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|. LES GLYCOSIDASES COMME CIBLE THERAPEUTIQUE

|.1.GENERALITES SUR LES GLYCOSIDASES

Les glycosidases ou glycosides hydrolases (EC.3.2.1) sont une grande famille d’enzymes qui
catalysent I'hydrolyse des liaisons glycosidiques des sucres par I'intermédiaire d’'une molécule d’eau,
libérant ainsi un composé osidique (Figure 1).

OH OH
Glycoside
(o) hydrolase lo)
HO » HO —
HO OR HO OH + R—OH
OH OH
R = sucre H,0
disaccharide glucose sucre

Figure 1 : Clivage de liaison glycosidique par une glycoside hydrolase (exemple avec le glucose)

Deux mécanismes catalytiques, initialement décrits par Koshland en 1953, sont distingués pour
ces enzymes selon l'inversion ou la rétention de la configuration du carbone anomére au cours de
I’hydrolyse.? Par la suite, ces mécanismes sont revisités par Vernon qui fait intervenir un intermédiaire
réactionnel oxocarbénium (figure 2).3 Les glycosidases sont classées en fonction de la réaction catalysée
(EC.3.2.1.X) ou en fonction de leur séquences d’acides aminés (GHX « Glycoside Hydrolase X »).
Actuellement, plus de 180 familles sont dénombrées dans la base de données CAZy, montrant ainsi leur
grande diversité enzymatique.*

Chez les mammiféres, ces enzymes sont présentes dans tout l'organisme et dans tous les
compartiments cellulaires (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, membrane cellulaire,
lysosomes...) et sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, comme la digestion, le
catabolisme lysosomal, les processus post-traductionnels. Leur dysfonctionnement est impliqué dans
de multiples pathologies.>® Depuis des décennies, les chercheurs ciblent ces enzymes a des fins
thérapeutiques. Par exemple, des inhibiteurs de sialidases, de maltase-glucoamylase ou encore d’ a-
fucosidases ont été développés respectivement comme antiviraux/antibactériens/antiépileptiques,
antidiabétiques, et anticancéreux/anti-inflammatoires.>’®
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Figure 2 : Mécanismes catalytiques des glycosides hydrolases avec inversion (A) et rétention (B) de la configuration du carbone
anomeére (extrait de la these de C. Decroocq)*®

Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons a deux types de pathologies dans lesquelles des
glycosidases sont impliquées : les maladies de surcharge lysosomale, en particulier la maladie de
Pompe (MP) et la maladie de Gaucher (MG) impliquant respectivement I'a-glucosidase acide (GAA) et
la B-glucosylceramidase (GCase), ainsi que le diabete de type 2 (DT2) ou la maltase-glucoamylase
(MGAM) et des a-amylases interviennent. La GAA et la MGAM appartiennent toutes deux a la famille
des a-glucosidases, classifiées EC.3.2.1.20 (GH31), mais sont localisées différemment dans I'organisme :
la GAA est une enzyme lysosomale, alors que la MGAM, est localisée au niveau de I'intestin.!
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|.2.GLYCOSIDASES LYSOSOMALES D'INTERET THERAPEUTIQUE : MALADIES DE
SURCHARGE LYSOSOMALE

Les maladies de surcharges lysosomales (MSL) sont des maladies dues a des
dysfonctionnements d’enzymes lysosomales. Apres avoir défini les MSL et les traitements actuels
disponibles, nous nous intéresserons plus particulierement aux maladies de Pompe (MP) et de Gaucher
(MG) et a leur spécificité. Enfin, nous nous intéresserons, a une nouvelle thérapie prometteuse, la
thérapie par chaperon pharmacologique (TCP).

|.2.1. LES MALADIES DE SURCHARGE LYSOSOMALE

[.2.1.1. GENERALITES

Que la protéine joue un roéle structurel, catalytique ou encore signalétique, sa structure
tridimensionnelle est essentielle a son activité. Une modification de sa structure due a une mutation
génétique peut induire d'innombrables pathologies pouvant avoir des effets aussi bien bénins que
séveres sur l'organisme. De nombreuses maladies dues a des défauts protéiques sont répertoriées.
Certaines sont communes comme la drépanocytose due a une modification structurelle de
I’'hémoglobine et considérée comme la maladie génétique la plus fréquente avec 310 000 nouveaux
cas en 2010 et une prévalence en constante augmentation; d’autres sont plus rares comme les maladies
de surcharge lysosomale (MSL).1213

Les MSL sont des pathologies dues a une ou plusieurs mutations génétiques, qui conduisent a
la traduction d’une enzyme tronquée et/ou mal-repliée en fonction du type de mutations (non-sens,
faux-sens, délétion, insertion, ...). Ces mutations conduisent a la perte partielle ou totale de l'activité
enzymatique. Ces enzymes, reconnues pour certaines par le systeme de dégradation associé au
réticulum endoplasmique (RE), sont dégradées par le protéasome. Ne pouvant plus exercer leur activité
catalytique au sein des lysosomes, une accumulation de leur substrat se produit, conduisant a une
surcharge du lysosome d’olu le nom de MSL (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanisme simplifié d’une maladie de surcharge lysosomale (modifié a partir de la référence 14)

A ce jour, plus de 50 MSL différentes sont dénombrées, classées en fonction de la nature du
substrat qui est accumulé (Figure 4).2> On retrouve notamment les sphingolipidoses et lipidoses qui
impliquent une surcharge de sphingolipides et lipides respectivement, mais également les
mucopolysaccharidoses, oligosaccharidoses, glycoprotéinoses et glycogénoses qui impliquent, comme
leurs noms l'indiquent, I'accumulation de sucres, et d’autres pathologies non classables comme la
maladie de Danon.

Ce sont généralement des pathologies autosomiques récessives affectant collectivement
environ 1 naissance sur 5000.1% Parmi elles, la maladie de Gaucher (MG) est la plus commune avec une
prévalence de 1/57 000 ou plus rare la sialidose avec une prévalence de 1/4 200 000.%¢ On distingue
plusieurs formes d’'une méme maladie en fonction des symptémes et de leur sévérité, et de I'age lors
de leur apparition. Quelle que soit la forme contractée, elles conduisent généralement a un déces
prématuré du patient en absence de traitement.
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Figure 4 : Les différentes catégories de MSL

[.2.1.2.  TRAITEMENTS

Il existe trois principales stratégies thérapeutiques pour le traitement des MSL. La thérapie par
remplacement enzymatique (TRE), la thérapie par chaperon pharmacologique (CP), et la thérapie par
réduction de substrat. Par ailleurs, récemment la combinaison de la TRE et de la thérapie par CP a été
également dévéloppée.

[.2.1.2.1. THERAPIE PAR REMPLACEMENT ENZYMATIQUE TRE

La thérapie par remplacement enzymatique (TRE) ou enzymothérapie substitutive consiste en
I'administration périodique par perfusion intraveineuse d’enzymes recombinantes qui une fois
diffusées dans le corps sont internalisées dans la cellule et dirigées vers le lysosome grace aux
récepteurs du mannose-6-phosphate (M6P) afin de récupérer l'activité catalytique de l'enzyme
déficiente. Il est intéressant de noter que la TRE ne s’est développée qu’aprés la compréhension fine
des mécanismes biologiques permettant le ciblage des protéines du RE vers le lysosome. En général,
I'acquisition post-traductionnelle du M6P sur la partie oligosaccharidique de la protéine lors du
processus de maturation, permet la reconnaissance de celle-ci, par les récepteurs du M6P présents a
la surface du lysosome (Figure 5, voie 1).71° Cependant, certaines protéines qui ne se sont pas liées aux
récepteurs, ont été secrétées a l'extérieur de la cellule. Elles peuvent étre ensuite recapturées et
internalisées par endocytose, grace aux récepteurs M6P présents également au niveau de la membrane
plasmique (Figure 5, voie 2) (Il existe ainsi deux processus de transfert du RE vers le lysosome pour les
enzymes).’?
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Figure 5 : Les différentes voies de ciblage aux lysosomes pour les enzymes natives et recombinantes

A la suite de ces découvertes, de nombreuses enzymes recombinantes pour I’enzymothérapie
substitutive adressant des MSL ont été développées, notamment contre la maladie de Gaucher, de
Fabry, de Pompe, de Hunter ou encore de Hurler-Scheie pour ne citer qu’elles.t

Cependant, en plus des contraintes pour le patient (injection périodique par intraveineuse en
milieu hospitalier), de nombreux inconvénients sont associés a ce type de thérapie. Premierement,
chez les individus possédant une activité résiduelle (AR) de I'enzyme déficiente faible voire nulle, une
réaction immunitaire induite par I'enzyme recombinante et la présence d’anticorps IgG et IgE a été
démontrée. Cette réaction auto-immune présente un risque pour le patient, et provoque une
diminution de I'efficacité du traitement.?>?2 En plus de leur immunogénicité, I'efficacité de ce type de
traitement varie en fonction des pathologies et de la forme contractée. Deuxiemement, le colt du
traitement est trés élevé et estimé a plusieurs centaines de milliers d’euros par patients et par an.?
Ceci s’explique par le co(t de production et la biodisponibilité de ces macromolécules dans I'organisme.
En effet, pour les patients atteints de la maladie de Pompe traités par MYOZYME® (alpha alglucosidase),
la dose par injection est de 20 mg/kg/2 semaines. Enfin, ce type de traitement est inefficace pour traiter
les symptomes neurologiques du fait de I'incapacité de I'enzyme recombinante a traverser la barriére
hémato-encéphalique (BHE). De nombreuses études cliniques sont en cours visant a améliorer le
passage des protéines recombinantes a travers la BHE en modifiant leur structure.?**

.2.1.2.2. THERAPIE PAR CHAPERON PHARMACOLOGIQUE (CP)

Depuis les années 2000, un nouveau type de thérapie innovante se développe pour les
maladies dues & un mauvais repliement protéique comme Parkinson?®, Alzheimer??® ou notamment
les maladies de surcharges lysosomales : la thérapie par chaperon pharmacologique (CP). Ce type de
thérapie consiste en l'utilisation de petites molécules appelées chaperons pharmacologiques, ligands
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de la protéine, qui vont permettre le bon repliement, la stabilisation et de prévenir I'agrégation de la
protéine déficiente afin de récupérer la totalité ou une partie de I'activité protéique perdue.?-?

A ce jour, trois mécanismes d’action des CP ont été décrits. Le premier est la liaison du CP a la
protéine déficiente au niveau du RE, permettant le bon repliement partiel ou total et la stabilisation de
la protéine, empéchant ainsi sa reconnaissance et sa dégradation par le systeme contréle qualité. Dans
le deuxieme mécanisme décrit, durant le processus de maturation de la protéine au niveau de I'appareil
de Golgi, le CP stabilise la protéine pendant le transport et améliore sa glycosylation. Le dernier
mécanisme, concerne la stabilisation de la protéine par le CP dans le lysosome a pH acide, sauvegardant

ainsi son activité. Une combinaison de deux ou trois mécanismes peut également étre envisagée (Figure
6) 14,33,34
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Figure 6 : Les différents mécanismes d’actions du chaperon pharmacologique

Il est distingué deux classes de CP, les CP inhibiteurs, généralement ligand du site actif et ceux
non-inhibiteurs, qui sont des ligands allostériques. En I'absence de données dans la littérature et de
tests de criblage basés non pas sur I'inhibition mais sur I'affinité, la majorité des CP répertoriés sont
des ligands inhibiteurs. Il est paradoxal de développer des CP capables d’inhiber 'enzyme dont on
souhaite, au contraire, restaurer |'activité catalytique. Un équilibre doit donc étre trouvé pour la
concentration en CP a utiliser, qui doit étre suffisamment élevée pour observer un effet chaperon, sans
pour autant inhiber la protéine.® Plus récemment, une nouvelle génération de CP non-inhibiteurs,
nommés CP de 2™ génération a fait son apparition. Ces CP ne ciblent pas le site actif de la protéine
mais un ou des sites allostériques et sont non ou faiblement inhibiteurs.3¢3” Cette nouvelle génération
est intéressante, car contrairement aux CP inhibiteurs, la plage de concentrations utilisables est plus
large étant donné qu’il n’y a pas de compétition entre inhibition et activité chaperon.®® Néanmoins, les
CP qu’ils soient inhibiteurs ou non, ne peuvent restaurer 'activité biologique que des protéines dites
« chaperonnables ».3° Une protéine est dite « chaperonnable » si les mutations génétiques qui lui sont
associées n‘'empéchent pas la stabilisation et |la restauration de I'activité par un CP. Les mutations non-
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sens (mutation responsable du remplacement d’un codon codant pour un acide aminé par un codon
stop) conduisent principalement a des protéines tronquées dites « non chaperonnables ».3°

Jugés comme une voie thérapeutique prometteuse pour les MSL, la recherche et le
développement de nouveaux chaperons pharmacologiques s’accentuent. Plusieurs essais cliniques
sont actuellement en cours pour la MG, la maladie de Tay—Sachs (phase 1/2), et la maladie de Sandhoff
(phase 1/2), et ont conduit a la commercialisation d’une molécule, le GALAFOLD® (Migalastat),
développée par Amicus Therapeutics contre la maladie de Fabry.?>#° Les trois principaux avantages de
cette voie thérapeutique par rapport a la TRE proviennent de |'utilisation de petites molécules (1)
pouvant étre administrées par voie orale (et non en intraveineuse), (2) potentiellement capables de
traverser la BHE permettant ainsi de traiter les symptomes neurologiques et (3) le faible colt de
production comparé a 'enzyme recombinante. Ces avantages ont pu étre constatés avec le GALAFOLD®
pour la maladie de Fabry. Le médicament est administré par voie orale, son co(it de production est
faible et il permet de traiter les symptdmes neurologiques des patients.3® Cependant, comme
mentionné plus haut, le traitement ne fonctionne que sur des patients dont les protéines sont dites
« chaperonnables » soit environ 35-50% des cas pour la maladie de Fabry.*

1.2.1.2.3. THERAPIE COMBINEE : CHAPERON PHARMACOLOGIQUE ET ENZYME
RECOMBINANTE

Un autre type de thérapie pour ces chaperons pharmacologiques a été exploré ces derniéres
années : 'utilisation combinée d’un traitement par TRE avec un CP. Lobjectif final étant toujours de
diminuer la surcharge du lysosome en coadministrant I'enzyme recombinante avec un CP. Ce gain
d’activité s’explique par 'amélioration de la stabilité et des propriétés pharmacocinétiques de I'enzyme
recombinante liée au CP, en plus des propriétés pharmacologiques individuelles de I'enzyme
recombinante et du CP (Figure 7 ; voie 4).3*
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Figure 7 : Les mécanismes d’actions du chaperon pharmacologique et de I'enzyme recombinante

Ainsi, des essais in vitro réalisés sur une a-galactosidase recombinante humaine (rhGLA),
impliquée dans la maladie de Fabry, en présence d’isofagomine, un CP de cette protéine, ont montré
une augmentation significative de la stabilité de la rhGLA vis-a-vis de la chaleur, du pH, ou d’agents
dénaturants (Figure 8). De plus, la préincubation d’isofagomine avec la rhGLA, a permis de montrer que
I'isofagomine réduisait la dégradation intracellulaire de la protéine.*?

...o
...o
..o

TBAU U

3

isofagomine D-1-déoxynojirimycine D-N-butyl-1-déoxynojirimycine
Figure 8 : Structure chimique de I'isofagomine, de la D-DNJ et de la D-NB-DNJ

Des essais in vivo, sur des souris Knock-Out (KO) (souris génétiquement modifiées ol un ou
plusieurs génes ont été inactivés) atteints de la MP ont permis de montrer que I'administration
préalable d’un CP, la D-DNJ (D-1-déoxynojirimycine), augmente le temps de demi-vie de I'enzyme rhGAA
et entraine une augmentation significative de I'activité dans les tissus concernés par la maladie (Figure
8). Cette étude montre ainsi un effet synergique de I'utilisation combinée CP/enzyme recombinante sur
I'activité de rhGAA par rapport au traitement par enzyme recombinante seule.*® Avec un dérivé alkylé
de D-DNJ, le D-NB-DNJ (D-N-butyl-1-déoxynojirimycine), des essais sur 11 patients atteints de la MP ont
été réalisés et ont montré des taux d’AR de GAA 1.85 fois supérieures par rapport au traitement par
enzyme recombinante seul (Figure 8).** Pour I’heure, ce traitement n’est pas commercialisé.
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[.2.1.2.4. THERAPIE PAR REDUCTION DE SUBSTRAT

Apparu il y a une vingtaine d’année, la thérapie par réduction de substrat (TRS), contrairement
a la thérapie par CP, ne consiste pas a restaurer l'activité de I'enzyme déficiente pour diminuer
l'accumulation de métabolite, mais a inhiber une enzyme saine responsable de la biosynthése du
métabolite.* Théoriquement, les avantages des traitements développés avec cette stratégie
thérapeutique sont similaires aux traitements par CP puisqu’il consiste également a l'utilisation de
petites molécules. Le traitement par voie orale est possible, non-immunogéene, peut traverser la BHE,
et la production est moins couteuse que celui d’une enzyme recombinante.*

De plus, tout comme pour les CP, ce type de traitement peut étre envisagé en monothérapie
ou en complément d’un traitement par TRE pour obtenir des effets synergiques. Cela a notamment été
observé sur modéle murin de la MG. Lutilisation combinée d’'une enzyme recombinante avec
I’Eliglustat, un traitement par réduction de substrat commercial contre la MG (détaillé partie 1.2.3.2) a
permis d’observer une diminution plus importante de glucosylcéramide qu'avec I'enzyme
recombinante seule dans 'ensemble des organes viscéreaux.*®

Pour I'heure, deux traitements basés sur la TRS ont été approuvés pour les MSL, le Miglustat
pour la MG et la maladie de Niemann-Pick, et I’Eliglustat pour la MG.*3 Actuellement un autre composé,
le MZEOO1 (détaillé 1.2.2.2) est en cours d’essai clinique pour la MP.4748

|.2.2. MALADIE DE POMPE

[.2.2.1. GENERALITES

La maladie de Pompe (MP), ou glycogénose de type Il, est une MSL décrite pour la premiere
fois en 1932 par le Dr. Joannes Cassianus Pompe. Ce n’est qu’en 1963 que la cause de la pathologie,
une déficience en a-glucosidase acide (GAA), a été démontrée.* Cette maladie génétique autosomique
récessive est rare avec une prévalence allant de 1/146 000 a 1/40 000 en fonction de la forme de la
maladie, du type de population et des études.*®

La MP a pour origine une ou plusieurs mutations du géne GAA, situé sur le chromosome 17 en
position g25.2-g25.3. Plus de 450 mutations sur ce géne responsable de cette maladie sont
répertoriées.®? Ces mutations conduisent 3 une déficience de la GAA (EC. 3.2.1.20) (aussi appelée a-
1,4-glucosidase acide ou maltase acide), une enzyme lysosomale, qui catalyse I'hydrolyse des liaisons
o-1,4- et a-1,6-glucosidiques de glucanes complexes en unités glucoses (Schéma 1). La GAA appartient a
la famille GH31 et suit le mécanisme classique de double déplacement de Koshland avec rétention de
la configuration du carbone anomere. Elle est composée de 952 acides aminés avec 7 sites de
glycosylations (Gene ID : 2548) 524 Synthétisée sous forme d’un précurseur de 105 kDa, elle subit
plusieurs étapes de N-glycosylation afin d’obtenir un intermédiaire glycosylé de 110 kDa qui subira une
série de réactions protéolytiques conduisant a deux formes matures majoritaires de 70 et 76 kDa.>*%°
Les peptides ainsi libérés forment pour certains des complexes protéiques avec les formes matures de
I'enzyme.>® Ces étapes de protéolyses sont nécessaires a la pleine activité biologique de la GAA.
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Schéma 1 : Hydrolyse de liaison a-1,4 ou a-1,6-glucosidique par I'a-glucosidase acide (GAA)

Dans le cadre de la MP, I'absence ou la faible activité de la GAA entraine une accumulation de
glycogéne dans le lysosome, qui se retrouve alors en surcharge.

Les symptomes de la MP varient selon les différentes formes de la maladie, classées selon I'age
du patient a l'apparition des premiers symptémes. Pour la forme infantile (forme sévere), les
symptdémes apparaissent dés la premiére année de vie et sont généralement des atteintes cardiaques
(cardiomyopathie congénitale) et des faiblesses musculaires qui conduisent a un déces prématuré
avant 'dge de 18 mois.*® Pour la forme tardive juvénile et la forme adulte, les symptdmes sont une
cardiomyopathie, un retard des capacités motrices et des faiblesses musculaires conduisant a des
difficultés respiratoires et un décés prématuré.>® activité résiduelle (AR) de la GAA est directement
corrélée aux différentes formes de la maladie et a leur sévérité. En effet, les AR de la GAA sont
respectivement inférieures a 1%, 10% et 30% pour les formes infantiles, tardives juvéniles et
adultes.”%>?

Récemment, en raison de l'allongement de la durée de vie des patients avec les traitements
par enzyme recombinante, de nouveaux symptomes ont pu étre observés En effet, I'accumulation
progressive de glycogéne dans le cerveau, normalement absent dans les neurones, provoque des
|ésions du systéme nerveux et une grande variété de symptdmes (neuropathie, perte auditive
neurosensorielle, faiblesse bulbaire, ...).> % Méme si de nombreuses zones d’ombre subsistent, il ne
fait plus aucun doute que la MP a également des effets sur le systéme nerveux central.>%¢?

[.2.2.2.  TRAITEMENTS ACTUELS

Pour les patients atteints de la MP, aucun traitement curatif n'a été développé, les seuls
traitements mis sur le marché a I’heure actuelle sont des enzymes recombinantes. Deux spécialités
pharmaceutiques sont disponibles, le MYOZYME® (alpha alglucosidase), mis sur le marché en 2006, et
le NEXVIAZYME® (avalglucosidase alpha) récemment mis sur le marché en 2022, tous deux
commercialisés par SANOFI et constitués de l'enzyme recombinante rhGAA. Le NEXVIAZYME®
comporte 15 fois plus de M6P que le MYOZYME® afin d’améliorer la biodisponibilité du
médicament.5?®3 introduction du MYOZYME® en 2006 a permis I'amélioration de la qualité de vie des
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patients ainsi qu’un allongement de leur durée de vie, particulierement pour les patients atteints de la
forme infantile sévere grace a 'amélioration des fonctions cardiaques des les premiers mois de vie.
Cependant, pour ces mémes patients, de nombreux nouveaux symptomes ont été observés a plus long
terme : faiblesse musculaire, scoliose, difficulté respiratoire, troubles moteurs, perte auditive,
probléme de déglutition, entre autres.”®®* De plus, comme décrit plus haut, avec I'allongement de leur
durée de vie, I'apparition de déficiences neurocognitives et de |ésions du systeme nerveux central ont
été constatées chez les patients traités.>” Ces symptdmes neurologiques ne peuvent pas étre diminués
avec le MYOZYME® du fait de son incapacité a traverser la BHE. Une réaction immunitaire de
I'organisme a aussi été montrée par la présence d’anticorps IgG et IgE.

Un nouveau traitement, basé sur la thérapie par réduction de substrat, développé par MAZE
THERAPEUTICS est en cours d’essai clinique.”® La molécule appelé MZE0O1 est un inhibiteur de la
glycogéne synthase, une glycosyltransférase.*” Cette enzyme qui catalyse la production de glycogéne a
partir de glucose dans notre organisme, est une cible pour le développement de traitement par
réduction de substrat contre la MP.%> Les premiers résultats d’essai clinique de phase 1 du composé
MZEOQO01, ont montré des baisses du taux de glycogene sur les 112 participants sains. Des essais de
phase 2 devraient avoir lieu en 20244748

[.2.3. MALADIE DE GAUCHER

[.2.3.1. GENERALITES

La maladie de Gaucher (MG) est la MSL la plus commune, décrite pour la premiere fois en 1882
par le Dr. Philippe Charles Ernest Gaucher. La prévalence moyenne de cette maladie génétique
autosomique récessive rare est de 1/60 000 en fonction de la forme de la maladie, de la population et
des études, et peut atteindre 1/855 chez les Ashkénazes.®%¢7

La MG a pour origine une ou plusieurs mutations du géne GBA1, situé sur le chromosome 1 en
position g21. % Plus de 460 mutations sur ce géne pour cette maladie sont répertoriées. Néanmoins,
deux mutations principales, Asn409Ser et Leu483Pro sont retrouvées chez de nombreux patients avec
une occurrence d’environ 50-70% pour chacune de ces mutations.®®’° Ces mutations conduisent a une
déficience de la B-glucocérébrosidase (GCase). La GCase (EC. 3.2.1.45), est une enzyme principalement
située dans le lysosome au niveau de sa membrane. Elle catalyse I'hydrolyse des liaisons B-
glucosidiques de glucosylcéramide en B-glucose et céramide (Schéma 2). La GCase appartient a la famille
des enzymes GH30 et suit le mécanisme classique de double déplacement de Koshland avec rétention
de la configuration du carbone anomeére.”! Cette enzyme est composée de 497 acides aminés et
posseéde cing sites de glycosylation (Gene ID : 2629). Synthétisée sous forme d’un précurseur, elle subit
plusieurs étapes de N-glycosylation afin d’obtenir un intermédiaire glycosylé. Celui-ci est transporté
jusgu’au lysosome sous forme d’un complexe avec la protéine membranaire intégrale lysosomale de
type 2 (LIMP-2), puis clivé pour donner des formes matures comprises entre 55 et 69 kDa en fonction
du taux de glycosylation.%®7273
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Schéma 2 : Hydrolyse du glycosylcéramide par la f-glucocérébrosidase (GCase)

Tout comme pour la MP, I'absence ou la faible activité de GCase entraine une accumulation de
métabolites dans le lysosome, qui se retrouvent alors en surcharge.

Les symptomes de la maladie different en fonction du type de la maladie contractée. La forme
la plus souvent rencontrée est la MG de type 1 (94-99% des cas), une forme adulte caractérisée par
une grande différence dans l'intensité des symptomes, allant d’'une forme asymptomatique a des
atteintes d’organes séveres, en fonction de plusieurs parametres concernant le patient (age, taux de
surcharge, ...).6%7%74 Néanmoins, des symptdmes caractéristiques sont communément retrouvés tel
gu’une thrombopénie, une anémie, une hépatosplénomégalie et des troubles squelettiques, pouvant
causer un décés prématuré.’®’ Aucun symptdme neurologique, excepté des symptémes de type
parkinsonien, n’est constaté pour cette forme contrairement aux MG de type 2 et 3. La MG de type 2,
est la forme la plus rare (1-5% des cas) et la plus sévere. Les symptomes, tels que des troubles
systémiques, une hypertrophie du foie et de la rate, et des troubles neurologiques séveres, se
manifestent des les premiers mois de vie, entrainant une mort prématurée durant les 2 premiéres
années de vie.*®’®> La MG de type 3 est également une forme infantile rare (1-5% des cas), qui se
manifeste par des symptomes neurologiques moins intenses que pour la MG de type 2 comme une
ophtalmoplégie supranucléaire horizontale, une épilepsie myoclonique ou encore une ataxie
cérébelleuse. Des troubles squelettiques sont également retrouvés chez les personnes atteintes de MG
de type 3.%575

[.2.3.2.  TRAITEMENTS ACTUELS

Tout comme pour la MP, aucun traitement curatif pour la MG n’a été développé pour le
moment. De plus, les traitements disponibles pour la MG ne permettent pas de soigner les symptoémes
neurologiques. Il n’existe donc aucun traitement pour soigner la MG de type 2 ni les symptémes
neurologiques de la MG de type 3.7>7® Cependant pour la MG de type 1, deux types de traitements
basés sur des modeles thérapeutiques différents sont disponibles sur le marché.

Le Zavesca® (miglustat) et le Cerdelga® (éliglustat), sont basés sur la thérapie par réduction de
substrat visant la glucosylcéramide synthase (GCS) qui catalyse la synthése du glucosylcéramide a partir
d’uridine diphosphate-glucose (UDP-Glucose) et de céramide (Schéma 3).777®
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Schéma 3 : Synthese de glucosylcéramide par la glucosylcéramide synthase (GCS)

Les avantages de ces deux molécules par rapport aux traitements par TRE sont leur
administration par voie orale et leur faible colt. Cependant, I'éliglustat a des effets secondaires
comparables a un traitement par TRE comme 'imiglucérase.” En revanche, le miglustat, un iminosucre,
provoque quant a lui douleurs abdominales, diarrhée, tremblement ou encore perte de poids.”” Ces
effets sont dus a son manque de sélectivité envers les a-glucosidases intestinales.?® De plus, ces deux
spécialités pharmaceutiques sont seulement prescrites pour la MG de type 1 car elles n‘ont aucun effet
sur les symptomes neurologiques, bien que le miglustat puisse traverser la barriere hémato-
encéphalique.’82

Les autres traitements disponibles, basés sur la TRE, sont le CEREZYME® (imiglucérase)
commercialisé par SANOFI, le VPRIV® (velaglucerase alpha) commercialisé par SHIRE PLC et le ELELYSO®
(taliglucérase alpha) commercialisé par PROTALIX et PFIZER. Parmi eux, seul le CEREZYME® et le VPRIV®
sont commercialisés en France. Ces trois spécialités pharmaceutiques, bien qu’ayant un mode de
production différent, sont toutes constituées de I'enzyme recombinante rhGcase et montrent des
activités cliniques similaires. Cependant, seul le CEREZYME® est autorisé a la fois pour la MG de type 1
et 3, les autres protéines étant seulement autorisées pour la MG de type 1. Tout comme pour le
MYOZYME® dans le traitement de la MP, I'introduction du traitement par TRE a permis I'amélioration
de la qualité de vie des patients ainsi qu’un allongement de leur durée de vie grace notamment a une
régression de l'infiltration osseuse, une amélioration de la thrombocytopénie et de I'ostéopénie, une
diminution de douleur osseuse, etc.””8# Comme pour quasiment tous les traitements issus de la TRE,
la présence d’anticorps 1gG a été démontrée et d’'autres effets secondaires sont apparus comme de la
fievre, la diarrhée ou une hypotension.””

[.2.4. TRAITEMENT PAR CHAPERON PHARMACOLOGIQUE POUR LA MIP ET LA MG

Ces différents constats nous ameénent a la conclusion qu’il est nécessaire de développer de
nouveaux traitements pour la MP et la MG, autres que les enzymes recombinantes. La thérapie par CP
semble donc étre prometteuse pour soigner ce type de maladies au vu des avantages qu’elle propose.
De nombreuses revues démontrant I'intérét de développer des CP de la GAA et de la GCase comme
traitement pour la MP et la MG ont été publiées.3637858 En effet, la thérapie par CP permet
d’envisager un traitement oral, potentiellement efficace pour les troubles neurologiques, et a faible
co(it. De plus, les CP peuvent étre pris en association avec un traitement par enzyme recombinante afin
d’avoir un effet synergique. On peut distinguer deux catégories de CP : les CP de 1°° génération,
généralement inhibiteurs compétitifs, et les CP de 2" génération, non-inhibiteurs.
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[.2.4.1. CHAPERON PHARMACOLOGIQUE DE LA GAA

Dans cette partie ne seront décrits que les CP de la GAA testés sur enzymes mutées ou cellules
de patients. A la différence de la MG, peu de CP ont été mis en évidence pour la MP. Ceci est
probablement d{ a la prévalence plus faible de la MP par rapport a la MG. Les seules familles de
composés ayant montré une activité comme CP sont des sucres, 'ambroxol et ses dérivés, les
iminosucres et certains acides aminés.

Concernant la famille des sucres (Figure 9), des travaux menés par Kakavanos et al. ont montré
que le D-glucose et le D-galactose, a concentration élevée (6,0 g.L?), permettent 'augmentation de la
production de la GAA a l'intérieur de la cellule. Une conservation de son activité pendant plus de 4
jours, révélant ainsi un effet stabilisateur, est également observée.®® De plus, a cette méme
concentration, sur des cellules de patients atteints de la MP, 'augmentation de I’AR de la GAA par le D-
glucose a été montrée.? Dans une autre étude, Okumiya et al. ont évalué I'impact de I'acarbose et du
voglibose, tous deux inhibiteurs avec des I1Cso respectifs de 59 et 3,4 uM, sur l'activité de la GAA. Il a été
démontré que I'acarbose (50 uM) multiplie par 1,4 et 1,9 I'AR de la GAA sur deux lignées cellulaires de
patients atteints de la MP, contrairement au voglibose qui n’a montré aucune activité chaperon.®

OH o
o._..OH HO __~
HO\)\;I
HO ‘OH
H z
D-Glucose D-Galactose

Figure 9 : Structure chimique des ligands de la GAA de type glucide

La famille des iminosucres (Figure 10) est la plus étudiée et compte plusieurs CP de la GAA. La
plupart des iminosucres sont des inhibiteurs compétitifs des glycosidases.3”°! Leur manque de
sélectivité envers les glycosidases et leur capacité inhibitrice sont les principaux obstacles pour le
développement de ces molécules en tant que CP. Parmi eux, la D-DNJ et ses dérivés alkylés sont les plus
étudiés pour leur activité inhibitrice envers la GAA. Plusieurs présentent des activités inhibitrices de la
GAA de l'ordre du uM, comme le miglitol, la D-NB-DNJ, ou encore la D-N-nonyl-déoxynojirimycine (D-
NN-DNJ). Cependant, ce n’est qu’en 2006 qu’Asano et al. ont démontré leur activité de CP vis-a-vis de
la GAA. En étudiant de nouveaux CP de la GCase pour la MG, I'équipe d’Asano a montré l'activité
chaperon de dérivés D-DNJ C-alkylés, vis-a-vis de la GAA, sur des fibroblastes de patients atteints de la
MG.%2 Aprés ces premiers résultats encourageants, plusieurs études ont rapporté des composés dérivés
de la D-DNJ comme CP sur des cellules de patients atteints de la MP (Tableau 1).389%9394 Parenti et al. ont
montré que la D-DNJ (20 uM) et la D-NB-DNJ (20 uM) augmentent I'activité de GAA d’un facteur allant
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respectivement de 1,3 a 7,5 et de 1,8 a 5,6, sur quatre des huit lignées cellulaires de patients atteints
de la MP, aprés 9 jours de traitement. |l est a noter que trois lignées sur quatre étaient porteuses de la
mutation L552P.%

HO
“"OH
D-NM-DNJ R = CH, D-CO-DNJ R = CgH,; Miglitol
D-NB-DNJ R=C4Hy  p.CN-DNJ R =CgyH4g
D-NO-DNJ R = CgH,;
D-NN-DNJ R = CQH19
D-ND-DNJ R = C;,Hys
NOD-DNJ
Figure 10 : Structure chimique des chaperons de la GAA de type iminosucre
Composé Facteur d’augmentation  Lignée cellulaire Référence
(fibroblaste)
1,3-7,5a 20 uM L552P %3
2,5a20 uM G549R 3
D-DNJ 52100 uM Y455F %
7 a 100 uMm P545L %
9,5a50uM M519V S
D-NB-DNJ 1,3a20uM L552P 38
1,8-5,6 a 20 uM L552P 3
3a20uM G549R 3
14310 uM Y455F =
D-NOD-DNJ 7,910 uM P545L =

Tableau 1 : Facteurs d‘augmentation de I'activité de la GAA sur lignées cellulaires atteints de la maladie de Pompe
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Pour 'ambroxol et ses dérivés 2 a 4 (Figure 11), une étude et un brevet de Lukas et al. ont montré
que l'utilisation seule d'ambroxol 1 naméliore pas l'activité des formes mutantes de la GAA testées. En
revanche, |'utilisation combinée de I'ambroxol avec la D-DNJ (40 et 20 uM respectivement) augmente
significativement I'activité des mutants de 1,6 a 5,5 fois, par rapport a la D-DNJ seule (20 uM).%>%

\OH e
NH, . NH, ' \”/
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Figure 11 : Structure chimique de I'ambroxol (1) et ses dérivés

Une autre étape importante a été franchie par Parenti et al. qui ont démontré que I'utilisation
combinée de CP et de la TRE provoque un effet synergique sur I'augmentation de I'AR de la GAA, sur
des fibroblastes de patients atteints de la MP et des souris KO, par rapport a l'utilisation de la TRE
seule.?® En effet, les CP permettent une augmentation de la stabilisation de I'enzyme recombinante et
de sa pénétration cellulaire. L'utilisation combinée de D-NB-DNJ (20 uM) avec la TRE a permis une
amélioration de 'activité de GAA de 1,3 & 2,2 fois par rapport a la TRE seule.®

De plus, Parenti et al ont démontré pour la premiére fois I'efficacité de la L-NB-DNJ comme CP
pour la MP.3 || s’agit du premier iminosucre de stéréochimie L, non inhibiteur, ayant une activité comme
CP de la GAA. Dans cette étude, la L-NB-DNJ (20 uM) a montré une efficacité similaire a son
énantiomére de configuration D comme CP en monothérapie ou en présence d’enzymes
recombinantes. Ce CP, non inhibiteur, ouvre la voie a I'utilisation d’iminosucres non-inhibiteurs, de
configuration L.

Des iminosucres de la famille des pyrrolidines, ont également montré des effets CP envers la
GAA dans le cadre d’une thérapie combinée CP/TRE. Kato et al. ont tout d’abord observé in vitro des
activités stabilisatrices contre la dénaturation thermique de la rhGAA pour toute une série de 1,4-
dideoxy-1,4-imino-L-arabinitol (LAB) modifiés, initialement connus comme inhibiteurs de I'a-
glucosidase du RE (Figure 12).%7
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Figure 12 : Structure chimique du LAB, du DAB et de leurs dérivés

Cette étude montre également que ces composés ont une sélectivité vis-a-vis de l'activité
inhibitrice envers la GAA comparé a l'a-glucosidase du RE. Cependant, I'activité chaperon de ces
composés n‘a pas été évaluée sur des cellules de patients atteints de la MP. Plus récemment, Huang-Yi
et al. ont évalué I'activité chaperon du LAB et d’un de ces dérivés, le composé 5, co-incubé avec la
rhGAA sur une lignée cellulaire de patients atteints de la MP. Le LAB augmente I'AR de la GAA d’un
facteur 4,5 a 50 nM aprés 24h par rapport aux cellules traitées avec 'enzyme recombinante seule, et
son dérivé 5 d’un facteur 2 a 500 nM.*® Cependant, aucune activité chaperon du LAB ou d’un de ces
dérivés dans le cadre d’un traitement en monothérapie n'a été évaluée a ce jour. Ces résultats
encourageants avec cette nouvelle famille de composés ouvrent la voie a de nouveaux CP plus sélectifs
envers la GAA. Tres récemment, Kato et al. ont développé un dérivé du DAB N-alkylé, le composé 6 et
ont évalué son activité comme CP, ainsi que la D-DNJ, le DAB et N-Bu-DAB sur des fibroblastes de
patients atteint de la MP mutées M519V (Figure 12).%* Le composé 6, contrairement aux deux composés
de références DAB et son dérivé NBu-DAB, a montré un effet chaperon comparable a celui de la D-DNJ
aux deux concentrations testées (10 et 50 M) avec un facteur d‘augmentation allant jusqu’a 8,5.

Enfin quatre acides aminés non inhibiteurs, ont montré une activité stabilisatrice sur la rhGAA :
la N-acétyl-L-cystéine (NAC), la N-acétylglycine (NAG), la N-acétyl-L-sérine (NAS) et la L-
carnitine (Figure 13).9%9%19 parmi eux, la NAC, un ligand allostérique, a montré une augmentation de ’'AR
de GAA mutées dans des cellules COS7 (mutations : L552P, A445P et YA55F). De plus, dans les
fibroblastes de patients atteints de la MP, la co-incubation de la NAC avec la rhGAA a entrainé une
augmentation de l'activité de la GAA allant de 3,7 a 8,7 fois par rapport a I'administration d’enzyme
recombinante seule. Par la suite, des essais in vivo sur souris KO ont montré, dans tous les tissus des
sujets traités avec NAC et TRE, une augmentation de l'activité de la GAA par rapport aux souris traitées

avec 'enzyme recombinante seule,%%°
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Figure 13 : Structure chimique du NAC, NAG, NAS et de la L-carnitine

Une étude cristallographique menée en 2017 par le Dr. Sulzenbacher a mis en évidence les sites
de liaison allostériques de la NAC.}* Cette étude est la premiére rapportant la structure
cristallographique de I'enzyme recombinante humaine GAA (rhGAA) (code PDB : 5NN3, 5NN4, 5NN5,
5NN6, 5NN8).2 La rhGAA a subi une protéolyse en présence d’a-chymotrypsine, afin d’obtenir un cristal
d’une résolution de 1,9 A (Figure 14).1

Figure 14 : Structure cristallographique de la GAA (code PDB : 5NN3) 14

A partir de ces structures, il a été démontré la présence de deux sites allostériques a la surface
de la protéine ot deux molécules de NAC ont été observées (Figure 15). Un site, situé a 30 A du site actif
et un second a 25 A. Il semblerait que la présence de la fonction thiol n’intervienne pas pour la fixation
de la NAC a ces sites allostériques (Figure 15).
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Figure 15 : Structure cristallographique de la GAA co-cristallisé avec la NAC 14

Récemment, lacono et al. ont montré que la L et la D-carnitine ainsi que l'acétyl-D-carnitine
sont des ligands allostériques de la GAA (Figure 13). La L-carnitine (2 mM) augmente trois fois I’AR de la
GAA, mutée L552P, issue de fibroblastes de patients atteints de la MP. De plus, sur trois lignées de
fibroblastes de patients atteints de la MP, la co-incubation de la L-carnitine (1 a 20 mM) avec la rhGAA
a montré une augmentation de l'activité de la GAA sur toutes les lignées cellulaires avec un effet dose-
dépendant.' Ces études in vitro et in vivo ont mis en lumiére que l'utilisation d'acides aminés, acétylés
ou non, dont la NAC et la L-carnitine, en monothérapie ou en thérapie combinée augmente I’AR de la
GAA. Cette nouvelle famille de CP semble prometteuse pour le traitement de la MP. Cependant il est a
noter que les concentrations utilisées de CP dans le cadre de ces études sont élevées (de l'ordre du
mM), par rapport notamment aux concentrations utilisées avec les CP de type iminosucre (de I'ordre
du puMm).

|.2.4.2. CHAPERON PHARMACOLOGIQUE DE LA GCASE

Beaucoup d’études concernant les CP de la GCase ont été publiées. Parmi les nombreux CP de
1% génération (inhibiteurs) de la GCase décrits dans la littérature, on retrouve des iminosucres,®*1°%-
106 ambroxol et ses analogues,?”1% des lactames,’®® des quinazolines,'%!!! des aminocyclitols. 87112113
La plupart de ces composés souffrent d’'un manque de sélectivité vis-a-vis d’autres glucosidases comme
la GAA. Cependant, quelques-uns de ces composés ont montré des activités chaperons remarquables
sur cellules de patients (Figure 16). Des dérivés pipéridines, comme le composé 7 synthétisé au sein de
notre laboratoire, ont montré une activité chaperon sur des fibroblastes de patients porteurs de la
mutation N370S & des concentrations de l'ordre du nanomolaire, avec des gains d’AR d’un facteur 3.1
Les dérivés de I'isofagomine 8 et 9 ont tous deux multiplié I'AR de la GCase par 5 sur des fibroblastes
porteurs de la mutation G202R a des concentrations respectives de 50 pM et 75 pM.2% Le lactame 10
a montré une activité chaperon sur des fibroblastes mutés N370S, avec une augmentation de I'AR de
6,2 a 50 uM.1® Le composé 11, une quinazoline, a permis une augmentation de I’AR de 2,5 3 12,5 uM
sur des fibroblastes mutés N370S.1%°
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Figure 16 : Structure chimique des différents chaperons pharmacologiques de la GCase

Plus récemment, d’autres iminosucres de type pyrrolidines, qui sont aussi des CP de 1°®
génération, ont montré des activités chaperon intéressantes sur la GCase.!*>!® En 2016, Kato et al. ont
synthétisé des dérivés LAB et DAB C-alkylés, et ont évalué leur activité inhibitrice et chaperon sur la
GCase (Figure 17). Seuls les composés dérivés DAB alkylés avec au moins une chaine de 5 carbones ont
montré une activité inhibitrice, avec un maximum d’inhibition pour le composé 12 possédant une
chaine alkyle de 13 carbones (ICso = 0,77 uUM) (Figure 17). Lactivité CP de ce composé a été évaluée sur
des fibroblastes portant la mutation N370S, et une activité chaperon similaire a I'isofagomine a été
observée a une concentration 5 fois inférieure a celle-ci (multiplication de I’AR par 1,5 a 1 pM).11¢

QX '''' Z_)\/ hX) Z—)\/
HLAB DAB 12

x1,5@ 1 pM (N370S)

Figure 17 : Structure chimique du DAB, LAB et un analogue de DAB

Des études antérieures menées au sein méme de notre laboratoire sur des analogues C1-
alkylés de DAB et LAB ont montré pour ces composés des activités inhibitrices et chaperon vis-a-vis de
la GCase. Les composés AR88 et enant-AR88 sont inhibiteurs de la GCase avec des modes d’inhibition
différents (Figure 18). Le composé AR88 est un inhibiteur non-compétitif avec une ICso de 780 nM alors
que son énantiomére est un inhibiteur compétitif avec une 1Cso de 59,6 uM.*® Leurs activités comme
CP de la GCase sont comparables, avec une augmentation de I’AR d’un facteur 2, sur deux lignées
cellulaires de patients avec la mutation N370S & des concentrations de 3 et 30 um respectivement.?®
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Figure 18 : Structure chimique de I'AR88 et enant-AR88

D’autres composés non-inhibiteurs c’est-a-dire des CP de 2" génération, ont également été
répertoriés ces dernieres années (Figure 19).

ML266 ML198
B
\?\( g
(f @A
"O /\[ : ::
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Figure 19 : Structure chimique de chaperon pharmacologique de 2" génération pour la GCase

Certains de ces composés, comme les composés ML266, ML198 et S-181, en plus d’avoir
montré une activité chaperon sur des fibroblastes de patients mutés N370S et L444P, ont montré une
certaine sélectivité vis-a-vis de la GCase par rapport a d’autres glucosidases comme la GAA ou l'a-
galactosidase.'?'8 Dans une autre étude, des tests in vitro et in vivo plus approfondis ont été réalisés
avec le composé ML198, montrant que ce composé posséde une bonne stabilité, une absorption orale

et aussi une capacité a traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE).!*®

Un autre composé, le LT-291, actuellement en phase clinique!?®, a montré une capacité a
traverser la BHE et a s’accumuler dans le cerveau des patients a une dose de 1 uM (1% de la dose
administrée), une dose suffisante pour doubler I’AR de la GCase.3®

Ces quelques CP de 2" génération prometteurs ouvrent la voie au développement de nouveaux
CP contre la MG. Cependant, pour ce type de chaperons, des études mécanistiques et
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cristallographiques sont nécessaires afin d’identifier les sites de liaisons allostériques de la GCase
susceptibles d’étre impliqués et de mieux comprendre leur mécanisme d’action

Récemment, une autre catégorie de CP, les composés multivalents, a été développée contre la
MG. Plusieurs composés multivalents ont été synthétisés. Leur activité comme CP a été évaluée et sera
abordée dans le chapitre suivant.

|.3.GLYCOSIDASES INTESTINALES D' INTERET THERAPEUTIQUE : DIABETE DE
TYPE 2

Les glycosidases intestinale sont des cibles d’intéréts thérapeutiques contre le diabéte de type
2 (DT2). Aprés avoir présenté le DT2, nous nous intéresserons a deux types d’hypoglycémiants : les
inhibiteurs de maltase-glucoamylase (MGAM) dont trois sont des traitements commerciaux, et les
inhibiteurs d’a-amylases pancréatiques et salivaires qui sont prometteurs pour le développement de
nouveaux hypoglycémiants.

|.3.1. GENERALITES SUR LE DIABETE DE TYPE 2

D’apres I'OMS, en 2014, 422 millions de personnes dans le monde souffrent de diabete, et
environ 2 millions de personnes seraient décédées des suites de cette maladie en 2019. Ces chiffres
élevés s’expliquent par I'augmentation de la prévalence dans le monde ces derniéres décennies,
particulierement dans les pays aux revenus faibles ou intermédiaires (Figure 20). En effet, d’apres une
étude épidémiologique publiée en 2004, la prévalence du diabéte, en 2000, était estimée a 2,8% de la
population soit 171 millions d’individus et devait atteindre 4,4% en 2030 soit 366 millions d’individus.*?*
Or ces prévisions ont déja été largement dépassées en 2014 avec une prévalence estimée a 8,5%. En
France aussi cette prévalence ne cesse d’augmenter depuis 2010, atteignant 5,3% de la population
frangaise en 2020, avec une disparité entre les hommes (6,1%) et les femmes (4,6%).
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Figure 20 : Les chiffres clés des personnes atteintes de DT2 dans le monde (OMS)

Le diabéte, ou syndrome polyuro-polydipsique, se divise en deux grandes familles. Le plus
fréquent, le diabete sucré, appelé également diabéte mellitus, se différencie du diabete insipide (dont
nous ne parlerons pas ici) par la présence de glucose dans les urines et donc d’une hyperglycémie
chronique. Cette hyperglycémie chronique conduit a une variété de symptémes comme une polyurie,
une polydipsie, une insuffisance rénale, une perte de poids, une polyphagie, une vision floue, une
altération de la croissance, une susceptibilité accrue a certaines infections, des troubles intestinaux,
une mort prématurée.'?2123 De plus, il a récemment été démontré que I'élévation du taux de glucose
dans le sang est responsable de lésions vasculaires provoquant des maladies coronariennes, des
infarctus du myocarde et des apoplexies cérébrales.’?*'% Le diabéte sucré se divise en différents types
dont trois principaux :

- Le diabéte de type 1 (DT1) marqué par I'absence d’une hormone, appelée insuline, due a
la disparition des cellules béta des flots de Langerhans du pancréas qui la sécréetent.
Linsuline est une hormone qui régule la glycémie, jouant un réle essentiel dans le
métabolisme du glucose en favorisant I'absorption du glucose dans le sang par les cellules
adipeuses, le foie et les muscles.

- Le diabeéte de type 2 (DT2) représentant 90% des malades, s’identifie par la résistance a
I'action d’insuline, des organes cibles comme les tissus adipeux, les muscles et le foie, et a
des défauts de sécrétion d’insuline.

- Le diabéte gestationnel qui, comme son nom l'indique apparait chez la femme lors de la
grossesse, est caractérisé par une intolérance au glucose due a la fabrication, lors de la
grossesse, d’hormones placentaires.

A ce jour, les causes exactes de I'apparition du DT2 sont encore non élucidées. Cependant, des
facteurs de risques comportementaux (obésité, sédentarité, tabagisme, alimentation peu équilibrée,
...), métaboliques (hormones, syndrome métabolique, ...) et génétiques ont été démontrés.'?® Dans le
cas du DT2, le pancréas sécréte une dose d’insuline suffisante afin de réguler la glycémie, mais au fil de
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I’évolution de la maladie, une insulinopénie progressive s’installe.'?”:128 De plus, une insulinorésistance
due a des antagonistes de I'insuline ou une réponse altérée de I'action de I'insuline dans les tissus cibles
se produit.1?812° En effet, afin d’initier le métabolisme du glucose, I'insuline se lie a des récepteurs
membranaires a activité tyrosine-kinase présents a la surface cellulaire de toutes les cellules mais
exprimés surtout dans les trois tissus cible que sont les tissus adipeux, les muscles, le foie.’?®13° Des
défauts liés a ces récepteurs contribuent donc a la résistance a I'insuline chez les patients atteints de
DT2.1% C’est I'addition de ces deux anomalies physiologiques (insulinopénie et insulinorésistance) qui
est responsable du développement du DT2 et qui complexifie son traitement. Les traitements utilisés
a I’heure actuelle visent donc soit a limiter I'hyperglycémie par des hypoglycémiants, soit a diminuer
I'insulino-résistance ou intensifier la production d’insuline.3?

|.3.2. TRAITEMENTS DU DIABETE DE TYPE 2

Généralement, un médicament hypoglycémiant pour contréler la glycémie suffit comme
traitement médicamenteux pour le DT2. Cependant, en fonction de I'avancement de la maladie, un
second médicament avec un mécanisme d’action différent est souvent nécessaire.’*® Ces traitements
ne peuvent étre utilisés que si la quantité de cellules béta-pancréatiques est suffisante.’*® Selon les
recommandations de la Haute Autorité de Santé, le GLUCOPHAGE® (metformine hydrochlorée) ayant
a la fois un effet hypoglycémiant et diminuant la résistance des tissus cibles a I'insuline est utilisé en
premiére intention pour traiter le DT2 (Figure 21). D’autres traitements sont couramment utilisés en bi
ou trithérapie comme le FORXIGA® (dapagliflozin), un inhibiteur de SGLT2 (sodium-glucose
cotransporteur 2), un transporteur responsable de la réabsorption du glucose dans la circulation
sanguine, des sulfamides comme le DIAMICRON® (gliclazide) qui stimulent la sécrétion d’insuline, ou
encore des inhibiteurs de MGAM comme le GLUCOR® (acarbose) ou le DIASTABOL® (miglitol) (Figure 22).
Nous nous intéresserons par la suite aux inhibiteurs de la MGAM. Puis nous aborderons les inhibiteurs
d’a-amylase, qui est une cible intéressante dans le traitement du DT2.
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Figure 21 : Structure chimique de différents traitements contre le DT2
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[.3.2.1. INHIBITEURS DE LA MGAM

La MGAM est une a-glucosidase (EC.3.2.1.20) (GH31), localisée au niveau de l'intestin. Les
inhibiteurs de la MGAM, plus connus sous le nom d’inhibiteur de I'a-glucosidase (IAG), permettent de
limiter I’hyperglycémie postprandiale (2h apres le repas), ce qui est essentiel dans le contrdle de la
maladie. De plus, cette hyperglycémie est associée a des complications cardiovasculaires.’**** Inhiber
la MGAM, située au niveau de la surface externe des cellules épithéliales de I'intestin gréle, permet de
diminuer le taux d’absorption du glycogéne dans le sang en ralentissant ou interrompant la digestion
de di/oligo/polysaccharides, notamment I'amidon, qui sont sources de glucose.'%®

Al’heure actuelle, trois IAG sont disponibles sur le marché : le GLUCOR® (acarbose), le VOGLIB®
(voglibose) et le DIASTABOL® (miglitol) (Figure 22) avec des ICso respectifs pour la MGAM de 15,2, 1,3 et
3,7 uM évalués par Morikawa et al.*>’

OH

acarbose voglibose miglitol

ICso = 15,2 uM ICso = 1,3 uM ICs0 = 3,3 uM

Figure 22 : Structure chimique et valeurs d’ICsp sur la MGAM des trois IAG commerciaux

L'acarbose, premier IAG développé et commercialisé dans les années 1990, est aujourd’hui
encore I'lAG le plus couramment utilisé. Ce pseudotétrasaccharide d’origine microbienne diminue
I’hyperglycémie postprandiale et améliore la sensibilité a I'insuline.’®!3 || est constitué d’une unité
acarviosine liée a une unité maltose. L'unité acarviosine (en bleue) posséde une liaison C-N responsable
de I'affinité de la molécule pour I'a-glucosidase et de I'inhibition de I'activité catalytique hydrolytique
de I'enzyme.’®¢ || a la particularité d’étre faiblement absorbé au niveau du tractus gastro-intestinal (1-
2%), ce qui lui permet de se déployer dans tout I'intestin gréle et de retarder I'absorption des sucres

dans cette zone de I'organisme régulant ainsi la glycémie.'*

Le voglibose est un dérivé N-substitué de valiolamine, commercialisé comme traitement pour
le DT2 depuis 1994. Il possede une forte affinité pour I'a-glucosidase qui est 10 a 20 fois plus forte que
I'acarbose.'® Tout comme l'acarbose, le voglibose est faiblement absorbé (<6%) au niveau du tractus
gastro-intestinal.
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Le miglitol, un iminosucre, est le dernier composé commercialisé, en 1996, comme traitement
pour le DT2. Ce composé a une forte affinité pour I'a-glucosidase, qui est 10 a 20 fois plus forte que le
GLUCORS®, lui permettant d’étre plus efficace que celui-ci pour la méme dose administrée.*!
Contrairement a 'acarbose et au voglibose, le miglitol est fortement absorbé au niveau du tractus
gastro-intestinal avec des taux d’absorption dose dépendant, allant de 70 a 100%, ce qui lui permet
d’avoir un effet systémique contrairement a I'acarbose ou au voglibose. Le mécanisme d’absorption
du miglitol est similaire a celui du glucose.#142

Une étude clinique comparative menée par Sugihara et al. entre ces trois IAG commerciaux,
sur 81 japonais atteints de DT2, a été réalisée. Le miglitol a montré des effets thérapeutiques sur
I’hyperglycémie postprandiale des patients, plus importants que les groupes de patients traités a
I'acarbose ou au voglibose. Il semblerait donc que cette forte absorption du miglitol au début de
I'intestin gréle ait un effet bénéfique sur le traitement de la maladie.'® De plus, pour les patients de
ce groupe, une perte de poids significative a été constatée apres 12 semaines de traitement, ce qui
permet de diminuer les risques de problémes cardiovasculaires souvent rencontrés chez les patients
atteints de DT2.1%

Ces trois spécialités pharmaceutiques ne sont cependant pas dépourvues d’effets secondaires,
comme des crampes, des flatulences, des distensions abdominales, diarrhées, ... retrouvés chez un
nombre variable de patients.'3%'%° Ces symptdmes s’atténuent avec le temps et si un dosage progressif
du traitement est prescrit.1#

1.3.2.2. INHIBITEURS D’ 0t-AMYLASE

Contrairement a la MGAM qui catalyse essentiellement I’hydrolyse de disaccharides, les a-
amylases salivaire et pancréatique (EC.3.2.1.1) hydrolysent des liaisons glycosidiques a-(1,4) des sucres
plus complexes comme I'amidon.* ’a-amylase salivaire, principale enzyme digestive buccale, et I'a-
amylase pancréatique qui agit au niveau du tractus gastro-intestinal sont sécrétées respectivement par
les glandes salivaires et le pancréas. Toutes deux sont des cibles prometteuses pour controler
I’hyperglycémie postprandiale.** En effet, inhiber ces a-amylases permet de limiter 'absorption de
glucose au niveau de l'intestin (Figure 23).
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Figure 23 : lllustration simplifiée de I'absorption du sucre dans le systeme sanguin

De nombreux inhibiteurs des a-amylases sont répertoriés dans la littérature comme des
flavonoides, des dérivés oxadiazoles comme le composé 13, des dérivés pyrroles et pyrrolidines, des
arylimines et arylamines, des benzotriazoles, des dérivé indoles, des benzofuranes, des dérivés de
salacinol comme le composé 14, ... (Figure 24). %°
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Figure 24 : Structure chimique de différents inhibiteurs d’a-amylases

Cependant, parmi les traitements hypoglycémiants sur le marché pour le traitement du DT2,
seul l'acarbose induit une inhibition de l'activité de I'a-amylase. Cela est principalement d0 a la
structure de I'enzyme, qui présente de nombreux sous-sites de liaisons, permettant I'hydrolyse de
polysaccharides complexes.'#®'%” En effet, une unité sucre posséde une faible affinité avec 'enzyme
contrairement aux polysaccharides dont I'affinité augmente au fur et a mesure que ces unités se lient
avec les différents sous-sites enzymatiques. Lacarbose, étant un pseudo tétra-saccharide (Figure 22), est
donc un ligand plus afin de cette enzyme. La fixation de I'unité insaturée au site actif permet l'inhibition,
tandis que les interactions de ses autres unités sucres avec les sous-sites de liaisons de I'enzyme
permettent d’augmenter I'affinité de la molécule.*®

A partir de ces connaissances, Kato et al. ont développé des inhibiteurs bivalents (D-glucose/D-
DNJ) de I’ a-amylase pancréatique. Les composés synthétisés ont, certes, montré de faibles capacités
inhibitrices, néanmoins I'augmentation de la taille de I'espaceur entre les différentes unités a permis
une amélioration de l'inhibition. Le composé 15, le plus inhibiteur, inhibe environ 90% de I'activité
enzymatique a 3 mM mais reste 150 fois moins puissant que I'acarbose ( 90% d’inhibition a 20 uM)
(Figure 24).14¢

|.4. CONCLUSION

Pour conclure, I'administration d’enzymes recombinantes, rhGAA et rhGCase, permet certes
d’améliorer la qualité de vie de certains patients, mais non sans contraintes. En effet, leur faible
disponibilité, leur immunogénicité, leur absence d’efficacité sur certaines formes de la maladie,
notamment les formes neurologiques, leur co(t élevé, et les effets secondaires qu’elles engendrent
sont autant de désavantages liés a ce type de traitements. Il est donc nécessaire de développer de
nouveaux traitements contre la MP et la MG.

L'émergence de la thérapie par chaperon avec I'utilisation de CP semble étre une voie prometteuse
pour le traitement de ces maladies.
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Pour la MP, deux familles de molécules ont montré des activités en tant que CP qui pourraient étre
optimisées. Des CP inhibiteurs comme des iminosucres avec notamment des dérivés D-DNJ ou des
dérivés pyrrolidines, mais aussi des CP non-inhibiteurs comme des dérivés L-DNJ et deux acides aminés
la L-carnitine et la NAC. Pour ce dernier composé, un probleme supplémentaire est rencontré : les
concentrations élevées utilisées pour observer un effet pharmacologique.

Pour la MG, de nombreux CP inhibiteurs (iminosucres, lactames, quinazolines, ...), et quelques
composés non-inhibiteurs sont décrits dans la littérature avec des effets chaperons remarquables.
Parmi eux, des dérivés Cl-alkylés du LAB et du DAB synthétisés au sein de notre laboratoire ont montré
des résultats préliminaires intéressants comme CP de la GCase.

Pour ce qui est du DT2, 'utilisation d’hypoglycémiants inhibiteurs de la MGAM a déja montré
son efficacité et trois composés sont déja commercialisés. Cependant, aucun nouveau médicament
avec ce mécanisme d’action n’a été développé ces 30 derniéres années malgré leur activité
hypoglycémiante avérée sur la glycémie postprandiale, essentielle dans le contréle de la glycémie. De
plus, ce type de pathologie nécessite généralement I'utilisation combinée de plusieurs médicaments
en fonction de I'évolution de la maladie. Le dernier médicament développé, le DIASTABOL, un
iminosucre, présente une capacité d’absorption élevée qui, paradoxalement, lui permettrait d’étre plus
efficace, ce qui le rend particulierement intéressant.

Une autre famille d’enzyme, les a-amylases (pancréatiques et salivaires), sont impliquées dans la
digestion de sucres complexes comme I'amidon, principale source de glucose dans notre corps. Inhiber
ces enzymes permettrait de développer de nouveaux traitements hypoglycémiants contre le DT2. Pour
I’heure, un médicament, le GLUCOR®, développé initialement comme IAG contre le DT2, a montré une
activité inhibitrice sur cette famille d’enzymes. Cette activité est liée a la structure pseudo-
tétrasacharidique de cette molécule car les a-amylases catalysent préférentiellement I’hydrolyse des
sucres complexes grace aux nombreux sous-sites de liaisons qu’elles possedent.

Ces différentes données montrent I'intérét de cibler ces différentes glycosidases pour lutter contre
les pathologies associées. Un concept de plus en plus utilisé, appelé effet multivalent, permet
d’améliorer I'affinité et la sélectivité de composés connus pour leur cible en les synthétisant sous forme
d’objets multivalents. Ces gains permettent d’améliorer les propriétés pharmacologiques. Ce concept
appliqué aux glycosidases sera abordé dans le chapitre suivant.

[|. GLYCOSIDASES & MULTIVALENCE

Dans ce second chapitre, nous nous intéresserons a |'utilisation de la multivalence pour augmenter
I'affinité et les activités inhibitrices de ligands pour leurs cibles biologiques, qui sont des glycosidases.
Ce chapitre sera divisé en deux parties. Une premiére partie détaillera les principes et les mécanismes
de la multivalence et une seconde partie donnera des exemples d’utilisation d’objets multivalents avec
des glycosidases.
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1.1. PRINCIPES DE LA MULTIVALENCE

Les interactions multivalentes sont retrouvées dans d’innombrables systéemes biologiques. De
nombreuses biomolécules comme des anticorps, des sucres, ou encore des acides nucléiques adoptent
des interactions multivalentes pour compenser la faiblesse des interactions moléculaires
monovalentes.147:14°

A partir de cette observation, les chimistes ont créé des objets multivalents porteurs de multiples
copies d’un ligand afin d’augmenter son affinité, sa spécificité ou son activité pour sa cible biologique.
Le gain d‘affinité potentiellement obtenu, mesurable et quantifiable par diverses techniques
expérimentales, porte le nom d’effet multivalent.

[1.1.1. GENERALITES

[1.1.1.1. DETERMINATION DE L'EFFET MULTIVALENT

La notion d’effet multivalent a été introduite pour la premiere fois en 1995, sous le nom d’effet
cluster glycosidique, par Y. Lee et R. Lee lors d’une étude s’intéressant aux interactions entre ligands
glycosidiques et leurs récepteurs (lectines).’™® Cet effet, renommé depuis « effet cluster » ou « effet
multivalent » est défini comme une amélioration de I'activité biologique pour l'objet multivalent par
rapport a 'objet monovalent correspondant en tenant compte de la valence.>1>2

Leffet multivalent peut se calculer via différentes constantes d’équilibre, comme les Kp ou les K,
mais également par le biais de valeurs d’activités biologiques comme les ECsg, ICso, .... La méthode de
calcul différe selon les données a disposition.1>31%4

A partir des constantes d’affinité K, le résultat de ce rapport se nomme B et s’écrit 3 :

multivalent
Kq

'B = monovalent
Kq

A partir des 1Cso ou des K, le rapport rp (relative potency), définit par I'équipe de Compain en
2010, correspond a la puissance relative et est calculé suivant la formule ci-dessous :

ICSOmonovalent
)=

ICSOmultivalent

Dans ce manuscrit, nous parlerons d’effet multivalent si le rapport rp ou [ divisé par la valence (n)
de l'objet multivalent est supérieur a 1.

B mp ) .
o ou >1: effet multivalent
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[1.1.1.2. EXEMPLE DE LAPPLICATION DE LA MULTIVALENCE ET DE LEFFET
MULTIVALENT SUR DES ANHYDRASES CARBONIQUES HUMAINES

Depuis sa mise en évidence en 1995, la multivalence a trouvé des applications dans de
nombreux domaines comme l'imagerie médicale, la chimie supramoléculaire, ou encore la chimie
médicinale.’>>>® En particulier, la conception d’objets multivalents présentant un effet multivalent
suscite I'intérét des chercheurs dans le but de développer des outils thérapeutiques innovants.

En effet, il a été montré que la multivalence peut permettre non seulement d’augmenter
I'affinité du composé pour sa cible mais également sa sélectivité. Cela a été notamment démontré par
les travaux de Carta et al. sur les isoformes d’anhydrases carboniques humaines (hCA). Ces isoformes
se distinguent en fonction de leur activité catalytique et de leur localisation dans la cellule et les
tissus.’®’ Ces protéines appartenant a la famille des lyases sont d’intérét pharmacologique dans le
développement d’anticonvulsifs, d’antidiurétiques ou encore d’anticancéreux.’®® % Carta et al. ont
synthétisé des objets multivalents, constitués d’inhibiteurs de hCA greffés sur des dendriméres PAMAM
(polyamidoamine) de générations différentes (Figure 25 et Annexe 1).1°

(0]

NI%\Q\
SO,NH
HN—/ o

H,NO,S

‘ NH NH N
(I)/%,o 0 L\ 0 N
HN
O= N\;co ¥<ﬁ (1{—N
H,NO,S Nﬁ\ 2
16 ‘<—/ r(:\r/ NH N 0
2
HN - 0 ‘\—f( 0 ,=
~/ 0 HN— \ ) SO:NH,
NH 0 NH

HN
KVN%/O/SOZNHZ

17 (Go) 0

18 (G1)

Figure 25 : Structure chimique des inhibiteurs 16 a 18 d’hCA 160

L'évaluation des constantes d’inhibition (K|) de ces composés a mis en évidence des gains
d’affinité élevés pour les objets multivalents 17, 18, 19 et 20 par rapport a la référence monovalente
16, passant ainsi d’une capacité inhibitrice de l'ordre du uM a nM voire pM. Des effets multivalents
(rp/n) allant jusqu’a 285,7 ont pu étre observés (Tableau 2). Par ailleurs, I'effet multivalent augmente de
maniére valence dépendante pour les isoformes hCA Il et hCA XIl, passant respectivement de 10,4 et
9,3 pour le composé 17 a 285,7 et 197,9 pour le composé 20.
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Composé Valence KihCAl(nM) K hCAIl (nM) K, hCA XII (nM)

16 1 7800 640 380
17 (GO) 4 24,1 104 9,3
rp/n* 80,9 15,3 10,2
18 (G1) 3 12 3,1 1,1
rp/n* 81,2 25,8 43,1
19 (G2) 16 10,8 0,93 0,94
rp/n* 45,1 43 25,3
20 (G3) 32 10,5 0,07 0,06
rp/n* 23,2 285,7 197,9

*méthode détaillée partie 11.1.1.1.

Tableau 2 : Constantes d’inhibitions (Ki) et des effets multivalents (rp/n) 160

Il est intéressant d’observer que pour lI'isoforme hCA |, I'effet multivalent n’est pas valence
dépendant et diminue pour les composé 19 et 20 de forte valence par rapport au maximum observé
avec le composé 18. Ainsi, la sélectivité pour les isoformes hCA Il et Xll vis-a-vis d’hCA | a été améliorée.
En effet, pour le composé 20, de plus haute valence, I'indice de sélectivité a été augmenté passant de
12 3 150 pour le couple hCA | / hCA Il et de 21 a 175 pour le couple hCA | / hCA XII par rapport a la
référence monovalente 16 (Tableau 3).1°

Composé hCA1/hCA Il hCA1/hCA Xl

16 7800-640 7800-380
indice de sélectivité 12 21

20 (G3) 10,5-0,07 10,5-0,06
indice de sélectivité 150 175

Tableau 3 : Constantes d’inhibitions (K)) et leurs sélectivités (rapport des K;) par couple d’isoformes hCA 160

Cependant, il ne suffit pas de greffer plusieurs unités d’'un méme ligand sur une plateforme unique
pour en améliorer les propriétés biologiques. Les parameétres structuraux de la plateforme (valence,
structure, ...), de I'espaceur (longueur, fonction chimique de greffage, ...) et de I'objet multivalent dans
son ensemble (rigidité, poids moléculaire, ...) sont susceptibles de modifier ces propriétés. En effet, en
fonction de I'objet multivalent, différents mécanismes de multivalence entreront en jeu, certains seront
favorisés ou inversement.

[1.1.1.3. LES MECANISMES DE LA MULTIVALENCE

Actuellement, plusieurs mécanismes ont été avancés pour rationaliser les effets multivalents
observés. Ces mécanismes divergent selon la nature de l'objet et de sa cible. Pour un méme ligand
multivalent, I'utilisation combinée de plusieurs mécanismes est possible. Par la suite, seuls les
mécanismes les plus étayés ou susceptibles d’entrer en jeu dans le cadre de nos travaux seront décrits.
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[1.1.1.3.1. EFFET CHELATE

Leffet chélate est souvent avancé afin d’expliquer les gains d’affinité remarquables observés
(Figure 26). Cet effet est observé lorsque plusieurs entités d’un ligand multivalent se lient a plusieurs sites
d’une protéine multimérique. Le gain entropique engendré par la liaison de la premiere entité permet
de faciliter la chélation des autres.! Lorsque celle-ci est liée, la concentration locale en entité non liée
augmente au niveau des autres sites disponibles, permettant ainsi de favoriser la fixation
intramoléculaire d’une autre entité.!*®

i ANOK )
\ ) ¥ —00,

Figure 26 : Mécanisme de l'effet chélate (B) comparé a la liaison simple d’un ligand monovalent (A)

[1.1.1.3.2. LIAISON A UN SITE SECONDAIRE

Tout comme l'effet chélate, le gain entropique généré par la fixation de la premiere entité du
ligand multivalent va favoriser la fixation de la deuxiéme sur un site secondaire.’®? Cela conduit a
I'amélioration de I'affinité du ligand multivalent pour sa cible (Figure 27). De plus, comme pour |'effet
chélate, la concentration locale en entité non liée augmente au niveau des autres sites disponibles
apres la fixation de celle-ci.’®

Les a-amylases qui catalysent préférentiellement I’hydrolyse de sucres complexes pourrai
notamment utiliser ce type de mécanisme. Sa structure tridimensionnelle comprenant de nombreux
sous-sites de liaison favorisent cette sélectivité pour les polysaccharides.*®*” En effet, une unité sucre
possede une faible affinité pour I'enzyme, mais les interactions d’autres unités sucres intramoléculaires
avec les sous-sites enzymatiques améliorent grandement I'affinité du polysaccharide.

4 A () C)

\_ /O J

Figure 27 : Mécanisme de la liaison a un site secondaire (C) comparé a la liaison simple d’un ligand monovalent (A)
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[1.1.1.3.3. EFFET DE GLISSEMENT

Lorsque la cible ne posseéde qu’un seul site de liaison ou lorsque les entités du ligand
multivalent n’interagissent qu’avec un seul site de liaison, I'effet de glissement permet d’expliquer
I'augmentation de I'affinité du ligand pour sa cible (Figure 28). Si une entité de I'objet multivalent est liée
de maniere non covalente, alors une autre entité intramoléculaire pourra se lier plus rapidement des
lors que la premiére entité n’interagira plus. Ce changement de liaison rapide permet d’augmenter le
temps d’occupation du site de liaison, expliquant ainsi le gain d’affinité.1% Cet effet est accentué lorsque
les entités d’'un méme ligand multivalent sont proches les unes des autres, car cela augmente la
concentration locale en entité non liée autour du site de liaison.¢?

r N o)

_ ¢ o gh

o AN J

H

Figure 28 : Mécanisme de l'effet de glissement (D) comparé a la liaison simple d’un ligand monovalent (A)

[1.1.1.3.4. EFFET DE STABILISATION STERIQUE

Un autre mécanisme peut étre rencontré pour les objets multivalents de plus grosse taille, c’est
I'effet de stabilisation stérique (Figure 29). Cet effet est causé par la fixation d’une entité encombrée qui
géne stériquement la fixation d’un autre ligand.*®3

. <0 2

- )\“,:. ¥

Figure 29 : Mécanisme de l'effet de stabilisation stérique (D) comparé a la liaison simple d’un ligand monovalent (A)
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11.2. INHIBITEURS ET CHAPERONS MULTIVALENTS DE GLYCOSIDASES

En 2009, I'équipe de Gouin a montré que |'effet de multivalence peut également s’appliquer a
I'inhibition des glycosidases.'®* Depuis, de nombreuses études ont montré que la multivalence peut
moduler I'activité inhibitrice de glycosidases d’intérét. Par ailleurs, nous verrons que certains de ces
composés multivalents possedent aussi une activité chaperon.

[1.2.1. INHIBITEURS MULTIVALENTS DE GLYCOSIDASES

De nombreux composés multivalents inhibiteurs de glycosidases sont répertoriés dans la
littérature et certains, avec des effets multivalents élevés. Par la suite, nous énumererons seulement
les effets multivalents sur I'inhibition de quatre types de glycosidases : I'a-mannosidase de Jack-Bean,
qui est historiguement I'une des premieres enzymes étudiées pour ses effets multivalents, puis la
MGAM, la GAA et la GCase impliquées respectivement dans le DT2, la MP et la MG. Pour I’heure aucun
composé multivalent ou effet multivalent n’a été répertorié sur I'inhibition d’a-amylases (pancréatique
ou salivaire).

11.2.1.1. INHIBITEURS MULTIVALENTS DE L’ -MANNOSIDASE DE JACK BEAN

L'activité inhibitrice de ligands multivalents de I'a-mannosidase de Jack Bean (JBo-man) a été
largement étudiée. Cette enzyme commerciale et peu colteuse, est la premiere enzyme avec laquelle
un effet multivalent a été observé en 2009 par Diot et al. avec un dérivé de la D-DNJ trivalent et un
effet multivalent avec un rp/n égale a 2,6.1%

La majorité des objets multivalents sont composés du pharmacophore de la D-DNJ greffé sur
des plateformes multivalentes variées comme des dérivés du pentaérythritol,®> des porphyrines,®®
des cyclodextrines,'®%1¢7 des fullerénes,'® des sucres,'®® bambusurils,'®® des pérylénes bisimides,*’%1"
des calixarénes,'’? ou encore des cyclopeptides.'’®

Cette glycosidase est, a ce jour, la plus sensible a la multivalence, et des effets multivalents
remarquables, avec des rp/n allant jusqu’a 4747, ont été rapportés avec le composé 21, un cyclopeptide
36-valent (Figure 30).273
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R rp/n = 4747

\ R

21

Figure 30 : Structure chimique du composé 21 173

D’autres pharmacophores que celui de la D-DNJ ont également été utilisés. Par exemple, en
2017, Mirabella et al. ont mis en évidence des effets multivalents pouvant atteindre 1520 pour des
objets de valence 4, 3 et 9 (composé 22-24), avec le pharmacophore du DAB, qui a été greffé sur des
plateformes multivalentes de type pentaérythritol ou benzamides (Figure 31).%

RO
RO (0)
OR
R IC50 = 34 pM
22 rp/n =9,6
RO
H,N OH
(o)
OR
J
R IC50 =9,4 uM
23 rp/n = 46

OR o o RO

OH J

o)
o)
o)
oéy
Iz
I g
4
Iz
o)
a z_
Nz

RO R
IC5o = 0,095 uM
OR 24 rp/n = 1520

OR

Figure 31 : Structure chimique des composés 22, 23, 24 1
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D’autres travaux menés par Della Sala et al. avec des DAB greffés sur des plateformes
resorcinarene de valence 8 (25) et 12 (26), ont montré des effets multivalents plus modestes sur JBa-
man, allant jusqu’a 90 (Figure 32).17*

26

Figure 32 : Structure chimique du composé 25 et 26 174

Récemment, des objets multivalents originaux développés par Li et al. ont été obtenus par
auto-assemblage.'® Ces objets multivalents, comme le composé 27, s’auto-assemblent par des
interactions m-mt entre leurs plateformes de type péryléne bisimide (Figure 33). A 'extrémité de chaque
plateforme ont été greffés des dérivés D-DNJ par CuAAC « Copper-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition » (Figure 33).7°
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Objet auto-assemblé

Figure 33 : Structure du composé 27 et de sa forme auto-assemblée 170

Une autre étude menée par la méme équipe a rapporté pour la premiere fois une structure
multivalente entierement constitué d’objet monovalent 28 lié non covalemment présentant un effet
multivalent sur la JBa-man (Figure 34). Le ligand, un dérivé D-DNJ greffé a une chaine grasse modifiée,
adopte une forme micellaire de taille variable en fonction du pH. Cet objet a montré une forte activité
inhibitrice, avec un effet multivalent de 684.1° A notre connaissance, c’est l'unique structure
multivalente non covalente présentant un effet multivalent sur cette enzyme.
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R
28

‘\t[/\\/\’ Auto-assemblage

Figure 34 : Structure chimique du composé 28 et de sa forme auto-assemblée micellaire 17>

A noter que de nombreux composés testés sur la JBa-man conduisent a des effets multivalents
élevés. Cependant, il peut étre observé que lorsque certains de ces composés sont testés sur I'o-
mannosidase lysosomale, une o-mannosidase d’intérét thérapeutique, ces effets multivalents
diminuent fortement passant de 9,6-46 a 1,6-3,5 pour les composés 22 et 23 (Figure 35). Cette enzyme
est peut-étre moins sensible a la multivalence.
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Figure 35 : Structure chimique du composé 22 et 23 et valeurs d’ICso (évaluées sur I'a-mannosidase lysosomale) 1

[1.2.1.2. INHIBITEURS MULTIVALENTS DE LA MGAM

Un grand nombre de composés multivalents a été testé sur diverses a-glucosidases de végétaux
ou de microorganisme comme l'a-glucosidase de riz (EC.3.2.1.20) ou 'a-glucosidase de S.cerevisiae
(EC.3.2.1.20).1%>176717% Cependant, trés peu de ces composés ont été testés sur les a-glucosidases
d’intérét thérapeutique que sont la GAA humaine ou la MGAM de mammiféere. Ceci s’explique par la
difficulté d’accessibilité de ces enzymes, peu voire non commercialisées, et de leurs co(ts élevés.
Cependant quelques exemples d'objets multivalents sont retrouvés évalués sur la MGAM de
mammifére que nous détaillerons ici, et la GAA humaine (détaillé partie 11.2.1.3.).

Deux études réalisées par la méme équipe, ont évalué la capacité inhibitrice de composés
multivalents, avec le pharmacophore D-DNJ, sur la MGAM de souris, dans le but de développer des
hypoglycémiants contre le DT2.165172

Une premiére étude présentait deux objets multivalents de valence 5 (29) et 6 (30) sur une
plateforme de type péryléne bisimide capable d’autoassemblage grace a des interactions m-m entre les
groupements aromatiques de chaque plateforme (Figure 36).7* 'ICso de ces deux objets a été évaluée et
estimée a 310 et 140 nM pour le composé 29 et 30 respectivement. Aucun effet multivalent n’a pu étre
déterminé car le miglitol, choisi comme référence, n’est pas inhibiteur de cette enzyme méme a 1 mM.
En revanche l'effet hypoglycémiant, sur la glycémie postprandiale de ces trois composés a été évalué
in vivo (souris). Le composé 30 a présenté un effet hypoglycémiant plus important pour toutes les doses
et a tous les temps de mesure par rapport au composé 29. Le composé 30 s’est révélé étre 2,1 fois plus
puissant que la référence miglitol aux 2 temps de mesures analysés.'”* Ceci ne permet cependant pas
de mettre en évidence un effet multivalent
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Miglitol

Figure 36 : Structure chimique des composés miglitol, 29 et 30 17t

29 (X =CI) K= 0,31 uyM
rp/n =/

30 (X =0(BnR)) K;=0,14 uM
rp/n =/

La seconde étude présente des objets trivalents de dérivés D-DNJ greffés via un espaceur a un
coeur naphtalimide, qui s’auto-assemble sous forme de nanoparticule sphérique (Figure 37).%%° La
capacité inhibitrice de ces composés a été évaluée vis-a-vis de la MGAM de souris et des ICso de 300,
73 et 240 nM ont été déterminées pour les composés 31, 32 et 33 respectivement. Les composés 31,
32 et 33 présentent tous un effet multivalent de 1,6, 6 et 2 respectivement par rapport a la référence
miglitol. Leffet hypoglycémiant, sur la glycémie postprandiale du composé 32 a été évalué in vivo
(souris). Le composé 32 a présenté un effet hypoglycémiant significativement plus important que la

référence miglitol aux 3 concentrations analysées.
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31:(m=1)(K;=0,3 uM ; rp/n = 1,6)
32: (m=4)(K;=0,073 uM ; rp/n = 6,6)
33:(m=7)(K; =0,24 uyM ; rp/n = 2,0)

Figure 37 : Structure chimique des composés 31, 32 et 33 165

[1.2.1.3. INHIBITEURS MULTIVALENTS DE LA GAA

A ce jour, le seul objet multivalent ayant montré un effet multivalent sur I'inhibition de la GAA
a été décrit par Decroocq et al.*8 Des dérivés D-DNJ greffés sur des cyclodextrines de valence 7 et 14

se sont révélés étre des inhibiteurs remarquables de la GAA avec des ICso de 'ordre de la dizaine de nM
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(Figure 38). Parmi eux, seul le composé 35 a montré un effet multivalent modéré de 1,7 avec un ICso de
10 nM. Cet effet multivalent a été déterminé a partir du composé monovalent de référence 39 qui
possede une ICso de 120 nM (Figure 38). Parallelement, les auteurs ont décrit I'impact du bras espaceur,
entre le ligand et la plateforme, sur I'activité inhibitrice des objets multivalents. En effet, le passage
d’une chaine alkyle de 5 a 8 chainons pour les composés 35 et 37 respectivement a fait chuter la valeur
d’ICso d’un facteur 11 & 20.28°

34: (m=5)(IC50 =110 NnM ; rp/n = <1) N_ 36 : (m=5) (IC50 = 260 nM ; rp/n = <1)
35: (m=8)(IC50 =10 nM ; rp/n = 1,7) \ N 37:m=8)(IC5 =13 nM; rp/n = <1)

HO
I \

38 : (m = 5) (IC55 = 300 nM)
39 : (m =8) (IC55 = 120 nM)

Figure 38 : Structure chimique des composés 34 a 39 et résultats sur la GAA 180

11.2.1.4. EFFET MULTIVALENT SUR L’ INHIBITION DE LA GCASE

Peu de composés multivalents inhibiteurs ont été testés sur la GCase. Parmi eux, certains ont
permis l'observation d’un effet multivalent sur I'inhibition de la GCase. Nous nous limiterons a la
description de ces composés qui sont tous des iminosucres ou des analogues d’iminosucre. Deux
catégories sont distinguées : les pipéridines (en particulier les dérivés de la D-DNJ) et les pyrrolidines.

Les composés 34 a 37 décrits comme inhibiteurs multivalents de la GAA ont également été
évalués sur la GCase dans la méme étude par Decroocq et al. (Figure 39).1%° Seuls les objets heptavalents
ont montré, sur une GCase recombinante, des effets multivalents significatifs sur I'inhibition,
respectivement de 7 et 29 pour les composés 34 et 35. Les ICspassociées a ces composés sontde 120
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et 8 nM respectivement. Par la suite, ces résultats ont été confirmés pour le composé 35 ol un effet
multivalent moindre, de 2, a été observé sur des GCases humaines placentaires.’® Ces effets
multivalents ont été déterminés a partir de composés monovalents de référence 38 et 39 ayant des
ICso respectifs de 5900 et 1600 nM (Figure 39). Cependant et comme décrit plus haut, ces mémes
composés sont également de trés bons inhibiteurs de la GAA, avec des ICso similaires de 110 et 10 nM
respectivement pour les composés 34 et 35 et sont donc peu sélectifs.

34 : (m=5)(IC59 =120 nM ; rp/n = 7,0) N 36 : (m=5)(IC59 = 13400 nM ; rp/n = <1)
35: (m=8)(IC59 =120 nM ; rp/n = 28,6) \ 37 : (m=8)(IC59 =96 NM ; rp/n =1,2)

HO::
I \

38 : (m = 5) (IC5 = 5900 nM)
39 : (m=28) (IC5o = 1600 nM)

Figure 39 : Structure des objets 34 ¢ 39 et résultats sur la GCase 150

Plus récemment, d’autres pipéridines, cette fois trihydroxylées, ont été greffées sur des
diverses plateformes de valence 3, 4 et 6 par Vanni et al. (Figure 40). Tous les composés synthétisés se
sont révélés inhibiteurs, avec des ICso allant de 6 a 27 uM et des effets multivalents allant de 6 a 24 ont
été observés. Par ailleurs, pour deux objets multivalents, portant le méme ligand et de valence
identique, les 1Cso fluctuent modérément en fonction de la plateforme.!®!
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Figure 40 : Structure chimique des composés monovalents et multivalents de dérivé pipéridine 180

En ce qui concerne les pyrrolidines, deux séries d’objets multivalents ont été développées par
Martinez-Bailén et al. a partir de pyrrolidines dihydroxylées, greffées sur diverses plateformes de
valence allant de 3 & 9 (Figure 41).18 Ces deux séries différent par la configuration du carbone en alpha
de l'azote, 2R ou 25, et par leurs espaceurs. Les composés issus des deux séries avec les espaceurs de
plus petite taille nont montré ni inhibition ni effet multivalent. En revanche, des effets multivalents ont
été constatés pour les composés possédant I'espaceur le plus long. Pour la série 2S, des K, allant de 1,1
a 2,7 uM et des effets multivalents allant de 3,4 a 8,6 ont été observés, alors que, pour la série 2R, les
K, s’étendent de 0,77 & 5,4 uM avec des effets multivalents allant de 1,2 & 2,7 (Tableau 4).18 A noter que,
dans ce cas, la configuration du carbone en alpha de I'azote influe peu sur I'activité inhibitrice.
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0 SNH OR \ ~ /
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RO 48-(R)
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Figure 41 : Structure chimique des composés multivalents 42 ¢ 49 182

Composé 2R Valence 1Cso (uM) rp/n*
ref 1 19 -

42 3 5,4 1,2
44 4 2,6 1,8
46 6 1,2 2,6
48 9 0,77 2,7
Composé 2S Valence ICsp (uMm) rp/n*
ref 1 55 -

43 3 55 <1

45 4 1,6 8,6
47 6 2,7 3,4
49 9 1,1 5,6

*méthode de calcul détaillée partie 11.1.1.1.

Tableau 4 : Activité inhibitrice sur la GCase des composés 42-R/S G 49-R/S 182
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[1.2.2. MULTIVALENCE ET EFFET CHAPERON SUR LA GCASE

La conception d’objets multivalents dans le but d’augmenter I'affinité du ligand pour sa cible et
améliorer son activité inhibitrice a été largement explorée sur les glycosidases. Cependant, dans le
cadre du développement d’un traitement pour la MP ou la MG, on ne souhaite pas inhiber la
glycosidase mais au contraire augmenter l'activité enzymatique d’une protéine mutée. Certaines
équipes se sont alors demandé si ces inhibiteurs multivalents de glycosidases lysosomales pouvaient
également avoir une activité chaperon. Actuellement, aucun CP multivalent n’a été répertorié pour la
MP. Par conséquent, seuls les CP multivalents de la GCase, contre la MG seront présentés ici.

Des objets multivalents avec le pharmacophore D-DNJ greffés sur des plateformes dérivées du
pentaérythritol de valence 4 ont été synthétisés par Laigre et al..'®® L'activité chaperon de ces composés
a été évaluée sur des fibroblastes de patient atteints de la MG possédant la mutation N370S (Figure 42).
Un effet chaperon, dose-dépendant avec un maximum a 1 uM, a été observé pour tous les composés.
Au-deld de cette concentration, 'AR de la GCase diminue.!® |l est intéressant de noter que les
composés acétylés 52 et 53 n‘'ont montré aucune inhibition a 100 uM contrairement aux composés non
acétylés 50 et 51 qui ont des ICso de 500 et 109 nM respectivement. Pour autant, aucune différence
significative d’activité chaperon n’est observée entre les composés acétylés ou non acétylés (Figure 42).

o}

()

RO OR RO

R R
R 50
ICso = 0,500 uM ( j
IC50= 0,109 pM
2,5@ 1 uM (N370S
x25@1 uM ( ) ///74 x 2,0 @ 1 pM (N370S)
RO RO o
AcO\_
RO Q :
R /\/H\/\
N N
" h ;
R 52 N
ICso= NI -
x1,8 @ 1 uM (N370S) Y

|C50= NI
x2,1 @ 1 uM (N370S)

Figure 42 : Structure chimique des composés multivalents 50 a 53 183
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Les composés 34 a 39 qui ont vu leurs activités inhibitrices évaluées envers la GAA et la GCase
ont également vu leurs activités chaperons évaluées sur des fibroblastes de patients atteints de la MG
portant la mutation N370S. Ces composés ont permis I'augmentation de I'’AR de la GCase jusqu’a 2,4
fois l'activité initiale pour le composé heptavalent 35 a 10 uM et 1,6 fois pour le composé
tétradécavalent 37 mais a 100 nM (Figure 43). Ses augmentations d’AR sont bien supérieures a celle
observée avec le composé 39, la référence monovalente, qui a montré une augmentation d’un facteur
1,2 a1 uM.'® Le composé 35, a également été étudié sur une lignée de fibroblaste atteints de la MG
portant un autre type de mutation, la mutation L444P, une mutation connue pour étre non réceptive a
la thérapie par CP et associée a la forme neuronopathique de la MG.1* Avec ce composé, aucun gain
d’activité sur la GCase n’a été observé.®°

Hd I N\N
Y
N/
388:m=5
x 1,7 @ 10 uM (N370S)
39:m=8 34:m=5
x1,2@ 1 pM (N370S) x 1,8 @ 10 uM (N370S)

35:m=8
x2,4 @ 10 uM (N370S)

36:m=5
x 1,7 @ 10 uM (N370S)
37:m=8

x 1,6 @ 0,1 uM (N370S)

Figure 43 : Structure chimique des composés multivalents 34 ¢ 39 184

D’autres objets, issus de pipéridines différentes avec les mémes plateformes que
précédemment, ont été synthétisés et testés sur une lignée de fibroblastes de Gaucher (N370S) par
Joosten et al. (Figure 44). Seul le composé heptavalent 55 a montré une activité chaperon avec un
maximum a 2,1 a 1 uM, similaire a son ligand monovalent 54 (2,4) mais a une concentration 10 fois
inférieure.1®*
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54
x 2,4 @ 10 M (N370S)

N
x 2,1 @ 1 uM (N370S) \ N

HO:.. NH

Figure 44 : Structure chimique des composés 54 a 56 184

Vanni et al. ont synthétisé des objets multivalents portant des noyaux pipéridines de
stéréochimies différentes, greffés sur diverses plateformes de valence 3, 4 et 6 (Figure 45).*8" Des essais
in vitro sur des fibroblastes atteints de la maladie de Gaucher mutés N370S/RecNcil ont été réalisés et
des augmentations de I'AR de la GCase d’environ 1,2 ont été observées pour les composés 57, 58 et 59
a 10, 10 et 50 uM respectivement. Des essais plus approfondis avec le composé 57 (de 10 nM a 10 uM)
sur des fibroblastes atteints de la maladie de Gaucher portant la mutation L444P/L444P ont été
effectués. Les résultats montrent une augmentation de I’AR de la GCase jusqu’a 2,07 a 10 uM avec un
effet dose-dépendant. 18!

60



INTRODUCTION GENERALE

R

N

R / fl‘l 5 N N§N H

N=N . H RO N éH y

: OR
. OH J
e R 58
R 57

x 1,21 @ 10 uM (N370S/RecNcil) x 1,26 @ 10 uM (N370S/RecNcil)

x 2,07 @ 10 uM (L444P/L444P)

R 59

x 1,21 @ 10 pM (L444P/L444P)

Figure 45 : Structure chimique des composés 57 a 59 181

11.3. CONCLUSION

Depuis la mise en évidence de la multivalence en 1995, de nombreux inhibiteurs multivalents
de glycosidases ont été rapportés afin d’améliorer I'activité inhibitrice et la sélectivité de ces composés.
Des effets multivalents élevés ont été observés pour I'inhibition de certaines glycosidases comme la
JBa-man. En revanche, des effets multivalents plus modestes sur I'inhibition sont observés avec les
glycosidases lysosomales GAA et GCase, ainsi que la MGAM de mammifére d’intérét thérapeutique. De
plus, peu d’études ont été réalisées avec ces cibles biologiques.

Néanmoins, l'activité chaperon n’étant pas forcément corrélable avec l'activité inhibitrice,
I'utilisation de la multivalence dans ce cadre reste a explorer. En ce qui concerne la MG, quelques
chaperons multivalents ont été publiés et ont montré des gains d’AR parfois bien supérieures a leur
référence monovalente. De plus, la concentration nécessaire afin d’observer cet effet chaperon est
parfois plus faible comparativement a leur référence monovalente. En revanche pour la MP aucun
chaperon multivalent n’a été rapporté a ce jour.

Ces résultats préliminaires nous encouragent a développer de nouveaux composés
multivalents afin d’obtenir de nouveaux CP. Notamment pour la MP ou la preuve de concept de
I'efficacité de chaperons multivalents afin de restaurer I'activité catalytique de la GAA reste a faire.
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| PROBLEMATIQUE

Actuellement, il n’existe aucun traitement disponible sur le marché pour la MP autre que la
TRE. Ce type de thérapie présente de nombreux inconvénients comme son immunogénicité, son
efficacité qui varie en fonction des patients, son absence d’effectivité sur les symptomes neurologiques,
son co(t élevé, etc. En ce qui concerne la MG, en plus de la TRE, deux traitements par réduction de
substrat, Le Zavesca® (miglustat) et le Cerdelga® (éliglustat), sont disponibles. lls entrainent, eux-aussi,
des effets secondaires, sont phénotypiques, et ne permettent pas le traitement des symptémes
neurologiques. Il est donc essentiel de développer de nouvelles voies thérapeutiques pour ces
maladies. La thérapie par CP semble étre une voie prometteuse pour les MSL, comme le montre
I'exemple du Galafold® (migalastat) pour la maladie de Fabry. A ce jour, et malgré des études cliniques
en cours, aucun traitement utilisant un CP n’est commercialisé pour la MP et la MG, et aucun CP
multivalent n’a été décrit dans la littérature pour la MP. Les seules molécules chaperon décrites pour
la MG ou la MP souffrent soit d’'un manque de sélectivité soit d’'un manque d’efficacité.

Concernant le DT2, 'augmentation de son incidence et du nombre de décés liés a cette maladie
rende le développement de traitements d’enjeu public majeur. Lutilisation d’hypoglycémiants pour
gérer le taux de glucose dans le sang est pour I'heure le traitement de 1% intention en mono, bi ou
trithérapie. De plus, a terme, la gestion du taux de sucre permettrait de diminuer les maladies
cardiovasculaires. Néanmoins, la plupart des hypoglycémiants développés engendre de nombreux
effets secondaires limitant leurs exploitations. Parmi ces traitements, les IAG sont une classe de
traitement intéressant pour leur efficacité, notamment sur I’hyperglycémie postprandiale. Cependant,
ces médicaments sont a ce jour sous utilisés a cause notamment des effets secondaires faibles a
modérés sur le tractus gastro-intestinal. Bien que la découverte de nouveaux médicaments
antidiabétiques reste un domaine de recherche tres actif, aucun nouveau IAG n’a été commercialisé
ces 30 derniéres années. Lutilisation de la multivalence afin de développer de nouveaux
hypoglycémiants multivalents, de type IAG s’avére prometteur. De plus d’autres enzymes telles que les
o-amylases (pancréatique et salivaire), sont des cibles thérapeutiques intéressantes dans le
développement de nouveaux antidiabétiques. A ce jour, seul le Glucor® (acarbose), utilisé comme IAG,
inhibe ces enzymes mais avec une efficacité modérée. Il serait donc intéressant de développer de
nouveaux inhibiteurs multivalents de ces enzymes afin de lutter contre le DT2.

II.  OBJECTIFS DE LA THESE

Afin de répondre aux différentes problématiques, trois principaux objectifs ont été définis.

Premierement, nous souhaitons établir la preuve de concept que la multivalence peut étre un
outil intéressant dans le développement de CP pour la MP. Pour cela, nous développerons des
inhibiteurs multivalents de la GAA et quantifierons I'effet multivalent sur I'inhibition de cette enzyme.
Pour rappel, un seul inhibiteur montrant un effet multivalent a été décrit sur la GAA par I'équipe du Pr.
Compain. L'activité de ces chaperons sera ensuite évaluée sur des fibroblastes de patients atteints de
la MP. Parallélement, nous concevrons des objets multivalents greffés avec le pharmacophore NAC qui
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est un chaperon non-inhibiteur de la GAA. Ce CP non inhibiteur est efficace seulement a forte
concentration (10 mM). Nous évaluerons si ces objets multivalents induisent un gain d’affinité vis-a-vis
de la protéine et nous évaluerons leur activité chaperon sur des fibroblastes de malades. A ce jour,
aucun chaperon multivalent inhibiteur ou non pour la GAA n’a été décrit dans la littérature. De méme,
des objets multivalents issus de L-DNJ, un autre CP non inhibiteur de la GAA, seront synthétisés puis
évalués.

Deuxiemement, a la suite de nombreux travaux exploratoires préalablement menés au sein de
notre laboratoire, des résultats préliminaires encourageants ont été obtenus avec des dérivés
pyrrolidines, analogues d’iminosucres, nommés AR88 et enant-AR88 sur des cellules de patients
atteints de la MG. Ces pyrrolidines sont synthétisées de maniere rapide et énantiosélective par une
voie originale utilisant des aminoallénes. Des objets multivalents seront donc synthétisés puis évalués
en tant qu’inhibiteur et CP sur la GCase.

Troisiemement, étant donné que les composés synthétisés sont des inhibiteurs potentiels de
glycosidases, I'étude de ces composés comme hypoglycémiants pour le DT2 est intéressante. Pour le
moment, aucun composé multivalent n’est ni commercialisé ni en phase clinique pour le traitement du
DT2. Le but sera alors de déterminer si la multivalence permet de développer de nouveaux objets
intéressants pour le développement d’hypoglycémiants contre le DT2. L'évaluation de la capacité
inhibitrice et d’éventuels effets multivalents de ces composés vis-a-vis de I'a-amylase et de MGAM sera
réalisée.

[Il.  STRATEGIE ENVISAGEE

Afin de parvenir a nos objectifs, des objets multivalents porteurs de ligands connus des
enzymes étudiées seront synthétisés. Notre choix c’est portés sur 3 pharmacophores connus issus de
la littérature, ainsi que sur I’AR88 et son énantiomére développés au sein de notre laboratoire (Figure 46
et47).

D-DNJ L-DNJ NAC

Figure 46 : Structure chimique des trois pharmacophores sélectionnés

Le premier pharmacophore est le D-DNJ, ligand connu des glycosidases qui est couramment
utilisé pour développer des inhibiteurs ou des CP pour les enzymes ciblées (Figure 46). Il sera donc utilisé
a la fois pour synthétiser des objets multivalents inhibiteur et/ou chaperon en fonction de la cible
étudiée.
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Le second pharmacophore choisi est I'énantiomére de la D-DNJ, la L-DNJ (Figure 46). Ce
pharmacophore s’est avéré étre un ligand non inhibiteur de la GAA, il sera donc utilisé afin de
développer des CP multivalents non-inhibiteurs contre la MP.

Le troisieme pharmacophore est la NAC (Figure 46). Cette molécule est un CP allostérique de la
GAA a forte concentration. Elle sera utilisée afin de développer des CP multivalents non-inhibiteurs
contre la MP.

Les deux derniers pharmacophores choisis sont ’AR88 et son énantiomere (Figure 47). Ces
pyrrolidines, dérivés d’iminosucre, synthétisé au sein de notre laboratoire ont montré des activités
intéressantes comme inhibiteurs de glycosidases et CP pour la MG. Ces pharmacophores seront
modifiés afin premiérement de synthétiser des CP multivalents pour la MG et deuxiemement pour
obtenir de nouveaux pharmacophores originaux inhibiteurs de glycosidases et CP monovalent pour la
MG.

HO_  OH HO,  OH
Ul S
H H

AR88 enant-AR88

Figure 47 : Structure chimique de I'AR88 et enant-AR88

Afin de pouvoir synthétiser ces objets multivalents, la chimie « click » sera utilisée. Ce type de
chimie, décrit pour la premiere fois en 2001 par Sharpless, qui a été récompensé d’un prix Nobel en
2022, avec C. Bertozzi et M. Meldal, regroupe diverses réactions de synthése répondant a des
caractéristiques précises.’® Ces caractéristiques sont de hauts rendements avec une économie
d’atomes (pas de sous-produit), dans des conditions réactionnelles simples et de maniére
stéréospécifique. De plus, ces réactions doivent posséder une certaine orthogonalité avec d’autres
réactions usuelles de chimie organique. A partir des pharmacophores sélectionnés, des ligands
modifiés « clickables » seront synthétisés et liés covalemment par chimie « click » a la plateforme
multivalente. La dérivatisation de ces ligands, si elle est nécessaire, se fera par le biais d’espaceurs
porteurs d’une fonction permettant la réaction de chimie « click ».

Afin de parvenir rapidement a de nombreux objets multivalents, de valences variables, des
plateformes issues de pentaérythritol se sont avérées de premier choix en raison de leur facilité d’accés
(commerciales et peu colteuses) ainsi que de leur utilisation récurrente dans la littérature (Figure 48).
Un autre type de plateforme a cceur cyclotriphosphazene de valence 6 et 12 sera utilisé. Ces
plateformes nous ont été fournies grace a une collaboration avec le Dr. C.O Turrin (Laboratoire de
chimie de coordination, TOULOUSE).
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Figure 48 : Structure chimique du penta et dipentaérythritol

Plusieurs réactions de chimie « click » seront donc utilisées dans le cadre de ce travail (CUAAC,
SPAAC, thiol-eéne (addition de Michael)) (détaillées dans la partie « synthése de composés multivalents
d’intérét thérapeutique »), en fonction de la nature des fonctions « clickables » engagées (alcyne,
cyclooctyne, azoture, thiol, ester acrylique) (Figure 49). Une fonction azoture sera greffée via un bras
espaceur sur les dérivés DNJ et dérivés pyrrolidines et des réactions de types CUAAC ou SPAAC seront
réalisées via des plateformes portant une fonction alcyne. Des réactions de type thiol-ene (addition de
Michael) seront réalisées afin d’obtenir les objets multivalents avec le pharmacophore NAC. Ces
réactions pourront étre réalisées grace a la fonction thiol portée par la NAC et l'ester acrylique de la
plateforme.

CuAAC SPAAC Thiol-éne
"Copper-catalyzed azide- "Strain promoted (addition de Michael)
alkyne cycloaddition" azide-alkyne cycloaddition”
Cu*
(0]
R R4 R )I\/
- R
R1 —_— + N3/ 2 | + N3/ 2 R1 / + HS/ 2
| ¢
N=| / 2 (o]
/K/\N Ri N\ )I\/\ R
Ri— N\ N~R | N R; s~ 2
4
N
+

R1 N\

| N
/
N
\
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Figure 49 : Réaction de type CuAAC, SPAAC et thiol-éne (addition de Michael)

Une fois les composés synthétisés, I'évaluation de leur capacité inhibitrice sur diverses glycosidases
(GCase pour la MG, GAA pour la MP, MGAM et a-amylase pour le DT2) sera réalisée via des tests
enzymologiques in vitro. Ensuite, I'activité stabilisatrice des composés vis-a-vis de la GAA sera évaluée
in vitro via des tests de dénaturation thermique par DSF (differential scanning fluorimetry) en
collaboration avec Dr. Nahoum (Institut de pharmacologie et de biologie structurale, TOULOUSE) au
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sein de la plateforme PICT (TOULOUSE). Ces deux études enzymologiques préliminaires nous
permettront de déterminer les effets multivalents potentiels. Pour finir, I'évaluation de l'activité CP des
composés vis-a-vis de la GAA sera effectuée sur fibroblastes de patients atteint de la MP, en
collaboration avec le Pr. T. Levade (Institut fédératif de biologie, TOULOUSE) et le Dr. L. Gibot
(Laboratoire des intéractions moléculaires et réactivité chimique et photochimique, TOULOUSE).

Les différents résultats expérimentaux obtenus lors de cette thése seront divisés en deux chapitre.
Un premier chapitre portera sur la synthése des objets monovalents et multivalents ; puis un second
sur les évaluations biologiques de ces composés sur les diverses glycosidases cibles.
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Dans cette partie nous décrirons les voies de synthése qui ont permis d'obtenir les différents
composés monovalents et multivalents. Tout d’abord, la synthése des ligands d’intérét, porteurs ou
non d’un espaceur, sera exposée. Dans un deuxiéme temps, la préparation des différentes plateformes
multivalentes sera décrite. Pour finir, nous détaillerons la synthése des objets monovalents et
multivalents via les trois types de chimie « click » (CUAAC, SPAAC, thiol-éne (addition de Michael)) que
nous avons utilisés.

l. SYNTHESES DES LIGANDS

Dans un premier temps, la synthése de dérivés de la D-DNJ et de son énantiomére, L-DNJ, sera
explicitée. Ces dérivés seront porteurs de trois espaceurs différents, qui seront fonctionnalisés en bout
de chaine par un azoture. Puis la synthése des dérivés de 'AR88 et de son énantiomére sera décrite.
Ces composés seront également porteurs d’une fonction azoture a I'extrémité de la chaine alkyle. Le
ligand NAC ne sera pas abordé dans cette partie puisqu’aucune modification chimique ne sera réalisée
sur ce composé commercial.

|.1.DERIVES DE LA L ET D-DNJ

Pour commencer, la synthése de ces iminosucres a été réalisée selon la voie de synthese décrite
initialement par Fernandez-Herrera et al.,*®® Hoos et al.'®®” et Overkleeft et al.®® puis optimisée par
Compain et al. (schéma 4).2>*
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1) anhydride
acétique,
DMSO, TA, 18h
2) HCOOH,
OBn ACN. OBn
OH NH4OH, I, OH OBn O NaBH,CN, o
THF, TA : 85°C. 4h
» BnO :
1 nuit : H NH,
BnO ‘0Bn 6Bn OBn BnO' ‘0Bn
Bn Bn
62 63 :99% 64 : 56%
LAH, THF,
TA, 3h30
OBn
BnO"" “0Bn
65 :99%
?H (l)H BnBr, NaH ?B"
., O OH CH3COCl, ., _O OMe (60%), DMF, . (0] OMe
—_— —_—
H - H 2n H - H 1t Bn Bn
OH 0 enant-60 O enant-61: 71%
L-glucose lag acide (2 étapes)
acethue
CuCl,, 70°C,
2h30
0Bn enant-65 : 44% o8 enant-62 : 53%
(3 étapes)

Schéma 4 : Synthése des intermédiaires tétrabenzylés 65 et enant-65

Premierement, I'intermédiaire tétrabenzylé de conformation D 65 est obtenu a partir du
composé commercial 62. Une amination oxydante est réalisée sur I'aldéhyde de la forme ouverte du
sucre grace a de 'ammoniaque et du diiode. Puis, une cyclisation du composé 63 est ensuite réalisée
via deux réactions. La premiére consiste en une oxydation d’Albright-Goldman de I'alcool secondaire
en cétone a l'aide d’anhydride acétique et de DMSO. Cette réaction est suivie d’'une amination
réductrice en présence d’acide formique et de cyanoborohydrure de sodium conduisant au d-lactame
64 de facon diastéréosélective. Celui-ci est réduit en présence d’aluminohydrure de lithium afin de
former I'intermédiaire 65. En suivant cette voie de synthese de 3 étapes, le composé 65 est obtenu
avec un rendement global de 55%. Pour la synthése de I'intermédiaire tétrabenzylé enant-65 de forme
L, il a été réalisé a partir du L-glucose car le composé enant-62 n’est pas commercial. Une glycosidation
de Fischer est réalisée en présence de chlorure d’acétyle et de méthanol afin d’obtenir le produit enant-
60 sélectivement protégé. Puis, une benzylation des 4 fonctions alcools libres, avec le bromure de
benzyle et I'hydrure de sodium, permet l'obtention d’un sucre totalement protégé enant-61. Le
groupement methoxy est ensuite clivé par de I'acide chlorhydrique en présence d’acide acétique et de
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chlorure de cuivre (Il) afin d’obtenir I'intermédiaire enant-62. Le composé enant-65 est ensuite obtenu
en 3 étapes a partir du composé enant-62 en suivant la méme voie de synthése que le composé 65. Le
composé enant-65 est obtenu avec un rendement global de 17% (6 étapes).

Les iminosucres tetrabenzylés obtenus sont ensuite N-alkylés avec différents espaceurs selon
une méthode décrite par Compain et al.*>* Pour cela, 3 espaceurs, 71, 72 et 73, tous porteurs d’une
fonction azoture, ont été synthétisés (schéma 5). Les deux espaceurs issus de chaines alkyles, 72 et 73
de 6 et 11 carbones respectivement, ont été synthétisés en 2 étapes a partir des bromo alcools
correspondants (66 et 67) avec des rendements respectifs de 80 et 76%. Lors de la premiére étape, une
substitution nucléophile du brome par l'azoture, en présence d’azoture de sodium, est réalisée. La
seconde étape est une tosylation de I'alcool primaire a I'aide de triéthylamine et de chlorure de tosyle.
Le 3®™ espaceur, I'espaceur 71 de type PEG, est obtenu via la mono substitution d’'une chaine PEG
ditosylée en présence d’azoture de sodium avec un rendement de 53%.

[RL A~
TsO n OTs

70 (R=(CH,),0,n=2)

NaN31
DMF, TA
20h
NaN;, DMF, p-TsCl, TEA,
/(R)\/\ 80°C /(R)\/\ DMF, TA /(R)\/\
Br n OH — > Nj n OH —— > Nj n OTs
20h 20h
66 (R=CH, n=4) 68 (R=CH, n=4)99% 71 (R = (CH,),0,n=2) 53%
67 (R=CH, n=9) 69 R=CH, n=9)91% 72 (R=CH, n=4)81%

73 (R=CH, n=9)83%

Schéma 5 : Synthese des espaceurs 71, 72 et 73

L'alkylation des dérivés DNJ est ensuite réalisée en présence de carbonate de potassium, suivie
d’une déprotection des groupements benzyliques avec du trichlorure de bore (Schéma 6). Enfin, une
protection des groupements alcools sous la forme d’acétate est réalisée afin de faciliter la purification
des produits obtenus apres la réaction de « click ». Cette voie de synthese a permis d’obtenir 3 dérivés
D-DNJ, (80, 81 et 82) ainsi qu’un dérivé L-DNJ (enant-82), « clickables », avec des rendements respectifs
de 62%, 63%, 62% et 66% (3 étapes) (Schéma 6).
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n : 75 (R=CH,n=4)72%
OBn 76 (R = CH,, n=9) 83%
enant-76 (R =CH,, n=9)76%
enant-65 BCl3 DCM,
-60°C puis
TA, 4h
OAc OH

ACZO,
AcO.,, éR)\/\ pyridine, TA,  HO,,,
‘ N N; 1 nuit ’
e

n

kth

80 (R = CH,CH,0,n=2)75% HO 77 (R = CH,CH,0, n=2)98%
AcO™ = 81 (R = CH, n = 4)92% : 78 (R = CH, n - 4) 95%
OAc 82 (R=CH, n=9)76% OH 79 (R = CH,, n=9)99%
enant-82 (R = CH,, n=9)89% enant-79 (R = CH,, n=9)98%

Schéma 6 : Synthese des analogues « clickables » de DNJ 80, 81, 82 et enant-82 (seul I'énantiomere de forme D est représenté)

|.2.DERIVES DE ARS8 ET ENANT-AR88

|.2.1. STRATEGIE DE SYNTHESE

Les composés AR88 et enant-AR88 sont obtenus a partir de nonanal grace a une synthése
asymeétrique en quatre étapes, décrite et publiée par notre équipe, avec des rendements respectifs de
24 et 28% (Schéma 7).1%°

Loriginalité de cette voie de synthése repose sur les deux premiéres étapes. Premiérement,
une allénylation de Crabbé-Ma (détaillé paragraphe 1.2.1.1.) énantiosélective entre un aldéhyde et la
propargyle amine protégée par un groupement Boc, en présence de bromure de cuivre (Il) comme
catalyseur et d’'une base chirale qui induit I'énantiosélectivité (exceés énantiomérique de 96 et 94%), est
réalisée. Cette réaction repose sur les travaux de I'équipe de Ma qui seront détaillés ci-dessous. Elle
est suivie d’'une cyclisation intramoléculaire avec un transfert total de la chiralité axiale vers la chiralité
centrée en présence de nitrate d’argent (1).

Ensuite, I'intermédiaire pyrrolidine obtenu est époxydé, puis I'ouverture de cet époxyde en
milieu acide est réalisée afin d’obtenir le composé AR88 ou enant-AR88. Cette derniére étape conduit
a la formation d’un diastéréoisomére minoritaire. Par souci de simplification, seule la totalité de la
syntheése de I'AR88 est représentée (schéma 7). La synthése de enant-AR88 a partir de la pyrrolidine
énantiomére étant identique.
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HO, \\OH HO, OH
Q&f (Nﬁ 24
H H
AR88 enant-AR88
Allénylation de Crabbé-Ma Cyclisation intramoléculaire
CuBr,, (S)-
Diphénylprolinol,
dioxane, 80°C AgNO,, _
puis 130°C, 24h , Acétone, 48h
o BocHN/\/./ (& N
67 /oo 7 98% Boc 7
o ee 96% ee 96%
CuBr,, (R)-
+ 2
BOCHN/\ H)l\(\a_,/ Diphénylprolinol,
dioxane, 80°C AgNO3, —
puis 130°C, 24h Acétone, 48h
63% BocHN 7 100% Boc 7
ee 94%
H,SO4
m-CPBA,DCM dioxane/eau,
Boc 75% Boc

50% 13%

Schéma 7 : Structure chimique et voie de synthése de 'AR88 et enant-AR88 115

Par la suite, nous détaillerons les deux premieres étapes de cette synthese, puis nous
expliquerons comment nous avons fait varier les réactifs afin d’obtenir des analogues originaux d’AR88

et enant-AR88.

1.2.1.1.

ALLENYLATION DE CRABBE-MA

La réaction d’allénylation de Crabbé est décrite pour la premiére fois en 1979.%% Elle fait intervenir
du paraformaldéhyde et un alcyne terminal afin d’obtenir des allenes terminaux en présence de
diisopropylamine et de bromure de cuivre (I) comme acide de Lewis (Schéma 8).

R

~

Schéma 8 : Réaction de Crabbé 189

H—C -O

H — .

CuBr,
diisopropylamine,
dioxane, reflux

\
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Durant ces 15 derniéres années, Ma et son équipe ont développé cette réaction et étendu son
champ d’application. lls ont amélioré les rendements de la réaction de Crabbé décrits avec différents
alcynes terminaux en modifiant les conditions initialement décrites. Le bromure de cuivre () a été
remplacé par d l'iodure de cuivre (I) et la diisopropylamine par de la dicyclohexylamine et les
proportions de chaque acteur de la réaction ont été modifiées.’®™ Ils ont ensuite appliqué cette
méthode pour former des N-allénylamides a partir de propargyle amide avec de bons rendements
(Schéma 9).191

Cul,
dicyclohexylamine,
fo) Y/ Yy

dioxane, 100 °C (1 o)
J\ + H gzo H 240 )]\ e
- _—
R ﬂ/\ . R ﬂ/\/

Schéma 9 : Synthese de N-allénylamides selon Ma. 191

lIs ont ensuite généré des allenes disubstitués en remplagant le bromure de cuivre (1) par d’autres
catalyseurs métalliques comme I'iodure de zinc (II) ou I'iodure de cuivre (1) (Schéma 10).29%%3 Les alcynes
utilisés étaient généralement alkylés ou hydroxy alkylés alors que les aldéhydes étaient porteurs de
phényles, substitués ou non, ou de chaines alkyles.

Condition 1 : Znl,,
morpholine, toluéne,
130-150°C

Condition 2 : Cul, (n-
Bu,-NH ou i-Bu,-NH)

4 ?
dioxanne, 130-150°C
R // + ZJ oxanne, 130-150 R1\/ /\RZ

1 R
Condition 1 (exemples) Condition 2 (exemples)
NHTs
)\/ i-Pr )\/ 2 ph TsHNHZC\/-/\n-Pr )\/ n-Pr
n-C;H,3 59%  M-CsHiq 56% 49% 66%
n-C8H17\/0/\p-C|C6H4 n'C8H17\/./\Ph Bnonc\/./\n'Pr Ph)\/./\Et
52% 65% 55% 49%
OH
"'C10H21\/’/\P'C|C6H4 "'C10H21\/‘/\Ph n-C8H17\/o/\n-Pr Ph ey
53% 57% 66% 39%

Schéma 10 : Synthése de différents allénes disubstitués a partir d’aldéhydes selon Ma. 192,193

Apreés cela, ils ont remplacé les aldéhydes par des cétones afin de former des allenes trisubstitués
en présence de pyrrolidine et I'iodure de cadmium (ll) mais également de mélanges de catalyseurs
métalliques comme du bromure de cuivre (1) avec I'iodure de zinc (ll) (Schéma 11).19%1%
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Condition 1 : Cdl,,
pyrrolidine, toluéne,
130°C

Condition 2 : Cul,

ZnBr, (Ti(OEt),), R,
(o) pyrrolidine, toluéne, )\
/ + 120°¢ Rin.s® Rs
—_—
R1 Rz R3 7
Condition 1 (exemples) Condition 2 (exemples)
n-CgHyqq n-CsHy, n-C4H; i-Pr
Ph_ _~* n-CsHyq, n-CgHq7 ¢ n-CzH4 TBSO_+ n-C4H, TBSO._+ Et
78% 80% 54% 65%
n-CsHyy NHTs )Mi n-CgHy4 Me
- . - n-C,4H - o)\
n C6H13\/ ) n-CsHqq n-CHy ¢ ) 4y n'CsH13\/' n-C5Hy4 n C6H13\/ CH(CH;)OBn
82% 55% 40% 55%

Schéma 11 : Synthése de différents allénes trisubstitués a partir de cétones selon Ma. 192,193

Puis, en 2015, I'équipe de Ma a montré que |'utilisation combinée du dibromure de cuivre (ll)
comme catalyseur et du diphénylprolinol comme base chirale permettait de générer
énantiosélectivement une variété d'allénes et d'aminoallénes protégés (Schéma 12). 193196197

Condition 1 : CuBry,
(S)-diphénylprolinol,
toluene, 130°C, 12 h
Condition 2 : CuBrj,

(S)-diphénylprolinol,
toluene, 70°C, 24 h

= ? -
R i e

R Ry
Condition 1 (exemples) Condition 2 (exemples)
HOH,C.__+" “n-CgHy; BocHNH,C " “n-CgH e e
29\ A gh47 boc 2L A n-CgHq7 HOHZC\/- ‘p-Br(Ph) HOHZC\/- P-Me(Ph)
60% 78% 56% 55%
(ee 95%) (ee 97%) (ee 98%) (ee 95%)
Ph. " “Cy TsHNH,C._+” "i-Bu HOH,C._+” “p-CN(Ph)  HOH,C.__+* “p-Ph(Ph)
46% 59% 53% 55%
(ee 96%) (ee 98%) (ee 98%) (ee 97%)
193,196,197

Schéma 12 : Synthése de différents allénes asymétriques obtenus par synthése asymeétrique selon Ma.

Ils ont également montré qu'il était préférable, avec les aldéhydes de type aryles, d'abaisser la
température de la réaction de 130°C a 70°C et d’allonger le temps de réaction.1931%

Dans le cadre de cette thése, seuls le bromure de cuivre (Il) (0.3 eq), le diphénylprolinol (1 eq) et le
dioxanne seront respectivement utilisés comme catalyseur, base chirale et solvant selon les conditions
décrites par Ma.'® Dans ces conditions expérimentales, un mécanisme réactionnel a été proposé par
I'équipe de Ma (Schéma 13).1% Premiérement, un alcynure métallique (1) est formé a partir de propargyle
amine et du dibromure de cuivre (IlI). L'imine (ll) nouvellement formée par la condensation du
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diphénylprolinol avec I'aldéhyde se complexe avec le cuivre du complexe métallique alcynyle ce qui
conduit a une amine propargylique (lll). Cette nouvelle espéce va subir un transfert intramoléculaire
médié de nouveau par le dibromure de cuivre (I}, formant ainsi une imine (V) qui, apres B-élimination,

forme l'alléene d’i

(S)

(S)

N
H

(S)-diphénylprolinol

Intérmédiaire (1)

ntérét.
BocHN
= H
CuBr,
: t
H ® Ph BocHN
NHBoc | N Ph —=——H
00547 R\)\ OH NHBoc C: )
! Ci— Br— '{l
' Br/ Br
BocHN /<
Ph (o] R \%CuBr HBr
\
Ph N/ ® Ph
_—
OH N Ph
R oH T \
(1)
) Ph
OH
NHBoc

(

Ph
Ph%"
HO

R
/

P+ e
" + o
N/ R) /_ci
H NHBoc

o)
Ph—)"" ﬁ/
Ho T H
R
N~ —
He
u
|
)
Br

Schéma 13 : Mécanisme réactionnel de I'allénylation adaptée de Ma 19

Cependant,

ce mécanisme proposé n’explique pas

(S)

Ph
" Al
Ph%" e /‘)
HO N i NHBoc
NHBoc R )
Br/c\"l
(Iv) Br

la formation d’un sous-produit,

la

benzophénone provenant de la dégradation du diphénylprolinol, observé et décrit dans la synthése de
I’AR88 et son énantiomére.’’> Ce type de dégradation a déja été observé dans la littérature et a été
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expliqué par la fragmentation de Grob (Schéma 14).29%1%° Le diphénylprolinol étant le réactif limitant, sa
dégradation en benzophénone diminue le rendement de la réaction.

. . Fragmentation de
® (OSIR:; Grob L2+ )I\ + R;SiCl
H v/ \"Ph

2 Ph
©)
Cl

Schéma 14 : Fragmentation de type Grob 199

[.2.1.2.  CYCLISATION INTRAMOLECULAIRE

Une fois 'aminoalléne synthétisé, la seconde étape dans la synthése de '’AR88 et son énantiomére
est la cyclisation intramoléculaire. La cyclisation d’aminoallénes est généralement catalysée par des
sels métalliques comme des sels d’or, d’argent ou de palladium.?®2% Pour la synthése de I’'AR8S et
enant-AR88, c’est I'ion Ag®, sous la forme de nitrate d’argent, qui permet la réaction. Les différents
cations métalliques jouent un réle similaire dans le mécanisme synthétique (Schéma 15). L'ion Ag* joue
le role d’acide de Lewis et catalyse l'attaque nucléophile intramoléculaire de I'amine sur le carbone en
position 3 de l'alléne. Cette étape permet le transfert d’une chiralité axiale vers une chiralité centrale.
La pyrroline ainsi formée est engagée rapidement dans la réaction suivante car elle peut s’aromatiser
(Schéma 15).

Aromatisation
L3 0
R

N
B ©]
oc Boc Ag
H@
Ag
! ®
AdRr
N R —/
Boc BocHN\_/ H
®
N R
H
Boc

Schéma 15 : Mécanisme de la cyclisation intramoléculaire a partir d‘aminoallenes
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|.2.2. ANALOGUE D'ENANT-AR88

Notre objectif a été de synthétiser des analogues de ’AR88 et enant-AR88 en exploitant la simplicité
de mise en ceuvre de cette stratégie de synthese, en particulier I'étape d’allénylation et de cyclisation
intramoléculaire (Schéma 16). Dans un premier temps, seuls des analogues de enant-AR88 ont été
synthétisés. Lors de I'étape d’allénylation, différents aldéhydes et alcynes ont été utilisés puis
différentes conditions de cyclisations ont été testées. Pour chacun des analogues synthétisés, leur
activité inhibitrice et chaperon seront ensuite évaluées.

HO_  OH

: Cyclisation Allénati
b\ 2 étapes @\ intramoléculaire - enation cl)k
-<----- — 7 'R — + =
N R N R BocHN” N7 R NHBoc
oc

Schéma 16 : Rétrosynthese des analogues de ’"AR88

[.2.2.1. ALLENYLATION

En faisant varier I'aldéhyde ou l'alcyne, la voie de synthése offre un accés simple a des pyrrolidines
ou autres cycles azotés variés. Des aldéhydes et des alcynes commerciaux ont été sélectionnés afin de
générer des allenes originaux permettant, par cyclisation intramoléculaire, I'obtention d’analogues
pyrrolidines variés qui seront décrits ci-dessous.

Au préalable, nous avons optimisé les conditions de réactions décrites par Ma en prenant en
compte les différents résultats obtenus pour la synthése d’aminoallénes catalysée par du dibromure de
cuivre (ll) en présence de dyphénylprolinol (schéma 12).1%97 Nous avons tout d’abord abaissé la
température de réaction de 30°C pour deux raisons :

e De nombreux aryl-aldéhydes ont été sélectionnés comme réactif de départ et Ma a montré
gue l'abaissement de la température et un allongement du temps de réactions avec ce type
d’aldéhydes permet une augmentation du rendement ; 1*3

e Essayer de diminuer la formation de benzophénone dG a la dégradation du
diphénylprolinol qui est le réactif limitant de la réaction.

Cependant, il a été constaté expérimentalement que I'abaissement de la température de 130°C a
100°C, avec le benzaldéhyde comme aldéhyde modele, ne conduit pas a la formation de I'allene
souhaité, mais a l'intermédiaire iminium aprés 8h de réaction (confirmé par analyse de masse (ESI) m/z
= 342.2) (Figure 50). De plus, nous observons également la formation de benzophénone par
chromatographie sur couche mince. Afin de savoir si la formation de cette benzophénone est causée
par le catalyseur ou d’autres réactifs issus de la réaction, nous avons testé la stabilité du
diphénylprolinol a 100 °C dans du dioxane. La dégradation de diphénylprolinol en benzophénone est
observable dés 100 °C sans nécessiter la présence du cuivre ou d’autres réactifs.
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C24H24NO*
M.W : 342.46 g.mol"'!

Figure 50 : Structure de I'intermédiaire iminium

Nous avons donc décidé de moduler la température au cours de la réaction. Tout d’abord, nous
réalisons la réaction a 80 °C pendant 12 h, pour limiter la dégradation du diphénylprolinol tout en
permettant la formation de I'intermédiaire iminium, puis nous augmentons la température a 130 °C
pendant 4 h afin de faire réagir I'intermédiaire iminium et former l'allene souhaité. |l a été observé que,
apres 12 ha 80 °Cet 4 ha130 °C (condition B), I'iminium n’est plus observée par chromatographie sur
couche mince et que l'alléne est formé avec un rendement plus élevé que dans les conditions décrites
par Ma (condition A) (Tableau 5). Une amélioration du rendement a également été observée avec
d’autres aldéhydes commerciaux (Tableau 5).

Composé (R) (R/S) Rendement (%) Rendement (%)

diphénylprolinol Condition A Condition B
enant-84 L : (R) 33 64
enant-85 L Il Il (R) 17 44
enant-86 (R) 25 50

of o
__/

Tableau 5 : Rendements obtenus pour la synthese des composés enant-84 a enant-86 dans les conditions de Ma, réalisé par
nos soins (condition A) et dans les conditions optimisées (condition B)

Par la suite, I'ensemble des allenes décrits seront synthétisés en suivant ces conditions
expérimentales excepté les composés 88, 89 et leurs énantiomeéres. Les deux énantiomeres de chaque
alléenes ont été synthétisés afin de pouvoir déterminer leurs exces énantiomériques.

[.2.2.1.1. ALLENYLATION AVEC DIVERS ALDEHYDES

Dans cette partie, des aldéhydes commerciaux porteurs de fonctions aryles, cycliques ou
fluorées, ont été sélectionnés afin d’explorer le potentiel de la réaction d’allénylation (Schéma 17).
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H Boc NHBoc

A@f’j A OTBDPS

Schéma 17 : Rétrosynthese de dérivés pyrrolidines a partir d’aldéhydes commerciaux

Les allenes 83 a 89 et leurs énantiomeres ont été synthétisés et des rendements compris entre
22 et 64% ont été observés (Tableau 6). Les rendements modestes sont principalement dus a la difficulté
de séparer les allénes obtenus de la benzophénone. Ces résultats mettent en évidence l'infinité de
variations envisageables sur le carbone en alpha de I'azote avec cette réaction.
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CuBr,, (S)-
diphénylprolinol,
dioxanne, 80°C puis

BocHN/\ * HJ\R — BocHN/\/./ R

Composé (R) (R/S) Rendement (%) ee*(%)
diphénylprolinol

83 % (S) 36 nd**
enant-83 (R) 40 nd
84 (S) 62 >99
enant-84 A@ (R) 64 >99
85 (S) 24 92
enant-85 (R) 44 88
86 o (S) 16 98
enant-86 A@: j (R) 50 82
enant-87 A/CF3 ° (R) 22 nd
88 W (8) 671> 96
enant-88 (R) 6311 94
89 L~ OTBOPS (5] 60 98
enant-89 (R) 53 93

*excés énantiomérique, ** non déterminés

Tableau 6 : Rendements et excés énantiomériques obtenus pour la synthése des allenes 83 a 89 et leurs énantiomeres

[.2.2.1.2. ALLENYLATION AVEC DIVERS ALCYNES

Différents alcynes ont également été sélectionnés et testés afin d’apporter de la diversité
structurale.

Premiérement, un allongement de la chaine carbonée entre la fonction alcyne et I'amine protégée
pourrait permettre, apres cyclisation, d’'obtenir des cycles pipéridine ou azépane (Schéma 18).
Deuxiemement, I'utilisation de la propargyloxyamine protégée au lieu de la propargylamine protégée
a été envisagée afin de former, aprés cyclisation, un composé cyclique de type oxazinane (Schéma 18).
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HO
OH
,/ — + =
N 7 N 7 BocHN’HZ\/W CgHy7 2NHBoc
H Boc
OH
OH
SN Lo =
& p— + =
N ; N ; BocHN’H;//H‘\(‘{ CgHyy "NHBoc
H Boc
HO
OH
\ ol
p— — & — + =
O\N , O\N , BOCHN\O/\/ /MHj kCgHﬂ \O—NHBOC
H Boc

Schéma 18 : Rétrosynthese de cycle de type pipéridine, azépane ou oxazinane

Des allénylations avec de la butynamine ou pentynamine protégée par un groupement Boc ont
été réalisées en présence de nonanal afin de former les composés 90 et 91 et leurs énantiomeres. Les
rendements observés sont rapportés dans le Tableau 7 ci-dessous.

CuBry, (S)-
diphénylprolinol,
(0] dioxanne, 80°C

puis 130°C
BocHN’HN + H)k@/ o BocHN/Hn\/°/ H:
n
1
1
2
2
3
3

Composé (R/S) diphénylprolinol Rendement (%)
88 (S) 67
enant-88 (R) 63
90 () 52
enant-90 (R) 63
91 (S) 11

enant-91 (R) 25

Tableau 7 : Rendements obtenus pour la synthese des allenes 88 a 91 et leurs énantiomeres

L'homologation par rapport aux allenes de références 88 et enant-88 influe peu sur les
rendements observés. En revanche, l'allongement de 2 carbones supplémentaires a diminué
significativement les rendements. Ces résultats peuvent éventuellement étre expliqués par le choix du
solvant. En effet, le dioxane est un solvant polaire, miscible avec I'eau, et pourrait ne pas étre adéquat
pour solubiliser la pentynamine protégée qui est relativement apolaire. Des essais avec d’autres
solvants n‘ont pour I’heure pas encore été réalisés. Les exces énantiomériques de ces composés sont
en cours de détermination.
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Afin d’obtenir le composé enant-93, issu de la réaction avec la propargyloxyamine, il a fallu
synthétiser la propargyloxyamine protégée par un groupement Boc 92 (Schéma 19). Cette derniére a été
obtenue a partir de bromure de propargyle et d’hydroxylamine protégée, en présence d’'une base
azotée non nucléophile, le DBU (1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-éne) avec un rendement de 70% selon
la méthode de Frost et al.*

(OH)NHBoc,
DBU, ACN, TA,
2h BocHN
2N ~,
Br/\ 0/\

70%
92

Schéma 19 : Synthése du précurseur 92

A partir du composé 92, seul le composé enant-93 avec le (R)-diphénylprolinol a été synthétisé
avec un rendement de 38% (Schéma 20).

CuBr,, (R)-
diphénylprolinol,
(0] dioxanne, 80°C
BocHN._ . )]\9/ puis 130°C, 24h BocHN\O/\/o/\@/
o/\ H g NN 7
92 enant-93
Schéma 20 : Synthése de I'alléne enant-93
[.2.2.1.3. VERS DES SPIROCYCLES

Afin d’obtenir des spirocycles, nous avons utilisé une propargylamine portant un groupement
cyclohexyle sur sa chaine carbonée. Lalléne nouvellement formé devrait permettre aprés cyclisation
d’obtenir un composé spiro (Schéma 21). Ces bicycles originaux, délicats a synthétiser, font l'objet de
nombreuses recherches. C’est notamment le cas des bicycles azotés qui ont montré des activités
antifongiques, antibactériennes, antivirales ou encore insecticides.?%>-207

HO
NHBoc

OH
: — ; N
./“1«.\ + =
N~ Ph O@Ph BocHN = Ph kPh —©
H Boc

Schéma 21 : Rétrosynthese de composé spiro

Lobtention de ces bicycles est a la fois un défi synthétique, afin de développer une nouvelle
approche synthétique de cette famille de composés, mais posséde aussi un intérét pharmacologique
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car nous envisageons d’évaluer, pour les composés synthétisés, leur activité comme inhibiteur et CP de
la GCase.

Les allenes 94 et enant-94 ont été obtenus a partir du benzaldéhyde commercial et de
I’éthynylcyclohexan-1-amine avec des rendements de 36% et 46% respectivement (Schéma 22).

CuBry, (S)-
diphénylprolinol,
o dioxane, 80°C
puis 130°C, 24h .,
+ )I\ —_— 0/ ‘Ph
BocHN % H Ph BocHN

94 : 36%
enant-94 : 46%

Schéma 22 : Synthése de l'alléne 94 et son énantiomére

Cette fois-ci, le benzaldéhyde a été préféré au nonanal afin d’obtenir un composé aromatique
UV-visible afin de faciliter le suivi réactionnel et la purification.

[.2.2.2.  CYCLISATION INTRAMOLECULAIRE

Nous détaillerons ici les produits de cyclisations issus des différents allénes obtenus
précédemment.

[.2.2.2.1. CYCLISATION DES COMPOSES ENANT-83 A ENANT-86

La cyclisation des différents allénes enant-83 a enant-86 permet d’obtenir I'intermédiaire insaturé
nécessaire a I'obtention des analogues de I'’enant-AR88 selon le schéma suivant.

HO,  OH
o /\
Z g-.,, : Z X',,, > . R
N~ R N~ R BocHN™
H Boc

Schéma 23 : Rétrosynthese de I'enant-AR88

Les différents produits cyclisés enant-95 a enant-98 ont été obtenus a partir des allenes enant-83
a enant-86 en présence de nitrate d’argent en quantité catalytique pendant 48h a I'abri de la lumiere,
suivi d’une filtration sur célite, comme indiqué dans la publication de Castellan et al.!*® avec des
rendements supérieurs a 98% (Tableau 8).
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Composé

/"',R acétone, 48h
o

L}
BocHN™

AgNOg3,

Rendement (%)

95
enant-95
enant-96

enant-97

enant-98

£ 99
98

£ : 100
100

Tableau 8 : Rendements obtenus pour la synthese des pyrrolines 95 & enant-98

Ces intermédiaires de synthése ont par la suite été époxydés en présence de m-CPBA puis
traités avec de I'acide sulfurique, suivant la méme voie de synthése que les composés AR88 et enant-
ARS8, afin d’obtenir les pyrrolidines correspondantes (Schéma 24).1° Cette voie de synthése permet donc
de synthétiser une variété de pyrrolidines fonctionnalisées en position alpha de I'azote avec des
rendements de 7%, 10%, 12%, 9% et 2% pour les composé 103, enant-103, enant-104, enant-105 et
enant-106 respectivement (Schéma 24).

— m-CPBA,DCM
O\ TA, 48 h
N R — »
Boc
95 R=1)

enant-95 (R=1)
enant-96 (R=2)
enant-97 (R=3)
enant-98 (R=4)

Schéma 24 : Synthése des composés 103 a enant-106

1.2.2.2.2.

:‘0’,‘ 2804

— dioxane/eau,
[3\ reflux, 5 h

N R

Boc

99 (R=1) 57%

enant-99 (R=1)89%

enant-100 (R=2)97%
enant-101 (R=3)43%
enant-102 (R=4) 25%

n

103 (R=1) 32%

enant-103 (R=1)29%
enant-104 (R=2)19%
enant-105 (rR=3) 50%
enant-106 (R=4)13%

~ O,
0,0,

0

CYCLISATION INTRAMOLECULAIRE DE ENANT-93

Dans l'objectif de synthétiser des analogues de type 1,2-oxazinane (Schéma 25), la cyclisation de
I’hydroxyaminoalléne enant-93 précédemment obtenu a été explorée.
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HO

: OH

(T =

b b = s N,
Boc

Schéma 25 : Rétrosynthese de dérivés de type 1,2-oxazinane

Cependant, aucun des catalyseurs utilisés (nitrate d’argent (1), chlorure d’or (I) et (lll)) n’a permis
d’obtenir le composé désiré (Tableau 9). Le catalyseur AgNOs n’a conduit a la formation d’aucun produit
synthétique, alors que les catalyseurs d’or ont conduit a la formation de nombreux sous-produits non
caractérisés. Cette étape s’est avérée plus délicate que prévu et ne nous a pas permis d’obtenir des
composés de types 1,2-oxazinane.

WO
BOCHN\O/\/./\H: — K O\N (
enant-93 Boc !
Réactif Catalyseur Conditions Rendement (%)
enant-93 AgNO; Acétone, 48h, TA /
enant-93 AuCI (1) DCM, 2h, TA /
enant-93 AuCI (111) DCM, 2h, TA /

Tableau 9 : Conditions des réactions de cyclisation intramoléculaire afin de former un oxazinane

L'utilisation de catalyseur a base d’or aurait pu permettre la cyclisation selon la publication de
Lalonde et al. 2% En effet, en 2010, les auteurs ont développé une voie de synthése utilisant des
hydroxyaminoallenes afin de former des composés cycliques de type oxazinane ou isoxazolidine en
présence de catalyseur d’or (l) avec des rendements élevés et de maniére énantiosélective (Schéma
26).2%8 Cependant, la réactivité de leurs allénes est différente puisque les hydroxyaminoallénes utilisés
sont disubstitués empéchant ainsi I'attaque de l'azote sur le carbone 3 de l'allene, comme nous
souhaitons le faire.

o/NHBoc

R
(R =C4Hg ou C5Hyq)

Schéma 26 : Cyclisation d’hydroxyaminoallene décrite par Lalonde et al. 208
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[.2.2.2.3. CYCLISATION INTRAMOLECULAIRE D’ENANT-94

Lallene, enant-94, précédemment obtenu a été engagé dans une réaction de cyclisation afin
d’obtenir le composé spiro enant-107 (Schéma 27).

HO OH

Iz

Boc

N BocHN /.AO

Schéma 27 : Rétrosynthése du composé spiro enant-107

Trois essais de cyclisation ont été réalisés avec deux types de catalyseurs différents et les
rendements associés sont rapportés Tableau 10.

Un premier essai a été réalisé avec du nitrate d’argent, mais n’a pas conduit a la formation du
composé spiro enant-107 souhaité méme apres 48h de réaction.

En revanche, les deux essais suivants en présence de chlorure d’or (1) ont conduit a la formation du
composé enant-107. Le premier essai a permis d’obtenir rapidement (2h) le produit avec un rendement
de 24% avec consommation totale du réactif de départ. Afin de ralentir la réactivité du réactif de départ
et d’éviter la formation de sous-produits, les conditions ont été optimisées lors du second essai. Une
dilution par 5 du réactif de départ, pour favoriser la réaction intramoléculaire, ainsi qu’un abaissement
de la température a 0°C ont permis I'obtention du produit avec un rendement plus de deux fois
supérieur, de 45%, apres 2h de réaction et consommation totale du réactif de départ.

cat., solvant, —
TA, 2-48h .
B - N°
OCHN Boc

enant-94 enant-107
Composé Catalyseur Conditions Rendement (%)
enant-107 AgNO; Acétone, 48h, TA /
enant-107 AuCl (1) DCM, (0,070 mM) 24
2h, TA
enant-107 AuCI (1) DCM (0,015 mM), 45
2h, 0°C

Tableau 10 : Conditions et rendements pour la synthese du composé spiro enant-107

La synthese de l'analogue de enant-AR88 a partir de enant-107 est en cours de réalisation.
Lobtention de ce type de composé a permis une nouvelle fois de valoriser cette voie de synthese et de
montrer la variété de composés originaux qui peuvent étre synthétisés.
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|.2.3. SYNTHESE DES DERIVES « CLICKABLES »

Notre objectif a été de synthétiser des analogues w-fonctionnalisés de 'AR88 et son énantiomére
afin de pouvoir les lier par chimie « click » a des plateformes multivalentes. Des modifications de la
voie de synthése initiale de 4 étapes ont donc été entreprises pour conduire a la voie de synthese ci-
dessous (Schéma 28).

TBDPSCI, IBX,
imidazole, AcOEt, (o)
THF, TA, 4 h reflux, 4 h |
HO” ) oM HO/\(\/)Z\OTBDPS — OTBDPS  (Synthése de I'aldéhyde)
6 6
115 84% 116 96%
CuBr,
(S)-diphenylprolinol,
dioxane
C|’ 130 °C, / /)/\
1 nuit Z 't
BocHN o OTBDPS
L(\/)/\OTBDF'S + /\ > BocHN™ ( 6 ,
6 AgNO3, acétone
116 96% 89 60% (ee 95%) TA, 48 h
enant-89 53% (ee 93%)
p-TsCl
(o] pyridine g (o]
S DMAP, DCM, & ™% TBAF, THF, & % m-CPBA, DCM
TA, 1 nuit TA, 1 nuit TA, 48 h -
OTs <-—— OH «— OTBDPS «——— OTBDPS
oe " Yoo * oe " Noe
oc ° ) oc oc
ZLL:Z(% 95% e 9t51/¢';0 71% o 87:/‘(,)9 749 108 98% (ee 94%)
NaNj, DMF, ° enant- ° enant- % enant-108 95%
40 °C, 1 nuit
o) 2S04 yo OH HO OH
S dioxane/eau,
— reflux 5 h
N 6 N 6 N 6
Boc H H
112 84% 113 63% 114 14%
enant-112 85% enant-113 45% enant-114 10%

Schéma 28 : Voie de synthese des analogues « clickables » de 'AR88 et enant-AR88 (seul la synthése de 'AR88 est représentée)

Laldéhyde 116 nécessaire a l'étape d‘allénylation est obtenu a partir d’octanediol avec un
rendement de 81% sur 2 étapes: une monoprotection par un groupement protecteur silylé en
présence d’imidazole, suivie de I'oxydation en aldéhyde de I'alcool résiduel a I'aide d’IBX (acide 2-
iodoxybenzoique).

Ensuite, I'allénylation, la cyclisation intramoléculaire et I'époxydation sont réalisés comme décrit
précédemment afin d’obtenir I'intermédiaire époxydé 109 et son énantiomere. Par la suite, I'alcool a
été déprotégé en présence de TBAF, puis tosylé a I'aide de chlorure de tosyle afin de favoriser la
substitution du groupement alcool par un azoture en présence d'azoture de sodium. Pour finir, un
traitement en milieu acide a reflux a permis a la fois I'ouverture de I'époxyde et la déprotection de
I'atome d’azote cyclique obtenant ainsi le composé désiré 113 ou enant-113. Cette derniere étape est
régiosélective et les diastéréoisomeres 114 et enant-114 sont observés et séparés par
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chromatographie avec un excés diastéréoisomérique de 82 : 18. Cet exces est déterminé par RMN du
proton par intégration du signal correspondant au proton porté par le carbone tertiaire en a de l'azote.

En suivant cette voie de synthése, les dérivés pyrrolidines 113 et enant-113 (analogues
« clickables » de 'AR88 et enant-AR88) sont synthétisés en 7 étapes avec un rendement global de 20%,
et 8% respectivement a partir de I'octanediol.

|1. SYNTHESES DES PLATEFORMES « CLICKABLES »

Afin de pouvoir synthétiser des objets multivalents par chimie « click », différentes plateformes ont
été synthétisées. Nous présenterons d’abord la synthese des plateformes de valence 4 et 6 dérivées de
pentaérythritol utilisées pour les réactions de «click » de type CuAAC et thiol-éne (addition de
Michael). Puis, dans un second temps, seront présentées les plateformes dendrimériques,
hexameériques et dodécamériques, a cceur triphosphazéne, synthétisées par notre collaborateur, le Dr.
C.O. Turrin (LCC, TOULOUSE) et utilisées pour les réactions de type SPAAC.

I11.1. Plateformes issues de pentaérythritol

Deux types de plateformes issues de pentaérythritol de valence 4 et 6 ont été synthétisés en
fonction du type de chimie « click » utilisé pour greffer les ligands. Ces types de plateformes ont
souvent été décrits dans la littérature pour la synthése d’objets multivalents, du fait de leur facilité
d’accés synthétique et leur faible co(it.181:183,184

Les plateformes 117 et 119 ont été obtenues a partir de pentaérythritol par substitution
nucléophile de l'alcool par une fonction propargyle, en présence de bromure de propargyle et
d’hydrure de sodium, avec des rendements de 73% et 70% respectivement (Schéma 29).

La plateforme 118 est obtenue par acrylation du pentaérythritol en présence de triéthylamine
et de chlorure d’acryloyle avec un rendement de 22% selon le protocole de Moraes et al.?*® (Schéma 29).
Ce rendement est inférieur a celui rapporté par Ma et al. (97%) mais la réaction n’a pas été
optimisée.?'% Le composé 120, commercial, n’a pas été synthétisé.
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\ 1) NaH (60%), ;=0
DMF, 0°C, 45mn Chlorure

HO
G 2) bromure de d'acryloyle, (o] o

# propargyle, DMF, Et;N, DCM, \)j\
/\0 0\// 0°C puis TA, 20h  HO OH 2n30 X% o o
F -~ — j(\
73% 22%

OH

o o}
O
\\ 17 Y. 118
\ / 1) NaH (60%),
DMF 0°C, 45mn
) bromure de HO OH
propargyle DMF,
0°C pws TA, 20h HO (o) OH
70%

\\ // 119
2§
\)ko o o)k/
PER

120

Schéma 29 : Synthese des plateformes 117 a 119

11.2. PLATEFORMES A CGEUR CYCLOTRIPHOSPHAZENE

Les plateformes a coeur cyclotriphosphazeéne ont fait I'objet de nombreuses études menées par
I’équipe du Pr. A.M. Caminade (LCC, TOULOUSE).?!¥-21> Récemment, une collaboration entre nos deux
équipes a conduit, a partir de plateformes dendrimériques, a la synthese et I'évaluation biologique
comme CP de composés multivalents contre la MG. Ce travail a récemment fait I'objet d’'une
publication.?!® Les dendriméres a cceur cyclotriphosphazéne hexavalents de génération 0 (GO) et
dodécavalents de génération 1 (G1) étaient porteurs de fonctions MOFO (monofluorinated
cyclcooctyne) (Figure 51). Ces dendriméres ont permis, par chimie « click » de type SPAAC avec un
azoture, de synthétiser deux objets multivalents porteurs de ligands dérivés de la D-DNJ. L'évaluation
biologique de ces objets multivalents a mis en évidence leur capacité a traverser la membrane cellulaire
et augmenter l'activité de la GCase. Ces résultats s’inscrivent dans le cadre du travail de thése du Dr.
Tran.?’
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0
) HN—C F
o2 Y

Figure 51 : Plateformes dendrimériques a cceur cyclotriphosphazene hexavalente et dodécavalente porteuses de groupement
MOFO 216
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Dans le cadre de cette these, deux nouvelles plateformes dendrimeériques, hexavalente (GO) et
dodécavalente (G1), ont été préparées par le Dr. C.O. Turrin (résultats non publiés) (Figure 52). Cette fois-
ci, les dendrimeéres sont porteurs de fonctions de type DIBAC (aza-dibenzocyclooctyne), plus réactive
qgue la fonction MOFO, (cf. partie 111.1.2.) et permettent également de réaliser des réactions de type
SPAAC en présence d’un azoture.

93



SYNTHESES DE LIGANDS MULTIVALENTS D’INTERET THERAPEUTIQUE

Figure 52 : Plateformes dendrimériques a cceur cyclotriphosphazéne hexavalente et dodécavalente porteuses de groupement
DIBAC
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[1l.  SYNTHESES DES OBJETS MULTIVALENTS

Dans cette partie, les différentes réactions de chimie « click » conduisant a la synthése des objets
multivalents seront décrites (CuAAC, SPAAC, thiol-éne (addition de Michael)). Nous décrirons les objets
multivalents dérivés de L/D-DNJ, puis les dérivés de ’AR88 et son énantiomére avant de terminer par
les objets multivalents de la NAC.

11I.L1.  Syntheses des objets multivalents dérivés de la
L et D-DNJ

1.1.1. Syntheses par réaction de type CUAAC

Toutes les syntheses des objets multivalents obtenus par réaction de type CuAAC ont été
réalisées dans un réacteur micro-onde comme décrit dans la thése du Dr. Stauffert.?!® Les réactions
« click » ont été réalisées dans un mélange de solvant eau/DMF en présence de sulfate de cuivre
préalablement activé par agitation dans I'eau avec de I'ascorbate de sodium afin de passer de |'état
Cu(ll) a Cu(l). Les produits acétylés synthétisés ont été séparés du cuivre grace a des lavages répétés
avec une solution aqueuse saturée en EDTA, permettant la chélation du cuivre et le passage de celui-ci
en phase aqueuse. Les objets multivalents sont ensuite désacétylés en présence d'ammoniaque dans
le méthanol.

Quatre objets tétramériques et quatre objets hexameriques ont été synthétisés en suivant
cette voie de synthése et sont rapportés Tableau 11 et Tableau 12.
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R’
I
N
1) CuS0,4.5H,0, \N
Ascorbate Na, 117 \ Vi
DMF/H,0, MW, N

OAc 80°C,
30-60 min

)(R)\/\ 2) ammoniaque, R'—
N n N; MeOH TA, 6h \)\/
80 (R =CH,CH,0,n=2) /w/\N—R.

(:)Ac 81 (R=CHyn=4)
82 R=CH,,n=9)
enant-82 (R = CH,, n=9)

AcO,,,,

AcO

R'= 121 (R = CH,CH,0, n=2)
122 (R=CH, n=4)
123 (R=CH,,n=9)
enant-123 (R=CH,, n=9)
Composé L/D Espaceur Rendement (%)
121 D PEG 72
122 D Cé6 100
123 D Cl1 100
enant-123 L Cl1 81

Tableau 11 : Rendements obtenus pour la synthese des composés multivalents 121 a enant-123 (seul I'énantiomére de forme D
est représenté)
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R'\N/N\\N N//N\N/Rl
1) CuS0,4.5H,0, = S
Ascorbate Na, 118,
DMF/H,0, MW,
OAc 80°C, 0
60 min
R)\/\ 2) NH,OH, MeOH, S (o) = .
N'é N Nj A 6h R"N/Y\O (o) N—R
80 (R = CH,CH,0, n = 2) N o) o
: 81 (R=CH, n=4)
OAc 82 R=CH, n=9)
enant-82 (R=CH, n=9 N N
(R=CHzn=9) /N 0\
N~ N\N
| |
R R'

R- -—

124 (R = CH,CH,0, n = 2)
125 (R=CH, n=4)
126 (R=CH, n=9)
enant-126 (R=CH,,n=9

Composé L/D Espaceur Rendement (%)

124 D PEG 57

125 D Cé6 81

126 D Cl1 86

enant-126 L Cl11 90

Tableau 12 : Rendements obtenus pour la synthese des composés 124 a enant-126 (seul I'énantiomére de forme D est représenté)

Les rendements obtenus aprés ces deux étapes sont élevés pour les objets multivalents
tétramériques et hexameriques avec les espaceurs de type alkyle. En revanche, les rendements
observés sont plus faibles pour les composés multivalents 121 et 124 obtenus avec l'espaceur de type
PEG.

Afin de pouvoir mettre en évidence des effets multivalents sur I'inhibition des enzymes
étudiées, des références monomériques ont été synthétisées avec du pentyne (Tableau 13).
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1) CuS0O,.5H,0,
Ascorbate Na,

pentyne, DMF/H,0,
OAc

MW, 80°C,
60 min
AcO,, QR)\/\ 2) NH,OH, MeOH,
’ N? /3 N3 TA, 6h
AcO S 80 (R = CH,CH,0, n=2)
= 81 (R=CH, n=4)
OAC 82 (R=CH,n=9)
enant-82 (R =CH,, n=9)
{r
R = NTT3
127 (R = CH,CH,0, n =2)
128 (R=CH,, n=4)
129 (R=CH, n=9)
enant-129 (R=CH,, n=9)
Composé L/D Espaceur Rendement (%)
127 D PEG 51
128 D Cé 47
129 D C11 39
enant-129 L C11 24

Tableau 13 : Rendements obtenus pour la synthese des composés 127 a enant-129 (seul I'énantiomére de forme D est représenté)

Les rendements associés a ces réactions sont plus faibles que pour la synthese des objets
multivalents et varient en fonction de I'espaceur utilisé. Cela est d( a la formation de sous-produits
synthétiques d’oxydation UV-visibles, séparables par chromatographie, qui ne sont pas observés lors
de la synthese des objets multivalents (Schéma 30). Des sous-produits d’oxydations similaires en présence
de pentyne ont déja été observés dans la littérature.?”?1° Ainsi, des rendements plus faibles sont

observés pour les composés 129 et enant-129 avec I'espaceur de 11 carbones.

N\ (-
N R' =

130 (R = CH,CH,0, n = 2)
131 (R=CH, n=4)

132 (R=CH, n=9)
enant-132 (R = CH,, n=9)

Schéma 30 : Sous-produits d’oxydations 130, 131, 132 et enant-132 (seul I'’énantiomere de forme D est représenté)
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11.1.2. SYNTHESES PAR REACTION DE TYPE SPAAC

Les objets multivalents obtenus par réaction de type SPAAC (strain promoted azide-alkyne
cycloaddition) seront décrits dans cette partie. La réaction de « click » de type SPAAC consiste en la
cycloaddition entre un alcyne cyclique contraint et un azoture. Contrairement a la réaction de CuAAC,
celle-ci est biocompatible et ne nécessite pas la présence de cuivre ou de tout autre catalyseur.?20.221
La réaction est réalisée spontanément a température modérée grace a la contrainte présente sur
I'alcyne cyclique qui le rend trés réactif. En effet, cette pré-distorsion permet de réduire |'énergie
nécessaire pour atteindre la géométrie de I'état de transition, améliorant ainsi les interactions
orbitalaires et induisant un abaissement du niveau énergétique des barriéres d'activation.??? En
revanche, contrairement a la réaction de CuAAC, la réaction de SPAAC n’est pas régiosélective et
conduit donc a un mélange de régioisomeres.

Depuis sa premiére description en 1953 par Blomquist et al.,*® entre un cyclooctyne et un
azoture de phényle, I'utilisation de la réaction de SPAAC s’est étendue a de nombreux domaines de
recherche. 29221 De nombreux cyclooctynes modifiés ont été synthétisés afin d'améliorer les propriétés
cinétiques de la réaction (Figure 53).224

99



SYNTHESES DE LIGANDS MULTIVALENTS D’INTERET THERAPEUTIQUE

2004 1 2006 o ! 2007

| 5 N
' = : t-BuO H\ Ot-Bu

DIBO E Sondheimer diyne s 3
L g PYRROC OH

Figure 53 : Exemple de dérivés de cyclooctyne pour la SPAAC 224

Les cyclooctynes utilisés peuvent se diviser en deux groupes : les cyclooctynes aliphatiques et
les cyclooctynes dibenzylés. Cette seconde classe est connue pour leur réactivité accrue par rapport
aux cyclooctynes aliphatiques. Ce gain de réactivité est le résultat de la déformation du cyclooctyne
par les nombreux carbones hybridés sp2. 224 Le premier représentant de cette classe est le DIBO
(dibenzocyclooctyne) développé par Ning et al.?*> Depuis, des analogues plus réactifs comme le DIBAC
ou le BARAC (biarylazacyclooctyne) ont été développés. Le BARAC étant trés, voire trop réactif, il souffre
d’un manque de stabilité et se décompose rapidement. Quant au DIBAC, aussi connu sous le nom de
ADIBO ou DBCO, développé par Debets et al., il offre un bon compromis entre réactivité et stabilité.??®
En effet, il est a la fois plus réactif que le DIBO est plus stable que le BARAC, ce qui en fait un cyclooctyne
de choix pour la SPAAC. Aujourd’hui, de nombreux composés DIBO et DIBAC sont notamment

développés pour des études biologiques de marquage ou d’imagerie moléculaire.??7:228

A partir des plateformes hexameériques 134 (GO) et dodécameriques 135 (G1) fonctionnalisées
par des groupements DIBAC en notre possession, des composés multivalents ont été synthétisés (sous
la forme d’un mélange de régioisomeéres). Le protocole expérimental a été mis au point par notre
équipe lors de travaux antérieurs.?'® La plateforme fonctionnalisée et le ligand d’intérét, ici des dérivés
de la L ou D-DNJ, ont été incubés dans un mélange de solvant THF/MeOH, puis mis sous agitation a
1200 rpm a 45°C pendant 5h, avec un suivi par MALDI-TOF. Une désacétylation en présence
d’ammoniaque et de méthanol a ensuite été effectuée pour conduire aux composés désirés.
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Les mélanges de régioisoméres 136 et enant-136 hexavalents, et 137 et enant-137 dodécavalents ont
été synthétisés en suivant ce protocole (Tableau 14). Par soucis de clarté, un seul régioisomere et

énantiomeére sera représenté pour chacune des réactions.

OAc 1) MeOH/THF, 134
45°C,
3h
N'QR;\/\N 2) NH4OH, MeOH,
n 3 TA, 5h

: 82 (R=CHyn=9)
OAC  enant-82 R =cH, n=9)

+ régioisomeres

136 (R=CHp n=9)
enant-136 (R =CH,, n=9)
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\N‘ /
o0 00

1) MeoH/THF, 135,
45°C, 3h
LR)\/\ 2) NH,OH, MeOH,
TA, 5h
N? /n N3

82 (R=CH,n=9)
enant-82 (R = CHy n=9)

+ régioisomeres

6Ac

137 (R=CH, n=9)
enant-137 (R=CH, n=9)

Composé L/D Espaceur Rendement (%)

136 D C11 78
enant-136 D C11 50
137 L Cl1 39
enant-137 L Cl1 67

Tableau 14 : Rendements obtenus pour la synthése des composés multivalents 136 et 137 et leurs énantiomeres (seul
I'’énantiomére de forme D et un seul régioisomere est représenté)

Comme précédemment, des références monomériques ont été synthétisées avec de
I’azadibenzocyclooctyne-amine commerciale afin de pouvoir évaluer les effets multivalents sur
I'inhibition d’enzymes d’intérét. La méme voie de synthése que pour les objets multivalents a été
utilisée et les mélanges de régioisomeres 138 et enant-138 ont été synthétisés avec des rendements
respectifs de 98% et 53% (Schéma 31).
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R~y N2 SR
OAc 1) MeOH/THF,
45°C,
3h
QR)\/\ 2) NH4OH, MeOH, +
N™ /3 N3 TA, 4h

_

N N
82 (R=CH, n=9) )\\\ )\\\
(0]
° NH, NH,

HO., LR
R' = ’ N? /3
HO S 138 (R=CH,, n=9)98%
OH
Ry~ 'S 2R
N N N N
A 1) MeOH/THF,
_/o ¢ 45°C, — —
: 3h
AcO éR)\/\ 2) NH,OH, MeOH, +
N /3 N3 TA, 4h
—_— N N

AcO"™

enant-82 (R = CH,, n=9) )\\\
OAc O NH

OH enant-138 R=CH, n=9)53%

Schéma 31 : Synthése des composés monovalents 138 et enant-138

1l.2. SYNTHESES DES OBJETS MULTIVALENTS DERIVES D’AR88 ET ENANT-
AR88

La synthese d’objets multivalents obtenus a partir de 113 et enant-113 a été réalisée. Quatre objets
multivalents ont été obtenus par chimie « click » de type CuAAC, puis purifiés par chromatographie
d’exclusion stérique. Deux objets tétravalents 139 et enant-139 ainsi que deux objets hexavalents 140
et enant-140 ont été synthétisés (Tableau 15).
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CuS0,.5H,0,

HO, yOH Ascorbate Na, 117,
\ TBTA MeOH/H,0,
N, 60°C, 4h
N — >

H 113
enant-113
N
/ \
N/N
|
R
HO OH
R= Z_)w)/\/
N 6
H
139
enant-139
CuS0,4.5H,0,
HO, 30H Ascorbate Na,
\ 118, MeOH/H,0,
N 6 N§N/
H 113
enant-113
N
/ I\
N\
HO OH
R= Z_)*M/\/
N 6
H
140
enant-140
Composé Rendement (%)
139 59
enant-139 51
140 53
enant-140 48

Tableau 15 : Rendement des composés multivalents 139 et 140 et leurs énantioméres (seul I'énantiomere analogue de 'AR88

est représenté)
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Contrairement aux dérivés DNJ, les réactions de « click » avec les dérivés d’AR88 et enant-
AR88 ont été réalisées directement avec les fonctions alcool libres, puis les produits obtenus ont été
purifiés par chromatographie d’exclusion stérique. Malgré I'obtention des objets multivalents souhaités
en une seule étape de synthése, les rendements restent modestes. |l serait peut-étre préférable
d’acétyler les composés 113 et enant-113 avant de réaliser la réaction de « click », ce qui permettrait
également de simplifier la méthode de purification.

Les composés monovalents 141 ou enant-141 ont été synthétisés par réaction du 113 et enant-
113 avec du pentyne, avec des rendements respectifs de 57 et 80% (Tableau 16). De nouveau, des sous-
produits d’oxydations 142 et enant-142, en faible quantités ont été observés avec cette réaction.
Contrairement aux monomeres dérivés du D/L-DNJ, les sous-produits 142 et enant-142 n’ont pas pu
étre séparés du produit souhaité, mais ont pu étre quantifiés dans le mélange par RMN.

CuS0,.5H,0,
Ascorbate Na,
HO, \\OH pentyne, R'\ "\
N MeOH/H,0, N N
N3 60°C, 4h N/ \ " N/ \
N 6 > AN A
H N N
113
enant-113 (0]
HO, OH
R = b‘M/\/
N 6
H 141
enant-141
HO, OH
R" = m\/
N 6
H 142
enant-142
Composé Rendement (%) Rendement produits
oxydés (%)
141 57 6
enant-141 80 8

Tableau 16 : Synthése des composés 141 et enant-141 et des sous-produits associés 142 et enant-142
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11.3. SYNTHESES DES OBJETS MULTIVALENTS DE LA NAC

Les objets multivalents de la NAC ont été obtenus via une réaction de chimie « click » de type

thiol-eéne. Ce type de réaction forme une liaison thioether a partir d’'un thiol et d’'un alcéne (Schéma
32)'229,230

. radicalaire

ou catalysée '
R—SH + —/ —y> RS/\/R
Schéma 32 : Réaction de type thiol-éne

Cette réaction est retrouvée dans de nombreux domaines de recherche allant de la chimie des
matériaux pour la formation de polyméres comme des silicones?*! , de la chimie médicinale avec la

chimie des peptides?? ou des dendrimeéres?1%233, 3 des applications biomédicales avec des hydrogels?3*,

Contrairement a la CuAAC, ce type de réaction ne nécessite pas forcément un catalyseur
métallique. Deux types de mécanisme sont possibles en fonction de la nature de l'alcéne utilisé. Soit la
fonction thioether est formée grace a une réaction radicalaire, en présence ou non d’un amorceur
(souvent un photoinitiateur), soit c’est un mécanisme ionique qui entre en jeu (Schéma 33).22%232:235.236 Gj
I'alcene est conjugué a un groupement électroattracteur, une addition de Michael aura lieu en présence
d’un catalyseur basique, généralement une base azotée ou une phosphine.?®23¢ En revanche, si 'alcéne
est lié 3 un groupement électrodonneur alors la réaction aura lieu en condition acide.?®

R' 1) hv,
R—SH + _ / amorceur SR/\/R

3) catalyseur
EWG basique /

hosphi
R—SH + —/  ohoshne_  _~ _EWG

EDG 2) catalyseur
acide

Schéma 33 : Différentes réactivités des réactions de type thiol-ene

Les différentes réactivités qu’offre ce type de chimie permettent de combiner les réactions sans
avoir de produits secondaires. Zhang et al. I'ont d’ailleurs démontré lors de leurs travaux portant sur la
synthese d’un dendrimere issu de deux réactions différentes de chimie de type thiol-ene. Une réaction
de type addition de Michael est d’abord réalisée en présence de DBU, suivie d’'une réaction radicalaire
a l'aide de DMPA (2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone), un photoinitiateur, sous lampe UV.2*3 Ce
cycle de réaction est répété afin de former des dendrimeres a multiples générations (Schéma 34).

106



SYNTHESES DE LIGANDS MULTIVALENTS D’INTERET THERAPEUTIQUE

\ \§ HSvﬁ\s
Me-g{-Me DBy Me-gi-Me W SH  Me-Si-Me
Me o M "SSsu [ Me o s (M 0
R g NN AL e dha AR S s e
Me-Si-Me o Me—Si-Me o Me"Si‘Me o
/ 7 2 Hs 5 2

Schéma 34 : Différentes réactions de type thiol-éne sur un méme composé 233

Dans notre cas, les plateformes utilisées portent un groupement électroattracteur conjugué a
la double liaison. Une addition de Michael sera alors effectuée en présence de triéthylamine comme
catalyseur. Une fois les composés obtenus, ils seront purifiés par HPLC (phase inverse).

Deux objets multivalents 143 et 144 ont ainsi été synthétisés (Schéma 35) selon le protocole
décrit par Shen et al.?’? Cependant, les produits souhaités sont obtenus sous la forme de sels de
triéthylammonium. Les composés sont purifiés par HPLC (phase inverse) a pH acide (pH = 2.5) afin de
protoner les fonctions acides et décomplexer la triethylamine. Les rendements des réactions apres
purification par HPLC sont de 42% pour le composé tétravalent et 47% pour le composé hexavalent.
Une baisse importante de rendement est observée lors de la purification. Les conditions de
purifications n‘ont a ce jour pas été optimisées.

R
f o
o 117, EteN, o 0
H\)J\ DMSO, 1h,
N OH 40°C
: — - » R o 0 R
I \ W
SH
o (o]
o 2
R

(0]
H
N A
R= \”/ : OH
o ~

S
143 42%
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R 0 (o) R
o 118, Et,N, ‘\_<J >_/7
H DMSO, 1h,
\”/N\)]\O o (0]

40°C
[
\SH (0] o]
(o) > < (o)
R R

_L_ 144 47%

Schéma 35 : Synthéses des composés 143 et 144

Pour cette famille de composés, il n’est pas utile de synthétiser une référence monomérique
car la NAC peut étre utilisée comme référence.

V. CONCLUSION

Plus de 30 composés finaux, dont 18 objets multivalents et 8 références monovalentes, a partir de
5 pharmacophores, ont été synthétisés au cours de ce travail. Lensemble des objets multivalents ont
été obtenus par différentes réactions de chimie « click » (CUAAC, SPAAC et thiol-eéne (addition de
Michael)) avec des rendements modestes a élevés.

12 objets multivalents de valence allant de 4 a 12 ont été synthétisés avec les pharmacophores L
et D-DNJ. L'ensemble des composés a été obtenu par chimie « click » de type CUAAC ou SPAAC, avec 4
types de plateformes différentes dont 2 dendrimeres de haut poids moléculaire. En effet, deux objets
synthétisés ont un poids moléculaire supérieur a 10700 g.mol™. Des rendements élevés ont été
observés pour la synthése des objets multivalents par réaction de « click » de type CuAAc (57 a 100% ;
2 étapes) et d’autres plus modestes pour ceux obtenus par SPAAC (39 a 78% ; 2 étapes). Il est important
de rappeler que les objets multivalents obtenus par réactions de SPAAC sont un mélange de
régioisomeéres. En revanche, des rendements plus faibles sont observés pour la synthese des références
monovalentes par CUAAC a cause du sous-produit d’oxydation formé lors de la réaction.

Deux objets multivalents de valence 4 et 6 ont été synthétisés avec le pharmacophore NAC, via une
réaction de chimie « click » de type thiol-éne (addition de Michael), rapide et efficace. Cependant, des
travaux d’optimisation, notamment pour |'étape de purification, sont a prévoir afin d’améliorer le
rendement global de la réaction.
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Quatre objets multivalents et deux références monovalentes ont été synthétisés avec les
pharmacophores AR88 et enant-AR88, en collaboration avec le Dr. Tran. Ces objets ont été obtenus par
chimie « click » de type CuAAC, avec des rendements modestes (48 a 59%). Une voie envisagée pour
améliorer ces rendements serait d’acétyler les dérivés « clickables » 113 et enant-113 avant la réaction
de CuAAC. De plus, la purification des produits acétylés obtenus apres réaction de « click » serait plus
aisée. En outre, 4 analogues de enant-AR88 (enant-103 a enant-106) et 1 dérivé analogue de AR88
(103) ont été synthétisés. Ces composés ont été obtenus par l'utilisation de différents aldéhydes et
alcynes. Létape d’allénylation énantiosélective permet I'utilisation d’aldéhydes variés et I'ensemble des
aldéhydes commerciaux a permis d’obtenir les allénes correspondants. Parmi eux, 6 composés ont
conduit a un produit cyclique apres cyclisation intramoléculaire. L'étape de cyclisation intramoléculaire
s’est avérée plus délicate, et seuls les dérivés pyrrolidines 95 et enant-95 a enant-98 ont pu étre
obtenus avec un rendement quantitatif, ainsi que le composé spiro enant-107, avec un rendement plus
modeste. Loptimisation des conditions de cyclisation de ce dernier est en cours de réalisation.
Lobtention de ce composé spiro en deux étapes ouvre la voie a une synthese rapide d’autres composés
spiro. Pour conclure, cette voie de synthése a démontré la possibilité d’obtenir, facilement en 2 étapes,
une variété de dérivés pyrrolidines, ainsi qu’un composé spiro.
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Les activités biologiques des différents composés dont la synthése a été présentée dans le
précédent chapitre ont été évaluées vis-a-vis de chacune des enzymes cibles (MGAM/a-amylase, GAA
et GCase). Les résultats expérimentaux sont présentés en fonction des trois maladies d’intérét : DT2,
MP et MG.

|. EVALUATIONS BIOLOGIQUES DES COMPOSES CONTRE LE DIABETE DE
TYPE 2

Préalablement a I'évaluation de l'effet hypoglycémiant recherché dans le développement de
traitement contre le DT2, des essais d’inhibition enzymatique préliminaires sur deux enzymes d’intérét
ont été effectués avec nos composés. Pour rappel, I'inhibition de I'activité catalytique de ces enzymes
permet de réguler la glycémie chez les patients atteints de DT2. Les deux enzymes sélectionnées sont
la rhGAA comme modele pour la MGAM humaine et I'a-amylase pancréatique porcine.

I.1. EVALUATIONS DE LACTIVITE INHIBITRICE DES COMPOSES POUR LA GAA

La rhGAA a été choisie comme enzyme modele pour remplacer la MGAM humaine qui n‘est
pas commerciale. Cette enzyme a été sélectionnée pour deux raisons :

e Elle fait partie de la méme famille des a-glucosidases (EC.3.2.1.20) que la MGAM et
differe de cette derniére par sa localisation dans l'organisme ; 1

e Cette enzyme partage une forte homologie de séquence avec la MGAM (per id. > 44%,
Query Cover > 98%) (Figure 54 ; Annexe 2).

Figure 54 : Structure cristallographique de la GAA (PDB : 5NN3) 14 a gauche et de la MGAM a droite (PDB : 2QLY) 237
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Afin de valider ce choix de modeéle, nous avons comparé 'activité inhibitrice de deux références
connues pour ces deux enzymes, l'acarbose et le miglitol. Ces deux composés sont deux traitements
actuellement commercialisés pour leur activité inhibitrice envers la MGAM humaine contre le DT2.
Pour ce faire, un test enzymatique reposant sur le dosage du produit de la réaction d’hydrolyse du
substrat par 'enzyme, le 4-méthylumbelliferyl (4-MU), par spectroscopie de fluorescence a pH acide
(pH =4,3) (Aex = 335 NM ; Aem = 460 Nm) a été réalisé.

Il est retrouvé dans la littérature des ICso variant de 5,7 a 22,1 uM pour l'acarbose et 3,7 uM
pour le miglitol sur la MGAM.723 Nous avons constaté que ces valeurs sont proches de celles
retrouvées avec la rhGAA (tableau 17 ), ce qui permet de valider ce choix de modele.

Pour ce projet, nous nous sommes concentrés sur les composés possédant comme
pharmacophore la D-DNJ (pharmacophore du miglitol). Comme décrit précédemment, ce
pharmacophore est connu pour sa forte activité inhibitrice pour les glycosidases, notamment la GAA
et la MGAM. Lactivité inhibitrice de ces composés a donc été évaluée et les ICso et effets multivalents
sont rapportés Tableau 17.

Composé Espaceur Valence I1Cs0 (1M) rp/n*
acarbose - - 22,35 %1,36 -
miglitol - - 0,991 +0,093 -
127 PEG 1 1,024 +0,077 -
121 PEG 4 0,508 +0,053 <1
124 PEG 6 0,733 £0,059 <1
128 C6 1 0,175 0,005 -
122 C6 4 0,032 +0,002 1,4
125 C6 6 0,043 +0,004 <1
129 C11 1 0,240 0,037 -
123 c11 4 0,011 +0,001 5,7
126 Ci1 6 0,023 +0,001 1,8
138 C11 1 0,033 £0,005 -
136 C11 6 0,038 £0,005 <1
137 C11 12 0,401 +£0,026 <1

* rp = (ICso monovalent)/(ICso multivalent)

Tableau 17 : ICsp et effet multivalent des composés 121 a 138 vis-a-vis de la rhGAA

Lensemble des composés synthétisés testés se sont révélés étre de tres bons inhibiteurs de la
rhGAA avec des ICso allant de 10,5 a 1024 nM. Les composés multivalents ont montré des [Cso
inférieures aux références (miglitol et acarbose). Pour les composés multivalents 121 a 126 obtenus
avec une plateforme de type pentaérytritol et leurs références monovalentes 127, 128 et 129
correspondantes, trois constats peuvent étre formulés :

e Tous les composés multivalents sont de meilleurs inhibiteurs que leur référence monovalente
respective. Des effets multivalents avec des rapports rp/n allant de 1,4 a 5,7 ont pu étre
observés avec les composés 122, 123 et 126. A notre connaissance, le composé 123 (ICso= 10,5
nM) posséde l'effet multivalent le plus élevé observé sur I'inhibition de la rhGAA. Ce composé
est respectivement 94 et 2000 fois plus inhibiteur pour la rhGAA que le miglitol et I'acarbose
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e Avalence égale, les composés avec I'espaceur alkyle C6 et C11 sont des inhibiteurs 5 a 70 fois
plus puissants que ceux avec l'espaceur PEG. La substitution d’une chaine alkyle par un
espaceur moins hydrophobe diminue l'activité inhibitrice du composé ;

e Pour un espaceur donné, l'objet tétramérique est plus inhibiteur que I'objet hexamerique.
Cette baisse d’activité peut étre imputée soit a la plateforme par sa nature ou sa géométrie
spatiale, soit a I'augmentation de la valence. Laugmentation de la valence au-dela de 4 ne
permet pas d’'améliorer I'activité inhibitrice des dérivés D-DNJ pour la rhGAA.

Pour les composés multivalents 136 et 137 obtenus avec une plateforme a coeur
cyclotriphosphazene et leur référence monovalente 138 (mélanges de régioisomeres) deux
observations peuvent étre établies :

e Le composé 138 monomérique, est un excellent inhibiteur avec une ICspde 32,9 nM. Cest le
composé monovalent D-DNJ le plus inhibiteur de la rhGAA comparé aux inhibiteurs dérivés de
la D-DNJ décrits dans la littérature. Il est 8 fois plus puissant que la D-DNJ elle-méme (ICso= 150
nM) ; %7

e Le composé multivalent 136 de valence 6 est meilleur inhibiteur que le composé 137 de
valence 12.

Lensemble de ces résultats apporte des informations importantes sur I'effet de la multivalence
sur l'inhibition de la rhGAA. Premiérement, la rhGAA est sensible a la multivalence et un effet
multivalent a pu étre observé pour trois des composés testés. Le rapport rp/n maximum est de 5,7, ce
qui est a ce jour l'effet multivalent sur l'inhibition de la rhGAA le plus élevé observé avec ce
pharmacophore, méme s’il reste modeste. Deuxiemement, 'augmentation de la valence ne permet
pas forcément d’améliorer I'activité inhibitrice.

Pour conclure, le recours a la multivalence avec les dérivés D-DNJ est sans nul doute une piste
intéressante a exploiter pour le développement de nouveaux traitements hypoglycémiants contre le
DT2, étant donné la forte activité inhibitrice des composés multivalents synthétisés. De plus, un
composé monovalent, le composé 138, possédant le méme pharmacophore que le miglitol lié a un
groupement DIBAC, présente une activité inhibitrice environ 30 fois supérieure au miglitol. Limpact du
groupement DIBAC sur I'activité inhibitrice est en cours d’évaluation via des études de cristallographie
et de modélisation moléculaire. Il sera intéressant de poursuivre cette étude, en évaluant l'effet
hypoglycémiant des composés les plus inhibiteurs par des tests in vivo sur modéle murin.

|.2.EVALUATIONS DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DES COMPOSES POUR L'a-
AMYLASE

Par la suite, quelques composés ont été évalués pour leur activité inhibitrice envers I'o-
amylase, une glycosidase d’intérét contre le DT2. Ce test enzymatique repose sur le dosage
colorimétrique par l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) du glucose. Lenzyme hydrolyse I'amidon,
libérant ainsi des unités glucoses capables de réduire le DNS en acide 3-amino-5-nitrosalicylique de
couleur rouge (Aabs = 540 nM). Lenzyme choisie comme modele pour ces tests d’activité est I'a-amylase
porcine pancréatique qui est une a-amylase intestinale de mammifére commerciale. Pour valider notre
méthode, nous avons évalué la capacité inhibitrice des deux références acarbose et miglitol et les avons
comparés a la littérature. Comme décrit dans la littérature, seul I'acarbose a montré une activité
inhibitrice avec une 1Cso = 7,38 UM proche de celle décrite par Kulkarni et al. (1Cs0=15,0 uM)?* et
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Timalsina et al. (IC50=9,8 uM)?* pour I'a-amylase porcine pancréatique et par Yilmazer-Musa et al.
(1Cs0= 10,7 uM)?** pour I'a-amylase salivaire humaine.

Les activités inhibitrices des composés multivalents 121 a 137 et le composé monovalent 138
ont été évaluées et rapportées Tableau 18. Ces composés ont été sélectionnés pour deux raisons. La
premiére car ce sont ceux qui ont montré une bonne activité inhibitrice sur la rhGAA comme modeéle
de la MGAM humaine. La deuxieme est que ce sont des composés multivalents. En effet, cette enzyme
catalyse préférentiellement I'hydrolyse de sucres complexes grace aux nombreux sous-sites de liaison
présents a sa surface qui permettent d'augmenter I'affinité de ces sucres complexes pour la protéine,
ce qui laisse penser gu’elle serait sensible a I'effet multivalent.

Composé Espaceur Valence 1Cs0 (UM) rp/n*

acarbose - - 7,38 1,33 -
miglitol - - NI** -
121 PEG 4 NI** -
124 PEG 6 NI** -
122 C6 4 NI** -
125 C6 6 NI** -
123 C11 4 NI** -
126 Cl11 6 NI** -
138 C11 1 NI** -
136 Cl11 6 NI** -
137 C11 12 NI** -

* rp =(1Csp monovalent)/(ICso multivalent) ; ** 2 mM

Tableau 18 : ICsq et effet multivalent des composés 121 a 138 vis-a-vis de I'a-amylase pancréatique

Aucun de ces composés n‘a montré d’activité inhibitrice envers I'a-amylase pancréatique
porcine. La multivalence n’a pas permis d'améliorer I'activité inhibitrice du pharmacophore D-DNJ vis-
a-vis de cette enzyme. L'ensemble de ces composés sont donc totalement sélectifs de la MGAM vis-a-
vis de de I'a-amylase pancréatique.

Dans I'éventualité de trouver de nouveaux pharmacophores inhibiteurs de cette enzyme, des
évaluations de la capacité inhibitrice des composés monovalents et multivalents dérivés de I'AR88 et
son énantiomeére ont été réalisées. Les résultats sont rapportés dans le Tableau 19.
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ICso (um) /

Composé Dérivé Valence rp/n*
%inhibition
acarbose - - 7,38 1,33 -
miglitol - - NI ** -
141 ARS8 1 NI** -
139 ARS8 4 NI** -
140 ARS8 6 NI** -
enant-141 enant-AR88 1 NI ** -
enant-139 enant-AR88 4 N1** -
enant-140 enant-AR88 6 100%** -
100%***

* rp =(ICsp monovalent)/(ICsp multivalent) ; **évaluée a 2 mM ; ***évaluée a 2 uM

Tableau 19 : ICsq et effet multivalent des composés 139 a 141 vis-a-vis de I'a-amylase pancréatique

Aucun des composés évalués, excepté le composé enant-140, n’a montré d’activité inhibitrice pour
I’a-amylase porcine pancréatique. En effet, seul ce composé a totalement inhibé |'activité catalytique
de I'enzyme a 2 uM. Ce composé devrait donc étre testé a des concentrations plus faibles.

Pour conclure, il a été observé que 'ensemble des composés, excepté le composé enant-140, sont
non-inhibiteurs de I'a-amylase porcine pancréatique et sont donc totalement sélectifs vis-a-vis de la
rhGAA. La multivalence n‘a pas permis d’observer une activité inhibitrice avec ces composés. En
revanche, le composé enant-140 posséde une forte activité inhibitrice pour cette enzyme. Il serait donc
intéressant de déterminer son ICso et tenter de comprendre pourquoi seul ce composé s’est révélé étre
inhibiteur.

Il. EVALUATIONS BIOLOGIQUES DES COMPOSES CONTRE LA MALADIE DE
POMPE

Pour rappel, I'enzyme déficiente impliquée dans la MP est la GAA. Avant d’évaluer la capacité
chaperon des composés synthétisés pour cette enzyme, plusieurs tests enzymatiques préliminaires ont
été réalisés. En premier lieu, l'activité inhibitrice des composés a été évaluée sur une enzyme
recombinante humaine (rhGAA) afin de déterminer les concentrations qui seront utilisées pour les tests
d’activités chaperon et d’évaluer un potentiel effet de multivalence sur I'inhibition. Dans un second
temps, la stabilisation de la rhGAA par les composés a été évaluée in vitro par DSF et par dénaturation
thermique. A partir de ces résultats préliminaires, I'évaluation de l'activité chaperon de certains
composés a été effectuée sur trois types de fibroblastes de patients atteints de la MP, fournis par le Pr.
Levade (Institut fédératif de biologie, Toulouse), en collaboration avec le Dr. GIBOT (Laboratoire des
interactions moléculaires et réactivité chimique et photochimique, Toulouse).
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1.1. EVALUATIONS DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DES COMPOSES VIS-A-VIS
DE LA GAA

Dans un premier temps, nous avons vérifié la validité de notre test en comparant I'lCso de
I'acarbose et du miglitol obtenue par rapport aux valeurs de la littérature. Pour rappel une I1Cso de 22,35
UM pour l'acarbose a été déterminé, une valeur d’un ordre de grandeur similaire a celle retrouvée par
Okumyia et al. (59 uM) sur une rhGAA .*° 'ICso obtenu du miglitol est de 0,991 uM, une valeur proche
de celle retrouvée par Kato et al. (3,7 pM).*”

Puis, les 1Cso de chacun des composés ont été déterminés. Les résultats enzymatiques seront
présentés en fonction des pharmacophores de chaque composé.

[1.1.1.PHARMACOPHORE D-DNJ

Les activités inhibitrices des composés 121 a 138 ont été évaluées, et ont été rapportées
précédemment (partie 1.1) dans le tableau 17, que nous rappelons ci-dessous. Le principe du test
enzymatique a été décrit précédemment (partie 1.1) et est détaillé dans la partie expérimentale.

Composé Espaceur Valence 1Cs0 (uM) rp/n*
acarbose - - 22,35 +1,36 -
miglitol - - 0,991 10,093 -
127 PEG 1 1,02 0,078 -
121 PEG 4 0,508 £0,053 <1
124 PEG 6 0,733 £0,059 <1
128 Cé6 1 0,175 0,005 -
122 C6 4 0,032 £0,002 1,4
125 Cé6 6 0,043 +0,004 <1
129 Cl1 1 0,240 £0,037 -
123 c11 4 0,011 +0,001 5,7
126 Cl1 6 0,023 £0,001 1,8
138 C11 1 0,033 £0,005 -
136 Cl11 6 0,038 £0,005 <1
137 C11 12 0,401 £0,026 <1

* rp = (ICso monovalent)/(ICso multivalent)

Tableau 17 : ICsp et effet multivalent des composés 127 a 138 sur la rhGAA

Pour rappel, il a été conclu que la rhGAA est sensible a la multivalence et des effets multivalents
ont pu étre observés avec trois composés (122, 123 et 126). Un rapport rp/n de 5,7, ce qui est a ce jour
I'effet multivalent sur l'inhibition de la rhGAA le plus élevé observé avec ce pharmacophore a été
évalué. De plus, I'ensemble des composés multivalents ont montré des activités inhibitrices
supérieures a celles des références monovalentes. En revanche, I'augmentation de la valence ne
permet pas forcément d’améliorer I'activité inhibitrice.
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11.1.2. PHARMACOPHORE L-DNJ

Contrairement a son énantiomére, la L-DNJ est non-inhibitrice vis-a-vis de la GAA.3® Six
composés multivalents porteurs de ce pharmacophore ont été synthétisés et leurs capacités
inhibitrices ont été évaluées (Tobleau 20). Tous ces composés possedent un espaceur de type C11 afin
de comparer leur activité avec leur énantiomere respectif (exceptés pour les composés enant-136 a
enant-138 qui sont des mélanges de régioisomeéres). Les ICso des composés enant-129 et enant-136
n’‘ont pas pu étre déterminés car ces deux composés sont trop faiblement inhibiteurs de la rhGAA.

Composé Espaceur Valence ICso (uM) / rp/n*
%inhibition

acarbose - - 22,35 *1,36 -
miglitol - - 0,991 0,093 -
enant-129 C11 1 21%** -
enant-123 C11 4 95,2 +25,0 35
enant-126 C11 6 25,6 3,4 53
enant-138 C11 1 25,8 £3,1 -
enant-136 C11 6 17%*** -
enant-137 C11 12 N ¥ -

* rp = (IC21 monovalent)/(ICy; multivalent) ; **évaluée a 2mM ; ***évaluée a 1mM

Tableau 20 : ICsq et effet multivalent des composés enant-129 a enant-137 sur la rhGAA

Au vu des résultats, trois constats peuvent étre formulés :

e Les composés multivalents enant-123 et enant-126 (plateforme pentaérythritol) sont plus
inhibiteurs que leur référence monovalente et une approximation des effets multivalents avec
des rapports rp/n de 35 et 53 respectivement a été estimée a partir de leurs ICy; (concentration
correspondant a 21% d’inhibition) car I'lCso de la référence monovalente enant-129 n’a pas pu
étre déterminée ;

e Pour les composés ayant une plateforme a coeur pentaérythritol, le composé hexamere est
plus inhibiteur que le composé tétramere ;

e les composés hexavalent enant-136 et dodécavalent enant-137 (plateforme a coeur
cyclotriphosphazene) sont moins inhibiteurs que leur référence monovalente. Leffet du
groupement DIBAC semble augmenter légerement I'activité inhibitrice de ce pharmacophore.
Cette observation a également été faite pour les dérivés de D-DNJ. De plus, la forme
hexamérique est faiblement inhibitrice alors que la forme dodécamérique ne I'est pas.

Certains composés se sont révélés étre inhibiteurs de la rhGAA et sont, a notre connaissance,
les premiers dérivés L-DNJ montrant une activité inhibitrice sur cette enzyme.® Ces composés restent
cependant de faibles inhibiteurs, environ 1000 fois moins puissants que leurs équivalents dérivés de
D-DNJ. Des observations similaires a celles observées avec leur énantiomére ont été établies.
Premierement, la rhGAA semble sensible a la multivalence et de forts effets multivalents extrapolés a
partir de I'lC,; de 25 et 53 ont été observés pour deux composés. Deuxiémement, le groupement DIBAC
influe fortement sur l'activité inhibitrice. En revanche, l'influence de la valence est plus difficile a
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évaluer avec ce pharmacophore. En effet, I'activité inhibitrice croit lorsque la valence augmente pour
les composés enant-123 et enant-126, alors qu’elle décroit avec les composés enant-136 et enant-137.

11.1.3. PHARMACOPHORE AR88 ET ENANT-AR88

L'activité inhibitrice des dérivés des pyrrolidines AR88 et enant-AR88 a été évaluée. Ces
résultats nous permettront également d’évaluer la sélectivité de ces composés pour la GCase (partie

I.).

Les activités inhibitrices des composés 139 a 141, de leurs énantiomeres ainsi que des
analogues de AR88 (103) et enant-AR88 (enant-103 a enant-106) ont été évaluées et rapportées Tableau

21.
Composé Dérivé Valence ICso (uM) / rp/n*
%inhibition

ARS8 - - 23%** -
enant-AR88 - - 76%** -
141 ARS88 1 86%** -
139 AR88 4 92,30 16,76 -
140 ARS88 6 65,10 5,72 -
103 AR88 1 299,13 96,40 -
enant-141 enant-AR88 1 225,31 £20,48 -
enant-139 enant-AR88 4 78,15 £16,17 <1
enant-140 enant-AR88 6 18,97 £5,04 2,0
enant-103 enant-AR88 1 NI** -
enant-104 enant-AR88 1 NI** -
enant-105 enant-AR88 1 NI** -
enant-106 enant-AR88 1 NI** -

* rp = (ICso monovalent)/(ICso multivalent) ; **évaluée a 2mM ;

Tableau 21 : ICsq et effet multivalent des composés 103 a 141 et des énantiomeéres sur la rhGAA

Pour les composés multivalents 139 et 140 et leurs énantiomeéres obtenus avec une plateforme
de type pentaérytritol et leur référence monovalente 141 et enant-141 correspondante, on peut

observer que :

e Pour une méme valence, les composés issus de enant-AR88 sont plus inhibiteurs que ceux issus

de ARS8 ;

e Les composés monovalents sont moins inhibiteurs que les objets multivalents correspondants.
Un effet multivalent avec un rp/n de 2 a été déterminé avec le composé hexamérique enant-

140 ;

e Les composés hexavalents 140 et enant-140 sont plus inhibiteurs que les composés

tétravalents 139 et enant-139.
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Pour les composés analogues dérivés d’enant-AR88 (composés enant-103 a enant-106),
aucune activité inhibitrice n’a été observée sur la rhGAA. Ces résultats indiquent soit que la chaine
alkyle est nécessaire a l'activité inhibitrice de ce pharmacophore vis-a-vis de la rhGAA, soit que
substituer la chalne par un groupement plus encombrant nuit a la liaison ligand-enzyme. |l serait
intéressant de faire une étude par arrimage moléculaire pour rationnaliser ces résultats. En revanche,
pour le composé 103, dérivé de I’AR88, une activité inhibitrice plus forte que la référence AR88 pour la
rhGAA est observée (ICso= 299 uM).

Pour conclure, tous les objets multivalents synthétisés sont plus inhibiteurs que leur référence
monovalente et un effet multivalent avec le composé enant-140 a été observé. En revanche, la
modification du pharmacophore enant-AR88 n’a pas conduit a une amélioration de I'activité inhibitrice,
alors que cela a été le cas pour le composé 103 dérivé de 'AR88. Les groupements positionnés en alpha
de l'azote central joue donc un réle primordial sur I'activité inhibitrice vis-a-vis de la rhGAA. De plus,
pour une plateforme donnée, les objets avec le pharmacophore AR88 ou enant-AR88 ont montré une
puissance inhibitrice 1000 fois plus faible par rapports a leur équivalents avec le pharmacophore
D-DNJ.

I1.1.4. PHARMACOPHORE NAC

La molécule de NAC est décrite comme non-inhibitrice de la GAA dans la littérature a une
concentration de 10 mM.*° l’activité inhibitrice de ses dérivés multivalents 143 et 144 a été évaluée et
rapportée Tableau 22.

Composé Valence 1Cs0 (UM) rp/n*
NAC 1 NI** -
143 4 NI** -
144 6 43,25 £3,58 -

* rp = (ICso monovalent)/(ICso multivalent) ; **évaluée a 2mM

Tableau 22 : ICsp et effet multivalent des composés NAC, 143 et 144 sur la rhGAA

En accord avec la littérature, NAC n’est pas inhibiteur de la rhGAA a 2 mM. Le méme résultat a
été obtenu avec le composé tétramérique 143. En revanche, une activité inhibitrice avec le composé
hexamérique 144 a été observée avec une ICso évaluée a 43,3 uM. Aucun effet multivalent n’est calculé
pour le composé 144, étant donné que la référence monomérique utilisée, la NAC, est non-inhibitrice.
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11.2. EVALUATION DE LA CAPACITE STABILISATRICE DES COMPOSES POUR
LA GAA

[1.2.1. PRESENTATION DE LA DSF ET VALIDATION DU PROTOCOLE

La capacité des composés a stabiliser 'enzyme rhGAA a été évaluée par DSF. Cette technique
permet de déterminer si un composé est ligand de la protéine et si sa liaison a un effet stabilisant ou
déstabilisant sur celle-ci. Le principe de cette technique repose sur |'interaction ligand-protéine (Figure
55). La protéine est incubée et chauffée en présence d’un colorant, le SYPRO orange. Le SYPRO orange
dont la longueur d’onde d’absorption maximale est a 490 nm et la longueur d’'onde d’émission a 530
nm possede la particularité d’avoir un rendement quantique de fluorescence faible en milieu
hydrophile et élevé en milieu hydrophobe. Au cours de la montée en température, la protéine va se
dénaturer, exposant ainsi ses parties hydrophobes au colorant. Les interactions SYPRO orange-
protéines de plus en plus nombreuses vont augmenter la valeur de fluorescence jusqu’a un maximum
correspondant a une dénaturation totale de la protéine. Au-dela de ce plateau, le temps et la montée
en température vont provoquer l'agrégation des parties hydrophobes des protéines dénaturées,
limitant ainsi les interactions SYPRO orange-protéines et expliquant la baisse de fluorescence. A partir
du plateau haut et bas de la fluorescence, le T, « melting temperature » de la protéine peut étre
déterminé. Celui-ci correspond a la température a laquelle la protéine est dénaturée a 50%. Un
composé est considéré ligand de la protéine si, en sa présence, la valeur de Tr, de la protéine augmente
ou diminue. Il est important d’ajouter que plus le AT, (différence de température entre le T, de la
protéine seul et celui en présence de ligand) est grand, plus cela traduit une stabilisation importante
de la protéine induite par le ligand.

Pic de fluorescence
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Figure 55 : Schéma général d’une courbe de fluorescence obtenu par DSF (extrait de 242)
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Lensemble des résultats présentés dans cette partie a été obtenu avec un CFX96 Real-Time
PCR system issu de la plateforme intégrée de criblage de Toulouse (PICT) (TOULOUSE).

Le protocole expérimental utilisé pour obtenir les résultats présentés ci-dessous est adapté du
protocole décrit par Bruckmann et al.>®> La protéine utilisée pour le test provient du Myozyme® la
concentration protéique utilisée est de 1 mg.mL?, une concentration 10 fois plus importante que pour
I'étude de Bruckmann, mais qui est nécessaire a I'observation du signal. Ces tests n‘auraient pas pu étre
réalisés avec 'enzyme recombinante (R&D systems) utilisée pour les tests d’inhibition a cause de la
guantité en protéine trop importante nécessaire.

Dans I'étude de Bruckmann, le Tnde la rhGAA est de 64,2 +/- 0,4°Ca pH =4.3 ou 67,9 +/-0,9°C
apH=7.0.UnT,de63,5+/-0,3°C a pH = 7.0 a été déterminé pour la rhGAA selon notre protocole.
Une légere différence de Tr a été observée mais les valeurs restent du méme ordre de grandeur.

Afin de valider notre protocole, les T, de la rhGAA en présence de 2 ligands, l'acarbose et la D-
NN-DNJ (Figure 10) ont été déterminés. Les valeurs de T, et les AT, en présence de ces composés
obtenues selon notre protocole et par Bruckmann sont similaires, ce qui permet de valider la méthode
expérimentale (Tableau 23).

Composé [C] (M) Tm (°C) ATm (°C) T (°C) (reférence)® AT (°C) (reférence)®
Acarbose 2000 71,3+0,3 7,8 70 5,8
D-NN-DNJ 2,5 68,6 +0,3 5,1 67 2,8

*valeur de I'étude de Bruckmann et al.5?

Tableau 23 : Valeurs de T, et AT, de la rhGAA avec l'acarbose et le D-NN-DNJ

Lensemble des composés a été évalué selon ce protocole et les résultats seront présentés en
fonction des pharmacophores de chaque composé. Les concentrations maximales sélectionnées dans
cette étude sont identiques pour chaque pharmacophore et sont d’environ 100 fois la valeur de I'ICs,.

[1.2.2.PHARMACOPHORE D-DNJ

Les différentes capacités stabilisatrices des objets multivalents 121 a 127 et du composé
monovalent 138 ont été évaluées a trois concentrations différentes et rapportées Tableau 24.

122



EVALUATIONS BIOLOGIQUES SUR LES GLYCOSIDASES D’INTERET

Composé Espaceur Valence [C] (nm) T (°C) AT (°C)*

Acarbose 2000 71,3 10,3 7,8 10,3

D-NN-DNJ 25 75,5 £0,3 12,0 40,3
0,25 63,8 £0,3 -

121 PEG 4 2,5 69,2 0,3 5,7 £0,3
25 75,2 £0,3 11,7 +0,3
0,25 63,5 £0,3 -

124 PEG 6 2,5 69,2 £0,3 5,7 0,3
25 75,8 £0,3 12,3+0,3
0,25 63,5 0,3 -

122 c6 4 2,5 74,9+0,3 11,4 +0,3
25 79,7 +0,3 16,2 £0,3
0,25 63,8 0,3 -

125 C6 6 2,5 76,4 0,3 12,9 0,3
25 79,4 +0,3 15,9 0,3
0,25 63,5 0,3 -

123 Ci1 4 2,5 65,3 +0,3 1,8 +0,3
25 80,9 +0,3 17,4 +0,3
0,25 63,5 10,3 -

126 C11 6 2,5 63,5 0,3 -
25 79,7 0,3 16,2 +0,3
0,25 63,5 0,3 -

138 C11 1 2,5 63,5 £0,3 -
25 74,3 £0,3 10,8 0,3
0,25 63,5 £0,3 -

136 C11 6 2,5 63,5 0,3 -
25 76,4 0,3 12,9+0,3
0,25 63,8 +0,3 -

137 C11 12 2,5 63,8 0,3 -
25 63,8 £0,3 -

*Les ATm inférieures ou égales a 0,3 ne sont pas prises en comptes

Tableau 24 : Valeurs de Ty, et ATy, de la rhGAA avec les composés 121 a 137

Pour les composés multivalents issus de plateformes dérivés du pentaérythritol 121 a 126,

guatre conclusions peuvent étre tirées de ces résultats :

Les ATn, sont élevés (>10°C) a forte concentration (25 pM) et un effet dose-dépendant est
observé pour tous les composés testés ;

Les composés 121 et 124 avec |'espaceur PEG stabilisent moins la protéine a forte
concentration que les composés avec les espaceurs alkyles C6 et C11 ;

Aforte concentration, les AT, des composés avec un espaceur alkyle C6 ou C11 sont plus élevés
que le ATy, de référence de la D-NN-DNJ a la méme concentration ou de l'acarbose a une
concentration 80 fois plus faible ;

Une corrélation entre le log de I'activité inhibitrice et ATy a pu étre mise en évidence (Tableau
25).
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Corrélation entre AT, et activité inhibitrice

20
y = -3,063x + 29,797
N o—a R2=0,97
15
O —e
£ 10
'—
<
5
0
3,5 4 4,5 5 5,5 6
Log (IC,) (nM)
Composé 1Cs0 (uM) AT max (°C)*
123 10,5 17,4
126 22,9 16,2
122 31,8 16,2
@ 125 42,6 15,9
121 508,0 11,7
124 733,0 12,3

*Le AT, max a été sélectionné ([C]= 25 uM)

Tableau 25 : Comparatif ICsp et ATy, des composés 121 a 126 (1) courbe de corrélation f(log(ICsp)) = AT, (2) valeurs ICsp et AT,

Pour les composés 136 et 137 obtenus a partir de plateformes a coeur cyclotriphosphazéne et
leur référence monovalente 138, il est observé que :

e Le composé hexameérique 136 et la référence 138 ont des AT, élevés a forte concentration,
alors qu’aucun effet n’est observé pour le composé 137. La raison principale envisagée est la
faible solubilité observée de ce dernier dans les conditions expérimentales ;

e la capacité stabilisatrice des composés n’est pas corrélable avec I'activité inhibitrice, en raison
du trop faible nombre de données a notre disposition.

Ces résultats mettent en évidence que tous les composés multivalents, excepté le composé
137, ont une forte capacité stabilisatrice vis-a-vis de la rhGAA. Cette capacité est supérieure a celle de
la D-NN-DNJ et de l'acarbose, a I'exception de 138 et 124. A notre connaissance, le composé 123 a
montré la plus forte capacité stabilisatrice vis-a-vis de la rhGAA (ATn= 17,4 °C) observée dans la
littérature. De plus, une corrélation entre activité stabilisatrice et activité inhibitrice a pu étre mise en
évidence.
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11.2.3. PHARMACOPHORE L-DNJ

Les capacités stabilisatrices des différents objets multivalents enant-123 a enant-137 et du
composé monovalent enant-138 ont été évaluées et rapportées Tableau 26.

Composé Espaceur Valence [C] (nm) T (°C) AT (°C)*
Acarbose 2000 71,3 £0,3 7,8 £0,3
D-NN-DNJ 25 75,5 0,3 12,0 £0,3

25 62,9 0,3 -0,6 0,3
enant-123 C11 4 250 62,6 +0,3 -0,9 0,3

2500 - -

25 63,5 0,3 -
enant-126 C11 6 250 63,5 £0,3 -

2500 64,7 +0,3 1,2 +0,3

25 63,8 0,3 -
enant-138 C11 1 250 64,4 +0,3 0,9+0,3

2500 71,6 0,3 8,1+0,3

25 63,8 0,3 -
enant-136 C11 6 250 63,8 10,3 -

2500 - -

25 63,8 0,3 -
enant-137 Cl1 12 250 63,8 +0,3

2500 - -

*Les valeurs inférieures ou égales a 0,3 ne sont pas prises en compte

Tableau 26 : Valeurs de Ty, et AT, des composés enant-123 G enant-137

Aucune activité stabilisatrice significative n’a été observée aux trois concentrations testées
pour I'ensemble de ces composés excepté pour le composé monomérique enant-138 et dans une
moindre mesure le composé multivalent enant-126 qui sont également les composés les plus
inhibiteurs.

Il est possible qu’aucun effet stabilisateur n’ait été observé avec les autres composés L-DNJ en
raison des concentrations trop faibles sélectionnées pour I'évaluation. Il faudrait vraisemblablement
refaire des évaluations a des concentrations supérieures, ce que nous n’avons pas pu réaliser par
manque de temps et de quantité de composés disponibles.

11.2.4. PHARMACOPHORE AR88 ET ENANT-AR88

Les capacités stabilisatrices des composés multivalents issus de ’AR88 et enant-AR88 et leur
référence monovalente ont été évaluées (Tableau 27).
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Composé Valence [C] (LM) T (°C) AT (°C)*
Acarbose 2000 71,3 0,3 7,8 10,3
D-NN-DNJ 25 75,5 £0,3 12,0 £0,3
2,5 63,2 0,3 -
141 1 25 63,5 10,3 -
250 63,5 +0,3 -
2,5 62,9 £0,3 -0,6 0,3
139 4 25 62,9 0,3 -0,6 0,3
250 63,8 £0,3 -
2,5 63,2 £0,3 -
140 6 25 62,9 £0,3 -0,6 £0,3
250 - -
2,5 62,9 £0,3 -0,6 £0,3
enant-141 1 25 62,9 £0,3 -0,6 0,3
250 64,1 0,3 0,6 £0,3
2,5 62,6 £0,3 -0,9 £0,3
enant-139 4 25 63,2 0,3 -
250 64,7 £0,3 1,2 0,3
2,5 62,9 £0,3 -0,6 £0,3
enant-140 6 25 63,2 £0,3 -
250 63,5 10,3 -

*Les valeurs inférieures ou égales a 0,3 ne sont pas prises en comptes

Tableau 27 : Valeurs de Ty, et ATy, pour la rhGAA avec les composés 139 a 141

Aucun effet stabilisant aux concentrations testées n’a été observé, excepté pour le composé
enant-139 ol un faible effet, néanmoins significatif, a pu étre constaté. Ce composé, est le second

composé le plus inhibiteur parmi les 6 composés testés.

Une nouvelle fois les concentrations utilisées lors de ces évaluations sont probablement trop
faibles pour observer un effet stabilisant vis-a-vis de la rhGAA.

11.2.5. PHARMACOPHORE DE LA NAC

Les capacités stabilisatrices des composés multivalents greffés avec NAC ainsi que du composé
de référence monovalent NAC ont été évaluées a plusieurs concentrations (Tableau 28) qui ont été
sélectionnées afin de pouvoir déterminer les constantes de dissociation (Kp) (Figure 56). Ces Kp nous
permettront de calculer les effets multivalents s’il y en a, qui pour rappel n‘ont pas été déterminés sur
I'inhibition de la rhGAA du fait que certains composés étaient non-inhibiteurs.
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Composé Valence [C] (LM) T (°C) AT (°C)*
Acarbose 2000 71,3 £0,3 7,8 £0,3
D-NN-DNJ 25 75,5 £0,3 12,0 £0,3
250 63,5 0,3 -
500 63,5 10,3 -
750 63,5 +0,3 -
960 63,9 £0,3 0,4 +0,3
1920 63,9 £0,3 0,4 +0,3
NAC 1 2000 64,1 +0,3 0,6 £0,3
4800 65,0 0,3 1,5+0,3
5000 66,2 0,3 2,7 0,3
10000 67,4 £0,3 2,9 0,3
19200 67,7 £0,3 4,2 +0,3
2,5 63,5 0,3 -
25 63,5 10,3 -
240 63,8 £0,3 -
250 63,5 10,3 -
500 64,7 £0,3 1,2 0,3
143 4 750 65,9 £0,3 2,4 0,3
960 65,9 £0,3 2,4 0,3
1000 66,8 £0,3 3,310,3
1920 67,7 £0,3 4,2 +0,3
2000 66,5 0,3 3,00,3
2,5 63,5 0,3 -
25 63,5 10,3 -
240 63,8 £0,3 -
250 63,5 10,3 -
144 6 500 64,7 £0,3 1,2+0,3
750 65,9 £0,3 2,4 £0,3
960 67,1 0,3 3,6 £0,3
1000 66,8 £0,3 3,310,3
1920 67,8 £0,3 4,3 +0,3

*Les valeurs inférieures ou égales a 0,3 ne sont pas comptabilisées

Tableau 28 : Valeurs de Ty, et ATy, des composés NAC, 143 et 144

Il est a remarquer que les 3 composés atteignent un effet stabilisant maximum (AT
= 4,2 +0,3 °C) identique mais a des concentrations différentes avec un effet dose-dépendant. A
concentration égale, les composés multivalents ont un effet stabilisant plus élevé que leur référence
monovalente.

A partir de ces données, des Kpont pu étre déterminées selon le protocole décrit par lacono et
al.*® en tracant les courbes T, = f(log[C]) (Figure 56). Le composé tétramérique a une affinité pour la
rhGAA similaire au composé hexamerique. Les composés multivalents ont une plus grande affinité pour
I'enzyme que la NAC. Des effets multivalents avec des rapports B/n de 2 et 1,2 pour les composés 143
et 144 respectivement ont pu étre calculés (Figure 56).
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Composé Valence Ko (mM) B/n*
NAC 1 5,079 +0,651 -
143 4 0,636 +0,092 2
144 6 0,692 £0,071 1,2

* B =(Kp monovalent)/(Kp multivalent)

NAC
68+

Kp = 5,079 #0,651

67 R? = 0,9696

66

(°C)

£ 654

T

64-

63 T T T T 1
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

log ([C]) (uM)

Figure 56 : Détermination de Kp de NAC, 143 et 144 (1) résultats ; (2) exemple de courbe de T, = f (log[C]) avec la NAC

Ces résultats positifs mettent en évidence l'augmentation d’affinité engendrée par la
multivalence avec ce pharmacophore. En effet, les objets multivalents ont une affinité 10 fois plus forte
pour I'enzyme que la NAC et des effets multivalents allant jusqu’a 2 ont été observés.

11.3. EVALUATION DE L’ACTIVITE CHAPERON DES COMPOSES 143 €T 144
VIS-A-VIS DE LA GAA

Par la suite, seuls les composés 143 et 144 et leur référence monovalente, la NAC, ont été
évalués in vitro et in cellulo comme CP de la GAA. Ces composés ont été sélectionnés en premiere
approche pour trois raisons. Premierement, ces composés ont montré un gain d’affinité pour I'enzyme,
par rapport a la NAC, et des effets multivalents ont été observés pour les deux composés.
Deuxiemement, 143 est un composé non-inhibiteur et 144 faiblement inhibiteur. Il n’y a donc pas ou
peu de compétition entre effet chaperon et inhibition : la fenétre thérapeutique pour de tels composés
serait plus large. Enfin, NAC est déja approuvé comme médicament contre la bronchite chronique ou
comme supplément nutritionnel pour les personnes atteintes du VIH (virus de I'immunodéficience
humaine) et posséde donc un dossier AMM. On peut donc espérer qu’il y aurait des risques limités a
développer des traitements a partir de ce pharmacophore.

Deux tests différents ont été réalisés pour évaluer l'activité chaperon de ces composés. Un test
in vitro de dénaturation thermique de la rhGAA a été réalisé afin d’évaluer la capacité d’'un composé a
une concentration donnée a sauvegarder l'activité enzymatique. Un test in cellulo nous a permis
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d’évaluer I'AR de la GAA de fibroblastes de patients atteints de la MP apres trois jours d’incubation avec
nos composés. Tous les tests cellulaires ont été réalisés en collaboration avec le Dr. L. Gibot (Laboratoire
des interactions moléculaires et réactivité chimique et photochimique, TOULOUSE)

[1.3.1. EVALUATION DE L"ACTIVITE CHAPERON POUR LA GAA PAR DENATURATION
THERMIQUE IN VITRO

Lactivité de I'enzyme a été mesurée a 37°C et correspond a l'activité enzymatique avant
dénaturation. Puis I'enzyme est dénaturée thermiquement a 52°C pendant deux durées données (15
et 30 min) et les AR sont calculées selon la formule :

_ Aaprés dénaturation

AR = x 100

Aavant dénaturation

Ce test est réitéré en présence des composés 143, 144 ou de la NAC (Tableau 29 et 30).

Pour la NAC a forte concentration (10 mM), AR enzymatique observée est légérement
supérieure aux deux temps comparativement a I’'AR de controle (Tableau 29). En revanche, a 1 et 0,1 mM,
aucun effet sur I'AR de la rhGAA de contdle n’a été observé. Un faible effet de sauvegarde de I'AR a donc
été constaté avec ce composé, mais uniquement a forte concentration.

Composé Valence [C] (mM) %AR15min %AR30min
Controle* - 64 51
0,1 62 47
NAC 1 1 65 51
10 67 58
0,1 62 49
143 4 1 76 77
10 97 94

*Le controle est réalisé en absence de composé

Tableau 29 : %AR de rhGAA aprés deux temps de dénaturation en présence des composés NAC et 143

Pour le composé 143, il est observé qu’aprés 15 ou 30 min de chauffage a 1 et 10 mM, I'AR de
la rhGAA est nettement supérieure a I'AR sans composé (Tableau 29). Cette sauvegarde de I'AR est
supérieure a celle observée avec la NAC aux deux temps et deux concentrations donnés avec un effet
dose-dépendant. En effet, a 10 mM, la quasi-totalité de I’AR de la rhGAA a été sauvegardée/restaurée
alors gu’une partie seulement est sauvegardée/restaurée a 1mM et aucune a 0,1 mM (Tableau 29).

En revanche, pour le composé 144, les résultats sont nettement moins encourageants (Tableau
30). Aucune sauvegarde de l'activité de la rhGAA n’a été observée aux deux temps de dénaturation et
aux trois concentrations testées. De plus, une perte totale d’activité est observée a 10 et 1 mM, et une
perte quasi totale a 0,1 mM. Il semblerait que les concentrations choisies pour le test soient trop
élevées et que I'inhibition soit trop importante a ces concentrations.

129



EVALUATIONS BIOLOGIQUES SUR LES GLYCOSIDASES D’INTERET

Composé Valence [C] (mM) %AR15min %AR30min
Controle - 70 60

0,1 10 6
144 6 1 0 0

10 0 0

*Le contréle est réalisé en absence de composé

Tableau 30 : %AR de rhGAA aprés deux temps de dénaturation en présence de 144

Pour conclure, une sauvegarde quasi totale de l'activité enzymatique avec le composé
multivalent tétramérique 143, bien plus importante que celle observée avec la NAC, a été observé a 10
mM. De plus, un effet dose-dépendant avec ce composé a été constaté. En effet, une sauvegarde
partielle de l'activité a 1 mM a été observée, plus importante qu’avec la NAC a une concentration 10
fois supérieure. La multivalence a permis a la fois d'augmenter I’AR aprés dénaturation thermique mais
également de diminuer la concentration nécessaire en composé pour observer un effet stabilisant. En
revanche, pour 'hexamére 144, aucun effet stabilisant/destabilisant a été observé. Cet effet est
certainement dd au choix des concentrations. Un ajustement des concentrations avec ce composé sera
nécessaire.

Cependant, ces travaux préliminaires sont effectués sur enzyme recombinante non mutée et
dénaturée thermiquement. De plus, ces essais enzymatiques in vitro ne prennent en compte ni la
perméation ni la complexité du systeme cellulaire. Des tests cellulaires sur cellules de patients atteints
de la MP ont donc été réalisés.

[1.3.2. EVALUATION DE L’ACTIVITE CHAPERON VIS-A-VIS DE LA GAA IN CELLULO

Avant d’évaluer I'activité chaperon des composés 143 et 144, leur cytotoxicité a 2 mM sur une
lignée de fibroblastes sains a été évaluée. Aucune cytotoxicité n'a été observée pour ces composés.

Pour évaluer l'activité de nos composés comme CP, trois types de fibroblastes de patients
atteints par la MP nous ont été fournis par le Pr. Levade (Institut fédératif de biologie, TOULOUSE). La
détermination des mutations génétiques associées a chacune de ces cellules primaires a été
préalablement réalisée a I'Institut fédératif de Biologie de Toulouse et ces mutations sont rapportées
dans le Tableau 31.

Fibroblaste Allele 1 Alléle 2 %AR GAA
P1 €.-32-13T>G c.2237G>A 9,1-11,3
P2 c.1504A>G c.1932delC 5,3-6,5
P3 €.-32-13T>G c.1076-1G>C 17,7-22

et c.2065G>A

Tableau 31 : Mutations et AR des cellules primaires P1, P2 et P3
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Au préalable, 'AR de GAA des cellules primaires P1 a P3 a été évaluée deux fois par des tests
d’activité. Pour déterminer ces AR, l'activité de deux lignées de fibroblastes sains a également été
évaluée comme témoins (Tableau 31).

Ces valeurs sont en accord avec les données de la littérature. En effet, les cellules primaires P1
a P3 proviennent de patients adultes, une AR inférieure a 30% était donc attendue. De plus les AR
inférieures a 1% sont généralement observées pour des formes infantiles.>%>2

Sur les cellules primaires de plus faibles AR, P1 et P2, les évaluations de l'activité CP ont été
réalisées a deux concentrations (0,1-1 mM) pour les complexes 143 et 144 et a une concentration (1
mM) pour la référence NAC afin de pouvoir comparer I'activité CP des objets multivalents avec cette
référence.

Une évaluation plus approfondie avec P3 a été réalisée car elle est jugée plus intéressante du
faite de son AR plus élevée. Les évaluations de l'activité CP des composés 143 et 144 ont été réalisées
a quatre concentrations (0,05-0,1-0,2-1 mM) et la référence NAC a 1 mM.

Un composé sera considéré comme un CP de la GAA si I’AR est supérieure apres I'incubation
de ce composé en milieu cellulaire comparée a l'activité en absence de composé. Par ailleurs, les
résultats d’activité de la GAA ont été normalisés par un controle positif, ici la B-galactosidase (B-GAL),
pour laguelle l'activité catalytique n’est pas affectée dans les cellules de patients atteints de la MP (Figure
57 et 58).

Evaluation de I'activité CP

e Contrble
= NAC (1 mM)
4 143 (1 mM)

e 143 (0.1 mM)

Facteur d'augmentation

Figure 57 : Activité chaperon des composés 143, 144 et NAC, sur P1 et P2
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Evaluation de I'activité CP
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Figure 58 : Activité chaperon des composés 143, 144 et NAC, sur P3

e Pourla NAC

Malgré I'augmentation de I’AR de la GAA dans chacune des cellules primaires apres traitement par
la NAC, un effet significatif est seulement observé sur les cellules primaires P2 (facteur d’augmentation
de 2,1) (Figure 57). Ceci est principalement expliqué par la concentration trop faible utilisée en NAC. En
effet, dans la littérature, des effets chaperon sont observés avec ce composé mais a des concentrations
plus élevées (10 mM).*° Nous nous sommes toutefois restreints & une concentration de 1 mM afin de
pouvoir comparer avec les objets multivalents.

e Pour le composé tétravalent 143

Ce composé multivalent 143 a montré des effets chaperon significatifs sur I'ensemble des cellules
primaires testées (Figure 57 et 58). Il a montré un effet significatif a 1mM équivalent a la NAC a 1mM sur
les cellules primaires P2 (facteur d’augmentation de 1,8) et des effets significatifs similaires voire
supérieurs a la NAC a 1mM sur P1 (facteur d'augmentation de 1,5) et P2 (facteur d’augmentation de
1,8) a 0,1 mM, une concentration 10 fois plus faible. Sur les cellules primaires P3, de forts effets
chaperon avec ce composé ont été observés a 0,05 mM (facteur d’augmentation de 3,3) et 0,2 mM
(facteur d’augmentation de 2,8), alors que la NAC n’a pas montré d’effet significatif. Un effet plus faible
(facteur d’augmentation de 1,3) a été observé a la concentration de 0,1 mM, ce qui n’est pas cohérent
avec les autres résultats. En effet, mise a part cette valeur, un effet dose-dépendant est observé : le
facteur d’augmentation croit lorsque la concentration décroit. Ce dernier résultat reste donc a
confirmer par d’autres évaluations.

e Pour le composé hexavalent 144

Le composé hexavalent 144 montre des résultats similaires. En effet, sur les cellules primaires P1,
P2 et P3, des facteurs d’augmentation de 1,4 pour P1 et P2, et 2,9 pour P3 aux plus faibles
concentrations testées, respectivement 0,1 mM pour P1 et P2 et 0,05 mM pour P3, sont observés (Figure
57 et 58). Ces effets sont légerement inférieurs a ceux observés avec le composé tétravalent 143.
Cependant, ce composé semble avoir été testé a des concentrations trop élevées. En effet, sur toutes
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les cellules primaires testées, la concentration de 1 mM a entrainé la mort cellulaire et n’est donc pas
représentée ici. De plus, seule la concentration la plus faible a permis d’observer un effet chaperon sur
toutes les cellules primaires. Ainsi, avec P3, seule la concentration de 0,05 mM a permis d’observer un
effet chaperon significatif.

Pour conclure, des résultats positifs ont été obtenus avec les composés multivalents 143 et 144
avec une augmentation de l'activité d’un facteur 3,3 et 2,9 a 50 uM. Ces effets sont plus élevés que
ceux obtenus avec la NAC et a des concentrations 20 fois plus faibles. Il serait intéressant de tester ces
composés a des concentrations encore plus faibles. Par ces résultats, nous avons démontré que la
multivalence permettait d’augmenter l'activité comme CP de la GAA de ligand monovalent et de
diminuer la concentration nécessaire a I'observation de ces effets. De plus, ces deux molécules sont, a
notre connaissance, les premiers CP multivalents inhibiteurs et non inhibiteurs de la GAA décrits a ce
jour.

[Il.  EVALUATION DE L’ ACTIVITE INHIBITRICE DES COMPOSES POUR LA
GCASE

Avant d’évaluer la capacité chaperon sur la GCase des composés multivalents synthétisés,
I’évaluation préliminaire de la capacité inhibitrice de ces composés a été effectuée sur la GCase. Ces
résultats nous permettent non seulement de déterminer si la multivalence a amélioré l'activité
inhibitrice des composés synthétisés vis-a-vis de la GCase, d’évaluer les effets multivalents observés,
mais également de définir les concentrations en composés a utiliser pour I'évaluation de I'activité
chaperon. De plus, nous utiliserons ces résultats afin d’évaluer la sélectivité de ces composés vis-a-vis
de la GAA et de la GCase.

Dans le but de déterminer l'activité inhibitrice des composés pour la GCase, des tests d’activité
ont été réalisés sur I'enzyme recombinante humaine rhGCase. L'activité inhibitrice des dérivés de ’AR88
et de son énantiomeére, a été évaluée et rapportée dans le Tableau 32. Ces travaux ont été réalisés en
collaboration avec le Dr. Tran.?’

Composé Dérivé Valence 1C5o (uM) GCase rp/n*
AR88 - - 0,78 -
enant-AR88 - - 59,6 -
141 AR88 1 6,6 £0,4 -
139 AR88 4 0,642 0,040 2,6
140 AR88 6 0,327 £0,010 3,4
enant-141 enant-AR88 1 105,1 £14,0 -
enant-139 enant-AR88 4 4,1 £0,5 6,4
enant-140 enant-AR88 6 2,2 +0,07 8,0
enant-103 enant-AR88 1 18,8 £4,5 -
enant-104 enant-AR88 1 100,9 55,5 -
enant-105 enant-AR88 1 42,9 £11,3 -
enant-106 enant-AR88 1 296,3 +33,9 -

*rp=(ICsp monovalent)/(ICso multivalent)

Tableau 32 : ICsp et effet multivalent des composés enant-103 a 141
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Lensemble des composés testés sont des inhibiteurs de la rhGCase avec des ICs allant de 0,327

a 296,3 uM. Nous avons pu constater que :

Les composés monovalents 141 et enant-141, dérivés de ’AR88 et de son énantiomere, sont
moins inhibiteurs que 'AR88 et enant-AR88. On peut donc dire que la présence du groupement
triazole entraine une baisse d’activité ;

Les composés dérivés de enant-AR88 sont moins inhibiteurs que ceux dérivés de I'AR88, mais
présentent toutefois des effets multivalents plus élevés pour les objets multivalents dérivés de
enant-AR88 ;

Tous les objets multivalents synthétisés sont de meilleurs inhibiteurs que leur référence
monovalente et que les composés de référence AR88 et enant-AR88. Des effets multivalents
ont été observés avec 'ensemble des composés avec des valeurs de rp/n allant de 2,6 a 8,0. Il
est observé que I'effet multivalent augmente avec la valence.

En comparant maintenant les activités inhibitrices de ces composés vis-a-vis de la GAA, plusieurs
observations peuvent étre faites (Tableau 33) :

Le composé AR88 est plus inhibiteur pour la rhGCase que son énantiomére, alors que le résultat
inverse est observé avec la rhGAA ;

Tous les composés synthétisés sont plus inhibiteurs vis-a-vis de la rhGCase que de la rhGAA.
Ainsi, les indices de sélectivité sont élevés pour les composés multivalents issus des dérivés de
I’'AR88. Les composés 139 et 140 sont respectivement 144 et 199 fois plus inhibiteurs pour la
rhGCase que pour la rhGAA. Pour les dérivés de enant-AR88, la sélectivité est passé d’un
facteur 2 pour la référence monovalente enant-141 a un facteur 19 et 9 pour I'objet tétravalent
enant-139 et hexavalent enant-140 respectivement.

Composé Dérivé Valence 1Cso (uMm) GCase  ICso (uM) GAA /  Sélectivité
%inhibition GAA/GCase
AR88 - - 0,780 23%* ND
enant-AR88 - - 59,6 76%* ND
141 AR88 1 6,60 +0,40 86%* ND
139 AR88 4 0,642 +0,040 92,3+6,8 144
140 AR88 6 0,327 £0,010 65,1 5,7 199
enant-141 enant-AR88 1 105,1 +14,0 225,3 +20,5 2
enant-139 enant-AR88 4 4,10 £0,50 78,1 £16,1 19
enant-140 enant-AR88 6 2,20 +0,07 19 5,0 9
enant-103 enant-AR88 1 18,8 +4,5 NI -
enant-104 enant-AR88 1 100,9 £55,5 NI -
enant-105 enant-AR88 1 42,9 £11,3 NI -
enant-106 enant-AR88 1 296,3 +33,9 NI -

*%inhibition a 2 mM

Tableau 33 : ICso des composés enant-103 a 141, et indice de sélectivité rhGAA/rhGcase des composés enant-103 ¢ 141

Pour les analogues de AR88 103 et enant-AR88 enant-103 a enant-106, les |Cso vis-a-vis de la

rhGCase ont été évalués et rapportés (Tableau 32).
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Il a été observé que le composé enant-103 et enant-105 sont plus inhibiteurs que la référence
enant-AR88, alors que les composés enant-104 et enant-106 sont respectivement 2 et 5 fois moins
inhibiteurs que la référence enant-AR88. La substitution de la chaine en alpha permet de moduler
fortement l'activité inhibitrice. Pour ce qui est de la sélectivité, 'ensemble de ces dérivés sont
totalement sélectifs pour la rhGCase car aucune inhibition n’a été observée avec ces composés pour la
rhGAA.

Ces résultats prometteurs montrent la sensibilité de la rhGCase pour la multivalence avec des
effets multivalents observés pour tous les composés multivalents synthétisés. De plus, il a été constaté
que leur sélectivité vis-a-vis de la GAA notamment peut étre améliorée par la multivalence. Cette
sélectivité peut étre également améliorée par la modification de la chaine carbonée en alpha de I'azote.
En effet, le composé enant-103, un dérivé de enant-AR88, ou la chaine alkyle a été substituée par un
groupement cyclopropyle, a une puissance inhibitrice supérieure a enant-AR88 et est totalement
sélectif pour la GCase.

V. CONCLUSION

Dans ce dernier chapitre, I'objectif était d'évaluer les activités biologiques des composés
synthétisés sur différentes glycosidases d’intérét impliquées dans la MP, la MG ou le DT2.

Pour la MP, l'activité inhibitrice de I'ensemble des composés vis-a-vis de la GAA a été évaluée.
Cette enzyme s’est révélée étre sensible a la multivalence et plusieurs des composés multivalents ont
vu leur activité inhibitrice augmentée par rapport aux références monovalentes. De plus, de nombreux
effets multivalents, avec des rapports rp/n allant jusqu’a 53 pour le composé enant-126, ont été
observés. En effet, un effet multivalent a été observé pour au moins un composé avec chaque
pharmacophore inhibiteur. Par la suite, I'activité stabilisatrice de ces composés pour la GAA a été
évaluée par DSF. Tous les composés possédant le pharmacophore D-DNJ (a I'exception de 137) et NAC
ont montré une activité stabilisatrice avec des ATy atteignant 17,4 °C pour le composé 123. Cette étude
a permis de déterminer des Kp pour les composés dérivés de la NAC et a permis de mettre en évidence
un effet multivalent pour les deux composés multivalents évalués. Cependant, seuls les dérivés de NAC
ont pu voir leur activité chaperon évaluée in cellulo sur trois types différents de fibroblastes atteints de
la MP. Les deux composés multivalents ont montré des effets chaperon sur toutes les cellules primaires
testées. Le facteur d'augmentation maximum a été observé avec 143 et 144 a la concentration la plus
faible (50 uM) avec des facteurs d'augmentation atteignant respectivement 3,3 et 2,9 sur la souche P3.
Cet effet est plus important que celui observé avec la NAC (1,14) a une concentration 20 fois plus élevée
(1 mM). Lobjectif initial de ce projet était de savoir si la multivalence nous permettait d'augmenter
I'activité chaperon de la NAC ainsi que de diminuer la concentration nécessaire. Nous pouvons conclure
par ces résultats que les objectifs sont atteints avec les composés multivalents 143 et 144 qui sont les
premiers chaperons pharmacologiques multivalents inhibiteurs et non-inhibiteurs de la GAA décrits
dans la littérature. Cependant, malgré la sensibilité de la GAA vis-a-vis de la multivalence, il a été
observé qu’augmenter la valence au-dela de 4 n'améliorait pas ou peu les activités biologiques avec les
plateformes utilisées dans ce travail et pouvait méme étre préjudiciable.

Pour la MG, des dérivés de AR88 et de son énantiomére ont été évalués pour leur activité
inhibitrice de la GCase dans le but de développer par la suite des CP multivalents et monovalents de la
GCase. Il a été démontré que la GCase est sensible a la multivalence avec ces objets. En effet, I'ensemble
des composés a conduit a un effet multivalent avec des rapports rp/n allant de 2,6 a 8,0. De plus, il a
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été démontré que la multivalence permettait d’améliorer la sélectivité de ces composés vis-a-vis de la
GCase comparée a la GAA. Enfin, I'évaluation de I'activité inhibitrice des dérivés de enant-AR88 a
permis d’établir que la substitution de la chaine alkyle en o de l'azote permet de moduler I'activité
inhibitrice et la sélectivité pour la GAA. En effet, le composé enant-103, un dérivé ou la chaine alkyle a
été substituée par un groupement cyclopropyle, a conduit a une augmentation de l'activité d’un facteur
3 comparée a enant-AR88, et de la sélectivité pour la GCase. Ce composé n‘a montré aucune inhibition
de la GAAa 2 mM.

Pour le DT2, les résultats sont, en revanche, plus mitigés. En effet, d’excellents résultats
d’inhibition ont été observés pour les composés multivalents vis-a-vis de la rhGAA, utilisée comme
enzyme modele de I'a-glucosidase intestinale. Des ICso atteignant des valeurs de l'ordre de la dizaine
de nanomolaire pour le composé 123, avec un effet multivalent avec un rapport rp/n de 5,7, ont été
observés. De plus, un composé monovalent, le composé 138, a montré une activité inhibitrice
remarquable avec un ICsp= 32,9 nM. Ces deux composés et de nombreux autres objets multivalents
synthétisés sont des candidats intéressants dans le développement d’hypoglycémiants, inhibiteurs d’o-
glucosidase, contre le DT2. En revanche, 'ensemble des composés dérivés de la D-DNJ et ceux dérivés
de I'AR88 et son énantiomere, testés sur I'a-amylase, se sont révélés étre non inhibiteurs de cette
enzyme, excepté le composé enant-140. lls sont donc totalement sélectifs pour I'a-glucosidase
intestinale. Ce composé a montré une activité inhibitrice intéressante et son ICsp ainsi que son mode
de liaison a la protéine devraient étre évalués prochainement.
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L'objectif général du projet était d’évaluer I'intérét de la multivalence pour le développement
de composés thérapeutiques qui ciblent des glycosidases impliquées dans deux types de pathologies,
les MSL (MP et MG) et le DT2.

Afin de parvenir a nos objectifs, 18 objets multivalents et 14 objets monovalents ont été
synthétisés obtenus par trois différents types de chimie click (CUAAC, SPAAC, thiol-ene (addition de
Michael)) a partir de 5 pharmacophores différents qui sont la L ou D-DNJ, 'AR88, I'’enant-AR88 et la
NAC. Ces composés ont vu leurs activités biologiques évaluées sur les différentes enzymes cibles.

Le premier sous-objectif découlant de ce projet était de réaliser la preuve de concept
concernant |'utilisation de la multivalence pour développer des nouveaux CP de la GAA contre la MP.
Pour cela, des composés multivalents et leurs références monovalentes ont été synthétisés par chimie
« click » (CuUAAC, SPAAC et thiol-éne (addition de Michael)) a partir de 5 pharmacophores différents
avec 6 types de plateformes. Les activités inhibitrices et stabilisatrices de I'ensemble des composés
multivalents synthétisés ont été évaluées, ainsi que l'activité chaperon des composés multivalents
dérivés de la NAC (143 et 144). Des effets multivalents calculés a partir des I1Cso et des Kp ont été
observés sur plusieurs composés multivalents, confirmant ainsi la sensibilité de cette enzyme a la
multivalence. Par DSF nous avons montré que les produits multivalents porteurs de pharmacophores
D-DNJ et NAC, stabilisent la GAA avec pour chacun un effet dose-dépendant. Des ATy, allant jusqu’a
17,4°C ont méme été observés avec le composé tétramérique dérivé de la D-DNJ 123. C’est a notre
connaissance l'effet stabilisant le plus élevé observé sur la GAA. Pour finir, I'évaluation de l'activité
chaperon des dérivés multivalent de la NAC in cellulo sur 3 types de fibroblastes de patients atteints de
la MP a montré des résultats prometteurs. En effet, les deux composés 143 et 144 ont montré des effets
CP a faibles concentrations sur les trois lignés testées (50-100 uM) avec des facteurs d‘augmentation
de I'AR de la GAA allant jusqu’ a 3,27 et 2,93 sur les cellules primaires P3. Ces effets sont bien supérieurs
a ceux observés en présence de la NAC a 1 mM. La multivalence a permis de diminuer la concentration
nécessaire a I'observation d’un effet chaperon avec le pharmacophore NAC. A ce jour, ce sont les
premiers chaperons pharmacologiques multivalents (inhibiteurs et non inhibiteurs) de la GAA. Au vu
de ces résultats, nous pouvons donc affirmer que la preuve de concept a été démontrée.

Notre étude ouvre la voie a d’autres essais. A court terme, il serait intéressant d’identifier les
concentrations minimales permettant d’observer un effet chaperon avec les composés 143 et 144. Par
ailleurs, l'utilisation de nos composés en thérapie combinée avec la rhGAA devrait également étre
effectuée. Enfin, I'activité comme CP de la GAA des autres composés synthétisés devrait étre évaluée.

A plus long terme, il serait intéressant de synthétiser et d’évaluer I'activité de nouveaux CP
multivalents porteurs de la fonction NAC greffée a diverses plateformes de valence ou de topologie
différente. Cette méthode pourrait ensuite étre appliquée avec la L-carnitine, un autre acide aminé
non-inhibiteur ayant montré un effet CP sur la GAA.X® Pour finir, il pourrait étre envisagé de développer
des composés hétéromultivalents en greffant des pharmacophores NAC et DNJ, qui sont deux CP
connus mais se liant a des sites différents de la GAA.%® Avec de tels composés hétéromultivalents, un
effet synergique pourrait étre observé permettant d’augmenter I'effet chaperon mais ils pourraient
également s’adresser a un plus large spectre de mutations associées a la maladie.

Un autre objectif de ce projet était de développer de nouveaux chaperons pharmacologiques
multivalents ou non de la GCase contre la MG, a partir du pharmacophore de I’AR88 et son
énantiomeére. Premiérement, nous avons synthétisé des analogues « clickables » de I'AR88 et son
énantiomére et greffé ces composés a différentes plateformes par chimie «click » (CuAAC).
Deuxiemement, nous avons développé et optimisé la voie de synthése qui permettait d’obtenir ces
pharmacophores, notamment deux étapes, l'allénylation et la cyclisation intramoléculaire, afin de
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développer de nouveaux ligands de la protéine. A partir de divers aldéhydes commerciaux, 20
aminoallenes et hydroxyaminoallénes ont été obtenus avec des rendements modestes. Ces résultats
ont montré que cette réaction peut étre réalisé dans ces conditions avec une variété d’aldéhydes et
d’alcynes, et que cette réaction mérite d’étre élargie a d’autres substrats. En revanche, les résultats
sont plus mitigés pour la cyclisation intramoléculaire. Seules les pyrrolidines substituées en alpha ont
pu étre obtenues a partir de leur alléne précurseur ainsi gu’un composé spiro, le composé enant-107.
Cette voie de synthése permet I'obtention de composés spiro azotés en seulement deux étapes,
permettant ainsi un acces rapide a cette famille de composés.

Ensuite, I'activité inhibitrice pour la GCase des composés multivalents et dérivés monovalents
obtenus, excepté enant-107, a été évaluée. Des effets multivalents avec des rapports rp/n allant jusqu’a
8,0 pour le composé hexavalent enant-140 (ICso = 2,2 uM) ont été observés avec I'ensemble des
composés multivalents issus de 'AR88 et son énantiomeére, confirmant ainsi la sensibilité de 'enzyme
a la multivalence. Pour les analogues de 'AR88 et enant-AR88, il a été observé que la substitution de
la chaine alkyle en alpha de I'azote permettait de moduler I'activité inhibitrice des composés envers la
GCase, mais également d’augmenter la sélectivité de ces composés pour cette enzyme vis-a-vis de la
GAA. Un composé, enant-103, a méme montré une activité inhibitrice 3 fois plus forte que son
analogue alkylé. Cependant, I'effet chaperon de ces composés restent a démontrer in cellulo.

De maniere plus générale, les premiers résultats obtenus montrent I'intérét de la multivalence
pour la GAA et la GCase. Il serait intéressant de développer la multivalence pour la thérapie par CP a
I'ensemble des maladies de surcharge lysosomale. Il sera nécessaire pour cela de développer de
nouveaux pharmacophores, notamment par le biais de la modélisation moléculaire ou de tests de
criblage qui ne reposent pas sur l'activité inhibitrice du ligand mais sur son affinité ou son activité
stabilisatrice pour sa cible.

La D-DNJ et ses dérivés sont des inhibiteurs connus de la MGAM. Nous avons donc évalué
I'activité de certains composés comme inhibiteurs de la MGAM et de I'a-amylase afin de développer
de nouveaux hypoglycémiants contre le DT2. La GAA et la MGAM étant toutes les deux des -
glucosidases et partageant une forte homologie structurale, la GAA a été choisie comme modéle de la
MGAM humaine qui est, elle, non commerciale. Pour 'a-amylase pancréatique humaine, son
équivalent porcin commercial a été préféré. Lensemble des composés, excepté le composé enant-140,
se sont révélés étre non inhibiteurs de I'c-amylase pancréatique et donc totalement sélectifs de la
MGAM. Létude de l'activité inhibitrice des composés sur un modele de MGAM a montré que
I'ensemble des composés multivalents partageant le pharmacophore D-DNJ sont des inhibiteurs
puissants (ICso< 1 uM). lls ont une meilleure capacité inhibitrice que leur référence monovalente ou
que le miglitol (991 nM) et I'acarbose (22350 nM) qui sont actuellement utilisés comme traitement de
type IAG contre le DT2. De plus, des effets multivalents jusqu’a 5,7 avec des ICs allant a 10,5 nM ont
été observés, montrant ainsi I'intérét de la multivalence dans le développement d’inhibiteurs de
MGAM. Le composé monovalent 138 a montré une activité inhibitrice remarquable avec une ICso de
32,9 nM, ce qui est, a notre connaissance, le dérivé D-DNJ monovalent le plus inhibiteur pour cette
enzyme. |l serait alors intéressant d'évaluer l'effet hypoglycémiant in vivo sur modele murin des
composés les plus inhibiteurs.
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| EXPERIMENTAL PART FOR BIOLOGICAL EVALUATION

Thermal shift assays

Differential scanning fluorimetry was carried out in 96-well plate with a CFX96 Real-Time PCR system
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The assays were carried out with Myozyme®. A solution of Mcllvain Buffer
(20 pL) (100 mM citric acid, 200 MM Na,HPQ,, pH= 7.0), inhibitors, Myozyme® (2.5 uL) [C= 10 mg/mL],
and SYPRO Orange (2.5 pL) (100X) was mixed and poured into a V-bottom 96-well plate. The plate was
heated from 20°C to 95°C. The data were collected at increments of 0.3 °C by monitoring fluorescence
(Aex= 560-590 nM and Aem= 610-650 nM). Three replicates of each condition were performed. The Tn,
of the protein is obtained by calculating the sigmoid derivative (fluorescence (RFU) / temperature (°C)).

General procedure for GAA enzyme assays

The experiments were performed with rhGAA (8329-GH-025) purchased from R&D system
(Minneapolis, MN, USA), and 4-methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside (4-MUG-a) (69591) purchased
from SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). In the black 96-well plate, rhGAA (10 uL; 2.2 pg.mL?) in the
Mcllvain buffer modified (100 mM citric acid, 200 mM Na;HPQO,, pH= 4.5, with 0.25% (w/v) sodium
taurocholate and 0.1% (v/v) triton X-100) was transferred to a solution of compounds (40 uL) in ethanol
dissolved in Mcllvain buffer (100 mM citric acid, 200 mM Na;HPQ,, pH= 4.5) in triplicate. The plate was
incubated 30 min at 37 °C. Then, the enzymatic reaction was initiated with a substrate solution (25 pL)
of (4-MUG-a) dissolved in DMSO (16 mg.mL™?) diluted by 10 in Mcllvain buffer (pH= 4.5). After 15 min,
a stop solution (100 pL) of glycine/NaOH (100 mM, pH= 10.6) was added and the fluorescence was
measured by a FLUOstar microplate reader (BMG Labtech) with Aex= 335 nM and Aem= 460 nM).

For the ICso determination, the well (duplicate) containing only substrate without enzyme correspond
to the blank was subtracted from the others fluorescence values measured. Then, the fluorescence
value of the well (triplicate) containing substrate and enzyme without compound correspond to 100%
of rhGAA activity. The percentage of inhibition was calculated by the formula below:

% E tic inhibition = [ 1 (Fluorescence (enzyme + compound) — blank) 100
oEnzymatic tnfubttton = (Fluorescence (enzyme 100% activity) — blank)
The values of ICso and standard deviation were determined by the software GraphPad Prism 9.5.1,

from the percentage inhibition values obtained with 6 or more concentrations of inhibitors.

General procedure for GCase enzyme assays

The experiments were performed with rhGCase (7410-GHB) purchased from R&D system (Minneapolis,
MN, USA), and 4-methylumbelliferyl B-D-glucopyranoside (4-MUG-B) (69591) purchased from
SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). In the black 96-well plate, rhGAA (25 pL; 0.5 pg.mL?) in the Mcllvain
buffer modified (100 mM citric acid, 200 mM Na,;HPO,, pH= 5.3, with 0.25% (w/v) sodium taurocholate
and 0.1% (v/v) triton X-100) was transferred to a solution of compounds (25 uL) in ethanol dissolved in
Mcllvain buffer (100 mM citric acid, 200 mM Na;HPQ,, pH= 5.3) in triplicate. The plate was incubated
30 min at 37 °C. Then, the enzymatic reaction was initiated with a substrate solution (25 pL) of (4-MUG-
B) dissolved in DMSO (7.5 mg.mL?) diluted by 10 in Mcllvain buffer (pH= 5.3). After 15 min, a stop
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solution (100 pL) of glycine/NaOH (100 mM, pH= 10.6) was added and the fluorescence was measured
by a FLUOstar microplate reader (BMG Labtech) with Aex= 335 nM and Aem= 460 nM).

The values of 1Csp and standard error were obtained with the same procedure previously described
(General procedure for GCase enzyme assays).

General procedure for a-amylase enzyme assays

The experiments were performed with a-amylase pancreatic porcine (A3176), starch (33615), and 3,5-
dinitrosalicylic acid (128848) purchased from SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). A solution of coloring
(DNS) reagent was prepared from 1 g of 3,5-dinitrosalicylic acid, 1 g of NaOH, 0.02 g of phenol crystal,
and 30 g of potassium sodium tartrate, mixed in water 70 mL . In the quartz cell, a-amylase (25 pL; 0.1
mg.mL?) in the phosphate buffer (20 mM sodium phosphate monobasic, 20 mM sodium phosphate
dibasic, 6 MM NaCl, pH= 7.0) was transferred to a solution of compounds (50 pL) in ethanol dissolved
in phosphate buffer (20 mM sodium phosphate monobasic, 20 mM sodium phosphate dibasic, 6 mM
NaCl, pH=7.0) in duplicate. The cell was incubated 20 min at 37 °C. Then, the enzymatic reaction was
initiated with a substrate solution (25 pL) of starch previously dissolved in phosphate buffer (0.8%
(w/v)) at 80 °C for 30 min. After 10 min, a solution of coloring (DNS) reagent (400 uL) was added, and
the cell was heated at 90°C for 15 min. After cooling at rt, the absorbance was measured by a Cary
3500 (Agilent) at A= 540 nM.

For the ICso determination, the cell containing only substrate without enzyme correspond to the blank
and was automatically subtracted from the others absorbance values measured. Then, the absorbance
value of the cell (duplicate) containing substrate and enzyme without compound correspond to 100%
of a-amylase activity. The percentage of inhibition was calculated by the formula below:

L (Absorbance (enzyme + compound) — blank)
%Enzymatic inhibition = | 1 100

~ (Absorbance (enzyme 100% activity) — blank)

The values of ICsp and standard deviation were determined by the software GraphPad Prism 9.5.1, from
the percentage inhibition values obtained with 6 or more concentrations of inhibitors.

General procedure for cell culture

Fibroblasts were cultured in T25 flasks for 24 h. They are then treated with the compound at the desired
concentration or ethanol (0.25%) as a control, previously diluted in 4 mL culture medium (DMEM,
glucose 4.5 g.L-1, 10% BSA (v/v)) . After 72 h incubation, the flasks were scraped in presence of
phosphate buffered saline and the contents centrifuged (300 g, 5 min, 7 °C). The supernatant is
removed and the pellet transferred with an aqueous solution Triton X-100 (200 uL, 1% (v/v) and
transferred to a 1.5 mL eppendorf. The eppendorfs are then placed in an ice-water bath and sonicated
with a Vibra-Cell® probe close to the eppendorf (power: 60%). The eppendorfs are then stored in a
freezer at -65°C for 48 h.

Bradford Test

The experiments were performed with Coomassie Plus reagent (23238) purchased from ThermoFisher
Scientific (Breda, The Netherlands), starch (33615) and 3,5-dinitrosalicylic acid (128848) purchased
from SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). The evaluation of the protein quantity in the eppendorfs were
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evaluated by the Bradford method. In the 96-well clear plate, 5 pL of the protein solution was
transferred in the solution of Coomassie Plus reagent (290 uL) previously gently shaken at rt in
triplicate. The plate was shaken for 30 sec and incubate at rt for 10 min. The absorbance was measured
by a FLUOstar microplate reader (BMG Labtech) at A= 595 nM. The same experiment was carried out
using a BSA (bovine serum albumin) solution at different known concentrations in triplicate. The values
(triplicate) of the well without protein correspond to the blank were subtracted from the others
fluorescence values measured. The absorbance values obtained make it possible to plot a curve
(Absorbance/[BSA]) which is used to determine the protein concentration of our various samples.

General procedure to evaluate GAA activity

The 4-Methylumbelliferyl o-D-glucopyranoside (4-MUG-a) (69591) and 4-Methylumbelliferyl B-D-
galactopyranoside (4-MUGal-f) (M1633) were purchased from SigmaAldrich (St. Louis, MO, USA). 10
to 20 pL of the cell lysate (final concentration= 6.2 pg.mL?, determined by bradford) were mixed with
25 pL of Mcllvain buffer modified (100 mM citric acid, 200 mM Na;HPO,, pH= 4.6, with 0.25% (w/V)
sodium taurocholate and 0.1% (v/v) triton X-100) and transferred in the 96-well black plate. The plate
was incubated at 37°C for 50 min. After, 20 pL of this mixture was transferred into a solution (50 pL) of
substrate (4-MUG-0) dissolved in DMSO (24 mg.mL™?) diluted by 8 in Mcllvain buffer (100 mM citric
acid, 200 mM Na;HPO,, pH= 4.6) in triplicate. The plate was shaken for 2 min and incubated at 37 °C
for 70 min. Then, a stop solution (200 pL) of glycine/NaOH (500 mM, pH= 10.6) was added and the
fluorescence was measured by a FLUOstar microplate reader (BMG Labtech) with Aex= 360 nM and Aem=
446 nM). In parallel, the activity of acid B-galactosidase was determined with the same protocol with a
solution of substrate (4-MUGal-B) dissolved in DMSO (3.6 mg.mL?) diluted by 3 in Mcllvain buffer (100
mM citric acid, 200 mM Na,HPQ,, pH= 4.6) in duplicate as a control lysosomal enzyme.

(Fluorescence (GAA + compound) — blank)
(Fluorescence (BGal + compound) — blank)
(Fluorescence (residual GAA activity) — blank)
(Fluorescence (residual BGal activity) — blank)

Fold GAA activity =
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|| EXPERIMENTAL PART FOR CHEMICAL SYNTHESIS

All reagents were obtained from commercial suppliers and used without any further
purification. Standard inert atmosphere techniques were used in handling all air and moisture sensitive
reagents. Dichloromethane (DCM) and tetrahydrofuran (THF) were obtained by filtration through a
drying column on a filtration system. Dimethylformamide (DMF) and dioxane was purchased anhydrous
over molecular sieves. Triethylamine and DIPEA were distilled over KOH under reduced pressure and
stored over KOH under nitrogen.

Thin-layer chromatography (TLC) analyses were performed on precoated, aluminum-backed
silica gel (Merck 60 F254). Visualization of the developed chromatogram was performed by UV light
(254 nm) and using 10% phosphomolybdic acid in ethanol or agueous potassium permanganate
(KMnOQ,). Preparative flash chromatography was performed with SDS silica gel 60 (35-70 um) from
Macherey Nagel.

All *H, 3C and 3P NMR spectra were acquired on a Bruker Advance 300, 400 or 500 MHz
spectrometer. All spectra were obtained in CDCls, D,O or CDsOD. For CDCls, spectra were referenced to
7.26 ppm for H or 77.16 ppm for 3C, for D,0 to 4.79 for *H and CDsOD to 4.87 ppm for 'H or to 49.00
ppm for 3C. NMR data are reported as: chemical shift (8) in parts per million (ppm), multiplicity (br=
broad, s= singlet, d= doublet, t= triplet, g= quartet, p= pentuplet, m= multiplet, dd= doublet of
doublets, dt= doublet of triplets, dg= doublet of quadruplets, td= triplet of doublets, qd= quadruplet
of doublets, qt= quadruplets of triplets, ddd= doublet of doublets of doublets, ddt= doublet of doublet
of triplets), coupling constant (J) in Hertz (Hz) and integration. Assignments of *H and *3C signals were
made by DEPT, *H-'H COSY, HSQC and HMBC experiments. The exponents “1” or “2” will be used for
the rotameric protons or carbons, and the exponents “A” or “B” will be used for the regiosimeric
protons. The numbering chosen for assigning the various atoms is not in accordance with the IUPAC
numbering.

Dendrimer derivatives synthesis was monitored by mass spectrometry in MALDI-TOF using a
Waters Micro MX spectrometer. A 10 mg/mL solution of 2,4,6-trihydroxyacetophenone (THAP) in
CH30H/H,0 (1:1, v:v) was prepared and used as matrix. A solution of dendrimer derivative was
prepared in CH,Cl,/CH30OH (100 uM). Both matrix and compound solution were mixed in 9:1 volume
ratio before being deposited onto the plate and dried at room temperature and atmospheric pressure.

High pressure liquid chromatography (HPLC) analyses were performed on a Waters device
connected to a PDA (A= 210 nm or A= 225 nm or A= 280 nm) and mass spectrometry for reverse phase
analyses.

Chiral HPLC analyses were performed to determine enantiomeric excess (ee) with a Lux cellulose-3
column (3 pM, 4.6x150 mm) with a flow of 0.6 mL.min* or CHIRALPACK® IG column (3 uM ; 4.6x100
mm)

Mass spectrometry (MS) data were obtained on a ThermoQuest TSQ 7000 spectrometer and high-
resolution MS data were obtained with Xevo G2 QTOF spectrometer.

Optical rotations were measured at with A= 589 nm (sodium lamp) a Jasco polarimeter at 20 °C.
[a]3 values are given in deg.dm™.cm?.g™’. The concentration (c) is indicated in gram per 100 mL.
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General procedure A: In the flame-dried Schlenk tube with a polytetrafluoroethylene plug, CuBr; (0.3
eq) previously dried, N-Boc-propargylamine (1.5 eq) and (R) or (S)-diphenylprolinol (1.3 eq), were
added to a solution of aldehyde (1.5 eq) in the dioxane under Ar. The mixture was stirred at 80 °C for
16 h, then at 130 °C for 4 h. After cooling to rt, the mixture was diluted with DCM, and concentrated.
The crude product was purified by column chromatography (SiO,) under the conditions described
below.

General procedure B: In the flame-dried Schlenk tube with a polytetrafluoroethylene plug, CuBr; (0.3
eq) previously dried, N-Boc-propargylamine (1.5 eq) and (R) or (S)-diphenylprolinol (1.3 eq), were
added to a solution of aldehyde (1.5 eq) in the dioxane under Ar. The mixture was stirred at 130 °C for
16 h. After cooling to rt, the reaction was quenched with HCI (1 M), then extracted with Et,0, washed
with brine, dried over MgSQ., and concentrated. The crude mixture was purified by column
chromatography (SiO3) under the conditions described below.

General procedure C: To a solution of allene (1.0 eq) in acetone (0.300 M), AgNOs (0.4 eq) was added.
The mixture was stirred at rt in the dark for 48 h. After, the mixture was filtered through a celite pad
with E.A., then concentrated to give the desired product without further purification.

General procedure D: To a solution of pyrroline (1.0 eq) in dry DCM (0.200 mmol/mL) under Ar, a
solution of meta-chloroperoxybenzoic acid (3.0 eq) in dry DCM over MgSO, (0.400 mmol/mL) was
added dropwise. The mixture was stirred at rt for 48 h to 72 h. Then, the reaction was quenched with
NaOH (10% w/v), extracted with DCM, dried over MgS0Q4, and concentrated. The crude mixture was
purified by column chromatography (SiO:) under the conditions described below.

General procedure E: To a solution of epoxide (1.0 eq) in dioxane (0.150 M), a solution of aqueous
H,SO4solution (3 M) (8.0 eq) was added dropwise. The mixture was stirred at reflux for 4h. After cooling
to rt, the reaction was quenched with an aqueous NaOH solution (3M) to reach pH= 10. Then, the
mixture was evaporated, solubilize with brine and E.A., and the organic phase has been concentrated.
The crude mixture was purified by column chromatography (SiO;) under the conditions described
below.

General procedure F: To a solution of azide (1.1 eq per alkyne) and alkyne (1.0 eq) in DMF ([alkyne]=
0.01 M) (previously degassed), a pre-mixed solution of CuSO4.5H,0 (0.3 eq per alkyne) and L-ascorbic
acid sodium (0.5 eq per alkyne) in water ([CuSO4.5H,0]= 0.1 M) was added. The mixture was stirred in
the micro-wave (20 W) at 80 °C for 30 min. Then, the mixture was extracted with E.A., washed 5 times
with a aqueous EDTA..t solution to remove the copper, dried over MgS04, and concentrated. The crude
mixture was purified by column chromatography (SiO,, E.A./E.P.). After, the product was diluted in
MeOH (0.010 M) and ammonia (32%) (25.0 eq per alkyne) was added dropwise. The mixture was stirred
at rt for 4 at 6 h. Then, the mixture was diluted with MeOH, then co-evaporated with toluene (2 times).
After MeOH was added and concentrated to give the desired production without any further
purification.
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Compound enant-61: a/B-methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-L-glucopyranoside

Chemical Formula: C35H330¢
Molecular Weight: 554.68 g.mol"

Acetyl chloride (0.13 mL, 1.88 mmol) was added dropwise to a solution of L-glucose (100.0 mg,
0.555 mmol) in MeOH (2.50 mL). The reaction mixture was stirred at 40 °C for 2 h. Then, the mixture
was quenched with TEA until pH = 7, concentrated and dry on a vacuum ramp (1 h). The mixture was
diluted in DMF (5.00 mL) under Ar at 0 °C. NaH 60% (360.0 mg, 9.000 mmol) was added over 30 min,
then, benzyl bromide (1.03 mL, 8.640 mmol) was added dropwise. The reaction mixture was stirred at
rt overnight. After, the mixture was poured into water (10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL),
washed with NH4Clsq (10.00 mL), brine (10.00 mL), dried over Na,SO4, and concentrated. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 88:12) to give 61 as a colorless oil with
a 72% yield (220.5 mg, 0.398 mmol).

R¢0.31/0.41 (anomer a/B) (P.E./E.A. 85:15, KMnO,)

Spectral data are in accordance with literature.?*3

Compound enant-62: 2,3,4-tri-O-benzyl-L-glucopyranose

OBn

BnO Y OBn
OBn
Chemical Formula: C34H350¢
Molecular Weight: 540.66 g.mol!

Hydrochloric acid 5M (0.08 mL, 0.400 mmol) and CuCl; (24.6 mg, 0.144 mmol) were added to
a solution of 61 (80.0 mg, 0.144 mmol) in acetic acid (0.50 mL) at 70 °C under Ar. The reaction mixture
was stirred at the same temperature for 2.5 h. Then, the mixture was quenched with water (5.00 mL),
extracted with DCM (3 x 10.00 mL), dried over Na,SO4, and concentrated. The crude product was
purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 80:20) to give enant-62 as a white solid with a 53%
yield (41.0 mg, 0.076 mmol).

Rf0.43/0.51 (anomer a/B) (P.E./E.A. 75:25, KMnQy4)

Spectral data are in accordance with literature.2*424
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Compound enant-63: Tétra-O-benzyl-L-gluconamide

Chemical Formula: C34H37NOg
Molecular Weight: 555.67 g.mol""

Ammonia,q (20.00 mL) and I (826.0 mg, 3.254 mmol) were added to a solution of enant-62
(1.10 g, 2.035 mmol) in THF (4.50 mL). The reaction mixture was stirred at rt overnight. Then, the
mixture was quenched with Na;5;03.q 5% (5.00 mL), stirred 10 min, extracted with Et,O (3 x 10.00 mL),
dried over Na,S0,, and concentrated. The crude product does not require any further purification to
give enant-63 as a colorless gel with a 89% yield (1005.0 mg, 1.809 mmol).

R¢0.14 (P.E./E.A. 60:40, KMnO4)

Spectral data are in accordance with literature.'>*

Compound 63: Tétra-O-benzyl-D-gluconamide

OBn

Chemical Formula: C34H37NOg
Molecular Weight: 555.67 g.mol'

Compound 63 (4.15 g, 7.468 mmol) was prepared by the same protocol starting from 62 (4.08
g, 7.547 mmol). The crude product does not require any further purification to give 63 as a colorless
gel with a 99% vyield.

Spectral data identical to compound enant-63.

Compound enant-64: Tétra-O-benzyl-L-glucono-1,5-lactam

OBn

BnO ; OBn
OBn
Chemical Formula: C34H35NOg
Molecular Weight: 537.66 g.mol"

Compound enant-63 (4.50 g, 8.101 mmol) was added to a solution of DMSO (30.00 mL, 422.300
mmol) and acetic anhydride (18.00 mL, 190.420 mmol) under Nj. The reaction mixture was stirred at
rt 18 h. After, the mixture was cooled at 0 °C, quenched with water (30.00 mL), stirred 15 min, extracted
with Et,0 (3 x 30.00 mL), dried over Na,SO,, and concentrated. The mixture was solubilized in ACN
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(180.00 mL), formic acid (31.00 mL, 821.645 mmol) and NaBH3CN (1.63 g, 25.920 mmol) were added.
The reaction mixture was stirred at reflux 3 h. After, the mixture was cooled at 0 °C, quenched with
HClaq 0.1M (20.00 mL), poured into a solution of E.A. (50.00 mL) and NaHCO3,4 (50.00 mL), extracted
with E.A. (3 x 50.00 mL), dried over Na,SO,4, and concentrated. The crude product was purified by
column chromatography (SiO», P.E./E.A. 70:30) to give enant-64 as a white solid with a 53% yield (2.29
g, 4.252 mmol).

R¢0.28 (P.E./E.A. 70:30, KMnO4)

Spectral data are in accordance with literature.'>*

Compound 64: Tétra-O-benzyl-D-glucono-1,5-lactam

OBn
Chemical Formula: C34H35NO5

Molecular Weight: 537.66 g.mol™’

Compound 64 (2.26 g, 4.203 mmol) was prepared by the same protocol starting from 63 (4.15
g, 7.468 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 70:30) to
give 64 as a white solid with a 56% vyield.

Spectral data identical to compound enant-64.

Compound enant-65: Tétra-O-benzyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-L-glucitol

OBn

BnO Y OBn

OBn
Chemical Formula: C34H37NOy4
Molecular Weight: 523.67 g.mol™’'

LAH (53.0 mg, 1.397 mmol) in dry THF (1.80 mL) was added dropwise to a solution of enant-64
(160.0 mg, 0.298 mmol) in dry THF (2.40 mL) at 0 °C under N,. The reaction mixture was stirred at reflux
for 3.5 h. After, the mixture was cooled at 0 °C, quenched with water (0.06 mL) and NaOH (0.06 mL),
then stirred 15 min. After, water (0.42 mL) was added, and the crude product was purified by celite
filtration with Et20 (30.00 mL) to give enant-65 as a colorless oil with a 100% yield (156.0 mg, 0.298
mmol).

R¢0.31 (P.E./E.A. 50:50, KMnOs,)

Spectral data are in accordance with literature. >
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Compound 65: Tétra-O-benzyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-D-glucitol

OBn

OBn
Chemical Formula: C34H37NO,4

Molecular Weight: 523.67 g.mol’

Compound 65 (1.9 mg, 3.706 mmol) was prepared by the same protocol starting from 64 (2.29
g, 4.252 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 60:40 to
40:60) to give 65 as a colorless oil with a 87% yield.

Spectral data identical to compound enant-65.

Compound 68: 6-azidohexan-1-ol
AN ~_OH
N3 2 4 6
Chemical Formula: CgH413N30
Molecular Weight: 143.19 g.mol™’

Sodium azide (2.8 mg, 42.720 mmol) was added to a solution of 6-bromo-1-hexanol (2.23 mL,
17.092 mmol) in dry DMF (30.00 mL) under Ar. The reaction mixture was stirred at rt overnight. Then,
the solvent was evaporated, and DCM (20.00 mL) was added, washed with water (3 x 20.00mL), dried
over Na,S0s, and concentrated. The crude product does not require any further purification to give 68
as a yellow oil with a 95% vyield (2.33 g, 16.237 mmol).

R¢0.48 (P.E./E.A. 80:20, PMA)

Spectral data are in accordance with literature.?%®

Compound 69: 11-azidoundecan-1-ol
1 3 5 7 9 11
P N N P NG g N
N3 2 4 6 8 10 OH

Chemical Formula: C41H3N30
Molecular Weight: 213.33 g.mol"’

Sodium azide (594.00 mg, 9.181 mmol) was added to a solution of 11-bromo-1-undecanol
(960.0 mg, 3.822 mmol) in dry DCM (20.00 mL) under Ar. The reaction mixture was stirred at rt
overnight. Then, the solvent was evaporated, and DCM (10.00 mL) was added, washed with water (3 x
10.00mL), dried over Na;SO4, and concentrated. The crude product does not require any further
purification to give 69 as a yellow oil with a 99% yield (807.0 mg, 3.783 mmol).

R¢0.20 (P.E./E.A. 70:30, PMA)

Spectral data are in accordance with literature.?’
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Compound 71: 2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate

1 4 5
Tso/\/o\/\o/\/NS
2 3 6
Chemical Formula: C13H1gN305S
Molecular Weight: 329.37 g.mol"’

Sodium azide (57.3 mg, 0.819 mmol) was added dropwise to a solution of PEG-ditosylate (507.0
mg, 1.106 mmol) in dry DMF (10.00 mL) over 30 min, under Ar at 0 °C. The reaction mixture was stirred
at rt overnight. Then, the mixture was quenched with water (20.00 mL), extracted with DCM (3 x 20.00
mL), washed with brine (20.00 mL), dried over Na,SO4, and concentrated. The crude product was
purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A. 80:20 to 70:30) to give 71 as a colorless oil with a
60% yield (162.0 mg, 0.492 mmol).

R¢0.55 (P.E./E.A. 60:40, KMnO4)

Spectral data are in accordance with literature.?*®

Compound 72: 6-azidohexyl 4-methylbenzenesulfonate
N ~_OTs
N3 2 4 6
Chemical Formula: C43HgN303S
Molecular Weight: 297.37 g.mol’

Dry TEA (6.80 mL, 48.384 mmol) and p-toluenesulfonyl chloride (4.65 g, 24.369 mmol) was
added to a solution of 68 (2.33 g, 16.251 mmol) in dry DCM (50.00 mL) under N,. The reaction mixture
was stirred at rt 20h. Then, the mixture was quenched with brine (60.00 mL), extracted with DCM (3 x
30.00 mL), washed with water (60.00 mL), dried over Na,SOa., and concentrated. The crude product
was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 90:10) to give 72 as a colorless oil with a 81%
yield (3.92 g, 13.182 mmol).

R¢0.71 (P.E./E.A. 80:20, PMA)

Spectral data are in accordance with literature.?*

Compound 73: 11-azidoundecyl 4-methylbenzenesulfonate

1 3 5 7 9 11
/\/\/\/\/\/\
N Y Y7 ¥ ¥ W OTs
Chemical Formula: C18H29N303S

Molecular Weight: 367.51 g.mol"

Dry TEA (3.15 mL, 22.695 mmol) and p-toluenesulfonyl chloride (2164.00 mg, 11.351 mmol)
was added to a solution of 69 (1.61 g, 7.565 mmol) in dry DCM (50.00 mL) under N,. The reaction
mixture was stirred at rt for 20h. Then, it was quenched with brine (60.00 mL), extracted with DCM (3
x 30.00 mL), washed with water (60.00 mL), dried over Na,SOs, and concentrated. The crude product
was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 98:20) to give 73 as a colorless oil with a 86%
yield (2.38 g, 6.483 mmol).

R¢ 0.46 (P.E./E.A. 90:10, PMA)
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Spectral data are in accordance with literature.?*®

Compound 74

Chemical Formula: C49H4gN40¢
Molecular Weight: 680.85 g.mol"

71 (235.6 mg, 0.716 mmol) and K,CO; (110.8 mg, 0.802 mmol) were added to a solution of 65
(150.0 mg, 0.286 mmol) in dry ACN (2.00 mL) under N,. The reaction mixture was stirred at 85 °C for 4
days. Then, the mixture was quenched with CHCl; (15.00 mL), concentrated, then CHCl; (15.00 mL) and
water (15.00 mL) were added, extracted with CHCl;3 (3 x 15.00 mL), dried over Na,SO., and
concentrated. The crude product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/E.A. 96:4 to
70:30) to give 74 as a yellow oil with a 84% yield (163.6 mg, 0.240 mmol).

R¢0.15 (P.E./E.A. 80:20, KMnO4)

H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.40-7.11 (m, 20H, Hg,), 4.99 (d, 1H, Jensn= 11.7 Hz, Han), 4.90 (d, 1H, Jan-en
=10.9 Hz, Han), 4.84 (d, 1H, Jenen= 11.7 Hz, Han), 4.75-4.64 (m, 2H, Han), 4.53 (d, 1H, Jen-en= 12.0 Hz, Han),
4.44 (d, 1H, Jensn= 12.0 Hz, Hen), 4.42 (d, 1H, Jensn= 10.9 Hz, Hen), 3.82-3.45 (M, 13H, Haass4peg), 3.29 (t,
ZH, ./12.11: 5.1 HZ, H12), 3,20 (dd, lH, J1.1': 11.2 HZ, J1.2: 5.2 HZ, Hl), 2.97 (t, 2H, ./1.2: 5.6 HZ, H7), 2,53-
2,37 (m, 2H, Hy+s) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) 6 138.6-138.0-136.2 (Cen), 128.6-128.5-128.5-128.0-128.0-127.9 (Csn), 87.4
(Cs), 78.8-77.4 (Ca44), 75.3-73.5-72.8-70.8-70.6-70.2-68.1 (Csnss-11), 65.9 (Ce), 64.2 (Cs), 57.4 (C1), 55.4
(C7), 50.8 (Clz) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C4oHasN4Og [M+H]*: 681.3652; found: 681.3660

Compound 75

Chemical Formula: C4oH4gN404
Molecular Weight: 648.85 g.mol™

72 (791.6 mg, 2.700 mmol) and K,COs5 (449.0 mg, 3.249 mmol) were added to a solution of 65
(565.6 mg, 1.080 mmol) in dry ACN (15.00 mL) under N,. The reaction mixture was stirred at 85 °C for
4 days. Then, the mixture was quenched with CHCI3 (15.00 mL), concentrated, then CHCIs (15.00 mL)
and water (15.00 mL) were added, extracted with CHCI; (3 x 15.00 mL), dried over Na,SO,, and
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concentrated. The crude product was purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A. 85:15) to give
75 as a yellow oil with a 73% yield (514.3 mg, 0.793 mmol).

R¢0.43 (P.E./E.A. 70:30, KMnO4)

Spectral data are in accordance with literature.°

Compound 76

Chemical Formula: C45HsgN404
Molecular Weight: 718.98 g.mol"’

73 (365.0 mg, 0.994 mmol) and K,CO3 (183.0 mg, 1.324 mmol) were added to a solution of 65
(215.0 mg, 0.411 mmol) in dry ACN (2.50 mL) under N,. The reaction mixture was stirred at 85 °C for 4
days. Then, the mixture was quenched with CHCl; (5.00 mL), concentrated, then CHCl3 (5.00 mL) and
water (5.00 mL) were added, extracted with CHCIs (3 x 5.00 mL), dried over Na,SO,, and concentrated.
The crude product was purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A. 85:15) to give 76 as a yellow
oil with a 83% yield (244.6 mg, 0.340 mmol).

R¢0.60 (P.E./E.A. 70:30, KMnO4)

H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.40-7.07 (m, 20H, Hsy), 4.96 (d, 1H, Jsnen= 11.2 Hz, Hen), 4.88 (d, 1H, Jenen
= 11.0 Hz, Hen), 4.81 (d, 1H, Jsn-sn = 11.2 Hz, Hgy), 4.67 (dd, 2H, Jen-sn= 15.1 Hz, Jon-sn = 11.6 Hz, Hen), 4.48
(dd, 2H, Jan-en= 13.6 Hz, Jon-en= 12.4 Hz, Hen), 4.41 (d, 1H, Jenen= 11.0 Hz, Hen), 3.71-3.41 (M, S5H, Has344+6),
3,26 (t, 1H, J1716= 6.9 Hz, H17), 3,09 (dd, 1H, J1.o'= 11,1 Hz, J12= 5,0 Hz, H1), 2,72-2,50 (m, 2H, H7), 2,34~
2,27 (m, 1H, Hs), 2,23 (t, 1H, Jy-1= Jr2= 11.1 Hz, Hr), 1,68-1,49 (m, 4H, Ha.16), 1,47-1,07 (m, 14H, He.15)
ppm.

13C.NMR (CDCl3, 75 MHz) & 139.2-138.7-138.0 (Cgn), 128.6-128.5-128.5-128.5-128.0-128.0-128.0-
127.8-127.7-127.6 (Cgn), 87.5 (Cs), 78.7-78.7 (Ca+4), 75.5-75.4-73.6-72.9 (Cgn), 65.4 (Cs), 63.8 (Cs), 54.6
(C1), 52.5 (C5), 51.6 (C17), 29.7-29.7-29.7-29.7-29.3-29.0-27.6-26.9-23.7 (Cs.16) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C4sHsgN4O4 [M+H]*: 719.4536; found: 719.4539
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Compound enant-76

Chemical Formula: C45HsgN404
Molecular Weight: 718.98 g.mol"’

73 (525.0 mg, 1.430 mmol) and K;COs5 (263.7 mg, 1.908 mmol) were added to a solution of
enant-65 (240.0 mg, 0.458 mmol) in dry ACN (2.50 mL) under Ns. The reaction mixture was stirred at
85 °C for 4 days. Then, the mixture was quenched with CHCI3 (5.00 mL), concentrated, then CHCl5 (5.00
mL) and water (5.00 mL) were added, extracted with CHCl; (3 x 5.00 mL), dried over Na,SO,4, and
concentrated. The crude product was purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A. 85:15) to give
enant-76 as a yellow oil with a 76% yield (217.0 mg, 0.301 mmol).

R¢0.60 (P.E./E.A. 70:30, KMnO4)

Spectral data identical to compound enant-76.

Compound 77

Chemical Formula: C1,H24N4Og
Molecular Weight: 320.35 g.mol™’

BCl5 (1M in DCM) (3.00 mL, 3.000 mmol) was added to a solution of 74 (305.0 mg, 0.447 mmol)
in DCM (4.50 mL) at -60 °C under N». The reaction mixture was allowed to warm to 0 °C and stirred for
4 h. Then, the mixture was quenched with water/MeOH (5:20, 10.00 mL), concentrated, then diluted
with the same solution (10.00 mL), then concentrated, and reiterated this operation 2 times. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH 80:20) to give 77 as a yellow oil
with a 98% yield (140.0 mg, 0.437 mmol).

R¢0.27 (DCM/MeOH 80:20, KMnO4)

'H-NMR (CD3;0D, 300 MHz) 6 3.99 (AB part of an ABX system, 2H, A8= 0.042, Je.c = Jo-s= 12.5 Hz, Jo-5 =
3.0 HZ, ./5'.5= 2.5 HZ, H6+6’); 3.83 (t, ZH, ./g.7= 5.0 HZ, Hg), 3.75-3.62 (m, 7H, H2+9.11), 3.57 (t, 1H, ./4.3=J4.5=
90 HZ, H4), 348-315 (m, 6H, H3+1+7+7’+12), 296'279 (m, 2H, H1’+5) ppm

13C-.NMR (CDs0D, 75 MHz) § 78.4 (Cs), 71.3-71.2-70.9-67.0 (Cs.11), 69.8 (Ca), 68.7 (C2), 67.8 (Cs), 56.7
(Cs), 56.1 (Cl), 53.3 (C7), 51.6 (Clz) ppm.

HR-MS (DCI-CH,4) m/z calculated for: C1oH2sN4Og [M+H]*: 321.1774; found: 321.1772
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Compound 78

Chemical Formula: C42H24N4O4
Molecular Weight: 288.35 g.mol™!

BCl3 (1M in DCM) (2.00 mL, 2.000 mmol) was added to a solution of 75 (189.0 mg, 0.291 mmol)
in DCM (5.00 mL) at -60 °C under N,. The reaction mixture was allowed to warm to 0 °C and stirred for
4 h. Then, the mixture was quenched with water/MeOH (5:20, 10.00 mL), concentrated, then diluted
with the same solution (10.00 mL), then concentrated, and reiterated this operation 2 times. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH 80:20) to give 78 as a yellow oil
with a 100% yield (84.0 mg, 0.291 mmol).

R¢ 0.30 (DCM/MeOH 82:18, KMnOQ4)

Spectral data are in accordance with literature.°

Compound 79

Chemical Formula: C47H34N404
Molecular Weight: 358.48 g.mol™!

BCl5 (1M in DCM) (2.15 mL, 2.150 mmol) was added to a solution of 76 (230.0 mg, 0.320 mmol)
in DCM (3.80 mL) at -60 °C under N,. The reaction mixture was allowed to warm to 0 °C and stirred for
4 h. Then, the mixture was quenched with water/MeOH (5:20, 10.00 mL), concentrated, then diluted
with the same solution (10.00 mL), then concentrated, and reiterated this operation 2 times. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH 80:20) to give 79 as a yellow oil
with a 99% yield (114.0 mg, 0.318 mmol).

R¢ 0.45 (DCM/MeOH 80:20, KMnO4)

1H-NMR (CDs0D, 300 MHz) & 3.97 (AB part of an ABX system, 2H, A8=0.135, Jos = Jgs= 12.6 Hz, Jo5 =
2.7 Hz, Jos= 1.7 Hz, Hese), 3.70 (ddd, 1H, Jo.1= 11.0 Hz, J,5=9.1 Hz, J,.;+= 4.8 Hz, H,), 3.56 (t, 1H, Js3=
Jas=9.6 Hz, Hy), 3.41-3.16 (m, 5H, containing at 3.27 (t, J17.16 = 6.5 Hz, Hi7) and Hs.1.7), 3.14-2.99 (m,
1H, H7), 2.94-2.73 (m, 2H, Hy~4s), 1.84-1.50 (m, 4H, Hg.16), 1.45-1.27 (s, 14H, Hq.15) ppm.

13C-NMR (CDs0D, 75 MHz) & 78.4 (C3), 69.5 (C4), 68.4 (C,), 67.3 (Cs), 56.2 (Cg), 55.3 (C1), 54.0 (C7), 52.4
(C17), 30.5-30.5-30.5-30.2-30.2-29.8-27.8-27.7-24.4 (Cs.16) ppm.

HR-MS (DCI-CH,4) m/z calculated for: C17H3sN404 [M+H]*: 359.2658; found: 359.2643
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Compound enant-79

Chemical Formula: C47H34N404
Molecular Weight: 358.48 g.mol™!

BCl3 (1M in DCM) (2.00 mL, 2.000 mmol) was added to a solution of enant-76 (215.0 mg, 0.299
mmol) in DCM (3.00 mL) at -60 °C under N,. The reaction mixture was allowed to warm to 0 °C and
stirred for 4 h. Then, the mixture was quenched with water/MeOH (5:20, 10.00 mL), concentrated,
then diluted with the same solution (10.00 mL), then concentrated, and reiterated this operation 2
times. The crude product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH 80:20) to give 79
as a yellow oil with a 98% yield (105.0 mg, 0.293 mmol).

Spectral data identical to compound enant-79.

Compound 80

Chemical Formula: CogH3oN401¢
Molecular Weight: 488.49 g.mol"”

DMAP (5.0 mg, 0.041 mmol) was added to a solution of 77 (130.0 mg, 0.406 mmol) in Ac,0
(6.00 mL) and pyridine (6.00 mL) under N». The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the
mixture was cooled at 0 °C, quenched with water (10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL), dried
over Na;S0s, and concentrated with toluene (3 x 10.00 mL). The crude product does not require any
further purification to give 80 as a colorless oil with a 76% yield (116.0 mg, 0.307 mmol).

R¢0.62 (P.E./E.A. 50:50, KMnO4)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) 5 5.08-4.81 (m, 3H, Hx.4), 4.20 (AB part of an ABX system, 2H, A&= 0.099, Js.
¢=Jo6=12.3 Hz, Jos=2.2 Hz, Jo.s= 1.6 Hz, He:s'), 3.67-3.44 (m, 8H, Hs11), 3.35 (t, 2H, J12-11= 4.7 Hz, H1,),
3.18 (dd, 1H, J1.1' =11.8 HZ, ./1.2= 4.3 HZ, H1), 3.02-2.72 (m, 3H, H5+7+7'), 2.50 (t, 1H, ./1'.1:./1'.2: 10.7 HZ,
Hy), 2.02 (s, 3H, Hac), 1.96 (s, 6H, Hac) ppm.

3C.NMR (CDCls, 75 MHz) & 171.0-170.4-170.0-169.7 (Cac), 74.7 (C3),70.7-70.6-70.1-68.4 (Cg.11), 69.5
(Cas4), 61.4 (Cs), 59.6 (Cs), 53.5 (C1), 50.8 (C7), 50.7 (C12), 20.9-20.9-20.8-20.7 (Cac) ppm.

HR-MS (DCI-CH,) m/z calculated for: CooH33N4O10 [M+H]*: 489.2197; found: 489.2194
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Compound 81

Chemical Formula: CooH3,N4Og
Molecular Weight: 456.50 g.mol™’

DMAP (6.3 mg, 0.017 mmol) was added to a solution of 78 (150.0 mg, 0.519 mmol) in Ac,0
(7.50 mL) and pyridine (7.50 mL) under N. The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the
mixture was cooled at 0 °C, quenched with water (10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL), dried
over Na,S04, and concentrated with toluene (3 x 10.00 mL). The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 80:20) to give 81 as a yellow oil with a 70% yield (165.0 mg, 0.361
mmol).

R¢ 0.74 (P.E./E.A. 50:50, KMnO,)

Spectral data are in accordance with literature.°

Compound 82

Chemical Formula: Cy5H4oN4Og
Molecular Weight: 526.63 g.mol™’

DMAP (6.7 mg, 0.055 mmol) was added to a solution of 79 (55.0 mg, 0.153 mmol) in Ac,0 (4.50
mL) and pyridine (4.50 mL) under N». The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the mixture
was cooled at 0 °C, quenched with water (10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL), dried over
Na,S0,, and concentrated with toluene (3 x 10.00 mL). The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 80:20) to give 82 as a yellow oil with a 84% yield (67.3 mg, 0.128 mmol).

R¢ 0.64 (P.E./E.A. 60:40, KMnOs)

!H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 5.08-4.87 (m, 3H, Hz4), 4.11 (d, 2H, Jes= 2.8 Hz, He), 3.22 (t, 2H, J17.16= 7.3
HZ, H17), 3.16 (dd, 1H, ./1.1': 11.2 HZ, J1.2: 5.8 HZ, H1), 2.76-2.45 (m, 3H, H5+7+7'), 2.29 (dd, 1H, J1’.1: 11.2
Hz, Jv2=10.3 Hz, Hy), 2.03 (s, 3H, Hac), 1.98 (s, 6H, Hac), 1.97 (s, 3H, Hac), 1.62-1.10 (m, 18H, Hs.16) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) § 170.9-170.4-170.1-169.8 (Cac), 74.7 (C3), 69.6, 69.5 (Cz:4), 61.9 (Cs), 59.5
(Cs),52.9(C41),51.8 (Cy), 51.5 (C17), 29.6-29.5-29.5-29.5-29.5-29.2-28.9-27.2-26.7-24.6 (Cg.16), 20.9-20.9-
20.8-20.7 (Cac) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C17H34N4O4 [M-4Ac+5H]*: 359.2658; found: 359.2665
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Compound enant-82

Chemical Formula: C,5H4oN4Og
Molecular Weight: 526.63 g.mol"

enant-79 (89.7 mg, 0.248 mmol) was added to a solution of Ac,0 (5.00 mL) and pyridine (5.00
mL) under N,. The reaction mixture was stirred at rt for 5 h. Then, the mixture was cooled at 0 °C,
guenched with water (10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL), dried over Na,SO,, and
concentrated with toluene (3 x 10.00 mL). The crude product does not require any further purification
to give enant-82 as a colorless oil with a 89% yield (116.00 mg, 0.220 mmol).

R¢0.64 (P.E./E.A. 60:40, KMnO4)

Spectral data identical to compound 82.

Compound 83: tert-butyl (R)-(4-cyclopropylbuta-2,3-dien-1-yl)carbamate

Chemical Formula: C4,H4gNO»
Molecular Weight: 209.29 g.mol”

Compound 83 (208.0 mg, 0.993 mmol) was prepared by general procedure A starting from
cyclopropanecarboxaldehyde (0.170 mL, 2.853 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO», P.E./E.A. 97: 3 to 94:6) to give 83 as a pale yellow oil with a 36% yield.

volatile product
R¢ 0. 30 (P.E./E.A. 90:10, KMnO4)
[a]2° = -30.8 (c 1.0, CHCl5)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 5.22 (m, 1H, H,), 5.09 (m, 1H, Ha), 4.66 (brs, 1H, Hxu), 3.75-3.54 (m, 2H,
Hi), 1.41 (s, 9H, Heoc), 1.28-1.14 (m, 1H, Hs), 0.74-0.60 (m, 2H, He.7) 0.37-0.27 (m, 2H, He-7) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & 202.7 (C3) 155.7 (Csoc), 98.5 (C4), 90.9 (C2), 39.5 (C1), 28.5 (Caoc), 9.5 (Cs),
7.0-6.8 (Ce7) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: C1oH23N>0, [M+NH4]*: 227.2 ; found: 227.2
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Compound enant-83: tert-butyl (S)-(4-cyclopropylbuta-2,3-dien-1-yl)carbamate

4

1 NG 6
BocHN” 7 m

7
Chemical Formula: C4,H1gNO»

Molecular Weight: 209.29 g.mol"

Compound enant-83 (195.5 mg, 0.934 mmol) was prepared by general procedure A starting
from cyclopropanecarboxaldehyde (0.170 mL, 2.853 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 97:3 to 94:6) to give enant-83 as a pale yellow oil with a 40% vyield.

volatile product
R¢ 0. 30 (P.E./E.A. 90:10, KMnOQy4)
[a]Z? = +5.6 (c 1.0, CHCls)

Spectral data identical to compound 83.

Compound 84: tert-butyl (R)-(4-phenylbuta-2,3-dien-1-yl)carbamate

4
! .,
BocHN/\Z/ 3 O

Chemical Formula: C45H1gNO,
Molecular Weight: 245.32 g.mol™’

Compound 84 (70.6 mg, 0.288 mmol) was prepared by general procedure A starting from
benzaldehyde (0.048 mL, 0.467 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 100 to 93:7) to give 84 as a colorless oil with a 62% yield.

[a]%? = -195.0 (c 1.0, CHCI3)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.35-7.16 (m, 5H, Hen), 6.29 (dt, 1H, Js.2= 6.4 Hz, Jo.1= 3.2 Hz, Ha), 5.65 (q,
J24=5.8 Hz, 1H, H,), 4.72 (brs, 1H, Hyu), 3.99-3.71 (m, 2H, H1), 1.42 (s, 9H, Haoc) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) § 204.5 (Cs) 155.7 (Cgoc), 134.0 (Cqen), 128.6-128.6-127.2-126.9-126.9 (Csn),
97.4 (C4), 93.4 (C2), 79.5 (Caoc), 39.0 (C1), 28.4 (Csoc) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: CisH23N>0, [M+NH4]*: 263.2 ; found: 263.1

ee >99% (tz (major)= 2.97 min, tz (Minor)= 3.79 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm),
A/B 95:5 to 50:50) ; A= CO,, B= isopropanol

Compound enant-84: tert-butyl (S)-(4-phenylbuta-2,3-dien-1-yl)carbamate

4

1 ./

Chemical Formula: C15H4gNO,
Molecular Weight: 245.32 g.mol‘1

159



PARTIE EXPERIMENTALE

Compound enant-84 (33.3 mg, 0.136 mmol) was prepared by general procedure A starting
from benzaldehyde (0.032 mL, 0.310 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO», P.E./E.A. 100 to 93:7) to give enant-84 as a colorless oil with a 64% yield.

R¢0.18 (P.E./E.A. 95:5, KMnOQy)
[a]Z? = +150.7 (c 1.0, CHCl3)
Spectral data identical to compound 84.

ee >99% (tz (minor)= 2.97 min, tg (Major)= 3.79 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm),
A/B 95:5 to 50:50) ; A= CO,, B=isopropanol

Compound 85: tert-butyl (R)-(4-(naphthalen-1-yl)buta-2,3-dien-1-yl)carbamate

4
A ‘
o
T

Chemical Formula: C1gH24NO,
Molecular Weight: 295.38 g.mol"

Compound 85 (29.9 mg, 0.101 mmol) was prepared by general procedure A starting from
naphtaldehyde (0.086 mL, 0.633 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 95:5) to give 85 as a pale yellow oil with a 24% yield.

R¢0.17 (P.E./E.A. 95:5, KMnO,)
[a]2° = -99.5 (0.6, CHCl3)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 8.23-7.40 (m, 7H, Haro), 7.00 (dt, 1H, Js.2= 6.5 Hz, Js.1= 3.3 Hz, Ha), 5.69 (q,
Jr4=5.8 Hz, 1H, Ha), 4.77 (brs, 1H, Hxw), 4.01-3.77 (m, 2H, H1), 1.41 (s, 9H, Hsoc) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & 206.0 (Cs) 155.8 (Csoc), 134.0-130.9-130.3 (Cgaro), 128.8-127.9-126.3-125.9-
125.8-125.7-123.6 (Caro), 94.0 (Ca), 92.6 (C2), 79.6 (Coc), 39.3 (C1), 28.4 (Caoc) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: C19H2sN20, [M+NH4]*: 313.2 ; found: 313.1

ee 88% (tr (minor)= 3.33 min, tg (major)= 3.63 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm), A/B
85:15) A= CO,, B=isopropanol

Compound enant-85: tert-butyl (S)-(4-(naphthalen-1-yl)buta-2,3-dien-1-yl)carbamate

Chemical Formula: C4gH24NO,
Molecular Weight: 295.38 g.mol"
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Compound enant-85 (27.4 mg, 0.093 mmol) was prepared by general procedure A starting
from naphtaldehyde (0.043 mlL, 0.316 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 95:5) to give enant-85 as a pale yellow oil with a 44% vyield.

R¢0.17 (P.E./E.A. 95:5, KMnO,)
[a]%® =+131.2 (c 1.0, CHCl3)

ee 92% (tr (major)= 3.32 min, tg (Minor)= 3.62 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm), A/B
85:15) A= CO,, B=isopropanol

Spectral data identical to compound 85.

Compound 86: tert-butyl (R)-(4-(2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)buta-2,3-dien-1-yl)carbamate

1 3 / IIIII
BocHN/\z/

Chemical Formula: C47H21NOy4
Molecular Weight: 303.36 g.mol™’

Compound 86 (8.4 mg, 0.028 mmol) was prepared by general procedure A starting from 1,4-
benzodioxan-6-carboxaldehyde (27.7 mg, 0.169 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO, P.E./E.A. 95:5 to 90:10) to give 86 as a pale yellow oil with a 16% yield.

R¢0.13 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa,)
[a]2° = -140.5 (c 0.6, CHCl3)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) 6 6.87-6.71 (m, 3H, Hgn), 6.16 (dt, 1H, J42= 6.4 Hz, Js.1= 3.8 Hz, Ha), 5.60 (q,
J2.4=5.8 Hz, 1H, Ha), 4.75 (brs, 1H, Huu), 4.22 (s, 4H, Hs), 3.99-3.67 (m, 2H, H1), 1.40 (s, 9H, Heec) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & 203.8 (Cs) 155.6 (Cgoc), 143.5-142.5-127.2 (Cqgn), 120.1-117.3-115.3 (Cs),
96.7 (Ca), 93.3 (C2), 79.4 (Caoc), 64.3 (Cs), 39.1 (C1) 28.3 (Caoc) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: Ci7H25sN204 [M+NH4]*: 321.2 ; found: 321.2

ee 98% (tr (major)=4.79 min, tg (minor)= 5.28 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm), A/B
80:20) A= CO,, B= ACN
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Compound enant-86: tert-butyl (S)-(4-(2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)buta-2,3-dien-1-
yl)carbamate

4

1 3./
BocHN/\Z;/
(0]
o_:/]

Chemical Formula: C47H51NOy4
Molecular Weight: 303.36 g.mol"

Compound enant-86 (32.4 mg, 0.107 mmol) was prepared by general procedure A starting
from 1,4-benzodioxan-6-carboxaldehyde (52.5 mg, 0.320 mmol). The crude product was purified by
column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 95:5 to 90:10) to give enant-86 as a pale yellow oil with a 50%
yield.

R 0.13 (P.E./E.A. 90:10, KMnOs)
[a]30 = +119.2, (c = 1.0, CHCl3)

ee 82% (tr (minor)=4.81 min, tg (major)=5.28 min, column CHIRALPACK® IG (3 uM ; 4.6x100 mm), A/B
80:20) A= CO,, B= ACN

Spectral data identical to compound 86.

Compound enant-87: tert-butyl (S)-(6,6,6-trifluorohexa-2,3-dien-1-yl)carbamate

/\)<
1 3
/ o

BocHN/\z/ 5

Chemical Formula: C41H4gF3NO>
Molecular Weight: 251.25 g.mol"

Compound enant-87 (11.8 mg, 0.047 mmol) was prepared by general procedure A starting
from 3,3,3-trifluoropropanal (0.030 mL, 0.322 mmol). The crude product was purified by column
chromatography (SiO», P.E./E.A. 95:5 to 90:10) to give enant-87 as a pale yellow oil with a 22% yield.

R¢ 0. 26 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) 6 5.40-5.28 (m, 1H, H,), 5.28-5.17 (m, 1H, Ha), 4.30 (brs, 1H, Hyx), 3.77-3.67
(m, 2H, H1), 2.79 (m, 2H, Hs), 1.44 (s, 9H, Hgoc) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) § 206.5 (C3) 156.0 (Csoc), 126.0 (q, Jo.r= 276.2 Hz,Cg), 91.3 (C2), 83.7 (q, Jar=
3.7 Hz,Cs), 79.5 (Caoc), 38.8 (C1), 34.5 (q, Js.,.= 29.0 Hz, Cs), 28.5 (Caoc) ppm.

LR-MS (DCI-NHs) m/z calculated for: C11H20F3N20, [M+NH4]*: 269.2 ; found: 269.0
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Compound 89: tert-butyl (R)-(11-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)undeca-2,3-dien-1-yl)carbamate
4 6 8

U3, N _~_~_OTBDPS
BocHN/\Z/. 5 7 9 11

Chemical Formula: C34H47NO3Si
Molecular Weight: 521.82 g.mol'

Compound 89 (3.60 g, 6.899 mmol) was prepared by general procedure B starting from 116
(5.80 g, 15.300 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 95:5)
to give 89 as a colorless oil with a 60% yield.

R¢0.17 (P.E./E.A. 90:0, KMnOy,)
[a]Z? =-25.9, (c 1.1, CHCls)

1H-N'VlR (CDC|3, 300 MHZ) 6 7.69-7.64 (m, 4H, HTBDps), 7.45-7.33 (m, 6H, HTBDPS), 5.29-5.20 (m, lH, H4),
5.20-5.11 (m, 1H, H,), 4.58 (bs, 1H, Hxu), 3.73-3.64 (m, 2H, H1), 3.65 (t, J1.2 = 6.5 Hz, 2H, Hi1), 1.99 (qd,
1H, Js.4 = Jss = 6.9 Hz, Js.; = 2.7 Hz, Hs), 1.63-1.51 (m, 2H, Hig), 1.45 (s, 9H, Hgoc), 1.42-1.23 (m, 8H, He.
9), 1.05 (s, 9H, Hrepps) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) 6 203.3 (C3) 155.8 (Cgoc), 135.7-134.2-129.6-127.7 (Crepes), 94.1 (Ca), 89.2 (C3),
79.3 (Csoc), 64.1 (C11), 39.5 (C1), 32.6 (C10), 29.3-29.2-25.8 (Ce-9), 28.8 (Cs), 28.5 (Cgoc), 27.0 (Craoes), 19.2
(Creoes) ppm.

ee 95% (tr (major)= 14.472 min, tg (minor)= 13.187 min, column Lux cellulose-3, A/B 15:85) ; A= H,0 +
0.1% HCOOH , B=ACN + 0.1% HCOOH

Compound enant-89: tert-butyl (S)-(11-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)undeca-2,3-dien-1-
yl)carbamate

Chemical Formula: C34H47NO3Si
Molecular Weight: 521.82 g.mol!

Compound enant-89 (1.24 g, 2.124 mmol) was prepared by general procedure B starting from
enant-116 (1.97 g, 5.149 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,
P.E./E.A. 95:5) to give enant-89 as a colorless oil with a 53% yield.

R¢0.17 (P.E./E.A. 90:0, KMnO,)
[a]Z? = +22.7 (c 0.9, CHCl3)
ee 93%

Spectral data identical to compound 89.
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Compound 90: tert-butyl (R)-trideca-3,4-dien-1-ylcarbamate

~ 7 9 11 13
2, /\/\/\/
BOCHN\/\/° 6 8 10 12

Chemical Formula: C4gH33NO,
Molecular Weight: 295.47 g.mol'1

Compound 90 (33.0 mg, 0.112 mmol) was prepared by general procedure A starting from
nonanal (0.055 mL, 0.320 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,,
Hept/DCM 100 to 70:30) to give 90 as a colorless oil with a 52% yield.

R¢ 0.46 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa,)
[a]%? = -40.9 (c 1.0, CHCl3)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 5.13 (qt, 1H, Js.3=Js.6= 6.4 Hz, Js.o= 3.0 Hz, Hs), 5.03 (qt, Js.5= Js.2= 6.4 Hz,
Js.6= 3.0 Hz, 1H, Hs), 4.63 (brs, 1H, Huy), 3.27-3.08 (m, 2H, H1), 2.14 (qd, 1H, J>.1= J>.3= 6.6 Hz, Jo.5= 3.0
Hz, H,), 2.14 (qd, 1H, Jo.7 = Jes= 6.6 Hz, Js3= 3.0 Hz, Hg), 1.49-1.19 (m, 12H, H7.15)1.43 (s, 9H, Hsoc), 0.87
(t, 3H, Js.s= 6.7 Hz, H13) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) & 204.7 (C4) 155.9 (Ceoc), 92.1 (Cs), 88.1 (C3), 79.2 (Csoc), 40.0 (C1), 32.0-29.4-
29.4-29.3-29.3-22.8 (C7.12), 29.5 (Ca), 29.0 (Cs), 28.6 (Coc), 14.2 (C13) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: CigH37N20, [M+NH4]*: 313.3 ; found: 313.3

Compound enant-90: tert-butyl (S)-trideca-3,4-dien-1-ylcarbamate

5 9 11 13

7

2 /\/\/\/\/

BOCHN\/\/°4 6 8 10 12
1 3

Chemical Formula: C1gH33NO>»
Molecular Weight: 295.47 g.mol™!

Compound enant-90 (79.0 mg, 0.267 mmol) was prepared by general procedure A starting
from nonanal (0.109 mL, 0.634 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, Heptane/DCM 100 to 70:30) to give enant-90 as a colorless oil with a 63% yield.

R:0.46 (P.E./E.A. 90:10, KMnO,)
[a]Z? = +38.9 (c 1.0, CHCI3)

Spectral data identical to compound 90.

Compound 91: tert-butyl (R)-tetradeca-4,5-dien-1-ylcarbamate

Chemical Formula: C4gH35NO,
Molecular Weight: 309.49 g.mol™’
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Compound 91 (7.3 mg, 0.024 mmol) was prepared by general procedure A starting from
nonanal (0.054 mL, 0.314 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiOs,
Heptane/DCM 100 to 60:40) to give 91 as a yellow pale oil with a 11% yield.

R¢ 0.46 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa)
[a]%? = -25.9 (c 0.8, CHCl3)

'H-NMR (CDCl3, 300 MHz) 6 5.14-5.0 (m, 2H, Has), 4.53 (brs, 1H, Hxn), 3.23-3.09 (m, 2H, H,), 2.05-1.90
(M, 4H, Hs.7), 1.58 (q(5), 2H, J2.1 = J23= 7.2 Hz, H3), 1.50-1.17 (m, 12H, Hs.13), 1.43 (s, 9H, Heoc), 0.87 (t,
3H, Je.s=7.0 Hz, H14) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) & 204.0 (Cs) 156.1 (Csoc), 91.7 (Cs), 90.1 (Ca), 79.2 (Csoc), 40.2 (C1), 32.0-29.5-
29.5-29.4-29.4-29.3 (Cs.13), 29.1 (C30r7), 26.3 (C30r7), 28.6 (Caoc), 26.3 (Cs/7), 14.2 (C13) ppm.

LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: C19H3sN20, [M+NH.]*: 327.3; found: 327.3

Compound enant-91: tert-butyl (S)-tetradeca-4,5-dien-1-ylcarbamate

6
8 10 12 14
1 ./\/\/\/\/
NN 7 9 1 13
BocHN > 7 s

Chemical Formula: C4gH35NO,
Molecular Weight: 309.49 g.mol™’!

Compound enant-91 (33.0 mg, 0.107 mmol) was prepared by general procedure A starting
from nonanal (0.109 mL, 0.634 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, Heptane/DCM 100 to 60:40) to give enant-91 as a yellow pale oil with a 25% yield.

R:0.51 (P.E./E.A. 90:10, KMnO,)
[a]2° = +37.2, (c 1.0, CHCl3)

Spectral data identical to compound 91.

Compound enant-93: tert-butyl (S)-(dodeca-2,3-dien-1-yloxy)carbamate

4 6 8 10 12
BocHN 1 ,/\/\/\/\/
o N\F; 5 7 9 1
2

Chemical Formula: C17H3{NO3
Molecular Weight: 297.44 g.mol™

Compound enant-93 (88.4 mg, 0.297 mmol) was prepared by general procedure A starting
from nonanal (0.192 mL, 1.151 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 95:5 to 85:15) to give enant-93 as a pale yellow oil with a 38% yield.

R¢0. 25 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.17 (brs, 1H, Hyu), 5.30-5.16 (M, 2H, Ha.4), 4.35-4.27 (m, 2H, Hi), 2.06-
1.94 (m, ZH, Hs), 1.56-1.36 (m, 12H, H6.11), 1.47 (S, 9H, HBoc), 0.87 (t, 3H, ./12.11: 7.0 HZ, H12) ppm.
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13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) & 206.6 (C3) 156.8 (Cgoc), 92.3 (Ca), 86.6 (C2), 81.8 (Csoc), 75.0 (C1), 32.0-29.5-
29.4-29.2-29.2-28.5 (Ce.11), 28.5 (Caoc), 14.2 (C12) ppm.

Compound 94: tert-butyl (R)-(1-(3-phenylpropa-1,2-dien-1-yl)cyclohexyl)carbamate

Chemical Formula: C,gH27NO,
Molecular Weight: 313.44 g.mol"

Compound 94 (42.6 mg, 0.122 mmol) was prepared by general procedure A starting from
benzaldehyde (0.045 mL, 0.448 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, Heptane/E.A. 95:5 to 80:20) to give 94 as a yellow pale oil with a 46% yield.

R¢ 0.40 (P.E./E.A. 90:10, KMnOa)

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 7.30-7.20 (m, 4H, Hgn), 7.18-7.09 (m, 1H, Hen), 6.22 (d, 1H, Js.2= 6.4 Hz, Ha),
5.86 (d, 1H, J2.4= 6.4 Hz, H,), 4.5 (brs, 1H, Hyn), 2.06-1.91 (m, 1H, Hs), 1.66-1.15 (m, 9H, Hs.), 1.38 (s,
9H, Hgoc) ppm.

3C-NMR (CDCls, 75 MHz) & § 203.4 (C3) 154.5 (Caoc), 134.6-132.6-130.2-128.7-128.4-127.0-126.9 (Caro),
120.1-117.3-115.3 (Cen), 102.9 (Ca), 97.5 (C2), 79.2 (Caoc), 54.9-29.8-25.6-22.0-22.0 (Cs.s), 28.6 (Csoc)
ppm.

LR-MS (DCI-NHs) m/z calculated for: CaoH2sNO; [M+H]*: 314.2; found: 314.3

Compound enant-94: tert-butyl (S)-(1-(3-phenylpropa-1,2-dien-1-yl)cyclohexyl)carbamate

Chemical Formula: CygH27NO,
Molecular Weight: 313.44 g.mol"

Compound enant-94 (45.2 mg, 0.144 mmol) was prepared by general procedure A starting
from benzaldehyde (0.61 mL, 0.596 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, Heptane/E.A. 95:5 to 80:20) to give enant-94 as a yellow pale oil with a 36% yield.

R¢0.40 (P.E./E.A. 90:10, KMnOs,)

Spectral data identical to compound 94.
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Compound 95: tert-butyl (R)-2-cyclopropyl-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxylate

N 6
Boc

Chemical Formula: C4,H4gNO»
Molecular Weight: 209.29 g.mol’

Compound 95 (124.0 mg, 0.592 mmol) was prepared by general procedure C starting from 83
(124.9 mg, 0.596 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give 95 as a
colorless oil with a 99% vyield.

volatile product
R¢ 0. 30 (P.E./E.A. 90:10, KMnOQy4)
Rotameric ratio (1/2) 0.35

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 5.83-5.53 (m, 2H, Hj.3), 4.42-3.92 (m, 3H, Hi.4), 1.48 (s, 9H, Heoc), 0.90-0.73
(m, 1H, Hs), 0.56-0.09 (m, 4H, He) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) § 154.8 (Cpoc(rota1)) 154.6 (Caoc(rotaz)), 128.9 (C3), 125.8 (Ca(rota1)), 125.7 (Carota2)),
79.5 (CBQc(rotal)), 79.0 (CBoc(rotaZ)), 66.5 (C4), 54.0 (Cl(rotaz)), 53.6 (C](rota])), 28.6 (CBoc), 15.2 (CS(rota])), 14.7
(CS(rotaZ)), 4.0'3.2'3.2'0.5 (CG(rotal/z)) ppm.

Compound enant-95: tert-butyl (S)-2-cyclopropyl-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxylate

Chemical Formula: C1,HgNO,
Molecular Weight: 209.29 g.mol""

Compound enant-95 (167.0 mg, 0.798 mmol) was prepared by general procedure C starting
from enant-84 (170.0 mg, 0.812 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give
enant-95 as a colorless oil with a 98% yield.

volatile product
R¢ 0. 30 (P.E./E.A. 90:10, KMnO4)
Rotameric ratio (1/2) 0.35

Spectral data identical to compound 95.
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Compound enant-96: tert-butyl (R)-2-phenyl-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxylate

2 3
4
1 [ >,
N
Boc

Chemical Formula: C45H19gNO,
Molecular Weight: 245.32 g.mol™

Compound enant-96 (60.0 mg, 0.245 mmol) was prepared by general procedure C starting from
enant-84 (60.0 mg, 0.245 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give enant-
96 as a colorless oil with a 100.0% vyield.

R¢0.18 (P.E./E.A. 95:5, KMnOQ,)
Rotameric ratio (1/2) 0.31

Spectral data are in accordance with literature.?*!

Compound enant-97: tert-butyl (R)-2-(naphthalen-1-yl)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-carboxylate

= O
" \a4
1
P
Boc

Chemical Formula: C4gH24NO,
Molecular Weight: 295,38 g.mol™’

Compound enant-97 (45.0 mg, 0.152 mmol) was prepared by general procedure C starting
from enant-85 (45.0 mg, 0.152 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give
enant-97 as a colorless oil with a 100% yield.

R¢0.17 (P.E./E.A. 95:5, KMnQy,)
Rotameric ratio (1/2) 0.65

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) 6 8.15-8.05 (m, 1H, Haro), 7.90-7.70 (M, 2H, Haro), 7.55-7.33 (M, 4H, Haro), 6.37
(bS, 0.35H, H4(rotaz)), 6.25 (t, 0.65H, ./4.3: J4.2: 4.2 Hz H4(rota1)), 6.00-5.74 (m, 2H, H2+3(rotal/2)), 4.49 (d, lH,
J12=4.6 Hz Hl(rotal/Z)); 4.49-4.30 (m, 1H, Hl’(rotal/Z));1-47 (S, 31H, HBoc(rotaZ)); 1.01 (S, 59H, HBoc(rotal)) ppm.

13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) & 154.3 (Cpoc), 138.7-137.6-129.0-127.7-127.6-126.1-125.9-125.7-125.6-
123.4-122.9-122.7-122.4 (Caro(rota1/2)), 131.0 (C5(rotan)), 130.6 (Csirotaz)), 124.7 (Cxprotan)), 124.6 (Ca(rotaz)), 79.9
(Csocfrota)), 79.6 (Caoc(rota1)), 65.2 (Cayrota)), 64.8 (Cafrota1)), 54.4 (Cirotaz)), 53.9 (Cifrota1)), 28.7 (Caocirotaz)), 28.2
(Caoc(rota) PPM.
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Compound enant-98: tert-butyl (R)-2-(2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-
1-carboxylate

Chemical Formula: C17H,4NOy4
Molecular Weight: 303.36 g.mol"

Compound enant-98 (60.7 mg, 0.200 mmol) was prepared by general procedure C starting from
enant-86 (60.7 mg, 0.200 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give enant-
98 as a colorless oil with a 100% vyield.

R¢0.13 (P.E./E.A. 90:10, KMnOQy4)
Rotameric ratio (1/2) 0.40

IH-NMR (CDCls, 300 MHz) § 6.83-6.62 (m, 3H, Haro), 5.90-5.63 (M, 2H, Hassotat/a)), 5.45-5.37 (m, 1H,
Harotan)), 5.30-5.22 (M, 0.6H, Harota2)), 4.32-4.16 (m, 6H, His10.11(r0ta1/2), 1.43 (s, 3.6H, Heoc(rota)), 1.26 (s,
54H, HBoc(rotaZ)) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) 6 154.2 (Caoc(rotaz)) 153.9 (Caocfrotar)), 143.3-143.1-142.6-142.5-135.6-135.2-
119.8-119.5-117.2-116.7-115.5-115.1(Caro(rota1/2)), 131.3 (Cs(rota1)), 131.0 (Cs(rotaz)), 124.5 (Carotaz)), 124.3
(Carotan)), 79.5 (Ceocirotaz), 79.4 (Caoc(rota1)), 67.4 (Ca(rotaz)), 67.2 (Ca(rotar)), 64.3-64.3 (Cs), 54.0 (Ci(rota1)), 53.5
(Cagrota2), 28.4 (Caoc(rotan)), 28.2 (Caoc(rotaz)) PPM.

Compound 99: tert-butyl (1R,2R,55)-2-cyclopropyl-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-carboxylate

Boc
Chemical Formula: C1,HgNO3
Molecular Weight: 225.29 g.mol""

Compound 99 (76.0 mg, 0.337 mmol) was prepared by general procedure D starting from 95
(124.0 mg, 0.592 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A.
80:20) to give 99 as a colorless oil with a 57% yield.

volatile product

R¢0.29 (P.E./E.A. 80:20, KMnOs)
[a]2° = -12.0 (c 1.0, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.35

1H-N|V|R (CDC|3, 300 MHZ) 63.88 (d, 0.35H, ./1.1': 13.0 HZ, H1(rotal)), 3.78 (d, 0.65H, J1.1'= 13.0 HZ, Hl(rotaz)),
3.73-3.40 (m, 3H, Ha(rota1/2), H3(rota1/2), H4(rota1/2)), 3.24 (d, 0.65H, J;~; = 13.0 Hz, Hl’(rotaZ)), 3.24 (d, 0.35H,
Hirotay)) 1.41 (s, 3.1H, Heoc(rota)), 1.40 (s, 5.9H, Heoc(rotaz)), 0.78-0.24 (m, 5H, Hs.¢) ppm.
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13C-NMR (CDCls, 125 MHz) & 155.3 (Caoc(rota1) 155.2 (Caoc(rota2), 79.9 (Csocirota1)), 79.7 (Coc(rotaz)), 61.6
(Cagrotan)), 60.9 (Cagrotaz)), 58.7 (Csirotan)), 58.1 (Csirotaz)), 54.6 (Carotaz)), 54.1 (Cafrotan)), 47.4 (Cirotaz)), 46.7
(Cifrota1)), 28.5 (Ceoc(rota1)), 28.5 (Csoc(rotaz)), 11.9 (Cs(rota1)), 11.7 (Csirotaz), 3-8 (Cs(rota1)), 3.2 (Ceirotaz)), 1.8
(Céirota), 1.7 (Cgfrotaz)) PPM.

LR-MS (DCI-NHs3) m/z calculated for: CioHoNOs [M+H]*: 226.1 ; found: 226.1 ; CgHisN,Os [M-
C(CHs)s+H+NH,4] *: 187.11 ; found: 187.1

Compound enant-99: tert-butyl (1S5,2S,5R)-2-cyclopropyl-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

Chemical Formula: C1,HgNO3
Molecular Weight: 225.29 g.mol™!

Compound enant-99 (16.8 mg, 0.075 mmol) was prepared by general procedure D starting
from enant-95 (17.5 mg, 0.084 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 80:20) to give enant-99 as a colorless oil with a 89% vyield.

volatile product

R¢0.29 (P.E./E.A. 80:20, KMnOs)
[a]%? = +11.3, (c 0.9, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.35

Spectral data identical to compound 99.

Compound enant-100: tert-butyl (15,25,5R)-2-phenyl-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

Chemical Formula: C415H4gNO3
Molecular Weight: 261.32 g.mol""

Compound enant-100 (61.9 mg, 0.237 mmol) was prepared by general procedure D starting
from enant-96 (60.0 mg, 0.245 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 95:5 to 90:10) to give enant-100 as a colorless oil with a 97% yield.

R¢ 0.42 (P.E./E.A. 80:20, KMnO,)
[a]Z? = +80.5 (c 1.0, CHCl3)

Rotameric ratio (1/2) 0.35
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'H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 7.44-7.10 (m, 5H, Haro), 5.12 (s, 0.35H, Harotan)), 4.95 (s, 0.65H, Harotaz)), 4.02
(d, 0.65H, J1-27=12.7 Hz, Hijrotaz), 3.97 (d, 0.35H, J1.1= 12.7 Hz, Hi(rotany), 3.78 (dd, 0.65H, J>.;= 1.0 Hz, J».
3= 2.7 Hz, Ha(rota2)), 3.73 (dd, 0.35H, J>.;= 1.0 Hz, J2:3= 2.7 Hz, Haprota1)), 3.65-3.52 (m, 2H, Hu.3(rota1/2)) 1.43
(s, 3.1H, Heoc(rota1)), 1.26 (s, 5.9H, Hgoc(rotaz)) Ppm.

3C-.NMR (CDCls, 75 MHz) 154.7 (Csoc (rota2)), 154.6 (Caoc(rota)), 139.0-138.4-129.0-128.8-128.0-128.0-
126.7-126.6 (Caro(rotal/z)), 80.3 (CBoc(rotal)), 80.2 (CBoc(rotaZ)), 62.2 (C4(rotaz)), 61.5 (C4(rotal)), 60.4 (C3(rotaz)), 59.8
(c3(rota1)), 55.6 (CZ(rotal)), 55.3 (CZ(rotaZ)), 48.2 (Cl(rotal)); 47.7 (Cl(rotaz)), 28.6 (CBoc(rotal)), 28.3 (CBoc(rotaZ)) ppm.

HR-MS (DCI-CHg) m/z calculated for: C11H1NO3 [M-C(CHs)3+2H]*: 206.0817 ; found: 206.0803

Compound enant-101: tert-butyl (15,25,5R)-2-(naphthalen-1-yl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-

carboxylate
(o)
A O
4
1 ey
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Boc

Chemical Formula: C1gH51NO3
Molecular Weight: 311.38 g.mol"

Compound enant-101 (18.2 mg, 0.058 mmol) was prepared by general procedure D starting
from enant-97 (40.0 mg, 0.135 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 87:13) to give enant-101 as a colorless oil with a 43% yield.

R¢0.66 (P.E./E.A. 60:40, KMnQy,)
[a]° - +103.7 (c 0.4, CHCI3)
Rotameric ratio (1/2) 0.65

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 8.24-7.23 (m, 7H, Haro), 5.95 (s, 0.65H, Hagrota)), 5.81 (s, 0.35H, Hafrota),
4.15 (d, 0.65H, Ji1r= 13.0 HZ, Hl(rotal)), 4.12 (d, 0.35H, Ji1= 13.0 HZ, Hl(rotaZ))/ 3.77-3.61 (m, 3H, Hys
(rotal/Z)), 1.47 (5, 31H, HBoc(rotaZ)); 1.15 (S; 59H/ HBoc(rotal)) ppm.

13C.NMR (CDCls, 75 MHz) 6 154.8 (Caoc), 134.2-134.1-133.9-133.3-130.7-130.7-129.6-129.1-128.6-
128.5-126.6-126.0-125.6-125.5-122.9-122.6-122.4 (Caro(rota1/2)), 80.4 (Caoc(rotan)), 80.2 (Caoc(rotaz)), 60.2
(Catrotaz)), 59.6 (Cagrotan)), 59.4 (Crota)), 59.2 (Caprotar), 55.6 (Caprotan))s 55.3 (Carotaz)), 48.5 (Cafrota)), 47.9
(Ci(rotaz)), 28.6 (Coc(rotat)), 28.2 (Caocirotaz)) PPM.

LR-MS (DCI/CHs) m/z calculated for: C19H21NO3 [M*]*: 311.2 ; found: 311.2
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Compound enant-102: tert-butyl (1S,25,5R)-2-(2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)-6-oxa-3-
azabicyclo[3.1.0]hexane-3-carboxylate

Chemical Formula: C17H51NO5
Molecular Weight: 319.36 g.mol™!

Compound enant-102 (15.0 mg, 0.049 mmol) was prepared by general procedure D starting
from enant-98 (60.0 mg, 0.198 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 95:5 to 90:10) to give enant-102 as a colorless oil with a 25% yield.

R¢0.38 (P.E./E.A. 80:20, KMnQy,)
[a]2° = +77.8 (c 1.0, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.40

1H-NMR (CDCls, 300 MHz) § 6.88-6.63 (m, 3H, Haro), 5.00 (s, 0.4H, Hagrota1)), 4.84 (s, 0.6H, Haqrota2)), 4.26
(s, 2.4H, Hs(rota2)), 4.26 (s, 1.6H, Hs(rota1)), 3.96 (t, 1H, J1-2= 12.7 Hz, Hy(rota1/rota2), 3.76 (dd, 0.6H, J>.;= 1.0
Hz, J>3 = 2.9 Hz, Hyrotaz)), 3.70 (dd, 0.4H, Jo.; = 1.0 Hz, Jo3 = 2.9 Hz, Hipotay)), 3.58-3.49 (m, 2H,
H1’+3(rotal/rota2)) 1.42 (S, 2.6H, HBoc(rotal)), 1.25 (S, 5.4H, Hsoc(rotaz)) ppm.

BC.NMR (CDC|3, 75 MHZ) 5154.6 (CBoc(rotal/Z))/ 143.6 (Caro(rotaZ))/ 143.1 (Caro(rota1)), 132.1 (Caro(rotaz)), 131.6
(Carofrotan)), 119.6 (Caro(rotaz)), 119.5 (Caro(rotan)), 117.7 (Caro(rota)), 117.3 (Caro(rotaz)), 115.4 (Caro(rotaz)), 115.2
(Caro(rotal)); 80.0 (CBoc(rotal)); 79.9 (CBoc(rotaZ)); 64.3-64.3-64.3-64.3 (CS(rotal/Z))f 61.3 (C4(rota2)), 60.8 (C4(rota1));
60.0 (C3(rota2)); 59.6 (C3(rota1)); 55.4 (CZ("otal))f 55.0 (CZ(FOtBZ))/ 47.9 (Cl(rotal)), 47.3 (Cl(rotaZ)); 28.4 (CBOC(FOtal))’
28.3 (CBoc(rotaZ)) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C17H2:NNaOs [M+Na]*: 342.13 ; found: 342.13

Compound 103: (2R,3R,4R)-2-cyclopropylpyrrolidine-3,4-diol

Chemical Formula: C;H3NO,
Molecular Weight 143.19 g.mol""

Compound 103 (7.4 mg, 0.052 mmol) was prepared by general procedure E starting from 99
(40.0 mg, 0.178 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,,
DCM/MeOH/EtOH/ammonia 80:7:9:4) to give 103 as a colorless oil with a 29% vyield.

R¢ 0.28 (DCM/MeOH/EtOH/ammonia 76:11:7:6, KMnO,)
[a]Z? =-2.5 (c 1.0, MeOH)

Diastereoisomeric ratio (103/dias-103) 0.80
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'H-NMR (D0, 300 MHz) & 4.11 (dt, 1H, J.1= 5.9 Hz, J,3= 3.8 Hz, J>.,-= 3.8 Hz, H3), 3.88 (brdd, 1H, J34=
5.7 Hz, J3.,= 3.8 Hz, H3), 3.07 (A part of an ABX system, dd, 1H, J;.;-=12.5 Hz, J;.,= 5.9 Hz, A3 = 0.059
ppm, Hi), 2.86 (B part of an ABX system, dd, 1H, J1..r= 12.5 Hz, J;~.,= 3.8 Hz, A6 = 0.046 ppm, Hy), 2.17
(dd, 1H, J43= 5.6 Hz, Jos= 9.3 Hz, Hs), 0.98-0.85 (m, 1H, Hs), 0.61-0.49 (m, 2H, He), 0.36-0.15 (m, 2H, He)
ppm.

13C-NMR (D0, 75 MHz) & 84.4 (Cs), 79.7 (C2), 71.4 (Ca), 52.5 (C1), 15.3 (Cs), 4.6 (Ce), 4.1 (Cs) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C;H14NO> [M+H]*: 144.1024 ; found: 144.1027

Compound enant-103: (25,3S,4S)-2-cyclopropylpyrrolidine-3,4-diol

Chemical Formula: C;H3NO,
Molecular Weight 143.19 g.mol"’

Compound enant-103 (25.6 mg, 0.179 mmol) was prepared by general procedure E starting
from enant-99 (130.0 mg, 0.577 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(Si0,, DCM/MeOH/EtOH/ammonia 80:7:9:4) to give enant-103 as a colorless oil with a 32% yield.

R¢0.28 (DCM/MeOH/EtOH/ammonia 76:11:7:6, KMnO,)
[a]Z? = +0.7 (c 1.0, MeOH)
Diastereoisomeric ratio (compound enant-103/dias-enant-103) 0.80

Spectral data identical to compound 103.

Compound enant-104: (25,3S,4S)-2-phenylpyrrolidine-3,4-diol

Chemical Formula: C4gH43NO,
Molecular Weight 179.22 g.mol""

Compound enant-104 (6.2 mg, 0.027 mmol) was prepared by general procedure E starting from
enant-100 (17.0 mg, 0.055 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO»,
DCM/MeOH/EtOH/ammoniac 80:7:9:4) to give enant-104 as a colorless oil with a 19% yield.

R¢0.20 (DCM/MeOH/EtOH/ammonia 80:7:9:4, KMnOQy,)
[a]Z? = +2.5 (c 0.8, MeOH)

Diastereoisomeric ratio (enant-104/dias-enant-104) 0.80
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'H-NMR (CDs0D, 300 MHz) § 7.50-7.19 (m, 5H, Haro), 4.17-4.08 (s, 1H, Ha), 3.96 (ddd, 1H, J>3= 0.5 Hz,
J2.1r= 2.8 Hz, J,.1= 5.7 Hz, Hy), 3.81 (brd, 1H, J3.4= 9.0 Hz, H3), 3.46 (dd, 1H, J;2= 5.2 Hz, J;.;r= 12.0 Hg,
Hi), 3.46 (dd, 1H, J1-2= 2.8 Hz, J;~1=12.0 Hz, Hy) ppm.

13C_NMR (CD;0D, 75 MHz) 6 144.4 (Caro), 129.9-129.9-129.1-128.2-128.2 (Caro), 84.8 (C3), 78.4 (C2), 69.1
(Ca), 52.6 (C41) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C10H1aNO, [M+H]*: 180.1024 ; found: 180.1025

Compound enant-105: (25,3S5,4S)-2-(naphthalen-1-yl)pyrrolidine-3,4-diol
HO, OH
%2 3 ‘
4
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Chemical Formula: C14H5NO,
Molecular Weight: 229.28 g.mol"'

Compound enant-105 (6.2 mg, 0.027 mmol) was prepared by general procedure E starting from
enant-101 (17.0 mg, 0.055 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO5,
DCM/MeOH/EtOH/ammonia 87:6:6:1) to give enant-105 as a colorless oil with a 50% vyield.

R¢0.24 (DCM/MeOH/ammoniac 86:13:1, KMnOy)
[a]2° = -2.70 (c 0.7, MeOH)
Diastereoisomeric ratio (enant-105/dias-enant-105) 0.80

'H-NMR (CDs0D, 300 MHz) § 8.21-7.47 (m, 7H, Haro), 4.93-4.75 (s, 1H, Ha), 4.42-4.34 (m, 2H, H2.3), 3.46
(dd, lH, J12=5.4Hz, Ji.1= 12.5 Hz, H1), 3.22-3.14 (m, lH, H1') ppm.

13C.NMR (CDsOD, 75 MHz) & 135.3 (Caro), 134.8 (Caro), 132.5 (Caro), 129.8-129.6-127.7-127.1-126.6-
124.9-123.9 (Caro), 83.6 (C3), 78.2 (C2), 64.5 (Ca), 52.2 (C1) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C1aH16NO, [M+H]*: 230.1181 ; found: 230.1185

Compound enant-106: (2S,3S,45)-2-(2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)pyrrolidine-3,4-diol

HO OH
-2 3
0]
4
1 [ g, 5
N
H 0
Chemical Formula: C1,H15NO4

Molecular Weight 237.26 g.mol"

Compound enant-106 (1.2 mg, 0.005 mmol) was prepared by general procedure E starting from
enant-102 (13.0 mg, 0.041 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,,
DCM/MeOH/EtOH/ammoniac 87:6:6:1) to give enant-106 as a colorless oil with a 13% yield.

R¢0.20 (DCM/MeOH/ammonia 88:12:1, KMnOy4)

Diastereoisomeric ratio (enant-106/ dias-enant-106) 0.70
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'H-NMR (CD30D, 500 MHz) & 6.95 (d, 1H, Joro-aro = 2.1 Hz, Haro), 6.90 (dd, 1H, Jaro-aro= 8.3 Hz, Jaro-aro= 2.1
Hz, Haro), 6.80 (d, 1H, Jaro-aro = 8.3 Hz, Haro), 4.22 (s, 4H, Hs), 4.14-4.09 (m, 1H, Ha), 3.95 (dd, 1H, J>= 3.0
Hz, J21= 5.7 Hz, H,), 3.79-3.71 (m, 1H, Hs), 3.19-3.11 (m, 1H, H1), 3.07-2.99 (m, 1H, Hy)

13C-NMR (CD3s0D, 125 MHz) 6 145.1 (Caro), 144.8 (Caro), 134.5 (Caro), 121.5 (Caro), 118.3 (Caro), 117.4 (Caro),
85.6 (Cs), 79.3 (C2), 70.9 (Ca), 65.7 (Cs), 53.5 (C1)

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C1,H16NO4 [M+H]*: 238.1079 ; found: 238.1083

Compound enant-107: tert-butyl (R)-2-phenyl-1-azaspiro[4.5]dec-3-ene-1-carboxylate

Chemical Formula: CyqH27NO->
Molecular Weight: 313.44 g.mol'1

AuCl (0.50 mg) was added to a solution of enant-94 (29.1 mg, 0.093 mmol) in DCM (6.50 mL)
under N,. The reaction mixture was stirred at 0 °C for 1.5 h. Then, the mixture was quenched with water
(10.00 mL), washed with brine (2 x 10.00 mL), dried over Na,SO4, and concentrated. The crude product
was purified by column chromatography (SiO», P.E./E.A. 100:0 to 80:20) to give enant-107 as a yellow
oil with a 45% yield (13.0 mg, 0.041 mmol).

R¢0.45 (P.E./E.A. 90:10, KMnOy4)
Rotameric ratio (1/2) 0.80

H-NMR (CDCl3, 300 MHz) & 7.35-7.10 (m, 5H, Haro), 6.22 (dd, 0.8H, J2.3= 6.1 Hz, Jr.4= 2.5 Hz, Hagota1)),
6.19 (dd, 0.2H, J23= 6.1 Hz, J2.4= 2.5 Hz, Ha(rota2)), 5.63 (dd, 0.2H, J3.2= 6.1 Hz, J3.4= 2.1 Hz, Hrota2)), 5.58
(dd, 0.8H, 13.2: 6.1 HZ, ./3.4: 2.1 HZ, H3(rota1)), 5.43 (t, lH, J4.2: J4.3: 2.1 HZ, H4), 2.77 (m, 1.6H, H50r9),
2.52 (m, 0.4H, Hsoro), 1.88-0.80 (m, 8H, Heg+s0r9), 1.26 (s, 2.8H, Haoc), 1.12 (s, 6.2H, Haoc) ppm.

13C-NMR (CDCls, 75 MHz) § 153.7 (Carofrots2)), 153.1 (Carofrotsn)), 143.3 (Carofrotan), 142.2 (Carofrota), 131.9-
131.8-130.2-128.5-128.4-128.2-128.2-127.0 (Caroos1/2)), 126.7 (Catrotan)), 126.5 (Carotsa)), 79.8 (Caocirotaa),
79.2 (Cgoc(rotaz)), 71.4 (Ciprotar)), 70.9 (Cifrotaz)), 69.9 (Carotan)), 69.6 (Cafrotaz)), 36.3-35.6-35.4-33.9
(Csso(rota1/2)), 28.7 (Croc(rotaz)), 28.3 (Caoc(rotat)), 25.9 (Crirotaz)), 25.5 (Crrotar)), 24.7-24.6-24.5-24.5 (Ceus(rota1/2))

ppm.
LR-MS (DCI-NH3) m/z calculated for: C;0H,7NO; [M+H]*: 314.2 ; found: 314.3

Compound 108: tert-butyl-(R)-2-(7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)heptyl)-2,5-dihydro-1H-pyrrole-1-
carboxylate

. $ 2 . 2 _oTBDPS

Boc 5 7 9 1
Chemical Formula: C3,H47NO3Si
Molecular Weight: 521.82 g.mol"
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Compound 108 (2.06 g, 3.944 mmol) was prepared by general procedure C starting from 89
(2.1 mg, 4.024 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give 108 as a colorless
oil with a 98% vyield.

R¢0. 17 (P.E./E.A. 90:10, KMnO,)
Rotameric ratio (1/2) 0.6

ee 94% (tz (major) = 16.112 min, tg (minor) = 15.297 min, Column Lux 3 um amylose-1 4.6x100 mm,
H,O/MeOH = 15:85)

1H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.75-7.61 (m, 4H, Haro), 7.47-7.33 (m, 6H, Haro), 5.80-5.60 (M, 2H, Ha-3ots1/2),
5.61-5.50 (M, 1H, Hagowsz)), 5.50-5.42 (M, 1H, Hagowe1)), 4.23 (d, TH, Juznz= 15.7 Hz, Hagown)), 4.15 (d, 1H,
Ji-n1= 15.7 Hz, Hi(rotaz)), 4.08-3.94 (m, 1H, Hirota1/2)), 3.66 (t, 2H, Ju11-H10= 6.5, H11), 1.72-1.52 (m, 4H,
Hs-10), 1.49 (s, 9H, Hgoc), 1.40-1.17 (M, 8H, Hs.s), 1.06 (s, 9H, Hrepes) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 154.6 (Cgoc), 135.7-134.3 (Caro), 130.5 (Ca or 3(rota1)), 130.3 (Ca or 3(rota 2)), 129.6-
127.7 (Caro), 125.2 (Caors(rota 2)), 125.0 (Caors(rota1)), 79.4 (Caoc(rota 2)), 79-2 (Caocirota 1)),64.3 (Ca), 64.1 (C11),
53.9 (Cyrota 1)), 53.7 (Cirota 29),34.2, 33.6, 32.7, 29.8, 29.5, 25.9, 24.7, 24.3 (Cs.10(rota 1/2)), 28.7 (Csoc), 27.0
(Craoes), 19.4 (Craoes) ppm.

Compound enant-108: tert-butyl-(S)-2-(7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)heptyl)-2,5-dihydro-1H-
pyrrole-1-carboxylate

2 3
1ZN &4 /‘\/s\/m\/omnps
Boc 5 7 9 11

Chemical Formula: C35,H47NO3Si
Molecular Weight: 521.82 g.mol""

Compound enant-108 (1.05 g, 2.008 mmol) was prepared by general procedure C starting from
enant-89 (1.10 g, 2,116 mmol). The crude product was purified by celite filtration (E.A.) to give enant-
108 as a colorless oil with a 95% yield.

R¢0. 17 (P.E./E.A. 90:10, KMnO4)
Rotameric ratio (1/2) 0.6

Spectral data identical to compound 108.

Compound 109: tert-butyl (1R,2R,5S5)-2-(7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)heptyl)-6-oxa-3-
azabicyclo[3.1.0]hexane-3-carboxylate

. d 20 A *_ _oTBDPS

Boc 5 7 9 1
Chemical Formula: C3,H47NO4Si
Molecular Weight: 537.82 g.mol'1
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Compound 109 (448.0 mg, 0.833 mmol) was prepared by general procedure D starting from
108 (0.5 mg, 0.958 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A.
75:25) to give 109 as a colorless oil with a 87% vyield.

R¢ 0. 32 (P.E./E.A. 80:20, KMnOQy4)
[a]3® = -24.5 (c 1.0, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.74-7.66 (m, 4H, Haro), 7.45-7.34 (m, 6H, Haro), 4.08 (dd, Jas = 7.4 Hz, Jas =
5.0 Hz, 1H, Harotan)), 3.99 (t, Jas= 6.1 Hz, 1H, Ha(rotaz), 3.91 (d, J1-v= 12.9 Hz, 1H, Hafrotaz)), 3.79 (d, J1-v=
12.9 Hz, 1H, Hagrotan)), 3.69 (t, J11-10 = 6.4 Hz, 2H, H11(rotaz)), 3.69 (t, J11-10 = 6.4 Hz, 2H, Hi1(rotan)), 3.61 (d, Jo-
3= 3.0 Hz, 1H, Ha(otaz)), 3.59 (d, J2:3 = 3.0 Hz, 1H, Harotan)), 3.46-3.42 (m, 1H, H3), 3.26 (d, J1-1= 12.9 Hg,
1H, Hyrotaz)), 3.22 (d, J1-1= 12.9 Hz, 1H, Hy'rotan)), 1.67-1.49 (M, 4H, He.10), 1.46 (s, 9H, Hgoc), 1.43-1.25 (m,
8H, Hs.g), 1.08 (s, 9H, Htgpprs) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 155.9 (Caocrow2)), 154.6 (Caocrotn)), 135.5 (Caro), 134.1 (Caro), 129.5, 127.6
(Caro), 79.7 (Caocrota2)), 79.6 (Caoc(rotat)), 69.9 (C11), 58.6 (Cs(rotaz), 58.1 (Csrota1), 57.8 (Cafrotaz)), 57.6 (Cafrotar)),
54.8(Caot1)), 54.2 (Caros2)), 47.1(Cagroran)), 46.5 (Cagorwa)), 33.5, 31.1, 29.7, 29.2, 25.7, 25.5 24.7, 24.3 (Cs.
10(rota1/2)), 28.5 (Caoc), 27.7 (Craops), 19.3 (Creors) ppm.

HR-MS (DCI-CH4) m/z calculated for: C3,HigsNO4Si [M+H]*: 538.3353 ; found: 538.3353

Compound enant-109: tert-butyl (1S,2S,5R)-2-(7-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)heptyl)-6-oxa-3-
azabicyclo[3.1.0]hexane-3-carboxylate

o)
2 3
; { . X“ /6\/8\/10\/0TBDPS
Boc 5 7 9 1

Chemical Formula: C3oH47NO4Si
Molecular Weight: 537.82 g.mol™

Compound enant-109 (803.0 mg, 1.493 mmol) was prepared by general procedure D starting
from enant-108 (1050.0 mg, 2,012 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiO,, P.E./E.A. 75:25) to give enant-109 as a colorless oil with a 74% yield.

R¢ 0. 32 (P.E./E.A. 80:20, KMnO4)
[a]Z? = +27.2 (c 1.06, CHCI3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

Spectral data identical to compound 109.
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Compound 110: tert-butyl (1R,2R,5S5)-2-(7-hydroxyheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

1 OH

Boc 5 7 9 1
Chemical Formula: C4gH2gNO4
Molecular Weight: 299.41 g.mol™

A solution of tetra-n-butylammonium fluoride (1M/THF) (5.20 mL, 5.200 mmol) was added
dropwise at 0 °C to a solution of 109 (1.40 g, 2.603 mmol) in dry THF (26.00 mL) under N; and stirred
at rt overnight. Then, the mixture was quenched with HCI (1M), extracted with Et,O (3 x 30.00 mL),
washed with water (20.00 mL), dried over Na;SOa, and concentrated. The crude product was purified
by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 60:40) to give 109 as a colorless oil with a 95% yield (740.00
mg, 2.472 mmol).

R¢ 0. 37 (P.E./E.A. 50:50, KMnOa,)
[a]%? = -55.6 (c 1.20, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

H NMR (300 MHz, CDCls) 6 4.01 (dd, Jas= 7.4 Hz, Jas = 5.0 Hz, 1H, Hagotan)), 3.91 (t, Jas= 7.4 Hz, Jos =
5.0 Hz, 1H, Hajotaz), 3.82 (d, Jir = 12.9 Hz, 1H, Hi(ota2), 3.74 (d, J1. = 12.9 Hz, 1H, Hiotan), 3.60-3.51
(M, 3H, Ha1), 3.42-3.37 (m, 1H, Hs), 3.22-3.19 (m, 1H, Hy(ow), 3.18-3.15 (M, 1H, Hy(otwy), 1.61-1.42
(M, 4H, Ha.10), 1.39 (s, 9H, Heocrrota2)), 1.38 (s, 9H, Heocirotan)), 1.33-1.25 (m, 8H, Hs.s) ppm.

13c NMR (75 MHZ, CDCI3) 6 155.1 (CBoc(rotaZ)), 154.7 (CBoc(rotal)), 79.9 (CBoc(rotaZ)), 79.7 (CBoc(rotal)), 62.7 (Cll),
58.6 (C3(rota1)); 58.1 (C4(rota1)); 57.9 (C3(rota2)); 57.9 (C4(rota2)), 54.9 (C2(rota1)), 54.3 (CZ(rotaZ)), 47-1(C1(rota1)), 46.6
(Ciirotaz), 32.7,32.6,31.1, 30.5, 29.7, 29.6, 29.3, 29.2, 26.2, 25.7, 25.6 25.5, 25.4 (Cs-10(rota1/2)), 28.5 (Caoc)

HR-MS (DCI-CHg) m/z calculated for: Ci6H30NO4 [M+H]*: 300.2181 ; found: 300.2185

Compound enant-110: tert-butyl (1S,25,5R)-2-(7-hydroxyheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

0
2/ \3
4 6 8 10
1 " /\/\/\/OH
N .
Boc 5 7 9 1

Chemical Formula: C1gHogNO4
Molecular Weight: 299.41 g.mol-1

Compound enant-110 (283.0 mg, 0.945 mmol) was prepared by the same protocol starting
from 110 (720.0 mg, 1.341 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,,
P.E./E.A. 60:40) to give enant-110 as a colorless oil with a 71% yield.

R¢ 0. 37 (P.E./E.A. 50:50, KMnO4)

[a]2° = +37.6 (c 1.1, CHCls)
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Rotameric ratio (1/2) 0.4

Spectral data identical to compound 110.

Compound 111: tert-butyl (1R,2R,55)-2-(7-hydroxyheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

4 6 8 10
1 OTs

Boc 5 7 9 1
Chemical Formula: Co3H35NOgS
Molecular Weight: 453.59 g.mol-1

TEA (0.150 mL, 1.076 mmol) was added to a solution of 110 (202.0 mg, 0.675 mmol) in dry
DCM (5.00 mL) under N, After, DMAP (10.00 mg, 0.082 mmol) and p-toluene sulfonyl chloride (254.0
mg, 1.332 mmol) were then added the reaction mixture was stirred at rt overnight. Then, the mixture
was quenched with NaHCOQ3aqsat (3 X 10.00 mL), extracted with DCM (3 x 10.00 mL), washed with brine
(10.00 mL), dried over Na;SO4 and concentrated. The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 60:40) to give 111 as a yellow oil with a 97% yield (297.0 mg, 0.655
mmol).

R¢ 0. 38 (P.E./E.A. 60:40, KMnOQy4)
[a]%? = -35.5 (c 1.2, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 7.73 (d, Jaro= 8.2 Hz, 2H, Haro), 7.30 (d, Jaro = 8.2 Hz, 2H, Har), 4.01-3.87 (m,
2H, Harota1/2)), 3.97 (t, J11-10 = 6.4 Hz, 2H, Hi1(rotaz)), 3.96 (t, J11-10 = 6.4 Hz, 2H, Hii(rotan)), 3.83 (d, J1-r = 12.9
Hz, 1H, Hi(rota2)), 3.73 (d, J1-v = 12.9 Hz, 1H, Hi(rota1)), 3.56 (dd, J2.3= 3.0 Hz, Jo.v'= 1.3 Hz, 1H, Ha(rotaz)), 3.56
(dd, J.3= 3.0 Hz, J,.r= 1.3 Hz, 1H, Ha(rotar)) 3.39 (t, J32= 3.0 Hz, 1H, Hs), 3.20 (dd, J1.1=12.9 Hz, Jy.=1.3
Hz, 1H, Hy(rotan)) 3.17 (dd, J11 = 12.9 Hz, J12 = 1.3 Hz, 1H, Hy/(rotaz)), 1.65-1.14 (m,12H, Hs.10), 1.38 (s, 9H,
HBoc(rotal)), 1.38 (S, 9H, HBoc(rotal)) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDCls) 6 155.0 (Caoc(rota2)), 154.7 (Cocirotar), 144.7-132.7-129.8-127.8 (Caro) 79.7
(Caocfrotaz)), 79.6 (Caoc(rota1)), 70.7 (Ci1(rota1)), 70.6 (Ci1(rotaz)), 59.1 (Csirota1)), 58.0 (Cafrota1)), 58.0 (Cs(rotaz)), 57.5
(Cagrotaz), 54.8 (Caprotan), 54.3 (Caprota2)), 47.1 (Caqrotar), 46.5 (Curotaz), 31.0, 30.4, 29.4, 29.4, 28.8, 28.8,
28.7,25.4, 25.4, 25.3, 25.2 (Cs-10rota1/2)), 28.5 (Caoc) ppm.

HR-MS (DCI-CH,) m/z calculated for: Co3H3gNOgS [M+H]*: 454.2250 ; found: 454.2263
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Compound enant-111: tert-butyl (15,2S,5R)-2-(7-hydroxyheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate
(o)

2/ \3
4 6 8 10
1 ‘., /\/\/\/OTS
N 1
Boc 5 7 9 1

Chemical Formula: C3H35NOgS
Molecular Weight: 453.59 g.mol"

Compound enant-111 (394.5 mg, 0.870 mmol) was prepared by the same protocol starting
from enant-110 (275.0 mg, 0.918 mmol). The crude product was purified by column chromatography
(SiOy, P.E./E.A. 60:40) to give enant-111 as a yellow oil with a 95% vyield.

R¢ 0. 38 (P.E./E.A. 60:40, KMnOQy4)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

Spectral data identical to compound enant-111.

Compound 112: tert-butyl (1R,2R,55)-2-(7-azidoheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

1 N3

Boc 5 7 9 1
Chemical Formula: CgHogN4O3
Molecular Weight: 324.43 g.mol™’!

Sodium azide (65.0 mg, 1.000 mmol) was added to a solution of 111 (205.0 mg, 0.452 mmol)
in dry DMF (2.00 mL) under N, The mixture was stirred at 40°C overnight. Then, the mixture was
concentrated, diluted with E.A. (10 mL) and water (10.00 mL), extracted with E.A. (3 x 10.00 mL), dried
over Na;S04, and concentrated. The crude product does not require any further purification to give 112
as a colorless oil with a 93% yield (136.0 mg, 0.419 mmol).

R¢ 0. 24 (P.E./E.A. 60:40, KMnOQy4)
[a]Z? = -35.5 (c 1.2, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 4.01 (dd, Js-s= 7.4 Hz, Js.3= 5.2 Hz, 1H, Ha(rotar)), 3.92 (t, Js3=Jas= 6.1 Hz,
1H, Hagowa), 3.84 (d, Jiv = 12.9 Hz, 1H, Hipomz), 3.73 (d, Jiv = 12.9 Hz, 1H, Hipowy), 3.57 (dd, J23 = 3.0
Hz, J. = 1.3 Hz, 1H, Hapotaz), 3.54 (dd, J2.3= 3.0 Hz, J.r= 1.3 Hz, 1H, Hyrotan)), 3.40 (t, J3.2 = 3.0 Hz, 1H,
Hs), 3.28-3.16 (M, 3H, Hiyotat/2)svrotat/2)), 1.65-1.16 (M, 12H, Hs.10), 1.40 (s, 9H, Haoc(rota)), 1.39 (s, 3.4H,
Heoc(rotaz)) PPM.

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 155.0 (Caocrota), 154.7 (Caocrown)), 79-8 (Caoctrotsa)), 79-6 (Coociroten), 58.6
(Cs(rota)), 58.1 (Cafrota1)), 57-8 (Cs(rotaz)), 57.6 (Cafrotan)), 54.9 (Ca(rotan)), 54.3 (Cafrotaz)), 51.5 (Ciirotarsz)), 47.1
(Cagrotan)), 46.5 (Caoraz)), 31.1, 30.5, 29.6, 29.5, 29.1, 29.0, 28.8, 28.5, 26.6, 26.6, 25.5, 25.5 (Cs.10101/2)),
28.5 (Caoc) ppm.
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Compound enant-112: tert-butyl (15,2S,5R)-2-(7-azidoheptyl)-6-oxa-3-azabicyclo[3.1.0]hexane-3-
carboxylate

(0]
2 3
4 6 8 10
1 o /\/\/\/N3
N ’
Boc 5 7 9 1

Chemical Formula: C1gH2gN4O3
Molecular Weight: 324.43 g.mol”'

Compound enant-112 (232.0 mg, 0.715 mmol) was prepared by the same protocol starting
from enant-111 (380.0 mg, 0.838 mmol) and NaN3 (119.0 mg, 1.830 mmol). The crude product was
purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 60:40) to give enant-112 as a yellow oil with a 85%
yield.

R: 0. 24 (P.E./E.A. 60:40, KMNnO,)
[a]° = +45.8 (c 1.4, CHCl3)
Rotameric ratio (1/2) 0.4

Spectral data identical to compound 112.

Compound 113: (2R,3R,4R)-2-(7-azidoheptyl)pyrrolidine-3,4-diol

1 N
N 3
H 5 7 9 1

Chemical Formula: C44H25N405
Molecular Weight: 242.32 g.mol”

Compound 113 (515.0 mg, 2.125 mmol) was prepared by general procedure E starting from
112 (1100.0 mg, 3.390 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO,
DCM/MeOH/ammonia 84:16:1) to give pure 113 as a yellow solid with a 63% yield.

R¢0.17 (DCM/MeOH/ammonia 84:16:1, KMnOQOy4)

[a]3° = +0.7 (c 1.2, MeOH)

Diastereoisomeric ratio (compound 113/114) 0.82

1H NMR (300 MHZ, CD3OD) 63.95 (dt, ./2.1 =52 HZ, Jz.1’ =Jg.2 =28 HZ, 1H, Hz), 3.60 (dd, J3.4 =51 HZ, ./3.
2=2.8Hz, J3.r = 1.0 Hz, 1H, H3), 3.29 (t, J11-10= 6.8 Hz, 2H, H11), 3.00 (dd, J1.r = 12.2 Hz, J1., = 5.2 Hz, 1H,

Hi), 2.82 (ddd, J1.1 = 12.2 Hz, Jv» = 2.8 Hz, J13 = 1.0 Hz, 1H, Hy), 2.77-2.68 (m, 1H, H4), 1.72-1.31 (m,
12H, H5.10) ppm.

13C NMR (75 MHz, CDs0D) 6 84.3 (C3), 79.0 (C2), 69.2 (C4), 53.0 (C1), 52.4 (C11), 35.0, 30.6, 30.1, 29.9,
28.0, 27.8 (Cs.10) ppm.

HR-MS (DCI-CH4) m/z calculated for: C11H23N40, [M+H]*: 243.1821 ; found: 243.1824
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Compound enant-113: (2S,3S,4S)-2-(7-azidoheptyl)pyrrolidine-3,4-diol

H 5 7 9 1
Chemical Formula: C41H25N40,
Molecular Weight: 242.32 g.mol™!

Compound enant-113 (77.8 mg, 0.321 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-112 (232.5.0 mg, 0.717 mmol). The crude product was purified by column chromatography (SiO»,
DCM/MeOH/ammonia 84:16:1) to give enant-113 as a yellow solid with a 45% yield.

R¢0.17 (DCM/MeOH/ammonia 84:16:1, KMnOy4)
[a]%® =-0.7 (c 1.5, MeOH)

Diastereoisomeric ratio (compound enant-113 / enant-114) 0.82

Spectral data identical to compound 113

Compound 115: 8-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)octan-1-ol

2 4 6 8
TBDPSO._~ "\~
OH
1 3 5 7
Chemical Formula: Cy4H3,0,Si
Molecular Weight: 384.64 g.mol™!

To a solution of octanediol (2.16 g, 14.774 mmol) in dry DCM (50 mL) at rt under Ar, was added
imidazole (817.0 mg, 12.000 mmol). The reaction mixture was stirred at the same temperature for 1 h
(complete dissolution). After, TBDPS-CI (1.900 mL, 7.310 mmol) was added dropwise over 10 min. After
3h, NaHCOs,qsat. solution (30 mL) was added, extracted with DCM (3 x 100 mL). The combined organic
layers were dried with Na,SQO,, filtered, and concentrated. The crude product was purified by column
chromatography (SiO,, P.E./E.A. 85:15 to 80:20) to give 115 as a white solid with a 79% vyield (2.21 g,
5.783 mmol).

R¢0.34 (P.E./E.A. 80:20, KMnO4)

Spectral data are in accordance with literature.?>2

Compound 116: 8-((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)octanal

2 4 6 8
TBDPSO\/\/\/\/\O
1 3 5 7
Chemical Formula: Co4H340,Si
Molecular Weight: 382.62 g.mol-1

To a solution of 115 (2.16 g, 5.645 mmol) in dry E.A. (56 mL) at rt under Ar, was added 2-
iodoxybenzoic acid (3.16 g, 11.291 mmol). The reaction mixture has been refluxed during 3.5 h. After,
the mixture was cooled to rt, and the white precipitate was filtered on a celite pad (E.A.). The filtrate
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was dried with MgSQ0,, filtered and concentrated. The compound 116 was obtained without any

purification as a colorless oil with a 97% yield (2.09 g, 5.496 mmol).
R¢ 0.45 (P.E./E.A. 90:10, KMnO,)

Spectral data are in accordance with literature.?>3

Compound 117: Tétra-O-(prop-2-yn-1-yl)-pentaerythritol

d
/\o 1 2 o\/5
o

Chemical Formula: C47H5004
Molecular Weight: 288.14 g.mol™

NaH (60%) (1.04 g, 20.720 mmol) was added in three portions at 0 °C under Ar to a solution of
pentaerythritol (500.0 mg, 3.700 mmol) in dry DMF (50.00 mL) and stirred for 45 min. Then, propargy!
bromide (80% in toluene) (5.28 g, 35.520 mmol) was added dropwise for 30 min at 0 °C, and the mixture
was stirred at rt for 20 h. Then, the mixture was quenched with a satured solution of NH4Cl (50.00 mL),
extracted with Et,0 (3 x 100.00 mL), washed with brine and dried over Na,SO4 and concentrated. The
crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 90:10 to 70:30) to give 117 as a

yellow solid with a 73% yield (775.0 mg, 2.690 mmol).
R¢0.41 (P.E./E.A. 90:10, KMnO,)

Spectral data are in accordance with literature.?®

Compound 118: Tétra-O-acryloyl-pentaerythritol

/

o
o (o]
\/u\o/?‘lz/o\:ﬁ/‘t\
2 5
o (o)
o

/

Chemical Formula: C17H500g
Molecular Weight: 352.34 g.mol"
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Acryloyl chloride (2.60 mL, 32.173 mmol) was added dropwise to a solution of pentaerythritol
(1.00 g, 7.354 mmol) and TEA (5.00 mL, 35.972 mmol) in dry DCM (20.00 mL) at 0°C, over 1.25 h. The
reaction mixture was stirred at the same temperature for 2.5 h. Then, the mixture was quenched with
Na,C03.4 10% (50.00 mL), extracted with DCM (3 x 100.00 mL), dried over Na,SO4 and concentrated.
The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 75:25) to give 118 as a
colorless oil with a 22% yield (580.0 mg, 1.646 mmol).

R¢0.38 (P.E./E.A. 70:30, KMnO4)

'H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 6.41 (dd, Js.. = 17.3 Hz, Js.s = 1.4 Hz, 4H, Hs), 6.10 (dd, Jas = 17.3 Hz, Js.4 =
10.4 Hz, 4H, Hs), 5.87 (dd, Js-4 = 10.4 Hz, Js.s = 1.4 Hz, 4H, Hs), 4.29 (s, 8H, H)

Spectral data are in accordance with literature.?%?

Compound 119: Hexa-O-acryloyl-dipentaerythritol
\ /

\\ // Chemical Formula: CogH3405
Molecular Weight: 482.57 g.mol”’

NaH (60%) (965.7 mg, 19.320 mmol) was added in three portion at 0 °C under Ar to a solution
of dipentaerythritol (595.0 mg, 2.300 mmol) in dry DMF (50.00 mL) and stirred for 45 min. Then,
propargyl bromide (80% in toluene) (4924.99 mg, 33.120 mmol) was added dropwise for 30 min at 0
°C, and the mixture was stirred at rt for 20 h. Then, the mixture was quenched with NH4Cl.q sat (50.00
mL), extracted with Et,0 (3 x 100.00 mL), washed with brine and dried over Na,SO4 and concentrated.
The crude product was purified by column chromatography (SiO,, P.E./E.A. 90:10 to 70:30) to give 117
as a yellow solid with a 57% yield (643.0 mg, 1.332 mmol).

R¢0.52 (P.E./E.A. 80:20, KMnOs)

217

Spectral data are in accordance with literature.

Compound 121

RO Chemical Formula: CgsH11gN16028
Molecular Weight: 1569.73 g.mol™’'
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Compound 121 (19.7 mg, 0.013 mmol) was prepared by general procedure F starting from 80
(36.5 mg, 0.075 mmol) to give 121 as a yellow oil with a 72% vyield.

[a]%? = -2.6 (c 1.0, MeOH)

1H-NMR (CD30D, 300 MHz) & 7.98 (s, 4H, Htriazole), 4.57 (t, 8H, J12.11= 5.0 Hz, H12), 4.52 (s, 8H, His), 3.98-
3.82 (m, 8H, Hg), 3.88 (m, 8H, Hpeg), 3.56-3.36 (M, 32H, Hasa4peg), 3.46 (s, 8H, Hig), 3.16 (t, 4H, J32=J34=
9.1 Hz, Hs), 3.10-2.96 (m, 8H, Hi1.7), 2.68 (dt, 4H, J»7= 14.4 Hz, 5= 4.7 Hz, Hy), 2.31 (t, 4H, J».= 11.0
Hz, Hy), 2.23 (dt, 4H, Js.4= 9.5 Hz, Js.6= 2.7 Hz, Hs) ppm.

13C-NMR (CD30D, 75 MHz) & 146.0 (Ciriazole), 125.7 (Ciriazote), 80.4 (C3), 71.8 (Caor2), 71.4-71.4-70.4-69.6
(Cpeg), 70.2 (Caora), 70.0 (Cis), 67.7 (Cs), 65.4 (Cis), 59.3 (Ce), 58.6 (C1), 52.6 (C7), 51.3 (C12), 46.5 (Cq) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: CesH116N16028 [M+4H]**: 393.2115; found: 393.2116

Compound 122

9 » N/N\\ OR
5 N/\/\/\/ N 20
8 10 12 = o OR
18 19
RO Chemical Formula: CGSH116N16020
) Molecular Weight: 1441.74 g.mol™
R

Compound 122 (34.7 mg, 0.024 mmol) was prepared by general procedure F starting from 81
(48.0 mg, 0.105 mmol) to give 122 as a yellow oil with a 100% yield.

[a]Z? =-9.9 (c 1.1, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?!®

Compound 123

/\/9\/11\/13\/15\/17\ OR
°°N 8 10 12 14 16 N~ \\N 20
= o OR
18 19
RO
Chemical Formula: CgsH156N16020
Y Molecular Weight: 1722.28 g.mol™
R

Compound 123 (21.0 mg, 0.012 mmol) was prepared by general procedure F starting from 82
(27.1 mg, 0.051 mmol) to give 123 as a yellow oil with a 100% yield.

[a]2° = -6.1 (c 0.9, MeOH)
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H-NMR (CD30D, 300 MHz) & 7.92 (s, 4H, Huiazole), 4.50 (s, 8H, His), 4.38 (t, 8H, J17.16= 7.0 Hz, Hy7), 3.92-
3.82 (m, 8H, Hg), 3.56-3.36 (M, 8H, Ha.4), 3.43 (s, 8H, His), 3.15 (t, 4H, Js2=Js4= 9.0 Hz, Hs), 3.01 (dd,
4H, J1r= 11.2 Hz, Ji2= 4.9 Hz, Hy), 2.93-2.79 (m, 4H, H;), 2.72-2.57 (m, 4H, Hy), 2.35-2.15 (m, 8H,
Hiss), 1.94-1.81 (m, 8H, Hyg), 1.61-1.41 (m, 8H, Hs), 1.42-1.38 (m, 56H, Ho.15) ppm.

BC-NMR (CDsOD, 75 MHz) 6 124.8 (Ctriazole), 80.2 (Cs), 71.3 (C4), 70.2 (C3), 69.8 (Cao), 67.4 (Cs), 65.4 (Cs),
58.9 (C¢), 57.3 (C1), 53.8 (C5), 51.3 (C17), 49.8 (C20), 31.3 (C16), 30.7-30.6-30.6-30.5-30.1-28.5-27.5-25.0
(Cs-15) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: CgsH160N16020 [M+4H]**: 431.5506; found: 431.2992

Compound enant-123

;_OH
HO H 7 9 11 13 15 17 /N OR
5 N 5 N~ N\
, 10 12 14 16 N 2
. ———
HO" 1 (o) OR
o 18 19
RO
k Chemical Formula: 085H156N16020
Y Molecular Weight: 1722.28 g.mol™'

R

Compound enant-123 (12.6 mg, 0.007 mmol) was prepared by general procedure F starting
from enant-82 (20.0 mg, 0.038 mmol) to give enant-123 as a yellow oil with a 81% vyield.

[a]2° = +9.1 (c 0.5, MeOH)

Spectral data identical to compound 123.

Compound 124

21
= 0
\\Q/O (0] OR
18 19
J RO OR

Chemical Formula: C100H178N24043
Molecular Weight: 2404.65 g.mol™

Compound 124 (12.6 mg, 0.005 mmol) was prepared by general procedure F starting from 80
(28.5 mg, 0.058 mmol) to give 124 as a yellow oil with a 57% yield.

[a]2° = -3.7 (c 0.8, MeOH)

'H-NMR (CDs0D, 300 MHz) & 7.97 (s, 6H, Hiriazole), 4.57 (t, 12H, J12-11= 5.0 Hz, H12), 4.52 (s, 12H, Has),
3.94-3.79 (m, 12H, He), 3.90-3.86 (m, 12H, Hpeg), 3.64-3.32 (M, 52H, Hasaspegsa1), 3.35 (s, 12H, His), 3.16
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(t, 6H, Js2=Jsa= 9.1 Hz, Hs), 3.10-2.96 (m, 12H, H1.7), 2.67 (dt, 6H, J».7= 14.2 Hz, J».5= 4.8 Hz, Hy),
2.30 (t, 6H, Jy-1= Jyo= 11.0 Hz, Hy), 2.21 (dt, 6H, Js.u= 9.5 Hz, Js.6= 2.7 Hz, Hs) ppm.

13C-NMR (CD;0D, 75 MHz) & 146.1 (Curiazole), 125.6 (Curiazole), 80.5 (C3), 71.8 (Caorz), 71.4-71.4-70.9-70.4-
69.6 (Cpegs21), 70.6 (Caora), 70.2 (Cis), 67.8 (Cs), 65.5 (Cis), 59.4 (Ce), 58.7 (C1), 52.6 (C7), 51.4 (C12), 46.8

(Cq) ppm.
HR-MS (ESI) m/z calculated for: CigoH178N24043 [M+5H]°*: 481.8580; found: 491.8593

Compound 125

N OR RO
_ N 20 21
o (O OR
19
RO OR

Chemical Formula: C100H178N24031
Molecular Weight: 2212.66 g.mol™’'

Compound 125 (8.2 mg, 0.006 mmol) was prepared by general procedure F starting from 81
(14.3 mg, 0.032 mmol) to give 125 as a yellow oil with a 81% yield.

[a]%? =-10.6 (c 1.1, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature. ¢

Compound 126

SN N TSNNSO NN OR RO

o 0 OR

/ RO OR
Y Chemical Formula: C130H238N24031
R Molecular Weight: 2631.47 g.mol™

Compound 126 (13.8 mg, 0.005 mmol) was prepared by general procedure F starting from 82
(27.0 mg, 0.051 mmol) to give 126 as a yellow oil with a 86% yield.

[a]%? =-7.7 (c 1.0, MeOH)

'H-NMR (CD;0D, 300 MHz) § 7.93 (s, 6H, Hiriazole), 4.52 (s,12H,H1s), 4.37 (t, 12H, J17.16= 7.0 Hz, H17), 3.87
(brs, SH, He), 3.56-3.26 (m, ZOH, H2+4+21), 3.41 (S, 12H, H19), 3.14 (t, 6H,J3.2=J3.4: 9.0 Hz, H3), 3.01 (dd,
6H, Jrr= 11.0 Hz, Jio= 4.5 Hz, Hy), 2.87-2.77 (m, 6H, Hy), 2.66-2.53 (m, 6H, Hy), 2.31-2.11 (m, 12H,
Hy.s), 1.92-1.85 (m, 12H, Hie), 1.58-1.40 (m, 12H, Hg), 1.41-1.18 (m, 84H, Hg.15) ppm.

187



PARTIE EXPERIMENTALE

13C-NMR (CD30D, 75 MHz) 6 145.9 (Cuiazole), 124.9 (Criazole), 80.5 (C3), 72.0 (Ca), 70.7 (C2), 70.2 (C19), 67.4
(Cs), 65.5 (Cisg), 59.4 (Ce), 57.7 (C1), 53.8 (C7), 51.4 (C17), 46.7 (C0), 31.4 (C16), 30.7-30.7-30.6-30.6-30.1-
28.6-27.5-25.2 (Cg.15) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C130H238N24031 [M+5H]>*: 527.5641; found: 527.5638

Compound enant-126

6/OH

HO 5 N/7\/g\/11\/13\/15\/17\N/N\ OR RO
8 10 12 14 16 N
3, — 20 2
HO" 1 o (o} OR
18

OH e

N ) RO OR
Y Chemical Formula: C130H238N24031

R Molecular Weight: 2631.47 g.mol™

Compound enant-126 (4.8 mg, 0.002 mmol) was prepared by general procedure F starting from
enant-82 (20.5 mg, 0.039 mmol) to give enant-126 as a yellow oil with a 90% yield.

[a]2° = +2.8 (c 0.3, MeOH)

Spectral data identical to compound 126.

Compound 127

7 10 1 -
HO,, o} N7 N
275 N/Y \9/\0/\12/ \\bg\
———
21
HO T 18 20
OH Chemical Formula: C17H3,N40g

Molecular Weight: 388.47 g.mol™’

Compound 127 (6.6 mg, 0.017 mmol) was prepared by general procedure F starting from 80
(16.0 mg, 0.033 mmol) to give 127 as a yellow oil with a 51% yield.

[a]Z? =-1.2 (c 0.3, MeOH)

'H-NMR (D0, 300 MHz) & 7.87 (s, 1H, Htriazole), 4.82 (t, 2H, J1-11= 5.0 Hz, H12), 3.97 (t, 2H, Joeg-peg = 5.0
Hz, Hpeg), (AB part of an ABX system, 2H, Ad= 0.126, Je.s = Jo-6= 12.6 Hz, Jo.s= 3.2 Hz, Jos = 2.7 Hz, Heue),
3.70-3.50 (M, 7H, Hasa+34peg), 3.43-3.23 (M, 2H, Hpeg), 3.10 (dd, 1H, J1.r= 11.9 Hz, J1o= 5.0 Hz, Hy), 3.05-
2.93 (m, 1H, Hy), 2.82-2.69 (m, 1H, H7), 2.69 (t, 2H, J1s.19= 7.2 Hz, H1s), 2.43-2.29 (m, 2H, H11s), 1.67 (h,
ZH, 119-18: Jlg.zo: 7.5 HZ, H19), 0.96 (t, ZH, ./20.19: 7.5 HZ, Hzo) ppm.

13C-NMR (D0, 300 MHz) & 146.1 (Cuiszole), 125.6 (Ciriazole), 80.5 (Cs), 71.8 (Caorz), 71.4-71.4-70.9-70.4-
69.6 (Cs-11+21), 70.6 (Czora), 70.2 (Cis), 67.8 (Cs), 65.5 (C1s), 59.4 (Cs), 58.7 (C4), 52.6 (C7), 51.4 (C12), 46.8

(Cq) ppm.
HR-MS (ESI) m/z calculated for: C17H3:N4sNaOg [M+Na]*: 411.2220; found: 411.2224
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Compound 128

18 20

Chemical Formula: C47H35N404
Molecular Weight: 356.47 g.mol"

Compound 128 (10.0 mg, 0.028 mmol) was prepared by general procedure F starting from 81
(28.0 mg, 0.061 mmol) to give 128 as a colorless oil with a 47% vyield.

[a]%? =-10.6 (c 1.1, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?!®

Compound 129

: 18 20

Chemical Formula: CyoH4oN4O4
Molecular Weight: 426.60 g.mol™!

Compound 129 (6.4 mg, 0.015 mmol) was prepared by general procedure F starting from 82
(20.0 mg, 0.038 mmol) to give 129 as a colorless oil with a 39% yield.

[a]%? = -6.0 (c 0.2, MeOH)

'H-NMR (CDs0D, 300 MHz) & 7.71 (s, 1H, Htriazole), 4.35 (t, 2H, J17.16 = 7.0 Hz, Hi7), 3.85 (brs, 2H, He),
3.54-3.31 (m, 2H, Ha.4), 3.13 (t, 1H, J3.2=J3.2= 9.0 Hz, Hs), 3.01 (dd, 1H, J1.v= 11.3 Hz, J1.,= 4.9 Hz, H,),
2.87-2.75 (m, 1H, Hy), 2.72-2.53 (m, 6H, H7), 2.66 (t, 2H, Jis.19= 7.2 Hz, His), 2.26-2.10 (m, 2H, Hy.s),
1.97-1.83 (m, 2H, Hig), 1.69 (h, 2H, J15:18 = J19-20= 7.5 Hz, Hig), 1.57-1.41 (m, 2H, Hs), 1.41-1.19 (m, 14H,
H9.15), 0.96 (t, 2H, J20.10=7.2 Hz, Hzo) ppm.

13C-NMR (CD30D, 75 MHz) 6 123.1 (Cuiazole), 80.6 (C3), 72.0 (Ca), 70.7 (C3), 67.4 (Cs), 59.4 (Ce), 57.7 (Ca),
53.8(C7), 51.2 (C17), 31.4 (Ci6), 30.7-30.7-30.5-30.5-30.0-28.6-28.3-27.5-25.2-23.8-23.7 (Cg.15+18-20) ppmM.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C22HaaN4O4 [M+H]*: 427.3284; found: 427.3277
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Compound enant-129

6/OH

H 7 9 1 13 15 17 N
NN N N TN TN TN N
N 8 0 12 a4 16 NNy

: ! \§</19\

18 20

Chemical Formula: Co5H4oN4O4
Molecular Weight: 426.60 g.mol""

Compound enant-129 (4.1 mg, 0.009 mmol) was prepared by general procedure F starting from
enant-82 (20.0 mg, 0.038 mmol) to give enant-129 as a colorless oil with a 25% yield.

[a]Z? = +2.2 (c 0.3, MeOH)

Spectral data identical to compound 129.

Compound 136

23 N

Chemical Formula: C264H342N39042P3
Molecular Weight: 4826.79 g.mol

82 (12.4 mg, 0.024 mmol) was added to a solution of 134 (10.0 mg, 0.004 mmol) in MeOH
(previously degassed) (0.30 mL) and THF (previously degassed) (0.70 mL) under Ar. The reaction
mixture was stirred at 40 °C for 3 h at 1200 rpm. Then, the mixture was concentrated. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH/ammonia 80:16:4) to give a
colorless oil. The product was then solubilized in MeOH (1.50 mL), and aqueous ammonia (0.40 mL)
were added. The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the mixture was concentrated. 136
was obtained as a white solid without any further purification with a 78% yield (14.0 mg, 0.003 mmol).

Regioisomer ratio (A/B) 0.54
31p_.NMR (CDsOD/toluene-D8, 300 MHz) & 9.09 (s, 3P)

MALDI-TOF (Linear positive) (before desacetylation) m/z calculated for: Csz12H390N39066P3 [M]*:
5831.76; found: 6038.78

MALDI-TOF (Linear positive) m/z calculated for: CaesH342N39042P3 [M]*: 4826.79; found: 4826.97

HR-MS (ESI) m/z calculated for: CasaH342N39042P3 [M+6H]%*: 805.4266; found: 805.4274
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Compound enant-136

Chemical Formula: 0264H342N39042P3
Molecular Weight: 4826.79 g.mol

Compound enant-136 (9.0 mg, 0.002 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-82 (12.4 mg, 0.024 mmol). Enant-136 was obtained as a colorless oil without any further
purification with a 50% yield.

Regioisomer ratio (A/B) 0.54

Spectral data identical to compound 136.

Compound 137

OR
(0) N
25 Npr X
P~ SP—OR

716 OR/| ROT| |

N/\Hs/\/ O\IL/N N\P¢N
8-15 23 I 26 /\

S RO OR

Chemical Formula: C576H738N81090P986
Molecular Weight: 10707.84 g.mol™'

82 (11.1 mg, 0.021 mmol) was added to a solution of 135 (11.2 mg, 0.002 mmol) in MeOH
(previously degassed) (0.30 mL) and THF (previously degassed) (0.70 mL) under Ar. The reaction
mixture was stirred at 40 °C for 3 h at 1200 rpm. Then, the mixture was concentrated. The crude
product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH/ammonia 80:16:4) to give a yellow
oil. The product was then solubilized in MeOH (0.50 mL), and agueous ammonia (0.15 mL), and Toluene
(0.25 mL) were added. The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the mixture was
concentrated. 137 was obtained as a white solid without any further purification with a 39% yield (7.3
mg, 0.001 mmol).

Regioisomer ratio (A/B) 0.54
31p.NMR (CDs0D, toluene-D8, 300 MHz) & 68.5 (s, 6P), 9.2 (s, 3P)

MALDI-TOF (Linear positive) (before desacetylation) m/z calculated for: Ce72Hs3sNs1013sPsSe [M]*:
10718.68 ; found: 12844
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MALDI-TOF (Linear positive) m/z calculated for: Cs76H73sNg1090PsSe [M]*: 10700.17 ; found: 10744

LR-MS (ESI) m/z calculated for: Cs76H739Ns1090PsSe [M+H]*: 10701.2 ; found: 10875.5

Compound enant-137

OR
o N
25 Nps N
P~ SP—OR
OR/| ROV |
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Chemical Formula: C576H738N81090P986
Molecular Weight: 10707.84 g.mol"'

Compound enant-137 (12.6 mg, 0.001 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-82 (11.1 mg, 0.021 mmol). Enant-137 was obtained as a white solid without any further
purification with a 67% yield.

Regioisomer ratio (A/B) 0.54

Spectral data identical to compound 137.
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Compound 138

N !
21

(o)
22
NH,

Chemical Formula: C35H50NgO5

Molecular Weight: 634.82 g.mol-1

82 (6.4 mg, 0.012 mmol) was added to a solution of azadibenzocyclooctyne-amine (3.3 mg,
0.012 mmol) in MeOH (previously degassed) (0.36 mL) and THF (previously degassed) (0.15 mL) under
Ar. The reaction mixture was stirred at 40 °C for 3 h at 1200 rpm. Then, the mixture was concentrated.
The crude product was purified by column chromatography (SiO,, DCM/MeOH/ammonia 80:20:2) to
give a yellow oil. The product was then solubilized in MeOH (1.00 mL), and aqueous ammonia (0.19
mL) was added. The reaction mixture was stirred at rt for 4 h. Then, the mixture was concentrated.
138 was obtained as a white solid without any further purification with a 98% vyield (7.6 mg, 0.012
mmol).

Regioisomer ratio (A/B) 0.65
Rotameric ratio (1/2) 0.65

1H-N|V|R (CDC|3, 300 MHZ) 67.81-7.15 (m, 10H, Haro), 6.09 (d, O.42H, ./20.20': 17.0 HZ, HZO(régioA)(rotal)), 5.91
(d, 0.22H, J20.20 = 16.0 Hz, Hao(régionlirotaz)), 5.59 (d, 0.12H, J2.20= 18.1 Hz, Hao(regiog)rotaz)), 5.16 (d, 0.22H,
J20-20= 14.0 Hz, Hao(régios)(rota1)), 5.00 (d, 0.12H, J20-20= 18.1 Hz, Ha'(régio)(rotaz)), 3.73 (d, 0.22H, J20-20= 14.0
HZ, HZO’(régioB)(rotal)), 4.61-4.29 (2.64H, H17(regioA/B)+20'(régioA)(rotal/z)), 3.88-3.80 (m, 2H, Hs), 3.49-3.43 (m, 2H,
H,), 3.37-3.25 (m, 2H, Ha), 3.12 (t, 1H, J3.2= J3.4= 9.2 Hz, Hs), 2.98 (dd, 1H, J;.r= 11.3 Hz, J1.,r= 5.0 Hz,
Hi), 2.83-2.52 (m, 4H, H7.2,), 2.24-1.95 (m, 4H, Hyis421), 1.82-1.05 (m,18H, Hs.16) ppm.

BC-NMR (CDCls, 125 MHz) 6 173.7-173.4-172.7-172.6 (Cco(regio1/2) (rota1/2), 152.5-159.3-146.2-144.9-
144.2-143.6-143.5-142.4-141.6-141.4-136.7-136.1-134.9-134.5-134.0-133.5-133.3-133.2-133.0-
133.0-132.7-132.4-132.3-132.2-131.2-131.1-131.1-130.8-130.8-130.5-130.4-130.1-130.0-129.9-
129.8-129.8-129.7-129.4-129.2-129.2-129.1-128.9-128.9-128.4-128.2-127.0-126.5-125.8-124.2-
123.8-115.6-108.7 (Caro(regio1/2) (rota1/2)+18-19(regio1/2) (rota1/2)), 72.1 (Ca), 70.7 (C3), 67.4 (Cs), 59.5 (Ce), 57.8 (C1),
56.6-56.1-53.6-52.2 (Caofrégior/2)rota1/2), 53.8 (C7), 50.0-49.7-49.6 (Ci7(regior/2) (rota1/2)), 38.2-38.2-37.9-37.9-
37.0-36.8-36.4-31.3-30.9-30.8-30.7-30.6-30.6-30.5-30.3-30.2-29.9-28.6-27.9-27.2-25.2  (Ca-16121-22)

ppm.
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HR-MS (ESI) m/z calculated for: CasHs1NsOs [M+H]*: 635.3921 ; found: 635.3921

Compound enant-138

HzNﬂo

(0]

21
22
NH,
Chemical Formula: C35H59NgO5
Molecular Weight: 634.82 g.mol™’

Compound enant-138 (6.4 mg, 0.010 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-82 (10.0 mg, 0.019 mmol). Enant-138 was obtained as a white solid without any further
purification with a 53% yield.

Regioisomer ratio (A/B) 0.65
Rotameric ratio (1/2) 0.65

Spectral data identical to compound 138.

Compound 139

Y Chemical Formula: CgqH0sN15012
R Molecular Weight: 1257.64 g.mol™

MeOH and water were previously degassed for 1 h under Ar. Then a solution pre-mixed of
CuS04.5H,0 (5.5 mg, 0.022 mmol) and L-Ascorbic acid sodium salt (13.1 mg, 0.066 mmol) in water (0.35
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mL) were added to a solution of 113 (25.00 mg, 0.103 mmol), 117 (5.0 mg, 0.017 mmol), and TBTA (3.6
mg, 0.007 mmol) in MeOH (0.35 mL) in an eppendorf under N,. The mixture was stirred at 60 °C at
1200 rpm for 3.5 h. The crude was treated with Quadrasil® TU resin (500 mg), then purified by SEC
(Sephadex LH-20), with MeOH/water (1:1) to give 139 as a colorless oil with a 59% yield (13.00 mg,
0,010 mmol).

R¢ 0. 17 (ACN/water/ammonia 80:10:10, KMnOQy4)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound enant-139

HO
> OH
2>
’ OR
1 <j/ /6\/8\/“’\/N N
N~ 7 9 1 N 14
H 5 S o OR
12 13
_ ) RO
Y Chemical Formula: Cg4HggN1gO12
R Molecular Weight: 1257.64 g.mol'

Compound enant-139 (9.0 mg, 0.007 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-113 (14.5 mg, 1.341 mmol). The crude mixture was treated with Quadrasil® TU resin (500 mg),
then purified by SEC (Sephadex LH-20), with MeOH/water (1:1) to give enant-139 as a colorless oil with
a 51% yield.

R¢ 0. 17 (ACN/water/ammonia 80:10:10, KMnOQy4)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound 140

) “\\OH
3
OR
1 » 6 8 10 N/N%N y RO
H 5 7 9 1 \Qk/o 14 - OR
12 13
N Y RO OR
Y
R Chemical Formula: Cg4H1g6N24049

Molecular Weight: 1936.51 g.mol™!

MeOH and water were previously degassed for 1 h under Ar. Then a solution pre-mixed of
CuS04.5H,0 (6.7 mg, 0.027 mmol) and L-ascorbic acid sodium salt (16.1 mg, 0.081 mmol) in water (0.40
mL) were added to a solution of 113 (25.00 mg, 0.103 mmol), 117 (7.0 mg, 0.015 mmol), and TBTA (4.8
mg, 0.009 mmol) in MeOH (0.40 mL) in an eppendorf under N,. The mixture was stirred at 60 °C at
1200 rpm for 3.5 h. The crude mixture was treated with Quadrasil® TU resin (500 mg), then purified by
SEC (Sephadex LH-20), with MeOH/water (1:1) to give 140 as a colorless oil with a 53% yield (15.0 mg,
0,008 mmol).
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R 0. 10 (ACN/water/ammonia 80:10:10, KMnOQOy4)
[a]Z® = 7.0, (c 0.3, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound enant-140

HO
2 OH
s
1 6 8 10 N OR RO,
N 4""'/\7/\9/\11/N N 12 2
Ho s \Qk/o 0 OR
12 13
\ / RO OR
v
R

Chemical Formula: Cg4H1g6N24019
Molecular Weight: 1936.51 g.mol™’!

Compound enant-140 (9.0 mg, 0.006 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-113 (14.5 mg, 1.341 mmol). The crude mixture was treated with Quadrasil® TU resin (500 mg),
then purified by SEC (Sephadex LH-20), with MeOH/water (1:1) to give enant-140 as a colorless oil with
a 48% yield.

R¢ 0. 10 (ACN/water/ammonia 80:10:10, KMnOQOy4)
[a]2° =-1.2, (c 0.5, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound 141

Chemical Formula: C1gH39N40,
Molecular Weight: 310.44 g.mol™

MeOH and water were previously degassed for 1 h under Ar. Then a solution pre-mixed of
CuS04.5H,0 (8.0 mg, 0.032 mmol) and L-ascorbic acid sodium salt (15.0 mg, 0.075 mmol) in water (0.30
mL) were added to a solution of 113 (16.00 mg, 0.066 mmol), pentyne (0.066 mL, 0.670 mmol), and
TBTA (16.0 mg, 0.030 mmol) in MeOH (0.30 mL) in an eppendorf under N,. The mixture was stirred at
60 °C at 1200 rpm for 3.5 h. The crude mixture was treated with Quadrasil® TU resin (500 mg), then
purified by SEC (Sephadex LH-20), with MeOH/water (1:1) to give 140 as a colorless oil with a 57% (with
10% oxidation product) yield (12.0 mg, 0,039 mmol).

R¢ 0. 13 (DCM/MeOH/ammonia 86:14:1, KMnOQOy)
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[a]Z® = 0.5, (c 0.8, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound enant-141

HO
2 OH
2%
<j/3
1 6 8 10 -
" N N\
N 41,,/\/\/\/
H 5 7 9 M 13

Chemical Formula: C4gH39N405
Molecular Weight: 310.44 g.mol™

Compound enant-141 (15.0 mg, 0.048 mmol) was prepared by the same protocol starting from
enant-113 (15.0 mg, 0.062 mmol). The crude mixture was purified by column chromatography (SiO,
ACN/water/ammonia 86:14:1) to give enant-141 as a yellow oil with a 80% vyield (with 12% oxidation
product).

R¢ 0. 13 (DCM/MeOH/ammonia 86:14:1, KMnO,)
[a]2° =-4.2, (c 0.7, MeOH)

Spectral data are in accordance with literature.?”

Compound 143

o)
)k OR
7 2 'NH
7 10
HO_ 4 A S 8 _0 OR
- \G/W -
0] o
N g RO

Chemical Formula: C37H56N4050S4
Molecular Weight: 1005.10 g.mol""!

NAC (417.0 mg, 2.555 mmol) was added to a solution of 118 (130.0 mg, 0.426 mmol) and TEA
(0.60 mL, 0.426 mmol) in dry DMF (0.80 mL) in an eppendorf under N,. The mixture was stirred at 40
°Cfor 4 h. Then, the mixture was quenched with MeOH (1.00 mL) and Et,0 cold (10.00 mL) were added,
then mixture was centrifuged. the supernatant was removed, and the white residue (gel) was dried.
The operation was repeated with MeOH (1.00 mL) and cold Et,O (10 mL). The crude product was
purified by HPLC (column Atlantis C18 5 uM (4.6 x 100 mm), water (0.1% HCOOH)/MeOH (0.1%
HCOOH)) (annexe 3) to give 143 as a colorless oil with a 42% vyield (178.0 mg, 0.177 mmol) after
lyophilization.

R¢ 0.16 (DCM/MeOH 80:20, KMnO4)

[a]2° = -8.9, (c 1.0, water)
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1H-NMR (D,0, 500 MHz) & 4.28 (dd, 4H, Js.5 = 8.4 Hz, J3.5= 4.2 Hz, H3), 4.18 (s, 8H, Hs), 2.98 (dd, 4H, Js.
5 = 13.9 Hz, Js3 = 4.2 Hz, Hs), 2.80 (dd, 4H, Js-s = 13.9 Hz, Js-3 = 8.4 Hz, Hs), 2.80-2.75 (m, 8H, He), 2.71-
2.65 (m, 8H, H7), 1.98 (s, 12H, Hy) ppm.

13C-NMR (D0, 125 MHz) 5 176.8 (C,), 173.8 (Cs), 173.6 (Ca), 62.4 (Cs), 54.4 (Cs), 42.0 (Ca0), 34.2 (C5),
33.7 (Cs), 26.7 (Cs), 21.9 (C1) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: C3sHs7N4020S4 [M+H]*: 1005.2449 ; found: 1005.2436

tr 8.630 min (column Atlantis C18 5 uM (4.6 x 100 mm), A: water (0.1% HCOOH)/B: MeOH (0.1%
HCOOH) A:B (80:20 to 30:70)

Compound 144

(o)
)J\ OR RO
7 2°NH 11
7 10
HO A S 8 0O (o) OR
- \5/\“/ -
(o) (0]
N y, RO OR
e .
R Chemical Formula: C5gHggNgO31Sg

Molecular Weight: 1557.71 g.mol™’

NAC (250.0 mg, 1.532 mmol) was added to a solution of 120 (110.5 mg, 0.191 mmol) and TEA
(0.055 mL, 0.396 mmol) in dry DMF (0.450 mL) in an eppendorf under N,. The mixture was stirred at
40 °C for 4 h. Then, the reaction was quenched with MeOH (1.00 mL) and Et,0 cold (10.00 mL) were
added, then mixture was centrifuged. the supernatant was removed, and the white residue (gel) was
dried. The operation was repeated with MeOH (1.00 mL) and cold Et,O (10 mL). The crude product
was purified by puriflash® (column C18, water (0.1% HCOOH)/MeOH (0.1% HCOOH) 80:20 to 0:100) to
give 144 as a white solid with a 47% yield (140.10 mg, 0.090 mmol).

R 0.44 (ACN/water/NH4OH 86:14:1, KMnQy)
[a]3%=-7.0, (c 1.0, water)

'H-NMR (D;0, 300 MHz) § 4.54 (dd, 6H, J35= 8.1 Hz, J35= 4.6 Hz, H3), 4.19 (s, 12H, Ho), 3.66 (s, 4H, H11),
3.09 (dd, 6H, Js.s» = 13.7 Hz, Js:3 = 4.6 Hz, Hs), 2.92 (dd, 6H, Js.s = 13.7 Hz, J53 = 8.1 Hz, Hs/), 2.88-2.80 (m,
12H, He), 2.77-2.69 (m, 12H, H;), 2.04 (s, 18H, H1) ppm.

3C-NMR (D,0, 75 MHz) & 173.7-173.2 (Ca:4:5), 68.9 (C11), 62.9 (Cs), 52.6 (Cs), 42.8 (Cio), 34.3 (C7), 32.7
(Cs), 26.9 (Cs), 21.7 (C1) ppm.

HR-MS (ESI) m/z calculated for: CssHg7NsO31S6 [M-H]: 1555.3740; found: 1555.3706
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Expect Method Tdentities
Job Title 2QLY_1|Chain A|Mal I flase, intestinal[Homo ?22 5.511854) 0.0 Compositional matrix adjust. 390/882(44%) 521/332(59%) 42/332(4%)
RID BFMUBBSP114 Search expireson 07-20 20:42pm Download AllY  query 12 RINCIPDQPPTKATCOQRGCCHNP« ===~ QGA-VSVPHCYYSKNH- SYHVEGNLVNTNAG 64

R #C PD+ T+ C+ RGCC+ P QGA + PWCs+ ++ SY +E NL ++ G

Program Blast 2 sequences  Citation v sbjet 9 RFOCAPDKALTQEQCEARGCCYIPAKQGLQGAQMGQPWCFFPPSYPSYKLE-NLSSSEMG 67

Query ID IcliQuery_17487 (amino acid) Query 65 FIARLKNLPSSPVFGSMVDIVLLTAEVQISNRFHEKLTDQIINRFEVPHENVOSFSGNAL 124
Query Descr 2QLY_1|Chain A|Maltase-glucoamylase, intestinallHomo s .., +T NR HF + D NR+EVP E + S A

query Length 870 sbict 68 YTATLTRTTPT-EFPKDILTLRLOVMME TENRLHFT IKDPANRRYEVPLETPRVHE - -RA 124
uery Lel

B R Query 125 ASLTYQUEISRQPFSIKVTRRSNNRVLFDSSIGPLLFADQFLQLSTRLPSTNVYGLGEHY 184
Subject ID IeliQuery_17488 (amino acid) S YVES +PF + V R + RVL ++++ PL FADQFLOLST LPS + GL EHs

Subject Deser  5NN3_1|Chain Allysosomal alpha-glucosidaselHomo sap' .. Sbhjct 125 PSPLYSVEFSEEPFGVIVHRQLOGRVLLNTTVAPLFFADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHL 184

Subject Length 872 Query 185 !'m\’RWKTHPIFNRD'II'PNGJGINLYGAQI'FFL(I.EDASGI.SFGVFLMNSNMEW 244
o : ++NRD P G NLYG+ F+L LED G + GVFL+NSNAM#WW
Otherreports  Multiple alignment MSA viewer @ sbjct 185 -smmsrsmnlumnnw'r PGANLYGSHPFYLALEDG-GSAHGVFLLNSNAMOVY 241

Query 245 LQPAPAITYRTIGGILDFYVFLGNTPEQVVQEYLELIGRPALPSYWALGFHLSRYEYGTL 384
LQP+PA+++R+ GOGILD Y+FLG P+ WOQ+YL+++G P +P YW LGFHL R+ Y +

' Max Total Query E Per  Acc. Sbjct 242 LQPSPALSKRSTGGILOVYIFLGPEPKSVVOQYLDVVGYPFMPPYRGLGFHLCRRGYSST 301
Accession
Score Score Cover value Ident Len Query 305 ONMREVVERNRAAQLPYDVQHADIOYMDERROF TYOSVDFKGFPEFVNELHNNGQKLVII 364
| ¥ - yiv - | R+WE A P DVQ D+DYMD RRDFT++ F+ FP V ELH G+ ++1

722 722 98% 00 4422% 872 Query_17489 Sbjct 302 AITRQVVENMTRAHFPLDVQWNDLDYMDSRROF T FNKDGF RDF PAMVQELHQGGRRYMMI 361

Query 3685 VDPAISMSS55KPYGP\“DRGSDMKIWNSSDGVTPLIGEMGQIVFPDVINPNCAVW az2a
VDPAIS +S + Y PYD G e G PLIG+VWPG T FPD+TNP Wl
Shjct 362 VDPAILS- SSG?AGSYRPYDEGLIRGVFHNEI’G -QPLIGKVWPGSTAFPDFTNPTALAWK 419

Query 425 TKEFELFHNQVEFDGIWIDMNEVSNFVDGSVSGCSTNNLNNPPFTPRILDGYLFCKTLCM 484
FH+QV FOG+WIDMNE SNF+ GS GC N L NPP+ P 4+ G L T+C
Sbjct 428 EDMVAEFHDQVPFOGMIWIDMNEPSNF IRGSEDGCPNNELENPPYVPGWGGTLQAATICA 479

Query 485 DAVQHWGKQYDIHNLYGYSMAVATAEAAKTVFPNKRSFILTRSTFAGSGKFAAHWLGONT 544
+ Y++HNLYG + A+A+ A R F+++RSTFAG G++A HW GD
Sbjct 480 SSHQFLSTHYNLHNLYGLTEAIASHRALVKAR-GTRPFVISRSTFAGHGRYAGHWTGOWW 538

Query 545 ATWDDLRWSIPGVLEFNLFGIPMVGPOICGFALDTPEELCRRWMQLGAFYPFSRNHNGQG 684
44+ L S+P +L+FNL G+P+VG D+CGF T EELC RW QLGAFYPF RNHN
Sbjct 539 SSWEQLASSVPEILQFNLLGVPLVGADVCGFLGNTSEELCVRWTQLGAFYPFMRNHNSLL 598

Query 685 YKDQDPASFGADSLLLNSSRHYLNIRYTLLPYLYTLFFRAHSRGDTVARPLLHEFYEDNS €64
Q+P SF + + R L +RY LLP+LYTLF +AH G+TVARPL EF +D+S
Sbhjct 599 SLPQEPYSFSEPA--QQAMRKALTLRYALLPHLYTLFHQAHVAGETVARPLFLEFPKDSS 656

Query 665 TWOVHQQFLWGPGLLITPVLDEGAEKVMAYVPDAVWYDYET------ GS--ememennn- 707
TWV QLWG LLITPVL G +V Y P WYD +T GS
Shjct 657 TWIVDHQLLWGEALLLTPVLQAGKAEVTGYFPLGTWYDLQTVPLIEALGSLPPPPAAPREP 716

Query 708 QVRNRKQKVEHELP@KIGLHLRC&YIFPT&PNTTTLASRKNPLGLILALDENKEAKGE 767
Qv PDISHLRGYL PQP TT SR+ P+ L +AL + EA+GE
Sbjct 717 MHSEG@NTLP&PLDTIMLMYIIPL%P&LTT'IESRWPHALAVALTKGGEARGE 776

Query 768 LFWDDGE TKDIVMKWLLCEFSV!@JRLE\MISQSTYKDPMLAFNE!KII.GI’EEPSNV 827
LFWDDGE+ + + Y F++N W L ++ +LG
Sbjct 777 LFWDDGESLEVLERGAYTQVIF- LAHNNTIVHELVKVISEGAGLQLQKV1VLGVAIAPQ 834

Query 828 YVKH%WSQYSDIVI’YDSNLKVAIIIDIDLLLGEAY'WEHA 869
+ KV 1 + LL+GE + V W
Sbjct 835 QVLSHGWVS---NFI’YSPDI’KVLDIC VSLLMGEQFLVSWC 872

Annexe 2 : Homologie structurale entre le GAA (PDB : 5NN3) et MGAM (PDB : 2QLY) extrait du logiciel BLAST®
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SampleName MBG146-H20 Vial 1:A,3
Injection Volume 10.00 uL Date Acquired 4/29/2021 11:03:00 AM CET
Acq Method Set Generic SQD CH30H HCOOH1
Eluant : H20+0.1%HCOOH/CH30H+0.1%HCOOH Processing Method MS TIC pos
PebEQ:B Channel SQ 1: MS Scan
axt0™ &
2 1 poder) 1)
£ a3 o
= 2x107 3 "
. oo
1 o N
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Miniitac
SampleName: MBG146-H20 Date Acquired: 4/29/2021 11:03:00 AM CET Retention Time 7.663
Match Plot
6x10%-] 1005.5 Peak #7
L 4x10%]
2 j 1006.6
S
- 2x106; 1007.5
Gr“\""\‘"Hl'j”“‘\"“\“"\‘“|"“\‘k‘\'"l\““
300.00 400.00 500.00 600.00 700.00 800.00 900.00 1000.00 1100.00 1200.00
m/z

SampleName: MBG146-H20 Date Acquired: 4/29/2021 11:03:00 AM CET Retention Time 8.630

Annexe 3 : Chromatogramme HPLC et spectre de masse du composé 143
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