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Introduction Générale

L’ensemble des processus biologiques sont régis par 1’intermédiaire de biomolécules dont la diversité
structurelle est limitée a un certain nombre de monomeéres. Les protéines sont composées de vingt
acides aminés différents et quatre nucléotides pour les acides nucléiques. Au sein des protéines,
I’enchainement de ces unités de base conduit a un repliement local de la séquence peptidique pouvant
induire la formation de structures secondaires telles que des hélices, des feuillets, et des coudes. Ces
structures secondaires sont stabilisées par des liaisons intra- et intermoléculaires. L’assemblage de
ces structures secondaires donne naissance a des structures tridimensionnelles, qui associées les unes
aux autres forment la structure quaternaire des protéines. L’ensemble de cette structuration permet

aux protéines de remplir leurs fonctions biologiques de maniére spécifique et efficace.

Pour comprendre au mieux les mécanismes impliqués dans le repliement des protéines et les
interactions engagées, les foldameres ont émergé comme un puissant outil. Les foldameres sont des
assemblages de briques moléculaires, peptidiques ou non-peptidiques, qui ont tendance a adopter des
conformations compactes, stabilisées par des interactions covalentes ou non covalentes.! Ces
derniéres décennies, de nombreux foldameéres ont vu le jour, s’appuyant sur des architectures
chimiques diverses et variées telles que les acides aminés B/y, les oligourées, les aza-aminoacides, les
aziridines et les triazoles afin de mimer des structures secondaires. Au-dela de I’aspect structurel, de
nombreux foldameres trouvent des applications dans divers domaines tels que la catalyse, le transport
ou la reconnaissance moléculaire. De plus, ils s’averent étre une solution prometteuse pour interagir

avec des biomolécules telles que les protéines et moduler les interactions protéine-protéine (PPIs).

Les foldameéres adoptant des structures hélicoidales sont de loin les plus représentés. Les structures
étendues, tels que les brins B et leur association en feuillets 3, sont plus rares en raison de leur tendance
a s’auto-agréger et a précipiter. lls demeurent néanmoins trés prometteurs pour répondre aux
nombreuses maladies impliquant des PPIs en feuillet B telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie

de Parkinson et le diabéte de type 2.
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Dans ce contexte, I’objectif de cette thése de doctorat consistera a concevoir rationnellement et a
synthétiser de nouveaux foldameéres fluorées basés sur les 1,2,3-triazoles comme inhibiteurs
d’agrégation d’une protéine amyloide impliquée dans le diabéte de type 2 : hIAPP. Dans le premier
chapitre, une bibliographie des principaux sujets de cette these, tels que les foldameres, les PPlIs, le
diabete, la chimie des 1,2,3-triazoles et du fluor sera faite. Le deuxiéme chapitre sera consacré a mes
travaux de these portant sur des foldameéres construits sur 1’architecture 1,2,3-triazoles N-
difluoromethylés, en commencant par un état de 1’art non-exhaustif, suivi de la synthese des homo-
et hétérotriazolameéres utilisant cette unité. Dans un second temps, I’analyse conformationnelle de ces
foldameéres par RMN et par dynamique moléculaire sera presentée. Ces foldameéres seront soumis a
des évaluations biophysiques telles que la spectrométrie de fluorescence a la thioflavin-T,
I’électrophorése capillaire et 'TMS-MS, dont 1’objectif est de déterminer si ces foldaméres peuvent
interagir avec hIAPP et moduler le processus d’agrégation. Dans le troisieme et dernier chapitre, mes
travaux de thése autour de I’architecture 5-fluoro-1,2,3-triazoles seront présentés, en commencant par
un état de I’art, suivi de la méthodologie de synthése. Enfin I’étude conformationnelle et électronique
par diffraction aux rayons X sera faite. Nous terminerons ce manuscrit par une conclusion générale

sur ces travaux de these et sur les perspectives de ce projet de recherche.
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Chapitre I : Rappels bibliographiques

I. Les foldameres

I. 1.Généralités sur les foldameres

La diversité fonctionnelle et structurelle des molécules biologiques est assurée a partir d’un nombre
limité de monomeres. Quatre nucléotides pour les acides nucléiques et vingt acides aminés naturels
pour les peptides et protéines. Les fonctions biologiques de ces biomolécules sont assurées par le
repliement en conformations spécifiques et compactes. La stabilisation de ces conformations fait
intervenir des interactions intra- et intermoléculaires. Dans les protéines, le repliement local des
séquences linéaires d’acides aminés conduit a des structures secondaires particulieres telles que des
hélices, des feuillets, des brins ou des coudes. Ces structures secondaires peuvent s’assembler pour
former des structures tridimensionnelles stabilisées par des interactions faibles (liaisons de Van der
Waals, liaisons hydrogénes, empilement aromatique, effets hydrophobes). Les structures quaternaires
sont formées par 1’assemblage de plusieurs peptides conformés. Les structures tertiaires et

quaternaires sont responsables de la fonction biologique de la protéine.

Ces derniéres années les protéines ont émergé comme composés thérapeutiques (anticorps,
hormones, ...).? La spécificité conformationnelle des protéines est a I’origine de cet engouement les
rendant hautement spécifiques a leur cible et réduisant ainsi le risque d’effets secondaires a I’inverse
des petites molécules synthétiques. Les principaux inconvénients liés aux protéines sont leur faible
perméabilité cellulaire les limitant a des cibles extracellulaires et leur administration par voie
intraveineuse quasi-systématique.® Les protéines sont également hautement immunogenes. Les
peptides sont des polymeéres d’acides aminés plus petits que les protéines. Ils ont des caractéristiques

intermédiaires aux petites molécules et aux protéines.
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Les polypeptides peuvent adopter des structures secondaires nécessaires a 1’interaction spécifique
avec les cibles tout en ayant un poids moléculaire plus faible que les protéines. Cependant, leur faible
stabilité métabolique face aux protéases, et le passage des membranes en particulier par voie orale
sont toujours des limitations a leur développement en tant que composé thérapeutique.*® Pour pallier
a I’ensemble de ces probléemes, des molécules non-naturelles ont été développées capables de mimer

les conformations repliées et stables des peptides : les foldameéres.

Le terme foldamere a été employé pour la premiére fois par Gellman?* pour définir « tous polymeres
avec une forte tendance a adopter une conformation compacte spécifique ». Cette définition convient
parfaitement aux biopolymeres que sont les protéines. Les foldaméres sont généralement inspirés de
biomolécules. lls sont constitués par un assemblage de monomeéres, biotiques ou abiotiques, qui
peuvent se replier et adopter une conformation définie stabilisée par des interactions faibles. Au cours
des dernieres années les foldameéres ont réussi @ mimer de nombreuses structures secondaires
impliquées dans les peptides et protéines en utilisant différents squelettes chimiques. Les foldameéres
peptidomimétiques présentent des perspectives intéressantes comme alternatives aux peptides
médicaments.2® Ils peuvent offrir une meilleure stabilité métabolique, un meilleur passage des
barriéres, et une meilleure affinité pour leur cible grace a leur conformation plus stable comparée aux

peptides.

En raison de son fort potentiel pour former des structures stables, 1’hélice est le motif le plus
représenté dans les foldameres. Les hélices peuvent étre composées d’un seul segment hélicoidal ou
former des complexes non-covalents par auto-assemblage de plusieurs brins stabilisés par des
interactions locales. Les feuillets 3 sont assez rares dans le domaine des foldameres. La majeure raison
est leur tendance a 1’agrégation et la précipitation. Cependant le développement de tels mimes
représente un véritable enjeu pour résoudre la problématique des maladies impliquant des interactions
protéine-protéine comprenant des feuillets B tels que la maladie de Duchenne ou les amyloidoses.
Dans la suite de cette partie nous établirons un rapide état des lieux, des avancées et stratégies pour
mimer les structures secondaires des peptides a 1’aide de foldameéres peptidomimétiques mais
également des lacunes restantes dans ce domaine et nos objectifs a travers les travaux présentés dans

ce manuscrit.
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I. 2.Foldameres : outils pour mimer les structures secondaires des protéines.

Il existe deux approches pour concevoir des foldaméres. L’approche descendante (top-down, en
anglais) consiste a modifier de maniere contr6lée une séquence peptidique comprenant des acides a-
aminés connue pour adopter une structure secondaire stable. Ces modifications doivent conserver le
plus possible les interactions présentes pour ne pas dénaturer la structure secondaire résultante. On
peut citer les dérivés peptidiques utilisés pour ce type d’approche que sont les peptoides,’ les peptides-

B/y®2 et les oligourées®,... (Figure 1-1)
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Figure I-1 : Exemples de foldaméres issus d’une approche descendante

La deuxieme approche, dite ascendante (bottom-up, en anglais), consiste a assembler des monomeres
artificiels abiotiques pour reproduire les structures secondaires, tertiaires voire quaternaires des
protéines. Dans cette approche, le repliement du foldamere repose sur la rigidité du squelette utilisé,
par exemple des oligoamides aromatiques ou oligo(phényl-éthylene), di a un ensemble d’interactions

faibles intra- et intermoléculaires (Figure 1-2).11:12

oligoamides aromatiques oligo(phenyl-ethynylene)

Figure 1-2 : Exemples de foldameres issus d’une approche ascendante
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L 2 a. Mimes d'hélicea

I.2.a.i) Propriétés structurelles des hélices a

L’hélice a est la principale structure secondaire rencontrée au sein des protéines. Elle a été découverte
avec le feuillet B par Atsbury.'® L’hélice alpha est définie par un enroulement régulier sur elle-méme
de forme hélicoidale avec un pas de rotation droit, le pas gauche étant minoritaire dans le nature, dans
laquelle chaque groupement carbonyle (C=0) du squelette peptidique forme une liaison hydrogéne

avec le groupement amine (N-H) i+4 (Figure 1-3). Le pas droit de I’hélice comprend 3,6 résidus par

tour correspondant & 5.4 A et 13 atomes par boucle fermée par une liaison hydrogéne.4

Structure
secondaire

Les valeurs permises des angles de torsion, ¢ et y, sont respectivement de -57° et -47°.1% La stabilité
d’une hélice o augmente avec la longueur de la chaine peptidique. De plus, certains acides amines
ont une propension a favoriser la formation d’hélice o particulierement les acides aminés aliphatiques
comme I’alanine, la leucine, la glutamine ou la méthionine. Cette propension a pu étre déterminée
grace aux travaux de Williams en 1987.16 Ces données ont permis d’envisager que les résidus d’un

peptide pouvaient avoir un impact sur la stabilisation d’une structure secondaire plutét qu’une autre.

Orientation
de la
rotation
(@ main droite)

Ponts
hydrogénes
(traits gris)

(Hélice étalée)
pont hydrogéne
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Figure 1-3 : Structure d’une hélice o
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I. 2. a.ii) Stabilisation naturelle des hélices a

Les chaines latérales des résidus d’un peptide tiennent un role important dans la stabilisation des
structures secondaires et notamment dans le cas des hélices a. Il a ét¢ montré qu’au sein de courtes
séquences peptidiques les interactions faibles entre les chaines latérales des acides aminés permettent
de stabiliser le repliement en hélice a. Les interactions de types électrostatiques stabilisantes ont été
observées lors de I’incorporation de résidus chargés (Glu™ et Lys*) sur des peptides aux extremités N-
terminales et C-terminales avec formation d’un pont salin.*” Les chaines latérales hydrophobes, telles
que I’alanine et la leucine, peuvent également favoriser et stabiliser les structures hélicoidales. Ces

observations ont été mises en évidence par les travaux de Baldwin et Padmanabhan.81°

La présence de groupements accepteurs de liaisons hydrogéne a I’extrémité N-terminale et a I’inverse,
donneur de liaisons hydrogéne a I’extrémité C-terminale stabilise le repliement des hélices. Cet effet

est appelé effet capping.?°

I. 2. a.iii) Foldameéres mimant des hélices

Les foldaméres mimes d’hélices a sont régulierement décrits dans la littérature autant par approche
ascendante que par approche descendante. Les acides aminés non-naturels ne sont pas reconnus par
les protéases et permettent d’améliorer la stabilité métabolique des peptides dans lesquels ils sont
incorporés, mais également de stabiliser les structures en hélices dans ces peptides. Dans cette partie

nous ferons un rapide tour d’horizon de différents foldaméres mimant des hélices :

o Les acides aminés a,a-dialkylés

Les acides aminés a,a-dialkylés peuvent étre utilisés pour induire une conformation hélicoidale. En
effet, ces acides aminés apportent une contrainte conformationnelle aux peptides dans lesquels ils
sont incorporés induisant des conformations en hélice a, en particulier I’ Aib (a-aminoisobutyric acid)
peut promouvoir des coudes et des hélices 3-10.2%%2 Ces unités ont donc été utilisées pour concevoir
des peptides biologiquement actifs de conformation hélicoidale. On peut notamment citer un
octameére peptidomimétique inhibiteur de MDMZ2, une enzyme responsable de la régulation négative

du facteur de transcription p53 et qui est impliquée dans de nombreux cancers (Figure 1-4a)).23
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o Acides aminés p/y

Les dérivés d’acides aminés tels que les acides B-aminés et y-aminés, comportent respectivement, un
et deux carbones supplémentaires dans leur squelette peptidique vis-a-vis des acides a-aminés.
Comme évoqué précédemment, ils permettent d’augmenter la stabilit¢ métabolique et de stabiliser
les structures en hélice dans les peptides. De nombreux foldaméres peptidomimétiques incorporant
des acides aminés B et ou y non-naturels ont vu le jour (Figure 1-4b)).%2425 On peut citer notamment
I’utilisation de I’acide trans-2-aminocyclobutanecarboxylique (tACBC) utilisé pour concevoir des
a/Bly peptides mimes d’hélices a 13 en solution et agissant comme inhibiteurs sélectifs des PPIs entre
p53/hDM2 826

o Lesoligourées

Les oligourées aliphatiques sont décrites comme des foldameres peptidomimétiques dont la
conformation hélicoidale est stabilisée par un motif régulier de liaison hydrogene a trois centres. De
plus cette hélice posséde plusieurs similarités avec une hélice o peptidiqgue comme la polarité et le
pas de I’hélice. Seulement quelques fragments d’oligourées sont nécessaires pour induire une
conformation hélicoidale.?”-?® Ce groupement a notamment été utilisé pour concevoir des analogues
de GLP-1 (Glucagon like-peptide 1), une hormone gastro-intestinale stimulant la sécrétion d’insuline
(Figure 1-4c)).?®

o Les aza-aminoacides

Trés récemment, notre laboratoire a décrit des résultats préliminaires concernant la synthése
d’hexapeptides incorporant des aza-aminoacides adoptant une structure helicoidale 3-10 (Figure I-
4d)).30

o Les oligopamides aromatiques

Les foldameéres d’oligoamides aromatiques sont également décrits comme pouvant adopter des

conformations hélicoidales (Figure 1-4¢)).3%32
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o Les stapled helical peptides

Parmi les différents peptidomimétiques développés comme inhibiteurs de PPIs, les stapled helical
peptides ou peptides hélicoidaux agrafés ont attiré une attention particuliére, notamment grace a des
propriétés intéressantes telles que leur affinité pour la cible, leur pénétration accrue dans les cellules
et leur stabilité face a la dégradation protéolytique. De nombreuses méthodes existent pour agrafer

les séquences peptidiques et induire une conformation en hélice.®

Entre les chaines latérales d’acides aminés naturels : la lactamisation (Lys-Asp/Glu),**% I’utilisation
de pont disulfure (Cys-Cys).%® Ces « agraphes » sont généralement introduites entre les résidus i et

i+4 ou i et i+7 et plus rarement entre i et i+3 (Figure 1-4f)).

Entre les chaines latérales d’acides aminés non-naturels : la méthode la plus connue étant la métathése
a I’aide de catalyseur de Grubbs (Figure 1-4f)),%738 mais il existe également des exemples de réaction
« Click ».3240 Récemment un exemple de stapled peptide ciblant les PPls entre CDK4/Cyclin D a
fourni des perspectives thérapeutiques prometteuses pour les patients atteints de cancer du poumon.*

La métathése a été utilisée pour agrafer ce peptide entre les résidus i et i+4.
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Figure 1-4 : Quelques exemples de foldameres en hélices. a) foldaméres incorporant des acides o, a-dialkylés.?®
b) foldaméres incorporant des acides o/f/y-aminés.>?% ¢) foldaméres d’oligourées aliphatiques.?® d)
foldaméres incorporant des aza-aminoacides.®® €) foldameéres d’oligoamides aromatiques.’*? f) stapled

peptides®:3

D’autres stratégies, qui ne seront pas détaillées ici, peuvent étre utilisées pour concevoir des

foldaméres de conformation hélicoidale comme 1’utilisation de I’effet capping décrit précédemment.
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L2 b. Mimes de coude

I.2.b.i) Propriétés des coudes [3

Les coudes sont des structures secondaires qui induisent un changement de direction de la chaine
peptidique. Les coudes permettent la formation de structures plus complexes comme les feuillets
antiparalléles, les enchainements hélice-coude-hélice ou encore hélice-coude-feuillet-coude-hélice.
Le coude B est le plus représenté, il résulte de la formation de liaison hydrogene entre les résidus i et
i+3. Les acides aminés les plus présents au sein des coudes sont : la proline, la glycine, ’asparagine

et la sérine.

I. 2. b.ii) Foldameres mimant des coudes

Comme expliqué précédemment les prolines sont des résidus réguliérement retrouvés au sein des
coudes B. La proline par sa structure cyclique rigide et I’absence de groupement donneur de liaison
hydrogéne (N-H) induit une déstabilisation de 1’organisation de la chaine peptidique qui conduit
régulierement a des coudes. Des études comparatives entre la (L)-proline et son énantiomeére la (D)-
proline ont montré que la (D)-proline permet un meilleur repliement en épingle a cheveux.*? Une
multitude de coudes en épingle a cheveux introduisant une (D)-proline et un acide B/y-aminé ont été
décrits. L’acide aminé, a-aminoisobutyrique (Aib) permet également d’induire des coudes en épingle

a cheveux (Figure 1-5).
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Figure 1-5 : Exemples de coudes en épingles a cheveux



Ch-I: Rappels bibliographiques

Un grand nombre de mimes de coudes utilisant des structures non-naturelles ont également vu le jour.

Certains coudes permettent de former des feuillets B (cf. Chapitre I,

I. 2. d. i) p.13) paralléles

contrairement aux coudes biotiques en épingle a cheveux et aux coudes B naturels qui forment des

feuillets B anti-paralléles. On y retrouve des motifs trans-alcene tétrasubstitués, des dérivés de

diamine comprenant un motif aziridine (Figure 1-6a)).** Des coudes B composés d’hétérocycles

saturés et insaturés ont été concus. Notre groupe a notamment participé au développement de

différents mimes de coudes. Un coude monocyclique de type 2,5-dicétopipérazine**“®> et un mime

pipéridino-pyrrolidine (Figure 1-6b)).#¢ On retrouve également des structures dérivées du triazole,

ainsi que des systemes tricycliques (Figure 1-6b)).47:48
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Figure 1-6 : a) Mimes de coude B induisant un feuillet B-antiparallele/paralléle b) Mimes de coudes
hétérocycliques
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L2 ¢ Mimes de brin

I.2.c.i) Propriétés des brins [

Les brins B sont les structures secondaires peptidiques les plus simples et sont rarement isolés. Ce
sont des éléments structuraux cruciaux reconnus par des protéines spécifiques comme les enzymes
protéolytiques ou le complexe majeur d’histocompatibilité. Les valeurs permises des angles diedres
pour les brins B sont ¢ = [-60 , -160 ] ety =[90 ,180 ].° Les petits peptides adoptent trés rarement
de maniére spontanée en brin . C’est une des raisons qui a conduit au développement de mimes de
brins B. De plus, ils ont une forte propension a s’auto-agréger et ont été principalement décrits comme

inhibiteurs de protéases mais rarement comme inhibiteurs d’interaction protéine-protéeine.

Pourtant, une des stratégies prépondérantes pour inhiber les interactions protéine-protéine impliquant
des feuillets B est I'utilisation de peptides basés sur les éléments de reconnaissance de séquence
(SRE).* Bien qu’il ne soit pas totalement prouvé que les SRE adoptent une conformation en brins B
seuls ou en interaction avec la protéine. Des dérivés peptidiques de brin B de la superoxyde dismutase
1 (SOD1) ont été décrits comme inhibant la formation d’agrégats de SOD1.%° Cette stratégie a

également été utilisée pour inhiber I’agrégation de AP dans la maladie d’Alzheimer.5!

I. 2. c.ii) Foldameéres mimant des brins

Pour concevoir des mimes de structure étendue, il est nécessaire d’utiliser des motifs induisant une
conformation étendue au sein de la chaine peptidique. L’insertion de motifS contraints de type
dihydropyrazinone et de dihydropyridinone au sein de peptides a été décrite comme favorisant la
conformation en brin et capable de reproduire le réseau de liaison hydrogéne et la fonctionnalisation
des chaines latérales d’un brin B naturel (cf Chapitre I, I. 2. d. i) p.13). Des mimes de pentapeptides
utilisant le motif 4,5-dihydro-2(3H)pyrazinone ont été développés pour inhiber I’interaction entre le
domaine PDZ de I’a-1-syntrophine et I’oxyde nitrique synthase neuronale (nNOS). Ces composés
ont démontré une meilleure résistance a la protéolyse, et une meilleure sélectivité pour se lier au

domaine PDZ que leurs analogues peptidiques (Figure I-7a)).5?
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Nowick a décrit une autre unité artificielle nommée « Hao » abréviation pour hydrazine, acide 5-
amino-2-méthoxybenzoique, acide oxalique. Cette architecture permet de favoriser les structures
étendues. Ce motif a été développé pour la conception de feuillets B cycliques inhibant 1’agrégation
de Ap (Figure 1-7h)).53

a) NH, b)

0 @)
N °N
AcHN CO,H H H

COZH

Figure 1-7 : Exemples de motifs pour induire des structures étendues.

Les architectures decrites pour mimer des structures étendues peuvent se retrouver associées a des

coudes pour concevoir des mimes de feuillets .

L 2 d Mimes de feuillets B

Les feuillets B résultent de I’association de sous unités, les brins P interagissant via des interactions
faibles. Ce sont ces interactions inter-brins qui font que les feuillets f ont une forte propension a
s’agréger et a précipiter. Les maladies résultant des interactions protéine-protéine impliquant des
feuillets B comme les amyloidoses (maladie d’Alzheimer, Parkinson, diabéte de type 11, ...), certains
cancers et la maladie de Duchenne sont un véritable défi pour la communauté scientifique.*
Concevoir des peptidomimétiques en feuillet B pour altérer les interactions impliquées dans ces
maladies représente un enjeu important. Quelques stratégies ont été développées pour stabiliser de
courtes structures comme les coudes ou les brins B. Cependant concernant les feuillets, les résultats
sont plus mitigés, la difficulté étant d’associer des brins tout en évitant que ceux-ci ne s’agreégent et
ne précipitent. Dans cette partie seront présentées quelques avancées sur le développement de

foldameéres mimant des coudes, des brins et des feuillets .

12
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I.2.d.i) Propriétés des feuillets 3

Les brins B constituant les feuillets peuvent interagir de deux maniéres. Lorsque les deux brins alignés
s’orientent dans la méme direction, de I’extrémité N-terminale vers I’extrémité C-terminale, il s’agit
d’un feuillet B paralléle. A contrario, lorsque les directions des deux brins sont opposées, on parle de
feuillet B antiparallele (Figure 1-8). Les feuillets B antiparalléles sont plus stables que les feuillets
paralléles car les liaisons hydrogéne sont alignées. La distance inter-brins est d’environ 4.7 A. Les
feuillets P paralleles forment un cycle a 12 chainons fermés par des liaisons hydrogene alors que les

feuillets antiparalleles possédent des cycles a 14 chainons et 10 chainons.

(0] (0] (0]
| H | H I | H | H I
| AL N AL N Al > | Nl N | N N Nl >
" | " | " D [l A I A
H o H O H H o H O H
[ N
| | N Ik" | N IKVI | AL Ik" AL Ik" Nl |
" 1 | > < H I H I H
H (0] H (0] H
Paralléle (¢ = -120°, y =115 °) Antiparalléle (¢ = —140° , y = 135 °)

Figure 1-8 : Représentation des feuillets p paralléle/antiparallele

I.2.d.ii) Stabilisation naturelle des feuillets B

Contrairement aux hélices ou le repliement s’effectue de résidu en résidu de maniere intramoléculaire
pour propager la structure, les feuillets B sont stabilisés par la formation de liaisons hydrogéne
intermoléculaires entre les chaines peptidiques des brins B composant le feuillet mais également des
interactions entre les chaines latérales. Les résidus avec des chaines latérales de types alcanes ou
aromatiques tels que la valine, la tyrosine, la phénylalanine, la leucine et ’isoleucine sont présents
plus fréquemment dans les structures étendues comme les brins B et sont connus pour stabiliser les
feuillets en induisant des interactions hydrophobes entre deux brins. Il en est de méme pour les
interactions électrostatiques pouvant étre initiées par des résidus a chaines latérales chargées comme
I’arginine, la lysine ou encore 1’acide glutamique. La cyclisation intramoléculaire par I’intermédiaire

de liaison amide ou de pont disulfure est aussi une méthode de stabilisation des feuillets B.54%
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I. 2. d. iii) Mimes de feuillets B

La stratégie prédominante pour concevoir des foldaméres métaboliquement stables est 1’utilisation de
groupements artificiels non-reconnus par 1’organisme biologique. Il existe plusieurs stratégies pour
stabiliser les feuillets B : I’introduction de coude artificiel pour induire une conformation en épingle
a cheveu (#-hairpin, en anglais), la macrocyclisation inter-brin, ou la stabilisation par I’induction d’un
grand nombre d’interactions stabilisantes comme les liaisons hydrogene ou les empilements

aromatiques.

Comme structure de coude artificiel, nous avons déja évoqué précédemment les architectures 2,5-
dicétopipérazine® et pipéridino-pyrrolidine*® développées dans notre laboratoire et les coudes
utilisant la (D)-Proline qui, associés a des chaines peptidiques, permettent d’obtenir une conformation
en épingle a cheveux (Figure 1-5 et 1-6).%¢

Les travaux de Gellman puis dans un second temps de Nowick ont montré qu’il est possible de
stabiliser les feuillets B par macrocyclisation a I’aide de coude artificiel (Figure 1-9a).4357:°%8 e
macrocycle de Nowick utilise deux brins B liés par des coudes type 8-ornithine. Ce composé inhibe
sélectivement I’agrégation de protéines amyloides. Un des brins est un heptapeptide correspondant a
la séquence du peptide amyloide ciblé (AP, a-synucléine, hIAPP) et le deuxiéme brin bloque
linteraction avec les protéines amyloides.®® Il contient le tripeptide non-naturel Hao cité
précédemment. Un autre exemple est 1’utilisation de substitut de liaison hydrogéne (HBS) pour
stabiliser la conformation en épingle a cheveux. Le deuxiéme exemple ci-dessous utilise cette
stratégie en remplagant une liaison hydrogéne par un lien covalent utilisant une oléfine de

conformation trans (Figure 1-9b).>°
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Figure 1-9 : mimes de feuillets B cycliques
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La stabilisation des feuillets  multibrins (feuillets B composés de plus de deux brins) est encore peu
développée mais il existe quelques exemples de foldameéres permettant de mimer ces feuillets
multibrins. Des feuillets a trois brins composeés d’acides o/B-aminés utilisant des coudes (D)-Pro-Gly
ont été décrits par Balaram.®® Une autre stratégie pour stabiliser les feuillets multibrins est I"utilisation
de brins poly-aromatiques liés par le motif 4,6-dinitro-1,3-phénylenediamine ou des interactions
tryptophane-tryptophane (Figure 1-9b) pour réaliser des empilements aromatiques stabilisants (z-

stacking, en anglais).5!

La conception de foldameéres est un domaine qui a émergeé ces dernieres années. Ces architectures ont
été développées pour répondre aux besoins d’inhibiteurs ayant une grande sélectivité, a I’instar des
peptides, mais avec une grande stabilité conformationnelle et métabolique. Un grand nombre de
stratégies ont été mises au point pour concevoir des foldameéres mimes de structures secondaires,
notamment pour les hélices et les coudes étant les structures les plus représentées. Les structures
secondaires étendues sont impliquées dans de nombreuses maladies faisant intervenir des interactions
protéine-protéine, comme la maladie d’ Alzheimer, de Parkinson ou le diabéte de type I1.4° Cependant
trés peu d’exemples de foldaméres mimant et interagissant avec ces structures secondaires étendues

sont décrits pour inhiber les interactions mises en place dans ces pathologies.

Les travaux présentés dans cette thése ont pour objectifs de répondre a ces lacunes. Nous avons décidé
de concevoir et de realiser la synthese de foldameres interagissant avec des protéines amyloides et
plus particulierement hlAPP, impliquée dans le diabete de type Il, en utilisant des architectures
peptidomimeétiques. De plus, toujours dans une problématique de moduler au mieux les propriétés de
nos inhibiteurs, nous avons fait le choix d’y incorporer des atomes de fluor. A notre connaissance,
seulement quelques exemples de foldameres fluorés ont été décrit a I’heure actuelle (cf. Chapitre I-
[11. 2. h. p.41).52-64

I. 3.Les interactions protéine-protéine (PPIs)

Les interactions protéine-protéine jouent un réle fondamental dans de nombreux mécanismes
biologiques. Cependant, elles sont également impliquées dans de nombreuses maladies (cancers,

maladies auto-immunes, amyloidoses).®
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L’ approche classique pour développer des petites molécules d’intérét thérapeutique se concentre
principalement sur les interactions protéine-ligand comme les enzymes, les canaux ioniques ou les
récepteurs. Genéralement les protéines contiennent un domaine de liaison du ligand (ligand binding
domain, LBD) bien défini avec lequel les petites molécules peuvent interagir. Pour moduler des PPIs
I’utilisation de petites molécules est beaucoup plus complexe et les PPIs ont été considérées pendant
longtemps comme undruggable.®%67 Différentes raisons viennent expliquer ces difficultés. Tout
d'abord, les PPIs interviennent a l'interface d'un domaine spécifique ou deux protéines identiques ou
différentes sont en contact. La zone d'interface est plus grande dans les PPIs (1500-3000 A)
comparativement a la zone de contact récepteur-ligand (300-1000 A)® et I'interface est hautement
hydrophobe. Par ailleurs, la surface d’interaction des PPIs a tendance a étre plate et ne contient que
tres peu de poches. De plus, ces interactions s’effectuent généralement par I’intermédiaire de
structures secondaires (hélices, feuillets, etc...) au niveau des hot-spot (résidus impliqués dans
I’interaction) ce qui rend difficile pour des petits composés moléculaires d'inhiber des interactions de
haute affinité.5° 70 Par rapport aux cibles traditionnelles des médicaments, les PPIs n'ont pas de ligands
moléculaires endogeénes de référence. En outre, les médicaments agissant sur les PPIs ont un poids
moléculaire plus élevé (>400 Da) que les petites molécules bioactives (200-500 Da) rendant difficile

le respect des régles de Lipinski.”

Pour moduler ces interactions, les peptides et peptidomimétiques, et par extension les foldameéres,
apparaissent comme une solution prometteuse pouvant étre sélectifs et spécifiques. De nombreux
dérivés peptidiques ont été décrits pour cibler les PPIs impliquant des structures en hélices.”>"3
Contrairement aux structures hélicoidales, les structures étendues ont été beaucoup moins étudiées,
pour cette raison nous avons rédigé une revue mettant en évidence les différentes stratégies de
synthese de dérives peptidiques et peptidomimétiques pour inhiber les PPIs impliquant des feuillets

B (cf. revue ci-apres).*
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Les principales interactions ciblées impliquant des structures riches en feuillet § sont celles que I'on
trouve dans les agrégats de protéines amyloides comme dans la maladie d’ Alzheimer et le diabéte de
type 1. Nos travaux ont pour but de moduler les PPIs impliquées dans le diabéte de type II a ’aide

de foldameres fluorés.

II. Le diabeéte et Polypeptide Amyloide des Ilots (IAPP)

II. 1. Le diabete

Il 1. a. Généralités sur le diabete

Le diabéte est une maladie qui atteint aujourd’hui environ un demi-milliard de personnes a travers le
monde. D’aprés la Fédération Internationale du Diabéte, le nombre d’adulte atteint de cette pathologie
a plus que triplé lors des 20 derniéres années. En 2045, le nombre de personne atteintes pourrait
grimper jusqu’a 700 millions. Le diabéte est devenu 1’une des principales causes d’invalidité et de
déces dans le monde et ces données alarmantes font du diabéte une urgence sanitaire mondiale.’"
Pour cause, la moitié¢ des personnes atteintes par le diabéte 1’ignore. Le diabéte de type 2 (DT2) est
majoritaire en nombre de cas représentant 90 % des diabétiques (417 millions). Le diabéte de type 1
(DT1) concerne 10 % des diabétiques (46 millions). De maniere générale, le diabéte est dd a une
dérégulation du glucose, soit par 1’absence d’insuline (DT1) ou par un phénomene
d’insulinorésistance (DT2). Dans les deux cas, une hyperglycémie est observée qui en 1’absence de
traitement peut entrainer de nombreuses complications. Le diabéte est une maladie di a des facteurs

socio-environnementaux et génétiques.

Le DT1, ou insulino-dépendant est une maladie auto-immune qui se caractérise par une destruction
des cellules B-pancréatiques des ilots de Langherans responsable de la sécrétion d’insuline. La
carence totale d’insuline empéche le glucose de pénétrer dans les muscles, entrainant un niveau élevé
de glucose dans le sang et par extension la pathologie (Figure 1-10). Les enfants et les jeunes adultes

sont les populations les plus touchées par le DT1.
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Figure 1-10 : Role de I’insuline chez une personne saine, atteinte du DT1 ou du DT27

Le diabéte de type 2, ou diabéte insulino-résistant est une maladie chronique définie comme une
affection métabolique qui apparait lorsque le pancréas ne produit plus suffisamment d’insuline ou
que I’organisme n’utilise plus correctement celle qu’il produit. Le glucose n’est donc pas transporté
vers les muscles et les tissus, causant une hyperglycémie générant ensuite des troubles du
fonctionnement des cellules B-pancréatiques. Ces cellules vont continuer de produire de I’insuline
pour faire diminuer la glycémie. La concentration élevée d’insuline conduit a la mort des cellules -
pancréatiques (Figure 1-10). Le DT2 est majoritairement observé chez les personnes de plus de
quarante ans. Ceci s’explique par une symptomatologie modérée voire absente chez un nombre ¢élevé
de patients expliquant le diagnostic tardif. Nos travaux se sont focalisés particulierement sur le DT2

de par sa prépondérance vis-a-vis du DT1.
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IL 1. b.Ftiologie du DT2

Le diabéte de type 2 est une maladie multifactorielle, résultant de 1’interaction entre facteurs
génétiques et environnementaux. Parmi les facteurs environnementaux se tient au premier rang la
consommation excessive de sucres rapides, de graisses saturées pouvant étre associées a un surpoids
et de ’obésité. La sédentarité est également un des facteurs importants pouvant étre a I’origine de la
pathologie.”” De plus, des facteurs prénataux et postnataux ont été décrits ayant un impact sur
I’apparition de DT2 a I’age adulte. Durant la gestation : la malnutrition, 1’obésité, la consommation

de drogue (alcools, tabac, ...), ou encore la prise d’hormone peuvent augmenter le risque de diabéte. "

I 1. ¢ Physiopathologie du DT2

Comme évoqué précédemment, le DT2 est une pathologie responsable de complications graves
notamment cardiovasculaires qui implique des mécanismes physiopathologiques complexes. Le DT2
résulte de deux phénomenes qui sont : I’insulinorésistance (faible sensibilité tissulaire a I’action de
I’insuline) et I’insulinopénie (déficit sécrétoire en insuline). L’insulinorésistance apparait comme un
processus préalable au DT2, la glycémie est maintenue dans un premier temps a un niveau normal
par une « hyper insulinémie ». Dans un second temps, 1’homéostasie glucidique ne peut plus étre
maintenue par le pancréas qui n’arrive plus a fournir d’insuline. On parle « d’épuisement » du
pancréas. La défaillance insulinosécrétoire des cellules B-pancréatiques est également un phénomene
précoce. Certains travaux montrent qu’il préexiste sirement méme avant I’insulinorésistance et qu’il

est aggravé par celle-ci.
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I 1. d.Conséquences et traitements

La maladie coronarienne est la premiére cause de déces des patients atteints de DT2 qui représentent
environ deux tiers des déces en cas de diabete. On peut nommer les ischémies coronariennes ou
I’insuffisance cardiaque comme pathologies fréquemment rencontrées chez les patients atteints de
DT2. On peut également citer 1’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) entrainant
une obstruction des artéres des membres inférieurs. La micro/macro-angiopathie, la rétinopathie, la

néphropathie et la neuropathie diabétique font aussi partie des pathologies résultantes du DT2.

De plus le diabete de type 2 apparait comme un facteur prédisposant aux maladies neurodégénératives
telles que la maladie d’ Alzheimer et de Parkinson. Des interactions croisées entre hIAPP et AR7®20 et
hIAPP et I’a-synucléine®! sont décrites et suspectées pour confirmer ces observations (cf. Chapitre I,
I1. 2. b. ii) p. 25).

Le premier traitement du diabete de type 2 est la mise en place de mesure hygiéno-diététiques. Ces
mesures vont avoir un impact bénéfique sur le contrdle glycémique mais aussi sur les facteurs de
risque du DT2 comme 1’obésité et la sédentarité. Bien que ces mesures aient un effet positif elles sont
trés régulierement insuffisantes et doivent étre accompagnées d’un traitement thérapeutique. L’une
des stratégies pour le traitement du DT2 est [’utilisation de traitements médicamenteux

hypoglycémiants. Il en existe différentes classes (Figure 1-11) :

o Les insulinosensibilisateurs

Les biguanides dont fait partie la metformine et les glitazones (plus commercialisés en France depuis
2011). La metformine agit comme anti-hyperglycémiant par I’intermédiaire de 3 mécanismes.
Premierement, en réduisant la production de glucose dans le foie, en inhibant la néoglucogenese et la
glycogénolyse. Deuxiemement en augmentant la sensibilité des muscles a I’insuline. Et finalement

en retardant I’absorption intestinale du glucose.®
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o Les insulinosécrétagogues

On peut citer les sulfonylurées (glibenclamide, gliclazide, glimépiride) qui stimulent la sécrétion
d’insuline par les cellules B-pancréatiques en les rendant plus sensible & I’action du glucose. En se
liant au récepteur membranaire appelé SUR (sulfonylurea receptor) dont le médiateur endogéne est
inconnu, ils inhibent I’efflux de potassium en fermant les canaux potassiques ATP-dépendants des
cellules B. L’augmentation de la concentration en potassium intracellulaire entraine une
dépolarisation membranaire provoquant un influx du calcium. Cette augmentation du calcium
intracellulaire induit une exocytose de I’insuline. Les glinides agissent de mani¢re similaire aux

sulfonylurées avec comme seul représentant de cette classe en France le repaglinide.83-8°

o Les incrétino-mimétiques et incrétino-modulateurs

Les incrétines sont des hormones peptidiques qui stimulent la sécrétion d’insuline lorsque la glycémie
est trop élevée. Dans le cas des patients atteints de DT2, la concentration en incrétine diminue ce qui
a pour conséquence une inhibition de la libération d’insuline et une augmentation de la glycémie.
Pour pallier ce probléme, des composés peptidiques substituts d’incrétines sont utilisés tel que
I’Exeénatide et Liraglutide qui sont des analogues du Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1). La séquence
d’acides aminés de I’Exénatide correspond partiellement & celle du GLP-1 (figure 1-11). L’Exénatide
augmente la sécrétion d’insuline par les cellules B-pancréatiques de maniére glucose-dépendante. La
sécrétion d’insuline diminue lorsque la glycémie diminue. De plus, 1’Exénatide inhibe la sécrétion de
glucagon entrainant la diminution de la production de glucose par le foie. L’Exénatide ralentit

également la vidange gastrique et entraine une augmentation de la satiété.

o Les inhibiteurs de dipeptidylpeptidases DPP4

Les DPP4 sont des enzymes qui dégradent les incrétines (GLP-1/GIP). Chez le patient atteint de DT2,
une des stratégies peut étre I’inhibition de la dégradation des incrétines par les DPP-4 en utilisant des
inhibiteurs de celle-ci telle que la sitagliptine, vildagliptine ou saxagliptine. Le mécanisme d’action
glucose-dépendant de la sitagliptine se distingue de celui des sulfonylurées hypoglycémiantes qui
augmente la sécrétion d’insuline méme lorsque la concentration en glucose est faible pouvant
entrainer une hypoglycémie. La sitagliptine est un inhibiteur puissant et hautement sélectif de la DPP-
4, n’inhibant pas des enzymes étroitement apparentées telles que la DPP-8 ou DPP-9 aux

concentrations thérapeutiques.®’
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Insulinosensibilisateurs: Insulinosécrétagogues
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Figure I-11 : Les différentes classes de médicaments dans le DT2

L’ensemble des médicaments présentés ci-dessus sont utilisés pour traiter les patients atteints de DT2.
Néanmoins, aucun ne permet de lutter de manicre directe contre la destruction des cellules -
pancréatiques et ils ne traitent que les symptdémes. La glycémie reste souvent mal contrdlée et les

patients ont généralement recours au bout d’un certain temps a un traitement par insulinothérapie.

Par ailleurs, ces traitements hypoglycémiants causent de nombreux effets secondaires indésirables.
Un des enjeux majeurs de notre société réside dans le développement de nouvelles méthodes
thérapeutiques pour le dépistage et le traitement causal du diabéte. De nouveaux mécanismes liés a
la mort des cellules B sont en cours d’étude.®® Les travaux que nous menons tentent de répondre a
cette problématique en se focalisant sur le développement d’inhibiteurs contre 1’agrégation de la

protéine h1APP étant en cause dans le diabéte de type 2.
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II. 2. hIAPP

I 2. a. Généralités et rdle biologique de hIAPP

hIAPP ou Polypeptide Amyloide des llots humains aussi appelé amyline est un polypeptide de 37
acides aminés colocalisé avec I’insuline dans les cellules B-pancréatiques des Tlots de Langherans.
hIAPP est également co-sécrété avec I’insuline en réponse a une hausse de glycémie dans le sang. Le
ratio normal molaire hIAPP:Insuline est de 1/100. Chez les patients diabétiques ce ratio diminue a

1:20, traduisant une augmentation de la sécrétion de hlIAPP.

L’insuline et hIAPP fonctionnent de paire pour réguler la glycémie. La premicre permet au glucose
d’étre transporté du sang vers les tissus. Le second permet la régulation de la glycémie dans le sang
en ralentissant la vidange gastrique et en inhibant la sécrétion de glucagon pour empécher le processus
de glycogénolyse. hIAPP agit également a travers le systeme neuroendocrinien pour induire une

sensation de satiété et diminuer la prise de nourriture.

II. 2. b. Hypotheses toxicologiques de hIAPP

Au cours de ces dernieres années un nombre croissant de preuves ont mis en évidence I’implication
des dép6ts amyloides de hIAPP dans la perte des cellules B-pancréatiques et la baisse progressive de
sécrétion d’insuline caractéristique du diabéte de type 2. Tout d’abord, des dépdts amyloides
constitués d’agrégats de hIAPP ont été observes dans le pancréas de 95 % des patients atteints de
diabéte de type 2 a ’autopsie.®® De plus, il y a une corrélation entre la quantité de dépots retrouvés et
la gravité de la maladie.®® Deuxiemement, la formation de dépdts amyloides est associée a une
réduction de la quantité des cellules B-pancréatiques chez I’humain mais également chez le
primate.®°2 Finalement, il a été montré que les 1ésions précédent I’apparition d’hyperglycémie chez
le singe.®® L’ensemble de ces informations ont mis en évidence un lien étroit entre la formation de

dépdbts amyloides et le développement de diabéte de type 2.
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II. 2. b.i) Mécanisme d'agrégation amyloide

Dans son état natif 1’amyline ne posséde pas de structure secondaire, elle est intrinséquement
désordonnée. La formation d’oligomeéres puis de fibres riches en feuillet B intervient aprés un
changement conformationnel du peptide encore non élucidé. Ce changement conformationnel
pourrait intervenir lors de la formation de nouvelles liaisons hydrogénes au sein de la proteine entre
les fonctions NH-amides et CO, lors de la dénaturation de la protéine complétement repliée, ou encore
en cas de surproduction de la protéine désordonnée native.®* Le mécanisme de fibrillation de
I’amyline n’est pas encore complétement connu. La thioflavin T est une molécule qui fluoresce en
présence d’une population riche en feuillet  comme les oligomeres et les fibres de hIAPP. On peut

suivre la cinétique d’agrégation de hIAPP par spectrométrie de fluorescence a la thioflavin T, cette

cinétique se décompose en 3 phases observables (Figure 1-12) :95:%

- Lalag phase : phase de formation de petits oligomeres a partir du monomeére mal replié.

- La phase d’¢élongation (Growth phase) : phase de formation et de propagation de protofibres

qui vont promouvoir des fibres.

- Phase de saturation : un plateau est atteint, la quantité de fibres amyloides est constante.

Aggregation state

Amyloid fibrils

GELTLT] €L TR TR TL K ¥
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Figure 1-12 : Cinétique de fibrillation de I’amyline®®
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II. 2. b. ii) Espéces toxiques
Les dépdts amyloides retrouvés chez une grande majorité de patient atteints de diabéte de type 2 ont
été décrits pour ne pas étre toxiques vis-a-vis des cellules B-pancréatiques. Les espéces les plus
toxiques pour les cellules sont les petits oligomeéres solubles pouvant perturber les membranes in vitro

entrainant la mort cellulaire.?7.98

Plusieurs hypothéses ont ét€ émises concernant le mécanisme de toxicité des oligomeres de I’amyline,
qui reste néanmoins a compléetement élucider. La perturbation des membranes par formation de pores
transmembranaires est I'une des hypotheses les plus étudiées. En formant des pores dans la membrane
des cellules, les oligomeres de hIAPP permettent aux ions calcium (Ca?*) de pénétrer a I’intérieur de
la cellule entrainant 1’apoptose de celle-ci. De plus, I’échec du mécanisme de dégradation des
protéines entraine une accumulation de mitochondries endommagées, la production d’espéces
réactives de I’oxygene (ROS) et une sensibilité accrue a I’apoptose induite par le stress du réticulum
endoplasmique (RE).% L’ensemble de ces hypothéses concernant la toxicité de hIAPP sont mises en
évidence dans la figure ci-dessous (Figure 1-13).1%0-192 prévenir la formation des oligoméres toxiques
et des agrégats plus larges représente une stratégie prometteuse a explorer d’avantage pour lutter
contre le diabéte de type 2. De plus, cette stratégie pourrait permettre de diminuer les facteurs de
risque des complications cardiovasculaires et également de maladies neurodégénératives telles que la
maladie d’Alzheimer et de Parkinson. En effet des interactions croisées de la protéine hIAPP avec
AB80 et a-synucléine®! ont été décrites et suspectées comme une explication possible sur
I’observation de la pathologie DT2 comme facteur prédisposant aux maladies d’Alzheimer et de

Parkinson.
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Figure 1-13 : Effets toxiques possibles de I’amyline sur les cellules B-pancréatiques.’® (A) les monomeres de
hIAPP forment des oligoméres pouvant adopter une structure en forme de canaux pénétrant la membrane
cellulaire conduisant a une perméabilité accrue aux ions. (B) les oligomeres de hlAPP perforent la membrane
cellulaire, dans laquelle se développe de longues fibres minces induisant la rupture de la membrane. (C) hlIAPP
induit la formation de dérivés réactifs de 1’oxygene (DRO ou ROS en anglais) capables d’endommager les
macromolécules cellulaires telles que les protéines, les lipides et I’ADN. (D) hIAPP initie le clivage de la
procaspase 3 en caspase 3 conduisant a I’apoptose de la cellule. (E) hIAPP active I’inflammasome induisant
I’inflammation. (F) Le systéme protéasome-ubiquitine (ULS en anglais) et (G) le systeme autophagie-
lysosomal (ALS en anglais) sont tous deux impliqués dans la dégradation de hIAPP et inversement.
II. 2. b. iii) Inhibiteurs de I'agrégation de IAPP

o Inhibiteurs non-peptidiques

Les polyphénols sont une classe d’inhibiteurs de 1’agrégation de hIAPP et de fagon plus générale
capables d’inhiber I’agrégation d’un grand nombre de protéines amyloides. Les inhibiteurs les plus
étudiés sont 1’épigallocatéchine gallate (EGCG), gallocatéchine gallate (GCG), gallocatéchine (GC)
qui sont extrait du thé vert, la curcumine issue du curcuma et le resvératrol qui provient du raisin
(Figure 1-14).103-105 Ces inhibiteurs interagissent avec les protéines par des interactions n-n
aromatiques et par des liaisons hydrogéne selon un mécanisme encore débattu aujourd’hui. Le
principal inconvénient de cette classe d’inhibiteurs est leur manque de sélectivité provoquant des
effets secondaires indésirables. On peut également citer les dérivés d’oligopyridylamine développés

pour stabiliser hIAPP sous sa forme hélicoidale en présence de lipides.106:107
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Figure 1-14 : inhibiteurs d’agrégation de hIAPP appartenant a la classe des polyphénols

o Inhibiteurs peptidiques et peptidomimétiques

Pour éviter les effets secondaires il est nécessaire de concevoir un composé pouvant interagir et
inhiber 1’agrégation de hIAPP de maniére rationnelle et sélective. Il est donc nécessaire de connaitre
la séquence du polypeptide responsable de 1’agrégation. La séquence amyloidogénique de hIAPP se
trouve entre les résidus 21 et 27 (**NNFGAI?’L). Cette zone amyloidogénique du peptide a été
identifiée en comparant la séquence de hIAPP a celle d’autres mammiferes chez lesquels IAPP ne

s’agrége pas ou peu comme les rongeurs, le chien ou le porc (Figure 1-15).%7

AGGESCAN 1 2 3
Score I s—S G| 0 0 0

Human IAPP -5.6 KCN TATCATQRLANFLVHSSNINFGA | LISST N VGSNTY -NH2
CatlIAPP 6.6 KCN TATCATQRLANFLVRSSNINLGA I LJSPT N VGSNTY-NH2
RatIAPP -8.8 KCN TATCATQRLANFLVRSSNINLGPV L|PPTN VGSNTY-NH2
Pig IAPP -13.4 KCNMATCATQHLANFLDRSRNINLGT | FISPT K VGSNTY -NH2

Figure 1-15 : Comparaison des séquences de IAPP chez ’Homme, le chat, le rat et le porc.
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Le pramlintide est actuellement 1’unique analogue peptidique non-amyloidogénique de hlAPP sur le
marché. Il a été approuvé par la FDA en 2005. Le pramlintide posséde les mémes effets que hlIAPP
et est utilis¢ dans le traitement du DT1 et du DT2 combiné a I’insuline. Le pramlintide est un analogue
de ’amyline dans lequel les résidus 25, 28 et 29 ont été substitués par des prolines mimant la séquence
non-amyloidogénique du rat. En effet les prolines sont connues pour défavoriser la formation de
structures secondaire en feuillets B empéchant ainsi I’agrégation.'® L insuline a également été décrite
comme un inhibiteur efficace de I’agrégation de IAPP en stabilisant la forme monomérique de [APP

au ratio 1/1.108.109

Plusieurs stratégies sont utilisées pour concevoir des pseudopeptides et des peptidomimétiques
inhibiteurs de ’agrégation de IAPP, utilisant la séquence amyloidogénique. On peut notamment citer
I’insertion d’acide a-aminoisobutyrique (Aib) dans une chaine peptidique pour concevoir des p-sheet
breaker empéchant 1’agrégation (Figure 1-16a)).1*° Des mimes de IAPP méthylés sur les résidus
appartenant a la séquence amyloidogénique ont également été congus et ont montré une inhibition de
I’agrégation.!! Plus récemment des macrocycles basés sur de courts éléments de reconnaissance et
avec des résidus méthylés ont été décrits comme inhibiteurs de I’agrégation de IAPP.%1? Concernant
les foldameres plusieurs stratégies ont été également étudiées. Un macrocycle en feuillet f
incorporant une séquence de reconnaissance de hlAPP et une séquence bloquante incorporant le motif
Hao, évoqué précédemment, a montré un ralentissement de I’agrégation de hIAPP (Figure 1-9).11
Récemment, notre équipe a développé des foldameres hélicoidaux basés sur 6 unités d’acide 4-
amino(méthyl)-1,3-thiazole-5-carboxylique (ATC) pour piéger les monomeres non toxiques de Api-
42 et de hIAPP (Figure 1-16b)).1*4 Mais également des foldameres basés sur une architecture
pipéridine-pyrrolidine mime de B-hairpin portant 2 différents bras peptidiques ou pseudopeptidiques
(Figure 1-16¢).115

a) by _ — c)
NH,
o)
Aib-NF-Aib-V
QJ(NH-FGAIL-CONHZ
Aib-NF-Aib-VH o 3
Q Q j VLFNA-NH,
Aib-NF-Aib-VHSS N N ~ T05HN>CN—<
= = 0
Y

3

Figure 1-16 : Peptidomimétiques inhibiteurs de 1’agrégation de hTAPP. a) séquences peptidiques incorporant
des motifs Aib. b) foldamére hélicoidale basé sur ATC. c¢) mime de B-hairpin basé sur une architecture
pipéridine-pyrrolidine
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III. Intéréetdes 1,2,3-triazoles et introduction d’atomes de Fluor

Pour concevoir nos foldameres fluorés, nous nous sommes orientés vers 1’utilisation de deux
architectures différentes, les 1,2,3 triazoles N-difluorométhylés et les 5-fluoro-1,2,3 triazoles. Ces
deux architectures ont en commun la méme unité de base a savoir le 1,2,3 triazole et la présence
d’atomes de fluor dont I’intérét pour concevoir des peptidomimétiques bioactifs sera explicité ci-

dessous.

ITI. 1. 1,2,3-Triazoles

I 1. a Généralités sur les 1,2 3-triazoles

Ces derniéres décennies, la demande croissante de composés bioactifs pour la mise au point de
médicaments a donné naissance a de nombreuses voies synthétiques simples et efficaces permettant
d’accéder rapidement a des architectures moléculaires complexes et variées. Le concept de chimie
click s’inscrit parfaitement dans cette idéologie. Comme 1’a défini Sharpless,*'® la chimie click doit
répondre aux criteres suivants : des rendements élevés, une grande diversité moléculaire, un controle

parfait de la stéréoselectivité, des sous-produits faciles a éliminer et une procédure simple.

Dans ces réactions faisant partie de la chimie click, on trouve la réaction de Huisgen ou la 1,3-
cycloaddition catalysée au cuivre comme étant un excellent outil pour produire de la complexité et
de la diversité moléculaire, trés simplement et avec de bons rendements. Cette réaction permet, a
partir d’un azoture et d’un alcyne, de former un cycle hétéro-aromatique, 1,2,3-triazoles, avec un
controle parfait de la régiosélectivité pour le régio-isomére 1-4. Dans le cas d’une catalyse au

ruthénium, le régio-isomeére 1-5 est obtenu.!’
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7. b. Propriétés structurales du 1,2,3-triazole

La structure tridimensionnelle du 1,2,3-triazole est tres proche de la liaison peptidique. Ceci est dl a
la planéité du noyau aromatique et a 1’orientation des substituants (Figure 1-17). L’isomere [1-5]
mime la conformation cis (distances Ca- Ca. trés proche, 3.0 et 3.2A) tandis que 1’isomére [1-4] est
un bon mime du conformere trans (oriente les chaines peptidiques a 1’opposé I'une de 1’autre).
Néanmoins le fait que le squelette peptidique comporte un carbone supplémentaire augmente
considérablement la distance entre les deux carbones o (4.9 contrairement a 3.7 dans le cas du

dipeptide naturel).118

y R H y R 3.7A .
~ ~ 0] R o) H\ o
e O At A
H N3 H § N ~ _ \)\\
3.2A//($2 3'0’“*% O R s N2 Z
(0] (0]
conformation cis conformation trans

Figure 1-17 : Mimétisme structurel et électronique de la liaison amide et du 1,2,3-triazole. En bleu les
donneurs de liaison hydrogéne

Concernant les propriétés électroniques du 1,2,3-triazole, elles sont treés similaires a la liaison
peptidique. D’un part avec un moment dipolaire relativement proche (5 Debye en comparaison des 4
Debye d’une fonction amide!®). Mais également par la position des groupements donneurs et
accepteurs de liaison hydrogene. La liaison C-H du triazole est un mime du caractére donneur de
liaison hydrogene de la liaison N-H de la liaison amide. Cette liaison C-H est orientée de maniére

opposée aux azotes N2 et N3 du triazole, qui sont accepteurs de liaison hydrogene (Figure 1-18).

istance
7 N\
ro A\l
AmideBond ) 3 |
§ R "
O B Electrophilic 3 R
carbon

Distance = 5 0A 4
Lo O\ =
¥ty " Y
1,2.3-Triazole :
‘\ :
- 3} ‘3 Electrophilic 3
=1 cirboey Planar surface

Figure 1-18 : Propriétés spatiales des 1,2,3-triazoles
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De plus les 1,2,3-triazoles présentent une bonne stabilité vis-a-vis de processus comme la dégradation
enzymatique, I’hydrolyse et I’oxydation. L’ensemble de ses propriétés font du groupement 1,2,3-

triazole un excellent mime de liaison peptidique.t20.12

1 c Propriétés biologiques des 1,2,3-triazoles

Les triazoles sont présents dans la structure de nombreux principes actifs médicamenteux.?? Ils sont
associés a des propriétés pharmacologiques diverses et variées,''’ telles que des activités
antimicrobiennes,'?? antivirales,*?* antitumorales,'?> antibactériennes,'?® anti-inflammatoires,*?’ et
antifongiques (Figure 1-19).12 Les triazoles se retrouvent dans de nombreux produits d’intérét
pharmaceutique grace a leurs propriétés utiles au développement de molécules bioactives. En effet,
les triazoles sont stables vis-a-vis de 1’hydrolyse acide ou basique et aux conditions oxydantes et
réductives.’?® D’autres part, les triazoles ont un moment dipolaire plus élevé qu’une liaison amide
(environ 5 Debyes), ce qui accroit le caractere accepteur et donneur de liaison hydrogene ainsi que
les interactions dipoles-dipdles et les empilements n-m.1% Les triazoles, et possiblement les dérivés
triazoliques, sont plus stables au processus de dégradation et peuvent par leurs propriétés

électroniques accroitre les interactions avec une cible.

Antibactérien Antitumoral Antiviral

Figure 1-19 : Quelques exemples de molécules contenant un noyau triazole ayant une activité biologique

Ces caractéristiques ont fait du 1,2,3-triazole une architecture trés utilisée dans le développement
pharmaceutique et également un isostére de liaison peptidique trés utilisé pour développer des

composés thérapeutiques peptidomimétiques. 17118131
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V// e Synthese des triazoles

II. 1. d. i) Les triazoles [1-4] di-fonctionnalisés

La premiere synthése de triazoles [1-4] disubstitués avec d’excellents rendements et une
régiosélectivité parfaite a été décrite de maniére concomitante par Meldal et Sharpless en 2002132133
Ils utilisent des conditions douces a 1’aide d’une catalyse au cuivre (I). Avant cela, la réaction de
Huisgen était bien moins utilisée en raison de I’instabilité des azotures d’alkyles et de la faible
régiosélectivité di a la nécessité de chauffer. Le mécanisme décrit par Sharpless et Fokin pour la

réaction de Huisgen est décrit dans la figure ci-dessous (Figure 1-20).

R,  Cul, Ri
= 7=\
R1 N B-3 - N N,N\R2 N\\N,N\R2
Y\\QULn - v c
m VonNoR, ;
A ! .
B-2 ! + B-direct [L,Cu]
Ry—=——=CuL, \ -
\N@ - R A R1 ——H
IhNsyT R g TN _
g N Re=—cu,
2 I
Nen-Neg,

Figure 1-20 : Mécanisme de la CuAAc décrit par Sharpless et Fokin*3?

Dans un premier temps le cuivre (I) va s’insérer sur ’alcyne afin de former I’acétylure 1. Dans un
second temps, 1’azoture va se coordonner a 1’atome de cuivre et aprés cyclisation, va former
I’intermédiaire a 6 chainons I11. Aprés un réarrangement, un triazole cuivré 1V est obtenu. Celui-ci
va se protoner pour donner le triazole [1-4] attendu et recycler le catalyseur. Energétiquement cette
voie est favorisée par rapport a la voie concertée B-direct (10-12 kcal) ce qui justifie la régiosélectivité

parfaite imposée par I’intermédiaire a 6 chainons III.

En 2013, Fokin!3* a prouvé, en utilisant I’isotope 3Cu comme catalyseur externe marqué, que le
meécanisme passe par un intermédiaire bimétallique lors de cette réaction (Figure 1-21). 1l y a insertion
d’un premier atome de cuivre dans la liaison C-H de I’alcyne formant 1’acétylure de cuivre. Cet
acétylure va se complexer a un deuxieéme atome de cuivre pour donner 1’intermédiaire |. L’azoture
va se coordonner sur le deuxiéme atome de cuivre entrainant 1’attaque de I’alcyne sur I’azote N3 de

I’azoture pour former I’intermédiaire bimétallique 111.
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Le triazole cuivré IV est obtenu aprés la cyclisation et le départ d’un atome de cuivre. Apres

protonation, le produit attendu est obtenu.

I R R———m=~H [CulP
N/ 1 a
Ry \8' cj — [Cul

N [Cur?
N/ R E
RS )
2 leqV Ry =, [Cu]
/& R2 N 32 j\
N-N N©
// W N N _R
[Cu] N (Vo) — G s7R;
>:Q / N \ [C/U]
R4 [Cu] R, L (culP

Figure 1-21 : Mécanisme de la CuAAc décrit par Fokin

Depuis sa premiére publication, la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée au cuivre s’est
développée avec de nouvelles sources de cuivre. L’utilisation de pré-catalyseurs et de ligands afin
d’étendre les substrats pouvait étre utilisée. Cependant la conception d’un catalyseur polyvalent
pouvant étre appliqué a tous types d’alcynes ou d’azotures ainsi que des conditions de réactions

permettant une élimination du cuivre complete et efficace restent les limitations a résoudre.**

La réaction de Huisgen fait 1’objet de nombreuses publications dans divers domaines, la santé
(conception de molécules bioactives, marquage in vivo, peptides...) ainsi que les matériaux

(nanostructure, polyméres, modifications de surfaces...). 136139

III. 1. d. ii) Les triazoles [1-5] di-fonctionnalisés

En 2005, Fokin a décrit une méthodologie pour réaliser la synthese régiosélective de plusieurs 1,2,3-
triazoles [1-5] di-fonctionnalisés en utilisant la cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée au ruthénium.
(RUAAC). Le Cp*Ru(PPhs)2 a eté utilisé comme catalyseur pour synthétiser plusieurs triazoles a

partir de réactifs simples avec d’excellents rendements et une régiosélectivité parfaite.'4°

Comme évoqué précédemment, les triazoles [1-5] sont des mimes de liaison amide cis. L’isomére cis

est minoritaire dans les liaisons peptidiques vis-a-vis de I’isomére trans.
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C’est pour cette raison que nous ne nous attarderons pas sur la synthése du régioisomere [1-5] en ne

présentant que rapidement son mécanisme.

Pour justifier la régiosélectivité de la réaction, les auteurs ont émis I’hypothése d’un intermédiaire a
six chainons A ou B. Cet intermédiaire est issu de deux additions oxydantes sur le méme atome de
ruthénium par 1’alcyne et 1’azoture. Aprés une étape d’élimination réductrice, le catalyseur et le

produit attendu sont libérés (Figure 1-22).

3@@(&@?3@?%

X e
\NE:\\lj R Cl | //N ‘/// CI L Cl
| : |

Figure 1-22 : Mécanisme de la RUAAC proposé par Fokin

g N

I1I. 2. Le Fluor

I 2 a Propriétés physico-chimiques du fluor

L’atome de fluor est le 13¢élément le plus abondant de la croute terrestre (0,028%) et le premier
halogéne. A I’état naturel, cet élément se trouve essentiellement dans des minéraux sous forme de
fluorure (F). Les deux sources principales sont la cryolite (NasAlFs) et le fluorite (CaF2). Le fluorure
est également présent dans la fluoroapatite [Cas(POa)3F], composant en partie I’émail dentaire.*** Les
propriétés particulieres de I’atome de fluor font de cet atome un élément unique dans la classification

périodique (Tableau 1-1).

Avec un rayon de van der Waals de 1,47 A, le fluor est le plus petit élément aprés I’hydrogéne (1,20
A). De plus, c’est ’élément le plus électronégatif du tableau périodique (3,98) selon 1’échelle de
Pauling. De ce fait, la déformation du nuage électronique de 1’atome de fluor est difficile, ce qui lui

confére une faible polarisabilité 0,557 x 10->* cm le différenciant des autres halogénes.
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Tableau I-1 : Propriétés de I'atome de fluor comparées a d’autres atomes

C N o) F Br |
Rayon de Van der Waals (A) 1.70 1.55 152 147 185 1.98
Electronegativite (échelle de 255 304 344 398 3116 296 266
Pauling)
Polarisabilité (x1024 cm3 0.667 1.76 1.10  0.82 0.557 3.05 470
Longueur C-X (A) 1.54 1.47 1.43 1.35 - -

12 b.

Effet sur l'acidité et la basicité

La modification du pKa peut avoir un impact important sur l’interaction avec le ligand, la

biodisponibilité et la pharmacocinétique d’un médicament. Il est donc intéressant de pouvoir moduler

cette propriété pour concevoir des composés médicinaux.

L’atome de fluor étant tres électronégatif, 1’ajout d’atomes de fluor au sein d’une molécule a un effet

important sur le pKa. Par conséquent, la fluoration augmente I’acidité des hydrogénes des fonctions

voisines comme les acides carboxyliques, les alcools et les amides voisins. De méme la basicité des

amines est diminuée par la fluoration (Tableau 1-2).14?

Tableau 1-2 : Effet du fluor sur I’acidité & la basicité des fonctions voisines
-COOH pKa -OH pKa -NH2 pKa
CHsCO2H 4.76 CHsCH20H 15.9 CH3CH2NH:2 10.6
CH2FCO2H 2.59 CF3CH20H 12.4 CF3sCH2NH:2 5.7
CHF2CO2H 1.34 (CHs)sCH 19.2 CeHsNH2 4.6
CFsCO2H 0.52 (CF3)sCOH 5.1 CeFsNH2 -0.36
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2 c Liaison hydrogene

Bien qu’il soit I’atome le plus électronégatif et qu’il ait trois paires d’¢lectrons libres, le fluor est un
faible accepteur de liaison hydrogene. Ceci est dii a la faible polarisation de ses électrons. Bien qu’il
soit un faible accepteur de liaison hydrogene (HBA), le fluor, grace a son important effet
¢lectroattracteur a un impact important sur 1’effet donneur liaison hydrogene (HBD) des fonctions
adjacentes. Nous pouvons prendre I’exemple de 1’éthanol (HBA = 0.44 ; HBD = 0.33) et du 2,2,2-
trifluoroéthanol (HBA = 0.18; HBD = 0.57). De plus, 1’étude des interactions entre le fluorométhane
et Peau, ainsi que fluoroéthyléne et 1’eau ont montré que le lien C(sp®)-F permet une liaison

hydrogéne plus forte que le lien C(sp?)-F.143

m2d Lipophilie

La balance hydrophile/lipophile est un concept important dans la conception de composés
thérapeutiques. En effet, une bonne balance hydrophile/lipophile permet d’optimiser I’absorption, le

transport et I’interaction avec sa cible du composé.

La lipophilie est exprimée par un coefficient de partage (log P) d’un composé entre 1’octanol et I’eau.
Cette valeur permet de prédire I’aptitude d’une molécule a franchir les membranes lipidiques. La
valeur du log P doit étre suffisamment élevée pour que la molécule puisse traverser les membranes,
sans étre trop élevée pour que la molécule n’y soit pas piégée. Le fluor est souvent utilisé pour
moduler 1’hydrophilie ou la lipophilie des composés dans lesquels il est incorporé. En général, la
fluoration en position aliphatique diminue la lipophilie et augmente 1’hydrophilie. Ceci est di au fort
effet électroattracteur du fluor (Tableau 1-3).24? Tandis que la fluoration de composés aromatiques, la
fluoration adjacente aux atomes avec des électrons © (a 1’exception les carbonyles fluorés), et la

polyfluoration entrainent une augmentation de la lipophilie.
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Tableau I-3 : Effet du fluor sur la lipophilie

Composé Log P Composé Log P

CHsCHs 181 CesHe 2.1

CHsCHF2 0.75 CeHsF 2.3

CHz3(CH2)3CHs 3.11 CsHsCH3 2.1

CH3(CH2)sCH2F 2.33 CeHsCF3 3.0
rze RMN °F & TEP "8F

Le 1%F est I’isotope le plus stable de I’atome de fluor, il a une abondance naturelle de 100%, un spin
de % et un rapport gyromagnétique (y) de 40,03 MHz/T représentant 0,94 fois celui de I’hydrogéne
(Tableau 1-4).1%* ce qui lui confére une sensibilité relative de 83% par rapport a *H. L’ensemble de
ces propriétés font du °F un noyau intéressant en résonance magnétique nucléaire (RMN). La large
fenétre spectrale (environs 350 ppm) du '°F permet d’identifier de faibles variations de
I’environnement chimique d’un composé par un changement de déplacement chimique. L’ensemble
de ces propriétés font du fluor un outil important dans le domaine de la recherche que ce soit pour le
suivi de réaction, 1’étude conformationnelle, la stabilité métabolique ou des études d’interaction

ligand-protéine par fluorine chemical shift anisotropy and exchange for screening (FAXS).145146

Tableau 1-4 : Intérét de I’atome de fluor pour la RMN

Propriétés 1H 13¢ 19F
Spin 1/2 1/2 1/2
Abondance naturelle (%) 99.99 1.108 100
Rapport gyromagnetique (MHz/T) 42.58 10.71 40.03
Sensibilité (%) 100 0.017 83

Le 8F est un radio-isotope de I’atome de fluor pouvant étre obtenu par synthése. Avec un temps de
demi-vie de 109,8 minutes, il est utilisé¢ dans le domaine de I’'imagerie médicale en tomographie par

émissions de positrons (TEP).4
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Cette technique est également utilisée dans la recherche pour le développement de molécules
thérapeutiques car elle permet de cartographier la distribution et le métabolisme d’un médicament in
vivo. Récemment, cette méthodologie a été appliquée aux peptides. La synthése de peptides
incorporant des acides aminés fluorés a été décrite (Figure 1-23).148 Ci-dessous, I’hydrogéne du noyau

aromatique de la phénylalanine dans un pentapeptide a été substitué par un atome de *8F.

18|:
HN Y
0 e e
HZN\)LN N\)LN N\)LNH2
H o H o

H-Gly-His-Gly-Phe(4-[18F]F)-Gly-NH,

Figure 1-23 : Peptide incorporant un acide aminé fluoré
V//V A Intérét en chimie médicinale

III. 2. f. i) Les molécules organofluorées bioactives

Les molécules organofluorées sont présentes dans divers domaines tels que les matériaux,4°
I’agrochimie'®*%! et le secteur pharmaceutique®>*%4, En 2005, la moitié des dix médicaments les

plus vendus étaient fluorés.!5®

En 2016, un quart des médicaments sur le marché ou en phase de développement dans la plupart des

classes thérapeutiques contenaient au moins un atome de fluor (Figure 1-24).156.157

H
F COH o N O
| IS
(N bé FaC O’ F
N
Me” \) 0" Me (0]
Lévofloxacin ® Fluoxétine (Prozac®) Fluindione®
antibiotique antidépresseur anticoagulant
»/—CF cl '
H,oN
25 u’go
(@) ‘0
Célécoxib® Efavirenz®
anti-inflammatoire non-stéréoidien antiviral (VIH)

Figure 1-24 : Exemples de médicaments fluorés
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Les propriétés pharmacocinétiques peuvent étre modulées par 1’incorporation d’un ou plusieurs
atomes de fluor dans un composé.?>815% Comme évoqué précédemment, les effets électroniques du
fluor peuvent entrainer une perturbation de I’acidité ou la basicité et 1’effet accepteur de liaison
hydrogene des fonctions voisines. L’incorporation du fluor peut également induire une modification
de la lipophilie, et de la conformation. L’ensemble de ces variations a une importance sur plusieurs
aspects d’un médicament comme la biodisponibilité, la solubilité, et les interactions avec la cible. De
plus, I'incorporation d’un atome de fluor peut induire une meilleure stabilit¢é métabolique en
prévenant des mécanismes hydrolytiques ou oxydatifs!*?, méme si cet aspect a été discuté

récemment, 160

III. 2. f. ii) Les nouveaux groupements fluorés

Cette particularité que I’atome de fluor a de pouvoir moduler les propriétés physico-chimiques des
molécules dans lesquelles il est incorporé a entrainé le développement de nouveaux groupements
fluorés. Notamment des groupements fluorés liés a des hétéroatomes et plus particulierement sur
I’oxygene et le soufre. Les groupements ORf /SRf et plus particulierement les OCF3 et SCF3 sont
reconnus pour leur lipophilie élevée,®! et de nombreuses molécules incorporant ces groupements

sont présentes dans I’agrochimie et le domaine pharmaceutique (Figure 1-25).141.154.162

CF3

ZT

. c 0 O /@/O
) J@[ DH—NH, NN
F,CO S H H

SCF4
Tiflorex® Riluzole® Triflumuron®
traitement de traitement contre la insectiside
I'anorexie nerveuse sclérose latérale amyotrophique

Figure 1-25 : Molécules actives incorporant un groupement OCF3/SCF;

A contrario les groupements N-Rf ont été trés peu étudiés et font aujourd’hui I’objet d’un intérét grace
aux nouveaux réactifs et méthodologies permettant de faciliter 1’accés a ce groupement et plus
particulierement au N-CF3.163164 Quelques molécules actives ont été récemment décrites contenant

un groupement N-CFs (Figure 1-26),163.165.166
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Figure 1-26 : Molécules bioactives incorporant un groupement N-CF3

2 g Les peptidomimétiques fluorés

Les peptides sont des composes essentiels des organismes vivants. lls peuvent agir sous différentes
formes telles que des hormones, des neurotransmetteurs, des neuromodulateurs, etc.'®” Ils ont vu leur
utilisation s’accroitre dans I’industrie pharmaceutique®®’ néanmoins leur utilisation dans le
développement de médicaments est limitée a cause de leur faible stabilité métabolique in vivo et de
leur faible biodisponibilité. Une des stratégies pour palier a ce probléeme est d’effectuer des
modifications sur ces peptides afin d’en augmenter la stabilité.% De plus, comme évoqué ci-dessus,
une grande partie des médicaments sur le marché comporte au moins un atome de fluor. Le domaine
des peptides n’a pas échappé a cette tendance et de nombreux isostéres peptidomimétiques fluorés

ont vu le jour dans le but d’améliorer leur propriété métabolique (Figure 1-27).16°

On peut notamment citer la trifluorométhylation de peptide,'’® I’incorporation du monofluoroalcéne
en tant gue mime de liaison peptidique avec une meilleure stabilité métabolique.t’* Enfin, notre
laboratoire a développé I'utilisation du N-difluorométhyltriazole comme mime du peptide fluorée
difluoroglycine-glycine, difficile a obtenir a cause de D’instabilité des intermédiaires de synthése.!’?
Cependant, bien que de nombreux mimes fluorés existent, aucun composé fluoré peptidique ou

peptidomimétique n’a encore été commercialisé.
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Figure 1-27 : Quelques isosteres peptidomimétiques fluorés
I 2. h. Les foldameres fluorés

Les foldameres ont émergé ces dix derniéres années comme mimes de structures secondaires des
protéines (cf. Chapitre I, I. p.1).6 Cependant, le domaine des foldameres fluorés est encore sous-
exploité et, a notre connaissance, seulement quelques exemples de foldameres fluorés ont été

décrits.64173-175

a)
F3C R\I
) AN
H
0 o)
R = CH,F, CF;H, CF;
CF3-p-peptides peptoides
(Ishida et al. 2014)174 (Cobb et al. 2018)173

b) c) H
[ L YO
;\ N“‘ ""' é F3 N = l\l' O
H /. 3.4
(0]

cis-2-amino-1-fluorobutane-1-carboxylic acid trifluoromethyl homo-1,4-Tz amino acid

(Aitken et al. 2015)54 (Ongeri, Crousse et al. 2021)'7°

Figure 1-28 : a) foldameéres fluorés hélicoidaux. b) foldameres fluorés étendus c) foldaméres fluorés en
« échelle »
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Plusieurs foldameéres basés sur la méme unité de répétition ont été décrit dans la littérature. Une
grande majorité de ces foldaméres incorporent un ou plusieurs atomes de fluor et sont utilisés pour
stabiliser une structure hélicoidale. Le premier exemple décrit un hexamere d’acides B-aminés
trifluorométhylés (CFs-B-peptides, Figure 1-28a)) permettant de stabiliser une hélice 14.174 Des
pentameéres de peptoides fluorés ont également été décrit pour adopter une structure en hélice (figure
28a)).17% A notre connaissance, il n’y a qu’un seul exemple d’architecture fluorée, basée sur 1’acide
cis-2-amino-1-fluorobutane-1-carboxylique, pour concevoir des mimes de structures étendues dans
la littérature (Figure 1-28b)).54

Notre laboratoire a également développé un foldamere fluoré basé sur 1’acide aminé trifluorométhyl
homo-1,4-Tz adoptant une conformation en échelle (Figure 1-28c)).1”> Quelques exemples de

molécules fluorées adoptant un repliement ont également été décrites.*’6-17°

Aucun des foldameres fluorés décrit ci-dessus n’a d’applications biologiques. Il y a une véritable
lacune concernant 1’utilisation de foldameéres fluorés comme molécules bioactives. L’objectif de ces
travaux de thése est de combler ce manque en démontrant que nos foldameres fluorés peuvent agir

comme modulateur de I’agrégation de hIAPP.
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Chapitre 1II: Les 1,2,3-triazoles N-
difluorométhylés, architecture pour construire

des foldameres fluorés

Ce chapitre présentera le développement de foldaméres fluorés utilisant I’architecture 1,2,3-triazole
N-difluorométhylée, de la conception a 1’évaluation biophysique en passant par la synthése. Dans un
premier temps, un état de I’art non-exhaustif concernant la synthése de molécules utilisant cette
architecture sera fait. Dans un second temps, la conception, la synthese, les analyses
conformationnelles et les évaluations biophysiques préliminaires de nos foldameéres fluorés seront

présentées.

I. Etat de I'art des 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés

Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés appartiennent a la famille des dérivés N-Rf. Ils sont obtenus
par cyclisation 1,3-dipolaire entre des alcynes et des dérivés d’azotures R-CF2Ns. Néanmoins, les
syntheses de molécules incorporant des 1,2,3-triazoles difluorométhylés ne sont pas nombreuses.
L’une des premiéres synthéses décrites a été réalisée en 2000 par Lermontov et al. en effectuant la
cyclisation thermique entre différents alcenes terminaux et 1’azoture de 2-hydroperfluoropropyle. Ils
ont obtenu des mélanges de deux régioisomeres avec des rendements allant de 50 % a 95 % (Schéma
11-1).2
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Schéma 11-1 : Premiére cycloaddition [3+2] avec azotures a,a-difluorés

En 2008, Fischer et al. brevétent la synthese, par cycloaddition [1,3] dipolaire catalysée au cuivre,

d’une molécule incorporant un motif 1,2,3-triazole N-difluorométhylés pouvant sélectivement

diminuer la production de AP1-42 et, par conséquent, prévenir les maladies associées aux dépots d'AP

dans le cerveau, en particulier la maladie d'Alzheimer (Figure 11-1).2

Figure 11-1 : Molécule bioactive utilisant le triazole N-difluorométhylé, pouvant présenter un intérét dans la

maladie d’ Alzheimer

Plus récemment, 1’équipe de Bai a décrit la synthése de fluoroalkyles thioéthers incorporant un 1,2,3-

triazole N-difluorométhylé dans des conditions classiques de cycloaddition [1,3] dipolaire catalysée

au cuivre entre un dérivé d’azoture, le 2-((2-azido-1-chloro-1,2,2-trifluoroéthyl)thio)-pyrimidine

(ACTP) et des alcynes avec d’excellents rendements. Cette méthodologie permet la synthése de

polyméres d’acides sulfoniques fluorés utiles pour la préparation de membranes d’échange de protons

(Schéma 11-2).3 Les membranes d’échange de protons sont des membranes semi-perméables

permettant la conduction protonique mais imperméable aux gaz tels que le dioxygéne ou le

dihydrogeéne.
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Schéma 11-2 : Premiére cycloaddition de Huisgen avec ACTP

L’¢équipe de Olsen a utilisé le motif 1,2,3-triazole N-difluorométhylé, synthétise dans des conditions
classiques de cycloaddition [1-3] dipolaire, pour concevoir des peptidomimétiques analogues du
neurotransmetteur Leu-enképhaline se liant aux récepteurs opioides.* Le synthon de départ est

synthétise en solution puis est intégré a une stratégie de synthése sur support solide (SPPS).

Cul, TBTA,
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Schéma 11-3 : Synthése de peptidomimétiques analogues du neurotransmetteur Leu-enképhaline utilisant les
1,2,3-triazoles N-difluorométhylés

En 2017, notre laboratoire a également utilisé les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés comme
architecture contraignante pour concevoir des pseudo-tétrapeptides adoptant une conformation
étendue (Schéma 11-4).5

Ph

1) NaNg, DMF Py o Ph—, CuS0,.5H,0 Ph {
Eo,c_Br _ >0°C.18h NHBoc  Asc.Na, TBTA Y9 NN B ~NHBoc
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FF 2 Ph 2 H % =/ 0 MeOH/H,0 MeO,C” N o
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By R P RA
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Schéma 11-4 : Synthése de pseudo-tétrapeptides incorporant le 1,2,3-triazole N-difluorométhylé
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Le pseudo-tétrapeptide est obtenu par cycloaddition [1-3] dipolaire catalysé au cuivre a partir d’un
azoture et d’un alcyne portant des résidus d’acides aminés. Cette réaction est réalisée en présence de
sulfate de cuivre pentahydrate comme source de Cu?*, d’ascorbate de sodium permettant de réduire
les ions Cu?* en Cu* (catalyseur) et enfin de TBTA comme ligand pour stabiliser les ions Cu*. On
parle de pseudo-tétrapeptide car le motif 1,2,3-triazole N-difluorométhylé peut étre considéré comme
un mime du dipeptide Glycine-difluoroGlycine (Gly-CF2Gly) difficilement utilisable en raison de

son instabilité.

De plus, notre groupe a mis en évidence, par RMN, DFT et cristallographie aux rayons X, les
interactions entre les atomes de fluor et les protons voisins.®> La constante de couplage 3Jun-H. (8.2

Hz) correspond a un angle di¢dre d’environ -120°, ce qui correspond a une conformation étendue. De
plus, les expériences 2D °F-'H NOE en RMN ont permis d’identifier une corrélation entre les atomes
de fluor et le proton du triazole et le NH de la phénylalanine. Ces observations sont en accord avec
les analyses par diffraction aux rayons X. La structure identifiée au sein de la maille cristalline met
en évidence les distances entre les deux protons (proton du triazole/NH phénylalanine) et un atome
de fluor qui sont de 2.58 A et 2.29 A avec des angles ¢ de 88° et 107°, respectivement (Figure 11-2).
Ces informations tendent a confirmer les interactions proton-fluor stabilisant une conformation locale

étendue.

Figure 11-2 : Structure cristalline du pseudo-tétrapeptide BocNH-Phe-[Tzl-CF,]-Phe-OMe®
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II. Objectifs

Le principal objectif de cette partie est le développement de foldaméres fluorés de structure étendue
s’appuyant sur les travaux antérieurs du laboratoire concernant la synthése de triazoles N-

difluorométhylés.

Tout d’abord I’auto-assemblage de ces unités sera effectué comme preuve de concept pour le
développement de structures étendues basées sur 1’acide aminométhyl-1,4-triazolyl-difluoroacétique
(1,4-Tz-CF2), que nous appellerons homotriazolameres. Ensuite les foldameres fluorés seront congus
de maniére rationnelle, en introduisant des acides aminés choisis selon les séquences
amyloidogeéniques des protéines amyloides, ces foldameéres seront appelés hétérotriazolameres. Ces
hétérotriazolameres sont congus pour inhiber les interactions protéine-protéine (PPIs) impliquant des
structures étendues, notamment dans I’agrégation de hIAPP. De plus, cette stratégie pourra étre
appliquée pour concevoir des inhibiteurs d’agrégation d’une autre protéine amyloide, Api-42,
impliquée dans la maladie d’Alzheimer mais également dans la conception de peptides

antimicrobiens (AMPs) et des peptides pénétrant les cellules (CPPs).

La synthése sera basée sur I’expertise du laboratoire, ¢’est-a-dire par une voie convergente reposant
sur la cycloaddition [1-3] dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre (CUAAC).®

Une fois les foldaméres synthétisés, des études conformationnelles seront effectuées par dynamique
moléculaire et par RMN pour mettre en évidence les conformations adoptées en solution par nos
foldameéres. Finalement, des évaluations biophysiques seront mises en place, notamment par
spectrométrie de fluorescence a la thioflavin-T (ThT), pour évaluer ces foldaméres comme inhibiteurs

potentiels de PPIs impliquées dans I’agrégation de hIAPP (cf. Chapitre I, 11. 2. p.23).
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III. Les homotriazolameres

Notre laboratoire a montré que ’architecture N-difluorométhyle triazole pouvait s’apparenter a une
architecture contraignante dans le développement de peptidomimétiques de structure étendue. Cette
observation a été mise en évidence au sein d’un pseudo tétrapeptide (Phe-[TzICF2]-Phe). En effet le
1,2,3-triazole N-difluorométhylé est un mime de dipeptide fluoré (Gly-CF2Gly). Mais cette
structuration étendue est-elle conservée lorsque 1’on assemble plus d’une unité au sein d’une méme
molécule ? C’est la question que nous nous sommes posées et a laquelle nous avons tenté de répondre.
Pour cela nous avons réalisé le couplage de trois et quatre unités d’acide aminométhyl-1,4-triazolyl-
difluoroacétique (1,4-Tz-CF2), afin d’identifier quelle conformation nos tri- et tétratriazolameres

adoptent.

I 1. Synthese des homotriazoles N-difluorométhylés

Pour réaliser nos azotures difluorés nous avons suivi la méthodologie brevetée par Koppes et
Chaykovcky (DMSO, 1.2 équivalents de NaNs, ta., 18 h) a partir de I’ester éthylique du
bromodifluoroacetate.® Ces conditions ont été optimisées par Marius Mamone, le doctorant qui a
développé la synthese du pseudo-tétrapeptide (Schéma 11-4).5 1.1 équivalents d’azoture de sodium
sont suffisants pour obtenir une conversion compléte, le DMSO a été remplacé par le DMF, et le
mélange réactionnel est chauffé 18 h a 35 °C (Schéma 11-5). La réaction est efficace et la conversion
est totale. La difficulté de cette réaction réside dans la grande volatilité de I’azoture difluoré 2.1. En
effet, aprés traitement le solvant d’extraction (Et2O ou CH2Cl2) doit étre évaporé
précautionneusement pour limiter les pertes. Autrement, I’azoture peut étre conservé en solution dans
le solvant d’extraction sous atmosphere inerte. L’azoture difluoré est utilisé sans purification a cause

de sa volatilité et de la faible stabilité de la fonction ester sur silice.
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Avant de procéder a la réaction de cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre, il est nécessaire
de protéger la fonction amine de la propargylamine pour empécher celle-ci de venir complexer le
cuivre et de perturber la réactivité de celui-ci. Le carbamate de tert-butyle a été choisi comme
groupement protecteur pour sa relative facilité a étre introduit et clivé. Le groupement protecteur est
introduit en utilisant des conditions classiques, dicarbonate de di-tert-butyle, triéthylamine dans le
dichlorométhane a température ambiante pendant 2 h. L’alcyne protégé 2.2 est utilisé sans
purification supplémentaire et est mis en solution dans le THF en présence de I’azoture difluoré 2.1,
d’iodure de cuivre en quantité catalytique et de triéthylamine a température ambiante pendant 2

heures (Schéma 11-5).
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Schéma 11-5 : Synthése des trimeres et tétrameres N-difluorométhyle triazole protégés/déprotégés (2.5/2.6,
2.8/2.9). (a) NaN; (1.05 éq.), DMF, 35 °C, 18 heures ; (b) Cul (10 %), NEt; (1.0 éqg.), THF, ta, 2h; (c)
propargylamine, THF, 0 °C, 2h ; (d) ammoniac dans le methanol (7N, 5¢éq.),0°C, 2h; (e) HCI-dioxane (4M
10 éq.), solvant (CH.Cl, ou MeOH), 0°Cata.,2h.
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L’ester intermédiaire est directement mis sous des conditions d’amidification, I’ester n’étant pas tres
stable sur silice n’est pas purifié. Le monomere propargylamide 2.3 est obtenu par amidification avec
la propargylamine préalablement distillée (les amines primaires n’étant pas trés stables et pouvant
polymériser), dans le THF pendant deux heures a 0 °C. L’amidification peut étre réalisée dans des
conditions douces grace a I’effet ¢lectronique des deux fluors qui appauvrissent le carbone de 1’ester
et augmente son caractere €lectrophile. Il n’est donc pas nécessaire de chauffer, ni de mettre ’amine
en exces. Le monomere 2.3 stable sur silice est obtenu avec un rendement sur 2 étapes de 54 % apreés

purification.

Les étapes de cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre et d’amidification sont répétées
successivement jusqu’a I’obtention du trimere et du tétramere (2.5/2.8). Plus la taille du foldamere
augmente plus les rendements diminuent, mais restent satisfaisants (de 54 a 44% en passant du
monomeére au tétramere).

La derniére étape d’amidification est effectuée avec une solution d’ammoniac dans le méthanol a la

place de la propargylamine afin d’obtenir I’amide libre (2.5/2.8, Schéma 11-5).

L’ultime étape est le clivage du carbamate de tert-butyle en N-terminale a I’aide d’une solution
d’acide chlorhydrique dans le dioxane. La réaction est faite dans le dichlorométhane pour le trimere
2.5 et dans le méthanol pour le tétramére 2.8, a cause de sa faible solubilité dans le dichlorométhane.
Le mélange réactionnel est agité 2 heures a 0 °C.

Les foldameres 2.6 et 2.9 ont été purifiés par HPLC a I’aide d’une colonne XSelect C18 2.1*150mm

— 3.5 ym avec un mélange eau/acétonitrile comme solvant d’élution (Figure II-3).
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Figure 11-3 : spectre UV (longueur d’onde d’absorption : 240 nm) apreés purification. A oligomeére 2.6. B
oligomere 2.9.

Les triméres 2.6 et tétrameres 2.9 déprotégés ont été soumis aux évaluations conformationnelles par

RMN et dynamique moléculaire.

1. 2. Evaluation conformationnelle des homotriazoles N-

difluorométhylés

I 2 a Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les expériences de RMN ont été effectuées en collaboration avec le Dr Carine Van Heijenoort,
directrice de recherche au CNRS a Dinstitut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN). Les
spectres RMN ont été enregistrés sur un Bruker AVANCE ll1, un spectrométre 600 MHz (*H 600Mz,
13C 150MHz, °F, 564 MHz) équipé d’une sonde z-gradient TCI ou une cryosonde '°F-QCI avec

laquelle des expériences d’hétéro-NOE *H-1°F ont pu étre effectuées.

70



Ch-II: Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, architecture pour construire des foldameres fluorés

De nombreuses expériences 1D (*H,'°F), 2D (*H-'H TOCSY, 'H-'H ROESY, H-*F HOESY, 'H-
13C HSQC et 'H-13C HMBC) ont été enregistrées a 283 K et 313 K. Les résultats obtenus de ces

différentes expériences sont présentés ci-dessous.

Dans le trimere 2.6 et le tétramére 2.9 de 1’acide aminométhyl-1,4-triazolyl-difluoroacétique (1,4-Tz-
CF2) la variation de température modifie significativement les déplacements chimiques des NH des
amides et des H portés sur les triazoles (CH-Tzl) (Figure 11-5). Le calcul des coefficients de
température Asyu/AT révele des valeurs négatives autour de -6.0 ppb/K (Tableau I1-1) confirmant que
les liaisons amide NH ne sont pas engagées dans des liaisons hydrogeéne intra- (ou inter-) moléculaires

stables.

1,4-Tz-CF, 1 1,4-Tz-CF, 2 1,4-Tz-CF, 3

N(:)/tN i N=N 1
3 : FE F =\
AN AN N N
b > H/\K\IN N\/g/ 2
FF N=N F F
0

2.6
14-Tz-CFy 1 | 14TzCF, 2 | 14TzCF, 3 | 14-TzCF, 4
N=N
H3N 1
A N e 781\
\/&d/ AQﬂ/ \/k/ /\\/\N"é‘F
:N CONH2
2.9

Figure 11-4 : structure des tri- et tétratriazolameéres 2.6/2.9
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Figure 11-5 : Déplacements chimiques des NH amide pour le trimére 2.6 dans le méthanol & 283K (bleu),
298K (rouge) et 313K (vert)
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Figure 11-6 : Déplacements chimiques des CH-Tzl pour le trimére 2.6 dans le méthanol a 283K (bleu), 298K
(rouge) et 313K (vert)
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Tableau I1-1 : Déplacements chimique *H pour le trimere 2.6 dans CD3OH a 283 K.
Coefficients de température des NH calculés entre 283 K et 313 K.

Residu a [ppm] b [ppm] d [ppm] AS/AT [ppb.K1]
1,4-Tz-CF2-1 - 4.32 8.61 -
1,4-Tz-CF2-2 10.10 4.69 8.42 -6.0
1,4-Tz-CF2-3 10.04 4.69 8.48 -6.0

Les valeurs des déeplacements chimiques des protons similaires (NH a, CHtz d, CH2a-Tz b) sont tres
proches entre chaque unité 1,4-Tz-CF2 (Tableau I1-1). De la méme maniére les déplacements
chimiques en RMN %°F sont trés similaires (les deux fluors appartenant a une unité triazole sont
équivalents). L’assignation des déplacements chimiques pour le trimére 2.6 a été possible tandis que
pour le tétramére 2.9 seule une assignation par residu a pu étre effectuee (Tableau 11-1/2). Aucune
corrélation longue distance n’a été observée pour le trimére 2.6 et le tétramére 2.9. Ces informations
suggerent que le trimere 2.6 et le tétramére 2.9 sont flexibles et n’adoptent pas une conformation

particuliére ou qu’ils adoptent une conformation plutdt étendue.
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Figure 11-7 : Expérience °F-'H HOESY dans CDsOH a 313 K pour le trimére 2.6
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Dans le trimére comme dans le tétramére, les analyses 2D °F-'H HOESY ont confirmé des
corrélations courte distance, au sein de chaque unité N-difluorométhyle triazole, entre les deux atomes
de fluor, les protons des triazoles et les NH de I’unité suivante (Figure II-7). Ces résultats, déja
observés dans nos travaux précédemment publiés, tendent a indiquer que la rotation des deux cotés
du groupement difluoré est empéchée, soit par I’encombrement stérique des deux atomes de fluor soit
par une interaction électrostatique stabilisante entre les atomes de fluor et les protons voisins.
Cependant, aucune corrélation a longue distance par hétéroNOE °F-'H entre les différentes unités

n'a été observée, confirmant une conformation étendue pour nos structures.

Tableau 11-2 : Déplacements chimique *H pour le tétramere 2.9 dans DMF-d7 a 283K.
Coefficients de température des NH calculés entre 283 K et 313 K.
Residu a [ppm] b [ppm] d [ppm] AS/AT [ppb.K1
1,4-Tz-CF2-1 - 4.52 8.83 -
1,4-Tz-CF2-2/3/4 10.13 4.74 8.34 -5.3
1,4-Tz-CF2-2/3/4 10.25 4.77 8.64 -6.0
1,4-Tz-CF2-2/3/4 10.35 4.80 8.52 -6.0

I 2 b. Modélisation moléculaire

Des simulations de dynamique moléculaire ont été effectuées sur le trimere 2.6 et le tétramere 2.9, en
complément des analyses RMN, pour obtenir plus d’informations sur leurs structurations. Chaque
composé a été soumis a une dynamique moléculaire de 200 ns dans le méthanol comme solvant pour
étre au plus prés des conditions d’analyses par RMN. Pour les molécules avec un nombre limité
d’angles diedres, comme notre fragment 1,4-Tz-CFz, les simulations de quelques centaines de

nanosecondes sont généralement considérées comme suffisamment longues.
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Dans un premier temps, pour évaluer la convergence de nos simulations, 1I’évolution dans le temps

du RMSD par rapport a la conformation initiale et au rayon de giration a été évaluée (Figure 11-8).
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Figure 11-8 : Evolution dans le temps du RMSD par rapport a la conformation initiale (rouge) et du rayon de
giration (vert) pour le trimere 2.6 et le tétramere 2.9 par dynamique moléculaire.

Le RMSD pour (Pour Root-Mean-Square-Deviation), ou Racine de I’Ecart Quadratique Moyen en
francais, est ici calculé a partir des N positions atomiques 7i = (Xi, Yi, i) d’une molécule (ou Xxi, Vi, Zi

sont les coordonnées cartésiennes de 1’atome 1) selon la formule :

1 - - 1
RMSD = \ﬁz?il(n- — )% = J;Zil(xi — 22+ i+ y))* + (zi+ z7)?

Figure 11-9 : Formule du RMSD

ou 7° = (x?, y?, z?) sont les coordonnées atomiques d’une conformation de référence (ici la

structure a t=0).

Le RMSD est ainsi une distance moyenne entre les atomes d’une molécule et ceux d’une
conformation de référence permettant de quantifier la similarité entre 2 structures 3D (plus le RMSD
est proche de zéro, plus les deux structures sont similaires).

Dans notre cas, les variations des RMSD et des rayons de giration indiquent que les deux molécules
simulées adoptent a de multiple reprises un certain nombre de conformations différentes des

configurations initiales, compactes ou étendues, sans étre « coincées » dans une structure particuliére

(Figure 11-8).
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Pour évaluer davantage la convergence des simulations, la distribution du rayon de giration de nos
molécules a été calculée sur 3 fenétres de temps différentes : 0-100 ns, 50-150 ns et 100-200 ns
(Figure 11-10).
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Figure 11-10 : Distribution du rayon de giration pour les 2 composés 2.6, 2.9 durant 3 plages de temps 0-100
ns (noir), 50-150 ns (rouge), et 100-200 ns (vert) de chaque trajectoire. Les pointillés verticaux indiquent les
valeurs moyennes.

Pour chaque oligomere 1,4-Tz-CF2, toutes les distributions se superposent témoignant de la
convergence des simulations. Ces graphiques suggérent que des simulations supplémentaires
pourraient légérement modifier le poids relatif des clusters conformationnels mais n’auraient pas

changé le comportement dynamique qui oscille entre des structures compactes/repliées et étendues.

Nous avons ensuite examiné la flexibilité locale du squelette triazolamére en comparant le diagramme
de Ramachandran (¢, y) du premier acide aminé du dipeptide (extrémité N-terminale du triazole)
avec celui (¢’, y’) du second acide aminé (extrémité C-terminale du triazole) (Figure 11-11). Le
diagramme de Ramachandran est une représentation graphique permettant d’analyser la conformation
locale du squelette des protéines : Pour chaque acide aminé d’une protéine, on porte la valeur de

I’angle diédre ¢ en abscisse en fonction de celle de 1’angle v en ordonnee.

Au sein de nos oligoméres N-difluorométhyle triazole 2.6 et 2.9, le résidu mime de glycine
(caractérisé par les angles ¢, ) explore une large portion du diagramme de Ramachandran qui est
approximativement deux fois symétrique autour du point (0°, 0°) indiquant une large flexibilité a ces

positions (Figure 11-11), Probablement due a I’absence d’un CB sur la chaine latérale.’
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Du point de vue des angles ¢’, ¢’ les deux atomes de fluor sur le Co (extrémité C-terminale du
triazole) nous donne églament un diagramme de Ramachandran approximativement deux fois
symétrique autour du point central (0°, 0°), indiquant aussi une large flexibilité au niveau de ces
positions (Figure 11-11). Cependant, on peut noter que dans 1’unité 1,4-Tz-CF2, I’angle ¢’ adopte
préférentiellement des valeurs restreintes aux intervalles [-180°, -90°] et [90°, 180°]. Cette
observation suggere que les deux atomes de fluor préferent pointer vers le proton du triazole et
restreignent par conséquent la rotation autour de la liaison N-Co. Il semblerait donc que le

groupement CF2 induise une rigidification locale du squelette triazolamére.
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Figure 11-11 : Diagramme de Ramachandran pour le premier acide aminé du dipeptide (extrémité N-terminale,
¢, V) (gauche) et le deuxiéme acide aminé (extrémité C-terminale, ¢’, y”) (droite). Les points noirs et rouges
correspondent au trimére 2.6 et au tétrameére 2.9 respectivement.

Les structures les plus souvent adoptées par nos triazolameres comprenant ’unité 1,4-Tz-CF2 sont
données dans la Figure 11-12. On peut noter que ces représentations illustrent bien comment la rigidité
locale de la chaine principale 1,4-Tz-CF2 empéche le repliement en structure compacte et donne a ces
triazolameres un comportement de chaine en forme de « ver ». Le cluster majoritaire (75%) du trimere
2.6 semble plus étendu. On observe néanmoins des clusters minoritaires dans lesquels des interactions
dipdle-dipble électrostatique peuvent exister entre les cycles triazoles. Le tétramére 2.9 semble plus
flexible et adopte des structures plus ou moins étendues ou légerement repliées. Ceci s’explique en

partie par le fait que le tétramere a un plus grand degré de liberté que le trimére.

77



Ch-II: Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, architecture pour construire des foldameres fluorés

Ainsi ces travaux montrent que I’unité 1,2,3-triazole N-difluorométhylé, qui est un mime de dipeptide
fluoré (Gly-CF2Gly), induit localement une conformation étendue qui conduit dans des triazolameéres
a une structure majoritairement étendue également. Néanmoins, des structures plus compactes
peuvent étre observées grace a la flexibilité induite par le mime Glycine et a des interactions dipdle-

dipdle et n-stacking qui peuvent exister entre les cycles triazoles.

A e,

Figure 11-12 : Structures représentatives des clusters les plus peuplés pour le trimére 2.6 (colonne de gauche)
et le tétramere 2.9 (colonne de droite).
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De nombreux essais de cristallisation du trimére 2.5 et du tétramere 2.8 protégés (les chlorhydrates
étant connus pour plus difficilement cristalliser) ont été effectués afin d’obtenir des données de
diffraction au rayon X et ainsi confirmer les observations faites par RMN et par dynamique
moléculaire. Malheureusement, I’intégralité des essais a échoué. Ceci peut étre dfi, comme 1’ont
montré les simulations de dynamique moléculaire, a 1’absence de conformation préférentielle

empéchant de figer une structure sous forme de cristal.

L’ensemble des travaux présentés ci-dessus concernant les homo 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés
ont été publiés dans une édition spéciale foldameéres (article joint ci-apres).® Ces travaux ont été mis
en perspective avec d’autres triazolameres fluorés utilisant 1’architecture CFs-1,4-Tz développée au

sein du laboratoire par un autre doctorant (Figure 11-13).
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Figure 11-13 : Structure des triazolameéres CFs-1,4-Tz.

Les tri- et tétratriazolaméres construits a partir de ’unité CF3-1,4-Tz adoptent une structuration en
forme d’échelle mimant de courts B-sheets multi-brin. Cette observation se justifie par la présence
d’un carbone supplémentaire dans le squelette principal de ’unit¢ CFs-1,4-Tz par rapport 1,4-Tz-
CF2. Ce carbone offre un plus grand degré de liberté aux triazolameres et par conséquent leur permet
d’adopter des structures compactes repliées. Ces résultats ont ¢t¢ obtenus a 1’aide d’analyses par
RMN, dynamique moléculaire et de diffraction aux rayons X. Ces résultats sont présentés dans

I’article ci-apres.

Les homotriazolaméres 2.6 et 2.9 ont été évalués par spectrométrie de fluorescence a la thioflavin-T.

Ces résultats seront présentes conjointement aux hétérotriazolameres (cf. Chapitre 11, V. p.109).
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IV. Les hétérotriazolameres

Iv. 1. Conception des hétérotriazolameres pour l'inhibition des

interactions protéine-protéine

Pour concevoir nos hétérotriazolameéres fluorés inhibiteurs d’interactions protéine-protéine (PPIs)
impliquant des feuillets B, nous nous sommes appuyés sur deux points principaux :

e Utiliser 1'unité peptidomimétique 1,4-Tz-CFz, pour laquelle nous avons démontré sa
préférence a adopter des structures plus ou moins étendues lors de son auto-assemblage.
Induire une structure étendue a nos foldameéres devrait améliorer 1’interaction avec les
structures amyloidogéniques, riches en feuillets .

e Intercaler entre les unités 1,4-Tz-CF2 des acides aminés naturels choisis selon la séquence
amyloidogénique de hlAPP, N21N22F23G24A2sl26L 27, en partie responsable de 1’agrégation (cf
Chapitre I, 1. 2. b. i) p.24).

Dans la littérature, les analyses RMN et les quelques structures expérimentales et in silico dans
I’agrégation de hIAPP ont permis d’observer des repliements en feuillets 3 intra- et intermoléculaires
dans lesquelles sont impliquées la sequence N21NFGAIL27. En 2005, un modéle en forme de « s » a
été proposé par Kajava et al. par modélisation moléculaire dans les oligomeéres de hlIAPP impliquant
3 feuillets B paralleles entre les acides aminés 12-17, 22-27 et 31-37.° En 2020, le modéle atomique
de cette forme en « s » a été observé par Roder et al.'° par cryo-microscopie électronique au sein des
fibres de hIAPP (Figure 11-14, gauche). Il montre que la séquence N22FGAIL27 est impliquée dans le
repliement intramoléculaire (avec les résidus A1sNFLVHas) et dans des interactions intermoléculaires
entre les séquences F23GAIL27 de deux brins antiparalléles. En 2016, Mirecka et al.'! publie I’étude
du complexe entre hIAPP et I’inhibiteur d’agrégation « B-wrapping » HI18 par RMN. Cette étude a
permis d’identifier deux séquences de hIAPP adoptant une structure en brin B (N22FGAIL27 et

L12ANFLVH1g) connecté par un coude entre les acides aminés Sio et N21 (Figure 11-14, droite).
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IAPP:HI18

Figure 11-14 : (gauche) Modele atomique de la structure en forme de « s» au sein des fibres de hIAPP
impliquant les acides aminés 13-37 observé par Roder et al.l? ; (droite) structure du complexe hIAPP :HI18
reporté par Mirecka et al.'%, la structure de hIAPP est en vert

Nos foldaméres sont congus pour mimer la séquence N21NFGAIL27 grace aux similarités des chaines
latérales, permettant d’engager un certain nombre de liaison hydrogéne et d’interaction entre les
chaines latérales avec les séquences complémentaires (L12ANFLVHig), et ainsi perturber les

interactions intra- et intermoléculaires pour empécher 1’agrégation (Figure 11-15).

~— Foldameére fluoré
\\ r C—— I
. / L Lyy-lye-A,5-G.
T Gey—
A 7~ Foldameére fluoré |
™~ /
Foldameére fluoré
Monomeres Interactions des foldaméres
de hIAPP fluorés avec les monomeéres Agrégats de hIAPP

et oligomeéres de hIAPP

Figure 11-15 : Hypothése de mécanisme d’interaction pour la conception de nos foldameres fluorés afin de
moduler les PPIs dans I’agrégation de hIAPP
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Les unités 1,4-Tz-CF2 pourront faire des « trous » localement dans le réseau de liaison hydrogéne et
des interactions avec les chaines latérales et ainsi agir comme des éléments « B-sheet breakers »
(Figure 11-16). Ainsi le pseudoheptapeptide F-[1,4-Tz-CF2]-A-[1,4-Tz-CF2]-L-NHz2 et le
pseudodécapeptide N-[1,4-Tz-CF2]-F-[1,4-Tz-CF2]-A-[1,4-Tz-CF2]-L-NH2 ont été congus pour
mimer la séquence F23GAIL27 et N21NFGAIL27 respectivement (Figure 11-16). Les extrémités C-
terminales seront amides (CONH2) et les extrémités N-terminales seront laissées libres ou acétylés,
pour évaluer I’influence d’une charge cationique sur la structuration et ’activité anti-agrégante sur
h1APP.

Cette stratégie a été explorée principalement pour hIAPP (N2:NFGAIL27) impliqué dans le diabéte
de type Il mais également pour APi-42 dans lequel la séquence amyloidogenique est KisLVFF20
impliqué dans la maladie d’Alzheimer. Ainsi, la synthése du pseudoheptapeptide K-[1,4-Tz-CF2]-V-
[1,4-Tz-CF2]-F-NH2 a également été réalisée, I’extrémité N-terminale étant laissée libre en raison de
nos résultats précédents démontrant I’importance de 1’amine libre pour 1’activité anti-agrégante sur

ABu-42 (Figure 11-16).1?

hlIAPP

Séquence amyloidogénique

N21_N_ F_ G_A_I _L27

[¢)

Pt A S L

(o]

NS F e B 3 A b 3L

FF

A§1-42

Séquence amyloidogénique
K16_L_ V_ F - FZO

(o] (o]

K= V{,#— VLA F

Hétérotriazolaméres1é génération

Figure 11-16 : Conception des foldameres fluorés de 1°" génération
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De plus, comme expliqué précédemment, notre unité 1,4-Tz-CF2z est un mime de dipeptide (Gly-
CF2Gly). Nos foldameéres seront donc plus grands que la sequence amyloidogénique mimée puisque
nous avons délibérément fait le choix de substituer un acide aminé de la séquence par notre
architecture. Cette différence de longueur peut se présenter comme un argument supplémentaire pour
venir perturber les interactions intra- et intermoléculaires des monomeéres de hlAPP. Cependant, pour
répondre a cette problématique, nous avons également congu des hétérotriazolameres incorporant une
chaine latérale d’acide aminé directement sur les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés afin de mimer
directement un dipeptide de la sequence amyloidogénique de hIAPP (Figure 11-17). L’objectif de ces
nouveaux foldameéres est d’augmenter I’affinité des unités 1,4-Tz-CF2en permettant1’interaction avec
les chaines latérales tout en diminuant le caractere peptidique. Nous pourrons évaluer la capacité de
ces nouvelles architectures a mimer les peptides naturels tout en réduisant la taille de nos foldameres
en évitant d’incorporer des acides aminés naturels. Nous souhaitons également comparer la différence

de structuration des foldameéres de 2" génération par rapport a la 1% génération.

M Séquence amyloidogénique [\
@\’Q%%_A_,H}/@N\é‘nuz
FF i F

Chaine latérale
sur 'architecture 1,4-Tz-CF,

Hétérotriazolaméres 2" génération

Figure 11-17 : Conception des foldaméres fluorés de 2°™ génération

Dans un premier temps sera présentée la synthese de la premiere génération de ces foldameéres fluorés,

intercalant des acides aminés naturels et I’unité 1,4-Tz-CFa.
Dans un second temps, les essais préliminaires de synthese de la deuxiéme génération des foldameéres

fluorés incorporant les chaines latérales d’acide aminé directement sur [D’architecture N-

difluorométhyle triazole, seront présentés.
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IV.2.  Les hétérotriazoles N-difluorométhylés pour concevoir des

peptides antimicrobiens et pénétrant les cellules

Dans un cadre trés préliminaire et annexe, nous avons envisagé d’exploiter les hétérotriazolaméres
de 1°¢ génération pour concevoir des peptides pénétrant les cellules (CPPs) et des peptides
antimicrobiens (AMPs). L’association d’unités 1,4-Tz-CF2, mimant des résidus hydrophobes, et
d’acides aminés hydrophiles cationiques (Lysine/Arginine) peut induire un caractere amphiphile a
ces structures leur permettant d’interagir, et de potentiellement traverser les membranes (Figure I1-
18). La synthése des unités contenant des résidus Lysine et les tentatives pour obtenir
I’hétérotriazolamére correspondant seront présentées conjointement aux hétérotriazolameres de 1%

géneération.

*Arg/*Lys

Lys*/Arg*
ysArg *Argl*Lys

v
0 N=IN
H N=N H N%LN
H,N N\/R/N%LN N\/’\/FFH o
0 FFH o

Figure 11-18 : Triazolameres comme potentiels CPPs/AMPs

NH,

Iv. 3. Synthése des hétérotriazoles N-difluorométhylés

V.3 a Synthese des hétérotriazolameres de premiére génération

Afin d’expliquer la stratégie de synthése de nos foldameéres fluorés, nous avons décrit ci-dessous
I’approche rétro-synthétique de ces foldameres (Schéma 11-6/7). Pour la synthése de nos pseudo-
heptapeptides, nous devons réaliser la synthése de deux synthons A et B portant un triazole N-
difluorométhylés, issus de la réaction de la cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre entre un
alcyne et un azoture difluoré. Pour intercaler des acides aminés entre les unités 1,4-Tz-CF, il est
nécessaire de synthétiser des unités portant des acides aminés de part et d’autre du triazole (synthon

A), et d’autres ne portant un résidu d’acide aminé qu’a I’extrémité C-terminale (synthon B).
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Pour obtenir les différentes series de foldameres spécifiques a leur séquence (hIAPP, Api-42,

AMPs/CPPs) nous aurons simplement & changer les acides aminés sur les alcynes et les azotures

difluorés (Schéma 11-6).

R1 R2

o}
H
BocHN’SrN =+ Na%H*cozsn

0 F F

U

R 0 R

1
H N=N
BocHN/SrN 7(U\ N
N N
\/K/ H

o F F

synthon A u

RHN/SI/ \&N

COan +

R =Boc, H,Ac R;=Phe, Ry =Alg, Rz =Leu
Lys Val
Lys Lys

0O Rs
BocHN, _—= "‘C*ﬁ(lLN"\CONH2
FrH
BocHN\&N%LN CONH,
H
F F
synthon B

R
0O ¢ NH,
y o NN 7éLN)\\(
N
H o
N\/g/ 2F

hlIAPP

Phe ABi.go
Lys AMP/CPP

Schéma 11-6 : approche rétro-synthétique des pseudo-heptapeptides

La synthese du pseudo-décapeptide pour la séquence de hlAPP est réalisée de maniére trés similaire

a la synthése des pseudopeptides décrite précédemment (Schéma I1-6). L unique différence est la

synthése d’un synthon C portant deux triazoles N-difluorométhylés obtenu & partir de deux synthons

B (Schéma I1-7). Le couplage des synthons A et C permettra d’obtenir le pseudo-décapeptide.
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FF o
synthon A synthon C
o 4 NH,
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o] %LN)H,/N\A/N H )
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R =Boc, H,Ac R;=Asn, R, =Phe, Rz =Ala, Ry =Leu hIAPP
Schéma 11-7 : Approche rétro-synthétique du pseudo-décapeptide

La synthese des différents synthons et leur assemblage est décrite ci-apres.

IV. 3. a. i) Synthese des propargylamides

La synthése des propargylamides a été décrite pour de nombreux acides aminés dans la littérature.>3

Ils sont obtenus par couplage entre la propargylamine, préalablement distillée et un acide aminé

protégé sur la partie N-terminale. Nous avons utilisé des conditions de couplage classique, a ’aide de

1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC), de N-hydroxybenzotriazole (HOBt) et de

triéthylamine dans le dichlorométhane. Nous avons pu obtenir différents amides d’acides aminés

(Phe, Asn, Lys) avec de bons rendements (82-90%). Concernant 1’asparagine, il est nécessaire de

protéger ’amide de la chaine latérale par un groupement trityl pour que la réaction conduise a I’amide

attendu avec un bon rendement (85%) (Schéma 11-8).
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EDC (1.2 equiv.)

R, HOBt (1.2 equiv.) )( j\ By
- - N_Z
BocHN"\n/ OH > o NJ\H/ ~7
o Et;N (3 equiv.) H o
CHzclzv ta, 5 h
NHBoc
o)
Ph TrtHN
H r H H
N z N =z
BocHN/g( \/ BocHN N\// BocHN \/
0 0 o
2.10, 90 % 2.11,85 % 2.12,82%

Schéma 11-8 : Synthese des propargylamides

IV. 3. a. ii) Synthese des azidodifluoroacétamides
La méthodologie de syntheése des azotures difluorés portant un résidu d’acide aminé a été développée
précédemment au laboratoire.® L’azoture difluoré intermédiaire obtenu par réaction entre 1’éthyl
bromodifluoroacétate et I’azoture de sodium est directement mis dans des conditions d’amidification
par sonication en présence de I’acide aminé correspondant et de triéthylamine pendant 4 h a 40 °C.
Les produits obtenus ont été purifiés par colonne de silice. On obtient les produits avec des
rendements modérés (46-67%). Les rendements sont plus faibles lorsque la fonction C-terminale de

I’acide aminé est un amide (Schéma 11-9).

1) NaN3 (1.05 equiv.) FF H

RF o DMF, 35°C, 18 h _ N__ COR'
Br ~ - Ny :
o 2) H-Xaa-R’.HCI (1 equiv.) O Ry/R4R,
EtsN (1 equiv.)
DMF, 40°C, 4 h,))) NHBoc
; : ; Lo O
Na%N/HrO Na}(U\N o Ns%LN o Ns%LH °
FEH g FF H § FF H o FF 0
2.13,67 % 2.14,59 % 2.15,54 % 216,57 %
NHCbz
(o] lo) o
D Mo Aoy N N N
FrH o FFH o FFM o
217,51 % 2.18,52 % 2.19,46 %

Schéma 11-9 : Synthese des azidodifluoroacétamides
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IV. 3. a. iii) Cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre

Pour former 1’unité 1,4-Tz-CF2, on effectue une réaction de cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée
au cuivre.® Nous utilisons des conditions optimisées au laboratoire avec le sulfate de cuivre hydraté
(CuS04.5H20) en quantité catalytique comme source de cuivre (II). L’espéce catalytique lors de la
réaction de cycloaddition est le cuivre au degré d’oxydation I. On utilise I’ascorbate de sodium pour
réduire les ions Cu?* en Cu* dans un mélange MeOH/H-0 dans un ratio 3/1 (Schéma 11-10).

Pour accélérer la réaction et augmenter les rendements, I’utilisation de ligand a souvent été décrite.
Notamment pour les réactions de cycloaddition ou I’azoture est appauvri en €lectrons, ce qui est notre
cas ici avec I’effet électroattracteur des deux atomes de fluor en alpha de 1’azoture. Nous avons donc
utilisé le tris-(benzyltriazolylméthyle)amine, TBTA comme ligand.'** Il est important que la
réaction soit réalisée sous atmosphére inerte et anaérobie, les ions Cu* pouvant étre oxydé en ion Cu?*
et interrompre la réactivité. Ce probléme est facilement identifiable, le milieu réactionnel étant bleuté
en présence des ions Cu?*. Ces conditions permettent d’obtenir des triazoles N-difluorométhylés
portant des acides aminés avec des rendements modérés a bons (54-81%) et un large choix d’acides

aminés.
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o R
o BocHN N=N ):
oc| 1
BocHN._Z 213219 \/K/N%LH CONH:
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NHBoc
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TrtHN \/@ o ‘ ] BockN R i o\/©
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BocHN

BocHN NzN'N i OQ
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Schéma 11-10 : Synthese des synthons 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés A et B

88



Ch-II: Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, architecture pour construire des foldameres fluorés

IV.3.a.iv) Déprotection des synthons 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés

Avant de procéder a 1’étape de couplage peptidique il est nécessaire de cliver les groupements
protecteurs en C-terminale (2.20-2.24) et en N-terminale (2.25-2.27) des synthons 1,2,3-triazoles N-
difluorométhylés.

Les esters benzyliques des fonctions C-terminale sont clivés en utilisant les conditions de réduction
douces et rapides décrite par McMurray (Schéma 11-11).%6 L hydrogéne est généré in situ par addition
du triéthylsilane sur le palladium sur charbon en présence de méthanol. La réaction se déroule a
température ambiante avec un temps de réaction tres court (30 minutes). Nous avons également
réalisé I’hydrogénation en faisant buller de I’hydrogene. Les rendements sont similaires mais le temps
de réaction est plus long. L’ensemble des acides carboxyliques correspondant n’a pas été isolé et a

été soumis directement aux conditions de couplage.

R, o
o RJR Pd/C (30%) R,
BocHN H  N=N x 3 Et,SiH (3.0 equiv.) H NN © )Rima
AN N >coBn  ———————»  BochN N\/Q/N%LN COH
o FF H MeOH, t.a., 30 mn o) FF H
2.20-2.24

NHBoc
TrtHN

BocHN OH H N=N © OH H N=N @ o
oc \/§/N7(l BocHN N\/&,N%LN BocHN N\/K/N7(U\N
o FFH o o FFH o

NHBoc
BocHN

BocHN\/&/N% J\WOH BocHN \&N%LJ::

Schéma 11-11 : Clivage de I’ester benzylique de la fonction C-terminale

Les groupements carbamates de tert-butyle ont été clivés en utilisant des conditions classiques en
milieu acide a I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique dans le dioxane a température ambiante
pendant deux heures (Schéma 11-12). Comme précédemment I’ensemble des amines libres

correspondantes n’a pas été isolé et a été soumis directement aux conditions de couplage.
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Schéma 11-12 : Clivage du carbamate de tert-butyle de la fonction N-terminale

IV. 3. a. v) Etape de couplage

Le couplage peptidique est une étape importante de notre chemin synthétique vers 1’obtention de nos
foldameéres fluorés. Nous avons commencé les essais avec des conditions de couplage que nous
utilisions réguliérement a I’aide de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC), de N-
hydroxybenzotriazole (HOBt) et de diisopropyléthylamine (DIPEA) dans le diméthylformamide
(DMF) a température ambiante pendant 48 heures (Tableau I1-3, entrée 1). Cependant nous avons
observé par RMN °F un mélange de diastéréoisomeres dans un ratio 9/1. Nous avons émis
I’hypothése qu’avec un temps de réaction long et en milieu basique les hydrogénes a des résidus
d’acides aminés a proximité des groupements difluorés pouvaient s’épimériser. Pour éviter ce
probléme nous avons diminué le temps de réaction de 48h a 5 h. Nous avons obtenu le produit final
2.28 avec un rendement de 48 % et aucune épimérisation n’a été observée (Tableau I1-3, entrée 2).
Nous avons tenté d’utiliser d’autres conditions de couplage afin d’obtenir de meilleurs rendements.
Nous avons utilisé une base plus faible comme la collidine pour avoir un temps de réaction plus long
et éviter toute épimérisation mais le rendement n’était pas amélioré (Tableau II-3, entrée 3 et 5). Nous
avons changé d’agents de couplage en utilisant un autre carbodiimide, le DIC et des sels d’uronium
tels que le COMU, HATU, HCTU mais les rendements n’ont pas été améliorés (Tableau 11-3, entrée
4-8).
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4 7 N A % N"CONH, \/\/N

Tableau 11-3 : Conditions de couplage peptidique
Entrée Agents de couplage Base Temps Rdt (%) ed (%)

1 EDC.HCI (1.2 eq.), HOBt (1.2 eq.) DIPEA (2.5 eq.) 48h 55 80

2 EDC.HCI (1.2 eq.), HOBt (1.2 eq.) DIPEA (2.5 eq.) 5h 48 100

3 EDC.HCI (1.2 eq.), HOBt (1.2 eq.) Collidine (5.0eq.) 24h 46 100

4 COMU (1.2 eq.), OXYMA (1.2 eq.) DIPEA (2.5 €q.) 5h 27 -

5 COMU (1.2 eq.), OXYMA (1.2eq.) Collidine (5.0 eq.) 24 h 16 -

6 DIC (1.2 eq.), OXYMA (1.2 eq.) DIPEA (2.5¢€q.) 5h 20 -

7 HATU (1.2 eq.), HOAt (1.2 eq.) DIPEA (2.5 eq.) 5h 18 -

8 HCTU (1.2 eq.) DIPEA (2.5 eq.) 5h 28 -

A I’issue de ces essais nous avons poursuivi les synthéses des autres hétérotriazolaméres en utilisant
les meilleures conditions de couplage trouvées lors des essais précédents (Tableau 11-3, entrée 2).
Trouver des conditions de couplage permettant d’améliorer les rendements reste toujours un point
important de ce travail de recherche. L’ensemble des foldameres protégés synthétisés a 1’heure
actuelle est décrit ci-dessous (Schéma 11-13). Les rendements de couplage sont satisfaisants (43 a
54%) a I’exception du foldamére 2.32 contenant les trois résidus Lysine, pour lequel le rendement est
faible (20%).
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Schéma 11-13 : Couplage de type peptidique des synthons 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés

IV. 3. a. vi) Déprotection de 2.28/2.29 et acétylation de 2.33
L’analyse conformationnelle et les études biophysiques de nos hétérotriazolameéres seront effectuées
avec la fonction N-terminale libre ou acétylée. Les molécules protégeées par un carbamate de tert-
butyle 2.28/2.29 ont été clivées a 1’aide d’une solution d’acide chlorhydrique dans le dioxane a
température ambiante pendant 2 heures pour obtenir 2.33/2.34 avec un rendement de 98% et 95%
respectivement (Schéma I1-14). Ensuite, 2.33 a été acétylée en utilisant 1’anhydride acétique et la
triéthylamine dans le DMF a température ambiante pendant 5 heures pour donner 2.35 avec un
rendement de 55% (Schéma 11-14). Comme évoqué I’extrémité N-terminale de 2.34 est laissée libre
en raison de nos résultats précédents démontrant I’importance de I’amine libre pour 1’activité anti-

agregante sur APi-42
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o FF o HCLH,N NN N \N'72LH o
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DMF, ta.,5h
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= N
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2.35, 55%

Schéma 11-14 : Déprotection de 2.28/2.29, acétylation de 2.33

L’analyse conformationnelle et les évaluations biophysiques des composés 2.33/2.35 seront discutés
dans les parties 1V. 4. et V. (p.101-109).

IV. 3. a. vii) Déprotection et acétylation de 2.31

Pour la déprotection des groupements protecteurs du composé 2.31, nous souhaitions déprotéger de
maniére concomitante le groupement tert-butyle et le groupement trityle en milieu acide. Nous avons
utilisé les conditions décrites précédemment a 1’aide d’une solution d’acide chlorhydrique dans le

dioxane, dans le DMF a température ambiante pendant 2 heures (Schéma I1-15).
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O NH.
TrtHN 2 Q
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n=N ‘Q\N

N—_H

BocHN o J\Wn\#/ DF
o \/K/N{L” o

2.31

HCl/dioxane (10 equiv.),
Phénol, TIPS, thioanisole
DMF, ta., 2h

m@ 1¢L¢H$f

2.36

fes

Ac,0 (1.5 equiv.)
Et3N (2 equiv.)

DMF, ta.,5h
=N, N
i N—Q\ WO
AcHN N ~ E F
N

2.37

Schéma 11-15 : Déprotection et acétylation de 2.31

Cependant, par chromatographie en phase liquide-spectrométrie de masse (LCMS) nous avons
observé le pic de base correspondant a [M+243]* avec le méme temps de rétention que notre composé
2.31. Ce pic est un adduit correspondant a I’addition du carbocation issu de la déprotection du
groupement trityle. Ce phénomeéne est couramment rencontré avec ce type de groupement protecteur
en synthése sur support solide. Pour y remédier il est nécessaire d’utiliser un melange de composés
agissant comme piégeurs de carbocations (« scavengers »). Nous avons essayeé 1’étape de déprotection
en utilisant une solution d’acide chlorhydrique dans le dioxane, en présence de grandes quantités (50
équivalents) de thioanisole, de phénol et de triisopropyle silane, dans le DMF a température ambiante
pendant 2 heures. Nous avons également utilisé 1’acide trifluoroacétique en présence de scavengers.
Pour quelques essais, nous n’avons plus observé le pic [M+243]*, cependant un pic [243]*
correspondant au carbocation trityle était toujours observable. Nous avons décidé de poursuivre par
I’acétylation du composé 2.36 sans purification intermédiaire. L’acétylation a été réalisée a ’aide
d’anhydride acétique et de tri¢thylamine dans le DMF, & température ambiante pendant 5 heures. A

I’issu de I’acétylation, le composé 2.37 a été purifié sur colonne de silice.
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Aprés purification, nous avons observé par RMN H, un nombre de protons aromatiques trop élevé
(18H au lieu de 5H) et par LCMS nous avons de nouveau observe le pic [M+243]* pour notre composé

acétyle.

Au vu de ces résultats nous avons émis 1’hypothese que le carbocation du groupement trityle pouvait
former un adduit covalent ou non covalent par des interactions m/m ou m/cation en présence des
triazoles qui peuvent agir comme « cage » et piéger le carbocation. Les travaux concernant le clivage

du groupement trityle sont toujours en cours de réalisation.

IV. 3. a. viii) Déprotection de 2.32

Les groupements carbamate de tert-butyle ont été clivés a I’aide d’une solution d’acide chlorhydrique
dans le dioxane, dans le dichlorométhane a température ambiante pendant trois heures. Le composé

2.38 a été obtenu avec un rendement de 98% (Schéma 11-16).

CbzHN
NHBoc

BocHN
o NH,
H nN=N © H\/NQT‘N\,)\N
BocHN N\/</7(1L NI H O
N N FF
o] FFH o

2.32

HCl/dioxane (10 equiv.),
CH,Cl, ta., 2h

CbzHN

NH,.HCI
HCLH,N

o NH,
H N=N © H\/(N\:TN‘XLN
HCI.H,N N\/(/-N%L N H O
X N FF
o FFH o

2.38, 98 %

Pd/C, Et3SiH
MeOH, ta.,5h

H,N
NH,.HCI

HCILH,N
o NH,
H nN=N © H\/@‘N\XLN
HCLH,N N\/(/‘N%L NI H O
X N FF
o FFH o

Schéma 11-16 : déprotection de 2.32
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Nous avons ensuite tenté de cliver le groupement carboxybenzyle par hydrogénolyse a I’aide de
triéthylsilane et de palladium sur charbon dans le méthanol. Aprés de nombreux essais (en utilisant
un exces de Pd/C, en utilisant Hz en présence de Pd/C, en présence ou non d’acide chlorhydrique
supplémentaire, ou en tentant I’hydrogénolyse du groupement Cbz avant de cliver les groupements
Boc) la réaction n’a jamais eu lieu, le produit de départ est toujours récupéré dans son intégralité.
Nous avons émis I’hypothése que les amines libres et les carbamates pouvaient chélater le palladium
et par conséquent I’empoisonner empéchant toute réactivité. Par manque de temps, nous n’avons pas
pour I’instant pu trouver de solution pour le clivage du groupement carboxybenzyle. Une nouvelle
synthése devra étre envisagée pour remplacer le groupement Cbz de la chaine latérale de la Lysine

par un groupement Boc sur le synthon B 1,2,3-triazole N-difluorométhylé intermédiaire.
V.3 b Synthese des hétérotriazolaméres de deuxieme génération

L’unique différence entre la synthése des hétérotriazolaméres de 1% et de 2°™ génération est la
synthése des alcynes. Dans la 1¢ génération nous réalisions la synthése de propargylamide a partir
d’acides aminés et de la propargylamine (cf. Chapitre I11V. 3. a. i) p.90) Ici nous voulons introduire

une chaine latérale d’acide aminé directement sur ’unité 1,4-Tz-CF2 (Schéma 11-17).

BOCHN\_/§ o BocHN, _—= o]

BocHN_ ).} i J\ N=N )
oc| \&N%H CO,Bn + BOCHN\./K/N%LNHZ

R =Boc, H, Ac

Schéma 11-17 : Approche rétro-synthétique des hétérotriazolaméres de 2™ génération
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Pour réaliser la synthese de ces alcynes nous avons suivi la méthodologie décrite par Olsen et al
(Schéma 11-18).* L’amide de Weinreb est obtenu par couplage entre I’acide aminé, la N,O-
diméthylhydroxylamine, ’EDC, I’HOBt et la DIPEA dans le dichlorométhane a température
ambiante pendant 5 heures. L’amide de Weinreb obtenu est réduit sélectivement en aldéhyde a I’aide
de LiAlH4 dans le THF & 0°C pendant 1 heure. Finalement, le réactif de Bestmann-Ohira,
préalablement synthétisé a 1’aide d’azoture de tosyle et de diméthyl 2-oxopropylphosphonate en

présence de carbonate de potassium, est utilisé pour réaliser la synthése de ’alcyne.*

Il est important de noter que 1’ensemble de cette suite synthétique ne nécessite qu’une étape de
purification pour I’alcyne final. Les alcynes portant une chaine latérale benzyle (2.39) et isobutyle

(2.40) ont eté obtenus avec des rendements satisfaisants de 48 et 51% respectivement.

N
MeQ, 2
HCI. NHCHZOCH; R R Meo'.F.’J\ﬂ/ R
! oy _EDC. HOBY, DIEA ! ,[l LiAH,, THF 1 ’ 0O O 1
BocHN/‘\[r > BocHN/'\n/ o7 T~ BocHN/'\n’ — BocHN/'\\
o CH,Cl, ta., 5h 0 1h, 0°C o MeOH, t.a., 18 h N

Ry=  CH,Ph 2.39  48%
CH(CH3;)CH,CH;  2.40 51%

Schéma 11-18 : Méthodologie de synthése des alcynes portant une chaine latérale

La suite de la synthése est trés similaire a celle présentée pour les triazolaméres de 1 génération.
L’alcyne 2.39 et 1’azoture difluorés 2.13 portant un résidu d’acide aminés ont ét¢ soumis aux
conditions décrites précedemment a I’aide de sulfate de cuivre pentahydraté, d’ascorbate de sodium
et de TBTA dans un mélange méthanol/eau (cf. Chapitre Il, IV. 3. a. iii) p.92). Le composé 2.41 est
obtenu avec un rendement de 81 % (Schéma 11-19). Pour la réaction de cycloaddition [1-3] dipolaire
catalysée au cuivre entre 1’alcyne 2.40 et I’azoture difluoré 2.1 ne portant pas de chaines latérales,
nous avons utilisé d’autres conditions décrites plus tot (cf. Chapitre I, 11l p.71). Ces conditions, a
’aide d’iodure de cuivre et de triéthylamine dans le THF, sont nécessaires a cause de la faible stabilité
de I’ester éthylique de 1’azoture fluoré en milieu aqueux. Le triazole N-difluorométhylé intermédiaire
est directement soumis a des conditions d’amidification a I’aide d’ammoniac dans le méthanol
pendant une heure a température ambiante. Le composé 2.42 est obtenu avec un rendement global de
73 % (Schéma 11-19).
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bERE
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+ ~ U2k >
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2.39 2.13 2.41
F F
| 1) Cul (10%) N \H
FF Et;N (1 equiv.) N” °N 2

2) NH3/MeOH (7N, equiv.)
MeOH, 1 h, t.a.

THF, 2 h, r.t. —
+ OEt 2, _ _)—J 0
BocHN” Nsﬁ( BocHN—/

2.40 21 2.42

Schéma 11-19 : Synthese des synthons 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés portant des chaines latérales.

Cependant une fois la synthese des 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés réalisée, nous avons observé
un mélange de diastéréoisoméres pour le composé 2.41 par RMN °F. Nous avons également envisagé
un mélange d’énantiomeéres pour le composé 2.42. Les stéréoisoméres ne sont pas séparables par
HPLC mais nous avons pu quantifier la proportion des diastéréoisomeres 2.41/2.42 en utilisant une

colonne chirale (Figure 11-17).
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Figure 11-17 : (haut) Chromatogramme HPLC chirale composé 2.41; (bas) Chromatogramme HPLC chirale
composé 2.42.

Apres analyse, nous pouvons identifier que nous avons un mélange de diastéréoisomeres pour le
composé 2.41 dans un ratio 89/11, et 75/25 pour le mélange deuxieme mélange de diastéréoisomeres
du composé 2.42. L’obtention de ces stéréoisméres est due au fait que 1’on obtient un mélange
d’énantiomeéres des composés 2.39/2.40. En effet la présence du groupement carbamate de tert-butyle
comme groupement protecteur rend le proton du carbone assymétrique de 1’alcyne ou de I’aldéhyde

labile et qui peut donc s’épimériser en milieu basique. Cette observation a ét¢ observée précedemment
par le Dr. N. Tonali.t’

Pour éviter I’épimérisation, il faut utiliser un trityl comme groupement protecteur ce qui évite de

rendre le proton labile et donc de s’épimériser (Schéma I1-20).
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Schéma 11-20 : Méthodologie de synthése des alcynes pour éviter 1’épimérisation

Par manque de temps, les composés 2.43 et 2.44 n’ont pas encore été totalement synthétisés. Ces
travaux sont encore en cours de réalisation. Cependant, un autre doctorant du laboratoire Davide Di
Lorenzo a réalisé des travaux basés sur la synthése de ces alcynes et a réussi a les obtenir, sans
épimérisation, a I’aide de la méthodologie suivante basée sur la réduction de I’anhydride mixte en
alcool, I’échange de la fonction carbamate par un trityle, suivie de I’oxydation en aldéhyde et addition

du réactif de Bestmann-Ohira (Schéma 11-21).

N
1) isobutyle chloroformate M'ZIS?‘P)J\H/
R NaBH, THF R Bes_s-dl\_/lartin R 5 o) R
ta,3h eriodinane
FmocHN)\n’OH - TrtHN/'\/o"I - = TrtHN)\n/H > TrtHN/\\\
) 2) DMF/pipéridine (20%) 0  MeOH,ta,18h

t.a., 1h

3) Trt-Cl (1.1 equiv.)
EtsN (2 equiv.)
ta., 18 h

Schéma 11-21 : Méthodologie de synthése des alcynes utilisée par Davide Di Lorenzo

IV.4. Analyse conformationnelle des hétérotriazolameéres

V. 4 a Par résonance magnétique nucléaire

Les études conformationnelles de nos oligomeéres 2.33/35 ont été réalisées par RMN dans le CD3OH,
un solvant polaire évitant les problémes de solubilité dans ’eau. Les déplacements chimiques en 'H

et 13C a 300K sont donnés dans le Tableau 11-4.
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Dans le composé 2.35, les valeurs des constantes de couplage 3JnH-Ho SONt de 7.9 Hz pour la
phénylalanine et de 8.0 Hz pour la leucine (Tableau 11-4) ce qui correspond a un angle diédre autour
de 120°C majoritairement associé a des segments de peptides de conformation étendue comme
envisagé pour les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés. La constante de couplage 3JnH-Ha pour I’alanine

a été plus difficile a calculer de maniere fiable mais semble inférieur a 7 Hz.

Les coefficients de température ont été calculés pour identifier les propensions conformationnelles
du squelette des foldameres. Les petits coefficients de température négatifs (>-4,5 ppb.K?)
correspondent & des protons amides impliqués dans des liaisons hydrogéne (intra- ou
intermoléculaires), tandis que les valeurs négatives plus élevées (< -6 ppb.K?) indiquent des

interactions avec les solvants.

Dans le composé 2.35, les coefficients de température ont été calculés entre 283 et 313K (Tableau I1-
4). Ces valeurs se situent entre -8 et -9 pour les résidus d’acides aminés naturels et autour de -7 pour
les amides des 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, indiquant que les protons des liaisons amide ne
sont pas engagés dans des liaisons hydrogenes stables (intra- ou intermoléculaires). Des valeurs

similaires ont été obtenues pour le composeé 2.33.

Tableau I1-4 : Déplacements chimiques en RMN 'H et coefficients de température des NH pour le
composé 2.35 dans CDsOH a 300 K

o H* o autres protons (ASnH/AT, ppb.K-

o] l}
Résidu & NH (ppm) (ppm) 6 H? (ppm) (ppm) 1) 283-313K
Acétyl / 1.91 / / /
3.08
. (2J = 13.8 Hz; 31 = 8.2 Hz)
Phe-1 (3J - 7 9 HZ) 455 2.90 Harom. 7.37-7.18 -9
(?3J=13.8 Hz; %) =8.2 Hz)
1.47
Ala-2 9.77 451 =73 H2) -8
verz 1.73-1.66
9.65 dcrz 0.97/0.94
Leu-3 (= 8 0 Hz) 4.53 1.73-1.66 ((J=6.4Hz) -8
CONH,; 7.75/7.22
1,4-TzCF»-1 @ :8;:)68 Hz) 4.46 / H.: 8.16 -1.7
LATZCRr2 o :8575 458 / H.: 8.41 -6.7
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Des corrélations longue distance de ROE *H-'H ont été observées, indiquant une conformation repliée
pour les triazolaméres 2.33 et 2.35. En particulier, dans le cas de 2.35, les corrélations sont visibles
entre le CHs du résidu Ala-2 et les Hc des deux triazoles (Figure 11-18a). Des corrélations entre le
CHs de I’Ala-2 et le Ha du résidu Phe-1 ainsi qu’entre le Hp de Phe-1 et le Hc du 1,4-TzCF2-1 ont
également été observées. Le rapprochement entre les deux acides aminés de chaque coté de I’unité
1,4-TzCF2 pourrait avoir lieu grace a la flexibilité du carbone Ca de cette architecture. En effet cette
partie de I’échafaudage des 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés portant les carbones Ca/Cy a une plus
grande flexibilité que la partie portant les deux atomes de fluor qui sont responsables de 1’effet

contraignant de 1’unité grace aux interactions H-F.

Ces corrélations n’ont pas toutes été observées dans le cas de 2.33 ou les corrélations visibles sont
entre le CHs de Ala-2 et le Hc des deux triazoles ainsi qu’entre le Ho de Phe-1 et le Hc de 1’unité 1,4-
TzCF2-1 (Figure 11-18b). Le rapprochement entre Phe-1 et Ala-2 n’est pas observé dans le composé
2.33.

Phe-1 1,4TzICF -1 Ala-2 1,4TzICF,-2 Leu-3

Figure 11-18 : Corrélations longue distance *H-H a) composé 2.35 ; b) composé 2.33

Dans les spectres 2D °F-'H HOESY de 2.33 et 2.35 seules les corrélations a courte distance
impliquant dans chaque unité 1,4-TzCF2 les deux atomes de fluor avec les protons du triazole (Hc) et

le NH de ’unité successive sont visibles.

102



Ch-II: Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, architecture pour construire des foldameres fluorés

Ce résultat suggeére que les deux atomes de fluor de chaque unité 1,4-TzCF2 maintiennent la contrainte
étendue a leur extrémité C-terminale mais ne sont pas impliqués dans le repliement global des

foldameres.

V.4 b Par dynamique moléculaire

Pour mieux comprendre leurs structures préférentielles, les composés 2.33 et 2.35 ont chacun été
soumis a une simulation de dynamique moléculaire (MD) de 500 ns dans le méthanol. Les constantes
de couplage 3Jnh-Ha théoriques (calculées sur I'ensemble des trajectoires) sont assez proches des
mesures expérimentales (Tableau I1-5), indiquant que les ensembles conformationnels générés par

les simulations MD sont cohérents avec ceux révélés par RMN.

Tableau 11-5 : Comparaison des constantes de couplage 3JnH-Hq (HZ) dans les composés
2.33/2.35 mesurées par RMN ou par dynamique moléculaire (MD) dans le méthanol a
300K
Résidus Compose 2.33 Composé 2.35

RMN DM RMN DM
Phe 1 - - 7.4 76116
1,4-TzCF;-1 6.3 49+26 5.9 44+ 26
Ala 2 6.8 75+ 17 7.3 75+ 17
1,4-TzCF,-2 5.6 48+ 2.7 5.8 49 +27
Leu3 8.8 8.0+15 8.0 80+14

En ce qui concerne les distances entre protons au sein des deux molécules, les observations RMN
sont partiellement retrouvées dans les simulations par dynamique moléculaire. Comme le montre la
Figure 11-19, les distances entre les protons Ha. ou Hp de Phe-1 et Hc de 1,4-TzCF2-1, ainsi que les
distances entre les protons Hp de Ala-2 et Hc des deux molécules voisines 1,4-TzCF2-1 et 1,4-TzCF2-
2, ont atteint des valeurs inférieures a 0.5 nm dans un nombre significatif de conformations, ce qui

est cohérent avec les NOEs longue distance détectés.
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Néanmoins, contrairement aux expériences RMN du composé 2.35, mais de maniére cohérente avec
celles du composé 2.33, nous n'avons pas observé de proximité étroite entre Phe-1 Hq (ou Hp) et Ala-
2 Hp dans les simulations MD, ce qui indique que le segment Phe-1-[1,4-TzCF2-1]-Ala-2 est plus
étendu dans la simulation du composé 2.35 que dans les données expérimentales. Une conformation
étendue similaire de la seconde moitié du segment Ala-2-[1,4-TzCF2-2]-Leu-3 dans les deux
composés est soutenue par la non-détection de NOEs a longue distance entre les protons Ala-2 et
Leu-3.
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Figure 11-19 : Distribution des distances entre protons calculées a partir des trajectoires de MD du composé
2.33 (lignes noires) et du composé 2.35 (lignes rouges). Les lignes verticales vertes indiquent la distance en
dessous de laquelle le NOE peut étre détecté.

Dans l'ensemble, les simulations MD des composés 2.33 et 2.35 ont généré des ensembles
conformationnels dans lesquels les deux segments étendus plutét rigides Phe-1-[1,4-TzCF2-1]-Ala-2
et Ala-2-[1,4-TzCF2-2]-Leu-3 peuvent tourner autour du résidu Ala-2 qui agit comme une charniére,

conduisant & des structures repliées en épingle a cheveux ou linéaires étendues (Figure 11-20).
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gy
2 X,

Figure 11-20 : Structures représentatives des cing clusters les plus peuplés des composés 2.33 (colonne de
gauche) et 2.35 (colonne de droite). Le seuil RMSD pour le clustering est de 0.3 nm.

Puisque les simulations MD des molécules 2.33 et 2.35 ont pu générer des ensembles
conformationnels en accord avec les expériences RMN, nous avons utilisé la méme méthode pour
proposer des modeles structurels des composés 2.36 et 2.37 qui ont un fragment Asn-1,4-TzCF2
supplémentaire (précédant le fragment Phe-1,4-TzCF2 des molécules 2.33 et 2.35) et pour lesquels
les données expérimentales n’ont pas été obtenues pour le moment. Les visualisations des trajectoires
MD montrent que les molécules 2.36 et 2.37 sont tres flexibles et adoptent différentes conformations
dont les plus représentatives sont présentées dans la Figure 11-21. Comme pour les composés 2.33 et
2.35, nous avons remarqué que les 3 fragments Asn-1,4-TzCF2, Phe-1,4-TzCF, et Ala-1,4-TzCF2
sont plutdt rigides, mais peuvent tourner autour des 2 résidus Phe et Ala qui agissent comme des

charniéres.
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Ainsi, nous avons pu observer des conformations étendues transitoires en zig-zag pliées a ces deux
positions, des structures en épingle a cheveux, et des conformations compactes qui se replient parfois

en structures en échelle similaires a de courts feuillets B multibrins (Figure 11-21).

Figure 11-21 : Structures représentatives des cing clusters les plus peuplés des composés 2.36 (colonne de
gauche) et 2.37 (colonne de droite). Le seuil RMSD pour le clustering est de 0.4 nm.

106



Ch-II: Les 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés, architecture pour construire des foldameres fluorés

Pour évaluer I’effet sur le processus d’agrégation de hIAPP, nos hétérotriazolaméres 2.3 et 2.5, ont
été évalués, par spectroscopie de fluorescence a la thioflavine-T. Les résultats de ces expériences
préliminaires sont présentés dans la partie ci-dessous. Ces expériences ont été réalisées conjointement
avec les homotriazolameres 2.6 et 2.9 afin d’évaluer I’influence de la structuration étendue de 2.6 et
2.9 ou plus repliée en épingles a cheveux de 2.33 et 2.35 sur la modulation de 1’agrégation de hIAPP.
Ces résultats seront également comparés a 1’activité de et I’hétérotriazolaméres 2.34 (basé sur la
séquence d’une autre protéine amyloide APi-42) afin d’évaluer la sélectivité des homo et hétéro-

triazolameres.
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V. Evaluations biophysiques préliminaires des triazolaméres par
spectrométrie a la thioflavin-T

V. 1. Evaluation des homotriazolameres

V.7 a Evaluation des homotriazolaméres avec hIAPP

Comme évoqué précédemment (cf. Chapitre I, Il. 2. b. i) p.26), on peut suivre la cinétique
d’agrégation de hIAPP par spectrométrie de fluorescence a la thioflavine-T, cette cinétique se
décompose en 3 phases observables. La thioflavine-T est un bicycle composé d’un noyau aniline et
d’un cycle benzothiazole. Ces deux cycles sont liés par une liaison o (C-C) permettant la libre
rotation. En présence de population de feuillet B, la libre rotation de cette liaison est bloquée et les
deux fragments sont contraints a étre dans le méme plan conduisant a une émission de fluorescence
(Figure 11-22).

Pas de fluorescence Fluorescence

S / feuillet § S /
O = O
N+ \ N+ \
\ \
libre rotation de la liaison o En présence de feuillet

pas de rotation

Figure 11-22 : Mécanisme de fluorescence de la thioflavine-T

Cette méthodologie nous permet de suivre I’évolution de I’agrégation du peptide hIAPP. Les courbes
traceées dans les figures ci-dessous représentent ’intensité de fluorescence de la thioflavine-T en
fonction du temps pour différentes conditions simultanément. Les différentes conditions sont les
suivantes : le tampon et le composé (50 uM) sont évalués pour démontrer qu’il n’y a pas de
phénoméne d’auto-agrégation et que toutes les observations sont dues aux interactions entre le
composé (2.6/2.9) et hIAPP.
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De plus, le peptide hIAPP est systématiqguement évalug, a une concentration de 5 uM pour hlIAPP (10

uM pour ABi-42), pour avoir une valeur de référence pour la cinétique d’agrégation du peptide.

Finalement, le mélange de notre composé avec le peptide hlAPP est évalué a plusieurs ratio 10/1, 1/1
et parfois 0.1/1. Les résultats des expériences de fluorescence par thioflavine-T pour nos

homotriazolameres 2.6 et 2.9 en présence de hIAPP sont donnés dans les figures 11-23 et 24.
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Figure 11-23 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant I'agrégation de I'hIAPP (5 pM) en présence du composé 2.6 (courbe moyenne du triplicat).

Les courbes d’agrégation de hIAPP sont des sigmoides dans lesquelles on peut identifier trois phases :
la « lag phase », la phase d’élongation puis enfin la phase de plateau. On peut observer pour les
courbes d’agrégation de hIAPP en présence du composé 2.6 dans un ratio 10/1 que la « lag phase »
est beaucoup plus courte. On peut également noter que lors de la phase d’élongation, la pente de la
courbe 2.6/hIAPP (10/1) est plus élevée que pour les autres courbes ce qui traduit une accélération de
cette phase d’¢élongation (Figure 11-23). Le plateau de fluorescence pour la courbe 2.6/h1APP (10/1)
est atteint plus tot, environ trois heures contre plus de cing heures pour le ratio 1/1 et hIAPP seul.
Cette observation s’explique par le fait que la « lag phase » est plus courte et la phase d’élongation

plus rapide.
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De plus, a ce ratio, I’intensité du plateau de fluorescence est deux fois plus ¢levée (environ 22000 a.
u.) que les autres courbes (environ 10000 a. u.), il y a une augmentation de la fluorescence donc de
I’agrégation (Figure 11-23). Par I’interprétation de nos courbes de fluorescence en fonction du temps,
nous pouvons conclure que notre composé 2.6 est capable dans un ratio 10/1 d’accélérer mais

¢galement d’augmenter I’agrégation de hIAPP.

Ces observations ne sont pas retrouvées dans le ratio 1/1, les modifications observées dans ces
conditions ne sont pas significatives. Nous avons également montré que le composé 2.6 a une
concentration 50 uM ne s’auto-agrege pas, du moins dans des états capables de fixer la thioflavine-T

(ce qui a pu étre observé précédemment sur certains composés)*e.

La méme expérience a été réalisée pour le composé 2.9 a deux ratios différents 10/1, 1/1 (Figure 1I-
24). Cependant, aucun n’impact sur la cinétique d’agrégation de hIAPP n’a été observé. La durée de
la « lag phase » est identique, la pente et I’intensité du plateau sont similaires pour toutes les courbes.
Notre composé 2.9 n’a démontré aucun effet sur le processus d’agrégation de hIAPP. En revanche,

une légere auto-agrégation est observée pour 2.9 a 50 uM (courbe rouge sur la Figure 11-24).

H,N_ N=N o _ o
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Figure 11-24 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant I'agrégation de I'hnTAPP (5 uM) en présence du composé 2.9 (courbe moyenne du triplicat).
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V. 1. b Fvaluation des homotriazolaméres avec ABi-42

Nous avons réalisé la méme expérience pour notre composé 2.6 mais en présence du peptide APi-42
(Figure 11-25). On peut remarquer que notre composé 2.6 ne modifie ni la durée de la « lag phase »,
ni la vitesse de la phase d’¢longation ainsi que I’intensité du plateau de fluorescence pour tous les

ratios en presence de ApPi-42.

On peut en conclure que le composé 2.6 n’a aucun effet sur ’agrégation de APi-42. Toutefois, cette
expérience nous permet de dire que 1’effet du composé 2.6 a un ratio 10/1 peut étre considéré comme
sélectif vis-a-vis de hlAPP (Figure 11-25/26).
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Figure 11-25 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant l'agrégation de ABi-42 (10 uM) en présence du composé 2.6 (courbe moyenne du triplicat).

V. 2. Evaluations des hétérotriazolaméres

Les évaluations preliminaires par spectroscopie & la thioflavine-T ont été réalisées sur nos
hétérotriazolameres. Les hétérotriazolameres 2.33 et 2.35 basés sur la séquence de reconnaissance de
hIAPP ont été évalués en présence de hIAPP (Figure 11-26/27) tandis que I’hétérotriazolamére 2.34

basé sur la séquence de Api-42a été évalué en présence de APi-42 (Figure 11-28).
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V.2 a Evaluation des hétérotriazolameéres avec hIAPP

Les résultats pour le composé 2.28 sont similaires a ceux du composé 2.33 et ne sont pas présentes.
Les résultats pour le composé 2.33 sont présentés ci-dessous (Figure 11-26). La cinétique d’agrégation
de hIAPP n’est pas modifiée de maniére significative a aucun des ratios (10/1 et 1/1). Il n’y a pas
d’allongement de la durée de la « lag phase ». La pente des courbes n’est pas modifiée et I’intensité
des plateaux de fluorescence non plus. Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure que le composé

2.33 n’a aucun effet sur I’agrégation de hIAPP.
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Figure 11-26 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant I'agrégation de hIAPP (5 uM) en présence du composé 2.33 (courbe moyenne du triplicat).

Les résultats pour le composé 2.35 sont présentes ci-dessous (Figure 11-27). On peut observer que la
cinétique d’agrégation de hIAPP avec le composé 2.35 est significativement modifiée au ratio de 10/1
(2.35/h1APP). En revanche, I’effet peut étre considéré comme négligeable aux autres ratios 1/1 et

0.1/1. Concernant le ratio 10/1, on peut remarquer un allongement de la durée de la « lag phase ».

La pente de la courbe est bien plus faible a ce ratio pour la phase d’¢longation traduisant une
élongation plus lente. Le plateau est atteint plus tardivement, au-dela de cing heures contre moins de
trois heures aux autres ratios et pour hIAPP seul. De plus, I’intensité de plateau de fluorescence est

diminuée, inférieure a 10000 a. u. contre supérieure a 20000 a. u. pour les autres ratios.
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On peut en conclure que notre composé 2.35 en présence de hIAPP a un ratio 10/1 est capable de
ralentir significativement la cinétique d’agrégation mais également de la diminuer la quantité ou la
morphologie des fibres. Ceci devra étre confirmé par TEM (microscopie a transmission électronique)
qui nous permettra de visualiser la morphologie et la densité des agrégats de hlAPP formés en absence

ou en présence de 2.35.
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Figure 11-27 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant l'agrégation de hIAPP (5 uM) en présence du composé 2.35 (courbe moyenne du triplicat).

V.2 b. Evaluation des hétérotriazolameéres avec APi-12

Comme évoqué plus tot I’hétérotriazolamere mime de la séquence de APi42 a été évalué avec
I’extrémité N-terminale laisseée libre en raison de nos résultats précédents démontrant 1I’importance
de l’amine libre pour I’activité anti-agrégante sur APi42.'? L’évaluation par spectrométrie de
fluorescence a la thioflavine-T du composé 2.34 en présence de ABi-42 & des ratios de 10/1 et 1/1 est

présentée ci-dessous (Figure 11-28).
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Figure 11-28 : Représentation des courbes moyennes des essais de fluorescence thioflavine-T en fonction du
temps montrant l'agrégation de ABi-42 (10 uM) en présence du composé 2.34 (courbe moyenne du triplicat).

Les courbes du composé 2.34 en présence de APi-a2aux ratios 10/1 et 1/1 sont identiques a la courbe
de ApPi-42seul. Le composé 2.34 n’a donc aucun effet sur le processus d’agrégation de Api-42. Les
premiers résultats obtenus lors de ces évaluations préliminaires de nos homo- et hétérotriazolaméres
nous ont permis d’identifier certains compos€s pouvant interagir et moduler 1’agrégation de hIAPP.
Notamment le composé 2.6 capable d’accélérer et d’augmenter 1’agrégation de hIAPP et le composé
2.35 capable de ralentir et diminuer celle-ci. Ces évaluations par spectrométrie a la thioflavine-T
devront étre reproduites pour ces composes afin de confirmer leurs effets. Par ailleurs, 1’activité de
2.35 sur AP1-42 reste a évaluer afin de confirmer sa sélectivité sur hIAPP. Si ces observations sont
confirmées, des expériences de TEM seront effectuées pour analyser la morphologie des agrégats en
fin de cinétiques. Des expériences d’électrophoreése capillaire (EC) et d’IMS-MS de ces composés en
présence de hlAPP pourront ensuite étre realisées afin d’évaluer les activités de 2.6 et 2.35 sur
I’oligomérisation précoce. L’EC nous donnera essentiellement 1’information sur la capacité de 2.35
a stabiliser le monomére de hIAPP alors que 2.6 pourrait former de nouveaux oligoméres.'8-2L’IMS-
MS nous donnera plusieurs informations : 1’effet de 2.6 et 2.35 sur la formation des petits oligomeres
(dimeéres et pentameres), sur la conformation de hlIAPP monomeére et sur les complexes

composé/monomere de hIAPP et composé/petits oligomeéres.18-21
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VI. Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons utilisé 1’architecture 1,2,3-triazole N-difluorométhylé pour concevoir
des foldameres fluorés étendus afin de moduler I’agrégation de protéines amyloides impliquant des

feuillets .

Dans un premier temps nous avons réalisé¢ la synthése d’homotriazolaméres, comme preuve de
concept, pour évaluer les conformations obtenues par 1’auto-assemblage de nos unités triazoles. Les
homotriazolaméres ont été obtenus avec des rendements satisfaisants. A 1’issu des études
conformationnelles, par RMN et par dynamique moléculaire, nous avons pu conclure que nos
homotriazolameres adoptent préférentiellement une conformation majoritairement étendue. Des
évaluations biophysiques préliminaires, par spectrométrie a la thioflavine-T, ont été réalisées sur nos
homotriazolameres. Un de nos composés est capable d’accélérer et d’augmenter I’agrégation de
hIAPP (Figure 11-26). Ceci ne semble pas & premiére vue tres intéressant, néanmoins des analyses
complémentaires méritent d’étre menées pour évaluer I’effet sur I’oligomérisation précoce. Il est en
effet largement rapporté que les especes de hlAPP les plus toxiques sont oligomériques (cf Chapitre
I, Il. 2. b. ii) p.25). Ainsi diminuer la présence de ces oligomeres intermédiaires et accélérer
1’agrégation vers des espéces plus grosse mais plus inertes ou amorphes mérite d’étre exploré. A notre
connaissance, aucun composé n’a été rapporté dans la littérature comme accelérant 1’agrégation de

hIAPP contrairement a Ap1-42.22
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Figure 11-26 : Homotriazolamere 2.6 capable d’accélérer et d’augmenter 1’agrégation de hIAPP

Dans un second temps, des hétérotriazolaméres de 1¢¢ génération, intercalant les unités 1,2,3-triazoles
N-difluorométhylés et les acides aminés de la séquence de reconnaissance de hIAPP en partie

responsable de 1’agrégation, ont été synthétisés.
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Les études conformationnelles des hétérotriazolaméres de 1°¢ génération ont mis en évidence une
tendance a adopter une conformation de type épingle p composé de deux bras avec une unité 1,2,3-
triazole N-difluorométhylé, localement étendue, et un coude au niveau de 1’acide aminé entre les deux

unités triazoles.

Les evaluations biophysiques préliminaires, par spectrométrie a la thioflavine-T, ont mis en évidence
la capacité d’un de nos composés a ralentir et diminuer le processus d’agrégation de hIAPP (Figure

11-25).
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Figure 11-27 : Hétérotriazolamére 2.35 capable de ralentir et diminuer 1’agrégation de hIAPP

De plus, I’interaction entre nos homo- et hétérotriazolameres avec hlAPP a été mise en évidence par
RMN gréce a une collaboration avec le Prof. A. Ramamoorthy de I’Université du Michigan. Ces

résultats sont présentes dans le draft de I’article ci-apres.

Une 2" génération d’hétérotriazolamére a été congu incorporant une chaine latérale d’acide aminé

directement sur I’extrémité N-terminale de I’unité 1,2,3-triazole N-difluorométhylé.

Les perspectives pour ces travaux de recherche sont d’une part terminer 1’extension des
hétérotriazolaméres de 1%¢ génération, d’autre part réaliser la synthése et les études
conformationnelles des hétérotriazolaméres de 2¢M¢ génération. Finalement, les évaluations
biophysiques par spectrométrie de fluorescence a la thioflavine-T devront étre approfondies et
étendues a tous les foldameres. Nous devrons ensuite réaliser sur les foldaméres les plus prometteurs

des analyses par TEM, électrophorése capillaire et IMS-MS
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Chapitre III : 5-fluoro-1,2,3-triazole, nouveau
synthon pour concevoir des foldameres

fluoreés.

Apres avoir congu, synthéetisé et évalue des foldameres fluorés basés sur les triazoles N-
difluorométhylés, nous étions a la recherche d’une architecture nous permettant de développer de
nouveaux foldameres fluorés. Nos regards se sont arrétés sur les halogénotriazoles. Cette classe de
composés a été tres largement décrite aussi bien pour leurs syntheses que pour leurs applications dans
le cas des chloro, iodo et bromo triazoles. En revanche et étonnamment, les fluoro-triazoles n’ont été
a ce jour que treés peu décrits dans la littérature. Cette observation nous a conduit a réaliser un état de
I’art exhaustif concernant la synthése et les applications des 4- et 5-halo-1,2,3-triazoles afin de mettre
en évidence le manque de connaissances et d’informations des 4- et 5-fluoro-1,2,3-triazoles. Cet état

de I’art a été publié sous forme de revue insérée ci-dessous.?

I. Etat de I'art des 4- et 5-halo-1,2,3-triazoles
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En résumé, nous avons vu que les alcynes fluorés sont trés difficiles a synthétiser et sont trés instables.
De ce fait, il est impossible d’utiliser la méthodologie prépondérante pour la synthése des 1,2,3-
triazoles, c’est-a-dire la réaction de Huisgen ou la cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée au cuivre
entre un azoture et un alcyne fluoré, que nous avons utilisée pour concevoir nos précédents
foldaméres fluorés (cf. Chapitre I1). A ce jour, la synthése des 5-fluorotriazoles n’a été décrite que
par deux groupes. Fokin? est le premier a avoir décrit la réaction d’échange d’halogéne (Halex) entre
le 5-iodotriazole et une source de fluorure. En présence de fluorure de potassium (KF) ou de
bifluorure de potassium (KHF2) en dix minutes aux micro-ondes a 180 degrés, le fluorure est capable
de substituer I’atome d’iode du 5-iodotriazole avec de bons rendements. Le principal avantage de
cette méthodologie de synthése est son temps de réaction trés court permettant d’introduire un atome
de '8F pour réaliser de la tomographie par émission de positons. Ensuite, I’équipe de Chu® a également
décrit une méthodologie de synthése des 5-fluorotriazoles en partant des 5-iodotriazoles. Le fluorure
d’argent est utilisé comme source de fluorure en présence d’un ligand, le tétraméthyléthylénediamine
(TMEDA), pendant une nuit a 120 degrés dans le toluéne. Ces conditions sont décrites comme plus
douces et permettent d’étendre le nombre de substrats utilisés pour cette réaction. Cependant, un des
points négatifs de cette méthodologie est qu’elle ne permet pas d’avoir accés a I’introduction de fluor
18. Concernant les mécanismes réactionnels, les auteurs ont émis deux hypotheses : un mécanisme
de substitution par ouverture de cycle aromatique passant par un intermédiaire diazo/imidoyl ou un
mécanisme de substitution nucléophile aromatique. Toutefois, aucun de ces mécanismes n’a été¢ mis
en évidence a ce jour. Une méthodologie de synthése des triazoles fluorés par cycloaddition a

récemment été décrite. Cependant elle permet uniquement I’obtention du 4-fluorotriazole.*
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II. Syntheése des 5-fluoro-1,2,3-triazoles

Nous avons vu précédemment que 1’association triazoles et fluors apporte des propriétés et des
conformations particulieres trés intéressantes. Face a ces résultats, nous nous sommes orientés vers
un nouveau peptidomimétique fluoré, le 5-fluoro triazole (Figure 111-1). Comme il a été reporté dans
la revue, il existe trés peu d’exemple de synthése de 5-fluorotriazoles et aucun n’est incorporé dans
une séquence peptidique. Nous nous sommes donc demandé quelles pourraient étre les propriétés de
ce motif au sein de peptides comparativement a une liaison amide et aux 5-H triazoles. La présence
du fluor sur le triazole pourrait donner de nouvelles structures faisant intervenir des interactions intra

ou intermoléculaire.

e} N:N N=|\!
Wt =YY T Y
H H F

Figure I11-1 : Comparaison entre la liaison amide, le 5-H-triazole et le 5-F-triazole

De plus, la présence du fluor sur le noyau aromatique triazole pourrait conduire a des interactions de
type C-FH-N, C-F-C=0, et C-F-H-Ca observées dans le cas de dérivés fluorobenzénes (Figure
111-2).5¢
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Figure 111-2 : Exemples d’interactions dipolaires C-F---C=0/H-N/H-Ca.>®
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Ainsi, avant d’incorporer le 5-fluoro triazole dans un peptide, nous avons étudié d’autres voies de
synthese de ce motif. De plus, le peu d’informations connues sur le 5-fluorotriazole nous a motivé a
nous attarder sur cette architecture. Nous avons tenté d’apporter plus de connaissances aussi bien en

termes de propriétés structurales et électroniques qu’en termes de méthodologie de syntheése.

Pour concevoir une nouvelle voie d’acces vers les S5-fluoro-triazoles, nous avons d’abord envisagé la
possibilité d’utiliser les 5-hydroxy-triazoles et les 5-amino-triazoles afin de substituer le groupement

hydroxyle/amine par une source de fluorure. (Schéma I11-1).”

1) Na(s), MeOH, ta N=N N=N

20 mn ‘ J— \

Me0,C” X - Meozc&N‘R = Etozc&rN‘R
2) _ =
R X
N3/ F
MeOH, reflux, 18 h
X=  CO,Me, CN X = OH, NH,

Schéma I11-1 : Accés aux 5-fluoro-1,2,3-triazoles a partir des 5-hydroxy/amino-1,2,3-triazoles

Les travaux concernant le développement de la synthése des 5-fluoro-1,2,3-triazoles sont présentés

ci-dessous

II. 1. Fluoration aromatique

II. 1. a. Préparation des 5-hydroxy-1,2,3-triazoles et 5-amine-1,2,3-triazoles

La premiere étape de ce chemin synthétique est la préparation des 5-hydroxy/5-amino-1,2,3-triazoles
(3.2/3.3). Le diéthylmalonate est déprotoné a 1’aide de sodium dans le méthanol a température
ambiante. Aprés une vingtaine de minutes, une solution d’azoture de benzyle dans le méthanol est
ajoutée goutte a goutte. Le mélange réactionnel est agité 18 heures a reflux. Aprés acidification du
mélange réactionnel, le 5-hydroxy-1,2,3-triazole 3.1 est obtenu avec un rendement de 43 % (Schéma
[11-2). De maniere similaire, le 5-amino-1,2,3-triazole 3.2 est obtenu en partant du cyanoacétate
d’¢éthyle avec un rendement trés faible de 25 % (Schéma II1-2).
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1) Na(s), MeOH, ta N=N

20 mn \ Ph
MeO,C” R > Meozc/Q(N\/

? NS/\© R

MeOH, reflux, 18 h

R=  CO,Me R= OH 3.1 43%
CN NH, 3.2 25%

Schéma I11-2 : Préparation des 5-hydroxy/5-amino-1,2,3-triazoles 3.1/3.2

II. 1. b. Essais de fluoration aromatique

La substitution d’alcool aromatique par déoxyfluoration a été décrite par Ritter en 2011 (Schéma III-
3a)).” Concernant les anilines, la réaction de Balz-Schiemann permet par diazotation-dédiazotation

en présence d’une source de fluorure d’hydrogéne d’introduire un atome de fluor (Schéma II1-3b).2

-Pr -Pr

N_ N

x

a) F

F
O/OH i-Pr i-Pr /©/F
MeO CsF (3 equiv.) MeO

Solvant, 110°C

b
) BF,-
NH, N, F
HNO, @ A ©
— > — >
HBF, N,

Schéma 111-3: a) réaction de déoxyfluorination b) réaction de Balz-Schiemann

Dans un premier temps, les essais de fluoration aromatique ont été effectué uniquement sur le 5-
hydroxy-1,2,3-triazole 3.1. Nous nous sommes orientés tout d’abord vers un agent de

déoxofluoration, le DAST. Nous avons également utilisé le Xtalfluor-E et Xtalfluor-M dont la

manipulation est plus simple et moins dangereuse (Figure I11-3).
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6
/\ /\ /\+/\ + -
8 F*OF FOF
DAST XtalFluor-E XtalFluor-M

Figure I11-3 : Sources de fluorures utilisés

L’ensemble des essais réalisés est répertorié dans le Tableau I11-1. Nous avons essaye différents temps
de réaction (3 h a 18 h), différents solvants (CH2Cl2, dioxane, toluéne), différents additifs ou bases
(EtsN.3HF, KF, NaF, DBU, CsF), différentes températures (-78°C a reflux) et également différentes
quantités de source de fluorure. Mais malheureusement aucune de ces conditions n’a permis
d’introduire un atome de fluor et de récupérer la plupart du temps le produit de départ dans son

intégralité.
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N=N Ph Conditions N=N Ph
Etozc/\('\' ~ - Etozc/ﬁ/'\'\/
OH F

Tableau I11-1 : Essais de fluoration aromatique

Entrée Source de fluorure Additif/Base Solvant Temp. (°C) Temps Rdt (%)
1 DAST (2eq.) - CHCl, -78 ata. 3h -
2 DAST (2eq.) - Dioxane -78ata. 18 h -
3 DAST (2¢eq.) - Toluene -78 ata. 18 h -
4 DAST (2 eq.) - THF 78 ata. 18 h -
5 DAST (3eq.) CH.Cl, -78 ata. 18 h -
6 DAST (2 eq.) Et:N.3HF (3eq.)  CH:Cl; -78 ata. 18 h -
7 DAST (2 eq.) CsF (3 eq.) CH.Cl, 78 ata. 18 h -
8 Xtalfluor-E (2 eq.) - CHCl, Oata. 18 h -
9 Xtalfluor-E (2 eq.) - Toluéne 0 a reflux 18 h -
10 Xtalfluor-E (2 eq.) DBU (3 eq.) Toluene 0 a reflux 18 h -
11 Xtalfluor-E (2 eq.) EtsN.3HF (3eq.)  Toluéne 0 a reflux 18 h -
12 Xtalfluor-M (2 eq.) KF (3eq.) Toluéene 0 a reflux 18 h -
13 Xtalfluor-M (2 eq.) NaF (3 eq.) Toluéne 0 a reflux 18 h -
14 Xtalfluor-M (2 eq.) CsF (3 eq.) Toluéne 0 a reflux 18 h -

Nous avons également activé la fonction alcool avec le chlorure de tosyle pour avoir un meilleur
nucléofuge, cependant cet essai s’est soldé également par un échec lors de la réaction de fluoration.
Au vu des résultats obtenus et de la difficulté relative a obtenir les substrats de départ, nous avons
choisi de nous orienter vers les deux méthodologies principales décrites précédemment faisant
intervenir I’échange d’halogénes entre un 5-iodotriazole et une source de fluorure (cf. Ch-11I-I.
p.120). Cependant, ces derniéres présentent majoritairement des résidus aromatiques ou alkyles dans

leur scope.
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Ainsi avant de démarrer la préparation des 5-fluoro triazoles fonctionnalisés incorporant des résidus
d’acides aminés, nous avons entrepris dans un premier temps de préparer le 5-fluoro triazole

correspondant pour estimer la stabilité lors de la réaction d’échange d’halogéne (Figure 111-4).

N=N 9 F N=N 9
RiHN ‘ R;HN :
\/K(N\)LNHRz —> 1 \/S/N\)LNHRZ
' F

Figure 111-4 : pseudo-dipeptide comprenant le motif 5-fluoro triazole

II. 2. Fluoration par fluorure d'argent

La réaction de fluoration par le fluorure d’argent s’effectue a partir de 5-iodo-1,2,3-triazoles. Pour
avoir acceés a ces iodo-triazoles nous avons envisagé deux stratégies : la cycloaddition [1-3] catalysée
au cuivre avec un alcyne iodé et une méthodologie multi-composant via un mélange Cul/NBS

(Schéma 111-4). Dans les deux cas la préparation d’alcynes et d’azotures est nécessaire.

BOCHN\ Cul (10%)
EtzN (1 equiv.)
2.2 THF, ta., 2h N=N o g
ou + N7 COR ~ - BOCHN\/k\(N\/ 2
Cul (1.1 equiv.) |
DIPEA (1.1 equiv.)
BocHN/\ NBS (1.2 equiv.)
| CH4CN, t.a., 5h
31

Schéma I11-4 : Différentes voies de synthése des 5-iodo triazoles
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1. 2. a. Préparation de l'alcyne iodé

Pour la réaction de cycloaddition [1-3] catalysée au cuivre, il est nécessaire de préparer un alcyne
iodé (3.3). Cetalcyne iode est préparé a partir de propargylamine fraichement distillé, dans un premier
temps protégé par un carbamate de tert-butyle, en utilisant le di-tert-butyle carbonate en présence de
triéthylamine dans le dichlorométhane pendant 5 h a temperature ambiante. Sans purification,
I’intermédiaire est solubilisé dans le méthanol en présence d’une solution d’hydroxyde de potassium
dans I’eau. L’iode est ajouté et le mélange réactionnel est agité pendant 18 h a température ambiante

pour fournir I’alcyne iodé avec un rendement total de 72 % (Schéma III-5).

1) Boc,O (1.0 equiv.)
EtsN (2.0 equiv.)

HZN/\\\ CH20|2, t.a., 5h _ BOCHN/\
2) I, (1.1 equiv.) l
KOH (4.0 equiv.)
MeOH, t.a., 18 h 3.3

72 %

Schéma 111-5 : Préparation de 3.3 & partir de la propargylamine

II. 2. b. Préparation des azotures

Les azotures sont préparés en accord avec la littérature® a partir d’éthyl/benzyl bromoacétate en
présence d’azoture de sodium dans un mélange eau/acétone a température ambiante pendant 18 h.
Les différents azotures sont obtenus avec des rendements allant de 67 a 69 % (Schéma 111-6). Les
esters éthylique et benzylique ont été choisis pour étre orthogonaux au groupement carbamate de tert-

butyle.

NaNj3 (1.5 equiv.)
B~ CO,R - Ny~ CO,R
Me,CO/H,0 (4/1)
ta,18h R= Et 34 67%
Bn 35 69%
5

Schéma I11-6 : Préparation des azotures 3.4/3.
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II. 2. ¢. Préparation des 5-iodo-1,2,3-triazoles
II. 2. c.i) Par Cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre

Pour réaliser la synthése des 5-iodo-1,2,3-triazoles, nous avons commencé par la méthode la plus
intuitive, la cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre entre 1’alcyne iodé 3.3 et un azoture
(3.4/3.5). Cette réaction s’effectue dans des conditions classiques en présence d’une quantité
catalytique d’iodure de cuivre, de trié¢thylamine a température ambiante pendant deux heures dans le

THF (Schéma I11-7). Les 5-iodo-1,2,3-triazoles sont obtenus avec de bons rendements (76-78 %).

Cul (10%)
Et3N (1 equiv.) N=N

BocHN/\ + Ny~ O CO,R BocHN, [ N “O2R
THF, ta., 2 h

Y

3.3 3.4/3.5 R= Et 3.6 78%
Bn 3.7 76%

Schéma 111-7 : Cycloaddition [1-3] dipolaire catalysée au cuivre

II. 2. c. ii) Méthode « one-pot »

Dans un second temps, nous avons tenté une méthodologie moins conventionnelle combinant 1’étape
de cycloaddition et I’insertion de I’atome d’iode grace a un mélange iodure de cuivre et N-
bromosuccinimide (NBS).X° La Boc-propargylamine et I’azoture sont mis en présence d’iodure de
cuivre, de NBS et de diisopropyléthylamine dans 1’acétonitrile a température ambiante pendant cinq
heures pour donner 1’iodotriazole avec un rendement modéré de 54 a 57% (Schéma II1-8). Cette
réaction est possible grace a la réaction d’oxydo-réduction entre Cul et NBS générant in situ des ions
I* qui sont piégés par ’intermédiaire carbanion de la réaction click. Le Cul a deux roles dans cette
réaction, d’une part fournir les ions Cu* nécessaire pour catalyser la réaction click et d’autre part la

source d’iode pour générer les ions I*.
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Cul (1.1 equiv.)
DIPEA (1.1 equiv.) N=N
N > . CO.R
BocHN A + N3~ "COsR > BocHN N "~ "2
/\\ NBS (1.2 equiv.) N
CH3CN, t.a., 5h |

R= Et

3.6 54%
Bn 3.7

57%

Schéma 111-8 : Synthése des 5-iodo-1,2,3-triazoles « one-pot »

La principale limitation de cette méthodologie réside dans le traitement. En effet la réaction d’oxydo-
réduction entre le NBS et le Cul génére de nombreux sous-produits iodés et bromés qui rendent le
traitement fastidieux. Pour cette raison nous avons décidé de continuer la synthése en utilisant la

méthode présentée précédemment par cycloaddition avec un alcyne iodé (cf. Ch-I11-11. 2. c. i) p.129).

1. 2. d. Réaction de fluoration par fluorure d’argent

Une fois les 5-iodo-1,2,3-triazoles obtenus, nous avons commencé les essais de fluoration a 1’aide de
fluorure d’argent en commencant par les conditions décrites par Chu et al.® Malheureusement ces
conditions (Tableau I11-2, entrée 1) ne nous ont pas permis d’obtenir le produit fluoré. Aucune trace
du produit de départ n’a été retrouvée. Nous avons émis I’hypothése que les conditions de départ avec
5 équivalents de fluorure d’argent étaient trop dures pour notre substrat. Nous avons poursuivi les
essais en abaissant la quantité de fluorure d’argent (Tableau III-2, entrée 2-3). Dans ce cas, nous
avons été capable d’obtenir les 5-fluoro-1,2,3-triazoles (3.8/3.9) avec un rendement de 36 %. Nous
avons tenté d’optimiser les conditions réactionnelles afin d’améliorer le rendement en faisant varier
la quantité de ligand (Tableau I11-2, entrée 3-8), la température (Tableau Il1-2, entrée 9-10) et le
solvant (Tableau I11-2, entrée 11-12). Les conditions optimisées (Tableau I11-2, entrée 4) nous ont
permis d’atteindre un rendement de 56 % qui, au regard de la fonctionnalisation de notre substrat,
nous apparait trés satisfaisant.
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Tableau I11-2: Fluoration par fluorure d’argent
Entrée  Source de fluorure Ligand Solvant Temp. (°C) Rdt (%)
1 AgF (5 eq) TMEDA (0.5 eq) Toluene 120 -
2 AgF (2.5 eq) TMEDA (0.5 eq) Toluene 120 12%
3 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.5€q) Toluene 120 36%
4 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.2 eq) Toluene 120 56%
5 AgF (1.2 eq) TMEDA (1.0 eq) Toluene 120 24%
6 AgF (5 eq) - Toluene 120 -
7 AgF (2.5 eq) - Toluéne 120 -
8 AgF (1.2 eq) - Toluene 120 -
9 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.2 eq) Toluene 70 7%
10 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.2 eq) Toluene 100 31%
11 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.2 eq) THF 65 8%
12 AgF (1.2 eq) TMEDA (0.2 eq) Dioxane 100 12%

II. 3. Fluoration par échange d’halogene (Halex)

Aprés avoir réussi a obtenir les 5-fluoro-1,2,3-triazoles par fluoration au fluorure d’argent, nous avons
tenté d’utiliser la méthodologie décrite par Fokin et al.2 en présence de fluorure de potassium aux
micro-ondes. Comme évoqué précédemment, le principal avantage de cette méthodologie est de

permettre I’introduction de *F avec un temps de réaction tres court.
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Dans un premier temps, n’ayant pas eu acces a un appareil a micro-ondes, nous avons donc essayé
d’utiliser des conditions thermiques (Tableau III-3, entrée 1-3). Ces conditions ne nous ont pas permis
de convertir les 5-iodo-1,2,3-triazoles en 5-fluoro-1,2,3-triazoles. Finalement, nous avons eu
I’opportunité de réaliser quelques essais au micro-ondes (Tableau I11-3, entrée 4) qui se sont soldés
par 1’obtention du 5-fluoro-1,2,3-triazole 3.8 avec un rendement de 58 %. Nous avons réussi a
démontrer qu’un fragment aromatique n’est pas nécessaire en position 4 du triazole pour mener a

bien cette réaction d’échange d’halogéne contrairement a ce qui est indiqué dans la littérature.?

o (0]
o H N=N Source de fluorure o H N=N
N N
7L ) e \/KKN\)J\OEt > ) \/K(N\)Loa
0] | solvent, temp., temps 0] .
3.6 3.8
Tableau I11-3 : Essais de fluoration par échange d’halogéne
Entrée  Source de fluorure Solvant Temp. (°C) Temps Rdt (%)
1 KF (5 eq) H20/CHsCN 100 20 h -
2 KHF2 (7 eq) H20/CH3CN 100 20 h -
3 CsF (5 equiv.) H20/CHsCN 100 20 h -
4 KF (5eq) H2O/CHsCN 180 (Micro-ondes) 10 min 58 %

Bien que nous ayons obtenu le triazole fluoré par la méthode d’échange d’halogéne aux micro-ondes
nous n’avons pas pu optimiser les conditions afin d’obtenir de meilleurs rendements. Cet aspect du

projet tend a étre développé.
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II. 4. Extension des 5-fluoro-1,2,3-triazoles

Pour envisager la construction de foldaméres fluorés utilisant les 5-fluoro-1,2,3-triazoles, il est
nécessaire de déemontrer la compatibilité de cette architecture avec les réactions usuelles utilisées en
chimie peptidique (couplage, déprotection). En effet, I’atome de fluor des 5-fluoro-1,2,3-triazoles a
été décrit comme un bon groupe partant vis-a-vis de réactions de type substitution nucléophile

aromatique (SNar) (Schéma 111-9).2

N=l\{N NucH, NaH, 10 min, t.a. NzNN
X'V ~Bn > X 'V~Bn
Ph/Kr puis X, THF, 70°C, 3 h F’h/Kr

F Nuc

X

N
NucH = H%, CH;OH E//‘N ,

Schéma 111-9 : Substitution nucléophile aromatique de I’atome de fluor des 5-fluoro-1,2,3-triazoles

II. 4. a. Déprotection et couplage de la fonction N-terminale

Nous avons réalisé 1’extension de nos 5-fluoro-1,2,3-triazoles en commencant par la fonction N-
terminale. La fonction carbamate de tert-butyle est déprotégée a 1’aide d’une solution d’acide
chlorhydrique dans le dioxane a température ambiante pendant deux heures. Le chlorhydrate
intermédiaire est couplé avec la Boc-L-phénylalanine dans des conditions de couplage EDC, HOBt,
et la triéthylamine dans le DMF a température ambiante pendant cing heures (Schéma I11-10). Les

produits 3.10 et 3.11 sont obtenus avec un rendement de 55 et 53%, respectivement.
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1) HCl/dioxane (10 equiv.) Ph
N=N CH.Cl, t.a.,,2h H N=N
BocHN ~ N COR ; -~ BocHN N q N COR
2) BocNH-Phe-OH (1 equiv.) 0
F EDC (1.2 equiv.), HOBt (1.2 equiv.) F

EtzN (2.5 equiv.), DMF, t.a., 5 h
R= Et  3.10 55%

3.8/3.9 Bn 3.11 53%

Schéma 111-10 : Déprotection et couplage

II. 4. b. Déprotection et couplage de la fonction C-terminale

Nous avons ensuite poursuivi 1’extension par 1’extrémité C-terminale. Dans un premier temps, nous
avons saponifié ’ester éthylique du composé 3.10 a I’aide de lithine dans un mélange
tétrahydrofurane (THF)/eau a température ambiante pendant cinq heures. Bien que 1’atome de fluor
ait été décrit comme sensible aux nucléophiles, aucune substitution de I’atome de fluor par des ions
hydroxydes n’a été observée. Comme précédemment, 1’acide carboxylique intermédiaire a été couplé
avec la L-phénylalanine amide dans les mémes conditions de couplage pour obtenir 3.12 avec un
rendement de 43% (Schéma I11-11).

Ph

S\CONHZ

1) LIOH.H,0 (3 equiv.)

Ph Ph
0
H N=N H N=N
BOCHNI,]/N\A(NVCOZEt THF/H20, ta., 5 h _ B°CHN:%(N\/\(‘N\)LH
0 ! 0

2) HCI.NH,-Phe-NH, (1 equiv.)
EDC (1.2 equiv.), HOBt (1.2 equiv.) F
EtsN (2.5 equiv.), DMF, t.a.,, 5 h
3.10 3.12
43 %

Schéma I11-11 : déprotection et couplage de 3.10
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Nous avons également clivé 1’ester benzylique du composé 3.11 en suivant la méthodologie décrite
par McMurray*! a I’aide de palladium sur charbon et de triéthylsilane dans le méthanol a température
ambiante pendant 30 minutes. Une fois encore, 1’acide carboxylique intermédiaire a été couplé avec
la L-phénylalanine amide avec les mémes conditions de couplage pour obtenir 3.12 avec un
rendement de 52% (Schéma 111-12).

Ph
1) Pd/C (30%), Et3SiH (3 equiv.)

Ph
H  N=N MeOH, t.a., 30 min S\
BocHN)}rN\/g(N\/COan - ta. _ BocHN \A(N}N NH
o
F

2) HCI.NH,-Phe-CO,Me (1 equiv.)
EDC (1.2 equiv.), HOBt (1.2 equiv.)
EtsN (2.5 equiv.), DMF, t.a., 5 h

3.1 52 % 3.12

Schéma I11-12 : déprotection et couplage de 3.11

Le travail réalisé autour de la synthése des 5-fluoro-1,2,3-triazoles incorporant des résidus d’acides
aminés ainsi que 1’étude structurale de 1’unité par diffraction aux rayons X est 1’objet d’une

publication en cours de rédaction dont le contenu est joint ci-apres.
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III. Etude des propriétés structurales et électroniques du motif
5-fluoro triazole

II. 1. Par résonance magnétigue nucléaire

Les expériences de résonance magnétique nucléaire de notre composé 3.8 ont été réalisées par RMN
dans le CDCls. Les déplacements chimiques en 'H, 13C, °F a 283K sont donnés dans le Tableau I1-
4,

Tableau 11-4 : Déplacements chimiques en RMN H/'3C/*°F pour le composé 3.8 dans le

CDClsa 283 K

Résidu 6 NH (ppm) 6 H(ppm) 6 C (ppm) 6 F (ppm)

Boc / 1.43 80 (C), 28 (CHs) /
4.39 (3J = 5.8 H2)

Gly-1 5.09 34 (CHy) /
4.35 (3J = 5.8 H2)

Gly-2 / 5.0 48 (CHy) /
1.29 3 =7.1Hz) 165.1 (C=0)

Ester / /
4.29 (3 =7.1Hz) 63 (CH>), 14 (CH3)

125 (C,)
5-fluoro-1,4-Tzl / -153.5
(*J(C-F) = 279 Hz)

Dans les spectres 2D °F-'H HOESY de 3.8, nous observons des corrélations courte distance
impliquant I’atome de fluor et les protons o des deux résidus Gly-1 et Gly-2 (Figure I11-5/6). Nous
retrouvons également 1’interaction proton-fluor observée dans le cristal entre un proton du
groupement carbamate de tert-butyle et I’atome de fluor. Cette corrélation est de plus faible intensité

puisque les deux atomes sont plus éloignés (Figure I11-6).
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Figure 111-6 : Expérience *°F-'H HOESY dans CDCl; a 283 K pour le composé 3.8

La conformation en solution du composé 3.8 est différente de celle observée dans le cristal. Les

corrélations courte distance entre I’atome de fluor et les protons o des deux résidus Gly-1 et Gly-2

laissent supposer une conformation plus repliée en solution que dans le cristal. Cette observation est

confirmée par la valeur de la constante de couplage entre le NH et le H, du résidu Gly-1 de 5.8 Hz.

De plus, la valeur de la constante de couplage est tres proche de celle décrite dans la littérature pour

les 5-H-1,2,3-triazoles utilisés comme substituts de liaison peptidique cis.*?
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1. 2. Par diffraction aux rayons X

Comme évoque précédemment, nous avons réussi a obtenir une structure cristalline du composé 3.8
par évaporation lente dans un mélange de solvant CH:Cl2/AcOEt/Cyclohexane. Grace a une
collaboration avec le Dr. N-E. Ghermani de 1’Université Paris-Saclay et Pascal Retailleau de ’ICSN,
une excellente résolution du cristal a permis de déterminer certaines propriétés électroniques du motif
5-fluoro triazole.

H13 . 1
-— H11

i ')’ y
> K P {
U ’—\M' N

Figure 111-7 : (gauche) Structure cristalline de 3.8 au rayons X. (droite) Réseau de liaison hydrogéne dans le
cristal.

Dans la structure cristalline de 3.8, nous pouvons voir que le motif de répétition du cristal est centré
autour de la liaison hydrogéne du NH (HO) avec le carbonyl de I’ester tert-butyle (C4) (Figure 111-7).
Il n’apparait pas d’interaction particuliere faisant intervenir le fluor. (seule une interaction
intramoléculaire avec les hydrogénes du CHs du carbamate de tert-butyle est observee (F--H102 =
2.666(4) A).

Pour donner suite aux données du cristal de la molécule 3.8, les densités de déformation statique
théorique et expérimentale ont été calculées dans différentes parties de la molécule 3.8 (Figure 111-8).
Les densités de paires isolées et les polarisations électroniques (pour les atomes O et N) sont bien
révélées par les raffinements multipolaires basés sur des facteurs de structures expérimentaux. En
revanche, un appauvrissement de la densité électronique est constaté au voisinage de I'atome de fluor.
Les hauteurs de pic des densités de paires isolées sont les suivantes : 0,8 eA-3 pour les atomes N et

méme supérieure a 0,9 eA-3 pour les paires isolées O (1 eA-3 = 0,15 e.bohr-3).
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Le caractére covalent des liaisons C-C, C-N, C-O, N-N et N-H est clairement illustré sur la figure I11-
8 affichant une concentration d'électrons (supérieure a 0,8 eA-3) entre les atomes. La liaison C5-F est
en revanche moins chargée en électrons (0,3 eA-3). Cependant, comme le montre la figure 111-5,
I'atome de fluor présente un grand pic d'électrons (0,6 eA-3) dans le plan perpendiculaire de la liaison
C5-F (deuxieme image en partant de la gauche). Cette polarisation de la densité électronique est
dirigée vers les atomes d'hydrogéne de tert-butyle H102 et H111 d'une molécule adjacente. La
derniére carte de densité électronique met en évidence I’interaction entre I’atome de fluor et

I’hydrogene (H102) du groupement carbamate de tert-butyle (Figure 111-8).

Figure 111-8 : Densité de la déformation électronique statique expérimentale (en haut) et théorique (au milieu)
dans des plans choisis de la molécule 3.8. (En bas) Interaction F---H102 du groupement Boc. Les contours
sont de 0,05 eA-3, les contours négatifs sont en rouge.
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A lasuite de ces résultats, le potentiel électrostatique de la molécule a été obtenu a partir des méthodes
expérimentales et théoriques (partie expérimentale). Dans les deux approches, la surface de potentiel
négatif est principalement générée par les atomes les plus électronégatifs (O, N et F) de la molécule
3.8 et s'étend sur un seul c6té du cycle triazole fluoré central (Figure 111-9, gauche). Il est cependant
intéressant de noter que la surface de potentiel négatif est moins étendue dans les figures théoriques
(Figure 111-9, droite) pour la molécule 3.8 sous vide. La partie rouge correspond donc a une region

négative ou des interactions avec des espéces électropositives peuvent se présenter.

Figue I111-9 : Potentiel électrostatique expérimental (gauche) et théorique (droite) pour deux orientations de la
molécule 3.8. La coupure de la surface de I'isovaleur est de + 0,1 e/bohr (en gris) et de -0,05 e/bohr (en rouge).

Afin de mettre en évidence les modifications des valeurs de potentiel électrostatique et de moment
dipolaire lors de la construction chimique de la molécule 3.8, des calculs théoriques ont été effectués
a partir du motif 5-fluoro triazole (C2NsH2F) comme le montre la figure I11-10. Les amplitudes
dipolaires pour les quatre molécules construites sont comprises entre 2,9 et 3,8 D, ce qui signifie que
la réactivité a longue distance (interaction van der Waals) de la molécule 3.8 reste principalement
régie par les propriétés électrostatiques du noyau 5-fluoro triazole. Ces résultats respectifs sont en
accord avec les surfaces de potentiel négatif expérimentales et théoriques qui sont différentes en

forme et en extension comme le montre la figure I11-9.
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1) © 32D
C,NzH:F L -341.6 a.u.
2) 33D
N
C4N3H6F -420.2 a.u.
3) 29D
- 0) ¥ @
) L Y T X
CsN4H7O4F -852.9 a.u.
3.6 38D
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R
C1oN4H1004F -1088.8 a.u.

Figure 111-10 : Potentiel électrostatique théorique (coupure de la surface de I’isovaleur comme dans la figure
[11-3), magnitudes des dip6les (en Debye, derniere colonne, premiére ligne) et énergies totales (en u.a., derniére
colonne, deuxieme ligne) pour les molécules choisies données dans la premiére colonne.

Au niveau structural, la planéité du cycle aromatique au sein des 5-fluoro triazoles est conservée. Le
composé 3.8 peut étre identifié comme un mime de dipeptide Gly-Gly. L’absence de chaines latérales
ne nous permet pas de comparer I’orientation des substituants dans 1’espace par rapport a une liaison
peptidique, et aux 5-H triazoles. Les résidus sans chaines latérales tels que la glycine n’imposent
aucune contrainte stérique et la valeur des angles W, @ est plus variable. Le moment dipolaire et la
distance entre résidus Ri-R2 du 5-fluoro-triazole sont comparables a la liaison peptidique et aux 5-H
triazoles (Figure I111-11). De plus, les distances des liaisons N1-N2 et N2-N3 entre les azotes du noyau
triazole au sein des 5-fluoro-triazoles sont comparables aux analogues non fluorés, ainsi que la

capacité a former des liaisons hydrogene au niveau du N-3 du triazole.
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accepteur de accepteur de accepteur de
liaison hydrogene liaison hydrogéne liaison hydrogéne
(o) N:N N:N
.R N. N.
R1)LN 2 R1/§/ R2 R1/§( R
H H
donneur de interactions avec
liaison hydrogéne C=0, NH, CH

Moment dipolaire 3.5-4.0D 50D 3.8D
Distance R{-R, 3.8-3.9A 5.0-5.1 A 5.0A

Figure 111-11 : Comparaison des moments dipolaires et des distances Ri-R; entre la liaison peptidique, les 5-
H-triazoles et le composé 3.8

L’ensemble des différentes données obtenues sur les 5-fluoro-triazoles a été comparé a celles d’une
liaison peptidique et des analogues non-fluorés. Nous pouvons conclure qu’au niveau structural,
I’atome de fluor ne modifie ni les distances, ni la structure du noyau triazole. L’impact de ’atome de
fluor se fait principalement ressentir au niveau de la structure électronique du triazole. Ainsi, nous
pouvons supposer que le fluor pourrait étre impliqué dans des interactions intramoléculaires dans le
cas de la structuration de foldameres, mais également dans des interactions intermoléculaires entre

ligand et protéine.

142



Ch-I11 : 5-fluoro-1,2,3-triazoles, nouveau synthon pour concevoir des foldameéres fluorés

IV. Conclusion et perspectives

Nous avons effectué la synthese de composes peptidomimétiques incorporant une unité 5-
fluorotriazole en utilisant deux méthodologies décrites dans la littérature, la réaction d’échange

d’halogene (Halex) et la fluoration par I’intermédiaire de fluorure d’argent.

En adaptant les conditions réactionnelles, nous avons démontré la compatibilité de nos substrats
fonctionnalisés avec ces deux méthodologies. De plus, la compatibilité de nos 5-fluorotriazoles avec
des réactions usuelles de chimie peptidique (couplage, saponification, hydrogénation, hydrolyse) a
été mise en évidence. L’obtention de cristaux nous a permis de mener 1’étude des propriétés
électroniques et structurales par diffraction aux rayons X. Nous avons pu mettre en évidence I’impact
de I’atome de fluor sur la densité électronique autour du noyau triazole. L’impact de I’atome de fluor
sur la structuration et la conformation apparait limité, d’autant plus en I’absence de chaines latérales.
L’ensemble de ces travaux sont 1’objet d’une publication scientifique en cours de rédaction.
Actuellement, une collaboration avec le Dr. T. Billard est en cours en vue d’introduire un atome de
fluor 18 par échange iode/fluorl8 et également fluorl9/fluorl8 au sein de nos composés afin

d’envisager ’utilisation de PET pour nos composés (Schéma I1I-13).

18
wLo H o N=N \)O]\ MegN/II:ZO wLo H o N=N \j’\
b \/S/N OEt > e \/K(N OEt
o 180°C, 10 min, MW o
X 18F
X=1F

Schéma 111-13 : Insertion d’un atome de fluor 18 par réaction halex
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Les objectifs pour la suite de ce projet sont, dans un premier temps, d’optimiser les conditions d’acces
aux 5-fluoro-1,2,3-triazoles en développant de nouvelles méthodes, mais également en optimisant les
conditions de la reaction Halex aux micro-ondes, ce qui n’a pas pu étre réalisé durant ces travaux en

raison d’un accés limité aux appareils micro-ondes.

Dans un second temps, 1’assemblage de plusieurs unités S-fluoro-triazoles sera réalisé et la
conformation obtenue sera évaluée par RMN, modélisation moléculaire et RX si nous avons la

capacité a obtenir des cristaux (Figure 111-12).

Figure 111-12 : Assemblage de 5-fluoro-1,2,3-triazoles
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Conclusion générale

Ces travaux de these ont été consacrés au développement de foldameéres basés sur les triazoles fluorés
pour évaluer leur capacité a adopter des conformations particuliéres et pour moduler I’agrégation de

protéines amyloides.

Le premier chapitre a été consacré a I’architecture 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés. Dans un
premier temps, nous avons obtenu des trimeres et des tétraméres issus de I’auto-assemblage de 1’unité
1,4-TzCF2. Nous avons mis en évidence, par RMN et par dynamique moléculaire, que ces
homotriazolameres adoptent préférentiellement une conformation majoritairement étendue. Nous
avons pu voir précédemment qu’il n’y avait dans la littérature que trés peu d’exemples de foldameéres
fluorés d’une maniére générale, et encore moins capable d’adopter des conformations étendues. La
capacité de ces homotriazolaméres, a moduler I’agrégation de protéines amyloides, a été évaluée par
spectrométrie de fluorescence a la thioflavine-T. Les résultats préliminaires indiquent que nos
homotriazolaméres ont tendance a accélérer et d’augmenter 1’agrégation de hIAPP. Cet effet devra
étre mieux ¢étudi¢ afin d’évaluer si ’accélération de la fibrillisation est associée a la capacité a
diminuer la présence d’oligomeéres toxiques précoces. Dans un second temps, pour augmenter les
potentielles interactions entre nos foldaméres et hIAPP nous avons realisé la synthese
d’hétérotriazolameéres intercalant des acides aminés issus de la séquence amyloidogénique de hIAPP
entre deux unités 1,4-TzCF. Les études conformationnelles, par RMN et dynamique moléculaire,
ont mis en évidence la conformation repliée, en forme d’épingle 3, des hétérotriazolameres. Une
conformation qui, encore une fois, est peu décrite dans la littérature. Les évaluations biophysiques
préliminaires, par spectrométrie de fluorescence a la thioflavine-T, de nos hétérotriazolameres ont
démontrées leur capacité a ralentir et & baisser I’agrégation de hIAPP. A notre connaissance, c’est la
premiére fois que des foldaméres fluorés sont décrits pour moduler 1’agrégation d’une protéine

amyloide. Nous avons ainsi répondu a deux interrogations posées au début de mon projet de these :

e La structuration étendue du 1,2,3-triazole N-difluorométhylé qui est un mime de dipeptide
fluoré (Gly-CF2Gly) est conservée lorsque I’on assemble plus d’une unité au sein d’un

homotriazolamere et induit une conformation globale étendue de ce foldamere.
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Elle n’est en revanche conservée que localement lorsque des acides aminés naturels sont
insérés entre les unités 1,2,3-triazole N-difluorométhylé, et une conformation repliée en

épingle B est privilégiée dans les hétérotriazolameres.

e Ces nouveaux foldameres fluorés sont capables d’interagir avec la protéine amyloide hIAPP :
les homotriazolaméres semblent catalyser 1’agrégation de hIAPP probablement grace a leur
structuration étendue mimant un brin B et a des interactions n/n des trizaoles avec les noyaux
aromatiques de hIAPP (Phe), hydrophobes avec les chaines alkyles de hIAPP (Val, Leu) ou
mt/cation avec les acides aminés cationiques (Lys, Arg); au contraire 1’incorporation d’acides
aminés naturels permettant d’adopter des structures en « hairpin » sont capables de ralentir
I’agrégation en perturbant les interactions intra- et inter- moleculaires de hIAPP par un
encombrement stérique de structures flexibles en hairpin, la possibilit¢ d’engager des liaisons
hydrogene et des interactions spécifiques avec des séquences impliquées dans le repliement
de hIAPP et son agrégation. Cet effet est plus similaire aux activités observées avec des
structures en hairpins congues par le passé au laboratoire. Nous sommes tres curieux d’étudier
prochainement les effets de ces homo et hétérotriazolameres incorporant des chaines latérales
cationiques (Lys, Arg) sur des membranes pour évaluer leurs propriétés potentielles

amphiphiles et leur caractére potentiel CPP et/ou AMP.

Le deuxiéme chapitre a été consacré au développement de 1’architecture 5-fluoro-1,2,3-triazole pour
concevoir de nouveaux foldameres fluorés. Les premiers synthons fluorés ont été obtenus a I’aide de
deux méthodologies différentes a partir de 5-iodo-triazoles, la réaction de fluoration par fluorure
d’argent et la réaction d’échange d’halogéne aux micro-ondes. Avant nos travaux, I’utilisation de ces
méthodologies n’avait jamais été décrite dans la littérature pour des composés peptidomimétiques.
De plus, nous avons obtenu une structure cristalline d’un de nos composés 5-fluoro-1,2,3-triazole ce
qui nous a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, par diffraction aux rayons X, I’effet
de I’atome de fluor sur les densités electroniques du noyau triazole. En perspective, nous sommes tres
curieux d’étudier les conformations adoptées par ces unités lorsqu’ellles seront assemblées en homo

ou hétérotriazolameres et d’évaluer leur capacité a interagir avec des cibles protéiques ou lipidiques.
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Partie Expérimentale

General experimental methods

All experiments dealing with air and moisture-sensitive compounds were conducted under an
atmosphere of dry argon. The usual solvents were purchased from commercial sources without further
purification. Reagents were used without further purification as received from commercial. TLC
analyses were performed on silica gel, 60 Fzso (0.26 mm thickness) plates. The plates were visualized
with UV light (A = 254 nm) or with a 3.5% solution of phosphomolybdic acid in ethanol or with a
solution of KMnO4 in water. Compounds were purified by silica gel chromatography using Merck 60
silica gel (230 — 400 mesh).

NMR spectra were recorded on a Bruker AMX 200 (*H, 200MHz; ‘°F, 188 MHz), an ultrafield Bruker
AVANCE 300 (*H, 300 MHz, 13C, 75 MHz), a Bruker AVANCE 400 (*H, 400 MHz, 13C, 100 MHz,
19F, 376 MHz), a Bruker AVANCE | 600MHz (*H, 600 MHz, 13C, 150 MHz, °F, 564 MHz) equipped
with a z-gradient TCI and *°F-QClI, or a Bruker AVANCE 11 800MHz (*H, 800 MHz, 13C, 200 MHz)
spectrometers, equipped with a z-gradient TCI cryprobe.

Chemical shift values (3) for are reported in ppm downfield from Me4Si (6 = 0.0 ppm) with the solvent
resonance as the internal standard (*H NMR, CDClIz: & = 7.26 ppm, CDsOD and CD3OH: § = 3.31
ppm; *C NMR, CDCls: § = 77.16 ppm, CD30OD and CD30OH: § = 49.00 ppm). Data are reported as
follows: chemical shift (6 ppm), multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, p =
pentet, m = multiplet), coupling constant (Hz), integration, attribution. Melting points were
determined on a Kofler melting point apparatus. High-resolution mass spectra (HRMS) were obtained
using a TOF LCT Premier apparatus (Waters), with an electrospray ionization source. The purity of
compounds 2.6-2.9 was determined by HPLC using the 1260 Infinity system (Agilent Technologies)
and a column SUNFIRE (C18, 3.5 um, 150 mm X 2.1 mm); mobile phase: H20 + 0.1% formic
acid/ACN gradient from 5 to 100% in 20 min. or from 1 to 60% in 20 min.; detection at 225, 230,
240 nm; flow rate 0.25 mL/min.

Fluorescence-detected ThT binding assay

IAPP was purchased from Bachem. IAPP was dissolved in pure hexafluoro-isopropanol (HFIP) at a
concentration of 1 mm and incubated for 1 hour at room temperature to dissolve any preformed
aggregates. Next, HFIP was evaporated with dry nitrogen gas followed by vacuum desiccation for 3
hours. The resulting peptide film was then dissolved in DMSO to obtain stock solutions of IAPP (0:2
mm). Stock solutions of compounds were dissolved in DMSO (10, 1 and 0:1 mm). The concentration
of DMSO was kept constant at 3% (v/v) in the final volume of (200 pL. Thioflavin-T binding assays
were used to measure the development of fibrils over time.

150



A plate reader (Fluostar Optima, BmgLabtech) and standard 96-wells flat-bottom black microtiter
plates in combination with a 440 nm excitation filter and a 485 nm emission filter were used. The
ThT assay was started by adding (5 pL of a 0:2 mm IAPP stock solution and (1 um of stock solutions
of compounds to test to a mixture of (10 um ThT and 10 mm Tris/HCI, 100 mm NaCl at pH 7.4.

The concentration of IAPP was held constant at (5 pm and compounds were added to yield
compound/IAPP ratios of 10/1, 1/1 and 0.1/1. The ThT assays was performed in triplicate. The ability
of compounds to inhibit IAPP aggregation was assessed considering both the time of the half-
aggregation (t1/2) and the intensity of the experimental fluorescence plateau (F). The
extension/reduction of t1/2 is defined as the experimental t1/2 in the presence of the tested compound
relative to the one obtained without the compound and is evaluated as the following percentage : [ t1/2
(IAPP + compound) — t1/2 (IAPP)] / t1/2 (IAPP) x 100. The extension/reduction of the experimental
plateau is defined asthe intensity of experimental fluorescence plateau observed with the tested
compound relative to the value obtained without the compound and is evaluated as the following
percentage: (FIAPP + compound — FIAPP) / FIAPP x 100.

Transmission Electron Microscopy

Samples were prepared under the same conditions as in the ThT-fluorescence assay. Aliquots of IAPP
(5 um in 10 mm Tris-HCI, 100 mm NaCl buffer, pH 7.4 in the presence and absence of the tested
compounds) were adsorbed onto 300-mesh carbon grids for 2 min, washed and dried. The samples
were negatively stained for 45 sec. on 2 % uranyl acetate in water. After draining off the excess of
staining solution and drying, images were obtained using a ZEISS 912 Omega electron microscope
operating at an accelerating voltage of 80 kV.

Capillary Electrophoresis (CE)

Sample preparation: The commercial IAPP was dissolved upon reception in pure HFIP at 1 mm and
incubated for 1 hour at room temperature, followed by an aliquoting and an immediate evaporation
under nitrogen flow, then vacuum and storage at -20°C. Just before each kinetics, the dried peptide
was reconstituted in 50 mm ammonium acetate buffer pH 3.7 at 100 um, which is also the background
electrolyte (BGE). - CE: MDQ Instrument (SCIEX, Fragmingham, MA, USA) equipped with a UV
detector. Detection was performed at 200 nm. Bare fused silica capillaries (50 um id x 365 um od)
were purchased from Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA). Polybrene capillaries were 60
cm total length (49.8 cm to the detector). Silica capillaries were coated with a 0.2% polybrene
solution. Briefly, solid polybrene was dissolved in water under heating at 50 °C. Bare fused silica
capillary was preconditioned with MeOH, NaOH 1 m, NaOH 0:1 m and with H2O for in-between
rinsing. All flushings were done at 20 psi for 15 min. The capillary was then coated with the 0.2%
polybrene solution for 15 min at 20 psi. The coated capillary was then flushed with the background
electrolyte (BGE) at 20 psi for 45 min and equilibrated under 25 kV for 2 hours. PVA coated
capillaries were purchased from SCIEX (Fragmingham, MA, USA). The separation was carried out
under -25 kV at 25 °C. The sample was injected from the inlet by hydrodynamic injection at 0.8 psi
for 10 s. After each run, the capillary was rinsed for 5 min with 1 m NaOH, 5 min with water, recoated
for 10 min with 0.2% polybrene, and finally equilibrated with the running buffer for 5 min at 20 psi.
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Computational methods

Initial structures of all triazolamers were generated using 2D to 3D structure conversion program
MarkinSketch 6.2.1 from ChemAxon.** Compound topologies and parameters were generated using
the python-based tool ACPYPE.* Simulations of CFs-1,4-Tz and 1,4-Tz-CF2 compounds were
performed with the molecular simulation package GROMACS versions 5.1 and 2016, respectively.!®
The Generalized AMBER Force Field (GAFF)* was used for both solutes and methanol solvent.
Each triazolamer was initially place in a simulation cubic box which dimension is set to the solute
largest dimension plus twice 1.4 nm and filled with methanol molecules and one chloride ion to
neutralize the systems. Electrostatic interactions were treated using the smooth PME method?!’ and
Lennard-Jones potentials were cut-off at the distance of 1.2 nm. Covalent bond lengths were kept
constant using the LINCS procedure,® allowing a time step of 2 fs. Studied systems were first
equilibrated using two short MD simulations of 1 ns each to reach the target temperature T = 300 K
and pressure P = 1 bar. Then, each system was simulated during 200 ns in the NPT ensemble using
the Nose-Hoover and Parrinello-Rahman coupling methods.**?! Trajectory coordinated were saved
every 20 ps for subsequent analyses using GROMACS tools, including gmx mindist, gmx angle and
gmx gyrate for extracting intramolecular distances, dihedral angles, and radius of gyration,
respectively. Conformation ensembles were clustered with a RMSD threshold of 0.3 nm using the
gromos method?? implemented in the GROMACS program gmx cluster.

X-ray diffraction experiments

Crystal samples of 3.9 molecule used in this study were obtained by slow of supersaturated solution
of cyclohexane/EtOAC/CH2Cl2. The first crystals (COLOR FORMS) appear after 72 h of
evaporation at room temperature. The data of 3.9 were collected at 100.0(1) K on a XXX
diffractometer using graphite monochromated MoKa X-radiation (wavelength A = 0.71069 A). The
data spots were recorded as XXX-scans in order to reconstruct accurate three-dimensional diffracted
intensity peak profiles. The exposure time for the recorded frames vary from XXX s (low order data)
to XXX s (high order data). 12529 unique reflections were collected up to a resolution of sin tetamax/A
=1.00 AL, SORTAV2 program was used for sorting and averaging data revealing the good quality
of the measurements (internal Rint = 0.024) with data redundancy of 6.

The crystal structure of the 3.9 compound was solved using SIR94 program?* and refined using
SHELX97% implemented in WinGX?® package. For the electron density refinements, the Hansen-
Coppens model?” was applied. MOPRO program?® has been used for the electron density refinement
against all the structures factors F with no statistical standard deviations cut-off (1 > 0). VMOPRO?%
computer program was run to map out the static deformation density maps and to generate the
electrostatic potential around the 3.9 molecule in the crystal. This last property exhibits the
nucleophilic (negative potential) and electrophilic (positive potential) regions of the molecule and is
a good indicator of the chemical reactivity.

Non-periodic theorical calculations (isolated molecule) were performed using GAUSSIAN09.2 All
calculations were conducted at B3LYP/6-311++(2d,2p) level of theory. For better assessment of the
robustness, the first calculations were also conducted with the standard cc-PVTZ basis set with no
major difference in the outcomes.
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Self-consistent field computation was considered to have converged once the population matrix
elements variation did not exceed 108108 on average (RMS), and the change in energy was less than
10 Hartree.

Geometry optimization was achieved when the resulting inter-nuclear forces in the system did not
exceed 10-° Hartree/bohr (RMS) and 1.5 10-° Hartree/bohr (max) while the nuclei displacements were
less than 6.0 10°6 10° 6 10° 4.0 10° 4 10 4 10° ohr (RMS). The total energies are estimated in
hartrees (1 H = 1 atomic unit (a.u.) = 2625.5 kJ/mol) The experimental molecular geometries were
systematically used as initial guess and optimized at B3LYP/6-311++(2d,2p) level of theory.

Chapterl

Homo N-difluoromethyltriazole
General procedure A: Click chemistry and synthesis of propargylamides.

To a solution of azide (1.0 equiv.) in dry THF (0.5 M) was added alkyne (1.0 equiv.) under Argon.
At 0 °C, Cul (10 mol%) and EtsN (1.0 equiv.) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 hours. After completion, reaction was quenched using NH4Cl sat., extracted with
EtOAc (3x). The organic layers were washed with H20 and brine, dried over Na2SOg, filtered and
concentrated under vacuum. Because of the instability of the ester on silica, the product is not isolated
and directly put under the following amidification condition. To a solution of difluoroacetylated
triazole (1.0 equiv.) in THF (1,0 M) was added freshly distillated propargylamine (1.1 equiv.) under
argon at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C during 1 to 2 hours. After completion, the solution was
concentrated under vacuum. The crude was purified by column chromatography using the appropriate

solvent.

General procedure B: Click chemistry and synthesis of amides.

To a solution of azide (1.0 equiv.) in dry THF (0.5 M) was added alkyne (1.0 equiv.) under Argon.
At 0 °C, Cul (10 mol%) and EtsN (1.0 equiv.) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 hours. After completion, reaction was quenched using NH4Cl sat., extracted with
EtOAc. The organic layers were washed with H20 and brine, dried over Na2SOs, filtered and
concentrated under vacuum. Because of the instability of the ester on silica, the product was not
isolated and directly put under the following amidification condition. To a solution of
difluoroacetylated triazole (1.0 equiv.) in MeOH (1.0 M) was added a solution of ammonia in

methanol (7 N, 5 equiv.) under argon at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C during 1 to 2 hours.
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After completion, the solution was concentrated under vacuum. The crude was purified by column

chromatography using the appropriate solvent.

General procedure C: Deprotection of N-terminus.

To a solution of Boc-protected N-difluoromethyl-triazole (1.0 equiv.) in CH2Cl2 (0.1 M) was added
a solution of HCI in dioxane (4.0 M) at 0 °C. The mixture was stirred at room temperature for 2 hours.
After completion, reaction was concentrated under vacuum. The crude was used without further

purification.

Tert-butyl prop-2-yn-1-ylcarbamate (2.1). To a solution of propargylamine (352 pL, 5.5 mmol) in
CH2Cl2 (9 mL, 0.54 M) was added EtsN (1.7 mL, 12.5 mmol) and Boc20 (1.0 g, 5.0 mmol) at 0 °C.
The mixture was stirred at room temperature for 3 hours. After completion, the solution was washed
with water (20 mL), NH4Cl sat. (20 mL), dried over Na2SOs, filtered and concentrated under vacuum
to obtain a colorless solid 2.1 (713 mg, 5.1 mmol, 92 %). The crude product was used without further
purification. tH NMR (200 MHz, CDCl=): § 4.90 (s, 1H, H2), 3.84 (s, 2H, H3), 2.16 (t, 1H, H4), 1.38
(s, 9H, H1).

O
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Ethyl 2-azido-2,2-difluoroacetate (2.2). To a solution of ethyl bromodifluoroacetate (2.0 g, 9.9 mmol)
in DMF (5 mL, 2.0 M) was added NaNs (708 mg, 10.8 mmol). The mixture was stirred 35 °C
temperature overnight. After completion (monitored by *°*F NMR), the solution was diluted with
water (20 mL), extracted with Et2O (3x 15 mL). The organics layers were washed with water, brine
and dried over Na2SOs, filtered and concentrated under vacuum to obtain 2.2 as a colorless liquid (1,1
g, 6.7 mmol, 68 %). The crude product was used without further purification. *H NMR (200 MHz,
CDCl3): 6 4.41 (q, 33 =7.2 Hz, 2H, H1), 1.40 (t, 3J = 7.1 Hz, 3H, H2).
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coNeN
Tert-butyl ((1-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(prop-2-yn-1-ylamino)ethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
yl)methyl)carbamate or N-difluoromethyl-triazole propargylamide monomer (2.3). 2.3 was obtained
following the general procedure A from 2.1 (1.5 g, 9.8 mmol, 1.0 eq.) and 2.2 (1.6 g, 9.8 mmol, 1.0
eq). The crude product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 75/25) to provide 2.3
(1.7 g, 5.3 mmol, 54%) as a white solid. mp: 90-92 °C; R¢ = 0.20 (c-Hex/EtOAc: 75/25); 'H NMR
(300 MHz, CDCls): 6 10.04 (t, 3J = 5.4 Hz, 1H, H10), 8.47 (s, 1H, H7), 7.37 (br s, 1H, H4), 4.26 (d,
3)=5.7 Hz, 2H, H5), 4.06 (dd, 3J = 5.4 Hz, ) = 2.3 Hz, 2H, H11), 3.23 (t, *J = 2.3 Hz, H13), 1.39 (s,
9H, H1); *C NMR (75 MHz, DMSO-d6): & 157.6 (t, 2J(C,F) = 30.9 Hz, C9), 155.5 (C3), 146.7 (C6),
121.3 (C7), 110.2 (t, YJ(C,F) = 267.3 Hz, C8), 79.1 (C2), 74.0 (C12), 35.2 (C5), 29.0 (C11), 28.1
(C1); **F NMR (188, MHz, DMSO-d6): & -85.8 (s, 2F); IR (neat): vmax 3329, 3279, 3081, 1693, 1528,
1432, 1054, 11037, 954 cm™; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C13H1sNsOsF2 [M+H]* cal.
330.1374, found 330.1378.

4 -
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Tert-butyl ((1-(2-(((2-(1,1-difluoro-2-ox0-2-(prop-2-yn-1-ylamino)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate or N-
difluoromethyl-triazole propargylamide dimer (2.4). 2.4 was obtained following the general
procedure A from 2.3 (1.7 g, 5.2 mmol, 1.0 eq.) and 2.2 (858 mg, 5.2 mmol, 1.0 eq.). The crude
product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 1/1) to provide 2.4 (1.30 g, 2.58
mmol, 50%) as a white solid. mp: 140-142 °C; R¢ = 0.30 (c-Hex/EtOAc: 1/1); *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 6 9.24 (br s, 1H, H10, H16), 9.12 (br s, 1H, H10, H16), 8.46 (s, 1H, H7, H13), 8.31 (s, 1H,
H7, H13), 6.52 (br s, 1H, H4), 4.77 (d, 3J = 5.8 Hz, 2H, H11), 4.41 (d, 3] = 6.0 Hz, 2H, H5), 4.23 (dd,
3) = 5.6 Hz, 4] = 2.6 Hz, 2H, H17), 2.79 (t, ) = 2.6 Hz, 1H, H19), 1.42 (s, 9H, h1); *C NMR (75
MHz, CDCls): § 159.3 (t, 2J(C,F) = 30.7 Hz, C9, C15), 148.0 (C6, C12), 145.3 (C6, C12), 122.5 (C7,
C13), 121.7 (C7, C13), 111.6 (t, 1J(C,F) = 267.4 Hz, C8, C14), 71.2 (C2), 69.8 (C18), 36.5 (C5, C11,
C17), 35.9 (C5, C11, C17), 28.6 (C1); °F NMR (188 MHz, CDClz): 6 -87.7 (s, 2F), -88.0 (s, 2F); IR
(neat): vmax 3295, 2980, 1674, 1523, 1426, 1393, 1367, 1251, 1163, 1034 cm™; HRMS (ESI-TOF,
ion polarity positive) m/z CisH2sN1004F4 [M+NHa4]* cal. 521.1989, found 521.1996.
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Tert-butyl ((1-(2-(((2-(2-(((2-(2-amino-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-
oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate or Boc-protected N-difluoromethyl-triazole trimer
(2.5). 2.5 was obtained following the general procedure B from 2.4 (382 mg, 0.76 mmol, 1.0 eq.) and
2.2 (125 mg, 0.76 mmol, 1.0 eq.). The crude product was purified by column chromatography
(CH2CI2/CH30H: 93/7) to provide 2.5 (186 mg, 0.37 mmol, 49%) as a white solid. mp: 162-164 °C;
Rf = 0.20 (CH2CI2/CH30H: 93/7); *H NMR (300 MHz, DMSO-d6): § 10.20-10.14 (m, 2H, H10,
H16), 8.90 (brs, 1H, H22), 8.67 (s, 1H, H7, H13, H19), 8.61 (br s, 2H, H7, H13, H19, H22), 8.51 (s,
1H, H7, H13, H19), 7.37 (br s, 1H, H4), 4.62-4.60 (m, 4H, H11, H17), 4.26 (d, 3) = 6.2 Hz, 2H, H5),
1.39 (s, 9H, H1); 3C NMR (75 MHz, DMSO0-d6): 6 159.2 (t, 2J(C,F) = 30.2 Hz, C9, C15, C21), 157.9
(t, 2J(C,F) = 30.7 Hz, C9, C15, C21), 157.8 (t, 2J(C,F) = 30.6 Hz, C9, C15, C21), 146.8 (C6, C12,
C18), 144.3 (C6, C12, C18), 144.1 (C6, C12, C18), 122.1 (C7, C13, C19), 121.3 (C7, C13, C19),
110.2 (t, YJ(C,F) = 267.3 Hz, C8, C14, C20), 78.1 (C2), 35.2 (C5, C11, C17), 34.7 (C5, C11, C17),
28.1 (C1); °F NMR (188 MHz, DMSO-d6): 5 -85.6 (s, 2F), -85.6 (s, 2F), -86.2 (s, 2F); IR (neat):
vmax 3308, 3148, 1703, 1552, 1439, 1365, 1342, 1221, 1179, 1144 cm; HRMS (ESI-TOF, ion
polarity positive) m/z C20H24N130sFs [M+H]* cal. 640.1919, found 640.1928.
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N-((1-(2-amino-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-2-(4-((2-(4-(aminomethyl)-
1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamide
hydrochloride or Unprotected N-difluoromethyl-triazole trimer (2.6). 2.6 was obtained following the
general procedure C from 2.5 (52 mg, 0.082 mmol) to provide 2.6 (51 mg, 0.080 mmol, 98%) as a
white solid. mp: 92-94 °C; R = 0.10 (CH2Cl2/CH3sOH: 9/1); *H NMR (600 MHz, DMSO-d6): 6 10.29
(t, 3 =5.6 Hz, 1H, H7, H13), 10.21 (t, 3J = 5.6 Hz, 1H, H7, H13), 8.91 (br s, 1H, H19), 8.82 (s, 1H,
H4, H10, H16), 8.69 (s, 1H, H4, H10, H16), 8.63 (br s, 1H, H19), 8.61 (s, 1H, H4, H10, H16), 8.51
(br's, 2H, H1), 4.61 (s, 2H, H8, H14), 4.60 (s, 2H, H8, H14), 4.22 (s, 2H, H2); 3C NMR (75 MHz,
DMSO-d6): 5 159.2 (t, 2J(C,F) = 30.3 Hz, C6, C12, C18), 157.8 (t,2J(C,F) = 31.8 Hz, C6, C12, C18),
157.7 (t, 2J(C,F) = 30.8 Hz, C6, C12, C18), 144.2 (C3, C9, C15), 144.1 (C3, C9, C15), 141.5 (C3,
C9, C15), 123.5 (C4, C10, C16), 122.2 (C4, C10, C16), 122.1 (4, 10, 16), 110.2 (t, *J(C,F) = 267.9
Hz, C5, C11, C17), 34.7 (C2), 33.5 (C8, C14); °F NMR (188 MHz, DMSO-d6): 6 -85.7 (s, 2F), -
86.1 (s, 2F), -86.2 (s, 2F); IR (neat): vmax 3303, 3149, 1703, 1553, 1437, 1342, 1221, 1181, 1144,
1034 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C1sH16N1303Fs [M+H]* cal. 540.1411, found
540.1403; HPLC analysis: column XSelect C18 2.1*150mm — 3.5um; eluent: H20 (0.1% formic
acid)/ acetonitrile — gradient : 5-100% in 20 min; tr=13.07 min. Area% = 100;
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Tert-butyl ((2-(2-(((1-(2-(((1-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(prop-2-yn-1-ylamino)ethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-
oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate or N-difluoromethyl-triazole propargylamide
trimer (2.7). 2.7 was obtained following the general procedure A from 2.4 (1.16 g, 2.3 mmol, 1.0 eq.)
and 2.2 (380 mg, 2.3 mmol, 1.0 eq.). The crude product was purified by column chromatography
(CH2CI2/CH30H: 93/7) to provide 2.7 (678 mg, 1.0 mmol, 43%) as a white solid. mp: 138-140 °C;
Rf = 0.25 (CH2CIl2/CH30H: 9/1); *H NMR (300 MHz, DMSO0-d6): 4 10.21-10.08 (m, 3H, H10, H16,
H22), 8.67 (s, 1H, H7, H13, H19), 8.65 (s, 1H, H7, H13, H19), 8.51 (s, 1H, H7, H13, H19), 7.37 (br
s, 1H, H4), 4.62-4.60 (m, 4H, H11, H17), 4.26 (d, 3J = 5.6 Hz, 2H, H5), 4.08-4.06 (m, 2H, H23), 3.24
(t,“J=2.1 Hz 1H, H25), 1.39 (s, 9H, H1); 1*C NMR (75 MHz, DMSO-d6): § 157.9 (t, 2J(C,F) = 31.4
Hz, C9, C15, C21), 157.5 (t, 2J(C,F) = 30.2 Hz, C9, C15, C21), 146.8 (C6, C12, C18), 144.3 (CS,
C12, C18), 144.2 (C6, C12, C18), 122.1 (C7, C13, C19), 121.3 (C7, C13, C19), 110.2 (t, YJ(C,F) =
265.9 Hz, C8, C14, C20), 79.1 (C25), 78.1 (C2), 74.0 (C24), 35.2 (C5, C11, C17), 34.7 (C5, C11,
C17), 30.4 (C5, C11, C17), 29.0 (C23), 28.1 (C1); *°F NMR (188 MHz, DMSO-d6): 5 -85.6 (s, 2F),
-85.6 (s, 2F), -85.8 (s, 2F); IR (neat): vmax 3305, 2945, 1703, 1550, 1436, 1345, 1340, 1221, 1179,
1148 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C2sH20N140sFs [M+NH4]* cal. 695.2356,
found 695.2350.
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Tert-butyl ((1-(2-(((2-(2-(((2-(2-(((1-(2-amino-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-
oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)carbamate or Boc-protected N-difluoromethyl-triazole tetramer (2.8). 2.8 was obtained
following the general procedure B from 2.7 (66mg, 0.098 mmol, 1.0 equiv.) and 2.2 (16 mg, 0.098
mmol, 1.0 equiv.). The crude product was purified by column chromatography (CH2Cl2/CH3sOH: 9/1)
to provide 2.8 (35 mg, 0.043 mmol, 44%) as a white solid. mp: 154-156 °C; Rt = 0.20
(CH2Cl2/CH30H: 88/12); 'H NMR (600 MHz, DMSO-d6): & 10.18 (br s, 3H, H10, H16, H22), 8.89
(brs, 1H, H28), 8.68 (s, 1H, H7, H13, H19, H25), 8.67 (s, 1H, H7, H13, H19, H25), 8.61 (s, 2H, H7,
H13, H19, H25, H28), 8.50 (s, 1H, H7, H13, H19, H25), 7.37 (br s, 1H, H4), 4.60 (br s, 6H, H11,
H17, H23), 4.25 (d, 3J = 6.2 Hz, 2H, H5), 1.38 (s, 9H, H1); 3C NMR (75 MHz, CDCI3): & 157.8 (t,
2J(C,F) = 31.55 Hz, C9, C15, C21, C27), 144.3 (C6, C12, C18, C24), 144.3 (C6, C12, C18, C24),
144.1 (C6, C12, C18, C24), 122.1 (C7, C13, C19, C25), 122.1 (C7, C13, C19, C25), 122.0 (C7, C13,
C19, C25),121.1(C7, C13, C19, C25), 110.2 (t, LJ(C,F) = 266.39 Hz, C8, C14, C20, C26), 78.2 (C2),
35.2 (C5), 34.7 (C11, C17, C23), 28.1 (C1); °F NMR (188 MHz, DMSO-d6): 5 -85.5 (s, 1F), -85.6
(s, 2F), -86.1 (s, 1F); IR (neat) : vmax 3308, 3137,2984, 1706, 1548, 1437, 1342, 1221, 1181, 1034,
971 cm™; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C2sH27N170sFs [M+H]* cal. 814.2202, found
814.2210.
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N-((1-(2-amino-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-2-(4-((2-(4-((2-(4-
(aminomethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-
difluoroacetamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamide hydrochloride or
[Unprotected N-difluoromethyl-triazole tetramer] (2.9). 2.9 was obtained following the general
procedure C from 2.8 (0.015 mg, 0.018 mmol) to provide 2.9 (13 mg, 0.018 mmol, 98%) as a white
solid used without further purification. mp: 104-106 °C; R¢ = 0.1 (CH2CI2/CH30H: 88/12); 'H NMR
(600 MHz, DMF-d7): 6 10.35 (br s, 1H, H7, H13, H19), 10.25 (br s, 1H, H7, H13, H19), 10.13 (br s,
1H, H7, H13, H19), 8.83 (s, 1H, H4), 8.64 (s, 1H, H10, H16, H22), 8.52 (s, 1H, H10, H16, H22),
8.34 (s, 1H, H10, H16, H22), 4.80-4.74 (m, 6H, H8, H14, H20), 4.52 (s, 2H, H2);**C NMR (75 MHz,
DMF-d7): § 158.6 (t, 2J(C,F) = 30.55 Hz, C6, C12, C18, C24), 145.2 (C3,C9, C15, C21), 144.9 (C3,
C9, C15, C21), 143.5 (C3, C9, C15, C21), 142.9 (C3, C9, C15, C21) 123.7 (C4, C10, C16, C22),
122.9 (C4, C10, C16, C22), 122.5 (C4, C10, C16, C22), 122.4 (C4, C10, C16, C22), 110.9 (t, 1J(C,F)
= 266.19 Hz, C5, C11, C17, C23); °F NMR (188, MHz, DMSO-d6): § -84.2 (s, 1F), -85.7 (s, 1F), -
85.8 (s, 1F) -86.1 (s, 1F); IR (neat): vmax 3308, 3135, 2985, 1548, 1437, 1342, 1221, 1181, 1034, 971
cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C20H20N1704Fs [M+H]* cal. 713.1678, found
713.1687; HPLC analysis: column XSelect C18 2.1*150mm — 3.5um; eluent: H20 (0.1% formic
acid)/ acetonitrile — gradient : 5-100% in 20 min; tr=7.57 min. Area% = 96;

Hetero N-difluoromethyltriazole 1 generation

Alkynes

General procedure D

To a solution of N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-aminoacid (1.0 eq.) in CH2Cl2 (0.38 M) was added
propargylamine (1,2 eq.), HOBt (1,2 eq.) and EDC (1,2 eq.). EtsN (2 eq.) was added at 0 °C and then
the mixture was let to stir at room temperature for 3 hours. After completion, the solution was
successively washed with 10% aqueous solution of citric acid (10 %), 10% aqueous solution of
K2COs, H20 and brine, dried over Na2SOs, filtered and concentrated under vacuum. The crude
product was used in next step without further purification.

3 /
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Tert-butyl (S)-(1-oxo-3-phenyl-1-(prop-2-yn-1-ylamino)propan-2-yl)carbamate (2.10). 2.10 was ob-
tained following the general procedure D from L-phenylalanine (1.0 g, 3.8 mmol) and
propargylamine (253 mg, 4.6 mmol) to obtain 2.10 (1.0 g, 3.4 mmol, 90 %) as a sticky solid. 'H NMR
(200 MHz, CDCls): 6 7.35-7.21 (m, 5H, H8, H9, H10), 6.09 (bs, 1H, H4), 5.00 (bs, 1H, H2), 4.34 (m,
1H, H3), 4.00 (m, 2H, H5), 3.08 (d, 2H, H7), 2.21 (s, 1H, H6), 1.43 (s, 9H, H1).
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Tert-butyl (S)-(1,4-dioxo-1-(prop-2-yn-1-ylamino)-4-(triylamino)butan-2-yl)carbamate (2.11). The
product was obtained following the general procedure D from L-Boc-Asn(Trt)-OH (1.0 g, 2.1 mmol)
and propargylamine (253 mg, 2.5 mmol) to obtain 2.11 (665 mg, 1.3 mmol, 62 %) as a colorless solid.
mp = 76-78 °C; Rs = 0.3 (CsH12/EtOAC 7/3); 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): § 8.49 (s, 1H, H13),
8.17 (t, 3J =5.6 Hz, 1H, H7), 7.29-7.16 (m, 15H, H16, H17, H18), 6.95 (t, 3J = 8.4 Hz, 1H, H4), 4.22
(s, 1H, H5), 3.84 (dd, J = 5.6 Hz, 4J = 2.5 Hz, 2H, H8), 3.05 (t, *J = 2.5 Hz, 1H, H10), 2.65-2.43 (m,
1H, H11), 1.39 (s, 9H, H1); 3C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6 171.2 (C12), 168.9 (C6), 155.0 (C3),
144.7 (C15), 128.5 (C17), 127.4 (C16), 126.3 (C18), 81.0 (C9), 78.1 (C2), 72.8 (C10), 69.4 (C14),
51.6 (C5),38.7 (C11), 28.2 (C8), 28.1 (C1); IR (neat): vmax 3153, 2825, 1546, 1473, 1242, 1221, 1121,
1031, 970 cm*; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z CaiH3aN3O4 [M+H]* cal. 512.2506,
found 512.2508

Di-tert-butyl (6-0x0-6-(prop-2-yn-1-ylamino)hexane-1,5-diyl)(S)-dicarbamate (2.12). The product
was obtained following the general procedure D from L-Boc-Lys(Boc)-OH (484 mg, 1.4 mmol, 1.0
eq.) and propargylamine (77 mg, 1.4 mmol, 1.0 eq.) to obtain 2.12 (421 mg, 1.1 mmol, 82 %) as a
sticky solid. *H NMR (200 MHz, CDCls): 6 6.51 (br s, 1H, H2), 5.05 (br s, 1H, H11), 4.54 (br s, 1H,
H4), 3.98-3.96 (m, 2H, H5), 3.05-3.01 (m, 2H, H10), 2.15 (t, 1H, H6), 1.84-1.53 (m, 4H, H7, H9),
1.37 (s, 18H, H1), 1.20-1.02 (m, 2H, H8).

N-azidodifluoroacetylated aminoacids

General procedure E. To a solution of bromodifluoroethylacetate (1.0 eq.) in DMF (0.5 M) was
added NaNs (1.15 eq.) and the mixture was stirred at 35°C overnight. After completion (monitored
by °F NMR) triethylamine (1.5 eq.) and aminoacid (1 eg.) were immediately added and then the
mixture was heated in an ultrasound bath for 4 h. The solution was diluted with water (10 mL) and
extracted with Et20O (2x10 mL). The organic layers were successively washed with H20 (10 mL) and
brine (10 mL), dried over Na2SOu, filtered and concentrated under vacuum. The crude product was

purified by column chromatography using the appropriate solvents.
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Benzyl (2-azido-2,2-difluoroacetyl)-L-alaninate (2.13). 2.13 was obtained following the general
procedure E from L-Alanine Benzyl ester hydrochloride (1.2 g, 5.6 mmol). The crude product
obtained was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 92/8) to provide 2.13 (1.1 g, 3.8
mmol, 67 %) as a white solid.; mp = 40-42 °C; Rs = 0.3 (c-Hex/EtOAc 9/1; 'H NMR (300 MHz,
CDClI3): 8 7.36 (s, 5H, H8, H9, H10), 7.00 (s, 1H, H3), 5.21 (s, 2H, H6), 4.66-4.57, (quint, 1H, H4),
1.49 (d, 3J = 7.14 Hz, 3H, H11); 3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 171.4 (C3), 159.2 (t, 2J(C,F) = 34.6
Hz, C2), 134.9 (C7), 128.7 (C8), 128.3 (C9), 113.4 (t, J(C,F) = 269.3 Hz, C1), 67.8 (C6), 48.7 (C4),
17.8 (C11); *F NMR (188 MHz CDCls): & -82.98 (d, 2J(F,F) = 194.9 Hz, 1F), -84.09 (d, 2J(F,F) =
194.5 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3083, 2834, 1546, 1413, 1321, 1111, 1081, 930 cm; HRMS (ESI-
TOF, ion polarity positive): m/z C12H16NsOsF2 [M+NH4]* cal. 316.1221, found 316.1121.
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Benzyl (2-azide-2,2-difluoroacetyl)-L-phenylalaninate (2.14). 2.14 was obtained following the
general procedure E from L-Phenylalanine benzyl ester hydrochloride (1.5 g, 5.1 mmol). The crude
product obtained was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 9/1) to provide 2.14 (1.0
g, 2.8 mmol, 54 %) as a white solid. mp = 32-34 °C; Rf = 0.3 (c-Hex/EtOAc 9/1); *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 6 7.31-7.20 (m, 5H, H7, H8, H9, H10), 7.16-7.11 (m, 3H, H13, H14, H15), 6.90-6.86 (m,
H12, H13, H14, H15), 6.76 (d, 3] = 7.3 Hz, 1H, H3), 5.12 (d, 2J = 12.0 Hz, 1H, H6), 5.04 (d, 2] =
12.0 Hz, 1H, H6), 4.78 (q, 3J = 5.76 Hz, 1H, H4), 3.31 (dd, 2] = 14.0 Hz, 3] = 5.82 Hz, 1H, H11),
3.03 (dd, 2J = 14.0 Hz, 3J = 5.67 Hz, 1H, H11); 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 170.0 (C5), 159.2
(3J(C,F) = 36.7 Hz, C2), 134.7 (C7, C12), 134.6 (C7, C12), 129.3 (C9, C14), 128.8 (C8, C13),127.5
(C10, C15), 113.3 (t, 1J(C,F) = 266.3 Hz, C1), 67.9 (C6), 53.5 (C4), 37.3 (C11); *°F NMR (188 MHz,
CDCls): § -82.9 (d, 2J(F,F) = 194.0 Hz, 1F), -84.0 (d, 2J(F,F) = 194.5 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3081,
2839, 1446, 1313, 1221, 1041, 1012, 983 cm*; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z
C18H20NsO3F2 [M+NH4]* cal. 392.1536, found 392.1541.
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Benzyl (2-azido-2,2-difluoroacetyl)-L-valinate (2.15). The product was obtained following the
general procedure E from L-Valine Benzyl ester hydrochloride (1.2 g, 4.8 mmol) The crude product
was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 92/8) to provide 2.15 (1.0 g, 3.1 mmol, 65%)
as a colorless liquid. Rf = 0.3 (c-Hex/EtOAc: 9/1); *H NMR (75 MHz, CDCls): 6 7.29 (s, 5H, H8, H9,
H10), 6.72 (s, 1H, H3), 5.17 (d, 2J = 12.12 Hz, 1H, H6), 5.10 (d, 2J = 12.12 Hz, 1H, H6) , 4.53-4.49
(dd, 3J = 4.68, 8.76 Hz, 1H, H4), 2.24-2.13 (m, 1H, H11), 0.87 (d, 3J = 7.05 Hz, 3H, H12), 0.82 (d, %J
=7.05 Hz, 3H, H12).
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13C NMR (75 MHz, CDCIs): § 170.4 (C3), 159.6 (t, 2J(C,F) = 34.7 Hz, C2), 134.9 (C7), 128.7 (C8),
128.5 (C9), 113.6 (t, LJ(C,F) = 269.2 Hz, C1), 67.6 (C6), 57.7 (C4), 31.4 (C11), 18.7 (C12), 17.4
(C12); °F NMR (188 MHz, CDCIs): 6 -82.61 (d, 2J(F,F) = 194.5 Hz, 1F), -83.93 (d, 2J(F,F) = 194.5
Hz, 1F); IR (neat): vmax 3122, 2815, 1546, 1473, 1242, 1231, 1221, 1131, 974 cm*; HRMS (ESI-
TOF, ion polarity positive) m/z C12H16NsOsF2 [M+NH4]* cal. 344.1534, found 344.1529.

Benzyl N2-(2-azido-2,2-difluoroacetyl)-N6-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysinate (2.16). The product was
obtained following the general procedure E from L-Lysine Benzyl ester hydrochloride (1.2 g, 3.2
mmol). The crude product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 6/4) to provide
2.16 (819 mg, 1.8 mmol, 57 %) as a yellow sticky oil. Rt = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 1/1); *H NMR (300
MHz, CDCls): § 7.30 (s, 5H, H8, H9, H10), 5.08 (s, 2H, H6), 4.47 (br s, 1H, H3), 3.41 (t, 3 = 6.31
Hz, 1H, H15), 2.99 (m, 2H, H14), 1.72-1.65 (m, 2H, H11), 1.55-1.50 (m, 2H, H13), 1.40-1.20 (m,
11H, H12, H18), 3C NMR (75 MHz, CDCI3):8 170.7 (C5), 159.5 (t, 2J(C,F) = 34.6 Hz, C2) 156.0
(C16), 134.8 (C7), 128.7 (C8), 128.5 (C9), 113.4 (t, }J(C,F) = 269.5 Hz, C1), 67.7 (C6), 52.6 (C4),
39.9 (C14), 31.5 (C11), 29.6 (C13), 28.4 (C18), 22.1 (C12); *°F NMR (188 MHz, CDCls): 6 -82.61
(d, 2J(F,F) = 194.7 Hz, 1F), -83.89 (d, 2J(F,F) = 194.5 Hz, 1F); ); IR (neat): vmax 3213, 2871, 1596,
1503, 1442, 1131, 940 cm*; HRMS(ESI-TOF) m/z C20H27NsOsF2Na [M+Na]* cal. 478.1872, found
478.1875.
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(S)-2-(2-azido-2,2-difluoroacetamido)-4-methylpentanamide (2.17). 2.17 was obtained following the
general procedure E from L-Isoleucine amide hydrochloride (800 mg, 4.8 mmol). The crude product
obtained was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 1/1) to yield 2.17 (651 mg, 2.4
mmol, 51%) as a white solid. mp = 96-98 °C; Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc 7/3); *H NMR (300 MHz,
CDCls): 6 7.33 (d, 3J = 7.98 Hz, 1H, H3), 6.38 (bs, 1H, H6), 6.06 (bs, 1H, H6), 4.52-4.45 (m, 1H,
H4), 1.62-1.60 (m, 3H, H7, H8), 0.92-0.87 (m, 6H, H9); 1*C NMR (75 MHz, CDClz): § 173.2 (C3),
159.8 (t, 2J(C,F) = 34.94 Hz, C2).113.5 (t, YJ(C,F) = 269.56 Hz, C1), 51.8 (C4), 41.2 (C7), 24.7 (C8),
22.7 (C9), 22.0 (C9); °F NMR (188 MHz, CDCls): 6 -83.2 (s, 1F), -83.3 (s, 1F); IR (neat): vmax 3103,
2951, 1544, 1312, 1241, 1111, 1101, 940 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z
C11H15N6O2F2 [M+H]* cal. 250.1116, found 250.1117.
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(S)-2-(2-azido-2,2-difluoroacetamido)-3-phenylpropanamide (2.18). 2.18 was obtained following the
general procedure E from L-Phenylalanine amide hydrochloride (863 mg, 4.3 mmol) The crude
product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 45/55) to provide 2.18 (695 mg, 2.2
mmol, 52%) as a white solid. Rf = 0.3 (c-Hex/EtOAc: 7/3); mp: 66-68 °C; ‘H NMR (300 MHz,
DMSO-d6): 5 9.23 (d, t, 3J = 8.5 Hz, 1H, H3), 7.66 (s, 1H, H6), 7.28-7.26 (m, 6H, H6, H9, H10,
H11), 4.54-4.47 (m, 1H, H4), 3.15-3.09 (dd, 1H, H7), 2.98-2.90 (dd, 1H, H7); *C NMR (75 MHz,
DMSO-d6): § 171.4 (C5), 159.0. (t, 2J(C,F) = 34.64 Hz, C2), 137.6 (C8), 129.0 (C9), 128.0 (C10),
126.4 (C11), 113.6 (t, 1J(C,F) = 266.53 Hz, C1), 54.6 (C4), 36.7 (C7); °F NMR (188 MHz, DMSO-
d6): 6 -83.3 (s, 1F), -83.5 (s, 1F); IR (neat): vmax 3013, 2902, 1611, 1512, 1321, 1133, 1041, 980 cmr
1 HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C11HisNsO2F2 [M+NH4]* cal. 301.1225, found
301.1220.
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Benzyl (S)-(6-amino-5-(2-azido-2,2-difluoroacetamido)-6-oxohexyl)carbamate (2.19). The product
was obtained following the general procedure E from L-Lysine amide hydrochloride (1.1 g, 3.4
mmol). The crude product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 1/1) to provide
2.16 (730 mg, 1.8 mmol, 54 %) as a yellow sticky oil. R = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 45/55); *H NMR (300
MHz, CD30D): 6 7.34-7.31 (m, 4H, H15, H16, H17), 5.07 (s, 2H, H13), 4.38-4.34 (m, 1H, H4), 3.13-
3.10 (m, 2H, H10); 1.81 (m, 2H, H7); 1.54 (m, 2H, H9), 1.42-1.40 (m, 2H, H8); **C NMR (75 MHz,
CDs0D):5 175.4 (C5), 161.7 (C19), 158.9 (t, 2J(C,F) = 33.2 Hz, C2), 138.4 (C14), 129.4 (C17), 128.9
(C15, C16), 115.1 (t, 1J(C,F) = 267.1 Hz, C1), 67.3 (C13), 54.8 (C4), 41.4 (C10), 32.4 (C9), 30.1
(C7), 24.0 (C8); *F NMR (188 MHz, CD30D): 5 -84.3 (s, 1F), -84.5 (s, 1F); IR (neat): vmax 3233,
2911, 1602, 1543, 1477, 980 cmt; HRMS(ESI-TOF) m/z C20H27NsOsF2Na [M+Na]* cal. 478.1874,
found 478.1876.
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N-difluoromethyltriazole tri/tetrapeptides

General procedure F: To a solution of corresponding azidodifluoroacetylated aminoacid (1.0 eq.)
and Boc-protected propargylamide or propargylamine (1.0 eq.) in MeOH (0.124 M) were
successively added CuSO4.5H20 (5 %), Asc.Na (20 %), and TBTA (5 %). The mixture was stirred
for 2 to 4 hours at room temperature. After completion, the solution was diluted in water and extracted
with EtOAc. The organic layers were washed with water and brine, dried over Na2SOs, filtered and
concentrated under vacuum. The crude product was purified by column chromatography using the

appropriate solvents.
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Benzyl  (2-(4-(((S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-4-oxo-4-(tritylamino)butanamido)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetyl)-L-phenylalaninate (2.20). 2.20 was obtained following the
general procedure F from 2.11 (600 mg, 1.2 mmol) and 2.14 (358 mg, 1.2 mmol). The crude product
obtained was purified by column chromatography (CH2Cl2/MeOH: 99/1) to yield 2.20 (638 mg, 0.72
mmol, 60 %) as a white solid. mp = 82-84°C; R¢ = 0.4 (CH2Cl2/MeOH 99/1);

'H NMR (300, MHz, CDCl3): & 7.87 (s, 1H, H13), 7.38-7.17 (m, 25H, H26-28, H31-33, H18-20),
7.04-7.00 (m, 2H, H7, H23), 6.00 (bs, 1H, H3), 5.24 (d, 2J = 11.8 Hz, 1H, H16), 5.17 (d, 2J = 12.1
Hz, 1H, H16), 4.97 (q, 3J = 6.48 Hz, 1H, H5), 4.58-4.53 (m, 2H, H8), 4.49-4.45 (m, 1H, H14), 3.21
(d, 3 =5.3 Hz, 2H, H21), 3.12 (dd, 2J = 15.9 Hz, 3] = 5.4 Hz, 1H, H21b), 2.61 (dd, 2J = 15.9 Hz, 3]
= 5.4 Hz, 1H, H21a), 1.42 (s, 9H, H1); *C NMR (75 MHz, CDCls): 6 171.6 (22), 170.3 (6), 169.7
(15),157.5 (t, 2J(C,F) = 31.1 Hz, 12), 145.6 (C9), 144.2 (C25), 134.6 (30), 134.5 (17), 129.4 (27),
128.8 (20, 128.7 (33), 128.6 (28), 128.0 (26), 127.4 (31), 127.1 (18), 120.8 (C10), 110.1 (t, YJ(C,F) =
269.5 Hz, C11), 80.5 (C2), 70.9 (C24), 67.9 (C16), 53.9 (C14), 51.5 (C5), 38.3 (C21), 37.3 (C29),
34.9 (C5), 28.3 (C1); °F NMR (188 MHz, CDCls): 6. -86.8 (d, 2J(F,F) = 208.9 Hz, 1F) -88.7 (d,
2J(F,F) = 208.9 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3252, 3111, 2910, 2904, 2873, 1598, 1512, 1443, 1212, 1102,
996 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z CagHsoN7O7F2 [M+H]* cal. 886.3863, found
886.3869.

163



23

( Q
21 7 NN 17
N5
H
a4

oFF13

Benzyl (2-(4-(((S)-2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-phenylpropanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-
1-yl)-2,2-difluoroacetyl)-L-alaninate (2.21). 2.21 was obtained following the general procedure F
from 2.10 (500 mg, 1.7 mmol) and 2.13 (493 mg, 1.7 mmol). The crude product obtained was purified
by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 65/35) to provide 2.21 (826 mg, 1.4 mmol, 81 %) as a
white solid. mp = 100-102 °C; Rs= 0.3 (c-Hex/EtOAc 65/35); *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.87
(s, 1H, H10), 7.37 (s, 5H, H18, H19, H20), 7.17-7.13 (m, 5H, H23, H24, H25), 6.50-6.39 (m, 1H,
H13), 5.23 (s, 2H, H16), 4.99 (bs, 1H, H4), 4.70 (t, 3J = 7.16 Hz, 1H, H5), 4.51 (d, 3J = 5.92 Hz, 2H,
H8), 4.38-4.38 (m, 1H, H14) 3.06 (d, 2H, H21), 1.55 (d, 3J = 7.16 Hz, 26, 3H), 1.40 (s, 9H, H1); *C
NMR (75 MHz, CDCls): § 172.5 (C15), 170.3 (C6), 157.9 (t, 2J(C,F) = 31.3 Hz, C12), 156.2 (C3),
145.5 (C9), 134.9 (C17), 128.7 (C18), 128.5 (C19), 120.9 (C20), 110.3 (t, 1J(C,F) = 268.9 Hz, C11),
80.3 (C2), 67.7 (C16), 55.9 (C5), 49.2 (C14), 39.9 (C21), 34.6 (C8), 28.3 (C1), 17.5 (C26); °F NMR
(188 MHz, CDCls): & -86.8 (d, 2J(F,F) = 207.8 Hz, 1F), -89.2 (d, 2J(F,F) = 211.9 Hz, 1F); IR (neat):
vmax 3213, 3001, 2954, 1593, 1501, 1252, 1211, 1141, 1013, 989 cm™t; HRMS (ESI-TOF, ion polarity
positive): m/z C29H3sN706sF2 [M+NH4]* cal. 618.2852, found 618.2855.
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Benzyl (2-(4-(((S)-2,6-bis((tert-butoxycarbonyl)amino)hexanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,2-difluoroacetyl)-L-valinate (2.22). 2.22 was obtained following the general procedure F from 2.12
(651 mg, 1.7 mmol) and 2.15 (554 mg, 1.7 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (c-Hex/EtOAc: 6/4) to provide 2.22 (923 mg, 1.3 mmol, 77 %) as a white solid.
mp: 66-68 °C; Rf = 0.3 (c-Hex/EtOAc: 1/1); *H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.99 (s, 1H, H10), 7.30
(m, 6H, H13, H18, H19, H20), 6.97 (s, 1H, H4), 5.20 (d, 2J = 12.15 Hz, 2H, H16), 5.11 (d,?J = 12.09
Hz, 2H, H16), 4.62-4.55. (dd, 3J = 4.74, 8.55 Hz 1H, H14), 4.51 (d, 3J = 4.96 Hz, 2H, H8), 3.99 (m,
1H, H5), 3.01 (tapp, 2H, H24), 2.28-2.19 (m, 2H, H29), 1.79-1.61 (m, 2H, H23), 1.36-1.25 (m, 22H,
H1, H22, H28), 0.90 (d, 3J = 6.94 Hz, 3H, H30), 0.86 (d, 3J = 6.94 Hz, 3H, H30); 1*C NMR (75 MHz,
CDCls): 6 172.5 (C16), 170.3 (C6), 157.9 (t, 2J(C,F) = 31.3 Hz, C12), 156.3 (C3) 145.5 (C9), 134.9
(C17), 128.7 (C18), 128.5 (C19), 120.9 (C20), 110.3 (t, *J(C,F) = 268.9 Hz, C11), 80.3 (C2), 79.3
(C27), 67.6 (C16), 58.1 (C14), 54.6 (5), 39.9 (24), 34.6 (8), 31.7 (29), 31.5 (23), 29.7 (21), 28.4 (1),
28.3 (28), 22.6 (22), 18.8 (30), 17.6 (C30); 1°F NMR (188 MHz, CDCls): 6 -85.9 (d, 2J(F,F) = 207.6
Hz, 1F), -89.2 (d, 2J(F,F) = 208.3 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3193, 3041, 2902, 1613, 1565, 1312, 1200,
1112, 969 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z CssHs3NsOsF2 [M+Na]* cal. 727.3954,
found 727.3953.
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Benzyl N2-(2-(4-(((S)-2,6-bis((tert-butoxycarbonyl)amino)hexanamido)methyl)-lH-1,2,3-triazo|-1-

yI)-2,2-difIuoroacetyl)-N6-(tert-butoxycarbonyl)-L-Iysinate (2.23). The product was obtained
following the general procedure F from 2.12 (575 mg, 1.5 mmol) and 2.16 (683 mg, 1.5 mmol). The
crude product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 1/1) to provide 2.23 (905 mg,
1.1 mmol, 72 %) as a sticky solid. Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 1/1); *H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.96
(s, 1H, H10), 7.70 (s, 1H, H13), 7.28 (s, 5H, H18, H19, H20), 7.11 (s, 1H, H4), 5.23 (s, 1H, H25),
5.16 (d,2J = 12.22 Hz, 1H, H16), 5.10 (d, 2J = 12.16 Hz, 1H, H16), 4.62-4.59. (m, 2H, H5, H14), 4.48
(s, 2H, H8), 2.98-2.95 (m, 4H, H24), 1.92-1.53 (m, 6H, H21, H23), 1.43-1.26 (m, 32H, H1, H22,
H23); 3C NMR (75 MHz, CDCIs): 176.3, (C3), 172.7 (C15), 170.7 (C26), 157.9 (t, 2J(C,F) = 31.8
Hz, C12), 145.6 (C9), 134.9 (C17),128.7 (C18), 128.4 (C19), 120.8 (C20), 110.2 (t, 1J(C,F) = 268.9
Hz, C11),80.1(C2), 79.2 (C27),67.7 (C16), 54.6 (C5), 53.1 (C14), 40.0 (C24), 34.6 (C8), 31.9 (C21),
31.3 (C21), 29.6 (C23), 29.4 (C23), 28.4 (C1), 28.3 (C28), 22.6 (C22), 22.3 (C22); *°F NMR (188
MHz, CDClz): § -86.5 (d, 2J(F,F) = 210.0 Hz, 1F), -88.8 (d, 2J(F,F) = 207.9 Hz, 1F); IR (neat): umax
3211, 3065, 2913, 1599, 1515, 1282, 1187, 1102, 982 cm™; HRMS(ESI-TOF) m/z CasHssNgeO1oF2
[M+NHa4]* cal. 856.4744, found 856.4743.
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Benzyl (2-(4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetyl)-L-
alaninate (2.24). 2.24 was obtained following the general procedure F from 2.1 (465 mg, 3.0 mmol)
and 2.13 (894 mg, 3.0 mmol). The crude product obtained was purified by column chromatography
(c-Hex/EtOAc: 7/3) to yield 2.24 (1.0 g, 2.3 mmol, 76 %) as a white solid.

mp =120-122°C; Rt = 0.3 (c-Hex/EtOAc 7/3); *H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.97 (s, 1H, H7), 7.63
(bs, 1H, H10), 7.35 (s, 5H, H16, H17, H18), 5.27 (m, 1H, H4), 5.21 (s, 2H, H14), 4.72-4.66 (m, 1H,
H11),4.43-4.41 (m, 2H, H5), (d, 3J = 7.16 Hz, 3H, H14), 1.44 (s, 9H, H1); 1*C NMR (75 MHz,
CDCls): 6 171.3 (C12), 157.6 (t, 2J(C,F) = 32.5 Hz, C9), 155.8 (C3), 146.2 (C6), 134.8 (C15), 128.7
(C17), 128.3 (C16), 120.6 (C7), 110.2 (t, YJ(C,F) = 269.0 Hz, C8) 80.2 (C2), 67.8 (C14), 49.1 (C11),
35.8 (C5), 28.3 (C1), 17.7 (C14); **F NMR (188 MHz, CDCls): 5. -87.1 (d, 2J(F,F) = 210.9 Hz, 1F) -
88.3 (d, 2J(F,F) = 209.8 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3102, 2923, 1601, 1542, 1243, 1222, 1107, 967 cm"
1 HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z C20H26NsO4F2 [M+H]* cal. 454.1810, found 454.1814.
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Tert-butyl (S)-((2-(2-((2-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate (2.25). 2.25 was obtained following the general procedure F
from 2.1 (388 mg, 2.5 mmol) and 2.17 (623 mg, 2.5 mmol). The crude product obtained was purified
by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 4/6) to provide 2.25 (727 mg, 1.8 mmol, 72 %) as a white
solid. mp = 94-96°C; Rf= 0.2 (c-Hex/EtOAc 4/6); *H NMR (300 MHz, CDCls3): & 7.94 (s, 1H,
H7),7.72 (brs, 1H, H10), 6.54 (brs, 1H, H13), 5.75 (brs, 1H, H13), 5.23 (brs, 1H, H4) 4.58-4.47 (m,
1H, H11), 4.36 (d, 3J = 5.69 Hz, 2H, H5), 1.78 (m, 3H, 14, H15), 1.37 (s, 9H, H1), 0.91 (d, 3J = 2.34
Hz, 3H, H16), 0.88 (d, 3J = 2.34 Hz, 3H, H16); **C NMR (75 MHz, CDClz): § 173.2 (C12), 158.1 (t,
2J(C,F) = 31.2 Hz, C9), 155.9 (C3), 146.6 (C6), 120.5 (C7), 110.3 (t, YJ(C,F) = 268.4 Hz, C8), 80.1
(C2), 52.4 (C11), 40.6 (C14), 35.8 (C5), 28.3 (C1), 24.8 (C15), 22.9 (C16), 21.6 (C16); °F NMR
(188 MHz, CDCls): § -86.0 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz, 1F), -89.3 (d, 2J(F,F) = 205.4 Hz, 1F); IR (neat):
vmax 3144, 2914, 1614, 1554, 1413, 1240, 1100, 988 cm™*; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive):
m/z Ci6H27NsOsF2 [M+Na]* cal. 405.2062, found 405.2068.
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Tert-butyl  (S)-((1-(2-((1-amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate (2.26). The product was obtained following the general
procedure F from 2.1 (326 mg, 2.1 mmol, 1.0 eg.) and 2.18 (594 mg, 2.1 mmol, 1.0 eq.). The crude
product was purified by column chromatography (c-Hex/EtOAc: 4/6) to provide 2.26 (657 mg, 1.5
mmol, 70%) as a white solid. mp: 120-122°C; Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 4/6); *H NMR (300 MHz,
CDCl3): 6 7.86 (s, 1H, H10), 7.64 (s, 1H, H4), 7.21-7.19 (m, 5H, H16, H17, H18), 6.12 (s, 1H, H13),
5.85 (s, 1H, H13), 5.23 (s, 1H, H4), 4.71 (g, 3J = 6.90 Hz, 1H, H11), 4.34 (d, 3J = 3.52 Hz, 2H, H5),
3.24-3.03 (m, 2H, H14), 1.37 (s, 9H, H1); *C NMR (75 MHz, CDCls):5 171.1 (C12), 135.4 (C15),
129.3 (C16), 129.0 (C17), 127.5 (C18), 120.4 (C7), 54.7 (C11), 37.7 (C14), 35.8 (C5), 28.3 (C1);
1F NMR (188 MHz, CDClz): 6. -86.0 (d, 2J(F,F) = 206.1 Hz, 1F) -89.8 (d, 2J(F,F) = 206.1 Hz, 1F);
IR (neat): vmax 3114, 3004, 2903, 1511, 1500, 1303, 1204, 1187, 976 cm''; HRMS(ESI-TOF, ion
polarity positive) m/z C19H2sNsOsF2 [M+H]* cal. 439.1905, found 439.1909.
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Tert-butyl (S)-((2-(2-((2-amino-6-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate (2.27). 2.27 was obtained following the
general procedure F from 2.1 (388 mg, 2.5 mmol) and 2.19 (995 mg, 2.5 mmol). The crude product
obtained was purified by column chromatography (CH2Cl2/MeOH : 97/3) to provide 2.27 (747 mg,
1.4 mmol, 54 %) as a white solid. mp = 90-92°C; Rf= 0.2 (CH2Cl2/MeOH : 97/3); *H NMR (200
MHz, CDsOD): 6 8.33 (s, 1H, H7), 7.34 (m, 5H, H22, H23, H24), 5.07 (s, 2H, H20), 4.36 (s, 2H,
H5), 4.46-4.43 (m, 1H, H11), 3.14-3.12 (m, 2H, H17), 1.94 (m, 1H, H14); 1.79 (m, 1H, H14); 1.59-
1.57 (m, 2H, H16); 1.45 (s, 9H, H1), 1.30-1.27 (m, 2H, H15); 1%F NMR (188 MHz, CD30D): & -88.23
(d, 2J(F,F) = 204.5 Hz, 1F), -89.2 (d, 2J(F,F) = 204.4 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3094, 2932, 1514, 1454,
1400, 1199, 1023, 978 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z Ci16H27NsO4F2 [M+Na]*
cal. 576.2367, found 576.2370.

N-difluoromethyl-triazole hepta/decapeptides

General procedure G: Before coupling step: Benzyl ester (2.20-24) were deprotected using
triethylsilane (3 equiv.) and palladium on carbon 10% (0.3 eg.) in MeOH (0.1 M) for 30 minutes at
rt. The mixture was filtered on a short pad of cellite, concentrated under vacuum and used directly.
Boc-protected N-difluoromethyltriazole (2.25-27) were deprotected using a solution of HCI in
dioxane (4.0 M, 10 eq.) in dry CH2Cl2 (0.1 M) for 1 hour at rt. The mixture was concentrated under
vacuum to provide amine-free N-difluoromethyltriazole which is used directly. Coupling step: To a
solution of the corresponding acid (1 eq.) in dry DMF (0.38 M) was successively added HOBt (1,2
eq.) and EDC (1,2 eq.). Then, DIPEA (2.5 eg.) and the corresponding amine were added at 0 °C. The
mixture was let to stir at room temperature for 5 hours. After completion, the solution was
successively washed with 10% aqueous solution of citric acid (10 %), 10% aqueous solution of
K2COs, H20 and brine, dried over Na2SQg, filtered and concentrated under vacuum. The crude

product was purified by flash chromatography using the appropriate eluant.
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Tert-butyl ((S)-1-(((1-(2-(((S)-1-(((1-(2-(((S)-1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-
oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate or [BocNH-
Phe-[TzICF2]-Ala-[TzICF2z]-Leu-NH2 Heptapeptide] (2.28). 2.28 was obtained following the general
procedure G from benzyl ester 2.21 (240 mg, 0.40 mmol) and 2.25 (162 mg, 0.40 mmol) which were
both deprotected. The crude product obtained was purified by flash chromatography (CH2Cl2/MeOH:
99/1 to 90/10) to obtain 2.28 (154 mg, 0.19 mmol, 48 %) as a white solid. mp = 122-124°C; Rf = 0.2
(CH2Cl2/MeOH 95/5); *H NMR (400 MHz, CDs0D): 6 8.40 (s, 1H, H10), 8.23 (s, 1H, H19), 7.26-
7.20 (m, 5H, H28, H29, H30), 4.59-4.58 (m, 6H, H8, H14, H17, H23), 4.30 (t, 3J = 7.26 Hz, 1H, 5H),
3.01 (dd, 3J = 13.64 Hz, 2J = 8.14 Hz, 1H, H26), 2.99 (dd, 3J = 13.64 Hz, 2] = 8.14 Hz, 1H, H26),
1.81-1.69 (m, 3H, H32, H33), 1.50 (d, 3J = 7.22 Hz, 3H, H31), 1.39 (s, 9H, H1), 0.99 (d, 3J = 6.18
Hz, 3H, H34), 0.96 (d, 3J = 6.18 Hz, 3H, H34); 13C NMR (100 MHz, CD30D): § 174.6 (C25), 173.1
(C15), 172.3 (C3), 158.6 (t, 2J(C,F) = 30.8 Hz, C12, C21), 158.4 (t, 2J(C,F) = 30.8 Hz, C12, C21),
146.1 (C9, C18), 145.8 (C9, C18), 137.0 (C27), 129.0 (C28), 128.0 (C29), 126.4 (C30), 121.3 (C10,
C19), 121.1 (C10, C19), 110.5 (t, YJ(F,F) = 267.1 Hz, C11, C20), 110.3 (t, *J(F,F) = 267.0 Hz, C11,
C20), 79.3 (C2), 56.2 (C23), 52.3 (C5), 50.1 (C14), 40.0 (C32), 37.7 (C26), 34.3 (C8), 34.0 (C17),
27.3 (C1), 24.6 (C33), 22.1 (C34), 20.2 (C34), 15.9 (C31); 1°F NMR (376 MHz, CD30D): § -87.4 (d,
2J(F,F) = 25.75 Hz), -88.0 (d, 2J(F,F) = 25.75 Hz), -88.6 (d, 2J(F,F) = 71.16 Hz), -89.2 (d, 2J(F,F) =
71.16 Hz); IR (neat): vmax 3276, 3164, 3113, 2932, 2897, 1611, 1546, 1300, 1234 cm'*; HRMS (ESI-
TOF, ion polarity positive): m/z CzsHssN1207NaF4 [M+NH4]* cal. 819.3290, found 819.3292.
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Di-tert-butyl  ((S)-6-(((2-(2-(((S)-1-(((1-(2-(((S)-1-amino-1-o0x0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-6-oxohexane-1,5-diyl)dicarbamate (2.29).
2.29 was obtained following the general procedure G from benzyl ester 2.22 (240 mg, 0.40 mmol)
and 2.26 (162 mg, 0.40 mmol) which were both deprotected. The crude product obtained was purified
by flash chromatography (CH2Cl2/MeOH: 99/1 to 90/10) to obtain 2.29 (154 mg, 0.19 mmol, 48 %)
as a white solid. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH: 98/2 to
90/10) to obtain a white solid (33 %). mp = 124-126 °C; Rf = 0.2 (CH2Cl2/MeOH: 94/6);
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IH NMR (400 MHz, CD30D):5 8.35 (s, 1H, H10), 8.15 (s, 1H, H19), 7.28-7.22 (m, 5H, H36, H37,
H38), 4.78-4.74 (m, 4H, H8, H17), 4.54-4.51 (m, 4H, H5, 14), 4.28-4.25 (m, 1H, H23), 3.97 (m, 1H,
4), 3.28-3.27 (m, 2H, H29), 3.03-3.00 (M, 2H, H34), 2.24-2.16 (M, 2H, H26), 1.74-1.70 (m, 1H, H32),
1.63-1.59 (m, 2H, H28), 1.47-1.35 (m, 21H, H1, H27), 0.98 (d, 3J = 6.79 Hz, 3H, H33), 0.96 (d, 3] =
6.79 Hz, 3H, H33). 13C NMR (400 MHz, CD30D):8 175.7 (C24), 174.5 (C15), 172.3 (C6), 160.0 (t,
2)(C,F) = 31.90 Hz, C12, C21), 147.7.9 (C18), 146.9 (C19), 138.0 (C35), 130.3 (C37), 129.6 (C36),
127.9 (C38), 122.7 (C10), 122.4 (C19), 111.9 (t, 2J(C,F) = 267.03 Hz, C11), 111.6 (t, LJ(C,F) = 267.58
Hz, C20), 80.7 (C2), 79.9 (C2), 61.4 (11), 56.4 (C5, C15), 41.0 (C8), 38.3 (C17), 35.5 (C29), 35.4
(C26), 32.7 (C28), 31.6 (C27), 28.8 (C1), 28.7 (C1) 24.2 (21),19.6 (C33),19.0 (C33); 1°F NMR (400
MHz, CDz0D):5 -86.5 (d, 2J(F,F) = 26.3 Hz), -86.9 (d, 2J(F,F) = 26.3 Hz), -87.6 (d, 2J(F,F) = 69.9
Hz), -88.2 (d, 2J(F,F) = 69.9 Hz); IR (neat): vmax 3200, 3121, 2813, 1652, 1555, 1411, 1265, 987 cmr
L HRMS (ESI-TOF) m/z C0Hs1N14OsF4 [M+NHa4]* cal. 957.4682, found 957.4680.
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Tert-butyl((1-(2-(((S)-1-(((2-(2-(((S)-1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-
oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)carbamate or [BocNH-[TzICF2]-Ala-[TzICF:z]-Leu-NH2 Hexapeptide]
(2.30). 2.30 was obtained following the general procedure G from 2.24 (313 mg, 0.69 mmol) and
2.25 (279 mg, 0.69 mmol) which were both deprotected. The crude product obtained was purified by
flash chromatography (CH2Cl2/MeOH: 99/1 to 90/10) to yield 2.30 (220 mg, 0.34 mmol, 49 %) as a
white solid. Rf = 0.2 (CH2Cl2/MeOH 95/5); mp = 122-124°C; 'H NMR (200 MHz, CDs0OD): § 8.39
(s, 1H, H7), 8.34 (s, 1H, H16), 4.57 (s, 2H, H14), 4.53-4.50 (m, 2H, H11/20), 4.37 (s, 2H, H5), 1.74-
1.72 (m, 3H, H24/25), 1.48 (d, 3J = 7.2 Hz, 3H, H23), 1.44 (s, 9H, H1), 0.96 (d, %J = 6.8 Hz, 6H,
H26); 1*C NMR (400 MHz, CDsOD):5 176.0 (C21), 173.7 (C12), 148.1 (t, 2J(C,F) = 30.7 Hz,
C9/C18), 147.3 (C6/15), 122.6 (C7), 122.2 (C16), 111.9 (t, LJ(F,F) = 267.3 Hz, C8), 111.7 (t, 3J(F,F)
= 267.9 Hz, C17), 53.8 (C20), 51.5 (C11), 41.4 (5), 36.5 (C2), 35.7 (C24), 28.7 (C1), 26.0 (C25),
23.4 (C26b), 21.6 (C26a), 17.3 (C23); *°F NMR (188 MHz, CDs0D):5 -87.5 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz),
-87.7 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz), -89.1 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz), -89.2 (d, 2J(F,F) = 207.6 Hz); IR (neat):
vmax 3276, 3164, 3113, 2932, 2897, 1611, 1546, 1300, 1234 cm't; HRMS (ESI-TOF, ion polarity
positive): m/z C24H3sN1106F4 [M+H]* cal. 650.2801, found 650.2795.
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Tert-butyl ((8)-1-(((1-(2-(((S)-1-(((1-(2-(((9)-1-(((1-(2-(((S)-1-amino-4-methyl-1-oxopentan-2-

yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxopropan-2-yl)amino)-
1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-
1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1,4-dioxo-4-(tritylamino)butan-2-
yl)carbamate or [BocNH-Asn(Trt)-[TzICF:z]-Phe-[TzICFz]-Ala-[TzICF2]-Leu-NH2 Decapeptide]
(2.31). 2.31 was obtained following the general procedure G from 2.20 (284 mg, 0.32 mmol) and
2.30 (208 mg, 0.32 mmol) which were bot deprotected. The crude product obtained was purified by
recrystallisation in MeOH to yield 2.31 (180 mg, 0.14 mmol, 42 %) as a white solid; mp = 112-114°C;

= 0.2 (CH2Cl2/MeOH: 93/7); *H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 9.56 (d, 3] = 8.2 Hz, 1H, H22),
9.69 (d, 3 = 7.2 Hz, 1H, H31), 9.56 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, H13), 8.80 (t, 3J = 5.3 Hz, 1H, H16), 8.66 (t,
3) = 5.6 Hz, 1H, H25), 8.53 (brs, 1H, H34b), 8.51 (s, 1H, H19), 8.43 (s, 1H, H28), 8.41 (t, 3J = 5.8
Hz, 1H, H7), 8.13 (s, 1H, H10), 7.48 (brs, 1H, H34a), 7.28-7.14 (m, 20H, H40, H41, H42, H45, H46,
H47), 7.05 (d,3J = 7.9 Hz, 1H, H4), 4.69-4.63 (m, 1H, H32), 4.53-4.50 (m, 2H, H11/20), 4.37 (s, 2H,
H5), 1.74-1.72 (m, 3H, H24/25), 1.48 (d, 3J = 7.2 Hz, 3H, H23), 1.72-1.51 (m, 3H, H49/50), 4.51-
4.31 (m, 8H, H5, H8, H14, H17, H26), 4.25-4.20 (m, 1H, H23), 3.14 (dd, 2] = 13.8 Hz 3] = 4.8 Hz,
1H, H23b), 2.98 (dd, 2J = 13.8 Hz 3J = 4.8 Hz, 1H, H43a) 2.64 (dd, 2J = 14.2 Hz 3] = 9.5 Hz, 1H,
H35b), 2.53 (dd, 2J = 14.2 Hz 3J = 9.5 Hz, 1H, H35a), 1.39 (s, 9H, H1), 1.36 (d, 3J = 7.2 Hz, 6H,
H48), 0.89 (d, 3J = 6.3 Hz, 6H, H51b), 0.86 (d, 3J = 6.3 Hz, 6H, H51a); 1*C NMR (400 MHz, DMSO-
d6):5 172.5 (C33), 171.7 (C24), 170.8 (C16), 169.6 (C7), 168.9 (C37), 157.5 (t, 2J(C,F) = 30.9 Hz,
C12), 157.4 (t, 2J(C,F) = 30.8 Hz, C21), 155.2 (C3), 146.2 (C8), 145.8 (C17), 145.5 (C26), 144.7
(C39), 137.2 (C44), 129.0 (C46), 128.5 (C41), 128.1 (C45), 127.4 (C40), 126.4 (C47), 126.3 (C42),
121.7 (C19), 121.5 (C28), 121.2 (C10), 110.2 (t, }J(C,F) = 266.9 Hz, C20), 110.1 (t, *J(C,F) = 266.2
Hz, C29), 78.3 (C2), 69.4 (C38), 55.0 (C14), 52.0 (C32), 51.8 (C23), 49.3 (C5), 38.5 (C49), 36.7
(C8/17/26), 34.1 (C35), 34.0 (C43), 28.2 (C1), 24.2 (C50), 23.0 (C51b), 21.1 (C51a), 17.2 (C48); °F
NMR (376 MHz, DMSO-d6):8 -87.5 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz), -87.7 (d, 2J(F,F) = 205.5 Hz), -89.1 (d,
2J(F,F) = 205.5 Hz), -89.2 (d, 2J(F,F) = 207.6 Hz); IR (neat): vmax cm 3199, 3104, 2972, 2917, 1601,
1526, 1234, 928; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z CeiHeoN18O10Fs [M+H]* cal.
1327.5308, found 1327.5311.
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Di-tert-butyl ((S)-6-(((2-(2-(((S)-1-(((1-(2-(((S)-1-amino-6-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-1-
oxohexan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-6-((tert-
butoxycarbonyl)amino)-1-oxohexan-2-yl)amino)-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4
yl)methyl)amino)-6-oxohexane-1,5-diyl)dicarbamate (2.32). 2.32 was obtained following the general
procedure G from benzyl ester 2.23 (599 mg, 0.80 mmol) and 2.27 (392 mg, 0.80 mmol) which were
both deprotected. The crude product obtained was purified by flash chromatography (CH2Cl2/MeOH:
99/1 to 90/10) to obtain 2.32 (189 mg, 0.16 mmol, 20 %) as a white solid. The crude product was
purified by flash chromatography (DCM/MeOH: 95/5) to obtain a white solid (33 %). mp = 104-
106°C; Rf = 0.3 (CH2Cl2/MeOH: 94/6); 'H NMR (400 MHz, CD3OD): & 8.65 (bs, 1H, H22), 8.52
(bs, 1H, H13), 8.37 (s, 2H, H10, H19), 7.46 (bs, 1H, H30), 7.32-28 (m, 5H, H33, H34, H35), 7.20
(bs, 1H, H30), 7.15 (bs, 1H, H30), 6.89 (bs, 1H, H4), 6.71 (bs, 2H, H25); 5.05 (s, 2H, H31), 4.54-
4.52 (m, 4H, H8, H17), 4.46-4.43 (m, 3H, H5, H14, H23), 3.12 (m, 2H, H29), 3.03 (m, 2H, H29),
2.99 (m, 2H, H29), 1.72 (m, 2H, H26); 1.91 (m, 2H, H26); 1.61 (m, 2H, H26), 1.53-1.51 (m, 6H,
H28), 1.42 (s, 27H, s, H1), 1.36-1.35 (m, 2H, H27), 1.34-1.32 (m, 2H, H27), 1.29-1.27 (m, 2H, H27);
13C NMR (400 MHz, CD30OD):5 174.2 (C24), 171.6 (C5, C13, C32), 128.0 (C32), 127.5 (C34), 127.3
(C33),121.3(C19), 121.0 (C10), 110.4 (t, 1J(C,F) = 264.8 Hz, C11, C20), 80.5 (C1), 65.9 (C31), 54.9
(C5), 54.3 (C14), 53.8 (C23), 40.0 (C8, C17), 39.6 (C2), 30.8 (C29), 30.5 (C26), 27.3 (C1), 22.7
(C27); 1°F NMR (400 MHz, CDs0OD):5 -88.2 (d, 2J(F,F) = 203.8 Hz), -87.7 (d, 2J(F,F) = 203.9 Hz);
IR (neat): vmax 3241, 3064, 3021, 2912, 2888, 1511, 1506, 1234 cm™*;HRMS (ESI-TOF) m/z
Ca0H61N1409F4 [M+Na]* cal. 1207.5684, found 1207.5687.

25 30,

24 28 O = 31
:N NH
HoN"™ 2 2 N \7 1 © FF 19 (0]
. 5 F F m o)

o

(S)-2-(2-(4-(((S)-2-(2-(4-(((S)-2-amino-3-phenylpropanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-
difluoroacetamido)propanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamido)-4
methylpentanamide ~ Hydrochloride  or  [NH2-Phe-[TzICF2]-Ala-[TzICF2]-Leu-NHz2  Hep-
tapeptide,HCI] (2.33). To a solution of 2.28 (100 mg, 0.126 mmol,1 eq.) in dry CH2Cl2 was added at
0 °C drop by drop a solution of HCI in dioxane (4.0 M, 10 eq.). After 2 hours, the mixture was
concentrated under vacuum. The crude hydrochloride salt 2.33 (90 mg, 0.122 mol, 97%) obtained
was used in next step without further purification. mp = 170-172°C; Rs = 0.1 (EtOAc/MeOH 8/2);
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IH NMR (400 MHz, CDsOD): & 8.38 (s, 1H, H7, H16), 8.25 (s, 1H, H7, H16), 7.28-7.21 (m, 5H,
H25, H26, H27), 4.60-4.48 (m, 6H, H5, H11, H14, H20), 4.07 (t, 3J = 7.3 Hz, 1H, H2), 3.18 (dd, 2J =
13.8 Hz,3J =7.3 Hz, 1H, H23), 3.08 (dd, 2] = 13.8 Hz 3J = 7.3 Hz, 1H, H23), 1.88-1.68 (m, 3H, H29,
H30), 1.48 (d, 3 = 7.2 Hz, 3H, H28), 0.97 (d, 3J = 6.0 Hz, 3H, H31), 0.94 (d, 3J = 6.0 Hz, 3H, H31)
13C NMR (100 MHz, CD30H) :5 176.0 (C21), 173.7 (C13), 169.5 (C3), 160.0 (t, 2J(C,F) = 31.2 Hz,
C9, C18), 159.7 (t, 2J(C,F) = 31.1 Hz, C9, C18), 147.2 (C6, C15), 146.4 (C6, C15), 135.4 (C24),
130.5 (C25), 130.1 (C26), 128.9 (C27), 122.9 (C7, C16), 122.6 (C7, C16), 111.9 (t, }J(F,F) = 266.8
Hz, C8, C17), 111.7 (t, *J(F,F) = 267.4 Hz, C8, C17), 55.8 (C20), 53.8 (C2), 51.5 (C11), 41.4 (C29),
38.5 (C23), 35.7 (C14), 35.3 (C5), 26.0 (C30), 23.4 (C31), 21.6 (C31), 17.4 (C28); °F NMR (376
MHz, CD30D):$ -87.6 (d, 2J(F,F) = 205.6 Hz), -88.0 (d, 2J(F,F) = 206.2 Hz), -88.8 (d, 2J(F,F) = 205.7
Hz), -89.2 (d, 2J(F,F) = 206.4 Hz); IR (neat): vmax 3256, 3104, 3016, 2904, 1675, 1586, 1454, 1224,
1192 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z C2sH3sN120sNaF4 [M+Na]* cal. 697.2950,
found 697.2922.
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(S)-2,6-diamino-N-((1-(2-(((S)-1-(((2-(2-(((S)-1-amino-1-oxo0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-3-methyl-1-oxobutan-2-yl)amino)-1,1-
difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)hexanamide dihydrochloride (2.34). To a solution
of 2.29 (120 mg, 0.128 mmol,1 eq.) in dry CH2Cl2 was added at 0 °C drop by drop a solution of HCI
in dioxane (4.0 M, 10 eq.). After 2 hours, the mixture was concentrated under vacuum. The crude
hydrochloride salt 2.34 (99 mg, 0.122 mol, 95%) was used in next step without further purification.
mp = 114-116°C; Rf = 0.1 (EtOAc/MeOH: 8/2); *H NMR (600 MHz, CD3OH):5 9.64 (t, 3J = 7.32
Hz, 1H, H19), 9.51 (t, 3J = 7.89 Hz, 1H, H10), 9.07-9.02 (m, 1H, H4), 8.93-8.91 (m, 1H, H13), 8.47
(s, 1H, H7), 8.46 (s, 1H, H7), 8.37 (br. s, 1H, H1), 8.34 (br. s, 1H, H1), 8.18 (s, 1H, H16), 8.17 (s,
1H, H16) 7.88-7.81 (m, 3H, H22, H27), 7.36 (br. s, 1H, H22), 7.30-7.26 (m, 4H, H32, H33), 7.24-
7.22 (m, 1H, H34), 4.76-4.73 (m, 1H, H20), 4.63-4.50 (m, 4H, H5, H14), 4.24-4.21 (m, 1H, H11),
3.92-3.90 (m, 1H, H2), 3.14 (dd, 3J = 13.93 Hz, 2] = 175.48 Hz, 1H, H30), 3.13 (dd, 3J = 13.93 Hz,
2] =180.40 Hz, 1H, H30), 2.94-2.90 (M, 2H, H26), 2.21-2.16 (m, 1H, H28), 1.92-1.83 (m, 2H, H23),
1.71-1.66 (m, 2H, H25), 1.47-1.42 (m, 2H, H24), 1.00 (d, 3J = 6.78 Hz, 3H, H29), 0.96 (d, 3J = 6.78
Hz, 3H, H29); *C NMR (600 MHz, CDsOH):5 174.5 (C21), 172.4 (C12), 170.0 (C3), 159.7 (t,
2J(C,F) = 31.73 Hz, C9, C18), 146.9 (C15), 146.5 (C6), 138.0 (C31), 130.3 (C32), 129.6 (C33), 128.0
(C34),122.8 (C7), 122.7 (C16), 111.9 (t, 1J(C,F) = 267.31 Hz, C17), 111.7 (t, *J(C,F) = 267.77 Hz,
C8), 61.6 (C11), 56.5 (C20), 54.2 (C2), 40.3 (C26), 38.3 (C30), 35.3 (C5, C14), 32.0 (C23), 31.5
(C28), 28.1 (C25), 22.8 (C24),19.6 (C29),19.0 (C29); °F NMR (400 MHz, CDs0OD):5 -87.3 (d,
2J(F,F) = 82.23 Hz, 1F), -87.9 (d, 2J(F,F) = 81.89 Hz, 1F), -89.4 (d, 2J(F,F) = 69.69 Hz, 1F), -89.6 (d,
2J(F,F) = 69.73 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3276, 3164, 3113, 2932, 2897, 1611, 1546, 1300, 1234 cm'*
HRMS (ESI-TOF) m/z C2sH43N130sNaF4 [M+Na]* cal. 740.3344, found 740.3364.
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(S)-2-(2-(4-(((S)-2-(2-(4-(((S)-2-acetamido-3-phenylpropanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,2-difluoroacetamido)propanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamido)-4-
methylpentanamide or [AcNH-Phe-[TzICF2]-Ala-[TzICF2]-Leu-NH2 Heptapeptide] (2.35). To a
solution of the previous hydrochloride salt 2.33 (50 mg, 0.07 mmol, 1.0 eq.) in dry methanol (0.1 M)
was added acetic anhydride (10 mg, 0.1 mmol 1.5 eq.) and triethylamine (1.5 equiv.). After
completion, monitored by TLC, the mixture was concentrated under vacuum and purified by silica
column chromatography using CH2Cl2/MeOH: 9/1 as eluant to provide 2.35 (44 mg, 0.06 mmol,
88 %) as a white solid; mp = 138-140°C; Rf = 0.2 (CH2Cl2/MeOH 9/1); 3C NMR (600 MHz,
CD3OH): 8 175.0 (C23), 172.6 (C5, C14), 172.1 (C2),146.5 (C7, C16), 137.1 (C26), 129.6 (C28),
128.2 (C27),126.6 (C29), 121.3(C9, C18), 55.2 (C4), 52.5 (C22), 50.3 (C13), 40.0 (C31), 37.6 (C25),
24.6 (C32), 22.3 (C33), 21.7 (C1), 20.3 (C33), 16.2 (C30); °F NMR (564 MHz, CD30H): § -87.9 (d,
2J(F,F) = 205.5 Hz), -88.1 (d, 2J(F,F) = 204.8 Hz), -89.0 (d, 2J(F,F) = 206.0 Hz), -89.3 (d, 2J(F,F) =
205.8 Hz); IR (neat): vmax 3268, 3123, 3100, 2976, 1611, 1546, 1521, 1412, 1402, 1318, 1211, 1132
cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z CsoH3sN120sNaFs [M+Na]* cal. 761.2958, found
761.2961.

Compounds 2.36/2.37 are not described below as they were not obtained clean enough. Their
synthesis is still in progress.
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Benzyl ((S)-6-amino-5-(2-(4-(((S)-6-amino-2-(2-(4-(((S)-2,6-diaminohexanamido)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-2,2-difluoroacetamido)hexanamido)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-
difluoroacetamido)-6-oxohexyl)carbamate trihydrochloride (2.38). To a solution of 2.32 (85 mg,
0.055 mmol,1 eq.) in dry CH2Cl2 was added at 0 °C drop by drop a solution of HCI in dioxane (4.0
M, 10 eq.). After 2 hours, the mixture was concentrated under vacuum. The crude hydrochloride salt
2.38 (50 mg, 0.05 mol, 91%) obtained was used in next step without further purification. mp = 104-
106°C; Rf = 0.1 (EtOAc/MeOH: 8/2); *H NMR (400 MHz, CDs0OD): & 8.68 (bs, 1H, H19), 8.54 (bs,
1H, H10), 8.35 (s, 2H, H7, H16), 7.35-29 (m, 5H, H31, H32, H33), 7.20 (bs, 1H, H30), 7.15 (bs,
1H,H27), 5.05 (s, 2H, H29), 4.54-4.52 (m, 4H, H5, H14), 4.46-4.43 (m, 3H, H2, H11, H20), 3.12 (m,
2H, H26), 3.03 (m, 2H, H26), 2.99 (m, 2H, H26), 1.72 (m, 2H, H23); 1.91 (m, 2H, H23); 1.61 (m,
2H, H23), 1.53-1.51 (m, 6H, H25), 1.36-1.35 (m, 2H, H24), 1.34-1.32 (m, 2H, H24), 1.29-1.27 (m,
2H, H24);
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19F NMR (400 MHz, CDsOD):5 -88.9 (d, 2J(F,F) = 204.7 Hz), -88.2 (d, 2J(F,F) = 204.5 Hz); IR (neat):
vmax 3241, 3064, 3021, 2912, 2888, 1511, 1506, 1234 cm™:; HRMS (ESI-TOF) m/z CaoHsiN14OsF4
[M+H]* cal. 884.4222, found 884.4225.

Hetero N-difluoromethyltriazole 2" generation

General procedure H: i-Pr,NEt (2.0 equiv) was added to a solution of the amino acid (1.0 equiv),
N,O-dimethylhydroxylamine-HCI (1.1 equiv) and HOBt (1.1 equiv) in CH,Cl, (0.3 M with respect
to amino acid) under nitrogen. EDC.HCI (1.1 equiv) was added to the mixture at 0 °C and stirring
was continued for 3 h, after which it was allowed to reach room temperature. The mixture was diluted
with EtOAc (2 x volume of CH,Cl,), washed with 5% aq. KHSO, (2x), 5% ag. NaHCO3 (2x), and
brine (2x). The organic phase was dried (MgSO,), filtered, and concentrated in vacuo to give the
crude Weinreb amide. The crude product was dissolved in dry THF (0.25 M) and LiAIH,4 (1.25 equiv)
was added in one portion at 0 °C under nitrogen. After stirring at 0 °C for 1 h the reaction was
quenched with 5% ag. KHSO4. The mixture was diluted with EtOAc and washed with 5% ag. KHSO4
(2x), 5% agq. NaHCO3 (2x), and brine (2x). The organic phase was dried (MgSO4), filtered, and
concentrat- ed in vacuo to give the crude aldehyde, which was used directly without further
purification. K,COj3 (3.0 equiv) and p- toluenesulfonylazide (1.2 equiv) were suspended in MeCN
(0.5 M with respect to p-toluenesulfonylazide) under nitrogen. Dimethyl-(2- oxopropyl)-phosphonate
(1.2 equiv) was added and the mixture was stirred for 4-8 h. A solution of the crude aldehyde in dry
MeOH (1.6 M) was added. After stirring for 16 h, the solvents were removed in vacuo and the crude
residue was dissolved in EtOAc, washed with water (2x) and brine (2x), dried (MgSQO,), filtered, and
concentrated in vacuo. The crude material was purified by silica chromatography using the

appropriate eluent.
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Tert-butyl (S)-(1-phenylbut-3-yn-2-yl)carbamate (2.39). The product was obtained following the
general procedure H from Boc-L-phenylalanine (2.7 g, 10.2 mmol). The crude product obtained was
purified by flash chromatography (c-Hex/EtOAc: 99/1 to 90/10) to obtain 2.39 (1.2 g, 4.9 mmol,
48 %) as a sticky solid. *H NMR (200 MHz, CDCls): 6 7.35-7.21 (m, 5H, H8, H9, H10), 6.09 (br s,
1H, H2), 5.00 (br s, 1H, H4), 4.34 (m, 1H, H3), 4.00 (m, 2H, H5), 3.08 (d, 2H, H7), 2.21 (s, 1H, H6),
1.43 (s, 9H, H1).
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Tert-butyl ((3S,4S)-4-methylhex-1-yn-3-yl)carbamate (2.40). The product was obtained following the
general procedure H from Boc-L-isoleucine (1.9 g, 8.2 mmol). The crude product obtained was
purified by flash chromatography (c-Hex/EtOAc: 99/1 to 90/10) to obtain 2.40 (886 mg, 4.2 mmol,
51 %) as a sticky solid. *H NMR (200 MHz, CDCls): § 4.45 (d, 1H, H3), 2.24 (d, 1H, H4), 2.08-2.04
(m, 1H, H5), 1.55-1.53 (m, 2H, H7), 1.43 (s, 9H, H1), 0.99-0.95 (m, 6H, H6, H8).
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Benzyl (2-(4-((S)-1-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-phenylethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,2-
difluoroacetyl)-L-alaninate (2.41). The product was obtained following the general procedure F from
2.39 (514 mg, 2.1 mmol) and 2.13 (626 mg, 2.1 mmol). The crude product obtained was purified by
flash chromatography (c-Hex/EtOAc: 8/2) to obtain 2.41 (923 mg, 1.7 mmol, 81 %) as a white solid.
Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 8/2); mp = 88-90°C; 'H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.61 (s, 1H, H7), 7.38
(s, 5H, H15, H16, H17), 7.24-7.20 (m, 3H, H20, H21, H22), 7.11-7.07 (m, 2H, H20, H21, H22), 5.24
(s, 2H, H13), 5.18-5.11 (m, 2H, H4, H5), 4.69 (p, 3J = 7.0 Hz, 1H, H11), 3.23-3.20 (m, 2H, H18),
1.55 (d, 3J = 7.1 Hz, 3H, H23), 1.41 (s, 9H, H1); 1*3C NMR (75 MHz, CDCls):6 171.1 (C12), 135.4
(C15), 129.3 (C16), 129.0 (C17), 127.5 (C18), 120.4 (C7), 54.7 (C11), 37.7 (C14), 35.8 (C5), 28.3
(C1); ®F NMR (188 MHz, CDCls): 5. -87.2 (d, 2J(F,F) = 209.3 Hz, 1F) -88.9 (d, 2J(F,F) = 209.5 Hz,
1F); IR (neat): vmax 3193, 3102, 2932, 1623, 1562, 1313, 1244, 1111, 925 cm''; HRMS(ESI-TOF)
m/z C27H32NsOsF2 [M+H]* cal. 544.2283, found 544.22809.

Tert-butyl ((1S,2R)-1-(1-(2-amino-1,1-difluoro-2-oxoethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-2-
methylbutyl)carbamate (2.42). To a solution of 2.2 (775 mg, 4.7 mmol, 1 equiv.) and 2.40 (1.0 g, 4.7
mmol, 1 equiv.) in MeOH (0.124 M) were added CuSO45H20 (5 %), Asc.Na (20 %), and TBTA
(5 %). The mixture was stirred for 2 to 4 hours at room temperature. After completion, the solution
was diluted in water and extracted with EtOAc. The organic layers were washed with water and brine,
dried over Na2SOg, filtered and concentrated under vacuum. The crude product was dissolved in
MeOH (1.0 M) and a solution of ammonia in methanol (3.3 ml, 23 mmol, 7 N, 5 equiv.) was added
at 0 °C. The mixture was stirred at room temperature during 1 to 2 hours. After completion, the
solution was concentrated under vacuum.

The crude was purified by column chromatography using c-Hex/EtOAc: 8/2 as eluant to provide 2.42
(1.4 g, 4.0 mmol, 85 %) as a white solid. mp = 120-122°C; Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 4/6);
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IH NMR (300 MHz, CDCl3): 5 8.46 (brs, 1H, 4), 7.88 (s, 1H, 7), 7.23 (brs, 2H, 10), 4.65 (m, 1H, 5),
2.44 (m, 1H, 11), 1.58 (m, 2H, 13), 1.37 (s, 9H, 1) 0.95-0.93 (m, 6H, 12, 14); 3C NMR (75 MHz,
CDCla):5 171.1 (12), 135.4 (15), 129.3 (16), 129.0 (17), 127.5 (18), 120.4 (7), 54.7 (11), 37.7 (14),
35.8 (5), 28.3 (1); 19F NMR (188 MHz, CDCl3): 5. -86.0 (d, 2)(F,F) = 206.1 Hz, 1F) -89.8 (d, 2J(F,F)
= 206.1 Hz, 1F); IR (neat): vmax 3114, 3004, 2903, 1511, 1500, 1303, 1204, 1187, 976 cm™:;
HRMS(ESI-TOF) m/z C1sH25sNsO4F2 [M+Na]* cal. 347.1778, found 347.1769.

Chapter I11: Les 5-fluoro-1,2,3-triazoles

General procedure I: To a solution of sodium azide (1.5 equiv.) in a mixture of acetone and water
(4/1, 0.5 M) the corresponding 2-bromoacetate (1 equiv.) was added. The mixture was stirred for 5 h
at room temperature. After completion, the solution was diluted with water (50 mL), extracted with
Et2O (3x20 mL), washed with H20O and brine, dried over Na2SOs, filtered and concentrated under
vacuum. The crude product was used without further purification.

General procedure J: To a solution of azide (1 equiv.) in THF (0.2 M) iodo-alkyne (1 equiv.) was
added. The mixture was stirred for 2 to 4 h at room temperature. After completion, the solution was
quenched with NH4Cl sat., extracted with EtOAc, washed with water and brine, dried over Na2SOa,
filtered and concentrated under vacuum. The crude product was purified used the corresponding
eluant.

General procedure K: AgF (4 equiv.) and 5-iodotriazoles (1.0. equiv.) were added to an oven-dried
glassware charged with a stir bar. TMEDA (0.5 equiv.) and toluene were added. Finally, the glassware
was capped and heated at 120°C in oil batch. After 18 h, the mixture was cooled to room temperature
and quenched by CH2Cl2 (10 mL). the insoluble solid was removed by a short silica chromatography.
Then the solvent was removed, and the product was purified by silica column chromatography using
the appropriate conditions.
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Methyl 1-benzyl-5-hydroxy-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate (3.1). To a solution of sodium (35 mg,
1.5 mmol, 1.5 equiv.) in MeOH (3.3 mL, 0.3 M) at 0°C dimethyl malonate (0.85 mL, 1.5 mmol, 1.5
equiv.) was added slowly. The mixture was allowed to stir at room temperature for 30 min. A solution
of benzyl azide in methanol (0.2 mL, 5.0 M, 1.0 mmol, 1 equiv.) was added drop by drop and the

mixture was stirred at reflux overnight.
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After completion, the mixure was concentrated under vacuum, diluted in water and acidified with
HCI 1.0M until pH= 2-3. The mixture was filtrated to obtain 3.1 (100 mg, 0.42 mmol, 43%) as a
white solid. The crude product was used without further purification. *H NMR (200 MHz, CDCls): &
7.26 (s, 5H, H4, H5, H6), 5.15 (s, 2H, H3), 3.80 (s, 3H, H1), 3.36 (s, 1H, H2)
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Methyl 5-amino-1-benzyl-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate (3.2). To a solution of sodium (23 mg, 1.0
mmol, 1.5 equiv.) in MeOH (2.2 mL, 0.3 M) at 0°C methyl cyanoacetate (0.88 mL, 1.0 mmol, 1.5
equiv.) was added slowly. The mixture was allowed to stir at room temperature for 30 min. A solution
of benzyl azide in methanol (0.13 mL, 5.0 M, 0.67 mmol, 1 equiv.) was added drop by drop and the
mixture was stirred at reflux overnight. After completion, the mixure was concentrated under vacuum,
diluted in water and acidified with HCI 1.0M until pH= 2-3. The mixture was filtrated to obtain 3.2
(46 mg, 0.20 mmol, 20%) as a white solid. The crude product was used without further purification.
IH NMR (200 MHz, CDCls): 6 7.26 (s, 5H, H4, H5, H6), 6.32 (br s, 2H, H2), 5.15 (s, 2H, H3), 3.80
(s, 3H, H1).

Tert-butyl (3-iodoprop-2-yn-1-yl)carbamate (3.3). To a solution of 2.2 (3.8 g, 25 mmol) in MeOH
(63 mL, 0.4 M) was added KOH ag. (25 mL, 4.0 M, 100 mmol) at 0°C and stirred for 20 min. 12 (3.8
g, 15 mmol) was added and the mixture was stirred at room temperature for 18 hours. After
completion, the solution was diluted with water (40 mL), extracted with Et2O (3x20 mL), washed
with Na2S203 and NaCl sat. then dried over Na2SOs, filtered and concentrated under vacuum to obtain
3.3 (5.4 g, 19 mmol, 76%) as a yellow solid. The crude product was used without further purification.
'H NMR (200 MHz, CDCls): & 4.69 (br s, 1H, H2), 4.08 (d, 3J = 5.63 Hz, H3), 1.46 (s, 9H, H1)
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Ethyl 2-azidoacetate (3.4). The product was obtained following the general procedure | from sodium
azide (6.5 g, 100 mmol) and ethyl bromoacetate (11 g, 67 mmol), to obtain 3.4 (7.1 g, 55 mmol, 79 %)
as a colorless liquid. *H NMR (200 MHz, CDCls): & 4.26 (g, 2H, 3J = 7.13 Hz, H2), 3.86 (s, 2H, 1),
1.31 (t, 3J =7.13 Hz, H3)

177



Benzyl 2-azidoacetate (3.5). The product was obtained following the general procedure I from sodium
azide (6.0 g, 92 mmol) and benzyl bromoacetate (14 g, 61 mmol), to obtain 3.5 (10 g, 52 mmol, 85 %)
as a colorless liquid. *H NMR (200 MHz, CDCls): 8 7.39 (m, 5H, H3, H4, H5), 5.25 (s, 2H, H2), 3.92
(s, 2H, H1)
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Ethyl 2-(4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-5-iodo-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate (3.6). To a
solution of 3.4 (486 mgs, 3.8 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (0.3 M) was successively added 3.3 (1.1
g, 3.8 mmol, 1.0 equiv.), Cul (74 mg, 0.38 mmol, 0.1 equiv.), triethylamine (0.530 mL, 3.8 mmol,
1.0 equiv.). The mixture was stirred for 2 hours at room temperature. After completion, reaction was
quenched using NH4Cl sat., and extracted with EtOAc (3 x 15mL). The organic layers were washed
with water and brine, dried over Na2SOg, filtered and concentrated under vacuum. The crude product
was purified by column chromatography using c-Hex/EtOAc: 6/4 to provide 3.6 (1.2 g, 2.9 mmol,
77%) as a white solid. mp: 122-124 °C; Rf = 0.2 (c-Hex/EtOAc: 75/25); 'H NMR (300 MHz, CDCls):
85.16 (s, 2H, H8), 5.10 (br s, 1H, H4), 4.40 (d, 3) = 5.04 Hz, 2H, H5), 4.27 (q, 3) = 7.12 Hz, 2H, H10)
1.45 (s, 9H, H1), 1.29 (t, 3J = 7.12 Hz, 3H, H11); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 165.5 (C9), 62.7 (C10),
51.5(C8), 36.8 (C5), 28.5 (C1), 14.2 (C11); IR (neat): vmax 3103, 2951, 1544, 1241, 1101, 940 cm™;
HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z Ci2Hi9IN4sOsNa [M+Na]* cal. 433.0343, found
433.0345.
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Benzyl 2-(4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-5-iodo-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate (3.7). To a
solution of 3.5 (669 mgs, 3.5 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (0.3 M) was successively added 3.3 (984
mg, 3.5 mmol, 1.0 equiv.), Cul (68 mg, 0.35 mmol, 0.1 equiv.), triethylamine (0.487 mL, 3.5 mmol,
1.0 equiv.). The mixture was stirred for 2 hours at room temperature. After completion, reaction was
quenched using NH4Cl sat., and extracted with EtOAc (3 x 15mL). The organic layers were washed
with water and brine, dried over Na2SOg, filtered and concentrated under vacuum. The crude product
was purified by column chromatography using c-Hex/EtOAc: 6/4 to provide 3.7 (1.2 g, 2.6 mmol,
73%) as a white solid. mp: 100-102 °C; Rf = 0.2 (c-hex/EtOAc: 75/25); *H NMR (300 MHz, DMSO-
d6): 6 7.39 (s, 5H, H12, H13, H14), 7.24 (br s, 1H, H4), 5.46 (s, 2H, H10), 5.24 (s, 2H, H8), 4.17 (d,
3) =5.84 Hz, 2H, H5) 1.42 (s, 9H, H1); 3C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 166.4 (C9), 135.2 (C11),
128.5 (C13), 128.3 (C14), 128.0 (C12), 66.9 (C10), 51.0 (C8), 35.9 (C5), 28.2 (CL);

IR (neat): vmax 3103, 2951, 1544, 1241, 1101, 940 cmt; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive): m/z
C17H21IN4O4 [M+H]* cal. 473.0645, found 473.0649.
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Ethyl 2-(4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-5-fluoro-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate (3.8). AgF
(151 mgs, 1.2 mmol, 1.2 equiv.) and 3.6 (410 mg, 1.0 mmol, 1 equiv.) were added to an over-dried
glassware charged with a stir bar. Then, freshly distillated TMEDA (30 uL, 0.2 mmol, 0.2 equiv.) and
anhydrous toluene (0.3 M) were added. Finally, the glassware was capped and heated at 120°C for
18 hours. After completion, the mixture was cooled to room temperature and quenched CH2Clz. The
insoluble solid was removed by filtration on a short pad of cellite. Then the solvent was removed, and
the product was purified by flash silica column chromatography using as eluant c-Hex/EtOAc: 75/25
to obtain 3.8 (169 mg, 0.56 mmol, 56%) as a pale-yellow solid. mp = 78-80 °C; Rf = 0.2 (c-
hex/EtOAc: 75/25); 'H NMR (300 MHz, CDCls): § 5.10 (br s, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.33 (d, %J = 6.03
Hz, 2H), 4.26 (q, 3J = 7.17 Hz, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.28 (t, 3] = 7.17 Hz, 3H); 3C NMR (75 MHz,
CDCls): 165.1 (C9), 162.6 (C3), 150.6 (XJ(C,F) = 279.4 Hz, C7), 80 (C2), 62.7 (C10), 47.8 (C8), 34.2
(C5), 28.3 (C1), 14.0 (C11); *°F NMR (188, MHz, CDCls): § -153.4 (s); IR (neat): vmax 3112, 2977,
1580, 1199 cm?; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z Ci2H19FN4O4Na [M+Na]* cal.
325.1284, found 325.1283.
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Benzyl 2-(4-(((tert-butoxycarbonyl)amino)methyl)-5-fluoro-1H-1,2,3-triazol-1-yl)acetate (3.9). AgF
(151 mgs, 1.2 mmol, 1.2 equiv.) and 3.7 (472 mg, 1.0 mmol, 1 equiv.) were added to an over-dried
glassware charged with a stir bar. Then, freshly distillated TMEDA (30 uL, 0.2 mmol, 0.2 equiv.) and
anhydrous toluene (0.3 M) were added. Finally, the glassware was capped and heated at 120°C for
18 hours. After completion, the mixture was cooled to room temperature and quenched CH2Cl2. The
insoluble solid was removed by filtration on a short pad of cellite. Then the solvent was removed, and
the product was purified by flash silica column chromatography using as eluant c-Hex/EtOAc: 75/25
to obtain 3.9 (193 mg, 0.53 mmol, 53%) as a pale-yellow solid. mp = 88-90 °C; Rf = 0.2 (c-
hex/EtOAc: 75/25); 'H NMR (300 MHz, CDCI3): & 7.36 (br s, 5H), 5.25 (s, 2H), 5.05 (s, 2H), 4.37
(d, 3J = 5.90 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H); 3C NMR (75 MHz, CDCls): *°F NMR (188, MHz, CDCls): 5 -
153.4 (s); IR (neat): vmax 3003, 2891, 1576, 1221; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z
C17H2:FN4O4Na [M+Na]* cal. 387.1439, found 387.1440.
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Ethyl (S)-2-(4-((2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-phenylpropanamido)methyl)-5-fluoro-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)acetate (3.10). To a solution of 3.8 (320 mg, 1.06 mmol, 1 equiv.) in CH2Cl2 (0.1 M) was
added a solution of HCI in dioxane (4.0 M, 2.6 mL, 10.6 mmol, 10 equiv.) at 0°C and stirred for 2
hours. After completion the crude product was concentrated under vacuum and used directly without
further purification. To a solution of Boc-L-Phenylalanine (281 mg, 1.06 mmol, 1 equiv.), deprotected
5-fluorotriazole, HOBt (198 mg, 1.27 mmol, 1.2 equiv.) and EDC.HCI (243 mg, 1.27 mmol, 1.2
equiv.) in dry DMF was added drop by drop DIPEA (500 pL. 2.65 mmol, 2.5 equiv.) at 0°C and
stirred for 5 hours. The mixture was diluted with water, extracted with EtOAc (3x 10 mL), washed
with citric acid (10%), K2COs (10%), NaCl sat. then dried over Na2SOs, filtered and concentrated
under vacuum. The product was purified by silica column chromatography using as eluant c-
Hex/EtOAc: 7/3 to obtain 3.10 (207 mg, 0.46 mmol, 43 %) as a white solid. mp = 104-106 °C; Rf =
0.2 (c-hex/EtOAc: 7/3); *H NMR (300 MHz, CD30D): § 7.24-7.18 (m, 5H, H17, H18, H19), 5.25 (s,
2H, H11), 4.40 (d, 3J = 6.9 Hz, 2H), 4.28 (q, 3J = 7.3 Hz, 3H, H5, H13), 3.08 (dd, 2J = 13.7 Hz, 3] =
5.7 Hz, 1H, H15), 2.83 (dd, 2J = 13.7 Hz, 3] = 5.7 Hz, 1H, H15), 1.42 (s, 9H), 1.28 (t, 3J = 7.3 Hz,
3H, H14); 3C NMR (75 MHz, CD30D): 174.3 (C6), 167.3 (C12), 152.2 (d, LJ(C,F) = 281.0 Hz, C10),
138.5 (C16), 130.4 (C17), 129.4 (C18), 127.7 (C19), 80.7 (C2), 63.5 (C5), 61.5 (C13), 57.3 (C11),
39.5 (C15), 33.6 (C8), 28.6 (C1), 14.4 (C14); *F NMR (188, MHz, CDClz3): § -154.0 (s); IR (neat):
vmax 3001, 2853, 1577, 1239 cm™; HRMS (ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C21H2sFN4OsNa
[M+Na]*cal. 472.2177, found 472.2179.
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Ethyl (S)-2-(4-((2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-phenylpropanamido)methyl)-5-fluoro-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)acetate (3.11). To a solution of 3.9 (419 mg, 1.15 mmol, 1 equiv.) in CH2Cl2 (0.1 M) was
added a solution of HCI in dioxane (4.0 M, 2.9 mL, 11.5 mmol, 10 equiv.) at 0°C and stirred for 2
hours. After completion the crude product was concentrated under vacuum and used directly without
further purification. To a solution of Boc-L-Phenylalanine (305 mg, 1.15 mmol, 1 equiv.), deprotected
5-fluorotriazole, HOBt (215 mg, 1.38 mmol, 1.2 equiv.) and EDC.HCI (264 mg, 1.38 mmol, 1.2
equiv.) in dry DMF was added drop by drop DIPEA (600 pL. 2.9 mmol, 2.5 equiv.) at 0°C and stirred
for 5 hours. The mixture was diluted with water, extracted with EtOAc (3x 10 mL), washed with
citric acid (10%), K2COs (10%), NaCl sat. then dried over Na2SOg, filtered and concentrated under
vacuum. The product was purified by silica column chromatography using as eluant c-Hex/EtOAc:
7/3 to obtain 3.11 as a white solid (286 mg, 0.56 mmol, 49 %). mp = 104-106 °C; Rf = 0.2 (c-
hex/EtOAc: 7/3); *H NMR (300 MHz, CDsOD): 6 8.54 (t, *J = 5.6 Hz, 1H, H4), 8.03 (t, 3J = 8.5 Hz,
1H, H7), 7.37-7.31 (m, 5H, H14, H15, H16), 7.22-7.12 (m, 5H, H20, H21, H22), 5.46 (s, 2H, H13),
5.21 (s, 2H, H11), 4.46-4.44 (m, 1H, H5), 4.26 (d, 3J = 5.6 Hz, 2H, H8), 2.93 (dd, 2J = 13.7 Hz, 3 =
4.8 Hz, 1H, H18), 2.69 (dd, 2J = 13.7 Hz, 3] = 4.8 Hz, 1H, H18), 1.49 (s, 9H, H1);
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13C NMR (75 MHz, CDs0OD): 171.3 (C6), 169.0 (C12), 166.2 (C3) 150.3 (d, 1J(C,F) = 280.8 Hz,
C10), 137.9 (C19), 135.1 (C14) 129.0 (C21), 128.5 (C16), 128.3 (C20), 128.1 (C15), 127.9 (C17),
126.1 (C22), 80.7 (C2), 63.5 (C5), 61.1 (C13), 53.8 (C5), 47.7 (C11), 39.5 (C8), 28.6 (C1); *°F NMR
(188, MHz, CDCls): 6 -152.7 (s); IR (neat): vmax 3001, 2853, 1577, 1239 cm™*; HRMS (ESI-TOF, ion
polarity positive) m/z C21H2sFN4OsNa [M+Na]* cal. 472.2177, found 472.2179.
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Tert-butyl ((S)-1-(((2-(2-(((S)-1-amino-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)amino)-2-oxoethyl)-5-fluoro-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amino)-1-oxo-3-phenylpropan-2-yl)carbamate 3.12. To a solution of 3.11
(99 mg, 0.22 mmol, 1 equiv.) in a mixture of THF/H20 (0.1 M, 2.2 mL) was added LiOH.H20 (28
mg, 0.66 mmol, 3 equiv.) at 0°C and stirred for 2 hours. After completion the crude product was
concentrated under vacuum and acidified until pH = 2-3 with HCI solution (0.1 M). The mixture was
extracted with EtOAc (3 x 10 mL). The organic layers were washed with H20 and brine, dried over
Na2S204, concentrated under vacuum to provide the intermediate. To a solution of the intermediate
acid, Phenylalanine amide hydrochloride (44 mg, 0.22 mmol, 1 equiv.), HOBt (41 mg, 0.26 mmol,
1.2 equiv.) and EDC.HCI (50 mg, 0.26 mmol, 1.2 equiv.) in dry DMF was added drop by drop DIPEA
(100 pL. 0.55 mmol, 2.5 equiv.) at 0°C and stirred for 5 hours. The mixture was diluted with water,
extracted with EtOAc (3x 10 mL), washed with citric acid (10%), K2COz (10%), NaCl sat. then dried
over NazSOg, filtered and concentrated under vacuum. The product was purified by silica column
chromatography using as eluant CH2Cl2/MeOH: 94/6 to obtain 3.12 (57 mg, 0.12 mmol, 46%) as a
white solid. mp = 130-132 °C; Rf = 0.3 (c-CH2Cl2/MeOH: 93/7); *H NMR (300 MHz, CD30D): &
7.29-7.14 (m, 10H, H17, H18, H19), 5.20 (s, 2H, H11), 4.48 (s, 2H, H8), 4.28-4.24 (m, 2H, H5, H14),
3.09-2.84 (m, 4H, H17), 1.42 (s, 9H, H1); 3C NMR (75 MHz, CD30D): 174.3 (C15), 172.2 (C12),
172.1 (C6) 167.3 (C3), 152.7 (d, 1J(C,F) = 280.3 Hz, C10), 138.5 (C18), 130.4 (C20), 129.4 (C19),
127.7 (C21), 80.7 (C2), 58.5 (C5), 58.4 (C14), 53.3 (C11), 35.4 (C17), 34.2 (C8), 28.4 (C1); °F NMR
(188, MHz, CD3s0OD): 6 -153.8 (s); IR (neat): vmax 3200, 3192, 2856, 1510, 1423, 1289 cmt; HRMS
(ESI-TOF, ion polarity positive) m/z C2sHssFN4Os [M+H]* cal. 568.2639, found 568.2642.
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Abstract : In recent decades, foldamers have emerged as a promising tool for developing bioactive
molecules that mimic the secondary structures of proteins. These foldamers are mainly used to modulate
protein-protein interactions involved in many diseases, including amyloidoses such as Alzheimer's disease,
Parkinson's disease and type Il diabetes (T2D). Amyloidosis is a disease characterized by the presence of
insoluble protein deposits in tissues. Islet amyloid polypeptide (hIAPP) aggregation is linked to beta-cell
degeneration and to the pathogenesis of type 2 diabetes. hIAPP is a 37-residue polypeptide secreted by
pancreatic beta cells. Amyloid deposits of hIAPP are found in the pancreas of many patients with T2D.
hIAPP is one of the most amyloidogenic polypeptides known, and aggregates of hIAPP are toxic for
pancreatic beta cells. Worldwide, approximately 483 million people currently have type 2 diabetes (T2D),
a prevalence that is predicted to reach 579 million by 2030. The increasing prevalence of type 2 diabetes,
and the associated adverse cardiovascular risks, is now considered a major public health challenge.
Currently, the treatments available for diabetes are symptomatic and have many side effects. Targeting
hIAPP has become a promising strategy to find an etiological treatment for T2D.

In this context, we have designed foldamers based on fluorinated 1,2,3-triazoles that can modulate the
aggregation process of hIAPP. The 1,2,3-triazoles were used for their properties as peptide bond isosteres
with improved metabolic stability. The fluorine atom, by its properties, allows to induce conformations and
constitutes a '°F NMR probe, useful for studying ligand-protein interactions, metabolic stability,
membrane crossing or even the /n vivo distribution of compounds. Firstly, we carried out the synthesis of
homo- and heterotriazolamers based on A-difluoromethylated 1,2,3-triazoles. Secondly, we have carried
out preliminary works on 5-fluoro-1,2,3-triazoles as a new architecture to design fluorinated foldamers.
Conformational studies were carried out by NMR, and molecular dynamics for the triazolamers of N-
difluoromethylated 1,2,3-triazoles. The conformational study of 5-fluoro-1,2,3-triazoles was performed by
X-ray diffraction. In addition, preliminary studies were performed by thioflavin-T fluorescence
spectrometry to assess the modulation of hIAPP aggregation by these foldamers.

The thesis work aims to develop the knowledge around fluorinated foldamers to design bioactive
molecules. To our knowledge, none of the fluorinated foldamers described in the literature has been used
for medicinal applications.
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Titre : Triazolameéres fluorés: conception, synthese, études conformationnelles et modulation de
I'agrégation de protéines amyloides.
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fluor

Résumé : Ces dernieres décennies, les foldaméres ont émergé comme un outil prometteur pour
développer des molécules bioactives mimant les structures secondaires des protéines. Ces foldameéres
sont principalement utilisés pour moduler les interactions protéine-protéine impliquées dans de
nombreuses maladies, notamment les amyloidoses telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de
Parkinson et le diabete de type II (DT2). Les amyloidoses sont des maladies qui se caractérisent par la
présence de dépots de protéines insolubles dans les tissus. L'agrégation du polypeptide amyloide des ilots
(hIAPP) est liée a la dégénérescence des cellules béta et a la pathogenése du diabete de type 2. hIAPP est
un polypeptide de 37 résidus sécrété par les cellules béta du pancréas. On trouve des dépots amyloides
de hIAPP dans le pancréas de nombreux patients atteints de DT2. hIAPP est |'un des polypeptides les plus
amyloidogenes connus, et les agrégats de hIAPP sont toxiques pour les cellules béta du pancréas. Dans le
monde, environ 483 millions de personnes sont actuellement atteintes de diabete de type II (DT2), une
prévalence qui, selon les prévisions, devrait atteindre 579 millions d'ici 2030. La prévalence croissante du
diabéte de type II, et les risques cardiovasculaires indésirables qui lui sont associés, sont désormais
considérés comme un défi majeur de santé publique. Actuellement, les traitements disponibles pour le
traitement du diabéte sont symptomatiques et induisent de nombreux effets secondaires. Le ciblage de
hIAPP est devenu une stratégie prometteuse pour trouver un traitement étiologique contre le DT2.

Dans ce contexte, nous avons concu des foldameres basés sur les 1,2,3-triazoles fluorés pouvant moduler
le processus d'agrégation de hIAPP. Les 1,2,3-triazoles ont été utilisés pour leurs propriétés d'isosteres de
liaison peptidique avec une meilleure stabilité métabolique. L'atome de fluor, par ses propriétés
particuliéres, permet d'induire des conformations et constitue une sonde en RMN du "°F, utile pour étudier
les interactions ligand-protéine, la stabilit¢é métabolique, le passage de membranes ou méme la
distribution d'un composé /n vivo. D'une part, nous avons réalisé la synthése d’homo- et
d’'hétérotriazolameéres se basant sur les 1,2,3-triazoles A-difluorométhylés. D’autre part, nous avons
effectué des travaux préliminaires sur les 5-fluoro-1,2,3-triazoles comme nouvelle architecture pour
concevoir des foldameres fluorés. Les études conformationnelles ont été réalisées par RMN et dynamique
moléculaire pour les triazolameres des 1,2,3-triazoles N-difluorométhylés. L'étude conformationnelle des
5-fluoro-1,2,3-triazoles a été réalisée par diffraction aux rayons X. De plus, des études préliminaires ont
été réalisées par spectrométrie de fluorescence a la thioflavine-T pour évaluer la modulation de
I'agrégation de hIAPP par ces foldameres.

L'ensemble de ces travaux de these a pour objectif de développer le savoir autour des foldaméres fluorés
pour concevoir des molécules bioactives. A notre connaissance, aucun des foldaméres fluorés décrit dans
la littérature n'a d'application médicinale.
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