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Abréviations

AIBN : azo-bis-isobutyronitrile

AcOEt: acétate d’éthyle

ADN : acide désoxyribonucléique

AR : acide rhodotorulique

ARN : acide ribonucléique

ARN, : acide ribonucléique messager

ARN;: acide ribonucléique de transfert

Boc,0 : dicarbonate de di-tert-butyle

CCl, : tétrachlorure de carbone

CCM : chromatographie sur couche mince

CHClI; : chloroforme

CLHP : chromatographie en phase liquide a haute performance
CMI : concentration minimum inhibitrice

Cs,COs : carbonate de césium

DCC : N,N’-dicyclohexylcarbodiimide

DCM : dichlorométhane

DIEA : N,N-diisopropyléthylamine

DMF : diméthylformamide

ed : exces diastéréoisomérique

EDCI : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

EDTA : acide éthyléne diamine tétraacétique



ee : exces énantiomérique
éq : equivalent

ESKAPE : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, et Enterobacter sp.

FhuD : Ferric hydroxamate uptake D

H, : dihydrogéne

HCI : acide chlorhydrique

HMPA : héxaméthylphosphoramide

HOBt : hydroxybenzotriazole

K,COj3 : carbonate de potassium

LDA : di-i-propylamidure de lithium

LiAIH, : tétrahydroaluminate de lithium
LiBHELt; : triethylborohydrure de lithium
LiIHMDS : Bis-(triméthylsilyl)amidure de lithium
MeCN : acétonitrile

MeOH : méthanol

NaCl : chlorure de sodium

NaH : hydrure de sodium

NaHCO; : monohydrogénocarbonate de sodium
NaOH : hydroxyde de sodium

Na,SO; : sulfate de sodium

EtsN : triéthylamine

NMO : N-méthylmorpholine



OMR : outer membrane receptors

PBP : penicillin-binding protein

Pd(OH)./C : hydroxyde de palladium sur charbon ou catalyseur de Pearlman
Ph : Phényle

PhSH : thiophénol

PLP : protéine de liaison périplasmique

PMB : para-méthoxybenzyle

RMN : résonance magnétique nucléaire

ROS : especes réactives de I’oxygene

TBAF : fluorure de tétrabutylammonium
TBDMSCI : chlorure de tert-butyldiméthylsilyle
THF : tétrahydrofurane

TMSCI : chlorure de triméthylsilyle
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Introduction générale



Les phénoménes de résistance bactérienne aux antibiotiques sont aujourd’hui un
probléme majeur de santé publique. Les infections nosocomiales touchent 750 000 personnes
par an, en France, et sont impliquées dans prés de 10 000 déces chaque année. Dans son
dernier rapport, ’'OMS appelle a prendre des mesures d’urgence et fait état d’un niveau de
résistance dangereusement élevé dans toutes les régions du monde. Le traitement de certaines
infections telles que la gonorrhée, la tuberculose ou les pneumonies devient de plus en plus
délicat, voire impossible, du fait de la perte d’efficacité des antibiotiques. Plusieurs souches
sont particulierement surveillées : Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Streptococcus pneumoniae. De nombreuses bactéries & Gram négatif se révelent également
multi-drogues résistantes, telles que Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae. Ces dernieres
années, seules deux nouvelles classes d’antibiotiques ont été développées alors que
I’apparition des résistances est de plus en plus rapide. 11 est donc urgent de mettre au point de

nouvelles antibiothérapies pour palier ces phénomenes au plus tot.

Notre équipe, de I’axe Chimie du Vivant du Laboratoire de Glycochimie, des
Antimicrobiens et des Agroressources (LG2A, UMR-CNRS 7378), s’intéresse a cette
problématique et plus particulierement a deux mécanismes de résistance bactérienne que
sont : i) la diminution de la permeéabilité membranaire bactérienne aux antibiotiques et ii)
I’efflux actif de ces molécules. Ces deux phénomeénes induisent une diminution de la
concentration intracellulaire en antibiotiques et peuvent conduire a la perte d’efficacité de ces
thérapies. Pour contourner le premier mécanisme de résistance, auquel nous nous sommes
intéresses plus particulierement au cours de cette these, nous souhaitons utiliser une voie
d’entrée pour I’antibiotique différente de celle qu’il emprunte généralement chez les bactéries
a Gram-négatif (voie des porines). Cette voie d’accés doit étre la plus spécifique possible pour
limiter la toxicité vis-a-vis des cellules de 1’hote. Elle doit également étre essenticlle a la
virulence afin de restreindre les résistances et doit étre en mesure d’accepter des
xénobiotiques. Les voies bactériennes d’acquisition du fer répondent a ces critéres et semblent
appropriées pour la vectorisation de molécules antibiotiques ou de complexes toxiques. En
effet, le fer est un élément essentiel a la croissance bactérienne, et les micro-organismes

utilisent une voie qui leur est spécifique pour internaliser cet élément, celle des sidérophores.

Pour croitre de maniere optimale, les bactéries nécessitent une concentration en fer
ferrique libre de 1’ordre de 10°®M. Du fait de son insolubilité et de sa toxicité, le fer présent

dans ’organisme humain est majoritairement li¢ a des protéines (transferrine, lactoferrine) ou



retrouvé sous des formes inorganiques telles que Fe(OH)s. La concentration en fer ferrique
libre est alors extrémement basse, de 1’ordre de 10™°M, ne permettant pas le développement
bactérien. Les micro-organismes ont développé des stratégies afin de combler leurs besoins en
fer. Les bactéries secrétent notamment des chélateurs multidentés, spécifiques du fer ferrique,
nommés sidérophores. Leur forte affinité pour le fer ferrique leur permet d’entrer en
compétition avec les protéines de 1’hote pour leur soutirer ce métal. Les complexes
sidérophore-Fe(l11) ainsi formés sont ensuite reconnus par des récepteurs spécifiques
enchassés dans la membrane externe, puis transportés activement dans le périplasme ou le

cytoplasme bactérien.

L’¢étude de composés naturels tels que 1’albomycine a permis de démontrer qu’il était
possible de vectoriser un antibiotique au travers de ces récepteurs spécifiques, en adoptant la
stratégie dite du « Cheval de Troie ». Celle-ci repose sur la conception d’un conjugué
sidérophore-antibiotique pouvant étre reconnu par des récepteurs spécifiques et internalisé a
I’aide d’un transport actif. Cette vectorisation permet ainsi de rétablir une concentration
intracellulaire en antibiotique suffisante chez les souches résistantes pour que la thérapie soit

efficace.

Une seconde stratégie therapeutique, consiste a former des complexes au Ga(lll). Le
Fe(l11) et le Ga(lll) possedent des propriétés atomiques voisines (charge, rayon ionique...) a
la différence que le Ga(lll) ne peut étre reduit par les systemes biologiques. Les modéles de
chélation étant similaires, la différenciation des complexes ferrique et gallique ne pourra étre
opérée par les bactéries. Il semble que le gallium, lorsqu’il est présent dans le cytoplasme,
interfere avec les voies de signalisation du fer conduisant ainsi a I’inhibition de la croissance

bactérienne.

L’objectif de cette thése est de synthétiser un sidérophore ainsi que des analogues de
ce-dernier et de les coupler a un antibiotique (I’ampicilline pour une action périplasmique, la
ciprofloxacine pour une action cytoplasmique) via un espaceur clivable ou de les complexer
avec du gallium. Comme nous ciblons plus particulierement les bactéries a Gram négatif
Acinetobacter baumannii et Escherichia coli, nous avons choisi un sidérophore reconnu par le

récepteur FhuE qu’ils possedent en commun : I’acide rhodotorulique (AR).

Ce sidérophore, produit par Rhodotorula pilimanae, est une dioxopipérazine (3S,6S)-
disubstituée par des fonctions chélatrices du fer de type hydroxamate. La stéréochimie de ce

composé joue un rdle crucial dans sa reconnaissance par ses récepteurs spécifiques. Dans un



premier temps, nous souhaitons obtenir des pipérazines analogues 1,4-disubstituées par des
ligands du fer. L’étude des propriétés physico-chimiques de ces molécules permettra alors
d’établir une relation entre la nature des groupements chélateurs du fer et Daffinité des
analogues pour le fer ferrique. Cependant, I’objectif principal de cette thése est de réaliser une
synthése originale et convergente pour obtenir I’AR mais également des analogues
dioxopipéraziniques énantiomériquement purs. Notre stratégie repose sur le développement
d’une réaction d’alkylation stéréosélective de dioxopipérazines. Nous souhaitons ainsi
pouvoir étudier I’influence sur la complexation: 1) de la nature des ligands du fer, ii) de la
stéréochimie des composés, iii) de la longueur des chaines portant les fonctions chélatrices du
fer. Par la suite, des conjugués sidérophore-antibiotique ou des complexes au gallium seront

formés et leurs propriétés antibactériennes seront évaluées.

Apres un rappel bibliographique sur la bactérie et les mécanismes par lesquels elle
acquiert le fer indispensable a sa survie, nous discuterons des principales molécules utilisees
actuellement en antibiothérapie et des mécanismes de résistance développés par les bactéries.
Nous dresserons ensuite un portrait non exhaustif des principales molécules antibiotiques
actuellement en essais cliniques, puis nous nous attarderons sur I’utilisation des systémes
bactériens d’acquisition du fer comme cibles thérapeutiques en argumentant la place des
conjugués  sidérophore-antibiotiques et des complexes sidérophore-gallium dans
I’antibiothérapie actuelle. Au vu de la structure chimique du sidérophore choisi comme
modéle, PAR, un état de D’art sur la synthése stéréosélective de dioxopipérazines

plurisubstituées sera détaillé.

Les voies d’accés aux molécules visées seront ensuite développées et les difficultés

rencontrées seront discutées avant de présenter les premiers résultats biologiques.



Rappels Bibliographiques



|. Bacteérie, antibiothérapie et mécanismes de résistance

A. La bactérie

1. Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires qui constituent un régne qui
leur est propre, différent de celui des plantes, des animaux, des champignons, des protozoaires
et des chromistes. Elles ne possédent pas d’organites ou de noyau : ce sont des procaryotes.
Leur matériel génétique est contenu principalement dans un chromosome circulaire unique et
partiellement dans différents plasmides. Ces derniers sont des éléments génétiques extra-
chromosomiques qui peuvent contenir des genes importants pour la survie de la bactérie,
notamment ceux lui permettant d’acquérir une résistance aux antibiotiques. Par ailleurs, ces
organismes peuvent également posseder des intégrons qui constituent un systeme naturel de

capture, d’expression et de dissémination des genes.

Capsule

Paroi cellulaire
Membrane plasmique

Cytoplasme
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Nucleoide

Figure 1. Représentation schématique d’une bactérie [1].

La cellule bactérienne est délimitée par une membrane constituée d’une bicouche
lipidigue contenant des protéines impliquées entre autres dans le transport passif ou actif ainsi
que dans I’excrétion de différentes molécules ou sels. Cette membrane est recouverte d’une

paroi composée de peptidoglycane, lui permettant de contenir la pression osmotique interne.



Au-dela de la protection physique qu’elle confere, la paroi protége également la bactérie des
agressions chimiques générées par les enzymes ou les toxines produites par d’autres
organismes. Elle est, par ailleurs, le support de structures, comme les pili ou les flagelles, qui
permettent le déplacement de la cellule. Sur la surface externe de cette paroi, une capsule de
nature polysaccharidique est parfois présente, dont le réle est notamment de protéger la
cellule de la phagocytose (Figure 1).

2. La paroi bactérienne

Les bactéries peuvent étre classifiées en deux grands groupes suivant les propriétés
physiques et chimiques de leur paroi (Figure 2). La coloration différentielle de Gram,
découverte en 1884 par le médecin Danois Hans Christian Gram, permet de distinguer
facilement les bactéries a Gram négatif, apparaissant en rouge, de celles a Gram positif,
possédant une teinte violette [2].

Acide fpotechoique

Figure 2. Représentation schématique des parois des bactéries & Gram positif (A) et & Gram
négatif (B) [3].

Les bactéries a Gram positif :
Chez les bactéries a Gram positif, les couches de peptidoglycane peuvent représenter
jusqu’a 90% des constituants de la paroi des bactéries. Des acides teichoiques, polymeéres de

glycérol et de ribitol, s’associent au peptidoglycane pour former un feutrage assurant la



rigidité¢ de la paroi. Enfin, ces bactéries ne possédent qu’une seule membrane contrairement

aux bactéries a Gram negatif.

Les bactéries a Gram négatif :

Chez les bactéries a Gram négatif, la paroi n’est constituée que d’une ou deux couches
de peptidoglycane représentant au maximum 20% des constituants de celle-ci. En outre, ces
bactéries disposent d’une membrane supplémentaire composée dune bicouche de
phospholipides. Cette membrane est constituée essentiellement de lipopolysaccharides qui
remplacent partiellement ou intégralement les phospholipides retrouvés dans la membrane
interne. Au sein de cette membrane externe, deux types de protéines sont associées : d’une
part des protéines de structure qui consolident cette bicouche et d’autre part, des protéines qui
permettent le transport, passif ou actif, de différentes molécules au sein du cytoplasme. Les
porines autorisent la diffusion passive, tandis que les récepteurs membranaires prennent en

charge I’absorption de composés spécifiques tels que les sidérophores.

3. L’infection bactérienne

En 1872, le médecin Trousseau remarqua des résultats déconcertants concernant
I’alimentation de patients atteints de tuberculose. En effet, ceux suivants des régimes
alimentaires riches en fer présentaient une aggravation de leur maladie en comparaison avec
les patients suivant un régime pauvre en fer. Les sidérophores, molécules chélatrices du fer,
font partie des facteurs de virulence : les bactéries, en secrétant ce type de composes,
parviennent a survivre chez I’hote qu’elles infectent. Afin d’accroitre leur chance de survie,
les bactéries peuvent également s’associer en un biofilm qui se révéle difficilement pénétrable

par les défenses immunitaires.

Lorsqu’un pathogene parvient a pénétrer chez un hote, il tente de se multiplier et de
s’installer dans I’organisme. Sa capacité a se développer en présence des mécanismes de

défense de I’hote dépend fortement de facteurs de virulences.

a. Facteurs de virulence

Les facteurs de virulence sont des molécules produites par les pathogénes afin de
permettre leur survie au cours de I’infection. Parmi celles-ci, nous distinguerons les toxines,

les enzymes immunosuppressives, les facteurs nutritionnels et les adhésines.



Les toxines peuvent étre sécrétées (exotoxines) ou présentes sur la membrane externe
des bactéries a Gram négatif et libérées seulement lors de la lyse du pathogene (endotoxines).
Les endotoxines déclenchent des réponses inflammatoires en se liant a des récepteurs présents
sur les monocytes et peuvent entrainer des septicémies. Les exotoxines, quant a elles, peuvent
étre responsables d’effets indésirables sur 1’hote tels que des contractions musculaires
(tétanos, tétanospasmine) ou une déshydratation (diphtérie, toxine diphtérique). D’autres
exotoxines, telles que la Iécithinase C, agissent en dégradant la membrane plasmique des
cellules de I’hote.

Les enzymes immunosuppressives sont des protéases spécifiques des
immunoglobulines qui détruisent les anticorps inhibant ainsi 1’opsonisation. La protéine A
produite par S. aureus permet a ce micro-organisme d’échapper, dans de nombreux cas, aux

anticorps humains.

Les facteurs nutritionnels sont des enzymes qui dégradent les protéines de 1’h6te pour
en extraire les nutriments tels que le fer, indispensables a leur croissance. Durant I’infection,
les bactéries produisent des molécules uniques appelées sidérophores pour capter le fer de
I’hote. La reconnaissance des complexes sidérophore-Fe(IIl) s’effectue via des mécanismes

de reconnaissance spécifique qui sont propres aux bacteéries.

Les adhésines permettent aux pathogénes de pouvoir adhérer aux cellules de I’hote
lors de I’infection. Ces facteurs d’adhérence permettent 1’élaboration de structures, appelées

biofilms, qui protégent les bactéries du systéeme immunitaire plus efficacement.

b. Le Biofilm

En milieu aqueux, les bactéries tendent a former des structures complexes comprenant
un réseau cellulaire dont les wunités sont reliées par une matrice constituée

d’exopolysaccharides. Ce biofilm suit une évolution précise (Figure 3):

Dans un premier temps, les pathogénes modifient la surface a coloniser en sécrétant
des protéines qui leur permettent de se fixer a cette surface grace a des liaisons non covalentes
(Van der Waals, hydrogenes, ioniques). Les bactéries augmentent ensuite leur capacité

d’ancrage par la formation de protéines et 1’utilisation de leurs pili si elles en possédent.
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Lorsque la colonie bactérienne atteint un certain seuil de densité, les micro-organismes
commencent a synthétiser la matrice exopolysaccharidique. La division bactérienne permet
d’étendre le biofilm, celui-ci pouvant devenir macroscopique si les conditions le permettent.
Enfin, le vieillissement et I’érosion du biofilm entrainent un stress ou des carences induisant

la dispersion de micro-organismes le constituant et le cycle de formation peut recommencer.

Attachment Growth Detachment 3

Figure 3. Cycle de vie du biofilm bactérien [4].

Parmi les facteurs de virulence, les facteurs bactériens d’acquisition du fer sont des
cibles thérapeutiques intéressantes dont 1’inhibition permet de limiter ’approvisionnement en

fer des pathogénes et dont 1’utilisation rend possible la vectorisation d’antibiotiques.

B. La nutrition bactérienne et les mécanismes d’acquisition du fer

1. Les besoins nutritifs bactériens

Afin de pouvoir survivre et croitre, les bactéries nécessitent une source énergétique qui
peut étre d’origine lumineuse ou chimique (phototrophie et de chimiotrophie). Les micro-
organismes phototrophes tirent leur énergie de la lumiere grace a des processus biochimiques
tels que la photosynthese. Les bactéries chimiotrophes, quant a elles, obtiennent leur énergie a
partir d’une source chimique d’origine minérale ou organique. Comme tous les étres vivants,
les micro-organismes ont également besoin d’eau. Cet élément, qui représente jusqu'a 90% de
la masse cellulaire, joue un réle fondamental en permettant la solubilisation et le transport

passif des nutriments.
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Enfin, plusieurs nutriments sont nécessaires au développement bactérien :
Une source de carbone

Les bactéries autotrophes parviennent a assimiler le dioxyde de carbone tandis que les

bactéries hétérotrophes nécessitent des substrats organiques.
Une source d’azote

Pour la majorité des bactéries, 1’azote peut étre absorbé sous forme inorganique (sels

d’ammonium, nitrates...) ou organique (acides aminés)
Des facteurs de croissance

Ce sont des composés tels que des bases puriques, des vitamines ou des acides gras qui sont

essentiels mais que la bactérie ne peut synthétiser.
Des éléments minéraux

Le soufre et le phosphore sont importants respectivement pour la synthése de la cystéine et
des acides nucléiques. Des ions tels que le sodium, le chlore, le potassium ou encore le
magnésium sont essentiels pour 1’équilibre physico-chimique de la bactérie. Enfin a de trés
faibles concentrations, le manganése, le molybdene, le calcium, le cobalt ou le fer
représentent des oligoéléments indispensables a la survie bactérienne. Le fer constitue un
micronutriment nécessaire a la survie de presque toutes les formes de vie connues. Dans les
conditions physiologiques, cet élément est présent sous deux formes liées a son état
d’oxydation: le fer ferreux, Fe(ll), et le fer ferrique, Fe(lll). Le potentiel oxydoreducteur du
couple Fe(1l)/Fe(l1l) (= 0,77 V [5]) rend le fer extrémement polyvalent lorsqu’il est incorporé
dans des protéines ou il joue le role de centre catalytique ou de transporteur d’électrons. Cet
élément est donc essentiel pour de nombreux processus biologiques tels que la photosynthése,

la respiration, le cycle de Krebs, le transport du dioxygene, la synthése de I’ADN...

Bien que le fer soit abondant dans la nature, il n’apparait pas principalement sous sa
forme ferreuse. Dans des conditions aérobies le fer est retrouvé sous sa forme ferrique, I’ion

Fe(ll) étant instable et pouvant conduire a la réaction de Fenton. Des ions ferriques et des
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espéces réactives de I’oxygéne peuvent alors étre créés, ces dernieres pouvant endommager

les macromolécules biologiques.

Fe¥* + .02 —» Fe+ O,

Fe’*+H,0, —— Fe**+HO +HO™  (Réaction de Fenton)

‘0, +H 0, ———— 0,+HO +HO (Réaction de Haber-Weiss)

Par ailleurs, a pH physiologique, les ions ferriques tendent a précipiter sous la forme
d’hydroxydes de Fe(IIl) insolubles. Du fait de sa haute réactivité et de sa toxicité, le fer est
séquestré/interné dans des protéines hoétes telles que les transferrines, les lactoferrines ou
encore les ferritines. La concentration en fer ferrique libre, environ égale & 10™® M, est alors
trop faible pour permettre la survie de micro-organismes. En effet, les micro-organismes ont

besoin d’une concentration en fer ferrique libre comprise entre 107 & 10° M.

Par conséquent, les bactéries ont développé des mécanismes pour acquérir le fer sous
forme libre ou liée. Les bactéries sont ainsi capables de métaboliser les protéines stockant le
fer de I’hote telles que les transferrines et lactoferrines et/ou de sécréter des molécules
possédant une haute affinité pour le fer ferrique, appelées sidérophores. Ces molécules
forment des complexes avec le fer qui transitent par un systéeme de transport bactérien

spécifique.

Ces voies d’acquisition du fer par la bactérie, qui intéressent depuis plusieurs années
I’équipe THERA du LG2A, ont éte identifiéces comme appropriées a I’internalisation de

nouveaux antibactériens [6-8]

Dans la suite de ce travail, nous nous intéresserons principalement aux bactéries a
Gram négatif. Aprés avoir décrit les différents systémes d’acquisition du fer par les bactéries,
nous étudierons les principales classes d’antibiotiques disponibles sur le marché et les
résistances développées par les bactéries pour contrer [’action de ces molécules

antimicrobiennes.
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2. Les systémes bactériens d’acquisition du fer

Différentes souches bactériennes, telles que E. coli et S. aureus, sont capables de se
développer dans des milieux aérobies mais également dans des milieux anaérobies. En
I’absence d’oxygene, le fer est majoritairement retrouvé sous sa forme ferreuse. Ainsi, selon
le milieu dans lequel évolue la bactérie et donc, selon le degré d’oxydation du fer, ce métal

sera assimilé differemment par les micro-organismes.

a. Acquisition du fer ferreux

Les bactéries se développant dans des milieux anaérobies ont a leur disposition du fer

essentiellement sous forme ferreux di a ’absence d’oxygéne.

Ces bactéries utilisent alors un systéme de transport localisé sur la membrane
cytoplasmique, appelé Feo qui a éte décrit pour la premiére fois chez les Enterobacteriaceae.
Le fer ferreux est d’abord absorbé par diffusion passive via une porine située sur la membrane
externe de la bactérie a Gram négatif. L’ion ferreux est ensuite pris en charge par la perméase
FeoB qui assure son transport actif vers le cytoplasme grace a ’hydrolyse du GTP stimulée
par FeoA. FeoA et FeoB font parti de ’opéron feo0ABC dont la transcription est régulée par
FeoC (Figure 4) [9].
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Figure 4. Absorption du fer ferreux par le systéeme Feo [10].

Cependant, lors d’une infection, les bactéries sont dans des conditions aérobies et les
ressources en fer sont alors limitées puisque ce métal est principalement sous forme ferrique.
Afin de pouvoir survivre, les bactéries ont mis au point des stratégies pour acquérir le fer sous

cette forme.

b. Acquisition du fer ferrique

Afin de satisfaire leurs besoins en fer, les bactéries a Gram négatif pathogenes ont
développé deux stratégies d’acquisition du fer ferrique de I’héte : i) via ’extraction du fer des
protéines de I’hote (transferrine, lactoferrine, ...), ii) via la biosynthése et la reconnaissance

de complexants du fer de faible poids moléculaire, appelées sidérophores.
Ces systémes d’acquisition impliquent : i) un récepteur spécifique situé sur la
membrane externe qui permet la reconnaissance de 1’ion fer complexé, ii) une protéine de

liaison périplasmique (PLP) et iii) un transporteur de type ABC situé sur la membrane

cytoplasmique (Figure 5). Les bactéries a Gram négatif ne possedent pas de gradient ionique
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ou d’ATP au niveau de leur membrane externe afin de fournir I’énergie nécessaire au
transport. Dans la majorité des cas, celle-ci est obtenue grace a la force proton motrice située
au niveau de la membrane cytoplasmique et dont 1’énergie est transportée jusqu'a la

membrane externe via trois protéines : TonB, ExbB, ExbD (Figure 5).

Source
de fer @

Récepteur
99909999999999.1 1909090999009
Membrane
T AO0006006006 600606006
OO¢ PO
) Protéine
Systeme de liaison
Périplasme ExbD-ExbB-TonB périplasmique
Membrane POSPD

POPIPPOPDP
cytoplasmique } %%g)
@

Transporteur ABC

Figure 5. Représentation schématique d’un récepteur TonB dépendant chez une bactérie & Gram
négatif [11].

Nous détaillerons maintenant les différents mécanismes permettant aux bactéries de

satisfaire leurs besoins en fer ferrique.

i. Assimilation du fer ferrique a partir de I’hémoglobine, la transferrine et la

lactoferrine

Pour les bactéries, la transferrine, la lactoferrine sont des sources ferriques de poids
moléculaire élevé. Elles ne peuvent passer les porines qui autorisent uniqguement la diffusion

de composés dont le poids moléculaire est inférieur a 600 daltons [12].
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A partir des hémophores

Le fer présent chez ’homme est essentiellement concentré dans deux protéines :
I’hémoglobine et la ferritine. Afin d’accéder a ce fer, les bactéries pathogenes sécrétent
couramment des exotoxines telles que les hémolysines, les cytolysines et des protéases
capables d’entrainer la lyse des cellules et le relargage de 1’héme. Par exemple, I’hémoglobine
protéase Hbp dégrade ’hémoglobine notamment présente dans les érythrocytes afin de libérer
I’héme. Deux mécanismes d’acquisition de I’héme ont été rapportés (en bleu, Figure 6). Le
premier implique I’intervention d’un récepteur TonB dépendant, d’une protéine de liaison
périplasmique et d’un transporteur ABC. L’héme, sous sa forme libre ou associée a des
protéines de 1’hote (hémoglobine, hémoglobine-haptoglobine, héme-albumine, heme-
hémopexine, myoglobine), est dégradé dans le cytoplasme par les hémes mono-oxygénases
pour en libérer le fer. Le second mécanisme implique I’utilisation d’hémophores, des
proteines bactériennes qui acquierent I’héme de I’environnement et le rapporte via un
transporteur TonB dépendant nommé HxuC [13]. De méme, une fois dans le cytoplasme

bactérien, I’héme est dégradé.

A partir de la transferrine et la lactoferrine :

Ces protéines permettent de séquestrer le fer présent dans 1’organisme de I’hote.
L’extraction du Fe(III) a partir de la transferrine et la lactoferrine s’effectue a la surface de la
membrane externe grace, respectivement, aux protéines membranaires TbpB/ThpA et
LbpB/LbpA (en rouge, Figure 6). Ces protéines sont supposées posseder de grandes boucles
qui se lient a la transferrine. Elles forcent ainsi la séparation des domaines avoisinant les sites
de liaison du fer pour le libérer. Une fois le fer transferé dans le périplasme, il est complexé
avec une protéine de liaison spécifique, FbpA et conduit vers la membrane cytoplasmique ou

il est internalisé via le transporteur membranaire FbpB/FbpC.

17



Transferrine

, Cytoplasme

Heme oxygenase

A
biliverdine , ¢ 4 po»

Figure 6. Absorption du fer ferrique par les bactéries a Gram négatif selon Krewulak et al.[14].
Acquisition de ce métal a partir de la transferrine (en rouge), de I’héme (en bleu) ou des
sidérophores (en vert). Toutes ces voies de transport actif du fer requiérent ’action d’un OMR,
d’une PLP et d’un transporteur membranaire de type ABC. Les bactéries ne possédent pas
obligatoirement ces trois voies d’acquisition du fer, mais elles en possédent majoritairement plus
d’une. Le transport au travers de la membrane externe nécessite I’action du complexe protéique

TonB-ExbB-ExbD.
ii. Assimilation du fer ferrique par la voie des sidérophores

Dans des conditions limitantes en fer, de nombreuses bactéries synthétisent des
chélateurs du fer de faible poids moléculaire, appelés sidérophores. A ce jour, plus de 500
structures de sidérophores ont été dénombrées. Toutefois, seules trois familles chimiques
chélatantes différentes sont principalement retrouvées : les hydroxamates, les acides a-
hydroxycarboxyliques et les catéchols (Figure 7). Ces groupements bidentates possédent deux
oxygenes impliqués dans la chélation de ’atome de fer. Le Fe(lll) préférant les spheres de

ligands hexacoordinés octahédrales, trois de ces groupements sont nécessaires pour une
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chélation optimale de cet ion. Le Fe(lll), étant un ion métallique dur, il préfere les ligands
durs tels que I'oxygéne. En revanche, le Fe(Il) préfére les coordinations tétrahédrales et les
ligands mous tels que 1’azote. Ceci explique en partie la spécificité plus importante des
sidérophores pour le Fe(l11) par rapport au Fe(ll).

Comme pour les précédentes molécules étudiées, le poids moléculaire des
sidérophores est souvent trop important pour qu’ils puissent diffuser au travers des porines.
Un systéme d’absorption spécifique a été développé et se caractérise par un récepteur

membranaire externe, une PLP et d’un transporteur ABC.
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Figure 7. Structure des groupements chélateurs du fer et exemples de sidérophores dans lesquels ils

apparaissent.

Les récepteurs de la membrane externe :

Une bactérie exprime différents récepteurs spécifiques sur sa membrane externe ce qui
lui permet de reconnaitre non seulement ses propres sidérophores (endogénes) mais également
des sidérophores qu’elle n’est pas en mesure de produire (exogene) via le récepteur spéecifique
de ce sidérophore. E. coli est ainsi capable de reconnaitre les sidérophores qu’elle

biosynthétise (entérobactine, 2,3-dihydroxybenzoylsérine (DBS), salmochéline) mais aussi de
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nombreux sidérophores exogénes tels que le ferrichrome, produit par des souches telles que
Aspergillus sp., ou Penicillium sp., I’acide rhodotorulique (AR) biosynthétisé notamment par
Rhodotorula pilimanae ou encore le coprogéne produit par Penicillium sp., grace aux
récepteurs FhuA et FhuE (Figure 8).

Sidérophores exogenes Sidérophores endogénes

Acide rhodotorulique Ferrichrome Fe-Citrate Fe-Entérobactine Fe-DBS
E.coli FhuE FhuA FeCA FepA Fiu

Complexe TonB Transporteur Transporteur Transporteur
hydroxamate citrate entérobactine

Figure 8. Représentation schématique des systemes de transport des complexes sidérophore-
Fe(ll1) chez E. coli. D’aprés Hider et al [15].

Bien que les séquences en acides aminés des récepteurs membranaires externes (OMR,
Outer Membrane Receptor) différent fortement, ils possedent des structures secondaires
similaires (Figure 9) : i) un domaine tonneau [ transmembranaire composé de 22 brins
formant un feuillet B antiparall¢le et un domaine N-terminal capable d’obstruer la lumiére du
tonneau afin d’exercer un contrdle et ne laisser passer que le(s) sidérophore(s) spécifique(s)
[14]. Ce « bouchon » est constitué d’un feuillet B composé de quatre brins. Il est maintenu en
place grace a de nombreuses liaisons hydrogenes (40 a 70) et a deux ponts salins extrémement

bien conservés (deux glutamates présents sur le tonneau B et deux arginines présentes sur le
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domaine N-terminal). Ce domaine comprend trois boucles A, B et C, qui sont impliquées dans
la liaison avec le sidérophore, et une boite TonB.

Les structures cristallines de plusieurs récepteurs aux sidérophores ont été élucidées :
FhuA (Ferrichrome) [16], FecA (Citrates) [17], FepA (Entérobactine) [18], FpvA
(pyoverdine) [19] ou encore FptA (pyochéline) [20]. Afin d’interagir au mieux avec leur
sidérophore, les récepteurs possédent des sites de liaisons adaptés : FhuA utilise des résidus
aromatiques pour se lier au ferrichrome [21,22] alors que FecA contient plusieurs arginines

capables de créer des liaisons ioniques avec le citrate-ferrique chargé négativement [17,23].

Le systeme TonB-ExbB-ExbD :

Le transport des complexes sidérophore-Fe(lll) au travers des récepteurs de la
membrane externe (OMR) requiert de 1’énergie. Cette énergie est fournie par le complexe
proteique TonB comprenant trois domaines : i) le domaine N-terminal qui interagit avec ExbB
et ExbD afin de coupler la force proton motrice a I’activité de TonB [24], ii) le domaine
central qui permet de former une extension de la protéine au travers du periplasme pouvant
atteindre 10 nm [25], iii) le domaine C-terminal qui interagit avec la partie N-terminale du
bouchon de ’OMR, appelée la boite TonB. Des études sur ce complexe protéique ont montré

que I’absence ou la mutation de TonB rend impossible le transport des sidérophores [26,27].

Les protéines de liaison périplasmiques :

Les PLPs présentent chez les bactéries a Gram négatif, assurent le transport actif de
substrat entre un OMR et un récepteur retrouvé sur la membrane cytoplasmique. L’une des
PLPs les plus étudiées est FhuD (Ferric hydroxamate uptake D), spécifique des sidérophores
hydroxamates [28]. Des études suggérent que TonB pourrait placer une PLP prés de ’OMR,

facilitant ainsi la liaison entre le complexe sidérophore-Fe(l1) et la PLP [29].

Les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) :

Une fois le complexe sidérophore-Fe(ll1) lié a la PLP, il est conduit a un transporteur
de type ABC qui permet & ce complexe d’accéder au cytoplasme. Quand la PLP s’amarre au
transporteur ABC, un changement de conformation se produit au niveau de la PLP. Ce
changement de conformation est transmis au transporteur ABC permettant la liaison avec une
molécule d’ATP. La PLP, ayant alors une plus faible affinité pour son substrat, le relache
dans le canal formé par le transporteur ABC. Lors de ’hydrolyse de I’ATP, un changement de

conformation de la protéine rapproche les deux motifs liant I’ATP, permettant le relargage du
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complexe sidérophore-Fe(111) dans le cytoplasme.

Modele proposé pour le transport des complexes sidérophore-Fe(III) :

Deux modeles sont actuellement proposés quant a la reconnaissance du complexe
sidérophore-Fe(IIT) par ’OMR. Le premier propose qu’une liaison entre un récepteur vide et
le complexe se forme, alors que le second affirme qu’un sidérophore libre de Fe(IIl) déja
présent dans ’OMR est substitué¢ par le complexe. Une fois le substrat Fer(ll1l)-sidérophore
fixé sur ’OMR, un changement de conformation du récepteur entraine le complexe
sidérophore-Fe(IIT) dans la lumiére du tonneau P. A la sortic de ’OMR, le complexe est
certainement pris en charge par la PLP placée a proximité par TonB. Le complexe
sidérophore-Fe(lI1)-PLP se dirige vers un transporteur de type ABC. L’hydrolyse d’une
molécule d’ATP permet alors le transport du complexe sidérophore-Fe(Ill) jusqu’au
cytoplasme. Afin de libérer le fer, deux mécanismes ont été mis en évidence : i) ’hydrolyse
du complexe et ii) la reduction du complexe catalysée par une réductase et en présence de
NADPH. L’affinité des sidérophore pour le Fe(ll) est largement inférieure a celle pour le
Fe(lll). Ce métal est ainsi libéré plus facilement et peu ensuite étre assimilé par des

apoproteines. Le sidérophore, quant a lui, peut étre excrété grace a des pompes a efflux.
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Figure 9. Modele de transport des sidérophores hydroxamates par le systeme FhuA-FhuD-
FhuBC,. D’aprés Braun et al [30].

Dans ce chapitre, nous venons de voir les mécanismes d’acquisition du fer par les
bactéries a Gram négatif. Le chapitre suivant établira le lien qui existe entre ces systemes

d’acquisition et le développement de nouvelles antibiothérapies.
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C. L’antibiothérapie : molécules actuelles

1. Découverte des antibiotiques

Depuis leur découverte dans le milieu du XX*™ siécle, les antibiotiques ont
révolutionné la médecine en permettant de lutter efficacement contre les maladies infectieuses
d’origine bactérienne. De nombreuses épidémies ont ainsi pu étre endiguées telles que la

Iépre, la peste ou encore la tuberculose.

Suite aux travaux de Louis Pasteur et de Robert Koch, la « théorie microbienne » est
validée a la fin du XIX®™ siécle. En 1900, Paul Ehrlich développe ’idée selon laquelle les
bactéries pathogenes peuvent étre éliminées sans blesser le corps humain. Ses travaux de
recherche s’orientent vers la synthése de molecules a pouvoir antibactérien et, en 1908, il
découvre le Salvarsan qui se révéle tres efficace pour lutter contre la syphilis [31]. Les

premiers agents antibactériens sont ainsi issus de la synthése organique.

Il faudra toutefois attendre la découverte de la pénicilline pour entrer dans 1’ére des
antibiotiques et bouleverser la médecine [32]. En 1942, la pénicilline G est introduite,
quatorze ans apres sa découverte (Figures 10, 11). Rapidement, cette forme intraveineuse est
remplacee par une forme orale, la pénicilline V. De nombreux composés naturels possédant
un pouvoir bactéricide sont découverts durant cette période. Les tétracyclines, produites par
des souches Streptomyces commencent a étre commercialisées a la fin des années 1940. En
interagissant avec la sous-unité ribosomale 30S, les tétracyclines inhibent la traduction des
ARN, en protéines. Puis les aminoglycosides apparaissent au début des années 1950. La
gentamycine et la streptomycine, produites respectivement, par Micromonospora purpurea et
par Streptomyces griseus, en sont les premiers représentants. Ces composés agissent
également sur la synthése protéique bactérienne en perturbant la fiabilité de la traduction des
ARN,,. Cette découverte de nouveaux antibiotiques se poursuit pendant cette période avec les
macrolides, tels que 1’érythromycine synthétisée par Saccharopolyspora erythraea, les
rifamycines et les glycopeptides tels que la vancomycine. Une grande partie des antibiotiques
découverts sont d’origine naturelle. Cependant, une classe particuliére d’antibiotiques, les
quinolones, apparait au début des années 1960. Ces molécules, dérivées de I’acide
nalidixique, sont issues de la synthése organique. Elles sont tres efficaces mais possedent une

toxicité élevée pour ’Homme.
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Figure 10. Structure des premiers antibiotiques découverts: Rifampicine, Erythromycine,
Pénicilline G, Acide nalidixique, Gentamycine, Vancomycine, Streptomycine et Tétracycline.

L’utilisation de ces antibiotiques entraine inevitablement I’apparition de bactéries
résistantes aprés quelques années d’utilisation. Dés les années 1960, ces phénomeénes de
résistance sont répertoriés. Ainsi des résistances respectivement a la tétracycline, aux
pénicillines ou encore a I’érythromycine sont observées pour des souches du genre Shigella,
Pneumococcus, ou Streptococcus (Figure 11). Suite a I’apparition de ces phénomenes de
résistance, de nouvelles molécules sont apparues afin de restaurer ’activité des premiers

antibiotiques découverts et de réduire la toxicité observée.
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Figure 11. Découverte des différents antibiotiques et apparition des résistances [33] (*: pour les
structures, cf Figures 10 et 12).
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Alors qu’aucune famille d’antibiotique n’apparait pendant 40 ans, les résistances
bactériennes n’ont cessé de croitre. Les bactéries ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter) représentent aujourd’hui une sérieuse menace pour la santé

publique.

En 2000, une nouvelle classe d’antibiotiques fait toutefois son apparition. Il s’agit des
oxazodilinones représentes par le linézolide. Ce composé permet de traiter efficacement une
large gamme de bactéries @ Gram positif et notamment les S. aureus résistants a la
méthicilline et les enterococci résistants a la vancomycine. La daptomycine est également
commercialisée en tant que lipopeptide antibiotique. Plus récemment, deux antituberculeux
ont fait leur apparition, la bédaquiline et le délamanide [34,35]. lls sont actifs contre les
formes latentes de M. tuberculosis et ont permis ainsi de réduire la durée de traitement

extrémement longue pour cette pathologie, particulierement pour les souches résistantes.

Les antibiotiques peuvent agir difféeremment, soit en bloquant la croissance
bactérienne (antibiotique bactériostatique) soit en détruisant ces micro-organismes
(antibiotiques bactéricides). Aujourd’hui, plus de cent antibiotiques sont répertoriés par la
pharmacopée européenne. Pour la plupart, ils sont classés, en fonction du mode d’action de la

molécule, en trois grandes categories :
- les inhibiteurs de la synthese de peptidoglycane (B-lactames...)
- les inhibiteurs de la synthése protéique (macrolides, tétracyclines...)

- les inhibiteurs de la transcription ou de la réplication de I’ADN (quinolones,

ansamycines, sulfonamides)
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Figure 12. Structure de quelques exemples d’antibiotiques : Ceftaroline, Ceftazidime,
Bédaquiline, Daptomycine.

Dans le chapitre suivant, nous developperons les mécanismes d’action de deux classes
d’antibiotiques, les p-lactames et les fluoroquinolones, qui nous intéressent particuliérement.
En effet, nous souhaitons greffer des représentants de ces deux familles d’antibiotiques a des
analogues de sidérophores obtenus au cours de cette these, afin de combattre les résistances

bactériennes.

2. B-lactames : cibles et mécanisme d’action

a. Cible des p-lactames : la synthése du peptidoglycane

La paroi est une structure essentielle pour la bactérie. Le peptidoglycane qui entre dans
sa composition est un hétéropolymére qui lui confére sa rigidité en formant un réseau
hautement réticulé. Ce polymeére est composé d’une chaine linéaire glycane alternant une
unité N-acétylglucosamine et une unité d’acide N-acétylmuramique reliées a une chaine

pentapeptidique.
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La biosynthése du peptidoglycane implique une trentaine d’enzymes bactériennes et
comprend trois étapes principales détaillée a la Figure 13.
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Figure 13. Synthése du peptidoglycane [36].

La premiere étape, cytoplasmique, consiste en la synthése des précurseurs
nucléosidiques, 1’UDP-N-acétylmuramyl-pentapeptide (UDP-MurNAc-pentapeptide) et
I’UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GlcNAc). L’UDP-MurNAc est obtenu enzymatiquement a

partir de la glucosamine, puis le pentapeptide est assemblé a cette unité.

La deuxieme étape, membranaire, réside en la condensation de 1I’UDP-N-acétyl
muramyl-pentapeptide avec I’'UDP-N-acétyl glucosamine. Le précurseur UDP-MurNAc se lie
a un transporteur lipidique, I’'undécaprényl pyrophosphate. Une premiére réaction permet de
former le disaccharide puis, un pont interpeptidique est greffé sur le troisieme acide aminé du
pentapeptide. Enfin 'unité formée est transférée vers le périplasme et le transporteur est

régenéré.

La derniere étape, parietale, permet I’allongement des chaines de peptidoglycane déja

présentes. Les penicillin-binding proteins (PBPs) catalysent les réactions de transpeptidation
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et de transglycosylation qui conduisent a la réticulation du polymére. La glycine en position
terminale du pont interpeptidique est liée & la D-alanine 4°™ position sur le pentapeptide L-
Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala, relargant le 5°™ acide aminé de cette chaine.

b. p-lactames : mécanisme d’action

Les B-lactamines appartiennent a une grande classe d’antibiotiques comprenant de
nombreux dérivés tels que les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames ou encore
les carbapénemes. Tous possédent un cycle azétidin-2-one, appelé B-lactame et qui joue un

role primordial dans I’activité de ces molécules (Figure 14).

H H H
R R\”/N X R\”/N X R\”/N X
(0] 0] B (@) (0)
COOH COOH COOH
Monobactame X = C Carbapéname X = C Carbapéneme X = C Carbacépheme
X = O Oxapéname X = O Oxapénéme X = O Oxacépheme
X =8 Péname X =S Pénéme X = S Céphalosporine

Figure 14. Structure des différentes classes de B-lactames.

L’un des exemples particulierement aboutis en mesure de conception d’antibiotiques
est celui des céphalosporines. Cette classe d’antibiotiques est la seconde famille découverte
parmi les B-lactames et se distingue des peénicillines par le remplacement du cycle thiazolidine
par un cycle dihydrothiazine. Les premieres molécules découvertes et commercialisées
possédaient une faible activité contre les bactéries Gram négatif telles que Pseudomonas sp.
ou Acinetobacter sp. Une seconde génération de molécules, issues de 1’hémisynthese, a alors
¢été développée et a permis d’élargir 1égérement le spectre d’activité sur les bactéries a Gram
négatif. Puis, une troisieme génération a vu le jour, particulierement active contre les bactéries
a Gram négatif résistantes, avec par exemple, la ceftazidime (Figure 12). En plus de posséder
une bonne résistance vis-a-vis des béta-lactamases, ces antibiotiques ont d’excellentes
propriétés pharmacocinétiques, leur permettant de pénétrer le systéme nerveux central. La
ceftaroline, une des derniéres céphalosporines, commercialisée en France en 2012, est
remarquable pour son activité contre les souches S. aureus résistantes a la méticilline et les

bactéries Gram positif. Elle conserve l'activité des céphalosporines des générations
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précédentes en posseédant un large spectre contre les bactéries Gram négatif. Au total, plus de
cinquante molécules appartenant a cette classe ont été développées et certaines sont encore
couramment utilisées telles que la ceftazidime. Les carbapéneémes et notamment 1’imipénéme

ont également apporté des solutions efficaces pour lutter contre les bactéries Gram négatif.

Les B-lactames possedent un pouvoir bactéricide en inhibant les PBPs, impliquées
dans la réticulation du peptidoglycane. L’intégrité de cette structure rigide est essentielle pour
que la cellule conserve une stabilité osmotique et soit protégée du milieu hostile dans lequel
elle évolue. Le cycle B-lactame, présent dans les molécules de cette famille, possede une
similarité stérique avec le motif D-alaninyl-D-alanine situé a I’extrémité du pentapeptide L-
Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala impliqué dans la derniére étape de la synthese du
peptidoglycane (Figures 13 et 15).

OH OH
//,,‘(go \\\\:\* ‘/go
0) NH O._LN
1 ®
HN HN
R @] R/go

D-alaninyl-D-alanine Péname

Figure 15. Analogie structurale entre un péname et le dipeptide D-alaninyl-D-alanine impliqué
dans la derniére étape de la synthese du peptidoglycane.

Les PBPs utilisent de ce fait I’antibiotique PB-lactamique comme substrat suicide,
entrainant la formation d’un complexe stable qui I’inactive de facon permanente (Figure 16).
En effet, la sérine présente dans le site actif de ces PBPs ouvre le cycle -lactame présent sur
I’antibiotique par addition nucléophile créant ainsi une liaison covalente entre ces deux
molécules. La synthese de la paroi bactérienne ainsi ralentie, voire stoppée, induit la

dégradation progressive du peptidoglycane allant jusqu’a la lyse de la cellule.

31


https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_n%C3%A9gatif

A)

Chaine

Chaine i idi
ai Ch Peptidique
Peptidique Pepﬁzlzleue 2
2—D-Alaft;/u:a-cozﬂ g—o-Alaf—\ N
r | ®
G ?\‘ o
Transpeptidase
Chaine
B) Bloqué Peptidique

i
S s me [R-C—NH

H
~
HN

S Me

R o g
) H®..: ~ Me
. o ? CO,H

Figure 16. A) Rdle de la PBP dans la biosynthése du peptidoglycane ; B) Mécanisme d’inhibition des

PBPs par les B-lactames.

3. Quinolones : cibles et mécanisme d’action

a. Cible des quinolones : gyrase et topoisomérase 1V

La réplication de I’ADN, sa transcription en ARN et la division cellulaire nécessitent
la régulation de la densité chromosomique. Les topoisomérases de type Il possédent la
capacité d’altérer la topologie du matériel génétique en passant un fragment de double hélice
a travers la fracture provisoire d’un second segment d’ADN double brin. Les bactéries
possedent généralement deux enzymes appartenant a cette classe: la gyrase et la
topoisomérase IV. La premiére posséde la propriété inhabituelle d’induire un surenroulement
négatif de ’ADN en amont de la fourche de réplication. Cela facilite la réplication future de
I’ADN car ce surenroulement négatif neutralisera le surenroulement positif induit lors de
I’ouverture de la double hélice. Elle joue également un rdle essentiel dans la recombinaison,

la transcription et le maintien de la densité chromosomique.

La figure ci-dessous (Figure 17) représente le mécanisme d’action de la gyrase. Deux

protomeéres GyrA (violet) et deux protomére GyrB (orange) forment cette enzyme. Dans un
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premier temps, la gyrase se lie au segment G (en bleu) au niveau de son site actif (1). Le
domaine C-terminal d’une unité GyrA (cercle violet) permet de former une boucle avec un
surenroulement positif entre le segment G et le segment T (en rouge) (2). En se liant aux sous-
unités GyrB, les molécules d’ATP induisent un changement de configuration, ouvrant le
segment G et faisant passer le segment T au travers de I’ouverture formée (3). L’hydrolyse de

I’ATP et la libération du segment T permettent d’induire deux surenroulements négatifs (4-6).

neeud positif

X

Surenroulement
négatif

2 ADP + 2P,

Figure 17. Induction d’un surenroulement négatif de I’ADN par la gyrase [37].

La topoisomérase 1V, quant a elle, joue un role essentiel dans la ségrégation des
chromosomes fréres intriqués. En effet cette enzyme catalyse principalement les réactions
intermoléculaires de caténation/décaténation.

b. Les quinolones : mécanisme d’action

Les quinolones sont une famille de composés synthétiques particulierement actifs

contre les bactéries a Gram négatif (Figure 18). Les quinolones connaissent une évolution
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visant a limiter leur toxicité tout en élargissant leur spectre d’activité. Les fluoroquinolones de
quatrieme génération, de par leur action sur la gyrase et la topoisomérase 1V, parviennent a
limiter ’apparition de résistances. La levofloxacine est aujourd’hui un antibiotique
incontournable possédant une excellente activité contre de nombreuses souches résistantes
telles que Staphylococcus aureus ou Mycobacterium tuberculosis. Toutefois, de nombreux
effets secondaires accompagnent la prise de ces dérivés et leur prescription est notamment

contre-indiquée pour les enfants.

Fluméquine Ciprofloxacine Lévofloxacine Moxifloxacine

1ére génération 28me génération 38me ganération 48me génération

Figure 18. Exemples de structure de fluoroquinolones.

Le pouvoir bactéricide des quinolones est dépendant de la stabilité du complexe
qu’elles forment avec les topoisomérases de type II et I’ADN clivé. Des études tendent a
prouver que la fracture du double brin s’effectue une fois que I’antibiotique s’est lié a
I’enzyme. Les quinolones posseédent ainsi le pouvoir de générer des fractures du double brin
qui sont piégées par les topoisomérases, compromettant alors 1’activité de ces enzymes. Le
complexe quinolone-topoisomérase-ADN stoppe la réplication au niveau des fourches de
réplication, entrainant I’arrét de la synthése d’ADN, provoquant un effet bactériostatique et

pouvant conduire a la mort cellulaire.

L’apparition de fractures doubles brins dans I’ADN de la bactérie induit la mise en
application du systeme de réparation SOS. Des enzymes de réparation de I’ADN sont alors
activées. Il a été demontré qu’empécher ’activation de ce systéme de survie augmente les

propriétés bactéricides des quinolones [38].
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D’autres études ont démontré I’importance de la synthese protéique lors de ces
traitements. En effet, lors d’un cotraitement quinolone-chloramphénicol, I’activité bactéricide
des quinolones les moins puissantes est inhibée [39]. Il semblerait donc qu’il y ait une relation
entre la formation des complexes quinolone-topoisomérase-ADN et la réponse bactérienne
(via ’expression, induite par le stress, de protéines) concernant les propriétés bactéricides des

quinolones.

Ces enzymes sont ciblées par les quinolones. La ciprofloxacine, qui appartient a cette
famille d’antibiotiques, est la plus active et possede le spectre d’activité le plus large parmi les
antibactériens actuellement utilisés en clinique. Ces molécules agissent en augmentant le
nombre de complexes covalents enzyme-ADN clivé. Bien que nécessaire, cette étape doit étre
transitoire. Les quinolones empoisonnent les topoisomérases de type Il en les transformant en
toxines qui créent des ruptures du double brin d’ADN dans le génome bactérien. D’autre part,
ces enzymes inhibent 1’activité catalytique des topoisomérases de type II. Ainsi, les cellules

bactériennes sont privées des fonctions cruciales réalisées par ces enzymes omniprésentes.

Cette famille de composés possede des candidats extrémement efficaces pour lutter
contre les bactéries a Gram négatif. Toutefois, leur toxicité vis-a-vis de 'Homme et les

phénomenes de resistances de plus en plus présents tendent a limiter leur utilisation.

Comme nous 1’avons vu précédemment, des souches résistantes sont rapidement
apparues apres la commercialisation des antibiotiques. Comprendre ces phénoménes est
essentiel afin de pouvoir les limiter et de proposer de nouvelles antibiothérapies toujours plus

efficaces.

D. Les résistances bactériennes

Il existe deux grandes catégories de résistances nommées intrinseques et acquises. Les
résistances intrinseques comprennent les caractéres que possedent toutes les souches d’une
méme espece pour résister aux antibiotiques. La présence d’une membrane peu perméable
chez les bactéries a Gram négatif telles que Acinetobacter baumanii et Pseudomonas
aeruginosa, ou la présence de pompes a efflux constitutives en sont des exemples. Ce type de

résistance est transmis verticalement, c'est-a-dire aux descendants issus de 1’espéce.

Les résistances acquises sont le résultat d’une mutation ou de l’incorporation de
matériel génétiqgue (plasmide, transposon, intégron etc) permettant de tolérer des

concentrations en antibiotique plus élevées que celles inhibant les souches sensibles. Seul
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certains individus de 1’espéce possédent ou acquierent ces caractéristiques. Sa diffusion se fait
de maniere latérale, c'est-a-dire que la résistance se propage dans le monde bactérien et n’est

pas nécessairement transmise a la descendance.
Les mécanismes de résistance acquise peuvent étre classés en trois catégories :
- la mutation et protection des cibles de I’antibiotique,
- la modification/dégradation de 1’antibiotique,

- la limitation de la concentration intracellulaire en antibiotique.

1. Mutation des cibles

L’action des antibiotiques est étroitement liée a la haute affinité qu’ils possedent pour
leur cible. Suite a une modification particuliére de la structure de la cible, I’interaction de
I’antibiotique est ainsi réduite confiant a la bactérie une résistance a I’antibiotique. Les
souches pathogénes qui posséderont cette mutation seront sélectionnées car celles non mutees

seront éliminées sous I’action de I’antibiotique.

Par exemple, Neisseria gonorrhoeae possede quatre PBPs, nommées PBP 1, 2, 3, et 4.
Seules les deux premiéres sont essentielles a la survie de cette bactérie et sont
particulierement ciblées par les antibiotiques de type pénicilline. Les souches résistantes de
cette espece possedent le géne penA qui code pour des formes modifiées de PBP 2. La
cinétique d’action de I’antibiotique sur ces protéines est réduite d’un facteur 10, en
comparaison avec les souches sauvages. De méme, le géne ponA induit la formation de PBP 1
modifiées, moins sensibles aux pB-lactames. Ce géne ne change qu’un seul acide aminé dans la
séquence primaire mais contribue a réduire la cinétique d’action de I’antibiotique d’un facteur

quatre.

Ces souches sont capables d’effectuer des transgénéses et des recombinaisons
homologues, conduisant a la dissemination de la résistance et contribuant a 1’émergence de
souches hautement résistantes aux [B-lactames. La résistance aux fluoroquinolones suit un
processus similaire. Les genes codant pour les sous-unités de la gyrase ou celles de la
topoisomérase IV peuvent étre mutés sans modifier ’action de cette protéine. L’affinité des
molécules thérapeutiques pour ces molécules est ainsi diminuée, ce qui entraine une baisse de

I’activité de I’antibiotique.

36



Les bactéries peuvent également diminuer I’affinité des antibiotiques pour leurs
enzymes en effectuant des modifications post-traductionnelles. Les genes codant pour les
protéines cibles ne sont pas mutés, mais les protéines une fois synthétisées pourront étre
ensuite méthylées afin de diminuer I’affinité des antibiotiques pour ces enzymes. Par
exemple, ce mécanisme de méthylation est tres fréquent chez les bactéries résistantes aux
macrolides. Une méthylase (gene erm) permet une méthylation de la protéine, modifiant le
site ou se fixent ces antibiotiques. Les génes codant pour ces enzymes permettant ces
modifications post-traductionnelles sont souvent retrouvés sur des plasmides, induisant une

large dissémination de la résistance au travers de la population bactérienne.

D’autres mécanismes de résistance aux antibiotiques existent. Certaines souches
résistantes aux quinolones synthétisent une protéine codée par le géne gnr. Cette molécule
interagit avec les gyrases et les topoisomérases IV complexées avec I’antibiotique, permettant

la dissociation du complexe. L’activité de ces enzymes est ainsi rétablie

2. Modification/dégradation de I’antibiotique

Certaines bacteries ont développé la capacité de dégrader I’antibiotique. L’exemple
des B-lactamases est certainement le plus connu, mais ils existent bien d’autres enzymes
capables de dégrader différents antibiotiques, tels que les aminoglycosides ou les macrolides.
Certaines enzymes ne peuvent dégrader que quelques antibiotiques appartenant a une méme
classe. Par exemple, parmi les p-lactames, les pénicillines, les carbapénemes et les
céphalosporines ne seront pas dégradées par les mémes enzymes. Néanmoins la présence de

B-lactamases a large spectre chez les souches résistantes est de plus en plus courante.

D’autres stratégies ont été développées par les bactéries afin d’inhiber 1’action des
antibiotiques. La présence d’enzyme catalysant I’ajout d’un groupement chimique sur
I’antibiotique tel qu’un groupement acyle, phosphate, nucléotidyle ou encore ribosyle en est
un exemple [40]. Cet ajout permet de limiter la fixation de la molécule thérapeutique sur sa
cible, et donc de limiter son action. Les aminoglycosides qui possédent de nombreuses
fonctions alcools et amines sont particulierement concernés. Il existe trois grandes classes
d’enzymes modifiant cet antibiotique : les acyltransférases, les phosphotransférases et les
nucléotidyltransférases. Ces enzymes sont toutes trois capables d’interagir avec les
aminoglycosides car leur site actif imite le site de fixation du ribosome sur lequel agissent les

antibiotiques.

37



3. Limitation de la concentration intracellulaire en antibiotique

L’efficacité d’un antibiotique est fortement liée a sa concentration intracellulaire. Les
bactéries ont donc développé deux mécanismes afin de limiter ’action de ces molécules.
D’une part, les micro-organismes sont capables de réduire leur perméabilité membranaire et
d’autre part, ’expression de pompes a efflux leur permet de réduire la concentration

cytoplasmique en antibiotique.

a. Réduction de la perméabilité membranaire

En comparaison avec les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram négatif sont
intrinsequement moins perméables aux antibiotiques, leur membrane externe formant une
veritable barriére. Les antibiotiques hydrophiles parviennent a traverser cette membrane en
diffusant au travers de porines. La diminution du nombre de porines ou leur mutation permet
a ces bactéries de réduire la perméabilité membranaire et ainsi de limiter la diffusion des

antibiotiques.

b. Amélioration des systemes d’efflux

Les pompes a efflux peuvent extraire un substrat spécifique ou une large gamme de
molécules comprenant les composés bactéricides. Ces dernieres sont souvent retrouvees chez
les bactéries résistantes [41]. En effet, les pompes a efflux bactériennes permettent de
transporter de maniére active de nombreux antibiotiques du milieu intérieur vers le milieu
extérieur. De ce fait, la concentration cytoplasmique en antibiotique diminue et les pathogénes

parviennent a survivre [42].

Cing grandes familles de pompes a efflux actif ont été répertoriées chez les bactéries :
MF (Major Facilitator), MATE (MultiDrug and Toxic Efflux), RND (resistance-nodulation-
resistance), SMR (Small Multidrug Resistance), et ABC (ATP Binding Cassette) [43]. Les
pompes a efflux MF et RND sont les plus abondantes. La famille MF possede un spectre
d’activité étroit (généralement limité a une ou deux classes d’antibiotiques). Elle est retrouvée
a la fois chez les bactéries a Gram négatif et positif. En revanche, la famille de pompes a

efflux RND est essentiellement présente chez les bactéries a Gram négatif. Elle est capable de
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reconnaitre de nombreuses classes d’antibiotiques, des composes antiseptiques, des colorants

ou encore des détergents [44].

Il a été démontré que tous les génomes bactériens contiennent différentes pompes a
efflux mais les genes codant pour les pompes a efflux peuvent également étre retrouvés dans
des plasmides [43]. Dans la plupart des cas, ces génes font partie d’un opéron comprenant un
géne de régulation de I’expression. Chez E. coli, la surexpression de acrAB confere a cette
bactérie une résistance pour certains antibiotiques [45]. Il est maintenant communément
admis que I’expression de pompes a efflux est une premiere étape vers la résistance aux

antibiotiques [46].

Ces systemes d’efflux sont plus régulicrement responsables des phénomenes de
résistances chez les bactéries a Gram négatif que chez les bactéries a Gram positif. Dans la
famille des Enterobacteriaceae, les pompes RND sont les plus exprimées et conferent
différents types de resistance: i) une résistance croisée pour une classe d’antibiotiques, ii) une
résistance inhérente pour certains agents spécifiques, iii) une résistance non spécifique

acquise par la surexpression des pompes a efflux.

De nombreuses stratégies sont actuellement étudiées afin de combattre les résistances
bactériennes. Certaines antibiothérapies se révelent parfois inefficaces contre les micro-
organismes formant des biofilms. Les pathogénes présents dans ces structures, en secrétant
une matrice extracellulaire polymérique, parviennent en effet a limiter la diffusion des

antibiotiques.

Enfin, un autre défi pour les antibiothérapies réside dans le traitement de pathogenes
intracellulaires. Certaines souches telles que Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis, ou encore Plasmodium falciparum parviennent a survivre dans les cellules
humaines, rendant I’infection latente ou récurrente. Cette capacité leur fournit une excellente
protection vis-a-vis des défenses de 1’hote et des antibiotiques. En effet, certaines familles
d’antibiotiques, telles que les B-lactames et les aminoglycosides, ne parviennent pas a pénétrer
les cellules humaines du fait de leur caractére hautement hydrophile. Ainsi, la concentration
en antibiotique intracellulaire est souvent trop faible pour posséder un effet bactéricide. 1l
résulte de ce phénomene une augmentation des résistances qui ne peut étre solutionnée que

par de fortes concentrations en antibiotique, qui se réveleraient trop toxique pour 1’hote.
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L’utilisation de nouvelles générations d’antibiotiques, de nouvelles substances
naturelles possédant des propriétés bactéricides, de thérapies combinées ou encore la
vectorisation de composés antibactériens sont des approches largement étudiées dans ce
domaine. Mais, en dépit des besoins urgents, la découverte de nouvelles antibiothérapies et la
conception de nouveaux agents bactéricides progressent lentement [47]. De plus, parmi les
molécules en essais cliniques, une grande majorité n’est efficace que contre les bactéries a

Gram positif.
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II.  Nouvelles avancées en antibiothérapie : molécules en essais
cliniques et utilisation des systémes d’acquisition du fer comme

cible thérapeutique

A. Antibiotiques en essais cliniques

Pour combattre plus efficacement les résistances bactériennes, la recherche de

nouvelles antibiothérapies est nécessaire. Nous retrouvons comme antibiotiques actuellement

en essais cliniques, quelques produits naturels (1’acide tannique, la novobiocine, le gallate

d’épigallocatéchine et le sesquiterpéne) et des molécules appartenant aux classes

d’antibiotiques telles que les néoglycosides, les fluoroquinolones, les tétracyclines ou encore

les macrolides. Les principaux antibiotiques actuellement en essais cliniques, et actifs contre

les bacteries a Gram négatif, sont des fluoroquinolones et des tétracyclines (Tableaux la et b).

Ces molécules sont développeées afin de lutter plus efficacement contre les souches résistantes.

Tableau 1a. Molécules synthétiques actuellement en essais cliniques.

Classe
d’antibiotiques

Nouvel agent
antibactérien

Mécanisme
d’action

Avantages

Phase/
AMM

Neoglycoside

Fluoroquinolone

Tétracycline

Pleuromutiline

Macrolide

Plazomycine

Delafloxacine

Finafloxacine

Nemonoxacine

Omadacycline

Eeavacycline

Lefamuline

Cethromycine

Inhibiteur de la
synthese
protéique

Inhibiteur de la
gyrase

Inhibiteur des
topoisomérases
de type Il

Inhibiteur de la
topoisomérase
v

Inhibiteur de la
synthése
protéique

Inhibiteur de la
synthése
protéique

Inhibiteur de la
synthése
protéique

Inhibiteur de la
synthése
protéique

Résistance a I’inhibition enzymatique
Actif contre les souches hospitalieres
résistantes

Efficace pour lutter contre les souches
résistantes aux quinolones

Efficace conte Helicobacter pylori
Activité accrue a pH acide

Large spectre d’activité, notamment
contre les souches résistantes a la
vancomycine

Actif contre les Enterobacteriaceae
produisant des p-lactamases a large
spectre.

Large spectre d’activité contre les
bactéries a Gram négatif

Innocuité et bonne tolérance

Fiable pour traiter les infections
respiratoires

Juin
2017

Dec.
2014
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Tableau 1b. Molécules naturelles actuellement en essais cliniques.

Produit naturel Famille Meécanisme d’action Spectre d’activité

Gallate d’épigallocatéchine Catéchines Rupture de la membrane Gram positif et Gram négatif
et perte d’ATP

Acide tannique Tannins Inactivation des Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
adhésines microbiennes  Listeria monocytogenes, Salmonella
et des protéines de enterica, Campylobacter jejuni

transport de la
membrane externe

Novobiocine Coumarines Inhibiteur de la gyrase  Corinebacterium diphtheria,
Staphylococcus aureus, Streptomyces
pneumoniae, Streptomyces pyogenes,
Haemophillus influenzae, Neisseria
meningitidis,Pasteurella

Sesquiterpéne Terpénoides Rupture de la membrane Mycobacterium tuberculosis

Les combinaisons theérapeutiques ont également été largement étudiées pour des
infections qui impliquent des bactéries particuliérement virulentes pour 'Homme. Ces
stratégies sont régulierement utilisées lorsqu’une thérapie avec un seul antibiotique se révele
inadaptée de par sa toxicité et/ou son inefficacité. Les combinaisons thérapeutiques possedent
de nombreux avantages justifiant leur utilisation : i) un effet synergique entre les antibiotiques
permettant de lutter efficacement contre les bactéries résistantes, ii) une limitation de
I’apparition de résistances, iii) une activité bactéricide élevée y compris contre les micro-
organismes associés sous forme de biofilm, iv) une pénétration des tissus et des cellules
accrue, V) une réduction de la production d’enzymes et de toxines [48]. Ainsi, la combinaison
quinupristine/dalfopristine [49] montre un effet synergique entre ces deux antibiotiques et est

utilisée pour traiter des infections dues au genre Enterococcus résistant a la vancomycine.

L’efficacité des antibiotiques peut également étre améliorée en utilisant des techniques
de vectorisation. Appliquée a un antibiotique seul ou en combinaison, la vectorisation permet
de contourner les phénomeénes de résistances. Un systeme idéal de vectorisation doit étre
capable d’internaliser spécifiquement 1’agent thérapeutique au sein du pathogene sans étre
reconnu par les cellules des tissus de I’hote. La vectorisation peut se faire par la mise en place
d’une formulation spécifique de I’antibiotique (encapsulation dans des liposomes) [50] ou par
I'utilisation d’un systéme de transport spécifique du pathogéne visé et impliqué dans la

virulence de I’infection.

Dans ce contexte, la voie des sidérophores est de plus en plus étudiée. En utilisant la

stratégie du « Cheval de Troie », des antibiotiques incapables de traverser la paroi bactérienne
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peuvent alors étre couplés de facon covalente aux sidérophores ou a des analogues. Le
pathogéne, en reconnaissant les complexes sidérophore-Fe(lll), absorbera également
I’antibiotique (B-lactame, fluoroquinolone,...) lié au sidérophore (Figure 19B). L’ antibiotique
pourra étre vectorisé dans le périplasme ou dans le cytoplasme bactérien en fonction de la
nature du sidérophore et la souche ciblée. Cette approche peut ainsi permettre de véhiculer des
antibiotiques nouveaux mais également de « recycler » d’anciens antibiotiques moins utilisés
a cause des résistances. Elle peut également i) donner une nouvelle vie aux antibiotiques
sujets aux probléemes de perméabilité membranaire (antibiotiques actifs contre les bactéries a
Gram positif mais pas contre les bactéries a Gram négatif), ii) réduire les chances de
résistances dues a un défaut de concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’antibiotique, et

iii) de limiter la toxicité de certains antibiotiques.

La stratégie du « Cheval de Troie » permet aussi de réduire la toxicité de métaux aux
propriétés antibactériennes comme le gallium (Figure 19C). En effet, d’un point de vue
atomistique le Ga(lll) et le Fe(l1l) présentent la méme charge, une configuration électronique
similaire et un rayon ionique voisin. Ainsi, ces deux ions présentent des modeles de chélation
identiques. Les organismes vivants ne pouvant pas différencier ces complexes, le complexe
sidérophore-Ga(lll) serait donc reconnu de la méme maniere que le complexe sidérophore-
Fe(l11). Mais, contrairement au Fe(ll1), le Ga(lll) n’est pas réduit par les systémes biologiques
[51]. Il semble alors que le gallium puisse interférer avec les voies bactériennes de
signalisation du fer et diminuer le transport de ce nutriment, induisant ainsi une inhibition de

la croissance [52,53].
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Figure 19. Représentation d’une bactérie a Gram-négatif. A. Représentation schématique du
systéme d’acquisition du fer via les sidérophores. B. Représentation schématique de la stratégie
thérapeutique utilisant des conjugués sidérophore-antibiotiques. C. Représentation schématique de la

stratégie thérapeutique utilisant des complexes sidérophore-Ga(lll).

Afin de lutter contre les bactéries, les antibiotiques ciblent généralement les voies
métaboliques essentielles a la survie de la bactérie telles que la synthese de la paroi ou la
réplication/transcription. Cependant, des stratégies se focalisant sur les facteurs de virulence,
en les utilisant ou en les inhibant, apparaissent aujourd’hui comme d’excellentes alternatives
pour contourner les problemes de résistance. Deux types de molécules sont particuliérement

étudiées : les conjugués sidérophore-antibiotique et les complexes sidérophore-Ga(lll).
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B. Les systéemes d’acquisition du fer comme cible thérapeutique

1. Les conjugués sidérophore-antibiotique

La stratégie du « cheval de Troie » a d’abord été observée chez des bactéries a Gram
positif et négatif produisant des conjugués sidérophore-antibiotique naturels, les
sidéromycines, impliqués dans la compétition microbienne. Quatre grandes familles ont été
répertoriées : les albomycines, les ferrimycines, les salmycines et les microcines.
L’albomycine &, (Figure 20) posséde une partie sidérophore similaire au ferrichrome et un
fragment cytotoxique thioribosyl-pyrimidine. Ces deux parties sont reliées par une sérine qui
peut étre hydrolysée in vivo par la peptidase N. L’albomycine est reconnue et transportée
activement sous ’action de FhuA et FhuD. Apres internalisation, I’action de I’estérase permet
de libérer la partie antibiotique inhibitrice de la séryl-ARN; synthase. Les albomycines ont
démontré leur efficacité lors d’études in vitro et in vivo, chez des modeles murins. Des
concentrations inhibitrices minimales de 5 ng.mL™ ont été reportées. Enfin la partie
antibiotique seule s’est révélée 30 000 fois moins active que 1’albomycine contre des bactéries

telles que S. aureus et E. coli, confirmant 1’efficacité de cette vectorisation [54].

Inspirés par cette approche naturelle, des conjugués hémisynthétiques reliant la
pyoverdine, sidérophore endogéne de P. aeruginosa, a des antibiotiques classiquement utilisés
en thérapeutique ont été étudiés. Par exemple, des Pvd-p-lactames (PvdATC27853-
ampicilline, Figure 20) et des Pvd-fluoroquinolones ont été synthétisés et testés contre
plusieurs souches P. aeruginosa. Les conjugués Pvd-p-lactames se sont souvent montrés plus
actifs que le p-lactame seul tandis que les conjugués Pvd-fluoroquinolones se sont révélés
moins actifs que la fluoroquinolone correspondante seule. Cette différence s’explique en
partie par le fait que P. aeruginosa a un systéme d’internalisation du fer différent des autres
bactéries a Gram négatif. En effet, chez cette espece, le fer complexé au sidérophore est libéré
dans le périplasme, lieu d’action des P-lactames, sous I’action d’une réductase [55]. Les
fluoroquinolones, ayant une cible intracellulaire, ne seront pas vectorisées a proximité de leur
cible. Miller et al. a également utilisé cette stratégie « cheval de Troie » en synthétisant le
conjugué A qui est composé d’un ligand synthétique hexadentate 1lié a une
carbacéphalosporine (lorabid) via un espaceur succinique. Le conjugué A s’est révélé 2 000

fois plus actif que le lorabid seul contre A. baumannii (Figure 20).
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Figure 20. Structure de quelques conjugués sidérophore-antibiotique.

Curieusement, des conjugués de structure simple, composés d’un ligand bidentate
(catéchol, hydroxypyridinone, hydroxamate), présentent une excellente activité contre les
souches multirésistantes a Gram négatif. C’est le cas des conjugués MC-1[56], BAL30072
[57] et Cefiderocol [58] décrits a la figure 21.
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Le conjugué MC-1 (Pfizer, 2012) est un monobactame qui s’est révélé efficace lors
d’études in vitro. Cependant, son développement s’est montré problématique suite a une perte
d’activité lors des tests in vivo. Suite a ces résultats, il semblerait que les tests précliniques

aient été stoppés.

Le composé BAL30072 (Basilea Pharmaceutica, 2010) est, quant a lui, un conjugué
composé d’une fonction hydroxypyridinone connecté a un monosulfactame. 1l a montré une
activité in vitro contre de nombreux bacilles multirésistants & Gram négatif. Bien que le motif
hydroxypyridinone soit synthétique, il peut étre reconnu par les récepteurs spécifiques aux
sidérophores catéchols. Cette fonction chélatrice combine les avantages des fonctions
hydroxamates et catécholates : i) les complexes formés sont de steechiométrie 3 : 1 empéchant
la formation de radicaux, ii) le complexe n’est pas chargé et peut diffuser au travers des
membranes, iii) formation d’un cycle a cing chainons avec les oxygenes vicinaux lors de la
chélation, iv) une affinité pour les protons plus faibles que pour le Fe(lll). La phase | des
essais cliniques pour cette molécule a révélé une hépatotoxicite. Des études sont actuellement
en cours pour comprendre les mécanismes induisant des lésions au niveau des cellules

hépatiques [59].

Enfin, le Cefiderocol/S-649266 (Glaxo Smith Kline, 2015) est le composé le plus
récent et le plus prometteur. Grace a sa résistance a I’hydrolyse par les P-lactamases,
comprenant les carbapénémases et les lactamases a large spectre, ce composé possede une
activité  antimicrobienne  importante notamment contre les Enterobacteriaceae
multirésistantes. Cette molécule est actuellement en phase 111 des essais cliniques avec pour
indication le traitement d’adultes ayant acquis différentes pathologies nosocomiales
(notamment des pneumonies bactériennes). Dans cette étude, son activité antibiotique est

comparée a celle du méropeneme, utilisé comme molécule de référence.
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Figure 21. Conjugués sidérophore-antibiotique en essais cliniques.

La voie des sidérophores est également exploitée pour faire transiter des eéléments
autres que les antibiotiques. Des métaux tels que le gallium pouvant perturber le métabolisme
du fer chez la bactérie, peuvent ainsi étre vectorisés sous forme de complexes sidérophore-
Ga(lll).

2. Les complexes sidérophore gallium

Comme nous ’avons souligné précédemment, le gallium posséde des caractéristiques
atomistiques similaires au fer ferrique (rayon ionique, affinité électronique,...). Ainsi le
Ga(lll) peut entrer en compétition avec le Fe(III) et s’associer a des enzymes fer-dépendantes.
Le Ga(lll) ne pouvant étre réduit, les réactions biologigques catalysées par ces enzymes, telles
que la synthese de I’ADN et de I’ARN, seront inhibées.

En 2007, Kaneko et al. [53] ont reporté que le nitrate de gallium possede des
propriétés antibactériennes en inhibant la croissance de souches Pseudomonas aeruginosa. Ce
complexe est également capable d’inhiber la croissance de bactéries présentes sous la forme
d’un biofilm, en interagissant avec le systeme d’absorption bactérien du fer. Plus récemment,
Banin et al. ont étudié ’effet d’un complexe Déféroxamine(DFO)-Ga(IIl) sur I’inhibition de
la formation de biofilm chez P. aeruginosa [60]. Le choix de la DFO (Figure 22) se justifie
par le fait que P. aeruginosa posséde deux systémes de transport pour le complexe DFO-

Fe(l11) [61,62]. Leurs résultats ont mis en évidence que le complexe DFO-Ga(lll) est 10 a 100
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fois plus efficace que le chlorure de gallium seul ou la gentamycine seule (antibiotique de
référence). Ils ont également observé un effet synergique de [D’association DFO-
Ga(Ill)/gentamycine. L’effet antibactérien du nitrate de gallium a également été mis en
¢vidence sur d’autres souches bactériennes et notamment sur des souches d’Acinetobacter
baumannii multi-drogues résistantes qui nous intéresse plus particuliérement ainsi que sur des
souches M. tuberculosis et S. aureus [63]. L’effet synergique de 1’association colistine
(antibiotique de référence) et du nitrate de gallium a également été souligné. Toutefois aucune

¢tude n’a montré [P’utilisation de complexe sidérophore-gallium chez Acinetobacter

baumannii.
(I)H (@] (@] H (I)H
HzN\/\/\/N\H/\)L AN )WN\/\/\/N
N w g
(@] OH (@] (@]

Figure 22. Structure de la DFO.

L’intérét d’utiliser des complexes sidérophore-Ga(lll) par rapport a un sel de gallium
inorganique est double. D’une part si le sidérophore est convenablement choisi, il devrait y
avoir une meilleure reconnaissance et donc une meilleure sélectivité pour la bactérie visée.
D’autre part, méme si le gallium est déja utilisé en thérapeutique pour traiter notamment les
hypercalcémies, son utilisation est limitée di a sa néphrotoxicité. La partie sidérophore devrait
donc permettre de vectoriser le gallium a I’intérieur de la bactérie tout en limitant sa toxicité
chez I’hote. Par exemple, il a été montré que le complexe DFO-Ga(lll) avait des propriétés

antioxydantes sur cellules humaines [64,65].

Quelques études ont montré I’intérét de [’utilisation du gallium mais aussi des
complexes sidérophore-Ga(lll) dans la lutte antibactérienne. Toutefois, cette récente approche
nécessite d’étre développée afin notamment de mieux comprendre le mécanisme par lequel

ces complexes agissent.
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3. Autres potentialités des sidérophores

Les applications médicales des sidérophores ne sont pas limitées a la vectorisation de
composés a proprietés antimicrobiennes. Les composes NBRI16716 sont des sidérophores
produits par Perisporiopsis melioloides qui ont montré une activité antitumorale intéressante
(Figure 23). Des pharmacomodulations ont permis de montrer 1’importance du groupement
hydroxyle sur la position Ry, le composé NBRI16716C ne possédant pas ce groupement n’a
pas montré d’activité. La croissance de la tumeur peut étre contr6lée par les cellules saines
I’entourant, notamment en inhibant la néovascularisation de la tumeur. Les molécules
impliquées dans la régulation de ces phénoménes sont des cibles prometteuses. Les premiers

tests in vivo ont confirmé ’activité antitumorale sur un modéle murin.

o)
H
O._N )J\)\A NBRI16716A: R{=OH, R,=OH
Eu I\Ag OH NBRI16716B: R{=OH, R,=H
\[( N0 1 NBRI16716C: Ry=H, Ry=H

|

Figure 23. Structures des composés NBRI16716A, B et C.

4. Travaux du laboratoire

Notre laboratoire s’intéresse, depuis plusieurs années, au développement de nouvelles
antibiothérapies pour lutter contre les pathogénes résistants ESKAPE. Dans ce but, de
nouveaux conjugués sidérophore-antibiotique ciblant ces bactéries ont été synthétises et testés
afin d’estimer leur potentiel antibactérien. Des conjugués catéchol-ciprofloxacine, tels que A,
B et C décrits a la figure 24, ont ainsi été obtenus et ont déemontré une activité modérée de 8 a
64 pug.mL™ sur des souches P. aeruginosa sensibles (DSM 1117). Le composé C s’est révélé
le plus actif contre la souche résistante (AM 85) avec une activité de 32 pg.mL™ [66]. Par
ailleurs, aucune activité hémolytique n’a été observée pour ces composés a des concentrations

allant jusque 384 ug.mL™.
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Figure 24 : conjugués catéchol-ciprofloxacine A, B et C obtenus au laboratoire.

L’hémisynthése de conjugués antibiotiques avec le siderophore principal de P.
aeruginosa, tels que Pvd-ampicilline vu précédemment (Figure 20), est une stratégie
intéressante pour lutter contre cette bactérie. Toutefois, 1'utilisation de sidérophores naturels
tels que la pyoverdine connait certaines limites : i) la difficulté d’obtention de ces composés
avec des rendements satisfaisants (nécessit¢ d’effectuer des extractions de pyoverdines
provenant de culture de P. aeruginosa), ii) les faibles possibilités de fonctionnalisation
chimique qui compliquent la fixation d’un antibiotique sur des sidérophores tels que
I’entérobactine, la parabactine, 1’agrobactine..., iii) le potentiel antibiotique limité que
possedent ces conjugués au regard de la spécificité de la reconnaissance par les OMR

bactériens.

Notre laboratoire s’est donc intéressé au développement et a I’étude de pyoverdines
simplifiées possédant les acides aminés indispensables pour étre reconnues par le récepteur
Fpva, spécifique de ce sidérophore [67]. Dix analogues de la pyoverdine (aPvds) ont été
synthétisés et leurs paramétres physico-chimiques ont été établis (pKa, pFe, steechiométrie du
complexe). L’analogue aPvd3 s’est particuliérement distingué par son pFe supérieur a 20,

démontrant sa haute affinité pour le Fe(l1l) (Figure 25).
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Des tests de reconnaissances ont eté effectues sur deux souches P. aeruginosa avec les
composeés aPvd2 et aPvd3 dans un milieu appauvri en fer : i) PAOL, une souche sauvage
exprimant ses sidérophores, ii) PADO7, une souche incapable de produire ses sidérophores
principaux, la pyoverdine et la pyochéline. La stocechiométrie des complexes étant de un
sidérophore pour un ion ferrique, lorsque le ratio des concentrations [siderophore]/[Fe(l11)]
est supérieur a deux, la totalité du fer présent dans le milieu est sequestré. Une croissance
bactérienne significative observée pourrait alors indiquer que le sidérophore est reconnu par la
bactérie. Ces résultats sont d’autant plus concluants en ce qui concerne PADOQ7. Cette souche

ne produisant pas ses sidérophores principaux, les échanges de Fe(lll) entre sidérophores

(0] NH (®) NH
HO
H
HO © HO
OH OH
aPvd3
pFe =21,4 NH2

aPvd2
pFe =13,3

Figure 25. Analogues simplifiés de la pyoverdine synthétisés au laboratoire.

naturels et sidérophores synthétiques sont limités (Figures 26 et 27).
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Figure 26. Croissance de Pseudomonas aeruginosa PADQ7 dans un milieu minimum succinate en
présence ou en absence de fer ferrique et avec aPvd2 (A) et aPvd3 (B). Les valeurs données sur la
droite du diagramme correspondent au ratio des concentrations [sidérophore]/[Fe(lI1)].
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Figure 27. Croissance de Pseudomonas aeruginosa PAO1 dans un milieu minimum succinate en
présence ou en absence de fer ferrique et avec aPvd2 (A) et aPvd3 (B). Les valeurs données sur la

droite du diagramme correspondent au ratio des concentrations [sidérophore]/[Fe(I11)].

Enfin, des études ont été menées sur des sidérophores artificiels pipéraziniques tels que le
dicatéchol MPPS0225 synthétisé au laboratoire.

OH 0
OH K\N/\/\N
H H
N\/\/N\) HO
0 MPPS0225 OH

Figure 28. Structure du sidérophore synthétique MPPS0225.
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La caractérisation des propriétés physico-chimiques de cette molécule a permis
d’établir la steechiométrie des complexes sidérophore-Fe(lll). A pH = 5,70, celle-ci est de
trois sidérophores pour deux ions ferriques, et, & pH physiologique, cette stoechiométrie est
conservée. Une étude pHmétrique a également été effectuée sur MPPS0225 et a révélé six
sites déprotonables : i) les ammoniums du cycle pipérazinique possédent les pKa les plus
faibles (3,37 ; 6,95), ii) deux hydroxyles sont déprotonables a pH Iégérement basique (pKa =
7,83 ; 8,60), iii) deux hydroxyles sont déprotonables a pH fortement basique (pKa > 13).
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Figure 29. Détermination de la steechiométrie des complexes MPPS0225-Fe(l11).
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Figure 30. Diagramme de protonation de MPPS0225 dans un mélange H,O/DMSO.
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Des tests de reconnaissance du sidérophore artificiel pipérazinigue MPPS0225 ont
également été effectués sur des souches P. aeruginosa (PADO7 et DSM 117) (Figures 31a et
b) dans un milieu appauvri en fer (MMS) supplémenté ou non en fer. Dans le milieu
supplémenté en fer (courbe bleue), nous pouvons constater que lorsque le ratio est supérieur a
1,5 correspondant a la steechiométrie Fe(Ill)/ligand 2:3, une croissance bactérienne est
présente quelque soit la souche de P. aeruginosa. Ces données suggerent que le complexe

sidérophore-Fe(l11) serait reconnu et internalisé par la bactérie.

A)

03 - MPPS0225 +
FeCls 2.4 uM)
g
2 . - MPPS0225

‘\‘ /
Ratio —
00195 0078 03125 0125 05 2 [MPP 50225)/[FeCls]
07 0014 003 006 0 02 045 09 18 35| 72 144
[MPPS0225] —

Figure 31a. Représentation de la croissance bactérienne (DSM1117) en fonction du ratio
pipérazine MPPS0225/Fe(l11).
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Figure 31b. Représentation de la croissance bactérienne (PADQ7) en fonction du ratio
pipérazine MPPS0225/Fe(l11).

Suite a ce travail, nous proposons, pour cette thése, de synthétiser de nouveaux
analogues pipéraziniques 1,4-disubstitués qui seront étudiés afin de comparer différents
groupements chélateurs du fer ferrique et leur capacité a étre reconnus par les bactéries. Ces
ligands seront de nature hydroxamate ou hydroxypyridinone. Enfin, des études physico-
chimiques seront é¢galement menées afin de déterminer I’affinité de ces composés pour le

Fe(III) et la steechiométrie des complexes formés.

Cependant, le coeur de cette thése reste la mise au point d’une synthése totale,
originale, convergente et asymétriqgue de I’acide rhodotoruliqgue (AR) (Schéma 1). Cette
stratégie devrait également permettre I’obtention d’analogues aAR variant par leur
stéréochimie et/ou la nature des groupements chélateurs du fer. En effet, nous souhaitons, a
travers la synthése de ces chélateurs, étudier I’influence sur la complexation du fer: (i) de la
nature de 1’hétérocycle (pipérazinique ou dioxopipérazinique), (ii) de la nature des ligands du
fer, (iii) de la régio- et stéréo-localisation de ces ligands sur le cycle pipérazinique. A la suite

de ce travail de thése, des études physico-chimiques seront effectuées au laboratoire et
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permettront d’établir rapidement la relation entre la structure des composés et 1’affinité de la
molécule pour le fer et donc pour le gallium (pFe, pKa). Ces résultats seront comparés aux
constantes physico-chimiques reportés pour I’AR qui complexe le fer ferrique avec un ratio
AR-Fe(l11) de 3:2 et qui possede une constante de complexation pour le Fe(lll) (pFe) de 21,8
[68].

La mise au point d’une synthése totale de I’AR permettra la synthése de différents
complexes et conjugués. Au regard du travail de synthése, de ’AR et des analogues, ce
manuscrit est surtout consacré a la syntheése de molécules chélatrice du fer. Par la suite, deux
types d’antibactériens seront synthétisés : i) des complexes AR-Ga(lll) ou aAR-Ga(lll), ii)
des conjugués AR-antibiotique ou aAR-antibiotique obtenus a I’aide d’un espaceur. Les
antibiotiques choisis seront dépendants de la cible souhaitée, I’ampicilline pour une action

périplasmique, la ciprofloxacine pour une action cytoplasmique.

Analogues pipéraziniques Analogues dioxopipéraziniques
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H
Chélateur du fer’%\tN/\’ Chélateur du fer%N o
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Schéma 1. Structures envisagées comme analogues de I’AR et antibactériens
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Au vu des objectifs que nous nous sommes fixés, nous nous intéresserons plus
particulierement, dans le chapitre suivant, a la biosynthése de I’AR et aux différentes
synthéses totales de ce composé qui ont été proposées depuis 1972. L’AR pouvant étre obtenu
par des alkylations asymétriques, nous étudierons également les méthodes décrites dans la
littérature et effectuées sur des oxo- ainsi que des dioxopipérazines afin d’obtenir des
composés 3-substitués et 3,6-disubstitués.
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I11. Synthese stéréosélective d’oxopipérazines plurisubstituées.
A. Synthese asymétrique de 2,5-dioxopipérazines 3,6-disubstituées

1. Biosynthése de I’acide rhodotorulique

La N°-hydroxyornithine est le principal motif retrouvé chez les sidérophores
hydroxamates fongiques les plus communs tels que les fusarinines B et C, les coprogenes, les
ferrichromes A et C ou encore I’AR (Figure 32). Nous avons récemment publié un chapitre
d’ouvrage concernant les (bio)synthéses et les applications potentielles de ces sidérophores
[69].

WOL i /\)\)OJ\ N
u, N
HO N NMO NSNS o
OH NH, OH

LY
0“ >N "'///\/NMOH

Coprogene B H (0}
oA ko L
NH, OH

N"So O)Wry 0 “OH
OH NH, OH

Fusarinine B

NH,

R=H Fusarinine C
R=Ac Triacétylfusarinine C

Figure 32. Exemples de sidérophores hydroxamates fongiques.

La L-N°-hydroxyornithine est biosynthétisée par 1’hydroxylation de la L-ornithine en
présence de la L-N°-ornithine-oxygénase. Cette enzyme a été identifiée chez de nombreuses
especes fongiques connues pour produire des sidérophores hydroxamates. Une perte de ce

gene empéche la biosynthése de tous les sidérophores chez les espéces Ustilago, Aspergillus
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et Fusarium étudiées a ce jour. La seconde étape dans la biosynthése des sidérophores
hydroxamates est caractérisée par le transfert d*un groupe acyle de 1’AcylCoA sur la L-N°-
hydroxyornithine. Cette réaction est catalysée par une transacétylase, le groupement acyle
dépendant du sidérophore synthétisé et variant d’un simple acétyle (AR, ferrichrome) a des
structures plus complexes telles que le méthylglutaconyle (ferrichrome A) ou
I’anhydromévalonyle (fusarinine C, coprogéne B). La N°-hydroxyornithine-acétylCoA-N°-
transacétylase a été identifiee chez de nombreuses espéces telles que Rhodotorula pilimanae

et Ustilago sphaerogena.

L-Ornithine
L-Ornithine N®-oxygenase
N3-Hydroxy-L-ornithine )
Serine
N®-Transacylases — AcylCoA Glycu'ne
Alanine
N5-Acyl-N5-h -L-
: : . ~6 Ydroxy * I Ferrichromes
Nonribosomal peptide ornithine
synthetases
Acide rhodotorulique Coprogéne
Fusarinine C
L— AcylCoA
N2-Transacylases — AcylCoA
Triacetyltusarinine Coprogene B

Figure 33. Biosynthése des sidérophores hydroxamates fongiques.

La troisieme étape inclut la formation de liaison amides (AR, ferrichrome) ou esters
(fusarinine C, coprogéne B) entre les unités L-N°-acyl-N°-hydroxyornithines. Un large
complexe multienzyme, formé d’enzymes de synthése de peptides non ribosomiques, catalyse
les réactions correspondantes en activant les précurseurs, en les connectant et en ajoutant des

acides aminés si nécessaire.
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L’extraction de I’AR, ne permettant pas d’obtenir ce composé¢ dans des quantités
suffisantes pour des analyses physico-chimiques poussées, plusieurs équipes se sont
intéressées a la synthése totale de cette molécule

2. Syntheses totales de I’acide rhodotorulique et de ses analogues

A notre connaissance, cing synthéses de I’AR ont été décrites mais ces derniéres ne

sont pas optimisées pour la synthese d’analogues.

La premicre synthése de I’AR a été décrite par Isowa et al en 1972 [70] (Schéma 2).
Deux fragments N°-tosyl-N’-L-hydroxyornithine 7a et 7b sont synthétisés. Le premier acide
aminé posséde une fonction amine protégée par un groupement t-butyloxycarbonyle (Boc)
alors que la fonction acide du composeé 7b est estérifiée. Puis ces deux acides aminés sont
couplés pour former le cycle dioxopipérazinique. La synthese débute par la protection de
I’amine de la O-benzylhydroxylamine 1 par un groupement tosyle. Puis, 1’hydroxylamine
formée 2 substitue le 1,3-dibromopropane en présence d’éthanolate de sodium genéré in situ
pour conduire au dérivé halogéné 3. Ce dernier est ensuite couplé au malonate de diéthyle 12
en présence de la d’éthanolate de sodium base pour donner I’acétamidomalonate 4. Ce dernier
subit une étape de décarboxylation et de déprotection permettant I’obtention du fragment N’-
tosyl-N’-ornithine 5. Enfin, une résolution enzymatique permet de séparer les deux
énantioméres et de fournir la N°-tosyl-N’-L-ornithine 6 avec un rendement global de 12%. Les
acides aminés 7b et 7a sont obtenus respectivement par estérification et protection sous forme
de carbamate de I’amine 6. Ces deux acides aminés sont ensuite couplés ensemble en
présence d’acide bromhydrique et d’acide acétique pour donner le dipeptide 8. L’amine du
dipeptide 8 est ensuite déprotégée par de I’acide chlorhydrique concentré puis 1’aminoester 9
ainsi obtenu est cyclisé en utilisant de I’ammoniac dans du méthanol. Les groupements
tosyles de la dioxopipérazine 10 sont clivés en présence d’acide bromhydrique, d’acide
acetique et de phénol puis les hydroxylamines 11 sont acétylées pour former les fonctions
hydroxamate. Enfin une étape de débenzylation catalysée au palladium permet d’obtenir

I’AR. Ce composé est ainsi synthétisé en quatorze étapes avec un rendement global de 0,89%.
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Schéma 2. Synthése de I’AR par Isowa et al [70].

La deuxiéme synthése de I’AR, décrite par Fujii et al. [71] en 1973, s’inspire des
travaux de M. Rothstein et D C. J. Claus [72] (Schéma 3). La synthése deébute avec la
substitution du bromovalérate 13 par la O-benzylhydroxylamine 1 en présence de
triéthylamine puis une décarboxylation ainsi qu’une saponification suivie d’une acétylation
permettent d’obtenir la N°-acétyl-N’-ornithine 14. Une résolution chirale est ensuite effectuée
grace a la Taka-diastase, isolant la N’-acétyl-N’-L-ornithine 15-(S). La N’-acétyl-N’-D-
ornithine 15-(R) est racémisée en présence d’anhydride acétique a chaud puis une nouvelle
résolution chirale est effectuée et ainsi de suite jusqu'a parvenir a un rendement de 62%.
L’acide aminé 16 est obtenu par protection de I’amine sous forme de carbamate. Une étape
d’estérification en présence de diazométhane suivie du clivage du groupement Boc permet de
fournir 1’acide aminé 18. Celui-ci, couplé avec I’acide aminé 16 a I’aide de

dicyclohexylcarbodiimide (DCC), fournit le dipeptide 19. Ce dernier est ensuite cyclisé a
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I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique 1M. Enfin une hydrogénolyse permet de former
I’AR. Ce composé est ainsi obtenu en huit étapes a partir du bromovalérate avec un

rendement global de 5,5%.
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Schéma 3. Syntheése de I’AR par Fujii et al [71].

La troisieme synthése de I’AR a été publiée en 1974 par Widmer et al. [73] (Schéma 4). Elle
permet également d’obtenir 1’acide dimérumique 27, un composé analogue de I’AR. La
synthese de ces deux composés débute a partir de la 5-nitro-L-norvaline 20. Les deux acides
amineés 21 et 23 sont obtenus facilement par estérification et protection de I’amine sous forme
de carbamate. Ces deux molécules sont ensuite couplées en présence de chloroformiate
d’isobutyle et de N-méthylmorpholine-N-oxyde (NMO) pour former le dipeptide 24. Enfin la
cyclisation de ce dipeptide, utilisant de I’acide chlorhydrique et du diméthoxyéthane (DME),
conduit a la dioxopipérazine 25 avec un rendement global de 69% en cing étapes. Afin
d’obtenir I’AR, deux étapes sont encore nécessaires : i) réduction des groupements nitro en
hydroxylamine catalysée par du palladium sur charbon sous atmosphére de dihydrogene, ii)
N-acétylation des hydroxylamines formées en présence d’anhydride acétique et de pyridine.
L’AR est ainsi synthétisé en sept étapes a partir de la 5-nitro-L-norvaline avec un rendement
global de 13%. Concernant I’acide dimérumique 27, trois étapes supplémentaires doivent
encore étre réalisées a partir de la dioxopipérazine 25 : i) réduction du groupement nitro en

hydroxylamine par hydrogénolyse catalysée par du palladium, ii) couplage entre la
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dioxopipérazine formée et le méthylpentenoate 32, iii) déprotection des groupements alcools
O-acétylés en présence d’ammoniac dans du méthanol. L’acide dimérumique 27 est ainsi
obtenu en sept étapes avec un rendement global de 15%. La synthese du méthylpenténoate 32
s’effectue en cinq étapes a partir du 3-oxobutyl acétate 29. La premiere étape consiste en un
couplage entre le bromoacétate 28 et le 3-oxobutyl acétate 29 en présence de zinc.
L’hydroxyméthylpentanoate 30 formé subit une réaction de déshydratation dans la pyridine a
I’aide d’oxychlorure de phosphore (POCI3) pour donner I’alcéne 31 avec un rendement
extrémement faible de 1%. Trois étapes supplémentaires sont nécessaires pour obtenir le
méthylpenténoate 32 : i) hydrolyse de I’ester terbutylique en présence d’ammoniac, ii)
formation d’un chlorure d’acide en utilisant du chlorure d’oxalyle, iii) couplage entre le
chlorure d’acide formé et la N-hydroxysuccinimide. Le méthylpenténoate 32 est ainsi obtenu
en cing étapes avec un rendement global de 0,3%.
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Schéma 4. Synthése de I’AR et de I’acide dimérumique 27 par Widmer et al [73].
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En 1983, Miller et al. [74] proposent une nouvelle synthése de I’AR qui permet
d’obtenir plus facilement la fonction hydroxamate (Schéma 5). Celle-ci débute par la
réduction en alcool de I’acide présent sur la chaine latérale du glutamate protége 33. Puis une
réaction de Mitsunobu permet de substituer ’alcool formé par la O-benzylhydroxylamine 35.
Le clivage du groupement Troc en présence de zinc et d’anhydride acétique conduit a la
formation de I’hydroxamate protégé 37. Par un jeu de protection/déprotection les deux acides
aminés 38 et 40 sont obtenus puis couplés en présence de la N-éthoxycarbonyl-2-éthoxy-1,2-
dihydroquinoline 41 pour donner le dipeptide 42. Une étape de cyclisation dans le TFA puis
une hydrogénolyse permettent d’obtenir I’AR. Ce composé est ainsi synthétisé a partir de
I’acide glutamique 33 en neuf étapes avec un rendement global de 6,7%. L’intérét de cette

synthése réside dans la facilité d’obtention du synthon N°-acétyl-N°-L-hydroxyornithine 37.
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—_— —_— —_—
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BocHN™ "CO,tBu BocHN™ >CO,tBu 80% 81%
Tg;/HZO ¢ 218U BocHN” “CO,tBu BocHN” “CO,Bu
33 ? 34 36 37
OBn N\j/o\ (?Bn (I)Bn o)
' HN EEDQ
1) TFA NAc \O NAc 1) TFA NAc » Ac\N o~
|
_— —_— —_— —_—
0Bn Oy__NH
2) Boc,0 Et;N cel, 2) Na,CO;, MeCN : OBn
THEMZ0 81%  BocHN" ~Co,M H,N" >coMe ., 7% Ny
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Schéma 5. Synthé¢se de I’AR par Miller et al [74].

Cette synthése a été reprise en 2015 par Sano et al. [75]. L’étape de cyclisation du
précurseur 42 a été effectuée aux micro-ondes et a permis d’accroitre le rendement de cette
réaction et d’obtenir I’AR avec un rendement global de 32% (Schéma 6). lls ont également

synthétisé I’analogue 1,4-diméthylé 44.
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Schéma 6. Synthése de 1’analogue 1,4-diméthylé 44 par Sano et al [75].

Les syntheses de I’AR décrites dans la littérature sont, pour la plupart, anciennes avec
de faibles rendements et non convergentes. Par ailleurs, la stéréochimie des chaines portant
les groupements chelateurs du fer est dépendante des produits de départ. Par consequent, nous
proposons une nouvelle stratégie de synthese de ’AR et d’analogues a partir d’une 2,5-
dioxopipérazine clé portant deux copules chirales (Schéma 7). Ces copules chirales seront
activées successivement pour induire la stéréosélectivité des deux étapes d’alkylation qui nous
permettront de greffer les chaines propyles portant les groupements chélateurs du fer. Nous
développerons plus en detail cette stratégie au prochain chapitre. Cette synthese convergente
conduira non seulement a ’AR mais également a des analogues variant dans la stéréochimie
ou dans la nature des groupements chélateurs a partir d’un intermédiaire clé E. Nous allons
maintenant nous intéresser aux différentes stratégies décrites dans la littérature pour accéder
stéréosélectivement a des 2,5-dioxopipérazines 3,6-disubstituées a partir de 2,5-

dioxopipérazines.

Iy oer) [Ty o

)\NLJL H = o) chélateur du ferki
OHO/I;NT(”%N :> i :/[/ :> i :/[/ <:| Nz\/ychelateur du fer
H 3 Ho

GPO
Ph \/\Ph
AR D E Analogues
R = CH,-CH,-N(OH)Ac GP = Groupement Protecteur n=2,3
CH,-CH,-X . i
CH=CH, (O  Copule chirale activée

Copule chirale désactivée

Schéma 7. Exemple de rétrosynthése proposée pour I’obtention de I’AR et de ses analogues.
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3. Réactivité des carbones C; et Cq

a. Halogénation radicalaire

Badran et al. [76] ont étudi¢ I’influence des substituants en position 1 et 4 sur la
régiosélectivité de 1’halogénation radicalaire de 2,5-dioxopipérazines. Les composés obtenus
étant trés instables, ils ont été convertis en thioéthers, en présence de 4-chlorothiophénol, afin

d’étre caractérisés.

NBS R s R
L TO AIBN BrINfO q@ /©/S;[Nfo/©/0'
—_— —_—
07N Br cl 07 N"s
R R
45 R=Me 47 R=Me cis-49, R=Me 68%
46 R=Ac 48 R=Ac cis-50, R=Ac 15%

Schéma 8. Bromation radicalaire de 2,5-dioxopipérazines selon Bradan et al [76].

La 3-bromo-2,5-dioxopipérazine 6-substituée 52 peut étre obtenue en faisant réagir la
2,5-dioxopipérazine 3-substituée par un groupement i-propyle 51 avec du N-
bromosuccinimide (NBS) et du azo-bis-isobutyronitrile (AIBN) dans du tétrachlorure de
carbone. Badran et al. ont démontré qu’une bromation radicalaire de 2,5-dioxopipérazines
asymétriques conduit a la formation du composé trans-disubstitué. Lors de cette réaction, ils
n’ont observé qu’un seul diastéréoisomere, la stéréosélectivité de la réaction étant
conditionnée par le groupement présent en position 3. Selon cette équipe, la substitution de ce
brome par un groupement allyle conduit également au composeé trans-disubstitué 53, un seul

diastéréoisomere ayant été observé.

) AllyISnBus
J; TO NBS, AIBN J/: f AIBN J; L\
DCM/CCI,
86% 60%
51 52 53

Schéma 9. Bromation stéréosélective de la 2,5-dioxopipérazine asymétrique 51 [77].
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b. Alkylation d’ions N-acyliminiums

En 1998, Kardassis et al. [78] ont décrit une synthése diastéréosélective de 2,5-
dioxopipérazines 3,6-disubstituées en réalisant 1’alkylation d’un intermédiaire N-acyliminium
3-substitué (Schéma 10). En présence de diphényléthyléne et a I’aide d’une catalyse acide, ils
ont ainsi obtenu I’alcéne 55a par alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 54 avec un
excellent excés diastéréoisomérique de 97%. lls ont également isolé 1’alcéene 55b qui posséde
un groupement allyle moins volumineux, avec une forte diastéréosélectivité (ed : 99%).

E T

m
Si

H
55b
ed : 99%

Schéma 10. Substitution diastéréosélective de la 2,5 dioxopipérazine 53 par Kardassis et al [78].

En 2002, Bull et al. [79] ont aussi utilisé cette stratégie de substitution via la formation
d’un ion N-acyliminium. En présence d’allyltriméthylsilane et d’éthérate de trifluorure de
bore, I’alcool acétylé 56 est éliminé puis I’ion N-acyliminium est allylé avec un exceés
diastéréoisomérique de 60% (Schéma 11). Comme nous le verrons pour ce type de
dioxopipérazines, I’alkylation se fait préférentiellement sur la face Ré conduisant
majoritairement au composé trans-disubstitué. Le faible exces diastéréoisomérique peut

s’expliquer par la plus grande flexibilité de la dioxopipérazine utilisée.

PMB P PMB PMB
BF3 Et,0
i T o i T i T
-78°C
PMB PMB PMB
56 57-trans 57-cis

Schéma 11. Substitution diastéréosélective de la 2,5 dioxopipérazine 56 par Bull et al [79].
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c. Alkylation d’énolates
i. Avec la copule para-méthoxybenzyle

L’équipe de Bull et al. a également publié de nombreux travaux sur 1’halogénation et
I’alkylation, en présence d’une base forte, de la dioxopipérazine 58 possédant deux
groupements PMB en position 1 et 4. En présence d’une base forte telle que le LIHMDS, la
2,5-dioxopipérazine 58 est convertie en 1’énolate de lithium 59 correspondant (Schéma 12)
[79-81]. Lorsque ce dernier est mis en présence de bromure de benzyle ou de bromure de
meéthyle, les 2,5-dioxopipérazines trans-disubstituées correspondantes 60 sont obtenues avec
des rendements respectifs de 56% et 62% et de bons excés diastéréoisomérique supérieurs a
85%. Cette stéréosélectivité peut s’expliquer par le fait que I’énolate de lithium tend vers une
conformation limitant les interactions stériques entre le groupement isopropyle et le
groupement PMB en N*. Ce groupement PMB est ainsi projeté sur la face Ré, induisant le
positionnement du second PMB préférentiellement sur face Si. La face Re étant plus
accessible, ’alkylation s’effectuera majoritairement sur celle-ci, conduisant a la formation du

compose trans.

-78°C -78°C

PMB PMB PMB
pol-reaCRs eIt
N
THF THF "“72‘?‘

PMB PMB PMB

58 59 R = Me 56% 60 Si Twe
L J R=Bn 62%

ed > 85%

Schéma 12. Formation et conformation préférentielle de 1’énolate 59.

L halogénation électrophile via la formation d’un énolate de lithium de la (3S)-
isopropyl-2,5-dioxopipérazine 58 en présence d’hexachlorométhane conduit a I’obtention
majoritaire du dérivé cis-6-chloré 61-cis (Schéma 13). Toutefois, la grande instabilité des
composés halogéneés, hydrolysable a 1’air ambiant, représente une difficulté pour mener a bien
ces synthéses. En revanche [I’halogénation électrophile effectuée avec du N-
fluorobenzenesulfonimide (NFSI) induit la formation majoritaire du composeé trans-fluoré 62-

trans (2:1) et conduit a la formation. La transhalogénation des dérivés fluorés 62-trans et 62-
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cis en présence de TMSCI permet d’obtenir la dioxopipérazine chlorée 61-cis avec un
excellent rendement de 95% et une diastéréosélectivité supérieure a 95%. Toutefois la haute
instabilité des composés chlorés peut représenter une limite lors ces synthéses. Ces dérivés

doivent étre conservés a -20°C pour pouvoir realiser les analyses physico-chimiques.

LIHMDS ) F"MB
; f ; f iod
61-cis/61-trans 2:1
?8-”:: O N (¢]]
PMB PMB PMB
58 61-cis 61-trans
PMB  |iHmDs PMB PMB PMB
’INTO NFSI lleO ’INTO TMSCI ’INTO
+
0~ N THE 0”7 N"F 07 >N F  CHLCl 07N el
‘ LA ‘ ! 95% ‘
PMB PMB PMB (2 étapes) PMB
58 62-cis 62-trans 61-cis
62-cis/62-trans 1:2 ed > 95%

Schéma 13. Halogénation électrophile asymétrique [81].

Cette haute diastéréosélectivité pourrait s’expliquer par la formation de I’intermédiaire
N-acyliminium 63 apres élimination de 1’halogéne par le chlorure de triméthylsilyle ou le
bromure de triméthylsilyle (Schéma 14). Le composé cis étant favorisé
thermodynamiquement, le produit cinétique serait peu a peu converti aboutissant a une

excellente stéréosélectivité.

PMB
)/{ N o TMSCI
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u, N O
- . LY
62-cis/62-trans 2:1 o N Cl
PMB

61-cis

Schéma 14. Mécanisme probable conduisant a la diastéréosélectivité [81].

Des substitutions sur la cis-2,5-dioxopipérazine chlorée ont été effectuées conduisant

majoritairement a la formation de dioxopipérazines trans-disubstituées (Schéma 15). Une
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exception a été observée : avec un exces de thiophénolate de sodium, le compose cis a été
majoritairement obtenu, alors qu’avec 0.9 équivalent, la configuration obtenue est bien
majoritairement trans. Les auteurs suggérent que 1’excés de thiophénolate pourrait catalyser la
formation du produit thermodynamique via la formation d’un intermédiaire énolate. En

présence de dérivés magnésiens, la configuration trans est majoritairement obtenue.

PMB PMB PMB
L T R i f T
THF o) ’T‘ "R

PMB PMB

-78°C
61-cis 64-trans 64-cis
RX=PhSNa  R=SPh 77 : 23 (0,9eq NaSPh)
RX=PhSNa R=SPh 7 : 93 (2eq NaSPh)
RX=BnMgCl R=Bn 97,5 : 2,5

Schéma 15. Différents essais de substitution par Bull et al [81].

ii. Avec la copule phényléthyle

D’autres travaux sur 1’alkylation diastéréosélective de 2,5-dioxopipérazines ont éeteé
effectués par Sandri et al. [82,83]. Cette équipe a synthétisé les dioxopipérazines 3-substituées
65 comportant deux copules chirales (S)-phényléthyles (Schéma 16). Dans un premier temps,
ils se sont intéressés a I’alkylation d’énolates monosubstitués en présence d’iodure de méthyle
a 0°C. Dans les deux cas, compose (S)-méthylé 65b ou (R)-méthylé 65a, les dioxopipérazines
cis-disubstituées 66b et 66a ont été obtenues majoritairement avec des rendements respectifs

de 92% et 90% et des exces diastéréoisomériques de 98% et 86%.

Ph YPh

ii ~ LT if ;

2) Mel, -78°C
92% o,
Ph)\ )\ 90% Ph
ed : 98% ed : 86%
65b 66b 65a 66a

Schéma 16. Alkylation des N,N’-(S)-phényléthyl-2,5-dioxopipérazines.

La stéréosélectivité de cette réaction est expliquée par les auteurs a I’aide du modéle
N,N’-diméthyl-3-méthyl-2,5-dioxopipérazine. La conformation préférentielle adoptée par

cette molécule est la forme bateau avec le méthyle en position axiale. Dans le cas d’une
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dioxopipérazine 3,6-disubstituée, les auteurs ont démontré que le composé cis-diaxial est le
plus stable thermodynamiquement. Ainsi, la configuration des copules chirales n’intervient

pas dans la stéréosélectivité de la réaction.

En revanche cette équipe a egalement réalisé 1’alkylation de la dioxopipérazine non
substituée 67 (Tableau 2) [84]. lls ont ainsi démontré le concept d’inducteur chiral pour la
synthese des dioxopipérazines 3-substituées 68 avec toutefois des excés diastéréoisomériques
assez faible (10-50%). Le diastéréoisomere 68-(S) a été majoritairement obtenu en réalisant
des alkylations avec différents électrophiles. Apreés purification, ces composés ont été engagés
dans une deuxiéme étape d’alkylation. Lors de cette étape, le phénoméne d’induction cis-1,4
conduisant a 1’obtention majoritaire de dioxopipérazines cis-disubstituées est de nouveau
observé. Cette induction est particulierement efficace concernant les dioxopipérazines (3S)-
substituées car la chaine alkyle est en position axiale. En revanche, pour les dioxopipérazines
(3R)-substituees (position équatoriale), cette induction est limitée par la préférence pour
I’alkylation en position axiale plutét qu’équatoriale. Ainsi, suivant la nature de la chaine

alkyle, le ratio compose cis/composé trans est extrémement variable.

Tableau 2. Influence des différentes chaines alkyles sur 1’excés diastéréoisomérique.

Ph Ph Ph
T o 1) LIHMDS, THF \N( o \Nr o
L) o L LK
0” N 2)RX-78°C 07 N7 "R 07 °N" R
Ph)\ Ph/K Ph)\

67 68-(S) 68-(R)

Chaine alkyle | Rendement Exces d|a?(t5%r_?g;§omer|que

A~ 92% 20%
A 95% 10%
Ay 92% 30%
AKX 96% 50%
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Les 2,5-di-oxopipérazines 68-(S) et 68-(R) ont ensuite été purifiées sur une colonne

chromatographique a base de gel de silice. Les dioxopipérazines 68-(S) et 68-(R) ainsi

séparées ont ensuite €té engagées dans une seconde réaction d’alkylation en présence de

LiHMDS et d’un agent électrophile (Tableau 3). L’alkylation de 68-(S) conduit a la

dioxopipérazine 69a-cis de configuration majoritairement cis selon une induction 1,4-cis. La

pipérazine 68-(R) est engagée dans une seconde réaction d’alkylation suivant les mémes

conditions que 68-(S) et donne un mélange de deux dioxopipérazines 69b-cis et 69b-trans

avec des ratios fortement dépendants de la structure de ’agent alkylant (Tableau 3).

Tableau 3. Influence des chaines alkyles sur la seconde alkylation des dioxopipérazines 68-(S)

et 68-(R).
\/Ph Ph
1) LIHMDS, THF
iN fO 0°C R INTO
07 "N""R 2)rx.78°c 07 N7"R
Ph Ph)\
68-(S) 69a-cis
Ph Ph Ph
\fo o NLHMDSTHE Nfo R”’"\Nrfo
OiN R 2)RX-78°C OIN R OiN R
Ph)\ Ph)\ Ph)\
68-(R) 69b-cis 69b-trans
Chaine alkyle Rendement Rendement 69b-cis + 69b-trans Exces diastéreoisomeérique
69a-Cis (69b)
A~ 90% 90% 10% (cis)
A 96% 95% 50% (cis)
Ay 94% 90% 0% (cis)
JO N 95% 96% 80% (trans)

Nous avons pu voir qu’il était possible, en utilisant des conformations préférentielles

et en jouant sur ’encombrement stérique, d’effectuer des alkylations diastéréosélectives de

2,5-dioxopipérazines. Nous allons maintenant nous intéresser a la synthese stéréosélective de

2-oxopipérazines mono et disubstituées.
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B. Synthese stéréosélective de 2-oxopipérazines 3,6-disubstituées

Plusieurs équipes se sont intéressées a la 3-alkylation diastéréosélective de 2-
oxopipérazines portant en N* une copule chirale issue du leucinol ou du phénylglycinol. Cette
stratégie de synthese permet d’effectuer des alkylations hautement stéréosélectives avec une
large gamme de substituants. Husson et al. [85,86] ont largement contribué a la mise en place
de cette voie de synthése. La 2-oxopipérazine clé 74 est synthétisée en cing étapes a partir du
R-phénylglycinol commercial (Schéma 17). La premiere étape consiste en un couplage
peptidique entre la N-Boc-glycine et le R-phényglycinol. L’amide 70 obtenu est alors réduit
en I’amine puis la fonction alcool de cette molécule est ensuite protégée sous forme d’éther
silylé. Le composé aminé 71 obtenu réagit ensuite en présence d’acide bromoacétique et de
DCC pour donner I’amide 72. La substitution intramoléculaire du brome par la fonction
amine permet la cyclisation puis la déprotection de I’alcool fournit la dioxopipérazine clé 74
avec un rendement global de 34%.

Oy _OH

Ph,, Ph,
"(\OH . "(\OTBDMS
/'/"‘/\OH NHBoc O- NH 1) LiAlH4 Et,0 NH
NH, DCC, DCM 2) TBDMSCI,
95% 70 NHBoc Imidazole DMF NHBoc 71

70%

Ph,, Ph,, Ph,,
BrCH,CO,H ﬁOTBDMS NaH (\OTBDMS TBAF (\OH

DCC, DCM _DMF/THF THF
“e0% [ \E 73% [ f 8% [ f

NH Br
Boc Boc Boc
72 73 74

Schéma 17. Synthése de la 2-oxopipérazine clé 74.

Cette équipe a démontré que I’alkylation de ces molécules pouvait étre hautement
diastéréoselective. En présence de t-BuLi et d’hexaméthylphosphoramide (HMPA),
énolates correspondants sont obtenus. L’ajout d’électrophiles halogénés conduit a la
formation de 2-oxopipérazines 3-substituées avec des exces diastéréoisomériques supérieurs a
95%. La diastéréosélectivité de ces réactions est expliquée par les auteurs a I’aide de
I’intermédiaire 75 rigide & -78°C. Le lithium présent sur 1’alcoolate est chélaté par 1’azote,
encombrant cette face. L’attaque se fait donc majoritairement en anti de la liaison N*-Lithium.

La stéréochimie de I’alkylation est ainsi gouvernée par la copule chirale.
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Schéma 18. Mécanisme proposé pour 1’étape d’alkylation de la 2-oxopipérazine 74.

Aprés réduction de I’amide 76 en amine et protection de ’alcool sous forme d’éther, la
pipérazine 77 est engagée dans une seconde alkylation en présence de s-BuLi, de
tetraméthyléthylénediamine (TMEDA) et d’un électrophile. Seuls les composés 78 trans-2,6-
disubstitués ont été observés ce qui est concordant avec la littérature et notamment les travaux

de Beak et al. portant sur la trans-alkylation de pipéridines 3-substituées.

Ph,, ) BHs.DMS, THF Ph,, _ Ph,,
(\OH 2) NaH, Mel, (\O s-Buli, R'X

f _ THFIDMF [ l TMEDA [ l E:R'\;’tﬂslz co, gg‘;‘;
R= Me 86% R=Bn, R=CO, 71%

Boc R=Bn 84% Boc Boc

76 77 78

Schéma 19. Synthése de pipérazine trans-disubstituées 78.

En 2005, notre équipe, a développé une méthode d’alkylation stéréosélective de 2-
oxopipérazines possédant une copule chirale « diéthanol ». Cette méthode, permet d’obtenir
les diastéréoisomeres 3(S) et 3(R) a partir d’une seule 2-oxopipérazine clé (Schéma 20). Une
premiére voie de synthése comprenant six étapes a été publiée [87]. La O-benzyl-L-sérine
commerciale est estérifiee dans le méthanol en présence de chlorure de thionyle (SOCI,) puis
un couplage peptidique avec la Boc-glycine permet d’obtenir le dipeptide 80. En présence de
LiAlH,4, la fonction ester du dipeptide 80 est réduite en alcool, et la fonction amide est réduite
en amine pour donner le diaminol 82. Aprés une protection de 1’alcool sous forme d’éther
silylé, la diamine 83 subit une réaction d’amidification avec I’acide bromoacétique. Enfin la
substitution intramoléculaire du brome permet d’obtenir la 2-oxopipérazine 85 avec un
rendement global de 26%. Afin de contourner I’étape peu reproductible de réduction au
LiAIH,4, une alternative de synthese passant par 1’intermédiaire thioamide 81 a été proposée,

augmentant le rendement global a 47%.
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Schéma 20. Synthese de 1’oxopipérazine clé 85.

Par la suite deux autres voies de synthése ont été proposées (voies A et B) afin de
réduire le nombre d’étapes et d’augmenter le rendement global (Schéma 21). La voie A évite
le couplage avec I’acide bromoacétique et la réduction de la fonction amide. L’amine de la
glycine n’est plus protégée sous forme de carbamate mais sous forme de sulfonamide, moins
désactivant. Apres estérification de la O-benzyl-L-sérine et couplage avec la nosylglycine, le
dipeptide obtenu 86 est mis en présence de dibromopropane afin de former la 2-oxopipérazine
87. La réduction spécifique de I’ester en alcool, puis le changement de groupement protecteur
sur I’amine permettent de fournir la dioxopipérazine 88 désirée en six étapes avec un

rendement global de 53%.

La voie B est la plus courte a ce jour, et permet d’obtenir la 2-oxopipérazine 88 en 5
étapes. La fonction amine de la sérine est, dans un premier temps, convertie en alcool 89. Puis
cet alcool 89 est converti en triflate avant d’étre substitué par 1’amine de la N-Boc-pipérazine
pour conduire a I’amine 90. Enfin une étape d’oxydation régiosélective en présence de
dioxyde de rhuténium suivie d’une réduction de I’ester en alcool permettent d’obtenir la 2-

oxopipérazine 88 avec un rendement global de 44%.
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Schéma 21. Nouvelles voies d’accés pour la 2-oxopipérazine 88.

Nous avons précédemment vu le mécanisme supposé de 1’alkylation de 2-oxopipérazines

portant une copule chirale. Pour former les différents stéréoisomeres, il faut qu’une des deux

fonctions alcools soit libre pour induire la stéréosélectivité de la réaction. Ici, les alcools de la

copule chirale peuvent étre déprotéges sélectivement selon la diasteréoselectivité souhaitée

lors de I’étape d’alkylation. Le clivage du groupement benzyle peut étre effectué par

hydrogenolyse et 1’éther silylé peut étre clivé grace au fluorure de tétrabutylammonium

(TBAF). L’alkylation de ces molécules avec différents électrophiles est réalisée en présence

de diisopropylamidure de lithium (LDA) et d’HMPA dans le THF. D’excellents exces

diastéréoisomériques (>95%) ont été observés avec des rendements compris entre 77% et

89% [88].
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Schéma 22. Formation des quatre diastéréoisomeres a partir de la 2-oxopipérazine 85-(S).

Plus récemment, Marine Pillon a développé, au sein du laboratoire, une synthese

permettant d’obtenir la dioxopipérazine clé 104 a partir du S-phénylglycinol, en 5 étapes avec

un rendement global de 15% (Schéma 22). Une premiere étape de protection permet de

protéger I’alcool du S-phénylglycinol puis une substitution nucléophile en présence du

bromoacétate de méthyle 96 conduit a la formation de ’amine secondaire 97. Cette amine

réagit avec le chlorure de chloracétyle pour donner I’amide 99. La substitution du chlore par

I’amine de I’ester méthylique de S-phénylglycine suivie d’une cyclisation intramoléculaire

permet d’obtenir la dioxopipérazine 102. Enfin une étape de déprotection permet d’activer la

premiére copule chirale.

Toutefois, lors de 1’étape de cyclisation, une racémisation de la copule chirale portant

la fonction ester a été observée. La perte de la configuration S peut certainement étre
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expliquée via la formation de 1’énolate correspondant en présence de triéthylamine, le
groupement phényle situé en o augmentant I’acidité du proton. Méme si la séparation des
diastéréoisomeres formés peut étre accomplie, lors des étapes d’alkylations la stéréochimie de
cette copule chirale risque fortement d’étre perturbée en présence de bases lithiées. Les
premiers essais d’alkylations ont été interprétés comme ayant conduit a la formation du

composé 104 avec un rendement de 35%.
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Schéma 23. Synthése de la dioxopipérazine 104 3-substituée par Marine Pillon.

L’objectif de cette theése est de développer une méthode permettant I’alkylation
stéréosélective de 2,5-dioxopipérazines afin de synthétiser ’AR et des analogues se
différenciant par la nature de leurs fonctions chélatrices du fer ou par la configuration des
centres stéréogenes portant ces ligands. Des études physico-chimiques des composés obtenus
permettront de définir les sidérophores possédant la plus haute affinité pour le Fe(lll) ainsi
que la steechiométrie des complexes formés. Enfin, un couplage avec un antibiotique (p-
lactame ou fluoroquinolone) ou la complexation du Ga(lll) par les sidérophores synthétisés
permettront de créer des antibactériens dont les propriétés seront étudiées sur des souches tels

qu’E. coli ou P. aeruginosa.
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Dans un premier temps, les propriétés physico-chimiques de pipérazines 1,4-
disubstituées, par des chaines propyles portant des fonctions chélatrices du fer ferrique, seront
également évaluées. Ces composés plus simples a synthétiser nous permettront de tester
différentes fonctions chélatrices du fer afin d’orienter nos synthéses d’aAR vers certains
groupements mieux reconnus ou ayant une plus grande affinité pour le fer ferrique. Trois
principaux ligands seront testés : i) les catéchols, largement représentés chez les sidérophores
bactériens mais dont I’affinité pour le Fe(Ill) est parfois faible en milieu acide, ii) les
hydroxamates, particulierement présents chez les sidérophores fongiques comme I’AR
(Figure 34), iii) et les dérivés synthétiques hydroxypyridinone que I’on retrouve notamment

dans le conjugué BAL30072, actuellement en essais cliniques.

Chélateurs du fer:

o
OH O }&& Hofﬁ\/
HO [ H
Chélateur du fer/\/\N/\ \©)LN N O\n/N\;
OH o
o

N.__~_ Chélateur du fer

Analogues pipéraziniques )cj)\ E‘n f‘]/\oH
N
N

OH e

Figure 34. Pipérazines 1,4-disubstituées envisagées.

L’objectif principal de ce travail est de développer une synthése de ’AR et des
analogues 3,6-disubstitués. En reprenant les travaux précédemment effectués au laboratoire,
nous obtiendrons une dioxopipérazine possédant deux copules chirales greffées sur les

positions 1 et 4 a partir du (S) ou du (R)-phénylglycinol.

Ces inducteurs chiraux permettront de controler la stéréosélectivité des étapes
d’alkylations en position 3 et 6. Nous avons choisi le (S) et le (R)-phénylglycinol comme
copule chirale puisque I’hydrogénolyse de ces fragments sur des pipérazines avait déja été
décrite. En faisant varier la configuration de ces copules (S,S), (R,R), (S,R), (R,S), nous
pourront obtenir une bibliothéque de chélateurs du fer dont la stéréochimie variera. Lorsque la
configuration des deux inducteurs chiraux sera identique, nous devrions obtenir des
dioxopipérazines cis-disubstituées, et lorsque cette configuration sera différente nous devrions

synthétiser des composés trans-disubstitués (Schéma 24).
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Schéma 24. Stratégie de synthése pour obtenir les différents analogues dioxopipéraziniques.

Les dioxopipérazines clés nécessaires aux étapes d’alkylation pourront étre
synthétisées a partir du (S)- ou du (R)-phénylglycinol commercial. Puis, une ou deux étapes
d’alkylation permettront de greffer les chaines portant les groupements chélateurs du fer.
Nous avons choisi comme ligands du fer quatre motifs: un catéchol, deux

hydroxypyridinones et un hydroxamate.
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Schéma 25. Rétrosynthése proposée pour I’obtention de I’AR et de ses analogues.

aAR Phénylglycinol

Nous développerons les syntheses des pipérazines 1,4-disubstituées et des
dioxopipérazines 3,6-disubstituées avant de nous intéresser aux premiers résultats

biologiques, réalisés au sein de 1’équipe.
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Résultats et Discussion
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I. Synthese de pipérazines 1,4-disubstituees portant des fonctions

chélatrices du fer

L’objectif de cette thése est de synthétiser I’AR et des analogues dioxopipéraziniques
3,6-disubstitués portant des fonctions chélatrices du fer. Pour orienter notre choix, quant a la
nature de ces groupements chélateurs, nous avons décidé de poursuivre les travaux de these
effectués, au sein de notre laboratoire, par Marine Pillon sur la synthese de pipérazines 1,4-
disubstituées par des chélateurs du fer. Comme nous I’avons vu précédemment (partie
bibliographique, p 53-54), Marine Pillon, lors de ses travaux de thése, a synthétisé des
pipérazines portant des groupements chélateurs du fer de type catéchol MPPS0225 et 2-
methyl-3-hydroxypyridinone 105a. En s’inscrivant dans la continuité de ces travaux, nous
avons souhaité synthétiser de nouveaux composés 105b-c afin de tester leur capacite a
chélater le fer et a étre reconnu par les bactéries comme des analogues sidérophores. La
synthése de ces composés est plus simple et doit donc permettre de disposer d’une quantité
plus importante de produits néecessaires a la réalisation des essais physico-chimigques qui nous
aideront a déterminer les meilleurs ligands du Fe(lll). Des essais de reconnaissance de ces

ligands du fer par des bactéries a Gram négatif seront également réalisés au sein de 1’équipe.
HO OH
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Schéma 26. Rétrosynthése proposée pour I’obtention des analogues pipéraziniques MPPS0225
et 105.
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A.Formation de pipérazines 105b et 105c 1,4-disubstituées par des
chélateurs du fer de type 1,5-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)pyridinone

Nous avons, dans un premier temps, souhaité synthétiser un dérivé pipérazinique
portant deux groupements chélateurs de type 1,5-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)pyridinone,
motif que I’on retrouve notamment dans le conjugué BAL 30072 (Figure 21, p 48).

Les pipérazines 1,4-disubstituées 105b et 105c peuvent étre obtenues a partir de la
bis(aminopropyl)-pipérazine 107 et de la pyridinone 108 qui est accessible en trois étapes. a
partir de ’acide kojique 109 (Schéma 27).

N(’%NH2
HoN N
o OH v 1\5 o)
HO Ja) N * OH
NTLX
\fj\/x f ’ /\E’J\ = * —= HO |
N {v{ OH o o
OH o \/EJj/OPMB 109
||
X = -NH- 105b HO N
-NHCOO- 105¢ OPMB

Schéma 27. Rétrosynthése des pipérazines 1,4-disubstituées 105b et 105c.

Dans un premier temps nous avons synthétisé la pyridinone 108 a partir de ’acide
kojique 109 (Schéma 28). La fonction énol de ce dernier est protégée en présence de bromure
de benzyle dans la NMP. Une réaction de Michael est ensuite réalisée par I’hydroxylamine et
le produit formé est directement mis en présence du chlorure de p-méthoxybenzyle et de
carbonate de potassium. La pyridinone 108 désirée est ainsi obtenue avec un rendement
global de 9%. Une hydrogénolyse pallado-catalysée de la pyridinone 108 a permis de fournir
le chélateur bidenté 111 avec un rendement de 49%. Ce dernier a été synthétisé dans le but de

comparer ses proprietés chélatrices du Fe(l11) a celles d’autres motifs hydroxypyridinones.
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Schéma 28. Synthése des pyridinones 108 et 111.

Une fois la pyridinone 108 obtenue, nous nous sommes intéressés a la synthése de la
pipérazine 1,4-disubstituée 113, precurseur du chélateur 105b (Schéma 29). La premiere
stratégie envisagée repose sur une réaction de double substitution nucléophile entre la
pipérazine commerciale 107 et deux molécules de pyridinone 108. Pour cela, I’alcool primaire
de la pyridinone 108 est activé sous forme de mésylate a ’aide de chlorure de mésyle, en
présence de triéthylamine. Cependant, bien que nous ayons observé la formation du mésylate
112 en spectrométrie de masse, nous n’avons pas observé la formation de la pipérazine 1,4-

disubstituée 113 attendue.
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Schéma 29. Tentative de substitution du mésylate 112 pour accéder a la pipérazine 113.

Nous avons alors procédé a I’activation de I’alcool primaire de la pyridinone 108 par
une réaction de Mitsunobu. Malheureusement, ce nouvel essai ne nous a pas permis d’obtenir
le produit 113 souhaité. En effet, seules les molécules initiales 107 et 108 ont été retrouvées

en fin de réaction (Schéma 30).
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Schéma 30. Essai de substitution de 108 via une réaction de Mitsunobu pour accéder la
pipérazine a 113.

Face a ces difficultés, nous avons préfére relier la pyridinone 108 & la pipérazine 107
via une fonction carbamate et former la pipérazine 114, précurseur de 105c (Schéma 31). Pour
ce faire, les deux entités ont été mises en présence de CDI dans le THF et le composé 114 a
été obtenu avec un rendement de 38%.
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Schéma 31. Synthése de la pipérazine 1,4-disubstituée 114,

Une seule étape de clivage des groupements devait alors nous permettre d’accéder au
produit désiré 105¢ (Tableau 4). Dans un premier temps, des tests d’hydrogénolyse catalysés
par du palladium sur charbon ont été réalisés avec 0,5 eq de catalyseur (Tableau 4, entrée 1).
L’augmentation du nombre d’équivalents et de la durée de la réaction n’ont pas permis
d’obtenir le produit désiré (Tableau 4, entrées 2, 3 et 4). D’autres essais en présence d’un ou
deux équivalents de BCl; ont également été réalisés sans succes (Tableau 4, entrées 5 et 6).
Dans tous les cas, seule la matiere premiere 114 a été isolée et aucune présence du produit

105c n’a été détectée.
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Tableau 4. Essais de clivage des groupements PMB de 114 pour obtenir 105c.

o} 0 OPMB o} i OH
N (\/)3 oPMB N g (v)s OH
OPMB O 114 o) OH o) 105¢ o]
Essais Réactif/Catalyseur Nombre d’équivalents Durée Observations
1 Pd/C 0,5 2h Matiére premiére 114
2 Pd/C 1 12h Matiére premiére 114
3 Pd/C 2 24h Matiére premiére 114
4 Pd/C 4 24h Matiére premiére 114
5 BCl; 1 4h Matiere premiére 114
6 BCl; 2 4h Matiere premiére 114

La pipérazine 114 a été obtenue en 3 étapes avec un rendement global de 7%.
Malheureusement les différents essais d’hydrogénolyse ne nous ont pas permis d’accéder au
chélateur du Fe(l11) tétradenté 105c. Notre laboratoire ayant fait 1’acquisition d’un réacteur a
hydrogenolyse, permettant d’augmenter la pression en dihydrogeéne, d’autres réactions

devraient étre menées afin d’isoler le produit souhaité.

B. Formation de la pipérazine 105d 1,4-disubstituées par des fonctions

hydroxamates

La préparation de la pipérazine 1,4-disubstituée 105d peut étre envisagée selon deux
voies. La premiére permet de synthétiser la pipérazine 105d a partir du di-sulfonamide 115.
Celui-ci peut étre obtenu en réalisant la substitution de deux dérivés halogénés 3, issus de la
N-Tosyl-O-benzylhydroxylamine 2, par la pipérazine 106. La seconde voie permet I’obtention
de la pipérazine 105d a partir du dicarbamate 116 qui peut étre synthétisé en réalisant la
substitution de deux dérivés halogénes 117 par la pipérazine 106, ces dérives étant issus de la
N-Troc-O-benzylhydroxylamine 35. Cette seconde voie est plus rapide car le clivage du
groupement Troc et ’acétylation de I’amine peuvent étre effectués en une seule étape. Par
ailleurs, le dérivé halogéné 118 utilisé dans des synthéses postérieures peut étre obtenu a
partir de 3 et 117.
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Voie 1

NI
TsN
oBn 115 106 3 2
HO O ﬁ
=
NERN Br/\/\lTlAc

./ OBn

—N
\ 105d
H 118

BnQ
NTroc
J_/ I
N N > HN NH+ BF NTroc  —n,  NHTroc
__/ __/ OBn OBn
TrocN
OBn 116 106 17 35

Voie 2

Schéma 32. Rétrosynthése proposée pour 1’obtention de la pipérazine 105d et du dérivé halogéné
118.

Aprés avoir présenté la synthése des composés 3, 117 et 118, nous développerons la

voie d’acces a 105d.

1. Synthése des dérivés halogénés 3 et 117 et 118

Nous avons, en parallele, développé deux voies de synthése permettant d’obtenir les
dérivés halogénés 3 et 117 dont I’amine est protégée respectivement sous forme de
sulfonamide et de carbamate (Schéma 33). Prenant en compte les travaux d’Isowa et al. [70]
(Schéma 2) et de Marine Pillon [89], nous avons dans un premier temps activée
I’hydroxylamine 1 sous forme de sulfonamide, en présence de chlorure de tosyle et de
pyridine, avec un rendement de 91%. Lors de ses travaux de thése, Marine Pillon avait tenté
de substituer le 1,3-dibromopropane par le sulfonamide 2 en reprenant les conditions
développées par Isowa et al. Cependant, en présence d’éthanolate de sodium, le produit
n’avait été isolé qu’avec un faible rendement et une pureté insuffisante. Nous avons alors

choisi d’utiliser une autre base, le carbonate de césium. Dans ces conditions, le sulfonamide 2
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obtenu substitue le 1,3-dibromopropane pour conduire au bromopropylsulfonamide 3 avec un
rendement de 63%.

En paralléle, nous avons effectué la méme synthése, avec I’hydroxylamine activée
sous forme de carbamate 35. Ce dernier est obtenu avec un rendement de 95%, en présence de
bicarbonate de sodium et de chlorure de 2,2,2-trichloroéthoxycarbonyle. Puis en reprenant les
conditions développées pour la formation du bromopropylsulfonamide 3 a partir de 2, le
bromopropylcarbamate 117 a été synthétisé avec un rendement de 79%.

BF(CH2)3BF
TsClI T Cs,CO T
NH, *NH e SINTer
| ..
OBn Pyridine OBn  DMF, 60°C OBn
91% 63%
1 2 3
NaHCO; Br(CH,)3Br
oBn Troc-Cl  ogn Cs,CO3 OBn
NH rllHT TrocN Br
2 THF roc DCM ~ N
1 95% 35 79% 117

Schéma 33. Syntheses des dérivés halogénés 3 et 117.

Pour valider les voies de synthese proposees, un premier test de clivage du
groupement tosyle ou Troc a été réalisé. En présence d’acide bromhydrique et de phénol, a
60°C, le bromosulfonamide 3 n’a pas pu étre déprotégé. En revanche, le groupement Troc a
pu facilement étre clivé avec des conditions plus douces, et la N-acétylation a pu étre réalisée
au cours de cette méme étape, permettant d’obtenir 1’hydroxamate protégé 118 avec un
rendement de 67%. Suite a ces resultats, nous avons decidé de poursuivre la synthese
uniquement avec le groupement Troc. Par ailleurs, le dérivé halogéné 118 pourra étre utilisé

dans d’autres synthéses afin de greffer facilement une fonction hydroxamate.

HBr

OBn
Ts. AN PhOH | 119
’T‘ Br — HN A~ Br
OBn 50°C .
3 Ac,O
AcOH
\J
Zn
OBn
OBn ACzO

|
- - N Br
TrocN\/\/Br ACOH \ﬂ/ TN
17 67% O 118

Schéma 34. Synthése du dérivé hydroxamate 118 a partir de 3 et 117.

91



Le spectre RMN du composé 118 ci-dessous, indique bien un singulet a 4,84 ppm
correspondant au groupement CH, du benzyle, deux triplets a 3,79 ppm et 3,43 ppm
correspondant aux groupements CHy situés aux extrémités de la chaine propyle, un quintuplet
a 2,19 ppm correspondant au groupement CHj restant de la chaine propyle et un singulet a

2,11 ppm correspondant aux hydrogénes présents sur I’acétyle.

O

|
OBn

118
CH; benzyles

- 208

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

e 1 e 6 S A
4.9 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3.8 37 3.6 35 34 33 3.2 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21

Figure 35. Analyse du spectre RMN *H du dérivé hydroxamate 118.

Nous sommes ainsi parvenus a obtenir le derivé halogéné 118 avec un rendement
global de 50%. Ce dernier pourra étre utilisé, par la suite, pour la synthése de
dioxopipérazines 3,6-disubstituées. Le groupement protecteur Troc nous a permis de réduire
le nombre d’étapes par comparaison au groupement tosyle. Par ailleurs, le clivage de ce
groupement est plus aisé a réaliser que celui du groupement tosyle. Le dérivé halogéné 117

obtenu, nous avons donc poursuivi la synthése de 105d selon la voie 2.

2. Synthese de la pipérazine 1,4-disubstituée 105d par la voie 2

Ayant obtenu le dérivé hydroxamate 118, nous aurions pu réaliser la substitution de ce
dernier par la pipérazine 106. Cependant, le groupement acétyle présent dans 118 étant plus
fragile que le groupement Troc présent dans 117, nous avons préféré utiliser ce dernier pour

réaliser la di-alkylation de la pipérazine 106. En présence de triéthylamine, dans le DCM, la
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pipérazine 1,4-disubstituée 116 est obtenue avec un rendement de 38%. Puis, le clivage des
groupements Troc suivi d’une acétylation permet d’obtenir la pipérazine 120 possédant deux

fonctions hydroxamates benzylées avec un rendement de 87% (Schéma 35).

BnQ
NTroc
/—\ _Troc Et3N /\
HN  NH o+ BrT OTON — N N
s %8n  peM /_f s
106 17 53%  TrocN 116
OBn

e

AcOH
87% N\ 120
o OBn

BnO
Zn 4/_/N4<
ACZO N/ \N
\_/

Schéma 35. Syntheése de la dioxopipérazine 1,4 disubstituée 120.

L’¢étape de clivage des fonctions benzyles s’est révélée problématique et malgré les
différents tests effectués, nous ne sommes pas parvenus a deprotéger les fonctions
hydroxamates correspondantes (Tableau 5). Dans un premier temps, des essais
d’hydrogénolyse ont été réalisés en présence de palladium sur charbon (Tableau 5, entrée 1).
N’obtenant pas le produit désiré, le nombre d’équivalents de catalyseur et la durée de la
réaction ont été augmentés (Tableau 5, entrées 2, 3, 4 vs entrée 1) en vain. Enfin, deux essais
ont été effectués en présence d’un ou de deux équivalents de BCl3 mais, la encore, nous ne
sommes pas parvenus a deprotéger les fonctions hydroxamates. Lors de tous ces essais, seule

la matiére premiere a pu étre retrouvée.
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Tableau 5. Essais de clivage des groupements benzyles pour obtenir 105d.

BhO O HO O
N N
/_f AN T /_f AN
Essais | Réactif/Catalyseur | Nombre d’équivalents | Durée Observations
1 Pd/C 0,5 2h Matiére premiére 120
2 Pd/C 1 12h | Matiére premiére 120
3 Pd/C 2 24h | Matiere premiere 120
4 Pd/C 4 24h | Matiere premiere 120
5 BCl; 1 4h Matiere premiere 120
6 BCl; 2 4h Matiere premiere 120

L’étude des voies de synthése des pipérazines 105b, 105c, et 105d nous a permis
d’obtenir les intermédiaires protégés 114 et 120 avec des rendements globaux respectifs de
7% et 33% (Schémas 31 et 35). Des problemes de clivage des groupements benzyles et PMB
ne nous ont pas permis d’obtenir les composés finaux désirés 105b, 105c, ou 105d. Des essais
a I’aide d’un réacteur a hydrogéne permettant le controle des températures et de pression
seront effectués et pourraient permettre de déprotéger nos produits. Cependant, nous avons
réussi a obtenir ’hydroxypyridinone 111 en quantité suffisante pour réaliser des tests physico-

chimiques. Ces ¢études devraient permettre d’établir les pKa et pFe de 111 puis de les

comparer a ceux d’autres groupements chélateurs du fer de type hydroxypyridinone.

Nous allons maintenant présenter les travaux effectués sur la synthese de

dioxopipérazines 3,6-disubstituées par des fonctions chélatrices du Fe(l11).
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II. Synthese de dioxopipérazines 3,6-disubstituées: acide

rhodotorulique et analogues

Parallelement & la préparation des pipérazines 1,4-disubstituées par différents
groupements chélateurs du fer, nous nous sommes intéressés a notre objectif principal : la
synthese de I’AR et de ses analogues 121 se différenciant selon la nature des fonctions
chélatrices du fer (catéchol, hydroxypyridinone) et selon la stéréochimie. Plusieurs voies de
synthése ont été mises en place : i) via ’alkylation stéréosélective de dioxopipérazines (voies
A; et Ay, schéma 36) et 11) a partir de ’ornithine ou ’acide glutamique (voies B et B,

schéma 36).

Les voies A; et A; reposent sur l’alkylation stéréosélective de dioxopipérazines
comportant des inducteurs chiraux en position 1 et 4 de la dioxopipérazine. Selon la
configuration absolue des centres stéréogenes des copules chirales, il est possible d’obtenir
des dioxopipérazines cis et trans-disubstituées 121 de maniere rapide et convergente. La voie
A; comporte deux étapes d’alkylations qui permettent de greffer deux chaines 1’une apres
I’autre par un jeu d’activation et de désactivation des copules chirales. Les chaines greffées
possedent déja des fonctions chélatrices du fer (Rs; = hydroxamate, catéchol,
hydroxypyridinone) ou sont facilement fonctionnalisables (-CH,R, = halogénopropyle,
allyle). Dans ce dernier cas, les fonctions chélatrices sensibles peuvent étre introduites en fin
de synthese. La dioxopipérazine monosubstituée 123 peut étre accessible via les
dioxopipérazines 103 et 124 dont I’'une des copules chirales est activée et ’autre protégée
sous forme d’ester méthylique 103 ou d’éther allylique 124. Celle-ci est obtenue a partir d’un
intermédiaire chloracétamide 99 nécessaire également a la synthese des dioxopipérazines par
la voie A,. Cet intermédiaire est disponible en 3 étapes a partir du (R) ou (S)-phénylglycinol.
Cette voie possede ’avantage, par rapport a la voie A,, de pouvoir greffer deux chaines
différentes sur la dioxopipérazine et d’obtenir éventuellement des analogues dont la nature
des deux groupements chélateurs différe. La voie A; est, quant a elle, plus rapide car les deux
alkylations sont effectuées en une seule étape au cours de laguelle les deux copules chirales de
la dioxopipérazine 127 sont activées. Comme pour la voie Ay, les chaines greffées possedent
déja des fonctions chélatrices du fer (R; = hydroxamate, catéchol, hydroxypyridinone) ou sont
facilement fonctionnalisables (-CH,R, = halogénopropyle, allyle) afin de pouvoir placer les

groupements chélateurs du fer en fin de synthese.
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Les voies B; et B, consistent en la synthése de dioxopipérazines 3,6-disubstituées dont
la stéréochimie est dépendante de la configuration absolue des centres stéréogénes des acides
aminés choisis comme matiéres premiéres. La premiére voie (B;), qui s’inspire de la voie de
biosynthése de I’AR, nécessite deux couplages successifs entre deux N°-hydroxyornithines
128 et 129. Ces composés résultent de la N°-hydroxylation de ’ornithine 130, une étape
souvent délicate et limitante. L’ornithine 130 nécessaire a la réalisation de cette réaction est
obtenue a partir de la glutamine 131. La seconde voie (B;) permet d’obtenir des
dioxopipérazines cis-disubstituées symétriques a partir d’un intermédiaire original de
type dioxopipérazine pyroglutamique 132, accessible rapidement a partir de I’acide
glutamique 133. L’ouverture des cycles pyrrolidines et la greffe de groupements chélateurs du
fer conduisent a I’obtention de dioxopipérazines 3,6-disubstituées par des fonctions
chélatrices du fer. Cependant, la trés haute polarité des intermédiaires de cette synthése peut

entrainer des problémes de solubilité dans les solvants classiques.
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Voies A : Alkylations stéréosélectives Voies B : via l'ornithine ou le glutamate

Voie A4 Voie B4
A,

103 (R, = a) R 131 NH,
124 (R, = b) sauf si Ry = CH,CH,R3 ﬁ

Ph Ph Ph.s
OTBDMS .
\(\OH WOTBDMS ﬁﬂ HZNMOR4
<:| <::| NHBoc
i f i LRQ i fﬁRa 130 ﬁ

0
/k Ri -~ Ph o eh BzO .
123 122 N OH
ﬂ :;‘;C NHBoc
% ﬁ + 5
OTBDMS N o BZO\NN\*)\O&
N__O R“A/\i Troc NH,
A R 128
L \E 0N 3
O OMe™ClI H 3
99
7y 0
Ph v " oTBDMS 07N

z T@Rzﬁ iaz = Ml J@ "o
\)*\Ph PN TBDMSO\)\ ﬂ

127 126 125 o o
Voie A, Voie B, wj\
sauf si Ry = CH,CHyR3 HO OH
133 NH,
(6] o OH
= MO A @ e o L O
|| |
° A
Allylo__>, o OH W R, = Me, tBu

(o}

f{mk AR si 35,6
OH

R, = CHp-CH4-R3, CH,-CH,X, -CH=CH, ‘
avec X =Brou Cl

Schéma 36. Rétrosynthése pour 1’obtention de dioxopipérazines 121 3,6-disubstituées par des
groupements chélateurs du fer.

A. Synthese des dioxopipérazines 3,6-disubstituees : voies A; et A,

Au cours de cette thése, nous nous sommes particulierement intéressés, a la synthése
des dioxopipérazines 121 cis-disubstituées (3S,6S et 3R,6R) afin d’obtenir I’AR possédant une
configuration absolue 3S,6S. Comme indiqué précédemment, les voies A; et A, reposent sur

I’alkylation stéréosélective de dioxopipérazines comportant des inducteurs chiraux. Selon la
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configuration absolue des centres stéréogénes des copules chirales, nous pouvons obtenir la
dioxopipérazine 121 de la configuration absolue de notre choix. Ainsi, les dioxopipérazines
121 de configuration absolue 3S,6S sont obtenues lorsque les copules chirales sont de
configurations absolues S et les dioxopipérazines 121 de configuration absolue 3R,6R sont
obtenues lorsqu’elles sont de configurations R. La premiére voie (A;) réside dans la synthése
des dioxopipérazines 103 et 124 dont une seule copule chirale est activée. Deux étapes
d’alkylation sont nécessaires afin de greffer des chaines facilement fonctionnalisables
(halogénopropyle, allyle) ou portant des fonctions chélatrices du fer telles que les
groupements  hydroxamates, catéchols ou hydroxypyridinones. Un jeu de
protection/déprotection des copules permet d’activer alternativement ces dernicres. Cette voie,
plus longue que la voie A, possede I’avantage de pouvoir synthétiser des composés possédant
deux groupements chélateurs du fer différents (Schéma 37). Elle permet également d’obtenir
des dioxopipérazines finales trans-disubstituées si les copules chirales utilisées sont de

configurations absolues opposées puisqu’elles peuvent étre déprotégées alternativement.

La seconde voie (A;) consiste en la synthese des dioxopipérazines clés 127 dont les
deux copules chirales sont activées. Une seule étape d’alkylation permet alors de greffer en
position 3 et 6 de la dioxopipérazine les chaines souhaitées. Les dioxopipérazines 103, 124 et
127 néecessaires a la réalisation de ces deux voies sont issues des chloracétamides 99 qui sont
cyclisés en présence des différentes copules chirales (ester 134a, éther allylique 134b, éther
silylé 95). Selon la configuration absolue souhaitée, cet intermédiaire clé est obtenu a partir

du (R)- ou (S)-phénylglycinol.
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Voies A : Alkylations stéréosélectives

sauf si R2 = CH2CH2R3

Ph_s Ph_x Ph_s
OTBDMS OH
Y\ W/\OTBDMS 7\1/\0 103 (1 S,4S) R1 =a
_ 103 (1RAR)R,=a
Voie A, K/)R3[:‘> /J/i LR i f 124 (1S,4S)R,=b
2 07 "N
HO\)\Ph

124 (1R4R) R, = b
R R Ph
! NH2  134a-(s), 134a-(R),
122 (15,35,45)  123(15,35,49) H R1)<Ph 134b-(S) et 134b-(R)
122(1R3R4R) 123 (1R,3RAR)
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N6 " oTBDMS o
R{fi 99-(S) N_ _O |:> \KOH
PN R 99-(R) L \i NH,
H 3
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Ry R;
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R3 R2 0“ N

TBDMSO\/K o Ho\/kph HO\)*\Ph

125 (18,3S5,45,6S) 126 (1S,3S,4S,6S) 127 (15,4S)
125 (1R,3R,4R,6R) 126 (1R,3R,4R,6R) 127 (1R,4R)
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MeO OH OH
@) N N
- X OH
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R, = CH,-CH,-Rj3, CH,-CHoX, -CH=CH,
avec X = Brou Cl

Schéma 37. Rétrosynthéses proposées pour 1’obtention des dioxopipérazines cis-disubstituées
121-(3S,6S) et -(3R,6R).

Dans un premier temps, nous développerons la synthése des intermédiaires
chloracétamides 99-(S) et -(R) puis nous nous intéresserons a 1’obtention des

dioxopipérazines clés 103, 124 et 127 avant d’aborder les différents essais d’alkylation
effectués sur ces composes.
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1. Synthese des intermédiaires chloracétamides 99-(S) et —(R)

Les intermédiaires chloracétamides clés 99-(S) et (R) peuvent étre synthétisés en trois
étapes respectivement a partir du selon la stratégie mise au point précédemment au laboratoire
(Schéma 38)[89]. Dans un premier temps, I’alcool du (S)- ou (R)-phénylglycinol est protégé
sous forme d’éther silylé en présence de TBDMSCI et d’imidazole, avec des rendements
respectifs de 98% et 97%. Puis les amines 95-(S) et 95-(R) obtenues réagissent avec le
bromoacétate de méthyle pour donner les amines secondaires 97-(S) et 97-(R) avec des
rendements respectifs de 69% et 73%. Enfin, celles-ci réagissent avec le chlorure de
chloracétyle 98 et de la triethylamine dans du dichlorométhane pour former les amides 99-(S)
et 99-(R) avec des rendements respectifs de 82% et 78%. Les intermédiaires clés 99-(S) et 99-
(R) sont ainsi obtenus avec un rendement global de 55% pour les deux énantioméres et avec
un pouvoir rotatoire de + 26 (c 0,23; AcOEt) et — 28 (c 0,25; AcOEt) respectivement.

Br

96
TBDMSCI, i Ph \E Ph
Ph Imidazole ph_- Y\OTBDMS % j/\OTBDMS
Y oH = T oTBOMS -
NH, DCM NH, EtN, i Et3N i \E
THE 67> ome DCM omeCl
S=98% 95 S=69% o7 S=82%
R=97% R =73% R =78%

99-(S) [a]201= +26 (c 0,23; ACOEt)
99-(R) [oc]%2= - 28 (c 0,25; AcOEt)

Schéma 38. Synthése des intermédiaires chloracétamide 99-(S) et -(R).

2. Synthese des copules chirales 2-(allyloxy)-1-phényléthanamine 134-b

Pour obtenir les copules 134b-(S) et 134b-(R) dont I’alcool est protégé sous forme
d’éther allylique (Schéma 36, 37 et 39), nous avons proposé une synthése en trois étapes a
partir du (S)- et du (R)-phenylglycinol (Schéma 39). L’amine de ces composés est d’abord
protégée sous forme de carbamate en présence de dicarbonate de di-tert-butyle (Boc,0) puis
les alcools obtenus 135-(S) et 135-(R) substituent ’halogéne du bromure d’allyle pour donner
I’éther allylique 136-(S) et -(R). Enfin les amines sont déprotégées a 1’aide d’un traitement
acide. Les copules chirales protégées 134b-(S) et 134b-(R) sont ainsi obtenues avec des
rendements globaux respectifs de 48% et 49%, des pouvoirs rotatoires respectifs de +11 (c
0,18; AcOEt) et -10 (c 0,13; AcOEt).
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NaH
Ph Boc,0 Ph Br. d'allyle Ph

OH — >  Boc. /K/OH E—— BOC\N)\/O\/\
HoN MeOH N THF
© H13s5s H 136-(s)
S = 89% 135:§ R)) S=67% 136.(R)
R=93% R =68%
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T CIHHyN ~
MeCN 134b-(S) [0]%= +11 (c 0,18; AcOEt)
S=80% 134b-(S) <(S) [od5 e

R=78% 134b-(R) 134b-(R) [a]§)3= -10 (c 0,13; AcOEt)

Schéma 39. Synthese des copules 2-(allyloxy)-1-phényléthanamine 134b-(S) et -(R).

Une fois ces copules chirales obtenues, nous nous sommes intéressés a la formation du

cycle dioxopipérazinique.

3. Formation des dioxopipérazines 103, 124 et 127

a. Synthése de la dioxopipérazine 103-(1S,4S)

La synthése de la dioxopipérazine 103-(1S,4S) a deja été decrite au laboratoire lors de
la these de Marine Pillon. Cependant, un probleme de racémisation de la seconde copule
chirale au cours de I’étape de cyclisation I’avait empéchée d’obtenir la dioxopipérazine 103-
(1S,4S) souhaitée (Schéma 40). Cette racémisation s’explique par la déprotonation en alpha
de D’ester par la triéthylamine, la présence du groupement phényle en position a favorisant

I’acidité du proton méthylénique.

.HCI
100 ¢ - _
MeO.
Ph Ph Ph
Ph o OTBDMS OTBDMS
OTBDMS 1.2eq ro ro
N___NH Et;N, 3 eq f i f
LT T oy
07 OMe NH
MeOH
07 omeCl 65°C, 3j MeO Tw)yph MeO oh
80%
0 O
99-(S) L 101-1s) | 102-(1S)

Schéma 40. Synthése de la dioxopipérazine 102 et racémisation de la seconde copule chirale.
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Pour tenter de limiter ce phénoméne de racémisation, nous avons repris les mémes
conditions que précédemment utilisées mais en modifiant certains parametres tels que : i) le
temps de réaction qui a été abaisse de deux jours (Tableau 6, entrée 1), ii) la quantité de base
qui a été diminuée de 0,5 équivalents (Tableau 6, entrée 2) et iii) la température qui a été
abaissée de 25°C (Tableau 6, entrée 3). Malheureusement, la modification de ces parameétres a

entrainé une chute du rendement sans pour autant améliorer le rapport diastéréoisomérique.

Tableau 6. Optimisations effectuées pour tenter de limiter le phénomene de racémisation de la
dioxopipérazine 102a.

.HCI
NH,
MeO
P f\Ph Ph\|/\OTBDMS
OTBDMS N__O
N\iNH EtsN i f
L o= N
MeOH
0~ “OMe’Cl
e MeO Ph
o)
99-(S) 102
Entrée | Température | Durée | Et;N | Isomérisation® 102-(1S,4S)/ 102-(1S,4R) | Rendement
1 65 1j 3eq 1:1 46%
2 65 3j 2,5¢q 1:1 42%
3 40 3j 2,5¢q 1:1 35%

1. déterminé par RMN *H

Bien que la séparation des deux diasteréoisomeres puisse étre aisément réalisée par
chromatographie sur gel de silice, le faible rendement (< 50%) nous a contraints a changer de
systéme de protection pour cette copule. De plus, lors de I’étape d’alkylation, des bases
extrémement fortes telles que les bases lithiées risqueraient d’entrainer de nouveau une
racémisation de cette copule. La protection de la copule chirale sous forme d’éther allylique
nous a semblé étre une bonne alternative car ce groupement résiste a ce type de bases. Par
ailleurs, son clivage ne compromet pas la stabilité des éthers silylés (systéeme de protection de
la premiére copule chirale) et réciproquement, les éthers allyliques résistent aux méthodes de

déprotection des éthers silylés.
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b. Synthese des dioxopipérazines 124 et 127

Les dioxopipérazines 124 et 127 peuvent étre obtenues en deux étapes a partir des
chloracétamides 99 précédemment synthétisés (Schéma 41). Ceux-ci sont cyclisés en présence
des amines 134b ou 95 et de triéthylamine dans du méthanol au reflux. Enfin le clivage de
I’éther silylé a 1’aide de TBAF fournit les dioxopipérazines clés 124 et 127 avec des
rendements globaux respectifs de 26% (S,S), 28% (R,R) et 29% (S,S), 26% (R,R), des
pouvoirs rotatoires respectifs de -63 (¢ 0,38; AcOEt) +68 (c 0,34; AcOEt) -57 (c 0,44; AcOEt)
+59 (c 0,47 ; AcOEt) et des exces diastéréoisomériques supérieurs a 95% (déterminés par
RMN 'H).

Ph_ * 95 ou 134b Ph_=* Ph_ *

OTBDMS OTBDMS
Ph or \|/\ OH
N__O
LT e Y e T
—_——
07 >omecl
MeOH reﬂux
RO\)*\Ph RO,
99 (S.S:R=TBDMS 63% 1373 (SS): R=H 73% 427 (154s) [0'=-57 (c 0,44; ACOEY)
Allyle 61%  137b Allyle 82% D
(RR):R = TBDMS 65% (RRY R=H 70% 127 (1R4R) [a]2'= +59 (c 0,47; AcOEY)
Allyle  61% Allyle 81%

124 (1S,4S) [a]§)2= -63 (c 0,38; AcOEt)

124 (1R,4R) [a]2D2= +68 (c 0,34; AcOEt)

Schéma 41. Synthése des dioxopipérazines clés 124 et 127.

Ces quatre dioxopipérazines clés obtenues, nous nous sommes intéressés a 1’étape
d’alkylation avec pour ambition de greffer des chaines portant déja les groupements
chélateurs du Fe(III). L objectif principal étant d’obtenir I’AR, nous avons d’abord travaillé

sur des cheélateurs du fer de type hydroxamate.

4. Synthese de I’acide rhodotorulique : voie A;

Trois premiéres voies synthétiques (Aia, Aip et Ajc) ont été testées pour obtenir I’AR
(Schéma 42). Ces trois voies ont comme intermédiaire commun la dioxopipérazine 124-
(1S,4S). Celle-ci subit une premiere alkylation stéréosélective avec assistance de la copule

chirale phénylglycinol de configuration S déprotégée pour obtenir les dioxopipérazines 3-
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substituées 138-(1S,3S,4S), 140-(1S,3S,4S) ou 143-(1S,3S,4S) selon la voie choisie (A1a, Arp
ou Ayc). Puis un jeu de protection/déprotection permet d’activer la seconde copule chirale, qui
assistera la seconde alkylation, tout en inactivant la premicre. L utilisation de la premiére voie
(A1a) permet d’introduire, dés le départ, le ligand du fer protégé tandis que les voies Ajp et Ajc
passent par des intermédiaires halogénés 141-(1S,3S,4S,6S) (voie Aip) ou allylique 144-
(1S,35,4S,6S) (voie Ajc). Ces deux derniéres voies permettent ainsi d’introduire le
groupement hydroxamate sensible lors de la derniere étape. Apreés introduction de la chaine
halogénée (voie Ajp), une substitution nucléophile est réalisée en présence de la O-benzyl-N-
Troc-hydroxylamine puis une étape d’acétylation conduit au précurseur 142-(1S,3S,4S,6S) de
I’AR. Lorsque la chaine carbonée allylique est introduite, une hydroboration suivie d’une
hydrolyse conduit au diol 145-(1S,3S,4S,6S) qui subit une réaction de Mitsunobu en présence
de la O-benzyl-N-Troc-hydroxylamine. Une étape supplémentaire d’acétylation fournit le
précurseur de ’AR 142-(1S,3S,4S,6S). La derniere étape de ces trois voies consiste en une

hydrogénolyse afin de cliver les copules chirales et ainsi obtenir I’AR.

Voie A1a
Ph
NOH qere j/\OH onde ﬁ/\OTBDMS Hydro-

H
;NT alkylatlo/l/i T OBnaIkyIatlon RN’éi f OBn genolyseo N/é’)/iNfO OH
|
B .y N
07 N no OH 4 N,
AIIyIO\)\Ph AIIyIO\)\Ph Ho\/kPh

124b-(1S,4S) 138-(1S,35,4S) 139-(1S,3S,4S,6S)
Hydrogénolyse
1¢6re Ph Ph Ph
Voie At | alkylation onde OTBDMS Y\OTBDMS

O Substitution

f alkylatlon X :/|/ OBn
>

L i f BnO /I/i NAc
AIIyIOJ\Ph Ph TBDMSO\)\Ph

140-(1S,3S,4S) 141-(1S,3S,4S,6S) 142-(1S,3S,4S,6S)

2) Déprotection,

1) Mitsunobu
Acétylation

o Ph Ph Ph
qére Y\OH onde jAOTBDMS j/\OTBDMS
alkylation Hydro-

Voie A i f _alkylation ’INT boratlon HO%Z f
oeAy, —— =
OH
o N7
AIIyIOJ\Ph Ho\)\Ph TBDMSO\/K

143-(1S,3S,4S) 144-(1S,35,4S,6S) 145-(1S,35,4S5,6S)

X=Br, Cl
R =Troc (a)
Ac (b)

Schéma 42. Synthéses proposées pour obtenir I’AR selon la voie A;.
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Les alkylations stéréosélectives étant des étapes délicates et limitantes, nous avons
souhaité optimiser cette réaction sur la dioxopipérazine 124-(1S,4S) avec un halogénure
simple, le bromure de benzyle.

a. Alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) avec le bromure
de benzyle

Suite aux précédents travaux réalisés au laboratoire sur les 2-oxopipérazines et les
premiers essais effectués durant la thése de Marine Pillon sur 1’alkylation de dioxopipérazine,
nous avons utilisé comme premiéres conditions réactionnelles le tert-butyllithium (t-BuLi)
comme base en présence d’hexaméthylphosphoramide (HMPA) a -78°C dans du THF
(Tableau 7, entrée 1). Plus précisément, la dioxopipérazine 124 (1 éq) et "THMPA (3 éq) ont
d’abord été mis en solution dans du THF refroidi a -78°C, puis la base lithiée a été ajoutée.
Au bout d’une heure, 3 équivalent de bromure de benzyle dilu¢ dans du THF ont été
additionnés. Le milieu a eté agité a -78°C pendant 4h avant d’étre neutralisé a 1’aide d’une

solution aqueuse saturée en chlorure d’ammonium.

Malheureusement, ce premier essai s’est révélé infructueux. Aucun produit
d’alkylation n’a été observé, la matiére premiere 124 ayant été récupérée dans sa totalite.
Nous avons alors supposé que I’énolate de lithium ne parvenait pas a se former a -78°C. La
température a donc été modifiée et nous avons, cette fois, mis en solution la dioxopipérazine
124 dans le THF a -10°C avant que la base lithiée ne soit ajoutée (Tableau 7, entrée 2). Cette
température a été maintenue pendant 1 heure puis elle a été abaissée a -78°C avant I’ajout du

bromure de benzyle. Le méme protocole que précédemment a ensuite été applique.

Ce deuxiéme essai a eté efficace puisque la dioxopipérazine monosubstituée 146-
(1S,3S,4S) a été obtenue avec 47% de rendement. Afin d’améliorer ce dernier, une autre base
lithiée, ’hexaméthyldisilazane de lithium (LiHMDS) a été utilisée sans changer les autres
paramétres. Ce changement de base nous a permis d’augmenter le rendement de la réaction a
65% (entrée 3 vs 2). Enfin, nous avons voulu savoir si la présence d’HMPA et les trois
équivalents de bases étaient essentiels. Les tests réalisés ont montré que I’absence d’HMPA
ne diminuait pas significativement le rendement (entrées 4 vs 3). En revanche, les trois
équivalents de base sont indispensables pour garantir un meilleur rendement (entrée 5 vs

entrée 4).
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Tableau 7. Essais d’alkylation avec le bromure de benzyle.

Ph OH Ph OH
iNfo Sner iNfo
07 "N THF 07 "N” ”"Bn
AIIyIO\)\Ph -78°C Allylo Ph
124-(1S,4S) 146-(1S,3S,4S)

Entrée Base Quantité de base | HMPA | Rendement Température ed
1 t-BuLi 3 3eq 0% -78°C ND
2 t-BuLi 3 3eq 47% -10°C puis -78°C | ND
3 LiHMDS 3 3eq 65% -10°C puis -78°C | ND
4 | LIHMDS 3 - 64% -10°C puis -78°C | 63%"
5 LiHMDS 2 - 58% -10°C puis -78°C | ND

T déterminé par RMN H

Au cours de ces réactions, la formation de deux diastéréoisoméres a été observée. Un
exces diastéréoisomérique de 63% a été déterminé par LCMS pour I’essai 4 (Figure 36),

confirmant bien la stéréosélectivité de la réaction.

maU bar
- +£00nm.£nm
20007 PUMp A Presslng
] 21,0
1500
] 20,0
1000 [
] F19,0
500
] 12,0
] L
0 T
7170
7,00 725 7,50 775 8,00 825 8,50 875 5,00 825 min

Pic | Temps d’¢lution | Aire du pic | Pourcentage
1 8,487 min 14276636 81,545
2 8,903 min 3231042 18,455

Figure 36. Spectre LCMS représentant la séparation des deux diastéréoisomeéres 146-(1S,3S,4S)
et 146-(1S,3R,4S) obtenues.
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D’apres les études menées au laboratoire sur 1’alkylation de 2-oxopipérazines portant
une copule chirale phénylglycinol, le diastéréoisomére majoritaire doit étre celui de

configuration absolue (3S).

Forts de ces résultats, nous nous sommes intéressés a I’alkylation de la

dioxopipérazine 124-(1S,4S) en présence du dérive halogéné 117 obtenu précédemment.

b. Alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) avec le dérivé

bromé 117 : voie Asa

La dioxopipérazine 124-(1S,4S) a ainsi été mise en réaction avec le dérivé bromé 117
dans les meilleures conditions précédemment développées pour I’accés a la dioxopipérazine
138a-(1S,3S,4S) (Tableau 7, entrée 4). Ces conditions reactionnelles ne nous ont cependant
pas permis d’obtenir le produit souhaité 138a-(1S,3S,4S). En effet, apres étude des spectres de
masse et de RMN, le produit a été identifié comme étant le dérivé bromé 147-(1S,4S). La
chimiosélectivité préférentielle de la réaction a conduit non pas a la substitution du dérivé
bromé comme pressenti, mais a la substitution de la fonction carbamate. Par ailleurs, aucun
exces diastéréoisomérique n’a été observé, le proton situé entre les deux fonctions oxo étant

trop acide pour permettre la rétention d’une configuration particuliere.

Ph Ph Ph
OH OH
WA /\’<C' 1) LIHMDS (3eq), \K\ ?\1/\0
’%\} /1% al THF, -10°C, 1h f OBn OBn
+ Br N NTroc Ny Br
®OBn 2) 116 (5eq), -78°C, 4h %’ O” "N 93
Allylo\)\Ph Aume\Ph AIIyIO\/I\PhO
124b-(1S,4S) 117 138a-(1S,3S,4S) 147-(18,4S)
0% 46%
m/zthéorique =599 m/Zthéorique = 663; 665

Schéma 43a. Alkylation de la dioxopipérazine 124b-(1S,4S) en présence du précurseur
hydroxamate 117.

Le spectre RMN *H de la dioxopipérazine 147-(1S,4S), aprés interprétation du spectre
COSY, (Figure 37) indique bien la présence d’une chaine propyle (quintuplet 2, triplet 3,
triplet 1), d’un groupement allyle (multiplets 9, 8 et 7) et des deux copules chirales (triplet 6,
multiplet 5, multiplet 11 et multiplet 12). On remarque également que les hydrogenes 3
sortent sous la forme d’un triplet, confirmant le fait que la chaine propyle n’est pas

directement liée au cycle dioxopipérazinique puisqu’ils ne couplent pas avec I’hydrogéne n°4.
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Figure 37. Spectre RMN de la dioxopipérazine 147-(1S,4S).

Le spectre de masse, quant a lui, confirme bien la présence d’un brome et indique une
masse de 686-688 m/z correspondante a la masse du produit 147-(1S,4S) (663 ; 665 m/z) plus
celle d’un adduit sodium (23 m/z).
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Figure 38. Spectre de masse de la dioxopipérazine 147-(1S,4S).

Aprés cet echec, nous avons decidé de réaliser un essai d’alkylation de la
dioxopipérazine 124b-(1S,4S) avec le dérivé halogéené 118. Malheureusement nous n’avons
pas obtenu le composé 138b-(1S,3S,4S) désiré, seule la dégradation de ’hydroxamate 118 a

été observée (Schéma 43b).

Ph

OH 1) LIHMDS (3 eq),

? N
N O )J\ THF, -10°C, 1h fO CI)Bn
i f + Br/\/\N . /\/N o
o= Ogn 2 118(5eq),-78°C,4h  O7 "N™ ™ Y
Allylo

Allylo\/kPh Ph

124a-(1S,4S) 118 138b-(1S,35,4S)

Schéma 43b. Essai d’alkylation de la dioxopipérazine 124b-(1S,4S) avec le dérivé hydroxamate
118.

Afin d’éviter la dégradation du dérivé hydroxamate et de contourner les problémes de
chimiosélectivité, deux autres voies (A, et Az, Schéma 42) permettant I’introduction du

groupement hydroxamate en fin de synthése ont été envisagées pour obtenir I’ AR.
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c. Alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 124b-(1S,4S) avec des 1,3-
dihalogénopropanes : voie Ap

La stratégie de synthése de la voie Ajp, repose sur deux alkylations stéréosélectives
successives en présence de dihalogénopropane comme électrophile. Aprés avoir obtenu la
dioxopipérazine disubstituée 141-(1S,3S,4S,6S), trois étapes sont encore nécessaires pour
introduire les fonctions hydroxamates et obtenir I’AR : i) substitution des halogenes avec la
O-benzyl-N-Troc-hydroxylamine 2, ii) clivage des groupements Troc et acétylation
simultanée des groupements hydroxylamines, iii) clivage des copules chirales et
débenzylations par hydrogénolyse (Schéma 44).

X=Br, Cl

F)h\(\OH qere Phﬁ/\oH onde PhY\OTBDMS

; fOAIkyIatlon /J/i f Alkylatlon /i T
AllleJ\Ph AIIyIO\/LPh Hovk

124-(18,35,48) 140-(1S,35,4S) 141-(18,3S, 4S ,65)

1) Substitution OTBDMS

A b N
nuciéophile ACN(/ /]/i f OBn Hydrogénolyse o Nt ’)’iNTO OH
_— | |
BnO NA OH gy N._O
’ A
3

2) Cllvage puis
Acétylation TBDMSO\)\

142-(1S,3S, 4S ,68) AR

Schéma 44. Voie Ay pour la synthése de ’AR.

Afin d’obtenir I’AR, une premic¢re alkylation a été effectuée a I’aide de 1,3-
dibromopropane dans les conditions précédemment optimisées (Tableau 7, entrée 4) avec le
bromure de benzyle. Dans ces conditions d’alkylation, la formation de la dioxopipérazine
souhaitée 140-(1S,3S,4S) a bien été observée mais avec un faible rendement de 10% (Schéma
45). Le produit majoritaire 143-(1S,3S,4S) (35%) porte une chaine allyle au lieu de la chaine
bromopropyle (Schéma 44). Deux hypotheses sont alors possibles : i) 1’acide bromhydrique
est éliminé aprés formation du composé 140-(1S,3S,4S) par I’excés de base, ii) 1’acide
bromhydrique est éliminé, entrainant la formation de bromure d’allyle qui réagit avec la
dioxopipérazine 124-(1S,3S,4S).
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Ph Ph Ph
OH
1) LIHMDS (3 eq),

OH

N (0] N__O

Y e R ey
N O N "’///\

2) Br(CH,)3Br
(5 eq), -78°C
AIIyIO\)\Ph AIIyIO\)\Ph AIIyIO\)\Ph
124-(1S,4S) 140a-(1S,3S,4S) 143-(1S,3S,4S)
10% 35%

[a]'é?= +148(c 0,14; AcOEt) [(x]2§= +181(c 0,58; AcOEt)

Schéma 45. Alkylation de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) en présence de 1,3-dibromopropane.

Pour tenter de limiter ce phénoméne, nous avons testé la réaction avec différents 1,3-
dihalogénopropanes et analysé les bruts réactionnels en LCMS (Tableau 8a). L’utilisation du
1,3-bromochloropropane (Tableau 8a, entrée 2) a permis de diminuer la formation du
composeé allylé, le chlore étant moins nucleofuge que le brome. La réduction du nombre
d’équivalents de base a également €té un facteur significatif pour favoriser la synthese de la
dioxopipérazine 140-(1S,3S,4S) (Tableau 8a, entrée 4 vs entrée 2) puisque nous sommes
parvenus a synthétiser majoritairement le composé halogéne 140-(1S,3S,4S). Enfin,
I’introduction du 1,3-chloroiodopropane s’est révélée étre le meilleur compromis : ’iode
permettant une réaction d’alkylation rapide et le chlore assurant une plus grande stabilité face
a I’élimination (Tableau 8a, entrée 5 vs entrée 1, 2 et 3). Nous sommes méme parvenus a
inhiber totalement la formation du composé allylique 143-(1S,3S,4S) en réduisant la quantité

de base (Tableau 8a, entrée 6).
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Tableau 8a. Optimisations pour limiter la formation du composé allylique 143-(1S,3S,4S).

i

oiNT Ty ? OLNT”"/\/Y ’ O/I/:Nf"”/\
AIIyIkaPh -78°C AIIyIOJ\Ph AllylO o

124-(15,4S) 140-(1S,3S,4S) 143-(1S,3S,4S)

Entrée | X | Y | Equivalents de base | Rapport 140/143 | Rendement global

1 Br | Br 3 2:7 45%

2 Br | CI 3 5:7 22%

3 Cl | cl 3 7:10" 17%

4 Br | CI 1.5 13:41 17%

5 I | Cl 3 3:1 25%

6 I | Cl 1.5 1:0" 9%

! Rapports déterminés par LCMS

Malgré I’amélioration de la chimiosélectivité de la réaction, nous ne sommes pas
parvenus a obtenir des rendements satisfaisants, nous avons décidé de ne pas poursuivre dans

cette voie, et de tenter la réaction d’alkylation en présence de bromure d’allyle (voie Ajc).

d. Alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) avec le bromure

d’allyle : voie Aj¢

La stratégie de synthese de la voie Aj repose sur deux alkylations stéréosélectives
successives en présence de bromure d’allyle comme électrophile (Schéma 46). Apres avoir
obtenu la dioxopipérazine disubstituée 144-(1S,3S,4S,6S), quatre étapes sont encore
nécessaires pour introduire les fonctions hydroxamates et obtenir I’AR : i) formation des
chaines propanols par hydroboration suivie d’une hydrolyse, ii) substitution des alcools par la
O-benzyl-N-Troc-hydroxylamine 35 grace a une réaction de Mitsunobu, iii) clivage des
groupements Troc et acétylation simultanée des fonctions hydroxylamines, iv) clivage des

copules chirales et déprotection des groupements benzyles par hydrogénolyse.
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PhWOH qere "hﬁﬂOH gnde Phj/\OTBDMS

; j¢OAIkyIatlon i f Alkylatlon /J/i :/|/ Hydroboratlon
X
0]

Hydrolyse
AllylOo H
Y| \/kph A”ylo\)\Ph \/kph
124b-(1S,4S) 143-(1S,3S,4S) 144-(1S,3S,4S,6S)
Ph
OTBDMS OTBDMS
HO’€ i T 1) Mitsunobu ACN% L f Hydrogenolyse &J\ ,Q ; TO OH
- . 7
2) Clivage puis NAC f/?/ N\fo
Acétylation H 3
TBDMSO
\)\Ph TBDMSO Ph
145-(1S,35,4S,6S) 142-(1S,3S,4S,6S) AR

Schéma 46. Voie A pour la synthése de I’AR.

Afin d’obtenir 143-(1S,3S,4S), une premiere alkylation a été effectuée a I’aide du
bromure d’allyle dans les conditions précédemment optimisées (Tableau 7, entrée 4) avec le

bromure de benzyle. Ces conditions d’alkylation nous ont permis d’obtenir la dioxopipérazine
souhaitée 143-(1S,3S,4S) avec un rendement de 53% (Schéma 47).

Ph Ph
" oH 1) LIHMDS (3 eq), N oH
N._ O THF, -10°C, 1h N._O
O0“ >N 2) 146 (5 eq), -78°C 07N
53%
AuyloJ\Ph Allylo oh
124-(1S,4S) 146 143-(1S,35,4S)

[oc]2§= +181(c 0,58; AcOEt)
ed =70%

Schéma 47. Synthése de la dioxopipérazine 143-(1S,3S,4S).

Le spectre RMN 'H de la dioxopipérazine 143-(1S,3S,4S), aprés interprétation du
spectre COSY, (Figure 39) indigue bien la présence de deux doubles liaisons (multiplets 1, 2,
8 et 9), du cycle dioxopipérazinique (multiplets 4 et 10), des deux copules chirales (multiplets

5, 6, 11 et 12) ainsi que les deux groupements CH, des allyles (multiplets 7 et 3).
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Figure 39. Analyse RMN *H de la dioxopipérazine 143-(1S,3S,4S) : fenétre de 2 & 6 ppm.

Par ailleurs, ce spectre RMN nous a également permis de déterminer 1’excés
diasteréoisomérique (Figure 40). Le rapport des aires des multiplets n°3 correspondants au
CHj; allylique greffe en position 6 de la pipérazine indique un exces diastéréoisomérique de
70%.

L | L LT

e L e e e

| T o B U 2 i o i P o e ] S o i e G e ) O o e 3 B e
2,4 2,35 23 2,25 2,2 2,15 21 2,05 2 1,95 1.9 18

Figure 40. Agrandissement des multiplets correspondants aux hydrogénes n°3.
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En parall¢le de ces essais d’alkylation, des premiers tests de déprotection de la
seconde copule chirale ont été effectués sur la dioxopipérazine 137-(1S,4S). Il existe trois
principales méthodes pour cliver les éthers allylique [90]: i) via I’isomérisation en éther
vinylique suivi d’une étape de clivage plus simple (t-BuOK puis 0.1 N HCI), ii) oxydation de
I’alcéne puis clivage (SeO2, AcOH), et iii) via la formation d’un complexe pi-allyle, en
présence de Pd(0) ou de Ni(0), qui est ensuite attaqué par un nucléophile (Pd(PhsP)s. Nous
devions bien sdr choisir des conditions nous permettant par la suite de discriminer les
fonctions O-allylique et C-allylique de la pipérazine 143-(1S,3S,4S). Les méthodes 1 et 2
précédemment énoncées étaient alors proscrites. Ainsi, nous avons utilisé, dans un premier
temps, des conditions douces telles que le tetrakis(triphenylphosphine)-
palladium(0)/morpholine dans le méthanol a température ambiante (entrée 1, Tableau 8b). Le
composé désiré a alors été obtenu mais avec un trés faible rendement de 7%, la matiere

premiére étant largement récuperée.

Faute de temps, nous n’avons réalis¢é qu’un seul essai supplémentaire a I’aide de
chlorure de cérium et d’iodure de sodium (entrée 2, Tableau 8b). Malheureusement, cette fois,
I’éther silylé de la dioxopipérazine 147-(1S,4S) a ¢été déprotégé et non I’éther allylique

comme nous le souhaitions.

Tableau 8b. Essais de clivage de 1’éther allylique de la dioxopipérazine 137b-(1S,4S).

F’hj/\OTBDMS Phﬁ/\OTBDMS Ph%OH
N._O Réactif(s) N._O N._O
L e LS LS
A0 Ph HOVKPh /\/O\/LPh
137b-(15,4S) 147a-(15,4S) 147b-(15,4S)
Entrées Réactifs Solvant | Température Remarques
1 Pd(PPhz),, morpholine | MeOH TA 147a-(1S,4S) rendement 7%
2 CeCls, Nal MeCN 82°C 147b-(1S,4S)

En perspective de ces travaux (voie A;c), deux voies pourront étre étudiées, afin de
préparer I’AR et ses analogues, a partir respectivement de 124 (voie 1, schéma 48) et de 137b
(voie 2, schéma 48). Pour réaliser la premiére voie, 1’étape limitante consiste a cliver 1’éther
allylique sans modifier le groupement C-allyle de 123 greffé lors de I’étape d’alkylation et
sans déprotéger 1’éther silylé. Nous pourrions, par exemple, utiliser les mémes conditions que

précédemment (entrée 2, Tableau 8b) en chauffant a reflux au lieu de réaliser la réaction a
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température ambiante. L’utilisation de quantité plus importante de catalyseur au palladium
sera également envisagée. Dans une seconde approche, nous pourrions également utiliser le
composé 137b (voie 2, schéma 48) comme produit de départ. Ce composé ne comportant
qu’un seul groupement allyle, nous pourrons forcer les conditions de déprotection sans se
soucier du groupement C-allyle puisque 1’étape d’alkylation aura lieu, cette fois, apres la
déprotection de 1’éther. Il faudra toutefois faire attention a ne pas déprotéger I’éther silylé. Les

méthodes i et ii de clivage des éthers allyliques précédemment évoquées pourront alors étre

utilisées.
Voie 1
Ph Ph
Ph OH 1% OTBDMS j/\OTBDMS Y\OTBDMS
/]/i :/|/O Alkylation /j\ f Protectlon ; TO Deprotectlon i f
AIIyIO\)\Ph A||y|o\/KPh A||y|o\)\Ph Ho\/KPh
124-(1S,4S) 143-(1S,3S,4S) 123-(1S,35,4S) 122-(1S,3S,4S)
1) 2"%¢ Alkylation
. Voie 2 N 2) Protection
Ph Ph Ph 1) Protection/ Ph
OTBDMS OTBDMS OTBDMs déprotection OTBDMS
ﬁﬂ ﬁ/\ des copules Y\
/]/i :/[/ Deprotectloni ]4 qére Alkylatlon ”;[Nfo chlrales J/: f
o N 2) 2nde
A||y|o\)\ HO \)\ Alkylation  Allyi0
Ph Ph Ph 3) Protection Ph
137b-(15,4S) 147-(18,4S) 148-(1S,4S,6S)

149-(18,3S5,45,6S)

Ph

OAllyl ’
H 1)Hydroborat|on '
) N__O Clivage :
Acl}l’é)si :/[/ OH  des copules TrocN i :/[/ 0Bn 2)Hydrolyse

HO o H "f’ﬁ/NAc BnO NTroc 3) Mitsunobu

3
TBDMSO
J\Ph

AR

150-(1S,3S,45,6S)

Schéma 48. Derniéres étapes pour 1’obtention de I’AR via la voie A;c.

Trois voies A; ont été envisagées pour synthétiser I’AR (Schéma 42). Les voies Ay, et
Aup n’ont pas donné de résultats satisfaisants. La voie Ajc a été la plus intéressante, permettant
de synthétiser la dioxopipérazine 3-substituée 143 avec un rendement de 53% et un exces
diastéréoisomérique de 70% (Schéma 47). Cette voie A;. doit encore étre exploitée telle que
nous I’avons envisagée au schéma 47 précédent et elle reste particulierement intéressante pour

obtenir des analogues trans-disubstitués et/ou possédant deux fonctions chélatrices du fer
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différentes. L’optimisation du rendement et de 1’excés diastéréoisomérique doit toutefois étre
réalisée. En effet, ce rendement modéré et ’excés diastéréoisomérique insuffisant de 1’étape
d’alkylation menant a 143 lié a des difficultés d’activation de la seconde copule chirale
(déprotection de 1’éther allylique), nous ont incités a tenter les deux alkylations en une seule
étape avec les deux copules chirales déprotégées (voie A,, Schéma 37). Cette voie A, ne
permettra pas d’accéder a des analogues trans-disubstitués et/ou possédant deux fonctions
chélatrices du fer différentes mais peut conduire rapidement a I’AR et a des analogues cis- et

trans-disusbtitués avec des fonctions chélatrices de méme nature.

5. Alkylation stéréosélective de la dioxopipérazine 127-(1S,4S) avec le

bromure d’allyle : voie A,

La stratégie de synthése de la voie A, repose sur une dialkylation stéréosélective
réalisée en une seule étape. Suite aux précédents travaux d’alkylation, nous avons décidé
d’utiliser le bromure d’allyle (Voie A;C) pour cette double alkylation puisque nous avions
obtenus les meilleurs résultats d’alkylation avec cet électrophile (Schéma 46, p 113). Comme
pour la voie A, aprés avoir obtenu la dioxopipérazine disubstituée 151-(1S,3S,4S,6S), quatre
étapes sont encore nécessaires pour introduire les fonctions hydroxamates et obtenir I’AR : i)
formation des chaines propanols par hydroboration suivie d’une hydrolyse, ii) substitution des
alcools par la O-benzyl-N-Troc-hydroxylamine 35 grace a une réaction de Mitsunobu, iii)
clivage des groupements Troc et acétylation simultanée des fonctions hydroxylamines, iv)
clivage des copules chirales et déprotection des éthers benzyliques par hydrogénolyse
(Schéma 49).
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Ph Ph Ph
OTBDMS OTBDMS
ﬁ/\o ) Double Y\ ﬁ/\
i T AIkyIatlon i f 1)Hydroborat|on Ho%i f
OH
(e}

2) Silylation Hydrolyse
H
\)\ TBDMSO\)\Ph TBDMSO\)\Ph
127-(1S,4S) 151-(1S,35,4S,6S) 152-(1S,35,4S,6S)

OTBDMS
Mitsunobu TrocN%L f OBn ;;,fglfﬁ:t,on O)\ (’i T
BnO NTroc 3) Hydrogénolyse
TBDMSO\/kF,h

153-(1S,3S,4S,6S) AR

Schéma 49. Voie A; pour la synthése de I’AR.

Pour cette double alkylation, les conditions optimisées avec le bromure de benzyle ont
été reprises en doublant toutefois le nombre d’équivalents de base et de bromure d’allyle
(Tableau 7, entrée 4). Cependant, un probléme de solubilité a été observé lors de 1’ajout de la
base empéchant la réalisation de la réaction. Cela peut certainement s’expliquer par la plus
forte concentration en sels de lithium augmentant la formation d’agglomérats. L’ajout
d’HMPA nous a semblé judicieux pour endiguer ce phénomene. Six équivalents ont alors été
ajoutés avant I’addition de LIHMDS ce qui nous a permis d’obtenir le produit désiré avec un
rendement de 35%, un exces diasteréoisomérique supérieur a 95% et un pouvoir rotatoire de
+104 (c 0,58 ; AcOEt (Schéma 50).

Ph 1) LIHMDS (6 eq), Ph
" oH HMPA (6 eq), THF ﬁ/\OH

o]
N -0 -10°C

LT arns —— i DN
0° N 2) 146 (10 eq), -78°C
o 35%

Ph Ph
127-(15,4S) 146 ed > 95% 126-(15,35,4S,6S)

[a]2§= +104 (c 0,58; AcOEt)

H

Schéma 50. Synthése de la dioxopipérazine disubstituée 126-(1S,3S,4S,6S) en présence
d’HMPA.

L’étude du spectre RMN *H (Figure 41) et du spectre COSY révéle la présence d’une
molécule possédant un centre de symétrie. On note la présence de deux groupements allyles
(multiplets 1, 2 et 3), du noyau dioxopipérazinique (multiplet 4) et des deux copules chirales

(multiplets 5 et 6). Le fait que la molécule posséde un centre de symétrie nous permet
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d’affirmer que la dioxopipérazine disubstituée 126-(1S,3S,4S,6S) est bien de configuration cis
comme nous l’espérions. Par ailleurs, nous n’avons pas observé la présence dun autre

diastéréoisomere en RMN.

Ph

\/”n, N O
T TRl
O,

H
OJ\Ph

1N 6

1 NM N l'l“ m 126-(1S,3S,4S,6S). B

Figure 41. Analyse du spectre RMN 'H de la dioxopipérazine 3,6-disubstituée 126-
(1S,3S,4S,6S) : fenétre de 2 a 6 ppm.

Des études LCMS ont également révélé I’absence de diastéréoisomeéres, laissant
supposer que I’exces diastéréoisomérique obtenu est supérieur a 95%. Cette nette
augmentation de la stéréosélectivité peut certainement s’expliquer par un effet synergique, les

deux copules chirales étant activees et encombrant la méme face.

Différents essais ont été ensuite tentés afin d’augmenter le rendement : i)
modifications du nombre d’équivalents de réactifs (Tableau 9, entrées 1 et 2), i) changement
du temps de réaction (Tableau 9 entrées 2 et 3), iii) modifications de la base (Tableau 9,
entrées 4 et 5 vs entrée 1). Malheureusement, aucune de ces modifications n’a permis
d’accroitre le rendement. Nous avons également effectu¢é un test avec de
I’héxaméthyldisilazane de potassium (KHMDS), les énolates de potassium étant plus réactifs
que les énolates de lithium (Tableau 9, entrée 6 vs 1). Mais comme nous le craignions, la
réaction a totalement perdu sa stéréosélectivité (4 diastéréoisomeres observés), confirmant le

réle indispensable du lithium.
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Tableau 9. Optimisation pour tenter d’augmenter le rendement de la double alkylation de la
dioxopipérazine 127-(1S,4S).

Ph Ph
%O ) Base, HMPA ﬁﬂ H

O
i f THF -10°C \//I/i T
) 146, -78°C
HO

Ph Ph
127-(15,4S) 126-(1S,3S,4S,6S)

Entrée | Base | °U du;\t/)a;:;e:ts dl?gl;::\tlfcig?ﬁe Durée | Rendement |  ed!
1 LiHMDS 8eq 6eq 3h 33% > 95%
2 LiHMDS 6 eq 10 eq 3h 36% > 95%
3 LIHMDS 6 eq 6 eq 10h 31% > 95%
4 t-BuLi 6 eq 6 eq 3h 14% ND
5 n-BuLi 6 eq 6 eq 3h 17% ND
6 KHMDS 8eq 6 eq 3h 49% 0%

! déterminés par RMN *H

Bien que le rendement n’ait pas pu étre amélioré, ’excellente stéréosélectivité de la

réaction (de > 95%) nous a incités a poursuivre dans cette voie.

Ainsi, pour permettre la réaction d’hydroboration, les copules chirales de la
dioxopipérazine 127-(1S,3S,4S,6S) ont été reprotégées sous forme d’éther silylés en présence
de TBDMSCI et d’imidazole, avec un rendement quantitatif pour conduire au dérivé 151-
(1S,3S,4S,6S). Une réaction d’hydroboration, en présence de 9-borabicyclo[3.3.1]nonane,
suivie d’un hydrolyse a ensuite été effectuée pour obtenir les fonctions hydroxyles en position
anti-Markovnikov. Le diol 152-(1S,3S,4S,6S) a ainsi été obtenu avec un rendement de 54%.
Les étapes suivantes s’inspirent des travaux de Miller [74], une réaction de Mitsunobu en
présence de DIAD et de triphénylphosphine a été réalisée pour donner le dicarbamate 153-
(1S,3S,4S,6S). Enfin, le clivage des groupements Troc et I’acétylation des hydroxylamines
formées nous ont permis d’obtenir la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) avec un rendement
de 77%, les conditions acides de I’étape d’acétylation ayant également clivé les groupements
TBDMS présents sur les copules chirales (Schéma 51). La dioxopipérazine 154a-
(1S,35,4S,6S) a ainsi été obtenue avec un rendement global de 2%, un exces

diastéréoisomérique supérieur a 95% et un pouvoir rotatoire de +73 (c 0,16 ; AcOEt)
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Ph Ph Ph
OTBDMS
N__O TBDMSCI % ﬁ/\OTBDMS
\/J; f Imidazole ; T 1) 98BN, THF Ho{/i T
07N X  DCM 2)NaOH, H202 ,}OH
Quant. TBDM H,O/EtOH
HO Ph S Ph 54% TBDMS Ph
126-(1S,35,45,6S) 151-(15,35,4S,6S) 152-(15,35,4S,6S)
[a]2§= +104 (c 0,49; AcOEt) [(x]2§= +127 (c 0,62; AcOEt) [(x]2§= +116 (c 0,24; AcOEY)

35 Ph Ph
DIAD j/\OTBDMS

PPhs TrocN“ f opn  ZMmAcQ )LNfJ; f OBn
THF BnO ; %,NTroc AcOH BnO

63% 77%
TBDMS Ph Ph
153-(18,35,4S,6S) 154a-(1S,3S5,45,6S)
[0%2= +98 (c 0,35; ACOEY) [0]?2= +73 (¢ 0,16; AcOE)

ed > 95%

Schéma 51. Formation de la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) a partir de la dioxopipérazine
126-(1S,3S,4S,6S).

Le spectre RMN 'H de la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) (Figure 42) révéle
toujours la présence d’une molécule possédant un centre de symétrie, confirmant ainsi la
rétention de la configuration cis. On peut noter la présence des fonctions hydroxamates
(singulet 7), des chaines propyles (multiplets 1, 2 et 3) du cycle dioxopipérazinique (multiplet
4) et des copules chirales (multiplets 5 et 6).
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)\ OH
A~ m, N _O 7
I e g
OBn N s _N_O
1
HO 3 o7
o pn

6
154a-(1S,3S,4S,6S)
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Figure 42. Analyse du spectre RMN *H de la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) : fenétre de 2
a 6 ppm.

La dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) portant deux fonctions hydroxamates a été

obtenue avec un rendement global de 2% et une excellente stéréoselectivité (ed > 95%).

Pour obtenir I’AR a partir de la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) synthétisée, une
derniére étape de clivage des copules et de débenzylation est encore nécessaire. Pour ce faire,
nous avons repris les conditions précedemment décrites par Husson et al. [86] pour

déprotéger une copule phénylglycinol en position 3 d’une pipérazine 2-substituée.

La réaction d’hydrogénolyse a d’abord été réalisée a pression atmosphérique et a
température ambiante avec 0.1 éq de Pd/C pendant 2h. Malheureusement, seul le produit de
départ a été récupéré (Tableau 10, entrée 1). L’augmentation de la durée de la réaction
(Tableau 10, entrées 2 et 3 vs 1; entrée 5 vs 4) et du nombre d’équivalents de catalyseur
(Tableau 10, entrée 4 vs 2 ; entrées 5 et 6 vs 3) n’ont pas permis d’obtenir I’AR bien que nous
soyons parvenus a déprotéger les fonctions hydroxamates (Tableau 10, entrées 5 et 6). Cette
différence de réactivité par rapport aux précédents travaux de Husson provient certainement
du fait que les copules chirales phénylglycinols sont greffées sur une fonction amide, et non
une fonction amine.
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Tableau 10. Essais effectués pour tenter de cliver les copules chirales de 154a-(1S,3S,4S,6S).

Ph

A Ly A $ o
H, catalyseur NEG2 N OOH
BnO 4]: T}N HO Oiﬁféljfihm/)r Bno J/i j[/ + Oi f

MeOH
Ph \( Ph H
154a-(1S,3S,4S,6S) AR 154b-(1S,3S,4S,6S) 154c- (1S,3S,4S,6$)
Essais | Temps de réaction | Equivalents de palladium Observations

1 2h 0,1 154a-(1S,3S,4S,6S) récupéré

2 10h 0,1 154a-(1S,3S,4S,6S) récupéré

3 24h 0,1 154a-(1S,3S,4S,6S) récupéré

4 10h 05 154a-(1(?§§gi£§)8 )+ 154b-

5 24h 0,5 154c-(1S,3S,4S,6S)

6 24h 1 154c-(1S,3S,4S,6S)

Au cours de cette theése, notre laboratoire a fait 1’acquisition d’un réacteur
d’hydrogénation permettant de réaliser des hydrogénolyses en flux continu et en maitrisant
des parametres tels que la pression, la température et le debit. Nous avons alors repris nos
tests de clivage des copules phénylglycinol. L’augmentation de la température (Tableau 11,
entrées 2 et 3 vs 1) n’a permis que d’initier la débenzylation des fonctions hydroxamates. De
plus fortes pressions en dihydrogene ont augmenté la proportion de produit débenzylé
(Tableau 11, entrées 4 et 5 vs 2) ou ont entrainé la dégradation du produit (Tableau 11, entrée
6). Tous les tests effectués se sont révélés négatifs et nous n’avons jamais pu réaliser le
clivage des copules chirales (Tableau 11). De méme, la diminution du débit a permis
d’augmenter la proportion de produit débenzylé sans pour autant cliver les copules chirales
(Tableau 11, entrées 9, 10 et 11 vs 1, 2 et 3). Enfin le catalyseur de Pearlman a également été

testé mais aucun clivage n’a été observé (Tableau 11, entrées 14 a 18).
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Tableau 11. Essais de clivage des copules chirales de 154a-(1S,3S,4S,6S) a I’aide d’un réacteur
a hydrogénolyse.

OBn

Ho N o)

Ph

H, catalyseur

e

N MeOH
}ﬂ( e

o
)J\N’@"' N © o

HO oiuj%flm/Jr
o

0 Phj/\OH
)L’T‘ /Q:N:/[/O on

BnO

)O]\ Pha~op

4. N©

Koty
Ho\/kph *o

Ph

154a-(1S,3S,4S,6S) AR 154b-(1S,3S,4S,6S) 154¢-(1S,3S,4S,6S)
Essais | Température | Pression Flux Catalyseur Observations

1 20°C 1bar |3 mL.min* Pd/C 154a-(1S,3S,4S,6S)

2 50°C lbar |3mLmin®| PdiC 154""'“3&25&5 154b-
3 60°C 1bar |3mLmint| Pd/C 154&{1(?5%2@3??3; 154b-
4 50°C 2 bars | 3mL.min* Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

5 50°C 5bars |3 mL.min* Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

6 50°C 10 bars | 3 mL.min™ Pd/C Dégradation du produit

9 20°C 1bar |1mL.min® Pd/C 154c-(1S,3S,4S,65)

10 50°C 1bar |1mL.min® Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

11 60°C 1bar |1mL.min* Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

12 50°C 5bars |1mL.min* Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

13 70°C 5bars |1mL.min* Pd/C 154¢-(1S,3S,4S,65)

14 20°C lbar | 1 mL.min® | Pd(OH), 154a-(1S,3S,4S,6S)

15 50°C lbar | 1 mL.min® | Pd(OH), 154¢-(1S,3S,4S,6S)

16 50°C 2bars | 1mL.min? | Pd(OH), 154c-(1S,3S,4S,65)

17 50°C 5bars | 1 mL.min? | Pd(OH), 154¢-(1S,3S,4S,6S)

18 50°C 10 bars | 1 mL.min* | Pd(OH), Dégradation du produit

Dans notre laboratoire, Nicolas Franceschini a travaillé lors de ses travaux de thése sur

I’alkylation stéréosélective de thiomorpholin-3-ones possédant une copule chirale de type

phénylglycinol [91]. L’étape de clivage de la copule par hydrogénolyse s’est également

révélée problématique (Schéma 52). Pour contourner ce probleme, la réduction de Birch,

proposée par Hansen et al. [92], s’est révélée efficace pour cliver I’auxiliaire chiral des

thiomorpholines 155, a I’aide de lithium, a -78°C dans un mélange THF/ammoniac 1:2
(Schéma 52).
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Ph,,
OH R = Méthyle 82%

H, Pd/C N NH3/THF R =Allyle 80%

j\ [ l R = Propyle 89%

MeOH -78°C, 5min R = Benzyle 85%
Franceschini et al. Hansen et al.

R = méthyle 0%

Schéma 52. Clivage de la copule phénylglycinol par N. Franceschini et al (R = Me) et Hansen et al.

Nous avons donc souhaité appliquer cette méthodologie pour cliver les copules
chirales présentent sur nos composes. Etant en fin de thése et n’ayant plus les pipérazines
153-(1S,3S,4S,6S) et 154a-(1S,3S,4S,6S) disponibles en quantité suffisante pour réaliser ce
dernier essai, nous avons tenté de reproduire cette réaction sur la dioxopipérazine 126-
(1S,3S,4S,6S). La dioxopiperazine 157-(3S,6S) a ainsi eté obtenue avec un rendement de 75%
et un exces diasteréoisomerique supérieur a 95% (Schéma 53). Ce résultat nous incite a penser
que la stratégie de synthese est bonne et qu’il faudra appliquer cette méthode de clivage des
copules chirales sur des composés telles que les dioxopipérazines 153-(1S,3S,4S,6S) ou 154a-
(1S,3S,4S,6S) pour obtenir I'’AR.

Ph
i f NH3/THF N i f
-78°C
HO Ph 5min
75%
126-(1S,3S,4S,6S) 157-(3S,6S)

[oc]2§= +59 (¢ 0,13; H,0)
ed > 95%

Schéma 53. Clivage des copules chirales de la dioxopipérazine 126-(1S,3S,4S,6S) via la
réduction de Birch.

Le spectre RMN 'H de la dioxopipérazine 157-(3S,6S) (Figure 43) révéle toujours la
présence d’une molécule possedant un centre de symétrie, confirmant ainsi la rétention de la
configuration cis. La présence de deux fonctions allyles (multiplets 1, 2 et 3) et la présence du
cycle pipérazinique (multiplet 4 et singulet 5) corrélent bien avec la structure de la
dioxopipérazine 157-(3S,6S).
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Figure 43. Spectre RMN *H de la dioxopipérazine 157-(3S,6S).

Les centres stéréogenes de la dioxopipérazine 157-(3S,6S) étant conservés, il nous a
semblé intéressant de poursuivre cette synthése jusqu’a obtention de I’AR comme décrit au
schéma 53. La réaction d’hydroboration suivie d’une hydrolyse suivant les conditions
précédemment décrites a permis d’obtenir le diol 158-(3S,6S) avec 57% de rendement
(Schéma 54). Toutefois, la grande polarit¢ du diol 158-(3S,6S) obtenu, induisant une
solubilité¢ quasi exclusive dans 1’eau, ne nous a pas permis de poursuivre la synthese, la
réaction de Mitsunobu ne pouvant étre réalisée dans ce solvant. Une voie alternative doit donc
étre mise en place (Voie Ay). Nous envisageons de greffer des groupements Boc sur les
fonctions amides pour pouvoir realiser la suite de la synthése en reprenant le schéma établi
préalablement : i) Hydroboration et hydrolyse, ii) Mitsunobu, iii) déprotection et acétylation,

iv) hydrogénolyse (Schéma 54, voie Ay).
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Voie Ay,

) 9-BBN,

i f DMF Ho{’ L[ f Mitsunobu
-------- >
NaOH H202 %/OH
HZO/EtOH
157-(35,6S) 57% 158-(3S,6S)

[0]%= +51 (c 0,12; H,0)

TrocN’< Z T OBn _I;)fap_r?fgctuon Bn Hyfﬂ_r?_gl_e_rlcilyse )J\N/( /]/i f
BnO /} BnO i f %N \n/

NTI’O(‘2 Acétylation

160-(3S,6S) 161-(3S,6S) AR
Voie Ay
DMAP BOC 1) 9-BBN,
; f e i f _____ OVF__ wot Z f Misuneby
B NaOH H202 %OH
oc H,O/EtOH
157-(35,6S) 162-(3S,6S) 163-(35,6S)
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Schéma 54. Synthése de I’AR.

En parallele de la synthese des dioxopipérazines cis-disubstituées 121-(3S,6S) et 121-
(3R,6R), nous souhaitions obtenir des dioxopipérazines trans-disubstituées 121-(3R,6S) et
121-(3S,6R). Ainsi, comme décrit précédemment, il nous fallait une dioxopipérazine 137b-
(3S,6R) portant deux copules chirales de configurations opposées. Nous avons donc repris la
voie de synthese décrite au schéma 41 pour obtenir cette dioxopipérazine 137b-(3S,6R) et
avons utilisé le (R)-phénylglycinol protégé au lieu du (S)-phénylglycinol lors de 1’étape de
cyclisation (Schéma 55). La dioxopipérazine 137b-(3S,6R) a ainsi été obtenu en 5 étapes a
partir du (S)-phénylglycinol avec un rendement global de 24%. Par la suite, un premier essali
de dialkylation a été effectué sur ce composé (schéma 55). Toutefois, le changement de
configuration de I’'une des copules chirales a modifié la solubilité du produit dans le THF, le
composé 137b-(3S,6R) n’étant plus soluble dans ce solvant. Pour tenter de remédier a ce

probleme, nous avons solubilisé la dioxopipérazine 137b-(3S,6R) dans un mélange
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THF/DMSO (3 :1). L’alkylation, dans ces conditions n’a pas permis d’isoler le produit
attendu et nous n’avons observé que le composé O-alkylé 165-(1S,4R), favorisé par la
présence de DMSO (Schéma 55). Faute de temps nous n’avons pas pu explorer plus en
profondeur cette voie de synthese.

Ph Ph Ph
OTBDMS OTBDMS OH
T\I/\O th(\oTBDMS T\IAO ?\IAO
Lr Ly o 1T
(@] OMe™Cl Et3N, (@] N THF (0) N
MeOH reflux TBDMSO\)W,,Ph 71% HO\)W,,Ph
99+(8) 63% 137a-(1S,4R) 127-(1S4R)
LiIHMDS

Bromure Ph Ph

d'allyle Y\OH ﬁ/\OH
HVPA Xy N © N O
oo TS
THF/DMSO ONT Y N0 N

(3:1) 4 4
-78°C HO\) “Ph HO\) “Ph
0% 15%
126-(1S,35,4R,6R) 165-(1S,4R)

Schéma 55. Alkylation de la dioxopipérazine 127-(1S,4R).

L’¢tude de I’alkylation de dioxopipérazines portant des copules chirales dérivées du
phénylglycinol nous a permis de mettre au point une méthodologie d’alkylation
stéréosélective. L’alkylation de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) en présence de bromure
d’allyle a fourni la dioxopipérazine 3-alkylée 123-(1S,3S,4S) avec un rendement correct de
53% et un exceés diastéréoisomérique de 70% (voie A;c). Grace a la stratégie de dialkylation
de la dioxopipérazine 127-(1S,4S) (voie A;), nous avons pu obtenir la dioxopipérazine 126-
(1S,35,4S,6S) avec un excellent exces diastéréoisomerique superieur a 95%.
Malheureusement, les difficultés rencontrées, concernant le clivage des copules chirales, ont

retardé notre progression et nous n’avons pas pu aboutir au produit final souhaité : ’AR,

Cependant la mise en ceuvre des conditions de clivages des copules chirales a I’aide de
lithium, réalisée sur la dioxopipérazine 126-(1S,3S,4S,6S), nous laisse espérer que cette voie
de synthése puisse conduire a I’AR. Au vu des difficultés rencontrées pour les voies A et
ayant comme objectif principal I’accés a I’AR, nous avons dés la deuxieme année de thése

envisagé la synthése de I’AR selon la voie B a partir de la L-ornithine ou du L-glutamate.
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B. Synthése des dioxopipérazines 3,6-disubstituées : Voies B; et B,

Deux autres voies de syntheses, moins convergentes (voies B; et B,) ont été tentées
afin d’aboutir a I’AR. Ces deux voies de synthéses utilisent 1’ornithine ou ’acide glutamique
de configuration absolue définie selon le produit de départ utilisé. La stéréochimie de la
molécule finale attendue n’est donc pas induite comme pour les voies A mais dépendante de
celle des produit de départ. La premiére voie (B;) est inspirée de la biosynthése de I’AR et des
voies de synthese (Figure 33 et Schéma 3, 5 et 6) décrites dans la partie bibliographique.
L’AR peut étre obtenu en réalisant deux couplages successifs entre les deux N’-
hydroxyornithines 128 et 129 protégées differemment. Ces composeés résultent tous deux de la
N’-hydroxylation de I’ornithine 130. Cet acide aminé étant onéreux, nous avons décidé de le
synthétiser a partir de la glutamine 131. La seconde voie (B;) permet de fournir rapidement
I’AR ou des analogues 121 par ouverture des cycles pyrrolidines de la dioxopipérazine
pyroglutamique 132. Celle-ci est accessible a partir de ’acide pyroglutamique 166 qui peut
étre synthétisé en réalisant une cyclisation intramoléculaire du glutamate 133 (Schéma 56).

Voies B : via des acides aminés (glutamine et acide glutamique)

Voie B4 (Glutamine)

R = Me (a) Q
tBu (b) BzO., OH
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NHB 0 i i

OoC

ﬁ 12945) + — HZNA/\‘)J\OR — HzNwOH
NHBoc NH;

N OR

Toc Yy, 130+(S) 131+(S)

H BzO.
RkéiNTO 128-(S)
w1 Rs -
07N,

121-(38,68)% 0

/\ﬁ 0 2 0 0

; f —> MOH —> HOJ\/\‘/U\OH

0~ "N" ™ NH
(o] 2

O}\/

132-(3S,6S) 166-(S) 133-(S)
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o o OH o

o )
N N OH
sl "i (IDH g{NH

Schéma 56. Rétrosynthése de I’AR et de ses analogues par les voies B; et B,.
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Comme nous I’avons vu dans la partie bibliographique, toutes les synthéses de I’AR
ont été réalisées a partir d’un dérivé N°-hydroxy-L-ornithine. La synthése de cet intermédiaire
est donc primordiale. Nous avons vu précédemment que Miller et al. (partie bibliographique,
schéma 5) ont proposé une synthése de ce type de dérivé a partir du L-glutamate protégé 33,
un produit bien plus onéreux que la L-glutamine 131-(S) que nous avons choisie comme

produit de départ.

Afin de pouvoir accéder a ce composé, nous avons proposé une synthése a partir de la L-
glutamine 131-(S) en 5 étapes : i) protection de I’amine 131-(S) sous forme de carbamate, ii)
déshydratation de 1’amide en nitrile 167-(S), iii) réduction du nitrile 167-(S) en amine 130-
(S), iv) estérification de 1’ornithine obtenue, v) oxydation de I’amine de la chaine latérale en
hydroxylamine. Une fois le dérivé N°-hydroxy-L-ornithine synthétisé 168-(S), une acétylation
et deux couplages successifs permettent de former le cycle dioxopipérazinique. Enfin, une

hydrogénolyse conduit a la formation de I’AR (Schéma 57).

Voie B4

R = Me (a)
tBu (b)
0 1) Protection de 0
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131+(S) 167+(S) 130-(S) o
BzO.
z N oH
. o © NHBoc
Oxydation BzO. 1)Agetylat|o_n 129-(S)
—_— N OR 2) Déprotection
H NHBoc \ i
BzO. /\/\Hk
N OR
168-(S|
o) (S) Ac NH,
BzO.
‘ N OH 1 coun H 128-(S)
c ouplages )
NHBoc ) SWEloeS Ao k). N0 oo
129-(S) + - - P8 i
] ~ BnO wf YN
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‘ R OR AR
c
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Schéma 57. Synthése de I’AR via la voie B;.

Nous allons tout d’abord nous intéresser aux études menées sur la synthése de la N°-

hydroxy-L-ornithine 168 a partir de la L-glutamine 131.
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1. Synthése de la N°-hydroxy-L-ornithine

Quatre étapes sont nécessaires pour obtenir la L-ornithine protégée a partir de la L-
glutamine 131-(S). Dans un premier temps, la fonction amine de la glutamine 131-(S) est
protégée sous forme de carbamate en présence de di-tert-butyl dicarbonate en milieu
biphasique (Schéma 58). La fonction amide primaire de la glutamine protégée 169-(S) est

ensuite réduite en nitrile en présence d’anhydride acétique et de pyridine.

o Q Boc,O o 0 Ac,0 o
NC
HzNWOH - HZNWOH o V\HJ\OH
Dioxane/ Pyridine
NH, NHBoc 91% NHBoc
NaOH,q 1M
131+(S) 83% 169-(S) 167-(S)

Schéma 58. Synthese du nitrile 167-(S) a partir de la L-glutamine 131-(S).

La déshydratation de 1’amide primaire est initiée par une fonctionnalisation O-
sélective (Schéma 59). La réaction entre la glutamine 169-(S) et ’anhydride acétique permet
de former I’anhydride mixte 170-(S), aprés ¢limination d’un premier groupement acétate. La
seconde élimination d’un acétate conduit au nitrile 167-(S) via un intermédiaire nitrillium

dont le proton est capté par la pyridine [93].

o O A
m) )J\ . @
0 N
o o Réaction globale N 0
S}

CHZMO NCV\‘)kog
/N NHBoc 167+(S) NHBoc
| 169+(S)
S o)
- )J\ )
o
@
o) Co o)
o)
)J\og\o o) - )J\ o )J\o o)
o 0 o
HN T o) c HN\) o
oC N NHBoc
’
170-(S) « | 171+(S)

Schéma 59. Mécanisme de la réaction de déshydratation de I’amide 169-(S).
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Le nitrile 167-(S) obtenu est réduit en amine par une hydrogénolyse catalysée par le
catalyseur de Pearlman pour conduire a I’ornithine 172-(S) avec 77% de rendement (Schéma
60). Finalement, la fonction acide de 1’ornithine obtenue 172-(S) est estérifiée pour donner le

composé désiré 130a-(S) avec un rendement global de 48%.

NG H, Pd(OH),/C Q socl, 0
—_— —_—
OH MeOH HoN OH MeOH HoN OMe
NHBoc 77% NHBoc Quant. NHBoc
167-(S) 172-(S) 130a-(S)

Schéma 60. Synthése de I’ornithine protégée 130a-(S).

L’étape limitante consiste ensuite a former 1’hydroxylamine 168-(S) a partir de
I’ornithine protégée 130a-(S) précédemment synthétisée (Schéma 57). Lors de précédents
travaux réalisés au laboratoire sur la synthése d’analogues simplifiés de la pyoverdine, la
synthese de I’ornithine N-formyle hydroxamate 176-(S) a été mise au point a partir de
I’ornithine 130b-(S) en deux étapes avec 37% de rendement global (Schéma 61). 11 s’agit de
modifier ’ornithine 130b-(S) en présence de peroxyde de dibenzoyle, dans un mélange de
dichlorométhane et d’une solution tampon (NaHCO3/NaOH) a pH 10. En plus d’une
sensibilité au pH, cette réaction semble particulierement délicate et dependante du substrat :
lorsque cette méthode a été appliquéee a la lysine au cours des travaux de thése de Natacha

Farvacques [94], le produit désiré n’a pas pu étre obtenu.

H__O
NH, H j\ Y
1,07 eq BPO, DCM N~ >ph N.
NaHCO4/NaOH 1) EDC, HCOOH, DCM 0Bz
T
OtB =
BocHN U pH=10, 10h, TA OfBu 2) DIEA, BzIBr, MeOH oBU
0 45% BocHN BocHN
o) 83% o)
130b-(S) 173-(S) 174-(S)
1) TFA/DCM (1:1)
2) Fmoc-Osu, NaHCO3
H,O/THF
50%
HYO
N
~OBz
FmocHN OH
o)
175-(S)

Schéma 61. Synthése de I’ornithine N-formyle hydroxamate 175-(S) par Farvacques et al [94].
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Cette méthode ¢légante a donc été appliquée au dérivé de 1’ornithine 130a-(S)
(Tableau 12, entrée 1). Ce premier essai a conduit a la formation d’un mélange de produit
désiré 168a-(S) et d’amine benzoylée 176-(S). DU a une trop faible différence de polarité de
ces deux produits, nous n’avons pas pu les séparer ni par les méthodes classiques de
chromatographie sur gel de silice ni par chromatoflash. Nous avons alors tenté de modifier le
tampon (Na;HPO, ou K,;HPO,) et le type de solvant (DMF/H,O vs DCM/H;0), comme
décrits dans la littérature [95] mais nous n’avons fait que légerement améliorer le rapport (1 :1
vs 2 :3) entre les deux composés (entrées 2 et 3 vs 1).

Tableau 12. Essais d’oxydation de I’amine 130a-(S) en hydroxylamine.

(6] (0] (6]
BPO
HoN OMe - = HITJ OMe BzHN OMe
NHBoc OBz NHBoc NHBoc

130a-(S) 168a-(S) 176-(S)

Entrées Base pH Solvant Rapport 168/176
1 NaHCO3/NaOH 10 | DCM/H,0 2:3
2 Na,HPO, 10 DMF/H,0O 1:1
3 K;HPO, 10 DMF/H,0O 1:1

! Rapports déterminés par LCMS

Sachant que cette réaction est sensible aux substrats (lysine vs ornithine par exemple)
et que la littérature reporte ce type d’oxydation avec des esters t-butylique plus lipophile que
I’ester méthylique utilisé 130a-(S), nous avons envisagé de synthétiser 1’ester t-butylique
130b-(S). Nous aurions pu acheter cet acide aminé modifié disponible commercialement
(>100 euro/g) mais nous étions dans 1’objectif de réduire les colts de production par rapport a
la synthése totale de I’AR décrite par Miller (schéma 5) et qui utilise la L-glutamine comme
produit de départ (76 euros/g). Nous avons donc souhaité synthétiser 1’ester t-butylique 130b-
(S). Dans un premier temps, nous avons tenté 1’estérification sur le précurseur nitrile 167-(S),
il suffisait ensuite de réaliser une réduction de la fonction nitrile du produit correspondant
177-(S) pour obtenir 130b-(S) (Tableau 13). La formation d’ester t-butylique est délicate car
la réactivité des alcools tertiaires est trés faible. Plusieurs stratégies ont été développées pour
permettre ces réactions: i) Il'utilisation d’agents de couplage, ii) la formation d’un
intermédiaire carbocation t-butylique. L utilisation de différents agents de couplage tels que le
DCC, le CDI et 'EDCI sur le composé¢ 167-(S) dans le DCM ou le t-butanol s’est révélée
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inefficace pour réaliser cette estérification (Tableau 13, entrées 1 a 7). De méme, la stratégie
reposant sur la substitution du chloro-tert-butyle n’a pas permis d’obtenir le composé souhaité
(Tableau 13, entrées 8 et 9). Dans le meilleur des cas, ’ester désiré 177-(S) a été obtenu avec

un rendement de 12% en présence de MgSO, dans des conditions acides.

Tableau 13. Essais réalisés pour ’obtention de Iester tert-butylique 177-(S).

NHBoc Solvant NHBoc
167-(S) 177-(S)
Essais | Agent de couplage/Catalyseur | X | Solvant | Base Observations
1 DCC + DMAP OH | DCM - Matiere premiére 167-(S)
2 DCC + CuCl, OH | DCM - Matiere premiére 167-(S)
3 EDCI + DMAP OH | DCM - Matiere premiére 167-(S)
4 CDI + DMAP OH | DCM - Matiére premiére 167-(S)
5 DCC + DMAP OH | tBuOH - Matiere premiére 167-(S)
6 EDCI + DMAP OH | tBuOH - Matiére premiere 167-(S)
7 CDI + DMAP OH | tBuOH - Matiére premiere 167-(S)
8 - Cl | DCM EtzN | Matiére premiere 167-(S)
9 - Cl | DCM | K,CO; | Matiere premiere 167-(S)
10 H,SO,+ MgSO, OH | DCM - 12%

Le rendement extrémement faible de cette réaction nous a incité a réaliser 1’étape
d’estérification sur le composé plus en aval 172-(S) pour obtenir directement 130b-(S)
(Tableau 14). Trois agents de couplage ont été testés : ’EDCI, le CDI et le DCC. En présence
d’EDCI, seul le produit de départ a été isolé. La méme réaction en présence de CDI nous a
permis d’obtenir le produit désiré avec un faible rendement de 13% (Tableau 14, entrée 2) et
finalement, le DCC s’est révélé étre le meilleur agent de couplage pour cette réaction, nous

conduisant a I’ester t-butylique avec un rendement de 53% (Tableau 14, entrée 3).
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Tableau 14. Esterification de la Boc-ornithine 172-(S).

O o
" . Agent :; Z(;uplage o /\/\Hkoj[\
NHBoc {BUOH NHBoc
172-(S) all 130b-(S)
Essais Agent de couplage Rendement
1 EDCI -
2 CDI 13%
3 DCC 53%

Cet ester 130b-(S) plus lipophile que I’ester méthylique obtenus 130a-(S), nous avons
repris nos tests visant a former I’hydroxylamine sur la chaine latérale de I’ornithine avec le
BPO. Dans les différentes conditions utilisées, nous avons de nouveau obtenu un mélange
entre le produit désiré et le produit N-benzoylé dont la séparation n’a jamais pu étre réalisée
du fait d’une trop faible différence de polarité (Tableau 15).

Tableau 15. Essais d’oxydation de I’'amines 130b-(S) en hydroxylamines 168b-(S).

BPO
HoN OBu ~—  ~ HN OtBut  BzHN OtBu
NHBoc (IDBZ NHBoc NHBoc
130b-(S) 168b-(S) 178-(S)

. Rapport
Essais Base pH Solvant 168b/178
1 NaHCO3/NaOH 10 DCM/H,0O 2:3
2 Na,HPO, 10 DMF 1:1
3 K HPO, 10 DMF 1:1

! Rapports déterminés par LCMS

Afin de poursuivre cette voie, I’obtention de I’intermédiaire 168a-(S) ou 168b-(S) est
essentielle. 11 sera donc nécessaire d’effectuer des optimisations afin d’obtenir I'un de ces
composés. La synthése d’hydroxylamine par oxydation d’imine est également une voie
envisageable pour obtenir le composé souhaité. Une fois obtenu, deux couplages successifs
permettront de former le cycle dioxopipérazinique. Une étape d’acétylation et de

débenzoylation devrait alors permettre de fournir I’AR.
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Schéma 63. Derniéres étapes pour 1’obtention de I’AR via la voie B;.

2. Synthese de dioxopipérazines a partir du glutamate : voie B,

La voie B, permet d’accéder rapidement a la dioxopipérazine 179-(3S,6S) a partir du
glutamate en trois étapes (Schéma 64) : i) cyclisation intramoléculaire du glutamate, ii)
couplage des pyroglutamates 166-(S) formes et iii) ouverture des cycles pyrrolidines. A partir
de cette dioxopipérazine 179-(3S,6S), I’AR et des analogues peuvent étre obtenus. Lorsque
I’ouverture des pyroglutamates 132-(3S,6S) est realisé avec du méthanol (voie B»,), le diester
correspondant est protégé sous forme de carbamate pour obtenir 180-(3S,6S). Une réduction
des groupements de type ester méthylique conduit alors au diol 163-(3S,6S). Quatre réactions
successives sont encore nécessaires pour obtenir ’AR : i) Une réaction de Mitsunobu, ii)
I’acétylation et le clivage simultanée des groupements Troc des hydroxylamines et iii) le
clivage des groupements protecteurs Boc et Benzyle. La synthese des analogues 182-(3S,6S)
et 184-(3S,6S) (voie Byp) s’effectue grace I’amidification ou I’estérification, en présence de
fragments chélateurs du fer, de la dioxopipérazine 132-(3S,6S) ou 179-(3S,6S) puis en

effectuant une étape de déprotection.

136



o o

HO OH
NH,
. |13349)
Cyclisation
0 Ouverture o
0 M des cycles H
Couplages =, N___O pyrrolidines HO)K//"" N._O
o == [T — LT
le} (0] N~ ™ Voie By, (@] H ”I/’/\H/OH
166-(S) )*\/ ]
o 132-(35,6S) 179-(35,65)
Voie By, Ouverture Voie By,
des cycles Counl
MeOH pyrrolidines RH ouplages

peptidiques ou
estérification

Protection

H
Mo f A N_O
OMe i f

180-(3S, GS) O
Réduction \
R=
HO/\/'INTO e”{
OR1
OH
(0] N7 N 181-(3S,6S) R,= Me 183-(3S,6S) R(= PMB
oC

163-(3S,6S) B 182-(3S,6S) R,=H  184-(3S,6S) R=

1) Mitsunobu
2) Déprotection | 3) Hydrogénolyse
Acétylation

O

H
7, N (6]
OH .,,,//\/N\fo
Schéma 64. Synthése proposée pour obtenir I’AR et les analogues de I’AR par la voie B,.

Cette stratégie de synthése a été inspirée par les travaux de Mathias et al. portant sur
les dioxopipérazines pyroglutamiques [96]. Ils ont amélioré une méthode permettant
d’accéder rapidement a la dioxopipérazine 179-(3S,6S) en trois étapes a partir du L-glutamate
133-(S) (Schéma 65). Une premiere réaction permet de réaliser la cyclisation intramoléculaire
aux micro-ondes a 170°C de I’acide aminé pour conduire au pyroglutamate 166-(S). Les
pyroglutamates formés 166-(S) sont ensuite couplés en présence de pyridine et d’anhydride

acetique pour donner la dioxopipérazine pyroglutamique 132-(3S,6S). En milieu acide, cette
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dioxopipérazine 132-(3S,6S) est convertie en diacide 179-(3S,6S). Par ailleurs, cette équipe a
¢galement réalisé 1’ouverture des cycles pyrrolidines en présence de différents alcools pour
donner les esters 185-(3S,6S), 186-(3S,6S) et 187-(3S,6S) correspondants avec de faibles
rendements compris entre 19 a 35%.

Q H
HOJ\/ ’INTO
. H
Hy0, HySO, H 0
0°C 179-(35,6S)
(0]
o) Ac,0 /\( 76%
Pyridine . -N<_-O
o e S
NH 110°C o >N~
o) }‘/
60%
(0]
166-(S) 132-(35,65)
ROH, H,S0O,
80°C
Q H
ROJK/”;J/:NTO
OR
Y

185-(3S,6S) R = Me 35%
186-(3S,6S) R=Et 24%
187-(3S,6S) R=Pr 19%

Schéma 65. Synthése des dioxopipérazines estérifiees 185, 186 et 187 par Mathias et al.

Nous avons donc repris cette stratégie de synthése et obtenu la dioxopipérazine 132-
(3S,6S) avec 60% de rendement global. Pour accéder a I’AR selon la voie By, et a ses
analogues, nous avons ensuite réalisé une ouverture des cycles pyroglutamiques a 1’aide de
méthanol en conditions acides pour obtenir le diester de méthyle 185-(3S,6S) avec un
rendement de 34%. Afin d’éviter les problémes de solubilité du futur diol, nous avons protégé
les groupements amides de la dioxopipérazine 185-(3S,6S) sous forme de carbamates 180-
(3S,6S) (Schéma 66). Enfin, une réduction par le borohydrure de sodium nous a permis
d’obtenir le diol désiré 163-(3S,6S). Comme nous I’avons décrit précédemment, quatre étapes
sont maintenant encore nécessaire pour obtenir I’ AR comme Nous avons également obtenu le
diol 158-(3S,6S) par réduction du diester 185-(3S,6S). Les deux composés 158-
(3S,6S) obtenus par la voie A, (Schéma 54, p 127) ou par la voie B, possedent des spectres

RMN H et des pouvoirs rotatoires identiques. Nous pouvons ainsi affirmer que lors de I’étape
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de dialkylation (voie A2), nous avons bien forme deux centres stéréogénes de configuration

(S).

H
m, N
HO/\/ i TO
o) N "’///\/OH
H
NaBH, | MeOH -
| Mo 158-(3S,6S)
H2$O4 BOCZO BOC
0] DMAP
f MeOH MeO :/[/ MeO f
3 DMF OMe DMF OMe
)J 80°C 73% Boc
34%
132-(3S,6S) 185-(3S,6S) 180-(3S,6S)

Boc

(0]
H
NaBH4 HO/\//IN:/I/O e )’LN/\/’INTO OH
—_— e |
., EEREE 2 .,
MeOH 0“ >N vy ~~OH OH 07 N AN
68% Boc H
163-(3S,6S) AR

Schéma 66. Synthése du diol 163-(3S,6S) a partir de la dioxopipérazine 132-(3S,6S) selon la
voie By,

En parallele, nous avons souhaité accéder a des analogues de I’AR 182-(3S,6S) et
184-(3S,6S) portant respectivement deux catéchols et deux hydroxypyridinones a partir du
diacide 179-(3S,6S). Plusieurs tests de couplage peptidique avec 1’aminovératrol 188 ou
d’estérification avec I’hydroxypyridinone 108 en présence d’agents de couplages tels que
I’EDCI ou le DCC ont été réalisés (Tableau 16, entrées 1, 5, 7 et 11) mais n’ont pas permis de
fournir les produits désirés. La durée des réactions a été augmentée sans pour autant permettre
d’obtenir le produit attendu (Tableau 16, entrées 2 et 8 vs 1 et 7). Des tests ont été effectués a
différentes températures (Tableau 16, entrées 3, 4, 9 et 10 vs 1 et 7) mais cette fois encore,
seuls les produits de départ ont été retrouvés. Enfin, des essais aux micro-ondes ont également

été réalisés sans succes (Tableau 16, entrées 13 et 14).
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Tableau 16. Essais d’amidification et d’estérification de la dioxopipérazine 179-(3S,6S) (voie

Bap).
"o i OPMB
N
HaN OPMB
188 108
(0]
H Agent d
A e e ; f Ay ©
07N /\[O]/ OH DMF /\[( ) oPMB
179-(3S,6S) 181R=2a OPMB
183 R=Db

Essais | Agent de couplage | Durée Réactif Température | Observations
1 EDCI/HOBt 10h Hydroxypyridinone 108 95°C Prold?ug;'f(c:i;aS dgg)art
2 EDCI/HOBt 24h Hydroxypyridinone 108 e Pri%l_t(gg céesp;art
3 EDCI/HOBt 24h Hydroxypyridinone 108 80°C Pri%l:[(gg céesp;art
4 EDCI/HOBt 24h Hydroxypyridinone 108 120°C Pri%l:[(gg céesp;art
5 DCC/DMAP 24h Hydroxypyridinone 108 80°C Pr(i%l_t(gg (ét—:ér;art
5 DCC/DMAP 24h Hydroxypyridinone 108 120°C Pr(i%l_t(gg (ét—:ér;art
7 EDCI/HOBt 10h Aminovératrol 188 25°C Pr(i%l_t(gg (ét—:ér;art
8 EDCI/HOBt 24h Aminovératrol 188 95°C Prci%l_t(gg ((jseSr;art
9 EDCI/HOBt 24h Aminovératrol 188 80°C Prci%l_t(gg ((jseSr;art
10 EDCI/HOBt 24h Aminovératrol 188 120°C Prcﬁlg_t(gg %eSr;art
11 DCC/DMAP 24h Aminovératrol 188 80°C Prcic%l_t(gg céesp;art
12 DCC/DMAP 24h Aminovératrol 188 120°C Prcic%l_t(gg céesp;art
i .| Hydroxypyridinone 108 o Produit de départ

13 30 min 120°C (MW) 179-(35,69)
. Aminovératrol 188 o Produit de départ

14 - 30 min 120°C (MW) 179-(35,69)
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Face a ces échecs, nous avons décidé de mettre la dioxopipérazine pyroglutamique
132-(3S,6S) en réaction avec 188 dans les conditions expérimentales développées par Mathias
et al. (Schéma 67). Nous avons ainsi obtenu le composé désiré avec un rendement de 31%.

H2N\©\
ﬁl Ty

; T OMF

© ;J 80°C
s 31%

132-(3S,6S) 181-(3S,6S)

Schéma 67. Synthése de la dioxopipérazine 181-(3S,6S) selon la voie B,.

Finalement une étape de déprotection, en présence de trichlorure d’aluminium et
d’iodure de sodium, nous a permis de synthétiser I’analogue 182-(3S,6S) de I’AR portant
deux fonctions chélatrices du fer de type catéchol avec un rendement global de 15%.

O OH

/O\@ Q H AICIHO\©\
3
NJ\/,,INTO ] el /]; f
H
"y N

o 83% oH
181-(3S,6S) 0 182-(3S,6S) OH

[(x]2§= +43 (c 0,31; H,0)
ed > 95%

Schéma 68. Déprotection des fonctions catéchols de la dioxopipérazine 181-(3S,6S).

Le spectre RMN *H de la dioxopipérazine 182-(3S,6S) indique la présence d’un centre
de symétrie confirmant que le composé obtenu est bien cis-disubstitué. Les multiplets 1 et 2
correspondent aux groupements CH, des chaines portant les fonctions chélatrices du fer et le

multiplet 3 correspond aux protons du cycle pipérazinique.
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Figure 44. Analyse du spectre RMN *H de la dioxopipérazine 182-(3S,6S).

Ces résultats encourageants nous incitent a poursuivre 1’étude de cette voie. La méme
réaction sera appliquée en présence de la dihydroxypyridinone 108 et devrait nous permettre
d’obtenir un second analogue de I’AR, apres déprotection des groupements PMB. La synthése
de ’AR sera continuée et ce sidérophore devrait étre obtenu en 3 étapes trés prochainement :
i) réaction de Mitsunobu en présence de la O-benzyl-N-Troc-hydroxylamine, ii) déprotection

et acétylation, iii) hydrogénolyse.
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Schéma 69. Derniéres étapes pour 1’obtention de I’AR et de I’analogue hydroxypyridinone par la voie

B..
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Bilan des syntheéses effectuées

Au cours de cette thése de nombreuses voies de synthése pour accéder a des
pipérazines 1,4-disubstituées et a des 3,6-dioxopipérazines disubstituées par des fonctions
chélatrices du fer ont été étudiées. Concernant les pipérazines 1,4-disubstituées, la synthése
des pipérazines 105c et 105d n’a pas abouti. Cependant leurs deux précurseurs respectifs 120
et 114 ont €té obtenus avec des rendements respectifs de 25% et 7%. L’utilisation d’un
réacteur a hydrogénolyse récemment acheté par le laboratoire pourrait permettre de réaliser
I’étape de déprotection finale qu’il reste a réaliser sur ces deux composés en utilisant des
pressions en dihydrogéne plus élevées. Par ailleurs, la synthése du motif 111 nous a permis
d’effectuer des tests physico-chimiques et de comparer ses capacités chélatrices du fer 111 a

d’autres groupements chélateurs de type hydroxypyridinone. Ces résultats seront décrits au

chapitre 1V.
NH (ONTONH,
HN\) HZN\/\/N\)
106 107
25% ‘ 7%
BnQ O o) 0 OPMB
NJ< PMBO JANE N N
O o, 0
/
~ NPy, opvia
N\ 120 OPMB (6] 114 (0]
O OBn
5 Hydrogénolyse : Hydrogénolyse
v v

N (0] (0] (I)H
Vo J< HO ﬁNHN)ko N
N N | H ) *H ||
>7 _/ l‘\j O\H/N%N OH
N 1054 OH o] o]
Schéma 70. Récapitulatif des syntheses de pipérazines 1,4-disubstituées.

Une fois ces composeés obtenus, leurs propriétés physico-chimiques (pKa, pFe...)
pourront étre déterminées. Des tests de reconnaissances par des bactéries a Gram négatif

seront également effectués.
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Pour obtenir I’AR, deux voies ont été étudiées : i) la voie A reposant sur I’alkylation
stéréosélective de dioxopipérazines portant des copules chirales et ii) la voie B permettant la
synthése de dioxopipérazines a partir d’acides aminés tels que 1’ornithine ou la glutamine. Les

résultats obtenus pour la voie A sont résumés dans le schéma 71.

Les dioxopipérazines 124-(1S,4S), 124-(1R,4R), 127-(1R,4S), 127-(1S,4S) et 127-
(1S,4S) ont été obtenues en cing étapes avec des rendements compris entre 25% et 28% et des
excés diastéréoisomériques supérieurs & 95%. La voie A; a permis de mettre en place la
réaction d’alkylation stéréosélective en présence de bromure de benzyle ou de bromure
d’allyle avec des rendements respectifs de 64% et 53% ainsi que des exces
diastéréoisomériques de 63% et 70%. Les études continuent pour parvenir a déprotéger la
seconde copule chirale. Par la suite, la seconde alkylation pourra étre réalisée conduisant a
I’AR et ses analogues 3,6-disubstitués, apres fonctionnalisation des allyles et clivage des

copules.

La voie A; nous a permis de réaliser ’étape d’alkylation avec un excellent excés
diastéréoisomérique supérieur a 95%. La fonctionnalisation des groupements allyles en
hydroxamates a fourni la dioxopipérazine 153-(1S,3S,4S,6S) avec un rendement global de
2%. Malheureusement, nous ne sommes jamais parvenus a cliver les copules chirales a I’aide
d’une hydrogénolyse pallado-catalysée. Toutefois, la réalisation de la réduction de Birch sur
la dioxopipérazine 151-(1S,3S,4S,6S), nous laisse penser que 1’application de ce protocole sur

la dioxopipérazine 153-(1S,3S,4S,6S) pourrait nous permettre d’obtenir I’AR.
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Schéma 71. Récapitulatif des résultats obtenus pour la synthése de I’AR par la voie A.

La voie B; nous a permis de synthétiser les ornithine estérifiée 130a(S) et 130b(S).
Malgré de nombreux essais, nous ne sommes pas parvenus a obtenir la fonction
hydroxylamine désirée et nécessaire pour la suite de la synthése. D’autres méthodes, telles
que ’oxydation d’imines, devraient nous permettre d’obtenir I’hydroxyornithine désirée. Par
la suite deux couplages peptidiques successifs devraient former le cycle dioxopipérazinique
puis la déprotection des amines, leur acétylation et une étape de débenzylation pourront
fournir ’AR.

Grace a la voie B, le diol 163-(3S,6S) a pu étre synthétisé en 5 étapes, avec un
rendement global de 10% et un excés diastéréoisomérique supérieur a 95%. La protection des
fonctions amide du cycle dioxopipérazinique nous a permis de contourner les problémes de
solubilité rencontrés avec le diol 158-(3S,6S). Une réaction de Mitsunobu, suivie de

I’acétylation des amines introduites et du clivage des groupements Boc devrait nous permettre
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de synthétiser I’AR. Par ailleurs, nous sommes parvenus a obtenir un analogue de I’AR
portant deux fonctions catéchols 182-(3S,6S). Le méme schéma de synthese sera appliqué
afin d’obtenir ’analogue 184-(3S,6S) portant deux fonctions hydroxypyridinones. Des tests
de reconnaissances de I’analogue 182-(3S,6S) par des bactéries a Gram négatif ont été réalisés

et sont rapportés au chapitre V.
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Schéma 72. Récapitulatif des résultats obtenus pour la synthése de I’AR par les voies B; et B,.



1. Formation de complexes sidérophore-Ga(lll)

Au cours de ses travaux de these, Marine Pillon est parvenue & synthétiser deux
analogues 1,4-disubstitués MPPS0225 et 105a portant respectivement des ligands du Fe(l11)
de type catéchol et 3-hydroxypyridinone (schéma 73). Le complexe au gallium 189 a
également été obtenu. Au cours de cette these, nous avons synthétisé le complexe au gallium
190 pour étudier son activité antibactérienne sur des souches & Gram positif telles que S.
aureus et E. faecalis ou a Gram négatif telles que E. coli, P. aeruginosa.

OH O O OH

? » "

(0] HN fe) 74
Ox_NH HN o 42!\1_4//§
O

0 o84 =l
oL/ o AN /_/7N\_/N

Complexe 189 105a

Schéma 73. Structure des analogues 1,4-disubstitués et du complexe au gallium obtenus par
Marine Pillon.

Comme nous I’avons vu dans la partie bibliographie, la formation de complexes
sidérophore-Ga(lll) permet de vectoriser cet élément, aux propriétés antibactériennes, a
I’intérieur de la bactérie. Lors de précédents travaux effectueés au sein du laboratoire, des
études physico-chimiques menées sur le composé MPPS0225 nous ont montré, qu’a pH
physiologique, la stecechiométrie entre le Fe(IIT) et MPPS0225 était de 2:3. Nous avons alors
supposé que cette steechiométrie était conservée pour des complexes avec la pipérazine
tétradentée 190. Nous avons donc réalisé notre complexe en nous placant dans ces conditions

(Schéma 74). Nous avons dissout la pipérazine 105a (13.0 mg, 0.031 mmol, 1,5 éq) dans du
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méthanol (10 mL) puis, nous y avons ajouté une solution de nitrate de gallium (5.3 mg, 0.021
mmol, 1 éq) dans du méthanol (1 mL).

HO O

»

N
/ \J_/
N N
ﬁf\_/
N
/ 105a 1.5 éq
//
o OH

Ga(NO3)3 1 éq

MeOH

Complexe 190

Schéma 74. Formation et structure envisagée du complexe 190 entre la pipérazine 105a et le
nitrate de gallium.

Le spectre RMN *H, réalisé dans du méthanol deutéré, indique la présence du
complexe 190 dont le déplacement des protons aromatiques varie par rapport au spectre de la
dioxopipérazine 1,4-disubstituée 105a. Le rendement de cette complexation a pu étre
déterminé par RMN 'H et est estimé & 93%. L’activité antibactérienne des complexes 189 et
190 ont été évaluée sur des bactéries susceptibles de reconnaitre les motifs chélateurs du fer

de ces composés. Les résultats de ces analyses sont développés au chapitre V.

Nous développerons, dans le chapitre suivant, les résultats obtenus concernant les
analyses physico-chimiques des motifs chélateurs du fer 111 et 108 ainsi que ceux obtenus

pour la pipérazine 105a 1,4-disubstituée par des groupements défériprones.
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V. Etudes physico-chimiques

Les travaux développés dans cette partie ont été réalisés par les docteurs Christina
Amarandei et Pierre Vanlemmens ainsi que le professeur Emmanuel Baudrin. Ce chapitre est
consacré a 1’étude physico-chimique de trois composés afin de comparer entre eux, trois
chélateurs du fer : la 5-hydroxy-2-(hydroxyméthyl)-4-pyrone (acide kojique 108), la 1,5-
hydroxy-2-(hydroxymethyl)pyridin-4-one 111 et la 3-hydroxy-1,2-diméthylpyridin-4-one
(défériprone). Dans une seconde étape, nous examinerons les propriétés de ligands
tétradentates analogues de I’AR de type pipiérazines substituées en 1,4.

A. Méthode expérimentale pour I’étude des équilibres en solution

Dans un precédent travail réalisé au laboratoire, dans le cadre de la thése de Marine
Pillon, il avait été souligné que les analogues pipéraziniques 1,4-disubstitués présentent une
faible solubilité en milieu aqueux [89]. Afin de pouvoir comparer les différents ligands du fer
préparés au laboratoire, nous nous sommes donc systématiquement tournés vers 1’utilisation
d’un mélange de solvants pour réaliser les études physico-chimiques. En effet, la
détermination des constantes d’équilibres (acido-basiques et de complexation) nécessite de
garder un milieu homogene en absence et en présence des ions métalliques étudiés, en
I’occurrence ici les ions Fe(IIl). Le choix s’est porté sur un mélange eau/DMSO a une fraction
molaire de 20% en DMSO utilisé précédemment dans la littérature pour I’étude de complexes
Fe(IIT) avec un complexant thérapeutique I’ICL670 [97]. Notre équipe avait également utilisé
ce milieu dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe de Laurent Dupont de 'ICMR de

I’Université de Reims [98].

La comparaison des pKa ou des constantes de complexation ne peut se faire que pour
des études realisées dans le méme solvant. En effet, lorsqu’on augmente la quantit¢é de DMSO
dans un mélange eau-DMSO les différentes constantes vont évoluer en raison de la différence
dans les permittivités de 1’eau et du DMSO. La premiére constante a évoluer est la constante
d’autoprotolyse de I’eau comme illustré sur la Figure 46 d’apres la littérature [99]. Comme

nous pouvons le voir sur la figure 46, la constante de la protolyse de 1’eau augmente quand la
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fraction molaire de DMSO augmente. Par conséquent, la gamme de pH dans ces milieux sera
plus étendue qu’en milieu aqueux pur. En réalisant divers dosages de solutions 0,1 M de HCI
par de la potasse 0,1 M, Nous avons déterminé par potentiométrie, pour un mélange eau-
DMSO 80:20, un pKw = 15,59 (3), en accord avec les données de la littérature. Un milieu
neutre dans ce mélange de solvants sera donc de pH = 7,8.

Expérimentalement, la determination des constantes a été effectuée par
potentiométrie couplée si nécessaire a des mesures UV-Vis a 25°C, a force ionique constante
(fixée par KCI 0,1 M) dans des solutions sous bullage d’azote. L’électrode pH a été
systématiquement calibrée avant chaque mesure grace a un dosage de HCI 0,1 M et KOH 0,1
M. Ces deux derniéres étant préparées dans un mélange eau-DMSO 80:20 et respectivement
standardisées par une solution de borax et d’hydrogénophosphate de potassium. Dans un
premier temps, les constantes sont estimées en déterminant I’évolution du nombre de protons
moyens par ligand, puis par affinement grace au logiciel Hyperquad 2013. Toutes les
constantes seront notées selon la convention suivante : Bnq correspond a la constante de

formation du complexe présentant h ligands, k atomes de fer et | protons.

Le travail dans ce type de milieu nécessite d’établir une base de donnée en raison de
la différence d’échelle de pH par rapport a de I’eau pure. Par exemple, nous avons déterminé
les pKa de trois tampons usuellement utilises dans les deux milieux : tampon acétate, tampon
bis-tris et tampon HEPES (Tableau 17).

16,5
X
T =
E Q55
gL
T O 15
[230p]
SS 145 B \Woolley (1972)
e Nakad .

Steinhauser(2004)

2
< 14 -
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135 - . . . . . .
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Figure 46. Evolution du produit ionique de I’eau en fonction de la fraction molaire de DM SO
dans les mélanges H,O/DMSO.
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Tableau 17. Comparaison des pKa de tampons classiques dans 1’eau et dans un mélange

H,O/DMSO 80:20.

H,O-DMSO Eau

Acétate 5,67 (1) 4,56 (2)
Bis-Tris | 6,27 (1) |6,45(1)
HEPES | 7,19(1) |755()

Nous retrouvons ici une évolution typiquement observé pour ’ajout de DMSO
dans ’eau, ¢’est-a-dire une augmentation du pKa pour les espéces acido-basiques, conduisant
a une espéce anionique (acide acétique/acétate) alors que pour les acides qui forment des
espéces cationiques, la valeur du pKa est abaissée. Ceci est di a une meilleure stabilisation
des especes ioniques en milieux aqueux par rapport aux melanges eau-DMSO

B. Etude des complexes EDTA-Fe(l11)

Il est important de garder en téte que la nature du milieu peut-influencer fortement la
formation des complexes, notamment la gamme de stabilité des différences especes. Lorsque
I’on étudie de nouveaux ligands qui forment des complexes relativement stables, il est
possible que méme a pH trés faible, il soit difficile de les dissocier complétement. Aussi, la
détermination de toutes les constantes de complexation passe par des études de compétitions
avec un ligand dont on connait les différents équilibres. Nous avons rencontré cette difficulté
et nous avons donc débuté une étude sur les complexes EDTA-Fe(l11) en milieu H,O/DMSO
afin d’avoir une référence pour les études de compétition. Les propriétés de complexation en
milieu aqueux de ce ligand avec le Fe(lll) sont bien connues et il est donc utilisé pour les
mesures par compétition. En milieu eau-DMSO, la premiére étape a été de déterminer les pKa
(Tableau 18).

152



Tableau 18. Comparaison des pKa de tampons classiques dans 1’eau et dans un mélange
H,O/DMSO 80:20

Solvant pKa1 pKa2 pKaz pKas

H,O-DMSO | 3,15 (1) | 3,72 (1) | 6,52 (1) | 9,82 (1)

H,0O 2 2,68 6,11 10,17

Nous retrouvons quatre constantes d’acidités correspondant a la protonation de deux
fonctions acides carboxyliques de ’EDTA (3,15 et 3,72) et aux deux azotes tertiaire (6,52 et
9,82). Les valeurs de ces constantes plus élevées en milieux mixte par rapport au milieu
aqueux sont en accord avec la nature anionique des espéces mises en jeu. Les deux autres
fonctions ne sont pas protonables dans les conditions de pH étudiees. Des dosages
potentiomeétriques ont ensuite été réalisés en presence de Fe(l11). Dans un premier temps, nous
avons essaye de prendre un modele similaire a la complexation du Fe(lll) par ce ligand en

milieux aqueux. Néanmoins, le meilleur modele affiné ne conduit qu’a la prise en compte de
seulement trois espéces : EDTA-Fe’, EDTA-Fe(OH)* et EDTA-Fe(OH)3 ™ dont les constantes

de formation sont rassemblées dans le tableau 19. Il n’y a donc pas de protonation du
complexe EDTA-Fe(Ill) ce qui conduit a des domaines d’existences décalés avec une
apparition d’hydroxylation sur le fer a plus bas pH. Des pH 2, le fer est partiellement
hydrolysé avec la formation de EDTA-Fe(OH)?". Ce type d’espéce correspond a la formation
de cinq liaisons de coordination entre ’EDTA et le fer, la sixiéme coordination étant remplie
par I’ion hydroxyde. Cette tendance des complexes EDTA-Fe(Ill) a s’hydrolyser a été
rapportée dans les années 60 [100]. A plus haut pH, nous observons une dihydroxylation. Ces
especes dihydroxylées peuvent réagir pour conduire a des diméres en solution. Nous avons
vérifié si ceci se produisait en milieu H,O-DMSO par des mesures UV-Visible (Figure 48). A
partir d’'un pH = 7.5, une large bande d’absorption asymétrique apparait, présentant un
maximum vers 470 nm. L’intensité de cette bande augmente de fagon continue jusqu’a pH =
10 puis diminue en accord avec notre model (Figure 47). Cette bande est caractéristique de la
formation de dimeres par formation de ponts pu-oxo comme précédemment rapporté en milieu

aqueux [101].
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Tableau 19. Constantes de complexation EDTA-Fe(lll) déterminées dans un mélange
H,O/DMSO 80:20

Espece Constantes
Bio |EDTA-Fe 26,69 (10)
Bir1 | EDTA-Fe(OH)* | 25,29 (6)
Bi12 | EDTA-Fe(OH),* | 16,95 (4)
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Figure 47. Diagrammes de spéciation des complexes EDTA-Fe(l11) en milieu (a) H,O/DMSO
80:20 et (b) aqueux.
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Figure 48. Evolution du spectre UV-Visible d’une solution EDTA-Fe(l11) en milieu
H,O/DMSO 80:20 en fonction du pH.
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Ainsi malgré 1’ajout de DMSO, nous voyons que les mémes types d’espéces sont
formés dans les deux milieux avec juste une modification des limites des domaines de
prédominance. Nous allons a présent détailler les résultats obtenus sur les ligands du fer que
nous avons sélectionnés dans ce travail de thése et qui pourront potentiellement étre

utilisables pour la formation d’analogues de sidérophores.

C. Ligands bidentés simples

Nous avons vu dans les paragraphes et chapitres précédents que les sidérophores
présentent un nombre restreint de fonctions bidentées différentes. Diverses molécules ont été
rapportées pour [I'obtention d’analogues, notamment comportant des groupements

hydroxypyridinone, hydroxypyrone et N-hydroxy-hydroxypyridinone.

1. Defériprone

La défériprone (1,2-dimethyl-3-hydroxy-4-pyridinone) est un agent chélatant
thérapeutique du Fe(lll) utilisé initialement pour traiter la thalassémie. Il a été utilisé
précedemment seul ou greffé sur différentes structures pour la formation de systémes
tétradentés [102,103] ou hexadentés [104]. Dans certains cas une hydroxypyridinone sans
méthyle en position 2 a été utilisée. Nos pipérazines 1,4-disubstituées, analogues de I’AR,
sont peu solubles en milieu aqueux. Comme référence, nous avons donc repris I’étude de la
complexation de la défériprone en milieu H,O/DMSO. La démarche est identique a celle
utilisée pour 1’étude de ’EDTA.

La défériprone présente deux équilbres acido-basiques (Schéma 75)

Schéma 75. Equilibres acido-basiques de la défériprone
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Le dosage d’une solution de défériprone 4 mM a été réalisé en I’absence et en
présence d’ions Fe(l1l) dans un mélange H,O/DMSO a 25°C a force ionique constante (KCI
0,1 M) (Figure 49). Pour le ligand seul, on voit clairement apparaitre un épaulement pour un
nombre d’hydroxyde par ligand de -1 et un palier entre 0 et 1. Ceci correspond aux deux
équilibres précédemment cités. Un affinement dans le logiciel HYPERQUAD 2013 a permis
d’obtenir les deux valeurs de pKa (Tableau 20). Le pKa;=10,76 (1) correspond a la
déprotonation de I’hydroxyde phénolique. La diminution de pKa, par rapport eux résultats
obtenus dans I’eau confirme I’attribution de cette équilibre conduisant a la formation de
I’espece cationique. En présence de Fe(Ill) la diminution du pH pour un nombre fixé

d’hydroxydes introduit démontre la formation de complexes défériprone-Fe(ll11).
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Figure 49. Dosage d’une solution de défériprone (C =4 mM) a 25 °C sous N, seul et avec 3

équivalents de Fe(ll1).

Tableau 20. Comparaison des pKa de la defériprone et des constantes de complexation avec
le Fe(III) dans I’eau et dans un mélange H,O/DMSO 80:20.

H0/DMSO (d’aprés la Etzgature [105])
pKa; | 10,76 (1) 9,82 (1)
pKa, | 3,56 (1) 3,66 (1)
Buo | 1515 (1) 15,01 (1)
Bao | 27,85 (1) 27,30 (1)
Bawo | 37,62 (1) 37,43 (1)

Nous sommes partis du modeéle établi par Nurchi et al. [105] en milieu aqueux pour

affiner notre courbe de dosage en présence de Fe(lll). Les affinements ont permis rapidement
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de bien simuler la courbe avec I’obtention des trois constantes de complexation (Tableau 20)
conduisant aux trois complexes de steechiométries ligand(s)/Fe(Ill) de 1:1, 2:1 et 3:1.
L’évolution des espéces en fonction du pH est semblable pour les deux milieux H,O et
H,O/DMSO (Figure 50).
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Figure 50. Diagrammes de spéciation des complexes défériprone-Fe(l11) en milieu
H,O/DMSO 80:20 pour trois équivalents de ligands

Enfin, nous avons étudié les spectres de ces complexes par spectrométrie UV-visible
(mesure non rapportées ici). Nous avons pu affiner également I’évolution de ces différents
spectres en fonction du pH sur la base du modéle obtenu par potentiométrie. Ceci nous a
permis d’obtenir la signature optique de chacun des trois complexes formés (Figure 51). Sur
cette figure, nous pouvons observer un comportement hypsochrome classique de formation de
complexes successifs de coordinence 2, 4 puis 6. Ces spectres nous seront utiles pour la

discussion sur la formation des complexes entre le Fe(l11) et la pipérazine 1,4 disubstituée.

2. Acide kojique 109

L’acide kojique 109 (5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-pyran-4-one) est un
composé dérivé du maltol, similaire a la défériprone. La principale différence entre ces deux

composés est le remplacement de 1’atome d’azote par un atome d’oxygene (Schéma 76). Ce
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type de groupement a également été rapporté pour la formation d’analogues de sidérophores
[106-108].

o}

o
| ]
HO o

109

Schéma 76. Structure de I’acide kojique 109.

Nous avons, dans un premier temps, déterminé les propriétés acido-basiques de ce
ligand dans le mélange H,O/DMSO. Le dosage donne un unique saut de pH indiquant un
équilibre unique pour ce composé a un pH compris entre 2 et 14. A partir de ce dosage, nous

avons calculé le nombre de protons moyens par ligand en fonction du pH (Figure 52)
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Figure 51. Signature optique des complexes déferiprone-Fe(l11) en milieu H,O/DMSO.
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Figure 52. Evolution du nombre de proton moyen par ligand en milieu H,O/DMSO.

Sur ce graphique, on observe que cet équilibre concerne la déprotonation de I’acide
kojique 109 qui porte un proton énolique. L hydroxyle se déprotone vers un pH de 8,5.
L’affinement de la courbe conduit a une valeur du pKa = 8,826 (3) (Tableau 5).
Contrairement a la défériprone nous n’observons pas la protonation supplémentaire sur le
carbonyl conduisant a I’espéce protonique. En milieu aqueux, Nurchi et al. [106], en plus de
la déprotonation de 1’énol avec un pKa = 7,70 (1), avaient obtenu un pKa trés faible de -1,86
(2). Il est donc normal que nous ne puissions déterminer ce pKa par potentiométrie en milieu
mixte H,O/DMSO puisque cet équilibre conduisant a une espéce cationique serait décalé vers

des milieux encore plus acides, comme discuté ci-dessus.

Tableau 21. Comparaison des pKa de la defériprone et des constantes de complexation avec
le Fe(III) dans I’eau et dans un mélange H,O/DMSO 80:20.

H:0-DMSO | (g apres 1a 1Iiztfél;ature [106])
pKa | 8,826(3) 7,70 (1)
Buo |  10,4(3) 8,5 (1)
Bawo | 20,14(11) 17,04 (7)
Baw | 28,15(8) 24,15 (7)

Les différents dosages realisés en présences de Fe(lll) pour différents rapports
ligand(s)/métal ont ¢été simulés sur la base d’un modele formant successivement les

complexes 1:1, 2:1 et 3:1. Un bon affinement des différentes courbes de dosage a été obtenu
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et conduit aux constantes de formation rassemblées dans le tableau 21. On note une
complexation moins efficace que pour la défériprone avec une valeur de Bs;o plus faible. Ceci
est bien visible sur le diagramme de spéciation (Figure 53) avec une difficulté a former le
complexe hexadenté. Néanmoins, il faut nuancer ces propos puisque nous avons observé
systématiquement en fin de dosage la formation d’un précipité (Figure 54). La présence d’un
solide lors de la détermination de constantes d’équilibres est problématique est influe
fortement sur la qualité des résultats. Nurchi et al. avaient noté en milieu aqueux la formation
de précipités qu’ils avaient identifiés a un hydroxyde de Fe(I1l) « Fe(OH)3; ». Si c’est le cas, il
serait nécessaire d’affiner de nouveau nos données en prenant en compte les différents
équilibres d’hydrolyse du Fe(III). Bien connues en milieu aqueux les constantes d’équilibre
doivent étre redeterminées dans le milieu H,O/DMSO. A notre connaissance, une seule
publication rapporte de telles constantes d’hydrolyse pour le méme mélange de solvants mais
toutefois avec un sel support différent [109]. Nous n’avons pu réaliser ces mesures durant ce

travail mais elles feront ’objet de futurs travaux au laboratoire.

100
“Fe
\ AK),Fe*

. 80 (AK),
Lo
8 i \
g
2607 (AK)Fezt
o |
c
§e)
% 40
£
5
S

20

0 - \\K

N
i
»
[oe}
[uny
o
[u=y
N

pH

Figure 53. Diagrammes de spéciation des complexes acide kojique 109-Fe(III) a partir d’un
mode¢le ne prenant pas en compte 1’hydrolyse du Fe(III) en milieu H,O/DMSO 80:20 pour

trois équivalents de ligands.
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Figure 54. Photographie illustrant la formation de précipités lors du dosage de solution
d’acide kojique 109-Fe(l11)

3. Hydroxypyridinone 111

Enfin nous avons synthétisé un dérivé proche de la défériprone, mais pour lequel le
groupement N-méthyle est remplacé par un groupement hydroxyde (Schéma 77). Ce type de
fonction est apparu récemment dans des travaux qui visent a vectoriser des antibiotiques par
la voie des sidérophores [110]. Néanmoins, nous n’avons trouvé aucune information dans la

littérature sur les propriétés de ce groupement fonctionnel envers la complexation du Fe(l11)
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Schéma 77. Structure du compose 111

Ce composé présente trois fonctions acido-basiques accessibles entre pH = 2 et pH =
14 (Figure 55). Les valeurs de pKa ont été estimées par la courbe donnant le nombre de
protons moyen par ligand puis affinées (Tableau 22).
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Figure 55. Evolution du nombre de proton moyen par ligand 111 en milieu H,O/DMSO

Tableau 22. Constantes acido-basiques de 111 et constantes de complexation préliminaires
obtenues avec le Fe(ll1) déterminées dans un mélange H,O/DMSO 80:20

H,O-DMSO
pKay 2,43 (5)
pKa, 6,56 (1)
pKas | 11,04 (1)
Buio 17,4 (3)
Ba1o 29,3 (5)
Bato 38,5 (6)

Le pKaz de 11,04 (1) peut étre attribué, par analogie avec le déefériprone, a
I’hydroxyle énolique. Le plus probable est ensuite d’attribuer 1’équilibre acido-basique pKa; a
la protonation du carbonyle avec délocalisation des charges sur le cycle. Par déduction pKa,
correspondrait a la déprotonation de 1’hydroxyde porté par ’atome d’azote. Dés que ’on
ajoute du Fe(lll) a une solution de ce ligand, une coloration rouge intense apparait,
caractéristique des complexes du Fe(l1l) avec les hydroxypyridinones. Nous avons essayé de
modéliser la formation des complexes 111-Fe(l11) en utilisant un modéle simple de formation
des complexes 1:1, 2:1 et 3:1. Les meilleurs résultats obtenus a ce jour sont donnés dans le
tableau 22. Nous avons suivi la formation des complexes par spectrométrie UV-visible. Des
pH = 2 des complexes sont formés avec un maximum d’absorption a 530 nm, compatible avec
la formation d’un complexe 1:1 (sur la base de la comparaison avec les spectres des
différentes especes obtenues pour la défériprone ; Figure 51). Le maximum se déplace ensuite

jusqu’a 503 nm pour un pH = 4,3, ce qui indique I’incorporation d’un deuxieme ligand dans la
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sphere de coordination du fer (complexe 2:1). En revanche, en continuant a augmenter le pH,
nous observons I’apparition d’une bande a 481 nm jusqu’a pH = 9 puis une disparition de
cette bande. Cela indique que la formation du complexe 3:1 n’est pas compléte et que d’autres
réactions se produisent a partir de pH = 8-9. Le modele que nous avons proposé est donc
insuffisant et il faudra évaluer un modeéle plus complet en prenant en compte, comme pour

I’acide kojique 109, I’hydrolyse du Fe(IlI) et/ou la formation d’autres espéces.

D. Piperazine disubstituee 105a

Nous avons pu commencer 1’étude physico-chimique sur une molécule donc la
synthése avait été développée précédemment au laboratoire par Marine Pillon : la pipérazine
105a 1,4-disubstituée par la 2-méthyl-3-hydroxypyridinone (Schéma 78).
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Schéma 78. Structure de la pipérazine 105a 1,4-disubstituée par la 2-méthyl-3-hydroxypyridinone.

D’apres la structure de cette molécule, nous pouvons attendre six valeurs de pKa :
deux sur chaque groupe hydroxypyridinone et deux sur la pipérazine. Sur la courbe donnant le
nombre de proton moyen par ligand obtenue par dosage par du KOH 0,1 M d’une solution
préalablement acidifiée avec HCI 0,1 M (courbe bleue, Figure 56), nous pouvons observer
une perte de deux protons vers pH = 11, un proton vers pH = 7 et trois protons moins
discriminés en dessous de pH = 4. L’affinement de la courbe de dosage confirme cela et

permet de déterminer précisément les six pKa correspondants (Tableau 23).

pKa; = 2,16 et pKa, = 2,75 correspondent a la protonation des groupes pyridinone.
La pipérazine peut étre doublement protonée avec pKas = 3,75 et pKa, = 6,80. A noter que

ces deux valeurs sont trés proches de la protonation que la pipérazine MPPS0225 disubstituée
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par deux catéchol qui étaient de 3,37 (3) et 6,95 (3). Le greffage de bras propyle abaisse
fortement les pKa par rapport a une pipérazine seule (5,351 (4) et 9,432 (4)). Finalement,
pKas = 10,55 et pKas = 11.45 correspondent aux deux protons phénoliques. Le diagramme de
spéciation précise que la molécule neutre est I’espece prédominante a pH physiologique
(Figure 56).

Tableau 23. Constantes acido-basiques de la 1,4-pipérazine disubstituée 105a dans un mélange
H,O/DMSO 80:20.

H,O-DMSO
pKa; 2,16 (3)
pKa, 2,75 (2)
pKas 3,75 (4)
pKa, 6,80 (4)
pKas | 10,55 (3)
pKag | 11,45 (3)
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Figure 56. Diagramme de spéciation de la pipérazine 105a 1,4-di-substituée par la 2-méthyl-

3-hydroxypyridinone en milieu H,O/DMSO 80:20 pour trois équivalents de ligands.

Les interactions de ce ligand avec le Fe(lll) ont été mesurées pour deux rapports

ligand(s)/Fe(l111) différents. Dans une premiere série de mesures, ce rapport était de 1. Les
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résultats de potentiométrie (Figure 57) sont consistants avec la formation du complexe
LFeH?* vers pH = 4,4. En effet, nous observons bien la perte de deux protons par rapport au
ligand seul (différence entre les courbes bleues et oranges a ce pH). Sachant que le ligand a ce
pH portait un proton pipérazinique et deux protons phénoliques, nous pouvons envisager la
complexation du fer par les deux groupes pyridinones. L’espéce formée perd ensuite un
proton entre pH = 4,4 et 6. Enfin, le nombre de proton moyen devient négatif, signe d’une

hydroxylation. Ceci est en accord avec I’évolution des spectres UV-visible obtenus (Figure

58).
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Figure 57. Evolution du nombre de proton moyen par ligand en absence (courbe bleue) ou en présence

d’un équivalent de Fe(IIT) (courbe orange) en milieu H,O/DMSO.
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Figure 58. Evolution en fonction du pH des spectres UV-Vis pour une solution de pipérazine 105a

1,4 disubstituée en présence d’un équivalent de Fe(IlI) en milieu H,O/DMSO.
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D’apres ces spectres et en utilisant les données obtenues sur le systeme défériprone-
Fe(IIT), nous observons qu’a partir de pH avoisinant 2, le Fe(lll) est complexé par un
groupement hydroxypyridinone (LFeHs*"). Puis progressivement, entre 2 et 4,5, un point
isobestique indique la transformation de cette espéce avec incorporation du second
groupement pyridinone. L’utilisation de deux groupements issus de la molécule est le plus
favorable (LFeH?"). Pour des pH plus élevés, on voit clairement apparaitre la signature d’un
complexe tris-hydroxypyridinone LsFe;. En raison de la steechiométrie, 1’hydroxylation se
produit ainsi trés probablement en partie sur le complexe et en partie sur du Fe(lll) non

complexé

Pour une steechiométrie ligands/Fe(Ill) 2:1, une évolution différente est détectée en
milieu acide & pH = 6, consistant avec la formation du complexe hexacoordonné Fe,(LH)s*".
Un proton de chaque pipérazine est alors élimine pour donner la forme Fe,L; (Figure 59).
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Figure 59. Evolution du nombre de proton moyen par ligand en absence (courbe orange) ou en
présence de Fe(I11) (courbe bleue ; rapport ligands/Fe = 2) en milieu H,O/DMSO et évolution des

spectres UV-visibles des complexes du Fe(lll).

Dans cette partie, nous avons montré que I’analogue synthétisé¢ permettait de former
des complexes hexacoordonnés avec le Fe(Ill). Nous n’avons, pour le moment, pas encore
obtenu les constantes de complexation. Ces études devront étre poursuivies en mettant a
profits les mesures que nous avons réalisées sur ’EDTA afin de réaliser des études par
compétition. De la méme facon, des modéles plus complets pourront étre obtenus en prenant
en compte I’hydrolyse du Fe(IIl) dans le milieu mixte H,O/DMSO utilisé.Néanmoins, les
premiers résultats confirment I’intérét des motifs pyridinones comme ligands du Fe(III) et de

I’utilité de les greffer sur des structures pipérazines, analogues de I’AR (Tableau 24).
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Tableau 24. Récapitulatif des constantes de complexation préliminaires obtenues avec le Fe(lll)

déterminées dans un mélange H,O/DMSO 80:20 pour les trois motifs chélateurs du Fe(I1l) étudiés.

Défériprone | Acide kojique 109 | Hydroxypyridinone 111
Biuo | 15,15 (1) 10,4 (3) 17,4 (3)
Bao | 27,85 (1) 20,14 (11) 29,3 (5)
Bao | 37,62 (1) 28,15 (8) 38,5 (6)
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V. Tests biologiques

L’¢évaluation de I’activité antibiotique des produits synthétisés sur un panel de quatre
souches et ’activité « sidérophore-like »sur deux souches de P. aeruginosa ont été réalisée au
sein du laboratoire, avec I’aide du docteur Catherine DEMAILLY-MULLIE.

A. Souches et protocoles

Pour mesurer la susceptibilité bactérienne envers les complexes au gallium 189 et 190
synthétisés (Figure 45), nous avons utilisé des bactéries a Gram positif telles que
Staphylococcus aureus CIP 103.429 et Enterococcus faecalis CIP 103.214, et des bactéries a
Gram négatif comme Escherichia coli DSM 1103, et Pseudomonas aeruginosa DSM 1117.
Les différentes souches bactériennes ont éte incubees pendant une nuit a 35°C dans un
bouillon de soja tryptique et striées sur de 1’agar de soja tryptique. Les inocula ont ensuite été
prépares selon les recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) et
la technique de micro-dilution en milieu liquide Mueller-Hinton (MH, pH 7.3) sans ajout sur
une échelle de concentrations allant de 0,25 a 512 pg.ml™[111]. Ces concentrations ont été
obtenues par dilutions a partir d’une solution mére du produit a tester préparée dans de 1’eau.
La concentration minimales inhibitrice (CMI) a été déterminée visuellement et correspond a
la plus basse concentration pour laquelle les puits sont clairs.

L’activité « sidérophore-like » des composés 182 et 105a (Figure 45) a également été
mesurée a I’aide de deux souches de P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa PAOL et
PADO07. PAOL est utilisée comme souche de réference alors que PADO7 est un double mutant
déficient en pyoverdine et en pyocheline, les deux sidérophores endogénes principaux de P.
aeruginosa. Ces sidérophores possedent des pFe élevés (pyoverdine pFe = 27, pyochéline pFe
= 16) supérieurs a ceux de nos composés. Comme nos composes sont tétradentés, nous avons
travaillé en supposant que deux ions ferriques étaient coordonnés a trois molécules de
chélateurs 105a et 182.

Le milieu utilisé a été le milieu minimum succinate (MMS, pH = 7). Celui-ci
correspond & un milieu appauvri en fer et est obtenu en mélangeant une solution @ 6,0 g.L™ de
K,HPO,, une solution & 3,0 g.L™ de KH,PO,, une solution & 1,0 g.L™ de (NH4),SO., une
solution & 0,2 g.L™ de MgS0,.7H,0 et une solution & 4,0 g.L™ de succinate de sodium dans

de I’eau PPI a pH=7,0. Cette méthode permet de simuler les conditions de développement des
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bactéries dans un milieu appauvri en fer. Nos composés ont €té évalués sur ce milieu avec
addition ou non de FeCls. Pour 182, la concentration en FeCl; a été fixée a 45 uM tandis que
la concentration en 182 a été comprise entre 2.11 et 270.00 uM permettant d’obtenir les
différents ratios entre 0.03125 et 4. Pour 105a, la concentration en FeCl; a été fixée a 77 uM
tandis que la concentration en 105a a été comprise entre 2.40 et 307.00 uM permettant
d’obtenir les différents ratios entre 0.03125 et 4.

Dans une plaque 96 puits, 5 uL de chaque dilution des produits testés a été répartie
avec 5 uL d’eau stérile ou 5 pl d’une solution aqueuse stérile de FeCls, Chaque puits a
ensuite été¢ complété avec 220 uL de MMS et 20 pL d’une suspension bactérienne de 0.5
McFarland. Les plaques ont été incubées pendant 24 h a 37 °C. L’ absorbance (DO) a ensuite
¢été mesurée a 1’aide d’un lecteur Multiskan Ex (Thermo Labsystems, Issy les Moulineaux,
France) a 600 nm afin d’observer la croissance bactérienne. Les références ont été obtenues
en réalisant des puits contenant le milieu et la molécule, sans inoculum, afin de mesurer
I’absorbance de nos composés a 600 nm. Des contrdles, contenant les souches bactériennes
dans du MMS, sans sidérophore et supplémenté ou non en Fe(lll), ont également été réalisés.

Les expériences ont éte repétées six fois.

B.Evaluation antibactérienne

Les molécules évaluée correspondent a la pipérazine 105a 1,4 disubstituée par des
motifs hydroxypyridinones, a la dioxopipérazine 182 (3S,6S)-disubstituée par des catéchols et

aux complexes de gallium 189 et 190 (Figure 45).
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Figure 60. Structure des molécules testées

1. Evaluation antibactérienne des complexes au gallium

Si les siderophores qui permettent de former les complexes au gallium 189 et 190 sont

reconnus par les bactéries, ils devraient posséder un pouvoir bactericide. Les résultats obtenus
sont répertoriés dans le tableau 25 suivant.

Tableau 25. Résultats des tests antibactériens des complexes au gallium 189 et 190
réalisés sur différentes souches.

CMI (ug.ml™)
Essais Composés P. aeruginosa E. coli E. faecalis S. aureus
MH MH MH MH
1 189 256 >512 256 256
2 190 256 >512 256 256
Ciprofloxacine 0,5 0,25 4 4

Les complexes se sont révélés étre faiblement bactéricides puisqu’ils n’ont démontré
que des CMI supérieures ou égales a 256 pg.ml™. Toutefois, lors de travaux antérieurs

effectués au sein de notre laboratoire, I’efficacité de conjugués sidérophore-antibiotique a été
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fortement dépendante du milieu de culture (MMS ou MH). Dans un milieu appauvri en fer, le

pouvoir bactéricide de ces composés s’est révélé étre supérieur a celui mesuré dans un milieu

riche en Fer(l11).

2. Evaluation antibactérienne des pipérazines 105a et 182 disubstituées par

des chélateurs du fer

Ces tests ont pour objectif de confirmer que nos composés ne possedent pas d’action

inhibitrice intrinseque sur la croissance bactérienne. Les résultats obtenus pour les pipérazines

105a et 182 sont reportés dans le tableau 26. Ces composés ont été synthétisés dans le but

d’obtenir des analogues de sidérophores, qui devraient étre en mesure de favoriser la

croissance bactérienne.

Tableau 26. Résultats des tests antibactériens réalisés sur différentes souches.

CMI (ug.ml™)
Essais Composés P. aeruginosa E. coli E. faecalis S. aureus
MH MH MH MH
1 105a >512 >512 >512 >512
2 182 >512 >512 >512 >512
3 Ciprofloxacine 0,5 0,25 4 4

Les résultats obtenus indiquent bien que nos composés ne possédent pas d’action

intrinséque sur la croissance bactérienne puisque les CMI mesurées sont supérieures a 512

pg.mi™.

171




C. Mesure de P’activité « siderophore-like »

Ne disposant pas au laboratoire de souches mutantes d’E. coli et A. baumannii
déficientes en production de leur sidérophore endogene, nous avons réalisé I’activité
sidérophore-like de nos composeés sur des souches sauvages et mutantes de P. aeruginosa.

Pour nos composés 105a et 182, nous avons supposé qu’ils conduisaient a la formation
d’un complexe de steechiométrie Fe(IIT)/L de 2:3. La complexation du Fe(lll) présent dans le
milieu sera totale pour un ratio supérieur ou égal a 1,5. Le fer ne sera alors accessible aux
bactéries que si elles parviennent a reconnaitre le composé comme sidérophore. Si elles ne
parviennent pas a accéder au fer car elles ne peuvent pas reconnaitre notre sidérophore

artificiel, nous devrions observer une chute de la croissance bactérienne.

a. Tests realises sur le compose 182

Dans un premier temps, la molécule 182 a été testée sur la souche PAO1L. Les résultats
obtenus sont présentés sur la figure 61. Sur ce graphique, la croissance bactérienne en absence
de Fe(lll) (courbe bleue) est significativement inférieure a la croissance bactérienne en
présence de Fe(lll) (courbe rouge). Lorsque notre sidérophore artificiel est présent (courbe
verte), la croissance bactérienne est naturellement supérieure a la croissance en absence de fer
pour un ratio [182]/[Fe(II)] inférieur a 1,5 puisque la totalité du fer n’est pas chélatée. Quand
ce ratio est supérieur a 1,5, la totalité du fer est séquestrée. Cependant une croissance

bactérienne significativement aussi importante qu’en présence de Fe(III) seul est observée.
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Figure 61. Représentation de la densité optique en fonction du ratio [182]/[Fe(l11)] pour la

souche PAOL1.

Cette souche produisant ses sidérophores, des échanges métalliques ont pu avoir lieu

entre notre sidérophore et ceux produits par P. aeruginosa. Afin de limiter cette possibilité,

nous avons donc effectué un second test sur la souche PADQ7, déficiente en pyoverdine et

pyochéline, ses sidérophores endogenes. Les résultats sont représentés dans la figure 62.

Comme précédemment, sur ce graphique, la croissance bactérienne en absence de Fe(lll)

(courbe bleue) est significativement inférieure a la croissance bactérienne en présence de

Fe(l11) (courbe rouge). Lorsque le ratio [182]/[Fe(l11)] est supérieur a 1,5, la totalité du fer est

séquestrée. Cependant une croissance bactérienne significativement aussi importante qu’en

présence de Fe(l11) seul est observée (courbe verte).
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Figure 62. Représentation de la densité optique en fonction du ratio [182]/[Fe(l11)] pour la
souche PADO7.

Ces données laissent supposer que le composé 182 est reconnu par cette souche, la
probabilité que des échanges métalliques entre notre sidérophore et des sidérophores produits
par PADO7 étant limitée puisque cette souche est incapable de synthétiser ses sidérophores

endogenes.

b. Tests réalisés sur le composé 105a

Ce composé a été synthétisé par Marine Pillon au cours de ces travaux de thése. Afin
de poursuivre ces travaux, nous avons décide de tester ce composé. Dans un premier temps, la
molécule 105a a été testée sur la souche PAOL. Les résultats obtenus sont présentés dans la
figure 63. Lorsque le ratio [105a]/[Fe(111)] est supérieur a 1,5, nous pouvons observer gque la
croissance bactérienne est toujours significativement supérieure a la croissance en absence de
Fe(Ill). 1l pourrait donc y avoir une reconnaissance de 105a par les récepteurs aux

sidérophores de cette souche.
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Figure 63. Représentation de la densité optique en fonction du ratio [105a]/[Fe(l111)] pour la
souche PAOL1.

Ces résultats étant prometteurs, nous avons donc effectué un second test sur la souche
PADO07, déficiente en pyoverdine et pyocheline. Les résultats sont représentés dans la figure
64 suivante. Lorsque le ratio [105a]/[Fe(ll1)] est supérieur a 1,5, nous pouvons observer que
la croissance bactérienne est toujours significativement supérieure a la croissance en absence
de Fe(lll). Il pourrait donc y avoir une reconnaissance de 105a par les récepteurs aux
sidérophores de cette souche, la probabilité que des échanges métalliques entre sidérophores
aient eu lieu étant plus faible puisque la souche PADO7 est déficiente en pyochéline et

pyoverdine.
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Figure 64. Représentation de la densité optique en fonction du ratio [105a]/[Fe(l111)] pour la
souche PADO7.

Pour conclure, les complexes au gallium 189 et 190 ont une faible activité bactéricide
dans des milieux non-appauvris en fer. Des tests complémentaires dans le milieu minimum
succinate nous permettrons de savoir s’il s’agit d’un probléme de reconnaissance ou si ces
composes sont plus actifs dans des milieux appauvris en fer. Les tests « sidérophore-like » ont
mis en évidence des résultats prometteurs. En effet, les molécules 105a et 182 sont
potentiellement reconnues par P. aeruginosa. Afin de confirmer ces résultats, la synthése de

composes analogues possédant une sonde fluorescente est envisagée.
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Conclusion et perspectives
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De par leurs besoins en fer, et la faible solubilité du fer ferrique dans les milieux aérobies, les
micro-organismes ont développé des stratégies originales pour acquérir ce métal présent chez
leur hote sous différentes formes. Les bactéries biosynthétisent et sécretent notamment des
chélateurs du fer ferrique multidentés nommés sidérophores. Ces complexants du fer
parviennent a entrer en compétition avec les protéines contenant du fer pour le leur soutirer.
Les complexes sidérophore-Fe(l1l) ainsi formés sont reconnus par des récepteurs spécifiques
et transportés activement jusqu’au périplasme ou au cytoplasme. La vectorisation
d’antibiotiques ou d’ion gallium au travers de ces voies a ¢t€¢ démontré grace a la formation de

conjugués sidérophore-antibiotique ou de complexes sidérophore-Ga(lll).

L’objectif de cette thése était de synthétiser I’AR ainsi que des analogues
dioxopipéraziniques 3,6-disubstitués et pipéraziniques 1,4-disubstitués. L’étude des propriétés
physico-chimiques de ces composés avait pour objectif de mettre en exergue un ou plusieurs
complexants du fer possédant une forte affinité pour le Fe(lll). Ces complexants devaient
ensuite étre couplés a un antibiotigue ou complexés a du gallium pour mesurer leurs

propriétés antibactériennes.

L’AR, produit par Rhodotorula pilimanae, est une dioxopipérazine (3S,6S)-
disubstituée par des fonctions chélatrices du fer de type hydroxamate. La stéréochimie de ce
composé joue un réle crucial dans sa reconnaissance par ses récepteurs spécifiques. Nous
souhaitions réaliser une synthése originale et convergente pour obtenir I’AR mais également
des analogues dioxopipéraziniques énantiomériquement purs 3,6-disubstitués par des ligands
du fer. L’objectif était alors de pouvoir étudier I’influence sur la complexation: i) de la nature
des ligands du fer, ii) de la stéréochimie des composés, iii) de la longueur des chaines portant

les fonctions chélatrices du fer.

La synthése asymétrique de pipérazines 3,6-disubstituées nécessite un nombre
d’étapes important et implique une ou plusieurs étapes délicates d’induction asymétrique.
Nous avons souhaité, dans un premier temps, obtenir des 1,4-disubstituées par des chélateurs

du fer qui possedent une haute affinité pour le fer ferrique pour étudier leurs propriétés
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physico-chimiques et complexantes afin de sélectionner les meilleurs motifs a greffer, par la

suite, pour former des pipérazines 3,6-disubstituées.

Deux pipérazines 1,4-disubstituées, 114 et 120 ont été obtenues avec les fonctions

chélatrice protégées (Figure 78). L’acquisition récente d’un réacteur a hydrogénolyse

permettant de faire varier la pression en dihydrogéne devrait nous permettre de pouvoir

obtenir les pipérazines 1,4-disubstituées par des fonctions hydroxypyridinones (105c) ou par

des fonctions hydroxamates (105d).

BnO (0]

\N{
N Nf
/
}Nb:F 120
n

O
Hydrogénolyse
¥
HQ, o)
N«
N N
/

(\N/\/\NHZ
107
0 0 OPMB
PMBO K\N(/%NJKO N
| o. N N R |
N g ivfa OPMB
OPMB (0] 114 O
Hydrogénolyse
Y
% o) OH
HO (\NL\%NXO N
Ll o R oA ) H [ ]
N g fv)3 OH
OH o} o)

105¢

Schéma 78. Récapitulatif des synthéses de pipérazines 1,4-disubstituées

Toutefois I’objectif principal de cette thése était la syntheése asymétrique de I’AR et

d’analogues dioxopipéraziniques 3,6-disubstitués par des ligands du fer. Deux voies ont été

étudiées : i) la voie A reposant sur I’alkylation stéréosélective de dioxopipérazines portant des

copules chirales et ii) la voie B permettant la synthése de dioxopipérazines a partir d’acides

aminés tels que I’ornithine ou la glutamine. Les résultats obtenus pour la voie A sont résumes

dans le schéma 79.
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La voie A; a permis de mettre en place la réaction d’alkylation stéréosélective en
présence de bromure de benzyle ou de bromure d’allyle avec des rendements respectifs de
64% et 53% ainsi que des exceés diastéréoisomériques de 63% et 70%. Les études continuent
pour parvenir a déprotéger la seconde copule chirale. Par la suite, la seconde alkylation pourra
étre réalisée conduisant a I’AR et ses analogues 3,6-disubstitués, aprés fonctionnalisation des
allyles et clivage des copules. Le principal intérét de cette voie réside dans sa capacité a
conduire a des analogues portant deux groupements chélateurs du fer différents, permettant

ainsi d’accéder a de nouveaux compos€s.

La voie A, nous a permis de réaliser 1’étape de di-alkylation avec un excellent exces
diastéréoisomérique supérieur a 95%. La fonctionnalisation des groupements allyles en
hydroxamates a fourni la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) avec un rendement global de
2%. Malheureusement, nous ne sommes jamais parvenus a cliver les copules chirales a 1’aide
d’une hydrogénolyse pallado-catalysée. Toutefois, la réalisation de la réduction de Birch sur
la dioxopipérazine 157-(1S,3S,4S,6S), nous laisse penser que 1’application de ce protocole sur
la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) pourrait nous permettre d’obtenir I’AR.
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Schéma 79. Récapitulatif des résultats obtenus pour la synthése de I’ AR par la voie A.

La voie B; nous a permis de synthétiser les ornithines estérifiées 130a-(S) et 130b-(S).
Malgré de nombreux essais, nous ne sommes pas parvenus a obtenir la fonction
hydroxylamine désirée et nécessaire pour la suite de la synthése. D’autres méthodes, telles
que ’oxydation d’imines, devraient nous permettre d’obtenir I’hydroxy-ornithine désirée. Par
la suite deux couplages peptidiques successifs devraient former le cycle dioxopipérazinique
puis la déprotection des amines, leur acétylation et une étape de débenzylation pourront

fournir ’AR.

Grace a la voie B, le diol 163-(3S,6S) a pu étre synthétisé en 5 étapes, avec un
rendement global de 10% et un exces diastéréoisomérique supérieur a 95%. La protection des
fonctions amides du cycle dioxopipérazinique nous a permis de contourner les problemes de
solubilité rencontrés avec le diol 158-(3S,6S). Une réaction de Mitsunobu, suivie de
I’acétylation des amines introduites et du clivage des groupements Boc devrait nous permettre

de synthétiser I’AR. Par ailleurs, nous sommes parvenus & obtenir un analogue de I’AR
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portant deux fonctions catéchols 182-(3S,6S). Le méme schéma de synthese sera appliqué

afin d’obtenir I’analogue 184-(3S,6S) portant deux fonctions hydroxypyridinones.
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Schéma 80. Récapitulatif des résultats obtenus pour la synthése de I’AR par les voies B; et B,.
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Des tests antibactériens ont été réalises sur les complexants du fer 105a et 182 ainsi
que sur les complexes sidérophore-Ga(l11) 189 et 190. Les analogues de sidérophore n’ont pas
révélé d’activité antibactérienne comme nous le supposions. En revanche, les complexes au
gallium se sont révélés légérement actifs, avec des CMI de 256 pg.mL™ sur les souches de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa.

Enfin les tests « sidérophores-like » effectués au sein du laboratoire ont été réalisés
sur deux souches Pseudomonas aeruginosa : PAOL, une souche produisant ses sidérophores
endogénes (pyoverdine et pyochéline), et PADO7, une souche incapable de produire ces
sidérophores. Les résultats obtenus nous laissent supposer que les analogues de sidérophore
105a et 182 pourraient étre reconnus et internalisés par Pseudomonas aeruginosa. Ces
composé€s pourraient alors €tre intéressants pour la vectorisation d’antibiotiques grace a la

stratégie du « Cheval de Troie ».

Au cours de ces travaux, nous avons pu observer I'intérét général de I’utilisation des
sidérophores dans la lutte contre la résistance bactérienne. La poursuite de ce sujet de
recherche devrait permettre d’obtenir rapidement I’ AR et des analogues 3,6-disubstitués. Par
la suite ces composés pourront étre utilisés afin de former des conjugués siderophore-

antibiotique dont I’activité antibactérienne pourra étre étudiée.
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Partie expérimentale
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1. Généralités et appareillages

Purification des solvants et des réactifs

Les réactions chimiques ont été réalisées sous atmospheére inerte sous azote ou argon,
dans des conditions anhydres lorsque ces conditions se sont montrées impératives. Les

solvants anhydres utilisés sont les suivants :

- THF distillé sur sodium en présence de benzophénone ou séché sur un sécheur de
solvant (Pure Solv-Innovative Technology PS-MD-5 de chez Serlabo
Technologies)

- DCM, DMF, MeCN, MeOH séché sur un sécheur de solvant (Pure Solv-
Innovative Technology PS-MD-5 de chez Serlabo Technologies),

- Et,O distillé sur sodium en présence de benzophénone.

Les différents produits réactionnels ont éteé achetés chez Acros, Sigma-Aldrich et

VWR et ont éte utilisés sans purifications additionnelles.

Chromatographie

Les CCM ont eté réalisées sur plaques de silice Merck 60F;s4, Observées sous
ultraviolet (A = 254 nm) avant d’€tre révélées chimiquement par une solution d’acide

phosphomolybdique dans 1’éthanol a 95 % suivi d’un chauffage jusqu’a coloration maximale.

Les chromatographies préparatives sur colonne ont été réalisées par la technique
chromatographique sur gel de silice Kielselgel 60 (40-63 pum) et par chromatographie flash en

utilisant I’appareil Grace Reveleris®.

Les analyses par Spectroscopie de Masse (SM) ont été faites sur un spectrometre
Shimadzu LCMS-2020.

Les analyses par Spectrométrie de Masse Haute Résolution (SMHR) ont été réalisées
sur un appareil haute résolution Micromass-Waters Q-TOF Ultima en mode d’ionisation

électrospray positif.
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Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire ont été obtenus sur des appareils
RMN Bruker 600 MHz (*H RMN & 600 MHz et **C RMN & 150 MHz) et RMN Bruker 400
MHz (*H RMN & 400 MHz et *C RMN & 100 MHz). Les déplacements chimiques () sont
exprimés en parties par million (6, ppm) par rapport au solvant deutéré utilisé comme
référence interne. L’analyse des spectres RMN 'H et °C est donnée en spécifiant le
déplacement chimique, la multiplicité (s = singulet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet,
quin = quintuplet, m = multiplet, sl = singulet large), I’intégration et la constante de couplage
(J) en Hertz (Hz).

L’attribution des protons et des carbones a été faites aprés analyse RMN 2D (HMBC,
HSQCQ, COSY).

Infra-Rouge (IR)

Les spectres infrarouge (IR) ont été enregistrés sur un spectrophotomeétre FT/IR-4200
Jasco muni d’un systéme ATR-Golden gate permettant une analyse des solides et des liquides

et sont reportés en utilisant le nombre d’onde (cm™).

Température de fusion (Ts)

Les points de fusion ont été déterminés sur un appareil Stuart SMP3.

Pouvoirs rotatoires ([al])

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés sur un polarimetre Jasco P-1010.

2. Méthodes Générales

2.1 Protection d’un alcool sous forme d’éther de silyle

A une solution d’alcool (1 éq) dans du DCM anhydre (0,91 M) est ajouté de
I’imidazole (1,1 éq) et du chlorure de tert-butyldiméthylsilyle (1,1 éqg). Le milieu réactionnel
est agité a 20°C pendant 18 heures. Puis le mélange est neutralisé par une solution aqueuse

saturée de carbonate de sodium. La phase aqueuse est extraite par trois fois avec du DCM.
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Les phases organiques sont réunies et lavées par de I’eau puis séchées sur Na,SOy, filtrées et

le solvant est évaporé sous pression réduite pour conduire au produit souhaité.

2.2 Protection d’une fonction alcool par un groupement PMB

A une solution d’alcool dans la NMP (0,11 M), est ajouté du K,COj3 (1.2 éq) puis du
bromure de PMB (1.2 éq) goutte a goutte. Le milieu réactionnel est agité goutte a goutte
pendant 16 h a 20 °C. De I’eau distillée est ajoutée et la phase aqueuse est extraite a 1’AcOEt.
Les phases organiques sont réunies, séchées sur Na,SO,4 et le solvant est évaporé sous
pression réduite. Le résidu brut est purifié par une colonne chromatographique afin d’obtenir

le produit souhaité.

2.3 Fermeture du cycle dioxopipérazine

A une solution de chloracétamide (1 éq) et de NEt; (3,0 ég) dans du MeOH (0,85 M)
est ajouté ’amine (1,2 €q). Le milieu réactionnel est chauffé a reflux pendant 3 jours puis le
solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu brut est purifié par une colonne

chromatographique afin d’obtenir le produit souhait¢.

2.4 Protection d’une fonction amine par le groupement Boc

A une solution d’amine (1 éq) dans du MeOH anhydre (0,57 M), a 0°C, est ajouté du
dicarbonate de di-tert-butyle (1 éq). Le milieu est agité a 20°C pendant 17 heures. Le solvant
est évaporé sous pression réduite et le résidu est repris par de I’éther diéthylique. Le solide
obtenu est filtré etle filtrat est lavé par trois fois avec une solution d’acide citrique a 5%. Les
phases aqueuses sont rassemblées et alcalinisées a pH = 9 par ajout d’une solution aqueuse de
NaOH a 50% et sont extraites par quatre fois avec de I’AcOEt. Les phases organiques sont
réunies, sechées sur Na,SO, et le solvant est évaporé sous pression réduite pour conduire au

produit souhaité.
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2.5 Protection d’une fonction amine par le groupement Troc

A une solution d’amine (1 éq) et de NaHCOj3 dans un mélange THF/Eau 1:1 (0,46 M),
a 0°C, est ajouté, goutte a goutte, du chloroformate de 2,2,2-trichloroéthyle (1,2 éq). Le
milieu est agité a 20°C pendant 17 heures. La phase aqueuse est extraite par trois fois a
I’AcOEt et les phases organiques sont réunies, lavées avec une solution aqueuse d’acide
citriqgue 10% puis séchées sur Na,SO,. Le solvant est évaporé sous pression réduite afin

d’obtenir le produit souhaité.

2.6 Déprotection d’une fonction alcool protégée par un groupement PMB

A une solution d’alcool protégé par un groupement PMB (1 €q) dans du MeOH (0,013
M) est ajouté du Pd/C (10% a 50% mol) sous atmosphere d’hydrogene. Le milieu réactionnel
est agité a 20°C pendant 7-24h. Le milieu réactionnel est filtree sur papier filtre, puis le filtrat

est évapore sous pression réduite pour conduire au produit souhaite.

2.7 Déprotection d’une fonction alcool protégée par un groupement silyle

A une solution d’alcool protégé (1 éq) dans du DCM (0,12 M) est ajouté du TBAF (2
€q). Le milieu réactionnel est agité a 20°C pendant 17 heures. De I’eau est ajoutée et le milieu
est extrait par trois fois avec du DCM. La phase organique est séchée sur Na,SO, et

concentrée sous pression réduite.

2.8 Réaction d’alkylation en a d’une fonction carbonyle

A une solution de dioxopipérazine (1 ég) dans du THF (0,08 M) a -78°C est ajoutée
une solution de LIHMDS (3 éq) dans du THF (0,1 M). Le milieu est agité a -10 °C pendant 1
heure puis le mélange est refroidi & -78°C. L’¢lectrophile (5 éq) dans du THF (1,75 M) est
ajouté goutte a goutte. Le milieu est agité a -78°C pendant 2-6 heures. Le milieu est neutralisé
par ajout d’une solution aqueuse saturée de NH4Cl. La phase aqueuse est extraite par trois fois
avec du DCM. Les phases organiques sont réunies et lavées par trois fois avec de I’eau,
séchées sur Na,SO, et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu brut est purifié

par une colonne chromatographique afin d’obtenir le produit souhaité.
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2.9 Réaction de dialkylation en o d’une fonction carbonyle

A une solution de dioxopipérazine (1 éq) et de HMPA (5 éq) dans du THF (0,08 M) a
-78°C est ajoutée une solution de LIHMDS (5 éq) dans du THF (0,1 M). Le milieu est agité a
-10 °C pendant 1 heure puis le mélange est refroidi a -78°C. L’électrophile (5 éq) dans du
THF (1,75 M) est ajouté goutte a goutte. Le milieu est agité a -78°C pendant 2-6 heures. Le
milieu est neutralisé par ajout d’une solution aqueuse saturée de NH4Cl. La phase aqueuse est
extraite par trois fois avec du DCM. Les phases organiques sont réunies et lavées par trois fois
avec de I’eau, séchées sur Na,SO, et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu

brut est purifié par une colonne chromatographique pour conduireau produit souhaité.

2.10 Déprotection d’une fonction amine par le groupement Boc

A une solution d’amine protégée par un groupement Boc (1 €q) dans de 1’acétonitrile
anhydre (0,05 M), a 0°C, a été ajoutee du HCI (10 éq) en solution dans du dioxane (4 M). Le
milieu réactionnel a été agité a 20°C pendant 1h30. Le solvant a été évaporé sous pression

réduite afin d’obtenir le produit souhaité.

2.11 Déprotection d’une fonction amine par le groupement Troc et acétylation de

I’amine formée

A une solution d’amine protégée par un groupement Troc (1 €q) dans de I’acide
acétique (0,29 M), a 0°C, est ajouté de I’anhydride acétique (2 €q) et du zinc en poudre (15
éq). Le milieu est agité a 20°C pendant 24 heures. Le solvant est évaporé sous pression
réduite et le résidu est repris par de I’AcOEt. Le solide obtenu est filtré et le filtrat est lavé par
trois fois avec une solution aqueuse saturée de chlorure de sodium. La phase organique est
séchée sur Na,SO, et le solvant est évaporé. Le résidu brut obtenu est purifié par une colonne

chromatographique pour conduire au produit souhaite.
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N-(benzyloxy)-4-méthylbenzénesulfonamide (2)

C14H15N03S et \’T‘H
(0]

Masse molaire : 277,34 g.mol™ gé

A une solution réfrigérée de O-benzylhydroxylamine (1,00 g, 8,12 mmol) dans la pyridine
(2,0 ml) est ajoutée lentement une solution de chlorure de p-toluenesulfonyle (1,540 g, 8,12
mmol) dans la pyridine (2 ml). Le milieu réactionnel est agité 2 heures a 20°C et laissé au
repos pendant une nuit. Ensuite, de I’acétate d’éthyle est ajouté au milieu et un précipité blanc
est apparu. Le précipité est filtré¢ et le filtrat obtenu est extrait avec une solution d’acide
chlorhydrique a 2N puis par de I’eau. La phase organique est séchée avec du sulfate de
sodium et évaporeée sous vide pour donner le produit 2 sous la forme d’un solide blanc et avec
un rendement de 79% (1.78 Q).

T¢=93°C

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.82 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ha), 7.39 — 7.32 (m, 7H, Ha 8.9 10), 4.97
(s, 2H, He), 2,44 (s, 3H, Hy).

RMN C (75 MHz, CDCls) & 144,8 (Cs), 135,2 (C7), 133,6 (C2), 129,7 (Cs), 129,2 (Ca),
128,6 (Cs), 128,5 (Ci0), 128,4 (Cs), 79,3 (Cs), 21,6 (Cy).

IR Vmax= 3221, 1325, 1157, 1017, 809, 693 cm™

SMHR (ESI") m/z : calculé pour C14H;sNOsSNa [M+Na]™ 300,0670, trouvé 300,0659.
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N-(benzyloxy)-N-(3-bromopropyl)-4-methylbenzenesulfonamide (3)

CﬂHzoBFNOgS E@\Sﬁo 3 1
(e}

Masse molaire : 398,31 g.mol™ g

A du 1,3-dibromopropane (0.68 mL, 6.70 mmol, 10 éq) dans du DMF (2 mL) sont ajoutés une
solution de sulfonamide 2 (0.186 g, 0.67 mmol, 1 éq) dans du DMF (1 mL) et du carbonate de
césium (0.684 g, 2.10 mmol, 3 éq). Apres 4 h d’agitation a 20 °C, de I’acétate d’éthyle est
ajouté puis la phase organique est lavée avec une solution d’acide chlorhydrique 2 M puis
avec de I’eau distillée et enfin séchée sur Na,SO,, filtrée et évaporée sous pression réduite. Le
solide obtenu est purifié sur colonne chromatographique (cyclohexane/acétate d’éthyle 9:1)
pour donner le bromocarbamate 3 (0.168 g, 63%) sous la forme d’une huile incolore.

RMN ‘H (400 MHz, CDCls) & 7.76 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Hyg), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 2H, He),
7.46 — 7.33 (M, 5H, Has.11), 5.04 (5, 2H, Hg), 3.52 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hy), 2.99 (m, 2H, H),
2.42 (s, 3H, Hys), 2.00 (quin, J = 6.6 Hz, 2H, Hy).

RMN C (100 MHz, CDCl3) & 141.7 (C12), 138.4 (C7), 135.4 (Cs), 129.4 (Cy1), 128.9 (Cs),
127.9 (C10), 127.5 (Ce), 127.1 (Ca), 75.2 (Cg), 49.2 (Cs), 31.8 (Cy), 31.0 (C2), 21.6 (C1a).

SM (ESI*) 398, 400 [M+H]*
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Benzyloxycarbamate de 2,2,2-trichloroéthyle (35)

C10H10CIzNO3 c s
Masse molaire : 298.55 g.mol™ é 5

Le composeé est obtenu a partir de la O-benzylhydroxylamine commerciale 1 (1.0 g,
8.12 mmol, 1.0 éq) sous la forme d’un solide blanc, selon la méthode générale de protection

d’une fonction amine par un groupement Troc (Méthode 2.5) (2.317 g, 95%).

Ti=79°C
RMN *H (400 MHz, CDCls) § 7.47 — 7.36 (m, 5H, H7. 5 ), 4.95 (s, 2H, Ho), 4.82 (s, 2H, Hs).

RMN C (100 MHz, CDCls) § 155.2 (C3), 134.9 (Cg), 129.3 (Cg), 128.9 (Cs), 128.6 (C7),
94.9 (Cy), 78.9 (Cs), 74.7 (Ca).

IR Vmax=1778, 1663, 1422, 1098 cm™*

SM (ESI™) 298, 300 [M+H]"
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(1S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthanamine) (95-(S))

6
5

4
3

HoN " O\Siék
2 7/ \
C14H25NOSi

Masse molaire : 251.44 g.mol™

Le composé 95-(S) est obtenu a partir du S-phénylglycinol commercial (10.00 g, 72.9 mmol,
1.0 éqg) selon la méthode générale de protection d’une fonction alcool sous forme d’éther

silylé (Méthode 2.1) avec un rendement de 98% (huile jaune, 17.96 g).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 7.41 — 7.22 (m, 5H, Has), 4.14 (dd, J = 8.1, 4.1 Hz, 1H, Hy),
3.80 (dd, J = 9.9, 4.1 Hz, 1H, Hy), 3.63 (dd, J = 9.9, 8.1 Hz, 1H, Hy), 0.93 (s, 9H, Hs), 0.02 (s,
6H, H-).

RMN °C (75 MHz, CDCls) & 142.6 (Car), 128.3 (Car), 127.4 (Ca), 127.0 (Car), 69.5 (Co),
57.6 (C1), 30.4 (Cs), 25.9 (Cs), -5.4 (Co).

IR Vmax = 3045, 2953, 1466, 1253, 1085 cm™

SM (ESI") m/z : calculé pour C14H26NOSi [M+H]* 252,1784 , trouvé 252,1784.

20_
[a]20= +16 (c 0,22 ACOEY)
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(1R)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthanamine) (95-(R))
C14H25NOSi HZN/1\2/O‘Si\Q<
Masse molaire : 251.44 g.mol™

Le composé 95-(R) est obtenu a partir du R-phénylglycinol commercial (10.00 g, 72.9 mmol,
1.0 éqg) selon la méthode générale de protection d’une fonction alcool sous forme d’éther

silylé (Méthode 2.1) avec un rendement de 97% (huile jaune, 17.78 g).

Les spectres RMN *H, *3C et IR sont identiques 4 I’énantiomére 95-(S) précédemment
décrit.

SM (ESI™) m/z : calculé C14H2sNOSiNa pour [M+Na]" 274,1614, trouvé 274,1616.

[a]%'=-18 (c 0,25 AcOEt)
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(1S)-2-((2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)amino)acétate de méthyle (97-(S))

C17H29N03Si 5

Masse molaire : 323.50 g.mol™ N o
10 NH 7
0/1/110/ "

A une solution de 95-(S) (18.00 g, 71.6 mmol, 1.0 éq) dans du THF anhydre (280 mL)
est ajoutée, a 0°C, de la triéthylamine (11.6 mL, 85.9 mmol, 1.2 éq). Une solution de
bromoacétate de méthyle (7.5 mL, 78.7 mmol, 1.1 éq) dans du THF anhydre (100 mL) est
ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant 20 h
puis le milieu est neutralisé par une solution aqueuse saturée en NH4CI (300 mL). Le milieu
est extrait avec de D’éther diéthylique (3 x 300 mL) puis les phases organiques sont
rassemblées, sechées sur Na,SQ,, filtrées et évaporées sous pression reduite. Le produit
obtenu est purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice flash (90:10
Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir ’amine secondaire 97-(S) sous la forme d’une
huile jaune (15.98 g, 69 %).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 7.43 — 7.21 (m, 5H, Has), 3.81 (dd, J = 9.0, 4.0 Hz, 1H, Hy),
3.70 (s, 3H, Hiy), 3.69 — 3.65 (dd, J = 9.9, 4.0 Hz, 1H, Hy), 3.59 (dd, J = 9.9, 9.0 Hz, 1H, Hy),
3.38 (d, J = 17.3 Hz, 1H, Hio), 3.21 (d, J = 17.3 Hz, 1H, Hio), 0.91 (s, 9H, Ha), 0.05 (s, 6H,
Hy).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) & 175.7 (Cy1), 142,9 (Car) 128.6 (Car), 127.9 (Ca), 127.8 (Cay),
68.4 (Cy), 64.6 (Cy), 51.8 (C12), 48.7 (Ci0), 30.6 (Cs) 26.0 (Cs), -5.2 (C).

IR Vmax 2952, 1753, 1462, 1254, 1087 cm™

SMHR (ESI") m/z : calculé Cy17H29NO3SiNa pour [M+Na]* 346,1814, trouvé 346,1813.

22_
[a]?2= +48 (c 0,41 ACOEY)
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(1R)-2-((2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)amino)acétate de méthyle (97-(R))

C17HasNO3Si @ 1 ,|-9<9

Masse molaire : 323.50 g.mol™

A une solution de 95-(R) (13.00 g, 51.7 mmol, 1.0 éq) dans du THF anhydre (280 mL)
est ajoutee, a 0°C, de la triethylamine (8.38 mL, 62.0 mmol, 1.2 éq). Une solution de
bromoacétate de méthyle (5.42 mL, 56.9 mmol, 1.1 éq) dans du THF anhydre (100 mL) est
ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant 20 h
puis le milieu est neutralisé par une solution aqueuse saturée en NH4CI (300 mL). Le milieu
est extrait avec de D’éther diéthylique (3 x 300 mL) puis les phases organiques sont
rassemblées, sechées sur Na,SQ,, filtrées et évaporées sous pression reduite. Le produit
obtenu est purifi¢ par chromatographie sur colonne de silice flash (90:10
Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir 1’amine secondaire 97-(R) sous la forme d’une
huile jaune (12.21 g, 73 %).

Les spectres RMN *H, *3C et IR sont identiques a I’énantiomére 97-(S) précédemment décrit.

SMHR (ESI") m/z : calculé C17H3oNO3Si pour [M+H]" 324,1995, trouvé 324,1983

22_
[@]?2= -49 (c 0,37 AcOEY)

196



(1S)-2-(N-(2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)-2-chloroacétamido)acétate de
méthyle (99-(S))

C19H30C|NO4Si @%O’ i%<
(0]

N

Masse molaire : 399.98 g.mol™ 211 EE‘

O (I) Cl

~—0

12

A une solution de 97-(S) (14.23 g, 43.9 mmol, 1.0 éq) dans du DCM anhydre (280
mL) est ajoutée, & 0°C, de la triéthylamine (7.1 mL, 52.7 mmol, 1.2 éq). Une solution de
chlorure de chloracétyle (3.8 mL, 48.3 mmol, 1.1 éq) est ajoutée goutte a goutte. Le mélange
réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant 18 h puis le milieu est neutralisé par une
solution aqueuse saturée en NH4C1 (300 mL). Le milieu est extrait avec de 1’éther diéthylique
(3 x 300 mL) puis les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtrées et
évaporees sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur
colonne de silice flash (90:10 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir I’amide 99-(S) sous
la forme d’une huile jaune (14.40 g, 82 %).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 7.51 — 7.31 (m, 5H, Has), 5.22 (dd, J = 8.3, 3.9 Hz, 1H, Hy),
4.53 (s, 2H, Hy4), 4.28 — 3.97 (M, 3H, Hy110), 3.81 (d, J = 16.7 Hz, 1H, Hyg), 3.60 (s, 3H, H1y),
0.91 (s, 9H, Hg), 0.01 (s, 6H, Hy).

RMN C (75 MHz, CDCls) § 171.9 (C11), 171.1 (C13), 138.7 (Car), 131.8 (Car), 130.9 (Cay),
65.7 (C1), 64.7 (Cy), 55.3 (C12), 47.8 (Ci0), 41.4 (Cs), 29.9 (Cs), 28.8 (Ca), -5.9 (C1).

IR Vmax = 2953, 1750, 1662, 1538, 1208 cm™

SMHR (ESI") m/z : calculé pour C19H3yNO4NaSiCl [M+Na]* 422,1530, trouvé 422,1528.

[a]%}= +26 (c 0,23 ; ACOEt)
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(1R)-2-(N-(2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)-2-chloroacétamido)acétate
méthyle (99-(R))

CsHoCINO,Si T

Masse molaire : 399.98 g.mol™

A une solution d’amine 97-(R) (12.21 g, 37.7 mmol, 1.0 éq) dans du DCM anhydre
(280 mL) est ajoutée, a 0°C, de la triéthylamine (6.1 mL, 45.3.7 mmol, 1.2 éq). Une solution
de chlorure de chloracétyle (3.3 mL, 41.5 mmol, 1.1 éq) est ajoutée goutte a goutte. Le
mélange réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant 18h puis le milieu est neutralisé
par une solution aqueuse saturée en NH4CI (300 mL). Le milieu est extrait avec de I’éther
diéthylique (3 x 300 mL) puis les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,;SOy,
filtrées et évaporees sous pression reduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie
sur colonne de silice flash (90:10 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir 1’amide 99-(R)

sous la forme d’une huile jaune (11.76 g, 78 %).

Les spectres RMN *H, *3C et IR sont identiques a I’énantiomére 99-(S) précédemment décrit.

SMHR (ESI") m/z : calculé pour C19H3yNO4NaSiCl [M+Na]* 422,1530, trouvé 422,1519.

[a]%'=-28 (c 0,25 ; ACOEL)
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2-(hydroxyméthyl)-1,5-bis((4-méthoxybenzyl)oxy)pyridin-4(1H)-one (108)

5 0O
C22H23NOs (B 8

Masse molaire : 397,42 g.mol™ s

A une solution de 110 (4.10 g, 15.64 mmol, 1 éq) dans de la NMP (20mL) sont ajoutés
du carbonate de potassium (6.50 g, 46.94 mmol, 3 éq) et de I’hydroxylamine (3.26 g, 46.94
mmol, 3 éqg). Le mélange est chauffé a 75 °C pendant 18h puis du chlorure de PMB est ajouté
goutte a goutte (3,2 mL, 23.46 mmol, 1.5 éq). La réaction est chauffée a 75 °C pendant 18h.
Le mélange est refroidi puis extrait au DCM (3 x 50 mL), la phase organique est ensuite
séchée sur Na,SOy, filtrée puis évaporée sous pression réduite. L’huile obtenue est purifiée
sur colonne chromatographique (DCM : MeOH 95:5) pour donner le composé désiré 108 avec
un rendement de 20% (1.26 Q)

RMN H (300 MHz, DMSO-de) 5 7.87 (s, 1H, Hg), 7.35 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hs), 7.30 (d, J =
8.6 Hz, 2H, His), 6.94 — 6.88 (m, 4H, Hio16), 6.07 (s, 1H, Ha), 5.10 (s, 2H, Hy), 4.86 (s, 2H,
His), 4.30 (s, 2H, Hy), 3.72 (s, 3H, Hiz), 3.70 (s, 3H, Has).

RMN C (75 MHz, DMSO-dg) & 171.3 (Cs), 160.6 (Cy), 159.6 (Cy1), 159.2 (C17), 148.0 (Cs),
146.9 , 132.4 (Cg), 130.3 (C1s), 129.0 (C1s), 125.5 (Cs), 123.2 , 114.7 (Csg), 114.4 (Cyg), 114.2
(Ce), 111.2 (Cs), 80.2 (C13), 70.7 (C7), 57.2 (Cy), 55.8 (C12), 55.5 (C1s).

SM (ESI*) 398 [M+H]*
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2-(hydroxyméthyl)-5-((4-méthoxybenzyl)oxy)-4H-pyran-4-one (110)

C14H1405 0 o SO
3 5 O

Masse molaire : 262,26 g.mol™ Ho

Le composé 110 est obtenu a partir de ’acide kojique 109 (5.000 g, 142.11 mmol, 1.0
éq) selon la méthode générale de protection d’alcool par un groupement PMB (Méthode 2.2)

avec un rendement de 92% (poudre marron).

RMN 'H (300 MHz, D;0) & 7.94 (s, 1H, He), 7.31 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ho), 6.87 (d, J = 8.7
Hz, 2H, Hio), 6.45 (s, 1H, Hs), 4.90 (s, 2H, H7), 4.36 (s, 2H, Hy), 3.75 (s, 3H, H1o).

RMN C (75 MHz, D,0) & 179.6 (C4), 173.0 (C2), 163.9 (Cy1), 150.7 (Cs), 145.8 (Cs), 133.5
(Co), 131.7 (Cs), 117.4 (Co), 114.6 (C3), 74.9 (C7), 63.5 (C1), 58.5 (C12).

SM (ESI*) 263 [M+H]*
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1,5-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)pyridin-4(1H)-one (111)

C6H7NO4 ; 2'}‘ 6

Masse molaire : 157,12 g.mol™

Le composé 111 est obtenu a partir de I’hydroxypyridinone 108 (0.500 g, 30.6 mmol,

1.0 éq) selon la méthode générale de déprotection d’une fonction alcool protégée par un

groupement PMB (Méthode 2.6) avec un rendement de 85% (poudre marron).

RMN *H (300 MHz, D,0) & 7.83 (s, 1H, Hg), 6.99 (s, 1H, Hs), 4.65 (s, 2H, H1).

RMN 3C (75 MHz, D,0) & 174.3 (C4), 151.0 (Cs), 137.95 (C,), 124.58 (Ce), 109.16 (C3),

57.48 (Cy).

IR Vmax = 3314, 1875, 1208 cm™

SM (ESI*) 158 [M+H]*

201



(Pipérazine-1,4-diylbis(propane-3,1-diyl))dicarbamate de bis((1,5-bis((4-méthoxybenzyl)-
0xy)-4-oxo-1,4-dihydropyridin-2-yl)méthyle) (114)

0 O O o” 18
O 1 2 4 )J\ 6 7 [{l
(\N/\/\N 0 17
| ] o H N\) 3 H | 0 | 113
Cs6HesN6O14 N DR BN s
(e}

o
Masse molaire : 1047,16 g.mol™ <5

Une solution de pyridinone 108 (0.861 g, 2.17 mmol, 2.8 éq) dans du THF (39 mL), est ajouté
du CDI (0.999 g, 6.16 mmol, 8 éq). Le milieu réactionnel est agité pendant 18 heures puis de
la pipérazine 107 (0.155 g, 0.77 mmol, 1.0 éq) est ajoutée. Le mélange est agité pendant 18
heures puis le solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu brut obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de silice flash (99:1 DCM/MeOH) permettant d’obtenir la
pipérazine 114 sous la forme d’une poudre beige (0.306 g, 38%).

Tt (°C) = 138-140°C

RMN *H (300 MHz, MeOD) § 7.61 (s, 2H, Hi7), 7.34 — 7.14 (m, 8H, Hi3.20), 6.96 — 6.85 (m,
8H, His21), 6.38 (s, 2H, Hg) 5.01 (s, 4H, He), 4.91 (s, 8H, Hi11s), 3.82 (s, 6H, Hig), 3.78 (s,
6H, H23), 3.15 (t, J = 7.0 Hz, 4H, H,4), 2.57 (sl, 8H, H;), 2.44 (t, J = 7.0 Hz, 4H, H,), 1.71
(quin, J =7.0 Hz, 4H, Hs).

RMN 3C (75 MHz, MeOD) § 171.1 (Co), 159.2 (C1s.22), 157.9 (Cs), 149.1 (C7), 142.6 (Cy),
133.1 (C10), 129.5 (C1220), 129.2 (Cy3), 122.6 (Ci17), 113.9 (C1a21), 108.5 (Cs), 80.3 (C1g), 71.0
(C11), 58.0 (Ce), 55.3 (C1s.23), 53.5 (Cz), 51.8 (C1), 38.2 (Cs), 24.7 (Ca).

IR Vmax = 2164, 1678, 1321, 1154 cm™
SM (ESI") 1048 [M+H]*
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(Pipérazine-1,4-diylbis(propane-3,1-diyl))bis(benzyloxycarbamate) de bis(2,2,2-
trichloroéthyle) (116)

C3oH3sClsN4Os EP SO B
Cl Gl (I) (\N/\S/\'Tl 50 g:
Masse molaire : 763,36 g.mol™ Clj\/OjO(N\/\/N\) Esi c

Une solution de pipérazine 106 (0.051 g, 0.60 mmol, 1.0 éq) dans du DCM (6 mL), est
ajouté 117 (1.00 g, 2.38 mmol, 4 éq) et de la triéthylamine (0.334 mL, 2.38 mmol, 4 éq). Le
milieu réactionnel est agité pendant 18 heures. Le solvant est évapore sous pression réduite et
le résidu brut obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de silice flash (9:1
Cyclohexane/EtOAc jusque 0:1 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir la pipérazine
dialkylée sous la forme d’un solide blanc (0.242 g, 53%).

T¢=133°C

RMN H (300 MHz, MeOD) 7.52 — 7.33 (m, 10H, Hio.12), 4.95 (s, 4H, He), 4.91 (s, 4H, Hg),
3.59 (t, J = 7.1 Hz, 4H, Hy), 2.46 (sl, 8H, Hy), 2.38 (t, J = 7.1 Hz, 4H, Hy), 1.83 (quin, J = 7.1
Hz, 4H, Hs).

RMN 2C (75 MHz, MeOD) § 157.1 (Cs), 135.1 (Cs), 128.9 (C1o.11), 127.9 (C2), 95.1 (C7),
76.1 (Cs), 74.6 (Ce), 53.5 (Cs), 51.8 (C1), 47.7(C4), 25.3 (C).

IR Vmax = 2144, 1615, 1321, 1025 cm™*

SM (ESI*) 761, 763, 765 [M+H]"
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Benzyloxy(3-bromopropyl)carbamate de 2,2,2-trichloroéthyle (117)

C13H15BFC|3N03 g:%o)j\wjj\m/ﬂ\&.
a , 0
Masse molaire : 419.53 g.mol™ 6 é

A du 1,3-dibromopropane (0.68 mL, 6.70 mmol, 10 éq) dans du DMF (2 mL) sont
ajoutés une solution de carbamate 35 (0.200 g, 0.67 mmol, 1 éq) dans du DMF (1 mL) puis du
carbonate de césium (0.684 g, 2.10 mmol, 3 éq). Aprés 4 h d’agitation a 20 °C, de I’acétate
d’éthyle (10 mL) est ajouté. La phase organique est successivement lavée avec une solution
d’acide chlorhydrique 2 M et de I’eau distillée. Cette phase est ensuite séchée sur Na;SOy,
filtrée et eévaporée sous pression reéduite. Le solide obtenu est purifié sur colonne
chromatographique (cyclohexane/acétate d’éthyle 9:1) pour donner conduire a 117 (0.232 g,

83%) sous la forme d’un solide blanc.

T¢=85°C

RMN H (400 MHz, CDCl3) § 7.55 — 7.34 (m, 5H, Hg, 7.5), 4.97 (5, 2H, Hy), 4.87 (s, 2H, Ha),
3.70 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hyy), 3.44 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hs), 2.20 (quin, J = 6.6 Hz, 2H, Hio).

RMN °C (100 MHz, CDCls) & 155. 0 (C3), 134.5 (Cs), 129.6 (C7), 128.9 (Cs), 128.6 (Cq),
95.19 (Cy), 77.2 (C4), 75.2 (Ca), 48.2 (Cs), 30.3 (C11), 30.2 (C1o).

IR Vmax = 2354, 1647, 1423, 1047 cm™

SM (ESI*) 418, 420, 422 [M+H]"
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N-(benzyloxy)-N-(3-bromopropyl)acétamide (118)

CleleBrNOQ <I/j5

Masse molaire : 286,16 g.mol™

A une solution de bromocarbamate 117 (0.200 g, 0.48 mmol, 1 éq) dans I’acide

acetique (3.5 mL) sont ajouté de la poudre de zinc (0.250 g) et de I’anhydride acétique (91

ML, 0.96 mmol, 2 ég). Le melange est laissé sous agitation pendant 24 h puis la solution est

filtrée. Le filtrat est lavé avec des solutions aqueuses saturées de carbonate de sodium et de

chlorure de sodium. La phase organique est ensuite séchée sur Na,SO, filtrée puis évaporee

sous pression réduite. L’huile obtenue est purifiée sur colonne chromatographique

(Cyclohexane/Acétate d’éthyle 9:1) pour fournir I’acétamide 118 (0.092 g, 67%) sous la

forme d’une huile incolore.

RMN *H (400 MHz, CDCls) § 7.52 — 7.38 (m, 5H, Hss7), 4.84 (s, 2H, Ha), 3.79 (t, J = 6.6
Hz, 2H, Hio), 3.43 (t, J = 6.6 Hz, 2H, Hs), 2.19 (quin, J = 6.6 Hz, 2H, Hg), 2.11 (s, 3H, Hy).

RMN C (100 MHz, CDCls) & 159.8 (Cy), 134.7 (C4), 128.9 (Cg), 127.6 (C7), 127.1 (Cs),

72.7 (Cs), 48.8 (Cg), 30.8 (C10), 30.6 (Co), 20.2 (Cy).

IR Vmax = 2415, 1678, 1423 cm™

SM (ESI) 286, 288 [M+H]"



N,N’-(pipérazine-1,4-diyl-bis(propane-3,1-diyl))bis(N-(benzyloxy)acétamide) (120)

o N~ _N_J 7 o,
C28H10N4O4 ﬁ/ gs)

Masse molaire : 496,64 g.mol™ 3

Une solution de pipérazine dialkylée 116 (0.242 g, 0.32 mmol, 1.0 éq) dans de I’acide

acétique (3 mL), est ajouté de I’anhydride acétique (0.121 mL, 1.28 mmol, 4 éq) et du zinc en

poudre (0.332 g, 5.07 mmol, 16 éq). Le milieu réactionnel est agité pendant 17 heures. Le

solvant est evaporé sous pression réduite et le résidu brut obtenu est purifié par

chromatographie sur colonne de silice flash (9:1 Cyclohexane/EtOAc jusque 0:1

Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir la pipérazine dialkylée 120 sous la forme d’une

huile incolore (0.120 g, 75%).

RMN 'H (300 MHz, MeOD) 5 7.69 — 6.82 (m, 10H, Heo.11), 4.79 (s, 4H, H7), 3.18 (t, J = 7.7
Hz, 4H, Hy), 3.12 — 2.92 (m, 4H, Hy), 2.89 (sl, 8H, Hy), 2.07 (s, 6H, Hg), 2.00 (tt, J = 7.7, 6.3

Hz, 4H, Hs).

RMN C (75 MHz, MeOD) & 173.9 (Cs), 135.5 (Cs), 128.6 (Cs10), 127.4 (C11), 75.3 (C7),

53.9 (C), 51.6 (Cy), 46.8 (C4), 25.1 (C3), 19.5 (C).

IR Vmax = 2154, 1658, 1315, 1221, 1135 cm™*

SM (ESI*) 497 [M+H]*
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1-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-4-((S)-2-hydroxy-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione
124-(1S,4S)

5
6 4

1
2

OH

,_N_oO
10
T
07 >N"®

18 13

/\/O &
15

Masse molaire : 394,46 g.mol™

Le composé 124-(1S, 4S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 137b-(1S, 4S) (4.15 g, 8.17
mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de déprotection des fonctions alcool protégées sous
forme d’éther de silyle (Méthode 2.7) avec un rendement de 82% (huile incolore, 2.64 g).

RMN H (300 MHz, CDCls) & 7.36 — 7.01 (m, 10H, Has.1315), 5.95 — 5.73 (M, 2H, Hi11s),
5.64 (dd, J = 8.0, 6.3 Hz, 1H, Hy), 5.28 — 4.95 (M, 2H, Hio), 4.11 — 3.87 (M, 7H, H171617),
3.82 (dd, J = 10.6, 5.0 Hz, 1H, Hyg), 3.66 (t, J = 17.2 Hz, 2H, Ho).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 165.3 (Cs), 164.9 (Cs), 135.2 (Cay), 134.8 (Car), 134.1 (C1),
129.3 (Car), 128.6 (Car), 128.3 (Ca), 128.5 (Car), 127.4 (Ca), 118.0 (Cig), 72.2 (C17), 67.8
(C1), 60.7 (Cy), 57.8 (C11), 54.1 (C»), 45.9 (Cr).

IR Vimax = 3496, 2983, 1665, 1354, 1208, 1039 cm™
SM (ESI*) : 395 [M+H]"

[a]%’=-63 (c 0,38 ; ACOEY)
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1-((R)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-4-((R)-2-hydroxy-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione
(124-(1R,4R))

5

6 4
1
//,,2
3 (\

OH
N__O
Ca3H2sN204 l @4
18 © N ’
13
. - o A2
Masse molaire : 394,46 g.mol™ Y %1 ’@”
15

Le composé 124-(1R, 4R) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 137b-(1R, 4R) (6.56 g,
16.4 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de déprotection des fonctions alcool protégées
sous forme d’éther de silyle (Méthode 2.7) avec un rendement de 61% (huile incolore, 3.94

9).

Les spectres RMN *H, *3C, et IR sont identiques & 1’énantiomére 124-(1S, 4S) précédemment

décrit.

SM (ESI*) 395 [M+H]*

[a]%’= +68 (c 0,34 ; ACOEY)
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(3S,6S)-3,6-diallyl-1,4-bis((S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl) pipérazine-
2,5-dione (126-(1S,3S,4S,6S))

X
Ca6H30N204 ;N 78"~

o 9 11
HO
Masse molaire : 434,53 g.mol™ J@

Le composé 126-(1S,3S,4S,6S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 127-(1S,4S) (0.250
g, 0.71 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de dialkylation stéréosélective de
dioxopipérazine (Méthode 2.9) avec un rendement de 35% (0.107 g, huile incolore) et un
exces diastéréoisomérique supérieur a 95% (déterminé par RMN *H).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7.36 — 7.12 (m, 10H, Has), 5.75 (ddt, J = 17.2, 10.1, 7.2 Hz,
2H, Hig), 5.12 — 4.95 (m, 4H, Hyy), 4.80 (dd, J = 8.6, 4.3 Hz, 2H, H,), 4.26 (dd, J = 12.2, 8.6
Hz, 2H, Hy), 4.03 — 3.76 (m, 4H, Hyg), 2.55 (M, 2H, Hg), 2.39 (M, 2H, Ho).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 168.0 (Cy), 135.9 (Ca), 132.8 (C10), 129.0 (Car),128.5 (Cay),
127.6 (Cay), 118.8 (C11), 64.8 (C2), 63.3 (Cy), 61.3 (Cs), 39.5 (Ca).

IR Vmax = 3348, 2957, 1681, 1438, 1118 cm™
SM (ESI*) 435 [M+H]"

[a]%’= +104 (c 0,58 ; ACOEY)
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1,4-bis((S)-2-hydroxy-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (127-(1S,4S))

C20H22N204

Masse molaire : 354,40 g.mol™

Le composé 127-(1S, 4S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 137a-(1S, 4S) ( 2.157 g,
3.70 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de déprotection des fonctions alcool protégées
sous forme d’éther de silyle (Méthode 2.7) avec un rendement de 73% (huile incolore, 0.96

9).

RMN ‘H (300 MHz, CDCls) § 7.48 — 7.08 (m, 10H, Hasg), 5.25 (dd, J = 6.9 Hz, 2H, Hy),
4.50 — 4.23 (M, 4H, Hy10), 4.12 — 4.00 (M, 4H 10).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) § 166.8 (C11), 138.1 (Car), 128.5 (Car), 127.7 (Car), 126.7 (Cay),
62.3 (C1), 60.4 (Cy), 45.7 (C1o).

IR Vmax = 3422, 1658, 1318, 1225 cm™

SM (ESI*) 355 [M+H]*

[a]%=-57 (c 0,44 ; ACOEY)
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1,4-bis((R)-2-hydroxy-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (127-(1R,4R))

C20H22N204

Masse molaire : 354,40 g.mol™

Le composé 127-(1R, 4R) est obtenu & partir de la dioxopipérazine 137a-(1R, 4R) ( 1.11 g
selon la méthode genérale de deprotection des fonctions alcool protégées sous forme d’éther
de silyle (Méthode 2.7) avec un rendement de 70% (huile incolore ;).

Les spectres RMN *H, *3C, et IR sont identiques & 1’énantiomére 127-(1S, 4S) précédemment

décrit.

SM (ESI*) 355 [M+H]*

[a]%'= +59 (c 0,47 ; ACOEY)
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(S)-5-amino-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)pentanoate de méthyle (130a-(S))

C11H22N204 9y NMO/ !
2 4

Masse molaire : 246,30 g.mol™ %o

A une solution de Boc-ornithine 172-(S) (0.94 g, 4.06 mmol, 1.0 éq) dans du méthanol
(50 mL) est ajouté du SOCI, (0.353 mL, 4.87 mmol, 1.2 éq). Le milieu réactionnel est agité
pendant 3 heures puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu brut obtenu est
purifié par recristallisation (MeOH/Et,0) permettant d’obtenir I’ester 130a-(S) sous la forme
d’une poudre blanche (1.00 g, quantitatif)

RMN *H (300 MHz, CDCls) §5.05 (dd, J = 7.0, 6.3 Hz, 1H, H3), 3.71 (s, 3H, Hy), 3.04 — 2.95
(M, 2H, He), 2.04 (ddt, J = 12.3, 6.9, 1.1 Hz, 1H, Ha), 1.97 — 1.81 (m, 2H, Has), 1.68 (m, , 1H,
Hs), 1.44 (s, 9H, Ho).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 172.6 (Cy), 155.8 (C7), 79.7 (Cs), 53.0 (Cs), 52.3 (Cy), 39.7
(Cs), 29.6 (Ca), 28.1 (Ca), 25.7 (Cs).

IR Vmax = 3149, 1750, 1203 cm™
SM (ESI*) 247 [M+H]"

[a]%7= +21 (c 0,09 ; AcOEY)
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(S) -5-amino-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)pentanoate de tert-butyle (130b-(S))

C1aH28N204 HNT N O)2<
OYNH !
Masse molaire : 288,38 g.mol™ \kos

A une solution de Boc-ornithine 172-(S) (0.200 g, 0.86 mmol, 1.0 éq) dans du tert-
butanol (5 mL) est ajouté du DCC (0.195 g, 0.95 mmol, 1.1 éq) et du DMAP (0.004 g, 0.03
mmol, 0.04 éqg). Le milieu réactionnel est chauffé a 45°C pendant 18 heures puis le mélange
est ramene a 20 °C. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le résidu brut obtenu est
purifié par chromatographie sur colonne de silice flash (90:10 Cyclohexane/EtOAC)
permettant d’obtenir 1’ester 130b-(S) sous la forme d’une huile incolore (0.131 g, 53%)

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) 5 4.88 (dd, J = 7.3, 6.3 Hz, 1H, Ha), 3.27 — 2.98 (m, 1H, H-),
2.93 — 2.79 (m, 1H, Hy), 2.13 — 1.90 (m, 2H, Hs), 1.73 — 1.59 (m, 2H, Hs), 1.47 (s, 9H, Hio),
1.38 (s, 9H, Hy).

RMN C (75 MHz, DMSO-dg) 5 171.3 (C3), 156.2 (Cs), 81.4 (Cy), 79.6 (Cs), 47.7 (C4), 40.1
(C7), 29.3 (Cs), 28.5 (C1o), 27.6 (C1), 25.2 (C).

IR Vmax = 3259, 1733, 1129 cm™

SM (ESI*) 289 [M+H]*

22_ .
[a]22= +24 (c 0,36 ; MeOH)
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(5aS,10aS)-tetrahydrodipyrrolo[1,2-a:1',2'-d]pyrazine-3,5,8,10(2H,5aH)-tetraone 132-

(35,69) 5
O0” "N 2 3
),
C10H10N204 ©

Masse molaire : 222,20 g.mol™

La pyrrolidine 166-(S) (8.77 g, 67.97 mmol, 1éq) est dissoute dans un mélange
pyridine/Ac,0 (1:3) (20 mL) puis est chauffée & 110°C pendant 1 heure. Le précipité formé
est filtré et lavé avec de I’eau froide, permettant de fournir la dioxopipérazine 132-(3S,6S)

avec un rendement de 60% (4.53 g), sous la forme d’une poudre beige.

RMN *H (300 MHz, DMSO-de) & 4.84 (dd, J = 8.9, 7.9 Hz, 2H, Hy), 2.84-2.11 (m, 8H, Hs.4).

RMN C (75 MHz, DMSO-ds) 8 172.7 (Cs), 165.7 (C1), 58.4 (C2), 31.2 (C4), 18.9 (Cs).

IR Vmax = 1724, 1672, 1408 cm™

SM (ESI*) 223 [M+H]*

22_ .
[a]22= +65 (c 0,51 ; MeOH)
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(S)-2-(allyloxy)-1-phényléthanamine (134b-(S))

C11H15NO oY S

Masse molaire : 177,24 g.mol™

Une solution de N-Boc-phénylglycinol O-allylé 136-(S) (200 mg, 0,72 mmol, 1.0 éq)
dans de I’acétonitrile (15 mL), a 0°C, est ajouté de 1’acide chlorhydrique (4M dioxane, 1.8
mL, 7.2mmol, 10 éq). Le mélange est ramené a 20 °C et est laissé sous agitation pendant 2h.
Le solvant est évaporé puis le produit est dissout dans du méthanol et recristallisé dans de
I’éther. Le phénylglycinol O-allylé 134b-(S) est obtenu sous la forme d’une huile jaune (14.84
g, 63 %).

RMN *H (300 MHz, CDCls) & 7.41 — 7.20 (m, 5H, Hz.), 5.87 (ddt, J = 17.2, 10.4, 5.6 Hz,
1H, Hy), 5.35 — 5.12 (m, 2H, Hy), 4.90 — 4.70 (m, 1H, Hs), 4.16 — 3.86 (m, 2H, H3), 3.70 (dd,
J=09.8, 4.5 Hz, 1H, Hy), 3.64 — 3.57 (m, 1H, H).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) & 156.1 (Cio), 128.0 (Car), 127.2 (Ca), 126.5(Car), 139.0 (Ce),
135.7 (C), 116.1 (Cy), 79.5 (C11), 66.3 (C4), 63.4 (Cs), 49.4 (C3), 28.0 (Cyo).

IR Vmax = 3257, 1358, 1211 cm™*

SM (ESI*) 178 [M+H]*

[a]’= +11 (c 0,18 ; AcOEY)
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(R)-2-(allyloxy)-1-phényléthanamine (134b-(R))

D

NH,

C11H1sNO

Masse molaire : 177,24 g.mol™

Une solution de N-Boc-phénylglycinol O-allylé 136-(R) (200 mg, 0,72 mmol, 1.0 éq)
dans de I’acétonitrile (15 mL), a 0°C, est ajouté de I’acide chlorhydrique (4M dioxane, 1.8
mL, 7.2mmol, 10 éq). Le mélange est ramené a 20 °C et est laissé sous agitation pendant 2h.
Le solvant est évaporé puis le produit est dissout dans du méthanol et recristallisé dans de
I’éther. Le phénylglycinol O-allylé 134b-(R) est obtenu sous la forme d’une huile jaune
(14.84 g, 63 %).

Les spectres RMN *H, 3C, et IR sont identiques a I’énantiomére 135-(S) précédemment

décrit.
SM (ESI™) 178 [M+H]"

[0]%3=-10 (c 0,13 ; AcOEY)
D
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(S)-(2-hydroxy-1-phenylethyl)carbamate de tert-butyle (135-(S))

C13H19NOs HN\F(O§<

Masse molaire : 237,29 g.mol™

Le composé 135-(S) est obtenu a partir du (S)-phénylglycinol commerciale (1.00 g,) selon la
meéthode générale de protection des fonctions amines par un groupement Boc (Méthode 2.4)
avec un rendement de 89% (huile incolore, 1.54 g).

RMN *H (300 MHz, MeOD) & 7.21-7.02 (m, 5H, Has), 4.84 — 4.79 (m, 1H, H,), 3.65 (dd, J
=10.3, 4.4Hz, 1H, Hy), 3.56 (dd J=10.3, 8.1, Hz, 1H, Hy), 1.45 (s, 9H, Ho).

RMN 2C (75 MHz, MeOD) & 156.9 (C7), 140.0 (C3), 128.7 (2 Cay), 127.7 (Ca), 126.6 (2
Car), 80.0 (Cg), 66.6 (Cy), 57.2 (Cy), 28.4 (Ca).

IR Vmax = 3345, 3305, 2895, 1663, 1363, 1285, 1176 cm™

SM (ESI*) 238 [M+H]*

[0]%= +11 (c 0,57 ; ACOEt)
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(R)-(2-hydroxy-1-phényléthyl)carbamate de tert-butyle (135-(R))

©0”'(\OH
HN_ O
T

C13H19NOs

Masse molaire : 237,29 g.mol™

Le composé 135-(R) est obtenu a partir du (R)-phénylglycinol commerciale (1.00 g,) selon la
méthode générale de protection des fonctions amines par un groupement Boc (Méthode 2.4)
avec un rendement de 93% (huile incolore, 1.61 Q).

Les spectres RMN 'H, **C, et IR sont identiques a I’énantiomére 135-(S) précédemment
décrit.

SM (ESI*) : 238 [M+H]*

[0]%7=-19 (c 0,25 ; ACOE)
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(S)-(2-(allyloxy)-1-phényléthyl)carbamate de tert-butyle (136-(S))

C16H23NO3 o
6 2 O/S\/1
Masse molaire : 277,36 g.mol™ HN1o O
Tk
(0]

A une solution de N-Boc-phénylglycinol 135-(S) (200 mg, 0,84 mmol, 1.0 éq) dans du
THF (5 mL), a 0°C, est ajouté de I’hydrure de sodium (60% paraffine, 0.067 g, 1.68 mmol, 2
éq). Le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 20 minutes puis du bromure
d’allyle (0.073 mL, 0.84 mmol, 1 €éq) est ajouté goutte a goutte. Le mélange est ramené a 20
°C et est laissé sous agitation pendant 16 h. Le milieu est extrait avec de I’AcOEt (3 x 10 mL)
puis les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SOq, filtrées et évaporées sous
pression reduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de silice flash
(90:10 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir le N-Boc-phénylglycinol O-allylé 136-(S)

sous la forme d’une huile jaune (0.156 g, 67 %).

RMN *H (300 MHz, CDCls) & 7.41 — 7.20 (m, 5H, Hz.), 5.87 (ddt, J = 17.1, 10.4, 5.3 Hz,
1H, Hy), 5.35 — 5.12 (m, 2H, Hy), 4.87 — 4.68 (m, 1H, Hs), 3.70 (dd, J = 9.7, 4.5 Hz, 1H, Hy),
3.64 —3.57 (M, 1H, Hy), 1.45 (s, 9H, Hyo).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) & 156.1 (Cio), 128.0 (Car), 127.2 (Ca), 126.5(Car), 139.0 (Ce),
135.7 (Cy), 116.1 (Cy), 79.5 (C11), 66.3 (C4), 63.4 (Cs), 49.4 (C3), 28.0 (Cyo).

IR Vmax = 1729, 1654, 1567, 1231 cm™

SM (ESI*), 278 [M+H]*

[0]%'= +14 (c 0,46 ; ACOEt)
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(R)-(2-(allyloxy)-1-phényléthyl)carbamate de tert-butyle (136-(R))

C16H23NO3 ©h°/\/

HN (0]
I

Masse molaire : 277,36 g.mol™

A une solution de N-Boc-phénylglycinol 135-(R) (0.200 g, 0,84 mmol, 1.0 éq) dans du THF
(5 mL), a 0°C, est ajouté de ’hydrure de sodium (60% paraffine, 0.067 g, 1.68 mmol, 2 €q).
Le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 20 minutes puis du bromure d’allyle
(0.073 mL, 0.84 mmol, 1 éq) est ajouté goutte a goutte. Le mélange est ramené a 20 °C et est
laissé sous agitation pendant 16 h. Le milieu est extrait avec de I’AcOEt (3 x 10 mL) puis les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO,, filtrées et évaporées sous pression
réduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de silice flash (90:10
Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir le N-Boc-phénylglycinol O-allylé 136-(R) sous la
forme d’une huile jaune (0.158 g, 68 %).

Les spectres RMN *H, *C, et IR sont identiques & I’énantiomére (136-(S) précédemment

décrit.
SM (ESI') 278 [M+H]"

[0]%’=-17 (c 0,26 ; ACOE)
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1,4-bis((S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (137a-
(1S,49))

3 2 O'S|i%<
10 N o7
C32Hs0N204Si> £1 f
>L (@] N
.0
Masse molaire : 582.92 g.mol™ A

Le composé 137a-(1S, 4S) est obtenu a partir du chloracétamide 99-(S) (12.231 g,
30.6 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de fermeture du cycle dioxopipérazine
(Méthode 2.3) avec un rendement de 63 % (huile jaune, 11.24 g).

RMN H (300 MHz, CDCly) & 7.48 — 7.19 (m, 10H, Hase), 5.35 (m, 2H, Hy), 4.57 — 4.03 (m,
8H, H110), 0.96 (s, 18H, Hg), 0.08 (s, 12H, H7).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) § 167.4 (C11), 138.4 (Cay), 128.1 (Car), 127.7 (Car), 126.5 (Cay),
65.1 (C), 61.4 (Cy), 45.2 (C1o), 25.7 (Cs), 19.2 (Ca), -5.4 (C).

IR Vmax = 1674, 1476, 1172 cm™

SM (ESI*) : 584 [M+H]"

[0]%’=-48 (c 0,14 ; AcOE)
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1,4-bis((R)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (137a-

(1R,4R)
S
o N:/[/O 7
o .,
Cs2Hs50N204Si, A ©

Masse molaire : 582.92 g.mol™

Le composé 137a-(1R, 4R) est obtenu a partir du chloracétamide 99-(R) (10.157 g,
25.4 mmol, 1.0 éqg) selon la methode generale de fermeture du cycle dioxopipérazine
(Méthode 2.3) avec un rendement de 65% (huile jaune, 9.62 g).

Les spectres RMN *H, *3C et IR sont identiques & I’énantiomére 137a-(1S, 4S) précédemment

décrit.

SM (ESI*) : 584 [M+H]"

[a]%’= +50 (c 0,15 ; AcOEY)
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1-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-4-((S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-
phényléthyl)piperazine-2,5-dione (137b-(1S,4S))

|
7

CagH1oN204Si

o
o O N s
(@) 12
Masse molaire : 508,72 g.mol

15

5
6 4 1 .Q<9
3 > O’SI\
10 N O
s

Le composeé 137b-(1S, 4S) est obtenu a partir du chloracétamide 99-(S) (7.149 g, 17.9
mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de fermeture du cycle dioxopipérazine (Méthode

2.3) avec un rendement de 61% (huile jaune, 5.55 g).

RMN *H (300 MHz, CDCls) & 7.45 — 7.23 (m, 10H, Has13.15), 6.03 — 5.84 (M, 2H, His.1),
5.75 (dd, J = 7.4, 5.5 Hz, 1H, Hy), 5.38 — 5.14 (m, 2H, Hag), 4.20 — 3.66 (M, 10H, H1101718 21),

0.92 (s, 9H, Hg), 0.12 (s, 6H, Hy).

RMN C (75 MHz, CDCly) § 167.1 (C1122), 138.5 (Car), 133.9 (Cis), 128.2 (Cay), 127.6
(Car), 126.8 (Car), 116.9 (Ca0), 71.2 (C2), 70.8 (C1g), 65.3 (Cis), 61.7 (Cy), 61.1 (Cy7), 45.7

(C10.21), 30.6 (Cs), 25.8 (Co).

IR Vmax = 3057, 1662, 1635, 1043 cm™

SM (ESI*) : 509 [M+H]*

[0]%7=-43 (c 0,42 ; AcOEY)
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1-((R)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-4-((R)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-
phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (137b-(1R,4R))

6
QBIES
’/«2 /.
3,{(\0&\

|
CaoHaoN0,Si i“f

o7
O~ 'N

Masse molaire : 508,72 g.mol™ e O\)©

Le compose 137b-(1R, 4R) est obtenu a partir du chloracétamide 99-(R) (6.561 g, 16.4 mmol,
1.0 éq) selon la methode genérale de fermeture du cycle dioxopipérazine (Méthode 2.3) avec
un rendement de 61% (huile jaune, 5.08 g).

Les spectres RMN *H, *3C et IR sont identiques a ’énantiomére 137b-(1S, 4S) précédemment

décrit.

SM (ESI*) : 509 [M+H]*

[a]%’= +49 (c 0,54 ; AcOEY)
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(S)-4-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-3-(3-bromopropyl)-1-((S)-2-hydroxy-1-
phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (140a-(1S,3S,4S))

3 OH
,_N__O
Tz e

CzeHngrN204 12 O%s N1s ™ 21

/\/O 14
13 11 10 9
. _ 15
Masse molaire : 515,44 g.mol™ el

Le composé 140a-(1S,3S,4S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 124-(1S,4S)

(0.100 g, 0.25 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale d’alkylation de dioxopipérazine

(Méthode 2.8) avec un rendement de 10% (0.013 g, huile jaune).

RMN ‘H (300 MHz, CDCls) § 7.42 — 7.04 (m, 10H, Hae15.17), 5.87 (ddt, J = 16.3, 9.9, 6.0
Hz, 1H, Hy), 5.64 (dd, J = 8.3, 5.3 Hz, 1H, Hg), 5.59 (dd, J = 8.5, 5.2 Hz, 1H, H,), 5.36 —
5.14 (m, 2H, Hys), 4.23 — 3.53 (M, 7H, H17101118), 3.60 — 3.36 (M, 1H, Hay), 3.29 (td, J =
12.4, 3.1 Hz, 1H, Hy), 2.09 (m, 1H, Hy), 1.88 (tdd, J = 12.4, 9.6, 1.1 Hz, 1H, Hyy), 1.68

(dddd, J = 16.3, 12.5, 8.0, 3.8 Hz, 1H, Hio), 1.38 (m, 1H, Hyo).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 169.3 (Cs), 168.4 (Cz2), 138.7 (Car), 137.9 (Cay), 133.2 (Cy2),
128.3 (Car), 128.5 (Car), 127.4 (2 Cay), 126.5 (Car), 116.8 (Ci3), 71.0 (C1a), 70.4 (Cyo), 62.3

(Co), 61.2 (Cy), 54.1 (Cyg), 45.9 (C-), 36.4 (C1), 31.8 (Cz), 30.9 (C1o).

IR Vmax = 3441, 2964, 1656, 1337, 1225 cm™*

SM (ESI*) 515-517 [M+H]"

[0]%'= +148 (c 0,14 ; AcOEY)



(S)-4-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-3-(3-chloropropyl)-1-((S)-2-hydroxy-1-
phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (140b-(1S,3S,4S))

3 OH
. N:/|/O
22 20
., 19
/\/O b
C26H31C|N204 13 1 10 °

Masse molaire : 470,99 g.mol™

Le composé 140b-(1S,3S,4S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 124-(1S,4S)
(0.100 g, 0.25 mmol, 1.0 éqg) selon la méthode générale d’alkylation de dioxopipérazine
(Méthode 2.8) avec un rendement de 19% (0.022, huile jaune).

RMN H (300 MHz, CDCls) 5 7.42 — 7.04 (m, 10H, Hag15.17), 5.89 (ddt, J = 16.3, 9.9, 6.0
Hz, 1H, Hiy), 5.65 (dd, J = 8.3, 5.3 Hz, 1H, Ho), 5.57 (dd, J = 8.5, 5.2 Hz, 1H, H,), 5.36 —
5.14 (m, 2H, Hys), 4.23 — 3.53 (M, 7H, H17101118), 3.60 — 3.36 (M, 1H, Hay), 3.29 (td, J =
12.4, 3.1 Hz, 1H, Hyy), 2.09 (m, 1H, Hyy), 1.88 (tdd, J = 12.4, 9.6, 1.1 Hz, 1H, Ha), 1.68
(dddd, J = 16.3, 12.5, 8.0, 3.8 Hz, 1H, Hig), 1.38 (m, 1H, Hig).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 168.7 (Cs), 168.3 (Cz2), 138.4 (Cay), 137.6 (Cay), 134.0 (Cy2),
128.8 (Ca), 128.0 (Cay), 127.7 (2 Ca), 126.4 (Cay), 116.7 (C13), 71.6 (C11), 70.3(Cyo), 62.0
(Cs), 61.3 (Cy), 54.2 (C1s), 45.9 (C7), 36.3 (Ca1), 31.8 (Cao), 30.5 (Cyo).

IR Vmax = 3437, 2965, 1659, 1333, 1221 cm™*

SM (ESI*) 471-473 [M+H]"

22_ .
[a]22= +112 (c 0,19 ; AcOEY)
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(S)-3-allyl-4-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-1-((S)-2-hydroxy-1-phényléthyl)pipérazine-
2,5-dione (143-(1S,3S,4S))

C26H30N204 £

21 13
o) 15 16
iva -1 22/\2/[J 19 14 "
Masse molaire : 434,53 g.mol ®

Le composé 143-(1S,3S,4S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 124-(1S,4S) (0.150 g,
0.38 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale d’alkylation stéréosélective de dioxopipérazine
(Méthode 2.8) avec un rendement de 53% (0.088 g, huile incolore) et un exces

diasteréoisomérique de 70%.

RMN *H (300 MHz, CDCls) & 7.44 — 7.00 (m, 10H, Ha16.18), 5.90 (ddt, J = 16.5, 10.8, 5.5
Hz, 1H, Ha1), 5.68 (dd, J = 8.3, 5.3 Hz, 1H, Hi4), 5.62 (dd, J = 8.5, 5.2 Hz, 1H, Hy), 5.49 (ddt,
J=17.4,10.2, 7.4 Hz, 1H, Hy,), 5.36 — 5.14 (m, 2H, Hx), 4.91 — 4.81 (m, 2H, Hi3), 4.25 —
3.88 (m, 7H, H10.1920), 3.81 (d, J = 17.2 Hz, 1H, Hy), 3.68 (d, J = 17.2 Hz, 1H, Hy), 2.19 —
1.82 (m, 2H, Hi1).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 168.9 (C10), 167.7 (Cg), 138.5 (Car), 137.7 (Cay), 134.1 (Cz2),
131.4 (C1), 128.7 (Ca), 128.2 (Car), 127.6 (Car), 126.8 (Car), 120.1 (Cys), 117.7 (Cz2), 72.4
(Cs), 68.2 (Cy), 60.8 (C1s), 58.8 (Cs), 58.6 (C2), 56.8 (C1a), 47.2 (C7), 37.2 (Cya).

IR Vmax = 3427, 2974, 2953, 1667, 1538, 1202 cm'™
SM (ESI*) 435 [M+H]*

22_ .
[a]22= +181 (c 0,58 ; ACOE)
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(S)-4-((S)-2-(allyloxy)-1-phényléthyl)-3-benzyl-1-((S)-2-hydroxy-1-
phényléthyl)pipérazine-2,5-dione (146-(1S,4S))

6 4
]

3 OH 1

12

7 NTO/©14

10
£ L1

07~ "N79™

17
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/\/O
C30H32N,04 23 21 g0 0
19

Masse molaire : 484,59 g.mol™

Le composé 146-(S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 137b-(S) (0.100 g, 0.25 mmol,
1.0 éq) selon la méthode générale d’alkylation stéréosélective de dioxopipérazine (Méthode
2.8) avec un rendement de 64% (0.078 g, huile jaune) et un exces diastéréoisomerique de
63%.

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.57 — 7.05 (m, 15H, Has.12-1417-10), 5.79 (ddt, J = 16.3, 9.9,
6.1 Hz, 1H, Hz), 5.51 — 5.25 (m, 2H, Ha3), 4.87 — 3.93 (M, 12H, H1279152021), 3.59 (dd, J =
12.5,10.3 Hz, 1H, Hyy), 3.31 — 3.17 (m, 1H, Hyy).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 168.9 (C10), 167.7 (Cg), 138.5 (Car), 137.7 (Cay), 134.1 (C20),
131.4 (C1), 128.7 (Cay), 128.2 (Car), 127.6 (Car), 126.8 (Car), 120.1 (Cys), 117.7 (Cz0), 72.4
(Cs), 68.2 (Cy), 60.8 (C1s), 58.8 (Cs), 58.6 (C2), 56.8 (C1a), 47.2 (C7), 37.2 (Cya).

IR Vmax = 2953, 1750, 1662, 1538, 1208 cm™
SM (ESI*) 485 [M+H]"

22_ .
[a]22= +27 (c 0,82 ; ACOEY)

228



(3S,6S)-3,6-diallyl-1,4-bis((S)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)pipérazine-
2,5-dione (151-(1S,3S,4S,6S))

10N
- 13
CssHsgN204Si7 ﬁNf/\

\SI/
Masse molaire : 663.05 g.mol™ ba Vﬁ

Le compose 151-(1S,3S,4S,6S) est obtenu a partir de la dioxopipérazine 126-
(1S,3S,4S,6S) (0.107 g, 0.25 mmol, 1.0 éq) selon la méthode générale de protection des
alcools sous forme d’éthers de silyle (Méthode 2.1) avec un rendement quantitatif (0.163 g,

huile incolore).

RMN H (300 MHz, CDCl3) & 7.41 — 7.11 (m, 10H, Has), 5.72 (ddt, J = 16.9, 10.3, 7.1 Hz,
2H, His), 5.14 — 4.96 (M, 4H, Hia), 4.79 (dd, J = 8.2, 4.4 Hz, 2H, Hy), 4.31 (dd, J = 12.2, 8.2
Hz, 2H, Hy), 3.99 — 3.78 (m, 4H, Hyg), 2.55 (m, 2H, Hy), 2.39 (ddt, J = 14.2, 6.8, 6.0, 1.2 Hz,
2H, Hi) 0.83 (s, 18H, Hg), 0.00 (s, 12H, Hy).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) & 168.6 (Cy1), 137.3 (Cs), 133.4 (C13), 128.6 (Car), 127.0 (2Cay),
118.3 (C14), 63.5 (C1), 61.1 (C2), 54.7 (Ci0), 34.1 (C12), 25.6 (Cs), 18.0 (Cs), -5.4(C).

IR Vmax = 2875, 1640, 1533, 1199 cm™
SM (ESI") 664 [M+H]"

22 _ .
[a]??= +127 (c 0,62 ; ACOE)
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(3S,6S)-1,4-bis((S)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)-3,6-bis(3-
hydroxypropyl)pipérazine-2,5-dione (152-(1S,3S,4S,6S))

5
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1 Q<9
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O
Masse molaire : 699,08 g.mol™ >Es|r°V\©

A une solution de dioxopipérazine dialkylée 151-(1S,3S,4S,6S) (1.549 g, 2.34 mmol,
1.0 éqg) dans du THF distillé (10mL) est ajouté une solution de 9-BBN (28 mL, 14.00 mmol,
6.0 éq) 2 0.5 M dans du THF. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant
3 heures puis ce milieu est refroidi a 0°C. A cette température, une solution aqueuse de soude
6.0 M (2.8 mL), de I’eau oxygénée (2.1 mL) et de I’éthanol (10.4 mL) sont ajoutés. Le
mélange réactionnel est chauffé a 50°C pendant 1h. Le milieu est extrait avec de I’AcOEt (3 x
30 mL) puis les phases organiques sont rassemblées, sechées sur Na SO, filtrées et évaporées
sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de silice
flash (5:5 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir le diol 152-(1S,3S,4S,6S) sous la forme
d’une huile jaune (0.866 g, 54 %).

RMN H (300 MHz, CDCls) § 7.52 — 7.32 (m, 10H, Has), 5.06 (dd, J = 7.7, 5.7 Hz, 2H, Hy),
4.46 (dd, J = 105, 7.7 Hz, 2H, Hy), 4.18 (dd, J = 10.3, 3.1 Hz, 2H, Hi0), 4.04 (dd, J = 10.5,
5.7 Hz, 2H, Hy), 3.61 (dt, J = 10.3, 5.1 Hz, 2H, Hy4), 3.51 (dt, J = 11.2, 5.7 Hz, 2H, Hy4), 1.67
—1.49 (M, 4H, Hyz), 1.29 — 1.11 (M, 4H, Hi3), 0.85 (s, 18H, Ho), 0.02 (s, 12H, Hy).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8 168.6 (C11), 137.7 (C3), 128.7 (Cay), 127.6 (Cay), 63.2 (Cy),
61.2 (Cz.14), 55.2 (Ci0), 31.5 (C13), 30.1 (C12), 25.8 (Cs), 18.2 (Cs), -5.4(C).

IR Vmax = 3457, 1712, 1646, 1519, 1187 cm™

SM (ESI*) 700 [M+H]*

22_ .
[a]22= +116 (c 0,24 ; AcOE)
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(((25,5S)-1,4-bis((S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)-3,6-dioxopipérazine-
2,5-diyl)bis(propane-3,1-diyl))bis(benzyloxycarbamate) de bis(2,2,2-trichloroéthyle)
(153-(1S,3S,4S,69))

. 15 14 12
CsgH78ClsN4O10Si, Zhﬂo/&o 0PN~
(@]

Cl Sgi
Masse molaire : 1260,15 g.mol™ pa

A une solution de diol 152-(1S,3S,4S,6S) (0.400 g, 0.57 mmol, 1.0 éq),
d’hydroxylamine 35 (1.027g, 3.44 mmol, 6.0 éq) et de la triphénylphosphine (0.479 g, 1.72
mmol, 3 éq) dans du THF (10 mL) est ajouté du DIAD (0.348 g, 1.72 mmol, 3 éq). Le milieu
réactionnel est laissé sous agitation pendant 16 heures puis le mélange est extrait avec de
I’AcOEt (3 x 10 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SOy, filtrées et
évaporees sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié par chromatographie sur
colonne de silice flash (5:5 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir la dioxopipérazine
153-(1S,3S,4S,6S) sous la forme d’une huile jaune (0.453 g, 63 %).

RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.77 — 7.11 (m, 20H, Has15.20), 5.03 (dd, J = 7.4, 6.1 Hz, 2H,
Hy), 4.91 (s, 4H, Hae), 4.90 (s, 4H, His), 4.36 (dd, J = 10.5, 7.5 Hz, 2H, Hy), 4.05 (dd, J =
10.5, 6.0 Hz, 2H, Hy), 3.97 (dd, J = 10.3, 3.8 Hz, 2H, Hyo), 3.43 (ddd, J = 14.4, 7.7, 6.3 Hz,
2H, Hig), 3.32 (ddd, J = 14.2, 8.1, 5.5 Hz, 2H, Hi3), 1.98 — 1.71 (m, 2H, Hyp), 1.71 — 1.52 (m,
2H12), 1.52 — 1.39 (m, 2H, H1), 1.29 (dd, J = 7.1, 6.3 Hz, 2H, Hi1), 0.85 (s, 18H, H), 0.02 (s,
12H, Hy).

RMN C (75 MHz, CDCls) 8§ 168.9 (Ca1), 157.3 (C1a), 137.2 (C3), 135.0 (C17), 129.3 (Cay),
128.5(Cay), 127.7 (Car), 127.4 (Ca), 95.0 (Ca2), 76.5 (Cig), 74.7 (Cis), 63.7 (Cy), 62.3 (Co),
55.3 (C10), 48.6 (C13), 29.4 (C11), 25.9 (Cs), 23.7 (C12), 21.0 (Cs), -5.4 (C7).

IR Vmax = 2953, 1750, 1662, 1538, 1208 cm™
SM (ESI") 1259, 1261, 1263 [M+H]"

22_ .
[a]22= +98 (c 0,35 ; ACOEY)

231



N,N'-(((2S,5S)-1,4-bis((S)-2-((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)-1-phényléthyl)-3,6-
dioxopipérazine-2,5-diyl)bis(propane-3,1-diyl))bis(N-(benzyloxy)acétamide) (154a-
(1S,3S,4S,6S))

14 12 6 4
[ ] 1
11 2
Ca4H52N4Og o H

3 (6]
O15N/\9/;E7Nfo oY
Masse molaire : 764,91 g.mol™ 0 07N AN

A une solution de dioxopipérazine 153-(1S,3S,4S,6S) (0.200 g, 0.26 mmol, 1.0 éq)
dans I’acide acétique (5 mL) est ajouté du zinc en poudre (0.255 g, 3.9 mmol, 15 éq) et de
I’anhydride acétique (0.05 mL, 0.52 mmol, 2 €q). Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation pendant 24 heures puis le mélange est extrait avec de I’AcOEt (3 x 10 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SQO,, filtrées et évaporées sous pression
réduite. Le produit obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de silice flash (5:5
Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir la dioxopipérazine 154a-(1S,3S,4S,6S) sous la
forme d’une huile incolore (0.153 g, 77 %) avec un exceés diastéréoisomérique supérieur a
95% (déterminé par RMN *H).

RMN *H (300 MHz, CDCls)  7.64 — 7.16 (M, 20H, Has12.14), 5.38 (dd, J = 8.5, 5.6 Hz, 2H,
H,), 4.84 (s, J = 2.1 Hz, 4H, Hyy), 4.26 (dd, J = 11.6, 8.4 Hz, 2H, Hy), 4.08 (m, 4H, Hy7), 3.71
—3.40 (M, 4H, Hyo), 2.04 (s, 6H, Hig), 1.81 —1.70 (m, 2H, Hy), 1.66 — 1.52 (m, 4H, Hog), 1.41
~1.23 (m, 2H, Hs).

RMN *C (75 MHz, CDCls) & 179.3 (C1s), 168.5 (Ci17), 136.6 (Car), 134.7 (Car), 128.90 (Cay),
128.74 (Cp)), 128.54 (Cay), 127.97 (Ca), 127.67 (Car), 127.57 (Car), 75.0 (C11), 60.6 (C),
59.0 (Cy), 43.3 (C7), 31.7 (C10), 23.9 (Cs), 22.6 (Cs), 21.9 (C1).

IR Vmax = 3178, 1762, 1648, cm™
SM (ESI) 766 [M+H]"

22_ .
[a]22= +73 (c 0,16 ; ACOEY)
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(3S,6S)-3,6-diallylpipérazine-2,5-dione (157-(3S,6S))

\/ (0}
LT
C10H14N202 o N

Masse molaire : 194,23 g.mol™

A une solution dioxopipérazine 126-(1S,3S,4S,6S) (0.060 g, 0.13 mmol, 1.0 éq) dans
un mélange d’ammoniac (1 mL) et de THF (1 mL) est ajouté du lithium (0.015 g, 0.78 mmol,
6.0 €g). Le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 5 minutes puis le mélange est
ramené a 20 °C. Le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de silice flash (95:5 DCM/MeOH puis 80:1:19
DCM/NH,OH/MeOH ) permettant d’obtenir la dioxopipérazine 157-(3S,6S) sous la forme
d’une péte blanche (0.019 g, 75 %).

RMN H (300 MHz, D;0) 5 5.70 (dddd, J = 16.1, 10.3, 8.7, 5.8 Hz, 2H, Hs), 5.27 — 5.12 (m,
4H, Ha), 3.97 (dd, J = 9.0, 3.8 Hz, 2H, Hy), 2.83 — 2.72 (m, 2H, H,), 2.37 (ddd, J = 14.2, 9.0,
8.7 Hz, 2H, Hy).

RMN C (75 MHz, D,0) § 167.1 (Cs), 132.2 (C3), 120.8 (C4), 53.7 (C1), 37.7 (Cy).
IR Vmax = 2973, 1643, 1422, 1213 cm™*
[a]%?= +59 (¢ 0,13 ; H,0)

SM (ESI*) 195 [M+H]*
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(3S,6S)-3,6-bis(3-hydroxypropyl)pipérazine-2,5-dione (158-(3S,6S))

HO™ "
LT
C10H18N204 0“ >N 4"~//\/OH

Masse molaire : 230,26 g.mol™

A une solution de dioxopipérazine dialkylée 157-(3S,6S) (0.100 g, 0.51 mmol, 1.0 éq)
dans du THF distillé (2 mL) est ajouté une solution de 9-BBN (3.1 mL, 3.06 mmol, 6.0 éq) a
0.5 M dans du THF. Le mélange réactionnel est laissé sous agitation a 20 °C pendant 3 heures
puis ce milieu est refroidi a 0°C. A cette température, une solution acqueuse de soude 6.0 M
(0.7 mL), de I’eau oxygénée (0.2 mL) et de I’éthanol (1.04 mL) sont ajoutés. Le mélange
réactionnel est chauffé a 50°C pendant 1h. Le milieu est extrait avec de I’AcOEt (3 x 5 mL)
puis les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SOq, filtrées et évaporées sous
pression reduite. Le produit obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de silice flash
(5:5 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir le diol 158-(3S,6S) sous la forme d’une huile
jaune (0.068 g, 57 %).

RMN *H (300 MHz, D;0) & 4.69 — 4.34 (m, 2H, Ha), 3.79 — 3.33 (m, 4H, Hy), 2.53 — 2.29 (m,
2H, Ha), 2.17 (m, 2H, H3), 1.98 (ddt, J = 12.9, 7.3, 3.6 Hz, 2H, Hy), 1.74 — 1.43 (m, 2H, Hy).

RMN *C (75 MHz, D,0) 167.8 (Cs), 61.2 (C1), 56.5 (C4), 31.3 (Cy), 28.7(C3).
IR Vmax = 3451, 1662, 1228 cm™
SM (ESI) 231 [M+H]"

[a]%’= +51 (c 0,12 ; H,0)
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2,5-bis(3-hydroxypropyl)-3,6-dioxopipérazine-1,4-dicarboxylate de (2S,5S)-di-tert-butyle
163-(3S,6S)

OYO
C20H34N20s HO/\//INTO 2
07N . OH
Masse molaire : 430,49 g.mol™ .

A une solution de diester 180-(3S,6S) (0.245 g, 0.50 mmol, 1.0 éq) dans du MeOH (5
mL) a 0 °C est ajouté du NaBH, (0.042 g, 1.11 mmol, 2.2 éq). Le milieu réactionnel est laissé
sous agitation a 20 °C pendant 16 heures. Le solvant est évaporé sous pression réduite et le
résidu brut obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de silice flash (5:95
MeOH/DCM puis 10:90 MeOH/DCM) permettant d’obtenir le diol 163-(3S,6S) sous la forme
d’une huile jaune (0.146 g, 68%).

RMN H (300 MHz, CDCls) § 5.07 — 4.82 (m, 2H, H,), 3.77 — 3.68 (m, 2H, Hy), 3.65 — 3.59
(m, 2H, Hy), 2.33 (m, 2H, Hs), 2.28 — 2.19 (m, 2H, Hs), 1.89 — 1.81 (m, 2H, H,), 1.81 — 1.64
(M, 2H, Hy), 1.43 (s, 18H, Ha).

RMN C (75 MHz, CDCl3) & 164.3 (Cs), 152.5 (Ce), 83.2 (C7), 61.4 (Cy), 56.0 (Cu),
31.3(Cy), 30.5 (C3), 27.6 (C).

IR Vmax = 3327, 1758, 1667, 1518 cm™

SM (ESI*) 431 [M+H]*

[a]%7=+91 (c 0,67 ; MeOH)
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(S)-5-oxopyrrolidine-2-carboxylic acid (166-(S))
CsH;NO3

Masse molaire : 129,11 g.mol™

Du glutamate commercial 133-(S) (1.00 g, 6.80 mmol, 1.0 éq) est dissout dans de
’eau distillée. La solution obtenue est mise aux microondes a 170°C pendant 15min puis le
mélange est ramené a 20 °C. Le solvant est évaporé sous pression réduite permettant d’obtenir

la pyrrolidine 166-(S) sous la forme d’une poudre blanche (0.88 g, quantitatif)

RMN *H (300 MHz, CDCl3) & 4.13 — 3.98 (m, 1H, Hy), 2.74 — 2.58 (m, 1H, Hs), 2.56 — 2.40
(M, 1H, Hs), 2.28 (M, 2H, Ha).

RMN C (75 MHz, CDCls) § 174.3 (Cs), 171.5 (Cy), 58.3 (C2), 29.6 (C4), 25.3 (Cs).

IR Vmax = 3268, 1738, 1652, 1358 cm™

SM (ESI*) 130 [M+H]*

Tt (°C) : 182°C

[0]%7= +23 (c 0,84 ; MeOH)
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Acide (S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-4-cyanobutanoique (167-(S))

\5 > : 1 OH
C1oH16N204 \ongNH
Masse molaire : 228,25 g.mol™ 78

A une solution de Boc-glutamine 169-(S) (14.20 g, 57.7 mmol, 1.0 éq) dans de la
pyridine (60 mL) est ajouté de I’anhydride acétique (6.50 g, 69.2 mmol, 1.2 éq). Le milieu
réactionnel est agité pendant 18 heures. De I’AcOEt (100 mL) est ajouté puis la phase
organique est lavée avec une solution d’acide chlorhydrique 6 M (3 x 100 mL). Le solvant est
évapore sous pression réduite et le résidu brut obtenu est purifié par chromatographie sur
colonne de silice flash (90:10 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir le nitrile 167-(S)
sous la forme d’une huile incolore (11.98 g, 91%).

RMN *H (300 MHz, CDCly) § 4.77 (dd, J = 7.0, 5.8 Hz, 1H, H>), 3.00 (ddd, J = 12.4, 7.8, 3.2
Hz, 1H, Ha), 2.85 — 2.62 (m, 1H, H,), 2.39 (ddd, J = 12.5, 5.8, 2.0 Hz, 1H, H3), 2.26 — 2.08
(m, 1H, Ha), 1.44 (s, 9H, Hg).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 175.3 (Cy), 156.0 (Cs), 118.9 (Cs), 79.6 (C7), 52.8 (C»), 28.5
(Cs), 27.4 (Cs), 23.0 (Ca).

IR Vmax = 3393, 3124, 2243, 1124 cm™

SM (ESI) 227 [M-H]

[a]%= +19 (c 0,12 ; AcOEt)
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Acide (S)-5-amino-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-5-oxopentanoique (169-(S))

(0] s O
HoN"s > 2 1 OH
O, NH
C10H18N20s N,
\’/o
Masse molaire : 246,26 g.mol™ 6

Le composé 169-(S) est obtenu a partir de la (S)-glutamine commerciale 131-(S) (1.00 g,)

selon la méthode générale de protection des fonctions amines par un groupement Boc

(Méthode 2.4) avec un rendement de 83% (huile incolore, 1.40 g).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) 5 3.85 (dd, J = 9.1, 4.9 Hz, 1H, H,), 2.12 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
Hs), 1.98 — 1.82 (m, 1H, Hs), 1.71 (ddd, J = 13.6, 9.1, 7.6 Hz, 1H, Hs), 1.38 (s, 9H, Hs).

RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & 175.4 (Cs), 173.3 (Cy), 154.7 (Cg), 79.7 (C7), 53.1 (Cy),

31.5 (C4), 28.3 (Cs), 26.7 (C).

IR Vmax = 3321, 3152, 1642, 1583 cm™

SM (ESI*) 247 [M+H]*

[a]%’= +13 (c 0,31 ; AcOEY)
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Acide (S)-5-amino-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)pentanoique (172-(S))

C10H20N204 . 0

Masse molaire : 232,28 g.mol™

A une solution de nitrile 167-(S) (8.30 g, 36.4 mmol, 1.0 éq) dans du méthanol (150
mL) est ajouté du Pd(OH), (0.127 g, 0.18 mmol, 0.05 eq). Le milieu réactionnel est mis sous
atmospheére de dihydrogene puis le mélange est agité a 20 °C pendant 5h. Le milieu est filtré
sur célite puis le filtrat est évaporé sous pression réduite permettant d’obtenir la Boc-ornithine
172-(S) sous la forme d’une huile incolore (6.51 g, 77%)

RMN H (300 MHz, CDCly) 5 4.61 (dd, J = 6.7, 4.3 Hz, 1H, Hy), 3.16 (td, J = 12.4, 2.5 Hz,
1H, Hs), 2.95 (ddd, J = 13.8, 4.2, 1.9 Hz, 1H, Hs), 2.27 — 2.09 (m, 1H, Hs), 2.01 — 190 (m, 1H,
Ha), 1.73 — 1.61 (m, 2H, Ha), 1.44 (s, 9H, Ha).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 174.3 (Cy), 155.7 (Cg), 79.1 (C7), 53.3 (Cy), 39.6 (Cs), 29.0
(Cs), 27.9 (Cs), 25.6 (Ca).

IR Vmax = 3328, 3175, 1033 cm™

SM (ESI*) 231 [M-H]’

22_ .
[a]22= +16 (c 0,32 ; MeOH)

239



(S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-4-cyanobutanoate de tert-butyle (177-(S))

0
C14H24N204 \/ﬁ)skojg 1

(@)
Masse molaire : 284,35 g.mol™ \kgo

A une solution de nitrile 167-(S) (0.100 g, 0.44 mmol, 1.0 éq) dans du DCM (2 mL)
est ajouté du MgSQO, (0.211 g, 1.76 mmol, 4.0 éq) et une solution d’acide sulfurique 1M dans

du DCM (0.44mL, 0.44 mmol, 1eq). Le milieu réactionnel est agité pendant 15 minutes puis

du tert-butanol (0.208 mL, 2.20 mmol, 5 éq) est ajouté. Apres trois jours, le milieu est lavé

avec une solution aqueuse saturée en NaHCO3. La phase organique est séchée sur Na,SO4

puis évaporeée sous pression réduite. Le résidu brut obtenu est purifié par chromatographie sur

colonne de silice flash (8:2 Cyclohexane/EtOAc) permettant d’obtenir 1’ester 177-(S) sous la

forme d’une huile incolore (0.015 g, 12%)

RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) 5 4.30 — 4.20 (m, 1H, Ha), 2.43 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hs), 2.30

~2.20 (m, 1H, Hs), 1.97 (m, 1H, Hs), 1.47 (s, 18H, Hy10).

RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & 172.5 (C3), 156.2 (Cg), 118.7 (C7), 81.1 (C2), 79.6 (Co),

53.4 (C4), 29.4 (Cs), 28.3(C10), 27.1 (C1), 24.9(Ce).

IR Vmax = 2240, 1623, 1218 cm™

SM (ESI*) 285 [M+H]*

[a]%?= +16 (c 0,15 ; AcOEY)
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Acide 3,3'-((2S,5S)-3,6-dioxopipérazine-2,5-diyl)dipropanoique 179-(3S,6S)

C10H14N206 N H1 o
i fs “5_OH
: 1 OTINE Y
Masse molaire : 258,23 g.mol H )

De la dioxopipérazine 132-(3S,6S) (4.53 g, 20.4 mmol, 1.0 €q) est dissoute dans de
I’acide sulfurique, a 0 °C. Aprés quelques minutes, de 1’eau distillée (100 mL) est ajoutée. Le
précipité formé est alors filtré et séché pour donner le diacide 179-(3S,6S) sous la forme
d’une poudre blanche (4.00 g, 76%).

RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) & 3.85 (dd, J = 6.5, 5.1 Hz, 2H, Hy), 2.44-2.22 (m, 4H, Ha),
2.01-1.83 (m, 4H, Ha).

RMN C (75 MHz, DMSO-ds) 8 173.9 (Cs), 167.9 (C1), 53.3 (C2), 29.4 (Cy), 28.2 (Cs).

IR Vmax = 3358, 3129, 1737, 1658 cm™

SM (ESI*) 257 [M-H]’

[0]%'= +87 (c 0,56 ; ACOEt)
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(2S,5S)-2,5-bis(3-méthoxy-3-oxopropyl)-3,6-dioxopipérazine-1,4-dicarboxylate de di-tert-
butyle (180-(3S,6S))

C22H34N2019

Masse molaire : 486,51 g.mol™

A une solution de dioxopipérazine 185-(3S,6S) (0.20 g, 0.69 mmol, 1.0 éq) dans du
DMF (50 mL) est ajouté DMAP (0.084 g, 0.69 mmol, 1.0 éq) et du Boc,O (0.331 g, 1.52
mmol, 2.2 éq). Le milieu réactionnel est laissé a 20 °C sous agitation pendant 18 heures. Le
solvant est evaporé sous pression réduite et le résidu brut obtenu est purifié par
chromatographie sur colonne de silice flash (3:97 MeOH/DCM puis 7:93 MeOH/DCM)
permettant d’obtenir la dioxopipérazine 180-(3S,6S) protégée sous la forme d’une huile jaune
vif (0.245 g, 73 %)

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § 5.07 — 4.82 (m, 2H, Hs), 3.67 (m, 6H, Hy), 3.09 (m, 2H, Hy),
2.96 (M, 2H, Ha), 2.39 — 2.27 (M, 2H, H3), 2.28 — 2.19 (m, 2H, H3), 1.43 (s, 18H, Ho).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) 8 164.1 (Cs), 152.6 (Cg), 83.8 (C7), 61.2 (Cy), 56.1 (Ca), 31.5
(C2), 30.2 (Cs), 27.9 (Ca).

IR Vmax =1767, 1639, 1543, 1269 cm™*

SM (ESI*) 487 [M+H]*

22_ .
[a]22= +63 (c 0,47 ; MeOH)
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3,3'-((2S,5S)-3,6-dioxopipérazine-2,5-diyl)bis(N-(3,4-diméthoxyphényl)propanamide)
181-(3S,6S).

o)
- 0]
C26H32N408 \QNJ\/M“ H 0}
H

Masse molaire : 528,55 g.mol™ . T

A une solution de dioxopipérazine 132-(3S,6S) (0.100 g, 0.45 mmol, 1.0 éq) dans du
DMF (50 mL) est ajouté de I’acide sulfurique (5 gouttes) et du méthanol (SmL). Le milieu
réactionnel est agité a 20 °C pendant 2 heures puis le solvant est évapore sous pression réduite
et le résidu brut obtenu est recristallisé dans le méthanol permettant d’obtenir 181-(3S,6S)
sous la forme d’un solide blanc (0.081 g, 34%)

RMN H (300 MHz, CDCls) § 7.77— 7.04 (m, 6H, Hg11), 4.77 (dd, J = 5.8, 3.1 Hz, 2H, Hy),
3.88 (s, 12H, Hiz.13), 3.10 — 2.87 (m, 4H, Ha), 2.67 (ddd, J = 12.3, 9.9, 6.1, Hz, 4H, H,), 2.38
—2.24 (m, 2H, Hs), 2.17 (m, 2H, Ha).

RMN C (75 MHz, CDCls) § 172.8 (Cs), 167.3 (Cy), 147.2 (Cay), 141.9 (Cay), 136.5 (Cay),
117.9 (Ca), 115.3 (Car), 107.2 (Car), 56.7 (C12), 56.0 (C13), 53.4 (Cy), 36.5 (Ca), 29.6 (Cs).

IR Vmax = 2358, 1784, 1641, 1539, 1304 cm™
[0]%'= +18 (c 0,05 ; ACOEt)

SM (ESI*) 529 [M+H]*
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3,3'-((2S,5S)-3,6-dioxopipérazine-2,5-diyl)bis(N-(3,4-diméthoxyphényl)propanamide)
(182-(3S,69))

HO i
(o}
H
C22H24N408 J\// N__O

/I/: f 4 H 7
) 5 N6 8
o 1 A
Masse molaire : 472,45 g.mol O 4 oH
10] °

A une solution de dioxopipérazine 181-(3S,6S) (0.081 g, 0.15 mmol, 1.0 éq) dans du
DMF (1 mL) est ajouté du AICI; (0.91 g, 0.68 mmol, 4.5 éq) et du Nal (0.102 g, 0.68 mmol,
1.2 éqg). Le milieu réactionnel est agité pendant 3 heures. Le solvant est évapore sous pression
réduite et le residu brut obtenu est purifié par recristallisation dans un mélange Eau/Acétone
permettant d’obtenir le dicatéchol 182-(3S,6S) sous la forme d’une poudre blanche (0.060 g,
83%).

RMN *H (300 MHz, CDCls) 8 7.65— 6.59 (m, 6H, H7g11), 4.74 — 4.61 (m, 2H, Hy), 3.05 —
2.92 (M, 2H, Hy), 2.38 (ddd, J = 12.4, 9.4, 6.8 Hz, 2H, Hy), 2.29 — 2.06 (m, 4H, Hs).

RMN 2C (75 MHz, CDCls) § 172.6 (Cs), 167.6 (Cy), 146.0 (Cay), 135.1 (Cay), 116.2 (Cay),
115.5 (Car), 104.9 (Car), 53.4 (Cy), 36.1 (Ca), 29.1 (Cs).

IR Vmax = 3257, 1769, 1678, 1511, 1034 cm™
SM (ESI") 473 [M+H]"

[a]%'= +43 (c 0,31 ; AcOEY)
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3,3'-((2S,5S)-3,6-dioxopipérazine-2,5-diyl)dipropanoate de diméthyle (185-(3S,6S))

2. C1oHsN>O rr

Masse molaire : 286,28 g.mol™

A une solution de dioxopipérazine 132-(3S,6S) (3.00 g, 13.5 mmol, 1.0 éq) dans du
DMF (50 mL) est ajouté de I’acide sulfurique (5 gouttes) et du méthanol (SmL). Le milieu
réactionnel est agité a 20 °C pendant 2 heures puis le solvant est évaporé sous pression
réduite. Le résidu brut obtenu est recristallise dans le méthanol permettant d’obtenir le diester
185-(3S,6S) sous la forme d’un solide blanc (1.31 g, 34%).

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & 3.89 (dd, J = 6.5, 5.9Hz, 2H, Hy), 3.59 (s, 6H, He), 2.44-
2.37 (M, 4H, Hy), 2.05- 1.84 (m, 4H, Ha).

RMN 1C (75 MHz, DMSO-dg) 8 172.8 (Cs), 167.8 (C1), 53.1(C5), 51.4 (Cs), 29.1 (Cs), 28.0
(Ca).

IR Vmax = 1739, 1678, 1183 cm™

SM (ESI*) 287 [M+H]*

[a]%7= +68 (c 0,29 ; ACOEY)
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Tri( 1,1’-(pipérazine-1,4-diylbis(propane-3,1-diyl))bis(3-hydroxy-2-méthylpyridin-4(1H)-

one) di-Ga(lll) (190)
N7
A ~

() oo Ay
o//a\ A\ (0] \>
_ o O™\ _\ O\\ /O\\A/\\)N
N __ ‘\L /GTa\O/ 7

CesHo0GaaN12012

Masse molaire : 1382,96 g.mol™

A une solution de pipérazine 105a (13.0 mg, 0.031 mmol, 1.5 éq) dans du méethanol
(10 mL) a été ajouté une solution de Ga(NO3); (5.3 mg, 0.021 mmol, 1 éq) dans du méthanol
(1 mL). La solution a été agitée 10 min a 20 °C puis le solvant a été évaporé sous pression
réduite pour fournir une poudre marron (18 mg 93% basé sur le Ga(lll))

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & 8.39 (d, , 6H, Hs), 7.27 (d, J = 4.2 Hz, 6H, He), 4.54 (t, J =
4.5 Hz,12H, Ha), 3.72 (se, 24H, Hy), 3.37 (t, J = 4.5 Hz, 12H, Hy), 2.69 (s, 18H, Hio), 2.39 (q,
J=4.7 Hz,12H, Hyo).

RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & 159.9 (C;), 145.3 (Cs), 143.5 (Cs), 139.3 (Cs), 112.0 (Cq),
54.6 (C4), 54.2 (Cs), 50.2 (C1), 25.9 (C3), 12.9 (Cyo).
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Antimicrobial research: Novel bioknowledge and educational programs (A. Méndez-Vilas, Ed.)

Fungal Hydroxamate Siderophores: biosynthesis, chemical synthesis and
potential medical applications

T. Garnerinl, A. Dassonville-Klimptl, P. Sonnet’
'LG2A, UMR-CNRS 7378, UFR de Pharmacie, 1 rue des Louvels, 80037 Amiens cedex 1, France

The potential medical application of hydroxamate siderophores and analogues has been investigated during the last years.
Desferoxamine, a natural siderophore produced by Streptomyces pilosus, is used in iron overload therapy. However,
several others potential siderophore-related therapeutics are being explored including ‘Trojan-horse’ compounds, gallium-
containing complexes, and siderophore biosynthesis inhibitors. Iron is an essential nutrient for all living organism.
However, in oxygen-rich conditions, the soluble ferrous iron is oxidized to insoluble ferric iron making its access very
hard. To scavenge this element, fungi and bacteria have developed different strategies: i) the biosynthesis of endogenous
siderophores, ii) the uptake of xenosiderophores, iii) others systems such as the extracellular reduction of Fe(lll) to Fe(ll).
Siderophores are low-weight chelators that strongly bind extracellular ferric iron. Both endogenous and exogenous organo-
metal complexes can be recognized by specific membrane receptors and transported into the microorganism. Many of the
xenosiderophore receptors in Pseudomonas aeruginosa are highly conserved with those of the Enterobacteriaceae
members such as Escherichia coli and Klebsiella pneumonia. The recognition can also be interspecies because fungal
siderophores can be identified by some bacteria such as Enterobacteriaceae. Thus, the use of the siderophore machinery
iron transport systems is one of the most promising strategies to synthesize new efficient antibacterial. Indeed, siderophore
can be used to deliver therapeutic agents or toxic such as gallium into bacteria or fungi. To target the biosynthesis
siderophore pathways is also a strategy to deny pathogens access to iron and combat them.

1. Introduction

Iron is a micronutriment essential for almost all living organisms [1]. Since the redox potential of the Fe(ll)/Fe(ll)
couple lies within the range of biological processes this metal plays a major role as catalytic center or electron carrier in
many metabolic processes. Although this metal is abundant in the earth’s crust, the bioavailability of iron is low. Under
physiological conditions ferric iron, the most common state of iron, aggregates into insoluble ferric hydroxides [2].
Concentration of free Fe(ll1) is then about 10" mol.L™ while microorganisms need an iron concentration close to 10
mol.L™ for an optimal growth. To scavenge iron from the extracellular environment, fungi and other microorganisms
have developed different strategies: i) unspecific metal ion transporters (Fe(l1)) [3], ii) acquisition from heme and heme
containing proteins [4], iii) acquisition from transferrin, lactoferrin and ferritin [5-7], iv) reductive systems of iron
uptake, v) siderophore-mediated iron transport. Siderophores are low molecular weight (500-1500 Da) iron chelators
which are synthesized and excreted by microorganisms to internalize iron after its extracellular complexation.

Furthermore, by sequestering iron, these compounds protect the cell against the toxic iron side effects such as the
formation of highly reactive oxygen species via the Fenton [8] and Haber-Weiss [9] reactions. Depending on their
chemical functional groups, siderophores can be divided into three main groups: i) catecholates or phenolates, ii)
hydroxamates, and iii) a-hydroxycarboxylates. Most often, the same bidentate ligand is represented two or three-fold in
a siderophore molecule but they can also be mixed. They are incorporated into linear or cyclic peptidic (or
peptidomimetic) building blocks to form hexadentate ligands able to chelate Fe(l11) in octahedral complexes. Generally,
siderophores are oxygen-donors and form 1:1 siderophore-Fe(l1l) complexes characterized by a high thermodynamic
stability [10-12]. Bidentate ligands can also be included into linear or cyclic tetradentate structures. In this case, Fe(ll)
coordination involves 3:2 siderophore-Fe(l11) complexes.

In this review we want to focus on fungal siderophores and their potential medical applications. Fungi produce
mainly hydroxamate siderophores, divided in three families, derived from the same basic structural unit N°-
hydroxyornithine: fusarinines, coprogens and ferrichromes. A detailed attention will be given to their biosynthesis and
total chemical syntheses of N°-hydroxyornithine-containing siderophores will be summarized. Finally, their potential
medical applications (siderophore-drug conjugates, iron overload treatments, gallium complexes...) will be discussed.

2. Fungal siderophore

Under aerobic conditions, most fungi produce and excrete siderophores if iron is scarce. Few exceptions exist such as
Saccharomyces cerevisiae but this yeast can use exogenous siderophores [13]. Fungal siderophores are mostly
hydroxamates [14] and are classified in three families: fusarinines, coprogens and ferrichromes. The predominance of
the hydroxamate function in fungal siderophore may be due to the stability of hydroxamic acid at low pH [15]. Indeed,
fungi secret different organic acids which can alter catecholate siderophores. Two notable exceptions have been related:
rhizoferrin (1) [16] which is an a-hydroxycarboxylate-type and pistillarin (2) [17], a catecholate-type respectively
produced by zygomycetes and some Penicillium species as well as many macro fungi (Fig. 1).
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Fig. 1 Structure of Rhizoferrin and Pistillarin.

Fusarinines: fundamental building blocks called trans- and cis-N°-anhydromevalonyl-N°-hydroxy-L-ornithine [18] (or
trans- and cis-fusarinines (3) ) are found in many other fungal siderophores (Fig. 2). Fusarinines are composed of cis-
fusarinines (3) subunits except for neurosporin (4) [19]. Thus, two cis-fusarinines linked by ester bonds give fusarinine
A (5), three subunits allow the formation of fusarinine B (6). Three cyclic fusarinines have also been related, fusarinine
C (7), triacetylfusarinine C (8) which are composed of three cis-fusarinines subunits and neurosporin (4). Among
fusarinine-type, neurosporin (4) is a particular one. Indeed, this compound is derived from D-ornithine while all other
fungal hydroxamate siderophores that have been characterized are composed of L-ornithine. Furthermore its unique
structure consists of a cyclic triester of N®-acetyl-N°-hydroxy-N°-[(R)- 3hydroxybutyry|)] -D- ornlthlne [19].
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NH, OH NH, OH NH, OH
O
6 Fusarinine B 4 Neurosporin 7 R=H Fusarinine C

8 R=Ac Triacetylfusarinine C

Fig. 2 Structure of fusarinines.

Coprogens: Coprogens are linear hydroxamate siderophores including a diketopiperazine ring (Table 1; Fig. 3). Both
dihydroxamate and tetrahydroxamate siderophores have been laid out. Rhodotorulic acid (RA 20) and dimerumic acid
(DA 21) are the only known dihydroxamate coprogen siderophores. Each are composed of two N°-acyl-N°-hydroxy-L-
ornithines forming the diketopiperazine ring. In RA (20), acyl groups are acetyl while in DA (21) acyl groups are trans-
anhydromevalonyl [18]. Trihydroxamate coprogens are also composed of two N°-acyl-N°-hydroxy-L-ornithines forming
a diketopiperazine ring but possess a third trans-N°-anhydromevalonyl-N°-hydroxy-L-ornithine subunit linked by an
ether bond.

Tablel Coprogen siderophores 9-21.°

R i f OH Oiwa/\/N
Coprogens 9-19 Coprogens 20 and 21

Coprogen siderophores R; R, Rs R, Ref
Coprogen 9 B B Ac H [20]
Coprogen B 10 B B H H [21]
Isoneocoprogen | 11 B CH; Ac H [20]
Neocoprogen | 12 CH; B Ac H [20]
Neocoprogen 11 13 CH; CH; Ac H [20]
N“-dimethyl coprogen 14 B B CH3 CH; [21]
N“-dimethyl neocoprogen | 15 CH3 B CHjs CHs [21]
N“-dimethy! isoneocoprogen | 16 B CH3 CHjs CHs [21]
Hydroxycoprogen 17 B D Ac H [20]
Hydroxyneocoprogen | 18 CHs D Ac H [20]
Palmitoylcoprogen 19 B B H E [22]
Rhodotorulic acid 20 CH; CH; - - [18]
Dimerumic acid 21 B B - - [18]

®For the acyl residues see Fig. 3.
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A. (2)-CH=C(CHy)-CH,COOHD. (Z)-CH=C(CHs)-CHOH-CH,0HF. (Z)-CH=C(CHs)-(CH,),-0-COCH;
B. (2)-CH=C(CHs)-(CH,);-OHE. CO-(CHy)14-CH3G. CH,-CCHyOH-(CH,),0H
C. (E)-CH=C(CH3)-(CH,),-OH

Fig. 3 Acyl residues encountered in fungal hydroxamate siderophores.
Ferrichromes: ferrichromes are cyclic hexapeptide siderophores composed of a glycine, two variable amino acids
(glycine, alanine, serine), and three N°-acyl-N°-hydroxy-L-ornithines linked by peptidic bonds (Table 2; Fig. 3). Two

exceptions have been discovered: des(diserylglycyl)ferrirhodin, a linear siderophore [23] and tetraglycerylferrichrome,
a cyclic heptapeptide composed of four glycines and three ornithine residues [24].

Table 2 Ferrichrome siderophores 22-42.%

R4__O
Rs HO’\,\T Rs
O)\NU O)\N’OH
OH o]
[e] NH N HN{
TNH y HN"To
o N Ry
R, O

Ferrichrome siderophores R R? R R* R® Ref
Ferrichrome 22 H H CH; CHs CH; [25]
Ferrichrome A 23 CH,OH CH,OH A A A [18,25]
Ferrichrome C 24 H CH; CH, CH; CH; [18,26]
Ferrichrysin 25 CH,0OH CH,OH CH; CH3 CHj,3 [18,27]
Ferricrocin 26 H CH,OH CH;3 CH; CH; [18,28]
Ferrirubin 27 CH,OH CH,OH B B B [18,27]
Ferrirhodin 28 CH,OH CH,OH C C C [18]
Malonichrome 29 H° CHJ CH,COOH CH,CO0OH CH,COOH [29]
Sake colorant A 30 CH,OH CH; CH, CHs CH; [26]
Asperchrome A 31 CH,OH CHj B B B [30]
Asperchrome B, 32 CH,OH CH,OH CH, B B [27,30]
Asperchrome B, 33 CH,OH CH,OH B CHJ B [27,30]
Asperchrome B, 34 CH,OH CH,0OH B BP CHZ [27]
Asperchrome C 35 CH,OH CH,OH F B B [30]
Asperchrome D, 36 CH,OH CH,OH B CH; CH; [27,30]
Asperchrome D, 37 CH,OH CH,OH CH, B CH; [27,30]
Asperchrome Ds 38 CH,OH CH,OH CH, CH; B [27,30]
Asperchrome E 39 CH,OH CH,OH c? B B [31]
Asperchrome F, 40 CH,OH CH,OH G B B [31]
Asperchrome F, 41 CH,OH  CH,OH B G B [31]
Asperchrome F; 42 CH,OH CH,OH B B G [31]

*For the acyl residues see Fig. 3; ® Absolute configuration not determined.

3. Transport and storage of iron in fungi

3.1 Transport

Iron-siderophore complexes being highly stable, fungal cells use different mechanisms to extract iron: i) reductive iron
assimilation — the ferrisiderophore is reduced before its assimilation, the Fe(ll) alone is internalized while the iron
chelator is released close to the external membrane, allowing its reutilization; ii) siderophore ‘shuttle’ mechanism
[18,32] — highly specific transporters internalize the whole ferrisiderophore before release of iron by reduction or by
ligand exchange with iron storage molecules; iii) ‘taxicab’ mechanism — the Fe(lll) is transported across the cell
membrane by an exchange between an extracellular siderophore, which remains outside, and an intracellular ligand; iv)
hydrolytic or degradation mechanism [32] — the siderophore-ferric complex is transported into the cell and undergoes
simultaneously reductive and degradative processes in order to release iron.

Reductive iron assimilation requires different cell surface-localized metalloreductases for the uptake of ferric
siderophores. In S. Cerevisiae, these enzymes (Frel, Fre2, Fre3) are specific to a wide range of hydroxamate
siderophores (ferrichrome (22), triacetylfusarinine C (7)...) except for Fre4 which catalyzes iron uptake from RA (20).
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This specificity may come from variations in the structure, the geometry and the reduction potentials of the different
Fe(l11)-siderophores complexes. The ‘shuttle’ mechanism involves siderophore-iron transporters (SITs), a family of
proteins which are common and conserved in the fungal kingdom and are not present in prokaryotes or in other
eukaryotes. Those secondary transporters take the energy for active transport from the proton motive force rather than
from ATP. Each species possesses SITs which are specific for one or several siderophores. For example, in S.
cerevisiae, the most studied eukaryotic model, four kinds of SITs are found that transport specific Fe(lll) siderophore
complexes: i) Sitl/Arn3 which transport desferrioxamine [33], a bacterial siderophore, ii) Arnl for ferrichromes (22-
42), iii) Tafl/Arn2 for triacetyl-fusarinine C (7) and iv) Enb1/Arn4 for ferrienterobactin.

In the taxicab mechanism, Fe(lll) is transported across the membrane, from the extracellular Fe(lll) siderophore
complexes to intracellular ligands with an independent redox process. Rhodotorula species are known to use this
process, scavenging iron from RA (20) [34]. This siderophore is a tetradentate ligand, meaning that the complex Fe(ll1)
RA has a Fe,L3; stoichiometry and can release iron easier than hexadentate ligands. Thus, siderophores such as
ferrichrome (22) or desferrioxamine are unable to delivery iron to Rhodotorula species due to the too high stability of
the ferric complexes [35].

One example of the hydrolytic mechanism is the degradation of Fe(lll) triacetylfusarinine C complex that occurs in
A. fumigatus. In the cytosol, the ferrisiderophore undergoes degradation by esterase EstB that leads to the formation of
Fe(Il) fusarinines complexes which are hydrolysed by the esterase SidJ. The monomeric fusarinines obtained are
excreted and free iron is chelated by ferrichrome (22) presents within the fungus or delivered to metabolic pathways.

Depending of the iron availability, fungi use one or several of the four mainly iron gathering mechanisms. These
different modes of fungal iron transport provide a real advantage to grow in different environments. As bacteria, fungi
have the ability to use endogenous as well as exogenous siderophores produce by others fungi or by bacteria
(desferrioxamine). Some species, as Saccharomyces cerevisiae, use only xenosiderophores because they are not able to
synthesize siderophore. Many other fungi produce and secrete more than one siderophore. Ustilago sphaerogena
produces two major siderophores: ferrichrome (22) and ferrichrome A (23). When iron is scarce, ferrichrome A is
mostly secreted as a result of its higher affinity for iron than ferrichrome (22) [36]. However, if the stress due to low
iron levels is less important, ferrichrome (22) is more synthesized. Complete repression of ferrichrome A (23)
production has been described at 10° mol.L™* iron. Moreover, ferrichrome is always required when iron levels are high
as it can store iron in the fungal cell. As the binding groups are asymmetric, A and A geometric isomers can exist when
iron is coordinated. Studies have related the importance of this geometry in the recognition and transport processes
[37,38]. For example, in Rhodotorula pilimanae, the right-handed coordination A is preferred [34].

3.2 Storage

Although some fungi such as Mucorales produce iron storage proteins, called mycoferritin, the majority of fungi stores
iron in vacuoles or siderophore-mediated intracellular deposits [39]. Instead, fungi have developed two mechanisms in
order to accumulate iron: siderophore-mediated and vacuolar iron storage. In the vacuole, iron is probably stored under
Fe(ll) form [40]. Thus far, all siderophore-producing fungi studied are able to accumulate iron thanks to intracellular
siderophores. In Ustilago maydis and Ustilago sphaerogena, the iron stored in ferrichrome complexes constitutes 50%
of the cellular iron pool [41,42]. In Aspergillus nidulans, ferrichrome (22) accumulation is correlated to the intracellular
iron concentration. Fe(l11)-ferrichrome complexes constitute about 5% of the total cellular iron content but, in case of
deficiency in the iron regulator SreA, this part can increase to 64% [43].

4. Biosynthesis

The 8-N-hydroxyornithine is the principal component of the most common hydroxamate siderophores such as fusarinine
B (5) and C (6), coprogens 9-21, RA (20), ferrichrome (22), ferrichrome A (23) and C (24). L-N°-hydroxyornithine is
biosynthesized by hydroxylation of the L-ornithine in presence of L-ornithine N°-oxygenase (Fig. 4) [44,45]. This
enzyme has been identified in several fungal species known to produce hydroxamate siderophores [46-51]. A deletion
of the gene encoding for this enzyme prevents biosynthesis of all siderophores in Ustilago, Aspergillus and Fusarium
species investigated thus far. The second step of hydroxamate siderophore biosynthesis is characterized by the acyl
group transfer from the AcylCoA on the L-N°-hydroxyornithine catalyzed by a transacetylase [52]. The acyl group is
different depending on the siderophore, varying from the simplest acetyl (RA (20), ferrichrome (22)) to the more
complex ones such as methylglutaconyl (ferrichrome A (23)) or anhydromevalony! (fusarinine C (7), coprogen B (10)).

N°-hydroxyornithine-acetylCoA-N-transacetylase has been identified in different species such as Rhodotorula
pilimanae and Ustilago sphaerogena [53,54]. The third step includes amide linkages (RA (20), ferrichrome (22)) and
ester linkages (fusarinine C (7), coprogen B (10)), coprogens) between the L-N°-acyl-N°-hydroxyornithines catalyzed by
nonribosomal peptide synthetases, a large multienzyme complex [55-57].These synthetases, by activating the
precursors, connect them via peptide or ester bonds and link additional amino acids if required.
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Fig. 4 Biosynthesis of fungal hydroxamate siderophores.

Fungal species mostly regulate iron acquisition via Iron Responsive GATA Factors (IRGFs) and the bZIP-
transcription factor HapX. When iron is plentiful, IRGFs inhibit transcription of genes responsible of the siderophore
system and reductive iron assimilation [58-61]. Iron starvation induces down-regulation of iron consuming pathways
and upregulation of siderophore systems, for example, in A. nidulans via physical interaction between the (nucleotide
sequence) CCAAT-binding complex and HapX [62,63]. This interaction is regulated by iron at both transcriptional and
post-transcriptional levels: iron breaks the physical interaction of HapX with the CCAAT-binding complex and by
activating SreA, it inhibits expression of hapX. HapX and SreA are interconnected in a negative feedback loop as HapX
regulates also the expression of sreA in iron starvation conditions (Fig. 5).

Fe

Yan\!

——— SreA HapX 1 Iron-consuming

pathways

Iron
Acquisition

Fig. 5 Regulation of iron acquisition by HapX/SreA.

5. Chemical synthesis

Because of the prevalence of the L-N°-hydroxyornithine in the biosynthesis of fungal siderophores, chemical synthesis
of this precursor has received a considerable attention. In 1969, Keller-Schierlein et al. proposed the first synthesis of
the 8-nitro-L-norvaline (43), from diethyl oxalate and y-butyrolactone [64]. This precursor of the L-N°-hydroxyornithine
allowed them to synthesize two types of L-N°-hydroxyornithine-containing siderophores: ferrichrome (22), a cyclic
hexapeptide, and RA (20), a diketopiperazine [65,66]. In 1969, they described the first synthesis of the ferrichrome (22).

They firstly prepared the linear hexapeptide (44), from three units of 3-nitro-L-norvaline (43) and three glycines, by
classical peptide synthesis and then cyclized it with dicyclohexylcarbodiimide (DCC), a coupling agent. The nitro
groups of the cyclopeptide were reduced into hydroxylamine with zinc and N-acetylation by acetic anhydride, affording
ferrichrome (22) (Fig. 6).

NO, NO,

Peptide
synthesis 1) Cyclization
0 o
- HoN HQ& kil

D —— i
H,N"COOH  +  HN” “COOH — z N N">CcooH Ferrichrome (22)
, N N 3)Ac,0

O/3
43 44

Fig. 6 Synthesis of Ferrichrome (22) by Keller-Schierlein's group.
In 1974, they also described the synthesis of RA (20). Two 8-nitro-L-norvaline (43) were linked together in order to

form the diketopiperazine (45). Three more steps were needed to obtain RA (20): i) reduction of the nitro groups, ii)
acetylations of the hydroxylamines, iii) solvolysis of the O-acetyl units by methanol (Fig. 7).
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Fig. 7 Synthesis of RA by Keller-Schierlein's group.

In 1972, Isowa proposed a five-step synthesis to provide a protected L-N°-hydroxyornithine (53a) from the O-
benzylhydroxylamine (46). First step consisted to protect the amine (46) by a tosyl group. The resulting product (47)
was then alkylated with 1,3-dibromopropane (48) into (50) which then reacted with diethyl sodio-acetamidomalonate.
The product formed (51) was then heated with concentrated hydrochloric acid-acetic acid to afford racemic N°-tosyl-N°-
benzyloxyornithine (52) (Fig. 8). Finally, enzymatic resolution of the N®-acetyl-N°-tosyl-N°-benzyloxy-DL-ornithine
was realized with aniline and papain. After acid hydrolysis of each enantiomer, N°-tosyl-N°-benzyloxy-L-ornithine (53a)
and N°-tosyl-N°-benzyloxy-D-ornithine (53b) were obtained in the range of 25.8 g and with a 25.8% global yield

[67](Fig. 8).
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Fig. 8 Synthesis of N°-hydroxyornithine (53) by Isowa et al.

Using the modified L-amino acid (53a), Isowa’s group was also able to synthesize ferrichrome (22) and RA (20). For
the synthesis of ferrichrome (22), they prepared two different hexapeptides (54) and (55), from three units of N°-tosyl-
N°-benzyloxy-L-ornithine (53a) and three glycines, by peptide synthesis. Then, both of these hexapeptides were
cyclized with DCC. The resulting cyclo-triglycyl-tri-(N°-benzyloxy-L-ornithinyl) peptide was deprotected and N-
acetylated by acetic anhydride. After removal of the benzyl protecting groups by catalytic hydrogenation, ferrichrome
(22) was afforded in the range of 620 mg and with a 2.6% global yield [68] (Fig. 9).
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H,N"SCOOH  +  H,N~ “COOH 4)H, Pd/C
53a
COOH
\)LN/}]/ ~

Fig. 9 Synthesis of Ferrichrome (22) by Isowa et al.

The first total synthesis of RA (20) has been published in 1972 by Isowa et al. [69]. Protected hydroxyornithines
(53a) are linked together and the diketopiperazine ring (56) is formed with ammonia. Three more steps are needed to
obtain RA (20): i) deprotection of the amine group, ii) N-acetylation, iii) debenzylation. The siderophore (20) was
obtained in the range of 0.2 g with a global yield of 6.3% (Fig. 10). The RA enantiomer was also synthesized by this
way from N°-tosyl-N°-benzyloxy-p-ornithine (53b).
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53a 56 20

Fig. 10 Synthesis of RA (20) by Isowa’s group.

In 1984, Miller’s group proposed an alternate three-step synthesis of N°-hydroxy-L-yornithine derivatives [70].
Reaction of glutamic acid (57) with ethyl chloroformate followed by reduction with NaBH, afforded the alcohol (58).
Then, under Mitsunobu conditions, this alcohol (58) was substituted by the protected hydroxylamine (59). Finally, the
reaction of the product (59) formed, with zinc and acetic acid in presence of anhydride acetic, gave the expected N°-
acetyl-N°-hydroxy-L-ornithine (60) (Fig. 11). The real improvement in this synthesis, compared with previous ones, was
that the L-ornithine derivative was obtained without racemization. Furthermore, this synthesis, by its low cost and its
easiness, is thus far the best way to obtain this synthon.
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Fig. 11 Synthesis of N>-Acyl-N°-hydroxyornithine (60) by Miller’s group.

Thus, Miller’s group proposed a novel synthesis of RA (20) with their modified L-amino acid (60) [70]. Two units of
(60) were converted to the diketopiperazine (61) by stepwise peptide chemistry. Finally, a catalytic hydrogenation gave
RA (20) in the range of 16 mg with a global yield of 14.7% (Fig. 12).
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Fig. 12 Synthesis of RA by Miller’s group.

In 2015, the Sano’s team improved the formation of the diketopiperazine ring by realizing the first coupling step with
(Benzotriazol-1-yloxy)-tris  (dimethylamino)phosphonium hexafluorophosphate and the cyclization step under
microwave conditions [71]. Thus, they increased the global yield of the synthesis of RA (20) from N°-acyl-N°-hydroxy-
L-ornithine to 46.4%

6. Potential medical applications

By scavenging iron from the host, siderophores are key virulence factors. The exploitation of this iron transport
pathway in a ‘Trojan Horse’ strategy may lead to the design of new drugs to fight bacteria and fungi. This strategy has
been inspired by natural siderophore-drug conjugates called sideromycins and mostly effective against bacteria.

6.1. Siderophore-antibacterial conjugates

Sideromycins are natural product, produced by bacteria, composed by an antibiotic moiety attached covalently to
siderophore. They include four main families such as albomycins, ferrimycins and salmycins and some microcins [72].

Albomycin 3, (62) possesses a ferrichrome-like siderophore as iron chelating part and a thioribosyl pyrimidine that
plays the cytotoxic moiety. Interestingly, these two parts are connected via a serine spacer which is hydrolyzed in vivo
by the peptidase N (Fig. 13) [73,74]. Thus, the albomycin (62) is recognized and actively transported by the action of
two main receptors: FhuA and FhuD [75,76]. After internalization, the esterase action leads to the release of the seryl t-
RNA synthetase inhibitor [77]. Albomycins have proved their efficiency both in vitro and in mouse models against a
broad range of Gram-negative and Gram-positive bacteria with minimum inhibitory concentrations as low as 5 ng.ml™.
Remarkably, the antibiotic moiety alone is 30 000 fold less efficient than albomycin (62) against Staphylococcus aureus
and E. coli strains[73,78].

The ‘Trojan Horse’ strategy is particularly attractive to fight the Gram-negative bacteria as the bacterial envelope
plays a key role in resistance of pathogens by limiting strongly the diffusion of the different drugs. The choice of the
antibiotic must match the delivery site of the siderophore. For example, in P. aeruginosa iron is released in the
periplasm via the ferric-pyoverdine (Fe-Pvd) pathway whereas in E. coli release of iron takes place in the cytoplasm
after transport via the enterobactin and ferrichrome (22) pathways [79]. Thus far, it seems that conjugates which action
site located in periplasm are more efficient than those focusing on cytoplasmic targets.

Inspired by this natural approach, hemisynthetic conjugates such as Pvd-B-lactams (PvdATC27853-ampicillin (63))
[80] (Fig. 13) and Pvd-fluoroquinolones [81] were synthesized and tested against several P. aeruginosa strains. Pvd-
ampicillin (63) conjugates were often more active that ampicillin alone against some P. aeruginosa strains. However,
depending on their intracellular target, Pvd-fluoroquinolones were less active than the corresponding fluoroguinolones.

This concept was also studied in connecting synthetic siderophore-like with antibiotic moiety. For example, the
conjugate A (64) (Fig. 13) is a mixed synthetic hexadentate ligand connected to a succinic spacer with a
carbacephalosporine moiety (lorabid) [82]. Conjugate A (64) was found to be about 2000 fold more active in vitro
against a Gram-negative strain of Acinetobacter baumannii than lorabid alone. Interestingly, simplified conjugates with
incorporation of a single bidentate ligand (catechol, hydroxypyridinone or hydroxamic acid) displayed excellent activity
against multi-drug resistant (MDR) Gram-negative strains. Synthetic siderophore conjugates of several classes of
monocyclic B-lactam were investigated exploiting the catechol isostere hydroxypyridinone. This iron-chelating moiety
promotes their uptake through the corresponding catechol Outer Membrane Receptor (OMR) [83,84].

For example, BAL30072 (65) [85] (Basilea Pharmaceutica, 2010), a mixed dihydropyridone siderophore moiety
connected to a monosulfactam, has shown its efficiency in vitro against a broad range of MDR Gram-negative bacilli.
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MC-1 (66) (Pfizer, 2012) is a monobactam which has demonstrated good in vitro results. Unfortunately, its
developement was problematic due to a lack of correlation between in vitro activity and in vivo efficacy. It seems that
even pre-clinical trials have been stopped. The most recent conjugate, developed by Glaxo Smith Kline in 2015
cefiderocol/S-649266 (67), has a promising futur (Fig. 13). Thanks to a high stability against hydrolysis by B-
lactamases, including carbapenemases and extended-spectrum-lactamases, this compound has demonstrated an
antimicrobial activity especially against MDR Enterobacteriaceae. At the time of writing, this molecule is in phase 111
to compare its activity with meropenem in adults with hospital-acquired bacterial pneumonia, ventilator-associated
bacterial pneumonia or healthcare-associated bacteria caused by Gram-negative pathogens.
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Fig. 13  Albomycine and Synthetic siderophore-like-antibiotic conjugated.

6.2. Siderophore-antifungal conjugates

The elaboration of siderophore-antifungal conjugates is much less studied than siderophore-antibacterial compounds.
Some of them were prepared using ornithine or trihydroxamate-containing isocyanurate as siderophore-like and 5-
fluorouridine, neoenactin or 13C-desketoneoenactin as antifungal agents. The 5-fluorouridine is an active metabolite of
the 5-fluorocytosine, the most commonly used orally active antifungal agent. The ornithine-based siderophore-5-
fluorouridine conjugate (68) (Fig. 14) with a phenylglycyl spacer revealed a good activity against C. albicans
(minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.312 pg.mL™) in iron depleted growth media [86]. The isocyanurate-
based siderophore (72), a RA analog, was less active against this fungal with a MIC of 8 pg.mL™ [87].

Neoenactin is involved in the inhibition of the serine palmitoyl transferase, an enzyme of sphingolipid biosynthesis.
Its analog, the norneonactin which showed a good antifungal activity against the human pathogens C. albicans was used
to form conjugates with ornithine- and isocyanurate-based siderophores. The triornithine-based conjugates (70)
demonstrated mild activity against C. albicans (MIC = 80 pg.mL™) [88] while the RA analog conjugated (74) exhibited
a very good activity for this fungal (MIC = 8 pg.mL™), unfortunately, without gain of activity compared to
norneonactin (MIC = 2.7 pg.mL™). Conjugation of 13C-desketoneoenactin to form conjugates (71) and (75) reduced
equally the parent activity against C. albicans. The reduced activity of these siderophore-drug conjugates may be due to
an inappropriate recognition of the siderophore or a weak interaction of the conjugate with the cellular targets.
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Fig. 14 Structures of antifungal-siderophore conjugates.

6.3. Siderophore-Gallium complexes

It has been demonstrated that siderophores are also able to chelate other metallic cations such as aluminum, gallium,
scandium and also indium [89]. Ga(lll) is metabolically very similar to Fe(lll), acting as an iron substitute in several
biological pathways. Thanks to its chemical similarity to Fe(lll) in terms of: i) charge, ii) ionic radius, iii) ionization
potential, iv) electronegativity, v) electron and ligand affinity and vi) coordination geometry, gallium can substitute iron
in siderophores-dependent biological systems [90]. However, Ga(lll) cannot be physiologically reduced and when it
replaces Fe(lll) in redox enzymes, a number of essential reactions are inhibited: gallium thus inhibits Fe(lIl) by a
“Trojan horse” strategy [91].

The antibacterial activity of gallium salts such as Ga(NO3); against P. aeruginosa, A. baumannii, M. tuberculosis and
S. aureus has been reported in a lot of studies [91-95]. A synergic effect of association such as colistin/Ga(NOs); was
also described [92]. Gallium nitrate is presently approved for use in the clinic as antitumoral compound; however, often
for optimal efficacy, this drug needs to be administered by continuous intravenous infusion which is a cumbersome
mode of treatment [96]. Also, it was reported as potentially nephrotoxic. Thus, further efforts to identify and develop
gallium formulations that optimize the antimicrobial effect while limiting toxicity to the host should be realized. The
formation of siderophore-gallium complexes could be a solution. Indeed, these complexes should be better recognized
by the OMR of the target bacteria inducing a best specificity of action and de facto with a lesser toxicity. Studies
suggest that siderophore-gallium complexes could be more effective than simple gallium salts [97].

Rzhepishevska et al. have reported the antibacterial properties of gallium citrate and desferrioxamine(Ga) complexes
against Gram-positive and Gram-negative bacteria [98]. A synergic effect of the association
gentamicin/desferrioxamine(Ga) was even described [99]. Another medical application of Gallium-siderophore
complexes consists of use ®gallium-siderophore as tools to image fungal infections [100,101].

6.4. Antitumoral activity of fungal siderophores

The medical application of siderophore is not limited to the vectorization of antimicrobial compounds. NBRI116716
compounds are siderophore produced by Perisporiopsis melioloides which and have shown an antitumoral activity (Fig.
15). The normal cells surrounding the tumor can control the growth of the tumor and the signal molecules responsible
for regulating this phenomenon could be novel molecular targets. NBRI16716B (77) exhibited strong selectivity and
activity in vitro while NBRI16716C (78) shown a weak activity. The hydroxyl group at the R® position appeared as
crucial, the lack of which decreasing strongly the activity. The first in vivo tests have confirmed antitumor activity
toward tumor model mice.
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Fig. 15  Structure of NBRI16716 compounds.

7. Conclusion

Knowledge and understanding of fungal siderophores have led to promising medicinal advances, notably in
antibiotherapy. As we have seen, fungi produce mainly hydroxamate siderophores that are able to chelate iron. Several
chemical syntheses of fungal siderophores were recently realized showing their potential therapeutic applications. In
this paper, we were essentially interested by the antimicrobial fungal siderophore properties. Iron plays a major role in
biological systems. Thus, ‘Trojan Horse’ strategy appears to be an interesting way to fight MDR Gram negative
bacteria. This strategy could be applied against antifungal pathogens in the future. Interestingly, some fungal
siderophores have also shown an antitumoral. Development of these new therapies is an interesting challenge and
further researches are still needed to improve the actual potential therapeutic compounds.
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ABSTRACT

Novel series of bis- and tris-pyrrolo[1,2-alquinoxaline derivatives 1 were synthesized and tested for in vitro
activity upon the intraerythrocytic stage of W2 and 3D7 Plasmodium falciparum strains. Biological results
showed good antimalarial activity with ICs5o in the pM range. In attempting to investigate the large broad-
spectrum antiprotozoal activities of these new derivatives, their properties toward Leishmania donovani
were also investigated and revealed their selective antiplasmodial profile. In parallel, the in vitro cytotox-
icity of these molecules was assessed on the human HepG2 cell line. Structure-activity relationships of
these new synthetic compounds are discussed here. The bis-pyrrolo[1,2-alquinoxalines 1n and 1p were
identified as the most potent antimalarial candidates with selectivity index (SI) of 40.6 on W2 strain, and
39.25 on 3D7 strain, respectively. As the telomeres of the parasite could constitute an attractive target, we
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investigated the possibility of targeting Plasmodium telomeres by stabilizing the Plasmodium telomeric
G-quadruplexes through a FRET melting assay by our new compounds.

Introduction

Malaria remains as one of the most devastating infectious diseases
of the developing world. Malaria remains a major cause of public
health problem in about 95 countries mainly located in the trop-
ical zone of the globe (notably Africa, South-East Asia and also
Eastern Mediterranean region)'; while approximately 3.2 billion
people are at risk of being infected with malaria and developing
disease. The latest figures on the incidence and mortality of mal-
aria show that, despite progress in the implementation of prevent-
ive measures such as insecticide-treated mosquito nets and
intermittent preventive treatments, this parasitic disease is still
estimated to affect over 214 million people and to account for
438,000 deaths in 2015, of which approximately 80% are concen-
trated in just fifteen countries, mainly in Africa. The death toll is
particularly high in children under five and pregnant women of
the World Health Organization (WHO) African region'. Five species
of protozoan parasites belonging to the Plasmodium genus,
namely, falciparum, malariae, vivax, ovale and knowlesi cause mal-
aria in human beings; from which, P. falciparum is the most dan-
gerous of these species®™.

The increasing prevalence of multiple drug resistant strains of
P. falciparum in most malaria endemic areas has significantly
reduced the efficacy of the current antimalarial drugs. Nowadays,
the only fully effective antimalarial drugs utilize artemisinin and its
derivatives, notably parenteral artesunate now recommended as
the first line of treatment of severe malaria for at least 24 h and

until oral medication could be tolerated®. Artemisinin and its deriv-
atives are also used in combination with several different partner
drugs (including lumefantrine, mefloquine, amodiaquine, sulfadox-
ine/pyrimethamine and piperaquine) in artemisinin-based combin-
ation therapies (ACTs), now recommended as the first line of
treatment of uncomplicated Plasmodium falciparum malaria and as
the second part of treatment for 3 days of severe malaria in
endemic areas®. However, over the last decade evidence has
grown that artemisinin resistance has emerged and spread within
Southeast Asia, first on the Cambodia-Thailand border in 2009%7,
but now across a widening area of the Greater Mekong Subregion.
Rapid scientific advances in understanding of this problem have
taken place within the last five years®'° and defined mutations in
“K13" gene of P. falciparum associated to reduced ring-stage sus-
ceptibility to artemisinins''. Therefore, new antimalarial agents
with new mechanisms of action are required to overcome the
emergence of resistance and to control an ever-increasing number
of epidemics caused by the malaria parasite'®. Although current
efforts in antimalarial drug discovery are focused on identification
of new biological targets, continued research on new 4-aminoqui-
noline derivatives is still warranted. This is because the hemoglo-
bin degradation pathway in P. falciparum has a proven history as
an excellent therapeutic target to which the parasite has difficulty
in evolving resistance. In spite of resistance to chloroquine, previ-
ous work has shown that modification of the lateral side chain of
chloroquine results in aminoquinoline derivatives that avoid the
chloroquine resistance mechanism'>'*.
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A possibility to overcome this multidrug-resistant mechanism is
to design new quinoline-based drugs which will not be recognized
by the protein system involved in drug efflux. In this regard,
two series of compounds that show promise in this regard are
the bisquinoline and bisacridine antimalarial drugs A and B
(Figure 1)'*'® These drugs show much lower resistance indices
than chloroquine, indicating that the bisquinoline or bisacridine
structures are less efficiently excluded by drug-resistant parasites.

The pyrrolo[1,2-alquinoxaline heterocyclic framework constitutes
the basis of an important class of compounds possessing interest-
ing biological activities. These compounds have been reported as
key intermediates for the assembly of several heterocycles including
antipsychotic agents, anti-HIV agents, adenosine As receptor modu-
lators'®, antiparasitic agents*®®> and antitumor agents*®°. In the
course of our work devoted to discover new compounds employed
in the antiparasitic chemotherapy, we previously identified some
series of substituted pyrrolo[1,2-alquinoxaline derivatives designed
as interesting bioactive isosteres of quinoline derivatives?®~2* Thus,
taking into account our experience in the field of the synthesis of
new antimalarial heterocyclic compounds based on our pyrrolo[1,2-
alquinoxaline heterocyclic core?®2*?-3°, we decided to incorporate
a benzyl group in position 4 of the heterocyclic skeletonof our pre-
viously described bispyrrolo[1,2-alquinoxalines C*° to broaden the
structural diversity of these derivatives, and mainly to increase the
aromatic surface of these designed compounds (Figure 1).

Hence, we described here the synthesis of new bis- or trispyr-
rolo[1,2-alquinoxaline derivatives 1a-t (Figure 1) and reported on
their in vitro antiplasmodial activity against the chloroquine-sensitive
(3D7) and the chloroquine-resistant (W2) strains of the malaria para-
site  Plasmodium falciparum. As these new compounds were
designed as quinoline-like bio-isosteres, and as the quinoline skel-
eton is the fundamental unit of many antiprotozoan drugs, these
pyrrolo[1,2-alquinoxaline derivatives were also investigated on
another medically important protozoan, Leishmania donovani, in
order to evaluate the specificity of their antiparasitic activity.
Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoan parasites
belonging to the genus Leishmania. Leishmania parasites exist in
two major morphological stages: extracellular flagellated promasti-
gotes in the digestive tract of their sandfly vector, which is the
infective stage and immobile intracellular amastigotes in the cells of
their host’ mononuclear phagocytic system. Leishmaniasis presents
various clinical aspects including cutaneous leishmaniasis, the most
common form, muco-cutaneous leishmaniasis and visceral leishman-
iasis, the most severe form, lethal in untreated patients. Leishmania
donovani is one of the major causative agents of human visceral
leishmaniasis which represents a public health problem: 0.2 to 0.4
million visceral leishmaniasis cases occur each year and more than
90% of global visceral leishmaniasis cases occur in just five coun-
tries: India, Bangladesh, Sudan, Brazil and Ethiopa®'. The current
treatment of the disease is based on a limited number of chemo-
therapeutic agents (meglumine antimoniate, sodium stibogluconate,
pentamidine, amphotericin B and miltefosine) which present many
limits, notably characterized by a high toxicity and cost®**3, In add-
ition, the in vitro cytotoxicity of these new molecules was assessed
on the human HepG2 cell line, in order to determine their selectivity
index. Moreover, as the telomeres of the parasite could constitute
an attractive target, we also investigated the possibility of targeting
Plasmodium telomeres by stabilizing the Plasmodium telomeric G-
quadruplexes through a FRET melting assay by our new synthesized
compounds. Indeed, telomerase activity has been identified in
gametocytes and during the transition to erythrocytic stage of P. fal-
ciparum*®. The telomeric 3' G-overhang region of P. falciparum is
comprised of repeated degenerate unit > GGGTTYA® (where Y may
be T or C)** which can fold into intramolecular G-quadruplex®®.

Materials and methods
Chemistry

Commercial reagents were used as received without additional
purification. Melting points were determined with an SM-LUX-POL
Leitz hot-stage microscope (Leitz GMBH, Midland, ON) and are
uncorrected. IR spectra were recorded on a NICOLET 380FT-IR
spectrophotometer (Thermo Electron Scientific Instruments LLC,
Madison, WI). NMR spectra were recorded with tetramethylsilane
as an internal standard using a BRUKER AVANCE 300 spectrometer
(Bruker BioSpin, Wissembourg, France). Splitting patterns have
been designated as follows: s=singlet; bs=broad singlet;
d =doublet; t=triplet; q=quartet; qt=quintet, dd=double
doublet; ddd=double double doublet; dt=double triplet;
m = multiplet. Analytical TLC were carried out on 0.25 precoated
silica gel plates (POLYGRAM SIL G/UV,s4) and visualization of com-
pounds after UV light irradiation. Silica gel 60 (70-230 mesh) was
used for column chromatography. Microwave experiments were
carried out using a focused microwave reactor (CEM Discover,
Saclay, France). High resolution mass spectra (electrospray in posi-
tive mode, ESI+) were recorded on a Waters Q-TOF Ultima appar-
atus. Mass spectra were recorded on an Ultraflex Il TOF/TOF
system (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), equipped with
200 Hz smartbeam laser (355 nm) and operating in reflectron posi-
tive ion mode. Mass spectra were acquired over the m/z range
300-5000 by accumulating data from 1000 laser shots for each
spectrum. The instrumental conditions employed to analyze
molecular species were the following: ion source 1: 25.08 kV; ion
source 2: 21.98kV, lens: 11.03kV, pulsed ion extraction: 30ns,
reflector: 26.39kV, reflector 2: 13.79kV. Matrix suppression was
activated by deflection mode: suppression up to 450 Da. Mass cali-
bration was performed for each sample with a peptide calibration
mixture (8206195, Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics).
The instrument was controlled using Bruker's flexControl 3.4 soft-
ware and mass spectra were analyzed in Bruker's FlexAnalysis 3.4
software (Bruker Daltonics, Billerica, MA).

General procedure for the synthesis of 4-(pyrrolo
[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzaldehydes and 3-(pyrrolo
[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzaldehydes8

To suspension of 4-chloropyrrolo[1,2-alquinoxaline 7 (3.3 mmol),
and Pd(PPhs), (0.164 mmol) in a mixture of toluene/EtOH (50/3 mL)
under nitrogen were added K,CO3 (3.6 mmol) and phenylboronic
acid (3.6 mmol). The reaction mixture was refluxed for 24h, and
the cooled suspension was extracted with CH,Cl, (3 x 70 mL). The
organic layer was washed with a saturated solution of NaCl
(90mL), and the combined organic extracts were dried over
sodium sulfate, filtered, and evaporated under reduced pressure.
The crude residue was triturated in ethanol. The resulting precipi-
tate was filtered, washed with ethanol, and purified by column
chromatography on silica gel using dichloromethane as eluent
gave the pure product 8.

4—-(9-Methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzaldehyde (8d)
Yellow crystals, Yield: 85%, mp =162-164°C; IR Vpay (KBr)/cm™!
1705 (CHO); "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 10.15 (s, 1H, CHO), 8.90
(dd, 1H, J=2.70 and 1.20Hz, H-1), 8.17 (d, 2H, J=8.40Hz, H-2' and
H-6'), 8.08 (d, 2H, J=8.40Hz, H-3’' and H-5), 7.70 (dd, 1H, J=8.10
and 1.20Hz, H-6), 7.42 (t, 1H, J=8.10Hz, H-7), 7.13 (dd, 1H,
J=28.10 and 1.20Hz, H-8), 7.00 (dd, 1H, J=3.90 and 1.20 Hz, H-3),
6.90 (dd, 1H, J=3.90 and 2.70Hz, H-2), 4.13 (s, 3H, OCHs;). MALDI-
TOF MS m/z [M+H]"Caled for CyioH;:5N>O,: 303.113, Found:
303.127.
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Figure 1. Structure of chloroquine, bisquinolines A, bisacridines B, bispyrrolo[1,2-a]quinoxalines C, and new synthesized substituted bis- and trispyrrolo[1,2-alquinoxaline

derivatives 1a-t.

4—(3-Ethoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzaldehyde (8e)

Yellow crystals, Yield: 68%, mp =170-172°C; IR Vpnax (KBr)/cm™'
1700 (CHO); 'H NMR & (300 MHz, CDCl3) 10.14 (s, 1H, CHO),
8.00-7.98 (m, 4H, H-2/, H-3, H-5' and H-6'), 7.94 (dd, 1H, J=8.10
and 1.40Hz, H-6), 7.84 (d, 1H, J=3.15Hz, H-1), 7.81 (dd, 1H,
J=8.10 and 1.40Hz, H-9), 7.50 (ddd, 1H, J=28.10, 8.10 and 1.40 Hz,
H-7), 7.43 (ddd, 1H, J=8.10, 8.10 and 1.40Hz, H-8), 6.54(d, 1H,
J=3.15Hz, H-2), 3.97(q, 2H, J=6.90Hz, OCH,), 1.17 (t, 3H,
J=6.90Hz, CHs;). MALDITOF MS m/z [M+H]"Caled for
CooHq7N505: 317.129, Found: 317.135.

3-(Pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzaldehyde (8 g)
Yellow crystals, Yield: 68%, mp =147-150°C; IR Vpax (KBr)/cm™'
1700 (CHO); "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 10.18 (s, 1H, CHO), 8.56

(s, 1H, H-2"), 8.32 (d, 1H, J=7.80Hz, H-6), 8.09 (dd, 1H, J=2.85
and 1.30Hz, H-1), 8.08-8.05 (m, 2H, H-4' and H-6'), 7.93 (d, 1H,
J=7.80Hz, H-9), 7.75 (t, 1H, J=7.65Hz, H-5), 7.56 (t, 1H,
J=7.80Hz, H-7), 7.53 (t, 1H, J=7.80Hz, H-8), 7.02 (dd, 1H, J=3.90
and 1.30Hz, H-3), 6.96 (dd, 1H, J=3.90 and 2.85Hz, H-2). MALDI-
TOF MS m/z [M+H]"Caled for CygHy3N,O: 273.103, Found:
273.127.

3-(8-Methoxypyrrolo[1,2-ajquinoxalin-4-yl)benzaldehyde (8 h)

Beige crystals, Yield: 87%, mp =135-138°C; IR Vpax (KBr)/cm™'
1705 (CHO); "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 10.16 (s, 1H, CHO), 8.54
(dd, 1H, J=1.50 and 1.50Hz,H-2'), 8.30 (ddd, 1H, /=7.65, 1.50 and
1.50 Hz, H-4'), 8.05 (ddd, 1H, J=7.65, 1.50 and 1.50Hz, H-6'), 8.02
(d, 1H, J=9.15Hz, H-6), 7.95 (dd, 1H, J=2.70 and 1.50Hz, H-1),
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7.73 (t, 1H, J=7.65Hz, H-5),7.32 (d, 1H, J=2.70Hz, H-9), 7.10(dd,
1H, J=9.15 and 2.70 Hz, H-7), 6.99 (dd, 1H, J=3.90 and 1.50 Hz, H-
3), 6.95 (dd, 1H, J=3.90 and 2.70Hz, H-2), 4.01 (s, 3H, CHs0).
MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Caled for CioH;sN,O5: 303.113,
Found: 303.135.

General procedure for bis{N-[(pyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-
yl)benzylidene]-3-aminopropyl}methylamine and bis
{N-[(pyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropylipiperazine 9a-p, bis{N-[4-(indolo[1,2-a]quinoxalin-
6-yl)benzylidene]-3-aminopropylimethylamine 9q and bis
{N-[(4-phenylpyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-2-yl)methylidene]-3-
aminopropyljpiperazine 9r

To a solution of diamine (2.7 mmol) in ethanol (15mL) was added
(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzaldehyde 8a-h or (indolo[1,2-
alquinoxalin-6-yl)benzaldehyde 8i or 4-phenylpyrrolo[1,2-alqui-
noxaline-2-carboxaldehyde 8j (5.4 mmol). The reaction mixture was
then heated under reflux for 5h and then evaporated to dryness
under reduced pressure. After cooling, the residue was extracted
with dichloromethane (40 mL). The organic layer was dried over
sodium sulfate and evaporated to dryness. The products were
then used without further purification.

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-aminopro-
pyliamine (9a)

Yellow crystals, Yield: 93%, mp =107-109°C; '"H NMR & (300 MHz,
CDCl5) 8.31 (s, 2H, 2 HC=N), 8.03-7.80 (m, 8H, 2H-2/, 2H-6, 2H-6
and 2H-1), 7.63 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3’ and 2 H-5), 7.54-7.34 (m,
4H, 2H-7 and 2H-8), 6.96 (dd, 2H, J=4.05 and 1.30Hz, 2 H-3), 6.86
(dd, 2H, J=4.05 and 2.70Hz, 2H-2), 4.09 (s, TH, NH), 3.73-3.20 (m,
4H, 2 CH,), 2.88-2.31 (m, 4H, 2 CH,), 2.11-1.85 (m, 4H, 2 CH,).

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-aminopro-
pylimethylamine (9b)

Yellow oil, Yield: 89%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl5) 8.41 (s, 2H, 2
HC=N), 8.05 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-2' and 2H-6'), 8.02 (dd, 2H,
J=8.25 and 1.40Hz, 2H-6), 7.97 (dd, 2H, J=2.70 and 1.30Hz, 2 H-
1), 7.90 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3' and 2H-5'), 7.85 (dd, 2H, J=8.25
and 1.40Hz, 2H-9), 7.52 (ddd, 2H, J=8.25, 8.25 and 1.40Hz, 2 H-7),
744 (ddd, 2H, J=8.25, 825 and 1.40Hz 2H-8),6.96 (dd, 2H,
J=4.05 and 1.30Hz, 2H-3), 6.87 (dd, 2H, J=4.05 and 2.70Hz, 2 H-
2), 3.74 (t, 4H,J=7.10Hz, 2 CH,), 2.53 (t, 4H, J=7.10Hz, 2 CH,),
2.32 (s, 3H, CH5), 1.96 (qt, 4H, J=7.10Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-aminopro-
pylipiperazine (9c)

Pale-yellow crystals, Yield: 78%, mp =177-180°C; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl3) 8.41 (s, 2H, 2 HC=N), 8.07 (d, 4H, J=8.40Hz,
2H-2" and 2H-6), 8.04 (dd, 2H, J=8.10 and 1.20Hz, 2H-6), 7.97
(dd, 2H, J=2.70 and 1.25Hz, 2H-1), 7.91 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3’
and 2H-5), 7.90 (dd, 2H, J=8.10 and 1.20Hz, 2H-9), 7.55 (ddd,
2H, J=8.10, 8.10 and 1.20Hz, 2H-7), 7.49 (ddd, 2H, J=8.10, 8.10
and 1.20Hz, 2H-8), 7.01 (dd, 2H, J=3.90 and 1.25Hz, 2H-3), 6.93
(dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.73 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,),
2.78-2.50 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.54 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.99
(qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(7-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}methylamine (9d)

Yellow crystals, Yield: 96%, mp =67-69°C; "H NMR § (300 MHz,
CDCl5) 841 (s, 2H, 2 HC=N), 8.03 (d, 4H, /=8.10Hz, 2H-2’ and

2H-6'), 791 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.89 (d, 4H,
J=8.10Hz, 2H-3’ and 2H-5), 7.78(d, 2H, J=9.00Hz, 2H-9), 7.49
(d, 2H, J=2.90Hz, 2H-6), 7.14 (dd, 2H, J=9.00 and 2.90 Hz, 2 H-8),
6.94 (dd, 2H, J=4.20 and 1.20Hz, 2H-3), 6.85 (dd, 2H, J=4.20 and
2.70Hz, 2H-2), 3.93 (s, 6H, 2 CH30), 3.74 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,),
252 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 231 (s, 3H, CH3), 1.96 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4—(7-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropylipiperazine (9e)

Yellow crystals, Yield: 96%, mp =78-80°C; '"H NMR § (300 MHz,
CDCl5) 841 (s, 2H, 2 HC=N), 8.07 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-2’ and
2H-6), 7.97 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.91 (d, 4H,
J=8.20Hz, 2H-3' and 2H-5'), 7.83 (d, 2H, J=9.00Hz, 2H-9), 7.53
(d, 2H, J=3.00Hz, 2H-6), 7.17 (dd, 2H, J=9.00 and 3.00 Hz, 2 H-8),
6.99 (dd, 2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2 H-3), 6.90 (dd, 2H, J=3.90 and
2.70Hz, 2H-2), 3.95 (s, 6H, 2 CH50), 3.73 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,),
2.71-2.45 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.50 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.97
(qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(8-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}methylamine (9f)

Yellow crystals, Yield: 96%, mp =61-63°C; '"H NMR § (300 MHz,
CDCl3) 840 (s, 2H, 2 HC=N), 8.02 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-2' and
2H-6'), 7.94 (d, 2H, J=9.00Hz, 2 H-6), 7.88(d, 4H, J=8.20Hz, 2H-3’
and 2H-5'), 7.87 (dd, 2H, J=2.75 and 1.20Hz, 2H-1), 7.26 (d, 2H,
J=2.70Hz, 2H-9), 7.05 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-7), 6.95
(dd, 2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2H-3), 6.86 (dd, 2H, J=3.90 and
2.75Hz, 2H-2), 3.99 (s, 6H, 2 CHs0), 3.73 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,),
251 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.31 (s, 3H, CH5), 1.96 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(8-methoxypyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropylipiperazine (9g)

Pale-yellow crystals, Yield: 97%, mp =218-221°C; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl5) 8.40 (s, 2H, 2 HC=N), 8.06 (d, 4H, J=8.40Hz,
2H-2" and 2H-6'), 799 (d, 2H, J=9.00Hz, 2H-6), 7.93 (dd, 2H,
J=270 and 1.20Hz, 2H-1), 7.90 (d, 4H, J/=8.40Hz, 2H-3' and 2H-
5, 731 (d, 2H, J=270Hz, 2H-9), 7.09 (dd, 2H, J=9.00 and
2.70Hz, 2H-7), 6.98 (dd, 2H, J=4.05 and 1.20Hz, 2H-3), 6.93 (dd,
2H, J=4.05 and 2.70Hz, 2H-2), 4.00 (s, 6H, 2 CH30), 3.73 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,), 2.72-2.43 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.53 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,), 1.98 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(9-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}methylamine (9 h)

Yellow crystals, Yield: 96%, mp =62-64°C; '"H NMR & (300 MHz,
CDCl3) 8.82 (dd, 2H, J=2.75 and 1.45Hz, 2H-1), 841 (s, 2H, 2
HC=N), 8.03 (d, 4H, J=8.25Hz, 2H-2' and 2H-6), 7.90 (d, 4H,
J=825Hz, 2H-3’ and 2H-5), 7.66 (dd, 2H, J=8.15 and 1.20Hz,
2H-8), 736 (t, 2H, J=8.15Hz, 2H-7), 7.05 (dd, 2H, J=8.15 and
1.20Hz, 2H-6), 6.98 (dd, 2H, J=4.10 and 1.45Hz, 2H-3), 6.83 (dd,
2H, J=4.10 and 2.75Hz, 2H-2), 4.09 (s, 6H, 2 CH30), 3.73 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,), 2.51 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.31 (s, 3H, CHs),
1.96 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(9-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropylipiperazine (9i)

Pale-yellow crystals, Yield: 94%, mp =79-82°C; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl3) 8.87 (dd, 2H, J=2.70 and 1.35Hz, 2H-1), 8.40
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(s, 2H, 2 HC=N), 8.05 (d, 4H, J=8.25Hz, 2H-2' and 2H-6'), 7.90
(d, 4H, J=8.25Hz, 2H-3’ and 2H-5'), 7.69 (dd, 2H, J=8.10 and
1.20Hz, 2H-8), 7.40 (t, 2H, J=8.10Hz, 2H-7), 7.09 (dd, 2H, J=8.10
and 1.20Hz, 2H-6), 7.00 (dd, 2H, J=4.20 and 1.35Hz, 2H-3), 6.87
(dd, 2H, J=4.20 and 2.70Hz, 2H-2), 4.12 (s, 6H, 2 CH30), 3.72 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 CH;), 2.68-2.44 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.52 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,), 1.98 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4—(3-ethoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-ami-
nopropylimethylamine (9j)

Yellow crystals, Yield: 97%, mp =37-39°C; '"H NMR § (300 MHz,
CDCl3) 8.39 (s, 2H, 2 HC=N), 7.91 (dd, 2H, /=7.80 and 1.50 Hz, 2 H-
6), 7.86 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-2' and 2 H-6'), 7.82(d, 4H, J=8.40Hz,
2H-3' and 2H-5), 7.76 (d, 2H, J=3.00Hz, 2H-1), 7.73 (dd, 2H,
J=17.80 and 1.50 Hz, 2 H-9), 7.43 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and 1.50 Hz,
2H-7), 7.35 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80and 1.50Hz, 2H-8), 6.48 (d, 2H,
J=3.00Hz, 2H-2), 3.92 (q, 4H, J=6.90Hz, 2 OCH,), 3.72 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,), 2.50 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.29 (s, 3H, CHs),
1.95 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.17 (t, 6H, J=6.90 Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(3-ethoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-ami-
nopropylipiperazine (9k)

Yellow oil, Yield: 97%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl) 8.38 (s, 2H, 2
HC=N), 7.93 (dd, 2H, J/=7.80 and 1.50Hz, 2H-6), 7.88 (d, 4H,
J=8.40Hz, 2H-2" and 2H-6'), 7.83 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3' and
2H-5), 7.80 (d, 2H, J=3.00Hz, 2H-1), 7.78 (dd, 2H, J/=7.80 and
1.50Hz, 2H-9), 7.47 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and 1.50Hz, 2H-7),
741 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and 1.50Hz, 2H-8), 6.53 (d, 2H,
J=3.00Hz, 2H-2), 396 (g, 4H, J=6.90Hz, 2 OCH,), 3.71 (t,
4H, J=7.05Hz, 2 CH,), 2.68-2.37 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.48 (t, 4H,
J=7.05Hz, 2 CH,), 1.96 (qt, 4H, J=7.05Hz, 2 CH,), 1.19 (t, 6H,
J=6.90Hz, 2 CHs).

Bis{N-[4—-(2-phenylpyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-ami-
nopropyljpiperazine (91)

Orange crystals, Yield: 95%, mp =116-119°C; '"H NMR & (300 MHz,
CDCl3) 843 (s, 2H, 2 HC=N), 8.29 (d, 2H, J=1.50Hz, 2H-1), 8.11
(d, 4H, J=8.40Hz, 2H-2' and 2H-6'), 8.07 (dd, 2H, J=7.80 and
1.50Hz, 2H-6), 7.94 (dd, 2H, J=7.80 and 1.50Hz, 2 H-9),7.92 (d, 4H,
J=8.40Hz, 2H-3' and 2H-5), 7.74-7.70 (m, 4H, 2H-2" and 2H-6"),
7.58 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and 1.50Hz, 2H-7), 7.51 (ddd, 2H,
J=17.80, 7.80 and 1.50Hz, 2H-8), 7.43 (t, 4H, J=7.20Hz, 2H-3" and
2H-5"), 7.36-7.30 (m, 2H, 2H-4"), 7.25 (d, 2H, J=1.50Hz, 2H-3),
3.74(t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.67-2.40 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.52 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.99 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[3-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-aminopro-
pylimethylamine (9m)

Yellow oil, Yield: 97%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl3) 8.43 (s, 2H, 2
HC=N), 8.30 (t, 2H, J=1.50 Hz, 2 H-2’), 8.09-8.03 (m, 4H, 2H-6 and
2H-4'), 8.02 (dd, 2H, J=2.70 and 1.35Hz, 2H-1), 7.93-7.86 (m, 4H,
2H-6' and 2H-9), 7.63-7.44 (m, 4H, 2 H-5, 2H-7 and 2H-8),7.03 (dd,
2H, J=3.90 and 1.35Hz, 2H-3), 6.90 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz,
2H-2), 3.71 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.47 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,),
2.29 (s, 3H, CHs), 1.93 (qt, 4H, J=6.90 Hz, 2 CH,).

Bis{N-[3-(pyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-aminopro-
pylipiperazine (9n)

Yellow oil, Yield: 98%; '"H NMR § (300 MHz, CDCl5) 8.42 (s, 2H, 2
HC=N), 8.32 (s, 2H, 2H-2'), 8.09-8.03 (m, 6H, 2H-6, 2H-4 and
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2H-1), 7.98-7.90 (m, 4H, 2H-6' and 2H-9), 7.63-7.46 (m, 4H, 2H-5,
2H-7 and 2H-8), 7.03-7.01 (m, 2H, 2 H-3), 6.93-6.91 (m, 2H, 2H-2),
3.71 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 2.65-2.42 (m, 8H, 4 CH, pip.), 2.48
(t, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.95 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}methylamine (90)

Yellow oil, Yield: 98%; 'H NMR & (300 MHz, CDCls) 841 (s, 2H, 2
HC=N), 8.29 (dd, 2H, J=1.50 and 1.50Hz, 2H-2'), 8.03 (ddd, 2H,
J=735, 150 and 1.50Hz, 2H-4'), 7.97 (d, 2H, J=9.00Hz, 2H-6),
793 (ddd, 2H, J=7.35, 1.50 and 1.50Hz, 2H-6'), 7.89 (dd, 2H,
J=285 and 1.35Hz, 2H-1), 7.56 (t, 2H, J=7.65Hz, 2H-5), 7.30 (d,
2H, J=2.70Hz, 2H-9), 7.07 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-7),
6.97 (dd, 2H, J=3.90 and 1.35Hz, 2 H-3), 6.89 (dd, 2H, J=3.90 and
2.85Hz, 2H-2), 3.99 (s, 6H, 2 CH30),3.71 (t, 4H, J=7.05Hz, 2 NCH,),
2.50 (t, 4H, J=7.05Hz, 2 NCH,), 2.30 (s, 3H, NCH3), 1.93 (qt, 4H,
J=7.05Hz, 2 CH,).

Bis{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}piperazine (9p)

Orange oil, Yield: 55%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl5) 841 (s, 2H, 2
HC=N), 8.30 (dd, 2H, J=1.50 and 1.50Hz, 2 H-2'), 8.05 (ddd, 2H,
J=7.40, 1.50 and 1.50Hz, 2H-4), 8.01 (d, 2H, J=9.00Hz, 2 H-6),
7.94 (ddd, 2H, J=7.40, 1.50 and 1.50Hz, 2H-6'), 7.91 (dd, 2H,
J=2.70 and 1.35Hz, 2H-1), 7.59 (t, 2H, J=7.40Hz, 2H-5'), 7.29 (d,
2H, J=2.70Hz, 2H-9), 7.08 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-7),
6.98 (dd, 2H, J=3.90 and 1.35Hz, 2 H-3), 6.92 (dd, 2H, J=3.90 and
2.70Hz, 2 H-2), 4.00 (s, 6H, 2 CH30),3.70 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
2.62-2.42 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 248 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
1.95 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[4-(indolo[1,2-a]quinoxalin-6-yl)benzylidene]-3-aminopropyl}-
methylamine (9q)

Yellow crystals, Yield: 84%, mp =226-229°C; "H NMR & (300 MHz,
CDCl5) 8.57 (d, 2H, J=8.00Hz, 2H-11), 853 (d, 2H, J=8.10Hz,
2H-1), 844 (s, 2H, 2 HC=N), 8.15-8.08 (m, 6H, 2H-2/, 2H-6' and
2 H-4), 7.97-7.92 (m, 6H, 2H-3/, 2H-5" and 2H-8), 7.70-7.57 (m, 4H,
2H-2 and 2H-3), 7.51-7.45 (m, 4H, 2H-9 and 2H-10), 7.26 (s, 2H,
2H-7), 3.76 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.87-2.55 (m, 12H, 4 NCH,
pip. and 2 NCH,), 2.09 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

Bis{N-[(4-phenylpyrrolo[1,2-a]lquinoxalin-2-yl)methylidene]-3-ami-
nopropyljpiperazine (9r)

Beige crystals, Yield: 60%, mp >250°C; 'H NMR & (300 MHz, CDCl5)
844 (s, 2H, 2 HC=N), 8.32 (d, 2H, J=1.10Hz, 2H-1), 8.06 (dd, 2H,
J=7.80 and 1.60Hz, 2H-6), 8.02-7.99 (m, 4H, 2H-2' and 2H-6'),
7.90 (dd, 2H, J=7.80 and 1.60Hz, 2H-9), 7.59-7.53 (m, 8H, 2H-3’,
2H-4, 2H-5" and 2H-7), 7.50 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80, 1.60 Hz, 2 H-
8), 7.29 (d, 2H, J=1.10Hz, 2H-3), 3.67 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
2.69-2.43 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 247 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
1.94 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,).

General procedure for tris{N-[(pyrrolo[1,2-aJquinoxalin-4-
yl)benzylidene]-3-aminopropyl}amines 9s-t

To a solution of triamine (1.8 mmol) in ethanol (15mL) was added
(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzaldehyde 8i-j (5.4 mmol). The
reaction mixture was then heated under reflux for 5h and then
evaporated to dryness under reduced pressure. After cooling, the
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residue was extracted with dichloromethane (40 mL). The organic
layer was dried over sodium sulfate and evaporated to dryness.
Products were then used without further purification.

Tris{N-[4-(7-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}amine (9s)

Orange oil, Yield: 82%; "H NMR & (300 MHz, CDCls) 8.42 (s, 2H, 3
HC=N), 7.99 (d, 6H, J=8.40Hz, 3H-2' and 3H-6), 7.88 (d, 6H,
J=8.40Hz, 3H-3' and 3H-5'), 7.86 (dd, 3H, J=2.70 and 1.20Hz,
3H-1), 7.73 (d, 3H, J=9.00Hz, 3H-9), 7.45 (d, 3H, J=2.80Hz, 3 H-
6), 7.11 (dd, 3H, /=9.00 and 2.80Hz, 3H-8), 6.90 (dd, 3H, J=4.05
and 1.20Hz, 3H-3), 6.80 (dd, 3H, J=4.05 and 2.70Hz, 3H-2), 3.91
(s, 9H, 3 CHs30), 3.76 (t, 6H, J=6.90Hz, 3 CH,), 2.64 (t, 6H,
J=6.90Hz, 3NCH,), 1.96 (qt, 6H, J=6.90Hz, 3 CH,).

Tris{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylidene]-3-
aminopropyl}amine (9t)

Orange oil, Yield: 71%; "H NMR & (300 MHz, CDCl;) 8.40 (s, 3H, 3
HC=N), 8.27 (dd, 3H, J=1.50 and 1.50Hz, 3H-2'), 7.99 (ddd, 3H,
J=7.80, 1.50 and 1.50Hz, 3H-4'), 7.98(d, 3H, J=9.00Hz, 3H-6),
7.92 (ddd, 3H, J=7.80, 1.50 and 1.50Hz, 3H-6), 7.86 (dd, 3H,
J=285 and 1.35Hz, 3H-1), 7.52 (t, 3H, J=7.80Hz, 3H-5), 7.25 (d,
3H, J=2.70Hz, 3H-9), 7.04 (dd, 3H, J=9.00 and 2.70Hz, 3H-7),
6.94 (dd, 3H, J=4.05 and 1.35Hz, 3H-3), 6.87 (dd, 3H, J=4.05 and
2.85Hz, 3H-2), 3.98 (s, 9H, 3 CH30),3.71 (t, 6H, J=6.90Hz, 3 NCH,),
2.61 (t, 6H, J=6.90Hz, 3 NCH,), 1.92 (qt, 6H, J=6.90Hz, 3 CH,).

N, N'- [oxybis(2, 1-ethanediyloxy-2, 1-ethanediyl)] bis-3-(8-
methoxypyrrolo[1,2-aJquinoxalin-4-yl)benzylimine 9u

To a solution of 1,11-diamino-3,6,9-trioxaundecane (0.56 mmol) in
ethanol (12mL) was added 3-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzal-
dehyde 8j (1.12mmol). The reaction mixture was then heated
under reflux for 5h and then evaporated to dryness under
reduced pressure. After cooling, the residue was extracted with
dichloromethane (35 mL). The organic layer was dried over sodium
sulfate and evaporated to dryness. Product 9u was then used
without further purification. Yellow oil, Yield: 97%; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl3) 8.39 (s, 2H, 2 HC=N), 8.29 (dd, 2H, J=1.50 and
1.50Hz, 2H-2), 8.05-7.87 (m, H, 2H-4', 2H-6, 2H-6' and 2H-1),
7.59-7.55 (m, 2H, 2H-5'),7.27 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-9), 7.06 (dd,
2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-7), 6.96 (m, 2H, 2H-3), 6.88 (m, 2H,
2H-2), 3.95 (s, 6H, 2 CHs0), 3.81-3.79 (m, 8H, 40CH,), 3.64-3.62
(m, 8H, 4 OCH,).

General procedure for bis{N-[(pyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-
yl)benzyl]-3-aminopropyl}methylamine and bis{N-[(pyrrolo[1,2-
ajquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}piperazine 1a-p, bis{N-
[4-(indolo[1,2-a]quinoxalin-6-yl)benzyl]-3-aminopropyl}
piperazine 1q and bis{N-[(4-phenylpyrrolo[1,2-a]quinoxalin-2-
yl)methyl]-3-aminopropyl}piperazine 1r and tris{N-[(pyrrolo[1,2-
aJquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}amine 1s-t and N,N'-
[oxybis(2,1-ethanediyloxy-2,1-ethanediyl)]bis-3-(8-
methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzylamine 1u

To a solution of compound 9 (1.26 mmol) in methanol (40 mL) was
added portion-wise at 0°C sodium borohydride (10.1 mmol; 8
equiv.). The reaction mixture was then heated under reflux for 4 h
and then evaporated to dryness under reduced pressure. After
cooling, the residue was triturated in water and extracted with
dichloromethane (85 mL). The organic layer was separated, dried

over sodium sulfate and evaporated to dryness. The residue were
then purified by column chromatography on silica gel using
dichloromethane/methanol (90/10, v/v) as eluent to give the pure
product 1.

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-a]lquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}-
amine (1a)

Yellow oil, Yield: 91%; '"H NMR § (300 MHz, CDCl;) 8.02 (dd, 2H,
J=7.80 and 1.50Hz, 2H-6), 7.96 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-2" and 2 H-
6), 7.93 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.82 (dd, 2H, J=7.80
and 1.50Hz, 2H-9), 748 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-3' and 2H-5),
7.47-7.39 (m, 4H, 2H-7 and 2H-8), 6.98 (dd, 2H, J=3.90 and
1.20Hz, 2H-3), 6.86 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.89 (s,
4H, 2 NCH,), 3.73 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.71(t, 4H,
J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.84 (bs, 3H, 3 NH), 1.77 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2
CH,) ">C NMR 3 (100 MHz, CDCl3) 155.3 (C-4), 141.8 (C-3a), 139.0
(C-5a), 138.7 (C-4'), 137.6 (C-1"), 131.5 (C-8), 130.3 (C-2' and C-6'),
130.1 (C-3’ and C-5), 128.8 (C-7), 128.5 (C-9a), 126.6 (C-6), 116.0
(C-1), 115.4 (C-2), 115.0 (C-9), 110.0 (C-3), 54.5 (NCH,), 50.0 (NCH,),
489 (NCH,), 27.7 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]* Caled for
C4oH4oN7: 644.350, Found: 644.342.

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}me-
thylamine (1b)

Orange oil, Yield: 94%; "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 8.00 (dd, 2H,
J=8.00 and 1.35Hz, 2H-6), 7.96 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-2" and 2 H-
6), 7.95 (dd, 2H, J=2.70 and 1.30Hz, 2H-1), 7.83 (dd, 2H, J=8.00
and 1.35Hz, 2H-9), 749 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3' and 2H-5),
747-739 (m, 4H, 2H-7 and 2H-8), 6.97 (dd, 2H, J=3.90 and
1.30Hz, 2H-3), 6.86 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.88 (s,
4H, 2 NCH,), 271 (t, 4H, J=7.10Hz, 2 NCH,), 243 (t, 4H,
J=7.10Hz, 2 NCH,), 2.24 (s, 3H, NCH3), 1.73 (qt, 4H, J=7.10Hz, 2
CH,). *C NMR & (100 MHz, CDCl5) 155.2 (C-4), 140.2 (C-3a), 139.3
(C-5a), 139.2 (C-4), 137.5 (C-1"), 131.5 (C-8), 130.4 (C-2' and C-6'),
1303 (C-3' and C-5), 128.8 (C-7), 128.4 (C-9a), 126.6 (C-6), 116.0
(C-1), 115.4 (C-2), 115.0 (C-9), 110.0 (C-3), 57.3 (NCH,), 54.1 (NCH,),
48.6 (NCH,), 434 (NCH3), 27.0 (CH,). MALDI-TOF MS m/z
[M + H] " Calcd for C43H44N5: 658.366, Found: 658.362.

Bis{N-[4-(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}
piperazine (1c)

Colorless oil, Yield: 61%; "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 8.04 (dd, 2H,
J=28.25 and 1.35Hz, 2H-6), 8.00 (dd, 2H, /=2.70 and 1.20Hz, 2 H-
1), 7.98 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-2' and 2H-6'), 7.89 (dd, 2H, /=8.25
and 1.35Hz, 2H-9), 7.53 (ddd, 2H, J=8.25, 8.25 and 1.35Hz, 2H-7),
7.50 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3’ and 2H-5'), 7.45 (ddd, 2H, J=8.25,
8.25 and 1.35Hz, 2H-8),7.01 (dd, 2H, /=3.90 and 1.20Hz, 2H-3),
6.91 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.91 (s, 4H, 2 NCH,), 2.74
(t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.58-2.39 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 2.44 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.76 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). '*C NMR
d (100 MHz, CDCl3) 155.2 (C-4), 140.8 (C-3a), 139.3 (C-5a), 139.2 (C-
4'), 137.6 (C-1'), 131.6 (C-8), 130.3 (C-2" and C-6'), 130.2 (C-3’ and
C-5'), 128.9 (C-7), 128.5 (C-9a), 126.7 (C-6), 116.1 (C-1), 115.4 (C-2),
115.0 (C-9), 110.0 (C-3), 58.5 (NCH,), 54.4 (NCH,), 54.2 (NCH,), 49.5
(NCH,), 26.5 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Caled for
C46H49N8: 713.408, Found: 713.412.

Bis{N-[4-(7-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propylimethylamine (1d)

Pale-yellow crystals, Yield: 88%, mp =65-67°C; 'H NMR §
(300MHz, CDCl3) 7.95 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-2' and 2H-6'), 7.90
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(dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.76 (d, 2H, J=9.00 Hz, 2 H-9),
7.49 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-6), 7.48 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-3' and
2H-5'), 7.11 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-8), 6.96 (dd, 2H,
J=4.05 and 1.20Hz, 2H-3), 6.84 (dd, 2H, J=4.05 and 2.70 Hz, 2 H-
2), 391 (s, 6H, 2 CHs0), 3.89 (s, 4H, 2 NCH,), 2.72 (t, 4H,
J=7.05Hz, 2 NCH,), 2.43 (t, 4H, J=7.05Hz, 2 NCH,), 1.73 (qt, 4H,
J=7.05Hz, 2 CH,). "*C NMR & (100 MHz, CDCl5) 158.5 (C-7), 155.9
(C-4), 143.7 (C-5a), 138.7 (C-3a), 138.5 (C-4), 130.1 (C-2’ and C-6),
129.6 (C-3' and C-5), 126.4 (C-1'), 122.8 (C-9a), 117.9 (C-9), 115.9
(C-8), 115.6 (C-1), 115.0 (C-2), 112.6 (C-3), 109.7 (C-6), 57.6 (NCH>),
57.1 (OCHs), 55.2 (NCH,), 49.5 (NCH,), 43.7 (NCHs), 29.0 (CH,).
MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Calcd for CusHagN,O5: 718387,
Found: 718.399.

Bis{N-[4-(7-methoxypyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-

propyljpiperazine (1e)

Pale-yellow crystals, Yield: 93%, mp =51-53°C; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl3) 7.97 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-2' and 2H-6'), 7.93
(dd, 2H, J=2.75 and 1.25Hz, 2H-1), 7.79 (d, 2H, J=9.00 Hz, 2 H-9),
7.52 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-6), 7.49 (d, 4H, J=8.20Hz, 2H-3’ and
2H-5'), 7.13 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2H-8), 6.98 (dd, 2H,
J=3.90 and 1.25Hz, 2H-3), 6.87 (dd, 2H, J=3.90 and 2.75Hz, 2 H-
2), 393 (s, 6H, 2 CH30), 3.89 (s, 4H, 2 NCH,), 2.71 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.60-2.35 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 2.44 (t, 4H,
J=690Hz, 2 NCH,), 1.76 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). '3C NMR §
(100 MHz, CDCl3) 158.5 (C-7), 155.8 (C-4), 142.8 (C-5a), 138.8 (C-3a),
138.7 (C-4'), 130.1 (C-2’ and C-6), 129.8 (C-3' and C-5'), 126.4 (C-
1), 122.8 (C-9a), 118.0 (C-9), 116.0 (C-8), 115.7 (C-1), 115.1 (C-2),
112.7 (C-3), 109.7 (C-6), 58.5 (NCH,), 57.1 (OCHs), 54.8 (NCH,), 54.6
(NCH,), 49.5 (NCH,), 27.7 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M +H]* Calcd
for C4gHs53NgO,: 773.429, Found: 773.428.

Bis{N-[4-(8-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-

propylimethylamine (1f)

Yellow crystals, Yield: 71%, mp =71-73°C; '"H NMR & (300 MHz,
CDCl3) 7.95 (d, 2H, J=9.00Hz, 2H-6), 7.93 (d, 4H, J=8.10Hz, 2 H-
2" and 2H-6'), 7.86 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.47 (d,
4H, J=8.10Hz, 2H-3’ and 2H-5'), 7.26 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-9),
7.04 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2 H-7), 6.95 (dd, 2H, J=3.90 and
1.20Hz, 2H-3), 6.87 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.96 (s,
6H, 2 CHs0), 3.88 (s, 4H, 2 NCH,), 2.71 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
243 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH;), 2.25 (s, 3H, NCH3), 1.73 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). >*C NMR § (100 MHz, CDCl;) 160.4 (C-8), 153.0
(C-4), 143.3 (C-3a), 138.6 (C-5a), 132.7 (C-6), 132.0 (C-4), 130.0 (C-2
and C-6'), 129.6 (C-3’ and C-5), 126.2 (C-1), 126.6 (C-9a), 115.4 (C-
7), 115.3 (C-1), 114.1 (C-2), 109.5 (C-3), 98.8 (C-9), 57.6 (NCH,), 57.1
(OCHs), 55.2 (NCH,), 49.3 (NCH,), 43.7 (NCH3), 29.0 (CH,). MALDI-
TOF MS m/z [M+H]"Calcd for C4sHugN,O5: 718.387, Found:
718.399.

Bis{N-[4—-(8-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propylipiperazine (1 g)

Yellow oil, Yield: 97%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl;) 7.96 (d, 2H,
J=9.00Hz, 2H-6), 7.94 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-2’ and 2H-6'), 7.89
(dd, 2H, J=2.75 and 1.20Hz, 2H-1), 7.47 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-3'
and 2H-5), 7.29 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-9), 7.06 (dd, 2H, J=9.00
and 2.70Hz, 2H-7), 6.97 (dd, 2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2 H-3), 6.89
(dd, 2H, J=3.90 and 2.75Hz, 2H-2), 3.97 (s, 6H, 2 CHs0), 3.88 (s,
4H, 2 NCH,), 2.71 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.57-2.34 (m, 8H, 4
NCH, pip.), 243 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.74 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). "*C NMR § (100 MHz, CDCl5) 160.4 (C-8), 153.0
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(C-4), 143.3 (C-3a), 138.6 (C-5a), 132.7 (C-6), 132.0 (C-4'), 130.0 (C-2
and C-6'), 129.6 (C-3' and C-5'), 126.2 (C-1"), 126.7 (C-9a), 115.5 (C-
7), 1154 (C-1), 114.2 (C-2), 109.5 (C-3), 98.9 (C-9), 58.4 (NCH,), 57.2
(OCHs), 55.1 (NCH,), 54.7 (NCH,), 49.4 (NCH,), 28.3 (CH,). MALDI-
TOF MS m/z [M+H]"Caled for CugHs3NgOy: 773.429, Found:
773.446.

Bis{N-[4-(9-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propylimethylamine (1 h)

Orange-pale oil, Yield: 92%; '"H NMR § (300 MHz, CDCl;) 8.83 (dd,
2H, J=2.70 and 1.35Hz, 2H-1), 7.95 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-2" and
2H-6'), 7.66 (dd, 2H, J=8.10 and 1.20Hz, 2H-8), 7.48 (d, 4H,
J=8.10Hz, 2H-3' and 2H-5'), 7.37 (t, 2H, J=8.10Hz, 2H-7), 7.04
(dd, 2H, /=8.10 and 1.20Hz, 2H-6), 7.00 (dd, 2H, /=4.10 and
1.35Hz, 2H-3), 6.82 (dd, 2H, J=4.10 and 2.70Hz, 2H-2), 4.08 (s,
6H, 2 CHs0), 3.89 (s, 4H, 2 NCH,), 2.71 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
243 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.25 (s, 3H, NCHs), 1.73 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). >)C NMR & (100 MHz, CDCl3) 155.9 (C-9), 151.1
(C-4), 143.5 (C-3a), 139.8 (C-5a), 138.5 (C-4'), 130.1 (C-2’ and C-6'),
129.6 (C-3’ and C-5'), 127.3 (C-9a), 125.7 (C-7), 123.9 (C-6), 123.7
(C-1), 119.8 (C-1), 114.3 (C-2), 110.2 (C-8), 109.4 (C-3), 57.6 (OCHs),
57.5 (NCHy), 55.2 (NCH,), 49.3 (NCH,), 43.7 (NCHs), 28.9 (CH,).
MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Caled for C4sHagN,O5: 718.387,
Found: 718.416.

Bis{N-[4—-(9-methoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-

propylipiperazine (1i)

Pale-yellow crystals, Yield: 94%, mp =66-68°C; 'H NMR &
(300 MHz, CDCls) 8.84 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2H-1), 7.96 (d,
4H, J=8.10Hz, 2H-2" and 2H-6'), 7.67 (dd, 2H, J=8.10 and
1.20Hz, 2H-8), 7.48 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-3' and 2H-5), 7.37 (t,
2H, J=8.10Hz, 2H-7), 7.05 (dd, 2H, J=8.10 and 1.20Hz, 2H-6),
7.00 (dd, 2H, J=4.00 and 1.20 Hz, 2 H-3), 6.85 (dd, 2H, J=4.00 and
2.70Hz, 2H-2), 4.09 (s, 6H, 2 CH30), 3.89 (s, 4H, 2 NCH,), 2.71 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.57-2.31 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 243 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.74 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). ">*C NMR
8 (100 MHz, CDCl3) 155.9 (C-9), 151.1 (C-4), 143.5 (C-3a), 139.8 (C-
5a), 138.5 (C-4'), 130.1 (C-2' and C-6'), 129.6 (C-3' and C-5), 127.3
(C-9a), 125.7 (C-7), 123.7 (C-6), 123.5 (C-1), 119.8 (C-1"), 114.3 (C-2),
110.2 (C-8), 109.4 (C-3), 58.4 (NCH,), 57.6 (OCHs), 55.1 (NCH,), 54.7
(NCH,), 49.4 (NCH,), 28.3 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M + H]* Calcd
for CagHs3NgOy: 773.429, Found: 773.446.

Bis{N-[4-(3-ethoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyl}methylamine (1j)

Yellow oil, Yield: 85%; '"H NMR § (300 MHz, CDCl;) 7.91 (dd, 2H,
J=7.80 and 1.50Hz, 2H-6), 7.79-7.74 (m, 8H, 2H-2', 2H-6', 2 H-1
and 2H-9), 7.43-7.34 (m, 4H, 2H-3/, 2H-5, 2H-7 and 2H-8), 6.48
(d, 2H, J=3.00Hz, 2H-2), 3.92 (q, 4H, J=6.90Hz, 2 OCHy), 3.89 (s,
4H, 2 NCH,), 268 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 243 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.24 (s, 3H, NCH3), 1.72 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2
CH,), 1.16 (t, 6H, J=6.90Hz, 2 CH;). >C NMR § (100 MHz, CDCls)
156.2(C-4), 145.7 (C-3a), 143.6 (C-5a), 138.2 (C-4), 137.5 (C-1"),
131.1 (C-6), 130.9 (C-2' and C-6), 128.5 (C-3’ and C-5'), 128.3 (C-8),
128.0 (C-9a), 126.4 (C-7), 114.0 (C-1), 113.4 (C-3),113.1 (C-9), 102.2
(C-2), 68.7 (OCH,), 57.6 (NCH,), 55.2 (NCH,), 49.0 (NCH,), 43.6
(NCH5), 28.8 (CH,), 16.1 (CH;). MALDI-TOF MS m/z [M+ H]* Calcd
for C47H55N;0,: 746.418, Found: 746.472.
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Bis{N-[4-(3-ethoxypyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyljpiperazine (1k)

Yellow oil, Yield: 76%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl;) 7.93 (dd, 2H,
J=7.80 and 1.50Hz, 2H-6), 7.80-7.75 (m, 8H, 2H-2/, 2H-6', 2 H-1
and 2H-9), 7.47 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and 1.50Hz, 2H-7), 7.42 (d,
4H, J=8.40Hz, 2H-3' and 2H-5'), 7.36 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80 and
1.50Hz, 2H-8), 6.51 (d, 2H, J=3.00Hz, 2H-2), 394 (q, 4H,
J=6.90Hz, 2 OCH,), 3.88 (s, 4H, 2 NCH,), 2.68 (t, 4H, J=6.90Hz, 2
NCH,), 2.56-2.31 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 242 (t, 4H, J=6.90Hz,
2 NCH,), 1.73 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,), 1.17 (t, 6H, J=6.90Hz, 2
CHs). *C NMR § (100 MHz, CDCl3) 156.2 (C-4), 145.7 (C-3a), 142.6
(C-5a), 138.2 (C-4'), 137.5 (C-1"), 131.2 (C-6), 130.9 (C-2’ and C-6'),
128.5 (C-3' and C-5), 128.4 (C-8), 128.0 (C-9a), 126.4 (C-7), 114.0
(C-1), 113.5 (C-3), 113.2 (C-9), 102.3 (C-2), 68.8 (OCH,), 58.4 (NCH,),
55.1 (NCH,), 54.7 (NCHy), 49.1 (NCH,), 28.3 (CH,), 16.1 (CHs).
MALDI-TOF MS m/z [M+H]*Caled for CsoHssNgO,: 801.460,
Found: 801.505.

Bis{N-[4-(2-phenylpyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyljpiperazine (11)

Pale-yellow crystals, Yield: 79%, mp =81-83°C; 'H NMR §
(300 MHz, CDCl5) 8.27 (d, 2H, J=1.20Hz, 2H-1), 8.07 (dd, 2H,
J=7.80 and 1.30Hz, 2H-6), 8.03 (d, 4H, J=8.10Hz, 2H-2" and 2 H-
6'), 794 (dd, 2H, J=7.80 and 1.30Hz, 2H-9)7.71 (d, 4H,
J=7.50Hz, 2H-2" and 2 H-6"), 7.58-7.41 (m, 8H, 2H-3/, 2H-5, 2 H-
7 and 2H-8), 7.45 (t, 4H, J=7.80Hz, 2H-3" and 2H-5"),7.35-7.30
(m, 2H, 2H-4"), 726 (d, 2H, J=1.20Hz, 2H-3), 2.73(t, 4H,
J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.65-2.38 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 245 (t, 4H,
J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.76 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). >*C NMR §
(100 MHz, CDCl5) 154.6 (C-4), 146.6 (C-3a), 140.0 (C-5a), 137.6 (C-4),
135.4 (C-1"), 131.7 (C-8), 131.2 (C-1"), 130.6 (C-3" and C-5"), 130.4
(C-2" and C-6), 129.7 (C-7), 129.2 (C-4"), 128.6 (C-3" and C-5"),
128.1 (C-9a), 127.6 (C-3' and C-5'), 126.9 (C-6), 118.7 (C-2), 115.0
(C-9), 112.8 (C-1), 107.2 (C-3), 58.5 (NCH,), 54.0 (NCH,), 53.2 (NCH,),
49.5 (NCHs), 31.1 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Calcd for
CsgHs7Ng: 865.470, Found: 865.454.

Bis{N-[3-(pyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}me-
thylamine (1m)

Pale-yellow oil, Yield: 83%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl;) 8.04 (dd,
J=7.80 and 1.80Hz, 2 H-6), 7.99 (dd, 2H, /=2.70 and 1.20 Hz, 2 H-
1), 7.94 (t, 2H, J=1.50Hz, 2H-2'), 7.89-7.85 (m, 4H, 2H-6' and
2H-9), 7.55-7.42 (m, 8H, 2H-4/, 2H-5/, 2H-7 and 2H-8), 6.99 (dd,
2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2H-3), 6.88 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz,
2H-2), 3.88 (s, 4H, 2 NCH,), 2.70 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.40 (t,
4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 222 (s, 3H, NCHs), 1.72 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). >*C NMR § (100 MHz, CDCl5) 155.8 (C-4), 142.2
(C-3a), 139.8 (C-5a), 137.6 (C-3’), 131.5 (C-8), 131.0 (C-7), 130.0 (C-
2), 129.7 (C-5'), 128.8 (C-4'),128.6 (C-6'), 128.5 (C-1"), 126.7 (C-9a),
126.6 (C-6), 116.0 (C-1), 1154 (C-2), 115.0 (C-9), 110.1 (C-3), 574
(NCH,), 55.3 (NCH,), 49.4 (NCH,), 43.6 (NCHs), 28.8 (CH,).MALDI-
TOF MS m/z [M + H]" Calcd for C43H44N5: 658.366, Found: 658.395.

Bis{N-[3-(pyrrolo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyl}piper-
azine (1n)

Pale-yellow oil, Yield: 96%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl;) 8.05 (dd,
J=7.80 and 1.80Hz, 2 H-6), 8.01 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20 Hz, 2 H-
1), 7.96 (t, 2H, J=1.50Hz, 2H-2), 7.92-7.86 (m, 4H, 2H-6' and
2H-9), 7.56-7.43 (m, 8H, 2H-4/, 2H-5/, 2H-7 and 2H-8), 7.00 (dd,
2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2H-3), 6.90 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70 Hz,
2H-2), 391 (s, 4H, 2 NCH,), 2.69 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),

2.58-2.34 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 2.34 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
1.95 (bs, 2H, 2 NH), 1.68 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). *C NMR §
(100 MHz, CDCl5) 155.8 (C-4), 142.2 (C-3a), 139.9 (C-5a), 137.6 (C-3'),
131.5 (C-8), 131.0 (C-7), 130.0 (C-2'), 129.7 (C-5'), 128.9 (C-4'), 128.6
(C-6'), 128.5 (C-1'), 126.8 (C-9a), 126.7 (C-6), 116.0 (C-1), 115.4 (C-2),
115.0 (C-9), 110.1 (C-3), 58.4 (NCH,), 55.2 (NCH,), 54.6 (NCH>), 49.5
(NCH,), 282 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Caled for
CagHaoNg: 713.408, Found: 713.447.

Bis{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propylimethylamine (10)

Yellow oil, Yield: 97%; "H NMR & (300 MHz, CDCl3) 7.95 (d, 2H,
J=8.70Hz, 2H-6), 790 (dd, 2H, /=150 and 1.50Hz, 2H-2/),
7.87-7.83 (m, 2H, 2H-4), 7.85 (dd, 2H, J=2.70 and 1.20Hz, 2 H-1),
7.47-7.43 (m, 4H, 2H-5" and 2H-5'), 7.25 (d, 2H, J=2.70Hz, 2 H-9),
7.03 (dd, 2H, J=8.85 and 2.70 Hz, 2 H-7), 6.94 (dd, 2H, J=3.90 and
1.20Hz, 2H-3), 6.86 (dd, 2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.94 (s,
6H, 2 CH30),3.86 (s, 4H, 2 NCH,), 2.68 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
2.39 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.20 (s, 3H, NCH5), 1.69 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). *C NMR § (100 MHz, CDCl3) 160.4 (C-8), 153.1
(C-4), 141.8 (C-3a), 140.0 (C-5a), 132.7 (C-6), 131.9 (C-3), 130.8
(C-2), 129.9 (C-5'), 129.7 (C-4), 129.2 (C-1'), 128.6 (C-6'), 126.6
(C-9a), 115.5 (C-7), 115.4 (C-1), 114.2 (C-2), 109.5 (C-3), 98.8 (C-9),
57.5 (NCH,), 57.1 (OCHs), 55.2 (NCH,), 49.3 (NCH,), 43.6 (NCH3),
286 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Calcd for CasHagN;Os:
718.387, Found: 718.433.

Bis{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propylipiperazine (1p)

Yellow oil, Yield: 75%; 'H NMR & (300 MHz, CDCl3) 7.97 (d, 2H,
J=9.00Hz, 2H-6), 7.93 (dd, 2H, J=1.50 and 1.50Hz, 2H-2'), 7.88
(dd, 2H, J=270 and 1.20Hz, 2H-1),7.88-7.84 (m, 2H, 2H-4)),
7.50-7.46 (m, 4H, 2H-5" and 2H-5'), 7.28 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-9),
7.06 (dd, 2H, J=9.00 and 2.70Hz, 2 H-7), 6.96 (dd, 2H, J=4.00 and
1.20Hz, 2H-3), 6.88 (dd, 2H, J=4.00 and 2.70Hz, 2H-2), 3.96 (s,
6H, 2 CH30),3.90 (s, 4H, 2 NCH,), 2.69 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
2.53-234 (m, 8H, 4 NCH, pip.), 2.33 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,),
2.20 (bs, 2H, 2 NH), 1.68 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). ">)C NMR §
(100 MHz, CDCls) 160.5 (C-8), 153.2 (C-4), 142.0 (C-3a), 140.0 (C-5a),
132.7 (C-6), 132.0 (C-3'), 130.7 (C-2), 130.0 (C-5'), 129.6 (C-4), 129.2
(C-1"), 128.6 (C-6'), 126.7 (C-9a), 115.5 (C-7), 115.4 (C-1), 114.2 (C-2),
109.5 (C-3), 98.9 (C-9), 58.4 (NCH;), 57.2 (OCHs), 55.2 (NCH,), 54.6
(NCH,), 49.5 (NCH,), 28.1 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M -+ H]*Calcd
for C4gH53NgO,: 773.429, Found: 773.464.

Bis{N-[4-(indolo[1,2-a]quinoxalin-6-yl)benzyl]-3-aminopropyl}
piperazine (1q)

Yellow oil, Yield: 86%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl5) 8.55 (dd, 2H,
J=8.10 and 1.20Hz, 2H-11), 851 (dd, 2H, J=8.70 and 0.90Hz,
2H-1), 8.09 (dd, 2H, /=8.00 and 1.65Hz, 2H-4), 8.00 (d, 4H,
J=8.40Hz, 2H-2' and 2H-6'), 7.95 (d, 2H, J=7.80Hz, 2H-8),
7.67-7.60 (m, 4H,2H-2 and 2H-3), 7.53 (d, 4H, J=8.40Hz, 2H-3'
and 2H-5'), 7.48-7.43 (m, 4H, 2H-9 and 2H-10), 7.27 (s, 2H, 2H-7),
3.92 (s, 4H, 2 NCH,), 2.75 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.63-2.41 (m,
8H, 4 NCH, pip.), 2.46 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH;), 1.96 (bs, 2H, 2
NH), 1.77 (qt, 4H, J=6.90Hz, 2 CH,). '3C NMR & (100 MHz, CDCl5)
157.3 (C-6), 142.8 (C-6a), 138.6 (C-11a), 137.7 (C-4a), 1344 (C-4)),
131.9 (C-3), 131.6 (C-1), 130.5 (C-8a), 130.2 (C-2' and C-6), 129.9
(C-3' and C-5'), 129.7 (C-2), 125.8 (C-4), 125.6 (C-1), 124.1 (C-9),
124.0 (C-10), 116.0 (C-8 and C-11), 103.8 (C-7), 58.5 (NCH,), 54.6
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(NCH,), 49.5 (NCH,), 27.6 (CH). MALDI-TOF MS m/z [M + H]* Calcd
for C54H53Ng: 813.439, Found: 813.432.

Bis{N-[(4-phenylpyrrolo[1,2-a]quinoxalin-2-yl)methyl]-3-aminopro-
pylipiperazine (1r)

Pale-yellow crystals, Yield: 70%, mp =62-64°C; 'H NMR &
(300 MHz, CDCl;) 8.04 (dd, 2H, J=7.80 and 1.50Hz, 2H-6),
8.03-7.97 (m, 4H, 2 2H-2' and 2H-6'), 7.98 (d, 2H, J=1.10Hz, 2 H-
1), 7.85 (dd, 2H, J=7.80 and 1.50Hz, 2H-9), 7.57-7.53 (m, 8H,
2H-3/, 2H-4, 2H-5' and 2H-7), 747 (ddd, 2H, J=7.80, 7.80,
1.50Hz, 2H-8), 6.94 (d, 2H, J=1.10Hz, 2H-3), 3.95 (s, 4H, 2 NCH,),
2.75 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 2.61-2.35 (m, 8H, 4 NCH, pip.),
2.40 (t, 4H, J=6.90Hz, 2 NCH,), 1.93 (bs, 2H, 2 NH), 1.72 (qt, 4H,
J=6.90Hz, 2 CH,). *C NMR § (100 MHz, CDCl;) 155.2 (C-4), 139.5
(C-3a), 137.5 (C-5a), 131.6 (C-7), 131.4 (C-8), 130.1 (C-3’ and C-5),
130.0 (C-2" and C-6), 129.2 (C-6), 128.0 (C-1"), 127.0 (C-9a), 126.7
(C-4'), 115.3 (C-9), 114.2 (C-2), 109.9 (C-1), 109.8 (C-3), 58.2 (NCH,),
543 (NCH,), 54.1 (NCH,), 49.3 (NCH,), 46.4 (NCH,), 24.8 (CH,).
MALDI-TOF MS m/z [M+ H]* Calcd for CagHaoNg: 713.408, Found:
713.412.

Tris{N-[4-(7-methoxypyrrolo[1,2-a]Jquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyliamine (1s)

Yellow oil, Yield: 94%; '"H NMR & (300 MHz, CDCl;) 7.94 (d, 6H,
J=8.40Hz, 3H-2" and 3H-6), 7.87 (dd, 3H, J=2.70 and 1.35Hz,
3H-1), 7.74 (d, 3H, J=9.00Hz, 3H-9), 7.48 (d, 6H, J=8.40Hz, 3H-3’
and 3H-5), 747 (d, 3H, J=2.70Hz, 3H-6), 7.09 (dd, 3H, J=9.00
and 2.70Hz, 3H-8), 6.93 (dd, 3H, J=4.05 and 1.35Hz, 3H-3), 6.81
(dd, 3H, J=4.05 and 2.70Hz, 3H-2), 3.90 (s, 9H, 3 CH30), 3.88 (s,
6H, 3 NCH,), 2.70 (t, 6H, J=6.90Hz, 3 CH,), 2.52 (t, 6H, J=6.90Hz,
3 CH,), 1.71 (qt, 6H, J=6.90Hz, 6 CH,). *C NMR & (100 MHz,
CDCl3) 158.5 (C-7), 155.8 (C-4), 143.1 (C-5a), 138.76 (C-3a and C-4'),
130.1 (C-2' and C-6'), 129.8 (C-3' and C-5), 126.4 (C-1'), 122.8 (C-
9a), 117.9 (C-9), 115.9 (C-8), 115.6 (C-1), 115.0 (C-2), 112.6 (C-3),
109.7 (C-6), 57.1 (OCH3), 55.1 (NCH,), 53.7 (NCH,), 49.2 (NCH,), 28.4
(CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+HI"Caled for CggHgrN1Os:
1047.540, Found: 1047.613.

Tris{N-[3-(8-methoxypyrrolo[1,2-a]lquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyltamine (1t)

Orange oil, Yield: 79%; "H NMR & (300 MHz, CDCl5) 7.94 (d, 3H,
J=9.00Hz, 3H-6), 7.89 (dd, 3H, J=1.50 and 1.50Hz, 3H-2)),
7.86-7.80 (m, 6H, 3H-4and 3H-1), 7.45-7.42 (m, 6H, 3H-6' and
3H-5), 7.23 (d, 3H, J=2.70Hz, 3H-9), 7.03 (dd, 3H, J=9.00 and
2.70Hz, 3H-7), 6.93 (dd, 3H, J=3.90 and 1.20Hz, 3 H-3), 6.85 (dd,
3H, /=3.90 and 2.70Hz, 3H-2), 3.96 (s, 9H, 3 CHs0), 3.83 (s, 6H,
3NCH,), 2.65 (t, 6H, J=6.90Hz, 3 NCH,), 2.47 (t, 6H, J/=6.90Hz, 3
NCH,), 1.63 (qt, 6H, J=6.90Hz, 3 CH,). 3C NMR & (100 MHz,
CDCl3) 1604 (C-8), 153.1 (C-4), 1419 (C-3a), 140.0 (C-5a), 132.7
(C-6), 132.0 (C-3), 130.8 (C-2)), 129.9 (C-5), 129.7 (C-4), 129.2
(C-1"), 128.6 (C-6'), 126.6 (C-9a), 115.4 (C-7), 115.3 (C-1), 114.1 (C-2),
109.5 (C-3), 98.7 (C-9), 57.1 (OCHs), 55.3 (NCH,), 53.7 (NCH,), 49.3
(NCH,), 284 (CH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Caled for
CgsHs7N1003: 1047.540, Found: 1047.598.

N,N'-[oxybis(2,1-ethanediyloxy-2, 1-ethanediyl)]bis-3-(8-methoxy-
pyrrolo[1,2-aJquinoxalin-4-yl)benzylamine (1u)

Yellow oil, Yield: 92%; 'H NMR 3 (300 MHz, CDCl;) 7.95 (d, 3H,
J=9.00Hz, 2H-6), 7.93 (dd, 3H, J=1.50 and 1.50Hz, 2H-2)),
7.88-7.83 (m, 4H, 2H-4and 2H-1), 7.50-7.45 (m, 4H, 2H-6' and
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2H-5'), 7.26 (d, 2H, J=2.70Hz, 2H-9), 7.05 (dd, 2H, J=9.00 and
2.70Hz, 2H-7), 6.95 (dd, 2H, J=3.90 and 1.20Hz, 2 H-3), 6.87 (dd,
2H, J=3.90 and 2.70Hz, 2H-2), 3.95 (s, 6H, 2 CH;0), 3.91 (s, 4H, 2
NCH,), 3.64-3.58 (m, 12H, 6 OCH,), 2.83 (t, 4H, J=5.40Hz, 2
NCH,), 2.18 (bs, 2H, 2 NH). '3C NMR § (100 MHz, CDCl5) 160.5 (C-8),
153.1 (C-4), 141.3 (C-3a), 140.0 (C-5a), 132.7 (C-6), 132.0 (C-3'),
131.0 (C-2), 129.9 (C-5' and C-4), 129.2 (C-1'), 128.7 (C-6'), 126.7
(C-9a), 115.4 (C-7), 115.3 (C-1), 114.2 (C-2), 109.6 (C-3), 98.9 (C-9),
71.8 (OCH,), 71.6 (OCH,), 71.5 (OCH,), 56.7 (OCH;), 54.8 (NCH,),
49.8 (NCH,). MALDI-TOF MS m/z [M+H]"Calcd for CagHaoNgOs:
765.376, Found: 765.457.

In vitro antiplasmodial activity

The in vitro antiplasmodial activities were tested over concentra-
tions ranging from 39nM to 40puM against culture-adapted
Plasmodium falciparum reference strains 3D7 and W2. The former
strain is susceptible to chloroquine (CQ) but displays a decreased
susceptibility to mefloquine (MQ) while the latter is considered as
resistant to chloroquine. The parasites were cultivated in RPMI
medium (Sigma-Aldrich, Lyon, France) supplemented with 0.5%
Albumax | (Life Technologies corporation, Paisley, United
Kingdom), hypoxanthine (Sigma-Aldrich), gentamicin (Sigma-
Aldrich), and human erythrocytes and were incubated at 37°C in a
candle jar, as described previously®’. The P. falciparum drug sus-
ceptibility test was carried out in 96-well flat bottom sterile plates
under a final volume of 250 uL. After a 48 h incubation with the
drugs, quantities of DNA in treated and control cultures of para-
sites in human erythrocytes were compared according to the SYBR
Green | (Sigma-Aldrich) fluorescence-based method*®3°, Briefly,
after incubation, plates were frozen at -20°C until use. They were
then left to thaw for 2h at room temperature and 100 pL of the
homogenized culture were transferred to 96-well flat bottom ster-
ile black plates (Nunc Inc) already containing 100 uL of the SYBR
Green | lysis buffer (2xSYBR Green, 20 mM Tris base pH 7.5, 5mM
EDTA, 0.008% w/v saponin, 0.08% w/v Triton X-100). A negative
control, controls treated by solvents (DMSO and H,O, typically)
and positive controls (chloroquine and mefloquine) were added to
each set of experiments. Plates were incubated for 1h at room
temperature and then read on a fluorescence plate reader (Tecan,
Austria) using excitation and emission wavelengths of 485 and
535 nm, respectively. Concentrations inhibiting 50% of the para-
site’s growth (half maximal inhibitory concentration or ICs, values)
were then calculated from the obtained experimental results using
a regression program available on line®.

In vitro antileishmanial activity

L. donovani (MHOM/IN/OO/DEVI) used in this study was provided
by the CNR Leishmania (Montpellier, France). The effects of the
tested compounds on the growth of L. donovani (MHOM/IN/00/
DEVI)promastigotes were assessed by MTT assay*' .Briefly, promas-
tigotes in log-phase in Schneider’'s medium supplemented with
20% fetal calf serum (FCS), 2mM L-glutamine and antibiotics
(100 U/mL penicillin and 100 png/mL streptomycin), were incubated
at an average density of 10° parasites/mL in sterile 96-well plates
with various concentrations of compounds dissolved in DMSO
(final concentration less than 0.5% v/v), in duplicate. Appropriate
controls treated by DMSO and pentamidine or amphotericin B (ref-
erence drugs purchased from Sigma-Aldrich) were added to each
set of experiments. After a 72 h incubation period at 27°C, para-
site metabolic activity was determined. Each plate-well was then
microscope-examined for detecting possible precipitate formation.
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20puL of MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) solution (5 mg/mL) were added to each well followed by
incubation for another 4 h. The enzyme reaction was then stopped
by addition of 100 uL of 50% isopropanol - 10% sodium dodecyl
sulfate*® .Plates were shaken vigorously (300 rpm) for 10 minutes
and the absorbance measured in a plate reader at 570nm in a
BIO-TEK ELx808 Absorbance Microplate Reader. Inhibitory concen-
tration 50% (ICsp) was defined as the concentration of drug
required to inhibit by 50% the metabolic activity of L. donovani
promastigotes compared to the control. ICso were calculated by
non-linear regression analysis processed on doseresponse curves,
using TableCurve 2D V5.0 software. ICso values represent the
mean value calculated from three independent experiments.

Cytotoxicity evaluation

A cytotoxicity evaluation was realized according to the method of
Mosmann*' with slight modificationsto determine the cytotoxic
concentrations 50% (CCsp) and using doxorubicin as a cytotoxic
reference-compound. These assays were performed toward the
human HepG2 cell line (HepG2CCsy). HepG2 (hepatocarcinoma
cell line purchased from ATCC, ref HB-8065) is a commonly used
human-derived hepatocarcinoma cell line that has shown charac-
teristics similar to those of primary hepatocytes. These cells
express many of the hepatocyte-specific metabolic enzymes, thus
enabling the cytotoxicity of tested product metabolites to be eval-
uated. Briefly, cells in 100 uL of complete RPMI medium, [RPMI
supplemented with 10% FCS, 1% L-glutamine (200 mM) and peni-
cillin (100 U/mL)/streptomycin (100 pg/mL)] were inoculated into
each well of 96-well plates and incubated at 37°C in a humidified
6% CO,. After 24h incubation, 100 uL of medium with various
product concentrations dissolved in DMSO (final concentration less
than 0.5% v/v) were added and the plates were incubated for 72 h
at 37°C. Duplicate assays were performed for each sample. Each
plate-well was then microscope-examined for detecting possible
precipitate formation before the medium was aspirated from the
wells. 100 pL of MTT solution (0.5 mg/mL in medium without FCS)
were then added to each well. Cells were incubated for 2h at
37°C. After this time, the MTT solution was removed and DMSO
(100 puL) was added to dissolve the resulting blue formazan crys-
tals. Plates were shaken vigorously (300rpm) for 5minutes. The
absorbance was measured at 570 nm with 630nm as reference
wavelength  spectrophotometer using a BIO-TEK ELx808
Absorbance Microplate Reader. DMSO was used as blank and
doxorubicin (Sigma Aldrich) as positive control. Cell viability was
calculated as percentage of control (cells incubated without com-
pound). The 50% cytotoxic concentration was determined from
the dose-response curve by using the TableCurve 2D V5.0 software
(Systat Software, San Jose, CA).

FRET melting experiments

FRET melting experiments were performed with dual-labeled oli-
gonucleotides mimicking the Plasmodium telomeric
sequences FPf1T [FAM->(GGGTTTA);-GGG>-TAMRA] and FPf8T
[FAM->(GGGTTCA);GGG>-TAMRA] and the human telomeric
sequence F21T [FAM-(GGGTTA);-GGG*'- TAMRAI**“3, The oligonu-
cleotides were prefolded in 10 mM lithium cacodylate buffer (pH
7.2), with 10mM KCl and 90 mM LiCl (K* condition). The FAM emis-
sions were recorded at 516 nm using a 492-nm excitation wave-
length in the absence and presence of a single compound as a
function of temperature (25 to 95°C) in 96-well microplates by
using a Stratagene MX3000P real-time PCR device at a rate of

1°Cmin~". The data obtained were normalized between 0 and 1,
and the temperature required for half-denaturationof oligonucleo-
tides corresponded to the emission value of 0.5 was calculated as
AT Each experiment was performed in duplicate with 200 nM of
labeled oligonucleotide and 0, 1, 2, or 5uM of compound under
K* condition. For each compound, two independent experiments
were carried out. The data were plotted using OriginPro 9.1 soft-
ware (OriginLab Corporation, Northampton, MA).

Results and discussion
Chemistry

The reported bis{N-[(pyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-amino-
propyllamine or piperazine derivatives 1a-p were synthesized in
seven steps from 2-nitroaniline (Scheme 1). Preparation of 1-(2-
nitrophenyl)pyrroles 3a-d was performed according to the
Clauson-Kaas reaction run under micro-wave irradiation starting
from 2-nitroaniline and 2,5-dimethoxytetrahedrofuran in acetic
acid. This pathway partially involved synthetic methodologies
already described by our group?®?*?%’. The resulting 1-(2-nitro-
phenyl)pyrrole intermediates 3a-d was subsequently reduced into
the attempted 1-(2-aminophenyl)pyrroles 4a-d using a sodium
borohydride-copper (Il) sulfate in ethanol at room temperature.
This NaBH,-CuSO, system was found to be quite powerful in
reducing our aromatic nitro group with excellent yield (73-85%).
The reaction of 4a-d with triphosgene in toluene gave the lac-
tams 5a-d*°. Reduction of the nitro moiety of 6a-b with iron in
hot glacial acetic acid produced the spontaneous ring closure
onto the ester to afford the desired the lactams 5e-f through a
one-pot reduction-cyclization step®’2>.

The lactams 5a-f were subsequently chlorodehydroxylated
with phosphorous oxychloride, leading to the 4-chloropyrrolo[1,2-
alquinoxalines 7a-f.

Coupling chloro derivatives 7a-f with 3- or 4-formylphenylbor-
onic acid in the presence of Pd(PPhs), as a catalyst under Suzuki-
Miyaura cross-coupling conditions proceeded to afford the substi-
tuted benzaldehydes 8a-h?%?7-223° Reaction of primary amines,
such as 3,3'-diamino-N-methyldipropylamine or N-(3-aminopropyl)-
1,3-propanediamine or 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine), with the
latter 7a-f gave the di-imines 9a-p, reduced into the bis{N-[(pyr-
rolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyllamines 1a-p using
sodium borohydride in methanol. The same pathway was used for
the synthesis of bisindoloquinoxaline 1q and bis(4-phenyl)pyrrolo-
quinoxaline 1r from aldehydes 8i and 8j, respectively (Schemes 2
and 3).

This strategy was also used to prepare the tris{N-[(pyrrolo[1,2-
alquinoxalin-4-yl)benzyll-3-aminopropyllamines 1s-t (Scheme 4)
and N,N'-[oxybis(2,1-ethanediyloxy-2,1-ethanediyl)]bis-(pyrrolo[1,2-
alquinoxalin-4-yl)benzylamine 1u (Scheme 5).

All these quinoxaline compounds 1a-u were then converted
into their ammonium oxalate salts by treatment with oxalic acid in
refluxing isopropanol (Table 1).

Biological activity

In vitro antimalarial activity

All new substituted bis- and trispyrrolo[1,2-alquinoxaline deriva-
tives 1a-u were evaluated for their antimalarial activity in vitro on
P. falciparum CQ-resistant strain W2 (ICso CQ =0.20 uM) and the
CQ-sensitive and MQ decrease susceptibility strain 3D7 (ICso CQ
=0.08 uM). As shown in Table 2, they were found to have ICsq
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Scheme 1. Synthesis of bispyrrolo[1,2-alquinoxalines 1a—p.

between 0.05-4.20 uM on W2, and 0.04-8.96 uM on 3D7 P. falcip-
arum strains, respectively.

For the pyrroloquinoxalines  unsubstituted on their
heterocyclic moiety (compounds 1a-c), compound 1a joined by a

C

bis-(3-aminopropyl)amine linker was found more active (up to 4 to
5 times) on the W2 strain than its counterparts with bis-(3-amino-
propyl)methylamine (compounds 1b) or bis-(3-aminopropyl)pipera-
zine linkages (compounds 1¢): i.e. IC50=0.85 uM for 1a versus 4.20
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Scheme 2. Synthesis of bisindolo[1,2-a]quinoxaline 1q.

CHO

—

HNT > NH,

X
EtOH

8j

Scheme 3. Synthesis of bispyrrolo[1,2-alquinoxaline 1r.

and 3.40 uM for 1b and 1c, respectively.As a general rule against
the W2 strain, the introduction of a methoxy substituent in pos-
ition 7, 8 or 9 of the bis-pyrrolo[1,2-alquinoxaline skeleton linked
in position 4 of the benzyl ring (compounds 1d-i) strongly
increased the antiparasitic activity in comparison with their
respective unsubstituted bispyrrolo[1,2-alquinoxaline homologs
1b-c: ie. 1C50=0.13-0.44 uM for 1d-i and 3.40-4.20 uM for 1b-c.
Moreover, introduction of an ethoxy substituent in position C-3 of
the pyrrolo[1,2-alquinoxaline moieties joined by a bis-(3-amino-
propyl) piperazine linker (compound 1k) was found more active
(up to 38 times) than its non-substituted homolog 1c
(IC5o=0.09 uM for 1k in comparison of 3.40 uM for 1c). In addition,
1k was found to be 2.2 times more active than the reference drug
CQ (IC50=0.20 uM). In contrast, the addition of a phenyl in pos-
ition 2 of the pyrrolo[1,2-alquinoxaline moiety (compound 11)
reduced considerably the antimalarial activity on the W2 strain
(ICs0=1.39 uM).

The bis-pyrrolo[1,2-alquinoxalines 1m-n, which are linked with
polyaminoalkyl chains on position 3 of the benzyl moieties,
increased the antimalarial activity up to 35 and 68 times when
compared to their non-substituted counterparts linked in position

NaBH,
A

4 (compounds 1b-c). Thus, compound 1n bearing a diaminopro-
pylpiperazine linker exhibited the most potent antiplasmodial
activity (ICs5o=0.05puM) against the CQ-resistant strain (W2).
Nevertheless, in these subseries in which the polyaminoalkyl side
chain was anchored in position 3 of the benzyl ring, the introduc-
tion of a methoxy substituent on the pyrrolo[1,2-alquinoxaline
heterocycles (compounds 10-p) seemed to be less detrimental
against drug-resistant strain W2 in comparison with their analogs
1d-i. The bis-pyrrolo[1,2-alquinoxaline 1r, structural isomer of
derivative 1¢, was also found to have a significant activity against
the W2 strain (IC5o=0.75 puM). In addition, the tris{N-[(pyrrolo[1,2-
alquinoxalin-4-yl)benzyl]-3-aminopropyllamines 1s-t showed simi-
lar antimalarial activities when compared with their bis-homologs
1d-i (IC50=0.19-0.29 uM for 1s-t versus 0.13-0.44 uM for 1d-i).
Moreover, the replacement of the polyaminoalkyl linker by a 1,11-
diamino-3,6,9-trioxaundecane chain (compound 1u) showed the
same level of antimalarial activity against the W2 strain with
ICso=0.25 uM.

Against the CQ-sensitive strain (3D7)and in the subseries
of the pyrrolo[1,2-a]lquinoxalines unsubstituted on their heterocyc-
lic moieties (compounds 1a-c), compound 1c joined by a
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Scheme 4. Synthesis of trispyrrolo[1,2-alquinoxalines 1s-t.

bis-(3-aminopropyl)piperazine linker was found more active than
its structural analogs with bis-(3-aminopropyl)amine (compound
1a) or bis-(3-aminopropyl)methylamine linkages (compound 1b):
i.e. IC5o=0.80 uM for 1c versus 3.42 and 1.20uM for 1a and 1b,
respectively. Surprisingly, most of the pyrrolo[1,2-alquinoxalines
1d-g and 1i bearing a methoxy substituent on the heterocyclic
skeleton exhibited moderate antimalarial activity against 3D7
strain with 1Cso ranging from 1.28 to 5.85puM, in the exception of
compound 1h which showed an interesting ICs, of 0.25uM
against this Plasmodium strain. As against the W2 strain, replace-
ment of the methoxy function by an ethoxy one in position 3 of
the pyrrolo[1,2-alquinoxaline moieties (compounds 1j-k) increased
the anti P. falciparum activity against the 3D7 strain (IC5,=0.26
and 0.19uM for 1j and 1k, respectively). The introduction of a
phenyl ring in position 2 of the pyrrolo[1,2-alquinoxaline moiety
(compound 11) reduced considerably the antimalarial activity on
the 3D7 strain (IC50=28.96 pM). Similar observations could be made
with the structural analogs 1q-r which showed moderate activity

—

NaBH,

) /
/
Z N
MeOH / Rl
A
2

R{
R

.

\
NH O /7
/!
; - .y
/ Y 2

against 3D7 strain (ICso=1.00-7.22 uM). In the subseries in which
the polyaminoalkyl side chain was anchored in position 3 of the
benzyl ring, the piperazine substituted bis-pyrrolo[1,2-alquinoxa-
line 1p was found to be two times more active than the reference
drugs chloroquine and mefloquine (IC50=0.040 uM for 1p versus
IC50=0.080 uM for the references). The tris-pyrrolo[1,2-alquinoxa-
lines 1s-t showed similar antimalarial activities when compared
with  their  methoxy  substituted bis-homologs 1o-p
(IC50=0.20-0.24 uM for 1s-t versus 0.04-0.18 M for 1To-p).
Compound 1u bearing diaminotrioxaundecane linkage exhibited
similar activity against the 3D7 strain than those observed for
chloroquine and mefloquine (IC5,—0.08 puM).

In vitro antileishmanial activity against promastigote forms

In order to increase the biological profile of molecules 1a-u, com-
plementary analyses were performed. Notably, P. falciparum
belonging to coccidian protozoan parasites, their in vitro biological
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Scheme 5. Synthesis of bispyrrolo[1,2-a]lquinoxaline 1u.

activity on flagellate protozoan parasites like Leishmania donovani
was evaluated (Table 2). In comparison with amphotericin B and
pentamidine used as reference drugs (IC50=0.1uM and 5.5uM,
respectively), most of the tested compounds 1 were found active
against the promastigote forms of L. donovani. It must be noticed
that a majority of these bis-pyrrolo[1,2-alquinoxaline derivatives 1
(compounds 1a, 1¢, 1d-j and Tm-q)with 1Cso ranging from 1.0 to
4.26 uM were found slightly more potent than pentamidine, one
of the reference compounds (ICso=5.5 uM). In particular, bis{N-[4-
(indolo[1,2-alquinoxalin-6-yl)benzyl]-3-aminopropyl}piperazine  1q
was found to be 9.65 times more active than pentamidine
(IC5o=0.57 uM versus 1Cs5o=5.5uM). In our previously described
antileishmanial series®'?2, we have noticed that introduction of a
methoxy group in positions 7 and 8 of the pyrrolo[1,2-alquinoxa-
line moiety generally increased the antileishmanial activity. In this
new series, we also decided to introduce a methoxy or an ethoxy
to evaluate the influence of such groups for their in vitro antileish-
manial activity upon the L. donovani strain. Meanwhile, the pres-
ence of these alkoxy groups in the 7, 8, 9 or 3 position seems
not to be detrimental for the activity against L. donovani as illus-
trated by results obtained for compounds 1d-k and 1o0-p
(IC5o=1.07-4.26 uM) in comparison with unsubstituted compounds
1a, 1c and Tm-n (IG5, =1.0-3.71 uM). The same observation could
be done for the nature of the polyalkylamine linker between the
two benzylpyrrolo[1,2-alquinoxaline moieties that seemed also not
to be crucial, with the exception of piperazine substituted 1g,
which showed a better antileishmanial activity in vitro compared
to its structural methylamine analog 1f (IC5o=4.25uM versus
1.07 uM for 1g) upon the L. donovani strain.

Moreover, in the subseries in which the polyaminoalkyl side
chain was anchored in position 3 of the benzyl ring, the various
bis-pyrrolo[1,2-alquinoxalines 1Tm-p were found less beneficial for
the in vitro antiparasitic activity with an 1Csq of 2.80-3.71uM in
comparison with their analogs 1a-c and 1f-g. In addition, the tri-
substitution of the tris(3-aminopropyl)amine linker by the pyr-
rolo[1,2-alquinoxaline core (compounds 1s-t) led to a decrease in
the antileishmanial activity (ICso> 10 pM) in comparison with their
bis-pyrrolo[1,2-alquinoxaline analogs 1d-e and 10-p.

Cytotoxicity and selectivity index

In order to assess their selectivity of action, the cytotoxicity of the
antimalarial compounds 1a-u was also evaluated in vitro upon one
human cell line. The cytotoxic concentrations 50% (CCso) on the
metabolizing human hepatocyte HepG2 cell line allowed access to
the corresponding selectivity indexes (SI) defined as ratio of cyto-
toxic and antimalarial activities (SI=CCso/W2 or 3D7 ICsp). The SI
could validate their real potential as selective antiparasitic agents.
The results concerning the cytotoxicity and SI data are
presented in Table 2. As expected, most of the active bis- and

Table 1. Physical properties of the final amines 1a-t.

Compound Salt® mp (°C)° % Yield®
1a Yellow crystals 3 (COOH), >260 83
1b Yellow crystals 3 (COOH), 245-248 79
1c Yellow crystals 4 (COOH), >260 85
1d Yellow crystals 3 (COOH), 224-226 81
Te Yellow crystals 4 (COOH), 246-249 43
1f Yellow crystals 3 (COOH), 240-242 76
19 Yellow crystals 4 (COOH), 236-239 70
1h Pale-orange crystals 3 (COOH), 160-162 73
Ti Yellow crystals 4 (COOH), >260 75
1j Yellow crystals 3 (COOH), 192-195 88
1k Yellow crystals 4 (COOH), 218-220 91
1 Yellow crystals 4 (COCH), 239-243 56
m Yellow crystals 4 (COOH), 209-211 82
1n Yellow crystals 4 (COOH), 220-223 68
1o Yellow crystals 3 (COOH), 188-191 81
1p Yellow crystals 4 (COOH), 234-237 86
1q Oranges crystals 4 (COOH), >260 65
r Pale-yellow crystals 4 (COOH), >260 88
1s Yellow crystals 4 (COOH), 192-194 77
1t Yellow crystals 4 (COOH), 184-187 88
Tu Beige crystals 2 (COCH), 141-144 76

*The stoichiometry and composition of the salts were determined by elemental
analyses (within +0.4% of the theoretical values).

PCrystallization solvent: 2-PrOH-H,0.

“The yields only included the conversions into the ammonium oxalates.

trispyrrolo[1,2-alquinoxalines 1 showed significant level of cytotox-
icity against the HepG2 cell line (IC5o=1.25-3.38 uM). Considering
the W2 P. falciparum strain, the selectivity indexes varied between
0.37 and 40.6, and SI ranged from 0.53 to 39.25 by taking into
account the 3D7 strain. This Sl led to the identification of com-
pound 1n with Sl of 40.6 on W2 strain, and S| of 39.25 for deriva-
tive 1p on 3D7 strain. We could notice that these last bioactive
compounds 1n and 1p were bis-pyrrolo[1,2-alquinoxalines linked
by a 1,4-bis(3-aminopropyl)piperazine moiety in position 3 of their
benzyl ring. On the other hand, the bis-pyrrolo[1,2-alquinoxaline
1u is also interesting with SI =20.26, on the 3D7 malaria strain.
However, according to the Sl values, these compounds appeared
to be toxic; thus, new modulations by replacing the benzyl substi-
tuted heterocyclic moiety to synthesize new candidates could be
developed for forthcoming pharmacological investigations.

FRET-melting experiments

As these new compounds presented the same requirements as
those required for G-4 stabilizing ligands, we have also investi-
gated their ability of targeting P. falciparum telomeres as a poten-
tial strategy to interfere with human protozoan parasite infections.
In fact, the telomeres of the parasite could constitute an attractive
target. They are composed of repetitions of a degenerate motif
(*'GGGTTYA*, where Y could be T or C), which is different from
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Table 2. In vitro sensitivity of compounds 1a-u on P. falciparum and L. donovani strains, and cytotoxicity on the HepG2 cell line.

P. falciparum strains 1Cs,
values (uM)?

Selectivity Index®

Cytotoxicity CCsq values (uM)©

W2 3D7 L. donovani 1Cs, values (pM)b HepG2 HepG2/W2 HepG2/3D7

Chloroquine® 0.20+£0.03 0.08 £0.003 n.d.f? 30 150 300
Mefloquine® 0.032+0.001 0.08 +0.008 nd? nd? ndJ’ n.dJ’
Pentamidine n.d.f nd.’ 55+0.8 23+05 nd.f nd.f
Ampbhotericin Bf n.d.’g n.d.’ 0.1+£0.04 8.8+0.6 n.d.’ n.d.’
1a 0.85+0.15 3.42+0.54 1.0+0.2 1.81+£0.10 213 0.53
1b 4.20+0.65 1.20+0.20 n.d.f 1.56 +0.60 0.37 1.30
Tc 3.40+0.74 0.80+0.12 1.14£0.2 1.25+£0.30 0.37 1.56
1d 0.34+£0.04 4.14+£0.03 3.89+03 257+0.7 7.56 0.62
Te 0.21+0.03 2.62+0.25 2.52+0.1 146+0.6 6.95 0.56
1f 0.13+£0.01 5.85+0.07 4.25+0.2 338109 26 0.58
19 0.36 £0.04 2.22+0.25 1.07£0.1 2.14+1.40 5.94 0.96
1h 044+£0.11 0.25+0.04 2.07+£0.02 244+04 5.54 9.76
Ti 0.32+£0.04 1.28+0.10 1.58+0.1 1.33+£0.3 4.16 1.04
1j 0.49+0.16 0.26+0.03 4.26+0.1 1.95+0.3 3.98 7.50
1k 0.09+£0.01 0.19+£0.01 210h 1.48+0.5 16.44 7.79
1 1.39+£0.13 8.96 £ 0.69 ndJ? nd? ndJ’ n.dJ’
Tm 0.12+£0.01 1.07£0.16 2.80+0.1 1.94+£1.0 16.17 1.81
Tn 0.05+0.01 0.37£0.04 371+£04 203+1.2 40.6 5.49
To 0.206 +£0.03 0.18+£0.02 351+0.1 1.50+£0.9 7.28 8.33
1p 0.17+0.03 0.04 +0.004 339+04 1.57+0.8 9.23 39.25
1q n.d.’ 1.00 £ 0.05 0.57£0.1 1.56£0.70 1.56 n.dJ’
r 0.75+£0.10 7.22+0.77 n.dJ? nd? ndJ’ ndJ’
1s 0.29+0.05 0.20+0.04 >10" 1.66+0.5 5.72 8.30
1t 0.19+£0.02 0.24+£0.03 210h 1.72+£0.6 9.05 717
Tu 0.25+0.08 0.076 +£0.009 >10" 1.54+0.7 6.16 20.26

?ICso values were measured on the chloroquine-resistant and mefloquine-sensitive strain W2 and the chloroquine-sensitive and mefloquine-resistant strain 3D7.
PICs, values were measured on the promastigotes of Leishmania donovani strain. The ICso (M) values correspond to the mean + standard deviation from three inde-

pendent experiments.

CCsp values were measured on the HepG2 cell line. The CCso (M) values correspond to the mean + standard deviation from three independent experiments.
9dSelectivity Index (SI) was defined as the ratio between the CCs, value on the HepG2 cells and the ICs, value against the P. falciparum W2 or 3D7 strain.
Chloroquine and mefloquine were used as antiplasmodial drug-compounds of reference.

fPentamidine and Amphotericin B were used as antileishmanial drug-compounds of reference.

9n.d.: not done.
PNo activity noted at the higher concentration tested.

the human one (*GGGTTA?). This antimalarial approach based on
targeting P. falciparum telomeres has been previously described
by our team?®. Thus, in this report, we investigated the stabiliza-
tion of Plasmodium telomeric G-quadruplexes by these new com-
pounds through a FRET melting assay. For this evaluation, the two
Plasmodium telomeric sequences (FPf1T and FPf8T) and the
human one (F21T), in potassium, were used (two different
Plasmodium telomeric repeats were used to fit the degenerate
consensus). Thus, we used this FRET melting assay to study the
interactions of some of our most bioactive compounds 1 and also
the reference drugs (chloroquine — CQ and mefloquine - MQ) with
these three telomeric sequences. For better visualization, a plot of
AT, values induced on FPf1T or FPf8T versus the AT,, induced on
F21T is presented in Figure 2, allowing us to classify the more
active compounds 1 in various subsets. Almost all the tested com-
pounds displayed roughly the same stabilization profiles for the
two Plasmodium telomeric sequences FPf1T and FPf8T and slightly
better than that of the human one F21T, except 1s and 1t for
FPf1T and 10 and 1s for FPf8T.The reference compounds CQ and
MQ, never evaluated on these parasitic sequences before our
work, showed very slight stabilization on these three telomeric
sequences. These preliminary results mean that most of the tested
bis-pyrrolo[1,2-alquinoxalines 1 have a moderate preference for
Plasmodium over human telomeric quadruplexes, excepted bispyr-
roloquinoxaline 1o. Surprisingly, the tris-pyrrolo[1,2-alquinoxalines
1s-t were found more active on the human telomeric sequence
F21T in comparison with their bis-analoguesid-e and 1o-p. In
contrast, the bis{N-[4-(methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-
3-aminopropyl}piperazines 1e and 1i were found to be more
active on the Plasmodium sequences with the higher AT,,.

These last data could benow considered as a promising starting
point for the further development and optimization of new and
potent antimalarial compounds as well as promising stabilizers for
the telomeric Plasmodium DNA sequences. As very little is known
about telomere regulation in P. falciparum, further studies should
be now investigated both on parasitic and human sequences
which presented different response or time-response to telomere
perturbation.

Conclusion

In the present report, we have described the synthesis and the
antimalarial activity of new bis- and trispyrrolo[1,2-alquinoxaline
derivatives 1 in which aromatic nuclei are joined by various ali-
phatic polyamines linker. These new compounds were then tested
for their in vitro antiparasitic activity on (i) two P. falciparum strains
(the CQ-resistant W2 and CQ-sensitive 3D7); and (ii) the promasti-
gote forms of L. donovani strain. Among these new synthesized
molecules, few of them were identified as potential in vitro anti-
plasmodial hits, displaying ICs, ranging from 0.04 to 0.09 uM on
the W2 and 3D7 strains of P. falciparum. Thus, the most promising
antimalarial results were obtained for the two bis-pyrrolo[1,2-alqui-
noxalines 1n and 1p linked by a 3-(aminopropyl)piperazine chain
in position 3 of their benzyl moieties. These compounds 1n and
1p were identified as the most potent antimalarial candidates with
selectivity index (SI) of 40.6 on W2 strain, and 39.25 on 3D7 strain,
respectively. In addition, biological results showed activity against
the promastigote forms of L. donovani with 1Csy ranging from 0.57
to 426 uM. In parallel, the in vitro cytotoxicity of these new
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Figure 2. (A and B) Thermal stabilization (AT,,) induced by different compounds
induced on the human telomeric quadruplex F21T.

molecules was assessed on the human HepG2 cell line. Structure-
activity relationships of these new synthetic compounds are here
also discussed, as well as their relative ability of targeting P. falcip-
arum telomeres as potential mechanism of action. Thus, as the
telomeres of the parasite could constitute an interesting target,
we have also established the possibility of targeting Plasmodium
telomeres by stabilizing the Plasmodium telomeric G-quadruplexes
through a FRET melting assay. These results led us to conclude
that the two bis{N-[4-(methoxypyrrolo[1,2-alquinoxalin-4-yl)benzyl]-
3-aminopropyl}piperazines 1e and 1i seemed to be able to dis-
criminate between Plasmodium and human telomeric quadru-
plexes. By taking into account the biological and biophysical
results and also the structure-activity relationships of these new
series and those previously described, our overall results could be
now considered as a promising starting point for the further
development and optimization of new and potent antiprotozoan
compounds.
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Résumé

La résistance aux antibiotiques devient peu a peu un probleme majeur de santé publique. La
recherche de nouvelles stratégies pour contrer ce phénomeéne est donc extrémement importante. Le
Fe(l11), qui possede un rdle prédominant dans de nombreuses réactions métaboliques, est un nutriment
minéral essentiel a la survie des micro-organismes. Pour acquérir cet élément dans les milieux
biologiques appauvris en Fe(Ill), les bactéries ont développé différentes méthodes. L’une de ces
stratégies consiste en la synthése de sidérophores, des molécules chélatrices du Fe(lll) de faible poids
moléculaire et reconnues spécifiquement par des récepteurs présents sur les membranes bactériennes.
Dans la littérature, le développement d’antibiothérapie utilisant la voie des sidérophores via la
méthode du « Cheval de Troie » fait ’objet d’une attention particuliére. Cette stratégie consiste en la
formation d’un conjugué sidérophore-antibiotique permettant la vectorisation de molécules
antibactériennes. L’objectif principal de cette thése est de synthétiser 1’acide rhodotorulique (un
sidérophore fongique reconnu par des bactéries a Gram négatif telles que E. coli) et des analogues 3,6-
disubstitués par des fonctions chélatrices du fer. Pour ce faire, plusieurs voies de synthéses ont été
développées : i) des voies reposant sur I’alkylation diastéréosélective de dioxopipérazines portant des
copules chirales et ii) des voies de synthése a partir d’acides aminés modifiés tels que I’acide
glutamique ou I’ornithine. En paralléle, la synthése d’analogues pipéraziniques, plus simples & obtenir,
a également été étudiée afin de nous guider quant aux choix des fonctions chélatrices du fer. Des
études de reconnaissance, par les bactéries, des analogues obtenus ont été réalisées et la mesure du
pouvoir bactéricide de complexes au gallium a été déterminée. Par la suite, les analogues obtenus
pourront étre couplés a des antibiotiques afin de pouvoir les vectoriser et lutter contre les phénoménes
de résistance.

Abstract

Antibiotic resistance is becoming a major health problem. The research of new antibiotic
therapies is crucial to counter the bacterial resistance. Fe(lll) plays a major role in many metabolic
reactions. Thus, this element is an essential nutrient for the survival of micro-organisms. As biological
environments are depleted in iron, bacteria have developed several methods to acquire Fe(lll). One of
these strategies is based on the synthesis of low molecular iron chelator, called siderophores and
recognized by specific receptors found on the bacterial membranes. In the literature, the development
of antibiotic therapies, using the siderophores way to vectorize antibacterial drugs, has received a
particular attention. This strategy consists of the formation of a siderophore-antibiotic conjugate
recognized and actively transported by bacteria. The main objective of this thesis is to synthesize
rhodotorulic acid (a fungal siderophore recognized by several Gram negative bacteria such as E. coli)
and analogues 3,6-disubstituted by different Fe(lll) chelating functions. Different synthesis have been
studied: i) ways based on the stéréosélective alkylation of dioxopipérazines carrying chiral inductors,
ii) ways based on the coupling of modified amino acids such as ornithine or glutamic acid.
Simultaneously, synthesis of piperazinic analogues, easier to obtain, has also been studied to help us in
the choice of the chelating functions. “Siderophore like” tests have been realized for the analogues
obtained and the measure of antibacterial properties of gallium complexes has been determined.
Thereafter, analogues may be coupled to antibiotics in order to vectorize drugs and counter the
bacterial resistance phenomena.
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