Arg20, la Lys27, I’Arg157 et la Lys213 (Fig. 29). Les deux premiers se lient aux groupements phosphate
du CTP, positionnant la CTP pour subir I'attaque nucléophile et stabilisant la charge négative du
complexe penta-coordonné de I'état de transition. Les deux derniers, se lient au phosphate du MEP et
le positionnent prés du phosphate o du CTP pour I’attaque nucléophile.” En méme temps, Mg?* assiste
dans la neutralisation de la charge négative se développant au sein du complexe penta-coordnné et

facilite le départ du groupement diphosphate.”
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Figure 29 : Contributions des acides aminés dans le mécanisme catalysé par I'lspD.72

D’un point de vue réactionnel, c’est donc le cation divalent qui se fixe en premier au niveau de

I’enzyme, suivi par la CTP puis le MEP (Fig. 30).
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Figure 30 : Mécanisme pour la formation du CDPME 18.

Un organisme a cependant montré de grandes différences d’un point de vue séquence. En effet, chez
Plasmodium falciparum, elle est trois fois plus longue avec pas loin de 734 acides aminés. De plus,

parmi les 22 acides aminés précédemment cités, seuls 17 sont conservés.”®

La synthese d’inhibiteurs de cette enzyme n’est pas chose aisée. En effet, le faible caractére lipophile
de la poche de fixation du CTP et le fait que le site actif soit plutdot exposé aux solvants rendent la
conception d’inhibiteurs difficile. L'utilisation du logiciel DoGSiteScorer a par ailleurs montré que dans
I'optique de trouver de nombreux inhibiteurs de I'lspD, il serait plus judicieux de se concentrer sur des

inhibiteurs allostériques plutot que sur des inhibiteurs compétitifs du substrat comme cela fut le cas
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pour le L-érythritol-4-phosphate 42 qui est le seul décrit et induisant une faible inhibition sur I’'enzyme

d’E. coli avec une ICspde 1.36 mM (Fig. 31).7%77

OH

Ho A~ i,

OH
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Figure 31 : Inhibiteurs compétitifs du substrat.
En 2011, I'équipe de Diederich a mis en évidence une poche allostérique suite au criblage a haut débit

de prés de 100 000 composés de la librairie de la BASF. Le composé 43 a montré qu’il ne se fixait pas

au niveau du site actif mais dans une nouvelle poche allostérique proche du site actif (Fig. 32).78
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Figure 32 : Inhibiteurs de I'lspD ciblant une poche allostérique.

Ce composé a présenté une ICso de 140 nM, ce qui est fortement amélioré par rapport a celles des
précédents inhibiteurs qui étaient de I'ordre du mM. L’optimisation de la structure a mis en évidence
deux autres composés, 44 et 45, ayant de bonnes ICso de respectivement 20 uM et 35 nM sur I'lspD
d’Arabidopsis thaliana. Des dérivés sont actuellement a I'étude pour leur potentiel en tant

qu’herbicide.”

En paralléle, le potentiel des pseudilines, qui avait été mis en évidence par Witschel, & a été étudié par
I’équipe de Diederich qui a démontré que ces composés ciblent également une poche occupée par les
azolopyrimidines. Cependant, le mode d’action des deux familles de molécules ainsi que leurs
structures sont différentes, montrant le haut degré d’adaptabilité de cette poche. D’autre part, les
pseudilines ont une inhibition variable suivant les organismes, or elles sont connues pour avoir d’autres

cibles biologiques, ce qui semble indiquer que leur efficacité est différente selon les espéces.?!

Cibler cette enzyme semble assez ardu, mais pas impossible, d’autant plus qu’il a été montré que la
fosmidomycine serait également efficace contre I'lspD de Plasmodium falciparum.®* Les premiéres
hypotheses indiquent que I'lspD pourrait étre inhibée par le 2-C-méthylérythrose 4-phosphate 23 qui
s’accumule du fait de la non-formation du MEP. Autre alternative : cette inhibition serait due a un

autre mécanisme encore inconnu.
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Le parasite Plasmodium falciparum est assez unique et est le principal pathogéne responsable du
paludisme avec Plasmodium vivax qui est significativement moins virulent et bénin dans la majorité
des cas mais peut tout de méme étre mortel. Les données recueillies pour les homologues de
Plasmodium falciparum ne peuvent étre extrapolées dans le cas de I'lspD, notamment d’un point de
vue de la cristallographie et de l'efficacité des inhibiteurs précédemment cités. Récemment, un
composé, le MMV-08138, a été identifié comme inhibiteur de I'lspD de I'apicoplaste de P. falciparum
(Fig. 33).8% Il présente une ICsp de 7.1 nM, ce qui I’a rapidement placé en tant que leader dans la course
pour la découverte de nouveaux antipaludéens. Il présente également une activité d’inhibition a
I’encontre de I'enzyme de P. vivax (ICso de 310 nM) bien que I'lspD de P. falciparum reste |'orthologue

testé le plus sensible & ce composé.?

CO,H
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Figure 33 : Inhibiteur de I'lspD chez P. falciparum.

Plus récemment, une autre famille de composés a été mise en avant : il s’agit des benzoisothiazolones
(BITZ) (Fig. 34). ® Sept composés ont été synthétisés et ont présenté une ICso de 'ordre du nM, le plus
probant ayant une valeur de 73 nM (composé 46) contre I'lspD de Plasmodium falciparum. Par docking
du composé 47, I'importance de la Cys 202 a été mise en évidence. Elle forme un pont disulfure via
son groupement thiol et 'atome de soufre du BITZ, ce qui bloque le site actif et empéche le substrat
naturel de venir se fixer, rendant I'enzyme inactive. Cependant, les composés synthétisés se sont
avérés étre inefficaces chez E. coli, ce qui s’explique par I'absence de cette cystéine. D’autre part, ces

inhibiteurs n’auraient pas seulement une activité contre I'lspD, ce qui reste a investiguer.

L CE“QQ Q)
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Figure 34 : Inhibiteurs de I'lspD, issus de la famille des benzoisothiazolones.
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Malgré la difficulté apparente pour cibler cette enzyme et imaginer des inhibiteurs efficaces du fait de
la particularité du site actif, cet objectif semble tout de méme possible. L'ensemble des résultats
présentés ici vis-a-vis des inhibiteurs n’est qu’un résumé des cas les plus probants. Une autre famille
de molécules est actuellement a I'étude, celle du bromure de domiphéne (DMB), qui a montré de bons
résultats sur des souches de M. smegmatis. L’activité inhibitrice du DMB a été observée sur |'lspD par

criblage a haut débit et par test enzymatique mais le mécanisme d’action doit encore étre démontré

R’l/\/o
_/\
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Figure 35 : Inhibiteur de I'lspD.

(Fig. 35).%
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L’'ensemble de ces résultats est encourageant, et, malgré la particularité de I'enzyme de P. falciparum,

cette enzyme reste une cible de choix dans la recherche de nouveaux antibactériens et antipaludéens.

f.  Quatrieme enzyme de la voie du MEP : IspE
La 4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol kinase (IspE) catalyse la phosphorylation du 4-
diphosphocytidyl-2-C-méthylérythritol 18 (CDPME) par FATP en 4-diphosphocytidyl-2-C-
méthylérythritol 2-phosphate 19 (CDP-ME2P) et ADP (Fig. 36). C’'est la seule enzyme de la voie du MEP,

ATP dépendante. L’alignement des séquences a démontré que I'lspE appartient a la superfamille des

galactose/homosérine/mévalonate/phosphomévalonate (GHMP) kinases.®”- %8
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Figure 36 : Etape catalysée par I'lspE.

Cette enzyme est un homodimeére dont chaque sous-unité est composée de deux domaines distincts
positionnés a chaque extrémité (Fig. 37). Un domaine correspond au site de fixation du substrat
(CDPME, 18), et I'autre au site de fixation de 'ATP. Chez E. coli, le premier domaine comprend les
résidus 11-33 et 151-274 tandis que le second comprend les résidus 1-10, 34-150 et 275-283. Ces deux
domaines sont aussi caractéristiques des GHMP kinases, ce qui peut poser des problemes pour cibler
sélectivement cette enzyme. Néanmoins, des différences significatives au niveau du site actif d’IspE et
des GHMP kinases existent, laissant entrevoir la possibilité d’étre sélectif.? Cette enzyme a besoin de

I’ATP et d’un cation Mg?* pour fonctionner. La purine de I’ATP forme des interactions hydrogénes qui
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la stabilisent dans une conformation syn, ce qui est en contradiction avec son positionnement habituel
vis-a-vis des autres kinases. Le centre catalytique est localisé dans une cavité profonde a I'interface des

domaines de fixation du cofacteur et du substrat.

Figure 37 : Représentation cristallographique de I'lspE chez E. coli.
A gauche est représenté un monomere, avec le substrat ainsi que I'analogue non hydrolysable de I'ATP, 'adénosine 5’-(8, y-
imino)triphosphate (AMP-PNP) en batonnets noir. A droite est représenté le dimére, ou les résidus impliqués dans la
formation du dimeére sont représentés en batons rouges et bleus et le substrat et le cofacteur en noir.8?

La séquence chez huit espéces (S. typhi, Vibrio cholera, Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa, Neisseria meningitidis, M. tuberculosis, Chlamydia trachomatis et Clostridium perfringens)
a été comparée avec celle de I'enzyme d’E. coli. Les séquences sont particulierement bien conservées
au niveau des sites actifs. Notamment, 16 acides aminés importants dans le mécanisme sont présents

chez les neuf especes et 9 dans au moins six.

D’un point de vue mécanistique, cette enzyme catalyse la phosphorylation du groupement -OH en

position C2 du CDPME pour conduire au CDP-ME2P (Fig. 38).
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Figure 38 : Mécanisme proposé pour la transformation du CDP-ME 18 en CDP-ME2P 19.%°

La premiere équipe a avoir rapporté la syntheése d’inhibiteurs de cette enzyme est celle de Diederich.
Partant du principe que cibler la poche de I’ATP pourrait conduire a un probléme de sélectivité par
rapport aux autres kinases, ils ont choisi de cibler le site de fixation du substrat et ont mis en évidence
la présence d’une poche hydrophobe non occupée par le substrat et proche du site de fixation de la
cytidine.®> °2 || a par ailleurs été observé que cette poche est conservée, notamment chez M.
tuberculosis et P. falciparum, confirmant son potentiel. Le meilleur inhibiteur mis en évidence est le
composé 48 possédant un sulfonamide propargylique pour vectoriser le cyclopropane dans la poche
et un groupement tétrahydrothiophéne pour mimer le ribose. Sur I’enzyme d’E. coli, ce composé a une

ICso de 1.7 pM (Fig. 39).
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Figure 39 : Inhibiteurs de I'lspE ciblant une poche proche du site de fixation de la cytidine.
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Plus récemment, la méme équipe a souhaité remplacer le cyclopropane par des groupements plus
polaires dans le but de cibler le site de fixation du substrat.®® Cependant, aucun des composés
synthétisés n’a montré un réel gain par rapport au composé 48 avec des valeurs d’ICso supérieures a
500 uM chez I'enzyme d’Aquifex aeolicus, qui a été choisie pour son homologie avec les enzymes
correspondantes d’organismes pathogenes, et supérieures a 30 UM chez E. coli dans le meilleur des
cas. Cela démontre ainsi les différences d’affinité suite a la variation d’un seul acide aminé, car la
différence entre les enzymes d’E. coli et d’A. aeolicus vient du remplacement d’'une phénylalanine
(Phel185) par une tyrosine (Tyrl75), cette derniére étant présente chez M. tuberculosis et P.
falciparum. lls ont également essayé de remplacer le tétrahydrothiophéne par différents groupements
dans le but d’augmenter la solubilité et la polarité, mais aucun des dérivés n’a été aussi bon que le
composé 48.°* Toujours dans I'optique d’augmenter la solubilité, ils ont travaillé sur la conception de
transporteur poly(éthyléne oxyde)-peptide dont les premiers résultats sont encourageants.®® Dans une
autre publication, ils rapportent la synthese de nouveaux dérivés du composé 48 pour optimiser le
ciblage de la poche hydrophobe et cibler le site de fixation du phosphate ou se trouve une boucle riche
en glycines. lls ont ainsi remplacé le sulfonamide et le cyclopropane par un imidazole tri-substitué ou
par un benzimidazole. Les deux meilleurs composés 49 et 50 (Fig. 40) ont des ICso de 9.9 et 13 UM sur
I'lspE d’E. coli. 'incapacité de descendre en dessous d’une concentration micromolaire malgré les

prédictions de modélisation montre la difficulté de cibler le site de fixation tres polaire avec des ligands
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Figure 40 : Inhibiteurs de I'lspE.

synthétiques.*®

La méme équipe a également travaillé sur des composés de type diiminoisoindoline (51) de dérivés de
cytidine (Fig. 41). Ces composés ont été découverts a la suite d’un screening d’une librairie de
composés de la BASF mise en évidence dans leur quéte vers de nouveaux herbicides et qui ont montré
une activité antipaludéenne. Les meilleurs présentent une ICso de l'ordre d’une concentration
nanomolaire a I'encontre de I'lspE de P. falciparum NF54 et ont démontré l'importance des
isoindolines contre ce méme pathogéne.®” D’autres dérivés n’ont pas montré un réel intérét en tant

gu’inhibiteurs mais ont permis de mettre en évidence des différences entre quatre organismes (E. coli,
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M. tuberculosis, A. aeolicus et P. falciparum) au niveau de la poche de fixation de la cytidine, ce qui

pourra probablement aider dans la conception de nouveaux inhibiteurs.®
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Figure 41 : Inhibiteurs de type diiminoisoindoline.

Derniérement, toujours au sein de la méme équipe, la synthése de dérivés d’adénosine substitués en
position C8 a été rapportée dans le but d’obtenir des dérivés de conformation syn.> Cependant, aucun

de ces composés n’a montré une activité inhibitrice.

Bien que I'équipe de Diederich ait rapporté de nombreux inhibiteurs, d’autres équipes travaillent aussi
sur ce méme sujet. Par exemple, I'équipe de Lai travaille sur |'utilisation de petites molécules
existantes, connues en tant gqu’inhibiteurs des GHMP kinases.® Ils ont ainsi mis en évidence le
potentiel de deux nouvelles structures (52, 53) qui ont été sélectionnés, car les noyaux aromatiques
se lient via des interactions m-1t stacking au niveau de la poche de fixation de la cytidine avec des ICso

respectivement de 18 et 5.5 uM (Fig. 42).
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Figure 42 : Inhibiteurs des GHMP kinases, employés pour inhiber I'lspE.

De plus, ces composés n‘ont pas montré d’activité inhibitrice envers la galactokinase 1 humaine,

montrant la possibilité de sélectivement cibler I'lspE sans toucher aux kinases GHMP.

L’équipe de Brent a rapporté I'identification de nouveaux composés via la combinaison de criblage in
silico et in vivo contre I'lspE d’Aquifex aeolicus.’®* Trois composés ont montré une activité de I'ordre
du micromolaire et des dérivés de ceux-ci ont été testés mais n'ont pas montré d’amélioration.
L'équipe de Hagen a également relaté la synthése d’analogues de pyrazolopyrimidine et plus

particulierement du composé FOL7185, dont I'étude doit étre poursuivie avec un composé dont le
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pouvoir d’inhibition est semblable a celui de la kanamycine sur des souches de Burkholderia

thailandensis et Pseudomonas aeruginosa (Fig. 43).%°
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Figure 43 : FOL7185.

Malgré les efforts conséquents réalisés par les différentes équipes dont celle de Diederich, la course
vers |'obtention d’inhibiteurs de cette enzyme semble difficile. En effet, le nombre de molécules ayant
une ICso de I'ordre du nanomolaire est faible, et ce but semble difficile a atteindre. Cependant, les
différentes études ont démontré la possibilité d’étre sélectif vis-a-vis des autres kinases et la récente
description de la structure cristallographique d’IspE de M. tuberculosis qui a un role essentiel dans la

croissance de cette bactérie, permettra peut-étre d’améliorer la conception d’inhibiteurs.10% 103

g. Cinquieme enzyme de la voie du MEP : IspF
La 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase (IspF) catalyse la cyclisation du CDP-ME2P 19
en 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate 20 (MECP) avec libération de cytidine monophosphate
(CMP) (Fig. 44).10% 105
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Figure 44 : Etape catalysée par I'IspF.
Cette enzyme est un homotrimére, dont chaque monomeére fait 17 kDa.1%® 107. 108 Ay sein de chaque

monomere, on retrouve un site actif situé entre chague monomeére adjacent (Fig. 45).

La structure cristallographique de I'lspF d’E. coli a permis de mettre en évidence la présence d’un site
de fixation du zinc. Ce cation se chélate dans une géométrie tétraédrique avec I’Asp8, I'His10 et I'His42
qui font partie des acides aminés fortement conservés. Le site actif lui-méme est situé aux alentours

de ce cation, ol se trouve le B-phosphate.
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Figure 45 : Représentation cristallographique du trimére de I'lspF d’E. coli. A gauche, représentation de c6té, avec le CMP
signalisé par des batonnets rouges, le métal Mg en gris et le zinc et les résidus lié en violet. A droite, représentation du
dessus, avec site de fixation de la cytidine a 'interface de deux monomeres.1%

Le site de fixation du substrat peut étre divisé en trois poches : une centrale qui encercle le groupement
ribosyl-5’-diphosphate, une seconde ou le 2C-méthyl-D-érythritol 2-phosphate se fixe, puis une
troisieme, ou se lie le fragment cytidine. La seconde est plafonnée par une boucle flexible comprenant
les résidus Pro62 a Ala71. De plus, elle permet I'orientation du 2C-méthyl-D-érythritol 2-phosphate de
maniere a ce que celui-ci puisse subir I'attaque du fragment de diphosphate de cytidine sur le B-

109, 110

phosphate.

Richard et Kemp ont rapporté la présence d’une cavité hydrophobe qui se situe au coeur de I'enzyme
(Fig. 46).107108111 | 'glignement des séquences de plusieurs organismes a démontré que celle-ci est
fortement conservée, présumant de son importance d’un point de vue biologique. L’environnement
chimique et la répartition de la densité électronique concorde avec la séquestration d’'une molécule
possédant a la fois une chaine hydrophobe et une téte négativement chargée semblable aux

diphosphates d’isoprénoides tels que I'IPP, le DMAPP, le GPP et le FPP.
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Figure 46 : Structure cristallographique avec le diphosphate de géranyle représenté au centre.112

Par cristallisation de I’enzyme d’E. coli, analyse RMN du 3P et spectrométrie de masse, Kemp a mis en
évidence la présence de I'lPP, du GPP et du FPP dans un ratio 1:4:2.1%11! pour expliquer cette présence,
il avait été supposé que ces diphosphates d’isoprénoides joueraient le réle de régulateurs de I'activité
de I’enzyme par inhibition de celle-ci.!** Cependant, il a récemment été démontré qu’ils n’inhibent pas

I’'enzyme.

Une investigation visant a déterminer si les intermédiaires de la voie du MEP pourraient jouer un rdle
de modulateur de I'activité de I'lspF, a révélé que la présence du MEP augmente d’environ deux fois la
production CMP et cette augmentation est maintenue pendant 24 h. En revanche, le complexe IspF-
MEP est lui inhibé, par le FPP. Ainsi, en I'absence du MEP, I'enzyme serait insensible aux quatre
diphosphates d’isoprénoides, mais une fois en place, le MEP entrainerait un changement de
conformation qui induirait une sensibilisation de I'enzyme au FPP. La régulation de I'activité de
I’enzyme se ferait donc a ce niveau-la. Si ce role est avéré, il semblera donc intéressant de cibler a la

fois la DXR, ainsi que I'lspF dans le but d’étre le plus efficace.

D’un point de vue mécanistique, I'lspF catalyse la formation intramoléculaire du 2C-méthyl-D-érythritol
2,4-cyclodiphosphate 20 suite a I'attaque du 2-phosphate sur le groupement B-phosphate du fragment
diphosphate de cytidine (Fig. 47). Tout cela se déroule en présence d’un cation divalent Zn?*, qui en se

chélatant au groupement B-phosphate, décroit sa charge négative et favorise I'attaque nucléophile du
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2-phosphate. Un autre cation divalent Mg ou Mn?* fixe les phosphates a et B de maniére a limiter les

torsions d’angles. L'attaque conduit a la libération du CMP, et du diphosphate cyclisé 20.
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Figure 47 : A gauche, structure cristallographique d’'un monomere avec le CDP représenté en batonnets et les deux métaux
en sphére.198 A droite, mécanisme de la réaction catalysé par I'lspF.

La forte similitude des séquences et structures chez différents orthologues d’IspF a été établie. La
conservation des résidus impliqués dans le site de fixation du zinc, ainsi que ceux impliqués dans la
reconnaissance du fragment cytidine du substrat, ont notamment permis d’envisager une approche

de conception structurelle pour la découverte de nouveaux inhibiteurs.!'*

Les premiers inhibiteurs rapportés datent de 2005 et ont été décrits par I'équipe de Diederich.!®® Le
plus probant 54, fonctionnalisé avec un groupement dansyle, a présenté une ICso de 3 mM (Fig. 48).
Cet inhibiteur a permis de mettre en évidence la possibilité de cibler la région hydrophobe dans la

poche du 2C-méthyl-D-érythritol avec des cycles aromatiques.
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Figure 48 : Inhibiteurs de type dansyle.

Dans la méme équipe, en collaboration avec celle de Bacher, des dérivés de cytosine sélectionnés
d’apres des analyses de modélisation moléculaire et ne comportant pas de phosphate ont été
synthétisés (Fig. 49).1® Par rapport aux premiers inhibiteurs, le but était de modifier la cytosine et

d’éviter la poche du ribose ainsi que celle trés polaire du site de fixation du diphosphate.
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Figure 49 : Inhibiteurs de I'lspF.

Quatre dérivés se sont révélés prometteurs avec des ICso en dessous du millimolaire. De plus, ils ont
permis de mettre en avant la présence d’une poche ou se loge le cycle aromatique central qui est le
connecteur entre le dérivé de cytosine et I'autre cycle qui se fixe dans la région hydrophobe de la poche

du 2C-méthyl-D-érythritol.

Toujours au sein des deux mémes équipes, le criblage d’une bibliothéque de prés de 40 000 composés
a été réalisé.’ Pour cela, il aurait été souhaitable d’utiliser I'lspF de M. tuberculosis, mais cette enzyme
s’est trouvée peu appropriée pour cette étude du fait des limitations induites par sa stabilité et
solubilité. C'est donc I'lspF d’A. thaliana qui a été employée pour les études de criblage. Cela a permis
d’identifier des dérivés de thiazolopyrimidine capables d’inhiber I'enzyme. Parmi les dérivés, trois se
sont révélés étre de bons inhibiteurs avec des I1Cso comprises entre 1.4 et 1.6 uM sur la souche NF54
de P. falciparum. La corrélation entre le criblage et les activités inhibitrices permet d’envisager

d’appliquer cette méthode sur de plus grandes bibliotheques.

Bitok et Meyers, qui ont mis en évidence le role du MEP dans la régulation de la biosynthése des
isoprénoides via I'lspF évoquée précédemment, ont par la suite étudié le potentiel de plusieurs

analogues du substrat en tant que potentiel modulateur de I’activité de I'’enzyme seule ou complexant
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du MEP.18 |Is ont pour cela choisi trois biphosphonates qui sont des homologues du substrat naturel
de I'lspE (CDP-ME, 18), du substrat naturel de I'lspF (CDP-ME2P, 19) et le dernier étant aussi un
homologue du CDP-ME mais pour lequel il manque le groupement cytidine (Fig. 50). Ils ont été
nommés CBPME, CBPME2P et MEBP. Le choix s’est porté sur ces biphosphonates, car I'incorporation
d’une liaison stable P-C-P empéchera la cyclisation de se produire, tout en conservant un maximum de

similarité pour faciliter leur reconnaissance dans le site actif.

R O 0 R °
N ; N |1 |1
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OH OH 0Og Og OH OH Op Og
HO OH
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Figure 50 : Homologues des substrats naturels sous forme de biphosphonate.

Cependant, aucun des analogues n’a montré d’activité inhibitrice intéressante. CBPME, augmente
I"activité de I'lspF, ainsi que celle du complexe IspF-MEP. De méme, CBPME2P n’inhibe pas I'enzyme
mais inhibe faiblement le complexe IspF-MEP. Enfin, MEBP augmente et maintient I'activité de
I’enzyme mais ne module pas l'activité du complexe. Tout cela montre les différences de
comportement de I'enzyme et du complexe en présence des analogues de substrat, confirmant la
nécessité de comprendre I'importance du roéle du MEP dans le fonctionnement de I'enzyme pour
pouvoir concevoir des inhibiteurs. En effet, il semblerait que la présence du MEP induirait une
modification de la conformation de I'enzyme qui altérerait sa susceptibilité vis-a-vis de potentiels

inhibiteurs.

Dans la continuité, I'équipe de Poulter a relaté la synthése d’analogues du MEP et leur évaluation en
tant que possibles substrats pour I'lspDF fusionné et I'lspE d’Agrobacterium tumefaciens.**® Quatre
d’entre eux se sont révélés étre des substrats des trois enzymes consécutives. Ainsi la capacité de ces
trois enzymes a poursuivre leurs activités enzymatiques sur des analogues, laisse entrevoir la
possibilité d’avoir des produits qui inhiberont par la suite les autres enzymes de par leurs modifications

acquises au fur et a mesure de leur transformation.

Malgré la nécessité de comprendre le réle du MEP dans le fonctionnement de I'lpsF, le criblage de
librairies de composés démontre encore son efficacité par la découverte dernierement d’une famille
d’inhibiteurs ayant des valeurs d’ICso de I'ordre du nanomolaire. Diederich a relevé I'efficacité des bis-
sulfonamides aryles avec des valeurs d’ICsp allant jusqu’a 1.4 uM sur I'lspF de P. falciparum et de 240

nM sur celle d’A. thaliana.*®
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Cependant, en dépit des derniéres avancées, peu d’inhibiteurs ont été rapportés dans la littérature. Il
reste donc beaucoup de travail pour cibler cette enzyme et la complexité du role du MEP pourrait étre
un frein dans la quéte d’inhibiteurs efficaces. Par ailleurs, Rohdich en 1999 puis Lehmann en 2002
avaient déja rapporté la probable nécessité de cibler en priorité I'lspF avant I'lspE car I'lspF convertit

le CDPME en un produit indésirable qui est le 2C-méthyl-D-érythritol 3,4-cyclodiphosphate.10>110

h. Sixieme enzyme de la voie du MEP : IspG/GcpE
La (E)-1-hydroxy-2-méthylbut-2-ényl diphosphate synthase (GcpE/IspG) catalyse la conversion du
MECP 20 en (E)-1-hydroxy-2-méthylbut-2-ényl 4-diphosphate 21 (HMBPP) (Fig. 51).1%
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Figure 51 : Etape catalysée par I'lpsG.

Il a été observé que cette enzyme nécessite la présence d’un cluster [4Fe-45].12% 12 Ce cluster, doit étre
couplé avec un systéme permettant la réduction de la forme oxydée [4Fe-4S]?**. Chez E. coli, ce systéme
comprend la flavodoxine, la flavodoxine réductase et le NADPH déja présent chez la bactérie.
Cependant, ce systéme est inefficace chez certaines bactéries et surtout la flavodoxine est absente
chez les plantes. L’équipe de Rohmer a ainsi démontré que la chaine de transfert d’électron présente
dans la photosynthése est capable de transférer des électrons au cluster des deux dernieres enzymes
de la voie du MEP via la ferrédoxine présente dans les thylakoides des chloroplastes. Ceci est possible
car la voie du MEP est étroitement liée a la photosynthése de par sa localisation dans les chloroplastes.
Ainsi, en présence de lumiere, et de ferrédoxine, le cluster peut étre réduit sans la présence de la

ferrédoxine réductase et du NADPH. Ce systéme est en revanche nécessaire dans le noir.'2*

Cette enzyme est un homodimeére avec une masse d’environ 40-45 kDa par monomere (Fig. 52).
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Figure 52 : Représentation cristallographique de I'lspG de Thermus thermophilus.
A gauche est représenté le monomeére et a droite le dimére avec le cluster représenté par des sphéres bordeaux et vert.125

Chaque sous-unité est composée d’'un domaine C et N terminal, relié par un connecteur assez court,
comprenant les résidus 255 a 258. Le domaine N-terminal s’étend des résidus 1 a 254 et consiste en
un tonneau TIM (Triose Phosphate Isomérase) qui contient typiquement en alternance, huit feuillets
B et huit feuillets a. Le domaine C-terminal, dit domaine a,, qui commence a partir du résidu 259 et
englobe le reste, est le lieu de fixation du cluster [4Fe-4S], via trois cystéines, Cys265, Cys268 et Cys300,

et un glutamate, Glu307, qui sont strictement conservés chez les différents organismes (Fig. 53).12°

Figure 53 : Représentation du cluster, lié aux trois cystéines et au glutamate.126

Le substrat se fixe lui au niveau du domaine N-terminal, qui semble favorable pour la fixation des

phosphates chargés négativement et se lie au cluster en remplacement du glutamate.
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Chez Thermus thermophilus, les deux domaines sont connectés via cing résidus (286 a 290) qui sont
trés exposés aux solvants.!?® Chaque monomére est orienté I'un par rapport a I'autre dans un
arrangement de type téte-a-queue donnant lieu a trois points de contact dont le plus important se
situe au niveau des hélices 7 et 8 de chaque sous-unités. Le site actif étant localisé a I'interface des

deux domaines, cet arrangement permet au substrat et au cluster de réagir ensemble.

Par comparaison des structures en présence du substrat et en son absence, il a été mis en évidence,
un état ouvert et fermé. On retrouve ainsi, une certaine flexibilité au niveau du site catalytique ou la
fixation du substrat induit une rotation de 64° du domaine C-terminal (Fig. 54).1*’ Le chargement du
substrat et la libération du produit se produisant dans un état ouvert alors que la réaction se fait dans

un état fermé dans lequel, le site actif est protégé du solvant.

c
N domain

"' N domain

N domain

open conformation closed conformation

Figure 54 : IspG alternant entre une conformation ouverte et fermée suite a une rotation de 64°.128

L'inhibiteur le plus efficace rapporté a ce jour est le diphosphate propargylique 59 ayant une ICso de
750 nM sur I'enzyme d’E. coli dont le systéme de réduction du cluster est méthylviologéne/ dithionite
a pH 8.0.1%° Le potentiel inhibiteur des alcénes et alcynes avait été mis en évidence par plusieurs études

indiquant que ceux-ci pourraient se fixer au cluster. 30131

L’élucidation du mécanisme de la réaction catalysée par cette enzyme a conduit a plusieurs
spéculations, mais ce n’est que derniérement que l'identification des intermédiaires a permis de
décrire I'ensemble du mécanisme réactionnel, impliquant des intermédiaires ferraoxétanes contenant
des liaisons Fe-C et Fe-0.2% De plus, I'étude du mode de fixation de I'inhibiteur précédemment cité et
de son analogue rallongé d’un carbone a permis d’apporter des informations précieuses pour
I’élaboration de nouveaux inhibiteurs. Cependant, ces récentes découvertes doivent encore étre

validées dans le cas des plantes et de Plasmodium sp., ol I'enzyme est constituée de trois domaines.3?
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L’efficacité des inhibiteurs a toutefois été démontrée in silico chez Plasmodium vivax, mais des études
complémentaires doivent étre mises en place pour étudier en détail leurs effets et potentiels in vitro.133
Cette enzyme semble donc étre une cible potentielle dans la recherche de nouveaux antimicrobiens

d’autant qu’elle peut étre ciblée simultanément avec I'lspH qui est la derniere enzyme de cette voie.

i. Septieme enzyme de la voie du MEP : IspH/LytB
Cette derniere enzyme, la (E)-1-hydroxy-2-méthylbut-2-ényl diphosphate réductase (IspH), catalyse la
réduction du HMBPP 21 en diphosphate d’isopentényle 1 ou en diphosphate de diméthylallyle 2 (Fig.
55).
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Figure 55 : Etape catalysée par I'lspH.
Tout comme [I'lspG, elle posséde un cluster [4Fe-4S], qui peut étre réduit par le systéme
flavodoxine/flavodoxine réductase et NADPH.'** La mise en évidence de ce cluster a conduit a plusieurs
études car sa détermination fut plutot difficile. En effet, plusieurs publications, rapportent la présence
d’un cluster de type [3Fe-4S] dans les structures cristallines. 13> 136 || s’agit en réalité d’un artefact de

dégradation du cluster [4Fe-4S] dont la dégradation oxydative conduit a cet autre cluster.!3% 137

Cette enzyme est un monomere d’environ 72 kDa, découpé en trois domaines, D1, D2 et D3 (Fig. 56).
Le cluster est situé au centre de la cavité et y est maintenu grace a trois cystéines totalement
conservées (Cys12, 96 et 197 chez E. coli et Cys13, 96 et 193 chez A. aeolicus), chacune appartenant a
un domaine distinct.3®13> On retrouve également deux histidines (His42 et His124) qui sont
extrémement conservées. La premiere jouerait un role dans la fixation du substrat en se fixant au
diphosphate. La seconde en partenariat avec E126 serait impliquée dans le transfert de proton
conduisant a la protonation de I'anion allylique en position C1 ou C3 et ainsi, a la formation de I'lPP ou

du DMAPP dans un rapport d’environ 5:1.1%%
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Figure 56 : Représentation cristallographique de I'lspH d’A. aeolicus.136
A gauche, le monomere représentant un trefle a trois lobes avec le cluster au centre. A droite, vue de I'ensemble de coté.

L’enzyme est dans un état ouvert en I'absence de substrat et fermé en présence du diphosphate. Cette
ouverture est due a l'inclinaison du domaine D3 d’environ 20° pour permettre |'accés du substrat au
site actif qui, une fois a I'intérieur, par I'interaction du diphosphate, induit a nouveau un mouvement
du domaine D3 et conduit a la fermeture du site actif. Une fois la réaction enzymatique réalisée, la
formation de charge négative au niveau du résidu E126 suite au transfert de proton et a la présence
de diphosphate chargé conduit a une répulsion entre la protéine et le produit, permettant I'ouverture

du site actif.**®®

Comme dans le cas de I'lspG, il s’avere que les alcynes peuvent aussi étre de potentiels inhibiteurs du
fait de la présence du cluster. Cependant, le diphosphate propargylique 59, qui était I'un des meilleurs
inhibiteurs dans le cas de I'lspG, est moins efficace contre I'lspH avec une ICso de 6.7 UM sur Aquifex
aeolicus (Fig. 57). Sa baisse d’efficacité a été expliquée par une longueur de chaine trop courte dans le
cas de I'lspG pour interagir avec le cluster.}* Cependant, son analogue ayant une chaine rallongée d’un
carbone, soit le diphosphate de 3-butynyle 60, présente une ICsode 450 nM sur I'enzyme d’A. aeolicus,

ou le systéme de réduction du cluster est méthylviologéne/dithionite a pH 8.0.14

= are T

59 60

Figure 57 : Inhibiteurs de I'lspG et IspH.
C’est de nouveau I'équipe de Oldfield, qui la méme année avait rapporté le potentiel du diphosphate
propargylique sur I'lspG, qui a décrit cet inhibiteur. 1** Dans le cas de I'lpsH d’A. aeolicus, |la synthése
d’une trentaine de composés a été décrite, et un seul, le composé 60, a montré une ICso de I'ordre du

nanomolaire, en présence du systéme de réduction méthylviologéne/dithionite a pH 8.0, confirmant
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le potentiel des alcynes. Cette étude a cependant également révélé le potentiel des diphosphates de

pyridine ayant pour certains une ICso dans la fourchette basse du micromolaire.'#?

La synthese d’analogues d’HMBPP ne possédant pas de groupement phosphate a été conduite par
I’équipe de Van Calenbergh.'® Cependant, aucun des composés n’a démontré d’activité biologique,

démontrant le réle essentiel du diphosphate.

En 2011, les équipes de Poulter, Schiinemann et Rohmer ont confirmé I'importance du groupement
hydroxy du HMBPP qui dans une premiére étape se lie au cluster via le dernier atome de fer libre.}*
L'importance de ce groupement a suggéré la synthése de deux composés ’AMBPP et |le TMBPP,
portant respectivement une amine et un thiol a la place de I'hydroxyle (Fig. 58). Ces deux groupements

ont été choisis pour leur capacité a se lier a I'atome de fer et leur faible aptitude en tant que

(JQQ/”\OPP rJQQ/A\OPP

NH, SH
AMEFR TMEFP

groupement partant.

Figure 58 : Inhibiteurs de I'lspH.

Ces deux composés ont montré sur I'enzyme d’E. coli une activité supérieure a celle du diphosphate
de 3-butynyle 60 avec des ICso de 150 et 210 nM en présence du systeme de réduction
méthylviologéne/dithionite a pH 8.0. Il a été démontré que '’AMBPP se lie de maniére réversible et
lente tandis que le TMBPP se lie fortement de maniére réversible.’* || s’avére que ces deux composés
inhibent également I'lspG dans une gamme de 0.8 a 2.5 uM sur les IspG de E. coli, P. aeruginosa et A.
thaliana ou le systéme de réduction du cluster est méthylviologéne/ dithionite a un pH de 7.6. Une
récente investigation concernant leur mode de fixation au sein de I'enzyme montre un comportement
différent chez I'lspH et chez I'lspG, ce qui devra étre pris en compte lors de la synthése d’inhibiteurs
ciblant les deux enzymes simultanément.'* En revanche, le remplacement de I’"hydroxyle par un atome

de fluor conduit a la formation de I'lPP et du DMAPP.#’

Au sujet du mécanisme d’action de cette enzyme, son éclaircissement est toujours plus ou moins en
cours. Celui-ci requiére trois étapes qui sont, la perte du groupement hydroxy, le transfert de deux
électrons provenant du cluster et la protonation d’entité intermédiaire organométallique possédant
la réactivité d’un anion allylique. Pas loin de sept mécanismes ont été proposés pour expliquer le
fonctionnement de cette enzyme, mais les avancées récentes convergent toutes vers un mécanisme

impliquant la formation de complexes organométalliques.13813% 148 149,150 Dang |e cas de I'lspH, ce
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dernier ne passe pas par la formation d’intermédiaire ferraoxétane comme dans le cas de I'lspG, mais

via la formation d’un complexe 1t suivi d’'un complexe n-allyle.

L’élucidation des structures et des mécanismes des deux derniéres enzymes a été difficile et nécessite
encore de nombreux éclaircissements. Chacune d’entre elles possedent un cluster [4Fe-4S] lié via trois
cystéines et avec un atome de fer lié a un glutamate dans le cas de I'lspG ou une molécule d’eau dans
le cas de I'lspH. Les deux enzymes agissent vraisemblablement via un mécanisme impliquant des
intermédiaires organométalliques, mais il se pose encore beaucoup d’énigmes non résolues. Par
exemple, quel est le systeme réducteur mis en jeu dans des conditions de croissance normales car ceux
décrits pour le moment sont ceux mis en évidence sur I'enzyme purifiée. Ainsi, dans quelle mesure les
résultats obtenus sont-ils pertinents car, en fonction du systeme réducteur utilisés, les données sont
variables. Dans le cas des valeurs des ICso déterminése pour le AMBPP et le TMBPP, celles-ci sont
différentes lorsque le systeme est NADPH/flavodoxin/flavodoxin reductase et

méthylviologéne/dithionite. 1>l 152145

L'avantage de cibler ces deux voies est donc qu’elles catalysent toutes les deux des réactions
impliquant la formation de composés organométalliques. Ainsi, la possibilité de cibler les deux
enzymes via un seul composé est tres intéressante, car cela devrait limiter les résistances dans le sens
ou ce n’est pas une seule enzyme qui devrait muter mais les deux pour outrepasser I'effet d’'une
drogue. Cependant, d’un autre c6té, d’autres métalloprotéines possédent ce cluster [4Fe-4S] et il sera
donc nécessaire d’étre sélectif. Par ailleurs, cibler uniqguement I'lspH ne semble pas étre un choix
réaliste car I'accumulation d’"HMBPP qui en découlerait, conduirait a I’activation des lymphocytes T yé.
Or ceux-ci, qui ont un role de régulateur dans la réponse immunitaire, en cas d’inhibition de I'enzyme

pourraient avoir un effet néfaste.?>31>4

j.  Cible de choix : DXR
L’équipe de Hirsch, grace a I'utilisation du logiciel DoGSiteScorer, a mis en évidence le potentiel
thérapeutique de chaque enzyme.’® Certaines s’avérent étre plus prometteuses tandis que d’autres
semblent plus difficiles a cibler, méme si cela reste toutefois possible avec, par exemple, I'lspD qui
possede le site actif le plus lipophile mais pour laquelle il a tout de méme été décrit plusieurs
inhibiteurs. La présence de poche allostérique pourrait faire partie des points clés dans la synthése

d’inhibiteurs.

La DXR qui est la seconde enzyme de la voie du MEP est I'enzyme la plus largement étudiée avec pas
moins de 30 structures cristallographiques de différents organismes dont d’importants pathogeénes
tels que M. tuberculosis, et P. falciparum. Avec pres de 2 millions de décés chaque année et un tiers

de la population infectée, I'incidence de la tuberculose en fait une des maladies les plus sérieuses de
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notre époque. De méme, la malaria dont I'agent pathogene est P. falciparum est un probleme de santé
mondiale avec environ 500 millions de nouveaux cas chaque année et une mortalité de 1 a 3 millions.
L’Organisation Mondiale de la Santé a adopté différentes stratégies concernant ces deux maladies dans

le but de réduire d’au moins 90% leur incidence.>* 1>®

Cibler cette enzyme est donc un choix judicieux de par la connaissance de son mécanisme réactionnel
et de par la possession de nombreuses structures d’enzymes d’organismes pathogenes. De plus, il
existe déja deux inhibiteurs, la fosmidomycine et son analogue méthylé le FR900098, utilisés dans des

tentatives expérimentales de traitement du paludisme, qui n’ont cependant pas abouti.

[I.  Fosmidomycine et FR-900098

1. Découverte, activité antibactérienne et limite
La fosmidomycine 61 présente une activité antibactérienne envers de nombreuses bactéries a Gram
négatif et également contre certaines bactéries a Gram positif (Fig. 59).2%” Cette molécule ainsi que son
analogue méthylé 62 ont été isolés et caractérisés dans les années 1980 par I'équipe d’Imanaka,
respectivement a partir de souches de Streptomyces lavendulae et de Streptomyces rubellomurinus.*®
159,160, 161 Chez E. coli, la fosmidomycine entraine une diminution de la quantité en ménaquinones et
ubiquinones et inhibe la biosynthése des ménaquinones et caroténoides chez Micrococcus luteus mais
elle n’a cependant aucun effet sur Staphylococcus aureus.*®? L’équipe de Seto a démontré en 1998 que
la fosmidomycine inhibe la biosynthése des isoprénoides chez les organismes possédant la voie du
MEP, et que c’est un inhibiteur spécifique de la seconde enzyme de cette voie qui est la DXR avec une
ICso de 8.2 nM sur la DXR d’E. coli.’®® De plus, il a été démontré que la fixation de la fosmidomycine au

sein de I'enzyme se fait de maniére lente mais forte.!4
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Figure 59 : Fosmidomycine 61 et son analogue méthylé le FR-900098 62.

Dans la fin des années 1990, apres avoir fourni la preuve que P. falciparum utilise la voie du MEP,
I’équipe de Jomaa a démontré le potentiel de la fosmidomycine ainsi que du FR-900098 dans le
traitement de la malaria.'®>1¢ Cependant, chez certains patients, guéris aprés sept jours de traitement,
ils observerent ensuite une recrudescence de la maladie. Il fut alors émis I'idée d’utiliser la
fosmidomycine en synergie avec d’autres médicaments. C’'est ainsi qu’utiliser celle-ci en association

avec la clindamycine apporte de nombreuses améliorations.¢7- 16
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La fosmidomycine est transportée dans les cellules grace au transporteur du glycérol 3-phosphate
(GlpT).1%8 189 Certaines bactéries comme les mycobactéries ne possédant pas ce transporteur ont
développé de ce fait une résistance innée.'’® D’autres ont développé une résistance acquise, via
I'incorporation, dans leur génome, du gene fsr de résistance a la fosmidomycine codant pour des
pompes a efflux situées dans la membrane plasmique et rejetant I'antibiotique dans le milieu

extracellulaire.l’% 172

Depuis sa découverte et a la vue de sa forte capacité d’inhibition, la fosmidomycine a fait I'objet de
nombreuses variations dans le but de conceptualiser de nouveaux inhibiteurs. En effet, méme si elle a
démontré un réel potentiel, elle a tout de méme certaines limites. Tout d’abord concernant son
incorporation inexistante chez les bactéries déficientes en transporteurs ou mutées. Ensuite vis-a-vis
de son temps de demi-vie assez faible d’environ 1,5 h dans le plasma et de sa faible biodisponibilité
nécessitant une administration répétée et a des dosages relativement hauts et enfin, au sujet du

caractére tres polaire du phosphonate.

2. Fosmidomycine, téte de série pour la conception de nouveaux inhibiteurs
La fosmidomycine ainsi que le FR-900098 font partie des molécules ayant obtenu le plus d’attrait dans
la synthése de nouveaux inhibiteurs. Ceux-ci ont fait 'objet de nombreuses variations a la fois de
I'acide rétro-hydroxamique, du bras espaceur et du phosphonate qui sont les trois fonctions jouant un

role essentiel dans la fixation dans le site actif (Fig. 60).
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Figure 60 : Fonctions importantes de la Fosmidomycine.
A gauche, schématisation de ces trois fonctions. A droite, représentation des résidus et interactions importants vis-a-vis de
la pince et du phosphonate chez trois organismes.>’

En effet, I'acide rétro-hydroxamique chélate le cation divalent, le bras espaceur hydrophobe cible une

région du méme type et le phosphonate, se fixe au point d’ancrage dans I'enzyme via des liaisons

hydrogenes.
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a. Modification de I'acide rétro-hydroxamique
Dans I'optique de trouver de nouveaux inhibiteurs, la modification de la pince semble intéressante car
les composés comportant un acide hydroxamique souffrent d’une faible biodisponibilité orale,
peuvent rapidement étre dégradés in vivo par hydrolyse, glucuronidation, ou sulfatation et possedent

en général de mauvais profils pharmacocinétiques et toxicologiques.

Au sein de notre laboratoire, de nombreux analogues de la fosmidomycine et du FR-900098 ont été
synthétisés. Les plus probants concernant la modification de la pince sont deux analogues portant un
acide hydroxamique en remplacement de I'acide rétro-hydroxamique.’”® Ces deux composés 63 et 64
ont un comportement similaire a celui de la fosmidomycine, c’est-a-dire que ce sont deux inhibiteurs
se fixant de maniére lente et forte a I'enzyme (Fig. 61).2%% Ils ont cependant une activité un peu
inférieure a celle de la fosmidomycine avec des ICsp de 170 et 48 nM sur la DXR d’E. coli, mais de
maniére intéressante, les deux composés et en particulier le second sont efficaces sur des souches d’E.

coli résistantes a la fosmidomycine.

O (0]
H\NMP:EJ:[GHJZ \NJK/VP:G:[GHJZ
OH 63 OH 64

Figure 61 : Inhibiteurs dit en pince inversée de la fosmidomycine et du FR-900098.

Le remplacement de I'acide rétro-hydroxamique par d’autres groupements tels que le catéchol 65, un

hydrazide 66, un dithiocarbamate 67 ou par un O-méthylhydroxamate 68 n’a pas apporté

d’amélioration (Fig. 62).17
OH 0 s 0
HO PG GH), H2N\NJ\/\/F[G]QDH]2 \S)J\NJ\/\/F{E']-;DH]z
n=1,2 H |
65 66 67
0
/O\NJ\/\/F{G]QDH]Z
R
68
R=H, Me

Figure 62 : Analogues de la fosmidomycine modifiés au niveau de la pince.
L’emploi d’un catéchol a la place de la pince avait été précédemment envisagé par les équipes de Deng
et Larehd. Le premier a rapporté I'utilisation de groupements lipophiles tel que le catéchol, mais c’est
un produit en particulier, la 1-hydroxy-5-phénylpyridin-2-one, qui a obtenu les meilleurs résultats

69.17° Cet inhibiteur n’est pas aussi efficace sur la DXR que la fosmidomycine mais est plus actif sur les
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bactéries Gram positives, et de maniére surprenante, inhibe davantage la croissance de P. aeruginosa
qui est responsable d’infections d’origine nosocomiale et résistant aux deux antibiotiques ampicilline
et kanamycine. En ce qui concerne le second inhibiteur 70, le catéchol comportant un acide

phosphonique, celui-ci posséde une bonne ICso de 41uM sur M. tuberculosis (Fig. 63).17°

OH
N._O
» HOD/\/ PCTcH],
69 HO 70

Figure 63 : Inhibiteurs de la DXR de type catéchol et pyridone.

Dans la continuité, I'équipe de Cox a publié la synthese de différents analogues avec pour principal but
d’étudier le mode de fixation de la fosmidomycine dans le site actif de I'enzyme. Des analogues ont
été synthétisés en remplagant la pince par une amine, une amine acétylée, une oxazolidine-2-one et
une N-hydroxy-oxazolidin-2-one ou encore un groupement alkyle.r”” Aucun des composés ne s’est

cependant avéré étre un bon inhibiteur avec des ICso sur I’'enzyme d’E. coli de I'ordre du micromolaire.

L’équipe de Proteau a rapporté la synthése de plusieurs analogues testés sur la DXR de Synechocystis,
en se focalisant sur la modification de la pince chélatante et du phosphonate. Les modifications
concernant le phosphonate seront développées dans une autre sous-partie.'’® lls ont ainsi synthétisé
deux dérivés de la fosmidomycine 71 et du FR-900098 72 N-méthylé ainsi que le composé 63 (Fig. 64).
H\”/lll\/\/l-':_U_: 12H 1, WIL\/\/P:_U_: 12H 1,

© 7 © 72

Figure 64 : Inhibiteurs de la DXR de type N-méthylé.

Les deux premiers se sont révélés étre de faibles inhibiteurs, ce qui est en accord avec les résultats
attendus, car en I'absence d’un groupement capable de chélater le métal, la capacité d’inhibition
devrait diminuer. En revanche, le dernier a montré un K; bien meilleur que celui de la fosmidomycine
dans le cas de Synechocystis, ce qui n’était pas si flagrant chez E. coli, laissant présager une différence

au niveau du site actif des enzymes des deux especes.

Deng en plus du travail sur le catéchol, a rapporté la synthése de 41 phosphonates lipophiles et mis en

évidence trois composés particuliérement intéressants (Fig. 65).17°
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< FiiIH] \N| PiOHOH], \N| PiOHOH],

73, 1Cso= 4.6 M 74, 1C5o= 0.84 uM 75, 1C50= 15.9 uM

sur DXR d'E. coli

Figure 65 : Inhibiteurs de la DXR de type pyridine.

Ces inhibiteurs présentent un nouveau mode de liaison, entrainant un déplacement de I'indole du
Trp211, ouvrant l'accés vers une poche hydrophobe ou les cycles pyridines et quinoléines des
inhibiteurs (73, 74, 75) se fixent via de fortes interactions de type m-m stacking et transfert de
charges.'® D’autre part, ils ont observé que malgré leur bonne inhibition sur la DXR d’E. coli, ils perdent
en général de leur activité sur la DXR de M. tuberculosis, du fait d’'une perte d’affinité avec I'enzyme

contrairement au DXP qui se lie deux fois plus fermement a la MtDXR qu’a la EcDXR.

L'équipe de Kurz qui a largement contribué a la synthése d’analogues modifiés en position a du
phosphonate et dont la grande majorité des résultats seront développés dans une autre sous-partie,

a également modifié la pince avec un acide phosphonique 76 ou avec le 2-aminophénol 77 (Fig. 66).18!
OH
] g
Ho-P R>oH R-on
HO OH

76 77

I=
©)
T

Figure 66 : Inhibiteurs de la DXR possédant une pince modifiée.

La modification de la pince par ces deux groupements a conduit a la perte de I'activité inhibitrice.

Tous ces résultats sont en accord avec la difficulté de trouver un mime de cette pince, chélatant aussi
bien le métal que le substrat naturel. Cela illustre donc le réle prédominant de l'acide rétro-
hydroxamique/hydroxamique comme étant le groupement le plus efficace dans la fixation du métal.
McCammon, a cependant par des études bio-informatiques, mis en évidence la possibilité d’envisager
I'utilisation de pyrone, thiopyrone et hydroxypyridinone, démontrant que ces groupements auraient

une affinité similaire avec le métal a celle des acides hydroxamiques.'82

L’équipe de Virieux a également travaillé sur la modification de la pince avec une famille de composés
possédant pour échafaudage commun un acide phosphanyl-phosphonate, ainsi que des analogues N-

hydroxyimidazole et N-hydroxyimidazolone (Fig. 67).
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COOPh, Z-Fuyle, CHIOH;Ph

Figure 67 : Inhibiteurs de la DXR de type acide phosphanyl-phosphonate, N-hydroxyimidazole et N-hydroxyimidazolone.

La premiere série a été testée in vivo sous serre sur des plants de mauvaises herbes mais aucune
activité n’a été observée. Les deux suivantes, ont été testées sur des cultures de cotylédons et de
nouveau aucune activité biologique n’a été mesurée mais d’autres analogues devraient étre

évalués.183184

b. Modification de la chaine carbonée
La premiére modification de la longueur de chaine a été rapportée trés tot par Kamiya en 1982.1% Les
études initiales concernant le réle d’antibiotique avaient mis en avant le fait que le raccourcissement

de la chaine a deux carbones est défavorable.

Par la suite, la modification de la chaine par la fonctionnalisation de celle-ci ou la modification des
carbones a fait I'objet de nombreuses études. L’équipe de Van Calenbergh a largement participé dans
ce sens avec la synthése de nombreux dérivés. En tout premier lieu ont été synthétisés des analogues
fonctionnalisés en a du phosphonate a I'aide de groupement aryle 81 ou incluant les trois carbones de
la chaine dans un cyclopropane 82 ou un cyclopentane 83 (Fig. 68).%%” [’incorporation d’un
groupement aromatique électrodéficient en a du phosphonate devait induire une diminution de pKa;
de I'acide phosphonique et ainsi augmenter l'interaction de celui-ci avec le point d’ancrage. De plus,
de tels groupements pourraient permettre d’augmenter le caractere lipophile des composés, ce qui

faciliterait leur pénétration passive a travers la membrane plasmique des bactéries.
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Figure 68 : Inhibiteurs de la DXR de type a-aryle, cyclopropane et cyclopentane.

L’'ensemble des composés a-aryles se sont révélés étre de faibles inhibiteurs de la DXR d’E. coli en
comparaison avec la fosmidomycine, mais ; en revanche, ils surpassent son activité dans I'inhibition de
la croissance de P. falciparum.*® En particulier, le dérivé 3,4-dichlorophényle ol la pince est méthylée
ou non méthylée (Tab. 2) est tres intéressant si on le compare au FR-900098 qui est plus efficace que
la fosmidomycine sur P. falciparum. |l est a noter que la majorité des composés qui seront décrits ont
été synthétisés sous une forme N-acétylée sur la pince comme chez le FR-900098, car ce dernier est

deux fois plus efficace sur P. falciparum in vitro et P. vinckei in vivo.1%®

Tableau 2 : Valeurs des ICso des dérivés 3,4-dichlorophényle méthylé et non-méthylé sur la DXR de deux souches de P.

falciparum.
ICso (1M) Dd2 ICs0 (uM) 3D7
Fosmidomycine 0.36 1.1
FR-900098 0.18 0.32
Qi o
H\n/ N P\\OH
OH
0o 0.028 0.090
Cl
Cl
oH Q
WN R-oH
OH
o 0.090 0.25
Cl
Cl

Concernant, les cyclopropanes, le composé ayant montré la meilleure inhibition est le dérivé trans-

cyclopropyle N-acétyle avec une inhibition comparable a celle induite par la fosmidomycine chez E. coli
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et P. falciparum. Au contraire, dans le cas du cyclopentane, c’est le dérivé trans-formylé et non acétylé
qui a montré la meilleure inhibition. Cependant, dans les deux cas, la rigidification du bras espaceur

préfere une géomeétrie trans.

Au vu de ces résultats, ces principes ont été combinés en rigidifiant le bras avec une insaturation en

a,B du phosphonate 84 et en ajoutant un groupement aryle en a du phosphonate 85 (Fig. 69).1&

OH 0
| 1l
\WN 0 IN\/XRE)ﬂH

R 85R =Ph
84 i3-Ni,)Ph

(4-MC)Ph
£ thignyl
Jtrienyl
{4-CHMA
3 4-7 5)Ph
Br

Figure 69 : Inhibiteurs de la DXR possédant une insaturation et une fonctionnalisation en a du phosphonate.

Etonnamment, aucun de ces composés, a |'exception du dérivé bromé, n’a montré d’activité en

dessous d’une concentration micromolaire.

Dans la continuité de leur travaux, de nouveaux analogues uniquement fonctionnalisés en a du
phosphonate ont été synthétisés.’® A nouveau, seuls deux composés 86 et 87 ont montré chez P.

falciparum une activité surpassant celle de la fosmidomycine et proche de celle du FR-900098 (Fig. 70).

on 9 o I
R\H/N R~0OH R\H/N\/\/P\\OH
OH OH
O O
86 R=H,ICs =027 uM 61 R=H,ICs=1.1pM
CN 87 R =Me, ICs0 =0.27 uM 62 R =Me, ICs5=0.49 uM

Figure 70 : Inhibiteurs de la DXR avec un groiupement a-aryle.

Hormis la substitution en a du phosphonate, I'’équipe de Van Calenbergh a également travaillé sur le
remplacement des atomes de carbone de la chaine par des hétéroatomes. Les B- et y- méthyléne ont
été échangés par un atome d’oxygéne.’®* Pour le premier échange, le but était de voir si I'incorporation
d’un atome électronégatif pourrait avoir une influence sur I'acidité du phosphonate et ainsi, réduire
son pKa et permettre sa double déprotonation a pH physiologique, ce qui est le cas du phosphate du
substrat naturel. En effet, lors de précédents travaux, I’équipe de Proteau avait mis en évidence le fait

que la présence d’un groupement doublement ionisable tel qu’un phosphate ou phosphonate jouerait
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un role important dans la fixation du substrat et des inhibiteurs dans le site de fixation. En ce qui
concerne le second échange, le but était d’introduire un oxygéene a cette position pour voir si celui-ci
pourrait mimer le groupement hydroxy en C4 du substrat qui se lie a trois acides aminés (Glu152,

Asn227 et Lys228).

oH Q 0 2 Q Q
R NvO\/ P\\OH R\N)J\/O\/P\\OH R\NJJ\O/\/P\\OH
\ff OH | OH | OH
0 OH OH
88 89

R=H, Me

Figure 71 : Inhibiteurs B- et y-oxa.

Les résultats ont montré que l'incorporation d’un atome d’oxygene est plus favorable en position

avec un seul composé 89 méthylé ayant une activité comparable a celle du FR-900098 (fig. 71).

Proteau et son équipe avaient par ailleurs précédemment décrit la synthése de I'analogue phosphate
de la fosmidomycine. Ce dernier est connu en tant que produit naturel sous le nom de fosfoxacine 91a
et a été isolé 3 partir de Pseudomonas fluorescens PK-52 dans les années 1990 (Fig. 72).22 Il posséde
une activité antibiotique et montre un meilleur pouvoir inhibiteur sur la DXR de Synechocystis sp.

PCC6803 que la fosmidomycine.'’

QH Q 0 :
R\H/N\/\O/P\\OH R\NMO/"\\OH
OH | OH
0] OH
91a, R = H, fasfaxaring 92a, R=H
91b, R = Me 92b, R = Me

Figure 72 : Fosfoxacine et son analogue méthylé a gauche et leurs analogues en pince dite inversée.

Proteau avait cependant fait la remarque qu’en dépit de son potentiel, le développement de nouveaux
antimicrobiens sous forme phosphate pourraient souffrir de leurs propriétés défavorables, car le
groupement phosphate pourrait rapidement étre hydrolysé par des phosphatases, le rendant

biologiquement labile.

Néanmoins, au sein de notre équipe, malgré la faible exploitation des phosphates en tant que
potentiels antibiotiques, la synthése de dérivés de la fosfoxacine en pince dite inversée ainsi que la
fosfoxacine, méthylée et non méthylée dans les deux cas a été réalisée et leur activité biologique sur
E. Coli et M. smegmatis a été conduite récemment.’®® De facon surprenante, et contrairement aux
résultats de Proteau, la fosfoxacine 91a et ses dérivés 91b et 92a ont des valeurs d’'ICso supérieures
comparés a la fosmidomycine, ce qui est étonnant car nous pourrions nous attendre a une meilleure

fixation du phosphate au sein de I'enzyme. En revanche, le composé 92b est semblable a la
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fosmidomycine sur E. coli et meilleur sur M. smegmatis. Ce qui montre donc que les conclusions

apportées par Proteau ne peuvent pas étre appliquées a toutes les DXR.

Toutefois, du fait de I'exclusion du groupement phosphate mais de son potentiel, I'équipe de Van
Calenbergh a souhaité mimer la nature électronique du phosphate en modifiant la chaine carbonée.
En effet, Nieschalk et son équipe avait démontré qu’un phosphonate de monofluorométhyléene serait
un bon mime car I'atome de fluor, de par son électronégativité, permet d’augmenter I'acidité du
phosphonate de maniére a avoir un pKa semblable au phosphate.’® De plus, les phosphonates a-
fluorés substitués ont un angle de liaison C-C-P proche du phosphate, ce qui en fait de trés bons

isosteres géométriques (Fig. 73).

Q Q Q Q
rHJ\O/P\\OH “rrr\/ I:)\\OH rgj\{P\\OH ‘Jﬁy I:)\\OH
OH OH OH F - OH
F
Angles C-X-P 118.7 112.1 113.2 116.5

Figure 73 : Angles C-X-P de phosphate et phosphonate déterminés a partir de structures cristallographiques.1%4

lls ont ainsi synthétisé trois analogues a-halogénés avec un atome de fluor ou de chlore (fig. 74).1%

OH o) OH o) o) o)
’ll 'I:I’ 'l‘ 'I:I’ OH ~ )WH OH
\"OH - N
Y oR TR N OH
(0] F (@] Cl OH F
93 94 95

Figure 74 : Inhibiteurs a-fluorés.

Par estimation du pKa des deux premiéres espéces, ils ont pu en conclure que I'introduction d’un
halogene en a décroit en effet la valeur du pKa jusqu’a une valeur semblable a celle du phosphate et
gu’ainsi, a pH physiologique, ils seront sous forme doublement déprotonée. De plus, leur évaluation
in vivo sur deux souches de P. falciparum et in vitro sur des souris porteuses de P. berghei a montré
gu’ils égalent voire surpassent la fosmidomycine. Dans une approche semblable, I'équipe de Virieux a
souhaité étudier le potentiel de composés difluorés pour leur activité en tant qu’herbicide.’® lls ont
ainsi réussi a synthétiser la fosmidomycine en pince inversée difluorée, ainsi que I'intermédiaire FR-
900098 difluoré sous forme de phosphonate de diéthyle, n’ayant pas réussi a obtenir le produit pur
suite a la derniére étape de déprotection du phosphonate. Malheureusement, les deux composés se

sont avérés inactifs en tant qu’herbicide.
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Du fait des résultats encourageants quant a la fonctionnalisation en position a obtenus par I'équipe et
d’autres groupes, I'équipe de Van Calenbergh a continué dans ce sens et a rapporté la synthése d’une
nouvelle série de molécules, possédant un azote ou oxygene en a, de maniere a fonctionnaliser
facilement avec différents substituants de type azoture 96, amide 97a, urée 97b, éther 98 et triazole

99 (Fig. 75).17

OH Il QH 9 QH 9 OH Il
N P~ N P~ N P~ N P~
\_OH \"OH OH \"OH

YR YR R ety
N3 (@) NH 0] .0 (0] N.

Y R N

w

R N

R
96 97a R =Ph, 98 R =H, Me, Ph 99 R =H, Ph, tBu
97b R = hHFN

Figure 75 : Inhibiteurs fonctionnalisés avec différents substituants.

Les plus prometteurs, sont les analogues possédant de petits substituants tels que l'azoture et

I’hydroxy. De plus, aucun des triazoles n’a démontré une inhibition notable.

L’équipe de Van Calenbergh a également investigué la fonctionnalisation d’analogue en position B, qui

a recu moins d’attention, par I'introduction d’aromatiques (Fig. 76).1%®

Ph
0] R 9 O )n o
> J\)\/P\\OH > \~OH
N OH N
OH OH
R=Ph n=1a4
(4-Me)Ph
(4-MeO)Ph
(4-Cl)Ph
(3,4-diCI)Ph
Me

Figure 76 : Inhibiteurs fonctionnalisés en B.

L’ensemble des composés synthétisés n’a pas montré de réelle amélioration avec une faible inhibition,
mais ceux portant un groupement phényle avec une longueur de chaine variable ont démontré une
meilleure fixation. Cette étude a toutefois mis en avant une différence de comportement entre les
enzymes d’E. coli, M. tuberculosis et P. falciparum ou cette derniére est en général plus sensible aux
inhibiteurs synthétisés. De plus, I’étude cristallographique a mis en évidence des modes de fixation
différents ol dans le cas des composés ayant la plus grande longueur de chaine, un résidu de la boucle,
le tryptophane (Trp211 chez EcDXR, Trp203 chez MtDXR et Trp296 chez PfDXR) est déplacé par le
phényle et ol celui-ci se retrouve entre ce tryptophane et I’hydroxamate. La modification de ce

tryptophane, essentiel pour I'activité de I'enzyme, a déja été rapportée dans le cas des analogues
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pyridine et quinoléine synthétisés par Deng et son équipe. Des études complémentaires visant a
étudier les propriétés lipophiles, électroniques et stériques de nouvelles chaines latérales a permis de
mettre en évidence de nouveaux composés dont |'efficacité se rapproche de la fosmidomycine et du

FR-90098 sur P. falciparum (Fig. 77).1%°

R
0 2
“ P~oH  R=CgHj#-Ma: R = CgHyid-+:
, OH CoHai3-ha CeHal4-Cl5)
OH CeHald-Oildei naprakdne-1-yl
CeHal3-Cilde nap.aldne-2-yl
CoHgid-+ 3 CeH4-Ph

Figure 77 : Inhibiteurs fonctionnalisés en B.

D’un point de vue global, les phényles substitués en meta sont de meilleurs inhibiteurs et plus le
groupement est petit, meilleure est I'inhibition. Les larges groupements lipophiles du type biphényle
et naphtyle entrainent pour leur part une diminution de I'efficience. Tous ces résultats permettent de
confirmer le potentiel de fonctionnaliser en B et d'orienter les futures recherches vers des

groupements plus petits.

En paralléle des travaux de Van Calenbergh, qui s’étalent sur pres d’une décennie, les travaux de Kurz
ont aussi largement participé a la fois a la compréhension de I'apport de certains composés dans la
fixation dans I'enzyme et a I'enrichissement du nombre d’inhibiteurs. Ils furent les premiers a
rapporter en 2005 le potentiel des a-phénylfosmidomycine a travers un brevet, confirmé ensuite par
Van Calenbergh. Lors de leurs travaux, Kurz et ses collegues ont cherché a travailler sur des analogues
a-substitués, tout en cherchant a masquer I'acide phosphonique dans le but d’étudier la relation
structure-activité, et d’augmenter la lipophilie. lls ont ainsi synthétisé des prodrogues de type
pivaloyloxyméthyle ol I'acide phosphonique est libéré par une estérase non spécifique.?® De tous les
composés testés, le plus actif est la fosmidomycine fonctionnalisée par le 3,4-dichlorobenzyle 100a
(Fig. 78).2%! De plus, I'incorporation de la chaine dans un noyau aromatique de type phényle 101, méne

a une perte significative de 'activité de la fosmidomycine.??
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Figure 78 : Inhibiteurs a-substitués sous forme de prodrogues.

Par contraste avec les résultats obtenus sans groupement masquant de I'acide phosphonique, ce sont

les analogues formylés qui se sont avérés étre les plus actifs.

lls se sont ensuite principalement focalisés sur des analogues de la fosmidomycine en pince inverse,
tout en reprenant certains groupements ayant démontré leur efficacité tels que le phényle et le 3,4-

diF-phényle, et ce, tout en jouant sur la N-alkylation de la pince.20% 204

Q
R1\Nk/\(P\\OH 102: R, = Me, R, = Ph
' OH 103 : Ry = H, Ry = 3.4-diF-PF

OH R
2 104 : R, = Me, R, = 3,4-diF-Ft

Figure 79 : Inhibiteurs a-substitués et N-alkylés.

Plusieurs composés (102, 103, 104, Fig. 79) se sont révélés étre de bons inhibiteurs avec des valeurs
d’ICso de I'ordre du bas nano-molaire sur la DXR de P. falciparum telles que 3 nM pour les trois
composés ci-dessus, ce qui est bien inférieur par rapport a la fosmidomycine et au FR-900098 . Par
étude in vivo sur des souris infectées par P. berghei, des deux inhibiteurs 103 et 104, le premier a
montré une efficacité similaire a la fosmidomycine tandis que le second avait moins d’effet sur la survie
des souris. Malgré les résultats tres prometteurs in vitro, les essais réalisés in vivo sur une autre souche,
ont été plus décevants. Cependant, ces trois composés restent de bons candidats pour des études plus

approfondies.

L’équipe de Kurz a également travaillé sur le remplacement des atomes de carbone de la chaine par
un atome d’oxygeéne 105 ou un atome de soufre 106 en 3 sur des analogues de la fosmidomycine en

pince inverse et fonctionnalisés en a avec un phényle (Fig. 80).20% 206
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Figure 80 : Inhibiteurs B-oxa et B-thia.

Par comparaison des isosteres carba, oxa et thia a-phénylés chez EcDXR, MtDXR et PfDXR, ils ont
remarqué que l'introduction d’'un atome de soufre conduit a une amélioration des valeurs des ICso
dans le cas d’EcDXR et de MtDXR. Par ailleurs, auparavant, les différents analogues étaient testés en
mélange racémique mais ici, 'importance de la chiralité a été mise en avant sur l'isostére thia a-
phénylé avec I'énantiomeére S-(+) (9.4 nM sur PfDXR) dont I'inhibition est 1250 fois supérieure a celle
de I'énantiomere R-(-) (1200 nM). Ainsi, la séparation des énantiomeres pourra conduire a de meilleurs

résultats, par élimination de I’énantiomeére le moins actif.

Parmi les derniers analogues de la fosmidomycine en pince inverse synthétisés par I'équipe de Kurz,
on retrouve de nouveau des analogues a-phénylés avec des groupements donneurs 107, des
analogues ou la longueur de chaine est rallongée d’un carbone 108, des analogues de type

benzoylamino 109, et des B-oxa isostéres avec un groupement méthoxy en para 110 (Fig. 81).%8!

0 (')' R4 =Me, R, =H, R;=Me (')H I
Rq< P- 1~ y M2 = I, "3 = -
1 [Tj \OaH Ri=H, Ry=H, R; = Me N P\OaH
OH 107 Ri=Me, R, = H, R3 = Qe (o) 108
R1 =H, R2 =H, R3 = CQlde
R, R = Me, R, = Uz, Ry = Qe
R3 R1 = H, R2 = LIRS, R3 = e
o @ f ®
R4\N)WP\\OH RstJ\/O R-oH
I OH | OH
OH Os__NH OH

109 R4 =H, Me O 110 Rs5=H, Me

Figure 81 : Inhibiteurs avec différents groupements en a.
Les meilleurs résultats sont de nouveau obtenus dans le cas des analogues a-phénylés portant des
groupements donneurs. En revanche, I'élongation de la chaine a conduit a une importante perte
d’activité. D’autre part, I'’étude cristallographique des meilleurs analogues a permis de mettre en avant

le r6le de certains résidus dans la fixation des inhibiteurs.
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La variation de la longueur de chaine avait déja été envisagée par notre équipe. En effet, en 2010, les
travaux de Zinglé décrivent une perte dramatique de I'inhibition pour des analogues en pince inversée
111 ayant une chaine raccourcie d’un carbone, et une inhibition modérée pour une chaine rallongée
d’un carbone (Fig. 82).%%7 La perte dramatique est sans doute due au fait que l'inhibiteur devient
incapable de se fixer aux deux points d’ancrage en méme temps. Plus récemment, Dowd et son équipe
ont rapporté la synthese d’analogues cette fois-ci en pince rétro-hydroxamique 112 avec une chaine
variant de 2 a 5 carbones, ainsi qu’un dérivé du FR-900098, portant une insaturation en a du

phosphonate 113.%%

OH 0 O O OH 0

| Il 1] | |
N AR IR N AR
\"OH \"OH ~ Xx"\"OH
R I" " oH R ('?;H n O T OH

111 R=H, Me 112 R=H, Me 113
n=123 n=1234

Figure 82 : Inhibiteurs avec une longueur de chaine variable et portant une insaturation.

Les composés de I'équipe de Dowd, testés sur la DXR de M. tuberculosis et dont la longueur de chaine
varie, ont tous montré une faible inhibition a I'exception de la fosmidomycine et du FR-900098.
Concernant l'incorporation d’une insaturation avec le composé 113, celle-ci a révélé une activité
supérieure a celle du FR-900098, qui sous forme de prodrogue, se révéle étre I'un des inhibiteurs des

plus prometteurs.

La remplacement du phényle par un groupement pyridine a été réalisé par I'équipe de Song.?” Les
quatre composés (substitués en méta 114 ou para 115 et formylés ou acétylés) se sont révélés étre de
bons inhibiteurs avec des ICso allant de 170 a 460 nM sur la souche Dd2 de P. falciparum et I'étude
cristallographique du composé 115p a permis de confirmer que la boucle s’adapte a ces molécules via
une modification de sa conformation (Fig. 83). De plus, chez PfDXR, il a été observé que la Cys338 crée

une liaison hydrogene avec I'azote de la pyridine, ce qui contribue fortement a 'augmentation de son

efficacité.
QH Q QH :
N P- N P-
\_OH \_OH
ﬁ OH \f( OH
(@) _ | (0] _ |
X WX
\Y,X v
114 m,X=N,Y=C
115 p,X=C,Y=N

Figure 83 : Inhibiteurs de type pyridine.
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Le groupe de Larhed a également apporté sa contribution a la synthése d’analogues a-substitués de la
fosmidomycine en explorant le potentiel des biaryles, et de différents hétérocyles fusionnés comme
le 2-benzofurane.?® Tous les composés inhibent la MtDXR avec des ICso variant de 0.8 4 27.3 uM. Le

meilleur est comparable a I'analogue 3,4-dichloro substitué.

c. Modification du point d’ancrage
i Remplacement du phosphonate
Pour rappel, Proteau a rapporté la synthése de plusieurs analogues testés sur Synechocystis, dont I'un
était prometteur. Il a également modifié le phosphonate en le remplagant par un carboxylate et un
sulfamate. La synthése du premier avait été rapportée peu de temps avant Proteau par I'équipe de
Kurz mais le composé n’avait pas fait I'objet d’un test biologique sur la DXR.?! Ainsi, par analyse sur la
DXR de Synechocystis, a été mise en évidence la perte d’affinité de ces deux dérivés vis-a-vis de
I’enzyme, mettant en avant I'importance du phosphate ou du phosphonate qui peuvent se fixer en
tant que mono- ou dianions, alors que le carboxylate peut seulement le faire en tant que mono-anion
et que le sulfamate est neutre.}”® De méme, le test sur la DXR d’E. coli du carboxylate a conduit aux

mémes conclusions.?"’

Plusieurs équipes ont également échoué dans le remplacement du phosphonate par un

212, 213 214, 176

sulfonamide, une sulfone,?*? un sulfonate,?®” ou encore un tétrazole, ce qui a conduit a

chaque fois a une perte de I'inhibition sur la DXR d’E. coli et de Synechocystis sp.

Ces différents échecs dans le remplacement du phosphonate de la fosmidomycine démontrent son
role essentiel dans la fixation de I'inhibiteur au niveau du point d’ancrage, de par sa charge et de par
une certaine rigidité du site de fixation qui, en présence d’un autre groupement, ne s’"accommoderait

pas a celui-ci.

ii. Modification sous forme de prodrogue
L'impossibilité de remplacer le phosphonate a conduit de nombreux groupes a chercher a le masquer
pour permettre le passage d’une prodrogue neutre du phosphonate au travers des membranes,
comme dans le cas de M. tuberculosis, ou dans le but d’augmenter la biodisponibilité de certains
composés, a I'exemple de la fosmidomycine. Ainsi, en 2001, I’équipe de Jomaa a rapporté la synthése

du FR-900098 sous forme d’une prodrogue d’ester de phosphonate phénolique.?®
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Figure 84 : Prodrogue sous forme d’ester de phosphonate phénolique.

Le composé 116 (Fig. 84), testé sur des souris infectées par P. vinckei, a montré une efficacité
supérieure a celle du FR-900098, lorsqu’il est introduit par injection, et semblable a celle du FR-900098
si administré par voie orale. Cependant, la libération de dérivés phénoliques, connus pour leur
cytotoxicité, a ensuite conduit vers la synthése de prodrogues de type acyloxyalkylester et
alkoxycarbonyloxyethylester.?6 217 | 3 premiére série de type acyloxyalkylester (Fig. 85) a conduit a la
synthése de sept prodrogues, testées de nouveau sur des souris infectées par P. vinckei et tous les
composés ont montré une bonne activité antipaludéenne, qui pour deux en particulier surpassent celle

du FR-900098 (composés 117 et 118, Fig. 85).

WN\/\/P OJ\O)K \H/l{l\/\/lg OJ\OJK/

@) 0]
2 2
117 118

Figure 85 : Prodrogues sous forme d’acyloxyalkylester et d’alkoxycarbonyloxyethylester.

L'aspect huileux des différents acyloxyalkylesters n’étant pas favorable pour la formulation de
comprimés, une seconde série de type alkoxycarbonyloxyethylester a été envisagée. Deux d’entre eux,
119 et 120, se sont révélés étre meilleurs que le FR-900098, induisant un retard de deux jours dans le

développement du parasite (Fig. 86).

OH 0O 0 OH Q o
WN\/\/B OJ\O)]\O/ ﬁ(’{l\/\/ll:I> OJ\O)]\O/\

@) 5 @) 5
119 120

Figure 86 : Prodrogues du FR-900098.
Le potentiel du dérivé pivaloyloxyméthylester a fait I’objet d’une étude plus poussée, démontrant que
I'utilisation de molécules de ce type, masquées par deux esters, augmente |’activité antipaludéenne
du FR-900098.%8 En effet, la concentration plasmique du FR-900098 libre passe de 1.2 uM aprés 30
min d’administration par voie orale a 3 uM lorsqu’il est ingéré sous forme de prodrogue, et, sous cette

forme, I'inhibition de la DXR de deux souches de P. falciparum est 2 a 5 fois supérieure a I'inhibition
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induite par I'inhibiteur libre, ce qui pourrait étre du a son caractére lipophile qui faciliterait son passage

dans le parasite par diffusion passive.

L'équipe de Kurz, qui a beaucoup travaillé sur la modification de la chaine, a combiné cette
modification avec le masquage du phosphonate. En 2006, cette équipe a tout d’abord rapporté la
synthése d’analogues de la fosmidomycine et du FR-900098 fonctionnalisés en a- du phosphonate, ce
dernier étant masqué sous forme de pivaloyloxyméthylester.?%% 29! pyis en 2012, une deuxiéme
modification a été rajoutée en remplacant la chaine B-carba par une chaine B-oxa.?®> De nouveau,
plusieurs composés ont été mis en avant par cette étude sur la DXR de P. falciparum. Les meilleurs de

chaque publication sont rapportés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Prodrogues d’analogues B-aryle et B-oxa a-aryle du FR-900098.

OH (@) (@) (@) (@) (@)
Ry N B ke roe I o Bl Nk
\[(V\(o o) EH Yoo

o) R4 5 R 5
121 a-b 122 a-e
R: R: Pf3D7 ICso (LM)
Prodrogue du FR-900098 H CHs; 0.4
121a 3,4-F-Ph H 0.3
121b 3,4-Cl-CgHs-CH>. H 0.9
1223 Naphthyl-1-yl CHs; 0.52
122b 4-F-Ph CHs 0.48
122c 3,4-F-Ph CHs 0.54
122d 3,4-Cl-Ph CHs 0.24
122e 4-CHs-Ph CHs 0.18

Outre I'ensemble de ces modifications, ont également été synthétisées des prodrogues dites doubles,
pour lesquelles, le groupement phosphonate est masqué, ainsi que I’hydroxamate qui est estérifié et

doit &tre activé et libéré par hydrolyse in vivo.?%>21°
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Tableau 4 : Prodrogues du FR-900098 de type double.

R, Ry 5
123 ad
R: R: X Y Pf3D7 ICso
(uM)
Prodrogue du H CHs CH, H 0.4
FR-900098

123a 3,4-F-Ph CHs 0] H 0.013
123b 3,4-F-Ph CHs 0 CO,CHs 0.023
123c 3,4-F-Ph CHs 0] CONHC;Hs 0.031
123d 3,4-F-Ph CHs CH, CONHC;Hs 0.045

Les résultats obtenus in vitro ont été plus que prometteurs guidant vers I'étude in vivo sur des souris
infectées par P. berghei des composés 104 et 123d (Tab. 4).2"° Les conclusions ont cependant été
décevantes suggérant une instabilité chimique ou métabolique et/ou un possible manque de bio-

activation.

Dowd et son équipe ont mis en avant suite a la synthése de différentes prodrogues le fait qu’elles
n’utilisent pas le transporteur glpT, entre autres du fait de leur activité inhibitrice sur certaines souches
comme M. tuberculosis.?*® 2 Or |a résistance vis-a-vis de la fosmidomycine de certaines bactéries dont
fait partie M. tuberculosis a été imputée a I'absence de ce transporteur et a la présence d’une paroi
cellulaire extrémement lipophile qui limite la diffusion passive, rendant les bactéries naturellement
résistantes aux antibiotiques. Ainsi, la synthése de molécules plus lipophiles en masquant le caractere

tres polaire du phosphonate semble étre d’un grand intérét.

Au sein de notre équipe, la synthése de prodrogues a également été conduite. Le potentiel des
acyloxyalkylesters a été testé (Fig. 87).2%22 L'ensemble des composés synthétisés n’inhibent pas la
croissance de M. smegmatis en série N-H, mais leur dérivés N-méthylés 124b, 125b et 126b ont montré

une meilleure activité.
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o) o 0 OH o o)
- R N P
OH A o) A
124, R, = n-Pr aR{=H 127
125, R, = t-Bu bR, =Me
126, R, = Ph

Figure 87 : Prodrogues de type acyloxyalkylester.

De maniére surprenante, les prodrogues 122a de la fosmidomycine et 122b du FR-900098 sous la
forme n-propyloxyméthyl ester ayant donné de bons résultats sur des souches 3D7 et Dd2 de P.
falciparum n’ont pas permis de bloquer la croissance de M. smegmatis alors que la fosmidomycine et
le FR-900098 inhibent P. falciparum.?*®%! Cela a conduit a plusieurs hypothéses : les molécules 127a
et 127b, ne passeraient pas la membrane de M. smegmatis par diffusion passive contrairement aux
molécules 124b, 125b et 126b. Ou les prodrogues 127a et 127b ou leurs composés parents 61 et 62

pourraient étre expulsés de la cellule par des pompes a efflux ou encore étre inactivés.

Dernierement, I'équipe de Barros a travaillé sur la synthése de prodrogues d’un autre style, en incluant
les deux extrémités phosphonate et acide hydroxamique dans un cycle en espérant que cette
démarche pourrait conduire a de nouveaux analogues contraints possédant des propriétés nouvelles

(Fig. 88).223

Figure 88 : Analogues contraints, sous forme prodrogue.
Le cycle a 6 chainons (128) a montré une activité meilleure par rapport a celles de la fosmidomycine
et du FR-900098 sur P. falciparum contrairement au cycle a 7 chainons (129). Cela est en accord avec
la nécessité de conserver une longueur de chaine de trois carbones entre le phosphonate et I'acide

hydroxamique.
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L'utilisation de prodrogues contre P. falciparum a donc montré un fort potentiel avec une amélioration
de I'activité de la fosmidomycine et du FR-900098 contre ce méme pathogéne. Ces résultats sont

prometteurs dans leur utilisation contre M. tuberculosis qui représente un probleme de santé mondial.

d. Augmentation du caractére lipophile par élongation au niveau de |'acide hydroxamique /
approche bisubstrat
Une derniere approche a été envisagée pour la synthése de nouveaux inhibiteurs par plusieurs
équipes. Elle consiste a remplacer le groupement formyle ou acétyle de la fosmidomycine ou du FR-
900098 par différents fragments. Jomaa et ses collaborateurs les ont ainsi remplacés par différents

224 |’évaluation

acyles fonctionnalisés dans le but d’augmenter le caractere lipophile des inhibiteurs.
biologique des différents composés a conduit a la mise en évidence d’une perte significative d’activité
inhibitrice comparée a celles de la fosmidomycine et de son analogue méthylé. Cependant, par étude
de docking, il a été mis en avant la possibilité de retrouver cette activité en positionnant de maniere
adéquate un accepteur de liaison hydrogéne de maniére a former une liaison de ce type avec la

fonction NH de la Met214 qui fait partie de la boucle et qui recouvre le site actif. Cette idée a été

vérifiée avec le composé 130a dont I'activité est deux fois supérieure a celle du composé 130b.

Tableau 5 : Inhibiteurs acylés, au niveau de la pince.

OH 0
R\ﬂ/ N\/\/éF"\-lOH
O
Composé R-CO- ICso DXR d’E. coli (uM)
130a \H/\/\H/ 5.4
O O
130b \/\/\H/ 10
O
130c 0] 20
)J\/\g/
130d F 1.3
F F
F
F O

De plus, I'importance de la longueur de chaine a été confirmée avec le composé 130c ou I'interaction
avec la Met214 est moins favorisée, le meilleur composé est celui substitué par un groupement le

pentafluorobenzoyle 130d (Tab. 5).
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A nouveau, Van Calenbergh en association avec plusieurs équipes a synthétisé une série possédant la
fosmidomycine comme structure commune, prolongée par une glycine puis, par un fragment variable
de maniére a explorer la présence d’autres sites de fixation.??® Le remplacement de l'acide
hydroxamique par une liaison stable de type amide simple qui pourrait contribuer a la formation de
liaison hydrogéne a été mis en ceuvre mais a entrainé une perte d’activité non négligeable, également
observée par Woo lors du remplacement de la liaison N-OH par N-CHs.178 Ainsi, la conservation de la
liaison N-OH est nécessaire. La majorité des composés possédant un fragment aryle ou alkyle n’a pas
montré d’efficacité en dessous d’'une micromolaire, a I’exception du composé 131 (Fig. 89) avec une

ICso de 1 uM sur la DXR d’E. coli et de 0.4 uM sur la DXR de P. falciparum.

0 OH 0
[ I
@OMHW N WZLOH
(@]
131

Figure 89 : Inhibiteur rallongé au niveau de la pince.
L'introduction d’une liaison amide simple, en complément d’une variation de la longueur de chaine
sous la forme de N-aryle et N-hétéroarylcarboxamides 132, avait également été envisagée par I'équipe
de Kaye, permettant de mettre en avant plusieurs éléments clés concernant la relation structure

activité et notamment la découverte d’une nouvelle poche (Fig. 90).2%6 227

1}

N I "OH
H nOH
132n=2,3et4

Figure 90 : Inhibiteurs de type N-aryle

La présence d’'une poche a également été mise en évidence par I'équipe de Dowd qui a travaillé sur la
synthése d’inhibiteurs via une approche bisubstrat. Cette approche consiste a cibler deux sites distincts
de I'’enzyme a I'aide d’une seule molécule. Ainsi, en souhaitant cibler a la fois le site de fixation du DXP
et la poche du NADPH via cette approche, il a en réalité été démontré, par étude de I'inhibiteur le plus
probant, que celui-ci est non compétitif vis-a-vis du NADPH et cible donc une autre poche.??® Pour ce
faire, ils avaient conceptualisés des composés dits O-liés 133 et des ligands amides 134, fonctionnalisés

avec différents aromatiques pour mimer le cycle du nicotinamide du NADPH (Fig. 91).
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OR OH
\WN\/\/F‘[O}[GH}z R\ff N~ TIOHOH
o 133 o 134
1342 R = (CH,),Ph 134a R = CH,Ph
133b R = (CH,)3Ph 1440 R ={LHy);Ph
1834¢ R = 4-1zapropyibenzyl 18dC R —cyzlol oyl

183 R = cyclolroayic

Figure 91 : Inhibiteurs de type bisubstrat.

Pour la premiére série, seul le composé fonctionnalisé avec le groupe 4-isopropylbenzyle 133c a
montré une inhibition dans la gamme du bas micromolaire. Pour la seconde, c’est le dérivé 134b qui a
été le meilleur et qui a servi aux expérimentations de compétitivité pour étudier son mode de fixation.
A noter que 133d et 134c sont de faibles inhibiteurs, démontrant le r6le de I'aromaticité. Par ces
études, I'équipe de Dowd a ainsi montré que les composés de type amide peuvent tout de méme se
lier au niveau du site actif via un mode de fixation différent. La synthese et I'’évaluation d’'une nouvelle
série de composés N-acyles et O-liés plus large a permis cette fois-ci de déceler deux composés 135 et

136 qui possédent les meilleurs résultats d’inhibition (Tab. 6).2%°

Tableau 6 : Inhibiteurs N-acylés et O-fonctionnalisés sur la DXR de Mycobacterium tuberculosis.

ICso DXR de Mtb  1C5o DXR de Mtb

R1 Rz
(1M) (uM)
(I)Rz 9 135 Ph H 70% a 100 pM 4.75
Ri NP
\g/ 6HOH 136 CHs  CHx-(2-naphthyl) 1.45 0.33

De plus, ceux-ci se lient de facon compétitive envers le DXP et NADPH, contrairement aux analogues
des séries précédentes. llIs se lient via un mécanisme de type « flip-and-lock » ou le mime du NADPH
se lie, induisant un changement de conformation de la DXR (Flip) suivi en deuxiéme lieu par la fixation
du mime du DXP, conservant I'’enzyme dans un état bloqué (lock). Au premier abord, il avait été prédit
qgue les composés O-liés, seraient moins actifs du fait de la substitution du groupement hydroxyle de
I'acide rétro-hydroxamique, empéchant la formation de I'anion qui se chélate au métal. Mais ces

résultats montrent que la présence d’un anion qui se chélate au métal n’est pas nécessaire.

Dans la poursuite de ce projet, Dowd et Van Calenbergh ont ensuite souhaité étudier la contribution
que pourraient apporter des groupements aromatiques substitués en ortho de I'lamide.?*® lls ont ainsi

synthétisé une série de 14 nouveaux analogues de la fosmidomycine (fig. 92).

73



o) o)
Il
HNM?\OH
OH
R

Figure 92 : Inhibiteurs amide ortho-substitués.
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L’'ensemble des analogues se sont révélés étre inactifs sur les DXR de E. coli et M. tuberculosis, ainsi

que sur la croissance de la souche K1 de P. falciparum, émettant I’hypothese que la flexibilité

relativement limitée autour de la liaison amide pourrait étre responsable de cette inactivité.

L'introduction d’un espaceur entre la liaison amide et le noyau aromatique pourrait permettre

I"'adoption d’une meilleure conformation pour occuper le site actif ou une autre poche alternative.

Mowbray et son équipe, ont rapporté la synthese de composés mélant une premiéere substitution en

a du phosphonate et une deuxieme au niveau de I'hydroxamate, tout en réussissant a cibler la poche

du NADPH (Tab. 7).2*

Tableau 7 : Inhibiteurs disubstitués.

R
. OH i
_P N
H?‘d R2
0O Ry
Cl
Cl
131
Entrée R: R, Rs MtDXR ICsp (LM)
137a H H H 0.32
137b H H H 19
2N CF3
137¢ -N H H 13
H‘t«h/\N\\\>
=N
137d H -N H 0.14
L%/\N\\\>
=N
1.2

137e H H '1(\ N- N\
-
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Au sein du laboratoire, la synthése de bisubstrats a également été envisagée avec la synthése de
molécules possédant a la fois un catéchol capable de se chélater au métal, ainsi qu’un autre groupe
capable d’occuper le site de fixation du NADPH ou la poche hydrophobe située aux abords du site actif

(Fig. 93).232 Pour cela, I'emploi de dérivés catéchol-rhodanine a été décidé, suite aux travaux de Sem.%*

234

(0]
HO
\S N’>/R
HO \’<
s O

Figure 93 : Inhibiteurs du type catéchol-rhodanine.

Les résultats ont laissé entrevoir le potentiel de tels composés et leur développement reste a faire.

La modification du phosphonate, hormis sous forme de prodrogues ou la pince chélatante, n’a pu étre
réalisée sans observer une perte importante de I'activité inhibitrice. En revanche, la modification de la
chaine carbonée par l'introduction d’un substituant en a du phosphonate a permis I'obtention
d’inhibiteurs qui surpassent la fosmidomycine et le FR-900098. De méme, la poche du NADPH semble
étre une cible accessible. Les travaux de Hirsch imputés a l'utilisation du logiciel DoGSiteScorer
montrent que cette poche peut étre visée, mais cibler uniquement celle-ci n’est pas d’un grand intérét

du fait de sa petite taille et de son caractére peu lipophile.”®

Dans la course vers de nouveaux antimicrobiens, un travail de longue haleine reste encore a venir avec
la compréhension grandissante de cette enzyme et la nécessité avec le temps qui passe de trouver de

nouveaux inhibiteurs.
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Cadre général et stratégies

Le but de cette thése est de synthétiser de nouveaux inhibiteurs de la voie du MEP et plus précisément
de la DXR. Trois éléments clés sont ressortis pour orienter les modifications de la fosmidomycine et les
synthéses de ses analogues. Premiérement, le phosphonate joue un role essentiel dans I'ancrage de la
fosmidomycine dans le site actif, mais masquer ses charges négatives permettrait d’augmenter la
lipophilie des molécules et ainsi favoriser leur passage passif au travers de la membrane plasmique.
Synthétiser des prodrogues électriquement neutres s’avere nécessaire, par exemple dans le cas de M.
tuberculosis qui ne posséde pas le transporteur a GlpT permettant le passage de la fosmidomycine
chez E. coli. Il faut noter que le DXP, le substrat naturel de la DXR, posséde un phosphate a la place du
phosphonate de la fosmidomycine, mais ces deux groupements sont les seuls reconnaissables par
I’enzyme. Deuxiémement, la longueur de chaine idéale est de trois méthylénes entre le phosphonate
et la pince chélatante, mais cette chalne peut étre fonctionnalisée en a du phosphonate par un
groupement aryle qui a un effet favorable sur I'inhibition. Finalement, I’enzyme accepte pour pince
chélatante un hydroxamate dans ses deux orientations, mais le remplacement de cette fonction par
un autre groupement fonctionnel conduit dans la majorité des cas a une perte importante de I'activité
inhibitrice. Par ailleurs, plusieurs équipes ont montré qu’une extension au niveau de I’hydroxamate
avec des composés N-substitués permet de conserver une activité inhibitrice et ainsi, d’envisager de

cibler d’autres poches, et éventuellement augmenter I'affinité de I'enzyme pour l'inhibiteur.

Parmi les inhibiteurs les plus prometteurs synthétisés au cours des derniéres décennies, ceux ciblant
une autre poche se sont avérés étre des plus efficaces, notamment les inhibiteurs ciblant une cavité

présente sous la fonction phosphonate.

Ces travaux de thése se sont ainsi orientés vers la synthése d’inhibiteurs conservant ces différents
points clés et ciblant deux sites distincts, a savoir le site du substrat naturel et celui du NADPH. Pour
ce faire, deux approches ont été envisagées : une approche biligand et une approche bisubstrat. La
premiere consiste a cibler les deux sites avec deux molécules distinctes tandis que la seconde a cibler
les sites avec une seule molécule. Pour mener a bien ce projet, des travaux de modélisation
moléculaire ont été réalisés par le Dr. Fanny Krebs et le Dr. Jérémy Esque de I"’équipe du Dr. Roland
Stote. Ces travaux de modélisation nous ont permis d’évaluer la capacité des composés a se fixer au

sein de I'enzyme, dans les sites ciblés et a sélectionner des mimes du NADPH.

La premiére approche, dite biligand consiste a synthétiser des ligands bioorthogonaux appropriés et

complémentaires qui réagiront par une réaction « click » in situ de maniére a former a l'intérieur du
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site actif une liaison covalente entre les deux ligands (Fig. 94). Cette réaction devrait étre favorisée lors
de la fermeture de la boucle située au-dessus du site actif de la DXR consécutive a I'occupation des
sites par les inhibiteurs. En effet, la fermeture de la boucle en temps normal permet un rapprochement
entre le DXP et le NADPH pour permettre la réduction du DXP en MEP. Deux molécules adaptées I'une
au site de fixation du substrat de la DXR et l'autre a celui du cofacteur NADPH porteront
respectivement un groupement azoture et une fonction alcyne se faisant face afin de réaliser une
réaction click. Si ces fonctions sont positionnées de maniere adéquate, la boucle pourrait induire le
rapprochement nécessaire pour que la réaction de click se face. Cette approche sera développée dans
le chapitre 1 et des exemples de chimie click in situ rapportés dans la littérature, seront présentés dans

les introductions des chapitres 1 et 3.

Figure 94 : Approche biligand. Mimes du DXP et NADPH respectivement fonctionnalisés par un azoture et alcyne dans la DXR.
A. Boucle ouverte et mise en place des mimes du DXP et NADPH. B. Fermeture de la boucle favorisant la réaction de click in situ
par rapprochement des deux fonctionnalisations.

La seconde approche, dite bisubstrat, déja évoquée auparavant (Introduction, 11.2.d), consiste en la
synthése d’'une molécule unique ciblant simultanément le site actif de la DXR et celui du cofacteur
NADPH permettant ainsi d’augmenter la spécificité de I'inhibition (Fig. 95). Peu d’équipes dont le but
premier était de cibler ces deux poches ont réussi; elles ont en revanche mis en avant la présence
d’autres poches pouvant étre ciblées. Cette approche bisubstrat sera développée dans les chapitres 2,

3.
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Figure 95 : Approche bisubstrat.
Une molécule unique ciblant les deux sites de fixation du DXP et NADPH et induisant la fermeture de la boucle.

Enfin, au cours de ces travaux, une derniére approche a ainsi été mise en ceuvre, visant a cibler la
poche hydrophobe située a proximité des sites du DXP et du NADPH. Pour ce faire, nous avons choisi

de travailler avec la fonction dansyle. Cette derniére approche sera développée au chapitre 4.
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Chapitre 1 : Stratégie biligand

labo;Dreneau AuroreChapitre 1 : Stratégie Biligand

l. Introduction

1. Chimie click
La chimie click se référe selon Sharpless a des réactions qui sont rapides, simples a réaliser, adaptables,
stéréospécifiques, donnant un trés bon rendement et produisant uniquement des sous-produits non
toxiques pouvant étre éliminés par une méthode autre que la chromatographie.l? Par le terme simple
a réaliser, cela sous-entend, la mise en place d’un procédé insensible a I'oxygéne et a I'eau, car dans la
limite du possible, le solvant de référence sera I'eau et la réaction est réalisée a partir de produits

facilement accessibles ne nécessitant pas d’étapes de protection.

La cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen entre un azoture (dipOle) et un alcyne (dipolarophile)
conduisant a la formation du 1,2,3-triazole est apparue comme idéale dans le cadre de la chimie click,?
au point que, par abus de langage, le terme chimie click fait souvent uniquement référence a cette
réaction 1,3-dipolaire. Celle-ci met en jeu des dipoOles qui possedent quatre électrons m, répartis sur

trois atomes voisins, conduisant a la formation de deux triazoles régio-isomeres (Fig. 96).

1
N N
A N/ N/R R\N \N

R-N; + R—=——H R'>4__J1 + )_5?_/

R‘

Mcio-I2Smars 1,4 Mclo-12emars 1,5

Figure 96 : Cycloaddition 1,3-dipolaire, entre un azoture et un alcyne.

L'avantage de ces deux groupements est qu’étant non réactifs vis-a-vis de beaucoup d’autres

fonctions, cela rend la réaction click sélective et inerte vis-a-vis des molécules biologiques.

La chimie click a été introduite par Bertozzi et Saxon au début des années 2000 dans des réactions bio-
orthogonales. Pour que la réaction soit qualifiée de bio-orthogonale, les réactifs doivent étre
abiotiques, mutuellement et sélectivement réactifs, mais non réactifs avec les fonctions biologiques et
réagir en milieu physiologique. Du point de vue de la chimie, la réaction doit conduire a la formation
d’au moins une liaison covalente stable entre les deux groupements sélectionnés, et la cinétique doit
étre relativement bonne méme a des concentrations faibles. Bertozzi a utilisé ce concept via une
réduction de Staudinger modifiée, appelé ligation de Staudinger. La réduction de Staudinger, décrite
en 1919, consiste a faire réagir un azoture avec la triphénylphosphine (Fig. 97).% Cette réaction est
apparue comme un prototype adéquat pour des réactions bio-orthogonales, avec un bémol

concernant la perte de la liaison covalente du composé 132 par hydrolyse.
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Figure 97 : Réduction de Staudinger.

Bertozzi a ainsi réalisé un ajustement en ajoutant sur I'un des aryles, un ester en position ortho par
rapport a I'atome de phosphore, de maniére a conduire a un réarrangement de I'aza-ylure instable

vers une liaison covalente stable (Fig. 98).>°

0 R.
Oie NN
Dide RN

PPH, — PH
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N { MeD
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Figure 98 : Ligation de Staudinger.”

Cependant, les dérivés de phosphine souffrent d’une oxydation lente en milieu biologique et sont par
exemple métabolisés par les cytochromes P450. De plus, comme la cinétique est relativement lente, il
est nécessaire d’utiliser des quantités importantes de phosphine pour améliorer la vitesse de la
réaction. Les exces de dérivés de phosphine étant difficiles a éliminer, cette ligation ne peut étre

utilisée pour des marquages par fluorescence.’

Tout en conservant le fort potentiel des azotures, Bertozzi et son équipe se sont orientés en 2004 vers
la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen.® Ces réactions de cycloaddition sont toutefois relativement

lentes a cause d’une barriére d’activation relativement élevée de 26 kcal/mol nécessitant des
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températures trés élevées. Cette lenteur peut étre outrepassée grace a l'utilisation d’un cycle
contraint, méthode explorée par Bertozzi notamment. De plus, du fait des similarités aux niveaux des
différences d’énergies entre les deux interactions possibles au niveau des LUMO et HOMO des deux
substrats, ces réactions peuvent conduire a des mélanges de régio-isoméres (1,4 et 1,5) souvent dans

un rapport 1 :1. Toutefois, I'emploi d’un catalyseur, permet de rendre cette réaction régiosélective.

2. Réaction click catalysée au cuivre ou au ruthénium

a. Catalyse au cuivre
La cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen entre un azoture et un alcyne, longtemps ignorée a cause de
la nécessité de fortes températures et de pression, a pris son essor en 2001 grace a Meldal et
Sharpless.” lls ont au cours de la méme année, indépendamment rapporté la possibilité de catalyser
la réaction en présence de Cuivre (I), donnant accés a I'unique régio-isomére 1,4-disubstitué (Fig. 99).
Nommée CuAAC pour Cu(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, cette réaction catalysée se fait de
maniére bien plus rapide et permet d’éliminer I'utilisation de hautes températures. Elle passe par la

formation d’un acétylure de cuivre activant I'alcyne pour permettre la réaction avec I'azoture.'* 1

.~ R
N O N=N
RN * NN _R, — N I — RN SR
R ‘CuiL;Cu

Figure 99 : Cycloaddition 1,3-dipolaire donnant acces au régio-isomere 1,4. (L = ligand)

Il existe plusieurs méthodes pour préparer le catalyseur. Une des plus utilisées consiste en la réduction
d’un sel de Cu (ll), tel que CuSQ4.5H,0, pour former in situ le sel de Cu(l). L’ascorbate de sodium utilisé
en tant que réducteur est en général employé en large excés (3 a 10 fois) mais d’autres agents peuvent
étre envisagés comme par exemple I'hydrazine ou la tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP). L’avantage
de cette méthode est qu’elle est peu chere, peut-étre mise en place dans |'eau et ne requiert pas
d’atmosphére inerte.’® La CUAAC a joué un réle important dans la synthése rapide de nombreuses
molécules. Pour exemple, elle a permis de lier des lipides aux protéines, de synthétiser des sondes

fluorescentes a ADN, ou encore des macrocycles.'

b. Catalyse au ruthénium
En 2005, Sharpless et ses collaborateurs ont découvert le potentiel du ruthénium pour catalyser la
réaction de click.’® Contrairement au cuivre, la catalyse au ruthénium conduit majoritairement au
régio-isomere 1,5 (Fig. 100). Cette méthode est nommée RUAAC pour ruthenium-catalyzed azide-

alkyne.
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Figure 100 : Cycloaddition 1,3-dipolaire donnant acces au régio-isomere 1,5.

Les catalyseurs particulierement efficaces et donnant une bonne régio-sélectivité sont les complexes
de type ruthénium pentaméthylcyclopentadiényle ([Cp*RuCl]), avec par exemple, Cp*RuCl(PPhs) et
Cp*RuCl(COD).**! Toutefois, cette réaction étant plus sensible aux solvants et aux substituants portés

par I'azoture, elle est moins utilisée que la catalyse au cuivre.

Ces variations de la réaction de Huisgen catalysée au cuivre et au ruthénium ont entre autres permis

d’accéder a une bibliothéque de composés,® de participer a la construction de mimes peptidiques,*®

ainsi qu’au marquage de biomolécules.?* 2" 22

3. Réaction click in situ
De maniere générale, 'approche conventionnelle en chimie médicinale consiste en la synthése d’une
bibliothéque de composés suivie par un criblage biologique. Or tout cela pourrait étre optimisé si le
systeme biologique pouvait choisir son modele idéal pour produire le meilleur « hit ». De ce fait, grace
a la chimie click et a la bio-orthogonalité, il est envisageable de synthétiser deux molécules qui
s’ajusteront correctement dans le site actif de I'enzyme et qui seront placées a proximité de maniere
a franchir la barriére énergétique permettant ainsi a la réaction click de se produire et conduire a la
synthése de son inhibiteur. Dans ce cas, I'enzyme agira comme une chambre catalytique, et I'on parle

dans ce cas de « target guided synthesis » (TGS).

4. Chimie click sans cuivre (« Copper free click chemistry »)
L'utilisation de cuivre est limitante car méme si le corps humain en a besoin dans une certaine mesure,

son ingestion excessive pourrait conduire notamment a des désordres neurologiques ou rénaux.

Il a été montré que les alcynes cycliques sont de bons substrats pour la chimie click et plus
particulierement, les cycloalcynes contraints, qui réagissent sans catalyse avec les azotures. Le plus
efficace est le cyclooctyne. Plusieurs équipes ont travaillé a la fonctionnalisation de ceux-ci, pour
chercher a abaisser la barriere d’activation. Ce point sera développé ultérieurement lors du choix de

nos molécules cibles.

Ce type de cycloaddition se référe au terme de SPAAC pour strain promoted azide alkyne cycloaddition

et a largement été utilisé pour le marquage dans des systémes biologiques.?
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5. Le groupe triazole en milieu biologique
Le groupement triazole est intéressant par plusieurs points. Il est soluble dans I'eau, ses propriétés
électroniques sont proches de celles des amides mais ne sont pas sujettes aux mémes conditions
d’hydrolyse et, il est stable en milieu biologique. De plus, les atomes d’azote 2 et 3 agissent comme de
faibles accepteurs de liaison hydrogéne et contrairement aux hétérocycles aromatiques, il est

guasiment impossible de les oxyder ou de les réduire.

Au vu de ses propriétés en milieu biologique, la synthése de triazole via la réaction 1,3 dipolaire de
Huisgen a conduit a un nombre conséquent de molécules entrant dans la structure d’antibiotiques,
d’anti-cancéreux, d’anti-VIH, etc. .}* 2* 2526 Dans ces différents composés, le triazole peut jouer soit un

réle soit d’espaceur ou soit de bio-isostére, pouvant, entre autre, mimer une liaison peptidique.?’”- %
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Figure 101 : A Triazole, mime d’une liaison peptidique.13
B Résumé des interactions potentielles du groupement 1,2,3-triazole.?®

Il existe toutefois des différences car la présence d’'un atome supplémentaire au niveau de
I’enchainement des azotes, induit une augmentation de la distance entre les substituants R1 et R2 (A,
Fig. 101). De plus, comme il possede un moment dipolaire plus élevé que la liaison amide, les caracteres

donneur et accepteur de liaison hydrogéne sont augmentés (B, Fig. 101).13

Dans le cadre de notre premiére approche biligands, et du fait des nombreux avantages de la chimie
click, nous avons fait le choix de fonctionnaliser I'analogue de la fosmidomycine et le mime du NADPH,

soit par un cyclooctyne ou soit par un groupement azoture.
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[I.  Groupement azoture
En regle générale, les azotures étaient utilisés en synthese organique en tant que groupements
masquant d’'une amine mais une attention particuliére doit étre portée sur ces groupements. Leur
instabilité peut étre un facteur limitant, car si le rapport du nombre d’atome d’azote est supérieur ou
égal au nombre d’atomes de carbone, la molécule pourrait étre considérée comme explosive et de ce
fait dangereuse. L’azoture de méthyle peut se décomposer et exploser suite a I'expansion du volume

de gaz N, produit.

Cependant, les azotures sont bien tolérés par les cellules de I'organisme. En effet, leur profil

toxicologique a déja été étudié avec l'utilisation des azidothymidine (AZT) dans le traitement du SIDA

(Fig. 102).
0
| NH
HO N/&O
o)
N3 AZT

Figure 102 : AZT utilisé dans le traitement du VIH.

L'utilisation de ce groupement en milieu biologique présente plusieurs avantages : il est absent du
milieu biologique, il peut étre facilement introduit et est sélectivement réactif.3° De plus, I'azoture,
peut étre fonctionnalisé avec des groupements plus ou moins volumineux sans que cela n’interfere sur

sa réactivité.

1. Choix des azotures a synthétiser
Pour I'approche biligand (voir schéma page 94), deux fragments distincts sont a synthétiser : le premier
portant le groupement azoture et le second un cyclooctyne dont le choix sera explicité ultérieurement.
Nous avons choisi de greffer I’azoture sur un dérivé de la fosmidomycine qui possede, d’une part un
acide hydroxamique se chélatant au métal, d’autre part un phosphonate qui se fixe au niveau du point
d’ancrage du site actif. Pour conserver une activité inhibitrice, ces deux fonctions doivent étre séparées
par une chaine de trois carbones. Compte tenu de ces éléments, nous avons choisi de fonctionnaliser

la pince chélatante avec |'azoture.

Comme le nicotinamide du NADPH se situe a approximativement 3.5 A de I'atome de carbone du
groupement formyle de la fosmidomycine et que la longueur d’une liaison C-C étant de 1.54 A, nous
avons choisi d’introduire un espaceur allant d’un a quatre atomes de carbones entre le carbonyle et

|"azoture.
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Etude de modélisation moléculaire

L'un des avantages de la DXR est qu’a ce jour, prés de 60 structures cristallographiques pour des
enzymes de différents organismes existent. Les structures de la DXR, soit sous la forme apo, soit en
présence du NADPH, soit de la fosmidomycine ou du dication métallique Mn?*, sont relativement

similaires et I’architecture est fortement conservée.

Pour étudier le mode de fixation des inhibiteurs ciblés, des études de modélisation moléculaire ont été
réalisées par Fanny Krebs et Jérémy Esque au sein de I'équipe du Pr. Roland Stote. Les analyses de
docking ont été réalisées sur la structure 1Q0Q issue de la Protein Data Bank qui résulte de la
cristallisation de la DXR en présence du DXP et du cofacteur NADPH ou lI'enzyme est sous sa
conformation dite fermée. Les logiciels utilisés par nos confreres sont Autodock 4.2 et Autodock Vina,
a l'aide de l'interface graphique Raccoon2 et les conformations des molécules ont été élaborées a
I'aide du logiciel Avogadro1.1.0. Les études préliminaires ont permis de décomposer le site actif de la
DXR en quatre parties (point d’ancrage, boucle flexible, cation divalent et zone hydrophobe) et de
déterminer les acides aminés essentiels chez I'enzyme d’E. coli. Ces informations ont été utilisées en
tant que filtres de maniére a écarter les conformations non conformes qui posséderaient tout de
méme de bonnes énergies. Par exemple, pour les molécules possédant un groupement phosphonate,
celles possédant une conformation de basse énergie ne se fixant pas au niveau du point d’ancrage de
I'inhibiteur seront écartées. Il en est de méme pour les acides hydroxamique et rétro-hydroxamique

connus pour chélater le métal.

Le docking des azotures a été effectué en I'absence du cofacteur afin de ne pas bloquer I'orientation
de I'azoture. Dix conformations pour lesquelles I'azoture semble le plus accessible possédant des

énergies libres de fixation estimées pour la meilleure a -7,64 et pour la moins bonne a 6.42 kcal/mol,

ont été retenues (Fig. 103).

Figure 103 : Représentation a gauche de la conformation possédant la meilleure estimation d’énergie (n = 2) et a droite, de
celle possédant la moins bonne estimation d’énergie (n = 1).

Ces conformations ont servi par la suite a construire des complexes DXR-ligands qui ont eux-mémes

été utilisés comme récepteur pour le docking de cyclooctyne. Les résultats concernant les azotures
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montrent que 138b et 138c posséderaient une longueur de chaine adéquate pour interagir avec un

partenaire (Fig. 104).

@ PH
P N
H?'C/)\/\/ T nN3

1
AOWON=

138aad

cooTy
53 3 335
I I

Figure 104 : Azotures cibles.

Les produits résultant des couples azotures/cyclooctynes, ayant montrés les meilleurs résultats
d’énergie de fixation et des conformations intéressantes en modélisation moléculaire montrent qu’un

cyclooctyne pourrait se loger au sein de I'enzyme entre le site de fixation du DXP et du NADPH.

2. Synthése des azotures fonctionnalisés avec un acide phosphono rétro-hydroxamique
Pour préparer ces azotures, plusieurs voies de synthése ont été envisagées (Fig. 105). La voie A consiste
a former les phosphono azotures protégés 150a-d, de différentes longueurs de chaines (n =1 a 4) par
substitution de I'azoture de sodium sur les mésylates 149a-d correspondants. Ceux-ci pourraient étre
obtenus selon deux voies: soit par un couplage de type peptidique entre le phosphono-
benzylhydroxylamine 143 et les acides 146a-d (voie Al), soit par substitution nucléophile des
hydroxamate O-benzylé 153b-d sur le 3-bromopropylphosphonate de diéthyle 140 commercial (voie
A2).
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Figure 105 : Nouvelles voies de synthese des azotures 133a-d.
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La particularité de la voie B serait d’incorporer la fonction azoture des le début de la synthése. Dans
ces conditions, un couplage de type peptidique entre l'acide 156a-d et le phosphono

benzylhydroxylamine 143, pourrait étre réalisé.

a. Synthése du phosphono benzylhydroxylamine 143
Le (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate de diéthyle 143 est préparé selon la méthode décrite par
Suresh et al. (Fig. 106).3! Il est obtenu par une réaction de condensation entre le 3-
bromopropylphosphonate de diéthyle 140 commercial et le t-butyl benzyloxycarbamate 141
conduisant a I'intermédiaire 142 avec un rendement quantitatif. Le t-butyl benzyloxycarbamate 141
est lui-méme préparé par protection de la benzylhydroxylamine 139 avec un groupement Boc. S’ensuit

une réaction de déprotection du groupement Boc, conduisant au composé 143 avec un rendement de

99%.
NH,.HCI
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139
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lE2, DMF
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Figure 106 : Synthése du phosphono-benzylhydroxylamine 143.

b. Synthese de 'azoture 150b (n = 2) a partir du 1,3-propanediol et du phosphono
benzylhydroxylamine (voie Al)
L'alcool 145 est préparé par monoprotection sous forme d’éther silylé du 1,3-propanediol 144 avec un
faible rendement de 17% (Fig. 107). L’alcool libre 145 est ensuite oxydé en aldéhyde par le réactif de
Dess-Martin suivi par une seconde oxydation avec NaClO, et NaH,PO, pour conduire a I'acide
carboxylique 146.%2

1) DRMF, NaHC0,,
M

HO._~_ OH HO._~_ OTRS T HOTW/VGTHE
MaH, | sl 2) *=Hucdil, O
144 THF 17% 145 E-mdthyl-2-Eatene 146
Mall Oy, NaH,POy4, eau
87%

Figure 107 : Mono-oxydation de 1,3-propanediol en acide.
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Le couplage de (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate de diéthyle 143 avec I'acide 146b en
présence de DCC/HOBt, a conduit a I'obtention du composé 147b avec un rendement de 24% (Fig.
108). L’alcool est déprotégé puis activé sous forme de mésylate 148b avec un rendement de 91 %.* La

substitution du mésylate 149b par I'azoture de sodium conduit au composé 150b avec un rendement

de 94 %.
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Figure 108 : Synthése de I'azoture protégé 150b selon voie Al.

Au vu du faible rendement de la premiére étape de formation de I'acide probablement di a la forte

hygroscopie du propylene glycol, nous avons choisi de privilégier la voie A2, réalisée en paralléle.

c. Synthése des azotures a partir de lactone et bromo-phosphonate 140 (voie A2)
Les hydroxamates benzylé 153b-d sont préparés par traitement des lactones 151b-d commerciales
appropriées avec du chlorhydrate de O-benzylhydroxylamine 139 en présence d’un large excés de
bis(triméthylsilyl)amidure de lithium (LIHMDS) d’aprés la méthode décrite par Gissot et al (Fig. 109).3*
Dans notre cas, quatre équivalents de LIHMDS sont nécessaires : un premier pour la neutralisation du
chlorhydrate, un second pour la formation de I'anion de I’hydroxylamine, un troisieme qui sert a
déprotoner le proton acide de I’hydroxamate formé et un dernier pour déprotoner le proton énolisable
en a du carbonyle. Cette étape conduit a la formation en faible quantité de I'éther de triméthylsilyle
qui est de suite traité avec du fluorure de tétrabutylammonium trihydraté (TBAF.3H,0) de maniére a
obtenir les composés 152b-d avec un rendement allant de 69 a 78 % sur deux étapes en fonction de la

longueur de chaine.
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Figure 109 : Synthése des azotures protégés selon la voie A2.

Les alcools primaires 152b-d sont ensuite protégés sous forme d’éther de t-butyldiméthylsilyle,

permettant d’obtenir les composés 153b-d avec des rendements
hydroxamates O-benzylés 153b-d sont déprotonés en présence de NaH

nucléophile sur le 3-bromopropylphosphonate de diéthyle 140

variant de 81 a 90 %. Les
et réagissent par substitution

commercial pour conduire

respectivement aux composés 147b-d avec des rendements de 55 a 69%. La suite réactionnelle est

ensuite identique a celle de la voie Al, passant par la déprotection des alcools 148b-d, suivie par

I'activation de ces derniers sous forme de mésylate (174b,d), qui par substitution nucléophile de

I'azoture de sodium conduisent avec succes aux composés 174b,d, possédant des longueurs de chaines

de 2 et 4 avec des rendements de 96 et 94 % respectivement.
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d. Synthése des azotures a partir d’ester bromé (voie B)
Pour une longueur de chaine raccourcie a un carbone, une derniére voie a été envisagée (Fig. 110). La
substitution nucléophile de I'azoture sur les dérivés bromés 154a-d commerciaux, conduit aux produits
souhaités 155a-d avec des rendements variant de 34 a 87%.3° Aprés saponification, en milieu basique,
les acides 156a-d, sont obtenus avec des rendements allant de 16 a 91%. Les composés 150a,c,d, sont
obtenus par un couplage de type peptidique entre les acides 156a,c,d et le (3-
((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate de diéthyle 143, synthétisé préalablement avec des

rendements allant de 55 a 65%.
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Figure 110 : Synthése des azotures protégés selon la voie B.

Il faut noter que les voies A2 et B sont les plus efficaces, conduisant a la synthése des azotures protégés
150a-d. En effet, la premiére voie de synthése Al a permis de synthétiser I'intermédiaire protégé de
longueur n =2 en 9 étapes avec un rendement global de 2%. En revanche, les deux autres voies n’ont
nécessité que 6 étapes et les produits sont obtenus avec de meilleurs rendements. Pour la voie A2, les
rendements globaux sont de 24 % et 18 % pour 150b et 150d respectivement. Pour la voie B, les

rendements globaux sont respectivement de 24 %, 33 % et 31 % pour 150a, 150c et 150d.

Les dernieres étapes consistent a déprotéger I’hydroxy en enlevant le groupement benzyle et les
éthyles portés par le phosphonate selon le méme protocole pour tous les composés (Fig. 111).
L’hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon communément utilisée, n’a pu étre utilisée pour
la déprotection du groupement benzyle, dii a la présence de I'azoture. La débenzylation des acides

rétro-hydroxamique 150a-d a été réalisé en présence de trichlorure de bore en solution dans le THF,
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et purifié sur silice désactivée, par rincage de la silice avec une solution a 5 % de triéthylamine dans
I’hexane.®® Les rendements varient de 7 a 70 %. Le faible rendement observé pour le composé 157a

peut étre d a une difficulté de détection de celui-ci par CCM lors de la purification.

0 OBn 0 OH 0 OH
I | |'3' N II3| lll
B0 i NN, —— EO7 CI)Et/\/ ﬁNs HO™ c')ﬁ/\/ ﬁNs
OEt o BCls, M. o) TR, DCM o)
0°C.2h
1EQaq (0% 157a, 7 % 13821
157b, 59 %
157¢c. 70 %
157d. 61 %

Figure 111 : Déprotection finale pour conduire aux molécules cibles.

La déprotection des groupements éthyles du phosphonate est réalisée en présence de bromure de
triméthylsilyle. L’acide est obtenu suite a I’hydrolyse des éthers silylés. A noter que, du fait de cette
hydrolyse, aucun rendement n’a pu étre déterminé tout au long de ces travaux lorsque cette étape de
déprotection est réalisée. Cependant, pour les tests biologiques, la concentration en inhibiteur est
déterminée par dosage du phosphore du phosphonate. Ces composés étant trés polaires, aucune
purification n’a été réalisée. |l est donc important d’avoir des intermédiaires d’une grande pureté avant

la déprotection du phosphonate.

L’ensemble des azotures a été testé sur la DXR d’E. coli. Les résultats obtenus seront décrits

ultérieurement. Auparavant, nous allons présenter les analyses spectroscopiques de RMN.

3. Analyse spectroscopique en RMN des azotures en pince rétro-hydroxamique, dite
pince naturelle

En regle générale, apres I'introduction d’un hydroxamate, les spectres RMN du proton deviennent plus

complexes et montrent la présence de plusieurs signaux. En effet, pour les protons des deux

groupements méthylenes en a de la benzylhydroxylamine et du carbonyle, deux signaux a des

déplacements chimiques différents sont observés. Les acides hydroxamiques N-substitués, N- et O-

substitués ou non substitués peuvent étre présents en solution sous la forme de conforméres Z et £

provenant de la rotation restreinte autour de la liaison C-N (Fig. 112).37:38

111



Chapitre 1 : Stratégie biligand

HH R H H OBn
. N .
My o R
O n O
Coanfomen Z Coanfomers E
R=H R =H, Me
N3
H W) n
H HH O
Q L H o) :

HEQ :
II:I,/\/<ITI o Hg\EA/(NMNs
o) OH 0 oHH H

Canfonners Z Canfonners E

Figure 112 : Conformations Z et E de |’acide rétro-hydroxamique.

D’autre part, la proportion relative des conformeres dépend de facteurs stériques et structuraux (taille

des substituants), mais également de la nature du solvant utilisé et de la température.3>4°

Brown et al, ont fortement participé a I'étude du comportement d’acides hydroxamiques dans le
chloroforme deutérié. lls ont ainsi montré que les protons en a du carbonyle résonnent a champ plus
fort pour le conformere Z que pour le conformére E. La méme observation est visible pour le
déplacement du carbonyle en RMN 3C. D’autre part, le conformére majoritaire en solution lorsque
I’acide hydroxamique posséde un groupement N-H libre est le conformere Z. En revanche, lorsque que
celui-ci est N-substitué, c’est la conformation E qui est majoritaire car elle minimise la géne stérique

entre les protons en a du carbonyle et les groupements N-substituants.

Dans le cas des azotures, ce n’est pas un acide hydroxamique mais un acide rétro-hydroxamique, ce
qui laisse a penser que les deux conforméres E et Z seront également présents en solution. Ayant peu
de données dans la littérature, nous avons émis I’"hypothése que les déplacements chimiques des
conforméres Z et E, suivent ces résultats observés avec un acide hydroxamique. Ainsi les protons en o

de 'azote seraient plus déblindés pour le conformére E, que pour le conformére Z.%°

Tous les spectres RMN des composés avant déprotection des éthyles portés par le phosphonate
réalisés dans le CDCls, montrent la présence d’un seul conformére, qui serait selon nos hypotheses, le

conformere E.
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Les spectres RMN des quatre azotures totalement déprotégés 138 a-d, réalisés dans le D,0, montrent
la présence de plusieurs signaux correspondant a la présence plusieurs conformeéres. Les valeurs sont

reportées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Analyses spectroscopiques des composés 138a-d dans le D,0O

O OH
P N
HO™ " T@nN;;
OH o n=1a4
6(CH2N) 6(CH2CO)
Proportions (%)
ENTREE | Composé n en ppm en ppm
Z/E/autre
(Z/E/autre)) (Z/E/autre)
1 138a n=1 3,23/3,69/3,04 3,78/4,05/3,52 39/40/21
2 138b n=2 -- -- --
3 138c =3 3,35/3,73/3,68 2,45/2,49/2,59 45/15/40
4 138d n=4 -/3,71/3,66 -/2,44/2,54 0/25/75

Pour le composé 138a (entrée 1), les signaux correspondant aux protons en a de |'azote et les protons
en a du carbonyle apparaissent sous la forme de trois triplets (3,69 ; 3,23 et 3,04 ppm) et sous forme
de trois singulets (4,05 ; 3,78 et 3,52 ppm) dans des proportions 40/39/21 respectivement. Ayant émis
I’hypothése que le conformeére E est plus déblindé, nous avons attribué les déplacements chimiques a
environ 3,69 ppm pour les protons en a de I'azote et a 4,05 ppm pour les protons en a du carbonyle.
Par analogie avec tous les conformeres étudiés au cours de ces travaux, nous observons un triplet a
environ 3,30 ppm, correspondant aux protons en a de I'azote, que nous avons attribué au conformere
Z. Dans le cas de ce composé 138a, nous notons, la présence de signaux supplémentaires 6(N-CH;) =
3,04 ppm et 6(CH2C(0)) = 3,52 ppm, qui correspondraient a un conformeére supplémentaire. Il ne nous
a pas été possible d’identifier la structure de celui-ci mais nous avons émis I’hypothése qu’il pourrait
correspondre a des conformations cycliques. L'une résulterait de la formation d’une liaison hydrogene
entre le N-OH et I'atome d’azote terminal du groupement azoture, formant un cycle a huit chainons
(A, Fig. 113).** L’autre pourrait résulter de la formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire entre
les hydroxyles libres du phosphonate et le carbonyle aboutissant a une autre conformation cyclique

(B, Fig. 113).
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Figure 113 : A. Structure hypothétique du troisieme conformeére présent dans le cas du composé 138a.
B. Structure hypothétique du troisieme conformere dans le cas des composés 138a, 138c et 138d

Dans le cas du composé 138b (entrée 2), les signaux étant confondus, les attributions n’ont pu étre

réalisées. |l semblerait cependant qu’il y ait a nouveau trois conformeres.

Concernant le composé 138c de longueur n = 3 (entrée 3), la encore, nous observons trois
conformeres. Les signaux correspondant aux protons en a de |'azote et les protons en a du carbonyle
apparaissent respectivement sous la forme de trois triplets (3,73 ; 3,68 et 3,35 ppm) et sous forme de
trois singulets (2,59 ; 2,49 et 2,45 ppm) dans des proportions 40/39/21. Les déplacements chimiques
seraient de 3,73 ppm (6(N-CH,)) et 2,59 ppm (6(CH>)) dans le cas du conformeére E et de 3,35 ppm (6(N-
CH;)) et 2,45 ppm (8(CH;)) pour le Z. Ainsi, les protons résonnant a 3,68 ppm et 2,59 ppm
correspondent probablement a une troisieme forme. Celui-ci n’a pas pu étre identifié avec précision
mais il pourrait correspondre a une conformation cyclique résultant d’une liaison hydrogéne entre les

hydroxyles libres du phosphonate et le carbonyle de la pince (B, Fig. 113).

Pour le composé 138d (entrée 4), seulement deux conformeres sont observables. Les protons en a de
I’azote apparaissent sous la forme de deux triplets, a 3,66 et 3,71 ppm. Conformément aux hypotheses
précédentes, les protons a 3,71 ppm correspondraient au conformeére E. En revanche, le conformere
Z ne serait pas présent (absence de protons a 3,35 ppm). Par analogie avec les hypothéeses formulées
précédemment, le déplacement chimique a 3,68 ppm correspondrait a une conformation cyclique.
Cette troisiéme forme serait majoritaire avec des proportions de 25/75 (E/autre). Cette troisiéme
forme n’a pu étre identifiée mais nous pourrions de nouveau émettre I’hypothése qu’une liaison
hydrogéne intramoléculaire se forme entre un hydroxyle porté par le phosphonate et le carbonyle (B,

Fig. 113).

4. Synthese d’azotures fonctionnalisés avec un acide hydroxamique, dite pince inversée
Comme indiqué en introduction, deux dérivés de la fosmidomycine, 63 et 64, synthétisés au sein de
notre laboratoire ont démontré une activité inhibitrice proche de celle de la fosmidomycine et sont
efficaces sur des souches d’E. coli résistantes a la fosmidomycine (Fig. 114). Ces deux composés, ont la

particularité de posséder une pince chélatante de type acide hydroxamique.
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Figure 114 : Inhibiteurs en pince dite inversée.

Compte tenu de ces bons résultats, il a été envisagé de synthétiser les azotures sous cette forme. Pour

ce faire, une nouvelle voie de synthése a été entreprise, pour une longueur de chaine n = 2.#?

La premiere étape consiste en I'introduction du groupement phosphonate par substitution nucléophile
de I'anion du dibenzylphosphite 158 formé in situ sur le 4-bromobutyrate d’éthyle 159¢ commercial
par une réaction de Michaelis-Becker(Fig. 115). L’ester attendu 160 est obtenu avec un rendement de
33 %. Celui-ci est ensuite hydrolysé en présence de LiOH de maniere a fournir I'acide 161 avec un
rendement de 46 %. Une réaction de couplage de type peptidique est réalisée entre I'acide 161 et la
O-benzylhydroxylamine 139 en présence de I'agent de couplage EDC, ainsi que de I'agent activateur

HOBt dans le DCM. Le couplage permet d’obtenir le produit désiré avec un rendement de 69 %.

0 0 0 0
1] 1
aH, n
158 15%¢ THF, g;?/oa ta, 160
LI | HE=aL
46 %
Q Q Q Q
Lo . B0g oH
OBn RnQNH, 139, n
LUG.HG, 1B
162 DIFE&, NCM 161
0°Cata.,
69 %

Figure 115 : Synthése du phosphono hydroxamate 162.

L’étape suivante est une réaction de substitution nucléophile de I'anion 162 sur le dibromoalcane 163
commercial (Fig. 116). Cette réaction a conduit a la formation de plusieurs produits qui n’ont pu étre
identifiés. Cependant, en RMN du proton, le CH; benzylique porté par I’hydroxylamine n’étant plus
présent, il est probable que le produit attendu, déprotégé au niveau de I’hydroxylamine 164b, se soit
formé au cours de cette étape. La spectrométrie de masse n’a pas permis de confirmer cette

hypothéese. La synthése n’a donc pas été poursuivie pour cette longueur de chaine.
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Figure 116 : Synthése des azotures en pince inversée 166d.

Bien que la réaction ne soit pas totale, I'anion 162 réagit sur le dibromobutane 163d, pour conduire
au produit 164d avec un rendement de 13 %. Le brome est ensuite substitué par le groupement
azoture en présence de NaNs; dans le DMF, permettant de conduire au produit 165d avec un
rendement de 55 %. Les différents groupements benzyles sont finalement déprotégés en présence de
BCl; et conduit au produit attendu 166d, sous la forme de deux conforméres Z/E dans des proportions

60/40. A ce jour, il n’a pas été testé.

Pour synthétiser les azotures en pince dite inversée pour des longueurs de 2, 3, 4 carbones, une autre

méthode a été entreprise en parallele (Fig. 117).
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Figure 117 : Synthése des azotures en pince dite inversée pour des longueurs de 2, 3 et 4.

Cette synthese débute par la substitution de la benzylhydroxylamine 141 protégée par un groupement

Boc, sur le dibromoalcane 163 désiré.** Cette premiére étape a conduit avec succés aux trois

intermédiaires 167 b-d avec des rendements variant de 70 a 79 %. La déprotection consécutive de
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ceux-ci dans un mélange TFA/DCM permet d’accéder aux composés 168 b-c avec des rendements de
92 et 93 %. Pour une longueur de quatre carbones 168d, nous observons la formation d’un sous-
produit. En effet, I'analyse des spectres RMN montrent I'apparition de deux massifs larges a 3,07 et
1,82 ppm intégrant tous les deux pour quatre protons, et la disparition du signal a 33,3 ppm,

caractéristique du CH,Br. Le sous-produit formé pourrait correspondre a la benzyloxy pyrrolidine 168’.

Une réaction de couplage du composé 168c a I'acide 161 en présence de DCC/HOBt, permet d’obtenir
le dérivé bromé 164c avec un rendement de 40 %. Le brome est substitué par le groupement azoture
en présence de NaN; dans le DMF, permettant de conduire au produit 165c avec un rendement de 97
%. Finalement, les différents groupements benzyles sont finalement déprotégés en présence de BCls.

Le produit final est observé par RMN, mais n’est pas pur.

Concernant I'espaceur n = 2, plusieurs essais de couplage du dérivé 168b (n = 2) avec I'acide 161, ont

été réalisés avec le DCC en présence de HOBt mais sans succes.

5. Evaluation biologique des azotures sur la DXR purifiée et par la méthode de diffusion

en gélose sur une souche d’E. coli
Les quatre dérivés de la fosmidomycine fonctionnalisés avec un azoture 138 a-d ont été testés sur la
DXR d’E. coli. Le principe du test repose sur les différences d’absorption en UV/visible du NADPH et du
NADP*. En effet, comme indiqué en introduction, la DXR transforme le DXP en MEP via deux étapes
(Fig. 118). Une premiéere correspond a un réarrangement intramoléculaire de type rétro-aldolisation
et conduit a I'aldéhyde non isolable 23. Une seconde passe par la réduction de I'aldéhyde en alcool

primaire par le NADPH qui s’oxyde en NADP*.

M22
1" T"OH QH
O Hm)\\‘ﬂop NALIPH OH
s — oP

OH O OH

16 23 17

Figure 118 : Etapes catalysées par la DXR.

Ainsi, comme la partie nicotinamide réduite du NADPH absorbe a une longueur d’onde de 340 nm
tandis que la forme oxydée du nicotinamide n’absorbe pas a cette longueur d’onde, mais a 260 nm, il
est possible de déterminer la vitesse de la réaction enzymatique en suivant la diminution de
I’absorbance a 340 nm. De ce fait, si les composés synthétisés et testés se comportent comme des
inhibiteurs de la DXR, ils vont se fixer a la place du DXP dans le site actif et induire une diminution de
la vitesse de transformation du DXP en MEP. L’activité inhibitrice pourra alors étre déterminée par

comparaison des vitesses de la réaction enzymatique en présence ou non des dérivés. La vitesse de
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transformation du DXP en MEP a été mesurée en absence (Vo) et en présence d’inhibiteur a des
concentrations différentes (Vi). Pour chaque concentration en inhibiteur, un pourcentage d’activité
résiduelle est calculé, qui est le rapport entre la vitesse de réaction en présence d’inhibiteur et la
vitesse de réaction en absence d’inhibiteur multiplié par 100 (% = Vi/ Vo x 100). L’ICsp peut alors étre
déterminée en tracant le pourcentage d’activité en fonction du logarithme de la concentration
d’inhibiteur. Celle-ci correspond a la concentration nécessaire en inhibiteur pour conduire a la

réduction de 50 % de I'activité enzymatique.

Avant toutes comparaisons, les valeurs d’ICso doivent faire I'objet d’une attention particuliére, car les
conditions expérimentales peuvent étre différentes. En effet, celles-ci dépendent de la concentration
en substrat utilisée ainsi que de la réalisation d’une pré-incubation ou non de I'inhibiteur avec la DXR.
Une pré-incubation est réalisée, car la fosmidomycine est un inhibiteur de type slow-binding.
Considérant que nos composés le sont également, ils doivent donc étre préincubés pendant deux
minutes en présence de NADPH avant d’initier la réaction enzymatique par I'ajout de DXP. Les résultats
seront comparés avec la fosmidomycine qui est utilisée comme témoin positif et dont I'lCso est
d’environ 32 nM. Il est donc important de comparer les valeurs d’ICsg mesurées dans les mémes

conditions expérimentales.

L’ensemble des tests biologiques qui seront présentés dans ce manuscrit ont été réalisés par le Dr.
Denis Tritsch. Par ailleurs, toutes les ICso mesurées sont ensuite corrigées suite a un dosage du
phosphore pour connaitre la concentration des inhibiteurs testés. Les valeurs d’'ICsp déterminées pour

les azotures sont indiquées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs des ICso des azotures 138 a-d.

Composés ICso (LM)
O OH
HO™ F,’\/\/N\H/H Fosmidomycine 0.032
OH
0]
138a,n=1 17
H
Q ? 138b, n =2 13
Ho >N N
OH 5 nws 138¢,n=3 4.8
138d,n=4 1.2

Les résultats obtenus sont intéressants, car méme s’ils n’égalent pas ceux de la fosmidomycine, il y a

inhibition, démontrant que I'inhibiteur se fixe au niveau du site actif de I'’enzyme. Cette fixation est
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nécessaire pour poursuivre I'approche biligand, car sans inhibition, la réaction de chimie click ne

pourrait pas étre envisagée au sein de I'enzyme.

L’ensemble des composés synthétisés a également pu étre testé in vitro sur des souches d’E. coli avec
la méthode de diffusion en milieu solide gélosé. Le test repose sur la diffusion de I'inhibiteur déposé,
a une concentration donnée sur un disque de papier (antibiogramme), en présence d’une culture de
bactérie déposé sur une boite de Pétri. L'inhibition de la division cellulaire se traduit par I'apparition
d’une zone circulaire dépourvue de bactéries, dont le diametre traduit le pouvoir inhibiteur du
composé testé. De maniéere a avoir un élément de comparaison, la fosmidomycine est déposée comme

témoin (2 nanomoles) avec les inhibiteurs (30 nanomoles).

Bactéries:
E. coli souche sauvage
Quantités déposées:

Fosmidomycine : 2 nanomoles
Azotures : 30-35 nanomoles

Diameétres:

Fos 34 mm

138a 26 mm
138b 15 mm
138¢c 20 mm
138d 25 mm
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Bactéries:

E. coli résistante a la fosmidomycine
Quantités déposées:
Fosmidomycine : 2 nanomoles

Azotures : 30-35 nanomoles

Figure 119 : Antibiogramme des azotures sur E. coli et sur une souche résistante.

L'analyse des antibiogrammes montre que tous les inhibiteurs sont capables d’inhiber une souche

sauvage d’E. coli (Fig. 119). Les inhibiteurs 138a et 138d, possédant le plus petit (n = 1) et le plus long

(n =4) espaceur sont les plus efficaces (Tab. 10). Bien qu’il y ai des différences au niveau de I'inhibition,

les quatre inhibiteurs ont été retenus pour I'approche biligand.

Tableau 10 : Diamétre de la zone d’inhibition des inhibiteurs 138a-d.

Diametre de la zone

Composés
d’inhibition (mm)

O OH

HO™ F,’\/\/N\H/H Fosmidomycine 34
OH
0o
138a,n=1 26
H
Q ? 138b,n =2 15
Ho >N N

OH 5 nws 138¢,n=3 20
138d,n=4 25

Toutefois, aucun des composés n’a été en mesure d’inhiber une souche d’E. coli résistante a la

fosmidomycine par mutation des transporteurs du glycérol 3-phosphate et du glucose 6-phosphate.

lls semblent donc tous utiliser les mémes transporteurs que la fosmidomycine pour passer la

membrane bactérienne.
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[ll.  Synthese d’analogues bromés et hydroxylés de la fosmidomycine
Ayant eu des résultats intéressants avec les azotures, il a été envisagé de synthétiser des inhibiteurs

fonctionnalisés avec un groupement brome et hydroxyle.

1. Synthése des dérivés bromés en pince naturelle
Pour synthétiser ces produits, nous avons utilisé une stratégie qui consiste a condenser les bromo-
acides 169a-d commerciaux de différentes longueurs sur un phosphono hydroxylamine 143 (Fig. 120).
L'acide a-bromobutyrique 169e, a également été condensé. Aprés plusieurs essais de couplage avec
différents agents de couplage, le DCC s’est révélé étre le réactif de choix. Les produits 163a-e ont été
obtenus avec des rendements variant de 37 a 70 %. Le groupement benzyle est déprotégé par
hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon actif, donnant acces aux composés 171b et 171d

avec des rendements respectifs de 50 et 28 %.

HO
\[(Hr\]Br
0] OBn o) O OBn
i ' DCC, HOBt i \
E /F\/\/NH + 169a-d Et /F\/\/N\H/H\Br
tl(:)tO THF Eto @) " 170a : 61 %
a. (V]
143 HO\[%B 170b : 42 %
1 r 170c : 59 %
Hy, P :
169e 2, Pd/IC 170d : 70 ZA:
MeOH 170e : 37 %
@ OH ® PH
P N - _P. N
Hﬂo/\/\/ nBr EtO4 NN \H/%Br
o TMSBr, DCM 0 o
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172b 171b : 50 %
172d 171d : 28 %

Figure 120 : Synthése des dérivés bromés en pince dite naturelle.

Par contre, la déprotection du groupement benzyle des composés 170a (n = 1), 170e et 170c (n = 3),
n’a pas permis de conduire aux produits attendus. Pour le composé 170a (n = 1), I'analyse des spectres
de RMN, indique que le brome n’est plus présent. En effet, nous observons I'apparition d’un singulet
a 2,17 ppm, intégrant pour 3 protons, ainsi qu’un -CHs a 20,6 ppm, correspondant a un groupement
méthyle et indiquant la perte du brome. Dans le cas du composé 170e, fonctionnalisé avec deux
méthyles, la perte du brome est également observée. En effet, I'apparition d’un septuplet a 2,36 ppm,
intégrant pour un proton en RMN du proton, et d’'un -CH a 35,7 ppm en RMN du carbone, confirment

cette observation. Cette déshalogénation pourrait résulter d’une insertion du Pd, suivie d’une
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hydrogénation ou, d’'un mécanisme radicalaire, qui serait favorisée dans le cas d’une longueur de

chafne n = 1, par stabilisation des intermédiaires radicalaires.

Pour le composé 170c, possédant un espaceur de trois carbones, plusieurs essais d’hydrogénolyse ont
été réalisés et ont conduit a la formation de plusieurs composés dont les structures n’ont pu étre

déterminées a ce jour.

La déprotection des groupements éthyles des composés 171b et 171d a été réalisée en présence de
TMSBr dans le dichlorométhane. Pour le composé 172b (n = 2), les analyses RMN sont complexes et
montrent la présence de quatre composés. Le composé attendu 172b est présent sous la forme de
deux conformeéres Z et E dans des proportions 20/45 (A et B, Fig. 121). Pour le troisiéme composé, le
spectre RMN nous indique que nous avons toujours la partie phosphono-hydroxamique mais celui-ci
serait modifié au niveau de I'espaceur (C, Fig. 121). En effet, des déplacements chimiques a 4,36 ppm,
associé a un carbone a 67,9 ppm sont présents dans son spectre RMN. Néanmoins, la structure n’a pu
étre déterminée. Le dernier composé pourrait correspondre a un fragment possédant toujours la

partie phosphono-hydroxamique (D, Fig. 121).

3,10 ppm
P _~_N_O = P _~_N Br
HOW , \? _ HOY 1 \g/y
A B
3,34 ppm Br 3,70 ppm
4,36 ppm
P, P
SN I N
e e
c 2,83 ppm D 2,89 ppm

Figure 121 : Analyses spectroscopiques RMN hypothétique des produits formés lors de la derniére étape de déprotection
du composé 171b.
A, Conformére Z; B, Conformére E ; C, 32™e structure modifiée au niveau de I'espaceur ; D, 4¢™e structure modifiée au
niveau de I'acide rétro-hydroxamique.

Dans le cas d’une chaine n = 4, nous avons obtenu le composé 172d souhaité. L’analyse des spectres

RMN dans le CDsOD montre qu’il est présent sous la forme de deux conformeres Z et E dans des

proportions 55/45 respectivement.

123



Chapitre 1 : Stratégie biligand

2. Synthese des dérivés bromés en pince inversée
Ayant en notre possession les dérivés bromés 164c et 164d, obtenus lors de la synthése des azotures

en pince inversée, nous avons réalisé I’'hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon actif (Fig.

122).
(I)I (0]
B%%BP\/\)J\N/\@;\BI_
OBn 164 c-d
A‘:,MEOH\\
Q Q Q Q
Hﬂ,O/P\/\)J\N/\/\Br Hﬂ/O’P\/\)J\N/\/\/Br
OH
173c on 1744

Figure 122 : Hydrogénolyse des dérivés bromés 164c et 164d.

Pour une longueur d’espaceur de trois carbones, malgré plusieurs tentatives, le composé 173c a été
obtenu au mieux a 60 %, mais accompagné de deux produits non identifiés. L’analyse du spectre RMN
fait apparaitre un signal a 4,21 ppm, associé a un carbone a 62,3 ppm versus des signaux a 3,46 et 31,1
ppm pour le CH, en o du brome présent dans le produit attendu (E, Fig. 123). A noter que nous avions
déja retrouvé ces signaux pour le troisieme composé non identifié dans le cas du composé 172b. Le
troisieme composé pourrait correspondre a un composé possédant le fragment phosphono-

hydroxamique (F, Fig. 123).

3,46 ppm 4,21 ppm
o 0 | o 0 | o 0
H%P\/\)J\,},/\/\Br H%P\/\)J\,},/\/\X H%P\/\)J\;;
o y73c E o F

Figure 123 : Propositions de structure en accord avec les données spectroscopiques des produits formés lors de la derniére
étape de déprotection du composé 164c.
E, 3¢me structure modifiée au niveau de I'espaceur ; F, 42me structure modifiée au niveau de 'acide rétro-hydroxamique.

Le composé 173d (n = 4), malgré plusieurs essais d’hydrogénolyse a été obtenu en tres faible quantité

et toujours accompagné de produits non identifiés.

3. Syntheése des alcools en pince naturelle
Les intermédiaires hydroxylés protégés (Fig. 109, p. 110, intermédiaires de synthése des azotures sont

hydrogénolysés pour conduire aux composés 174 b-d avec des rendements variant de 66 a 96 % (Fig.
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124). La déprotection des groupements éthyles est réalisée en présence de TMSBr dans le DCM. Le

composé 175b, de longueur n =2, est obtenu sous la forme de deux conformeres Z et E dans un rapport

50/50.

En revanche, pour des longueurs supérieures (n = 3 et 4), une cyclisation, conduisant a la formation de

la y-butyrolactone et de la 6-valérolactone a été observée (Fig. 124).

0 oen
P~_N OH
=03 T
0 OH
148 b-d P _~_N OH
H?' ] \n/\/
H,, Pd/C @ o
MeOH / 175b
0 OH
2 ' 0 OH O
Et /F\/\/NWOH TMSBr, DCM I .
2o S n e Ho PN NH o)
o
174b : 96 % "
174c : 95 % 143
174d : 66 %

fio Po

175d 143"

0 OH @ o 0
H /P\/\/N\n/\/\/OH + H /P\/\/NH + Cf
O
O

Figure 124 : Produits observés lors de la déprotection des éthyles des composés 148a-c.

Pour une longueur n= 3, seule la y-butyrolactone est formée. En effet, des déplacements chimiques
des CH, a 6 =4,41, 2,54 et 2,25 ppm en RMN du *H et un déplacement a 183 ppm pour le carbonyle en
RMN du 3C (Tab. 11).

Tableau 11 : Déplacements chimiques des lactones formés lors de la déprotection des dérivés hydroxylés 174 c-d.

Entrée | Produit RMN *H RMN 3C Solvant
@]
1 4,44 (t, )= 7.2 Hz, 2H) ; 2,58 (m, _ _ . D,0
Ezfo 2H) 228 . 241 183,0;70,5; 27,9 ; 21,5
Q 4,11 (t,J=5.6 Hz, 2H) ; 2,54 (d, J
2 (9) =7.2 Hz,2H); 1,90-1,60 (m, 63,5;31,9;21,5;19,4 D,O

4H).
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Pour une longueur de n = 4, nous observons le produit attendu sous forme de deux conformeres
(40/60), mais nous ne pouvons pas affirmer si ce sont les conforméres Z et E ou une autre forme. A
coté de ce produit, nous observons la 6-valérolactone ainsi que le fragment 143”. Ces trois produits

seraient présents dans des proportions 50/25/25.

Cette cyclisation pourrait étre favorisée par la quantité résiduelle d’HBr contenu dans le TMSBr. Pour
vérifier cette hypothese, nous avons réitéré cette réaction de déprotection en ajoutant dans le milieu
réactionnel soit de la triéthylamine soit de la pyridine. Malgré I'ajout de celles-ci, la formation du

produit cyclisé a été observée. A ce jour, aucune explication rationnelle n’a pu étre apportée.

L'utilisation de TMSBr pour la déprotection des groupements éthyles du phosphonate n’étant pas
possible, nous avons décidé de remplacer les éthyles par des groupements benzyles. Pour ce faire,
deux méthodes qui varient seulement par I'ordre de condensation des différents fragments ont été

envisagées (Fig. 125).

o o
B0 W

178 c-d
9 CI)Bn 9 QBn
P~_Br + HN OTES PH + Br N OTES
B O / - \/\/
04 L BIRS T
176 153 c-d 158 177 c-d
Mathode 1 W Mathode 2 H
9 + B B OBn
B%O/O/P\H . "~_br Br\/\/Br + HNWUT%
n
n
158 163c 163c ©

163 c-d

Figure 125 : Remplacement des éthyles du phosphonate par des groupements benzyles.
La premiére méthode pourrait étre réalisée par substitution nucléophile des N-(benzyloxy)-3-
hydroxypropionamide 153c-d dont les syntheses ont été précédemment présentées (voie A2, p. 105)
sur le 3-bromopropylphosphonate de dibenzyle 176. Ce dernier serait obtenu par substitution

nucléophile de I'anion du dibenzylphosphite 158 formé in situ sur le dibromopropane 163c.

La seconde méthode consisterait a introduire plus tardivement le groupement phosphonate par

substitution nucléophile sur le N-(benzyloxy)-N-(3-bromopropyl)-3-hydroxypropionamide 177c-d. Ces
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derniers seraient formés par substitution nucléophile du N-(benzyloxy)-3-hydroxypropionamide 153c-

d sur le dibromopropane 163c.

Ces deux méthodes ont été mises en place pour des longueurs de chaine de deux et trois carbones
mais malheureusement, les produits escomptés non pas été obtenus. Dans le cas de la premiére
méthode, seuls les produits de départ ont été retrouvés lors de la substitution entre le

bromopropylphosphonate de dibenzyle 176 et les hydroxamates 153c-d.

Dans le cas de la seconde méthode, les hydroxamates O-benzylés 153c-d sont déprotonés en présence
de NaH, puis mis a réagir par substitution nucléophile sur le 1,3-dibromopropane 163c dans le DMF.
Les composés 177c et 177d sont obtenus avec des rendements respectifs de 36 % et 27 %.
L'introduction du groupement phosphonate par substitution nucléophile de I'anion formé in situ du
dibenzylphosphite sur les composés 177c et 177d n’a pas été concluant, et nous avons récupéré les

produits de départ.

Apres ces multiples essais, seuls deux inhibiteurs 173d (Br, n = 4) et 175b (OH, n = 2), ont été obtenus
purs et testés sur la DXR d’E. coli. Ces deux composés ont montré des ICso de respectivement 0.8 uM

et 41 uM, ce qui est trés intéressant notamment pour le dérivé bromé.

IV.  Cycloalcynes

1. Choix des cyclooctynes et azacyclooctynes
Les cyclooctynes sont les plus petits alcynes cycliques isolables. Ceux possédant un cycle plus petit, ont
uniquement été détectés par des analyses de spectroscopie et les plus grands, stables montrent une

réactivité restreinte.

En 1961, Wittig et Krebs ont remarqué que les cyclooctynes contraints réagissent violemment avec
I’azoture de phényle, formant un triazole par une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire (Fig. 126).%

Cette réactivité avait été observée par Blomquist et Liu, quelques années plus t6t, lors de la premiere

Chogn
NH, N3 N°°N

synthése d’un cyclooctyne.®

0=PPh;, PPhs
Ny
Staudinger Wittig/Krebs
1919 1961

Figure 126 : Réaction 1,3-dipolaire en présence d’un cyclooctyne.”
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Bertozzi et ses collaborateurs ont mis a profit le potentiel des cyclooctynes pour des réactions de
bioconjugaison. lls ont ainsi conceptualisé une premiere série de cyclooctynes substitués mais leur
faible solubilité en milieu aqueux et leur cinétique lente les a poussés a synthétiser une seconde
génération (Fig. 127).% Ces derniers ont été fonctionnalisés avec un atome de fluor en a de I'alcyne,
dans le but d’optimiser la cinétique, la stabilité, la solubilité et les propriétés pharmacocinétiques de
la cycloaddition. Ces améliorations les ont conduits a poursuivre leurs travaux par la conception d’une
troisieme génération, de cyclooctynes difluorés, améliorant de maniere significative la cinétique. Plus
récemment, la synthese de cyclooctynes fusionnés avec un cycle aromatique ou comportant un
hétéroatome a été décrite.”’” Le nom de SPAAC a ainsi été introduit pour « strain-promoted alkyne

azide cycloaddition ».

=\_0 =\_0 =/ o
A F
ands

o O
07 oH X=FH o OH OH
1% génération 28me génération 3éme génération

Figure 127 : Différentes générations de cyclooctynes synthétisés par I'équipe de Bertozzi.*”

Tres tot, Sustmann et Houk ont étudié les orbitales moléculaires des cycloadditions 1,3-dipolaires ainsi

que I'effet des substituants.*®4%>°

Plus récemment, Houk et ses collaborateurs ont étudié les états de transition de I'azoture de phényle,
du cyclooctyne et du 3,3-difluorocyclooctyne, pour expliquer I'impact des cyclooctynes sur la vitesse
de réaction de click.>? lls ont ainsi montré que la barriére d’activation passe de 16.2 kcal/mol dans le
cas de l'azoture de phényle a 8.0 kcal/mol pour le cyclooctyne et 6.0 kcal/mol pour le 3,3-
difluorocyclooctyne. Ces résultats confirment les hypothéses faites par Bertozzi concernant

I"amélioration de la cinétique suite a I'ajout d’atomes de fluor.

D’autres groupes ont également étudié la réactivité de ces cycles contraints. lls ont pu mettre en avant
que l'insertion de I'alcyne dans un cycle crée une distorsion dans la gé¢ométrie de I'état de transition,
le rendant plus réactif. Différents effets électroniques (hyperconjugaison et interaction

électrostatique) favorisent également la réactivité des composés (Fig. 128).5%>354
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Figure 128 : Différents mode d’activation d’un cyclooctyne.>*

Afin d’augmenter la biodisponibilité des cyclooctynes, I'équipe de Bertozzi a développé des

cyclooctynes plus hydrophiles en introduisant un atome d’azote dans le cycle (DIMAC, Fig. 129).®

Plusieurs équipes ont également rapporté des syntheses d’autres cycloalcynes contraints: des

dibenzocyclooctyne (DIBO) ainsi que des cyclononynes (Fig. 129).

Afin d’éviter I'utilisation de cuivre en milieu biologique, nous avons donc décidé de travailler avec des
cycles contraints. Notre choix s’est porté sur la synthese de cyclooctyne et d’azacyclooctyne.
Concernant leur choix, plusieurs parameétres sont entrés en compte. Tout d’abord, leur réactivité doit
étre raisonnable, car si les deux fonctions sont trop réactives, la réaction pourrait se produire en dehors
des sites de fixation. La molécule ainsi formée risquerait ainsi d’étre moins apte a venir se fixer au sein
de I'enzyme et par conséquent a linhiber. Le caractere lipophile et le positionnement de la

fonctionnalisation sont également des parametres a prendre en compte.

129



Chapitre 1 : Stratégie biligand

If; ?f"—"x..»
3 o Fe o (BARAC)
= 5 —N
o A T
.J\"l.i‘ OF e e 0
'; 25 " 1 " (BCN) (DIBAC) ® A~
a S | LA
c A JF i-' J_; s —".m
} N S L | (DIBD)
- ]
v L] G& (a ] { --.#rl .
i ADIFO3) (DIFO2) \_.
y 2
i -'DH
i/="\_,ﬂ| ﬂ_,.-" 2
A . o A=y, s OCT) A
(DIMAC) ;IL O Ao L‘_ _ KJH L JH o ¥ P J;L OH
o (ALO) (NOFO) © » (MOFQ) ©
oo - — B
0 1 2 3 4 5
lipophilicity

Figure 129 : Réactivité des cyclooctynes versus caractére lipophile.56

Pour répondre a ces facteurs (rapport au compromis réactivité/lipophilie), nous avons choisi comme
modele, des composés du type BCN, DIMAC et DIFO (Fig. 129). Cependant, ne connaissant pas la
cinétique nécessaire pour réaliser la réaction click dans la DXR, nous avons sélectionné des
cyclooctynes ne possédant pas d’atomes de fluor ou des cyclooctynes du type DIBAC qui sont a I'origine

d’une accélération de la vitesse de réaction, ce qui pourrait étre un frein dans notre cas.

Pour favoriser la biodisponibilité, nous avons choisi de réaliser la synthése d’un cyclooctyne et d’un
azacyclooctyne judicieusement fonctionnalisés afin que le mime de NADPH pointe vers la poche de ce

dernier.

2. Stratégie de synthése des cyclooctynes et azacyclooctynes
Les cyclooctynes et azacyclooctynes A, pourraient étre obtenus suite au réarrangement du
sélenediazole B, qui serait formé a partir des cyclooctanone et azacyclooctanone C et D,
respectivement fonctionnalisé en position 3 et 4 (Fig. 130). La cyclooctanone C pourrait étre obtenue
apres la fonctionnalisation de I'énone 183. Ce dernier serait synthétisé a partir du cyclooctanone 179
commercial. L’azacyclooctanone D, pourrait étre obtenue suite a la réduction de I'azacyclooctenone E,
précédemment obtenue par une réaction de métathese du composé 208’. Ce dernier serait formé
suite a la condensation entre la 6-hydroxyhex-1-en-3-one 194 et I’allylamine 202a. Les intermédiaires

clés de ces deux synthéses sont la cycloocténone 183 et I'allylamine 208’.
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Figure 130 : Rétrosynthese des cyclooctynes et azacyclooctynes.

a. Tentative de synthése d’un cyclooctyne
Pour la préparation du cyclooctyne, nous nous sommes inspirés des travaux de Bertozzi concernant la
synthése de la seconde génération de DIFO.* Ces travaux passent par la formation de la

cyclooctanedione 185 dont la synthése a été rapportée par plusieurs équipes.>” %8

Cette synthese débute par la bromation de la cyclooctanone 179 en position a de la cétone conduisant
a I'alpha-bromocétone 180 avec un rendement de 64 % (Fig. 131). Dans leur publication, Anseth et ses
collaborateurs ont rapporté la nécessité de protéger la cétone sous la forme d’un acétal en utilisant
I’éthyléne glycol en présence d’APTS au reflux dans le benzene. Pour des raisons de toxicité, nous avons
décidé de remplacer le benzéne par du toluéne. Plusieurs essais en I'absence ou en présence de tamis
moléculaire ou de Na,;SO4 ont été réalisés. La formation de 'acétal a été observée par RMN, mais
accompagné d’un produit non identifié et de la cyclooctanone 179 de départ dans des proportions
1/1,3/1,2. La tentative de purification sur colonne de gel de silice ne nous a pas permis d’isoler le

produit du fait des faibles différences de rapports frontaux.
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Figure 131 : Synthése de la (Z)-cyclooct-2-én-1-one 183.
Nous avons donc décidé de former I'acétal en présence du benzene ce qui a conduit a I'obtention du
6-bromo-1,4-dioxaspiro[4.7]dodécane 181 avec un rendement de 86 %. Une réaction d’élimination sur
le bromoacétal 181 en présence d’'une base encombrée, la DBU, conduit a I'alcene 182 avec un
rendement de 36 %. La déprotection de celui-ci, en présence de PPTS, permet d’accéder a I'énone 183

souhaité avec un rendement de 26 %.

Cette suite réactionnelle nous a permis d’accéder a I'énone 183 avec un rendement global de 5 %. En
paralléle, nous avons mis en oeuvre une synthése permettant d’accéder en une étape a I'énone 183
par oxydation a I'IBX dans le liquide ionique [bmim][Br] (Fig. 132).5° Cependant, la formation du produit

attendu n’a jamais été observée.

—_—

IBX
179  |&m mjlbr] 183

Figure 132 : Synthése de la (Z)-cyclooct-2-én-1-one via I'IBX
Une troisieme voie de synthése a donc été envisagée. Celle-ci fait intervenir une déhydrosilylation

catalysée en présence de Pd(OAc),

Le cyclooctanone 173 est convertie en éther d’énol silylé 178 en présence de triéthylamine et de

chlorure de triméthylsilyle dans le DMF avec un rendement de 93 % (Fig. 133).5% ¢!

0O ATME 0O
—_— —_—
[ &l TEA P (g,
179 DMF 184  p-Larzcddiions, 183
93 % CH4CN, 2 h

Figure 133 : Nouvelle voie de synthése pour I'obtention de la cycloocténone 177.
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L’énone 183 est obtenu par une déhydrosilylation de Saegusa-Ito catalysée par du Pd(OAc),.6? Dans un
premier temps, nous avons utilisé les conditions de Shimizu, nécessitant I'introduction du catalyseur
en quantité sub-stoechiométrique (0,05 éq.) (entrée 1, Tab. 12).5 Cette réaction nous a permis
d’obtenir un mélange de I'énone 183 et de la cyclooctanone 179 avec un rendement de 3 % dans un

rapport de 2/0,8.

Tableau 12 : Conditions pour la déhydrosilylation catalysée au Pd(OAc),.

Entrée Conditions % énone 183 /cyclooctanone 179, Rendement

déterminé par RMN

1 Pd(OAc), (0,05 éq), dppe (0,05 2/0.8 3%
éq), diallyl carbonate (2 éq),
CH3CN, reflux, 1 h

2 Pd(OAc); (10 mol%), DMSO, t.a., 2/1 10%
72 h
3 Pd(OAc); (0,5 éq), p- 2/0.8 48 %

benzoquinone (0,5 éq), CHsCN,
t.a,2h

Les rendements étant faibles, nous avons reproduit la réaction en augmentant les quantités de
catalyseur (0.1 eq.) selon les conditions mises au point par Larock (entrée 2, Tab. 12).%* Le produit
attendu 183, a de nouveau été obtenu en mélange avec la cyclooctanone 179 de départ avec un
rendement de 10 % dans des proportions 2/1. Finalement, la méthode décrite par Saegusa, utilisant
0,5 équivalent nous a permis d’obtenir I’énone 183 avec un rendement avec 48 % dans des proportions

2/0,8 (entrée 3, Tab. 12).5?

Pour fonctionnaliser I'énone 183, deux méthodes ont été envisagées. La premiere permettrait de
transformer I'’énone 183 en cyclooctanedione 185 par une oxydation de Wacker-Tsuji en présence du
Na,PdCl,.%° La dione pourra ainsi étre fonctionnalisée par une réaction de Wittig (Fig. 134). La seconde
méthode permettrait de fonctionnaliser la cyclooctanenone 183 par une addition 1,4 de Michael, par

un organocuprate de lithium selon la réaction de Saunders.®®
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Figure 134 : Modification de I'’énone 177 via une oxydation de Wacker-Tsuji ou une addition 1,4.

Pour la premiére méthode, la formation du cyclooctanedione 185 a été observée en RMN, mais le

produit n’a jamais pu étre isolé.

La seconde méthode, nécessite la synthése de I'organolithien 187 par réaction du 2-(3-

chloropropoxy)tétrahydro-2H-pyrane avec du lithium (Fig. 135).

J\/j . J\/j
C|/\/\O —X— Li/\/\o ---------------- - OTHF

o] o]
186 THPOGH,),CuG=CC4Hg)Li 187

Figure 135 : Addition 1,4 de I'organolithien 187 sur la cycloocténone 183.

Malgré plusieurs essais en condition anhydre, et avec différents conditionnements pour le lithium

(granule, ruban), nous n’avons pas pu observer la formation du lithien 186 par titration.

Suite aux difficultés rencontrées pour fonctionnaliser la cyclooctén-one 183 en position 3, nous avons
tenté de fonctionnaliser le cyclooctyne en position 5, en utilisant le 1,5-cyclooctanediol 188, plus
onéreux.5”%® En effet, la présence de deux fonctions hydroxyles, servirait pour 'une de point de
fonctionnalisation tandis que I'autre permettrait d’introduire I'alcyne. L’alcyne pourrait étre introduit

par le réarrangement d’un sélénediazole ou par une syn-élimination d’un triflate vinylique.
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- réactior de mézathade sur I'alcogl allylique
- cauplzga de ype pephldigque sur ' yd-oeyle

Figure 136 : Fonctionnalisation du 1,5-cyclooctanediol 188.

Selon la nature du mime du NADPH (dihydropyridine ou acide naphtoique), deux approches de
fonctionnalisation ont été envisagées (Fig. 136). Une premiere approche permettrait d’introduire les
acides sélectionnés par modélisation moléculaire par une réaction d’estérification sur I’hydroxyle. La
seconde approche, permettrait d’introduire un dérivé de dihydropyridine, synthétisé en collaboration

avec deux stagiaires, via un espaceur par une réaction de métathése (Fig. 137).%°

Figure 137 : Mime du NADPH du type dihydropyridine.

Pour la premiére approche, la premiére étape consiste en une mono-oxydation du 1,5-cyclooctanediol
188 en présence de PCC dans le DCM (Fig. 138). La 5-hydroxycyclooctanone 189 est obtenue avec un

rendement de 79 %.
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OH 0O
HZG, DM
79 %
HO HO
188 189

Figure 138 : Mono-oxydation du 1,5-cyclooctanediol.

Pour la seconde étape, plusieurs conditions de couplage peptidique ont été réalisées, a partir de I'acide

2-naphtoique pouvant mimer le site du nicotinamide (Fig. 139).

Trois tests ont été réalisés selon les conditions suivantes :

A. EDC.HCI, HOBt, DIPEA, DMF
B. DCC, HOBt, THF
C. DIC, HOBt, THF

Méthode A, B ou C 0 O
QI

Figure 139 : Tests de couplage du 5-hydroxycyclooctanone 188 avec I'acide 2-naphtoique.

HO
189

Quelles que soient les conditions utilisées, nous n’avons pas observé de consommation significative de
la 5-hydroxycyclooctanone 189 de départ. D’autres tests devront étre mis en ceuvre avec un agent de

couplage différent des carbodiimides employés.

La seconde méthode débute par la mono-allylation du 1,5-cyclooctanediol 188 par une réaction de
substitution de ce dernier sur le bromure d’allyle (Fig. 140).%8 Cette réaction est réalisée en présence
de NaH dans le DMF et conduit au cyclooctanediol mono-allylé 190 avec un rendement de 61 %.
L'alcool libre est ensuite oxydé en cétone dans le DCM par ajout successif de PCC. La cyclooctanone

substitué 191 est obtenue avec un rendement de 78 %.

OH OH 0
MaH, DMF HEL, DEM
— 78 % —
HO B N T \_d T TN0
188 190 191
61%

Figure 140 : Synthése de la cyclooctanone 191.
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Un test de métathése a été réalisé a partir du bromure d’allyle en présence du catalyseur de Grubbs

de seconde génération au reflux dans le DCM, a I’abri de lumiére (Fig. 141).

0O @)
Grubbs Il, DCM
A Br/\/\/
191 192

Figure 141 : Essai de métathese entre la cyclooctanone X et le bromure d’allyle.

La formation du produit escompté a été mise en évidence par RMN-'H, et spectrométrie de masse en
mélange avec d’autres composés. Faute de temps, nous n’avons pas pu réaliser la réaction de

métathése avec le dérivé de dihydropyridine.

b. Tentative de synthése d’azacyclooctyne
Concernant la synthese de I’azacyclooctanone, nous avons choisi de nous inspirer de travaux de

Bertozzi utilisant la métathése pour former le cycle.>

La premiere méthode envisagée pour obtenir le composé 194, consiste a ouvrir la y-butyrolactone
151c par le bromure de vinylmagnésium 193. Cependant, la réaction n’a pas conduit au produit

souhaité et nous avons observé la formation du 4-vinylhex-5-éne-1,4-diol 195.
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Tableau 13 : Conditions opératoires pour I'ouverture de la y-butyrolactone. * = stoppé aprées I’ajout du magnésien.

O o) OH
?\//§ + \/MQEF — \)J\/\/OH + NN OH
THF g

161c 193 -78°C 194 195

Concentration Equivalent de

Entrée Solvant Température magnésien magnésien Durée 194 195 Produt
de départ
dans le THF ajoutée
1 THF -70 °C 1M 1 1h v v
2 THF -70 °C 1M 0,7 * v v v
3 THF -70 °C 1M 0,5 * v v
4 THF -70 °C 1M 0,3 * v v v
5 THF -70 °C 0,25 M 0,8 * v v
6 THF -70°C 0,25 M 0,6 * v v
7 THF -70°C 0,25 M 0,5 * v v v
8 THF -70°C 0,25 M 0,3 * v v v
9 Et,O -70 °C 0,1M 0,6 * v v v
10 Et,O -70°C 0,1M 0,6 * v v v
11 THF -70 °C 0,1M 0,6 * v
12 THF -70 °C 0,1M 1 * v v v

De nombreux essais ont été réalisés pour observer la formation du produit souhaité et sont reportés
dans le tableau 13. Des les premiers essais, malgré un abaissement de la température a — 70 °C, nous
avons observé la formation du produit di-substitué 195. Afin d’éviter la double addition du magnésien
sur la lactone, nous avons souhaité faire varier le nombre d’équivalents de magnésien ajouté, la
réaction étant neutralisée dés la fin de I'introduction de la quantité souhaité. Pour les entrées 2 et 4,
nous avons observé la formation du produit attendu, la 6-hydroxyhex-1-én-3-one 194 mais dans de
faibles proportions par rapport au composé 195. Avec ces résultats encourageants, nous avons fait
varier la concentration du magnésien introduit en préparant des solutions a 0,25 M et 0,1 M (entrée 5
a 12). Selon les conditions présentées entrée 2, 4, 7 a 10 et 12, le produit souhaité a été observé mais
toujours en mélange avec le produit de double addition 195. Les conditions ayant donné le meilleur
rapport correspondent a I'entrée 12 pour laquelle nous avons obtenu les composés 194/195 dans des

proportions 0,4/2.
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Du fait de ces résultats peu concluants et de la difficulté a isoler le composé souhaité, une autre voie
de synthese pour mener a la 6-hydroxyhex-1-én-3-one 194, a été réalisée, a partir du 1,4-butanediol

196 commercial (Fig. 142).7%7

La monosilylation du 1,4-butanediol 196, est obtenue avec un rendement de 71 %. L’hydroxyle libre
197 est ensuite oxydé en aldéhyde 198 via une réaction de Swern avec un rendement de 75 %.
L’addition de bromure de vinylmagnésium 193 sur I'aldéhyde 198 a conduit a I'obtention de I'alcool
allylique 199 souhaité avec un rendement de 78 %. L'oxydation de I'alcool secondaire 199 par le

periodinane de Dess Martin, conduit a I‘énone 200 avec un rendement de 58 %.

HO
~ "o ——  HO A ~preoms . —— H\H/\/\DTEIDME

MNaH, TBSCI, py¥alyl cricride,
196 IHF.0°C,16h 197 omao oiFEs O 198
71% 78 °Ctota.
75 % \/MgHr
j IHF, 78 °C, 16 h
78 %

/\H/\/\OH /\H/\/\DTEIDME -— WD—TEDME
J L D HC Ll *. DCM

194 TIFI1,0 200 0°C, 58 % 199
MsCl | EA,
DCM

/\H/\/\OMS

O
201

Figure 142 : Nouvelle voie de synthése pour I'azacyclooctyne.

L'utilisation de TBAF pour déprotéger I’éther silylé 200 n’a pas fonctionné. Plusieurs conditions ont été
testées comme ['utilisation de résines acides (Dowex, Amberlyte 15, Amberlyte CG-50), mais aucune

n’a conduit au produit souhaité.

L'alcool est finalement déprotégé a I'aide d’une solution a 0.08M d’HCIl. Le mélange brut réactionnel
est de suite, rapidement purifié sur colonne, donnant acces au produit partiellement pur. Le produit
est ensuite engagé dans I'étape suivante, qui consiste a former le mésylate par traitement de celui-ci
en présence du chlorure de mésylate et de la triéthylamine dans le dichlorométhane. Le mésylate est
substitué par I'allylamine 202a ou par I'allylamine fonctionnalisée 202b-c, mais le produit escompté
n’a jamais été obtenu (Tab. 14). Plusieurs essais, ont été réalisés en faisant varier le solvant, la

température, la durée ainsi que I'utilisation d’'une base non nucléophile (Tab. 14).
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Tableau 14 : Conditions pour la substitution du mésylate 201 par I’allylamine 202 a-c.

R R
I I
/\[]/\/\OMS + HN\/\ . /\[]/\/\N/\/ /\/N\/\[]/\/\OMS
I
(0] (0] R (0]
201 *kE. R1=H 203 a-c 204 a-c
202b, R2 = -20iZH,CHoO5 Mes
202c, R3 = -C0iZH,CH,OH

Entrée R Base Solvant Durée Température Produit

1 R: DMF 16 h TA -

2 R: TEA DMF 16 h TA -

3 R: Pyridine THF 16 h TA -

4 R: THF 5 min TA 204

5 R: Pyridine DCM 2h 0°C 204

6 R: TEA THF 2h TA 204

7 R: Pyridine DCM 16 h 0°C Pdt de départ
8 R: 16 h TA Pdt de départ
9 Rs TEA THF 16 h TA Pdt de départ

Pour la substitution réalisée a partir de I'allylamine (entrées 1 a 6), nous observons la formation d’un
produit non identifié apres 16 h, et ceci quel que soit la présence d’une base ou non milieu réactionnel.
Pour étudier I'impact du temps sur la formation du produit, les réactions ont ensuite été stoppées
apres 5 min ou 2 h, introduisant une base ou non. Nous avons observé dans ces cas (entrées 4 a 6) la

formation du produit 204, résultant d’une addition 1,4 sur I’énone.

Pour étudier I'impact des groupements portés par 'allylamine (entrée 7 a 9), nous avons introduit des

groupements électroattracteurs mais dans ce cas aucune réaction n’a été observée.

L'introduction de I'azote dans la chaine étant difficile par cette voie, il a été décidé de I'introduire dés

le départ, via une nouvelle voie de synthese a partir I'époxyde 203 commercial (Fig. 143).

Cette réaction fait réagir I'anion de I'acétonitrile sur I'époxyde 205, suivi par la réduction du nitrile en
présence de LiAlH,décrite par Yoshida en 1988.72 L’amine 207 est soumis a I'étape suivante sans étape

de purification. Le diéne 208 est ensuite obtenu par substitution nucléophile de I'amine 205 sur le
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bromure d’allyle en présence de la base minérale K,COs. Les amines primaires et secondaires étant
généralement incompatibles avec le catalyseur de Grubbs du fait de leur capacité a ce chélater au
métal du centre catalytique, nous avons décidé d’introduire le 4-bromobutyrate d’éthyle a cette étape

par substitution de I'amine sur celui-ci. Le composé 209 est obtenu avec un rendement de 25 %.

N CN .
/\((]) /\(\/ /Y\/\NHZ

CH3CN, n-Buli OH L mIH,4, Et,0, OH

205 THF,-78°C 206 rexflun 207

j Br N7
K,COs, THF
WN/\/ - = N ANF
OH 4-LromobLtyrats d'éthyla, OH H
209 K2CO3, CHsCN 208
o 25 %
@)

]

Figure 143 : Synthése de composé 209.

A ce stade, un seul essai de métathese a pu étre réalisé et les quantités utilisées n’ont pas permis
d’identifier le produit souhaité. Il sera donc nécessaire dans le futur de reproduire la réaction a partir

d’une quantité plus conséquente.

Si la réaction de Grubbs ne fonctionne pas, il serait intéressant de remplacer I’éthyl-4-bromobutyrate
par un amide, ou en protégeant I'amine avec un groupement électro attracteur ou encombré pour

favoriser la métathese.

V.  Conclusion

Pour conclure ce chapitre, nous avons décrit dans une premiére partie la synthese d’inhibiteurs de
type azoture selon trois méthodes, avec des rendements avant déprotection finale qui sont
respectivement de 24 % (n=1),24 % (n=2),33 % (n=3) et 31 % (n = 4). L'ensemble des inhibiteurs a
été testé sur la DXR purifiée d’E. coli, et par antibiogramme sur une souche sauvage d’E. coli et une
autre résistante a la fosmidomycine. Ces premiers résultats sont prometteurs, puisque tous les
composés inhibent I'enzyme. De plus, les composés 138a (n = 1) et 138d (n = 4), montrent une bonne
inhibition sur antibiogramme. Cette capacité a inhiber la DXR et a se fixer dans le site actif de 'enzyme
est un point important pour la poursuite de nos travaux selon cette approche. Parallelement, nous
avons également entrepris la synthése de ces inhibiteurs en pince dite inversée mais la déprotection

finale ne nous a pas permis de les obtenir avec une pureté suffisante pour les tester in vitro.
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Dans un second temps, ayant obtenu des bonnes valeurs d’ICso pour les azotures, nous avons souhaité

tester des composés fonctionnalisés avec un brome ou un hydroxyle, en tant qu’inhibiteurs potentiels.

Parmi les différentes synthéses entreprises, seule, la synthése de deux composés a pu étre menée a
son terme. Ces deux composés, 165d (Br, n = 4) et 167b (OH, n = 2), ont pu étre testés sur la DXR d’E.
coli et ont montré une activité inhibitrice de respectivement 0.8 UM et 41 uM, ce qui est tres

intéressant notamment pour le dérivé bromé.

Dans une seconde partie, nous avons décrit les tentatives de synthése d’un cyclooctyne et d’un
azacyclooctyne. Concernant I'azacyclooctyne, la derniere méthode de synthése n’a pu étre conduite a
son terme mais semble étre en bonne voie. |l sera donc nécessaire de poursuivre les travaux entrepris.
Concernant le cyclooctyne, la fonctionnalisation du cyclooctyne avec le mime a NADPH pourra étre

envisagée par une réaction de métathese.

En paralléle, nous avons testé deux cyclooctynes commerciaux pour voir s’ils étaient capables de se
fixer a 'enzyme. Le BCN 210 et le dibenzocyclooctyne amine 211, ont ainsi été testés sur la DXR d’E.
coli (Fig. 144). Le composé 208 a montré une inhibition de la DXR de 16 % a 100 uM et le composé 209,

une inhibition de 27 % a 600 uM. Cette faible inhibition démontre la nécessité d’avoir de bons mimes

I :N I
gEO 211
H,N

du NADPH.

210

/llll

OH

Figure 144 : Cyclooctynes commerciaux testés sur la DXR purifié d’E. coli.
Pour pallier aux problémes de synthese, il serait peut-étre plus judicieux de préparer des mimes du
NADPH et de les greffer sur des cyclooctynes commerciaux. Du fait du co(t relativement onéreux des
cyclooctynes, un travail d’optimisation devra étre réalisé sur les mimes du NADPH et ceux-ci devront

pouvoir étre greffés en derniére étape sur les cyclooctynes sélectionnés.
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l. Introduction

Comme indiqué en introduction (partie Il, sous paragraphe 2d.), cibler simultanément les sites du
NADPH et du DXP a I'aide d’une molécule unique semble étre possible et plusieurs équipes ont déja
envisagé cette possibilité, dont la notre. Le terme bisubstrat définit ainsi, le fait de cibler deux sites

avec une molécule unique.

Les composés se fixant au site du NADPH, décrits en introduction et ayant la meilleure inhibition sont
les composés 135 avec une ICso de 130 nM sur la DXR d’E. coli et 137d avec une ICso de 140 nM sur la

DXR de M. tuberculosis (Fig. 145), ce qui reste inférieur a I'activité de la fosmidomycine.?

I OIH (')' (?H I’\lj\N
"Ro "Ro
0] 0]
135 187d
Cl
Cl

Figure 145 : Inhibiteurs de type bisubstrat possédant les meilleures activités inhibitrices.

Au sein de notre équipe, les travaux s’étaient orientés vers la synthése de composés possédant, une
rhodanine pour cibler le site de fixation du NADPH et une fonction catéchol, capable de se chélater au
métal du site actif.? Les résultats ont démontré I'importance du groupement catéchol pour observer
une inhibition de la DXR d’E. coli dans le bas micromolaire. Cependant, les meilleurs composés

n’avaient pas montré d’activité in vitro par la méthode de diffusion en gélose sur E. coli.?

Dans le cadre des premiers travaux de notre équipe selon cette approche bisubstrat, il avait donc été
décidé de modifier en intégralité la structure des composés sans conserver de motif tel qu’une partie
de la fosmidomycine. Dans le cas présent, il a été choisi de conserver ce motif et de faire varier les
mimes du NADPH. Par ailleurs, certains inhibiteurs décris dans la littérature, selon cette approche, se
sont révélés étre non compétitifs vis-a-vis du NADPH. En réalité, ils ne se fixeraient pas dans la poche
du NADPH mais dans une poche alternative. De ce fait, nous avons choisi de faire varier la longueur de
I’espaceur entre la partie fosmidomycine et mime du NADPH, afin d’en étudier I'impact, sachant que
le nicotinamide du NADPH se situe a approximativement 3,5 A de I'atome de carbone du groupement

formyle de la fosmidomycine.

Pour joindre le mime du NADPH et du DXP, nous avons décidé d’introduire une fonction amide.
L'intérét de ce groupement amide est d’obtenir un espaceur stable, bien toléré en milieu biologique

et qui pourrait contribuer a la fixation de I'inhibiteur via des liaisons hydrogenes. Il a été employé par
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plusieurs équipes auparavant. Certaines ont remplacé I'acide hydroxamique par un amide simple, ce
qui avait conduit dans la majorité des cas a une perte significative de I'activité inhibitrice.*® D’autres
ont déja utilisé cette fonction en tant qu’espaceur mais avec un seul groupement méthylene entre
I'amide et le carbonyle de la pince.* Ces derniers possédent des ICso dans le bas micromolaire,
notamment avec le composé 131 ayant une ICso de 1 uM sur la DXR d’E. coli et de 0,4 uM sur la DXR
de P. falciparum (Fig. 146).

0 OH 0
| 1
@OMNW NV\/CIID);OH
O
131

Figure 146 : Inhibiteurs de type bisubstrat, possédant un espaceur de type amide.

L'effet de I'élongation de la longueur de I'espaceur a également été étudié par I'’équipe de Dowd, qui
a mis en évidence une augmentation de I'activité inhibitrice (Tab. 15). Cependant, il s’avére que ces

composés se fixent dans une poche alternative.®

Tableau 15 : Inhibiteurs de type bisubstrat ciblant une poche alternative.

ICso DXR de Mtb
Composé R n
(uMm)
0 OH 134a Ph 1 26.9
AN
HRd nR 134b Ph 3 17.8
> Qi 20 % dinhibition 3
H PN 134c Cyclohexyle 0
3 I 100 pM

Leur étude a toutefois mis en avant I'importance du groupement aromatique pour obtenir une ICso de
I'ordre du micromolaire, car lorsque celui-ci est remplacé par un cyclohexyle, il y a une perte

importante de I'activité (composé 134c, Tab. 15).

Dans le premier chapitre, nous avons souhaité synthétiser deux molécules distinctes qui pourraient
une fois dans le site actif interagir ensemble et produire un inhibiteur. Dans ce chapitre, nous allons
présenter les travaux réalisés pour I'approche bisubstrat, qui consiste a produire une seule molécule
ciblant deux sites distincts de I'enzyme afin d’augmenter la spécificité de I'inhibition. Les inhibiteurs
synthétisés seront constitués de trois régions clés. Une premiere mimant le DXP, une seconde ciblant
le site du NADPH et plus particulierement le nicotinamide et une derniére qui jouerait le role

d’espaceur entre ces deux mimes.
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Afin de cibler au mieux la poche du NADPH, nous avons travaillé en collaboration avec I'équipe du Dr.
Roland Stote de I'lGBMC et les études de docking ont été entreprises par le Dr. Fanny Krebs et le Dr.

Jérémy Esque.

Il. Modélisation moléculaire

1. Premiere approche pour la conception d’inhibiteurs de type bisubstrat
Les travaux ont été réalisés a partir de la structure de la DXR issue d’E. coli (PDBid 1Q0Q), cocristallisée
en présence du DXP et du cofacteur NADPH.” Le métal a été rajouté a partir des coordonnées du Mn?*
de la DXR possédant le PDBid 4AIC, cocristallisée en présence de la fosmidomycine, du cofacteur
NADPH et du métal Mn2*.2 Les calculs de docking ont été réalisés avec le programme AutoDock Vina

via I'interface Racoon. Les molécules ont été modélisées grace au logiciel Avogadro 1.1.0.°

Leurs travaux ont débuté par la recherche des interactions potentiellement exploitables a la surface
de la protéine. Un criblage de 350 molécules diverses et variées a été réalisé et a permis d’obtenir une
carte de population du type d’atomes tapissant la surface des zones d’intéréts potentiels. Les sites,
ainsi détectés a proximité des zones d’intéréts (i.e. sites de fixation du substrat et du cofacteur)
permettent de prédire de potentielles interactions hydrophobes ou des liaisons hydrogénes avec un
résidu accepteur ou donneur. La comparaison de ces sites avec le DXP et NADPH a confirmé I'utilité
des résultats du criblage. La conception de molécule a ensuite été entreprise selon deux approches
par I'équipes de modélisation: une premiére, fondée sur le squelette de la fosmidomycine et
construite fragment apres fragment, et une seconde, basée sur la conception de molécules a partir de

composés commerciaux.

Pour la premiere méthode de conception, les interactions polaires entre la DXR et le NADPH sont
localisées au niveau du pont diphosphate et du ribose 2’-phosphate du NADPH. Il a été démontré que
le 2’-phosphate du NADPH contribue fortement a la fixation du cofacteur a I’'enzyme mais non a la
catalyse. En effet, lorsque le NADPH est remplacé par son analogue, NADH, I’activité de la DXR diminue
fortement.’® Ainsi, dans la premiére approche, les molécules ont été conceptualisées en travaillant en
premier lieu sur la région mimant le cycle nicotinamide (Fragment 1) puis en second lieu, sur la région

du pont diphosphate et du ribose 2’-phosphate (Fragment 2) (Fig. 147).
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Figure 147 : Décomposition du NADPH en deux fragments pour la conception d’inhibiteurs.

Pour le fragment 1, la fosmidomycine a été fonctionnalisée au niveau de I’hydroxamate avec des
dérivés aryles et naphtalénes sélectionnés grace au criblage (Fig. 148). Le premier critere de sélection
des molécules dockées est que le phosphonate doit pouvoir interagir avec I'un des deux résidus clés
du point d’ancrage, a savoir la Ser186 et/ou I'His209, de maniére a s’assurer de la fixation du mime au
niveau du site du DXP. Ce premier travail a permis de confirmer le potentiel des aromatiques qui se

placent a I'endroit ou se loge le cycle nicotinamide du cofacteur.

Pour cibler le fragment 2, une premiére série de composés possédant un sulfonyle et fonctionnalisé a
son extrémité avec un phosphonate a été étudiée (Fig. 148). De plus, un critére de sélection a été
ajouté : les molécules doivent interagir avec la Thrl0 et/ou le Trp212. Le premier acide aminé est décrit
comme interagissant avec le ribose 2’-phosphate du NADPH, tandis que le Trp212 est un résidu clé de
la boucle de confinement du site actif.!! L’optimisation de cette seconde série a conduit 3 'obtention
de composés, permettant de cibler les zones d’interactions clés du NADPH.

Fragment 1 :

Naphtyle,
occupant la place du nicotinamide

— L

| |
H?'/F\/\/N %, 5
O O/ \O
(0]

o s o
S

Mime du DXP

Figure 148 : Fragments mis en avant par étude de modélisation moléculaire pour la conception d’inhibiteur de type
bisubstrat.

Cette premiére approche montre l'importance d’un groupement aromatique pour cibler le
nicotinamide et d’une fonction polaire pour interagir avec les régions du diphosphate et du ribose 2’-

phosphate.
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2. Seconde approche pour la conception d’inhibiteurs de type bisubstrat

a. Simplification des mimes de NADPH
Pour la seconde approche, en collaboration avec les modélisateurs, nous avons décidé de travailler sur
des mimes plus simples, ciblant prioritairement le site du nicotinamide, pour évaluer leur potentiel. Si

ces résultats sont concluants, la synthése des composés issus de I'approche 1 pourra étre conduite.

En nous fondant sur les résultats précédents, le choix des fragments commerciaux s’est orienté vers
des dérivés du groupement naphtyle. A partir de cette sélection et de la structure des mimes de type
acide phosphono retro-hydroxamiques du DXP, dont la longueur de 'espaceur varie de 1 a 4 atomes
de carbone, I'équipe de modélisation a réalisé des études de docking sur les composés correspondants

(Fig. 149).

0 oH .
PN
9y

M ez du DXP

N Oe
ke
O

O O haphtyla.

NJ\N/E occdpant la placs du nizoting Tide

Figure 149 : Conception d’inhibiteurs de type bisubstrat a partir de fragments commerciaux.

Lors de I'étude de docking, chaque molécule a été dockée cinq fois de maniéere indépendante sur la
DXR en présence du cation Mg?*. Les molécules, dont les cing structures résultantes interagissent avec
la Ser186, ont été sélectionnées, et la moyenne des estimations d’énergies de fixation de chacune a

été calculée.

Le nombre de molécules retenues étant important, une seconde sélection a été réalisée en nous
fondant sur les estimations d’énergie moyenne de fixation. De plus, les résultats n’ayant pas montré
de différence importante entre la pince naturelle ou inverse, nous avons travaillé sur la synthése en

pince naturelle.

b. Sélection des acides commerciaux
Le choix des acides commerciaux est fondé sur les études de modélisation et répondent aux critéeres

suivants :

1. Des acides présentant de bons résultats selon les études de modélisation

2. Des acides substitués permettant d’évaluer I'influence de modifications
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3. Un acide qui n’a pas été retenu lors des études de docking

Nous avons ainsi choisi pour répondre au premier critéere I'acide 6-hydroxy-2-naphtoique 212, ainsi

que l'acide 4’-propylbiphényl-4-carboxylique 213 ayant démontré de bons résultats (Fig. 150).

Pour répondre au second critére, nous avons choisi I'acide 2-naphtoique 214, 'acide 6-méthoxy-2-
naphtoique 215 et I'acide 4’-hydroxy-4-biphényl carboxylique 216 pour étudier I'influence de la
présence d’un groupement hydroxyle. Ensuite pour étudier I'influence de la longueur de chaine entre
I'acide et le naphtyle, I'acide 2-naphtylacétique 217 a été sélectionné, sachant que ce composé répond
au troisieme critére. Enfin pour analyser I'importance du naphtyle, I'acide 4-hydroxybenzoique 218 et

I’acide 5-hydroxynicotinique 219 ont été choisis.

0 0
HO OO HO O
o~ O
215 216 OH
0 0
Ho OO HO HO™ SN
© OH =
217 218 219 ©OH

Figure 150 : Acides commerciaux sélectionnés pour la synthese de bisubstrat.

Malgré la sélection d’acides commerciaux relativement simples, I'avantage de notre méthode par
rapport aux autres groupes, est d’étudier I'influence de la longueur de chaine entre la pince et 'amide.
Comme une partie des inhibiteurs bisubstrat synthétisés jusqu’a aujourd’hui, n’atteignent pas le site
de fixation du NADPH, mais vraisemblablement, une autre poche, nous avons décidé de faire varier
cette longueur pour étudier son impact. De plus, nous avons souhaité conserver les trois éléments clés
du mime du DXP qui sont le phosphonate, I'acide rétro-hydroxamique et la chaine liant ces deux

parties.
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[ll.  Synthese des inhibiteurs de type bisubstrat

1. Stratégie de synthése convergente
La voie de synthése envisagée consiste a réaliser un couplage de type peptidique entre le diéthyl (3-
((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143, préalablement synthétisé (chapitre 1) et les fragments Y
de différentes longueurs de chaine (Fig. 151). Celui-ci pourrait étre obtenu par un couplage de type
peptidique entre les acides commerciaux et un aminoacide de longueur de chaine variable, a savoir la

B-alanine, la glycine, I'acide y-aminobutyrique et I'acide 5-aminovalérique.

: oen 9 oen
Eto B+ HN.g Eto >Ny
OEt OEt
140 141 143 ~ o OBn 0
Eto/l?\/\/N nN
OEt o H

O fj\
HOW ; HOW
nNH2 O)J\R — nN” R
(0] (0]

Y

Figure 151 : Stratégie de synthese convergente.
Un couplage de type peptidique entre 143 et Y permettrait de conduire aux intermédiaires protégés
désirés.
2. Synthése des inhibiteurs de type bisubstrat
a. Synthése des différents fragments Y

L'obtention du fragment Y, débute par un couplage de type peptidique. Pour une question de visibilité,

la suite réactionnelle est présentée a partir de I'acide 2-naphtoique (Fig. 152).12

1. DG, NHS
Q CHE, Q
"H
2. HO o
nNH2 223 a-d
214 a-d 0 2202 n =1 a
e 220b, n=2
MeHCDs o0 e n=3

egliEcaone 5o d n=4

Figure 152 : Voie de synthese des inhibiteurs de type bisubstrat appliqué a I'acide 2-naphtoique.
Les acides sont activés sous la forme d’un ester a I'aide de N-hydroxysuccinimide (NHS) en présence
de DCC dans le chloroforme. Les aminoacides de longueurs comprises entre 1 et 3 carbones, a
I’exception du composé 214 réalisé pour des longueurs variants de 1 a 4 carbones, sont ensuite
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condensés sur I'ester en milieu aqueux basique. Les acides sont obtenus par précipitation, ainsi pour
ceux dont nous n’avons pas observé de précipitation, une autre voie a été envisagée et sera présentée
ultérieurement. Cette premiere étape donne acceés a la premiere série de fragments Y, dont les

résultats sont consignés dans le tableau 16.

Tableau 16 : Synthése des fragment Y.

ACIDES Aminoacides Composés Obtention du Rendement
de longueur n fragment Y
0] n=1 221a X
HO OO n=2 221b v 42 %
212 OH n=3 221c X
0 =1 222a v 36 %
HO O n=2 222b v -
O n=3 222c v -
213
o n=1 223a v 92 %
HO n=2 223b v 75 %
n=3 223c v 72 %
214
n=4 223d v -
0 n=1 224a v 74 %
HO n=2 224b v 67 %
. =33 224 v -
215 o n ¢
O n=1 225a X
HO O n=2 225b 4 19 %
O n=3 225c¢ X
216 OH
n=1 226a v 89 %
n=2 226b v 84%
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HO n=3 226¢ v ;
217
o) n=1 227a X
Ho)K@ n=2 227b X
218 OH n=3 227c X

n=1 228a X

o)
HOJ\Q n=2 228b X
= n=3 228¢ X
219 OH

b. Condensation du composé 143 et du fragment Y.

La seconde étape est la condensation du diéthyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143 avec

chacun des fragments 223a-d, réalisé dans le THF en présence du couple DIC/HOBt (Fig. 153).

O
O
H\[‘((/\)\
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O

Ze3a-d
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RICHORL 17 Po_~_N
EtO” | “H
THF 0" Ot
143
0 OBn o]
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YWD YT
O o}
Z31a-1

Figure 153 : Second couplage de type peptidique entre le phosphonate 138 et I'acide 2-naphtoique.

La purification des composés obtenus s’est révélée délicate, et a nécessité un travail d’optimisation.
En effet, dans les mélanges bruts réactionnels, il reste toujours encore du produit de départ 143, ayant
un rapport frontal proche du produit d’arrivé (Rf 0.36 pour le produit attendu versus 0.4 pour le réactif
de départ 143). De plus, la diisopropyl urée, formée lors de la réaction de couplage, partiellement

insoluble est difficile a éliminer. Apres de nombreux essais, les produits ont été purifiés par
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chromatographie sur gel de silice automatisé avec un gradient de 100 % acétate d’éthyle, jusqu’a 90/10

acétate d’éthyle/méthanol. Les rendements sont reportés dans le Tableau 17.

Les dernieres étapes mises en jeu consistent d’une part a déprotéger la pince par hydrogénolyse
catalysée au palladium sur charbon actif dans le méthanol, dont les rendements sont indiqués dans le
tableau 17. Puis d’autre part, a déprotéger les diéthyles du phosphonate a I'aide de TMSBr dans du
DCM (Fig. 154).

OBn

EtO” \/\/N\H/H\ EtO” P\/\/N\[(H
Hy, BeitC,
23a-d MeIH 237a-d
j | RS L,
M
o OH o)
OH J A

Z4Za-d

Figure 154 : Déprotection finale des inhibiteurs, appliqué a I'acide 2-naphtoique
Suite a ces différentes étapes, quatorze composés ont été synthétisés avec succes. Pour le couplage,
les rendements varient de 16 a 76 %. Ceci peut étre expliqué par le fait que les réactions sont stoppées
apres 3 a 5 jours malgré la présence de la benzylhydroxylamine 143 de départ, lorsque plus aucune

évolution ne semble avoir lieu.

Pour la déprotection de la pince, les rendements varient de 27 a 85 %, selon la méthode
d’hydrogénation utilisée. Lorsque I'on fait buller le dihydrogene obtenu a I'aide d’un générateur,
I’hydrogénolyse est incompléte méme apres plusieurs jours. L’utilisation d’un ballon de dihydrogéne a

pression atmosphérique permet d’accéder aux produits déprotégés avec des meilleurs rendements.
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Tableau 17 : Composés de type bisubstrat synthétisés.

Second couplage Déprotection benzyle Obtention du
Composés | Rendements | Composés | Rendements | Produit final
0]
HO
nN OO 229b 28% 235b 78 % 240b
0]
221b OH
O 230a 38% 236a 71 % 241a
HO\[((/*)\
N
5 MK O 230b 27% 236b 85 % 241b
ddda-c O 230c 16 % 236¢ 81 % 241c
231a 69 % 237a 40 % 242a
O
HO\H/H\N 231b 25% 237b 27 % 242b
n
RP®
0 231c 40 % 237c¢ 62 % 242c
Liia-d
231d - 237d 59 % 242d
0] 232a 73 % 238a 78 % 243a
HO\H/H
o nH OO 232b 71% 238b 52% 243b
~
(0]
Lida-c 232c 40 % 238c 73 % 243c
1) 233a 76 % 239a 60 % 244a
HO
n” 233b 33% 239b 29 % 244b
0]
2dka-c 233c 29 % 239c 29 % 244c
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3. Analyse spectroscopique RMN

Les spectres RMN des composés finaux (entrées 1 a 4, 6 a 12 et 14), mettent en évidence la présence

de deux conformeres Z et E dans des proportions variables, reportées dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Proportions de conformeres dans le CD30D.

0] OH 0] -

p N s mnl
Hﬂ//\/\o' T@n\N Y b,n=2
(@] o H c,n=3
n=1a4 dn=4

O, O, OO
> P
Y3= Y4=
O/

8(CH:N) 8(CH,CO)
Proportions (%)
ENTREE | Composé n Y en ppm en ppm
Z/E/autre
(Z/E/autre)) (Z/E/autre)
1 240b 2 YO 3,35/3,68/- 2,69/2,88/- 38/62/-
2 241a 1 Y1 3,35/-/- 4,12/-/- 100/-/-
3 241b 2 Y1 3,31/3,66/- 2,64/2,84/- 20/80/-
4 241c 3 Y1 3,31/3,70/- 2,44/2,63/- 10/90/-
5 242a 1 Y2 3,34/-/3,04 4,17/-/4,15 70/-/30
6 242b 2 Y2 3,35/3,70/- 2,71/2,87/- 55/45/-
7 242c 3 Y2 3,35/3,71/- 2,46/2,64/- 50/50/-
8 242d 4 Y2 3,34/3,70/- 2,42/2,58/- 30/70/-
9 243a 1 Y3 3,34/-/- 4,14/-/- 100/-/-
10 243b 2 Y3 3,32/3,69/- 2,70/2,88/- 55/45/-
11 243c 3 Y3 3,35/3,69/- 2,46/2,62/- 50/50/-
12 244a 1 Y4 3,34/3,68/- 3,96/4,19/- 55/45/-
13 244b 2 Y4 3,31/-/3,49 2,53/-/2,67 60/-/40
14 244c 3 Y4 -/3,66/- -/2,51/- -/100/-
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Par ailleurs, tous les composés posseédent un groupement amide dans leur strucutre, celui-ci pourrait
engendre deux conformeres supplémentaires. Cependant, du fait de 'importante géne stérique due
aux aromatiques, nous avons émis I'hypotheése que I'amide serait uniquement présent en

conformation E.

L’analyse des spectres RMN réalisés dans le CD30D, montre que le méthylene en a de I'azote, apparait
sous la forme de deux signaux a environ &= 3,35 et 3,70 ppm, correspondant respectivement aux
conformeéres Z et E. Les déplacements chimiques du méthyléne en a du carbonyle dépendent de la
longueur de I'espaceur. Pour le conformére E, les déplacements chimiques sont observés aux environs
de 6= 4,2 ppm (n = 1), 2,86 ppm (n = 2), 2,65 ppm (n = 3) et 2,6 ppm(n = 4) alors que pour les
conformeéres Z, ils sont déblindés avec 6= 4,15 ppm (n = 1), 2,68 ppm (n = 2), 2,45 ppm (n = 3) et 2,42
ppm (n=4).

Pour le composé 242a (entrée 5), nous observons |'apparition d’un signal supplémentaire a 3,04 ppm
selon le déplacement du méthyléne en a de l'azote et la disparition d’un signal a 3,70 ppm,
correspondant au conformeére E. De méme, pour le composé 244b (entrée 13), nous observons
I'apparition d’un signal a 3,49 ppm pour le méme méthyléene et la disparition a 3,70 ppm,
correspondant également au conformére E. A ce stade, il ne nous est pas possible de déterminer la
structure de ce conformere supplémentaire. Toutefois, nous pourrions envisager la formation de
conforméres cycliques : formation d’un cycle a 8 chainons par liaison hydrogene intramoléculaire entre
le carbonyle de I'amide (accepteur de liaison hydrogene) et I’'hydroxylamine (donneur de liaison
hydrogéne), pour le composé 242a (A, Fig. 155), ou d’un cycle a 6 chainons par liaison hydrogéne entre

le carbonyle de I’hydroxamate et le N-H de I'amide pour le composés 244b (B, Fig. 155).

OH
/7
HO-R

O 9 T
/P\/\/N
HO \_\; oMo O HRY WI/\
/ \ O/, /N
O T U0
NH
A O)\/ B o)

Figure 155 : Autres conformations envisagées de 242a et 244b.
En regle générale, pour une longueur n =1, le conformere Z est obtenu soit seul (entrées 2 et 9, Tab.
18), soit il est majoritaire (entrées 5 et 12, Tab. 18). Dans ce cas, les génes stériques pourraient étre
limités par la rigidité imposée par cette longueur, favorisant le conformére Z avec la formation d’une

liaison hydrogéne intramoléculaire entre I’'hydroxylamine et le carbonyle de la pince (Fig. 156).
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o -H
1] ] /'O
HO
NH
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Figure 156 : Conformeére Z favorisée pour une longueur de chaine réduite.

Avec I'augmentation de la longueur, il semble que le conformére E devienne majoritaire (entrées 1, 3,
4, 7 et 8), voir 'unique pour le composé 244c (entrée 14). Nous pouvons émettre I’hypothése que les
génes stériques dues a la flexibilité de I'espaceur seraient dans ce cas plus accrues, ayant pour

conséquence la formation du conformere E majoritaire.

4. Evaluation biologique

a. Test enzymatique sur la DXR purifiée d’E. coli du premier panel d’inhibiteurs
Une partie de ces composés ont été testés sur la DXR d’E. coli, par le Dr. Denis Tritsch (Tab. 19) afin de

déterminer leur ICso.

Les ICso des différents inhibiteurs synthétisés au laboratoire et ciblant le site de reconnaissance du DXP
ont toujours été mesurées selon les mémes conditions opératoires : pré-incubation de la DXR avec les
inhibiteurs et le NADPH pendant 2 minutes. En effet, les inhibiteurs tels que la fosmidomycine sont de
type slow-binding c’est-a-dire qu’ils se fixent de maniere lente et qu’apres leur fixation a 'enzyme il se
produit un changement de conformation du complexe ternaire (DXR-NADPH-inhibiteur), avec, comme
conséquence, la formation d’'un complexe plus stable. Dans ces conditions, les concentrations en

NADPH et en DXP sont respectivement de 0,2 et 0,5 mM.

La DXR suit un mécanisme bibi ordonné, ou le NADPH se fixe en premier a I'enzyme, formant ainsi le
complexe DXR-NADPH, auquel vient se lier par la suite le DXP dans son site de reconnaissance, suite a
un changement de conformation induit par la fixation du NADPH. Donc, en ce qui concerne la méthode
1, nous testons la capacité des inhibiteurs a se fixer au complexe (DXR-NADPH), notamment dans le
site de reconnaissance du DXP, car, le coenzyme, en concentration saturante, se lie tres rapidement a

I'enzyme.

Dans le cadre de cette seconde approche, les inhibiteurs, visant le site de reconnaissance du NADPH,
la DXR est pré-incubée en présence des inhibiteurs et du DXP, et le NADPH est ajouté ensuite pour
lancer la réaction enzymatique. Le DXP ne devrait alors pas se fixer a la DXR en absence du coenzyme

et la capacité des inhibiteurs a se lier a 'apoenzyme sera mesurée.
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Un troisieme mode opératoire a été envisagé, a savoir pré-incubation de la DXR avec les inhibiteurs
puis addition du DXP et du NADPH a la suite pour lancer la réaction enzymatique. Les trois méthodes

ont été testées avec le composé 242c.

La méthode 1 permettant d’évaluer la fixation au niveau du site du DXP a été appliquée et la méthode

2 donnant de meilleurs résultats a été privilégiée pour les inhibiteurs de type bisubstrat.

Les résultats obtenus selon ces deux méthodes sont regroupés dans le tableau 19. A noter que tous

les composés n‘ont pu étre testés par manque de temps.

Tableau 19 : Activité inhibitrice des inhibiteurs de type bisusbtrat. NT = Non Testé et / = erroné car I’enzyme était dégradé.

I (?H i an=1

H/P\/\/N N Y b,n=2
n

9|O H c,n=3

O n=1a4 dn=4

TR, O OO
OH

ENTREE | Composé N Y ICso Méthode 1 (uM) ICso Méthode 2 (uM)
Inhibition maximum
1 240b 2 YO 10.7
d’environ 46 %
/ Inhibition maximum
2 241a 1 Y1l
d’environ 50 %
3 241b 2 Y1 20 % inhibition a 20 uM 15 % inhibition a 20 uM
4 241c 3 Y1l 0,7 10,8
5 242a 1 Y2 NT NT
6 242b 2 Y2 10,2 NT
7 242c 3 Y2 NT 1.5
8 242d 4 Y2 4,4 NT
9 243a 1 Y3 / /
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7,7 Inhibition maximum
10 243b 2 Y3
d’environ 50 %
1,5-0,9 Inhibition maximum
11 243c 3 Y3
d’environ 50 %
/ Inhibition maximum
12 244a 1 Y4
d’environ 50 %
13 244b 2 Y4 NT 13,8
14 244c 3 Y4 NT 1,6

De maniere surprenante, dans la majorité des cas ou les composés ont été testés selon les deux
méthodes, nous observons que I'inhibition n’est pas totale pour certains composés quand la méthode
2 est utilisée (entrée 1, 10 a 12, Tab. 19). En effet, nous notons une inhibition maximale de I'ordre de
50 %. Deux hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ce résultat: soit les molécules ne se fixent
gu’a un seul site actif de la DXR, celui-ci étant un dimere, ’autre gardant ainsi toute son activité ; soit,
elles se fixent prés du site actif induisant une baisse de I’activité enzymatique de moitié par diminution
de I'affinité de la DXR pour le NADPH et/ou le DXP, ou par un relargage plus lent des produits de la
réaction enzymatique, a savoir, le NADP* et/ou le MEP. Comme I’enzyme est incubée avec l'inhibiteur
en présence de DXP, la protection par le substrat d’une partie des sites actifs de I'enzyme ne semble
pas pouvoir étre envisageable car ce phénomeéne n’est pas observable pour tous les composés testés.
De plus, comme le NADPH se fixe avant le DXP, ce dernier ne peut pas bloquer les sites de fixation en
I"absence du NADPH. S’il devait se fixer sur 'apoenzyme, |'occupation des sites de fixation du DXP

devrait étre limitée du fait de la faible affinité de la DXR pour le DXP (Kn de I'ordre de 100 uM).

En revanche, lorsque la méthode 1 est utilisée, I'enzyme semble pouvoir étre inhibée en totalité.
Apparemment le NADPH permet une meilleure fixation des bisubstrats a I'enzyme, probablement par
I'intermédiaire de leur partie phosphonohydroxamate. Cependant si la partie mime du
nicotinamide est capable de se fixer dans le site de fixation du NADPH, la présence de celui-ci I'en
empécherait mais il n’est pas exclu que celui-ci soit en compétition avec le NADPH ou qu’il se lie au
site hydrophobe proche du site actif permettant éventuellement d’augmenter I’affinité de la DXR pour

ces composeés.

Par ailleurs, dans le cas des composés 241a-c et 244a-c (entrées 2 a 4 et 12 a 14, Tab. 19), nous
observons que lI'augmentation de la longueur de I'espaceur améliore la capacité inhibitrice. Cela est

bien visible lorsque les inhibiteurs sont incubés en présence du NADPH laissant suggérer que la partie
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mime du DXP pourrait mieux se fixer dans le site du DXP. Le composé 241c (ICso < 1 uM) est le plus
performant, et une étude cinétique plus poussée (détermination du Ki) devrait étre entreprise pour
analyser son mode de fixation a la DXR et vérifier s’il se fixe bien au niveau du site du NADPH ou au

niveau de la poche hydrophobe située a proximité.

L'absence d’inhibition totale révélée par la méthode 2 devra également étre approfondie pour
déterminer si ces résultats ont un lien avec le site occupé par les mimes, (site du NADPH ou poche

hydrophobe).

Pour le composé 241b (entrée 3, Tab. 19), nous observons une faible inhibition quel que soit la
méthode utilisée. Nous pourrions émettre I’hypothese que celui-ci se fixe a la DXR mais dans des sites

différents.

A ce jour, tous les composés n’ont pas été testés soit selon les deux méthodes, soit selon une, il sera

donc nécessaire de réaliser ces tests, pour comparer I’'ensemble.

Néanmoins, une grande partie des composés ont été testés in vitro quant a leur capacité d’inhiber la

croissance d’E. coli pour affirmer ou infirmer ces résultats.

b. Test in vitro par la méthode de diffusion en gélose sur E. coli
Une partie des composés synthétisés ont pu étre testés in vitro sur une souche d’E. coli par la méthode
de diffusion en milieu solide gélosé. Les quantités déposées sont d’environ 30 nanomoles pour les
molécules testées et de 2 nanomoles pour la référence fosmidomycine. Les diamétres d’inhibition sont

reportés dans le Tableau 20.

Tous les composés testés sur une souche sauvage d’E. coli, a I'exception du composé 244c, sont
capables d’inhiber la croissance des bactéries. L'efficacité moindre observée par rapport a la
fosmidomycine en regle générale, pourrait étre due a la diffusion plus lente de ces molécules dans la
gélose. Par ailleurs, les composés ont été testés sur une souche d’E. coli résistante a la fosmidomycine
par mutation des transporteurs du glycérol 3-phosphate et du glucose 6-phosphate. Aucun d’entre eux
n‘a été en mesure d’inhiber cette souche, indiquant que ces inhibiteurs utilisent les mémes

transporteurs que la fosmidomycine.
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Tableau 20 : Test in vitro par la méthode de diffusion en gélose sur E. coli. NT = non testé ; - = aucune inhibition.
(IDI (IDH O
P N s ’
HEG > > Y RANTTY

coo®
353 3 3 5

m it nn
AODN-

> ®
Y3 Y4
oW e
Diametre de la zone Diametre de la zone
d’inhibition d’inhibition de la
ENTREE | Composé N Y
(mm) Fosmidomycine
(mm)

1 240b 2 YO 15 33
2 241a 1 Y1l 14 27
3 241b 2 Y1 10 33
4 241c Y1 22 33
5 242a 1 Y2 NT NT
6 242b 2 Y2 NT NT
7 242c 3 Y2 12 33
8 242d 4 Y2 NT NT
9 243a 1 Y3 13 27
10 243b 2 Y3 16 33
11 243c 3 Y3 15 33
12 244a 1 Y4 11 27
13 244b 2 Y4 13 33
14 244c 3 Y4 - -
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Le meilleur résultat obtenu avec le composé 241c (entrée 4, Tab. 20), est en corrélation avec ceux
obtenus sur la DXR. Pour ce composé, il serait intéressant d’étudier I'influence de la longueur de
I’espaceur afin de déterminer si le biphényle se fixe de maniére optimale pour une longueur de 3

chainons et si cette augmentation entraine une perte d’activité ou a I'inverse une amélioration.

Tous les composés qui possedent une inhibition maximum d’environ 50 % selon la méthode 2, se
révelent tous étre capables de pénétrer au sein de la bactérie et d’inhiber sa multiplication (entrée 2,

10 a 12, Tab. 20).

Le composé 241b qui par hypothése se fixerait sur I'enzyme mais pas dans les sites du DXP et NADPH

montre a nouveau une activité modeste in vitro.

5. Synthése partielle des inhibiteurs a partir des acides comportant un groupement
hydroxyle

La synthese de I'intégralité des composés n’a pu étre conduite avec les acides 212, 216, 218 et 219. La

présence de I'hydroxyle pourrait étre responsable de ce manque de réactivité car plusieurs couplages

sont possibles. Il a donc été décidé de protéger la fonction acide des aminoacides sous la forme d’ester

benzylique. La synthése des derniers composés a été entreprise mais n’a pu étre conduite a son terme.

La premiere étape de la synthése débute par la protection de la fonction acide. Pour effectuer cette
réaction la glycine, la B-alanine, et I'acide y-aminobutyrique sont traités avec de I'alcool benzylique en
présence d’acide p-toluénesulfonique au reflux dans du toluéne, conduisant a I'obtention des produits

245a-c (Fig. 157).%% Ces composés sont obtenus sous la forme de sel de tosylate d’ammonium.

L, ARTS @\/ ) /@/
HO . 0 A
ﬁNHz j(%rENHQ,+ s

o
2208 n =1 2453 n = 1
2L n=2 243k, n=2
2300 n =3 245C n = 3

Figure 157 : Protection de la fonction acide sous la forme d’ester benzylique.

Le couplage des composés 243 a-c avec les acides commerciaux 212, 214, 216 et 217, a été réalisé via
deux méthodes. La premiére, en présence de EDC/HOBt/TEA [méthode (i)] et la seconde en présence

de DCC/TEA [méthode (ii)] (Fig. 158).****
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Figure 158 : Test de couplage de type peptidique avec les aminoacides protégés.

Les essais mis en ceuvre sont reportés dans le Tableau 21.

Tableau 21 : Rendements des couplages des fragments ester benzylique avec les différents acides.
* = non testés, faute de temps

Ester benzylique
245a,n=1 245b,n=2 245¢,n=3
Acides commerciaux

O
26 % méthode (ii)
HO *
oy 212 240c

OH
O méthode (ii)
* *
HO O 246b
0]

216
OH . . . . . :
36 % méthode (ii) | 68 % méthode (ii) | 48 % méthode (i)
HO
o 218 247a 247b 247c
O
HO N 54 % méthode (i) | 48 % méthode (i) | 50 % méthode (i)
|
= 248a 248b 248c
OH 219

Les rendements des produits obtenus oscillent entre 26 et 68 %. La formation du composé 246b a été

observée par analyse RMN du brut réactionnel mais celui-ci n’a pu étre purifié.

Faute de temps, nous avons déprotégé les groupements benzyles par hydrogénolyse catalysée au
palladium activé sur charbon uniquement sur les composés 240c et 247b (Fig. 159). Les produits

souhaités ont été obtenus avec de faibles rendements de respectivement 8 et 24 %. Nous observons

170



Chapitre 2 : Stratégie bisubstrat

sur les spectres RMN, la présence d’un singulet aux alentours de 3,72 ppm, intégrant pour 3 protons,
ainsi qu’un carbone a 52,08 ppm. Ces déplacements chimiques sont caractéristiques d’'un groupement
méthoxy. La réaction se faisant en présence de méthanol, celui-ci pourrait avoir réagi sur |'acide pour

conduire a I'ester méthylique.

0 Ho, M O 0
©\/o I = e a . o L
iy R MeaCH ny R d nN R
o) o} o H
240¢ ou 24Th 2450 ou 250b

Figure 159 : Produits résultants de I'étape d’hydrogénation.

Pour éviter la formation de ce produit, le méthanol a été remplacé soit par de I'éthanol ou de
I'isopropanol, permettant de poursuivre la synthese sur les autres composés, qui a ce jour n’ont pas

été purifiés

Pour finir, les acides libres sont couplés avec le diéthyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143
selon les conditions mises au point précédemment (Fig. 160), a savoir en présence de DIC/HOBt dans
le THF, permettant d’obtenir les composés 251a et 252b avec des rendements respectifs de 34 et 18

%.

G NN S R N
Etg//\/\/ nN R Etg/,\/\/ \HA/\)\N R
to H THF to NH
O @)
I48c L3C
143 2500 252h

OH
OH

Figure 160 : Couplage de type peptidique pour la synthése du dernier panel.

Afin de finaliser ce projet, il restera a effectuer ces deux étapes de déprotection selon les conditions

opératoires décrites auparavant.

V.  Conclusion

Au cours de ce projet, nous avons travaillé, en collaboration avec une équipe de modélisation

moléculaire, a I'élaboration de nouveaux inhibiteurs de type bisubstrat. Les travaux réalisés en amont
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par cette équipe ont permis d’identifier des molécules pouvant interagir non seulement au niveau du
site actif du DXP, mais également a proximité de ce dernier, notamment, au niveau du site de fixation

du cofacteur NADPH.

En nous fondant sur les études de docking réalisées par nos collaborateurs, nous avons choisi de
développer la synthese d’inhibiteur a partir d’acides commerciaux ciblant le site de fixation du
nicotinamide. Une stratégie de synthése convergente, a été appliquée pour la synthése des composés.
La synthese des inhibiteurs a partir des acides et 4’-propylbiphényl-4-carboxylique 213, 6-méthoxy-2-
naphtoique 215, et 2-naphtylacétique 217 a été conduite a son terme. En revanche, la synthése a partir
des acides possédant un hydroxyle a nécessité I'introduction de deux étapes supplémentaires de

protection et déprotection et n’a pu étre achevée a ce jour.

Une partie des inhibiteurs synthétisés a pu étre testée sur la DXR purifiée d’E. coli et par la méthode
de diffusion en gélose. Ces résultats obtenus sont tres intéressants et confirment I'efficacité des
aromatiques pour cibler le site du nicotinamide. Nous observons une corrélation entre les résultats de
modélisation et les résultats d’inhibition, pour les composés fonctionnalisés avec les acides 6-hydroxy-
2-naphtoique 212 et 4’-propylbiphényl-4-carboxylique 213, choisi pour leurs bons résultats en docking.
Ce dernier, a notamment montré la meilleure activité inhibitrice lors des tests enzymatiques et sur

boite de Pétri avec I'inhibiteur 241c.

L'augmentation de la longueur de chaine entre les acides 2-naphtoique 214 et 2-naphtylacétique 217
n’a pas démontré de réelle amélioration. En revanche, I'introduction du groupement méthoxy sur
I'acide avec I'acide 6-méthoxy-2-naphtoique 215 permet d’augmenter I'inhibition. Toutefois, toutes
les longueurs d’espaceurs n’ayant pas été réalisées, il sera nécessaire de terminer les synthéses pour

comparer 'ensemble.

Ces premiers résultats sont trés encourageants avec la quasi-totalité des composés inhibant la
croissance d’E. coli, mais il sera nécessaire de réaliser des études complémentaires pour vérifier le
mode de fixation des inhibiteurs dans I'enzyme. Il sera par exemple intéressant de déterminer les Ki
de nos composés pour voir s’ils sont bien compétitifs vis-a-vis du site du nicotinamide du NADPH. Les
inhibiteurs possédant les meilleures activités inhibitrices pourront également étre étudiés par
cristallographie pour confirmer leur mode de fixation. Ces analyses pourront par ailleurs peut-étre
apporter des précisions quant aux inhibiteurs montrant la plus mauvaise inhibition (maximum
d’inhibition de 50 %) selon la méthode 2. Car malgré cette mauvaise inhibition observée lors des tests
enzymatiques, ceux possédant cette caractéristique ont montré une bonne inhibition sur boite de
Pétri. Cette mauvaise inhibition ne doit donc pas étre considérée comme un facteur d’exclusion mais

pourrait étre caractéristique d’un autre mode de fixation.
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D’un point de vue perspective, la solubilité d’'une partie des composés est relativement faible, ce qui a
nécessité de les solubiliser dans le DMSO pour les tests biologiques. Il sera donc nécessaire de travailler
sur ce point, ce qui pourra étre amélioré par I'ajout d’'une téte polaire comme indiqué lors de la

premiere approche des études de modélisation.
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|.  Etat del'art sur la chimie click in situ en présence d’alcyne vrais
L'utilisation d’enzyme pour conduire a I'obtention de son propre inhibiteur a partir de deux composés
distincts a déja été employée. Au départ, les différentes approches envisagées ne faisaient pas encore
état de [l'utilisation de chimie «click ». Cependant, la bio-orthogonalité de cette derniére I'a

rapidement propulsée comme alternative de choix.

L’équipe de Mock a démontré dans les années 90 le fait que la cycloaddition 1,3-dipolaire entre un
azoture et un alcyne est accélérée par un ordre de grandeur de 4 a 5 lorsque ceux-ci sont disposés de
maniére rapprochée au sein du récepteur synthétique d’un cucurbiturile.>3 Ainsi, 'emploi d’un alcyne
contraint peut étre contourné dans le cas ou le systeme biologique peut de lui-méme assembler les

ligands et conduire a son inhibiteur.

Cette stratégie a ainsi été employée pour la premiere fois dans la synthése d’inhibiteurs de
I"acétylcholinestérase (AChE) qui hydrolyse I'acétylcholine au niveau de la fente synaptique et qui est
une cible de choix pour de nombreuses maladies, dont la maladie d’Alzheimer.* Les tests réalisés sur
I’enzyme d’anguille et de souris ont exclusivement conduit a la formation du régioisomére 1,5 dont
I'activité des différents leaders est bien meilleure comparée a celle du régioisomeére 1,4, analysé par
une méthode de LC/MS-SIM (Selected lon Monitoring).> © En régle générale, la réaction de
cycloaddition 1,3 dipolaire entre un azoture et un alcyne est plutot lente a température ambiante.
Dans le cas de I'AChE, la cinétique est considérablement augmentée. La structure cristallographique
de l'enzyme en présence du régioisomere 1,5-TZ2PA6 révele un important changement
conformationnel, a proximité du site catalytique, non observé en présence du régioisomeére 1,4 (Fig.
161).7 Les résultats mettent en évidence le réle joué par le groupement triazole formé in situ dans
I'efficacité des régioisomeéres 1,5, en augmentant I'affinité des inhibiteurs pour I'enzyme. L'effet des

parameétres stériques et dynamiques sur la cycloaddition est encore a I’étude a I'heure actuelle.®

{2
s /N e
zé,z
-

TZ2PAR

Figure 161 : Structure du TZ2PA6 synthétisé par cycloaddition 1,3-dipolaire in situ.”
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La chimie click in situ a également été employée dans la synthese d’inhibiteurs de I’anhydrase

carbonique,’ de la protéase du VIH,* des tyrosines kinases!! ou encore de la chitinase.?

Hormis son utilisation dans le cadre de la synthése de nouveaux inhibiteurs, la réaction click a
également été utilisée dans I'exploration conformationnelle de poches de fixation de ligands. Le but
est de voir si de nouvelles interactions peuvent étre envisagées ou si des composés plus volumineux
pouvaient s’y fixer. L’équipe de Willand a de cette maniére étudié la flexibilité de la protéine EthR.1
Cette protéine est une cible dans la synthese d’inhibiteurs d’enzymes de Mycobacterium tuberculosis.
L’éthionamide (ETH), un antibiotique utilisé en seconde ligne dans le traitement de la tuberculose, est
une pro-drogue qui doit étre activée par la mono-oxygénase EthA. Cette derniere est une protéine
produite en faibles quantités par la bactérie, ce qui limite I'efficacité de I'ETH. L’EthA est elle-méme
controlée par le répresseur transcriptionnel EthR qui, lorsqu’il se fixe sur 'opérateur du géne EthA,
réprime son expression (A,Fig. 162). La formation d’un complexe EthR/ligand (L) empéche la protéine
de se fixer au géne, impliquant la production de I’'enzyme EthA permettant ainsi I'activation de I'ETH
(B, Fig. 162).

A Lihl [ oLh A

LihlL

N L1hA
LL |:](>
B
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- @

171 LTH*

Figure 162 : Synergie d’action de I'ETH et d’un ligand d’EthR.14

La flexibilité du site actif a été mise en évidence par I'utilisation d’un inhibiteur de EthR, fonctionnalisé
avec un azoture (BDM14801) en présence de différents alcynes aromatiques ou aliphatiques
sélectionnés (Fig. 163). Ces derniers ont été fonctionnalisés de maniéere a cibler une partie hydrophobe
de la poche. Ce sont notamment deux phénylalanines qui ont montré cette flexibilité car elles se
déplacent et ouvrent le chemin vers un tunnel hydrophobe qui peut étre exploité pour le

développement d’inhibiteurs.
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Figure 163 : Inhibiteur BDM31381 ayant servis a la conception de I'azoture BDM14801.

Cette stratégie a également été employée pour la synthése de sondes fluorescentes®® ou a permis de

mettre en évidence des ligands qui ne ciblent pas le site actif.1®’

BN

L’équipe d’Abell travaille quant a elle sur 'augmentation de l'efficacité de I'enzyme a induire la
réaction click en augmentant sa sensibilité de détection, ce qui peut étre un facteur limitant dans
I'optimisation des ligands. De plus, cette méthode pourrait permettre de mettre en évidence de
nouvelles familles de composés qui en temps normal seraient de faibles inhibiteurs non détectés car

en trop faible quantité.®

Ainsi, suite aux difficultés rencontrées pour synthétiser les cyclooctynes, et aux publications faisant
référence a I'utilisation d’alcynes vrais pour la chimie click in situ, nous avons choisi d’appliquer cette
approche a la DXR. Une fois I'inhibiteur de la fosmidomycine fonctionnalisé par un azoture et le mime
du nicotinamide, fonctionnalisé avec un alcyne vrai, au sein de I'enzyme, la fermeture de la boucle,
pourrait entrainer un rapprochement entre I'azoture et I'alcyne et ainsi promouvoir la réaction de

chimie click. Ce chapitre, présente les travaux réalisés dans ce cadre.

[l.  Synthese d’alcynes terminaux et évaluation biologique

1. Sélection des alcynes a synthétiser par modélisation moléculaire
Pour exploiter cette stratégie et ne possédant pas d’étude de ce type sur la DXR, nous avons fait appel

a la modélisation pour sélectionner les composés a synthétiser.

Les études de modélisation moléculaires, réalisées dans le cadre de I'approche bisubstrat, nous ont
guidés pour la synthése des mimes du nicotinamide. Pour cette approche bisubstrat, huit acides
commerciaux avaient été sélectionnés mais seule la synthése de quatre d’entre eux avait pu étre
conduite a son terme. Pour cette étude, nous avons choisi ces quatre acides a savoir 'acide 4’-
propylbiphényl-4-carboxylique 213, I'acide 2-naphtoique 214, I'acide 6-méthoxy-2-naphtoique 215 et

I'acide 2-naphtylacétique 217, ainsi que I'acide 4’-bromostilbéne-4-carboxylique (Fig. 164).

179



Chapitre 3 : Interface stratégie biligand et substrat

o) o) 0
HO HO OO HO OO
P >
213 214 215
Br
e
HO HO O
i

217 acide &-ararnozhibeno—d-cabosyliquo

Figure 164 : Acides commerciaux sélectionnés pour mimer le nicotinamide du NADPH.

Concernant le choix de I'alcyne, I'analyse d’une bibliotheque d’une vingtaine d’alcynes commerciaux
a été entreprise par nos collaborateurs, conduisant a la sélection de trois alcynes: l'alcool
propargylique 253, la 3-éthynylaniline 254 et le 3,4-difluorophénylacétylene 255 (Fig. 165). Les deux
premiers ont été choisis de maniére a y condenser les acides commerciaux mimant le NADPH et le

troisieme a été utilisé en tant que mime.

255 \\<

- R
150be 254 282-289

(IP? (l?an 253 \©:F Q QH
Eto/|\/\/ \H/(’g\N + ,P\/\/N\H/(")\ /N\

Figure 165 : Alcynes vrais sélectionnés pour la réaction de chimie click.

2. Syntheése des alcynes fonctionnalisés avec le mime du NADPH
Dans un premier temps, nous avons souhaité évaluer la capacité de ces alcynes a se fixer au niveau de
la poche du NADPH. Les acides commerciaux ont été condensés sur les alcynes, par un couplage de

type peptidique avec le couple EDC.HCI/HOBt (Fig. 166).

\OH 0 0
R ELCHCIHCHL R R
253 | + HO // X
R NH, r  TE4 DMF R
254 213 3215 et 217 256 3 262

Figure 166 : Synthése des mimes de NADPH avec les acides commerciaux sélectionnés dans I'approche bisubstrat.
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Par cette méthode, nous avons obtenu sept composés, avec des rendements compris entre 28 et 90

%.

Le stilbéne décrit par I’équipe de Slama-Schwok est utilisé comme mime du nicotinamide dans le cadre
de la synthése d’inhibiteur de NOS. Nous avons choisi de réaliser la synthése d’un alcyne fonctionnalisé

avec un stilbéne, afin d’en étudier le potentiel d’inhibition chez la DXR (Fig. 167).%
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Figure 167 : Synthése mime du NADPH avec le stilbene.

Pour ce faire, I'alcool propargylique est couplé a I'acide 4’-bromostilbéne-4-carboxylique dans les
mémes conditions indiquées précédemment, et le composé 263 est obtenu aprés purification avec un

rendement de 76 %.

3. Evaluation biologique des alcynes sur la DXR purifiée d’E. coli
Une partie des différents composés ont été testés sur la DXR d’E. coli, par le Dr. Denis Tritsch, selon la
méthode 2 (chapitre 2, page 164), ou les inhibiteurs sont préalablement incubés en présence de la DXR

et du DXP pendant deux minutes avant d’initier la réaction enzymatique par I'ajout du NADPH.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 22.

Tableau 22 : Pourcentages d’inhibition des alcynes sur la DXR par la méthode 2.

Pourcentage
Concentration
ENTREE | Composé Structure d’inhibition
(1M)
(%)

0
1 256 / O 40 12

N
2 257 Z H O 40 24
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0
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7 255 200 11
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Les tests d’inhibition avec les alcynes montrent que ces composés sont de faibles inhibiteurs avec des
pourcentages d’inhibition, allant de 4 a 24 % en fonction de leur concentration. Le meilleur résultat de
cette série est obtenu avec le composé 257, (entrée 2), possédant un pouvoir d’inhibition de 24 % a

40 pM.

Au vu de ces résultats, nous avons choisi de réaliser la réaction de click expérimentalement et de tester

les triazoles en tant qu’inhibiteur de type bisubstrat.

lll.  Synthése de triazoles bisubstrats : de potentiels inhibiteurs de la DXR

Cette approche a été réalisée pour synthétiser rapidement un grand nombre d’inhibiteurs, et étudier

I'influence du triazole.

1. Synthése des triazoles par réaction de click
La synthése a été mise en ceuvre avec les azotures 150bc, possédant un espaceur de 2 et 3
groupements méthylénes. Les azotures sont clickés avec les alcynes en présence du CuSO4.5H,0 et de

I’ascorbate de sodium dans un mélange butanol-eau (5/2) (Fig. 168).%
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Figure 168 : Synthése des inhibiteurs par réaction click.

Une série de neuf composés ont été obtenus avec des rendements variant de 16 a 88% (Tab. 23). Les
benzyles sont déprotégés par hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon actif conduisant aux
composés souhaités avec des rendements compris entre 35 et 90 % (Tab. 23). L'utilisation du TMSBr
dans le dichlorométhane permet de déprotéger les éthyles du groupement phosphonate, aux produits
souhaités. Les rendements n’ont pu étre déterminés a cause de la présence d’eau provenant de |'étape

d’hydrolyse des intermédiaires silylés (Fig. 168).

Tableau 23 : Rendements des étapes de click et de déprotection du groupement benzyle.

Réaction de click

Déprotection Obtention

benzyle produit final

Produit | Rendement | Produit | Rendement

264b 63 % 273b 70 % v’ 282b

264c 62 % 273c 64 % v
256

282c
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/@ Q 265b 16 % 274b 64 % 283b
N
N
O 265c¢ 51 % 274c 56 % 283c
257
0] 266b 88 % 275b 65 % 284b
Z O
258 266¢ ; 275¢ 60 % 284c
/@\ 0 267b 59 % 276b 72 % 285b
Z ”
250 267c 93 % 276¢ 35% 285¢
0 268b 52 % 277b 57 % 286b
Z T
260 o~ 268c¢ 58 % 277¢ 71% 286¢
o) OO 269b 49 % 278b 53 % 287b
//\O
261 269c 35% 278c¢ 75 % 287¢
/@\ 0 OO 270b 62 % 279b 66 % 288b
=Z N
262 270c 82 % 279c 49 % 288c¢
271b 57 % 280b 70 % 289b
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R F
271c - 280c 90 % v’ 289c
F
255
Br
O 272b 84 % 281b 29 % X
x
o O
o 272c 74 % X X X
263

La synthese avec le stilbéne comme mime du nicotinamide n’a pu étre réalisée que partiellement par
mangque de temps. Dans ce cas, la déprotection du benzyle 272b est réalisée a I'aide du trichlorure de
bore dans le DCM a 0 °C. Cette manipulation a été réalisée avec succes pour le composé 281b obtenu

avec un rendement de 29 %.

2. Etudes spectroscopiques RMN des triazoles
Comme dans le cas des composés décrits auparavant et possédant un acide rétro-hydroxamique, nous

avons observé la présence de conformeres Z et E dans des proportions différentes.

Les déplacements chimiques des protons caractéristiques et les proportions des conformeres Z et E

sont résumés dans le Tableau 24 et varient en fonction du solvant et des facteurs stériques.

Dans le cadre des composés fonctionnalisés avec un amide, du fait de I'importante géne stérique due

aux aromatiques, nous avons émis I’hypothése que seul le conformere E est présent.
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Tableau 24 : Analyses RMN-'H des atomes voisins de la pince hydroxamique et estimation de la proportion de conformeres
dans le CDs0D ou *(CDs),SO.
? PH
P N -N
H?' ! \/\O, \[(Gn\N \\N

(0]

O —

\T§~ 0
X34

Y

X1 = }(/Oﬁ
- T
: ® o
N
o AT
F
o X
F
6(CH2N) 6(CH,CO)
Proportions (%)
ENTREE | Composé X Y en ppm en ppm
Z/E/autre
(Z/E/autre)) (Z/E/autre)
282b X1 YO -/3,66/- -/3,17/- -/100/-
2 282c X1 YO -/3,66/- -/2,54/- -/100/-
3* 283b X2 YO 3,20/3,55 2,97/3,07 25/75/-
4* 283c X2 YO -/3,53/- -/2,41/- -/100/-
5 284b X1 Y1 3,35/3,65/- 3,04/3,19/- 30/70/-
6 284c X1 Y1 3,35/3,65/- 2,43/2,59/- 70/30/-
7 285b X2 Y1 3,34/3,70/- 3,13/3,29/- 70/30/-
8* 285c¢ X2 VY1 3,19/3,54/- 2,28/2,41/- 30/70/-
9 286b X1 Y2 3,35/3,65/- 3,06/3,22/- 15/85/-
10 286¢ X1 Y2 3,35/3,65/- 2,43/2,58/- 30/70/-
11 287b X1 Y3 3,35/3,66/3,63 3,08/3,26/3,15 12/28/60
12 287c X1 Y3 3,34/-/- 2,45/-/- 100/-/-
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13 288b X2 Y3 3,35/3,67/- 3,10/3,26/- 25/75/-
14 288c X2 Y3 -/3,66/- -/2,54/- -/100/-
15 289 X3 3,35/3,69/- 3,11/3,27/- 50/50/-
16 289c X3 -/3,68/- -/2,56/- -/100/-

Les proportions des conforméres Z et E sont fonctions de la longueur de la chaine ainsi que des
fragments X et Y. En RMN *H dans le CDs0D, les protons en a de |'azote, apparaissent sous la forme de
deux signaux a environ 6 = 3,35 et 3,68 ppm, correspondant respectivement aux conformeéres Z et E.
La valeur des déplacements chimiques des protons en a du carbonyle dépend de la longueur de
I’espaceur. Pour le conformeére E, les déplacements chimiques sont observés aux environs de 6 = 3,2
ppm pour n =2 et & =2,50 ppm pour n = 3. Pour les conformeéres Z, ils sont observés vers 6 = 3,10 ppm

pourn=2et&=2,45 ppm pour n=3.

Pour les composés 282b, 282c, 283c, 288c et 289c (entrées 1, 2, 4, 14 et 16), seul le conformére E est

présent. |l est possible que le conformere E, soit favorisé par les génes stériques importantes.

Alinverse, dans le cas du composé 287c (entrée 12), seul le conformeére Z est observé et est majoritaire
pour les composés 284c et 285b (entrées 6 et 7). Ce conformére serait favorisé par la formation d’'un
dimere, résultant de deux liaisons hydrogénes intermoléculaires entre la pince et le phosphonate (Fig.

169).

Figure 169 : Interaction hypothétique favorisant le conformeére Z, par formation d’une liaison hydrogene intermoléculaire
entre la pince d’une molécule et le phosphonate d’une autre.
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D’autre part, de maniere générale, dans le cas des composés fonctionnalisés avec le fragment X1, le
conformeére Z devient majoritaire, ou, les proportions évoluent en sa faveur, avec I'augmentation de
la longueur de chaine. Au contraire, dans le cas du fragment X2 (aniline), le conformére E devient
majoritaire. La présence de ces fragments X1 et X2 doit jouer un réle dans les proportions de ces
conformeéres. Néanmoins, pour les composés 282b et 282c¢ (entrées 1 et 2), fonctionnalisés sous forme
d’ester, avec le fragment X1, seul le conformeére E est présent. Le biphényle (Y0) doit probablement

avoir un impact sur ces proportions.

Pour le composé 287b (entrée 11), nous observons I'apparition de signaux supplémentaires a 6 = 3,63
ppm (CH;N) et 6 = 3,15 ppm (CH,CO), correspondant probablement a la présence d’un troisieme
conformeére. Celui-ci pourrait correspondre a un cycle a 8 chalnons, formés par une liaison hydrogene
intramoléculaire entre I'atome d’hydrogene de I'hydroxylamine et I'atome d’azote du triazole en
position 2 (Fig. 170). Cependant, a ce stade et avec les informations dont nous disposons, il ne nous a

pas été possible d’en déterminer la structure.

HO JO-H,
HO-L~"N N=N
P . \/)—/ o)
\ O&/N

0]

Figure 170 : Structures hypothétique du troisieme conformeére pour le composé 287b.

Les composés 283b, 283c et 285c¢ (entrées 3, 4 et 8), n’étant pas solubles dans le CDsOD, les analyses
RMN ont été réalisées dans le (CD3),SO. Dans ce cas, on observe un blindage des protons avec des
déplacements chimiques qui pour le conformeére E sont de 6 = 3,55 ppm versus 3,68 ppm pour le (CHzN)
et de & = 3,07 ppm (n = 2) et 6 = 2,41 ppm (n =3) pour le méthyléne en a du carbonyle. Pour le
conformeére Z, ces déplacements sont déplacés vers 3,2 ppm versus 3,35 ppm pour le §(CHzN). Les

méthylenes en a du carbonyle sont déplacés vers 6 = 2,97 ppm (n=2) et 6 = 2,28 ppm (n = 3).

3. Evaluation biologique

a. Tests enzymatiques sur la DXR purifié d’E. coli
Une partie des composés synthétisés a été testée sur la DXR d’E. coli. Comme dans le cas de I'approche
bisubstrat, les composés étant susceptibles de se fixer au niveau du site du nicotinamide du NADPH,
c’est pourquoi, les deux méthodes précédemment énoncées pour les tests enzymatiques ont été mise
en ceuvre. Dans la premiere, I'inhibiteur est incubé en présence de DXP pendant 2 min a 37 °C, la
réaction enzymatique étant ensuite initiée par I'addition de NADPH. Dans la seconde méthode,

I'inhibiteur est incubé en présence de NADPH pendant 2 min a 37 °C, et la réaction enzymatique est
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ensuite initiée par I'addition de DXP. Par manque de temps, seule une partie des composés a été testée

sur la DXR purifiée (Tab. 25).

Tableau 25 : Activité inhibitrice des inhibiteurs testés sur la DXR d’E. coli.

9 OH
H /P\/\/NWN’N\\
P S ”\i/N
~ . 0

x§/(

Y

x1= 30 YO = Y2 = o/
Y3 =

X2

I
ZT
“h.

Méthode 1 / ICso Méthode 2 / ICso
ENTREE Composé X Y
(nM) (nM)
X1 YO Inhibition non spécifique de la DXR car le
1 282c
composé forme des micelles
X2 YO Pas d’inhibition a
2 283c 13,5
14 pMm
3 284c X1 Y1 1,6 4,6
4 286¢ X1 Y2 1,7 3,5
5 287c X1 Y3 2,9 4,8

Les composés 284c, 286¢ et 287c (entrées 3, 4 et 5), possédant le méme espaceur X1, montrent une
bonne activité selon les deux méthodes avec des IC50 dans le bas micromolaire. Il faut noter une
corrélation entre les deux valeurs obtenues selon les deux méthodes. Ces résultats nous laissent
penser que les inhibiteurs se placeraient bien dans la poche du NADPH (Inhibition méthode 2). De plus,
la présence de ce dernier améliorerait leur affinité pour le site du DXP, visible par une légere

augmentation de I'inhibition obtenue dans le cas de la méthode 1.

Le composé 283c (entrée 2) semble mieux se fixer au niveau du site du NADPH puisque I'on observe
une meilleure inhibition avec la méthode 2 par rapport a la méthode 1. De plus, il ne semble pas étre

en compétition avec le DXP puisqu’une activité relativement faible est observée avec la méthode 1. A
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la vue de ces résultats, nous pourrions émettre I'hypothese que le cycle benzénique supplémentaire
favorise les interactions avec le site du nicotinamide et que la partie mime du DXP n’accéde pas de

maniere optimale au site du substrat.

Le composé 282c, n’a pas montré d’inhibition spécifique car il forme des micelles en solution aqueuse.
Cette inhibition non spécifique avait déja été mise en avant lors de I'évaluation des bisusbtrats de type
catéchol-rhodanine synthétisés au sein de notre laboratoire et lors d’'une étude sur le pouvoir

d’inhibition des flavonoides.??%3

Ces ICso de I'ordre du micromolaire, sont encourageants et montrent de nouveau qu’il semble possible

de cibler le site du NADPH sans avoir a synthétiser des molécules trop complexes.

L'influence de la longueur de chaine n’a pu étre évaluée, par manque de temps, et notamment, aucun
des composés possédant un espaceur a deux carbones n’a pu étre testé sur la DXR. Ces composés

devront étre testés dans le futur.

b. Tests in vitro par la méthode de diffusion en gélose sur E. coli
L’ensemble des composés synthétisés a pu étre testé in vitro sur des souches d’E. coli avec la méthode
de diffusion en milieu solide gélosé. Les quantités d’inhibiteurs déposées sont d’environ 30 nanomoles
tandis que le dépot de la fosmidomycine est de 2 nanomoles. Une quinzaine de composés ont pu étre

testés et les résultats sont rassemblés dans le Tableau 26.
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Tableau 26 : Test in vitro par la méthode de diffusion en gélose sur E. coli.

NT = Non testé., - = absence d’inhibition
Q oH Q QH
PN H - P\/\/N\H/(’\)\ -N,
HO T HOS NN
(0] (0] =
0]
Fosmidonycins x%{
Y
x1= 0
L e - T,
NS O (@]
X2 =
F
X3 = }’\@ Y1= Y3 = OO
F
Diametre de la zone Diametre de la zone d’inhibition de
ENTREE Composé X Y
d’inhibition (mm) la fosmidomycine (mm)
1 282b X1 YO - 33
2 282c X1 YO - 33
3 283b X2 YO0 NT
4 283c X2 YO 16 33
5 284b X1 Y1 - 27
6 284c X1 Y1l 13 33
7 285b X2 Y1 12 27
8 285c X2 Y1 9 27
9 286b X1 Y2 8 33
10 286¢ X1 Y2 10 33
11 287b X1 Y3 13 27
12 287c X1 Y3 16 33
13 288b X2 Y3 - 27
14 288c X2 Y3 - 27
15 289b X3 15 33
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La majorité des composés synthétisés ont été capables d’inhiber la croissance d’E. coli. Toutefois, les
composés fonctionnalisés avec le biphényle YO (entrées 1 et 2), n’ont pas montré de bonne inhibition
lorsqu’ils sont sous forme d’ester. En revanche, l'inhibiteur 283c (entrée 4), qui se fixerait
principalement au niveau du site du NADPH, montre une des meilleures inhibitions de cette série.
L'introduction d’un cycle aromatique supplémentaire (e.g. fragment X2), améliorerait donc la fixation
de l'inhibiteur au niveau du site du NADPH. Le biphényle YO est donc prometteur et une étude

cinétique plus poussée devrait étre entreprise pour analyser son mode de fixation.

Pour les composés fonctionnalisés avec le groupement naphtyle Y1, le composé 284b (entrée 5),
n’inhibe pas du tout la croissance de la bactérie. Les autres molécules, 284c, 285b et 285c (entrées 6 a
8), inhibent la croissance de maniére modérée.

Dans le cas des composés 286b et 286¢ (entrées 9 et 10), une augmentation de la longueur de chaine

semble favorable. Il serait donc intéressant d’étudier I'impact d’une élongation de la chaine.

Nous avons vu que les composés fonctionnalisés avec le groupement biphényle YO, sont moins bons
lorsqu’ils sont sous forme d’ester. En revanche, les composés fonctionnalisés avec le groupement Y3
sont meilleurs sous la forme d’ester et inactifs en présence du cycle benzénique. Notamment le 287¢
(entrée 12), qui est aussi bon que le composé 283c. La nature du groupement X a donc un impact en

corrélation avec le groupement Y auquel il est associé.

Pour finir, I'inhibiteur 289b (entrée 15) est I'un des meilleurs inhibiteurs, malgré I'absence de
fonctionnalisation supplémentaire. Pour évaluer I'influence de I'espaceur, il faudra tester le composé

289¢ (n = 3).

De plus, il est a noter qu’aucun des composés n’a été en mesure d’inhiber une souche d’E. coli
résistante a la fosmidomycine par mutation des transporteurs du glycérol 3-phosphate et du glucose
6-phosphate, ce qui laisse a penser que ces inhibiteurs pénetrent dans la bactérie selon les mémes

transporteurs que ceux utilisés pour la fosmidomycine.

IV.  Conclusion

Dans le cadre de cette nouvelle approche, nous avons voulu étudier la capacité de I'enzyme a
promouvoir la réaction de click in situ avec des alcynes vrais. Les études de docking nous ont permis
de sélectionner trois alcynes vrais et de les condenser avec les acides commerciaux choisis

préalablement dans le cas des bisusbtrats (chapitre 2, pages 155). Les alcynes ont été synthétisés et
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testés, cependant leur activité biologique est modeste. En effet, pour envisager de réaliser la réaction
de click in situ, il serait plus confortable d’avoir des inhibiteurs possédant une inhibition dans le bas
micromolaire. Ces mimes étant conceptualisés pour cibler le site du nicotinamide, il semblerait
intéressant pour avoir un mime du NADPH plus efficace de chercher a cibler également le pont
diphosphate et le 2’ ribose phosphate si nous souhaitons étudier la réaction de click in situ. Nous avons
donc décidé de réaliser la réaction de click expérimentalement, dans le but d’obtenir une nouvelle

librairie de composés de type bisubstat.

Une quinzaine de triazoles ont ainsi été obtenus avec succes et leur évaluation biologique a pu étre
conduite. Les premiers résultats cinétiques sont trés intéressants avec des valeurs d’inhibition dans le
bas micromolaire pour les composés 283c, 284c, 286¢ et 287c. Le premier notamment a montré des
résultats surprenants qui pourraient laisser penser que cet inhibiteur se fixe principalement au niveau

du site du NADPH, ce qui devra étre confirmé par des analyses complémentaires.

Cependant, contrairement aux bisubstrats, tous les composés n‘ont pas été capables d’inhiber
I’enzyme par la méthode de diffusion en gélose. Différentes hypothéses peuvent étre émises : un
probleme de diffusion dans le milieu gélosé, la présence d’amidases ou d’estérases ou encore un
relargage des composés a I'extérieur de la cellule bactérienne par des pompes a efflux.

Dans le cadre des synthéses de la réaction de click, nous avons utilisé du cuivre pour la catalyse, nous
donnant exclusivement accés aux composés substitués en 1,4. Il serait intéressant de réaliser de
nouveau ces synthéses pour les composés les plus probants en présence de ruthénium de maniére a
étudier I'impact d’une fonctionnalisation en 1,5.

En ce qui concerne, les inhibiteurs possédant un stilbéne, la synthése devra étre achevée pour étudier

leur impact en tant que mime du NAPDH.
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I.  Introduction
Les sites de fixation du DXP et du cofacteur sont trés proches, permettant de favoriser la réaction de
réduction du substrat. Il est intéressant de noter qu’entre les deux se trouve une zone hydrophobe qui
assure une interaction avec le cycle nicotinamide et le squelette carboné du substrat. Cette zone
implique un tryptophane et deux méthionines (Trp212, Met214 et Met276, numérotation pour

I’enzyme d’E. coli) et pourrait étre exploitée comme une cible potentielle

L’équipe de Dowd a développé des inhibiteurs de type bisubstrat N-acyle et O-liés de la DXR (Fig. 171).
Leurs travaux ont montré que certains inhibiteurs étaient non-compétitifs du NADPH et qu’ils se

fixaient a 'enzyme via un nouveau mode de fixation, a proximité du site actif.!

R
)
O OH O O n
- \/\/ -
Gt Y

R = phényle, cyclohouyin

Figure 171 : Composés N-acyles et O-liés décrits par I'équipe de Dowd.?
Auparavant, I'équipe de Schlitzer avait également observé la capacité de certains composés a se fixer
en dehors du site du DXP. A partir d’étude de docking, ils ont supposé que ces inhibiteurs se fixaient
via une liaison hydrogéne entre un carbonyle placé de maniére appropriée sur une chaine acyle et la
chaine principale de la méthionine 214 localisée dans la boucle flexible de I'enzyme et recouvrant le
site actif.2 Cependant, leur activité sur I'enzyme d’E. coli, bien qu’intéressante, reste inférieure a celles
de la fosmidomycine et du FR-900098. Les meilleurs composés possedent un ICsp dans le bas
micromolaire (1.3-20 uM), ce qui reste modeste en comparaison a la fosmidomycine et au FR-900098

qui inhibent dans le bas nanomolaire (35 nM) la DXR d’E. coli.

En collaboration avec I'équipe de modélisation moléculaire, nous avons désiré cibler la zone se
trouvant entre les deux sites de fixation du DXP et du NADPH. Pour ce faire, nous avons choisi de nous

orienter vers un groupement dansyle (Fig. 172).
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Figure 172 : Groupement dansyle.

Le groupement dansyle est un fluorophore absorbant a 335 nm et émettant a 520 nm (NADPH :
340/460). Il est largement utilisé dans de nombreuses applications biologiques. Sa petite taille et ses
propriétés fluorescentes rendent ce composé intéressant. En effet, un inhibiteur efficace, portant un

tel groupement pourrait étre suivi par microscopie a fluorescence lors de tests biologiques.

[I.  Modélisation du dansyle dans la poche

Nos collaborateurs ont ainsi réalisé des études de modélisation moléculaire d’analogues de la
fosmidomycine, fonctionnalisés avec un groupement dansyle.® Les études ont été réalisées selon le
méme protocole utilisé pour la conception d’inhibiteurs de type bisubstrat et développé dans le

chapitre 2 (pages 153).

Les résultats de ces analyses de docking nous ont confortés dans ce choix. L'image A de la figure 173

issue de cette étude, montre que le dansyle se trouverait dans une zone hydrophobe, différente de la

zone de fixation du NADPH (B, Fig. 173).

Figure 173 : A. DXR avec un inhibiteur de type dansyle obtenue par analyse de docking ; B. DXR en présence du DXP, du
métal et du NADPH a droite. Les ligands sont représentés en batonnets et le métal en sphére. Le PDBid de la structure est
1QoQ.4
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Afin d’étudier I'influence de la longueur de chaine entre la pince chélatant le métal et le groupement
dansyle, nous avons choisi de réaliser la synthése de ces composés pour une longueur de chaine de 1

ad.
lll.  Synthése des inhibiteurs de type dansyle

1. Schéma rétro-synthétique
D’un point de vue rétro-synthétique, les inhibiteurs ciblés 297a-d pourraient étre obtenus par

déprotection des dérivés 295a-d (Fig. 174).

La synthése de ces derniers pourrait étre conduite par condensation des dérivés amine 290a-d sur le
chlorure de dansyle commercial 291. Les amino-phosphonates seraient eux-mémes obtenus par
hydrogénation catalytique des azotures 150a-d ou par un couplage de type peptidique entre les

intermédiaires 143 et 293a-d.

O
P\/\/N ‘ - — \/\/N ‘ -
WN O N B3 \H/WN O N

29Ta 29534

OBn o
\//

o 0 H ‘
| | |
P NH HO _P N
g O = g e oy
o) 0

143 23a 4 “ 290k 291

\/\/N\H/H\
Et|9to N5

1602+

Figure 174 : Schéma rétro-synthétique de la synthése des analogues dansyle de la fosmidomycine 150a-d.

2. Synthése des analogues dansylés
La description de la synthése des azotures de longueur de chaine comprise entre 1 et 4 atomes de
carbone entre le groupement carbonyle et I'azoture a été développée dans le chapitre 1. La réduction
des quatre intermédiaires 150a-d, se fait par hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon actif,
permettant la déprotection concomitante du benzyle (Fig. 175). La purification s’est révélée délicate

car les composés sont trés polaires. lls sont purifiés par colonne chromatographique sur couche mince
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avec ajout d’acide formique pour aider a la migration. Les produits 290a-d sont ainsi obtenus sous

forme de sels.

1) Hy, Heitz,
% MeH
Etgt P\/\/N\[((’\)\N3 - Etl?t P\/\/N\[((’\)\,\“_|3 HC G
2) BT,
160a¢ M) 25030

Figure 175 : Hydrogénolyse des azotures.

Aprés avoir libéré I'amine de son sel, celle-ci est condensée sur le chlorure de dansyle commercial (Fig.

176).
Q OH C.hlarure de dznsyle Q.0
P N N s _
Etg//\/\/ j(b,ENH2 X Etg \/\/ \[(H\N N
t0 o base 10 |
25030 296a-0

Figure 176 : Condensation des amines sur le chlorure de dansyle.
Pour ce faire, une base non nucléophile, de type triéthylamine ou carbonate de potassium, a été
utilisée.>®
Toutefois, dans le cas des longueurs n = 3 et 4, nous observons en RMN H des signaux qui

correspondraient aux groupements méthylénes de la y-butyrolactame (entrée 1, Tab. 27) et de la 6-

valérolactame (entrée 2, Tab. 27).

Tableau 27 : Déplacements chimiques attribués aux lactames dans le CDCls.

ENTREE COMPOSE DEPLACEMENTS CHIMIQUES OBSERVES EN H (PPM)
O
1 H% 6.13 (s, 1H), 3.40 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.30 (m, 2H), 2.20 — 2.07 (m, 2H).
(@]

5 N 5.92 (s, 1H), 3.37 — 3.29 (m, 2H), 2.38 (m, 2H), 1.88 — 1.74 (m, 4H).

De ce fait, si 'amine se cyclise et conduit a la formation de ces lactames, nous devrions retrouver

I’hydroxylamine Z (Fig. 177).
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? QH 0 0. . OH
Etl(:)té I n NHy Etl(:)tO/ AN
n 143-0H
290a-d n=12
OH
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Etgt/ép\/v N - e PW N \OH
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o

Figure 177 : Formation hypothétique de la 2-pyrrolidinone ou 2-piperidone et de I'oximes syn et anti en équilibre.

Cependant, "analyse des spectres RMN *H, montre I'apparition de deux triplets intégrant pour un
proton chacun, aux alentours de 6,80 ppm et 7,48 ppm correspondants a des protons éthyléniques.
De plus, deux doublets sont observés en 3C RMN, vers 150,0 et 150,7 ppm possédant une constante
de couplage de respectivement 16,3 Hz et 14,7 Hz. Cette constante peut étre attribuée a un couplage
carbone-phosphore en / déja observé dans les spectres d’autres molécules que nous avons
synthétisées. A partir de ces données spectrales, nous envisageons avoir formé une oxime, présente

sous la forme de deux conformeres, syn et anti, en équilibre a température ambiante (Fig. 177).

Pour une longueur de chaine, n =2, aucun essai sur le chlorure de dansyle n’a été réalisé. En revanche,
nous avons déprotégé les groupements éthyles portés par le phosphonate en utilisant du TMSBr dans
le DCM, pour évaluer I'activité inhibitrice de cette molécule en tant qu’inhibiteur (Fig. 178). Cette
molécule a pu étre testée sur I'enzyme selon les mémes conditions que celles indiquées dans les
chapitres précédents et a révélé une ICsp de 240 uM, ce qui en fait I'un des inhibiteurs les moins

efficaces, testés dans le cadre de ces travaux.

(IDI OH

|
_P_~_N NH,
R

2220, IC50 = 240 pM sur DXR d'E. coli

Figure 178 : Inhibiteur de type amine testé sur la DXR d’E. coli.

Par ailleurs, I'étude des spectres RMN indique que celui-ci est présent sous la forme de deux
conforméres Z/E dans un rapport 30/70. En effet, le conformére E qui résonnerait a champ plus faible
serait caractérisé par des déplacements chimiques de 3,71 et 2, 91 ppm, pour les méthylénes en a de
I’azote et du carbonyle. Le conformére Z serait quant a lui caractérisé par des déplacements a 3,35 et

2, 75 ppm pour les mémes méthylenes.

La synthése des dérivés possédant une longueur de n=1 a été réalisée, toutefois I'analyse du mélange

brut réactionnel en RMN *H montre qu’aucune conversion n’a eu lieu.
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N’ayant pu obtenir les composés souhaités par cette méthode, nous avons envisagé d’insérer
I’espaceur via une réaction de couplage entre la benzylhydoxylamine 143 et I'amino acide 293c. Deux
tests de couplage peptidique entre le diéthyl (3-((benzyloxy)amino)propyl) phosphonate et I'acide y-
aminobutyrique ont été effectués (Fig. 179) : dans le premier cas a I'aide de I'agent de couplage
EDC.HCI et de I'activateur HOBt, en présence de la DIPEA dans le dichlorométhane ; dans le second

cas, avec pour agent de couplage le DCC et I'agent activateur HOBt dans le THF.

9  oen 9  oen
Etl?td O ks agant de E té WNHZ
caLplags O

Figure 179 : Couplage de type peptidique entre I'hydroxylamine 143 et I'acide y-aminobutyrique 239c.

Dans les deux cas, aucune consommation totale du phosphonate de départ n’a pu étre observée par
CCM. Cependant, nous observons la formation de I'urée. Il est donc possible que deux équivalents de
I'acide y-aminobutyrique aient réagi de facon intermoléculaire ou qu’il y est eu cyclisation conduisant

a la formation de la y-butyrolactame

A la vue de ces résultats, nous avons choisi de mettre en place une stratégie de synthése convergente
qui consiste a condenser le phosphonate 143 avec le groupement dansyle, sur lequel I'espaceur aura
été préalablement greffé (Fig. 180). En effet, une condensation des amino-acides de différentes
longueurs 293a-d, avec le chlorure de dansyle 291 devrait permettre d’accéder aux produits souhaités

294a-d. La synthése de la benzylhydroxylamine 143 a été décrite au chapitre 1 (pages 107).
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Figure 180 : Stratégie de synthese convergente.
La synthese des composés 294a-d débute par un couplage des amino-acides a savoir, la glycine, la B-
alanine, 'acide y-aminobutyrique et I'acide 5-aminovalérique, de longueur comprise entre 1 et 4
atomes de carbone, avec le chlorure de dansyle, en milieu aqueux basique (Fig. 181).7 Les dérivés ont

été obtenus avec des rendements compris entre 75 et 95 %, pour les quatre longueurs de chaine.
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Figure 181 : Synthése des analogues de la fosmidomycine, fonctionnalisés avec un groupement dansyle.

Le diéthyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143 est ensuite traité avec les dérivés de dansyle
294a-d, en présence du DCC et HOBt dans le THF. En utilisant les conditions de purification mise au
point dans le cas des bisubstrats, les différents intermédiaires 295a-d ont été obtenus avec des
rendements compris entre 28 et 40 %, pour les quatre longueurs de chaine. Le groupement benzyle
est ensuite déprotégé par hydrogénolyse catalysée au palladium sur charbon actif dans le méthanol
avec des rendements variant de 39 a 88 % a nouveau pour les quatre longueurs de chaine. Pour finir,

les éthyl phosphonates sont déprotégés en présence de TMSBr dans le DCM.

3. Etudes spectroscopiques RMN des inhibiteurs de type dansyle.
Lors de I'analyse des produits finaux, la présence de deux conformeres a été observée. En accord avec
les hypotheses faites dans les chapitres précédents, les protons en a de I'azote seraient plus déblindés

pour la conformation E.

Par hypotheses, le conformére E est caractérisé par un déplacement chimique proche de 3,6 ppm pour

le méthyléne en a de I'azote, tandis que le méme méthylene du conformére Z résonne aux alentours
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de 3,35 ppm. A partir de ces analyses, nous avons pu déterminer le rapport des conformeres Z et E,

qui est résumé dans le tableau 28.
Tableau 28 : Proportions des conformeéres Z et E par analyse RMN dans le CDs0D.

(0] OH 0, 0
S ~

I |
HO I \ﬂ/an‘N N
(6] H |
o)

n=1a4
6(CH2N)
6(CH,CO) Proportions (%)
ENTREE | Composé n en ppm
en ppm (Z/E/autre) Z/E/autre
(Z/E/autre))
1 297a 1 3,35/-/- 3,82/-/- 100/-/-
2 297b 2 3,34/-/3,50 2,41/-/2,58 15/-/85
3 297c 3 3,34/-/- 2,22/-/- 100/-/-
4 297d 4 3,34/3,61/- 2,12/2,27/- 20/80/-

Pour une longueur de chaine d’un carbone (297a, entrée 1) et de trois carbones (297c, entrée 3), seul
le conformeére Z serait présent. Cette forme pourrait étre favorisée par la formation d’une liaison

hydrogene intramoléculaire ou intermoléculaire entre une molécule d’eau et I'acide hydroxamique.

Pour n = 2, en dehors du signal a 3,34 ppm pour le §(CHz) en a de I'azote correspondant aux
conforméres Z, nous observons I'apparition d’un signal a 3,5 ppm pour le méme méthyléne, ne
correspondant pas au conformére E et qui pourrait étre attribué a un autre conformere. Ainsi, ce
composé serait présent sous la forme du conformere Z accompagné d’un autre conformeres dans des
proportions 15/85. Cependant, a ce stade et avec les informations dont nous disposons, il ne nous a
pas été possible de déterminer la structure de ce conformeére supplémentaire. Il pourrait correspondre
a un cycle a 6 chainons, résultant d’une liaison hydrogéne intramoléculaire entre le carbonyle de

I’hydroxamate et le N-H du sulfonamide (Fig. 182).

HO\ /O: |H O
N:LN%//O
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Figure 182 : Liaison hydrogéne intramoléculaire conduisant a la formation d’un cycle a 6 pour 297b.
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Pour le composé 297d (n = 4), seuls les conforméres Z et E seraient présents dans un ratio 20/80, en
faveur du conformeére E. A noter que c’est un équilibre lent, puisque les proportions varient en fonction

du temps.

4. Evaluation biologique

a. Tests enzymatiques sur la DXR purifiée d’E. coli
Les deux méthodes de tests enzymatiques, citées précédemment, ont été appliquées a cette nouvelle
série d’inhibiteurs potentiels. Les résultats sont présentés dans le tableau 29. Pour rappel, dans le
cadre de la méthode 1, I'inhibiteur est incubé en présence du NADPH pendant 2 min a 37 °C, puis la
réaction enzymatique est initiée par I'ajout du DXP. Pour la méthode 2, I'inhibiteur est incubé en

présence de DXP pendant 2 min a 37 °C, puis la réaction enzymatique est initiée par I'ajout du NADPH.

Tableau 29 : Activité inhibitrice des inhibiteurs de type dansyle.

OH o)
IIZI) N N7
Hﬂ// \/\/ \[(HHN/ N/
(0] o H |
n=1a4
ENTREE | Composé n ICso Méthode 1 (uM) ICso Méthode 2 (uM)

1 297a 1 0,076 0,206

2 297b 2 16,8 1,5

3 297c 3 15,8 1,1

4 297d 4 3,1 Inhibition maximale a 40 %

Cette nouvelle série nous a permis de mettre en évidence le potentiel du composé 297a (entrée 1,
Tab. 29), dont I'activité inhibitrice surpasse celle de tous les composés obtenus lors de ces travaux de
these. En effet, avec une ICsp de 76 nM (méthode 1), il se rapproche de la fosmidomycine et du FR-
900098 dont les ICso sont d’environ 32 nM.2 A noter que méme selon la méthode 2, son activité est de
I'ordre du nanomolaire, ce qu’aucun des composés présentés auparavant n’avait atteint. De plus, la
différence d’inhibition observée entre ces deux méthodes nous indique que la présence du cofacteur

favoriserait la fixation de I'inhibiteur au niveau du site du DXP.

Nous pouvons également remarquer que lorsque la longueur de chaine augmente de 1 a 4, les
inhibiteurs perdent en activité inhibitrice mais que I'inhibiteur 297d (entrée 4, Tab. 29) retrouve une
activité proche d’une concentration nanomolaire selon la méthode 1. Cependant, selon la méthode 2,
ce dernier posséde une activité maximale inhibitrice de 40 %. A la vue de ces résultats, nous pouvons
ainsi émettre I'hypothese que les composés 297a et 297d, sont des inhibiteurs qui se fixeraient

probablement selon deux modes distincts sur I'enzyme.
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b. Tests in vitro sur boite de Pétri
Afin de confirmer le potentiel de ces quatre composés, leur évaluation in vitro a été réalisée sur une
souche d’E. coli par la méthode de diffusion en milieu solide gélosé (Fig. 183). Les quantités
d’inhibiteurs déposés sont d’environ 30 nanomoles tandis que le dépot de la fosmidomycine est de 2

nanomoles. Les diamétres de la zone d’inhibition sont regroupés dans le tableau 30.

Bactérie:

E. coli souche sauvage

Quantités déposées:
Fosmidomycine :

2 nanomoles

Composés :

30-35 nanomoles

Figure 183 : Antibiogramme des inhibiteurs de type dansyle.

Tableau 30 : Tests in vitro des inhibiteurs de type dansyle.

0 o 0.0

s UEee
n=1a4

ENTREE | Composé n Diametre de la zone Diametre de la zone

d’inhibition (mm) d’inhibition de la

Fosmidomycine (mm)

1 297a 1 21 35
2 297b 2 12 35
3 297c 3 14 35
4 297d 4 20 35
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En accord avec les tests enzymatiques, c’est le composé 297a (entrée 1) qui montre un diameétre de
zone d’inhibition le plus élevé. Le composé 297d (entrée 4), montre un diamétre équivalent au
composés 297a. Or le composé 297a avait une activité inhibitrice bien supérieure par rapport au
composé 297d. Ce dernier possede probablement une meilleure capacité a pénétrer au sein de la

bactérie.

Le suivi du devenir de ces composés dans la bactérie pourra étre envisagé par microscopie en

fluorescence.

c. Testsurune souche d’E. coli résistante a la fosmidomycine
Les composés ont été testés sur une souche d’E. coli résistante a la fosmidomycine par mutation des
transporteurs du glycérol 3-phosphate et du glucose 6-phosphate (Fig. 184). Aucun d’entre eux n’a été
en mesure d’inhiber cette souche, indiquant que ces inhibiteurs utilisent les mémes transporteurs que

la fosmidomycine car les bactéries sont résistantes a celle-ci.

Bactéries:
E. coli Fosmidomycine

résistante

Quantités déposées:
Fosmidomycine :

2 nanomoles

Composés :

30-35 nanomoles

Figure 184 : Antibiogramme des inhibiteurs de type dansyle sur une souche d’E. coli résistante a la fosmidomycine.

A ce jour, nous n‘avons pas d’explication concernant le fossé observé entre la trés bonne ICso du
composé 297a et sa moins bonne activité in vitro. Nous pouvons a ce stade, émettre plusieurs

hypotheses. Tout d’abord, un probleme de solubilité pourrait étre la cause, limitant ainsi la diffusion
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de nos composés sur disque. Ensuite, bien que nos composés utilisent le méme transporteur que la
fosmidomycine, leur taille plus importante pourrait limiter leur passage au travers de la membrane. lls
pourraient également étre sujet a dégradation, ce qui pourrait expliquer la nécessité de fortes
guantités en inhibiteur en comparaison de la quantité de fosmidomycine utilisée. Enfin, ces composés

pourraient étre rejetés hors de la cellule bactérienne par des pompes a efflux.

V.  Conclusion

Dans ce chapitre nous avons synthétisé des dérivés de la fosmidomycine portant, via un espaceur de
différentes longueurs, un groupement dansyle. L’objectif était d’étudier la capacité de ces composés

a se fixer a la DXR en exploitant des interactions situées entre le site actif du DXP et du cofacteur.

Nous avons été en mesure d’obtenir quatre composés avec des rendements respectifs globaux de 19.5

% (n=1),14.8% (n=2),10.6 % (n =3) et 13.2 % (n = 4) avant déprotection finale.

Ces molécules ont ensuite été testées sur la DXR d’E. coli et ont montré une bonne activité inhibitrice,
notamment le composé 297a, qui est un tres bon candidat avec une ICso de 76 nM, comparable a celle
de la fosmidomycine sur cette méme souche. Le regain d’activité inhibitrice du composé 297d selon la
méthode 1, en corrélation avec I'augmentation de la longueur de I'espaceur montre qu’il serait
intéressant de réaliser la synthése de nouveaux inhibiteurs possédant des longueurs de chaines plus
grandes. Ainsi, nous pourrions déterminer si une chaine plus longue pourrait ou non améliorer

I"activité inhibitrice des composés.

Par ailleurs, ces deux composés, 297a et 297d, devraient faire I'objet d’études plus poussées pour
comprendre leur mode de fixation. Ainsi, la mesure des K;, permettrait de déterminer si ces inhibiteurs
sont compétitifs vis-a-vis du NADPH ou s’ils se fixent dans la poche. Enfin, nous pourrions réaliser une
étude cristallographique de ces composés en présence de la DXR, pour définir avec précision les sites
de fixation de chacun. En fonction des résultats, les bons ICso ou les maximums d’inhibition obtenus
selon la méthode 2, montreront peut-étre une corrélation entre les sites ciblés et permettront
d’utiliser cette méthode 2 en tant que modéle. De plus, si le composé 297a se fixe bien dans la poche
hydrophobe ciblée, il sera peut-étre plus pertinent dans le futur de chercher a cibler cette poche et

non celle du NADPH.

Les résultats sur boite de Pétri, bien qu’inférieurs a ceux de la fosmidomycine sont tres intéressants.
lls mettent en évidence une modification au regard de la stabilité ou de la solubilité de ces composés,
par rapport la fosmidomycine. Par ailleurs, tous les composés testés au cours de ce chapitre ont
montré une activité inhibitrice dans le bas micromolaire, ce qui confirme I'intérét du groupement

dansyle.
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En revanche, aucun des composés n’a été en mesure d’inhiber la croissance des bactéries d’'une souche
d’E. coli résistante a la fosmidomycine. Cela pourrait étre di a I'absence de transporteur. Pour pallier
les problemes de biodisponibilité liés a la polarité de ces molécules, il serait intéressant dans le futur
de masquer le phosphonate sous forme de prodrogue. Des travaux concernant une nouvelle approche
du type cycloSaligényle ont été initiés au sein de notre laboratoire. Il conviendra donc peut-étre
d’adapter cette approche de type prodrogue a nos meilleurs inhibiteurs et tout particulierement au
composé 297a (Fig. 184). Il sera aussi important comme indiqué auparavant d’étudier avec plus de

précision le mode de fixation de ce dernier dans I'enzyme.

(0] OH OO0

|5//\()/\/’ll \\é/ -
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Figure 184 : Prodrogue de type cycloSaligényle.
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Dans le cadre de ces travaux de thése, nous avons souhaité concevoir de nouveaux inhibiteurs de la
voie du MEP, impliquée dans la biosyntheése des isoprénoides chez de nombreuses bactéries
pathogénes. Cette voie comporte sept enzymes, qui peuvent toutes étre des cibles potentielles, dans
la synthése de nouveaux antimicrobiens. La seconde enzyme, a savoir la DXR est particulierement bien
décrites et de nombreux inhibiteurs sont rapportés dans la littérature. Cette enzyme catalyse le

réarrangement du DXP en MEP en présence d’un cation divalent et du cofacteur NADPH.

La fosmidomycine et son analogue méthylé (FR-900098), sont deux inhibiteurs naturels, montrant I'un
des meilleurs pouvoirs inhibiteurs sur différentes souches. Ces deux composés ont servi de modeéle
dans la synthese d’une grande partie des inhibiteurs synthétiques. En effet, le phosphonate est I'un
des seuls groupements acceptés par I'enzyme pour se fixer au point d’ancrage du phosphate du DXP.
L'acide hydroxamique (ou retro-hydroxamique) se chélate au métal présent dans I'enzyme et un
espaceur de 3 atomes de carbone entre ces deux fonctions permet un positionnement optimal de
celles-ci dans I'enzyme. La plupart des travaux, ont ainsi eu pour but de modifier ces trois points clés.
Dans le cadre de nos travaux, nous avons souhaité cibler a la fois le site de fixation du DXP ainsi que

celui du NADPH afin d’augmenter I'efficacité et I'affinité de nos composés.

Dans une premiére approche, dite biligand, nous avons choisi de préparer deux molécules
judicieusement fonctionnalisées : une mimant le site du DXP et I'autre le site du NADPH. Une fois dans
I’enzyme, elles devraient réagir entre elles et conduire a un inhibiteur unique, via la formation de
liaison covalente. Pour conceptualiser au mieux nos mimes, nous avons travaillé en collaboration avec
I’équipe de modélisation moléculaire du Dr. Roland Stote et les travaux ont été réalisés par le Dr. Fanny
Krebs et le Dr. Jérémy Esque. Nous avons ainsi choisi de synthétiser, d’'une part un mime de la
fosmidomycine fonctionnalisé avec un azoture et, d’autre part un cycloalcyne contraint portant le
mime du NADPH. Ces deux groupements bioorthogonaux, devraient réagir via une réaction de click in
situ, accélérée par le cycle contraint. Une série d’azotures avec un espaceur de longueur variable a été
synthétisée avec succes et leurs bonnes inhibitions nous ont confortés dans notre projet. En effet, leur
évaluation biologique sur la DXR purifiée et sur antibiogramme a montré que ce sont de bons
inhibiteurs avec des valeurs d’ICso dans le bas micromolaire. L’azoture possédant le plus petit espaceur
présente la capacité la plus importante a inhiber la croissance des bactéries. Au vu de ces bons
résultats, la synthése de ceux-ci, avec un acide hydroxamique (pince dite inversée) a également été
entreprise mais s’est révélée plus délicate et ils n’ont pu étre testés a ce jour. Nous avons également

synthétisé une série de mimes de la fosmidomycine fonctionnalisés par un brome ou hydroxyle qui
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pourraient permettre de greffer les mimes du NADPH. Aprés de nombreux essais, seuls deux
inhibiteurs ont pu étre testés sur la DXR d’E. coli et le composé portant un brome de longueur

d’espaceur n = 4 a montré une activité intéressante.

Pour la synthese des cycloalcynes contraints, de multiples essais ont été réalisés mais, a ce jour, aucune
des voies de synthése mises en ceuvre ne nous a permis d’accéder aux composés souhaités. Au vu de
ces difficultés, il sera peut-étre préférable dans le futur de se procurer des cyclooctynes commerciaux,

relativement onéreux, et d’y condenser les mimes de NADPH, synthétisés au laboratoire.

La seconde approche, consiste a synthétiser une molécule unique, ciblant toujours a la fois le site du
DXP et du NADPH. Cette derniére, appelée approche bisubstrat, a été développée par quelques
groupes qui ont réussi a cibler le site du NADPH avec plus ou moins de succes. Comme pour l'approche
biligand, la partie mime du DXP reprend les trois points clés de la fosmidomycine sur lequel seront
greffés les mimes du nicotinamide du NADPH, du type aromatique, via des espaceurs de 1 a 4 atomes
de carbone. La synthése de quatorze composés a pu étre réalisée, ainsi que leur évaluation biologique
sur la DXR purifiée selon deux méthodes, et sur la croissance d’E. coli. Les premiers résultats obtenus
sont tres intéressants car la quasi-totalité des composés inhibent la DXR. Toutefois, nous avons
observé des résultats assez surprenants concernant les tests d’inhibition de la DXR, permettant
d’évaluer la capacité des inhibiteurs a se fixer dans la poche du NADPH. En effet, certains composés
ont montré un maximum d’inhibition de 50 %, tandis que d’autres ont été capables d’inhiber la DXR
dans le bas micromolaire. Ces résultats sont d’autant plus étonnants, que ceux montrant ce maximum
ont été capables d’inhiber sur antibiogramme une souche d’E. coli. Ces résultats indiquent que les
composés se fixeraient de maniére différente dans I'enzyme. Il a en effet été observé que les
inhibiteurs congus pour mimer le site du NADPH cibleraient pour certains une poche hydrophobe
située entre le DXP et le NADPH. Il sera donc intéressant dans le futur de réaliser des études
complémentaires pour vérifier le mode de fixation de ces bisubstrats dans I’enzyme. La détermination
des Ki pourra permettre de voir si ces composés sont des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis du NADPH.
Pour finir, il sera intéressant d’achever la synthese des inhibiteurs envisagés pour pouvoir réaliser un

comparatif avec les études de docking.

Au vu des difficultés a synthétiser les cyclooctynes, nous avons souhaité étudier la capacité de la DXR
a promouvoir une réaction de click avec un alcyne vrai. La cinétique devrait étre plus lente, mais des
études ont montré que dans certaines enzymes, la conformation de celles-ci peut induire le
rapprochement entre les deux fonctions et permettre la réaction. Dans un premier temps, nous avons
synthétisé et testé sur la DXR d’E. coli, une série d’alcynes vrais. Les composés étant de relativement

faibles inhibiteurs, ces résultats nous ont incité a réaliser la réaction de click expérimentalement. Nous
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avons ainsi synthétisé 16 nouveaux inhibiteurs de type bisubstrat, fonctionnalisés avec un triazole. La
encore, leur activité biologique est trés encourageante puisque nous observons des inhibitions de
I'ordre du micromolaire. En revanche, une partie des composés n’a pas été capable d’inhiber la

croissance sur souche d’E. coli.

Finalement, nous nous sommes également intéressés a cibler une poche hydrophobe présente au
niveau de la boucle flexible, recouvrant le site actif de la DXR. Pour ce faire, nous avons choisi le
groupement dansyle, séparé du mime de la fosmidomycine par un espaceur de 1 a 4 atomes de
carbone. Un résultat d’inhibition analogue a la fosmidomycine a été obtenu avec le composé
. , S R . . .
possédant I'espaceur le plus court. Cependant, cet inhibiteur semble plutot se fixer au niveau du site
du NADPH que dans la poche. De plus, bien qu’il posséde un bon ICso comparable a la fosmidomycine,

il est moins efficace que cette derniére sur antibiogramme.

D’un point de vue général, les composés qui ont été testés semblent mieux se fixer au niveau du site

du DXR. Il est probable que le cofacteur NADPH favorise la fixation de la partie mime du DXP a I'enzyme.

Dans le cadre de lI'approche bisubstrat et dansyle, les molécules obtenues devront faire |'objet
d’études complémentaires pour déterminer leur mode de fixation. Il est probable que certaines se

fixent au niveau du site du NADPH tandis que d’autre se fixent au niveau de la poche hydrophobe.

Enfin, aucun de nos composés n’a été capable d’inhiber la croissance des bactéries d’'une souche d’E.
coli résistante a la fosmidomycine, ce qui pourrait étre expliqué par I'absence de transporteur. Pour
augmenter leur biodisponibilité il serait intéressant dans le futur de masquer ce groupement sous

forme de prodrogue.
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General methods

All non-agqueous reactions were run in dry solvents under argon atmosphere. Commercial grade
reagents were purchased from Sigma-Aldrich or Acros Organics and used without further purification.
Petroleum ether 40-60 °C was used for purification.

Flash chromatography was performed on silica gel 60 (230-400 mesh) from Merck, with the solvent
system as indicated. Automated flash chromatography was performed on silica gel (30 or 50 um) on a
Combiflash® Rf™ (Serlabo Technologies) or on a Puriflash® 215 (Interchim).

TLC plates were revealed under UV light (254 nm) and/or by spraying with an ethanolic solution of
phosphomolybdic acid (20 %) or with an ethanolic solution of potassium permanganate followed by
heating.

The NMR spectra were recorded on a BRUKER Avance 300 (*H-NMR 300 MHz; 3C-NMR 75.5 MHz; 31P-
NMR 121.5 MHz; **F-NMR 282.4 MHz) or on a BRUKER Avance 400 (*H-NMR 400 MHz; **C-NMR 100.6
MHz; 31P-NMR 162 MHz) or on a BRUKER Avance 500 (*H-NMR 500 MHz; 3C-NMR 125.8 MHz). 'H-
NMR experiments were performed in CDCls, D,O, CD30D and (CD3),SO with CHCl; (6 = 7.26 ppm), DHO
(6 = 4.79 ppm), CD,HOD (6 = 3.31 ppm) and (CD3)(CD,H)SO (6 = 2.5 ppm) as internal references. 3C-
NMR experiments were performed in CDCl; with CDCl; (6 = 77.23 ppm), CD,HOD (6 = 49.0 ppm) and
(CD3)(CD,H)SO (& = 33.52 ppm) as internal references. For 3'P-NMR reference, the spectrometer had
an external reference, corresponding to 80 % phosphoric acid in DO (& = 0 ppm). The chemical shifts
(6) are expressed in ppm. s, d, t, g, h, or bs are abbreviations for multiplicity corresponding to singulet,
doublet, triplet, quadruplet, quintuplet, sextuplet and broad singulet. J-couplings are indicated in Hz.

Most of the retro-hydroxamic acid are present as two Z, E and other conformers in equilibrium. If only
one signal is described, it is common to all conformers. The evaluation of the relative amount of the
conformers was made by integration of the CH,NOH and/or the C(O)CH, proton signals.

Negative or positive mode electrospray MS were performed on a Bruker Daltonics microTOF
spectrometer (Bruker Daltonik GmgH, Bremen, Germany) equipped with an orthogonal electrospray
(ESI) interface. Calibration was performed using a solution of 10 mM sodium formate. Sample solutions
were introduced into the spectrometer source with a syringe pump (Harvard type 55 1111: Harvard
Apparatus Inc., South Natick, MA, USA) with a flow rate of 5 uL min.
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A/ General procedure for peptidic coupling reaction with DCC/HOBT

To a solution of acid (1 eq.) in THF was added DCC (1.2 eq.) and HOBt (1 eq.) at room temperature and
stirred for 30 min. A solution of benzylhydroxylamine/amine (1 eq.) in THF was added and the reaction
mixture was stirred at room temperature overnight. The mixture was filtered and evaporated. The
crude was purified by column chromatography on silica gel.

B/ General procedure for peptidic coupling with EDC.HCI/HOBt

To a solution of acid (1 eq.) in DCM was added HOBt (1.2 eq). The mixture was cooled to 0 °C, DIPEA
(1.2 eq) and EDC.HCI (1.2 eq) were added. The benzylhydroxylamine/amine (1 eq.) was added 30
minutes later and then the mixture was allowed to warm to room temperature and stirred overnight.
After 16 hours, DCM was evaporated, the mixture was diluted in ethyl acetate, washed with a solution
at 1N of HCl, with a saturated solution of NaHCO; and with brine. The organic layers were dried over
Na,S0,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography on silica gel.

C/ General procedure for peptide coupling with DIC/HOBt

To a solution of acid (1 eq) in THF (10 mL/mmol), was added HOBt (1 eq). The mixture was cooled to 0
°C and DIC was added (1.2 eq.). The reaction mixture was stirred over 30 min before the addition of
the phosphonate (1 eq) dissolved in THF (5 mL/mmol). The reaction mixture was stirred overnight at
room temperature. Once there was no more evolution, the solvent was evaporated, followed by the
purification of the compound by automated flash chromatography on silica gel (100% EA to 9/1
EA/MeOH).

D/ General procedure for deprotection of O-silylated compound

To a solution of O-silylated phosphonate (1 eq.) in THF was added TBAF.(H,0)s (3 eq) and stirred for 2
hours at room temperature. The reaction was quenched by the addition of a saturated aqueous
solution of NH,4Cl, extracted 3 times with ether and washed with brine. The organics layers were dried
over Na;S0O,, filtered and concentrated. The crude was purified by column chromatography on silica

gel.

E/ General procedure for the synthesis of mesylate.

To a solution of alcohol (1 eq.) in DCM was added TEA (2.4 eq). The mixture was cooled to 0°C and a
solution of methanesulfonyl chloride (2.4 eq) in DCM was added dropwise. The reaction was stirred at
room temperature overnight, quenched by the addition of water, and extracted 3 times with ethyl
acetate. The organics layers were dried over Na,SO,, filtered and concentrated. The crude was purified
by column chromatography on silica gel.

F/ General procedure for the synthesis of azide by substitution of mesylate or brominated
compound.

To a solution of mesylate or brominated compound (1 eq.) in DMF, was added NaNs (2.5 eq.) and
stirred for 2 days at room temperature. The reaction was quenched by the precautious addition of
water, extracted 3 times with ether, and twice with DCM. The organics layers were dried over Na;SO,,
filtered and concentrated. No further purification was needed, and the desired compound was
afforded as a colorless oil.
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G/ General procedure for the lactone opening.

To a stirred solution of N-hydroxybenzyl-amine hydrochloride (1 eq.) in THF was added LiHMDS (4.1
eq) and stirred for 10 min. The reaction mixture was cooled to — 78°C. Then was added a solution of
lactone 151b-d (1 eq) in THF and the mixture was stirred stirred for 16h. The reaction was quenched
by the addition of saturated aqueous NH4Cl, extracted 4 times with ethyl acetate, dried over Na;SOa,
filtered and evaporated. The crude was directly subjected to deprotection of silylated compound in
presence of TBAF.(H,0)s (3 eq) in THF. The mixture was stirred for 2 hours at room temperature. The
reaction was quenched by the addition of a saturated aqueous solution of NH4Cl, extracted 3 times
with ether and washed with brine. The organics layers were dried over Na,SO,, filtered and
concentrated. The crude was purified by column chromatography on silica gel.

H/ General procedure for the protection of alcohol.

To a solution of alcohol (1 eq.) in DMF (10 mL) was added imidazole (3 eq) and TBDMSCI (1.2 eq) and
the mixture was stirred at room temperature. After 2 hours, the reaction was quenched by the addition
of a 5% aqueous solution of NaHCO3, extracted twice with ethyl acetate and washed with brine. The
organics layers were dried over Na,SO,, filtered and concentrated. The crude was purified by column
chromatography.

I/ General procedure for the substitution of brominated compound.

To a solution of hydroxamate (1 eq.) in DMF cooled to 0°C was added portion wise NaH (1 eq.) until
there is no more off gases. The mixture was stirred for 1 hour at room temperature, cooled again at
0°C before the addition of diethyl phosphonate (1 eq.) and stirred overnight at room temperature. The
reaction was quenched by the addition of water, extracted twice with ethyl acetate and washed with
brine. The organic layers were dried over Na,SO,, filtered and concentrated. The crude was purified by
column chromatography on silica gel.

J/ General procedure for the saponification of ester 155a-d

To a solution of azido acid (1 eq.) in a mixture of methanol/water (6/5) was added KOH (4 eq,) at O °C.
After 30 minutes, the reaction was allowed to warm to room temperature and stirred overnight. After
16 hours, methanol was evaporated, the reaction mixture was taken back in DCM and washed twice
with DCM. The mixture was then acidified until a pH of 1 with a solution at 2N of HCl, and extracted 3
times with ethyl acetate. The organic layers were dried over Na,SQy,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The desired compound was afforded without further purification.

K/ General procedure for catalytic hydrogenolysis

K1/ To a solution of O-benzylated hydroxamate (1 eq) was added palladium on charcoal (10
mol%) in absolute methanol. The reaction was stirred at room temperature, and at atmospheric
pressure under an atmosphere of H,. The catalyst was removed by filtration under a pad of Celite and
the reaction mixture was evaporated to dryness. When necessary, the crude was purified by column
chromatography on silica gel.

K2/ To a solution of azide (1 eq.) in DCM at 0 °C, was added BCl; (3 eq.) dropwise. After 2 h,
the reaction was quenched by the addition of a saturated solution of NaHCOs. The mixture was
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extracted twice with DCM, washed with brine. The organic layers were dried over Na,SO,, filtered and
concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography on silica gel.

L/ General procedure for the ethyl deprotection

To a solution of diethylphosphonate (1 eq.) in DCM at 0 °C was added TMSBr (5eq.) dropwise. The
reaction mixture was stirred at 0 °C for 1 h, then allowed to warm up at room temperature and stirred
overnight. The reaction was followed by 3P NMR. Once finished, the solvent was evaporated to
dryness. Then, water was added, the mixture was stirred for 2 h and evaporated to dryness.

M/ General procedure for the synthesis of amino-acid

To a solution of acid (1 mmol) and NHS (1 mmol) in CHCI; was added DCC (1.2 eq) and the mixture was
stirred over 2 h. The precipitate was filtered off and the filtrate was evaporated under reduced
pressure, affording a white solid submitted to the next step without purification. To a solution of
amino-acid (1 eq.) and NaHCOs (2 eq.) in water was added a solution of the activated ester previously
obtained in acetone. After stirring the reaction at room temperature overnight, the solvent was
removed under reduced pressure and the residue, dissolved in water. The insoluble solid was filtrated,
and the filtrate was acidified to pH = 3 with diluted HCI, leading to the precipitation of the desired
compound. The solid was filtered off, washed with water and dried under vacuum overnight.

N/ General procedure for the synthesis of benzyl ester 245a-c

To a solution of amino acid (1 eq.) and benzyl alcohol (3 eq.) in toluene was added p-toluenesulfonic
acid monohydrate (1 eq.). The mixture was stirred under reflux overnight and then cooled to ambient
temperature. Diethyl ether was added slowly and the mixture was cooled to 0 °C, resulting in the
precipitation of the product. The product was isolated by filtration, washed with ether and dried under
vacuum, to afford the desired compound as a colorless solid.

0/ General procedure for the coupling reaction of benzyl ester 245a-c with acid 212, 216, 218 and
219

Method 1

To a solution of benzylester (1 eq.) in DCM was added EDC.HCI (1.2 eq.), and HOBt (1.2 eq.).
Subsequently, TEA (1.8 eq.) and acid (1 eq.) was added and the mixture was stirred at room
temperature for 48 h. Then, the solution was diluted with ethyl acetate and washed twice with a
saturated solution of NH4Cl. The organic layer was dried over Na,SO4 and evaporated under reduced
pressure. The solid crude was mixed with hot chloroform and diethyl ether was added dropwise until
cloudiness. Crystallization of the desired compound was induced by ultrasonic bath. Once crystalized,
diethyl ether was added and the solid was removed by filtration and dried under vacuum. When
necessary, the compound was purified by column chromatography.

Method 2

To a solution of benzylester (1 eq.) and acid (1 eq.) in DCM was added DCC and TEA (3 eq.). The mixture
was stirred for 24 h at room temperature. The filtrate was then removed by filtration and the organic
layer was washed with a saturated solution of NaHCO; and brine. The organic layer was dried under
Na,S0, and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by column chromatography.
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P/ General procedure for the synthesis of alkynes

A solution of acid (1 eq.) and HOBt (1.2 eq.) in DMF was cooled to 0 °C. Then DIPEA (1.2 eq.) and
EDC.HCI (1.2 eq.) was added. The mixture was stirred for 30 min before the addition of
alcohol/amine/phosphono-hydroxylamine (1 eq.) diluted in DCM. Once finished, the solvent was
evaporated. The crude was diluted in ethyl acetate and was subsequently washed with a solution of
1IN HCI, a saturated solution of NaHCOs, and brine. The organic layers were dried over anhydrous
Na,S0,, filtrated and evaporated under reduced pressure. The compounds were purified by column
chromatography on silica gel.

Q/ General procedure for the click chemistry

To a solution of azide (1 eq.), CuS04.5H,0 (0.1 eq., 10 mol %) and sodium ascorbate (0.2 eq., 20 mol
%) in a 5:2 mixture of BUOH/water was added the alkyne. The mixture was stirred overnight at room
temperature with exclusion of light. The solvent was evaporated under reduced pressure and the
crude was subjected to column chromatography on silica gel (100 % EA to 90/10 EA/MeOH).

R/ General procedure for the synthesis of dansyl derivative

To a solution of amino-acid (5 eq) in water was added NaHCOs (20 eq). Then, a solution of dansyl
chloride (1 eq) in acetone was added followed by the addition of TEA dropwise. The solution was stirred
overnight with exclusion of light. Once the reaction was finished, the mixture was filtered, evaporated
and subjected to column chromatography on silica gel.

S/ General procedure for deprotection of Boc protected amine

To a mixture of TFA in DCm was added under stirring a solution of amine protected (1eq.) in DCM and
stirred overnight at room temperature. The mixture was made alkaline by the addition of a saturated
aqueous solution of NaHCOs at 0°C. The mixture was then extracted twice with DCM, washed once
with water and once with brine. The organic layers were dried with sodium sulfate, filtered and
concentrated under reduced pressure. The compounds were purified by column chromatography.
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I.  Partie expérimentale chapitre 1

N.B : les analyses des composés 138a-d ont été introduites a la suite des molécules 157a-d pour plus
de clareté dans I'enchainement.

t-butyl (benzyloxy)carbamate 141

To a solution of N-hydroxybenzyl-amino hydrochloride 139 (500 mg, 4 mmol) in THF (20 mL) was added
di-tert-butyl dicarbonate. The mixture was cooled to 0°C and triethylamine was added. The reaction
was then allowed to warm to rt and stirred overnight. The reaction was quenched by the addition of
water, extracted at 3 times with ethyl acetate, and washed with water and brine. The organic layers
were dried over sodium sulfate, filtered and evaporated. Purification of the crude residue via column
chromatography (PE/EA), yielded the desired compound (619 mg, 69%) as a colorless oil.

1H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.44 — 7.33 (m, 5H), 7.09 (s, 1H), 4.87 (s, 2H, OCH,Ph), 1.49 (s, 9H,
C(CHs)s).

t-Butyl (benzyloxy)(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)carbamate 142

. OBn

|
- P\/\/ N\
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A solution of tert-butyl benzyloxycarbamate 141 (2g, 8.9 mmol, 1 eq.) in DMF (18 mL) was cooled to
0°C and treated with NaH that was added (223.2 mg, 9.3 mmol, 1.05 eq.) portion wise. Once there is
no more off gas, the reaction was left to warm to room temperature over 1h. Then, the mixture was
cooled to 0°C, the diethyl 3-bromopropylphosphonate 140 was added and the reaction was stirred at
room temperature over 16h. The reaction was quenched by the precautious addition of water, then
extracted 3 times with ethyl acetate. The organic layers were dried with sodium sulfate, filtered and
concentrated. No more purification was needed and the desired compound was afforded in a
guantitative yield as a colorless oil.

Rf = 0.58 (95/5 EA/MeOH)

H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.43 — 7.31 (m, 5H), 4.83 (s, 2H, OCH,Ph), 4.13 — 4.02 (m, 4H,
POCH,), 3.48 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,NOBn), 1.89 (m, 2H), 1.82 — 1.68 (m, 2H), 1.50 (s, 9H, C(CHs)s), 1.30
(t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 156.5, 135.4, 129.3, 128.6, 128.4, 81.5, 77.0 (OCH,Ph), 61.5 (d, 2Jc.
p = 6.5 Hz, POCH,), 49.8 (d, 3Jcp = 19.3 Hz, CH,NOBn), 28.2, 23.1 (d, Ycp = 142.6 Hz, PCH,), 20.4 (d, Ycep
= 4.8 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, POCH,CH3).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.5.

Diethyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143

o e
P _~_NH
|
EtO OFt

To a mixture of TFA (22 mL) in DCM (65 mL) was added under stirring a solution of tert-butyl benzyloxy
(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)carbamate 142 (3.56 g, 8.8 mmol) in DCM (10 mL) and stirred overnight
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at room temperature. The mixture was made alkaline by the addition of a saturated aqueous solution
of NaHCOs at 0°C. The mixture was then extracted twice with DCM, washed once with water and once
with brine. The organic layers were dried with sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced
pressure. No further purification was needed and the desired compound was afforded (2.64 g, 99%)
as a yellow-colorless oil.

Rf = 0.24 (95/5 EA/MeOH)

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.42 — 7.31 (m, 5H), 4.71 (s, J = 3.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.20 — 4.03
(m, 4H, POCH,), 2.99 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,NOBn), 1.94 — 1.71 (m, 4H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 134.4, 129.1, 129.0, 128.6, 76.2 (OCH,Ph), 62.2 (d, 2Jcr = 6.6 Hz,
POCH,), 50.4 (d, 3Jcp = 13.4 Hz, CH,NOBn), 23.1 (d, Ycr = 142.2 Hz, PCH,), 18.1 (d, Yce = 4.7 Hz,
PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jc.r = 6.1 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.5.

3-(( t-Butyldimethylsilyl)oxy)propan-1-ol 145

HO\/\/OTHE

To a solution of 1,3-propanediol 144 (3 mL, 39.9 mmol, 1.5 eq.) in THF (40 mL) was added NaH (640
mg, 26.6 mmol, 1 eq.) portion wise at 0°C and stirred for 2.5 h. To the mixture was then added TBSCI
(4.0 g, 26.6 mmol, 1 eq.) and stirred overnight. The reaction mixture was quenched by the addition of
a solution of NaHCOs; in methanol, extracted with DCM, and then washed subsequently by water and
brine. The organic layers were dried over sodium sulfate, filtered and evaporated. The desired
compound (883 mg, 17 %) was obtained without further purification as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 3.87 — 3.82 (t, 2H), 3.82 — 3.78 (t, 2H), 1.78 (g, 2H), 0.91 (s, 9H,
C(CH3)3), 0.08 (S, 6H, Si(CH3)2).

3-(( t-Butyldimethylsilyl)oxy)propanoic acid 146

HO B
g

O

To a solution of 2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)ethanol ether 145 (200 mg, 1.05 mmol) in DCM (10 mL)
was added sodium hydrogencarbonate (126 mg, 1.05 mmol) and Dess Martin periodinane (669 mg,
1.5 mmol, 1.5 eq.) at room temperature and stirred for 2 h. The reaction mixture was then
concentrated, diluted in cyclohexane to precipitate the by-product, filtered and evaporated. The crude
is used for the next step without purification and diluted in t-BuOH, and 2-methyl-2-butene. To the
reaction was added a mixture of NaClO; and NaH,PO, in water dropwise and was stirred for 1 h at
room temperature. The reaction mixture was portionated between DCM and brine. The organic layers
were dried over sodium sulfate, filtered and evaporated. The desired compound (186 mg, 87 %) was
obtained without further purification as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 3.92 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 0.90 (s, 9H, C(CHs)3),
0.09 (s, 6H, Si(CHs)2).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)propanamido)propyl)phosphonate 147b
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To a solution of 3((tert-butyldimethylsilyl)oxy) propanoic acid 146b (186 mg, 0.9 mmol) in THF (10 mL)
was added DCC (222 mg, 1.08 mmol, 1.2 eq.) and HOBt (121.5 mg, 0.9 mmol) at room temperature
and stirred for 30 min. A solution of diethyl (3-((benzyloxy)amino) propyl phosphonate 143 (274 mg,
0.9 mmpm) in THF (5 mL) was added and the reaction mixture was stirred at room temperature
overnight. The mixture was filtered and evaporated. Purification of the crude residue via column
chromatography (EA/MeOH), yielded the desired compound (104 mg, 24%) as colorless oil.

Or

The general procedure | was applied to synthesize the compound 147b from hydroxamate 153b (872
mg, 2.8 mmol) and phosphonate 140 (67.2 mg, 2.8 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 147b (752 mg,
55%) as a colorless oil.

Rf = 0.6 (95/5 EA/MeOH)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.39 (s, 5H), 4.87 (s, 2H, OCH,Ph), 4.12 — 4.04 (m, 4H, POCH,), 3.94
(t, /= 6.5 Hz, 2H), 3.72 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NOBnN), 2.67 (t, J = 6.5 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.02 — 1.86 (m,
2H), 1.81-1.66 (m, 2H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CH3), 0.89 (s, 9H, C(CHs)s), 0.06 (s, 6H, Si(CHs),).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9, 134.3, 129.1, 128.9, 128.7, 76.4 (OCH,Ph), 62.3 (CH,0),
61.7 (d, Ucr = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (CH,NOBN), 33.6 (C(O)CH), 25.9 (C(CHs)s), 24.4 (d, Ycp = 142.6 Hz,
PCH,), 20.3, 18.3, 16.4 (d, *Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs), -5.3 (Si(CHs)2).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.37 .

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)butanamido)propyl)phosphonate 147c

o omr
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The general procedure | was applied to synthesize the compound 147c from hydroxamate 153c (1.20
g, 3.71 mmol) and phosphonate 140 (0.712 mL, 3.71 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 147c (984 mg,
55%) as a colorless oil.

Rf = 0.6 (95/5 EA/MeOH)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.38 (s, 5H), 4.83 (s, 2H, OCH;Ph), 4.15 — 4.03 (m, 4H, POCH,), 3.71
(t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.65 (t, / = 6.1 Hz, 2H), 2.53 (t, J = 7.5 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.00 — 1.89 (m,
2H), 1.88 —1.77 (m, 2H), 1.71 (m, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 0.89 (s, J = 1.3 Hz, 9H, C(CH3s)s3), 0.05 (s, J
= 3.1 Hz, 6H, Si(CHs),).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6§ 174.8, 134.3, 129.1, 128.9, 128.7, 76.4 (OCH,Ph), 62.3 (CH,0),
61.7 (d, YJcp = 6.5 Hz, POCH,), 45.6 (CH,NOBn), 33.6, 28.1, 25.9, 24.4 (d, Ycp = 142.6 Hz, PCH,), 20.3,
18.3, 16.4 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs), -5.3 (Si(CH3),).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 30.9.
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-5-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)pentanamido)propyl)phosphonate 147d

o om
OEt o

The general procedure | was applied to synthesize the compound 147d from hydroxamate 153d (3.25
g, 9.63 mmol) and phosphonate 140 (2.5 mg, 9.63 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 147d (3.62
mg, 68 %) as a colorless oil.

Rf = 0.6 (95/5 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.42 — 7.34 (m, 5H), 4.82 (s, 2H, OCH,Ph), 4.19 — 3.95 (m, 4H,
POCH,), 3.72 (m, 2H, CH,NOBnN), 3.61 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.42 (q, J = 7.5 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.04 — 1.84
(m, 2H), 1.77 = 1.46 (m, 6H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 0.89 (s, 9H, C(CHs)3), 0.05 (s, 6H,
Si(CHs)2).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-hydroxypropanamido)propyl)phosphonate 148b

o oer
P~ N OH
Et0” j(})/\/

The general procedure D was applied to synthesize the compound 148b from O-silylated phosphonate
147b (1.106 g, 2.27 mmol). The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 %
to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 148b (652 mg, 77 %) as a colorless oil.

Rf = 0.33 (9/1 EA/MeOH)

H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.47 — 7.35 (m, 5H), 4.83 (s, 2H, OCH,Ph), 4.16 — 4.01 (m, 4H,
POCH.), 3.84 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.74 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,NOBn), 2.64 (t, J = 5.4 Hz, 2H, C(O)CH,), 1.95
(ddd, J=15.9,11.7, 7.1 Hz, 2H), 1.81 — 1.66 (m, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.4, 134.0, 129.2, 129.1, 128.7, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d, %Jcp =
6.5 Hz, POCH,), 58.3, 45.3 (d, 3Jcp= 18.4 Hz, CH,NOBnN), 34.3, 22.9 (d, Ycp = 143 Hz, PCH,), 20.2 (d, Zcp
= 5.4 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CH3).

31p NMR (121 MHz, CDCl5) 6 31.1.

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-hydroxybutanamido)propyl)phosphonate 148c

o o
/P\/\/N
|

The general procedure D was applied to synthesize the compound 148c from O-silylated phosphonate
147c (1.91 g, 6.06 mmol). The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 % to
EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 148c (495 mg, 64 %) as a colorless oil.

Rf =0.33 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (400 MHz, chloroform-d) & 7.39 (s, J = 8.5 Hz, 5H), 4.84 (s, 2H, OCH,Ph), 4.16 — 4.01 (m, 4H,
POCHz), 3.73 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH;NOBnN), 3.65 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 6.8 Hz, 2H, C(O)CH,), 1.99
—-1.90 (m, 2H), 1.89 - 1.82 (m, 2H), 1.73 (m, 2H), 1.33 - 1.28 (t, 6H, POCH.CHj).
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13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 175.3, 134.2, 129.2, 129.0, 128.7, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d, %Jcp =
6.5 Hz, POCH,), 45.6 (d, 3Jcp= 16.1 Hz, CH,NOBn), 30.9, 29.5, 27.2, 22.9 (d, Ycp = 142.6 Hz, PCH,), 20.2,
16.4 (d, 3Jcp = 6.1 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.19 .

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-5-hydroxypentanamido)propyl)phosphonate 148d

o omn
(O IID\/\/ Nm/\/\/OH
OEt o

The general procedure D was applied to synthesize the compound 148d from O-silylated phosphonate
147d (3.62 g, 7.03 mmol). The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 %
to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 148d (1.6 g, 58 %) as a colorless oil.

Rf =0.33 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.50 — 7.28 (m, 5H), 4.82 (s, 2H, OCH,Ph), 4.21 — 4.02 (m, 4H,
POCH), 3.73 (t, /= 6.9 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.60 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.43 (t, J = 7.1 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.00
—1.86 (m, 2H), 1.81 - 1.64 (m, 4H), 1.57 (dq, /=9.1, 6.4 Hz, 2H), 1.31 (t, J = 7.0 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 175.3, 134.3, 129.2, 129.0, 128.7, 76.3 (OCH,Ph), 62.0, 61.6 (d, %Jc.
p = 6.5 Hz, POCH,), 45.8 (CH,NOBnN), 32.3, 31.8, 23.0 (d, YJc.p = 142.6 Hz, PCH,), 20.2, 16.4 (d, 3Jcp = 6.0
Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

3-((Benzyloxy)(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)amino)-3-oxopropyl methanesulfonate 149b

0 o
P_~_N Ol
EtO Oet To(\/

The general procedure E was applied to synthesize the compound 149b from alcohol 148b (303 mg,
0.8 mmol). The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH
90/10), to afford the desired compound 149b (361 mg, 91 %) as a colorless oil.

Rf = 0.47 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.44 — 7.35 (m, 5H), 4.84 (s, 2H, OCH,Ph), 4.48 (t, J = 5.9 Hz, 2H),
4.17 — 4.03 (m, 4H, POCH,), 3.75 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.04 (s, 3H), 2.81 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
C(O)CH,), 2.04 — 1.88 (m, 2H), 1.81 — 1.65 (m, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (101 MHz, chloroform-d) 6 129.2, 129.2, 128.8, 77.2 (OCH,Ph), 65.5, 61.6 (d, 2Jcr = 6.8 Hz,
POCH,), 37.1, 32.0, 22.3 (PCH,), 20.2 (PCH2CH), 16.3 (POCH:CHs).

31p NMR (162 MHz, chloroform-d) 6 30.9.

5-((Benzyloxy)(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)amino)-5-oxopentyl methanesulfonate 149d

o om
EtO” l?\/\/ N 7(\/\/5[“ g
OEt o
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The general procedure E was applied to synthesize the compound 149d from alcohol 148d (1.18 g, 3
mmol). The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH
90/10), to afford the desired compound 149d (1.13 mg, 79 %) as a colorless oil.

Rf = 0.47 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.48 — 7.30 (m, 5H), 4.82 (s, 2H, OCH,Ph), 4.22 (t, J = 6.1 Hz, 2H),
4.16 - 4.01 (m, 4H, POCH.), 3.73 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.00 (s, 3H), 2.42 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.01
—1.88 (m, 2H), 1.80 — 1.65 (m, 6H), 1.37 — 1.26 (m, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.2, 134.2, 129.2, 129.1, 128.7, 76.4 (OCH.Ph), 69.6 (CH.0),
61.6 (d, Ycp = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (CH,NOBn), 37.4 (CHs) , 31.4, 28.6, 23.0 (d, Ycp = 142.2 Hz, PCH,),
20.4,20.2 (d, Yep = 5.0 Hz, PCH2CH,), 16.4 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.1.

Diethyl (3-(2-azido-N-(benzyloxy)acetamido)propyl)phosphonate 150a

o om
PN
EtO” L KNB

The general procedure F was applied to synthesize the compound 150a from 2-azidoacetic acid (982
mg, 9.7 mmol) and phosphonate 143 (2.9 g, 9.7 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 150a (2.4 g,
65 %) as a colorless oil.

Rf=0.51 (9/1 EA/MeOQOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.38 (m, 5H, CHa:), 4.82 (s, 2H, CH,OBn), 4.16 — 4.05 (m, 4H,
POCH,CHs), 3.87 (s, 2H, CH2Ns), 3.77 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NOBn), 2.02 — 1.93 (m, 2H), 1.78 — 1.70 (m,
2H), 1.32 (t, J=7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.2 (CO), 133.6 (NOCH2C), 129.4, 129.4, 128.9, 76.6 (OCH2Ph),
61.7 (d, Ycp = 6.5 Hz, POCH2), 50.0 (CH2N3), 45.8 (d, 3Jcp= 17.8 Hz, CH2N), 22.9 (d, Ycp = 143.1 Hz,
PCH,), 20.1 (d, ¥cp = 4.6 Hz, PCH,CH>), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH2CH3).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 30.8.

m/z (ES+) 407.14 (80%, [M]*).

Diethyl (3-(3-azido-N-(benzyloxy)propanamido)propyl)phosphonate 150b

] QBn
/P\/\/N N3
|

The general procedure F was applied to synthesize the compound 150b from mesylate 149b (513 mg,
1.1 mmol). The desired compound 150b was afforded (434 mg, 96 %) as a colorless oil.

Rf = 0.51 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 9.77 (d, J = 2.3 Hz, 1H, NOH), 4.14 — 4.02 (m, 4H, POCH,), 3.81 —
3.75 (m, 2H, CH2NOBnN), 3.59 (t, / = 6.6 Hz, 2H, CH,N3), 2.82 (t, J = 6.6 Hz, 2H, C(O)CH), 2.09 - 1.92 (m,
2H),1.92-1.79 (m, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CH>).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.9 (CO), 62.4 (d, ¥c.r = 6.7 Hz, POCH,), 47.5 (d, 3Jcr = 3.8 Hz,
CH:N), 46.7 (CH2N3), 32.0 (C(O)CH>), 21.9 (d, YJep = 140.1 Hz, PCH,), 18.6 (d, %Jc-p = 5.7 Hz, PCH,CH>),
16.3 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).
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31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.4.
m/z (ES+) 421.16 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(4-azido-N-(benzyloxy)butanamido)propyl)phosphonate 150c

o om

/P\/\/N
EtO | N
OEt TON 3

The general procedure B was applied to synthesize the compound 150c from 4-azidobutanoic acid 156c¢
(61 mg, 0.47 mmol) and phosphonate 143 (142 mg, 0.47 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 150c
(122 mg, 63 %) as a colorless oil.

Rf = 0.51 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (400 MHz, chloroform-d) & 7.43 — 7.36 (m, 5H, CHAr), 4.83 (s, 2H, OCH,Ph), 4.14 — 4.01 (m,
4H, POCH,), 3.73 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.31 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH:Ns), 2.47 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
C(O)CHy),1.99-1.90 (m, 2H), 1.89-1.85 (m, 2H), 1.79-1.67 (m, 2H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 173.9 (CO), 134.2 (NOCHC), 129.2, 129.1, 128.7, 76.4 (OCH,Ph),
61.6 (d, JJcr = 6.5 Hz, POCH,), 50.8, 45.5, 29.1, 23.7, 23.0 (d, Ycp = 142.5 Hz, PCH,), 20.2, 16.4 (d, 3Jcp =
6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.3.

m/z (ES+) 435.17 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(5-azido-N-(benzyloxy)pentanamido)propyl)phosphonate 150d

o om
EtO” F,’\/\/ N\[(\/\/ N3
OEt o

The general procedure B was applied to synthesize the compound 150d from 5-azidopentanoic acid
156d (1.9 g, 13.4 mmol) and phosphonate 143 (4 g, 13.4 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 150d
(3.1 g, 55 %) as a colorless oil.

The general procedure F was applied to synthesize the compound 150d from mesylate 149d (1.05 g,
2.2 mmol). The desired compound 150d was afforded (356 mg, 94 %) as a colorless oil.

Rf=0.51 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 8 7.45 — 7.33 (m, 5H), 4.82 (s, 2H, OCH;Ph), 4.16 — 4.00 (m, 4H,
POCH,), 3.73 (t, /= 6.6 Hz, 2H, CH,NOBnN), 3.26 (t, /= 6.7 Hz, 2H, CH;N3s), 2.40 (t, /= 7.2 Hz, 2H, C(O)CH,),
2.00-1.89 (m, 2H), 1.78 —1.69 (m, 2H), 1.65 (dd, J =14.9, 7.5 Hz, 2H), 1.62 - 1.55 (m, 2H), 1.31 (t, J =
7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 171.1 (CO), 134.3 (NOCH2(), 129.2, 129.0, 128.7, 76.3 (OCH,Ph),
61.6 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, POCH,), 51.1, 45.4, 31.6, 28.4, 23.0 (d, Ycp = 142.6 Hz, PCH3), 21.6, 20.2 (d, 2Jcp =
5.1 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.19.

m/z (ES+) 449.18 (100%, [M]*).
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N-(benzyloxy)-3-hydroxypropanamide 152b
OBn

HN OH
DO

)

The general procedure G was applied to synthesize the compound 152b from N-hydroxybenzyl-amine
hydrochloride 139 (3.15 g, 18.8 mmol) and B-propiolactone 151b (0.93 mL, 18.8 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (EtOAc 50 % to EtOAc/MeQOH 90/10), to afford the
desired compound 152b (2.65 g, 69 %) as a colorless oil.

Rf =0.32 (EA)
'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.43 —7.33 (m, 5H), 4.91 (s, 2H, OCH,Ph), 3.87 —3.80 (m, 2H), 2.34
(s, 2H).

N-(Benzyloxy)-4-hydroxybutanamide 152c

OBn

HNW\OH

)

The general procedure G was applied to synthesize the compound 152c from N-hydroxybenzyl-amine
hydrochloride 139 (2.1 g, 12.5 mmol) and y-butyrolactone 151c (0.96 mL, 12.5 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (EtOAc 50 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the
desired compound 152c¢ (2.22 g, 78 %) as a colorless oil.

Rf =0.32 (EA)
'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.37 (m, 5H), 4.89 (s, 2H, OCH,Ph), 3.63 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH,NOBn),
2.20 (s, 2H, C(O)CHy), 1.84 (q, 2H).

N-(Benzyloxy)-5-hydroxypentanamide 152d
OBn

HNT(\/\/OH

0]

The general procedure G was applied to synthesize the compound 152d from N-hydroxybenzyl-amine
hydrochloride 139 (2.6 g, 15.6 mmol) and 6-valerolactone 151d (1.45 mL, 15.6 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (EtOAc 50 % to EtOAc/MeQOH 90/10), to afford the
desired compound 152d (2.65 g, 73 %) as a colorless oil.

Rf = 0.32 (EA)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 8.82 (s, 1H), 7.44 — 7.32 (m, 5H), 4.89 (s, 2H, OCH,Ph), 3.59 (t, J =
6.1 Hz, 2H), 2.07 (d, J = 16.3 Hz, 2H), 1.76 — 1.65 (m, 2H), 1.61 — 1.46 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.3, 135.6, 129.2, 128.8, 128.5, 78.0 (OCH,Ph), 61.9 (CH,OH),
32.6, 31.5, 21.6.
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N-(Benzyloxy)-3-((tert-butyldimethylsilyloxy)propenamide 153b

(IDBn

HN QTRE
e

)

The general procedure H was applied to synthesize the compound 153b from alcohol 152b (1.3 g, 6.5
mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE 100 % to PE/EA 70/30), to
afford the desired compound 153b (1.8 g, 90 %) as a colorless oil.

Rf = 0.91 (EA)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) § 7.38 (m, 5H), 4.93 (s, 2H, OCH,Ph), 3.83 —3.75 (m, 2H), 2.43 —2.33
(m, 2H), 0.82 (s, 9H, C(CHs)s), 0.01 (s, 6H, Si(CHs)2).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 169.8, 135.7, 129.0, 128.6, 128.5, 78.1 (OCH,Ph), 58.8 (CH,OTBS),
37.6 (C(0)CH,), 25.7 (C(CHs)3), 18.0, -5.5 (Si(CHs),).

N-(Benzyloxy)-4-hydroxybutanamide 153c
OBn

HNWGTHE

)

The general procedure H was applied to synthesize the compound 153c from alcohol 152¢ (2.1 g, 10
mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE 100 % to PE/EA 70/30), to
afford the desired compound 153c (2.6 g, 81 %) as a colorless oil.

Rf = 0.91 (EA)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.86 (s, 1H), 7.41 — 7.30 (m, 5H), 4.91 (s, 2H, OCH,Ph), 3.64 (t, J =
5.9 Hz, 2H), 2.28 — 2.09 (m, 2H, C(O)CH>), 1.92 — 1.78 (m, 2H), 0.87 (s, 9H, C(CH3)s3), 0.04 (d, J = 1.8 Hz,
6H, Si(CHs),).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.1, 135.0, 129.2, 128.7, 128.6, 78.1 (OCH,Ph), 62.1 (CH,OTBS),
25.9 (C(CHs)s), 25.6, 18.2, -5.3 (Si(CHs)a).

N-(Benzyloxy)-5-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)pentanamide 153d

(I)Bn

HNT(\/\/CITHE

0

The general procedure H was applied to synthesize the compound 153d from alcohol 152d (2.5 g, 11.4
mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE 100 % to PE/EA 70/30), to
afford the desired compound 153d (3.3 g, 86 %) as a colorless oil.

Rf = 0.91 (EA)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 8.10 (s, 1H), 7.40 (s, 5H), 4.93 (s, 2H, OCH,Ph), 3.63 (t, J = 6.1 Hz,
2H, CH,OTBS), 2.06 (s, 2H), 1.71 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.55 (m, 2H), 0.90 (s, 9H, C(CHs)s), 0.06 (s, 6H,
Si(CHs)2).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 129.2, 128.8, 128.6, 77.2 (OCH,Ph), 62.9 (CH,OTBS), 29.8, 25.9
(C(CHs)3),, 22.3,19.2, 18.3, -5.3 (Si(CHs)2).

236



Partie expérimentale-Chapitrel

Ethyl 2-azidoacetate 155a
O

Ns\)J\O/\

The general procedure F was applied for the synthesize the compound 155a from ethyl bromoacetate
154a (3 g, 17.9 mmol). The desired compound (1.9 g, 83 %) was obtained without further purification
as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 4.26 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.02 (s, 2H), 1.31 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

3-Azidopropanoic acid 155b

N /\)ko/\

3

The general procedure F was applied for the synthesize the compound 155b from ethyl-3-
bromopropionate 154b (500 mg, 17.9 mmol). The desired compound (134 g, 34 %) was obtained
without further purification as a colorless oil.

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 4.19 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.58 (t, / = 6.5 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 6.5 Hz,
2H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 170.8, 60.9, 46.7, 34.0, 14.1.

Ethyl 4-azidobutanoate 155c¢

NBNJ\O/\

The general procedure F was applied for the synthesize the compound 155c¢ from ethyl 4-
bromobutyrate 154c (3 g, 15.4 mmol). The desired compound (1.9 g, 83 %) was obtained without
further purification as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 4.15 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.41 (t, J = 7.2 Hg,
2H), 1.92 (q, J= 7.0 Hz, 2H), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 2H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 172.7, 60.6, 50.6, 31.1, 24.2, 14.2.

Ethyl 5-azidopentanoate 155d
O

N

3

The general procedure F was applied for the synthesize the compound 155d from ethyl-5-
bromovalerate 154d (500 mg, 2.4 mmol). The desired compound (357 mg, 87 %) was obtained without
further purification as a colorless oil.

H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 4.14 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.30 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.34 (t, /= 9.1, 5.1
Hz, 2H), 1.79 — 1.57 (m, 4H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 173.1, 60.4, 51.0, 33.7, 28.2, 22.1, 14.2.
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2-Azidoacetic acid 156a

O

N3\)J\OH

The general procedure J was applied for the synthesize the compound 156a from 2-azidoacetic acid
155a (1.9 g, 14.8 mmol). The desired compound (985 mg, 66 %) was obtained without further
purification as a colorless oil.

'H NMR (400 MHz, chloroform-d) & 8.64 (br s, 1H), 3.98 (s, 2H).

3-Azidopropanoic acid 156b
O

N /\)kOH

3

The general procedure J was applied for the synthesize the compound 156b from 3-azidopropanoic
acid 155b (2.4 g, 16.8 mmol). The desired compound (310 mg, 16 %) was obtained without further
purification as a colorless oil.

'H NMR (400 MHz, chloroform-d) & 3.73 —3.57 (m, 2H), 2.65 (t, J = 6.2 Hz, 2H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.3, 58.8, 34.8.

4-Azidobutanoic acid 156¢

Ns\/\)J\OH

The general procedure J was applied for the synthesize the compound 156c¢ from ethyl-4-
azidobutanoate 155c¢ (1.9 g, 12.7 mmol). The desired compound (1.5 g, 91 %) was obtained without
further purification as a colorless oil.

H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 10.91 (s, 1H), 3.38 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.92
(q,J = 7.0 Hz, 2H).
13C NMR (75 MHz, chloroform-d) § 178.7, 50.4, 30.8, 23.9.

5-Azidopentanoic acid 156d
O

N /\/\)J\OH

3

The general procedure J was applied for the synthesize the compound 156d from ethyl-5-
azidopentanoate 155d (2.4 g, 14.3 mmol). The desired compound (1.9 mg, 94 %) was obtained without
further purification as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 3.32 (t, / = 6.5 Hz, 2H), 2.42 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.84 — 1.53 (m, 4H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 179.3, 51.0, 33.3, 28.2, 21.8.
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Diethyl (3-(2-azido-N-hydroxyacetamido)propyl)phosphonate 157a

Q oH
/P\/\/N
EtO” L rNs

The general procedure K2 was applied to synthesize the compound 157a from O-benzylated
hydroxamate 150a (509 mg, 1.3 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAC 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 157a (28 mg, 7 %) as a colorless
oil.

Rf = 0.36 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 9.85 (s, 1H), 4.14 (s, 2H, CH,N3), 4.11 — 4.03 (m, 4H, POCH,), 3.78
—3.73 (m, 2H, CH,NOH), 1.98 (m, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.33 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 169.0 (CO), 62.4 (d, *Jc.p = 6.8 Hz, POCH,), 50.2 (CH,Ns), 47.9 (d,
3Jep = 6.7 Hz, CH,NOH), 22.0 (d, Ycp = 140.3 Hz, PCH,), 18.8 (d, 2c.p = 5.4 Hz, PCH2CH,), 16.3 (d, e =
6.1 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.78.

m/z (ES+) 317.09 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(3-azido-N-hydroxypropanamido)propyl)phosphonate 157b

@ OH
/P\/\/N N3
E

The general procedure K2 was applied to synthesize the compound 157b from O-benzylated
hydroxamate 150b (200 mg, 0.05 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 157b (92 mg, 59 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.36 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) § 9.77 (d, J = 2.3 Hz, 1H, NOH), 4.14 — 4.02 (m, 4H, POCH,), 3.81 —
3.75 (m, 2H, CHoNOH), 3.59 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,N3), 2.82 (t, J = 6.6 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.09 — 1.92 (m,
2H), 1.92 = 1.79 (m, 2H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.9 (CO), 62.4 (d, ¥c.r = 6.7 Hz, POCH,), 47.5 (d, 3Jcr = 3.8 Hz,
CH,NOH), 46.7 (CH2N3), 32.0 (C(O)CH,), 21.9 (d, Yce = 140.1 Hz, PCH,), 18.6 (d, 2cr = 5.7 Hz, PCH,CH,),
16.3 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.4.

m/z (ES+) 331.11 (100 %, [M]").

Diethyl (3-(4-azido-N-hydroxybutanamido)propyl)phosphonate 157c

9 QH
/P\/\/N
EtO" | N
on TO(\/\ s

The general procedure K2 was applied to synthesize the compound 157c from O-benzylated
hydroxamate 150c (200 mg, 0.5 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 157c¢ (110 mg, 70 %) as a
colorless oil.
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Rf=0.36 (9/1 EA/MeOQOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.85—9.50 (brs, 1H, NOH), 4.11 —4.00 (m, 4H, POCH), 3.76 —3.71
(m, 2H, CH,NOBH), 3.35 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2Ns), 2.60 (t, /= 7.4 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.00 — 1.94 (m, 2H),
1.91 (m, 2H), 1.86 —1.77 (m, 2H), 1.32 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 173.8 (CO), 62.3 (d, 2Jc.p = 6.8 Hz, POCH,), 51.0, 47.4 (d, 3Jcp = 3.8
Hz, CH,NOH), 29.4 (C(O)CH,), 23.9, 22.0 (d, Ycp = 140.0 Hz, PCH,), 18.7 (d, 2Jc.p = 5.7 Hz, PCH,CH>), 16.3
(d, S-IC-P =6.1 HZ, POCHzCHg).

31p NMR (162 MHz, chloroform-d) & 35.3.

m/z (ES+) 323.14 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(5-azido-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonate 157d

Q oH
EtO” r}’\/\/ N\[(\/\/ N3
OEt o

The general procedure K2 was applied to synthesize the compound 157d from O-benzylated
hydroxamate 150d (300 mg, 0.7 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 80/20), to afford the desired compound 157d (144 mg, 61 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.36 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) § 9.64 (d, J = 2.4 Hz, 1H, NOH), 4.11 — 4.03 (m, 4H, POCH,), 3.79 —
3.74 (m, 2H, CH,NOH), 3.30 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH;Ns), 2.56 (t, J = 7.2 Hz, 2H, C(O)CH.), 2.04 — 1.93 (m,
2H), 1.89 - 1.79 (m, 2H), 1.76 — 1.63 (m, 4H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 174.5 (CO), 62.3 (d, Ucp = 6.6 Hz, POCH,), 51.2, 47.4 (d, 3Jcp = 3.5
Hz, CH,NOH), 31.8, 28.6, 21.9 (d, Ycr = 140.0 Hz, PCH,), 21.7, 18.6 (d, Zcp = 6.0 Hz, PCH,CH,), 16.3 (d,
3J(:.p =6.2 HZ, POCH2CH3).

31p NMR (162 MHz, chloroform-d) 6 35.5.

m/z (ES+) 359.14 (100 %, [M]*).

(3-(2-Azido-N-hydroxyacetamido)propyl)phosphonic acid 138a
1l (I)H
/P\/\/ N
HO™ 1> KNg

The general procedure L was applied to synthesize the compound 138a from diethylphosphonate 157a
(35 mg, 0.12 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
three Zand E and undetermined conformers in a ratio of 39/40/21 respectively.

!H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) & 4.05 (s, 0.8 of 2H, CH,Ns), 3.78 (s, 0.8 of 2H, CH,Ns), 3.69 (t, J
= 6.8 Hz, 0.8 of 2H, CH,NOH), 3.52 (s, 0.4 of 2H, CH,N3), 3.27 - 3.20 (m, 0.8 of 2H, CH,NOH), 3.07 - 3.02
(m, 0.4 of 2H, CH,NOH), 1.94 — 1.80 (m, 2H), 1.68 — 1.51 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, deuterium Oxide) & 166.7 (CO), 52.4 (CH2Ns), 52.0 (d, 3Jcp= 15.9 Hz, CH,NOH), 49.0
(d, *Jep= 18.2 Hz, CH,NOH), 46.6 (CH2N3), 41.3 (CHN3), 40.1 (d, 3Jc.p= 17.4 Hz, CH,NOH), 26.1 (d, Ycs =
133.0 Hz, PCHa), 25.1 (d, Ycp = 133.0 Hz, PCH,), 24.8 (d, Ycr = 133.0 Hz, PCHa), 21.4 (d, YJcp = 3.9 Hz,
PCH,CH>), 20.3 (d, 2Jcp = 4.0 Hz, PCH,CH,), 18.3 (d, 2Jcp = 4.2 Hz, PCH,CH).

31p NMR (121 MHz, deuterium Oxide) § 24.9, 24.1, 23.4.

HRMS (ES*) calculated for CsH1oN4OsP [M]*: 237.0383, found 237.0385 (100%).
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(3-(3-Azido-N-hydroxypropanamido)propyl)phosphonic acid 138b

O OH
P 3
HO (I)H \[)(\/

The general procedure L was applied to synthesize the compound 138b from diethylphosphonate 157b
(31 mg, 0.10 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture
undetermined.

1H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) § 3.88, 3.68, 3.58, 2.94, 2.91, 2.83,2.81,1.87-1.78,1.61 - 1.51.
13C NMR (126 MHz, deuterium Oxide) § 172.9, 48.7 (d, 3Jcr = 19.3 Hz, CH,NOH), 46.4, 33.1, 31.2, 24.8
(d, Ycp = 134 Hz, PCH,), 15.9.

31p NMR (121 MHz, deuterium Oxide) § 27.4, 25.1.

(3-(4-Azido-N-hydroxybutanamido)propyl)phosphonic acid 138c

Q QH
PN
HO™ Tof\ﬁm

The general procedure L was applied to synthesize the compound 138c from diethylphosphonate 157c¢
(70 mg, 0.21 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
three Zand E and undetermined conformers in a ratio of 45/15/40 respectively.

H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) & 3.73 (m, 0.3 of 2H, CH,NOH), 3.68 (t, J = 6.7 Hz, 0.9 of 2H,
CH;NOH), 3.42 —3.32 (m, 0.8 of 2H (CH2NOH) + 2H, CH,N3), 2.59 (t, J = 7.4 Hz, 0.9 of 2H, C(O)CH>), 2.51-
2.42 (m, 0.3 of 2H and 0.8 of 2H), 2.03-1.93 (m, 2H), 1.90-1.81 (m, 2H), 1.82 — 1.66 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, deuterium Oxide) 6 178.0, 50.9 (d, J = 18.3 Hz), 50.5, 50.3, 30.9, 29.9, 29.0, 26.9,
23.6,23.5,19.6,17.1.

31p NMR (121 MHz, deuterium Oxide) 6 29.9, 29.6, 26.7.

HRMS (ES’) calculated for C;H14N4OsP [M]: 265.0696, found 265.0706 (100%).

(3-(5-Azido-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonic acid 138d

? QH
HO™ ﬁ’\/\/ N\[(\/\/ N3
OH o

The general procedure L was applied to synthesize the compound 138d from diethylphosphonate 157d
(70 mg, 0.21 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two E and undetermined conformers in a ratio of 25/75 respectively.

!H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) 6 3.71 (t, J = 6.8 Hz, 0.5 of 2H, CH,NOH), 3.66 (t, J = 6.8 Hz, 1.5
of 2H, CH,NOH), 3.33 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,Ns), 2.54 (t, J = 7.0 Hz, 1.5 of 2H, C(O)CH,), 2.44 (t, J = 7.1
Hz, 0.5 of 2H, C(O)CH2), 1.83 (m, 2H), 1.63 (m, 4H), 1.53 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, deuterium Oxide) & 50.7 (CH,Ns), 48.6 (d, 3Jc.r = 19.2 Hz, CH,N), 31.1 (C(O)CH,,
27.5,25.4,21.6, 20.5.

31p NMR (121 MHz, deuterium Oxide) § 25.2, 24.8.

HRMS (ES’) calculated for CgH16N4OsP [M]: 279.0853, found 279.0823 (100%).
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Ethyl 4-(dibenzylphosphonyl)butanoate 160
0O

0]
o !%NJ\O/\

B%no

To a solution of dibenzyl phosphite 158 (2g, 7.7 mmol, 1.5 eq) in THF at 0 °C, was added NaH (184 mg,
7.7 mmol, 1.5 eq.). After 15 min, ethyl 4-bromobutyrate 159¢ (1 mL, 5.13 mmol, 1 eq.) was added and
the mixture was stirred for 48H. The reaction was quenched by the addition of a saturated solution of
NH.Cl, and extracted with diethyl ether 3 times. The organic layer was dried over anhydrous Na;SO,,
filtrated and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by flash column
chromatography (PE 100 % to PE/EA 50/50). The desired compound 160 (958 mg, 33 %) was afforded
as a colorless oil.

Rf = 0.41 (7/3 PE/EA)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.42 — 7.30 (m, 10H), 5.02 (m, 4H, OCH,Ph), 4.11 (g, J = 7.1 Hz, 2H),
2.36 (t,J = 7.1 Hz, 2H), 1.99 — 1.74 (m, 4H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 172.6, 136.3, 128.6, 128.4, 127.9, 67.1 (d, %Jcp = 6.4 Hz, POCH,),
60.4 (OCH2Ph), 34.4 (d, 3Jcp=16.4 Hz, CH;NOBN), 25.2 (d, Ycp = 141.1 Hz, PCH,), 18.0 (d, Ycp = 4.7 Hz,
PCH,CH,), 14.2.

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.2.

4-(Dibenzylphosphonyl)butanoic acid 161
0]

0O

11

To a solution of 160 (958 mg, 2.5 mmol, 1 eq.) in THF, was added LiOH (152 mg, 6.4 mmol, 2.5 eq.),
dissolved in a minimum amount of water. The mixture was stirred overnight at room temperature. The
water was added and the solution was extracted with ethyl acetate. The aqueous layer was acidified
with a 4 M HCI solution and extracted with ethyl acetate 3 times. The organic layer was dried over
anhydrous Na,SO,, filtrated and evaporated under reduced pressure. The desired compound 161 (403
mg, 46 %) was obtained without further purification.

Rf = 0.21 (7/3 PE/EA)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) § 7.27 (s, 10H), 5.13 — 4.82 (m, 4H), 2.50 — 2.32 (m, 2H), 1.95 - 1.70
(m, 4H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d,) § 137.7,129.6,129.3, 127.9, 68.5 (d, %Jc.p = 6.6 Hz, POCH>), 39.2, 26.1
(d, Yep = 139.4 Hz, PCHa), 20.5 (d, 2Jcp = 4.7 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 32.5.

Dibenzyl (4-((benzyloxy)amino)-4-oxobutyl)phosphonate 162

O (0]
I
rbnO I
OBn

The general procedure B (peptide EDC DCM) was applied to synthesize the compound 162 from
carboxylic acid 161 (200 mg, 0.57 mmol) and benzylhydroxylamine 139 (106 mg, 0.86 mmol, 1.5 eq.).
The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the
desired compound 162 (180 mg, 69 %) as a colorless oil.
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Rf = 0.49 (EA)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.65 — 9.46 (broad s, 1H, NH), 7.39 — 7.25 (m, 15H, CHa), 5.03 —
4.82 (m, 6H, OCH;Ph), 2.12 (m, 2H, CH,CQ), 1.87-1.74 (m, 4H, PCH,CH,).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 169.8 (CO), 136.1 (d, *cp = 5.3 Hz, POCH,C), 135.5 (NOCH,C),
129.1, 128.6, 128.5, 127.94, 78.1 (OCH,Ph), 67.2 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, POCH,), 32.7 (d, 3Jcr = 12.3 Hz,
CH,CO), 24.5 (d, Ycp = 140.3 Hz, PCH,), 18.5 (d, 2Jc.p = 4.9 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.7.

Dibenzyl (4-((benzyloxy)(3-bromopropyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonate 164c

(0]
Il
O/P\/\)J\N/\/\Br

OBn

The general procedure for peptidic coupling A in presence was applied to synthesize the desired
compound 164c, from acid 161 (200 mg, 0.57 mmol) and benzylhydroxylamine 168c (140 mg, 0.57
mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to
afford the desired compound 164c (130 mg, 40 %) as a colorless oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.40 — 7.35 (m, 5H, CHAr), 7.35 — 7.31 (m, 10H, CHAr), 5.03 (dd, J
=11.8, 8.7 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.95 (dd, J = 11.8, 8.0 Hz, 2H, POCH,Ph), 4.76 (s, 2H, OCH,Ph), 3.76 (s, 2H,
CH2NOBN), 3.39 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH;Br), 2.47 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,CO), 2.14 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.95 —
1.86 (m, 2H), 1.85 — 1.76 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.8 (CO), 136.3 (d, *Jcr = 6.1 Hz, POCH,C), 134.1 (NOCH,C),
129.3, 129.1, 128.7, 128.5, 128.3, 127.9, 76.4 (OCH,Ph), 67.1 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, POCH,Ph)), 44.0
(CH2NOBn), 32.3 (d, 3Jcp = 15.1 Hz, CH,CO), 30.8, 30.1, 25.2 (d, Ycp = 140.5 Hz, PCH,), 17.4 (d, Ycp = 4.7
Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.7.

m/z (ES+) 598.11 (100 %, [M+Nal*).

Dibenzyl (4-((benzyloxy)(4-bromobutyl)amino)-4-oxobutyl)phosphonate 164d

0] 0]
Il
B O/F\/\)J\N/\/\/Br
rbnO éB
n

The general procedure | was applied to synthesize the compound 164d from hydroxamate 162 (710
mg, 1.6 mmol) and 1,4-dibromobutane 163b (0.187 mL, 1.6 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the desired compound 164d (115 mg,
13 %) as a colorless oil.

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.41 —7.30 (m, 15H, CHAr), 5.04 (dd, /= 11.8, 8.7 Hz, 2H, POCH,Ph),
4.96 (dd, J=11.8, 7.9 Hz, 2H, POCH.Ph), 4.75 (s, 2H, OCH,Ph), 3.64 (s, 2H, CH,NOBn), 3.39 (t, / = 6.4 Hz,
2H, CH,Br), 2.48 (t, J= 6.8 Hz, 2H, CH,CO), 1.92 (m, 2H, CH2), 1.86 — 1.73 (m, 6H, CH2).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.8 (CO), 136.4 (d, ¥Jcp = 6.1 Hz, POCH,C), 134.3 (NOCH,(),
129.1, 129.0, 128.7, 128.5, 128.3, 127.9, 76.3 (OCHPh), 67.0 (d, %Jcpr = 6.4 Hz, POCH,Ph)), 44.3
(CH2NOBnN), 33.2 (CH2Br), 32.3 (d, 3Jcp = 15.7 Hz, CH,CO), 29.7 (CH,), 25.4 (CH,), 25.2 (d, Yc.p = 140.4 Hz,
PCH,), 17.5 (d, ¥cp = 4.6 Hz, PCH,CH).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.9.

243



Partie expérimentale-Chapitrel

Dibenzyl (4-((3-azidopropyl)(benzyloxy)amino)-4-oxobutyl)phosphonate 165c

O
I
//P\/\)J\ N
o) N Nj

OBn

The general procedure F was applied to synthesize the compound 165c from brominated compound
164c (282 mg, 0.5 mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 30/70 to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 165c (272 g, 97 %) as a colorless oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.32 —7.21 (m, 15H), 4.95 (dd, J = 11.9, 8.7 Hz, 2H, POCH,Ph), 4.87
(dd, J=11.8, 7.9 Hz, 2H, POCHPh), 4.66 (s, 2H, OCH,Ph), 3.58 (m, 2H, CH,NOBnN),3.20 (t, J = 6.7 Hz, 2H,
CH3Ns), 2.38 (t, /= 7.0 Hz, 2H, CH,CO), 1.85 —-1.67 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.9 (CO), 136.4 (d, ¥Jcp = 6.1 Hz, POCH,C), 134.2 (NOCH,C),
129.2,129.1, 128.7, 128.7, 128.5, 128.3, 127.9, 76.4 (OCH,Ph), 67.0 (d, 2Jcr = 6.5 Hz, POCH,Ph)), 48.9
(CH2Ns3), 42.8 (CH2NOBN), 32.3 (d, ¥Jcp = 15.2 Hz, CH,CO), 26.9, 25.2 (d, Ycp = 140.4 Hz, PCH,), 17.4 (d,
Z-IC-P =4.9 Hz, PCHzCHz).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.8.

m/z (ES-) 537.24 (100 %, [M]).

Dibenzyl (4-((4-azidobutyl)(benzyloxy)amino)-4-oxobutyl)phosphonate 165d

O O
|1
rbnO (IDBn

The general procedure F was applied to synthesize the compound 165d from brominated compound
164d (102 mg, 0.17 mmol). The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50
to EA 100 %), to afford the desired compound 165d (53 mg, 55 %) as a colorless oil.

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.43 —7.29 (m, 15H), 5.04 (dd, J = 11.8, 8.6 Hz, 2H, POCH,Ph), 4.96
(dd, J=11.8, 7.9 Hz, 2H, POCH,Ph), 4.75 (s, 2H, OCH,Ph), 3.64 (brs, 2H, CH,NOBn), 3.26 (t, /= 6.7 Hz,
2H, CH3Ns), 2.48 (t,J=7.0 Hz, 2H, CH,CO), 1.97 - 1.86 (m, 2H, PCH,CH,), 1.85—-1.77 (m, 2H, PCH,), 1.73
—1.65(m, 2H), 1.60 - 1.51 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.8 (CO), 136.4 (d, 3Jcr = 6.1 Hz), 134.3, 129.1, 129.0, 128.7,
128.5, 128.3, 127.9, 76.3 (OCH,Ph), 67.0 (d, Ycp = 6.5 Hz, POCH,Ph), 50.9 (CH:Ns), 44.7 (CH,NOBn),
32.3(d, *Jcp = 15.6 Hz, CH,CO), 26.0, 25.2 (d, YJcp = 140.5 Hz, PCH>), 24.0, 17.5 (d, Ycp = 4.6 Hz).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 32.9.

m/z (ES+) 573.22 (100 %, [M+Nal*).

(4-((4-Azidobutyl)(hydroxy)amino)-4-oxobutyl)phosphonic acid 166d

0] 0]
|
Hﬂ/olp\/\)J\N/\/\/ N3
|
OH
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The general procedure K2 was applied to synthesize the compound 166d from azide 165d (102 mg,
0.17 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of two Z
and E conformers in a ratio of 60/40 respectively.

!H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) & 3.65 (m, 3.4H, 2H for B(OMe)3 and 0.8 for CH,NOH), 3.27 (s,
1.4 of 2H, CHoNOH), 2.99 (dt, J = 15.3, 7.5 Hz, 2H), 2.57 (q, / = 7.4 Hz, 0.8 of 2H, C(O)CH,), 2.45 (t, J =
7.4 Hz, 1H, 1.4 of 2H, C(O)CHy), 1.86 — 1.73 (m, 4H), 1.70 — 1.53 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, deuterium Oxide) 6 176.6, 52.0, 49.8, 48.7, 47.0, 38.8 (d, /= 28.0 Hz), 34.3 (d, J =
17.6 Hz), 27.1, 26.1, 23.8, 23.3 (d, Ycp = 140.4 Hz, PCH,), 20.0, 18.5 (d, 2Jcp = 3.9 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 29.3, 28.8.

m/z (ES+) 279.09 (100 %, [M]*).

t-Butyl (benzyloxy)(2-bromoethyl)carbamate 167b

Br\/\N,Boo
|
OBn

The general procedure | was applied to synthesize the compound 167b from t-
butylbenzyloxycarbamate 141 (1 g, 4.5 mmol) and 1,2-dibromoethane 163b (3.36 g, 17.9 mmol, 4 eq.).
The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the
desired compound 167b (1.02 mg, 70 %) as a colorless oil.

Rf=0.63 (8/2 PE/EA)

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.44 — 7.33 (m, 5H), 4.89 (s, 2H, OCH,Ph), 3.77 (t, J = 7.1 Hz, 2H,
CHBr), 3.44 (t, J = 7.1 Hz, 2H, NCH,), 1.52 (s, 9H, C(CHs)s).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 156.1 (CO), 135.2 (OCH,C), 129.5, 128.7, 128.5, 82.1 (C(CHs)s),
77.4 (OCH2Ph), 51.5 (NCH), 28.2 (C(CHs)s), 27.6 (CH;Br).

t-Butyl (benzyloxy)(3-bromopropyl)carbamate 167c

Br/\/\N,Boo
|
OBn

The general procedure | was applied to synthesize the compound 167c from t-
butylbenzyloxycarbamate 141 (1 g, 4.5 mmol) and 1,3-dibromopropane 163c (1.81 mL, 17.9 mmol, 4
eq.). The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford
the desired compound 167c (1.15 g, 77 %) as a colorless oil.

Rf=0.63 (8/2 PE/EA)

1H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.47 —7.31 (m, 5H, CHAr), 4.85 (s, 2H, OCH,Ph), 3.57 (t, J = 6.6 Hz,
2H, CHBr), 3.41 (t, /= 6.6 Hz, 2H, NCH,), 2.13 (p, /= 6.6 Hz, 2H, CH,), 1.52 (s, 9H, C(CHs)s).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 156.4 (CO), 135.4 (OCH,C), 129.4, 128.6, 128.4, 81.6 (C(CHs)s),
76.9 (OCH,Ph), 48.1 (NCH>), 30.8 (CHBr), 30.4 (CH,), 28.3 ((CHa)3).
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t-Butyl (benzyloxy)(4-bromobutyl)carbamate 167d

Br_~_"~ N Boc
|
OBn

The general procedure | was applied to synthesize the compound 167d from t-
butylbenzyloxycarbamate 141 (1 g, 4.5 mmol) and 1,4-dibromobutane 163d (2.14 mL, 17.9 mmol, 4
eq.). The crude product was purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford
the desired compound 167d (1.27 g, 79 %) as a colorless oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.44 —7.33 (m, 5H, CHAr), 4.84 (s, 2H, OCH,Ph), 3.45 (t, J = 6.9 Hz,
2H, CH,Br), 3.40 (t, /= 6.7 Hz, 2H, NCH3), 1.91 - 1.83 (m, 2H, CH,), 1.78 — 1.70 (m, 2H, CH,), 1.52 (s, 9H,
C(CHs)s).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 156.5 (CO), 135.5 (OCH,Ph), 129.4, 128.5, 128.4, 81.4 (C(CHs)s),
76.9 (OCH2Ph), 48.6 (NCH>), 33.3 (CH,Br), 29.9 (CH>), 28.3 ((CHs)s), 25.7 (CH.).

0O-Benzyl-N-(2-bromoethyl)hydroxylamine 168b

Br\/\NH
|
OBn

The general procedure S was applied to synthesize the compound 168b from protected
benzylhydroxylamine 167b (1.02 g, 3.11 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the desired compound 168b (661 mg, 92 %) as
a colorless oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.37 — 7.30 (m, 5H, CHAr), 4.73 (s, 2H, OCH,Ph), 3.60 (t, J = 5.8 Hz,
2H, CH2Br), 3.25 (t, / = 5.8 Hz, 2H, NCH,).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 137.6 (OCH,C), 128.4, 128.4, 127.9, 76.2 (OCH,Ph), 53.2 (NCH,),
31.2 (CH2Br).

0O-Benzyl-N-(3-bromopropyl)hydroxylamine 168c
Br” " "NH
OBn

The general procedure S was applied to synthesize the compound 168c from protected
benzylhydroxylamine 167c¢ (1.15 g, 3.2 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the desired compound 168c (758 mg, 93 %) as
a colorless oil.

1H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 7.41 — 7.28 (m, 5H, CHAr), 4.70 (s, 2H, OCH,Ph), 3.46 (t, J = 6.6 Hz,
2H, CH,Br), 3.07 (t, J = 6.5 Hz, 2H, NCH,), 2.08 (p, / = 6.5 Hz, 2H, CH,).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 137.7 (OCH,Ph), 128.4, 128.4, 127.9, 76.3 (OCH,Ph), 50.0 (NCH2),
31.5 (CH,Br), 30.5 (CH,).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-2-bromoacetamido)propyl)phosphonate 170a

OI )

Bn
| |
PN
EtQ joﬁsr

The general procedure A was applied to synthesize the compound 170a from benzylhydroxylamine
143 (745 mg, 2.48 mmol) and bromoacetic acid 169a (345 mg, 2.48 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EA 80/20 to EA/MeOH 90/10), to afford the desired
compound 170a (637 g, 60 %) as a colorless oil.

Rf = 0.56 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.41 (s, J = 8.7 Hz, 5H), 4.93 (s, 2H, OCH,Ph), 4.20 — 3.98 (m, 4H,
POCHz), 3.90 (s, 2H, CH;Br), 3.78 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,NOBn), 2.08 — 1.88 (m, 2H), 1.85 — 1.66 (m, 2H),
1.32(t,J=7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 8 168.2 (CO), 133.7 (NOCH,C), 129.5, 129.4, 128.9, 76.6 (OCH,Ph),
61.7 (d, Ycs = 6.5 Hz, POCH,), 45.7 (d, 3Jc.r = 15.8 Hz, CH,NOBNn), 25.6, 22.8 (d, Yc.r = 142.6 Hz, PCH,),
20.0 (d, 2ep = 4.1 Hz, PCH,CHy), 16.5 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 30.95.

m/z (ES+) 422.07 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-bromopropanamido)propyl)phosphonate 170b
O OBn

1 |
P~_N Br
Etlgtol jg/\/

The general procedure A was applied to synthesize the compound 170b from benzylhydroxylamine
143 (200 mg, 0.66 mmol) and 3-bromopropionic acid 169b (101 mg, 0.66 mmol). The crude product
was purified by column chromatography (PE/EA 80/20 to EA/MeOH 90/10), to afford the desired
compound 170b (121 g, 42 %) as a colorless oil.

Rf=0.56 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.44 — 7.36 (m, 5H, CHAr), 4.85 (s, 2H, OCH,Ph), 4.16 — 4.02 (m,
4H, POCH,), 3.75 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.59 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH.Br), 2.97 (t, / = 6.8 Hz, 2H,
CH»CO), 2.01 -1.90 (m, 2H), 1.74 (m, 2H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 171.6 (CO), 133.9 (NOCH2(), 129.3, 129.2, 128.8, 76.5 (OCH,Ph),
61.6 (d, Zcp = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (d, 3Jcp = 18.8 Hz, CH,NOBn), 35.5, 26.6, 22.9 (d, Ycp = 142.7 Hz,
PCH,), 20.2 (d, Zcp = 3.5 Hz, PCH,CH3), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.1.

m/z (ES+) 436.08 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-bromobutanamido)propyl)phosphonate 170c
| OBn

| |
PN
EtO ENBr

The general procedure A was applied to synthesize the compound 170c from benzylhydroxylamine 143
(1 g, 3.8 mmol) and bromobutyric acid 169c (553 mg, 3.8 mmol). The crude product was purified by
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column chromatography (PE/EA 80/20 to EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 170c (875
g, 49 %) as a colorless oil.

Rf = 0.56 (9/1 EA/MeOH)

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.42 (s, 5H, CHAr), 4.86 (s, 2H, OCH,Ph), 4.18 —4.03 (m, 4H, POCH,),
3.75 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.49 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,Br), 2.62 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,CO), 2.21 —
2.12 (m, 2H, CH,CH3Br), 1.96 (m, 2H), 1.80 — 1.70 (m, 2H), 1.33 (t, /= 7.1 Hz, 2H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 173.6 (CO), 134.1 (NOCH,C), 129.3, 129.1, 128.7, 76.5 (OCH,Ph),
61.6 (d, Zcp = 6.5 Hz, POCH>), 45.5 (d, ¥Jcp = 19.8 Hz, CH;NOBnR), 33.7, 30.5, 27.2, 23.0 (d, Ycp = 142.5
Hz, PCH,), 20.2 (d, ZJcp= 4.4 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.0.

m/z (ES+) 450.10 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-5-bromopentanamido)propyl)phosphonate 170d

o om
tO 5

The general procedure A was applied to synthesize the compound 170d from benzylhydroxylamine
143 (1 g, 3.8 mmol) and 5-bromovaleric acid 169d (643 mg, 3.8 mmol). The crude product was purified
by column chromatography (PE/EA 80/20 to EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 170d
(1.16 g, 70 %) as a colorless oil.

Rf =0.56 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.44 — 7.34 (m, 5H, CHAr), 4.82 (s, 2H, OCH,Ph), 4.16 — 4.02 (m,
4H, POCHy), 3.73 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH:NOBn), 3.39 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH2Br), 2.40 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH»CO), 1.99-1.90 (m, 2H), 1.90-1.82 (m, 2H), 1.78 = 1.69 (m, 4H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 134.3 (NOCH2C), 129.2, 129.0, 128.7, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d, 2Jc.
b= 6.5 Hz, POCH,), 33.2,32.2,31.3,23.1,23.0 (d, Ycp = 142.4 Hz, PCH;), 20.2 (d, 2Jc» = 4.9 Hz, PCH,CH,),
16.4 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CH).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.2.

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-2-bromo-2-methylpropanamido)propyl)phosphonate 170e

o o
/P\/\/N\[%<
Etl?tcl) Br

)

The general procedure A was applied to synthesize the compound 170e from benzylhydroxylamine
143 (262 mg, 0.86 mmol) and 2-bromo-2-methyl propionic acid 169e (145 mg, 0.86 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (PE/EA 80/20 to EA/MeOH 90/10), to afford the
desired compound 170e (143 g, 37 %) as a colorless oil.

Rf = 0.56 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.52 — 7.33 (m, 5H), 5.06 (s, 2H, OCH,Ph), 4.08 (dqd, /= 7.9, 7.1,
2.2 Hz, 4H, POCH), 3.84 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,NOBnN), 1.99 (s, 8H, CH, + CHs), 1.84 — 1.68 (m, 2H), 1.30
(t, J=7.0 Hz, 6H, POCH,CHs).

m/z (ES+) 474.08 (100 %, [M]*).
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Diethyl (3-(3-bromo-N-hydroxypropanamido)propyl)phosphonate 171b

Q QH
_P_~_N Br
EtQ jé/\/

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 171b from O-benzylated
hydroxamate 170b (143 mg). The crude product was purified by column chromatography (EA 100 % to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 171b (56 mg, 50 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5 DCM/MeOH)

H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 9.79 (s, 1H), 4.15 — 4.01 (m, 4H, POCH,), 3.80 — 3.75 (m, 2H,
CH2NOH), 3.64 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,Br), 3.14 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CO), 2.04 — 1.94 (m, 2H), 1.90 — 1.80
(m, 2H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.7 (CO), 62.4 (d, ¥c.r = 6.7 Hz, POCH,), 47.5 (d, 3Jcp = 4.1 Hz,
CH,NOH), 35.9, 26.8, 21.9 (d, Ycp = 140.1 Hz, PCH;), 18.6 (d, 2Jcr = 5.6 Hz, PCH,CH;), 16.3 (d, *Jcp = 6.0
Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.4.

m/z (ES+) 446.04 (60 %, [M]*).

Diethyl (3-(5-bromo-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonate 171d

OH

P~_N Br
Etgto, \[(\/\/

)

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 171d from O-benzylated
hydroxamate 170d (145 mg). The crude product was purified by column chromatography (EA 100 % to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 171d (34 mg, 28 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5 DCM/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.63 (s, 1H), 4.06 (m, 4H, POCH.), 3.73 (brs, 2H, CH,NOH), 3.42 (t,
J=6.8 Hz, 2H, CHBr), 2.54 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CO), 2.00 - 1.87 (m, 4H), 1.87 - 1.73 (m, 4H), 1.32 (t, J
= 6.8 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 174.4 (CO), 62.2 (d, ZJcp = 6.1 Hz, POCH3), 47.5 (d, 3Jcp = 6.3 Hz,
CH;NOH), 33.4, 32.4, 31.4, 23.2, 22.1 (d, Ycp = 140.6 Hz, PCH;), 18.9 (d, cp = 4.3 Hz, PCH,CH,), 16.3
(d, S-IC-P =55 HZ, POCHzCHg).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.9.

m/z (ES+) 374.07 (100 %, [M]*).

(3-(5-Bromo-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonic acid 172d

9 OH
H?'//P\/\/Nj.‘/\/\/Br
© 0]

The general procedure L was applied to synthesize the compound 172d from diethylphosphonate 171d
(53 mg, 0.134 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture
of two Z and E conformers in a ratio of 45/55 respectively.
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'H NMR (500 MHz, Methanol-dy) 6 3.69 (t, /= 6.8 Hz, 1.1 of 2H, CH,NOH), 3.47 (t, J= 7.0 Hz, 2H, CH,Br),
3.35(dd, /=7.0, 2.1 Hz, 0.9 of 2H, CH,NOH), 2.52 (t, J = 7.5 Hz, 1.1 of 2H, CH,CO), 2.37 (t, J/ = 7.3 Hz,
0.9 of 2H, CH,CO), 2.14 — 1.62 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) 6 52.3 (d, 3Jcr = 15.7 Hz, CH;NOH), 33.8, 33.7, 33.7, 33.5, 33.1, 32.2,
25.0 (d, Ycp = 141.3 Hz, PCH,), 24.6, 24.4, 18.6 (d, 2Jcp = 4.3 Hz, PCH,CH).

31p NMR (121 MHz, Methanol-d,) § 29.7, 27.5.

HRMS (ES’) calculated for CgH16BrN1OsP [M]: 315.9944, found 315.9955 (30%).

Diethyl (3-(N,3-dihydroxypropanamido)propyl)phosphonate 174b

? PH

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 174b from O-benzylated
hydroxamate 148b (200 mg). The crude product was purified by column chromatography (EA 100 % to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 174d (145 mg, 96 %) as a colorless oil.

Rf = 0.23 (9/1 EA/MeOH)

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 9.80 (s, 1H), 4.15 — 4.04 (m, 4H, POCH,), 3.88 (brs, 2H), 3.77 (brs,
2H), 2.78 (s, 2H, CH,CO), 1.98 (m, 2H), 1.90—-1.80 (m, 2H), 1.33 (t, /= 7.0 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.1 (CO), 62.3 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, POCH,), 58.7, 47.3 (d, 3Jcp = 5.2
Hz, CH,NOH), 34.4, 22.1 (d, Yc.r = 140.5 Hz, PCH,), 18.8 (d, %Jc.r = 4.8 Hz, PCH,CH>), 16.3 (d, 3Jcp = 5.9
Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, methanol-ds) 6 31.1.

m/z (ES+) 284.13 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(N,4-dihydroxybutanamido)propyl)phosphonate 174c

Q QH
P~ N
EtQ ENOH

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 174c from O-benzylated
hydroxamate 148c (206 mg). The crude product was purified by column chromatography (EA 100 % to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 174c (150 mg, 95 %) as a colorless oil.

Rf = 0.23 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.79 — 9.68 (m, 1H), 4.16 — 4.01 (m, 4H, POCH;), 3.80 — 3.75 (m,
2H), 3.68 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 2.74 — 2.67 (m, 2H, CH,CO), 2.02 — 1.82 (m, 6H), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 6H,
POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 175.3 (CO), 62.6, 62.3 (d, Zcp = 6.8 Hz, POCH,), 47.4 (d, 3Jcp = 5.6
Hz, CH,NOH), 29.9, 27.4, 21.9 (d, Ycp = 140.2 Hz, PCH,), 18.7 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jcp =
6.1 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 35.2.

m/z (ES+) 320.12 (100%, [M+Na]*).
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Diethyl (3-(N,5-dihydroxypentanamido)propyl)phosphonate 174d

i o
Etg/ PN WVOH
to o

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 174d from O-benzylated
hydroxamate 148d (446 mg). The crude product was purified by column chromatography (EA 100 % to
EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 174d (227 mg, 66 %) as a colorless oil.

Rf =0.23 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.64 (s, 1H), 4.17 — 3.98 (m, 4H, POCH>), 3.84 —3.72 (m, 2H), 3.65
(t,J = 6.1 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CO), 2.03 — 1.92 (m, 2H), 1.89 — 1.81 (m, 2H), 1.76 (m, 2H),
1.63 (m, 2H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 175.2 (CO), 62.3 (d, %Jc.r = 6.9 Hz, POCH,), 62.0, 47.4 (d, 3Jcr = 5.3
Hz, CH,NOH), 32.2, 31.6, 21.9 (d, Ycp = 140.8 Hz, PCH), 20.3, 18.7, 16.3 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, POCH,CHs).
m/z (ES+) 311.15 (85 %, [M+Na]").

(3-(N,3-Dihydroxypropanamido)propyl)phosphonic acid 175b

0 PH
H O/ I(V

The general procedure K1 was applied to synthesize the compound 175b from diethylphosphonate
174b (58 mg, 0.21 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a
mixture of two Z and E conformers in a ratio of 50/50 respectively.

'H NMR (500 MHz, methanol-d;) 6 3.87 — 3.77 (m, 2H), 3.70 (t, J = 6.3 Hz, 1 of 2H, CH,NOH), 3.38 -
3.32 (m, 1 of 2H, CH,NOH), 2.73 (t, J = 6.2 Hz, 1 of 2H, C(O)CH,), 2.53 (t, J = 6.2 Hz, 1 of 2H, C(O)CH),
2.10-1.99 (m, 1H), 1.92 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 1.90 - 1.81 (m, 1H), 1.79 — 1.69 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d;) 6 172.6 (CO), 57.3, 50.8 (d, 3Jcp = 15.6 Hz, CH,NOH), 34.8, 23.5 (d,
Yep = 141.2 Hz, PCHy), 17.2 (d, Ycp = 4.2 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 28.5, 26.1.

m/z (ES-) 226.05 (26 %, [M]).

Dibenzyl (3-bromopropyl)phosphonate 176

O
M

/P\/\/ Br
/
B2
The general procedure | was applied to synthesize the compound 176 from dibenzylphosphite 158 (5
g, 19.1 mmol) and 1,3-dibromopropane 163c (7.74 mL, 76.2 mmol, 4 eq.). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EA 50/50 to EA 100 %), to afford the desired compound 176
(3.4 g, 47 %) as a colorless oil.

Rf =0.50 (7/3 PE/EA)
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!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.44 — 7.30 (m, 10H), 5.07 (dd, J = 11.8, 9.0 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.97
(dd, J=11.8, 8.3 Hz, 2H, POCHPh), 3.40 (td, /= 6.4, 0.8 Hz, 2H, CH2Br), 2.16 — 2.02 (m, 2H), 2.00 - 1.84
(m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 136.2 (d, 3Jcr = 5.9 Hz, POCH,(), 128.6, 128.5, 128.0, 67.3 (d, %Jcp
= 6.4 Hz, OCH,Ph), 33.5 (d, 3Jcp = 19.2 Hz, CH.Br), 25.7 (d, Zcp = 4.2 Hz, PCH,CH,), 24.8 (d, Ycp = 142.2
Hz, PCH,).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.6.

N-(Benzyloxy)-N-(3-bromopropyl)-4-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)butanamide 177c
OBn

|
BrV\/NWGTHE

0

The general procedure | was applied to synthesize the compound 177c from benzylhydroxylamine 153c
(154 mg, 0.46 mmol) and 1,3-dibromopropane 163c (0.05 mL, 0.46 mmol, 4 eq.). The crude product
was purified by column chromatography (PE/EA 70/30 to EA 100 %), to afford the desired compound
177c¢ (58 mg, 27 %) as a colorless oil.

Rf = 0.41 (5/5 PE/EA)

H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 7.24 (s, 5H), 4.69 (s, 2H, OCH,Ph), 3.63 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.49 (t, J
= 6.1 Hz, 2H), 3.27 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.38 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.02 (p, J = 6.6 Hz, 2H), 1.67 (p, J = 6.4 Hz,
2H), 0.73 (s, 9H, C(CHs)s), -0.11 (s, 6H, Si(CHs)2).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 134.3, 129.2, 129.0, 128.7, 76.5 (OCH,Ph), 62.3 (CH,OTBS), 30.3,
28.7,27.5, 25.9, 23.8, 18.3 (C(CHs)s), -5.3 (Si(CHs),).

N-(Benzyloxy)-N-(3-bromopropyl)-5-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)pentanamide 177d
OBn

Bro~ N 7(\/\/““:j 2

)

The general procedure | was applied to synthesize the compound 177d from benzylhydroxylamine
153d (150 mg, 0.48 mmol) and 1,3-dibromopropane 163c (0.05 mL, 0.48 mmol, 4 eq.). The crude
product was purified by column chromatography (PE/EA 70/30 to EA 100 %), to afford the desired
compound 177d (75 mg, 36 %) as a colorless oil.

Rf = 0.41 (5/5 PE/EA)

H NMR (400 MHz, chloroform-d) 6 7.43 — 7.39 (m, 5H), 4.88 (s, 2H, OCH,Ph), 3.95 (t, J = 6.4 Hz, 2H),
3.80 (t, /= 6.6 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.27 — 2.14 (m, 2H), 0.89 (s, J = 2.9
Hz, 9H, C(CHs)3), 0.07 (s, J = 3.0 Hz, 6H, Si(CHs)2).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 134.3, 129.2, 129.0, 128.7, 77.3 (OCH,Ph), 59.3 (CH,0TBS), 30.9,
25.9, 21.0, 18.3 (C(CHs)3), -5.3 (Si(CH3)).
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2-Bromocyclooctanone 180

Br

To a solution of cyclooctane 179 (1 g, 7.9 mmol) in ethanol (10 mL) was added HCI (1N, 2.8 mL) at room
temperature. The reaction mixture was cooled to 0°C and bubble by a draught of argon over 5 min.
Then was added bromine (0.61 mL, 11.85 mmol, 1.5 eq.) portionwise at 0°C and stirred for 24 h. The
mixture was quenched by the addition of a solution of sodium bisulfate, evaporated, extracted 4 times
with ether and washed with brine. The organic layers were dried over sodium sulfate, filtered and
evaporated. Purification of the crude residue via column chromatography (PE/EA), yielded the desired
compound 180 (1.033 g, 64 %) as a colorless oil.

Rf =0.53 (95/5, PE/EA)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 4.28 (dd, J = 11.3, 4.0 Hz, 1H, CHBr), 2.92 — 2.85 (m, 1H), 2.40 (ddt,
J=11.2,7.8, 3.9 Hz, 2H), 2.36 — 2.29 (m, 2H), 1.97 = 1.90 (m, 1H), 1.79 — 1.65 (m, 3H), 1.57 (m, 2H),
1.45-1.37 (m, 1H), 1.22 -1.13 (m, 1H).

6-Bromo-1,4-dioxaspiro[4.7]dodecane 181

O/B
O
Br

To a solution of 2-bromocyclooctan-1-one 180 (500 mg, 2.4 mmol) in benzene (20 mL) was added APTS
(10 mol%, 0.24 mmol, 46 mg) and ethylene glycol (10 eq, 2.4 mmol, 1.34 mL). The reaction was fitted
with a Dean Stark condenser and refluxed over 24 h (110 °C). The mixture was cooled to room
temperature, washed once with water, and extracted 3 times with ethyl acetate. The organic layers
were dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired compound
was afforded as a yellow oil (508 mg, 86 %) without further purification.

Rf=0.66 (90/10, PE/EA)

1H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 4.54 — 4.49 (m, 1H), 4.17 — 4.13 (m, 2H, OCH), 4.03 —3.92 (m, 2H,
OCH,), 2.36 - 2.26 (m, 2H), 2.04 - 1.96 (m, 1H), 1.92 - 1.84 (m, 1H), 1.75 - 1.49 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 110.9 (CO), 66.1 (OCH2), 65.1 (OCH,), 59.6 (CHBr), 34.3,33.7, 26.7,
22.2.

(2)-1,4-dioxaspiro[4.7]dodec-6-ene 182

oy

)

To a solution of 6-bromo-1,4-dioxaspiro[4.7]dodecane 181 (8.369 g, 33.7 mmol) was added DBU (2 eq,
67.4 mmol, 10.09 mL) and stirred 5 hours at 160 °C under reflux. Then, the reaction was quenched by
the addition of water, extracted 5 times with diethyl ether and 5 times with ethyl acetate, and washed
with brine. The organic layers were dried over Na;SO,, filtered and concentrated under reduced
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pressure. Purification by flash Combi chromatogrgphy yielded the desired compound (1.818 g, 32%)
as a yellow oil.

Rf=0.68 (90/10, PE/EA)

1H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 5.69 — 5.56 (m, 2H, CH=CH), 3.93 (s, 4H, OCH,), 2.41 (m, 2H), 1.86
(m, 2H), 1.68 — 1.49 (m, 8H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 133.3 (C=C), 131.4 (C=C), 109.8 (CO), 63.9 (OCH,), 39.2, 27.7, 24.4,
23.8,21.6.

(Z)-cyclooct-2-en-1-one 183

To a solution of (Z)-1,4-dioxaspiro[4.7]dodec-6-ene 182 (200 mg, 1.19 mmol) in a mixture of
acetone/water (14.25/0.75 mL) was added PPTS (10 mol%, 29.9 mg). The reaction was heated under
reflux (70 °C) overnight. After 16 hours, the acetone was evaporated; a solution of saturated aqueous
NaHCO; was added, extracted 3 times with diethyl ether and washed with brine. The organic layers
were dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. Purification by column
chromatogragphy (PE 100 % to PE/EA 90/10) yielded the desired compound (33 mg, 22 %) as a yellow
oil. To a solution of Pd(OAc)2 (17 mg, 0.7 mmol, 0.5eq.) and p-benzoquinone (82 mg, 0.7 mmol, 0.5
eqg.) in acetonitrile was added 184 (30 mg, 1.5 mmol, 1 eq.)). The mixture was stirred for 2 h, and then
filtered on a pad of celite. Purification by column chromatograqphy yielded the desired compound (90
mg, 48 %) as a yellow oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 6.36 (dt, J = 12.5, 7.0 Hz, 1H, CH=CH), 6.01 (d, J = 12.5 Hz, 1H,
CH=CH), 2.66 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.59 — 2.45 (m, 1H), 1.83 (p, J = 6.7 Hz, 2H), 1.70 — 1.53 (m, 4H).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 206.1 (CO), 141.6 (C=C), 132.4 (C=C), 42.7, 28.5, 25.1, 23.0, 22.5.

(E)-(Cyclooct-1-en-1-yloxy)trimethylsilane 184
OTMES

To a solution of cyclooctanone 179 (10 g, 79.2 mmol) in DMF, was added TEA (22 mL, 158 mmol, 2 eq.)
and TMSCI (20 mL, 158 mmol, 2 eq.) and the mixture was stirred under reflux overnight. The reaction
was quenched by the addition of water and the DMF was removed by evaporation under reduced
pressure. The residue as diluted with hexane, washed with water three times and brine. The organic
layer was dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired
compound 184 (14.7 g, 93 %) was afforded by distillation under reduced pressure as a colorless oil.

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 4.75 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 2.22 — 2.13 (m, 2H), 2.09 — 1.92 (m, 2H),

1.68 — 1.45 (m, 8H), 0.20 (s, 9H, SiCHs)s).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 153.0, 105.4 (C=CH), 31.0, 30.9, 27.8, 26.3, 26.3, 25.4, 0.4 (SiCH3)s3).
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5-Hydroxycyclooctan-1-one 189

HO

To a solution of PCC (747 mg, 3.5 mmol, 1 eq.) in DCM was added a solution of 1,5 cyclooctanediol 188
(500 mg, 3.5 mmol, 1 eq.) in DCM. After 4 h, anhydrous diethyl ether was added and the mixture was
filtered through a pad of celite. The desired compound 189 (390 mg, 79 %) was afforded by column
chromatography (PE/EA 80/20 to PE/EA 50/50) as a colorless oil.

Rf =0.25 (6/4, PE/EA)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 4.34 (t, J = 5.8 Hz, 1H, CHO), 2.51 (brs, 1H), 2.12 (m, 2H), 1.95 m,
4H), 1.74 (m, 2H), 1.69 - 1.62 (m, 2H), 1.53 (dd, J = 13.6, 5.5 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 207.1 (CO), 72.5 (CHOH), 36.3, 28.2, 20.6.

5-(Allyloxy)cyclooctan-1-ol 190
OH

o)

{

To a solution of 1,5-cyclooctanediol 188 (570 mg, 3.5 mmol, 1 eq.) in DMF at 0 °C, was added NaH (92
mg, 3.8 mmol, 1.1 eq.). The misture was stirred for 1 h at 0 °C, followed by the addition of allyl bromide
(0.30 mL, 3.5 mmol, 1 eq.) dropwise. The reaction was allowed to warm to room temperature
overnight and then quenched by the addition of water. The aqueous layer was extracted 5 times with
diethyl ether and the organic layers were combined and washed with water and brine. The organic
layer was dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired
compound 190 (442 mg, 61 %) was afforded by column chromatography (PE/EA 90/10 to PE/EA 30/70)
as a colorless oil.

Rf = 0.42 (EA)

H NMR (500 MHz, chloroform-d) § 5.97 — 5.86 (m, 1H, CH=CH,), 5.27 (dd, J = 17.2, 1.6 Hz, 1H, CH=CH,),
5.15 (dd, J = 10.4, 1.6 Hz, 1H, CH=CH.), 3.96 (d, J = 5.5 Hz, 2H, OCH,), 3.81 (t, J = 9.1 Hz, 1H, CHO), 3.40
(t, J = 8.8 Hz, 1H, CHO), 1.86 (m, 6H), 1.71 — 1.57 (m, 4H), 1.50 — 1.42 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 135.4 (CH=CH2), 116.4 (CH=CH2), 78.5 (COCH,), 71.8, 69.1, 36.5,
32.7,20.5.
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5-(Allyloxy)cyclooctan-1-one 191

@)

{

To a solution of alcohol 190 (442 mg, 2.4 mmol, 1 eq.) in DCM, was added portionwise PCC (724 mg,
3.36 mmol, 1.4 eq.) over 2 h. The mixture was stirred for an additional 30 min, and then concentrated
under reduced pressure and directly submitted to column chromatography (PE/EA 90/10 to PE/EA
50/50). The desired compound 191 (341 mg, 78 %) was afforded as a colorless oil.

Rf = 0.74 (EA)

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 5.87 (ddt, J = 17.2, 10.9, 5.6 Hz, 1H, CH=CH,), 5.24 (dq, J = 17.2,
1.7 Hz, 1H, CH=CH,), 5.15 (dq, J = 10.4, 1.5 Hz, 1H, CH=CH>), 3.91 (m, 2H, OCH,), 3.18 (m, CHO), 2.57
(ddd, J=13.2,9.3, 3.5 Hz, 2H), 2.30 (ddd, /= 13.5, 9.2, 3.4 Hz, 2H), 2.21 — 1.98 (m, 2H), 1.88 (m, 2H),
1.79 (m, 2H), 1.70 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 216.7 (CO), 134.9 (CH=CH,), 116.8 (CH=CH,), 77.6 (CH), 69.4, 42.2,
33.7,22.9.

4-((t-butyldimethylsilyl)oxy)butan-1-ol 197
HO~orroms

To a solution of 1,4-butanediol 196 (10 g, 111 mmol, 1 eq.) in THF, cooled at 0 °C, was added NaH (2.9
g, 122 mmol, 1.1 eq.). The mixture was stirred for 2.5 h at 0 °C, followed by the addition of TBDMSCI
(18.4 g, 122 mmol, 1.1 eq.). After 16 h, the reaction was quenched by the addition of K2CO3. The
mixture was extracted 3 times with diethyl ether and the combined organic layers were washed with
brine, dried over Na;SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired compound
197 (16.2 mg, 71 %) was afforded by column chromatography (PE/EA 90/10 to PE/EA 30/70) as a
colorless oil.

Rf =0.8 (3/7, PE/EA)
'H NMR (300 MHz, chloroform-d) § 3.76 — 3.61 (m, 4H), 1.76 — 1.58 (m, 4H), 0.91 (s, 9H), 0.07 (s, 6H).

4-((t-butyldimethylsilyl)oxy)butanal 198

HWUI BLIM:S

0]

To a solution of DMSO (0.208 mL, 2.94 mmol, 3 eq.) in DCM was added a solution of oxalyl chloride
(0.12 mL, 1.4 mmol, 1.5 eq.) in DCM, dropwise at — 78 °C. The mixture was stirred for 15 min, before
the addition of a solution of alcohol 197 (200 mg, 0.98mmol, 1 eq.) in DCM, still at — 78 °C. The mixture
was stirred for 45 min at — 78 °C before the addition of DIPEA (0.85 mL, 4.9 mmol, 5 eq.). The reaction
was allowed to warm up to room temperature in 45 min. The mixture was poored in diethyl ether,
washed with a solution of CuSO4 (3 times) and by a saturated solution of NH4Cl (3 times). The organic
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layers was dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure, yielding the desired
compound 198 (148 mg, 75 %), submitted to the next step without further purification.

Rf = 0.69 (9/1, PE/EA)
!H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 9.80 (t, J = 1.7 Hz, 1H), 3.66 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,0), 2.51 (td, J =
7.1, 1.8 Hz, 2H, COCHy), 1.87 (m, 2H, CH,CH,CH,), 0.89 (s, 9H, C(CHs)s), 0.05 (s, 6H, SiCHs).

6-((t-butyldimethylsilyl)oxy)hex-1-en-3-ol 199

/W\GTH DS

OH

To a solution of aldehyde 198 (199 mg, 1.9 mmol) in THF was added a solution of vinylmagnesium
bromide (0.9 mL, 1M in THF, 1 eq.) at — 78 °C. The mixture was allowed to warm to room temperature
and stirred overnight. The reaction was quenched by the addition of a saturated solution of NH4Cl,
extracted 3 times with EA. The combined organic layers were dried over Na;SO., filtered and
concentrated under reduced pressure. The desired compound 199 (176 mg, 78 %) was afforded by
column chromatography (PE 100 % to PE/EA 80/20) as a colorless oil.

Rf =0.35(9/1, PE/EA)

H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 5.89 (ddd, J = 17.2, 10.4, 5.9 Hz, 1H, CH=CH.), 5.25 (dt, J = 17.2,
1.5 Hz, 1H, CH=CH,), 5.14 — 5.06 (m, 1H, , CH=CH,), 4.15 (m, 1H, CHOH), 3.67 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH-0),
2.65 (brs, 1H, OH), 1.72 — 1.60 (m, 4H), 0.91 (s, J = 2.9 Hz, 9H, C(CHs)s), 0.08 (s, J = 3.1 Hz, 6H, SiCHs).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 141.2 (CH=CH,), 114.3 (CH=CH>), 72.6 (CHOH), 63.4 (CH,0), 34.5,
28.7, 25.9 ((C(CHs)3), 18.3 (C(CHs)s), -5.3 (SiCHs).

6-((t-butyldimethylsilyl)oxy)hex-1-en-3-one 200

Wmm NS

)

To a solution of allylic alcohol 199 (2.2 g, 9.6 mmol, 1 eq.) in DCM was added Dess-Martin periodinane
(4.06 g, 9.6 mmol, 1 eq.) at 0 °C. The cooling bath was removed and the reaction was stirred for 15 min
being poored in diethyl ether. The mixture was stirred for 30 min with a mix of an aqueous saturated
solution of NaHCOs and an aqueous saturated solution of Na,S;0s. The aqueous layer was extracted
with ether (3 times ) and the combined organic layers were dried over Na,SO., filtered and
concentrated under reduced pressure. The desired compound 200 (1.3 g, 58 %) was afforded by
column chromatography (PE 100 % to PE/EA 50/50) as a colorless oil.

Rf = 0.47 (9/1, PE/EA)

H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 6.37 (dd, J = 17.7, 10.5 Hz, 1H, CH=CH.,), 6.24 (dd, J = 17.7, 1.2 Hz,
1H, CH=CH,), 5.84 (dd, J = 10.5, 1.2 Hz, 1H, CH=CH,), 3.65 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH,0), 2.69 (t, J = 7.3 Hz,
2H, COCH3), 1.84 (m, 2H, CH,CH2CH,), 0.89 (s, 9H, C(CHs)3), 0.05 (s, 6H, SiCH).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 200.8 (CO), 136.6 (CH=CH.), 128.0 (CH=CH,), 62.1 (CH,0), 35.8,
26.9, 25.9 (C(CHs)s), 18.3 (C(CHs)s), -5.3 (SiCHs).
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6-Hydroxyhex-1-en-3-one 194

WOH

)

To a solution of enone 200 (54 mg, 0.23 mmol) was added a solution of HCl at 0.08 M in a mixture of
THF/H,0 (10/5). A saturated solution of NaHCOs; was added, and THF was added until separation of
the two phases. The aqueous layer was extracted with EA (5 times). The combined organic layers were
washed with NaCl, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired
compound 194 was afforded by a quick column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) partially not
pure and submitted to the next step in the same day.

Rf = 0.26 (5/5, PE/EA)

H NMR (300 MHz, chloroform-d) & 6.38 (dd, J = 17.7, 10.2 Hz, 1H, CH=CH.,), 6.25 (dd, J = 17.7, 1.5 Hz,
1H, CH=CH,), 5.85 (dd, J = 10.2, 1.5 Hz, 1H, CH=CH), 3.69 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH,0), 2.75 (t, J = 6.9 Hz,
2H, COCH,), 1.90 (tt, J = 6.9, 6.1 Hz, 2H, CH,CH-CH,).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 201.0 (CO), 136.4 (CH=CH.), 128.4 (CH=CH,), 62.2 (CH,0), 36.2,
26.5.

4-Oxohex-5-en-1-yl methanesulfonate 201

0]

To a solution of alcohol 194 (1.23 g), in DCM was added TEA (3.1 mL, 2 eq.) and MsCl (1.74 mL, 2 eq.)
at 0 °C. The mixture was stirred overnight at room temperature and quenched by addition of water.
The mixture was extracted with DCM (3 times) and EA (2 times). The combined organic layers were
washed with NaCl, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The desired
compound 201 was afforded by a quick column chromatography (PE 100 % to PE/EA 20/80) and
immediately submitted to the next step in the same day.

Rf = 0.41 (5/5, PE/EA)

H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 6.37 (dd, J = 17.7, 10.5 Hz, 1H, CH=CH.,), 6.26 (dd, J = 17.6, 0.8 Hz,
1H, CH=CH,), 5.89 (dd, J = 10.5, 0.9 Hz, 1H, CH=CH,), 4.29 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH,0), 3.01 (s, J = 3.8 Hz,
3H, SCH3), 2.78 (t, J = 6.9 Hz, 2H, COCH,), 2.13 — 2.07 (m, 2H, CH,CH2CH,).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 199.0 (CO), 136.2 (CH=CH,), 128.7 (CH=CH,), 69.2 (CH,0), 37.3
(SCHs), 34.8, 23.2.

N-allyl-3-hydroxypropanamide 202a

/\/NW/\/OH

o)

The general procedure G was applied to synthesize the compound 202b and 202c¢ from allylamine 202a
(0.38 mL, 5 mmol) and B-propiolactone (0.25 mL, 5 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (PE 100 % to EA/MeOH 90/10), to afford the desired compound 202c (95 mg, 15 %)
as a colorless oil.

Rf =0.69 (9/1, EA/MeOH)
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'H NMR (400 MHz, chloroform-d) § 6.07 (s, J = 19.6 Hz, 1H, NH), 5.84 (ddt, J = 17.1, 10.3, 5.6 Hz, 1H,
CH=CHy), 5.29 = 5.07 (m, 2H, CH=CH,), 3.89 (m, 4H), 2.49 — 2.43 (m, 2H).

3C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 172.3 (CO), 133.9 (CH=CH,), 116.4 (CH=CH,), 58.8 (CH0), 41.8,
37.9.

N-allyl-3-((trimethylsilyl)oxy)propenamide 202c

H
P NWDTN15

o)

IH NMR (500 MHz, chloroform-d) & 6.41 (s, 1H, NH), 5.86 (ddt, J=17.2, 10.3, 5.5 Hz, 1H, CH=CH,), 5.20
(dg, J = 17.2, 1.7 Hz, 1H, CH=CH,), 5.14 (dg, J = 10.3, 1.5 Hz, 2H), 3.90 (tt, J = 5.6, 1.6 Hz, 2H), 3.88 —
3.84 (m, 2H), 2.44 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 0.14 (s, 9H, OSiMes3).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 171.6 (CO), 134.2 (CH=CH,), 115.9 (CH=CH,), 58.9 (CH,0), 41.6,
39.4,-0.6 (SiMes).

6-Aminohex-1-en-3-ol

WNHZ

OH

To a solution of acetonitrile (1.11 mL, 21.4 mmol) in THF was added n-butyllithium (13.4 mL, 1.75 M in
THF, 1.1 eq.) at — 78 °C and the mixture was stirred for 2 h. To the mixture was added 3,4-epoxy-1-
butene 205 (1.5 g, 21.4 mmol, 1eq. in one portion.Afetr stirring for 3 min, the reaction was quenched
at the same temperature by addition of a slightly less than one equivalent of 2N HCI. After evaporation
of the majority of the solvents, the residue was extracted twice with diethyl ether. The organic layer
was dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure, leading to the 4-
hydroxyhex-5-enenitrile, subjected to the next step without purification. To a solution of lithium
aluminium hydride (1.5 moles per mole of acetonitrile) in ether was added the crude nitrile 206, with
vigorous stirring, under a gentle reflux. After additional refluxing for 2 h, 15 ag. NaOH solution was
added dropwise into the reaction at 0 °C until the apparition of a precipitate. The precipitate was
washed with THF and the solvent were evaporated, leading to the amine 207, submitted to the next
step without further purification.

Rf =0.07 (5/5, EA/MeOH)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) § 6.00 — 5.82 (m, 1H, CH=CH,), 5.27 (dt, J=17.2, 1.7 Hz, 1H, CH=CH,),
5.09 (dt, J =10.5, 1.6 Hz, 1H, CH=CH,), 4.12 (m, 1H, CHOH), 2.88 — 2.66 (m, 2H, CH>NH,), 1.80 — 1.46
(m, 4H).

6-(Allylamino)hex-1-en-3-ol
/\(\/\N/\/
OH H

To a solution of amine 207 (500 mg, 4.3 mmol) in THF was added K,COs (600 mg, 4.3 mmol) and allyl
bromide (525 mg, 4.3 mmol). The solvent was evaporated and the residue, submitted to a column
chromatography (PE/EA 50/50 to 60/40 EA/MeOH).

Rf =0.25 (7/3, EA/MeOH)
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'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 6.00 - 5.71 (m, 2H, CH=CH,), 5.35—4.94 (m, 4H, CH=CH,), 4.12 (m,
1H, CHOH), 3.36 — 3.16 (m, 2H, NHCH,CH=CH3), 2.79 — 2.55 (m, 2H), 1.88 — 1.49 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 141.80 (CH=CH,), 135.69 (CH=CH,), 116.72 (CH=CH,), 113.48
(CH=CH.), 71.87 (CHOH), 51.84 (CH:N), 49.07 (CH:N), 37.09, 26.56 .

Ethyl 4-(allyl(4-hydroxyhex-5-en-1-yl)amino)butanoate 209

/\(\/\N/\/

OH
o)

g

To a solution of 6-(allylamino)hex-1-en-3-ol 208 (110 mg, 0.71 mmol) in CH3CN was added K;CO5(118
mg, 1.2 eq.) and ethyl 4-bromobutyrate (0.102 mL, 0.71 mmol, 1 eq.). Water was added to the mixture
and was extracted 3 times with EA. The combined organic layers were dried over Na2S04, filtered and
concentrated under reduced pressure. The desired compound 209 (45 mg, 25 %) was afforded by
column chromatography (PE/EA 70/30 to EA/MeOH 90/10) as a colorless oil.

)

Rf=0.6 (9/1, EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 5.93 — 5.81 (m, 2H, CH=CH,), 5.31 - 5.04 (m, 4H, CH=CH,), 4.13 (m,
2H, CH;0), 4.08 (m, 1H, CHOH), 3.25 —3.00 (m, 2H, NCH,CH=CH), 2.57 - 2.39 (m, 4H), 2.35-2.28 (m,
2H), 1.88 — 1.74 (m, 2H), 1.73 — 1.50 (m, 4H), 1.29 — 1.23 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.3 (CO), 141.8 (CH=CH,), 134.1 (CH=CH,), 118.6 (CH=CH,),
113.5 (CH=CH,), 72.0 (CHOH), 60.4, 56.3, 54.1, 52.4, 37.0, 32.1, 23.8, 21.3, 14.2 (CHa).

m/z (ES+) 270.20 (100 %, [M]*).

260



Partie expérimentale-Chapitre 2

[I.  Partie expérimentale chapitre 2

3-(6-Hydroxy-2-naphthamido)propanoic acid 221b

OH
H
oL
j(\/
O O

The general procedure M was applied to synthesize the compound 221b from 6-hydroxy-2-naphthoic
acid 212 (500 mg, 2.6 mmol) and B-alanine 220b (236 mg, 2.6 mmol). The desired compound 221b
(299 mg, 42 %) was afforded without further purification as a colorless solid.

(4'-n-Propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carbonyl)glycine 222a

(@)
HO
KH

The general procedure M was applied to synthesize the compound 222a from 4’-n-propylbiphenyl-4-
carboxylic acid 213 (303 mg, 1.2 mmol) and glycine 220a (95 mg, 1.2 mmol). The desired compound
222a (133 mg, 36 %) was afforded without further purification as a white solid.

H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 7.7 Hz,
2H), 7.25 (s, 2H), 4.22 (s, 2H, CHaNH), 2.62 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH>CH,CHs), 1.67 (h, J = 7.4 Hz, 2H, CH,CH3),
0.96 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 171.7 (CO), 167.6 (CO), 144.6, 142.8, 137.2, 131.8, 129.0, 127.5,
127.0, 126.9, 41.6 (CH,NH), 37.6, 24.4, 13.8 (CH).

m/z (ES+) 296.13 (30%, [M]*).

3-(4'-n-Propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)propanoic acid 222b

H

o]

7W/\/\’(‘/‘/\/
@] 0

The general procedure M was applied to synthesize the compound 222b from 4’-n-propylbiphenyl-4-
carboxylic acid 213 (563 mg, 2.3 mmol) and B-alanine 220b (209 mg, 2.3 mmol). The desired compound
222b was afforded without further purification as a colorless solid.

H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 7.90 — 7.87 (m, 2H), 7.73 — 7.69 (m, 2H), 7.60 — 7.57 (m, 2H), 7.31
—7.28 (m, 2H), 3.66 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NH), 2.71 — 2.63 (m, 4H), 1.80 — 1.59 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.3
Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 173.9 (CO), 173.4 (CO), 144.2, 142.5, 137.2, 132.4, 128.7, 127.4,
126.5, 126.3, 37.2, 35.6, 33.2, 24.87, 12.6 (CH3).
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m/z (ES+) 310.14 (100%, [M]*).

4-(4'-n-Propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)butanoic acid 222c

O
HO
E(\/\H

The general procedure M was applied to synthesize the compound 222c¢ from 4’-n-propylbiphenyl-4-
carboxylic acid 213 (563 mg, 2.3 mmol) and y-aminobutyric acid 220c (242 mg, 2.3 mmol). The desired
compound 222c was afforded without further purification as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 7.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.1 Hz,
2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.45 (t, / = 7.0 Hz, 2H, CH:NH), 2.64 (t, /= 7.6 Hz, 2H), 2.41 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 1.94 (p, J= 7.2 Hz, 2H), 1.68 (h, J = 7.4 Hz, 2H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) § 175.6 (CO), 144.1, 142.5,137.2, 132.6, 128.7, 127.4, 126.5, 126.3,
39.0,37.2,30.9,24.4,24.3,12.6.

m/z (ES+) 324.16 (100%, [M]*).

(2-Naphthoyl)glycine 223a

The general procedure M was applied to synthesize the compound 223a from 2-naphtoic acid 214 (200
mg, 1.16 mmol) and glycine 220a (87.1 mg, 1.16 mmol). The desired compound 223a (245 mg, 92 %)
was afforded without further purification as a white solid.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 8.43 (s, 1H), 8.02 — 7.90 (m, 4H), 7.64 — 7.54 (m, 2H), 4.16 (s, 2H,
CHy).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) § 171.8 (CO), 169.1 (CO), 134.9, 132.6, 130.9, 128.6, 127.9, 127.6,
127.5,127.4,126.5, 123.4, 41.0 (CHa).

m/z (ES+) 228.07 (100%, [M]*).

3-(2-Naphthamido)propanoic acid 223b

H

o NI
\[(\/
(0] (0]

The general procedure M was applied to synthesize the compound 223b from 2-naphtoic acid 214 (535
mg, 2.3 mmol) and B-alanine 220b (184 mg, 2.06 mmol). The desired compound 223b (568 mg, 75 %)
was obtained without further purification as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, methanol-d.) 6 8.36 (s, 1H), 7.98 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.93 (t, / = 9.4 Hz, 2H), 7.87 (dd,
J=8.6,1.7 Hz, 1H), 7.61 — 7.54 (m, 2H), 3.69 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NH), 2.69 (t, J = 6.9 Hz, 2H).
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13C NMR (126 MHz, methanol-d.) § 174.0 (CO), 168.8 (CO), 134.8, 132.6, 131.3, 128.5, 127.9, 127.4,
127.3,126.4, 123.4, 35.7 (CH), 33.2 (CH.).
m/z (ES+) 242.08 (100%, [M]*).

4-(2-Naphthamido)butanoic acid 223c

The general procedure M was applied to synthesize the compound 223c from 2-naphtoic acid 214 (535
mg, 2.06 mmol) and 5-aminovaleric acid 220c (213 mg, 2.06 mmol). The desired compound 223c (572
mg, 72 %) was afforded without further purification as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 8.37 (s, 1H), 7.99 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 11.2, 8.0 Hz, 2H),
7.88 (dd, J=8.6,1.7 Hz, 1H), 7.58 (pd, J = 6.9, 1.5 Hz, 2H), 3.49 (t, /] = 6.9 Hz, 2H, CH:NH), 2.41 (t,/=7.3
Hz, 2H), 1.96 (p, J = 7.2 Hz, 2H).
m/z (ES+) 256.09 (100%, [M]*).

5-(2-Naphthamido)pentanoic acid 223d

O O
HOWN OO
H
The general procedure M was applied to synthesize the compound 223d from 2-naphtoic acid 214 (535

mg, 2.06 mmol) and y-aminobutyric acid 220d (241 mg, 2.06 mmol). The desired compound 223d was
afforded without further purification as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 8.37 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.00 — 7.86 (m, 4H), 7.61 — 7.54 (m, 2H),
3.50—3.42 (m, 2H), 2.41 - 2.32 (m, 2H), 1.72 (m, 4H).

(6-Methoxy-2-naphthoyl)glycine 224a

0]
HO
IR AO®
0] o~

The general procedure M was applied to synthesize the compound 224a from 6-methoxy-2-naphthoic
acid 215 (411 mg, 1.9 mmol) and glycine 220a (152 mg, 1.9 mmol). The desired compound 224a (391
mg, 74 %) was afforded without further purification as a white solid.

m/z (ES+) 282.07 (100%, [M+Na]*).
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3-(6-Methoxy-2-naphthamido)propanoic acid 224b

ooh
H
HO N
D
0 0]

The general procedure M was applied to synthesize the compound 224b from 6-methoxy-2-naphthoic
acid 215 (200 mg, 0.99 mmol) and B-alanine 220b (88 mg, 0.99 mmol). The desired compound 224b
(182 mg, 67 %) was afforded without further purification as a white solid.

1H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 8.28 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.83 (d, J = 1.1 Hz, 2H), 7.29 (d,
J=2.4Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.68 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NH), 2.67 (t,
J=6.9 Hz, 2H, C(O)CH,).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) & 174.2 (CO), 168.9 (CO), 159.3, 136.5, 130.1, 129.0, 127.9, 127.1,
126.7,123.9, 119.3, 105.2, 54.4 (CHs), 35.7, 33.4.

m/z (ES+) 296.09 (60%, [M]").

4-(6-Methoxy-2-naphthamido)butanoic acid 224c

0]
HO
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The general procedure M was applied to synthesize the compound 224c from 6-methoxy-2-naphthoic
acid 215 (207 mg, 1.02 mmol) and y-aminobutyric acid 220c (105 mg, 1.02 mmol). The desired
compound 224c was afforded without further purification as a white solid.

1H NMR (500 MHz, methanol-ds) § 8.29 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.89 — 7.79 (m, 3H), 7.29 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
7.20 (dd, J=8.9, 2.5 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.47 (td, /= 6.9, 4.9 Hz, 2H, CH,NH), 2.44 (dt, J = 14.4,
7.3 Hz, 2H), 2.00 — 1.90 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) 6 173.4 (CO), 169.0 (CO), 159.3, 136.5, 130.0, 127.1, 126.7, 123.9,
119.3, 105.2, 54.4 (CHs), 39.0, 30.9, 24.8.

m/z (ES+) 310.10 (100%, [M+Na]*).

4'-Hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxylic acid 225b

The general procedure M was applied to synthesize the compound 225b from 4’-hydroxy-4-
biphenylcarboxylic acid 216 (500 mg, 2.6 mmol) and B-alanine 220b (236 mg, 2.6 mmol). The desired
compound 225b (299 mg, 42 %) was afforded without further purification as a colorless solid.

H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 7.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.63 (m, 2H).
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(2-(Naphthalen-2-yl)acetyl)glycine 226a

0]
o~ LI
T

The general procedure M was applied to synthesize the compound 226a from 2-naphthylacetic acid
217 (307 mg, 1.6 mmol) and glycine 220a (124 mg, 1.6 mmol). The desired compound 226a (356 mg,
89 %) was afforded without further purification as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.87 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.86 — 7.82 (m, 2H), 7.76 (s, 1H), 7.51 (qd,
J=17.0,3.4 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 5.95 (s, NH), 4.05 (d, J = 5.4 Hz, 2H, CH:NH), 3.83 (s,
2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 168.6 (CO), 133.5, 132.6, 131.4, 129.0, 128.4,127.7,127.6, 127.2,
126.5,126.2,43.5,41.4.

m/z (ES+) 244.10 (100%, [M]*).

3-(2-(Naphthalen-2-yl)acetamido)propanoic acid 226b

H
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The general procedure M was applied to synthesize the compound 226b from 2-naphthylacetic acid
217 (500 mg, 2.7 mmol) and B-alanine 220b (240 mg, 2.7 mmol). The desired compound 226b (586
mg, 84 %) was afforded without further purification as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 7.82 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.49 — 7.38 (m, 3H), 3.66 (d, J = 6.1 Hz,
2H), 3.49 — 3.41 (m, 2H, CH,NH), 2.57 — 2.49 (m, 2H, C(O)CHs).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 173.4 (CO), 172.7 (CO), 133.6, 132.9, 132.4, 127.7, 127.3, 127.2,
126.7,125.7, 125.6, 125.3, 42.4, 35.2, 33.1.

m/z (ES+) 256.09 (100%, [M]*).

4-(2-(Naphthalen-2-yl)acetamido)butanoic acid 226c
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The general procedure M was applied to synthesize the compound 226c¢ from 2-naphthylacetic acid
217 and y-aminobutyric acid 220c (324 mg, 3.1 mmol). The desired compound 226¢ was afforded
without further purification as a colorless solid.

H NMR (300 MHz, methanol-ds) § 7.85 — 7.78 (m, 3H), 7.77 — 7.74 (m, 1H), 7.52 — 7.37 (m, 3H), 3.67
(d,J=2.3 Hz, 2H), 3.24 (td, J = 6.9, 4.0 Hz, 2H, CH,NH), 2.32 (td, J = 7.4, 4.9 Hz, 2H), 1.79 (p, J = 7.2 Hz,
2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 173.9 (CO), 172.7 (CO), 133.6, 133.0, 132.5, 127.7, 127.2, 127.2,
126.7,125.7, 125.3, 42.6, 38.3, 30.5, 24.2.

m/z (ES+) 272.12 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-(6-hydroxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonate 229b

OH
£ P\/\/NT(\/ < /“

The general procedure C was applied to synthesize the compound 229b from acid 221b (288 mg, 1.1
mmol) and phosphonate 143 (335 mg, 1.1 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 229b
(171 mg, 28 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.05 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.61 - 7.54 (m, 2H), 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.24 (s, 6H), 7.05 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.68 (s, 2H, OCH,Ph), 3.93 (m, 4H, POCH.), 3.65 (d, J = 6.3 Hz, 4H,
CH,NH + CH;NOBN), 2.67 (t, J = 5.6 Hz, 2H, C(O)CH3), 1.90-1.77 (m, 2H), 1.68 — 1.56 (m, 2H), 1.14 (t, J
= 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 174.7 (CO), 167.8 (CO), 156.5, 136.4, 133.7, 130.7, 129.3, 129,
128.8,127.5,127.4, 126.6, 123.8, 119.3, 109.2, 76.5 (OCH,Ph), 61.9 (d, 2Jcr = 6.6 Hz, POCH,), 45.5 (d,
3Jep = 18.7 Hz, CHNOBN), 35.2, 32.3, 22.8 (d, Ycr = 143.2 Hz, PCH,), 20.1, 16.4 (d, s = 6.0 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 543.23 (100%, [M]").

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-2-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)acetamido)propyl)
phosphonate 230a

O
P N

The general procedure C was applied to synthesize the compound 230a from acid 222a (586 mg, 2.2
mmol) and phosphonate 143 (690 mg, 2.2 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 230a
(349 mg, 33 %) as a colorless oil

Rf = 0.46 (95/5 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.92 — 7.87 (m, 2H), 7.68 — 7.65 (m, 2H), 7.58 — 7.53 (m, 2H), 7.43
(m, 5H), 7.30—7.26 (m, 2H), 7.06 (s, 1H, NH), 4.93 (s, 2H, OCH,Ph), 4.39 (d, J = 4.4 Hz, 2H, CH,NH), 4.15
—4.02 (m, 4H, POCH,), 3.78 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,NOBn), 2.69 — 2.60 (m, 2H, CH,CH,CHs), 2.04 — 1.92
(m, 2H), 1.79 - 1.64 (m, 4H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz, 6H, POCH,CH3), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 170.4 (CO), 167.1 (CO), 144.4, 142.7, 137.3, 133.7, 132.2, 129.4,
129.3,129.0, 128.8, 127.5, 127.0, 127.0, 76.9 (OCH,Ph), 61.7 (d, %Jcp = 6.5 Hz, POCH>), 46.0 (d, 3Jcp =
18.0 Hz, CH,NOBnN), 41.5, 37.7, 24.5, 22.9 (d, Ycp = 142.9 Hz, PCH,), 20.1 (d, cp = 4.7 Hz, PCH,CH,),
16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs), 13.8 (CHs3).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.1.

m/z (ES+) 581.28 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)propanamido)propyl)
phosphonate 230b

The general procedure C was applied to synthesize the compound 230b from acid 222b (201 mg, 0.6
mmol) and phosphonate 143 (195 mg, 0.6 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 230b
(103 mg, 27 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.43 —7.32 (m, 5H), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.81 (s, 2H, OCH,Ph), 4.05 (m, 4H, POCH3), 3.73 (m,
4H, CH,NOBN + CH;NH), 2.75 (s, 2H, C(O)CH3), 2.4 (m, 2H, CH>CH2CHs), 1.93 (m, 2H), 1.79 — 1.60 (m,
4H), 1.27 (t,J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.0 (CO), 167.0 (CO), 144.1, 142.7, 137.3, 133.8, 132.7, 129.3,
129.2, 129.0, 128.8, 127.4, 127.0, 126.9, 76.5 (OCH,Ph), 61.8 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, POCH,), 45.4 (,3Jcp =
17.17 Hz, CH,NOH), 37.7, 35.1, 32.2, 24.5, 22.9 (d, Yc.p = 143.2 Hz, PCH3), 20.1 (PCH2CH,), 16.4 (d, 3Jcp
= 6.0 Hz, POCH,CH3), 13.9 (CH3).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 595.29 (100%, [M]").

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)butanamido)propyl)
phosphonate 230c

(I)Bn O
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The general procedure C was applied to synthesize the compound 230c from acid 222¢ (770 mg, 2.3
mmol) and phosphonate 143 (714 mg, 2.3 mmol). The crude product was purified by automated

column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 230c
(225 mg, 16 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.66 — 7.58 (m, 2H), 7.54 — 7.49 (m, 2H),
7.33 (t, J = 2.9 Hz, 5H), 7.26 (m, 2H), 4.78 (s, 2H, OCH2Ph), 4.10 — 3.96 (m, 4H, POCH2), 3.72 (m, 2H,
CH,NOBN), 3.46 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH,NH), 2.62 (m, 2H, CH,CH,CHs), 2.53 (t, J = 6.5 Hz, 2H, C(O)CH,),
1.97 - 1.82 (m, 4H), 1.79 — 1.62 (m, 4H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 175.0 (CO), 167.1 (CO), 143.9, 142.6, 137.4, 132.8, 129.2, 129.2,
129.0, 128.7, 127.4, 126.9, 126.8, 76.3 (OCH.Ph), 61.6 (d, e = 6.5 Hz, POCH,), 45.4 (d, 3Jcp= 17.6 Hz,
CH,NOBnN), 40.2, 37.6, 30.4, 24.5, 23.5, 22.8 (d, Ycp = 121.3 Hz, PCH,), 22.4, 16.4 (d, 3Jcr = 6.0 Hz,
POCH,CHs), 13.8 (CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 609.30 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(2-(2-naphthamido)-N-(benzyloxy)acetamido)propyl)phosphonate 231a
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The general procedure C was applied to synthesize compound 231a from acid 223a (400 mg, 1.74
mmol) and phosphonate 143 (527 mg, 1.74 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 231a
(616 mg, 69 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.37 (s, 1H), 7.97 — 7.86 (m, 4H), 7.61 — 7.53 (m, 2H), 7.48 — 7.38
(m, 5H), 7.16 (s, 1H), 4.94 (s, 2H, OCH2Ph), 4.43 (d, J = 4.0 Hz, 2H, CH,NH), 4.15 — 4.05 (m, 4H, POCH,),
3.80 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,NOBn), 2.06 — 1.94 (m, 2H), 1.80 — 1.70 (m, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H,
POCH,CHs).

13C NMR (16 MHz, chloroform-d) & 170.4 (CO), 167.3 (CO), 134.8, 133.7, 132.6, 131.1, 129.4, 129.3,
129.0, 128.9, 128.4, 127.7, 127.7, 127.6, 126.7, 123.6, 76.9 (OCH,Ph), 61.7 (d, %Jcr = 6.5 Hz, POCH,),
46.2 (d, 3Jcp= 18.5 Hz, CH,NOH), 41.6 (CH2NH), 23.0 (d, Ycp = 142.9 Hz, PCH,), 20.1 (d, %Jcp = 3.8 Hz,
PCH,CH,), 16.5 (d, 3Jcr = 6.0 Hz, POCH,CHs3).

31p NMR (121 MHz, CDCl;) 6 30.8.

m/z (ES+) 535.21 (100%, [M+Na]*).

Diethyl (3-(3-(2-naphthamido)-N-(benzyloxy)propanamido)propyl)phosphonate 231b

EtEt F’\/\/NW \[(“

The general procedure C was applied to synthesize the compound 231b from acid 223b (568 mg, 2.3
mmol) and phosphonate 143 (705 mg, 2.3 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc, 100 % to EtOAc/MeOH, 90/10) to afford the desired compound 231b
(308 mg, 25 %) as a colorless oil

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 8.29 (s, 1H), 7.96 — 7.80 (m, 4H), 7.59 — 7.49 (m, 2H), 7.38 (s, 5H),
4.82 (s, 2H, OCH:Ph), 4.14 — 3.95 (m, 4H, POCH,), 3.84 — 3.70 (m, 4H, CH,NOBn + CH2NH), 2.77 (m, 2H,
C(O)CHa), 2.04 — 1.86 (m, 2H), 1.84 — 1.66 (m, 2H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.0 (CO), 167.1 (CO), 156.9, 134.7, 133.8, 132.6, 131.6, 129.3,
129.2, 129.0, 128.8, 128.4, 128.3, 127.7, 127.5, 127.4, 126.6, 123.6, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d,), 45.4 (d,
3Jcp=17.8 Hz, CH,NOH), 35.2, 32.3, 23.0 (d, Ycp = 141.8 Hz, PCH,), 20.2 (PCH2CH,), 16.4 (d, 3Jcr = 6.1
Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.2.

m/z (ES+) 527.24 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(4-(2-naphthamido)-N-(benzyloxy)butanamido)propyl)phosphonate 231c

9 QBn 0O
/P\/\/N
EtO/ N
EtO 1(\/\H

The general procedure C was applied to synthesize the compound 231c from acid 223c (241 mg, 0.71
mmol) and phosphonate 143 (216 mg, 0.71 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 231c
(384 mg, 40 %) as a colorless oil

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.34 (s, 1H), 7.92 — 7.81 (m, 4H), 7.53 (m, 2H), 7.32 (s, 5H), 4.78 (s,
2H, OCH,Ph), 4.05 — 3.96 (m, 4H, POCH.), 3.73 (s, 2H, CH,NOBn), 3.51 (m, 2H, CH,NH), 2.56 (t, J = 6.0
Hz, 2H, C(0)CH,), 2.01 — 1.94 (m, 2H), 1.94 — 1.86 (m, 2H), 1.78 — 1.60 (m, 2H), 1.25 (t, J = 7.1 Hz, 6H,
POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 175.0 (CO), 167.4 (CO), 134.6, 134.0, 132.6, 131.7, 129.2, 129.1,
129.0, 128.7, 128.2, 127.6, 127.5, 127.5, 126.5, 76.3 (OCH,Ph), 61.6 (d, 2Jcs = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (d,
3Jcp=18.0 Hz, CH,NOBN), 40.3 (CH2NH), 30.4 (C(O)CHs), 23.5 22.9 (d, Ycp = 142.1 Hz, PCH,), 20.2 (d, Ye.
» = 3.7 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.3.

Diethyl (3-(5-(2-naphthamido)-N-(benzyloxy)pentanamido)propyl)phosphonate 231d

ztod P\/\/NW/\/\/ \[(“

The general procedure C was applied to synthesize the compound 231d from acid 223d (560 mg, 2.06
mmol) and phosphonate 143 (623 mg, 2.06 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 231d
as a colorless oil

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.35 (s, 1H), 7.92 — 7.80 (m, 4H), 7.57 — 7.47 (m, 2H), 7.36 (d, J =
2.4 Hz, 6H), 4.79 (s, 2H, OCH,Ph), 4.10 — 3.96 (m, 4H, POCH,), 3.72 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.45
(m, 2H, CH2NH), 2.45 (t, J = 7.1 Hz, 2H, C(O)CH,), 1.99 — 1.88 (m, 2H), 1.78 — 1.61 (m, 6H), 1.26 (t, J =
7.1 Hz, 6H, POCH,CH).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9 (CO), 167.5 (CO), 134.6, 134.2, 132.6, 131.9, 129.2, 129.0,
128.9, 128.7, 128.2, 127.6, 127.4, 127.3, 126.5, 76.3 (OCH,Ph), 61.6 (d, 2c.s = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (d,
3Jco= 19.0 Hz, CH,NOBN), 39.6 (CH2NH), 31.6 (C(O)CH,), 28.9, 23.0 (d, Ycr = 142.5 Hz, PCH,), 21.4, 20.2
(PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.3.

m/z (ES+) 555.27 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-2-(6-methoxy-2-naphthamido)acetamido)propyl)phosphonate 232a

P N
s,

The general procedure C was applied to synthesize the compound 232a from acid 224a (250 mg, 0.96
mmol) and phosphonate 143 (291 mg, 0.96 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 232a
(384 mg, 73 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

H NMR (500 MHz, chloroform-d) 68.29 (s, 1H), 7.87 (dd, J= 8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
7.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.48 — 7.39 (m, 5H), 7.20 (dt, J = 9.9, 4.9 Hz, 1H), 7.16 — 7.14 (m, 1H), 7.13 (s,
1H), 4.93 (s, 2H, OCH,Ph), 4.42 (d, J = 4.1 Hz, 2H, CH,NH), 4.18 — 4.02 (m, 4H, POCH), 3.94 (s, 3H, OCHs),
3.79 (t, J = 6.2 Hz, 2H, CH,NOBn), 1.99 (m, 2H), 1.75 (m, 2H), 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chlor oform-d) & 170.6 (CO), 167.4 (CO), 159.1, 136.3, 133.7, 130.5, 129.4, 129.3,
128.8, 128.0, 127.4, 127.1 124.2, 119.7, 105.6, 76.9 (OCH,Ph), 61.73 (d, Ycr = 6.5 Hz, POCH,), 55.3
(CHs), 46.1 (d, 3Jcp = 17.8 Hz, CH,NOBN), 41.6, 23.0 (d, Yce = 142.9 Hz, PCH,), 20.1 (d, Ycp = 4.1 Hz,
PCH2CH.), 16.4 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

m/z (ES+) 543.24 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-(6-methoxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonate 232b

£ P\/\/NW 71/“/

The general procedure C was applied to synthesize the compound 232b from acid 224b (182 mg, 0.66
mmol) and phosphonate 143 (201 mg, 0.66 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 232b
(264 mg, 71 %) as a colorless oil.

Rf =0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.22 (s, 1H), 7.83 — 7.78 (m, 2H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.37 (s,
5H), 7.23 (t, /= 5.5 Hz, 1H), 7.19 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.14 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 4.81 (s, 2H, OCH;Ph),
4.09 -3.99 (m, 4H, POCH,), 3.94 (s, 3H, OCH3s), 3.81 - 3.69 (m, 4H, CH,NOBn + CH;NH), 2.76 (d, /= 4.7
Hz, 2H, C(O)CH), 1.94 (m, 2H), 1.79 - 1.65 (m, 2H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.1 (CO), 167.2 (CO), 158.9, 136.2, 133.8, 130.5, 129.3, 128.8,
128.0,127.3, 127.0, 124.2, 119.6, 105.5, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d, Ucs = 6.5 Hz, POCH,), 55.3 (CH3), 45.4
(d, ®Jcp = 18.6 Hz, CH,NOBN), 35.1, 32.3, 23.0 (d, YJc-p = 142.6 Hz, PCH,), 20.2, 16.4 (d, *Jcr = 6.0 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.2.

m/z (ES+) 579.22 (100%, [M+Na]*).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-(6-methoxy-2-naphthamido)butanamido)propyl)phosphonate 232c
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The general procedure C was applied to synthesize the compound 232c from acid 224c (362 mg, 1.2
mmol) and phosphonate 143 (365 mg, 1.2 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 232c
(289 mg, 40 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5 EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.29 — 8.22 (m, 1H), 7.88 — 7.73 (m, 3H), 7.34 (d, J = 2.2 Hz, 5H),
7.19 (dd, J = 8.9, 2.5 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.80 (s, 2H, OCH.Ph), 4.12 — 3.98 (m, 4H, POCH,),
3.95 (s, 3H, OCHs), 3.74 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CH;NOBnN), 3.52 (q, / = 6.0 Hz, 2H, CH:NH), 2.57 (t, /= 6.5 Hz,
2H, C(O)CH,), 2.02-1.85(m, 4H), 1.71 (ddd, J=18.4,9.4, 6.6 Hz, 2H), 1.27 (t,/=7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 175.1 (CO), 167.4 (CO), 158.9, 136.1, 130.5, 129.4, 129.2, 129.1,
128.7,128.0,127.3,127.0,124.2,119.5, 105.5, 76.4 (OCH,Ph), 61.6 (d, ZJc.p = 6.5 Hz, POCH,), 55.4 (CH3),
45.4 (d, 3Jcp=21.4 Hz, CH,NOBN), 40.2, 30.4, 23.4, 22.9 (d, Ycp = 143.6 Hz, PCH,), 20.2, 16.4 (d, 3Jcp =
6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.3.

m/z (ES+) 571.27 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-2-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)acetamido)propyl)phosphonate233a

e SO0
/P\/\/N
/
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The general procedure C was applied to synthesize the compound 233a from acid 226a (250 mg, 1.02
mmol) and phosphonate 143 (310 mg, 1.02 mmol). The crude product was purified by automated

column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 233a
(413 mg, 76 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.87 — 7.80 (m, 3H), 7.76 (s, 1H), 7.50 — 7.44 (m, 2H), 7.43 (dd, J =
8.4, 1.6 Hz, 1H), 7.39 — 7.33 (m, 5H), 6.30 (s, 1H, NH), 4.83 (s, 2H, OCH,Ph), 4.15 (d, J = 4.5 Hz, 2H,
CH2NH), 4.11 —4.01 (m, 4H, POCH,), 3.78 (s, 2H), 3.68 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,NOBn), 1.95 — 1.85 (m, 2H),
1.72-1.63 (m, 2H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 170.9 (CO), 170.1 (CO), 133.7, 133.5, 132.5, 132.0, 129.3, 129.2,
128.8,128.7, 128.2, 127.7, 127.3, 126.3, 125.9, 76.83 (OCH,Ph), 61.6 (d, 2Jcp = 6.5 Hz, POCH,), 45.9 (d,
3Jcp=18.7 Hz, CH2N), 43.7, 41.1, 22.9 (d, Ycp = 142.8 Hz, PCH,), 20.1 (d, Ycp = 4.5 Hz, PCH,CH,), 16.4
(d, 3J(:.p =6.0 HZ, POCH2CH3).

m/z (ES+) 527.23 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)propanamido)propyl)phosphonate 233b

=to P\/\/Nm/v

The general procedure C was applied to synthesize the compound 233b from acid 226b (586 mg, 2.2
mmol) and phosphonate 143 (690 mg, 2.2 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 233b
(349 mg, 33 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.79 (m, 3H), 7.70 (s, 1H), 7.48 — 7.42 (m, 2H), 7.40 — 7.32 (m, 4H),
7.32-7.28 (m, 2H), 6.37 (s, 1H, NH), 4.64 (s, 2H, OCH,Ph), 4.14 — 3.99 (m, 4H, POCH,), 3.66 (m, 2H),
3.61 (m, 2H, CH2NOBN), 3.47 (s, 2H, CH2NH), 2.56 (s, 2H, C(O)CH.), 1.95 — 1.78 (m, 2H), 1.74 - 1.61 (m
2H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.4 (CO), 170.9 (CO), 133.9, 133.5, 132.5, 132.4, 129.2, 129.1,
128.7, 128.5, 127.9, 127.7, 127.6, 127.2, 126.2, 125.8, 76.3 (OCH,Ph), 61.7 (d, 2Jcr = 6.5 Hz, POCH,),
45.3 (d, Jc.p = 18.2 Hz, CH,NOBN), 44.0, 34.9, 32.1, 22.9 (d, YJcp = 142.5 Hz, PCH,), 20.1 (PCH,CH,), 16.4
(d, 3J(:.p =6.0 HZ, POCH2CH3).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 563.22 (100%, [M+Na]"*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)butanamido)propyl)phosphonate 233c
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The general procedure C was applied to synthesize the compound 233c from acid 226¢ (436 mg, 1.6
mmol) and phosphonate 143 (485 mg, 1.6 mmol). The crude product was purified by automated
column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to afford the desired compound 233c
(102 mg, 11 %) as a colorless oil.

Rf = 0.46 (95/5, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.86 — 7.78 (m, 3H), 7.71 (s, 1H), 7.51 — 7.45 (m, 2H), 7.37 (m, 4H),
7.31 (s, 2H), 5.92 (s, 1H, NH), 4.69 (s, 2H, OCH,Ph), 4.13 — 4.01 (m, 4H, POCH,), 3.70 (s, 2H), 3.58 (t, J =
7.0 Hz, 2H, CH,NOBN), 3.21 (q, J = 6.5 Hz, 2H, CHaNH), 2.36 (t, J = 6.9 Hz, 1H, C(O)CH,), 1.93 — 1.79 (m,
2H), 1.76 — 1.62 (m, 4H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.4 (CO), 171.1 (CO), 134.1, 133.5, 132.5, 132.4, 129.2, 129.1,
128.7, 128.6, 128.2, 127.7, 127.6, 127.3, 126.3, 125.9, 76.2 (OCH,Ph), 61.6 (d, %Jcr = 6.5 Hz, POCH,),
45.4 (d, 3Jcp=18.9 Hz, CH,NOBN), 44.0, 39.5, 29.8, 23.6, 22.9 (d, Ycp = 143.0 Hz, PCH,), 22.7 (PCH2CH,),
16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 555.26 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(N-hydroxy-3-(6-hydroxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonate 235b

OH
E P\/\/N\[(\/ < /“

The general procedure K was applied to synthesize the compound 235b from O-benzylated
hydroxamate 229b (86 mg, 0.16 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 235b (56 mg, 78 %) as a
colorless oil.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.80 (s, 1H, NOH), 8.12 (s, 1H), 7.72 — 7.57 (m, 2H), 7.49 (m, 1H),
7.33 (s, 1H), 7.10 (s, 2H), 4.06 — 3.92 (m, 4H, POCH.), 3.89 — 3.75 (m, 4H, CH,NH + CH,NOH), 2.94 — 2.84
(m, 2H, C(0)CHa), 2.00 (d, J = 22.0 Hz, 2H), 1.84 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).
13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 167.6 (CO), 136.2, 130.9, 127.3, 126.6, 124.0, 118.8, 109.2, 62.3
(d, 2Jcp = 6.3 Hz, POCH,), 35.5, 32.5, 22.2 (d, Ycr = 139.9 Hz, PCH,), 21.1, 16.3 (d, 3Jcp = 5.9 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.1.

m/z (ES+) 475.16 (80%, [M+Nal*).

Diethyl (3-(N-hydroxy-2-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)acetamido)propyl)
phosphonate 236a

O

The general procedure K was applied to synthesize the compound 236a from O-benzylated
hydroxamate 230a (67 mg, 0.11 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 236a (40 mg, 71 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30 (9/1 EA/MeOH)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 10.07 (s, 1H, NOH), 7.90 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.64 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.53 (d, J =79 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 4.48 (d, J = 4.3 Hz, 2H, CH;NH), 4.18 — 4.01 (m, 4H,
POCH), 3.80 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,NOH), 2.68 — 2.60 (m, 2H), 2.09 — 1.96 (m, 2H), 1.86 (dt, J = 18.5, 6.9
Hz, 2H), 1.69 (h, J=7.4 Hz, 2H), 1.32 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CH3), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 169.9 (CO), 167.2 (CO), 144.3, 142.6, 137.3, 132.3, 129.0, 127.5,
127.0, 126.9, 62.2 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, POCH>), 48.3 (d, 3Jcp = 10.4 Hz, CH,NOH), 41.5, 37.7, 24.5, 22.4 (d,
Yep =141.4 Hz, PCH,), 19.2 (PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs), 13.8 (CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.0.

m/z (ES+) 512.19 (100%, [M+Na]*).
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Diethyl (3-(N-hydroxy-3-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)propanamido)propyl)

phosphonate 236b
\/\/ 7‘/‘/‘/\/

The general procedure K was applied to synthesize the compound 236b from O-benzylated
hydroxamate 230b (92 mg, 0.15 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 236b (66 mg, 85 %) as a
colorless oil.

Rf=0.30 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.85 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 7.40 (s, 1H), 7.27 (d, J=7.9 Hz, 2H), 4.02 (p, /= 7.3 Hz, 4H, POCH,), 3.77 (t, /= 5.8 Hz, 4H, CH,NOBn
+ CH;NH), 2.86 (t, J = 5.8 Hz, 2H, C(O)CH.), 2.64 (t, /= 7.6 Hz, 2H, CH,CH,CH3), 2.06 —1.91 (m, 2H), 1.90
—1.78 (m, 2H), 1.68 (h, J=7.4 Hz, 2H), 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 6H, POCH,CHs), 0.98 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.8 (CO), 166.8 (CO), 144.0, 142.6, 137.4, 132.9, 129.0, 127.4,
127.0, 126.9, 62.3 (d, 2Jc.p = 6.6 Hz, POCH>), 47.6 (CH,NOH), 37.7, 35.4, 32.2, 24.5, 22.2 (d, YJcp = 140.5
Hz, PCH,), 18.9 (PCH2CH.), 16.3 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs), 13.9 (CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.1.

m/z (ES+) 505.25 (100%, [M]*).

Diethyl (3-(N-hydroxy-4-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)butanamido)propyl)

phosphonate 236¢
P\/\/ N

The general procedure K was applied to synthesize the compound 236c from O-benzylated
hydroxamate 230c (91 mg, 0.14 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 236¢ (63 mg, 81 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.30 (9/1, EA/MeOH).

IH NMR (500 MHz, chloroform-d) & 9.69 (s, 1H, NOH), 7.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.53(d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.07 — 3.95 (m, 4H, POCH,), 3.76 (m, 2H, CH,NOH), 3.46
(m, 2H, CH2NH), 2.71 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.63 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.04 — 1.90 (m, 4H), 1.79 (dt, J = 18.6,
6.3 Hz, 2H), 1.68 (h, J = 7.4 Hz, 2H), 1.33 — 1.22 (m, 6H, POCH,CHs), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9 (CO), 167.2 (CO), 143.9, 142.6, 137.4, 132.7, 129.0, 127.5,
126.9, 126.8, 62.2 (d, ¥cp = 6.5 Hz, POCH,), 47.6 (d, 3Jcp= 8.4 Hz, CH,NOH), 40.3, 37.7, 30.2, 24.5, 23.4,
22.2 (d, Ycp = 140.7 Hz, PCH,), 18.9, 16.3 (d, 3Jcr = 6.0 Hz, POCH,CHs), 13.8 (CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.7.

m/z (ES+) 519.27 (100%, [M]*).
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Diethyl (3-(2-(2-naphthamido)-N-hydroxyacetamido)propyl)phosphonate 237a

O
P N
oM

The general procedure K was applied to synthesize the compound 237a from O-benzylated
hydroxamate 231a (120 mg, 0.28 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc, 100 % to EtOAc/MeOH, 90/10), to afford the desired compound 237a (40 mg, 40 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.30 (9/1, EA/MeOH).

1H NMR (300 MHz, methanol-ds) & 8.45 (s, 1H), 8.03 — 7.88 (m, 4H), 7.65 — 7.52 (m, 2H), 4.42 (s, 2H,
CHNH), 4.21 — 4.02 (m, 4H, POCH.), 3.74 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,NOH), 2.03 — 1.75 (m, 4H), 1.33 (t, J =
7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 171.4 (CO), 170.5 (CO), 136.3, 134.0, 132.5, 130.0, 129.3, 129.0,
128.8,128.7,127.8,124.9, 63.3 (d, 2cp = 6.6 Hz, POCH,), 48.3 (d, 3Jc.p = 18.5 Hz, CH,NOH), 42.0 (CH,NH),
23.2 (d, Ycp = 141.8 Hz, PCH,), 20.9 (d, 2cp = 4.3 Hz, PCH2CH,), 16.7 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, Methanol-ds) & 33.0.

m/z (ES+) 445.16 (100%, [M+Na]*).

Diethyl (3-(3-(2-naphthamido)-N-hydroxypropanamido)propyl)phosphonate 237b

o E ot OC

The general procedure K was applied to synthesize the compound 237b from O-benzylated
hydroxamate 231b (77 mg, 0.14 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 237b (21 mg, 27 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30(9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) § 9.83 (s, 1H, NOH), 8.31 (s, 1H), 7.93 (d, /= 7.1 Hz, 1H), 7.91 - 7.81
(m, 3H), 7.54 (pd, J = 6.9, 1.5 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.05 — 3.97 (m, 4H, POCH,), 3.82 (q, J =
5.9 Hz, 2H), 3.78 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 2.89 (t, J = 5.7 Hz, 2H, C(O)CH3), 2.07 — 1.93 (m, 2H), 1.90 — 1.80 (m
2H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.9 (CO), 167.0 (CO), 134.6, 132.6, 131.8, 128.9, 128.3, 127.6,
127.5, 127.4, 126.6, 123.6, 62.3 (d, 2Jcr = 6.8 Hz, POCH,), 47.6 (d, 3Jcp = 4.6 Hz, CH,NOH), 35.4, 32.2,
22.2 (d, Yep = 140.4 Hz, PCH,), 18.8 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, PCH>CH), 16.3 (d, ¥Jcp = 5.9 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.2.

m/z (ES+) 436.44 (100%, [M+Na]*).

275



Partie expérimentale-Chapitre 2

Diethyl (3-(4-(2-naphthamido)-N-hydroxybutanamido)propyl)phosphonate 237c

Ztegl P\/\/NW )K“

The general procedure K was applied to synthesize the compound 237c from O-benzylated
hydroxamate 231c (83 mg, 0.15 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 237c (43 mg, 62 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30(9/1, EA/MeOH).

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 8.39 (s, 1H), 7.98 — 7.81 (m, 4H), 7.72 (s, 1H), 7.60 — 7.48 (m, 2H),
4.08—3.92 (m, 4H, POCH;), 3.79 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CH,NOH), 3.54 (q, J = 5.6 Hz, 2H, CH,NH), 2.74 (t, J =
6.3 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.12 — 1.89 (m, 4H), 1.79 (dt, J = 18.3, 6.6 Hz, 2H), 1.26 (td, J = 7.0, 0.9 Hz, 6H,
POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9 (CO), 167.3 (CO), 134.6, 132.6, 131.7, 129.0, 128.2, 127.6,
127.6,127.4,126.5,123.7, 62.3 (d, ¥cp = 6.7 Hz, POCH,), 47.6 (CH,NOH), 40.4 (CH,NH), 30.2 (C(O)CHs),
23.4,22.0 (d, Yep = 140.3 Hz, PCH,), 18.8 (PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jc.r = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.1.

m/z (ES+) 473.18 (100%, [M+Na]"*).

Diethyl (3-(5-(2-naphthamido)-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonate 237d

The general procedure K was applied to synthesize the compound 237d from O-benzylated
hydroxamate 231d (81 mg, 0.15 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 237d (40 mg, 59 %) as a
colorless oil.

Rf=0.30(9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.74 (s, 1H, NOH), 8.37 (s, 1H), 7.98 — 7.81 (m, 4H), 7.55 (pd, J =
6.9, 1.6 Hz, 2H), 7.03 (s, 1H), 4.09 — 3.98 (m, 4H, POCHz), 3.80 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,NOH), 3.54 (q, J =
6.3 Hz, 2H, CH3;NH), 2.65 (t, J = 6.9 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.06 — 1.96 (m, 2H), 1.90 — 1.71 (m, 6H), 1.29 (t, J
= 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9 (CO), 167.6 (CO), 134.6, 132.6, 131.9, 128.9, 128.3, 127.7,
127.5,127.4,126.6,123.7,62.2 (d, ?Jc.p = 6.7 Hz, POCH3), 47.6 (d*Jc.p= 5.2 Hz, CH,NOBnR), 39.6 (CH2NH),
31.5 (C(O)CH>), 28.6, 22.1 (d, Yc.p = 140.3 Hz, PCH3), 21.6, 18.8 (d, %Jcp = 5.6 Hz, PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jcp
= 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 35.3.

m/z (ES+) 487.21 (100%, [M+Na]*).
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Diethyl (3-(N-hydroxy-2-(6-methoxy-2-naphthamido)acetamido)propyl)phosphonate 2382

P N
s,

The general procedure K was applied to synthesize the compound 238a from O-benzylated
hydroxamate 232a (100 mg, 0.18 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 238a (65 mg, 78 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.30 (9/1, EA/MeOH).

!H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 10.11 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 9.0,
2.9 Hz, 1H), 7.74 (dd, J = 8.6, 3.6 Hz, 1H), 7.42 — 7.32 (m, 1H), 7.18 (dt, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 7.12 (t, J =
2.7 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 4.2 Hz, 2H, CH;NH), 4.08 (m, 4H, POCH,), 3.92 (d, /= 2.5 Hz, 3H, OCHs), 3.81 (t,
J=5.5Hz, 2H, CH,NOH), 2.03 (dp, /= 18.9, 5.7 Hz, 2H), 1.86 (dt, /= 18.4, 6.8 Hz, 2H), 1.31 (t, /= 7.1 Hz,
6H, POCH,CH5).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 170.0 (CO) 167.4 (CO), 159.0, 136.3, 130.5, 128.9, 127.9, 127.4,
127.0,124.2, 119.6, 105.5, 62.2 (d, 2Jc.p = 6.7 Hz, POCH,), 55.3 (CHs), 48.4 (d, 3Jc.p= 10.3 Hz, CH,NOBnR),
41.6,22.4 (d, Yep =141.5 Hz, PCH,), 19.3, 16.3 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 33.9.

m/z (ES+) 474.15 (100%, [M+Na]*).

Diethyl (3-(N-hydroxy-3-(6-methoxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonate 238b

(0] OH SN
o~

The general procedure K was applied to synthesize the compound 238b from O-benzylated
hydroxamate 232b (101 mg, 0.18 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 238b (44 mg, 52 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30(9/1, EA/MeOH).

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 8.28 — 8.21 (m, 1H), 7.85 — 7.77 (m, 2H), 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.47 (s, 1H), 7.20 — 7.08 (m, 2H), 4.07 — 3.94 (m, 4H, POCH3), 3.93 (s, 3H, OCHs), 3.78 (dt, J = 12.6, 5.9
Hz, 4H, CHNH + CH,NOH), 2.88 (t, J = 5.7 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.06 — 1.87 (m, 2H), 1.90 — 1.73 (m, 2H),
1.23 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.7 (CO), 167.2 (CO), 158.9, 136.1, 130.5, 129.5, 128.0, 127.3,
127.0, 124.2, 119.6, 105.5, 62.2 (d, 2Jcr = 6.7 Hz, POCH), 55.3 (CHs), 47.6 (d, ¥Jcr = 7.3 Hz, CHNOH),
35.4, 32.3, 22.2 (d, Yesr = 140.7 Hz, PCH,), 19.0 (d, Ycs = 5.4 Hz, PCH,CH,), 16.3 (d, Jcr = 6.0 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.6.
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Diethyl (3-(N-hydroxy-4-(6-methoxy-2-naphthamido)butanamido)propyl)phosphonate 238c

(I)I (IDH (0]
/P\/\/N
EtO"/ N
% TN O
(0] O/

The general procedure K was applied to synthesize the compound 238c from O-benzylated
hydroxamate 232c (97 mg, 0.17 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 238c (60 mg, 73 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.30 (9/1, EA/MeOH).

IH NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 9.68 (s, 1H, NOH), 8.32 (d, J= 1.7 Hz, 1H), 8.00 - 7.73 (m, 3H), 7.60
(d, J = 11.4 Hz, 1H), 7.24 — 7.05 (m, 2H), 4.10 — 3.96 (m, 4H, POCH), 3.95 (s, 3H, OCHs), 3.79 (t, J = 5.8
Hz, 2H, CH,NOH), 3.54 (q, J= 5.7 Hz, 2H, CH;NH), 2.79 - 2.68 (m, 2H, C(O)CH.), 2.13-1.73 (m, 6H), 1.27
(t, J=7.1Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.9 (CO), 167.4 (CO), 158.9, 136.1, 130.5, 129.5, 128.0, 127.4,
126.9, 124.3, 119.5, 105.5, 62.3 (d, ¥cp = 6.8 Hz, POCH,), 55.3 (CHs), 47.6 (d, 3Jcp = 5.2 Hz, CH;NOH),
40.3, 30.1, 23.5, 22.0 (d, Ycp = 140.3 Hz, PCH,), 18.7 (d, 3Jc.p = 5.5 Hz, PCH,CH,), 16.3 (d, 3Jcp = 6.0 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) & 35.3.

m/z (ES+) 503.18 (100%, [M+Na]*).

Diethyl (3-(N-hydroxy-2-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)acetamido)propyl)phosphonate 239a
PPN Pee
,P\/\/N
CAa e

The general procedure K was applied to synthesize the compound 239a from O-benzylated
hydroxamate 233a (100 mg, 0.19 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 239a (50 mg, 60 %) as a
colorless oil.

Rf = 0.30 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 9.90 (s, 1H, NOH), 7.86 — 7.78 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.50 — 7.39 (m,
3H), 6.44 (s, 1H, NH), 4.22 (d, J = 4.6 Hz, 2H, CH;NH), 4.11 -3.92 (m, 4H, POCH,), 3.78 (s, 2H), 3.67 (t, J
= 6.0 Hz, 2H, CH;NOH), 2.03 —1.84 (m, 2H), 1.85 - 1.67 (m, 2H), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 171.1 (CO), 169.6 (C0O), 133.5, 132.5, 132.1, 128.6, 128.2, 127.7,
127.3,126.2,125.8,62.2 (d, Ycp = 6.7 Hz, POCH,), 48.1 (d, 3Jcp=10.0 Hz, CH,N), 43.7,41.2,22.3 (d, Yc.
p=141.2 Hz, PCHy), 19.1 (PCH,CH>), 16.2 (d, 3Jc.p = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 34.1.

m/z (ES+) 558.15 (100%, [M+Na]*).
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Diethyl (3-(N-hydroxy-3-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)propanamido)propyl)phosphonate 239b

=tol P\/\/Nm/v

The general procedure K was applied to synthesize the compound 239b from O-benzylated
hydroxamate 233b (198 mg, 0.37 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 239b (48 mg, 29 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.66 (s, 1H, NOH), 7.89 —7.77 (m, 3H), 7.71 (s, 1H), 7.51 - 7.43 (m,
2H), 7.39 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 6.43 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 4.09 — 3.97 (m, 4H, POCH.), 3.69 (s, 2H), 3.64
(t,J = 6.0 Hz, 2H, CH,NOH), 3.52 (q, J = 6.0 Hz, 2H, CHoNH), 2.69 (t, J = 6.0 Hz, 2H, C(O)CH), 1.99 — 1.86
(m, 2H), 1.82 — 1.71 (m, 2H), 1.30 (t, J = 7.0 Hz, 6H, POCH,CH).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 173.3 (CO), 170.9 (CO), 133.5, 132.5, 132.4, 128.5, 128.0, 127.7,
127.6,127.3,126.2, 125.8, 62.3 (d, 2c.p = 6.7 Hz, POCH,), 47.4 (d, 3Jcp = 5.9 Hz, CH,N), 44.0, 35.2, 32.3,
22.0 (d, Yep = 140.5 Hz, PCH,), 18.8 (d, Yep = 5.5 Hz, PCH,CHa), 16.3 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.1.

m/z (ES+) 473.18 (100%, [M+Na]"*).

Diethyl (3-(N-hydroxy-4-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)butanamido)propyl)phosphonate 239c

B IO
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The general procedure K was applied to synthesize the compound 239c from O-benzylated
hydroxamate 233c (94 mg, 0.16 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 239c (23 mg, 29 %) as a
colorless oil.

Rf =0.30 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 9.49 (s, 1H, NOH), 7.88 — 7.79 (m, 3H), 7.74 (s, 1H), 7.48 (tt, /= 7.0,
5.0 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 6.30 (s, 1H, NH), 4.05 —3.93 (m, 4H, POCH,), 3.72 (s, 2H), 3.63
(t,J = 5.9 Hz, 2H, CH,NOH), 3.28 — 3.20 (m, 2H, CH,NH), 2.52 (t, J = 6.8 Hz, 2H, C(O)CH,), 1.96 — 1.83 (m,
2H), 1.81 - 1.69 (m, 4H), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.3 (CO), 171.3 (CO), 133.5, 132.5, 132.5, 128.6, 128.2, 127.6,
127.4, 126.2, 125.9, 62.2 (d, YJc» = 6.8 Hz, POCH,), 47.3 (d, ¥Jcp = 5.4 Hz, CH,NOH), 44.1, 39.5, 29.5,
24.0,21.9 (d, Yer = 140.2 Hz, PCH,), 18.7 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, PCH,CHa), 16.3 (d, 3Jcp = 6.1 Hz, POCH,CHs).
31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 35.3.

m/z (ES+) 487.20 (100%, [M+Na]*).
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(3-(N-Hydroxy-3-(6-hydroxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonic acid 240b

(0] OH OH
Wy

The general procedure L was applied to synthesize the compound 240b from diethylphosphonate 235b
(47 mg, 0.10 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 38/62 respectively.

'H NMR (300 MHz, methanol-ds) & 8.25 (s, 1H), 7.89 — 7.66 (m, 3H), 7.20 — 7.07 (m, 2H), 3.79 — 3.65
(m, 2H of CH,NH and 1.25 of 2H of CH,N(OH)), 3.35 (m, 0.75 of 2H, CH,N(OH)), 2.88 (t, J = 6.8 Hz, 1.25
of 2H, C(O)CH,), 2.69 (t, /= 6.8 Hz, 0.75 of 2H, C(O)CH,), 2.13 — 1.65 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d;) § 174.2 (CO), 174.0 (CO), 170.6 (CO), 158.4, 138.2, 131.7, 131.6,
128.8,128.7, 127.5, 125.0, 120.3, 109.8, 52.3 (d, 3Jcp= 15.5 Hz, CH,NOH), 37.1, 37.0, 34.7, 33.3, 25.2
(d, Yep = 139.0 Hz, PCHy), 25.0 (d, Ycp = 141.1 Hz, PCH,), 21.4 (d, %Jcp = 6.4 Hz, PCH,CH>), 18.6 (d, Ycp
= 4.4 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 30.3, 27.9.

HRMS (ES-) calculated for C;7H20N,0,P [M]: 395.1003, found; 395.0989 (100 %, [M]’).

(3-(N-Hydroxy-2-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)acetamido)propyl)phosphonic acid
241a

Q OH Q
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MO TN )

The general procedure L was applied to synthesize the compound 241a from diethylphosphonate 236a
(25 mg, 0.05 mmol). The desired compound was obtained without further purification with only Z
conformer.

1H NMR (300 MHz, methanol-ds) 6 7.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.29 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.12 (s, 2H, CH,NH), 3.35 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH.NOH), 2.70 — 2.59 (m, 2H),
2.12 - 1.94 (m, 2H), 1.92 — 1.74 (m, 2H), 1.76 — 1.59 (m, 2H), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) & 173.1 (CO), 170.2 (CO), 145.8, 143.9, 138.6, 133.4, 130.1, 128.9,
127.9, 127.8, 52.4 (d, Jer = 14.8 Hz, CH,NOH), 42.2, 38.6, 25., 25.2 (d, Ycr = 139.5 Hz, PCH,), 18.6 (d,
2Jcp = 4.4 Hz, PCH,CH3), 14.0 (CHs).

31p NMR (121 MHz, methanol-ds) 6 27.4.

HRMS (ES+) calculated for Cy1H26N206P [M]*: 433.1534, found 433.1509 (70 %, [M]*).
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(3-(N-Hydroxy-3-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)propanamido)propyl)phosphonic acid

241b
@) @)

The general procedure L was applied to synthesize the compound 241b from diethylphosphonate 236b
(59 mg, 0.11 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and other conformers in a ratio of 20/80 respectively.

'H NMR (300 MHz, methanol-d,) & 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.69 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz,
2H), 7.28 (d, J=8.3 Hz, 2H), 3.77 - 3.61 (m, 2H of CH;NH and 1.6H of CH,N(OH)), 3.31 (0.6 of CH,N(OH)),
2.84 (t,J=6.9 Hz, 1.6 of 2H, C(O)CH.), 2.69 — 2.56 (m, 0.6 of 2H of C(O)CH; and 2H of CH,CH,CHjs), 2.03
—1.83(m, 2H), 1.81— 1.60 (m, 4H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) & 172.7 (CO), 168.5 (CO), 144.2, 142.5, 137.2, 132.5, 128.7, 127.4,
126.5, 126.4, 48.2,37.2, 35.5, 31.8, 24.2, 22.8, 20.0, 12.6.

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 29.6, 27.7.

HRMS (ES-) calculated for C;2H2sN206P [M]: 447.1679, found 447.1692 (100 %, [M]).

(3-(N-hydroxy-4-(4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)butanamido)propyl)phosphonic  acid

241c
Hﬂ ] W )‘\‘\‘\/\

The general procedure L was applied to synthesize the compound 241c from diethylphosphonate 236¢
(56 mg, 0.11 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 10/90 respectively.

'H NMR (300 MHz, methanol-ds) § 7.92 — 7.85 (m, 2H), 7.74 — 7.67 (m, 2H), 7.63 — 7.54 (m, 2H), 7.29
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 6.7 Hz, 1.8 of 2H, CH,NOH), 3.46 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.31 (0.2 of 2H,
CH2NOH), 2.63 (g, J = 8.5, 8.0 Hz, 2H of CH,CH,CHs and 1.8 of C(O)CHz), 2.44 (t, J = 7.4 Hz, 0.2 of 2H,
C(O)CH), 1.94 (p, / = 7.1 Hz, 4H), 1.68 (dq, J = 14.6, 7.4 Hz, 4H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHa).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) § 175.7 (CO), 170.1 (CO), 145.6, 143.9, 138.6, 133.9, 130.1, 128.8,
127.9,127.8, 40.7, 38.6, 32.2, 30.8, 25.7, 25.3 (d, Ycp = 140.0 Hz, PCH,), 21.5, 18.6, 14.0.

3P NMR (121 MHz, methanol-ds) § 29.9, 27.7.

HRMS (ES-) calculated for C,3H3oN,OsP [M]*: 461.1836, found 461.1805 (100 %, [M]).
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(3-(2-(2-Naphthamido)-N-hydroxyacetamido)propyl)phosphonic acid 2422
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The general procedure L was applied to synthesize the compound 242a from diethylphosphonate 237a
(35 mg, 0.08 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and unknown conformers in a ratio of 70/30 respectively.

'H NMR (300 MHz, methanol-d,) 6 8.42 (s, 1H), 8.04 — 7.88 (m, 5H), 7.64 — 7.52 (m, 3H), 4.18 (s, 1.4 of
2H, C(O)CHy), 4.16 (s, 0.6 of 2H, C(O)CH,), 3.34 (m, 1.4 of 2H, CH,NOH), 3.04 (m, 0.6 of 2H, CH,NOH),
2.14—-1.73 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) & 172.0 (CO), 170.5 (CO), 136.4, 134.0, 132.2, 130.1, 129.4, 129.1,
128.9, 128.7, 127.9, 124.8, 52.3 (d, 3Jcp = 15.4 Hz, CH,NOH), 42.5 (CH,NH), 41.1 (d, 3Jcp = 16.8 Hz,
CH,NOH), 25.08 (d, Ycp = 141.0 Hz, PCH,), 25.03 (d, Yecp = 141.1 Hz, PCH,), 22.4 (d, Zcp = 4.7 Hz,
PCH,CH,), 18.6 (d, 2Jc.p = 4.4 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d;) 6 27.9, 27.8.

HRMS (ES+) calculated for C1¢H20N206P [M]*: 367.1053, found 367.1050 (100 %, [M]*).

(3-(3-(2-Naphthamido)-N-hydroxypropanamido)propyl)phosphonic acid 242b

R

The general procedure L was applied to synthesize the compound 242b from diethylphosphonate 237b
(21 mg, 0.05 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 55/45 respectively.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 8.36 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 7.97 (dt, J = 7.6, 2.5 Hz, 3H), 7.93 (dd, J =
11.5, 8.2 Hz, 1H), 7.86 (ddd, J = 8.6, 3.1, 1.8 Hz, 2H), 7.57 (pd, J = 6.9, 1.5 Hz, 2H), 3.72 (m, 2H, CH:NH),
3.70 (d, J = 6.8 Hz, 0.9 of 2H, CH,NOH), 3.35 (m, 1.1 of 2H, CH:NOH), 2.89 (t, / = 6.9 Hz, 0.9 of 2H,
C(O)CH), 2.71 (t,J = 6.9 Hz, 1.1 of 2H, C(O)CH.), 2.04-1.76 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 173.9 (CO), 170.3 (CO), 136.2, 134.1, 134.0 132.6, 130.0, 129.9,
129.3,129.3,128.8,128.8,128.7,128.7,127.8,124.7,52.3 (d, *Jcp = 15.8 Hz, CH,NOH), 37.1, 37.0, 34.7,
33.3,25.0(d, Yep = 141.4 Hz, PCHy), 21.4 (d, 2Jc.p = 3.8 Hz, PCH,CH,), 18.6 (d, Yc.p = 4.4 Hz, PCH2CH,).
31p NMR (121 MHz, methanol-d,) § 30.2, 27.9.

HRMS (ES-) calculated for C17H20N,06P [M]: 379.1064; found 379.1100 (100 %, [M]).
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(3-(4-(2-Naphthamido)-N-hydroxybutanamido)propyl)phosphonic acid 242c

pWNW i e

The general procedure L was applied to synthesize the compound 242c from diethylphosphonate 237c
(37 mg, 0.08 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 50/50 respectively.

H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 8.37 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 8.01 — 7.90 (m, 3H), 7.91 — 7.84 (m, 1H),
7.63 —7.53 (m, 2H), 3.71 (t, J = 6.7 Hz, 1 of 2H, CH,NOH), 3.49 (dt, J = 9.4, 6.9 Hz, 2H, CH,NH), 3.39 —
3.31 (m, 1 of 2H, CH,NOH), 2.64 (t, J = 7.4 Hz, 1 of 2H, C(O)CH,), 2.46 (t, J = 7.3 Hz, 1 of 2H, C(O)CH,),
2.10—1.69 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) 6 174.3,174.0, 169.0, 134.9, 134.8, 132.6, 128.6 127.9, 127.9, 127.5,
127.4,127.4,127.3, 126.4, 126.4, 123.4, 50.9 (d, 3Jcp= 15.9 Hz, CH,NOH), 39.4, 39.0, 30.8, 29.3, 24.4,
24.2, 23.7 (d, Yce = 136.0 Hz, PCH,), 23.6 (d, Yer = 140.6 Hz, PCH,), 19.9 (d, Ycp = 2.6 Hz, PCH,CH,),
17.2 (d, Ycp = 4.4 Hz, PCHLCH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-da) 6 30.8, 28.1.

HRMS (ES-) calculated for C1sH22N206P [M]': 393.1210, found 393.1241 (100 %, [M]).

(3-(5-(2-Naphthamido)-N-hydroxypentanamido)propyl)phosphonic acid 242d

The general procedure L was applied to synthesize the compound 242d from diethylphosphonate 237d
(40 mg, 0.09 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 30/70 respectively.

'H NMR (500 MHz, methanol-d,) 6 8.37 (m, 1H), 8.01 — 7.90 (m, 3H), 7.91 — 7.84 (m, 1H), 7.63 — 7.53
(m, 2H), 3.70 (t, /= 6.7 Hz, 1.4 of 2H, CH,NOH), 3.46 (dt, /= 8.5, 6.4 Hz, 2H, CH,NH), 3.34 (m, 0.6 of 2H,
CH;NOH), 2.64 — 2.55 (m, 1.4 of 2H, C(O)CH,), 2.42 (t, J = 7.0 Hz, 0.6 of 2H, C(O)CH,), 2.12 — 1.66 (m
8H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d;) 8 176.1 (CO), 175.7 (CO), 170.4 (CO), 136.2, 134.0, 130.0, 129.9,
129.3,128.8,128.7,128.7,127.8,124.8,124.8,52.3 (d, 3Jcp= 15.4 Hz, CH,NOH), 40.7 (d, 3Jcp=19.9 Hz,
CH2NOH), 34.3, 32.7, 30.0, 29.9, 25.2 (d, Yc.p = 136.7 Hz, PCH>), 25.0 (d, Yc.p = 141.4 Hz, PCH,), 23.4,
23.3,21.4 (d, 2Jcp = 2.5 Hz, PCH,CH,), 18.6 (d, %c.p = 4.4 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d;) 6 30.3, 27.9.

HRMS (ES-) calculated for C19H24N206P [M]: 407.1410, found 407.1410 (100 %, [M]).
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(3-(N-Hydroxy-2-(6-methoxy-2-naphthamido)acetamido)propyl)phosphonic acid 243a

P\/\/Nj}/\N OO

The general procedure L was applied to synthesize the compound 243a from diethylphosphonate 238a
(52 mg, 0.11 mmol). The desired compound was obtained without further purification with only Z
conformer.

'H NMR (500 MHz, methanol-d,) 6 8.35 (s, 1H), 7.92 — 7.82 (m, 3H), 7.31 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.21 (dd, J
=9.0, 2.5 Hz, 1H), 4.14 (s, 2H, CH2NH), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.34 (m, 2H, CH,NOH), 2.03 (tt, J = 14.6, 7.3
Hz, 2H), 1.82 (dt, /= 18.4, 7.6 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d;) 6 173.2 (CO), 170.6 (CO), 160.8, 138.0, 131.5, 129.9, 129.4, 128.8,
128.1,125.3,120.7, 106.6, 55.9 (OCH3s), 52.4 (d, 3Jcp = 14.3 Hz, CH,NOH), 42.3, 25.2 (d, Ycp = 140.5 Hz,
PCH,), 18.6 (d, ¥c.p = 4.4 Hz, PCH2CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 27.2.

HRMS (ES+) calculated for Ci17H22N20,P [M]*: 397.1159, found 397.1197 (10 %, [M]*).

(3-(N-Hydroxy-3-(6-methoxy-2-naphthamido)propanamido)propyl)phosphonic acid 243b

(0] OH SN
Ay

The general procedure L was applied to synthesize the compound 243b from diethylphosphonate 238b
(56 mg, 0.11 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 55/45 respectively.

H NMR (300 MHz, methanol-ds) & 8.28 (s, 1H), 7.90 — 7.81 (m, 3H), 7.30 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.20 (dd, J
=9.0, 2.5 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H, OCHs), 3.70 (g, J = 6.8 Hz, 2H of CH,NH and 0.9 of 2H of CH,N(OH)), 3.32
(s, 1.1 of 2H, CH,N(OH)), 2.88 (t, J = 6.9 Hz, 0.9 of 2H, C(O)CH.), 2.70 (t, J = 6.8 Hz, 1.1 of 2H, C(O)CH,),
2.00 - 1.87 (m, 2H), 1.85 — 1.64 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) & 174.18 , 173.95 , 170.52 , 160.8, 160.7, 138.0, 137.9, 131.53 ,
131.49,130.19, 129.36, 128.71, 128.64, 128.20, 128.16, 125.29, 120.8, 120.7, 106.67, 55.91 , 52.31
(d, *Jep= 15.6 Hz, CH,NOH), 37.11, 37.08 , 34.73 , 33.32, 25.18 (d, Ycr = 138.6 Hz, PCH,), 25.01 (d, Yc.
» = 141.2 Hz, PCH,), 21.40 (d, *Jcp = 3.6 Hz, PCH,CH), 18.59 (d, 3Jcp = 4.4 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-da) 6 30.1, 27.8.

HRMS (ES-) calculated for C1sH22N,07P [M]*: 409.1159 found 409.1126 (100 %, [M]*).
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(3-(N-Hydroxy-4-(6-methoxy-2-naphthamido)butanamido)propyl)phosphonic acid 243c

OH
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The general procedure L was applied to synthesize the compound 243c from diethylphosphonate 238c
(56 mg, 0.11 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 50/50 respectively.

'H NMR (500 MHz, methanol-d,) 6 8.29 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.91 - 7.80 (m, 3H), 7.30 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
7.20(dd, J=8.9, 2.3 Hz, 1H), 3.94 (s, 2H, OCHs), 3.69 (t, / = 6.6 Hz, 1 of 2H, CH,NOH), 3.48 (q, / = 7.1 Hz,
2H), 3.35(m, 1 of 2H, CH;NOH), 2.62 (t,J= 7.3 Hz, 1 of 2H, C(O)CH,), 2.46 (t,J= 7.3 Hz, 1 of 2H, C(O)CH,),
2.04 (m, 1 of 2H), 1.95 (m, 3H), 1.84 (m, 1 of 2H), 1.78 — 1.67 (m, 1 of 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d;) 6 174.6 (CO), 160.7 (CO), 137.9, 131.5, 129.3, 128.6, 128.1, 125.3,
120.7, 106.6, 55.9 (CHs), 50.9, 40.7, 40.3, 32.2, 30.8, 25.8, 20.8 (d, Yc.p = 151.6 Hz, PCH,), 18.6 (d, YJcp
= 4.4Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 30.1, 27.8.

HRMS (ES-) calculated for C19H24N,07P [M]: 423.1316, found 423.1272 (100 %, [M]).

(3-(N-Hydroxy-2-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)acetamido)propyl)phosphonic acid 244a
3 QT
,P\/\/N
LA

The general procedure L was applied to synthesize the compound 244a from diethylphosphonate 239a
(39 mg, 0.09 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and E conformers in a ratio of 55/45 respectively.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) & 7.85 — 7.80 (m, 3H), 7.79 (s, 1H), 7.51 — 7.40 (m, 3H), 4.19 (s, 0.9 of
2H, C(0)CH,), 3.96 (s, 1.1 of 2H, C(0)CH,), 3.79 (s, 0.9 of 2H), 3.76 (s, 1.1 of 2H), 3.68 (t, /= 6.7 Hz, 0.9
of 2H, CH,NOH), 3.37 = 3.30 (m, 1.1 of 2H, CH,NOH), 2.12 — 1.98 (m, 1.1 of 2H), 1.96 — 1.89 (m, 0.9 of
2H), 1.90-1.79 (m, 1.1 of 2H), 1.79 — 1.67 (m, 0.9 of 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) 6§ 174.6 (CO), 171.7 (CO), 171.2 (CO), 135.0, 134.1, 134.0, 133.9,
129.2, 129.1, 128.9, 128.8, 128.7, 128.6, 128.6, 128.4, 128.3, 127.1, 126.8, 52.3 (d, 3Jcp = 15.6 Hz,
CH,NOH), 49.8 (d, 3Jcp= 19.6 Hz, CH,NOH), 43.7, 43.6, 42.1, 41.8, 25.2 (d, Ycp = 141.1 Hz, PCH,), 21.3
(d, Yep = 141.1 Hz, PCH,), 18.6 (d, 2Jc.p = 3.6 Hz, PCH,CH,), 18.6 (d, 2Jcp = 4.4 Hz, PCH,CH,).

31p NMR (121 MHz, methanol-d,) 6 30.4, 27.8.

HRMS (ES+) calculated for C17H22N206P [M]*: 381.1210, found 381.1232 (100 %, [M]*).
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(3-(N-Hydroxy-3-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)propanamido)propyl)phosphonic acid 244b

(0] OH
el 0N 0o

The general procedure L was applied to synthesize the compound 244b from diethylphosphonate 239b
(46 mg, 0.1 mmol). The desired compound was obtained without further purification as a mixture of
two Z and other conformers in a ratio of 60/40 respectively.

'H NMR (500 MHz, deuterium Oxide) 6 7.88 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.51 (p, / = 6.8 Hz, 2H), 7.38
(d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.70 (s, 2H), 3.49 (t, J = 7.0 Hz, 0.8 of 2H, CH,NOH), 3.42 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.31 (m,
1.2 of 2H, CH,NOH), 2.67 (t, J = 6.6 Hz, 0.8 of 2H, C(O)CH,), 2.53 (t, J = 6.6 Hz, 1.2 of 2H, C(O)CH.), 2.00
—1.87 (m, 2H), 1.79 — 1.65 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, deuterium oxide) 6 177.0 (CO), 175.6 (CO), 174.3 (CO), 134.1 133.7,133.1, 129.4,
128.7,128.6,128.5,128.1,127.5,127.1,52.1 (d, 3Jcp=17.1 Hz, CH,N), 43.4, 36.4, 36.3,34.3,32.5, 31.2,
25.3 (d, Ycp = 137.3 Hz, PCH,), 18.4.

31p NMR (121 MHz, deuterium oxide) § 29.4, 25.8.

HRMS (ES-) calculated for C1sH2,N,06P [M]: 393.1210, found 393.1206 (100 %, [M]).

(3-(N-Hydroxy-4-(2-(naphthalen-2-yl)acetamido)butanamido)propyl)phosphonic acid 244c
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The general procedure L was applied to synthesize the compound 244c from diethylphosphonate 239c
(16 mg, 0.03 mmol). The desired compound was obtained without further purification with only E
conformer.

'H NMR (300 MHz, methanol-d,) 6 7.81 (d, J = 8.6 Hz, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.49 — 7.37 (m, 3H), 3.66 (m,
2H), 3.64 (m, 2H, CH:NOH) , 3.24 (t,J = 7.1 Hz, 2H, CH;NH), 2.50 (t, J = 7.2 Hz, 2H, C(O)CH,), 1.96 — 1.82
(m, 2H), 1.83 - 1.72 (m, 2H), 1.73 = 1.60 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) 6§ 174.1 (CO), 172.7 (CO), 133.6, 132.9, 132.5, 127.8, 127.3, 127.2,
127.2,126.7,125.7, 125.3, 47.8, 42.6, 38.8, 29.1, 24.8, 22.8, 20.0.

31p NMR (121 MHz, methanol-ds) 6 29.6.
HRMS (ES-) calculated for C19H24N206P [M]: 407.1366, found 407.1366 (100 %, [M]).
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Glycine benzylester p-toluenesulfonate 245a

©\/O\[(\NH3+ _
O

The general procedure N was applied to synthesize the compound 245a from glycine 220a (3 g, 39.96
mmol) and benzyl alcohol (12.40 mL, 120 mmol). The desired compound was afforded without further
purification as a colorless solid.

O\\/©/
S

/\\
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'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.74 — 7.63 (m, 2H), 7.39 — 7.19 (m, 5H), 7.08 (d, J = 7.9 Hz, 2H),
5.08 (s, 2H, OCH;Ph), 3.76 (s, 2H), 2.30 (s, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 167.1 (CO), 141.0, 140.5, 134.4, 128.9, 128.5, 128.3, 125.8, 67.9
(OCHzPh), 40.2 (CH.), 21.2 (CHs).

[B-Alanine benzylester p-toluenesulfonate 245b

+ @)
@o NHy % ©/
S
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The general procedure N was applied to synthesize the compound 245b from B-alanine 220b (3 g, 33.7
mmol) and benzyl alcohol (10.45 mL, 101 mmol). The desired compound was afforded without further
purification as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.77 — 7.67 (m, 2H), 7.34 — 7.22 (m, 5H), 7.12 (d, J = 7.8 Hz, 2H),
5.04 (s, 2H, OCH;Ph), 3.18 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 170.9 (CO), 141.1, 140.6, 135.1, 129.0, 128.5, 128.4, 128.3, 125.8,
66.9 (OCHzPh), 35.4, 30.9, 21.3 (CHs).

Benzyl-4-aminobutyrate p-toluenesulfonate 245c

©\/O + —O\\ /©/

o
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The general procedure N was applied to synthesize the compound 245¢ from y-aminobutyric acid 220c
(2.5 g, 29.1 mmol) and benzyl alcohol (9.03 mL, 87.3 mmol). The desired compound was afforded
without further purification as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.76 — 7.68 (m, 2H), 7.45 — 7.24 (m, 5H), 7.13 (d, J = 7.9 Hz, 2H),
5.05 (s, 2H, OCH;Ph), 2.92 (m, 2H), 2.37 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 1.90 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § 172.4 (CO), 141.1, 140.7, 135.6, 129.0, 128.5, 128.2, 128.1, 125.8,
66.5 (OCHzPh), 39.0, 30.9, 22.3, 21.3 (CHs).
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Benzyl 4-(6-hydroxy-2-naphthamido)butanoate 240c
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The general procedure O method 2 was applied to synthesize 240c from 6-hydroxy-2-naphthoic acid
212 (500 mg, 2.65 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245c (971 mg, 2.65 mmol). The crude product
was purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired
compound 240c (253 mg, 26 %) as a solid.

Rf =0.60 (8/2, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.20 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.78 = 7.70 (m, 2H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.37-7.22 (m, 5H), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.76 (t, / = 5.5 Hz, 1H), 5.12 (s, 2H, OCH;Ph), 3.58 (q, /= 6.4
Hz, 2H), 2.54 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.03 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 173.9 (CO), 168.3 (CO), 156.0, 136.5, 135.7, 130.9, 128.8, 128.7,
128.4,128.3,127.8,127.6,126.9, 124.0, 119.3, 109.5, 66.7 (OCH2Ph), 40.0, 32.1, 24.5.

Benzyl 3-(4'-hydroxy-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamido)propanoate 246b

O OH
©\/OE/\/H

The general procedure O method 2 was applied to synthesize 246b from 4-hydroxy 4-
biphenylcarboxylic acid 216 (400 mg, 1.86 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245b (629 mg, 1.86
mmol). The crude has to be purified.

Rf = 0.65 (8/2, EA/MeOH).

Benzyl (4-hydroxybenzoyl)glycinate 247a

OVOKN

The general procedure O method 2 was applied to synthesize 247a from 4-hydroxybenzoic acid 218
(500 mg, 3.6 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245a (1.22 g, 3.6 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
247a (370 mg, 36 %) as a solid.

OH

Rf =0.53 (8/2 EA/PE)
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'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 7.75 - 7.71 (m, 2H), 7.39 — 7.27 (m, 5H), 6.86 — 6.81 (m, 2H), 5.20
(s, 2H, OCH;Ph), 4.13 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) 6§ 169.9 (CO), 168.6 (CO), 160.9, 135.8, 129.0, 128.1, 127.8, 127.8,
124.3,114.7, 66.4 (OCH;Ph), 41.2.

Benzyl 3-(4-hydroxybenzamido)propanoate 247b
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The general procedure O method 2 was applied to synthesize 247b from 4-hydroxybenzoic acid 218
(500 mg, 3.6 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245b (1.27 g, 3.6 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
247b (732 mg, 68 %) as a solid.

Rf = 0.53 (8/2 EA/PE)

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.62 — 7.54 (m, 2H), 7.40 — 7.32 (m, 5H), 6.91 — 6.79 (m, 3H), 5.15
(s, 2H, OCH,Ph), 3.73 (g, J = 6.0 Hz, 2H), 2.71 (g, J = 5.7 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 172.7 (CO), 167.9 (CO), 160.1, 135.4, 128.9, 128.6, 128.4, 128.3,
115.5, 66.7 (OCH.Ph), 35.4, 34.0.

m/z (ES+) 299.33 (100 %, [M]*).

Benzyl 4-(4-hydroxybenzamido)butanoate 247c
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O
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The general procedure O method 1 was applied to synthesize 247c from 4-hydroxybenzoic acid 218
(500 mg, 3.6 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245c (1.33 g, 3.6 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
247c (540 mg, 48 %) as a solid.

Rf =0.53 (8/2, EA/PE).

'H NMR (300 MHz, methanol-ds) § 7.73 — 7.65 (m, 2H), 7.34 — 7.26 (m, 5H), 6.86 — 6.78 (m, 2H), 5.08
(s, 2H, OCH:Ph), 3.48 —3.34 (m, 2H), 2.44 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.91 (p, J = 7.1 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) 6§ 173.3 (CO), 168.7 (CO), 160.6, 136.1, 128.8, 128.1, 127.8, 127.7,
125.0, 114.6, 65.9 (OCH:Ph), 38.8, 31.1, 24.4.

m/z (ES+) 313.35 (100 %, [M]*).
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Benzyl (5-hydroxynicotinoyl)glycinate 248a

OH

The general procedure O method 1 was applied to synthesize 248a from 5-hydroxynicotinic acid 219
(500 mg, 3.6 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245a (1.21 g, 3.6 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
248a (554 mg, 54 %) as a solid.

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 8.47 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.63 (dd, /= 2.8, 1.8
Hz, 1H), 7.42 —7.25 (m, 5H), 5.21 (s, 2H, OCH;Ph), 4.17 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-d.) § 171.0 (CO), 168.3 (CO), 155.7, 141.3, 139.6, 137.1, 132.2, 129.5,
129.3,129.2, 122.9, 67.9 (OCH,Ph), 42.5.

m/z (ES+) 286.29 (100 %, [M]*).

Benzyl 3-(5-hydroxynicotinamido)propanoate 248b

O O

The general procedure O method 1 was applied to synthesize 248b from 5-hydroxynicotinic acid 219
(150 mg, 1.07 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245b (378 mg, 1.07 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
248b (157 mg, 48 %) as a solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.37 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 7.52 (s, 1H), 7.34 (s, 5H), 5.15 (s, 2H,
OCH3Ph), 3.72 (s, 2H), 2.71 (s, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) 6 172.7 (CO), 153.8, 141.3, 138.4, 135.4, 128.8, 128.6, 128.4, 121.5,
66.9 (OCH2Ph), 35.5, 33.9.

m/z (ES+) 301.12 (100 %, [M]*).

Benzyl 4-(5-hydroxynicotinamido)butanoate 248c

O
e :
TN
@) =
OH

The general procedure O method 1 was applied to synthesize 248c from 5-hydroxynicotinic acid 219
(500 mg, 3.6 mmol) and benzyl-4-aminobutyrate 245c (1.31 g, 3.6 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE/EtOAc 50/50 to EtOAc 100), to afford the desired compound
248c (566 mg, 50 %) as a solid
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H NMR (300 MHz, methanol-ds) & 8.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 7.59 (dd, J = 2.8, 1.8
Hz, 1H), 7.37 = 7.30 (m, 5H), 5.11 (s, 2H, OCH,Ph), 3.43 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.48 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.94
(p,J = 7.1 Hz, 2H).

4-(6-Hydroxy-2-naphthamido)butanoic acid 249c

0
HO
IR Ae
© OH

The general procedure K was applied to synthesize the compound 249c from O-benzylated
hydroxamate 240c (253 mg, 07 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 249c (45 mg, 24 %) as a
colorless oil.

Rf =0.15 (8/2, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, methanol-ds) 6 8.26 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.81 (m, 2H), 7.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.17 —
7.12 (m, 2H), 3.47 (t, /= 7.0 Hz, 2H), 2.42 (t, /= 7.4 Hz, 2H), 2.03 - 1.89 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, methanol-ds) § 177.2 (CO), 170.5 (CO), 158.3, 138.1, 131.7, 129.8, 128.7 128.7,
127.4,125.1, 120.2, 109.7, 40.4, 32.5, 25.9.

m/z (ES+) 274.11 (100 %, [M]*).

3-(4-Hydroxybenzamido)propanoic acid 250b

OH
HO\[(\/H

O O

The general procedure K was applied to synthesize the compound 250b from O-benzylated
hydroxamate 247b (732 mg, 2.44 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(EtOAC 100 % to EtOAc/MeOH 90/10), to afford the desired compound 250b (40 mg, 8 %) as a colorless
oil.

'H NMR (300 MHz, methanol-ds) 6 7.76 — 7.62 (m, 2H), 6.93 — 6.65 (m, 2H), 3.60 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.62
(t,J=6.9 Hz, 2H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 175.4 (CO), 170.0 (CO), 162.0, 130.1, 126.2, 116.0, 34.7, 24.2.
m/z (ES+) 209.20 (100 %, [M]*).

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-4-(6-hydroxy-2-naphthamido)butanamido)propyl)phosphonate 251c
(”) (I)Bn ]
PN
EtO” | N
NSRS
OH

The general procedure C was applied to synthetize the compound 251c from acid 249c (45 mg, 0.16
mmol) and diethyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143 (50 mg, 0.16 mmol). The crude
product was purified by automated column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to
afford the desired compound 251c (31 mg, 34 %) as a slightly yellow oil.
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Rf = 0.40 (EA)

'H NMR (300 MHz, chloroform-d) 6 8.21 (d, J= 1.7 Hz, 1H), 7.78 — 7.67 (m, 2H), 7.58 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
7.39-7.23 (m, 5H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.78 (s, 2H, OCHPh), 4.04 (m, 4H, POCH;), 3.73 (t,/=6.9
Hz, 2H), 3.57 —3.42 (m, 2H), 2.55 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.09 - 1.82 (m, 4H), 1.81 - 1.60 (m, 2H), 1.26 (t, J =
7.1 Hz, 6H, POCH,CH5).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.5.

Diethyl (3-(N-(benzyloxy)-3-(4-hydroxybenzamido)propanamido)propyl)phosphonate 252b

OH
EtO” I?\/\/N\[(\/ \’(©/

The general procedure C was applied to synthetize the compound 252b from acid 250b (31 mg, 0.14
mmol) and diethyl (3-((benzyloxy)amino)propyl)phosphonate 143 (45 mg, 0.14 mmol). The crude
product was purified by automated column chromatography (EtOAc 100 % to EtOAc/MeOH 90/10) to
afford the desired compound 252b (13 mg, 18 %) as a colorless oil.

Rf = 0.40 (EA).

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.67 — 7.55 (m, 2H), 7.36 (d, /= 2.7 Hz, 5H), 7.09 (g, /= 5.9, 5.4 Hz,
1H), 6.91 - 6.83 (m, 2H), 4.79 (s, 2H, OCH,Ph), 4.05 (m, 4H, POCH,), 3.71 (dq, J = 21.8, 6.0, 5.1 Hz, 4H),
2.73 (t,/=5.7 Hz, 2H), 2.00 - 1.85 (m, 2H), 1.72 (m, 2H), 1.28 (t, /= 7.0 Hz, 6H, POCH,CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 174.1 (CO), 167.3 (CO), 160.0, 133.8, 129.3, 129.2, 128.9, 128.8,
115.4 (d, J = 1.4 Hz), 76.5 (OCHPh), 61.9 (d, 2Jcr = 6.5 Hz, POCH,), 45.5 (d, 3Jcp= 18.5 Hz, CH,NOBn),
35.1, 23.4, 22.8 (d, Ycp = 144.1 Hz, PCH,), 20.1 (d, %Jcr = 3.5 Hz, PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz,
POCH,CHs).

31p NMR (121 MHz, chloroform-d) 6 31.4.

m/z (ES+) 492.51 (100 %, [M]*).

292



Partie expérimentale-Chapitre 3

lll.  Partie expérimentale chapitre 3

Prop-2-yn-1-yl 4'-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxylat 256
@)

T

The general procedure P was applied to synthesize the compound 256 from 4’-n-propylbiphenyl-4-
carboxylic acid 213 (500 mg, 2.1 mmol) and propargyl alcohol 253 (0.12 mL, 2.1 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired
compound 256 (520 mg, 90 %) as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.16 — 8.11 (m, 2H), 7.67 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 7.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.95 (d, J = 2.4 Hz, 2H, OCH,), 3.50 (s, 1H, CH), 2.65 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 1.74
—1.65 (m, 2H), 0.98 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, chlor oform -d) & 165.7 (CO), 146.0, 143.0, 137.1, 130.3, 129.1, 127.7, 127.1,
126.8, 77.8, 75.0, 52.4 (OCH,), 37.7, 24.5, 13.8 (CH).

N-(3-Ethynylphenyl)-4'-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxamide 257

o

The general procedure P was applied to synthesize the compound 257 from 4’-n-propylbiphenyl-4-
carboxylic acid 213 (500 mg, 2.1 mmol) and 3-ethynylaniline 254 (0.26 mL, 2.1 mmol). The crude
product was purified by column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired
compound 257 (538 mg, 76 %) as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.94 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.84 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.75 — 7.69 (m,
3H), 7.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 7.6 Hz, 3H), 3.10 (s, 1H, CH), 2.69 — 2.62
(m, 2H), 1.75 — 1.65 (m, 2H), 0.99 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 165.4, 144.8, 143.0, 137.9, 137.0, 132.9, 129.1, 129.1, 128.2,
127.5,127.2, 127.0, 123.5, 122.9, 120.6, 83.1, 77.6, 36.5, 24.5, 13.9 (CHs).
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Prop-2-yn-1-yl 2-naphthoate 258

e

The general procedure P was applied to synthesize the compound 258 from 2-naphthoic acid 214 (400
mg, 2.22 mmol) and propargyl alcohol 253 (0.13 mL, 2.22 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 258 as a colorless
solid.

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.63 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.06 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.95 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 7.87 (dd, J = 8.5, 4.4 Hz, 2H), 7.59 (ddd, J = 8.2, 6.8, 1.4 Hz, 1H), 7.54 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.3
Hz, 1H), 4.98 (d, J = 2.6 Hz, 2H), 2.53 (t, J = 2.4 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 131.5, 129.4, 128.5, 128.2, 127.8, 126.7, 125.2, 75.1, 52.6, 30.9.

N-(3-ethynylphenyl)-2-naphthamide 259

O

Z TN L

The general procedure P was applied to synthesize the compound 259 from 2-naphthoic acid 214 (588
mg, 3.3 mmol) and 3-ethynylaniline 254 (0.41 mL, 3.3 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 259 (254 mg, 28 %)
as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, chlor oform-d) & 8.39 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.97 (dd, J = 8.1, 2.2 Hz, 2H), 7.92 (m, 2H),
7.84 —7.81 (m, 1H), 7.77 (m, 1H), 7.65 — 7.56 (m, 2H), 7.37 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.31 (dt, J = 7.7, 1.3 Hg,
1H), 3.11 (s, 1H, CH).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 168.67 (Co), 165.7, 138.0, 134.9, 132.6, 132.0, 131.8, 129.1,
128.9, 128.8, 128.3, 128.0, 127.8, 127.5, 127.0, 123.5, 123.4, 123.0, 120.7, 83.1, 77.6.

Prop-2-yn-1-yl 6-methoxy-2-naphthoate 260
O

7
O/

The general procedure P was applied to synthesize the compound 230 from 6-methoxy-2-naphthoic
acid 215 (200 mg, 1.1 mmol) and propargyl alcohol 253 (0.06 mL, 1.1 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 230 (232
mg, qqt) as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 8.63 — 8.56 (s, 1H), 8.06 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H), 7.86 (d, /= 9.0
Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.99 (d, J = 2.4 Hz,
2H, OCH,), 3.96 (s, 3H, OCHs), 2.55 (t, J = 2.5 Hz, 1H, CH).
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13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 166.1 (CO)z, 159.7, 137.3, 131.2, 130.9, 127.8, 126.9, 125.9,
124.3,119.7, 105.6, 77.9, 74.9, 55.4, 52.4 (CH3).

Prop-2-yn-1-yl 2-(naphthalen-2-yl)acetate 261

R
///\o

The general procedure P was applied to synthesize the compound 261 from 2-naphthylacetic acid 217
(500 mg, 2.6 mmol) and propargyl alcohol 253 (0.15 mL, 2.6 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 261 (541 mg, 73 %)
as a colorless solid.

'H NMR (500 MHz, chloroform-d) 6 7.86 — 7.79 (m, 3H), 7.77 — 7.73 (s, 1H), 7.48 (hept, J = 4.9 Hz,
2H), 7.43 (dd, J=8.4, 1.8 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 2.5 Hz, 2H, OCH>), 3.86 (s, 2H, CH.), 2.49 (t, /= 2.5 Hz, 1H,
CH).

3C NMR (126 MHz, chloroform -d) 6 170.7 (CO), 133.4, 132.5, 130.128.3, 128.0, 127.7, 127.6,
127.2,126.2,125.9,77.4,75.1,52.4 (OCHy), 41.1.

N-(3-Ethynylphenyl)-2-(naphthalen-2-yl)acetamide 262

PelSee
Z N

The general procedure P was applied to synthesize the compound 262 from 2-naphthylacetic acid 217
(500 mg, 2.7 mmol) and 3-ethynylaniline 254 (0.33 mL, 2.7 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 262 as a slightly
brown solid.

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 7.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.89 — 7.84 (m, 2H), 7.81 (s, 1H), 7.57 —
7.51 (m, 2H), 7.48 (m, 2H), 7.45 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 7.25 — 7.19 (m, 2H), 7.09 — 7.03 (brs, 1H, NH),
3.92 (s, 2H), 3.03 (s, 1H, CH).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 168.9 (CO), 137.5, 133.6, 132.7, 131.5, 129.2, 128.9, 128.5,
128.1,127.8, 127.7, 127.1, 126.7, 126.3, 123.1, 120.3, 83.0, 77.5, 45.0 (CH,).

Prop-2-yn-1-yl (E)-4-(4-bromostyryl)benzoate 263

The general procedure P was applied to synthesize the compound 263 from 4’-bromostilbene-4-
carboxylic acid (500 mg, 2.1 mmol) and propargyl alcohol 253 (0.12 mL, 2.1 mmol). The crude product
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was purified by column chromatography (PE 100 % to EA 100 %) to afford the desired compound 263
(520 mg, 90 %) as a colorless solid.

1H NMR (500 MHz, chloroform-d) & 8.07 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.51 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.41 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.20 — 7.08 (m, 2H, CH=CH), 4.94 (d, J = 2.5 Hz, 2H, CH,), 2.54 (t, J = 2.5 Hz,
1H, CH=C).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 165.50 (CO), 141.85, 135.63, 131.94, 130.33, 130.19, 128.36,
128.25, 128.17, 126.43, 122.15 (CBr), 77.75 (C=CH), 75.01 (CH=C), 52.47 (CH,).

(1-(3-((Benzyloxy)(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)amino)-3-oxopropyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxylate 264b

The general procedure Q was applied to synthesize the compound 264b from azide 150b (109 mg, 0.27
mmol) and alkyne 256 (76 mg, 0.27 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(100 % EA to 90/10 EA/MeOH)) to afford the desired compound 264b (167 mg, 63 %) as a colorless oil.

Rf = 0.49 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (300 MHz, chlor oform-d) 6 8.12 — 8.06 (m, 2H), 7.77 (s, 1H, CH=C), 7.66 — 7.60 (m, 2H), 7.56
—7.51 (m, 2H), 7.39 — 7.30 (m, 5H), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 5.47 (s, 2H, CH,0), 4.73 (s, 2H, OCH,Ph),
4.63 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,N), 4.17 — 3.99 (m, 4H, POCH,), 3.71 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,NOBn), 3.00 (t, J =
6.4 Hz, 2H, C(O)CH,), 2.68 — 2.58 (m, 2H, CH.CH,CH3), 2.00 — 1.82 (m, 2H, PCH,CH,), 1.77 — 1.60 (m, 4H,
PCH, and CH,CHs), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 6H, POCH,CHs), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & 171.1 (NC(0)), 166.2 (OC(0)), 145.8, 142.9, 142.7, 137.2, 133.8,
130.2,129.3,129.2,129.1, 128.8, 128.2, 127.1, 126.8, 125.0 (CH=C), 76.5 (OCH,Ph), 61.67 (d, %Jcr = 6.5
Hz, POCH,), 58.0 (CH,0), 45.6 (CH,NOBn), 45.4 (CH2N), 37.7 (CH2CH,CHs), 32.9 (C(0)CH,), 24.5 (CH,CHs),
22.9 (d, Yep = 143.2 Hz, PCH,), 20.1 (PCH,CH,), 16.4 (d, 3Jcp = 6.0 Hz, POCH,CHs), 13.8 (CHs).

31p NMR (121 MHz, chlor ofor m-d) & 31.19.

m/z (ES+) 677.31 (100%, [M]*).

(1-(4-((Benzyloxy)(3-(diethoxyphosphoryl)propyl)amino)-4-oxobutyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
4'-n-propyl-[1,1'-biphenyl]-4-carboxylate 264c
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The general procedure Q was applied to synthesize the compound 264c from azide 150c (114 mg, 0.28
mmol) and alkyne 256 (67 mg, 0.28 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(100 % EA to 90/10 EA/MeOH)) to afford the desired compound 264c (175 mg, 62 %) as a colorless oil.

Rf = 0.49 (9/1, EA/MeOH).

'H NMR (500 MHz, chlor ofor m-d) 6 8.08 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.71 (s, 1H, CH=C), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.53 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.37 (dd, J = 5.1, 1.7 Hz, 3H), 7.33 = 7.30 (m, 2H), 7.28 (m, 2H), 5.48 (s, 2H,
CH,0), 4.75 (s, 2H, CH,OPh), 4.40 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,N), 4.15 — 