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Résumé

Les métalloprotéases matricielles (MPM) sont des endoprotéases a zinc, incluant les
collagénases, les stromélysines et les gélatinases. Elles sont impliquées dans la protéolyse
des membranes et des composants de la matrice extracellulaire. Elles jouent un rdle clé
dans le renouvellement normal d’un grand nombre de tissus de 1’organisme. Un
déréglement de I’activité des MPM est associé & une grande variété de maladies parmi
lesquelles les affections neuro-inflammatoires, les arthroses, la polyarthrite rhumatoide, les
lésions vasculaires et surtout l'apparition et la progression du cancer. L'enjeu
pharmac cutique qu'elles représentent a permis de développer depuis une vingtaine d'années
plusieurs types d'inhibiteurs dont certains ont été ou sont encore en phase clinique.

Gréce aux études par spectroscopie et a l'analyse aux rayons-X des complexes
inhibiteurs/MPM, le procédé d'inhibition a pu étre mieux compris et des composés encore
plus performants ont été congus. Une molécule cible a été synthétisée dans notre laboratoire
et s'est révélée active contre plusieurs MPM. La premiére partie de cette thése est une étude
de Relation-Structure-Activit¢ (SAR) a partir de la molécule cible de type acide
hydroxamique. Deux sites ont donc été modifiés (S1 et S1°) afin de voir si la sélectivité par
rapport 2 une MPM peut €tre augmentée et afin également de moduler I'hydrophilie de la
molécule. Deux familles d’acides hydroxamiques ont ainsi été créées, l'une est une série
dont le groupe sulfonamide varie et l'autre, une série de composés avec différents
substituants thioalkylés.

Des résultats biologiques de I’ordre du nanomolaire ont été déduits les groupes
fonctiomuels a conserver pour avoir la meilleure inhibition. Une étude de modélisation nous
a permis de concevoir une molécule encore plus élaborée. Une synthése asymétrique
exploitant 1’auxiliaire d’Oppolzer, la camphorsultame, a été effectuée et donne acces en dix

étapes a deux inhibiteurs de seconde génération, sans utilisation de groupe protecteur.

La seconde partie de cette thése porte sur le développement d’inhibiteurs des ECE.



vi

Les endothélines (ET) sont de trés puissants peptides vasoconstricteurs. Elles sont
impliquées dans la pathogénese de plusieurs maladies cardiovasculaires comme
I’hypertension, l’infarctus du myocarde, les défaillances cardiaques, etc. Les ECE ou
enzymes de conversion de I’endothéline interviennent dans la derniére étape de biosynthese
des endothélines. Elles catalysent la transformation de la proendothéline, peptide inactif, en
endothéline. Inhiber ces enzymes revient a empécher la formation d’un agent de
vasoconstriction et peut donc avoir des effets bénéfiques pour le traitement de ces maladies.
A ce jour, un certain nombre d’inhibiteurs sélectifs ou non pour ECE ont été identifiés et
leurs capacités pharmacologiques sont en cours d’étude sur des modeles animaux. Les

premiers essais cliniques commencent a apparaitre.

Une des difficultés dans la conception d’inhibiteurs de ECE est que jusqu’a ce jour
aucune donnée cristallographique n’existe sur le site actif de ECE. Nous nous sommes donc
intéressés a développer une série d’inhibiteurs cycliques sur une base de pyrrolidine a partir
de laquelle toutes les positions ont été substituées, de maniére contrélée. De cette étude doit
ressortir la tolérance ou non par I’enzyme de la contrainte imposée, le choix des
substituants ainsi que leurs stéréochimies. Nous espérons par cette stratégie avoir de plus
amples informations sur les exigences spatiales et électroniques du site actif de ’enzyme et

ainsi concevoir des inhibiteurs congus spécialement pour ECE et donc plus sélectifs.

Mots-Clés : métalloprotéases, inhibiteurs, MPM, ECE, acide hydroxamique, acide
phosphonique, acide pyroglutamique.
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Abstract

Matrix metalloproteinases are zinc endoproteinases (MMPs) that play a central role
in the breakdown of extracellular matrix proteins. At least 26 enzymes have been identified
among which are collagenases, stromelysins, gelatinases. They are associated with both
normal tissue remodelling and pathologic conditions. Loss of control of MMP expression
has been associated with several diseases including rheumatoid and osteo-arthriris, tumour
growth and tumour angiogenesis, neuro-inflammatory diseases and ulcers. Pharmaceutical
companies have been interested for the last twenty years to develop new potent inhibitors,

some of which have been, or still are in clinical trials.

X-ray structures of enzymes-inhibitors complexes helped in understanding
inhibition process and therefore in designing potential inhibitors. Previous to this work a
lead inhibitor compound has been found in our laboratory with nanomolar activity against
some metalloproteinases.

The first aim of the project was to establish a SAR around the lead hydroxamic acid
inhibitor. Two sites (S1 and S1°) were studied in order to see the possible selectivity among
several MMPs. A series of N-arylsulfonyl S-alkyl homocysteine hydroxamic acids were
therefore synthesized with variations in two subsites corresponding to P1 and P1°.
Biological tests with a variety of MMPs revealed nanomolar activity.

A second generation of inhibitors emerged from the modeling of the lead compound
resulting from the SAR study. An asymmetric synthesis using Oppolzer’s camphorsultam
chiral auxiliary, allowed us to synthesize two designed inhibitors in ten steps.

In a second phase of this work, we focused on the synthesis of constrained inhibitors
of Endothelin-Converting-Enzymes (ECEs). Endothelins (ETs) are a family of the most
potent peptidic vasoconstrictors and bronchoconstrictors discovered to date. They have
been implicated in the pathogenesis of many cardiovascular disorders such as hypertension,
myocardial infarction, congestive heart failure, arteriosclerosis and restenosis. ECEs are

involved in the final step of post-translational processing of Ets. Therefore, suppression of
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the production of these ETs by inhibitors of ECEs may have beneficial effects for the
treatment of these disorders. A number of non-selective and selective ECE-1 inhibitors
have been identified and evaluated in animal models and clinical tries to date.

The lack of structural information from X-ray crystallography is one of the major
problems in designing new ECEs inhibitors. The plan was to synthesize new constrained
inhibitors based on a pyrrolidine core starting from (S)-pyroglutamic acid as a template.
The five-membered heterocycle offers the substitution on the four positions in a
stereoco" trolled manner. Biological tests on the obtained analogs provided information
about the positions of potential pharmacophores. These results will be used to design

sective ECE inhibitors.

Key words: metalloproteinases, inhibitors, MMP, ECE, hydroxamic acid, phosphonic acid,

pyroglutamic acid.
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Chapitre 1

Les Métalloprotéases de la Matrice (MPM)
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1. 1. Introduction

Les enzymes sont divisées en familles selon la réaction chimique qu’elles

catalysent. Ainsi, une de ces familles est celle des protéases dont le role est d’hydrolyser

une ou plusieurs liaisons peptidiques.] Il existe deux grandes classes de protéases selon que
la rupture de la liaison peptidique se fait au centre ou aux extrémités de la chaine
peptidique. On distingue ainsi les endopeptidases, qui catalysent I'hydrolyse spécifique
d’une liaison peptidique a l'intérieur de la chaine, des exopeptidases, qui catalysent de
facon récurrente la coupure de la chaine a partir des extrémités N ou C terminales de la
protéine.

Face a Iimmense diversit€ des protéases, un sous-classement plus précis et plus
rationnel a ét€ adopté en fonction des résidus essentiels au site actif de l‘enzyme.2
L'hydrolyse peptidique se déroule toujours selon une séquence réactionnelle classique
d'addition sur le peptide d'un nucléophile interne au site actif suivi du relargage des
composantes acide et amine du peptide hydrolysé. Le site catalytique est donc responsable
de la transformation du substrat et permet également de définir la classe a laquelle
appartient une protéase. Quatre mécanismes catalytiques distincts ont ainsi pu étre mis en
évidence, correspondant & autant de sous-groupes enzymatiques et sont les suivants :

- les protéases a sérines, ex : la plasmine

- les protéases a cystéines, ex : les cathepsines, les caspases

- les aspartyl-protéases, ex : la rénine, la protéase du VIH

- les métalloprotéases, ex : les métalloprotéases de la matrice.

Ce sont ces dernieres sur lesquelles nos efforts vont se concentrer pour chercher de
nouveaux inhibiteurs. Aprés une présentation générale des métalloprotéases, nous
passerons en revue les différents types d'inhibiteurs connus a ce jour ainsi que la chimie des

acides hydroxamiques, spécifique a notre type d’inhibiteurs proposés.



1. 2. Présentation des MPM

Chez les mammiferes, la plupart des cellules des tissus sont entourées par une
grande variété de protéines et de glycoprotéines qui constituent la matrice extracellulaire.
Durant la croissance, le développement embryonnajre:3 ou apres une blessure,4 la matrice
extracellulaire subit de profondes modifications. Les protéines sont alors clivées en
fragments plus petits par une famille d’enzymes a zinc appelée les métalloprotéases de la
matrice (MPM). Ce processus sert a mettre en place la reconstruction des tissus. Il existe 26
MPM’ distinctes découvertes 2 ce jour (Tableau 1.1), qui ont une séquence commune en
aminoacides ainsi qu’un ion zinc(Il) dans leur site actif. De plus, ces enzymes sont Ca-

dépendantes.

Tableau 1.1 Les différentes enzymes MPM et leurs substrats, d’aprés une classification

récente de Whittaker et Ayscough.6

MPM Enzyme Principaux substrats
MPM-1 collagénase fibroblaste fibrilles, collagénes (type I,
II, I, VI, X), gélatines
MPM-2 gélatinase A collageénes (type IV, V, VII,

X), fibronectine, €élastine

MPM-3 stromélysine-1 protéoglycans, laminine,
fibronectine, collagenes
(type 11, 1V, V, IX),
gélatines, pro-MPM-1

MPM-7 matrilysine fibronectine, gélatines,

protéoglycans, pro-MPM-1

MPM-8 collagénase neutrophile collagenes (type I, 11, III)

MPM-9 gélatinase B collagéne (type IV, V),




gélatines
MPM-10 stromélysine-2 fibronectine, collagénes
(type III, IV), gélatines,
pro-MPM-1
MPM-11 stromélysine-3 serpine
MPM-12 métalloélastase élastine
MPM-13 collagénase-3 collagene (type I, 11, III),
gélatine
MPM-14 membrane- type 1 pro-72 kDa gélatinase
(MT1-MPM)
MPM-15 membrane- type 2 _
MT2-MPM)
MPM-16 membrane- type 3 pro-72 kDa gélatinase
(MT3-MPM)
MPM-17 membrane- type 4 _
(MT4-MPM)
MPM-18 collagénase-4 _
MPM-19 nouvelle MPM gélatine
MPM-20 enamelysine amélogénine, gélatine
MPM-21 a -26 identifiées sur des _
chromosomes

Les MPM-1 a -13 sont capables de dégrader les composants protéiniques de la
matrice extracellulaire et ont en commun de nombreux substrats.’ Il reste encore des
substrats a déterminer en particulier pour les derniers membres de cette famille. Les MPM
membranaires sont li€es a la membrane extracellulaire plutdt que secrétées par la cellule.

Le substrat le plus courant des MPM est le collagéne. C’est la protéine la plus

abondante dans le corps humain qui constitue les tissus et les organes.8 Le collagéne se



présente sous la forme d’une hélice triple brins, capable de s’assembler en polyméres
ordonnés appelés les fibrilles. Il est trouvé dans la peau, les tendons, les vaisseaux sanguins
et le coeur. Lorsqu’il est associé au calcium, il confére la structure rigide des os. En
revanche, certains tissus comme les vaisseaux sanguins, les poumons ou la peau requiérent
une certaine élasticité. Cette derniére provient de 1’élastine, dont la structure ressemble a un
ressort, ce qui lui donne sa souplesse.9 Au contraire, les cartilages que 1’on retrouve au
niveau de P’articulation sont constitués de collagéne et de protéoglycanes. Ces derniéres
possedent un cceur de protéine auquel de nombreux carbohydrates sont attachés. La
fibronectine est une glycoprotéine largement distribuée dans les tissus cellulaires et le sang
ou elle favorise I’adhésion cellulaire entre cellules et collagéne. La laminine ainsi que le
collagéne de type IV sont les principaux constituants des feuilles de tissu qui servent de

barriére entre les différents organes.

Un mécanisme de protéolyse des MPM a été rapporté par Lovejoy et coll.,]0 basé

sur la détermination du domaine catalytique de MPM-1 par des structures cristallines.

Glu Glu Glu Glu
O His His His His

{ Q);O. His / =9 His / S¥el) s { Q=0 _f s
o Yedd » \ H * . [ '
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Figure 1.1 Mécanisme de protéolyse des MPM d’apreés Lovejoylo

Les MPM requiérent un ion zinc(Il) pour effectuer ’hydrolyse de la liaison

peptidique. Cet atome de zinc est pentacoordiné avec trois histidines, une molécule d’eau et

la fonction carbonyle de 1’amide de la liaison scissile (Figurel.l, A).5 La fonction



carbonyle rendue plus électrocléophile par ’ion Zn>* subit une attaque nucléophile de la
molécule d’eau qui établit des liaisons H a la fois avec un acide glutamique environnant et
avec le peptide lui-méme (Figure 1.1, B). L’eau transfeére un proton au résidu Glu du site
actif qui a son tour le transfere a I’azote de I’amide scissile (Figure 1.1, C). Il s’en suit la
fragmentation de I’intermédiaire tétraédrique pour conduire a la coupure de la liaison amide
(Figure 1.1, D).

Malgré le role destructeur des MPM, un contr6le de la production et de I’activité
enzymatique est maintenu afin de conserver un équilibre a I’intérieur des tissus. La
transcription du géne codant pour les MPM est hautement régulée. Une fois synthétisées,
les enzymes sont secrétées hors de la cellule (sauf les MT-MPM) sous forme de pro-
enzymes latentes qui doivent é&tre activées.'! Ce processus d’activation implique la
modification ou le clivage d’une partie N-terminale. L’activité des MPM peut également
étre régulée par des inhibiteurs naturels spécifiques : les ITMP (Inhibiteurs Tissulaires des

Métalloprotéines).12

1. 3. Les MPM et pathologies associées

Les MPM sont impliquées dans des processus physiologiques normaux tels que le
développement embryonnaire, la croissance nerveuse, le remodelage osseux, le cycle
ovarien, la guérison des plaies, 1’angiogénése, I’inflammation, efc. De fAcheuses
conséquences apparaissent lorsque P’activité de ces enzymes n’est plus controlée et ces
aberrations d’expression sont asssociées a plusieurs maladies. Certaines pathologies sont
caractérisées par un déséquilibre entre les MPM et leurs inhibiteurs naturels (les ITMP).
Lorsque le niveau de ces derniers est insuffisant, la matrice extracellulaire commence

progressivement a se dégrader. Ainsi, les rhumatismes et I’ostéoarthrite se traduisent par
T . 13 < I . 14 A
une diminution du cartilage, ~ 1’ostéoporose par une détérioration des os. De méme une

défaillance cardiaque peut étre due a une dégradation rapide de la matrice."” Les MPM
semblent étre également impliquées dans les fibroses, les maladies dégénératives, les

lésions vasculaires, etc.



De nombreuses études semblent montrer que les MPM sont impliquées dans le
développement de tumeurs.'® Ces derniéres seraient capables de forcer les métalloprotéases

a remodeler de fagon plus active encore la matrice extracellulaire.!” Pour les métastases, les
MPM sont impliquées dans la destruction de la matrice extracellulaire permettant ainsi aux
tumeurs cancéreuses primaires d’envahir les vaisseaux sanguins voisins et d’étre
transportées par le sang jusqu’aux différents organes qu’elles vont coloniser. L’envahisseur
de ces sites secondaires a besoin de place et a donc recours aux MPM pour détruire une fois
encore les tissus et permettre a la tumeur de se développer. C’est ce que 1’on appelle
I’invasion locale. Les MPM contribuent enfin a la création de nouveaux vaisseaux sanguins
qui viennent alimenter la tumeur et donc lui permettrent de grossir, c’est 1’angiogénese.
Actuellement, deux enzymes, MPM-2 et MPM-9 semblent étre impliquées dans ce
processus.

Un des problémes majeurs associé aux traitements contre le cancer est que méme si
une tumeur primaire peut étre traitée par chirurgie, chimiothérapie ou radiothérapie, les
risques demeurent. En effet, lorsque le cancer est diagnostiqué, les métastases se sont déja
installées dans les tissus.17 Ainsi, pour certaines maladies comme 1’arthrite et/ou certains
cancers, inhiber les enzymes responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire
pourrait représenter une solution thérapeutique proﬁtable.18 Une des difficultés est de
savoir quelle MPM est impliquée dans une maladie donnée et donc laquelle il faut cibler
pour ’inhibition. Pour I’instant, on n’a pas encore déterminé pour chaque maladie quelle
MPM a un taux anormal. De plus, une augmentation de la transcription du géne ou un taux
anormalement élevé d’enzymes ne doit pas €tre systématiquement reli€ a I’activité
enzymatique. Cette derniére dépend de 1’activation de la pro-enzyme et de 1’équilibre entre
I’enzyme active et ses inhibiteurs naturels. Dans un certain nombre de maladies impliquant
une modification de la matrice extracellulaire, des taux anormaux de MPM sont détectés et
en général plusieurs sont concernés.'® Dans le cas des cancers, il ne faut pas seulement
examiner quelle cellule excréte quelle MPM mais aussi quel est le tissu hote qu’il faut

cibler puisque c’est ce dernier qui exploite le potentie]l destructeur des MPM en

16, 19

encourageant par exemple la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Par



conséquent, trouver des inhibiteurs aussi sélectifs que possible permettrait de connaitre le

réle de chaque MPM pour une maladie précise.

1. 4. Comment inhiber les MPM ?

Les ITMP sont généralement des protéines et donc ne peuvent représenter un moyen
thérapeutique pratique pour inhiber les MPM. Les produire cofiterait trop cher et de plus,
leur biodisponibilit€ serait limitée. C’est pour éviter ces obstacles que de nombreuses
compagnies pharmaceutiques et groupes de recherche concentrent leurs efforts depuis les

années 80 pour trouver des inhibiteurs synthétiques.20

1. 4. 1. Nomenclature des interactions protéase-substrat

Berger et Schechter®! ont défini une nomenclature permettant de schématiser les
multiples interactions possibles entre une protéase et son substrat au niveau de son site de
liaison. Cette nomenclature est commune & l'ensemble des protéases. Le site actif de
l'enzyme peut se subdiviser en de nombreux sous-sites S et S' (S pour sous-site) de part et
d'autre de la liaison amide a cliver (Figure 1.2). A chacun de ces sous-sites correspond un
résidu P et P' (P pour Protéine) du substrat. Par les interactions diverses (ioniques,
hydrophobes, efc.) et spécifiques qui peuvent exister entre le site actif enzymatique et le
substrat, il se crée des affinités propres a chaque systéme qui définissent une spécificité

plus ou moins grande.
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Figure 1.2 Représentation des interactions protéases-substrats

1. 4. 2. Comment concevoir des inhibiteurs des MPM ?

Les inhibiteurs des MPM ont été découverts par trois stratégies différentes :
- par une approche de type analogue du substrat, ce qui a donné naissance a la
premiere génération d’inhibiteurs,
- par criblage de produits naturels et de banque de composés,
- et plus récemment par conception basée sur la structure du site actif de I’enzyme.
Des structures générales des différentes générations d’inhibiteurs ressortent et sont

représentées a la figure 1.3.

IRl 7 [ R
GCZ T \HJ\NHR3 HO. NHMe HO\NJS(N\ JAr
0 R " RyRs0 O

premiére génération type succinique type sulfonamide

Figure 1.3 Structures générales des différentes générations d'inhibiteurs des MPM

Ces trois techniques permirent d’identifier des composés assez actifs possédant tous
un groupe qui chélate I’ion zinc(II) du site actif. De nombreux groupes chélatants (GCZ)

furent essayés mais ceux qui ont conduit aux meilleures activités sont [’acide



hydroxamique, I’acide carboxylique et les groupes sulphydriles. Castelhano et coll. ont

ainsi pu classer les entités suivantes par ordre décroissant d’affinité pour MPM-1, en faisant
varier les GCZ d’inhibiteurs de structure identique : hydroxamate > formylhydroxylamine

> sulfhydryl > phosphinate > aminocarboxylate > carboxylate.22

1. 4. 3. Conception a partir de la structure du substrat

Cette approche est basée sur la séquence des acides aminés du collagéne situé au
niveau du site de clivage par la collagénase. Les dérivés peptidiques synthétisés copient une
partie de cette séquence et possedent un GCZ au point de coupure (Figure 1.4). Les
composés qui incorporent un acide hydroxamique en lieu et place de la liaison peptidique
scissile dans le substrat et se lient aux sites de la partie droite de I’enzyme par des chaines

et des fonctions complémentaires, sont des inhibiteurs puissants.

Site de clivage de la collagénase

fibrille de collagéne

-Pro-Leu-Gly : Leu-Ala-Gly- a’1(l) Humaine

S3 82 S1 Zn?* S81' S2° 83’ Poche del'enzyme (S)

X T W\ Substrat naturel

GCZ P1" P2 P3 Inhibiteur du cété droit
HS - CH, - Leu—Ala-Gly-... Mercaptan

O -
...~ Leu-Gly "ﬁ —NH-Leu-Ala-Gly- ... ppgogphonamidate
o]

0]
...-Leu—-Gly—-C-CH,-Leu-Ala-Gly-... cétone

Figure 1.4 Conception basée sur la séquence du site de clivage du substrat, d’aprés Brown

et Wittaker23



1. 4. 4. Inhibiteurs de type succinique

Une seconde génération incorpore un motif succinique, ce qui crée une
augmentation de I’activité enzymatique. C’est seulement depuis peu que des inhibiteurs
biodisponibles oralement ont été découverts et sont susceptibles d’étre développés. Une
dizaine de composés ont €té ou sont encore en essais cliniques mais aucun n’a ét€ approuvé

pour le marché. Quelques structures chimiques ont été révélées et sont indiquées a la figure
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Figure 1.5 Inhibiteurs des MPM de type succinique
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Gréce a cette approche furent identifi€s Batimastat de British Biotech®* et Galardin

de Glycomed.25 Ces composés ont été €valués chez des animaux porteurs de maladies
humaines et ont donné des résultats encourageants. Ce sont également les premiers
inhibiteurs de MPM 3 avoir ét€ testés en phase clinique, Galardin comme traitement contre
les ulcéres de la cornée et Batimastat en formule injectable pour traiter 1’accumulation de
fluide malin dans le cancer des ovaires. Ces deux composés inhibent les MPM-1, MPM-2 et
MPM-3 avec des constantes d’inhibition (ICsg) de I’ordre du nanomolaire. Les chercheurs
de Celltech ont découvert qu’en remplacant I’isobutyle en position P1’ dans une série
d’hydroxamates succiniques, composé 1.4 (Figure 1.5), par un groupe 3-phénylpropyle,
composé 1.5, ils obtenaient un inhibiteur sélectif de MPM-2 par rapport a MPM-1 26
Malheureusement, aucun de ces trois produits n’est actif par voie orale, ce qui pose
un probléme quant a leur développement en vue d’une utilisation thérapeutique. Des
chercheurs de British Biotech ont trouvé qu’en remplacgant le thiénylthiométhyléne o du
Batimastat (Figure 1.5, composé 1.1) par un hydroxyle en position o, comme dans
Marimastat (composé 1.2), la biodisponiblité augmentait.20 D’autres chercheurs, a

Chiroscience, ont identifi€ une série de composés analogues au substrat qui posséde un
groupement chélatant de type mercaptoamide. Un analogue parmi ces structures, D1927

(composé 1.3) est en phase de développement clinique dans le traitement contre Parthrite.”’

Grace aux rayons X, des structures cristallines des complexes inhibiteurs-enzymes

ont été€ obtenues pour les sites actifs des MPM-1, MPM-3, MPM-7 et MPM-8."" 8 L ¢

mode de liaison du Batimastat™ a été confirmé ainsi que celui de nombreux inhibiteurs de
type acide hydroxamique congus par analogie au substrat. Cette méthode a €également
permis de mettre en évidence des différences au sein des sites actifs des différentes MPM.

La figure 1.6 révele le mode de laison du Batimastat au sein de I’enzyme MPM-3.
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Figure 1.6 Structure cristallographique du Batimastat cocristallisé dans MPM-3

La différence la plus marquante entre les différentes enzymes MPM concerne la
taille et la forme de la poche S1°. Par rapport aux poches S1, S2’° et S3’ assez ouvertes vers
I’extérieur, la poche S1° pénetre au cceur de ’enzyme. Elle est assez petite chez MPM-1 et
MPM-7 mais bien plus profonde pour les MPM-3 et MPM-8. La modélisation moléculaire
suggere que cette poche forme un tunnel a travers 1’enzyme pour les MPM-2 et MPM-9.%
C’est donc la différence au niveau du site de liaison entre les MPM-1 et MPM-2 qui
pourrait expliquer la sélectivité que Celltech a pu obtenir en incorporant des groupes
volumineux en P1° pour inhiber MPM-2. La conception d’inhibiteurs basée sur la structure
d’apreés les données cristallographiques a permis aux chercheurs de Sterling-Winthrop3O eta
ceux de Synte:x/Agouron31 de découvrir que la sélectivité pour MPM-2 et MPM-3 par
rapport a MPM-1 pouvait étre atteinte si des groupes encore plus volumineux en P1’ étaient
incorporés. Ainsi des groupes biphénylés comme dans AG-37/01 (Figure 1.5, composé 1.6)
peuvent étre utilisés.”’

Les chercheurs de Roche ont découvert une autre fagon d’étre sélectif et ceci
d’apres les informations données par les rayons X. Partant de la structure de I’hydroxamate

peptidiq..e Galardin (Figure 1.5, composé 1.4), ils ont remplacé I’acide aminé en position
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P2’ par un groupe pipéridinyle. Ils ont incorporé un groupe hydantoine méthyléne en
position o et le composé obtenu est alors devenu sélectif pour la MPM-1 par rapport aux
MPM-2 et MPM-3. Un de leurs composés, Ro 32-3255 (Figure 1.5, composé 1.7), est en

essal de phase clinique III pour le traitement de 1’arthrite rhumatoide et posséde, comme on

pourrait s’y attendre pour des inhibiteurs non peptidiques, une bonne biodisponiblité.32

De nombreux inhibiteurs des MPM sont allés en phase clinique et ont montré que
I’inhibition des MPM pouvait affecter la progression des tumeurs pour les cancers ovarien,
pancréatique et prostatique. Les études montrent une diminution de la vitesse de la

progression des antigenes (indicateurs de la progression tumorale) proportionnelle a la dose

d’inhibiteur.33

1. 4. 5. Inhibiteurs de type sulfonamide

La technique du criblage de molécules avec des groupes chélateurs de zinc contre la
MPM-3 a permis aux chercheurs de Novartis de trouver un dérivé d’acide hydroxamique de
type sulfonamide qui a conduit & CGS 270234 (Figure 1.7, composé 1.8).34 Ce composé
aux résultats d’inhibition prometteurs, fut le premier de sa catégorie a entrer en phase de
développement. 4G3340 (composé 1.9) dérivé de CGS 270234, fut sélectionné pour entrer
en phase de développement en raison de son efficacité pour diminuer la progression des
métastases chez un modéle murin.” 1l présentait également un profile pharmacocinétique
favorabl-. Roche Bioscience a développé RS130830 (composé 1.10), un analogue
orallement actif et possédant une demi-vie prometteuse.5

Selon Pikul ef coll., la conception d’inhibiteurs de MPM peut étre simplifiée si un
plan de symétrie est introduit au niveau du squelette des analogues.35 De ce concept est née
une série de composés symétriques achiraux tres actifs in vitro. La molécule 1.11 (Figure

1.7) est dans cette famille celle qui exhibe I’activité biologique la plus étendue contre

différentes MPM.
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Figure 1 7 Quelques inhibiteurs des MPM de type sulfonamide

Le présumé mode de liaison de CGS 270234 dans le site actif d’une MPM a été

étudié par RMN. Les résultats ont permis de modéliser le composé dans le site actif de la

MPM-3%¢ et sont représentés a travers les images de la figure 1.8 :

Figure 1.8 Modélisation de CGS 270234 dans MPM-3 d’aprés des études RMN



Le groupe sulfonamide occupe la poche S1’. Le groupe pyridyl méthylénique
basique vient se loger dans la poche S2’. L’isopropyle est cependant conservé. Il semble
étre de taille insuffisante pour pouvoir remplir I’espace de la poche S1 (Figure 1.8). Grice
au pK, global de I’acide hydroxamique (autour de 8) les liaisons hydrogenes de ce dernier
avec Glu-202 sont maintenues a pH physologique37 et comme pour le Batimastat, il est
coordiné avec I’ion Zn?* du site actif.

De nombreux articles de pén’odiques38 rapportent plus en détail les différents types
d’inhibiteurs de MPM. Nous nous sommes restreints aux acides hydroxamiques, mais il
existe aussi des inhibiteurs de type caprolactames, des phosphinamides, des pipérazines,

des thiols, des acides carboxyliques, etc.”

1. 4. 6. Pourquoi les acides hydroxamiques semblent étre de meilleurs

inhibiteurs

Une propriété fondamentale et spécifique de ces composés est leur mode de liaison
avec le métal. Comme le montrent les nombreuses structures cristallographiques des
complexes inhibiteurs/enzyme, les acides hydroxamiques forment un complexe bidentate
avec le métal, I’oxygene du carbonyle et le motif N-hydroxyle chélatent le zinc (Figure
1.9).40 Deux sites de coordination du zinc sont donc occupés, remplacant ainsi le carbonyle

du lien peptidique de la liaison scissile du substrat naturel.
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Figure 1.9 Mode de liaison des acides hydroxamiques avec un métal, importance des

liaisons H

Une étude par rayons-X a permis de mesurer la distance entre les oxygénes du
carbonyle et de I’hydroxyle par rapport au métal. ™ Pour le complexe Batimastat-
collagénase, elle est de 2.1 A dans le cas d’un acide hydroxamique et de 2.3 A dans le cas
d’un acide carboxylique. Par conséquent, les acides hydroxamiques s’approchent plus de la
géométrie de bipyramide & base trigonale que les acides carboxyliques correspondants.
Selon des études théoriques, c’est cette géométrie qui est requise pour avoir une chélation
optimale avec le métal.*! De plus, de par leur valeur moyenne de pK,, autour de 8, les
acides hydroxamiques sont sous la forme d’une espéce neutre, donc non ionisée a pH
physiologique contrairement aux acides phosphoniques et carboxyliques. IIs contribuent
ainsi 2 maintenir des liaisons hydrogénes avec les acides aminés environnants en agissant
en tant que donneurs (Figure 1.9). Par conséquent, la contribution de 1’énergie libre de
désolvatation de P'inhibiteur est plus favorable pour des espéces neutres que pour des
especes ioniques. C’est donc pour des raisons structurales mais aussi énergétiques que les
propriétés de chélation avec le zinc sont si différentes avec les acides hydroxamiques, ce

qui pourrait expliquer pourquoi ce sont des composés de choix en tant qu’inhibiteurs.
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1. 5. La chimie de I’acide hydroxamique

1. 5. 1. Historique

C’est 2 la fin du XIX"™ siecle que H. et W. Lossen décrivirent I’isolation des
premiers acides hydroxamiques.42 Les problémes de polymorphisme, de tautomérie et de
stéréoisomérie ont rendu difficiles I’élucidation de la structure de ces composés ainsi que
Pinterprétation de leur réactivité. Ce n’est qu’en 1943 que Yale a clarifié la nomenclature™’
et a rendu officielle la distinction entre acide hydroxamique 1.12 et sa forme tautomérique

nommeée acide hydroximique 1.13 (Figure 1.10).

1 N 1

. _NH

AL -OH R)\\N,OH N
H

1.12 1.13 1.14

acide hydroxamique acide hydroximique O-acylhydroxylamine

Figure 1.10 Nomenclature autour des hydroxamates

L’acylation d’hydroxylamines forme souvent le produit 1.14 résultant d’un contrdle
cinétique. Ce dernier se réarrange rapidement pour former le produit le plus stable
thermodynamiquement, I’acide hydroxamique 1.12.

Les progres réalisés dans les techniques spectrales permettent de mieux comprendre
la chimie associ€ée a I’hydroxylamine. Ainsi la création, la préparation, I’utilisation et le

potentiel des acides hydroxamiques sont largement exploités depuis plusieurs décennies.
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1. 5. 2. Caractéristiques analytiques

Les acides hydroxamiques sont facilement caractérisables par chromatographie sur
couche mince car ils réagissent avec FeCls par chélation avec les ions Fe** pour donner un
complexe rouge brique-violet.

Par spectroscopie infrarouge (IR), il est possible de distinguer les O-acylhydroxylamines
(Figure 1.10, 1.14) des N-acylhydroxylamines. La longueur d’onde du carbonyle des
premiéres est entre 1760 et 1730 cm™ et entre 1670 et 1640 cm-1 pour les secondes.

Le pK, 3iobal de ces composés est voisin de 8 soit de six unités plus acide que les amides

correspondants.

1. 5. 3. Préparation

Plusieurs fagons de former ces composés existent et elles seront abordées plus en
détail au cours du chapitre 2. Toutefois, de nombreuses méthodes de préparation ont déja
fait ’objet d’études au sein du groupe.44

La syntheése sur surface solide est également devenue un outil important et de

nombreux articles décrivent les techniques utilisées.”” Le schéma 1.1 illustre la syntheése sur
résine de I'inhibiteur des MPM, CGS 270234, vu au point 1. 4. 5. Ngu et Patel ont

développé une résine de type hydroxylamine sur laquelle 1’azote est li€¢ et 1’alcool est

protégé. ’
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Schéma 1.1 Synthése de CGS 270234 a partir d'une résine de type hydroxylamine N-liée

Dans ce cas, le goupe 1.15 sert a la fois de point d’ancrage de la molécule sur le

support solide et comme groupement protecteur de 1’azote de la fonction hydroxamate.

1. 5. 4. Réactivité

L’hydrolyse des acides hydroxamiques peut étre catalysée par une base ou par un
acide et méne a I’acide carboxylique correspondant et a I’hydroxylamine. En général,
’hydrolyse est plus rapide que celle de ’amide correspondant et le mécanisme suggéré par
les études cinétiques est analogue a celui proposé pour I’hydrolyse des amides.

L’effet o dirige la réactivité des acides hydroxamiques face a I’alkylation. Cet effet
caractérise un effet structurel important qui communique une nucléophilicité accrue.” Ainsi
des atomes directement liés & un atome porteur d’une ou plusieurs paires d’électrons libres

tendent a étre des nucléophile plus forts que ce a quoi on pourrait s’attendre.

' (a) Carey, F. A. ; Sundberg, R. J. Chimie Organique Avancée. 1996, 3™ Ed., Tome 2, De
Boeck Université, Paris, Bruxelles, 288-289.

(b) Fleming, 1. Frontiers Orbitals and Organic Chemical Reactions. 1996, John Wiley &
Sons, Chichester, New York, Brisbane, Toronto, Singapore, 77-78.
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C’est ainsi que lorsqu’on examine le comportement des acides hydroxamiques face & un
agent alkylant, on s’apercoit que trois sites possibles d’alkylation existent: I’azote,
Poxygéne du carbonyle et celui de I’hydroxyle. L’identification de leurs sites de
déprotonation n’a pas encore été clairement résolue car le ratio des produits d’alkylation
observés dépent de la nature du solvant, de la nature du contre-ion et de I’electrophilicité de
Pagent alkylant. Toutefois il est possible d’affirmer que comme 1’oxygéne en o de I’azote
est le site le plus nucléophile et stériquement le moins encombré, alors le produit de O-
alkylation est maj oritaire.”’

L’acylation se fait avec des halogénures d’acides ou des anhydrides.48 Pour les
halogénures les plus réactifs, la réaction conduit au réarrangement de Lossen de maniére

spontanée (Schéma 1.2).
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H H O/ 0 + H O
Me
1.16 ®©0 /@ 147
Na O\//S\\ isolé
o ©

Schémal.2 a) Réarrangement de Lossen habituel b) Réarrangement de Lossen spontané

dans le cas d’intermédiaire plus réactif

La réaction de I’acide benzohydroxamique avec le chlorure de benzénesulfonate n’a
pas conduit au produit acylé 1.16 attendu mais a I’isolation de 1.17. Le produit obtenu

résulterait d’un réarrangement de Lossen spontané de 1’intermédiaire 1.16, bien plus acide

que I’acide benzohydroxamique de départ.49



1. 5. 6. Composés naturels

De nombreuses molécules naturelles biologiquement actives incorporent cette
. . . (. 62 .o
fonction. Citons les plus connues, les antibiotiques comme la cyclosérine ™~ et 1’acide

aspergillique63 dont les structures sont représentées a la figure suivante.

NH, N OH 4oy O
(S LT S
O.

N O N0 S H
H |

OH
1.18 .19 1.20
cyclosérine acide aspergillique actinonine

Figure 1.11 Quelques composés naturels présentant un acide hydroxamique

Pour notre domaine d’étude, I’actinonine®* (1.20) isolée  d’une souche

d’Actinomyces fut le premier inhibiteur de métalloprotéinases.‘55



Chapitre 2

Variations des sites P1 et P1’ d’un inhibiteur de MPM
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2. 1. Modélisation moléculaire et conception

Parmi les études faites dans le groupe concernant la conception et la synthése
d’inhibiteurs de MPM,66 I’acide hydroxamique N-substitué 2.1 posséde une activité
enzymatique potentielle contre plusieurs MPM (Figure 2.1). Ce résultat encourageant est le
point de départ d’une étude Relation-Structure-Activité (SAR) dans laquelle différentes
fonctions chimiques aux sites P1 et P1’ de I'inhibiteur sont variées, afin d’évaluer leurs
interactions avec les poches S1 et S1’° de la stromélysine et des autres MPM. Le but de ce
travail est de voir si une modification chimique sur I’inhibiteur se répercute au niveau de
Pactivité enzymatique en général et surtout si une sélectivité peut étre atteinte pour une
MPM donnée. La variation du site P2’ a également €té étudiée et les premiers résultats
obtenus semblent montrer que la poche S2° accommode un groupe isobuty]e.66a Lors de
notre étude, les variations en P1 et P1’ se font indépendamment les unes des autres en

gardant P2’ constant et égal a cet isobutyle.
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S1'
P1'
OMe Leu'®! OMe
N, )
o) H )
Y s B r
O$§ O o\\s P I
//I ll
N N’OH o) N | O D
/L H N N ’)\
H._ Ne] Glu?0?
S T

21 s2' S1

MPM-1 ICsq = 104 nM
MPM-2 [Csp = 0.7 nM
MPM-3 IC50 = 0.7 nM
MPM-9 [C5p = 2.5 nM
MPM-13 [Csg = 12 nM

Figure 2.1 Activité du composé 2.1 et modele proposée du composé dans le site actif de la

MPM-3 d’apres des études de docking

Avant de commencer une étude SAR, il paraissait judicieux de valider les
interactions importantes entre notre compos¢ et la stromélysine 1 (MPM-3), et ceci d’apres
des informations tirées de la littérature.” Grace au programme GRID,67 il a été possible de
localiser la poche hydrophobe S1 (Figure 2.1). Ce résultat combiné avec ceux rapportés
pour des complexes MPM/inhibiteurs de type sulfonamide® a permis d’émettre une
hypothése quant au mode de liaison.

Le docking représente la simulation de la conformation bioactive d’une molécule au
sein du site actif d’'une enzyme, par une méthode automatique de calculs basée sur la
dynamique moléculaire.

Le docking du composé 2.1 dans le site de liaison de la MPM-3 résulte en un
modele schématique représenté a la figure 2.1 : la poche S1 est occupée par le groupe
thiobenzyle. Afin de valider le mod¢le proposé, un docking avec AutoDock,69 un autre

programme déja utilisé pour des systemes MPM et qui s'est avéré fiable, a été utilisé. La
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meilleure activité enzymatique observée pour notre composé 2.1, comparativement au
composé CGS 27023A70, serait probablement due a une meilleure interaction P1/S1. Cette
découverte nous a incit€s a rechercher d'autres substituants autour de cette région
hydrophobe. De plus, la p-méthoxysulfone qui occupe la région P1' sera, elle aussi,

remplacée par d'autres sulfones afin de mieux cerner son rdle.

2. 2. Synthése

2. 2. 1. Modification des substituants au niveau de P1

Pour des raisons pratiques, nous avons choisi de mener les études de SAR sur un
produit racémique.
Nous avons suivi le méme schéma synthétique que celui utilis€ pour 1’analogue
66a . , > as1e . P .
2.17" et qui a I’avantage d’utiliser un précurseur commun pouvant conduire a trois groupes

de composés selon la partie que }’on fait varier (Schéma 2.1).
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OMe

NHa.HCI

T ,

NH  p.MeO-(CgH4)-50,Cl, O
E&FO i-PrCHO, Et3N, NaBH, Egzo pyridine Egzo

s

S

73% 67% S
D,L-Homocystéine 2.2 2.3
thiolactone
1. MeONa/MeOH puis R4Br, 20-99% OMe

ou i. MeONa/MeOH puis BnBr ;
ii. H2Oo, 76% 0,
N\

2. NH,OH, KOH, MeOH, 60-70%

o= O
ou i. LIOH, HyO/THF, 81% : /&,\ﬂ
ii. TTONH,, EDC, HOBt, THF, 65% ;

iii. TFA, CHoCly, 50%

SR;
2.4a-f, R = OMe
2.5d, R = OH

2.6d, R =NHOTr
21, R=NHOH, Ry =Bn
2.7b-f R = NHOH
pour R4, voir Tableau 2.1

Schéma 2.1 Voie générale de synthése des composés avec différents substituants en Pl

La D,L-homocystéine thiolactone est d’abord monoalkylée selon une amination
réductrice. Cette réaction s’est avérée capricieuse a mettre en ceuvre. Il est nécessaire de
distiller 1’isobutyraldéhyde pour que I’amination se fasse avec un bon rendement. I.’amine
2.2 est ensuite transformée en sulfonamide. La thiolactone 2.3 (Schéma 2.1) est ensuite
ouverte dans des conditions basiques avec le méthanolate de sodium. Le thiolate résultant
est immédiatement piégé par différents électrophiles. La variété des électrophiles utilisés

permet de préparer une série d’esters S-alkylés 2.4a-f détaillés dans le tableau 2.1.
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Tableau 2.1 Variations des substituants en Pl

OMe
2 /©/

O=g
/
N @]
/( 2 OMe
SRy |
|
. P1__.-"
Composé R, Rdt (%) Composé R4 Rdt (%)
2.4a /_Q 75 2.4e /_© quantitatif
% % S
FE F
F 53
24c 60 2.4f
% : Y
OMe F F
(0]
2.4d o / 20 * N 45
W\ “&/_
(o]

* analogue non rapporté dans la partie expérimentale

L’étape suivante consiste a déplacer le groupe ester pour conduire a I’acide
hydroxamique correspondant. Plusieurs méthodes ont été essayées (Schéma 2.2) et

I’application de chacune dépend du substrat utilisé.
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QR LA
o0=S © . 075
N Méthode A : NH,OH.HCI, NaOMe, MeOH N N,OH
OMe
)/\ ou Méthode B : NH,OK, NH,OH, MeOH /L H

R1 R
LiOH f?é,m' o Méthode C : i. (COCI),, DMF
HoO/THF 0=y ii. NHyOH.HCI, EtgN, THF/H,0 : 5/1

N OH
)/\ ou Méthode D : 1) EDC, HOBt, NMM,
CHQCI2, 15 min puis (Ph)gCONHQ
R1 2) TFA, CHoCl,

Schéma 2.2 Différentes méthodes utilisées pour former 1’acide hydroxamique

66a

Dans la publication originale, ~ I’ester 2.4a (Schéma 2.1) est directement mis a

réagir avec le sel de I’hydroxylamine en présence de méthanolate de sodium.”" Cette
réaction n’a pas donné satisfaction sur les différents substrats essayés (Tableau 2.2). Une
autre méthode s’est avérée plus efficace et a fonctionné pour de multiples substrats. Il s’agit
de traiter I’ester de méthyle avec un mélange d’hydroxylamine et de potasse afin d’obtenir
directement 1’acide hydroxamique correspondant.72 Un produit secondaire est observé, il
s’agit probablement du produit résultant d’une attaque de 1’oxygene mais il n’a jamais été

caractérisé.
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Tableau 2.2 Accés aux acides hydroxamiques avec différents substituants en Pl

OMe
(0]
[
0=% (o}
/(N N’OH
H
R1
P1
Méthode de Méthode de
c 5 formation < formation Rdt
ompose R1 de I'acide Rdt Composé R1 de l'acide
hydroxamique hydroxamique
"é\ c‘é ~
2.1 5/\© A 50 27d NN D 27*
Z
é}’ \s
27b o’/\‘/\© B 60 27e é’x\s B 60

27¢ eiSA@\ B 65 2.71 f\S F B 65
OMe

* Rdt apres 2 étapes, depuis l'ester

Pour I’un des substrats (Tableau 2.2, 2.7d) il a fallu synthétiser I’hydroxamate O-
tritylé par couplage du substrat sous forme d’acide carboxylique avec 1’hydroxylamine O-
tritylée, en présence des agents de couplages EDC, HOBt (Schéma 2.2).66b L’hydrolyse du

trityle par TFA a permis d’obtenir 1’acide hydroxamique correspondant avec un rendement

satisfaisant.
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Par cette approche, une série d’acides hydroxamiques de type homocystéine N-
arylsulfonylés S-alkylé a été préparée, dans laquelle le site P1 a pu étre modifié par une

variété de substituants S-benzylés.

2. 2. 2. Modification des substituants au niveau de P1’

Une autre série de composés de type sulfonamide a été préparée dans le but de faire
varier le site P1’.La méme voie de synthése a €té utilisée pour tous les analogues

indépendamment des groupes en P1 ou en P1°.

Q\S/,O
- T MeONa/MeOH
YNH R-SO.CI, pyridine W/é\fz puis BBr
o
C\f 44-11% d 41-81%
S
2.2 2.3a, R = -CgHy p(OMe)
2.3j, R = -C¢Hy p(Br)
2.3K, R = -CgHy p(OPh)
R
%" o NH,OH, KOH, O
o= MeOH o
OMe  ou pour R = -CgHg p(OPh) 1. LIOH, HyO/THF N-CH
2i. (CICO),, DMF, CH,Cly H
ii. NH,OH.HCI, EtgN, THF/Ho0 5/1,

SBn SBn
2.4a,R=-CgH4 p(OMe) 21,R= -C6H4 p(OMe), 50%
2.4, R = -CgH, p(Br) 2.7j, R = -CgH, p(Bn), 62%
2.4k, R = -CgHy p(OPh) 2.7k, R = -CgHy p(OPh), 62% (2 étapes)

Schéma 2.3 Voie générale de synthése des composés avec différents substituants en P1’

Différents sulfonamides ont été synthétis€s avec des rendements dans 1’ensemble
satisfaisants (Tableau 2.3). Les chlorures de sulfonamides utilis€s sont disponibles
commercialement ou préparés selon des méthodes rapportées dans la littérature (voir

Chapitre 8 pour les détails).



Tableau 2.3 Variations des substituants en P1’

P1
T
OS;' .
o
S
Composé R1' Rdt (%) Composé R1' Rdt (%)

23a g’@‘”‘e 80 23] §OB' 71

* 5-@*00':3 70 23k ‘hf©/ O\© 45
’ E_Q_CF:’ 50 ' i{©/ 0\©\°Me 20

* Analogues non rapportés dans la partie expérimentale

L’ouverture de la thiolactone par le méthanolate de sodium et le piégeage du
thiolate in situ par le bromure de benzyle permettent d’obtenir les esters méthyliques 2.4a,
2.4j et 2.4k (schéma 2.3) avec des rendements acceptables. Ces derniers peuvent étre
convertis directement en acides hydroxamiques 2.1 et 2.7j (Tableau 2.4) par les méthodes

décrites au schéma 2.2.
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Tableau 2.4 Acces aux acides hydroxamiques avec différents subsituants en P1’

Méthode de
3 , formation de Rdt
Composé R1 I'acide hydroxamique
Pt
QA 2 powe 4 ”
o= @
N -OH

* Rdt aprés 2 étapes depuis l'ester

L’analogue 2.7k a été form€ a partir de I’acide carboxylique correspondant. Ce
dernier est activé sous forme de chlorure de N,N-diméthylchlorométaniminium avec du

DMF et du chlorure d’oxalyle puis couplé directement avec 1’hydroxylamine (Schéma 2.2

et tableau 2.4).73

2. 3. Tests biologiques

Tous les composés furent testés in vitro sous forme de mélange racémique chez
Servier (France) pour I’inhibition de la stromélysine 1 (MPM-3), gélatinase-A (MMP-2),
gélatinase-B (MPM-9), collagénase 1 (MPM-1) et collagénase 3 (MPM-13). Les résultats
sont résumés dans le tableau 2.5 pour les variations au niveau de la poche P1 et dans le
tableau 2.6 pour les variations au niveau de la poche P1°.

La valeur de ICsy est définie comme étant la concentration d’inhibiteur nécessaire
pour diminuer de 50% la vitesse initiale d’'une réaction enzymatique sans inhibiteur. Ces

valeurs ne donnent aucune information sur le type d’inhibition et ne peuvent en aucun cas

A o 3 o R A c
étre corrélées a un mécanisme particulier. ~ Les valeurs ne peuvent &tre comparées entre
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elles que si les tests biologiques ont €té réalisés dans les mémes conditions sur chacun des
inhibiteurs testés.

Tableau 2.5 Variations en Pl et résultat des tests biologiques

OMe
(0]
W
o:$ O
N N,OH
JQE:
R1 ICs5p (M)
Composé R1 MPM-1  MPM-2 MPM-3 MPM-9 MPM-13
2.1 e”\s/\© 104 0.7 0.7 <01 12
27b  Ngo 396 422 103 09 11.8
oo
27¢ ;"\S/\©\ 297 3.78 5.7 3.2 5.3
OMe
2.7d é s | SN 126 6.3 6.2 3.0 16.2
S
27e A 188 3.2 5.4 1.0 5.1
e
S
27¢ LN F 19610 1810 705 149 407
F F
F

Comme précédemment signalé dans le premier paragraphe de ce chapitre, la région

hydrophobe de la poche S1 est éloignée de quelques angstrdms et a besoin de groupes
exposés au solvant jouant le role d’espaceur sur I’inhibiteur.

Les résultats d’inhibition sont a comparer avec ceux de I’analogue 2.1, inhibiteur a
partir duquel se base notre étude de SAR. Les MPM-2, -3, -9 et-13 évoluent de la méme
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facon dans la plupart des cas avec des ICspde I’ordre du nanomolaire, sauf pour I’analogue
2.7f (Tableau 2.5). La MPM-1 est la plus difficile a inhiber avec en général une baisse
d’activité des analogues d’un facteur cent.

Le modéele proposé par AutoDock pour la MPM-3 indique que la poche S1 se
présente sous forme d’une demi-sphere occupée par le groupe S-benzyle. Le rallongement
de la chaine comme pour le composé 2.7¢ se traduit par une perte d’activité (Tableau 2.5).
La nature de ce site exposé au solvant a ensuite été étudi€ée en remplagant le groupe S-
benzylé par des groupements capables d’interagir avec un environnement polaire. Les
composés avec un groupement sulfone (2.7b), pyridyle (2.7d) et thiophéne (2.7e) sont

moins actifs, alors que le dérivé pentafluoré (2.7f) est dénué de toute activité.

Le tableau 2.6 indique les résultats d’inhibition pour la seconde série dans laquelle

différents groupes aryles furent choisis pour leurs formes et leurs propriétés €lectroniques.

Tableau 2.6 Variations en P1’ et résultat des tests biologiques

Q Rt
0=3
o
H
SBn I1C50 (NM)
Composé Rt MPM-1 MPM-2 MPM-3 MPM-9 MPM-13

2.1 -E@—om 104 0.7 0.7 <0.1 12
2.7 §_®_B, 164 16 151 4.3 14

2.7k -g—@—o 1450 1.6 42 05 3.2

Comme pour la premiere série, la MPM-1 est la plus difficile a inhiber alors que les

autres évoluent parallclement. L’analogue 4-phénoxyphényle (2.7k) est plus actif que
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I’analogue 4—diphényle66a étudié antérieurement. Ceci pourrait s’expliquer par une
flexibilité du sulfonamide de I’analogue 2.7k plus grande que pour le composé 4-diphényle.
Ceci corrobore les résultats précédents qui ont montré que des groupes flexibles se
logeaient mieux dans la poche S1°.”° De plus, des analogues a courte chaine comme dans
2.1 et 2.7j inhibent les MPM de maniere assez large (Tableau 2.6) alors que lorsque la

longueur de la chaine est plus longue comme pour 2.7K, la sélectivité entre les différentes

MPM augmente (MPM-1 versus MPM-2, -3, -9, -13).

2. 4. Conclusion

Une série de composés acycliques de type homocystéine hydroxamate N-
arylsulfonylé a été synthétisée afin d’étudier les exigences spatiales et €lectroniques des
différents sous-sites. Plusieurs composés ont des ICso de ’ordre du nanomolaire voire
subnanomolaire et font actuellement 1’objet d’autres évaluations: en particulier, leur
biodisponibilité est testée. Les variations des sites P1 et P1’ ont conduit dans chaque cas a
une inhibition plus efficace de MPM-9 que pour les autres MPM testées.

Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication scie:ntiﬁque76 et d’un brevet avec la

compagnie pharmaceutique Servier (France).77

Comme ces composés sont testés sous forme d’un mélange racémique, il serait
intéressant de tester chacun des énantiomeres de 1’un d’entre eux, par exemple ceux de 2.1.
Une synthése énantiomériquement pure est actuellement en cours pour accéder au composé
2.1 de stéréochimie R. La voie de synthése est différente de celle empruntée pour les

composés racémiques et débute par la D-homocystine.



Chapitre 3

Vers un inhibiteur de seconde génération
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3. 1. Conception d’un inhibiteur de seconde génération

3. 1. 1. Conception d’un inhibiteur basée sur des résultats de modélisation

Paraliélement a notre recherche sur des inhibiteurs de MPM acycliques, une étude

portait si.r des analogues cycliques.78

OMe OMe OMe

o, @t
Q‘z q | contrainte
/C \<\NHOH
H
N S
S,
S { S 1 51
21 Aziridine Pyrrolidine
OMe OMe
N \\s
0’$ 0 073 (o]
N N
o NHOH NHOH
2N H
N OH SPh
31 3.2
MPM-2 IC5q = 237 nM MPM-2 IC55=2.5nM
MPM-9 IC55 = 89 nM MPM-9 IC55=0.9 nM

Figure 3.1 Conception d’inhibiteur contraint a partir d’'un “lead* acyclique
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Parmi tous les composés synthétisés et testés dans le cadre de cette e"tude,76 I’un en
particulier (3.2) montrait une activité enzymatique intéressante. Une étude par modélisation
moléculaire dans le site actif de la MPM-3 semble montrer une liaison hydrogéne entre
I’hydroxyle et ’oxygeéne du carbonyle de Ala-165 de la chaine. Par analogie, notre
composé acyclique 2.1 a fait I’objet de la méme modélisation. Il apparait qu’en ajoutant un
hydroxy': sur la chaine phénylthioéthyle, une liaison hydrogéne supplémentaire entre
I’inhibiteur et le carbonyle du résidu Ala-165 de I’enzyme serait créée. Il est alors
envisageable de concevoir notre composé avec une fonction hydroxyle sur la chaine
éthylthioéthylique, en espérant que cette fonction supplémentaire accroit 1’activité

enzymatique de la méme maniére que pour les analogues cycliques.

OMe

Ala-165

3.3 (2R, 4R)

Figure 3.2 Modélisation du composé 3.3 (2R,4R) deérivé de 2.1 et présentant un hydroxyle

pouvant interagir avec le carbonyle de Ala-165 environnant

3. 1. 2. Choix de la méthode pour la synthése asymétrique d’acides aminés

De nombreuses revues sur la synthése asymétrique d’acides aminés ont été publiées

depuis les dix derniéres années,”” cinq méthodes générales en ressortent :
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- la voie enzymatique,80

- I’hydrogénation ou cycloaddition de dérivés d’acides aminés didéhydroaminés,
- "es syntheses de type Strecker,

- les aminations électrophiles ou nucléophiles,

- les alkylations électrophiles ou nucléophiles.

De toutes les méthodes, la plus exploitée est probablement 1’alkylation d’énolates de
dérivés de glycine ou d’alanine. Depuis les vingt dernieéres années, différents réactifs de

structure cyclique ou acyclique ont été développés. Parmi les dérivés cycliques les plus
efficaces et les plus exploités, citons les bis(lactames) éthers (3.4) de Schdllkopf,gl les
oxazolidinones (3.5) de Evans> et imidazolidinones (3.6) de Seebach® et les
morpholinones (3.7) de Williams.* Pour les systémes acycliques, signalons les complexes
de nickel (3.8) de Belokon® les dérivés sultame (3.9) d’Oppolzer® et les

pseudoéphédrines glycinamides (3.10) de Meyers87 (Figure 3.3).

R3/,l N\ OR1 )k \N Ph/,' O O
LT " o (X
R0” N7 "R, \—/ >‘ N Ph" N Ry
R COR, COR,
3.4 3.5 3.6 3.7
bis(lactames) éthers oxazolidinones imidazolidinones morpholinones

'Bn

N /O o
o=_ Ni, I ;ljﬁ Ry Ry Me O
N N R N Ph. ~ NH
0, o

OH Me
3.8 3.9 3.10
complexes de Nickel sultames pseudoéphedrine glycinamide

Figure 3.3 Auxiliaires chiraux les plus utilisés
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Notre choix s’est porté sur un dérivé de la glycine rendu chiral par la présence de
’auxiliaire d’Oppolzer. L’utilisation d’une imine sert a la fois de groupement protecteur et
également de groupe activateur de I’amine. Ce type de composé peut étre alkylé dans des
conditions assez douces, par catalyse de transfert de phase. De plus, ces composés sont

ensuite facilement hydrolysés.

3. 2. Synthése

3. 2. 1. Approche retrosynthétique

OMe OMe
@)
0=8 0O %
N _OH /v 9 0
)/\ u _ N& —  HoNQR N
OH /Q ,O; \//S\\o
(R) o)
S |
@ 3.11 3.12
3.3(2R, 4R)

sel HCI de l'ester méthylique
de la glycine

W .
_ =N 0] ou HCI.HoN \)J\OMe
o 3n’
3.13

Schéma 3.1 Approche rétrosynthétique

Le composé désiré peut provenir de 1’ouverture par I’hydroxylamine d’une lactone
portant un groupement thiophényle. Ce groupement proviendrait d’une substitution

nucléophile d’un iodure (3.11) (Schéma 3.1). Ce dernier résulterait d’une iodolactonisation.
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Le groupement allyle avec une stéréochimie fixée proviendrait de 1’alkylation

stéréocontrdlée par I’auxiliaire chiral sur la dibenzophénone imine (3.13).

3. 2. 2. Synthése de ’auxiliaire chiral

PCls, 84 %
ou SOCI; reflux 3h,
>09 % NH4,OH, CH,Cl,
98 %

o o ° 0
HO3S ClO,S HNOZS
(1R)-(-)-10-acide 314 345

canr ghre sulphonique
H* Amberlyst )
. v LiAlH,4, THF, 3h
échangeuse d'ions / HN
toluéne, 3h reflux N\S 90 % O//S\\O
95 % o Yo
3.16 3.17

Schéma 3.2 Synthese de ['auxiliaire chiral

L’auxiliaire chiral utilisé est celui développé par Oppolzer.g8 Méme s’il est

disponible commercialement, il a fallu le synthétiser afin de disposer de plusieurs dizaines

de grammes a portée de main et a un cofit réduit. La synthé:se89 a ¢été effectuée sur 20
grammes d’acide (R)-sulphonique.

L’acide (1R)-(-)-10 sulphonique disponible commercialement est transformé en
chlorure de sulfonyle (3.14) soit par traitement avec PCls (cette réaction tres exothermique
est trés violente sur grosse échelle), soit avec le chlorure de thionyle a reflux (Schéma 3.2).
Le produit est immédiatement mis a réagir avec I’ammoniaque pour former le sulfonamide
(3.15). L’amine primaire réagit en milieu acide dans le toluéne a reflux avec le carbonyle
pour donner I'imine cyclisée (3.16). Cette derni¢re est ensuite réduite pour donner 1’acide

(1R)-2, 10-camphorsultame (3.17) avec un rendement global de 85 % pour quatre étapes.
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3. 2. 3. Synthése de ’inhibiteur

\)J\ NaOMe
OFt MeOH
92%
(R)-2,10-Camphorsultame

(3.17)
\)1\ MesAl, toluéne
OMe

71%

HCl. HZN\)L oMo+ CHaCly

NH
O 83%

Schéma 3.3 Acces possibles a l'imine chirale 3.18 dérivée de la glycine

La synthése commence avec ['ester éthylique de la benzophénone imine
commerciale qui est convertie en 1’ester méthylique (3.13) par une réaction de trans
estérification avec le méthanolate de sodium (Schéma 3.3). Il a été rapporté que la
condensation de I’auxiliaire chiral avec un ester méthylique était plus efficace.®® Cette
observation a été vérifiée et effectivement, la condensation fonctionne a 40% avec un ester
éthylique et a 70% avec un ester méthylique. Il est aussi possible de former la
dibenzo; nénone imine 3.13 directement par transimination de la benzophénone avec le sel
HCIl de I’ester méthylique de la glycine.90

La condensation de I’auxiliaire chiral (3.17) avec I’imine (3.13) se fait en présence
d’un acide de Lewis, le triméthylaluminium (Schéma 3.3). La réaction requiert deux jours

de chauffage 4 50°C dans le toluéne pour obtenir un bon rendement.

Le schéma 3.4 suivant illustre I’étape d’allylation sélective.
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O 0 LiOH, H,0O HCI 1M, Et,0
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3.18 81% 3.12
d.e > 95%
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Schéma 3.4 Allylation sélective de ’'imine chirale

L’alkylation par I’iodure d’allyle peut se faire de plusieurs fagons. La maniere la
plus courante’” est la déprotonation de la base de Schiff par une base trés forte telle que
BuLi®’® ou LiHMDS® 4 ~78°C dans des conditions strictement anhydres pour générer
I’énolate et piéger ce dernier par un halogénure d’alkyle en présence ou non
d’hexaméthylphosphoramide (HMPA) a température ambiante. La réaction peut alors
prendre de plusieurs heures a plusieurs jours9 selon la réactivité de 1’électrophile. Cette
méthode utilisant des conditions extrémes de réaction n’est pas toujours compatible avec
une synthése sur grosse échelle et & moindre cofit. Ainsi, de nouveaux réactifs et de
nouvelles réactions permettent de rendre plus pratique la synthése asymétrique d’ o amino-

. 91
acides.

Une autre méthode a retenu notre attention.”* Elle utilise un catalyseur de transfert
de phase (TPC) solide-liquide en milieu aqueux. D’aprés les observations faites par les
auteurs de la publication, I’alkylation prend de 24 a 48 h pour étre compléte et souffre
d’une hydrolyse compétitive du groupe N-acyle. Leur probleme a été€ résolu par I’emploi
d’ultrasons, ce qui augmente considérablement la vitesse d’alkylation. La réaction se fait a

—10°C et nécessite cinq minutes.
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Nous avons appliqué cette méthode. L’alkylation se fait avec I’iodure d’allyle et
son efficacité, sa rapidit€ (8 min) et sa haute reproductibilit€ en ont fait une réaction de
choix (Schéma 3.4). Comme rapporté dans de nombreux articles d’Oppolzer, la réaction est
extrémement stéréosélective puisqu’un seul diastéréoisomére est visible par RMN.”

L’imine alkylée (Schéma 3.4, 3.19) est ensuite hydrolysée en milieu acide dans des
conditions assez douces.”” C’est & partir de cette étape qu’un choix s’est imposé. Le plus
souvent 1’auxiliaire est hydrolysé une fois qu’il a joué son role, a savoir lorsqu’il a servi a
diriger dans notre cas I’allylation. Si tel avait été le cas, il aurait fallu protéger I’acide
carboxylique correspondant avant de travailler sur la fonction amine primaire et par
conséquent, le déprotéger ensuite avant I’étape de iodolactonisation. Afin de limiter le
nombre de réactions et également dans un souci d’esthétique, 1’auxilaire a été conservé
comme groupement protecteur de I’acide carboxylique. Ainsi, I’amine primaire reste seule

comme site réactionnel (Schéma 3.4, 3.12).

3. 2. 3. 1. Explication sur la discrimination faciale observée lors de 1’allylation

L’explication donnée par Oppolzer95 est que la glycylsultame est déprotonnée a
I'interface des solvants et que 1’énolate est alors transporté dans la phase organique comme
une paire d’ions avec le cation BusN* (provenant de I’agent de transfert de phase
Bu,NHSO,). L’alkylation se fait alors dans la phase organique et constitue 1’étape
déterminant la vitesse. Des études ® faites sur des solutions (BusN)'BHy4 laissent penser
que la paire d’ions est étroitement associ€ee (Figure 3.4). Ainsi, a partir des études
cristallographiques faites sur des molécules similaires, I’intermédiaire réactionnel suivant
est envisageable. Les orbitales 7 oléfiniques et le doublet libre de 1’azote sont placés en
dehors du plan ce qui évite les répulsions entre 1’oxygene de 1’énolate rendu encombré par

la présence du cation et I’auxilaire chiral.
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Figure 3.4 Intermédiaire réactionnel selon 0ppolzer95

L’énolate (Z) attaque 1’agent d’alkylation du coté opposé a la paire €lectronique
libre portée par I’atome d’azote. Ce qui explique la quasi-sélectivité de I’attaque sur la face
Ré.

Un autre avantage de I’alkylation dans les conditions modérées de TPC est la
formation sélective du produit monoalkylé (Schéma 3.4, 3.19) sans production d’un dérivé
non désirable de dialkylation.97 Ceci provient du fait que le produit résultant de la
monoalkylation est beaucoup moins acide que le produit de départ. Cette diminution de
’acidité est donc la clé pour contrdler I’alkylation de maniére stéréosélective puisqu’il est
possible de déprotonner la base de Schiff par une base assez douce telle que celle-ci ne

puisse pas 4 nouveau déprotonner le produit de monoalkylation et donc épimériser le

c ‘o ;98
nouveau centre stéréogénique formé.

3. 2. 3. 2. Suite de la synthése

Le schéma 3.5 suivant illustre 1’alkylation de ’amine primaire pour incorporer
I’isobutyle et la formation du sulfonamide, groupement essentiel a I’activité enzymatique

(Chapitre 2).
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1. Isobutyraldehyde, OMe
NaBH3CN
MeOH/AcOH : 20/3, 80%

2. p-MeO-(CgHs5)SO,Cl,

pyridine, 60% \\S o
HN. COX* 3. LiOH.H,0, THF, 50% O/’r|\j
| L0
3.12 3.22
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Schéma 3.5 Alkylation et formation du sulfonamide

L’amination réductrice et la formation du sulfonamide sont identiques a la premiére
partie (Chapitre 2). La seule légére modification est que I’amination réductrice doit se faire
a pH acide (pH 5). Il a donc fallu ajouter de I’acide acétique alors que dans la premiére
partie, I’amine de départ étant sous forme de sel hydrochlorique, I’acide était géneéré in situ.
L’hydrolyse de 1’auxilaire suit celle rapportée dans la littérature (Schéma 3.5).”% 1l est a
remarquer qu’il est trés difficile de recycler entiérement 1’auxilaire chiral. Ceci provient en
partie du fait que la séparation sur colonne de silice est difficile, le produit final et
I’auxiliaire ont un temps de rétention quasi-identique. Cet inconvénient peut expliquer
pourquoi les méthodes avec catalyseurs chiraux sont préférées. Ceci sera abordé par la

suite.

3. 2. 3. 3. Iodolactonisation : littérature

L’étape suivante est I’iodolactonisation. Cette étape clé qui mene a la formation

d’un centre chiral doit étre examinée avec attention.
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La conversion d’acides B,y- ou 7,8- insaturés en iodolactones fut développée et

rapportée en premier par Bougault.99 La procédure générale consistait a dissoudre les
acides dans une solution aqueuse de bicarbonate de sodium, a ajouter une solution d’iode
dans de I’'iodure de potassium aqueux et ainsi, I’iodolactone formée se séparait du milieu
réactionnel. La procédure standard est toujours celle rapportée par Bougault mais de
nombreuses autres conditions ont été ajoutées depuis, utilisant des solvants organiques.]00
La iodolactonisation est une réaction régio- et stéréosélective. Dans le cas de
I’iodolactonisation d’acides carboxyliques 7,0—insaturés, les cycles 2 cinq se forment

préférentiellement par rapport aux cycles a six, ceci en accord avec les regles de

Baldwin'®" : une cyclisation 5 exo tet est plus favorable qu'une cyclisation 6 endo tet.
Selon les conditions expérimentales utilisées, le contr6le peut €tre cinétique et conduire a
des lactones cis, ou thermodynamique et conduire a des lactones trans. Les conditions de
contrdle cinétique impliquent de I’iode, une solution aqueuse de bicarbonate de sodium
dans Iéther'™ ou encore la N-iodosuccinimide dans le chloroforme. Le controle
thermodynamique de la stéréochimie se fait par réaction de 1’acide dans un mélange
acétonitrile/eau en absence de base.

Le mécanisme communément accepté est celui proposé par van Tamelen et

Shamma.'” La formation rapide d’un complexe entre la premieére molécule d’iode et la
double liaison conduit a la formation d’un ion iodonium qui est alors déplacé
intramoléculairement par le carboxylate pour donner deux produits halogénés possibles. La
seconde molécule d’iode est 1a pour aider a la dispersion de la charge négative qui apparait
lors de la cyclisation, en formant une molécule d’ion triiodure. Par conséquent, le
rendement de la iodolactonisation est réduit a un maximum de seulement 50% si des
quantités équimolaires de réactifs sont utilisées. La position d’attaque de I’iodonium par le
carboxylate est contrdlée par des facteurs €lectroniques et stéréochimiques. Ainsi, un acide
v,0-insaturé peut en principe conduire & une y-lactone ou a une d-lactone mais par respect
des reégles de Baldwin (5 exo tet vs 6 endo tet), la y-lactone est formée de maniére quasi

exclusive.

Le schéma 3.6 suivant détaille le mécanisme d’iodolactonisation d’acides

carboxyliques 7,0-insaturés o-subsitués selon Amaral et Melo.'%
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Schéma 3.6 Mécanisme d’iodolactonisation d’acides carboxyliques a-substitués y,6—

) , 104
insatures selon Amaral et Melo

Srlon Amaral et Melo, dans des solvants organiques non polaires dans lesquels peu
d’especes carboxylates existent, la cyclisation passe par une espéce positivement chargée
(Schéma 3.6, intermédiaire II). La réaction est favorisée par la formation de 1’intermédiaire
IT dont la charge positive peut se disperser par résonance. En cas d’un contrdle cinétique
(présence d’une base dans le milieu), I’intermédaire IT est immédiatement piégé et méne
la lactone cis avec une induction asymétrique modérée. La forme III (Schéma 3.6) est
certainement 1’espéce par laquelle passe 1’équilibration cis (II)-trans (V). Dans des
conditions de contréle thermodynamiques, I’isomére le plus stable est formé

préférentiellement, ainsi la lactone trans est formée avec une trés haute sélectivité et avec

105
de bons rendements.



3. 2. 3. 4. Réalisation de I’étape clé de la synthése

50

Plusieurs conditions ont été essayées. Il est possible selon les conditions

réactionnelles de former préférentiellement 1’un ou I’autre des diastéréisoméres selon que

’on se place dans les conditions cinétiques ou thermodynamiques. Notre but étant de tester

chacun des diastéréoisomeres et de voir leur influence respective sur I’activité enzymatique,

les conditions standards sont utilisées afin d’avoir un mélange ol les deux isomeéres sont

présents en quantité équivalente. Le tableau 3.1 suivant détaille les différentes conditions

essayées pour I’iodolactonisation.

Tableau 3.1 Conditions essayées pour l’iodolactonisation

Entrée Conditions Résultat Rdt
1 I, CH5CN, 0 °C, 1h30 meélange de produits nd*
2 :_al gagﬁgﬁ .s;olide, mélange de produits 42%
2 . .
dans le noir non reproductible
3 I3, NaHCOj3 sol. mélange de 87 %
saturée aqueuse(3 eq), diastéréoisoméres

DME, dans le noir

* nd : non déteminé

La réaction doit mener a la formation de deux diastéréoisomeéres afin d’obtenir deux

analogues a tester. La meilleure approche est celle utilisant une solution saturée aqueuse de

NaHCOs. Elle conduit 2 un mélange de diastéréoisomeéres (3.11) (Schéma 3.7)

reconnaissables sur CCM. Les réactions ont été réalisées A 1’abri de la lumiére car les

. . N n . R . 106
produits de iodolactonisation peuvent étre sensibles a celle-ci.
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S l, DME/NaHCOs aq: 111 O} PhSH, NaH 239 .
OH = N N + N
)/\ dans le noir /K 0 40% )/\ 0 /( .O
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| PhS PhS
3.2 31 3.23 (2R, 4R) 3.23 (2R, 45)
(cis) (trans)

mélange séparable
cis/trans : 2.2/1

Schéma 3.7 Etape clé de iodolactonisation

Le mélange des y-butyrolactones iodées (3.11) est mis a réagir avec le thiolate de
phényle (Schéma 3.7) dont le sel de sodium est préalablement formé par action de I’hydrure
de sodium sur le thiophénol.107 C’est seulement a ce stade que les deux diastéréoisomeéres
ont pu €.re séparés par chromatographie sur silice et que leur ratio a été déterminé. Deux
composes 3.23 (2R, 4R) et 3.23 (2R, 4S) (Schéma 3.7) sont obtenus en quantité suffisante

pour pouvoir continuer la synthése sur chacun des diastéréoisomeres, en paralléle.
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3. 2. 3. 5. Rationnalisation de la préférence pour la lactonisation cis

Le mécanisme de iodolactonisation des acides 4-penténoiques o-substitués a été
étudi€ en détail par Amaral et Melo.'” Dans le cas oil le substituant en o est un groupe
phényle, peu de stéréosélectivité est obtenue.

L’iodolactonisation d’acides o-amino 7,d-insaturés a également fait 1’objet d’études
(Schéma 3.8). En particulier, 1’iodolactonisation d’allylglycines o-substituées a été décrite
par Whitesides et coll.'® La réaction sur I’acide D-aminobutyrique dans des conditions de

contrdle cinétique conduit a la formation des lactones cis/trans dans un ratio 7-8/1.

713
- \II
0 NHAc O NHAc
o~ | o7 iy

Schéma 3.8 Mécanisme de iodolactonisation des acides a-amino ¥,6-insaturés

La cyclisation d’acides &-penténoiques o-substitués a été étudiée en fonction de
I’encombrement stérique et de 1’électronégativité des substituants en o par Ohfune et
coll.'” Des conditions de controle thermodynamique conduisent a la lactonisation cis de
facon hautement sélective dans le cas ol un groupe en o est polaire comme une amine
mono- ou di-substituée alors que pour un groupe non polaire (alkyle ou phényle), peu de
sélectivité est observée.

Un schéma réactionnel (Schéma 3.9) est proposé dans lequel 1’amine sert a stabiliser

stéréosélectivement I’espéce halonium.
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Schéma 3.9 Formation préférentielle de la lactone cis d’apres Ohfunelog

Méme si la répulsion stérique dans A (Schéma 3.9) entre le groupe aminé et le
substituant en & ne semble pas favoriser cet intermédiaire réactionnel, I’interaction
stéréoélectronique entre le doublet de ’azote et I’ion bromonium favorise cet état. Ceci
n’est pas possible dans I’état B (Schéma 3.9). Ohfune a décrit le cas des
bromolactonisations mais il étend ses remarques aux halolactonisations en général.

La iodolactonisation des N-Boc (S)-crotylglycines a été étudiée par Guillerm et
coll.'" Une préférence pour le processus conduisant a la lactone cis a également été

observéc, en accord avec les résultats de Ohfune et de Whitesides.

Dans notre cas, le composé cis, 3.23 (2R, 4R) (Schéma 3.7) est majoritaire
(cis/trans 2.2/1). Cette diastéréosélectivité a lieu lors de 1’étape de iodolactonisation et peut
étre expliquée de la méme maniére que Ohfune.'” Une stabilisation entre le doublet de
’azote et ’iodonium positif peut favoriser la formation de la lactone cis. Cependant, le
groupe sulfonamide sur 1’azote étant électroattracteur, il désactive le doublet de I’azote qui
participerait alors moins a la stabilisation de ’iodonium. Il est raisonnable de penser que

I’isobutyle peut géner stériquement et interférer avec 1’espece iodonium lorsque celui-ci et
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I’amine sont cis I’un par rapport a I’autre, un iode étant plus volumineux qu’un brome.
Deux effets, stérique et électronique, pourraient expliquer la diminution de la proportion en
isomere cis par rapport a ce qui est normalement attendu dans le cas d’iodolactonisation

d’acides 7,6-insaturés o-aminés.

3. 2. 3. 6. Attribution de la stéréochimie des y-butyrolactones par RMN

Les lactones ont €t€ €tudiées s€éparément par RMN a deux dimensions (NOESY).
Ces expériences ont permis d’établir de fagon non ambigiie la stéréochimie relative des
centres C2 et C4.

De plus, la stéréochimie des y-butyrolactones cis et trans a pu étre assignée d’apres
les études RMN 'H (Tableau 3.2). Nous avons comparé nos résultats avec ceux rapportés
par Ohfune pour les a-amino y-butyrolactones subsituées en C4."% 11 établit la différence
entre les isomeres au niveau des signaux des protons en C3. Pour I’isomere cis, les signaux
des protons 3a et 3 apparaissent comme deux groupes de doublets de doublets dédoublés
séparés de 0.5 a 1 ppm alors que pour I’isomeére trans, les signaux de ces mémes protons se
recouvrent.

Le tableau suivant rapporte les résultats d’une étude RMN 'H 2 une et deux

dimensions des y-butyrolactones 3.23 (2R, 4R) et 3.23 (2R, 4S) et sont comparables a ceux

obtenus par Ohfune.'"°
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Tableau 3.2 Etude RMN des ybutyrolactones 3.23

Isomére Proton 8(ppm) A3 (ppm) J(Hz) Effet Noesy
3.23 (2R, 4R) 0.4 : entre H2 et H4
: H3B-H4 = 10.1 Hz
cis
H3p (ddd) ~ 236 H3B-H2 = 12.0 Hz
3.23 2R, 45) 0.17 -Re= 10972 aucun effet entre H2 et H4
o ’
H3B-H4 = 9.0 Hz
trans H3p (ddd) 272 H3B-H2 = 9.0 Hz
OMe
Hp
o- o
4
NR4R
PhS Hof 3 > 1h2
effet Noesy i
SPh H

Ry = (CH3),CHCH,
Rz = pMeO(CgH4)SO2

conformation de 3.23 (2R, 4R)

La conformation de I’isomere 3.23 (2R, 4R) est proposée d’apres les valeurs des

constantes de couplage obtenues et les conclusions de Kagan sur la détermination de la
conformation au moyen de la RMN.M! Hoye et coll. ont également étudié la stéréochimie

des centres C2 et C4 de butyrolactones par des études RMN Iy 12

3. 2.3.7. Suite et fin de la synthése

Les deux derniéres €étapes (iodolactonisation et substitution nucléophile) auraient pu

étre combinées en une seule, en traitant 1’oléfine par le chlorure de sulphényle, selon une
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réaction de phénylsulphényl-lactonisation. Cette réaction fut reportée par Nicolaou'" pour
le traitement de ’acide 2-carboxylique endo-norborn-5-éne avec la triéthylamine, suivi de
I’addition de chlorure de phénylthiolate. La réaction a été également décrite par Marcello
de Moura Campos sur les acides y,E‘S-insaturés.”4 Mais cette réaction de sulphényl-
lactonisation est bien moins développée que celle des électrophiles sélénium sur des
alcénes. Ceci est en partie dii & la moins bonne stabilité des chlorures de sulphényle
comparativement aux chlorures de sélénényle. Néannmoins, Fallis et coll.'”® peuvent
lactoniser un acide y,6—insaturé en traitant ce dernier avec du chlorure de phénylsulfényle
dans I’acétonitrile. Un ion épisulfonium intermédiaire est formé (Schéma 3.10), lequel
apres ajout de N,N-diisopropyléthylamine est déplacé intramoléculairement par 1’oxygéne

nucléophile.

"
o o S0
o (9o

H

Schéma 3.10 Mécanisme de sulphényl-lactonisation

Un essai de sulphényl-lactonisation a été tenté. Le chlorure de sulfényle a été
préparé selon une procédure rapportée par Tupper,l 13 partir de N-chlorosuccinimide et de
phénylthiole dans le benzene. Le produit obtenu est mis a réagir sur I’acide carboxylique
v,0-insaturé 3.22, mais aucun produit désiré ne s’est formé. Devant ce manque de réussite,
aucun autre essai n’a été tenté.

La derniere étape est I'ouverture de chaque lactone 3.23 par I’hydroxylamine
(Schéma 3.11).
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Schéma 3.11 Ouverture de la lactone par I’hydroxylamine, cas de l'isomére 3.23 (2R, 4R)

L’ouverture de I’anhydride itaconique par I’hydroxylamine a ét€ rapportée par

Akiyama et coll.'"?

La réaction est menée en parallele sur chaque isomere séparé, dans les
mémes conditions que celles décrites dans le second chapitre. Les acides hydroxamiques

sont obtenus avec des rendements similaires pour les deux isomeres.

3. 3. Alkylation énantiosélective par un catalyseur en condition de

transfert de phase (CTP)

L’alkylation énantiosélective par un catalyseur chiral (Schéma 3.12) a fait I’objet de
nombreuses études depuis les dix dernieéres années. L’utilisation d’un catalyseur par rapport
a un auxiliaire chiral présente de multiples avantages, dont I’économie de matieres
premires et la possibilité de recycler 1’outil de chiralité supérieure a celle permise par un

auxiliaire.
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Schéma 3.12 Alkylation de benzophénone imine au moyen d’un catalyseur par transfert de

phase

Le travail pionnier de O’Donnell et coll.'® en 1989 a ouvert une voie séduisante
pour la synthése asymétrique d’a-amino-acides par alkylation en transfert de phase d’une
glycine prochirale protégée en utilisant un catalyseur chiral. Citons €galement les travaux

119

des groupes de Corey "~ et de Lygo.]20 La figure suivante illustre les catalyseurs les plus

utilisés pour les alkylations énantiosélectives.

Catalyseurs de Lygo Catalyseurs de Corey/O'Donnell

Catalyseurs de Maruoka:
3.25 3.26
& partir de Cinchonidine 3 partir de Cinchonidine

i - CCrl g OO
Y S uinee

3.27 3.28
a partir de Cinchonine a partir de Cinchonine

C

2%
oS

Figure 3.5 Exemples de catalyseurs les plus utilisés



O’Donnell?! a comparé les excés énantiomériques obtenus pour ’allylation d’une

imine en utilisant des catalyseurs chiraux. Le tableau 3.3 résume les principaux résultats.

Tableau 3.3 Comparaison de l’allylation énantiosélective par différents catalyseurs dans

les conditions de transfert de phase

catalyseur rdt% €e%
développé par

Pn,c=N.co,Bu

Maruoka 84 94 (R)
| Lygo 62 88 (R)
Corey 89 97 (S)

Pour obtenir notre analogue 3.3, I’allylation doit mener a 1’énantiomere (R).
Corey”%l obtient 97% ee en faveur de 1’énantiomere (S) dans le cas de I’allylation
énantiosélective en utilisant un catalyseur dérivé de la cinchonidine. Nous avons pensé
utiliser 1’énantiomere de la cinchonidine pour synthétiser un catalyseur qui devrait mener a
une allylation sélective en faveur de I’énantiomeére (R). L’énantiomere de la cinchonidine
n’étant pas disponible, nous avons eu recours au composé qui s’en rapproche le plus, soit la
cinchonine. Nous souhaitions nous appuyer sur les travaux de Corey car la synthése du
catalyseur est courte, comparativement a celle du catalyseur de Maruoka qui nécessite cing

étapes. La synthése du catalyseur décrite au schéma 3.13 suit la procédure décrite pour la

. g 119
cinchonidine.
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\/\0?‘]

T ? : N

S . Y e ‘ Anyir, 50% Koraq 7Y @) ‘

N~ toluene, 110°C No Cle ‘ CH,Cly No B ‘
3.31

83% (2 étapes)

(+) cinchonine 3.30

Schéma 3.13 Synthése du catalyseur

Le catalyseur est synthétisé en deux étapes a partir de la cinchonine avec un
rendement global avant recristallisation de 83%. Il a été recristallisé plusieurs fois avec un

mélange méthanol/éther avant d’étre impliqué dans la catalyse de I’allylation.

L’allylation est toujours réalisée sur une glycine sous forme de ferz-butyl ester dont
’amine est protégée sous forme d’imine par un diphényle. Le substrat est prépar¢ en deux

étapes a partir du bromure de tert-butyl acétate, illustrées au schéma suivant.

Ph
NH
NH3 gaz Ph 0
éther sec © @ o CH,Clp Ph )<
Br/\n/o\‘< e s =N
0 e} Ph
3.32 3.24

Schéma 3.14 Synthese de l'imine

La formation de I’amine suit une procédure rapportée par Hoarau et coll'** dans
laquelle ’ammoniac condensé vient directement substituer le bromure. La formation de la
base de Schiff suit celle rapportée précédemment & savoir condensation de I’amine avec la
dibenzophénone.123 Le substrat a été recristallisé avec un mélange hexane/éther avant

utilisation.
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L’allylation suit la procédure de Corey 120 ge catalyse en condition de transfert de

phase et est illustrée au schéma suivant.

catalyseur 3.30 (0.1 eq)
AllylBr, CsOH.H,0,

o CH,Cl,
Ph>_N\)J\ -60°C, 24h Ph Q
P O'Bu =N oy
PH
88%
3.24 3.33
80% ee

Schéma 3.15 Alkylation sélective catalysée

La réaction est trés longue par rapport a I’allylation avec les ultrasons rapportée
dans le paragraphe 3. 2. 3. (Schéma 3.4) mais efficace en terme de rendement. L’exceés
énantiomérique a €t€ mesuré par HPLC chirale en utilisant les mémes conditions que
Corey. L’excés mesuré de 80% n’a pas été jugé suffisant pour poursuivre la synthése,
puisqu’en utilisant I’auxiliaire chiral, un seul diastéréoisomére est visible par RMN, ce qui
signifie un excés diastéréoisomérique de plus de 95%.

Cet exceés de 80% peut s’expliquer de la maniére suivante : Corey obtient 97% ee
pour I’énantiomere (S) avec un dérivé de la cinchonidine comme catalyseur. L.’énantiomére
de cet alkaloide devrait donner le produit d’allylation (R) avec un exces énantiomérique
d’au moins 95%. Or nous n’avons pas accés a cet énantiomere. Nous avons utilisé un
catalyseur dérivé de la cinchonine dont la structure est assez proche de celle de
I’énantiomere désiré. Comme la cinchonine n’est pas I’énantiomeére de la cinchonidine, le
catalyseur qui en dérive ne peut pas mener a un exces énantiomérique aussi bon que celui
que I’on aurait eu avec I’énantiomeére de la cinchonidine. Cette voie a donc été€ écartée au

profit de I’utilisation de I’auxilaire chiral.
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3. 4. Résultats biologiques

Les diastéréoisomeéres ont été testés sur les MPM-1, -2, -3, -9 et -13 par Novartis
(Suisse).

[S] désigne la concentration en substrat (un substrat reconnu par plusieurs MPM) a
laquelle les tests sont faits. Le substrat pour MPM-1, -2, -9, -13 est identique (méme valeur
de Ky) mais celui pour MPM-3 est différent. Le tableau suivant rapporte les ICsy obtenus

pour les trois analogues 2.1, 3.3 (2R, 4R) et 3.3 (2R, 4S) synthétisés.

Tableau 3.4 Résultats d’inhibition des diastéréoisomeres sur plusieurs MPM, comparaison

avec l'inhibiteur de premiére genération

OMe OMe
3 :
0=% O O:|S 0o
N N,OH N N/OH
JQ S "
HO
2.1 3.3(2R, 4R) 3.3(2R, 49)
[S] = 20 uM [S] =15 uM [S] =30 uM
ICsg (NM)
MPM-1 104 400 110
MPM-2 0.7 1.5 0.695
MPM-3 0.7 13 22,5
MPM-9 <0.1 0.74 0.8

MPM-13 12 0.127 0.35
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3. 4. 1. Analyse des résultats

Chaque test sur les MPM-1, -2, -9 et -13 utilise une concentration fixe d’un substrat
mais pour MPM-3, un autre substrat est utilisé. Donc, il n’est pas rigoureux de comparer les
valeurs des ICso pour MPM-3 avec celles obtenues pour les quatre autres enzymes.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées. Si ’on considére que ces inhibiteurs
sont de structure assez proche a celle du substrat naturel des MPM, le type d’inhibition peut
étre supposé compétitif. Une équation mathématique relie I'ICs et le K; en tenant compte
de la concentration en substrat et de la valeur Ky pour chaque substrat. On peut donc
accéder au K; pour chaque inhibiteur, en considérant une enzyme donnée. Dans ce cas, on

peut comparer les K; de chaque inhibiteur entre eux et savoir lequel est le meilleur.

Exemple de calcul du K pour chacun des inhibiteurs testés contre MPM-3.

Si I’inhibition est supposée compétitive, alors

Ic,, =K,.(l+ [KS ]J

M

_ICy XKy,
K, +[S ]

Pour MPM-3, le substrat utilisé étant (7-méthoxycoumarin-4-yl)acétyl-Arg-Pro-
Lys-Pro-Tyr-Ala-norvaline-Trp-Met-Lys(2,4-dinitrophényl)-NH,, Homo sapiens :

Km =0.06 mM
On peut ainsi déterminer pour MPM-3 les valeurs de K; correspondantes aux trois
inhibiteurs.

Ki(2.1) = 0.525 nM

Ki(3.3 (2R, 4R)) = 10.4 ntM

Ki(3.3 (2R, 4S)) = 15nM
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Les mémes calculs peuvent étre faits pour chaque MPM, a partir des valeurs de Ky
que ’on trouve dans des banques de données.'** A partir des valeurs de K; ainsi obtenues,
on peut comparer quantitativement I’efficacité de chaque inhibiteur. Comme nous n’avons
pas acces aux valeurs des Ky pour les MPM-1, -2, -9, -13 correspondantes aux substrats
utilisés dans les conditions des tests (raisons de confidentialit¢ de la compagnie
pharmaceutique), nous ne pouvons pas calculer les valeurs de K;. Par conséquent, les

résultats des tests biologiques seront discutés de maniére qualitative seulement.

3. 4. 2. Conclusion sur les inhibiteurs de seconde génération pour MPM-3

L’inhibiteur 3.3 (2R, 4R) est une fois et demie plus efficace que son analogue 3.3
(2R, 4S). Il n’y a donc pas de différence entre les deux en terme d’efficacité. Un facteur

vingt a méme été perdu par rapport a ’inhibiteur de départ 2.1, racémique.

3. 4. 3. Importance de Phydroxyle

L’ajout d’un hydroxyle sur la chaine augmente 1’affinit¢é de I’inhibiteur pour
I’enzyme MPM-13 et permet d’obtenir une meilleure inhibition uniquement pour
MPM-13. L’inhibiteur 3.3 (2R, 4R), inhibe au moins soixante-dix fois mieux MPM-13 que
I’inhibiteur 2.1 et 3.3 (2R, 4S) est plus puissant que 2.1 d’au moins trente fois.

3. 4. 4. Importance de la stéréochimie de ’hydroxyle

Pour les MPM-1 et -2, Pinhibiteur 3.3 (2R, 4S) est meilleur que son
diastéréoisomere 3.3 (2R, 4R) d’environ cinq fois. Pour ces deux enzymes, la stéréochimie
(S) est donc préférable.

Pour les MPM-3, -9 et -13, il n’y a pas de réelle différence entre les deux

diastéréoisomeéres.
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La différence de stéréochimie au niveau de I’hydroxyle n’a donc pas d’effet

important sur I’inhibition, exception peut-étre de MPM-1 et-2.

3. 4. 5. Influence de I’hydroxyle sur la sélectivité entre les MPM-1, -2, -9 et -13

L’inhibition de MPM-13 est trois mille fois plus grande que celle de MPM-1
lorsque 3.3 (2R, 4R) est I’inhibiteur et trois cents fois plus grande lorsque 3.3 (2R, 4S) est
utilisé. Pour les autres MPM, le facteur de sélectivité est moindre. Alors que I’inhibiteur 2.1
est seulement huit fois plus sélectif pour MPM-13 vs MPM-1. Par conséquent, si pour une
maladie donnée, on veut inhiber sélectivement MPM-13 par rapport 3 MPM-1, il est
préférable d’utiliser les inhibiteurs 3.3, ceux qui possédent une fonction hydroxyle sur la

chaine latérale.

3. 5. Conclusion

Un inhibiteur de seconde génération a ét€ développé a partir des résultats
biologiques des inhibiteurs de premiére génération mais aussi grice a la modélisation
moléculaire. Les ICso obtenus sont de 1’ordre du nanomolaire voire inférieures. Méme si les
résultats ne corroborent pas les prévisions de la modélisation au sujet de I’'importance de la
stéréochimie de I’hydroxyle pour MPM-3, ils ont permis d’ouvrir une nouvelle porte
concernant la sélectivité entre MPM-1 et MPM-13. 1 serait judicieux de modéliser les
interactions entre les inhibiteurs 3.3 et MPM-1 ou MPM-13 afin de voir s’il existe une
différence au niveau du site actif de ces deux enzymes. Plus précisément, il faudrait vérifier
s’il n’existe pas d’interaction entre un résidu d’acide aminé de MPM-13 qui ne serait pas

présent dans MPM-1. Les variations pourraient étre a ’origine de la sélectivité observée.

Les travaux présentés dans les chapitres 2 et 3 ont été réalisés entre 2000 et 2001.
Des conclusions intéressantes sont apparues dans la littérature depuis les deux dernigres

années. Ainsi, les inhibiteurs des MPM de type acide hydroxamique, efficaces chez les
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animaux dans les traitements contre les cancers se sont révélés étre trés modestes'” et
parfois mé€me étre des agents pro—tumoraux.6

Ces inhibiteurs de type acide hydroxamique peuvent €tre toxiques pour plusieurs
raisons. L’une d’entre elles pourrait étre que la fonction hydroxamique est hydrolysée dans
Porganisme, ce qui libérerait I’inhibiteur sous forme d’acide carboxylique et
I’hydroxylamine. Cette derniére est connue pour étre trés toxique pour l’organisme.126
C’est sans doute pour cela que tous les essais cliniques de ces types d’inhibiteurs ont été
arrétés, du moins sur les cancers. Seuls ceux utilisés dans les traitements contre 1’arthrite

continuent d’étre développés.



Chapitre 4

Les enzymes de conversion de I’endothéline
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4. 1. Les endothélines et leurs enzymes de conversion (ECE)

4. 1. 1. Localisation

L’endothélium vasculaire, situé€ a I’interface du sang et des tissus, capte et décode
les différents messages sanguins, hémodynamiques, chimiques et biochimiques. 11 les
traduit et transmet les informations a la paroi vasculaire sur laquelle il exerce des effets a
plus ou moins long terme.>” Les peptides vasoactifs jouent un rdle important au niveau des
cellules endothéliales et agissent par différents mécanismes pour contrdler le flux sanguin.

Certains de ces peptides comme 1’angiotensine II, la vasopressine, le neuropeptide Y et

I’endothéline sont de puissants vasoconstricteurs agissant sur les muscles lisses et sur le

systéme nerveux central (Figure 4.1).128

Lumiére PNB _Rénine
vasculaire PNA Produits Angmen‘smogene
Bradykinine inactifs Al : | Bradykinine |
ET? H 1 .
EcAg” ;] 4 EeA inacits”
Cellules PEN k H
endothéiiales EigET 'n :
1
ECE :’ :
[] 19
] [
1 ]
H  /
H . Rénine
; Angiotensinogéne
!
oy
Cellules !
musculaires v ECA
lisses
vasculaires m

Figure 4.1 Production de peptides vasoactifs dans la paroi vasculaire

Les endothélines se retrouvent dans les tissus extra-vasculaires, incluant les
poumons, le pancréas et la rate, ou elles ont divers effets.'” Ces peptides sont aussi
synthétisés dans le systéme nerveux central ou ils agissent sur les cellules gliales et les

130 p - . . . (s L ik
neurones. ~ Mais ce sont surtout les effets cardiovasculaires qui ont ét€ le plus étudiés.
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4. 1. 2. Structure et biosynthese

L’endothéline est un peptide de 21 acides aminés qui a été découvert, a ’origine,
dans le surnageant de culture de cellules endothéliales aortiques de beeuf puis isolé des
cellules endothéliales aortiques de porc.131 C’est le vasoconstricteur a action locale le plus

puissant découvert a ce jour.132 Chez I’humain, il existe trois isoformes des endothélines
(ET-1, ET-2, ET-3), qui sont codées par trois génes distincts mais qui ne different

seulement que de 2 ou 6 acides aminés.'>> Tls interagissent avec deux types distincts de

récepteurs, ET, et ETB.]34

Comme tout peptide bioactif, ET-1 est initialement produite
sous la forme d’un prépropeptide inactif de 203 acides aminés, la préproendothéline (Figure
4.2), qui est clivée par des endopeptidases pour donner un peptide mature nommé
proendothéline ou big ET. L’étape finale de ce processus post-translationnel est la
conversion de big ET-1 en ET-1 par les enzymes de conversion de 1’endothéline (ECE),
une nouvelle famille de métalloprotéinases. L’hydrolyse se fait entre le tryptophane-21 et la

valine-22 du big ET-1 (Figure 4.2).
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Lys-Arg Lys-Arg
signal
sequenceo
1 53 73 90 212
prepro ET-1

‘ endopeptidase

(enzyme de
N conversion de
'endothéline)

Figure 4.2 Biosynthése et formation de ET-1 a partir de prépro ET-1. ECE catalyse la

conversion de big ET-1 en ET-1, d’aprés un article de Goto"™
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A ce jour, sept isoformes ont été identifiées, ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c, ECE-1d,
ECE-2a, ECE-2b et ECE-3."* Les quatre ECE-1 dérivent du méme géne et different
seulement dans la composition en acides aminés de leurs régions N-terminales. Chacune
des isoenzymes ECE-1 et ECE-2 hydrolyse big ET-1 plus efficacement que big ET-2 et big
ET-3. ECE-3, quant a lui, montre plus d’affinité pour big ET-3.

L’ET-1 présente un résidu tryptophane N-terminal indispensable a son activité et
deux ponts disulfures entre les cystéines 1-15 et 3-11. Entre les positions 8 et 11, les résidus
sont chargés et a partir de la position 16, le fragment hexapeptidique est hydrophobe.

Les isoformes de ET-1 sont trés similaires. Pour ET-2, la leucine-6 est subsituée par
le tryptophane et la leucine remplace la méthionine-7.

En ce qui concerne I’ET-3, les acides aminés des positions 2, 4, 5, 6, 7, 14 sont

permutés. Ainsi on retrouve successivement la thréonine, la phénylalanine, la thréonine, la

tyrosine, la lysine et la tyrosine.

4, 1. 3. Mécanisme d’action des endothélines

L’ET-1 se lie au récepteur de la protéine-G pour activer la phospholipase C. I en
résulte une augmentation de la formation des inositols tris- et bisphosphonates et 1,2-O-
diacylglycérol, avec une stimulation de la protéine kinase C. Cette cascade est impliquée
dans I’élévation de la concentration en calcium intracellulaire et dans la phosphorylation
des chaines légéres de la myosine, ce qui conduit a des contractions au niveau des

vaisseaux sanguins.

4.1.4. ECE/EPN/ECA

L’ECE-1 humaine partage 37 % d’homologie dans la séquence en acides aminés

avec l’endopeptidase neutre, EC 3.4.24.11 (EPN), une autre métalloprotéinase appelée
aussi néprilysine.137 Cette derniére est responsable de la dégradation protéolytique du

peptide natriurétique atrial (PNA), un puissant agent vasorelaxant et natriurétique138 ainsi
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que de celle de la bradykinine, un autre peptide vasoactif (Figure 4.1).139 Une autre enzyme
impliquée dans le métabolisme des neuropeptides est ECA, ’enzyme de conversion de
I’angiotensine (EC 3.4.15.1). Cette derniére est impliquée dans 1’activation et I’inactivation
de peptides vasoactifs en transformant 1’angiotensine I en angiotensine II et en dégradant la
bradykinine (Figure 4.1). Dans la recherche d’inhibiteurs dirigés contre ECE, des tests
biologiques sont également effectués sur EPN et /ou ECA afin d’étudier la sélectivité des

composés.

4. 1. 5. Implications thérapeutiques

Depuis une quinzaine d’années, les rbles physiologiques et pathologiques des
endothélines ont fait ’objet d’une recherche intensive.'*" Les ET, par leur fort pouvoir de
vasoconstriction, jouent un rodle clef dans I’organisme. Cependant, leur surproduction peut
engendrer a long terme une hypertension soutenue que le corps ne peut supporter. Ainsi, de
nombreux organes traversés par le sang qui véhicule ’ET peuvent ressentir les effets

vasoconstricteurs et &tre perturbés. Le tableau suivant indique les effets physiologiques des

endothélines et leurs implications thérapeutiques possibles141 :



Tableau 4.1 Implications physiologiques possibles des ECE et effets bénéfiques

Rdoles pathophysiologiques pour lesquels les endothélines
peuvent étre impliquées

Actions bénéfiques

régulation de la pression sanguine,
fermeture des vaisseaux ombilicaux,
cicatrisation des blessures,

contrble des menstruations

Systéme cardiovasculaire

Bronchoconstriction
Action neuronale

Action sur le syst¢me endocrine
Maladies rénales

Désordre vasculaire

Cancer des poumons

Dommage de la muqueuse gastrique
Désordre gastrointestinaux
Désordre du systéme

reproducteur féminin

infarctus du myocarde, défaillance cardiaque,
arythmie, angine instable, hypertension
hypertension pulmonaire, asthme
vasospasmes cérébraux

défaillance rénale

Athérosclérose, complications diabétiques, efc.

4. 2. Les inhibiteurs de ECE

4. 2. 1. Comment contrdler la surproduction des ECE ?

73

L’implication des endothélines dans un certain nombre de troubles physiologiques a

poussé la recherche a concevoir des moyens pour contrdler les effets de ces peptides. Le

développement d’antagonistes sélectifs des récepteurs de 1’endothéline et/ou I’extension

d’inhibiteurs peut constituer une solution thérapeutique pour le traitement de certaines

maladies humaines. D’ores et déja, un nombre considérable d’antagonistes sélectifs ou non

ont été synthétisés par plusieurs compagnies pharmaceutiques.142 Cette approche agit en

aval de la production.

Une autre stratégie consiste a agir en amont et donc a inhiber directement la

biosynthése de ET-1. Une des difficultés principales est que plusieurs enzymes sont



74

capables de convertir big ET en ET in vitro, en particulier la pepsine et la cathepsine p.!#3

Il n’existe cependant aucune preuve d’une activité similaire ir vivo.

4. 2. 2. Conception d’inhibiteurs

En raison de la grande homologie entre ECE et EPN, des inhibiteurs dits doubles
ont été synthétisés par des industries pharmaceutiques.]44 Ces inhibiteurs non sélectifs
inhibent ECE-1, ce qui supprime la biosynthése de ET-1, et inhibent EPN, ce qui augmente
le taux de PNA. Il s’ensuit des effets antihypertensifs, natriurétiques et diurétiques
bénéfiqucs dans le traitement des dysfonctionnements cardiovasculaires et rénaux. Ce
concept peut étre étendu a une inhibition triple de ECE-1, EPN et ECA. En effet, ces trois
enzymes sont des métalloprotéines a zinc dont I’activité peut étre inhibée simultanément
par un groupe chélateur du zinc (GLZ). Ce groupe remplacerait la liaison peptidique P1-P1’

clivable.

4., 2.2. 1. Inhibiteurs doubles de ECE/EPN

Un des inhibiteurs les plus connus est le Phosphoramidon (Figure 4.3), disponible
commercialement. De fortes concentrations de ce composé bloquent 1’action de ECE sur
big ET in vitro et in vivo."® Mais la liaison acido-labile P-N le rend inapproprié pour le
développement d’un médicament actif par voie orale. D’autres dérivés ont été préparés en
se basant sur la structure de cet inhibiteur. *® Pour pallier le probléme de la fragilité de la
liaison I-N, un groupe méthyléne a été incorporé entre P et N comme dans CGS 26303
(Figure 4.3).147 Des acides aminophosphoniques dipeptidiques ont également été
synthétisés, comme par exemple les produits de Banyu148 (4.1), testés sous forme d’un
mélange de diastéréoisomeres, et de GlaxoSmithKline (4.2), comme seul diastéréoisomere

de stéréochimie inconnue (Figure 4.3).149



HO OH
HO fo)
OH o /
O\ ”/N
A \_./’(N
OH B\H CO,H
Phosphoramidon

ECE IC5q = 1-4 pM
EPN ICs, = 4-30 M

41
(Banyu)

ECE ICsg = 260 nM
EPN ICsg = 140 nM
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CGS 26303
(Novartis)

ECE IC59 =410 nM
EPN IC55= 0.9 nM

o0” >N Yo
? N_ _coH
HO-P” "N b
HO O =
/
4.2 N
H

(GlaxoSmithKline)

ECE ICsq = 52 nM
EPN ICso = 1 pM

Figure 4.3 Quelques inhibiteurs doubles ECE/EPN et leurs activités

4. 2. 2. 2. Mode de liaison présumé des inhibiteurs dans le site actif de EPN

Comme il a déja ét€é mentionné dans le paragraphe 4. 1. 4., EPN peut constituer un

bon modele pour étudier les inhibiteurs de ECE en raison de ’homologie de séquence entre

les deux enzymes. De plus, ECE et EPN sont inhibées par le phosphoramidon. La figure 4.4

présente le mode de liaison présumé de ce dernier avec le site actif de EPN. Il est

raisonnable de penser que I’inhibiteur interagit de maniére similaire avec le site de ECE.
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site actif de EPN

S1 s
//""“‘\..
F : Hi
( I858f7 |U 46
| @ H3C Arg74 S Ar9102 |
| s |-|
) o ?Hz , HzC

H 1
Rhamnosyl—O—llD——N——CH—C N—C—COO @ Phosphoramidon

Figure 4.4 Mode de liaison du Phosphoramidon dans le site actif de EPN proposé par

150 . . . e, e,
Roques et coll. ™ Les résidus du site actif identifiés par mutagenése dirigée sont indiqués.

4. 2. 2. 3. Inhibiteurs triples de ECE/EPN/ECA

En général, de tels composés sont de puissants inhibiteurs vis a vis de EPN mais

sont rela.vement modestes contre ECE. Le plus puissant inhibiteur de cette série est SCH

54470 (Figure 4.5), un acide phosphinique.151
NH,

SCH 54470
(Schering)

ECE IC50 = 70 nM

EPN ICso = 90 nM
ECA [Csp = 2.5nM

Figure 4.5 Un inhibiteur triple de ECE/EPN/ECA
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4. 2. 2. 4. Inhibiteurs sélectifs des ECE

Un certain nombre d’inhibiteurs sélectifs des ECE ont été découverts. Certains sont

des produits naturels comme FR 901532"% et B 90063"° (Figure 4.6) isolés
respectivement, de cultures de Stretosporangium et de Blastobacter. D’autres furent

découverts apres un criblage systématique des banques de produits synthétiques comme par

exemple SM-19712'>* et PD 069185 (Figure 4.6)."
produits naturels :
OH O OMeOH - oH  OH o
[ 7
NANg g N
N 7 "N
\ /
- =)
FR 901532 B 90063
(Fujisawa) (Sankyo)
ECE IC50 = 140 nM ECE IC50 = 900 nM
EPN IC5o > 100 uM EPN IC50 = 70 uM
produits synthétiques :
Me CN o Q\SI/O J/\N)
q .
N \ N)\\N \O\ HN
NN Na cl
| N
N/)\CCla
SM-19712 PD 069185
(Sumitomo) (Pfizer)
ECE ICsp = 42 nM ECE ICsq = 900nM
EPN inactif EPN inactif

Figure 4. 6. Inhibiteurs sélectifs des ECE
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4. 2. 3. Conclusion

Le role des endothélines dans le corps humain est capital. Ainsi, un déréglement de
leur biosynthése peut avoir de graves répercussions sur la santé. Par conséquent, la
découverte d’agents thérapeutiques capables de bloquer leur production ou d’empécher leur
fixation sur les récepteurs peut constituer une solution thérapeutique. D’ores et déja, les
résultats pré-cliniques et cliniques obtenus semblent conforter cette hypothése. Certains des
inhibiteurs présentés sont entrés en phase préclinique et ont démontré des effets bénéfiques
pour le traitement de certaines maladies cardiovasculaires comme 1’hypertension ou
I'infarctus du myocarde....156 Bien que le développement des antagonistes des récepteurs
ETA ou ETA/ETjy soit plus avancé que celui des inhibiteurs, il est important de continuer a
développer les deux modes d’inhibition car le choix de I'une ou [’autre approche
thérapeutique dépendandra de la maladie et/ou du patient lui-méme.">’ A notre

connaissance, le marché actuel ne comporte pas de produits concernant 1’inhibition des
ECE.



Chapitre 5

Conception et synthése de molécules inhibitrices de ECE,
possédant un acide phosphonique

comme groupe chélatant
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5. 1. Objectifs

A partir des inhibiteurs décrits dans la littérature, nous avons envisagé la méme

approche que pour les inhibiteurs des MPM,158 a savoir une augmentation des contraintes
sur des molécules acycliques. Ce concept, efficace dans le cas des MPM, repose sur le fait
qu’en limitant les degrés de liberté du substrat, on espére le fixer dans sa conformation

bioactive, soit celle reconnue par I’enzyme, et ainsi augmenter son efficacité en tant
qu’inhibiteur.159 La littérature est riche de nombreux exemples dans lesquels des
inhibiteurs acycliques de type peptidique ont ét€ modifi€s en inhibiteurs non peptidiques a
base hétérocyclique comme une lactame.'®

Autre difficulté liée a la conception d’inhibiteurs, il n’existe a ce jour aucune
donnée cristallographique concernant les ECE. Notre travail repose donc sur des structures
d’inhibiteurs déja connues. Ainsi, les ECE étant des enzymes dépendantes du zinc, il n’est

pas surprenant de retrouver des groupes chélateurs du zinc (GCZ) dans la structure de leurs

inhibiteurs. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec des acides phosphoniques. Ces

. . .. L q: s 161 .. 162
derniers sont d’importants pharmacophores en chimie médicinale, ~~ en agrochimie ~ et

. . e oA e . 163 o

dans bien d’autres domaines d’intérét chimique. ~ Ils sont connus pour leur activité
. 164 . 165 _ . . g g . - 166

antivirale,  fongique ~ mais aussi pour leurs propriétés antibactériennes.” Ils sont

souvent préférés a leurs analogues acides carboxyliques167 ou phosphates,168 afin d’éviter
les problémes d’instabilité métabolique.
En se basant sur la structure d’un inhibiteur sélectif acyclique rapporté dans la

127

littérature, ©* il est possible de concevoir des molécules cycliques analogues. Ainsi les

composés suivants peuvent &tre obtenus :
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différents substituants,
différentes stéréochimies

(Glaxo Smith Kline)
ECE 52 nM

EPN 1000 nM groupe chélateur du zinc
acide phosphonique ou autre

acide aminé,
peut varier

stéréochimie variée
0,1

n
Figure 5.1 Conception de molécules cycliques a partir d'inhibiteurs connus

Le but de ce travail est de synthétiser des dérivés de la proline et de 1’acide
pipécolique présentant un acide aminé latéral, un acide phosphonique comme groupe
chélateur du zinc et de substituer chacun des centres du cycle par des groupements
fonctionnels variables et de stéréochimie connue. Cette étude a été jugée nécessaire car les
conformations bioactives des molécules acycliques ne sont pas connues. Tester chaque
diastéréoisomeére synthétisé permettrait d’avoir plus d’informations sur les exigences du site

actif et donc d’établir une SAR.

5. 2. Les acides phosphoniques

5. 2. 1. Généralités chimiques

L’étape clé de cette synthése est la création d’une liaison P-C & partir d’un ion N-

acyliminium, c’est-a-dire 1’addition d’un composé organophosphoré sur un électrophile de
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type iminium. Ceci n’est pas sans rappeler la réaction d’ Arbuzov'® impliquant la réaction
de trialkyles phosphites sur des dérivés halogénés. Une autre réaction, connue sous le nom
d’ Abramov, est I’addition de phosphites dialkyles (RO),P(O)H sur des aldéhydes, avec
I’aide d’une base, pour préparer des a—hydroxyphosphonates.”o

L’addition de phosphites sur des ions iminiums fut pour la premiére fois rapportée

par Shono et coll. en 1981 (Schéma 5.1)."™"

R Acide de Léwis R R R
( (TiCly) CJN/ ® P(OR); [ l!l/
r @1 _oR -OR
X -R- R
RO-R\ RO
2 e
X = OMe i Cl |
R = Alkyle

GEA = groupe électroattracteur

Schéma 5.1 Formation de phosphonates a partir d’ion iminium

La réaction de carbamates o.-méthoxy méthylés avec des trialkyles phosphites, en
présence de BF;.0Et; ou TiCly dans le dichlorométhane pendant 2 a 18 heures a
température ambiante, conduit a des dérivés d’acides aminoalkylphosphoniques avec de

bons rendements.

5. 2. 2. Les phosphonates en tant qu’analogues d’état de transition

Dans le concept des analogues d’état de transition, la stratégie adoptée consiste a
substituer la liaison amide hydrolysable par un groupement susceptible de réagir avec un
nucléophile du site actif de I'enzyme, et de générer ainsi un adduit stable qui ressemblerait a
I'intermédiaire tétraédrique de la protéolyse. Selon une hypothése émise par Pauling,]72 une
molécule stable qui mimerait la structure du substrat dans son état de transition aurait une

bien meilleure affinité pour 'enzyme que le substrat lui-méme dans son état fondamental.
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L'enzyme développe en effet une affinité accrue mais fugitive pour le substrat dans
son état de transition, le site actif étant modelé pour accommoder cet état. S'il existe un
intermédiaire instable au cours du cycle réactionnel, 1'état de transition ressemblera a cet

intermédiaire (postulat de Hammond), en l'occurrence a l'intermédiaire tétraédrique

correspondant a la réhybridation sp2 > sp3 du carbone central.

Un inhibiteur qui ressemblerait au substrat dans son €tat fondamental ne pourrait
espérer se lier avec 1'enzyme qu'avec une affinité voisine de celle du substrat.

La conception d'un inhibiteur analogue de 1'€tat de transition repose sur une
compréhension mécanistique détaillée de la machinerie catalytique afin de concevoir des
molécules stables qui ressemblent aux intermédiaires labiles. Les phosphonates sont de
bons mimes de 1’état de transition et ont été largement utilisés en tant qu’hapténes dans les
études concernant les anticorps catalytiques.173 IIs ont ét€ incorporés dans des peptides
pour mimer I’intermédiaire tétraédrique lors de I’hydrolyse d’un lien amide. Non seulement
la géométrie autour du phosphore ressemble a celle de I’intermédiaire mais la longueur de

liaison P-O est proche de la longueur d’une liaison C-O lorsque I’état d’hybridation du

o 3 174
carbone passe de sp” a sp” (Figure 5.2).
La charge qui se développe durant I’état de transition est aussi €égale a la charge

portée par un phosphonate.

O’ o (')( e

\\~_’ P":__,

)\'uo el Ye)

P” “NHP RO™ %z

P, P' = peptide Z = inhibiteur

R = Me, H

(a)
(b)

Figure 5.2 (a) Intermédiaire tétraédrique lors de I’hydrolyse d’une liaison amide, mimé par

(b) un inhibiteur contenant un phosphore

Notre recherche d’inhibiteurs d’ECE nous a conduit a choisir les acides

phosphoniques, non seulement pour leur capacité de chélation avec le zinc du site actif
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mais aussi parce qu’ils peuvent étre de bons mimes de ’état de transition qui se développe

lors de I’hydrolyse de la liaison peptidique.

5. 3. Rétrosynthése

Deux chemins rétrosynthétiques (Figure 5.3) sont envisageables selon que

I’inhibiteur incorpore un (R;) ou deux substituants (R; et Ry).

couplage T alkylation
peptidique _VoieA de I'énolate
|
R, Ry } R, Ry Ry
iti=H
a Qs Z—l
Qb/zzg\«v Rs - \i:,\»a N CO,H fr— G;N CO.Me fr— Oﬂ‘cone
HO oHH  AN— RO" R Boc Boc Boc
CO2H | 1 m
formation du phosphonate H
«—| par addition sur ion
N-acyliminium
U N CO,Me acide
V 9 ‘e _B, @Eloc pyroglutamique S
Iv H
\ R
Pad -
alkylation |-~ I—S\/OTBDPS _[~\_oreops
de I'énolate 07N — O™\
Boc T Boc
\" Vi
addition de
cuprate

Figure 5.3 Chemin rétrosynthétique a deux voies, l'une menant aux composés

monosubstitués et ['autre aux composés disubstitués
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Dans le cas d’une monosubstitution sur le cycle de type pyrrolidine, la voie A
(Figure 5.3) est utilisée. Les produits cibles résultent d’un couplage entre un acide aminé et
I’intermédiaire I. Le phosphonate sur C5 provient de I’addition d’un phosphite sur 1’ion
acyliminium II qui provient de la réduction sélective du carbonyle de la lactame. Le

substituant sur C4 (R;) provient de 1’alkylation asymétrique de I’ester pyroglutamique III
via un énolate de lithium. La synthése débute a partir du chiron'” acide pyroglutamique de

stétéréochimie fixée, S dans ce cas.'’® Le méme type d’approche peut étre envisagé sur
I’énantiomere R pour conduire a une série image dans laquelle le centre C2 est inversé.
Cette série a été synthétisée peu de temps apres par Guillaume Charron, membre du groupe
du Prof. Stephen Hanessian, dans le cadre de sa maitrise.

Dans le cas ot le cycle est disubstitué, la voie B (Figure 5.3) est utilisée. Elle differe
pour les premiéres étapes puisqu’il faut d’abord former le cycle insaturé VI pour pouvoir
additionner via un cuprate le premier groupe alkyle (R;) en C3 (Figure 5.3, V). Pour la
suite, la synthése reste identique a la premiere voie de synthése. Cette méthodologie
consistant a greffer deux substituants a été développée par Dr Philippe Nakache dans le

cadre de son année post-doctorale et ne sera pas rapportée dans ce mémoire.

Une particularité de I’acide pyroglutamique et de ses dérivés est que son centre C2
est difficilement épimérisable. Un tel systéme peut développer une tension allylique 1,2 et

1,3.177 Ces tensions sont représentées sur les structures de la figure 5.4.
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a) CO,Me
) ® Ox TA'3 minimisée
. S~ A
o) CO,Me =— — T o>__ Eo
N 2 [PV N 0-C N OBu
Boc Bu'O ) el
51 Sy \\_/ it Oe
) TA!3
| Il
CO,Me
® TA2minimisée
(- ST = =L
SN~ ~COMe = \—’fMeOZC N~Boc
Boc TAT2Z N\
H
ion iminium m v

b)

— o= = conformation IV

Figure 5.4 a) Tensions allyliques 1,3 et 1,2 (TA 13 et TA '?) sur les dérivés de l'acide

pyroglutamique b) Minimisation énergétique de ['ion iminium par Chem 3D pro7

Le substituant en C2, par exemple un ester dans le cas de I’analogue 5.1, se place de
telle sorte que la tenston allylique 1,3 (TA ') soit minimisée (Figure 5.4, IT). On peut dire
que le substituant en C2 est en position pseudo-axiale.

Lorsqu’un ion iminium est impliqué comme un état intermédiaire lors d’une
réaction, on parle alors de la minimisation de la tension allylique 1,2 (TA ') qui place

aussi le substituant en C2 en position pseudo-axiale (Figure 5.4).
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5. 4. 1. Série (S)- substituée en C4 par un groupe allyl (ou propyl)-naphtalényle

5.4.1. 1. Synthése chimique

L’ester méthylique de P’acide (S)-pyroglutamique, protégé par un Boc, 5.1 (Schéma

5.2), est préparé sur plusieurs dizaines de grammes & partir de la voie habituelle utilisée

dans le laboratoire, a savoir réaction avec le diazométhane pour former I’ester méthylique

et protection avec le dicarbonate de di-terz-butyle.

1. CHN,

2. Boc,0, Et3N, DMAP cat.,
CHsCN
OEN\C02H 3 Oﬂchone

H 80% Boc

acide 5.1
pyroglutamique S

A\ A\
07\/—N_>‘COZMe + 07y TCOMe
Boc Boc
5.2 5.2
63%
7.8:1

Schéma 5.2 Alkylation sélective anti

Lorsque 1’azote de 1’acide pyroglutamique est

3. LIHMDS, RBr
THF, -78°C, 6h

CO,Me

N
Lig\ “Boc

RBr
\A

attaque anti

protégé par un groupe

électroattracteur comme un Boc, le caractére du carbonyle de la lactame ressemble plus a

celui d’une cétone. Il devient alors possible d’alkyler en position o du carbonyle de la

lactame en utilisant une base forte comme 1’hexaméthyldisilylamide de lithium. Il est admis
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que 1’électrophile préfere attaquer par la face opposée au groupe carboxyméthyle (Schéma
5.2).178 La sélectivité obtenue dépend de la taille de ’alkylant. Ainsi, avec un groupe assez
volumineux comme I’allyle naphtalényle, la sélectivité observée est assez bonne puisque le
produit “‘ans 5.2 est obtenu dans un ratio de 7.8 : 1. Signalons que le réactif, le bromo-
propényl naphtaléne est préparé en trois étapes a partir du 1-naphtaldéhyde selon une

procédure déja utilisée dans le groupe.179

Le carbonyle de la lactame 5.2 est ensuite réduit sélectivement par le triéthyl
borohydrure de lithium,]80 acétylé puis traité avec le triméthylphosphite pour générer un

couple de diastéréoisomeres 5.3a et 5.3 (Schéma 5.3).

0

o
&

A\
A 4. LIEt,BH, THF, -78°C
n 5. Ac,0, Et;N, DMAP cat., CH,Cl,

6. P(OMe),, BF;.OEt, CH,Cl, /
O y7 Te0Me o (Meo)z(O)P“'Q‘COQMe + (MeOR(0)P=2n T COMe
0

ij 7

5.2 5.3a offet
©
AcO P 1:1.6 noesy
Ru, CO,Me ) R, COM 5.3p
3 H»Me
&+ ,4 v Y @ N
AcQ N =N
," _ Boc Boc
AL

Schéma 5.3 Formation des phosphonates en passant par l'intermédiaire acyliminium

Le produit de la réduction, un hémiaminal, est assez instable et est prompt a une
B-élimination pour former un éne-carbamate. L’hémiaminal brut est donc immédiatement
acétylé avec de I’anhydride acétique. L’acide de Lewis BF;.OEt, participe alors 4 la
formatic'. de I’ion acyliminium en venant chélater le groupe acétyle et donc en favorisant

Pexpulsion de 1’acétate (Schéma 5.3). L’espéce résultante formée in situ est tres
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épimeres phosphonates diméthylés 5.3a et 5.3B. La méme réaction a été tentée en utilisant
TiCls comme acide de Lewis mais dans ce cas le groupe protecteur Boc a été clivé. Les
deux phosphonates sont séparés par une chromatographie et la stéréochimie de chaque
isomere a pu étre attribuée par RMN du proton, en observant les effets NOESY entre les
protons sur C2 et C5.

Signalons également que la signature en RMN 'H de chaque isomére est
caractéristique et ce quel que soit le substituant en C3 et/ou C4. Les groupes méthoxy- du
phosphore apparaissent toujours comme deux doublets distincts dans le cas de 1’isomere

B et comme un multiplet pour I’isomére c.

Dans les étapes suivantes, la syntheése est conduite en parallele sur chacun des

diastéréoisomeres 5.3a et 5.33 (Schéma 5.4) :

0 OQ

A\ A\
%, 7. LIOH, THF/ H,0 5/4, 60°C (5.4a, 65%)
& 8. iPrL,NEt, EDC, HOB, L-Phe-OBu, 42%
(MeO)2(0)P*" N ~COMe (MeQ)(0O)P*" ‘
Boc Boc CO,'Bu
5.30 5.5a
e |
A\

9. TFA, CH,Cly, 57%
10. TMSBr, CH,Cl, 72%
(HO)(O)P*
CO.H

5.6a
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be b

N\ N\
-, 7. NaOH, THF/ MeOH 6/1 (5.4B, 54%) 3 9y
IL 8. Pr,NEt, EDC, HOBY, L-Phe-O'Bu, 48%
(MeO)o(0)P™ )\~ ~CO,Me (MeO)2(O)P™ ™ ‘
Boc Boc te} COQ Bu
5.3p 5.5
(2 |
N\
9. TFA, CH,Cly, 53% K H
10. TMSBr, CH,Cl, 76% N
hoTee (H0>2(0>P'(N—>j( i/\©
N COH
| 5.6p

Schéma 5.4 Suite et fin de la synthése des analogues de la série allyl-naphtalényle

L’ester méthylique en C2 est hydrolys€. Une différence de comportement face a
I’hydrolyse est observée. Le composé B s’hydrolyse avec NaOH 1IN en 16 heures tandis
que I’hydrolyse de I’isomére o nécessite LiOH, en chauffant & 60°C pendant deux jours.
Cette particularité sera étudiée et discutée dans un autre paragraphe. Notons toutefois que
les méthyles du phosphonate ne sont pas touchés dans ces conditions. L’acide obtenu 5.4
(Schéma 5.4) est directement mis a réagir dans le couplage peptidique suivant avec la
phénylalanine protégée sous la forme d’un ester tert-butylique. Cette premiere réaction de
couplage se fait dans les conditions classiques avec EDC, HOBt et DIEA. Le rendement est
satisfaisant mais différe d’un diastéréoisomere a I’autre. Les groupements protecteurs sont
clivés par TFA et le phosphonate est hydrolysé avec le bromure de triméthylsilyle.181 Il est
a noter que les produits finaux obtenus 5.6a. et 5.6 (Schéma 5.4) sont extrémement
polaires, difficilement manipulables. IIs seront utilisés tels quels sans purification

supplémentaire.
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A partir de I’intermédiaire 5.5q, il est possible d’obtenir I’analogue 5.8a (Schéma
5.5) en hydrogénant I’oléfine. Dans le méthanol, I’hydrogénation n’est pas compléte mais
ce probléme est résolu en utilisant I’acétate d’éthyle. Les dernieres étapes de déprotection

restent inchangées.

b L0

%,

O‘(n\f\g EioRs, 60 pol 80 " HY\Q
- EtOAC, 60 psi, B0% -
(MeO)z(0)P*" N Lo, GOUPSLETR  (MeO)(O)P! [;Bj(

Boc 0O Boc O CO,Bu

5.5a 5.7a

9. TFA, CH,Cl, 60% “ H
10. TMSBr, CH,Cl, 70% N
(HO)(O)P**
H 0 CO,H
5.8a

L : w

Schéma 5.5 Réduction de 1’allyl-naphtalényle

Afin de vérifier I’efficacité des acides phosphoniques en tant que groupes chélateurs
de Zn**, deux composés témoins 5.11 (Schéma 5.7) et 5.16 (Schéma 5.8) n’incorporant pas
cette fonction sont synthétisés. Donc en principe, ce genre de composés dépourvus de
groupes chélateurs ne devrait donner aucune activité biologique.

A partir de I'intermédaire 5.2 décrit précédemment, nous voulions, aprés avoir
hydrolysé 1’ester, coupler ’acide aminé. Mais il est impossible d’hydrolyser I’ester en
présence du Boc car le carboxylate généré vient directement cycliser sur le carbonyle de la

lactame et ainsi ouvrir cette derniére (Schéma 5.6) pour former 1’anhydride de I’acide

glutamique. Cette méme constatation a été rapportée par le groupe de Pedregal.182
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eo

( IO 0s_O__0
Gl NHBoc
Boc

Schéma 5.6 Réaction d’ouverture de la lactame lors de I’hydrolyse de l'ester

Par conséquent, il faut d’abord enlever le Boc avec du TFA, hydrolyser ’ester et
remettre le groupe protecteur sur I’amine de la lactame pour réaliser le couplage avec la S-

phénylalanine-O'Bu et obtenir I’acide 5.9 (Schéma 5.7).

3- LF/SHCHzC'a N 6. Pr,NEt, EDC, HOBt,
“ . NaOH, / Phe.Af ] -
' THF/H,0/MeOH, 3/2/1 , TLFF;\"‘Eg %‘: (56;3' 72%)
oﬂco M 5. BOCQO, EtaN, MeOH . g 2vi2, °
N 2Me
0PNy~ ~COH
Boc 84% Boc

5.2 59

@]
I O
jj C
ZI
O
&
I&

5.11

Schéma 5.7 Synthése du composé témoin avec un groupe allyl-naphtalényle

L’acide 5.9 donne, aprés couplage et déprotection des groupes fert-butyle et Boc par
du TFA, le premier témoin 5.11 (Schéma 5.7).
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Un second analogue témoin (5.16), ne comportant pas de groupe chélateur de zinc, a
été synthétisé (Schéma 5.8). Ce composé possede un groupement allyle en C4 et son

activité biologique sera comparée a celle de ’analogue 5.11.

)

A\ A\
3. LIHMDS, CHp=CHCH,Br

044:)\002,‘”8 THF, -78°C, 6h 4@\ +

O N C02Me o) N COgMe

BOC 75% Boc Boc
5.1
513
512 15:1

\> N\

4, TFA, CHoCl, / 6. iPro,NEt, EDCI, HOBY, /
5. NaOH, L-Phe-O'Bu, CH,Cl, (5.15, 75%) H
THF/H,O/MeOH, 3/21 7. TFA, CH,Cl, 67% N

5.12 2 OQ‘COZH 2Ulp, o o "
95% H H o CO=H
5.14 5.16

Schéma 5.8 Synthése du composé témoin avec un allyle en C4.

L’alkylation de 5.1 (Schéma 5.8) avec le bromure d’allyle permet d’obtenir les deux
diastéréoisomeres 5.12 et 5.13 sous forme d’un mélange quasi-égal et sé€parable. Ceci
permet d’avoir acces a deux précurseurs facilement fonctionnalisables grice a 1’oléfine
terminale.

Aprés hydrolyse de I’ester méthylique de 5.12 (Schéma 5.8), il n’a jamais été
possible de reprotéger I’azote de la lactame sous forme d’un groupe Boc. Ceci n’a pas eu de
conséquence sur le couplage et les mémes séquences réactionnelles ont conduit au composé
témoin 5.16 (Schéma 5.8). Les résultats biologiques de ce dernier sont rapportés et discutés

dans le chapitre 7.

5. 4. 1. 2. Résultats biologiques

Les résultats des tests enzymatiques des composés 5.6B, 5.6c, 5.8 et 5.11 ont été

décevants, aucune activité biologique n’ayant pu étre décelée. Ceci nous a obligé a revoir
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notre voie de synthése en fonction de la nature des substituants. I est possible que le choix
du groupe en C4 ne soit pas favorable. De plus, la manipulation physique des produits
finaux est problématique. Une plus grande attention doit étre portée a leur purification et a

leur solubilité. Ces problémes seront étudiés sur des composés modéles.

5. 4. 2. Série (S)- substituée en C4 par un groupe naphtalimidoéthyle

L’inventaire des inhibiteurs de ECE cités dans la littérature semble montrer
P’importance d’une chaine portant un groupe aromatique volumineux en o de I’acide
phosphonique (Figure 4.3, analogues 4.1 et 4.2). Aprés avoir obtenu une famille
d’analogues avec un groupe naphtalényle, il semblait intéressant de synthétiser une famille
avec un groupe naphtalimide comme dans 4.2, et ainsi de voir I’influence d’une fonction

imide sur I’activité biologique.

5.4.2. 1. Préparation des intermédiaires phosphonates avec un substituant

dérivatisable de type allyle ou cinnamyle

L’objectif est de synthétiser des dérivés possédant en C4 un groupe dérivatisable.
Cette approche permettra d’accéder facilement a divers analogues a partir du méme
intermédiaire avancé dont la stéréochimie des trois centres asymétriques est établie et
connue. Le schéma 5.9 illustre les différentes transformations chimiques réalisables & partir

d’un précurseur commun.
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Schéma 5.9 Dérivatisations possibles a partir d’un précurseur commun

Le premier substituant dérivatisable auquel nous avons pensé est le groupement
allyle. En effet ce dernier peut, aprés coupure oxydante de 1’oléfine, permettre

I’incorporation de différents groupements fonctionnels. En revanche, le faible
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encombrement stérique de I’allyle ne permet pas d’avoir une sélectivité lors de 1’étape

d’alkylation (Schéma 5.10).

R
S 4. LIEtsBH, THF, -78°C
. . Ll 3 s y < ©
3. LIHMDS, RCH=CH,CH,Br ., 5. Ac,0, EtsN, DMAP cat., CH,Cl
I)‘ THF, -78°C, 6h 40‘ 6. P(OMe);, BF5.OEt, CH,Cl,
07 N7 ~COMe 0=\~ ~COMe
Boc Boc
5.1 512R=H, 30%, 1.5: 1

5.17 R = Phényl, 57%, 3.5 : 1
R

R
: :

(MeO)z(O)P“'Q‘COZMe + (MeO)g(O)P’Q‘COZMe

Boc Boc
5.18a R=H, 5.188R=H,
5.19a R = Phényl, 5.198 R = Phényl,

Rdt global 75%, 5.18a.: 5.1881: 1.5
Rdt global 80%, 5.19a.: 5.1981: 1.9

Schéma 5.10 Accés aux intermédiaires dérivatisables

Ainsi deux isomeres en quantité quasi-égale et séparables sont obtenus (5.12 et
5.13), ce qui permet d’accéder a I’analogue avec le groupement allyle en C4 cis par rapport
a I’ester méthylique en C2 (schéma 5.8, 5.13).

Il est donc possible d’arriver aux mémes intermédiaires dérivatisables en greffant un
cinnamyle (Schéma 5.10, 5.17). L’alkylation, dans ce cas 13, est plus sélective (trans : cis
35:1).

La stéréochimie absolue des phosphonates dans la série allyle a été confirmée par
une €tude de diffraction des rayons-X des deux diastéréoisomeres (Figure 5.5). La

représentation ORTEP des structures se trouve en annexe.
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)

. 4
2
(MeO)z(O)P“'sQ‘COZMe

Boc
5.18a

)

,,“ 4

2
(MeO)z(O)P'Q‘COZMe

Boc
5.188

Figure 5.5 Représentation des structures cristallines des intermédiaires phosphonates

5.18a et 5.18B en mode bdtonnets (Mercury 1.1.2.)

(Ces structures cristallines obtenues sont représentatives de la conformation des deux
diastéréoisomeéres a I’état solide. La situation en solution peut varier.
L’analogue 5.18a semble assez ouvert, puisque les quatre groupes (Boc, ester, allyle

et phosphonate) semblent se diriger selon quatre orientations différentes. Le carbonyle du
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groupement Boc se dirige vers ’extérieur du pseudo plan formé par C2-N1-Boc. L’ester
méthylique est en position pseudo-axiale par rapport a I’hydrogéne en C2, plus dans le plan

du groupement Boc. La tension allylique 1,3 est ainsi minimisée.

Pour I’analogue 5.18, le groupe Boc est positionné de telle sorte que son carbonyle
minimise les interactions avec les substituants en C2 et pointe vers l’intérieur de la
molécule, le groupe rert-butyle vient pointer vers I’extérieur. Les méthoxyphosphonates

semblent se déployer pour protéger la face B du cycle.

Le tableau 5.1 énumere les angles de torsions sélectionnés pour les deux
diastéréoisomeres et ceux trouvés pour N-Boc-L—proline183 ainsi que le résultat des calculs
de planéité du cycle pyrrolidine. Les déplacements chimiques observés par RMN BC de
certains carbones y sont également rapportés. Les deux diastéréoisomeres ont des planéités
similaires, avec des déviations moyennes les plus faibles de 0.0505 A du plan formé par les
atomes N, C2, C3, C5 pour 5.18a et 0.0312 A pour 5.18B, considérant le méme plan. Les
cycles pyrrolidine de deux analogues sont moins planaires que celui formé par les atomes
C2, N, C5, C4 de N-Boc-L-proline (déviation moyenne minimale trouvée de 0.018 A).
L’atome sortant du plan considéré est le méme pour les deux diastéréoisomeéres, il s’agit de
C4 dont la distance d’éloignement est de 0.5740 A pour 5.18a.et de 0.5688 pour 5.18f
(dans le cas de N-Boc-L-proline, C3 s’éloigne du plan C2, N, C5, C4 de 0.521 A). Les
longueurs de liaisons qui constituent le cycle pyrrolidine sont sensiblement identiques pour
les deux diastéréisomeres.

La seule différence au niveau des déplacements chimiques observés par RMN C se
situe au niveau des carbones C5 et des méthoxyphosphonates. C5 est plus déblindé pour

I’analogue § que pour I’analogue o (§(C5)(5.18B) = 58.9 ppm, &C5)(5.18) = 53.2 ppm).
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Tableau 5.1 Angles de torsions sélectionnés, calcul de la déviation moyenne d’un plan

donné a partir de structures cristallines ; déplacements chimiques observés par RMN Be

N-Boc-L-proline 5.18a 5.188
T(NCy) -17 -11.1 +167.5
T(C2Cy) +31 +30.9 -27.8
C3Cy) -35 -39.2 +37.8
(C4Cs) +24 +32.04 -32.9
t(CsN) -4 -13.2 +16.57
t(BocNC,C44) -72 -48.6 -70.7
déviation moyenne 0.018 0.0505 0.0312
par rapport au plan
formé par les atomes fixés Cz, N, Cs5 Cq4 N, Cp, C3 Cs N, C,, C3,Cs
(rmsd)
S(rotameéres)
CO,Me - 173.4 173.4/173.1
NC=0 159.9/155.4 153.1 155.4/154.7
C, 58.8 58.9/58.5 59.2/58.2
Cs - 53.2 (d) 58.9 (d)
OCHj ( phosphonates) - 56.1, 55.1 54.3, 52.9
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5. 4. 2. 2. Etude sur les deux derniéres étapes d’hydrolyse

Les deux dernieres étapes de la synthése ont nécessité une mise au point des
conditions opératoires. En effet, I’hydrolyse par TFA peut perturber les essais biologiques
en raison des sels pouvant apparaitre. Par RMN "F, il apparait deux pics, 1'un
correspondant a un excés de TFA et 'autre, a un sel d’amine. Différents essais pour
€liminer les sels ont été test€s mais aucune méthode n’a donné satisfaction. L’hydrolyse a
également ét€ essayée avec HCI gazeux dans I’acétate d’éthyle. La réaction n’est cependant
jamais complete. L’utilisation de dioxane fournit une hydrolyse compléte au bout de 24 h,
avec chauffage ou pas selon les cas.

Des purifications par HPLC phase inverse ont également été tentées mais les
rendements en condition préparative restent trop faibles. Plusieurs résines ont été testées,
notamment une résine échangeuse d’ionsl84 mais 1a encore, la perte de matériel demeure
trop importante.

Aussi, la synthése a ét€ poursuivie jusqu’au produit final, entierement déprotégé.
Une résine spéciale de type CHP20® gel décrite par S. A. Biller'® pour purifier des acides
phosphoniques, n’a pas non plus donné de meilleurs résultats. Le probléeme majeur réside
non pas dans la réaction proprement dite avec le bromure de triméthylsilyle mais dans le
traitement de la réaction. Un mode opératoire satisfaisant a finalement ét€ mis au point et

schématisé a la figure 5.6.
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TMSBr

pH =3-3.5

——

NaOH 0.05M, 1 eq )

molécule

pH =6.9-7

iltration
purification par HPLC si nécessaire
+

lyophilisation

produit final
sous forme de mousse ivoire

Figure 5.6 Cheminement des manipulations apres réaction avec TMSBr

Aprés agitation dans ’eau pendant plusieurs heures a4 4°C, la suspension obtenue

apres ré- ction avec TMSBr est centrifugée, le culot est repris et lavé a 1’eau. Le pH

initialement tres acide (2-3 unités selon le composé) est ajusté a 6.8-6.9 avec une solution

de NaOH 0.05M. La solution obtenue est filtrée sur micropores et le filtrat est lyophilisé

pour conduire a une mousse de couleur ivoire, physiquement manipulable. Les problémes
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de solubilité des produits finaux ont donc été résolus. La purification, si nécessaire, s’opére

par HPLC en mode préparatoire apres analyse LCMS.

5. 4. 2. 3. Introduction de la diversité au niveau du substituant en C4 et au niveau de

I’acide aminé

L’oléfine est clivée par ozonolyse suivie d’un traitement avec le sulfure de
diméthyle (Schéma 5.11). L’aldéhyde obtenu est réduit sélectivement par le
tétraborohydrure de sodium pour former un alcool primaire 5.208 (Schéma 5.11). Ce
dernier est ensuite activé sous forme de tosylate qui est lui-mé€me déplacé par du
naphtalimidure de sodium. La réaction est lente, deux jours, mais le rendement est

acceptable (40 %).
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\ HO
/ 7i. 05, -78°C, CH,Cly/MeOH 1/1 /
k ii. Me,S, rt puis purif. rapide K
0,
(MeO)z(O)P’Q‘COZMe 8. NaBH,, MeOH, 0°C (MeO)g(O)P’Q‘COQMe
. Boc 79% Boc
5.19p 5.20p

(0
N
9. TsCl, Et3N, DMAP cat., CH,Cl, o) )

10. Naphtylimide Na sel,
DMF, 42% (apres 2 étapes),
11. LIOH, THF/ H,O/MeOH 5/4/, 86% ﬂ 12. Pr,NEt, EDCI, HOBY, L-Phe-OBu, 79%
(MeO)2(0)P™ ~~~CO,R

Boc
521B:R=Me
5228:R=H R
O 0] O 0
N N
(0] 7 o 7
- 13. HCl gaz, dioxane A
) H 14. TMSBr, CH,Cl, g ¥
(MGO)Z(O)P'QX \{t\© puis 1eq.NaOH 0.05M (NGO)(HO)(O)P’[h \{\@
Boc o CO2'Bu 64 % H o COH
5.23p 5.24p J

Schéma 5.11 Dérivatisation avec le naphtylimide, par réaction de substitution ; accés a
I’analogue (25, 4R, 5S)

Notons sur le schéma 5.11 que les conditions de couplage peptidique ont changé, de

6

meilleurs rendements sont en effet obtenus avec EDCI comme agent de couplage.18 Ce

dernier sera conservé par la suite sauf exception.

Plusieurs essais de substitution directe de I’alcool par le naphtalimide ont été tentés

dans les conditions de Mitsunobu, ° sans succés (Schéma 5.12), alors que cette méme

réaction fonctionne sur le cyclohexylméthanol pris comme un composé modéle.
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/ PPh,, DIAD, O "N” 0O
(MeO)a(O)P'Q*cozm.a H

Boc

5.208

25°C ou 60°C
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produit de
départ

Schéma 5.12 Essais de substitution directe de ’alcool dans les conditions de Mitsunobu.

Le méme intermédiaire 5.228 a ét€ couplé avec un autre acide aminé, le

tryptophane, afin d’observer I’influence de I’acide aminé sur I’activité biologique (Schéma

5.13). De nombreux inhibiteurs connus pour les ECE incorporent cet acide aminé (Chapitre

4, figures 4.3 et 4.5). 11 est peut-&tre un facteur essentiel a I’activité.

R

’& 12. Pr,NEt, EDCI, HOB,
(MeO)o(0)P™~~ ~COH L-Tryp-OCHj, CH,Cl,

o]

%,
‘.

N \
- (MeO)(0)P™ N NH

Boc 74% Boc § CO2:Me
5.22f 5.25p
( )
a%e
N
° )
13. LiOH, THFH,0, 5/4, 76% “,
14. TMSBr, CH,Cl, ) H
H o,
puis 1 eq. NaOH 0.05M, 90 % (NaO)(HO)(O)P \
N NH
H o COxH
5.26p

Schéma 5.13 Analogue (25, 4R, 5R) avec le tryptophane comme acide aminé latéral
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Les mémes séquences réactionnelles sont appliquées sur le précurseur 5.18a

(schéma 5.14) et aboutissent a la formation d’un autre isomeére, 1’analogue 5.240.

7i. O, -78°C, CH,Cl,/MeOH 1/1

ag¥

ii. Me,S, 1t
N\ 8. NaBH, MeOH, 0°C
9. TsCl, EtzN, DMAP cat., CHoCl, o] }
“ 10. Naphtylimide Na sel, DMF, 27% (aprés 4 étapes) .,
& 11. LIOH, THF/ H,0/MeOH 6/5/1, 60°C, 74% &
(MeQ)2(0)P N~ COMe (MeO)(O)P " N\~ ~CO2R
Boc Boc
5.18a 5.21a: R=Me

o
o

12. ProNEt, EDCI, HOB,

L-Phe-O'Bu, CH,Cl, O\‘(H\(\Q
(MeO),(O)P*
2 N Co,'Bu

33% Boc O

B
o

H
N
(NaO)(HO)(O)P“'[N—)‘(( ‘f\©
N % CoH

5.24a

5.23a

5

Schéma 5.14 Accés a isomere (25, 4R, 5R)

5.220:R=H

13. HCl gaz, dioxane
14. TMSBr, CH,Cl; puis 1 eq. NaOH 0.05M

15 % (aprés HPLC préparative)

L’hydrolyse de I’ester méthylique de 5.18a est plus difficile que pour celui de

I’isomére 5.18B. Les dernieres étapes sont inchangées. L’analogue 5.240. est obtenu dans

un faible rendement ; ceci est dii a la purification nécessaire dans ce cas-ci, réalis€ée par

HPLC préparative couplée au LCMS.



106

5. 4. 2. 4. Accés a I’analogue (25, 45, 5R)

L’allylation en C4 génére un couple de diastéréoisomeres dans un ratio 1: 1.5, ce
qui rend possible I’isolation de I’isomére 5.13, dont le substituant est cis avec I'ester
méthylique (Schéma 5.8). Par conséquent, un isomére de 5.240 (Schéma 5.14) avec la
stéréochimie (S) sur le centre C4est également synthétisé, ceci afin de voir si un
changement de stéréochimie sur ce centre a des répercussions sur I’activité biologique. La
synthése est identique a celle de ’analogue 5.240 (Schéma 5.14) mais la formation du

phosphonate génére deux diastéréoisomeres non séparables 5.27 (Schéma 5.15).

A\ N

4.LiEt;BH, THF, -78°C
5. Ac,0, Et;N, DMAP cat., CH,Cl,
6. P(OMe)3, BFS.OEt2_ CH20|2

0N\~ ~COMe 45% (MeO)2(0)P™ >\~ ~COMe
Boc Boc
5.13 5.27: mélange de diastéréoisomeéres

non séparables

X

0
N
7. O, -78°C, CH,Cl/MeOH 1/1 4
8. NaBH,, MeOH, 0°C a tp, 84% 11. LiOH, THF/ H,0/MeOH 5/4/1, 86%
9. TsCl, EtzN, DMAP cat. CHyClp, 73% 12. Pr,NEt, EDCI, HOBY,
10. Naphtylimide Na salt, DMF, 52%  (Me0),(0)P - N~ ~CO;Me L-Phe-OBu, CH,Cl,, 75%
Boc
5.28
(o (o
N N
o) o

13. HCl gaz, dioxane
14. TMSBr, CH,Cl,

H
ll:l' puis 1 eq. NaOH 0.05M " N
(MeO)(O)P* ™y (NaO)(HONO)P*'" N
Boc O CO2Bu COoH

38% H o

5.29 5.30

Schéma 5.15 Synthése du dérivé naphtalimidoéthyle (2S, 4S, 5R)
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La synthese est poursuivie sur le mélange 5.27. Lors de la purification qui suit le
couplage peptidique, un seul des deux diastéréoisomeres possibles est récupérg, il s’agit de
5.29 (Schéma 5.15). 11 est possible que lors de I’étape de formation du phosphonate, un
isomére se soit formé de fagon majoritaire et qu’au fur et a mesure des purifications,
I’isomeére minoritaire se soit perdu. Les demiéres étapes de synthése restent identiques a
celles utilisées pour la séparation des analogues précédemment décrits. Elles aboutissent a
la formation de 1’analogue 5.30 (Schéma 5.15) possédant le groupe naphtalymidoéthyle en
C4 cis par rapport au substituant en C2.

5. 4. 3. Série (S)- substituée en C4 par un groupe isobutyle

Une série de deux diastéréoisomeres est synthétisée avec un groupe isobutyle en C4,
ceci afin de vérifier si Pactivité biologique varie avec la taille du substituant en cette
position. Cette série sera alors comparée avec celle possédant un groupement volumineux
(un naphtalimidoéthyle) a la place de I’isobutyle.

L’intermédaire commun 5.1 est alkylé avec le bromure de 2-méthyle-2-propéne
pour donner deux diastéréoisomeres dans un ratio quasi identique (1.5: 1 en faveur du
trans) séparables par chromatographie. L’absence de sélectivité est attribuée au groupe
alkylant qui n’est pas assez encombrant pour induire une différence lors de I’attaque.
L’oléfine 5.31 est ensuite réduite pour former ’isobutyle de 5.32 (Schéma 5.16) par
hydrogénation en utilisant le catalyseur de Pearlman. La formation du phosphonate est

identique aux autres dérivés.



3. LIHMDS, CH3(CH=CH,)CH,Br
THF, -78°C, 6h,
1.5:1, (5.31, 30% trans)

4. Hy, Pd(OH), 10%/C, -
O%Q\cone EtOH, 60 psi, 95% OIN}‘COQMG

Boc Boc

5.1 5.32

r r

4 ”,

(MeO)z(O)P“'Q‘cone + (MeO)z(O)P"Q‘COZMe

Boc Boc
5.33a. 5.33p

5.330.:5.338 1:1.2

Schéma 5.16 Acces aux phosphonates avec un isobutyle en C4
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5. Super-H, THF, -78°C
6. Acy0, EtaN, DMAP cat., CH,Cl,
7. P(OMe), BF;.0Et, CH.CI,

69%

Les deux diastéréoisomeres phosphonates 5.33ct et 5.338 sont séparés et leur

stéréochimie est déterminée par RMN 'H. Dans le cas de I’isomere 5.338, les protons

portés par C2 et C5 présentent des effets NOESY, ce qui atteste d’une stéréochimie cis

entre ces deux centres stéréogéniques.

La synthése est poursuivie en paralléle sur chaque diastéréoisomere (Schéma 5.17).
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(Meo)z(O)P‘"Q‘COZMe

Boc
5.33c

10. HCI gaz, dioxane
11. TMSBr, CH.Cl,
puis 1 eq. NaOH 0.05M
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9. ProNEt, EDC, HOBt,
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9. PrNEt, EDC, HOBY,
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Schéma 5.17 Accés aux analogues avec un isobutyle en C4
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’I’. H
N
(Me@ﬂ@P“‘Qﬁ( \‘/\©

Boc 0 COztBU
5.350

Boc O
5.358

Ainsi deux autres analogues 5.360 et 5.36 (Schéma 5.17) sont obtenus dans des

rendements comparables et acceptables. Ils possédent un groupe isobutyle en C4 et sont de

stéréochimie opposée au niveau du centre CS.

5. 4. 4. Etude préliminaire du comportement de chacun des diastéréoisoméres

face a I’hydrolyse de I’ester méthylique en C2

Au cours de cette étude, une différence de comportement dans 1’hydrolyse de 1’ester

en C2 entre les isomeres phosphonates a €té observée et ceci quel que soit le substituant en

C4. Ainsi, il est apparu que I’isomére B au niveau du phosphonate s’hydrolyse plus
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rapidement que son analogue a. Cette observation nous a conduits a suivre I’hydrolyse de
deux composés témoins par RMN du phosphore (Figure 5.7).

Nous ne disposions pas pour faire cette €¢tude cinétique d’isomeres a et  possédant
des groupes similaires en C4. Nous avons utilisé 1’analogue 5.19a. avec un cinnamyle en
C4 comme modéle représentatif des isomeres a et 1’analogue 5.18p avec un allyle en C4
comme modele représentatif des isomeres 3. Nous supposons alors que le substituant en C4
n’a pas d’influence sur I’hydrolyse des analogues. Ceci semble étre justifié puisque nous
avons vu au cours de notre recherche que tous les isoméres o, quelque soit le substituant en
C4, partageaient le méme comportement face a 1’hydrolyse.

La figure 5.7 illustre le suivi par RMN *'P de I’hydrolyse de I’ester en C2, en
fonction du temps pour chacun des composés. L’hydrolyse du composé 5.19a. est sans
surprise, 1’intensité du pic a 26.05 ppm correspondant au phosphore de 1’ester de départ
diminue au fur et a mesure qu’un autre pic a4 27.45 ppm correspondant au phosphore de
I’acide carboxylique se forme (Figure 5.7A). L’hydrolyse de tous les analogues o est lente
et nécessite deux jours, 4 60°C pour étre compléte. L hydrolyse de tous les analogues B
semble étre plus rapide, il n’est pas nécessaire de chauffer pour que la réaction soit
compléte en 52 h (d’aprées le suivi par CCM).

L’hydrolyse du composé 5.18p est différente de celle du composé 5.19a. L’intensité
du pic du produit de départ & 26.91 ppm diminue au fur et a mesure qu’un groupe de deux
signaux apparait au bout de quinze minutes (Figure 5.7B). Au bout de 1 h 40, seuls sont
observés les signaux a 28.06 et 27.73 ppm. Les deux signaux sont les seuls apparents sur le
spectre pendant deux heures environ, temps au bout duquel ils diminuent au profit de deux
pics se formant vers 25 ppm, correspondant a 1’acide. Au bout de 5 h, environ 10% d’acide
est formé. A 26 h correspond a 50% environ de conversion de 1’intermédaire en produit. A
52 h, les signaux de 1’intermédaire sont encore visibles mais en général, au bout de ce
temps la réaction semble étre compléte par CCM. C’est seulement apres trois jours de
réaction que tous les signaux de I’intermédiaire ont complétement disparu et que seuls les
pics de I’acide a 25.02 ppm sont visibles.

Les spectres indiqués sur la figure 5.7 sont ceux dont les changements d’intensité

des signaux sont significatifs. Les signaux obtenus apres 26 h ont été alignés manuellement
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car leurs spectres ont été imprimés a des échelles différentes et les signaux se sont déplacés
légérement au cours de 1’expérience (manque de calibrage par rapport au solvant utilisé).
Lors de I’expérience, les spectres sont enregistrés a des temps a intervalle régulier mais ils

n’ont pas tous été rapportés dans la figure 5.7 (Voir partie expérimentale, XI. 7.).
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Figure 5.7 Suivi par RMN *'P de
I’hydrolyse de phophonates « et Bou I
représente l'intermédaire, P le produit et
S le substrat de la réaction ; les fleches
indiquent les déplacements chimiques en
ppm; t représentent les  temps
d’hydrolyse auquel un spectre RMN est

enregistré
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Les signaux attribuables au produit P sont doubles, ceci est probablement di a
I’existenre des deux rotameres du produit.

Ce suivi de ’hydrolyse a entrainé une étude plus approfondie par RMN *'P mais
aussi par RMN 'H et ">C avec température variable. Il semblerait qu’il se forme un
intermédiaire lors de I’hydrolyse. Des tentatives pour piéger ce dernier en abaissant la
température ne nous ont néanmoins pas permis de lui attribuer une structure précise. Mais

des hypothéses concernant le mécanisme peuvent étre proposées (Schéma 5.18) :
Voie A

L L
PN S
MeO\ MeO.. l Qo O IMeO_ l ¢ )
M O. = O
w LIOH [MeOg \D/COMe eto Meoé\Q_;Fo o e H
RBoc RS RB
Boc Boc RBoc
| I
Voie B
L@
i
0 MeG Meo® O~ _q| _ H@O\ o
OMe -4 MeO—L ’O ol o Y O o
K/—Z— Meo" of I'm O’P\Q—.I: OH e P\4—,\f
Boc RBoc © RN MeO
- Boc RBoc

mn v

Schéma 5.18 Différents mécanismes possibles pour I’hydrolyse des phosphonates [

Des précédents dans le groupe concernant ’hydrolyse d’un ester méthylique en
présence d’un phosphonate ont montré que le carbonyle de 1’ester est le groupe le plus
électrophile. C’est donc lui qui subit 1’attaque de I’hydroxyle. 188

Sur le schéma 5.18, le cycle est représenté plan pour faciliter la visualisation des
mécanismes. En réalité, un tel systéme n’existe pas sous cette forme.

La voie A présume une coordination d’un ou deux intermédiaires tétrahédriques par
attaque externe de LiOH. La voie B présume une participation du phosphonate et la
formation transitoire d’un anhydride mixte IV. Un anhydride mixte C-P pentacoordiné, de
structure voisine a celle de I'intermédiaire IV suggérée, a récemment été rapporté par

I’équipe du professeur Li, dans le cadre de la réaction d’acides N-phosphorylaminés par
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Ala-OEt.'® De plus, ’intermédiaire III suppose que ’oxygeéne de P=0 et le carbone du
carbonyle de 1’ester soient suffisamment proches pour qu’une telle attaque intramoléculaire
puisse se faire. D’apres les structures obtenues par les rayons-X (Figure 5.5), cette distance
semble trop importante. Mais, les structures ne sont pas figées de la sorte en solution. Une
légere distorsion des liaisons P-C et C2-(C=0) pourrait rapprocher les groupes
suffisamment pour conduire a une participation de ’oxygéne du phosphonate a I’hydrolyse

de Dester. Il est connu que certains groupes voisins peuvent catalyser de maniére

90

intramoléculaire 1’hydrolyse d’esters comme par exemple les carboxylates,1 les

191 . 192 .. 193 . . 194
hydroxyles, = les cétones, "~ les amides ~~ et méme les oximes. = Chaque cas rapporte un
intermédiaire cyclique particulier au systéme.
L’apparition de deux groupes de signaux en RMN *'P pourrait correspondre au

phosphore pentacoordonné de 1’intermédiaire IV.

Des études plus approfondies ont été réalisées, en particulier des études RMN '*C
découplé du phosphore. Il n’a jamais été possible d’observer un couplage entre le carbone
du carbonyle de I’ester et le phosphore tel que 1’on s’attendrait & le voir si on passait par
I’intermédiaire IV, de la voie B (schéma 5.18). Le rdle du lithium semble important
puisque des tentatives d’hydrolyse avec KOH ou NaOH n’ont jamais donné satisfaction.
Seule la réaction avec LiOH fonctionne. Des expériences seraient a entreprendre pour
prouver I’importance de la chélation avec Li*, en particulier refaire 1’hydrolyse en ajoutant
un éther couronne ‘12-4’ qui coordine les ions lithium et une autre expérience en ajoutant
LiCl, ceci pour augmenter ’effet de chélation s’il existe et donc augmenter la vitesse
d’hydrolyvse.

D’apres les expériences °C du suivi de la cinétique d’hydrolyse, le carbonyle du
groupe Boc ne semble pas étre perturbé. L’intervention du groupe protecteur dans le
mécanisme apparait peu probable.

Ces résultats sont les premiers concernant 1’étude de la cinétique d’hydrolyse de
Pester méthylique d’isoméres dont le phosphonate est B. Il semble qu’un phénomeéne se
passe lors de cette réaction mais d’autres expérences doivent étre réalisées afin de le

clarifier et pourquoi pas de proposer un mécanisme spécifique a un tel systéme.
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5. 5. Conclusion

Une série d’analogues contraints a été synthétisée. Un précurseur commun permet
d’aboutir aisément a une diversité fonctionnelle. Les composés synthétisés incorporent les
diverses variations stéréochimiques et fonctionnelles que peut présenter une pyrrolidine

substituée. Leurs résultats biologiques sont présentés au chapitre 7.



Chapitre 6

Synthese de molécules a visée inhibitrice de ECE,
possédant un acide carboxylique ou un acide

hydroxamique comme groupe chélatant
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6. 1. Inhibiteurs des ECE de type acide carboxylique ou acide

hydroxamique

Parmi les inhibiteurs de ECE décrits dans la littérature, ceux possédant un acide
carboxylique sont largement représentés. Par exemple, S4-687 est un inhibiteur qui
appartient a la famille des inhibiteurs triples.195 SLV-306 est un inhibiteur double de ECE-1
et de EPN, oralement actif. Il est métabolisé in vivo pour générer un fragment aussi actif
que le phosphoramidon peut I’étre in vitro. 11 a également été¢ le premier inhibiteur
synthétique a entrer en phase clinique. Actuellement, SLV-306 est en phase clinique II pour
les traitements contre I’hypertension et les défaillances cardiaques.196

Les acides hydroxamiques sont moins représentés comme inhibiteurs des ECE, ce
qui n’est pas le cas de leurs analogues phosphoniques. Retenons néanmoins I’exemple
donné dans la figure 6.1 ci-dessous, le composé 6.1 synthétisé dans le cadre d’une SAR et

qui est un inhibiteur d’ECE tres performant et sélectif, ECE versus EPN. 197

HO,C.
CO2H H 2 \7
N.__N._COH

ro oy N o
I Q’\/\f o) o) ' '
HJ6\:/&0/\% HO" ~"CcoH

o O
6.1
SA-687
(Sante) SLV-306 (Berlex Laboratories)
ECE IC5¢ = 910 nM (Solvay Pharma) ECE IC50 = 0.01 "M
EPN IC55 =4.4nM ICsq non disponible EPN IC50 =1 nM

ECA IC5=15nM

Figure 6.1 Exemple d’inhibiteurs de ECE de type acide carboxylique et acide

hydroxamique
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6. 2. Approche envisagée pour former un lien C-C a partir d’un ion

N-acyliminium

Une autre série de composés synthétisés dans le but d’inhiber les ECE est celle
comprenant comme groupement GCZ un acide carboxylique ou un acide hydroxamique.
Ces deux fonctions sont souvent incorporées dans les inhibiteurs de métalloenzymes. La
voie de synthése de ces analogues est quelque peu différente puisque 1’étape clé consiste en
I’addition d’un organocuprate sur un ion iminium (Figure 6.2). Cette chimie a été largement
développée dans notre groupe et a pu étre appliquée a de nombreuses syntheses. Le cuprate

permet de greffer une oléfine que nous pourrons dérivatiser. La synthése debute par

1

) H coupure oxydante K H
@] "7_)_ N + dérivatisation N
Wy &

X / Boc O CO,tBu
X = OH ou NHOH I

I’intermédiaire 5.17 déja décrit dans le chapitre 5.

couplage d'acide aminé [1 addition de cuprate y
. sur ion acyliminium O‘
> PN~ COMe SN NCOMe />

/ | N 0= N~ ~COM
( Boc Boc Boc

I I 5.7

Figure 6.2 Chemin rétrosynthétique permettant d'accéder a un acide carboxylique ou

hydroxamique
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L’acide hydroxamique provient de I’acide carboxylique correspondant. Ce dernier
peut provenir de la coupure oxydante d’une oléfine I. Un couplage peptidique peut étre
réalisé sur II. La formation de la liaison C-C peut provenir d’une addition de cuprate
vinylique sur un ion acyliminium III. Ce demier est obtenu & partir de la forme
hémiaminale acétylée issue de la réduction sélective de I’intermédiaire 5.17, tel que décrit

dans le chapitre 5 précédent.

6. 3. Synthése du dérivé acide carboxylique

6. 3. 1. Formation du lien C-C

A partir de ’'intermédiaire 5.17, ’oléfine est réduite pour donner le dérivé 6.2
(Schéma 6.1), avec un rendement quantitatif dans les mémes conditions de réduction que
celles utilisées pour [’allyl-naphtalényle. Le carbonyle de la lactame est réduit avec le
triéthyl borohydrure de lithium et ’hémiacétal qui en résulte est acétylé. Un ion N-
acyliminium est généré sur lequel est réalisée 1’addition du cuprate qui conduit a I’analogue

6.3.

A\ 5. LIEt;BH, THF, -78°C
/ 8. Ac,0, EtzN, DMAPcat., CH,Cl,
y 4. H,, PdIC 7. CH3CH=CHMgBr, CuBr.Me,S, -
AcOEt
oncone BF3.OEt2I Etzo
Eoc ot o%/:)‘cone N CO,Me
quant. Boc 70% . Boc

517 6.2 6.3

* = stéréochimie non fixée

Schéma 6.1 Formation de la liaison C-C par addition d'un organocuprate sur un ion N-

acyliminium
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Divers essais effectués dans le groupe ont montré que le cuprate formé a partir du
Grignard vinylique commercial ou préparé fraichement ne donne pas de bons rendements.
Mais de meilleurs résultats sont obtenus en utilisant le cuprate formé a partir du Grignard
de méthyl-vinyle commercial. L’addition du cuprate est majoritairement anti par rapport a

I’ester méthylique (Figure 6.3).

a) CHaCH=CHMgBr + CuBr CH3CH=CHCu + MgBrBr

espéce organocuivre
réactive

OMe

b)

Figure 6.3 a) Formation de |’espéce organocuivre réactive par action d'un Grignard sur

CuBr b) Préférence faciale d'addition du cuprate sur l'ion N-acyliminium

Un premier équivalent d’organocuivre(I) vient chélater le carbonyle de 1’ester
méthylique, et former un complexe entre ’ion N-acylinium et ’espéce organocuivre (-
RCu) ce qui bloque la face supérieure. Le second équivalent s’additionne donc du coté
opposé (Figure 6.3), malgré I’encombrement stérique du groupe sur C4, de stéréochimie
R.'%® Par conséquent, ’effet stérique induit par la formation du complexe n-RCu est
responsable de la stéréosélectivité observée, prenant ainsi le dessus sur I’induction

asymétrique-1,2 lorsque deux facteurs sont en compétition.
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Il est difficile de déterminer le ratio des diastéréoisomeéres obtenus (Schéma 6.1,
dérivé 6.3) d’apres les spectres RMN 'H. L’oléfine est elle-méme un mélange d’isomeres ;

le spectre obtenu est donc complexe a analyser.

6. 3. 2. Accés a ’acide carboxylique

La synthése est poursuivie sur ce mélange avec I’hydrolyse de ’ester méthylique
6.3 danc les mémes conditions que celles rapportées dans le chapitre précédent. L’acide
carboxylique obtenu est directement couplé avec la (S) phénylalanine protégee sous forme

d’ester tert-butylique (Schéma 6.2).

8. LiOH, THF/H,0, 6/5 / 10. O3 Me,S
9. L-Phe-O'Bu, iPryNEt, 11. Hz0,, NaClO,,

y
* PybOp . N NaH2P04
N COzMe N 40%
A Boc 50% A Boc o COtBU °
6.3

6.4

H
N

N

B

-
2

. .
\(\© HCI gaz, dioxane W“_O\WNH\(\©
CO.tB 82 % Y H
2lbu ° 0O H o) COZ

6.5 6.6

HO

0 oc O

diastéréoisomére majoritaire

Schéma 6.2 Fonctionnalisation a partir de [ 'oléfine

L’oléfine de 6.4 est ensuite clivée par ozonolyse en aldéhyde. Ce dernier est alors
oxydé par 1’eau oxyg,éne':e,199 en présence d’hypochlorite de sodium dans un milieu
tamponné pour former I’acide carboxylique 6.5. Une déprotection finale avec I’acide
chlorhydrique gazeux permet de conduire a 6.6 (Schéma 6.2) avec un bon rendement. Ce

dernier est le diastéréoisomeére majoritaire isolé aprés purification par chromatographie.
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6. 3. 3. Détermination de la stéréochimie du composé final

Une étude RMN 'H 2D de type NOESY a montré une corrélation entre les protons
H4 et HS et 1’absence de signal entre les protons H2 et HS (Figure 6.4). Ces résultats se

a

rapprochent de ceux rapportés par Pedregal et coll.'?®® et permettent de déduire la

stéréochimie des substituants sur la pyrrolidine : les substituants en positions 4 et 5 sont cis.

Hak H
effet NOESY 7/\\‘5.DNS(N\(\©
L COH

H

(@)
U aucun effet NOESY

Figure 6.4 Détermination de la stéréochimie du dérivé 6.6 par effet NOESY

6. 4. Synthése du dérivé acide hydroxamique

En partant de I’intermédiaire 6.5, plusieurs méthodes ont été essayées pour convertir
I’acide carboxylique en acide hydroxamique. Un couplage peptidique avec I’hydroxylamine
O-benzylée permettait d’isoler le produit désiré mais avec de faibles rendements. En effet,
avec HOBt ou PyBOP comme agent de couplage, il est possible d’isoler la forme activée de
I’acide avec un groupement benzotriazole (Tableau 6.1). Cette espece semble étre assez
stable et ne réagit plus avec 1I’hydroxyamine. Avec PyBrOP, dont le contre-ion est un

bromure, le rendement était acceptable.zoo Une hydrogénolyse sur Pd/BaSO, et sous

pression déprotege ’acide hydroxamiquezm et une derniere hydrolyse avec HCI gazeux en
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condition anhydre permet de former le produit final désiré. Mais ce dernier semble étre

instable dans ces conditions opératoires.

Tableau 6.1 Conditions essayées pour la formation de l’acide hydroxamique

Ry

E - H
ROM“\(\@ Conditions HOHNMN\(@
N CO,tBu Boc & COatBU

0 Boc O @]
R=H, 6.5 6.7
Conditions Résultats
R =Me : - NH,0OBn.HCI, MejAl produit de départ )
- NH,OH.HCI, EtzN, MeOH 10 % du produit désiré
R =H: 1. EDC, HOBt, NMM, Ho,NOTr rdt bas (30 %)

déprotection non sélective

2. acide formique ) >
probléme de purification

1. EDC, HOBt, NMM, H,NOBn 18 % du produit désiré produit
ou PyBOP, iPryNEt, H,NOBn 21% du produit désiré |} + secondaire
ou PyBrOP, iProNEt, HoNOBN 39% du produit désiré ] isglé

2. Hyp, 20 psi, Pd/BaS0O, /

3. HCl gaz, dioxane ANy O y Hg

e
@ O BocO

- TCT, NMM, DMAP, NH,0Bn.HCI produit de départ - Bu

ci N._Ci
TCT \f \( trichlorotriazine ou chlorure cyanurique

N._~N
cl 5
N or PFe O
PYBOP \ PyBroP ar &N

N r~pl
. oy
\ @/N

&

Une méthode récemment décrite dans la littérature a été également utilisée.”* Elle
implique TCT et I’hydroxylamine O-benzylée mais ne permet pas cependant d’acceder au

produit désiré.
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Une méthode récemment décrite dans la littérature a ét€ également utilisée.”*? Elle
implique TCT et I’hydroxylamine O-benzylée mais ne permet pas cependant d’accéder au
produit désiré.

Finalement 1’acide hydroxamique a é€té€ synthétis€é directement sans groupe
protecteur en convertissant I’acide carboxylique en chlorure correspondant, sur lequel vient

se coupler I’hydroxylamine libre (Schéma 6.3).

3 ’ i. (COCl)z, DMF, CHoCl, K H
HO. MN\(\Q ii. NHoOH.HCI, EtzN, CHaClo/Ho0 HOHN O\(N\(\Q
A
o] rIsloc o COqtBu 20% g goc o COsBu
6.5 ; A o7

HCl gaz,dioxane | ponN O\KH\‘(\Q
50% gf N § ConH

6.8

Schéma 6.3 Formation de I’acide hydroxamique et clivage des groupements protecteurs

La formation de 1’acide hydroxamique a été effectuée dans des conditions douces a
0°C. Le produit désiré 6.7 (Schéma 6.3) est isol€ et caractérisé. Aucun probléme de stabilité
n’est observé a ce stade. Seul I’isomére majoritaire résultant de 1’addition de I’espéce
organocuivrique est utilisée pour la derniére étape. Le clivage des groupements Boc et fert-
butyle par HCI gazeux en conditions anhydres se fait en présence de I’acide hydroxamique
libre. Cette méthode de déprotection a été choisie en raison de la simplicit€ de son
traitement, puisqu’aucune extraction n’est nécessaire, une simple €vaporation permet

d’avoir en main le produit final 6.8 (Schéma 6.3).
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6. 5. Conclusion

Deux analogues possédant un acide carboxylique (6.6) et un acide hydroxamique
(6.8) comme groupes chélateurs du Zn** ont été synthétisés afin de mettre en évidence une

inhibition potentielle des ECE.



Chapitre 7

Résultats et analyse des tests biologiques
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7. 1. Résultats des tests biologiques des séries (5)- et (R)-

Les molécules dont la synthése est décrite dans les deux précédents chapitres
dérivent de I’acide (S)-pyroglutamique. Les mémes analogues ont été synthétisés
ultérieurement a partir de I’acide (R) pyroglutamique par Guillaume Charron et ceci afin
d’étudier les conséquences sur l’activité biologique. De méme, la voie qui permet
I’incorporation de deux substituants, un en C3 et un en C4, a été étudiée par le Dr. Philippe
Nakache dans le cadre de son stage post-doctoral. Les tests biologiques ont été effectués
par les laboratoires Servier (France). Le tableau suivant dévoile les résultats d’inhibition
(exprimés en %) contre les ECE lorsque les analogues sont testés comme inhibiteur a deux
concentrations, 10” et 10”7 M. Pour pouvoir confronter tous les résultats et les analyser, il

faut les présenter dans leur globalité, c’est-a-dire sur la totalité des analogues testés.

Tableau 7.1 Pourcentages de l’inhibition de ECE par les analogues synthétises

ECE % Inhibition

Entrée Configuration Structure Analogue 5 7
10°M 10'M

y
5 2 N
1 (2S, 4R, 55) (Nao)(Ho)(o)P,% \NH 5.26p 67.6 11
H o COH

H
E (28, 4R, 5S) (NaO)(HO)(O)P’QH N‘(@ 5248 335 7.6
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ECE % Inhibition

Entrée Configuration Structure Analogue
g °9Y€ 105 m 107M

oy

N

0

O

H
N
3 (2R, 4S, 5R) NaO)HOYXO)P" Ny~ "4 \(\O 28.7 7.8
(NaOYHO)XO) N \g CO,H
G. Charron
s
N

)

. y
_ N
4 (2S, 4R, 5R) (NaO)(HO)(O)P* ?ﬁg \g;@ 5.24a 25.1 10.7

(28, 45, 5S) (NaO)HO)(O)P 17.6 12.3

[4,]
o=
2T
@]
03
N
X

G. Charron

H
N\(\Q 5.30 23.2 16.2

2S,4S,5R .
6 ( ) (NaO)(HO)(O)P N [ Com

Pa
N
¢ )
) H
N
7 (2R, 4R, 5S) (NaO)(HO)(O)P’Q f \Q@ 3858 47
2

o G. Charron
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ECE % Inhibition

Entrée Configuration Structure Analogue 105 M 107 M

8 (25,35, 45.5R)  (naoyHOYO)P

H
O o
N
o )
9 (25,3R,45,5R)  (NaO)HO)XOIP" “* “( 91.0 38.2
H o}

COxH G. Charron

H
N
28, 4R, 5R NaO)HO op“D\( : 2.0 6.2
10 ( ) (NaO)(HO)O) N L CoH 5.36a

;
N
11 (2S, 4R, 58) (NaO)(HO)(O)P'?Wg \0(0;© 5368 96 7.0

.
s

12 (25, 35, 48, 5R) (NaO)(HO)O)P" 7.2 9.3 3.9

=

H
N\(\© 7.1 24.1 10.0
CO,H

Z

13 (2S, 3S, 48, 5R) 7.3 11.1 10.7
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ECE % Inhibition

Entrée Configuration Structure Analogue 5 7
10°M 10 M

H
4R N\(_Q A 23 .
14 (2S, 4R) O% 5.16 3.4
COH

‘ H
N
25, 4R, 5S HO C"[—)‘W \(\© :
15 ( ) S Eo,t 6.6 48 12

.
18 (25,4R,59) o O\WN\(\@ 6.8 tests en cours
N L coH

HOHN H

* Les analogues finaux 7.1, 7.2, 7.3 sont décrits dans la partie expérimentale, chapitre 11.

Il reste a préciser que les ICsy seront calculés uniquement pour les analogues

prometteurs, ¢’est-a-dire ceux dont le pourcentage d’inhibition est supérieur a 50%.

7. 2. Analyse des résultats

Leux des composés testés ont une activité prometteuse, il s’agit des analogues 5.268
entrée 1 et celui de ’entrée 9 du tableau 7.1. Pour les autres composés, il est assez difficile
d’établir une SAR mais certains points importants semblent se dégager. L’analyse se fait en
observant chaque facteur de variation c’est-a-dire I’acide aminé, les substituants en C3 et

C4 ainsi que leurs stéréochimies et le groupe chélateur du zinc.
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7. 2. 1. Choix de ’acide aminé

C »mparons les analogues 5.26p, entrée 1 et 5.24p, entrée 2, du tableau 7.1. IIs sont
identiques en tout point, sauf en ce qui concerne le résidu acide aminé. L’inhibition
augmente lorsque le phényle est remplacé par un groupe 3-indole. Il semble que le (S)-
tryptophane soit donc un élément de choix. Ce résultat pourrait étre confirmé en remplagant

la phénylalanine par un tryptophane dans le compos¢ de ’entrée 9.

N N

o } o >
“, H ‘ H
,DXN \ (NaoxHOxO)P’O‘q(NW/\Q
(N2O)(HOXOPP™ N N § coH

5 CogH NH
5.26p 5.24p

1 2
ECE 67.6% a10°M ECE 33.5% a 10 M

Figure 7.1 Importance du choix de l'acide aminé

7. 2. 2. Choix du substituant en C3

Il n’y a aucune différence d’activité observée entre le composé possédant un groupe
isobutyle en C3 et ceux qui en sont dépourvus (entrée 6, 5.30, et entrée 8, 7.1). Cette

constatation demande confirmation avec une structure analogue a celle de 1’entrée 9 sans

groupement isobutyle.
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H H
N _ N
NaO)HO)O)P* N (NaO)(HOYO)P*" ™y
{NaQ)(HO)(O) N T tom H o COxH
5.30 741
6 8
ECE 23.2% a10°M ECE 24.1% 3 10°M

Figure 7.2 Choix du groupe en C3

7. 2. 3. Choix du substituant en C4

Comparons les analogues 5.36a (entrée 10) et 5.24a (entrée 4) du tableau 7.1. Ils
sont rigoureusement semblables au niveau de la stéréochimie de chaque centre asymétrique,
’un présente un petit groupe alkyle et 1’autre un substituant plus volumineux, aromatique.
L’activité est complétement perdue dans le cas de I’isobutyle. Il est également possible de
déduire des analogues 7.2 et 7.3, des entrées 12 et 13, qu’un groupe propylphényle n’est
pas le groupe de choix pour une bonne activité. Par conséquent, un groupe aromatique

volumineux comme un naphtalimide est nécessaire a I’activite.
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Figure 7.3 Choix du groupe en C4

7. 2. 4. Importance du GCZ

Le composé témoin sans acide phosphonique (tableau 7.1, analogue 5.16, entrée 14)
est dénué de toute activité. Il est cependant difficile d’en déduire si les acides carboxyliques
sont de bons GCZ ou non par rapport aux acides phosphoniques. En effet, lorsque
I’inhibition est inférieure & 20%, il faut rester prudent quant aux conclusions. Il aurait fallu
synthétiser I’analogue 6.6, entrée 15 avec en C4 le groupe naphtylimidoéthyle pour pouvoir
le comparer avec les autres analogues de type acide phosphonique. Il est cependant possible

d’affirmer que les acides phosphoniques sont bien reconnus par I’enzyme.
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Figure 7.4 Choix du groupe chélateur de zinc

7. 2. 5. Stéréochimie

7.2.5.1. Auniveau de C2
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14
ECE 2.3% a 105 M

La stéréochimie au niveau de ce centre dépend de celle de 1’acide pyroglutamique,

molécule de départ de notre synthése. Les analogues des entrées 3 et 6, 5.30 (tableau 7.1)

ne différent que par la stéréochimie du centre C2 et aucune différence significative n’est

observée au niveau de I’activité. Par conséquent, la stéréochimie de C2 n’influe pas sur

I’activité observée.
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(NaO)(HOXO) 5N \g Lo,
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ECE 28.7% a 10°°M

Figure 7.5 Stéréochimie en C2
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7.2.5.2. Auniveau de C3

135

11 est difficile de se prononcer pour l’instant avec certitude sur ’influence de la

stéréochimie de C3. Les analogues 7.1 (entrée 8) et 7.3 (entrée 13) du tableau 7.1 ont tous

les deux un carbone de configuration (S) & cette position et leurs activités correspondantes

sont modestes. En revanche, I’analogue de ’entrée 9, préparé par Guillaume Charron, dont

les centres C2, C3 et C4 sont opposés aux centres de I’analogue 7.1 présente une activité

prometteuse. La stéréochimie au niveau de C2 est sans importance et celle au niveau de C4,

comme nous le verrons dans le prochain sous-paragraphe, 1’est également. Par conséquent,

il semblerait que la forte différence d’activité observée provienne du groupe isobutyle en

C3. Cette hypothése demande néanmoins confirmation.
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N
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. QQ ] "
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(NaO)(HO)(O) CO,H

9
ECE 91% 3 10°M

Figure 7.6 Stéréochimie en C3
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7.2.5.3. Auniveau de C4

Les analogues 5.24a, entrée 4 et 5.30, entrée 6 du tableau 7.1 sont identiques sauf
au niveau de la stéréochimie de C4. Aucune différence sur I’activité n’est observée. Par

conséquent, la stéréochimie au niveau du centre C4 n’influence pas I’activité.

0 OQ
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N T o (N2OXHOXOP™ “NT( b
5.24a 5.30
4 6
ECE 25.1% 4 10 M ECE 23.2% 2 10°M

Figure 7.7 Stéréochimie en C4

7.2.5.4. Auniveau de C5

Les analogues 5.24P, entrée 2 et 5.24a., entrée 4 du tableau 7.1 sont identiques sauf
au niveau de la stéréochimie de C5. Aucune différence significative n’est relevée au niveau
de Dactivité. Les analogues 5.36a et 5.36f des entrées 10 et 11 partagent la méme relation
et aucune différence notable n’est observée, idem pour les analogues des entrées 3 et 5. Par

conséquent, la stéréochimie au niveau du centre C5 est sans conséquence sur I’activité.
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Figure 7.8 Stéréochimie en C5
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7. 2. 6. Mode de liaison hypothétique de ’analogue 5.26f

Une étude montre que ’acide (aminométhyl) phosphonique se chélate avec des ions

1 - . 203
métalliques en formant un cycle & cinq chainons.
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Figure 7.9 Mode de chélation pour des acides a-phosphoaminés selon Sig61204

Méme si ce mode de liaison spécifique est a considérer, il faudrait faire une étude
des pK, de chaque fonction de 1’analogue 5.26f pour savoir si & pH physiologique, I’amine
de la pyrrolidine peut aussi intervenir avec le phosphonate pour chélater le zinc.

Il semble étre plus prudent de représenter un mode de liaison hypothétique ne
faisant intervenir que 1’acide phosphonique.

D’aprés la structure de big ET-1, il est possible de procéder par analogie et de
concevoir que ’analogue 5.268, un des plus actifs, vienne occuper les poches de 1’enzyme
ECE comme indiqué sur la figure 7.10 ci-dessous. Cette hypothése est inspirée du mode de
liaison proposé par Novartis pour son inhibiteur CGS 3144 7.2%% Les interactions entre le
phosphonate de ’analogue et le zinc du site actif sont indiquées. Les positions P1, P2, P1”

et P2’ sont assignées selon la nomenclature de Schechter et Berger.ZI
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Figure 7.10 Mode de liaison hypothétique de I’analogue 5.26 8 (en bleu). Analogie avec big

ET-1dont le site de clivage est en rouge

7. 3. Analogues importants a synthétiser

11 faudrait pouvoir synthétiser I’analogue de 5.26p avec un groupe isobutyle en C3,

cis avec le carbonyle C2 de la lactame (Figure 7.11, analogue 7.4). Ceci permettrait de

vérifier si c’est ce substituant avec une stéréochimie (R) qui est responsable de 1’activité

comme c’est le cas pour I’analogue de I’entrée 9.

De plus, la contrainte a été choisie de telle sorte qu’un cycle a cing soit généré. Il

serait intéressant de synthétiser un analogue de type pipéridine (Figure 7.11, analogue 7.5).
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Enfin, il est toujours possible de faire varier les longueurs des chaines des
substituants comme celle de 1’acide aminé et celle portant le groupe naphtalimide, de
maniére indépendante (Figure 7.11, analogues 7.6). Ceci permettrait d’avoir une idée sur la

profondeur des poches dans lesquelles vient se loger chaque groupe.
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Figure 7.11 a) Analogues a faire pour compleéter I’étude b) Analogues a faire en gardant le

caeur de 'analogue le plus actif obtenu

Enfin les longueurs de liaison entre le groupe chélateur de zinc et le cycle peuvent
étre variées (Figure 7.11, (a), (¢) et (d)). Un hydroxyle peut méme étre ajouté pour créer

une chélation supplémentaire (Figure 7.11, (b)).
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7. 4. Conclusion

Des analogues cycliques congus a partir d’inhibiteurs acycliques des ECE ont été
synthétisés. Ce type de molécule présente plusieurs sites de variations possibles au niveau
de la stéréochimie. Le but du travail était de faire varier la stéréochimie de chaque carbone
afin de déterminer la stéréochimie optimale pour obtenir un bon inhibiteur. Etonnamment,
un site seulement semble faire la différence. Deux des analogues (5.26p et I’analogue de
I’entrée 9 du tableau 7.1) donnent des inhibitions prometteuses et nous permettent de

déduire la nature des substituants a incorporer.

aromatique et
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nécessaires 0
amide ?

groupe hydrophobe
stéréochimie importante ?

\

L CoH A

/ X - J
semble étre le meilleur
groupe chélateur de Zn?*

augmente ['activité

Figure 7.12 Nouveau type d’inhibiteur cyclique des ECE

Lorsque 1’on dispose d’inhibiteurs optimisés et actifs de I’ordre du nM, des études
de sélectivité sont entreprises sur les différentes enzymes impliquées dans le processus
d’activa: on des peptides vasoactifs, c’est-a-dire ECE, EPN et ECA.

Les analogues synthétisés sont en cours d’évaluation sur EPN.

Ces résultats ont fait 1’objet d’une demande de brevet, en collaboration avec la

compagnie pharmaceutique Servier (France) qui finance ce projet.



Chapitre 8

Section expérimentale :

notes générales
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8. 1. Analyse des composés synthétisés

8. 1. 1. Points de fusion

Les points de fusion sont mesurés sur un appareil Biichi B-540. La valeur obtenue

n’a pas €té€ corrigée.

8. 1. 2. Pouvoirs rotatoires

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés a I’aide d’un polarimétre Pelkin-Elmer 241 a
25°C dans une cellule de 10 cm de longueur contenant un volume de 1mL. Pour les
produits du chapitre 6, un appareil Pelkin-Elmer 241 a 20°C est utilisé. Seule la longueur
d’onde de la lampe de sodium a 589 nm a été utilisée. Les valeurs de [o] sont rapportées

sans unité, ces derniéres (deg mL)/(g dm) €tant implicites.

8. 1. 3. Résonance magnétique nucléaire

Les spectres proton ("H) et carbone (*>C) furent enregistrés sur un des appareils
suivants : Bruker AMX-300 (‘H, 300 MHz ; °C, 75 MHz), Bruker ARX-400 ('H, 400
MHz ; °C, 100 MHz), Bruker AV-300 ('H, 300 MHz ; °C, 75 MHz), Bruker AV-400 ('H,
400 MHz ; '*C, 100 MHz) et Bruker DMX-600 (‘H, 600 MHz) ; les spectres du phosphore
(3 ]P) sur le Bruker ARX-400 (3 Ip, 161 MH?z). Les déplacements chimiques sont mesurés en
partie par million (ppm) selon I’échelle § par rapport aux références internes des solvants
usuels : CDCls (7.27 ppm), CD;0D (3.30 ppm), D;0O. Les symboles utilisé€s pour décrire la
multiplicité sont les suivants :

s : singulet, d : doublet, dd : doublet dédoublé, ddd : doublet de doublet dédoublé, t:
triplet, dt : douclet de triplet, q : quadriplet, dq : doublet de quadruplet, m : multiplet.

Les valeurs des constantes de couplage (/) sont exprimées en Hertz (Hz).
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8. 1. 4. Spectroscope de masse

Les spectres de masse furent obtenus sur le spectrometre suivant :

-Autospec de mocromass EBETOF pour les hautes et basses résolutions en utilisant une
source LSIMS,

Les masses utilisées pour le calcul des masses moléculaires sont : H = 1.0078246, C
= 12.000, N = 14.0037032, O = 15.9949141, P = 30.973764, *’S = 31.9720718, **Cl =
34.968853, *’Cl = 36.9659054.

Sauf indication contraire les spectres de basse résolution ont ét€ obtenus avec une
source LSIMS et les spectres de haute résolution avec une source FAB.

N2 fait référence a la technique de masse utilisée par rapport aux atomes
métastables (N3).

NBA est le nom de la matrice utilisée.

8. 1. 5. Cristallographie

Les mesures de diffraction des rayons-X ont été effectu€s en utilisant un
diffractométre Nonius CAD-4 avec radiation monochromatique provenant d’une source de
cuivre (CuKa). Les structures ont été résolues a ’aide des programmes SHELX 76,

SHELX 86 ou SHELX 93. Les rapports de cristallographie sont inclus en annexe.

8. 1. 6. Spectroscopie infra-rouge

Les spectres infra-rouge furent enregistrés sur un appareil Pelkin Elmer Paragon
1000 en utilisant une mince couche du produit sur une plaque de NaCl ou en dispersant une
infime quantité du produit solide dans KBr et en faisant une pastille. Seules les fréquences

pertinentes 2 I’identification d’un groupement fonctionnel précis sont rapportées.
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8. 1. 7. Spectres originaux

Les spectres RMN originaux, les spectres de masse, les spectres infra-rouge et les
rapports de cristallographie sont disponibles auprés du professeur S. Hanessian au

département de chimie de I’Université de Montréal.

8. 2. Purification des produits

8. 2. 1. Chromatographie sur couche mince

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur des plaques
commerciales (Merck, 0.025 X 2 X 10 cm) sur support de verre, couvertes de gel de silice
GF-UV254, imprégnées d’un indicateur fluorescent. Cette technique est employée pour
suivre la progression des réactions, déterminer la mobilité relative des produits (Rf), et pour

en estimer la pureté.

8. 2. 2. Chromatographie sur colonne de silice (éclair)
Le type de chromatographie sur colonne utilisé est décrit sous le nom de “Flash

Chromatographie”.zo5 Le type de gel utilisé est Kieselgel 60 (E. Merck, no. 9385) de 40-63
mm (maille de 230-400 mesh).

8. 2. 3. Révélateurs pour chromatographie sur couche mince

8. 2. 3. 1. Lumiére UV

Les produits ayant des chromophores absorbant I’ultraviolet sont détectés en

exposant directement la plaque CCM 4 la lumiére UV.
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8. 2. 3. 2. Permanganate de potassium

KMnOy (3g) est dissout dans de I’eau (300 mL) et K,COs est ajouté (20g). Par la
suite NaOH (5 mL de solution aqueuse de 5%) est ajoutée. Les plaques de CCM y sont

trempées puis chauffées 2 300°C si nécessaire.

8.2.3.3. FeCl;s

A une solution de FeCl; dans de 1’acétone (150 mL) est ajouté HCI (10 mL, solution
aqueuse de 10%). Les plaques de CCM y sont trempées puis chauffées a 300°C si

nécessaire.

8. 2. 3. 4. Solution de Ninhydrine

La solution est réalisée en ajoutant 2g de ninhydrine monohydratée, 18 mL d’acide
acétique concentré a 600 mL de butanol. Les plaques de CCM y sont trempées puis
chauffées a 300°C.

8. 3. Purification des solvants et réactifs

8. 3. 1. Solvants usuels

L’acétate d’éthyle, le THF, le dichlorométhane et 1’éther sont purifi€s a travers un
systtme SDS (Solvent Dispensing System Manual). Les autres solvants sont achetés de
qualité spectroscopique et utilisés immédiatement aprés distillation sous atmosphere

d’argon sec et sur agents desséchants.

8. 3. 2. Réactifs anhydres

Pour les réactions qui requiérent des conditions anhydres, les réactifs sont séchés

selon les méthodes décrites dans la littérature.
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8. 4. Généralités

Les réactions sous conditions anhydres sont effectuées sous atmosphére d’argon en

utilisant de la verrerie flambée et des aiguilles préalablement séchées a I’étuve (3h, 140°C).

Les produits ayant déja fait I’objet d’une caractérisation dans des mémoires, théses

ou dans la littérature n’ont pas été€ caractérisés de nouveau.

La O-benzylhydroxylamine est disponible commercialement alors que la O-
tritylhydroxylamine a été préparée selon une procédure publiée.zo6

[N

Le 3-bromométhyl-thiophéne a été synthétis€é a partir de 1’alcool correspondant
selon une procédure publiéc:.207

Le chlorure de 4-phénoxy-benzene sulfonyle a été synthétisé en deux étapes a partir

du 1-bromo-4-phénoxy-benzeéne selon une procédure publiée.208

La nomenclature des composés a été déterminée I’aide du programme Autonom® et
selon : Favre, H. La nomenclature pour la chimie organique ; I’Ordre des chimistes du
Québec : Montréal, 1992.

8. 5. Modélisation moléculaire
Les travaux de modélisation moléculaire ont été effectués par le Dr. Nicolas
Moitessier et Eric Therrien selon des procédures qu’ils ont développées. Les précisions

concernant ces études se trouvent dans les références citées au cours de cette thése et ne

sont donc pas rappelées ici.

8. 6. Tests biologiques

Les tests d’inhibition des composés des chapitres 2, 5 et 6 sont réalisés par les

Laboratoires Servier en France. Les détails expérimentaux sont rapportés dans les brevets
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correspondants aux travaux de cette thése (voir Chapitres 2 et 7, pour les références).
Aucune autre précision ne sera donc rapportée ici.
Les tests d’inhibition des composés du chapitre 3 sont réalisés par Novartis en

Suisse. La compagnie pharmaceutique ne révele pas les détails expérimentaux.



Chapitre 9

Section expérimentale :

préparation des produits du chapitre 2
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D,L-Dihydro-3-isobutylamino-thiophén-2-one (2.2)

‘2/

NH2.HCL 4 CH,),CHCHO, EtN NH
ii. NaBH

o 4 o
S S
D,L-Homocystéine 2.2

thiolactone
CgH15NOS
Mol. Wt.: 173,28

A une solution de sel d’hydrochlorure de D,L-homocystéine thiolactone (0.201 g, 1.31
mmol) ¢ ins le MeOH (5 mL) est ajouté a 0 "C I’isobutyraldéhyde (0.24 mL, 2.62 mmol)
fraichement distillé. Apres dissolution, Et;N (0.2 ml, 1.5 mmol) est additionnée. La solution
résultante est agitée pendant 16 h puis refroidie 2 0 °C avant 1’ajout par portion de
NaBH;CN (0.172 g, 5.48 mmol) durant 45 min. Le mélange réactionnel est encore agité 30
min a 0 °C, puis neutralisé par ajout d’eau, extrait a 1’éther. La phase organique est lavée
avec de la saumure, séchée sur Na,SOy et concentrée in vacuo. Le résidu est purifié par
chromatographie éclair (CH,Cl,/MeOH, 99:1) et le composé 2.2 est obtenu (0.165 g, 73%).
R;=0.60 (CH>Cl,/MeOH, 1:9) ;

IR (pastille NaCl) 3228, 2956, 1698 cm' ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 3.40 (m,1H), 3.25 (m, 2H), 2.60 (m, 1H), 2.56 (dd,

1H, J=10.8, 6.6, Hz), 2.42 (dd, 1H, J = 6.6, 10.8 Hz), 2.00 (m, 1H), 1.65 (m, 1H), 0.92 (d,
3H, J=6.6 Hz), 0.88 (d, 3H, J= 6.6 Hz) ;

13C (75 MHz, CD3OD) § (ppm) 208.1, 67.4, 55.8, 32.1, 28.5, 27.7, 20.56, 20.5 ;
SM: (3R) (MAB N2, m/z, %) 171 (9), 145 (100), 112 (6).
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9. 1. Procédure de formation du sulfonamide
D,L-N-Isobutyl-4-méthoxy-N-(2-oxo-tétrahydro-thiophén-3-yle)-

benzeénesulfonamide (2.3)

OMe

?/ Os, )—
NH OQS\N
ES': PMP-SO,C, pyridine ES:
o o}
S

S
2.2 23
C15H21NO4S,
Mol. Wt.: 343,46

A une solution de 2.2 (0.4 g, 2.31 mmol) dans la pyridine anhydre (5 mL) est ajouté le
chlorure de para-méthoxybenzéne sulfonyle (0.717 g, 3.47 mmol) a 0 °C. Le mélange est
ensuite agité pendant 16 h a température de la piece. Puis il est concentré, dilué a nouveau
dans le CH,Cl,, lavé successivement a I’eau, 2 HCl 1IN, avec une solution saturée de
NaHCOs, a la saumure puis séché sur Na,SO; et concentré in vacuo. Le résidu obtenu
purifié par chromatographie éclair (CH,Cl,/MeOH, 99:1), permet d’obtenir 2.3 (0.722 g,
67%).
Ry=0.83 (MeOH/CH,Cl3, 1: 9) ;
IR (pastille NaCl) 2960, 1707, 1497, 1355 cm’:
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm) 7.81 m (d, 2H, J = 9.8 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 9.9 Hz),
4.67 (m, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.25 (m, 2H), 3.05 (dd, 1H, J = 6.8, 14.5 Hz), 2.74 (dd, 1H, J =
6.8, 14.5 Hz), 2.54 (m, 1H), 2.42 (m,1H), 1.95 (m, 1H), 0.88 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.86 (d,
3H,J/=6.5Hz);

B¢ (75 MHz, CDCL) § (ppm) 202.2, 162.4, 131.0, 129.7, 113.9, 66.9, 55.4, 53.9,
29.1,27.7,26.7,20.0 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 344 (100) (M+H"), 316 (37), 171 (33) ;

(HR) calc. pour C,sH»O4NS; 344.09903 (M+H"), obt. 344.09830.



152

9. 2. Procédure générale pour la préparation de 2.4a-f

OMe OMe

Oy Q
o:’? o
N
MeONa/MeOH OMe
o puis RBr N
R

2.3 24

A une solution du composé 2.3 (0.4 mmol) dans MeOH (3 mL) est ajouté a 0 °C une
solution de méthanolate de sodium fraichement préparée a partir de Na (0.6 mmol) dans le
MeOH (2 mL). Aprés 30 min d’agitation, le bromure d’alkyle désiré (0.8 mmol) est
additionné. Le mélange réactionnel est alors agité pendant 16 h a température de la piece
puis concentré, dilué dans EtOAc, filtré et concentré in vacuo. Le résidu est purifi€ par

chromatographie éclair pour donner 2.4.

4-Benzylsulfanyl-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-butyrate de
méthyle (2.4a)
OMe

O::s o)
N
Lo
L)

2.4a

Co3H31NOsS,
Mol. Wt.: 465.63

Quantité 125mg ;

Rendement 75% ;

Ry=0.23 (hexanes/EtOAc, 4:1) ;

IR (pastille NaCl) 2956, 1740, 1339 cm’;
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RMN: 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm) 7.75 (d, 2H, J = 9.5 Hz), 7.27 (m, 5H), 6.94 (d, 2H, J
= 9.5 Hz), 4.51 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.68 (s, 2H), 3.02 (dd, 1H, J = 14.5, 7.5
Hz), 2.88 (dd, 1H, J = 14.5, 7.5 Hz), 2.45 (m, 2H), 2.20 (m, 1H), 1.86 (m, 2H), 0.84 (d, 3H,
J=6.5Hz),0.83 (d,3H, J=6.5Hz) ;

13C (100 MHz, CDCl3), § (ppm) 171.1, 162.7, 138.0, 131.5, 129.7, 128.7, 128.5,
127.0, 113.8, 58.7, 55.5, 54.2, 53.8, 52.1, 36.0, 29.7, 27.7, 20.2, 20.1 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 466 (100) (M+H"), 406 (38), 294 (38), 219 (34), 171
(38), 137 (42).

(HR) calc. pour C,3H3,NOsS, 466.17218 (M+H™), obt. 466.17070.

2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-phénylméthanesulfonyl-butyrate
de méthyle (2.4b)
OMe

O::s 0
N
Lo
053\/©
O/

2.4b

Ca23H31NO7S;
Mol. Wt.: 497.63

A une solution de 2.4a (0.394 g, 0.084 mmol) dans AcOH (5 mL) est ajoutée H,O, (30%
solution aqueuse, 0.42 mmol). Le mélange résultant est chauffé a 40 °C pendant 7 h et
laissé 16 h sous agitation a température de la piece. La solution est alors neutralisée par
ajout de NaHCO; puis lavée a 'eaun, au CH,Cl,, 2 la saumure, séchée sur Na;SO4 et
concentrée afin d’obtenir 2.4b (0.038 g, 76%), assez pure pour étre utilis€ tel quel dans la
prochaine étape.

Ry=0.48 (CH2Cl/MeOH, 20:1) ;

IR (pastille NaCl) 2957, 1740, 1596.3, 1497 cm’;
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RMN : 'H (300 MHz, CDCl5) § (ppm)7.70 (d, 2H, J = 9.5 Hz), 7.25 (m, 5H), 6.95 (d, 2H, J
= 9.5 Hz), 4.51 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 4.25 (s, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.55 (s, 1H), 3.05 (m, 1H),
2.98 (dd, 1H, J=7.8, 14.6 Hz), 2.78 (dd, 1H, J= 7.8, 14.6 Hz), 2.45 (m, 1H), 2.20 (m, 1H),
1.83 (m, 1H), 0.81 (d, 3H, J=6.7 Hz), 0.76 (d, 3H, /= 6.7 Hz) ;

*C (100 MHz, CDCls) § (ppm) 170.8, 163.8, 130.8, 130.1, 129.5, 129.0, 114.2,
60.2, 59.5, 56.1, 54.8, 53.0, 47.9, 30.1, 27.8, 23.1, 20.0 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 498 (18) (M+H"), 391 (10), 171 (24), 149 (43), 107
(18).

(HR) calc. pour C;3H3,NO;S; 498.16202 (M+H"), obt. 498.16130.

2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzenesulfonyl)-amino]-4-(3-méthoxy-benzylsulfanyl)-
butyrate de méthyle (2.4¢c)
OMe

O>js o)
N
L0
S OMe

2.4c
Co4H33NO6S
Mol. Wt.: 495.65
Quantité 80 mg ;
Rendement 60% ;

Ry=0.18 (hexanes/EtOAc, 8:2) ;

IR (pastille NaCl) 2956, 1740, 1597 cm’ ;

RMN : 'H (300 MHz, CD0D) § (ppm) 7.76 (d, 2H, J = 9.6 Hz), 7.22 (m, 1H), 6.94 (d, 2H,
J =9.6 Hz), 6.89 (m, 3H), 4.52 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 3.81 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.67 (s, 2H),
3.54 (s, 3H), 3.02 (dd, 1H, J = 5.8, 13.7 Hz), 2.87 (dd, 2H, J = 5.8, 13.7 Hz), 2.47 (m, 2 H),
2.22 (m, 1H), 1.86 (m, 2 H), 0.84 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.82 (d, 3H, J = 6.6 Hz) ;
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13C (75 MHz, CD;OD) § (ppm) 171.8, 163.7, 161.1, 139.5, 131.4, 129.8, 129.4,
114.2,113.9, 113.5, 112.3, 58.7, 58.4, 35.9, 27.9, 27.8, 20.6, 20.0 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 496 (35) (M+H"), 324 (38), 171 (50), 121 (100) ;

(HR) calc. pour Cp4H34NO6S; 496.18277 (M+H"), obt. 496.18480.

2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-(pyridin-3-ylméthylsulfanyl)-
butyrate de méthyle (2.4d)
OMe

O:js 0
S\
/Q OMe
3
S N
2.4d

CooH3pN205S2
Mol. Wt.: 466.62

Quantité 93 mg ;
Rendement 20% ;
Ry =0.35 (CH2Cl/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 2958, 1738, 1595 cm’;
RMN :'H (300 MHz, CD;OD) § (ppm), 8.54 (m, 3H), 7.77 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.27 (m,
1H), 6.95 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 4.55 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.86 (s, 3H), 3.71 (s, 2H), 3.53 (s,
3H), 3.04 (dd, 1H, J = 7.2, 13.7 Hz), 2.85 (dd, 1H, J = 7.2, 13.7 Hz), 2.49 (m, 2 H), 2.20
(m, 1H), 1.88 (m, 2 H), 0.84 (d, 3H, J =5.5 Hz), 0.81 (d, 3H, /= 5.5 Hz) ;

13C (75 MHz, CD;OD) & (ppm), 170.8, 162.8, 149.8, 148.3, 136.3, 133.8, 131.3,
129.6, 123.4, 113.8, 58.6, 55.5, 54.2, 53.4, 52.1, 33.1, 29.6, 28.1, 27.7, 20.2, 20.1 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 467 (100) (M+H"), 322 (8), 295 (25), 274 (28), 171
(28).

(HR) calc. pour C»H31N,05S, 467.16745 (M+H"), obt. 467.16820.
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2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-(thiophén-3-ylméthylsulfanyl)-
butyrate de méthyle (2.4¢)
OMe

o d

5
)/\N OMe

§ s
2.4e

C21HogNO5S3
Mol. Wt.: 471.66

Quantité 108 mg ;
Rendement 99% ;
Ry=0.57 (hexanes/EtOAc, 7:3) ;
IR (pastille NaCl) 2957, 1738, 1596 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 7.78 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.31 (m, 1H), 7.26 (m,
1H), 7.09 (m, 1H), 6.97 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 4.52 (t, 1H, J = 7.3 Hz), 3.87 (s, 3H), 3.73 (s,
2H), 3.55 (s, 3H), 3.02 (dd, 1H, J = 7.9, 15.1 Hz), 2.78 (dd, 1H, J = 7.9, 15.1 Hz), 2.48 (m,
2H), 2.22 (m, 1H), 1.88 (m, 2H), 0.85 (d, 3H, J=5.5Hz), 0.83 (d, 3H, J=5.5Hz) ;

3C (75 MHz, CD;0D) & (ppm) 171.6, 162.5, 131.8, 129.8, 128.2, 126.3, 122.4,
113.8, 58.5, 55.2, 53.8, 52.2, 31.0, 29.8, 28.3, 28.0, 20.2 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 472 (25) (M+H"), 300 (27), 193 (62) ;

(HR) calc. pour C3;H30NOsS3 472.1230117 (M+H"), obt. 472.122069.
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2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino}-4-pentafluorophénylméthylsulfanyl-
butyrate de méthyle (2.4f)

OMe

O\js 0
N
)/\ OMe
S

F F

F F

F
2.4f

Ca3H26F5NO5S;
Mol. Wt.: 555.58

Quantité 283 mg ;
Rendement 53% ;
R=0.15 (CH2Cl,/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 2960, 1741, 1597, 1520 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 7.74 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 6.94 (d, 21H, J = 8.6 Hz),
4.52 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 3.85 (s, 3H), 3.74 (s, 2H), 3.54 (s, 3H), 3.05 (dd, 1H, J = 4.3, 10.8
Hz), 3.85 (dd, 1H, J = 4.3, 10.8 Hz), 2.59 (m, 2H), 2.22 (m, 1H), 1.90 (m, 2H), 0.84 (d, 3H,
J=17.0Hz), 0.80 (d, 3H, J=7.0 Hz) ;

13C (75 MHz, CDCl3) § 170.6, 162.7, 131.2, 129.5, 113.7, 58.6, 55.4, 54.2, 51.9,
29.5, 28.8, 27.6, 22.3, 19.98, 19.93 ;
SM: (BR)(MAB N2, m/z, %): 556 (100), 496 (46), 171 (64) ;

(HR) calc. pour Cp3HpsFsOsNS; 556.12506 (M+H"), obt. 556.12670.
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9. 3. Procédure générale pour la préparation de 2.1 et 2.7b-f

OMe OMe
O\\ O\\
/E Q méthode A 0’3 0 on
ou -
/L OMe meéthode B )/\ ”
R R
24 2.7
9. 3. 1. Méthode A

A une solution de 2.4 (0.1-0.2 mmol) dans MeOH (1 mL) est ajouté NH,OH.HCI (2.0 eq)
et NaOMe (3.0 eq), 25% dans une solution de MeOH. Apres 16 h d’agitation a température
de la piéce, la solution est acidifi€ée a pH 3 avec HCI 0.5N et la phase organique est extraite
avec EtOAc, séchée sur Na;SOj, concentrée in vacuo et chromatographiée (CH,Cl,/MeOH,

9:1) pour donner 2.7.

9. 3. 2. Méthode B

A une solution de 2.4 (0.1-0.2 mmol) est ajoutée NH,OK obtenue a partir de KOH et
NH,OH (8 eq, 0.87 M dans MeOH). Apres 16 h d’agitation a température de la piéce, la
solution est acidifiée avec HCI dilué€ et la phase organique est extraite avec EtOAc, lavée a
la saumure, séchée sur Na,SOs, concentrée in vacuo et chromatographiée (CH,Cl,/MeOH,

9:1) pour donner 2.7.
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4-Benzylsulfanyl-N-hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-
butyramide (2.1)

OMe
L0
O
2.1
NG

Méthode A ;

Quantité 20 mg ;

Rendement 50% ;

Ry =0.20 (CH,Cl/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3343, 2962, 1677 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 9.45 (élargi, 1H), 7.82 (d, 2H), 7.23 (m, 5H), 6.95
(d, 2H), 4.35 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.88 (s, 3H), 3.54 (d, 1H, J = 13.0 Hz), 3.42 (d, 1H, J =
13,0 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 13.8, 9.8 Hz), 2.88 (dd, 1H, J = 13.8, 4.9 Hz), 2.07 (m, 1H),
1.88 (m, 2H), 0.89 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.85 (d, 3H, J = 6.6 Hz) ;

3¢ (100 MHz, CDCls) & (ppm) 167.6, 163.0, 137.6, 130.8, 129.0, 128.6, 128.4,
127.1, 114.2, 55.5, 54.8, 53.3, 52.4, 35.6, 27.1, 26.5, 20.0 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 467 (28), 406 (64), 307 (11), 244 (32), 219 (16), 171
(47), 137 (82) ;

(HR) calc. pour Cy,H3,N,05S; 467.16745 (M+H"), obt. 467.16530.
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N-Hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-

phénylméthanesulfonylbutyramide (2.7b)
OMe

2.7b

C2oHgpN207S,
Mol. Wt.: 498,61

Méthode B ;
Quantité 60 mg ;
Rendement 60% ;
R; = 0.80 (CH,Clo/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3321, 2926, 1681, 1591, 1492 cm’! ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;OD) § (ppm) 9.45 (élargi, 1H), 7.75 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.48 (m,
5H), 6.98 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 4.51 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 4.18 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.05 (dd,
1H, J = 5.6, 14.4 Hz), 2.90 (dd, 1H, J = 5.6, 14.4 Hz), 2.75 (m, 1H), 2.64 (m, 1H), 2.35 (m,
1H), 1.82 (m, 1H), 0.85 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.83 (d, 3H, J = 6.6 Hz) ;

13C (75 MHz, CD;0D) § (ppm) 167.3, 163.4, 130.5, 129.1, 128.9, 114.6, 113.8,
59.5,55.5,52.4,47.5,29.6,27.3,20.2,19.9 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 499 (16) (M+H"), 467 (11), 307 (17).
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N-Hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-(3-méthoxy-
benzylsulfanyl)-butyramide (2.7c)
OMe

=D
L
H
S\Q\OMG

2.7¢

C23H3oN206S2
Mol. Wt.: 496,64

Meéthode B ;
Quantité 25 mg ;
Rendement 65% ;
R;=0.72 (CH,Cl,/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3332, 2961, 1677, 1597 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 9.54 (élargi, 1H), 7.76 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.27 (m,
1H), 6.99 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 6.84 (m, 3H), 4.35 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.86 (s, 3H), 3.81 (s,
3H), 3.48 (d, 1H, J = 12.9 Hz), 3.38 (d, 1H, J = 12.9 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 7.9, 12.9 Hz),
2.90 (dd, 1H, J = 7.9, 12.9 Hz), 2.10 (m, 2H), 1.98 (m, 1H), 1.43 (m, 2H), 0.90 (d, 3H, J =
6.5 Hz), 0.84 (d, 3H, J= 6.5 Hz) ;

3¢ (75 MHz, CD;0D) & (ppm), 168.0, 166.8, 159.2, 139.3, 129.4, 129.2, 121.1,
114.5, 112.4, 55.6, 55.2, 52.5,35.7, 27.3, 26.6, 20.2, 19.8 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %): 497 (15) (M+H"), 460 (40), 436 (36), 391 (100) ;

(HR) calc. pour C,3H33N,06S; 497.17801 (M+H™), obt. 497.18020.
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Acide 2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzenesulfonyl)-amino}-4-(pyridin-3-
ylméthylsulfanyl)-butyrique (2.5d)

OMe OMe
Oax
g>:§ Q oy
LiOH N
S N S x N
2.4d 2.5d
C21H2gN205S,
Mol. Wt.: 452.59

A une solution de 2.4d (88 mg, 0.188 mmol) dans THF (8 mL) est ajouté a 0 °C, LiOH (32
mg, 0.75 mmol). Apres 24 h d’agitation a température de la piece, la solution est acidifiée
avec HCI 1N et la phase organique est extraite au CH,Cl,, lavée avec HCI dilué et avec de
la saumure, séchée sur Na,SOy4 puis concentrée in vacuo pour donner I’acide 2.5d (69 mg,
81%) suffisamment pur pour étre utilisé tel quel dans I’étape suivante.
Rr=0.41 (CH,Cl/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 2953, 1721, 1591 em’;
RMN :'H (300 MHz, CD30D) & (ppm) 10.92 (élargi,1H), 8.48 (m, 3H), 7.78 (d, 2H, J =
8.9 Hz), 7.48 (m, 1H), 6.95 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 4.45 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 3.82 (s, 3H), 3.78
(s, 1H), 3.09 (dd, 1H, J = 7.3, 14.5 Hz), 2.90 (dd, 1H, J = 7.3, 14.5 Hz), 2.52 (m, 2H), 2.28
(m, 1H), 1.88 (m, 2 H), 0.90 (d, 3H, J=4.5 Hz), 0.88 (d, 3H, J=4.5 Hz) ;

3¢ (75 MHz, CD;0D) § (ppm), 172.8, 162.6, 146.5, 145.0, 139.4, 131.3, 129.7,
113.7,58.9, 55.4, 54.2, 32.6, 30.2, 28.3, 27.8, 20.2, 20.1 ; .
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 453 (30) (M+H"), 154 (20), 136 (16), 109 (30) ;

(HR) calc. pour Cy;H5N,05S, 453.15179 (M+H"), obt. 453.15100.
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2-[Isobutyl-(4-méthoxy-benzeénesulfonyl)-amino]-4-(pyridin-3-ylméthylsulfanyl)-N-
trityloxybutyramide (2.6d)

OMe OMe
Os EDC, HOBt, NMM Os
o”ﬁ 0 puis NH,OTr ot o
)/\ OH /Q N""~C(Ph)s
H
S S
“ “
N N
2.5d 2.6d
C40H43N3055,
Mol. Wt.: 709,92

A une solution d’acide carboxylique 2.5d (61 mg, 0.135 mmol) dans CH,Cl, (8 mL) est
ajouté EDC (31 mg, 0.16 mmol), HOBt (22 mg, 0.16 mmol) et NMM (0.03 mL, 0.23
mmol). Aprés 20 min d’agitation, O-tritylhydroxylamine (55 mg, 0.20 mmol) est
additionnée et le mélange résultant est agité pendant 16 h. Il est ensuite repris dans CH,Cl,
et successivement lavé avec de I’eau, NaHCO; dilué, HCI 0.1N et de la saumure, séché sur
Na,;SO4 puis concentré in vacuo. Une chromatograpie éclair (CH,Cl,/MeOH, 1:0 to 9:1)
permet d’obtenir I’hydroxamate 2.6d (60 mg, 65%).

R;=0.62 (CH,C1/MeOH, 9:1) ;

IR (neat/NaCl) 2961, 1710, 1595 cm™ ;

RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 8.95 (m, 1H), 8.59 (m, 2H), 8.40 (m, 1H), 7.68 (d,
2H, J = 6.8 Hz), 7.28 (m, 15H), 6.95 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 4.05 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.80 (s,
3H), 3.78 (s, 2H), 3.42 (d, 1H, J = 13.9 Hz), 3.32 (d, 1H, J = 13.9 Hz), 2.92 (dd, 1H, J =
5.5, 14.1 Hz), 2.84 (dd, 1H, J = 5.5, 14.1 Hz), 2.05 (m, 1H), 1.88 (m, 1H), 1.78 (m, 2H),
0.84 (d, 3H, J=5.4 Hz), 0.75 (d, 3H,/=5.4 Hz) ;
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3¢ (75 MHz, CD;OD) § (ppm) 166.5, 163.2, 148.8, 147.4, 141.7, 137.2, 131.2,
129.1, 128.9, 127.9, 127.7, 123.7, 114.4, 93.1, 55.6, 55.3, 52.5, 32.4, 27.5, 27.0, 26.8, 20.2,
19.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 710 (16) (M+H"), 243 (100) ;

(HR) calc. pour C4H44N305S, 710.27222 (M+H"), obt. 710.27520.

N-Hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-(pyridin-3-
ylméthylsulfanyl)-butyramide (2.7d)
OMe OMe

= =B
TFA
N N,O\ C(Ph)s N N,OH
H H
a <
S N S N

2.6d 2.7d

C20H26N305S;
Mol. Wt.: 452.57

A une solution d’hydroxamate 2.6d (60 mg, 0.084 mmol) dans CH,Cl, (10 mL) est ajouté
TFA (1 ml, 10% dans CH,Cl,) goutte a goutte jusqu’a ce que la couleur jaune persiste. La
solution est alors encore agitée pendant 2 h, puis extraite avec CH,Cl,, lavée avec HCl
0.1N, NaHCO; diluée, de la saumure, séchée sur Na,SO, et concentrée in vacuo. Une
chromatographie éclair (CH>Cl,/MeOH, 1:0 to 9:1) permet d’obtenir 2.7d (20 mg, 50%).
Ry=0.27 (CH,Cl2/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3165, 2996, 1669, 1597 cm™' ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl3) 5 (ppm) 9.55 (€largi, 1H), 8.48 (m, 3H), 7.68 (d, 2H, J = 8.8
Hz), 7.35 (m, 1H), 6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 4.35 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 3.86 (s, 3H), 3.55 (s,
2H), 3.12 (dd, 1H, J = 5.3, 13.9 Hz), 2.92 (dd, 1H, J = 5.3, 13.9 Hz), 2.21 (m, 2H), 1.95 (m,
1H), 0.98 (m, 3H, J = 6.6 Hz), 0.85 (d, 3H, J = 6.6 Hz) ;

13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm) 168.5, 163.7, 139.6, 131.8, 129.7, 114.3, 55.6, 55.2,
52.5,324,274,217.3,27.2,20.1,19.8 ;
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SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 468 (73) (M+H"), 153 (100) ;
(HR) calc. pour C2;H30N305S; 468.16269 (M+H™), obt. 468.16150.

N-Hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-4-(thiophén-3-
ylméthylsulfanyl)-butyramide (2.7e)
OMe

2.7e
VT 475 6
Méthode B ;
Quantité€ 48 mg ;
Rendement 60% ;

Rf=0.45 (CH,Cl/MeOH 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3335, 2961, 1674, 1595 cm’;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 9.50 (élargi, 1H), 7.78 (d, 2H, J = 7.8 Hz), 7.28 (m,
2H), 7.00 (d, 2H, J = 7.8 Hz), 6.98 (m, 1H), 4.32 (t, 3H, J = 7.3 Hz), 3.88 (s, 3H), 3.51 (d,
1H, J=5.7 Hz), 349 (d, 1H, J=5.7 Hz), 3.11(dd, 1H,J=7.2,11.2 Hz), 2.90 (dd, 1H, J =
7.2, 11.2 Hz), 2.23 (m, 2H), 1.90 (m, 1H), 0.94 (d, 3H, J = 6.2 Hz), 0.84 (d, 3H, J = 6.2 Hz)
BC (75 MHz, CD;0D) § (ppm) 167.9, 163.3, 132.2, 129.8, 128.2, 126.1, 122.3,
114.6,55.9, 55.1, 52.8, 30.8, 27.6, 26.3, 20.03, 20.01 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 473 (7) (M+H"), 412 (11), 307 (23), 289 (13), 193 (18),
107 (27) ;
(HR) calc. pour CaoHasN,OsS3 473.12387 (M+H"), obt. 473.12600.
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N-Hydroxy-2-[isobutyl-(4-méthoxy-benzenesulfonyl)-amino]-4-
pentafluorophénylméthylsulfanylbutyramide (2.7f)

OMe
9
H
S
F F
F F
F
2.7%
CooHasFsN>O5S,
Mol. Wt.: 556,57
Méthode B ;
Quantité 76 mg ;
Rendement 65% ;

Ry= 0.45 (CH,C1/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3334, 2964, 1678, 1596, 1505 cm™" ;
RMN : 'H (300 MHz, CDsOD) & (ppm) 7.77 (d, 2H, J = 7.2 Hz), 7.25 (d, 2H, J = 7.2 Hz),
4.38 (bs, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.51 (m, 2H), 3.16 (dd, 1H, J = 7.5, 11.5 Hz), 2.96 (dd, 1H, J =
7.5, 11.5 Hz), 2.24 (m, 2H), 1.96 (m, 1H), 1.51 (m, 1H), 0.91 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 0.87 (d,
3H,J=4.7Hz);

3C (75 MHz, CDCls) § (ppm) 167.4, 163.1, 130.7, 129.1, 114.3, 55.5, 54.8, 52.5,
28.2,27.1,26.7,22.1,20.04, 19.7 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 579 (18), 557 (27), 496 (50), 171 (100) ;

(HR) calc. pour CpH6FsN,0sS, 557.12036 (M+H™), obt. 557.12170.



167

9. 4. Préparation des produits 2.3j-k ; 2.4j-k et 2.7j-k

9. 4. 1. Préparation des sulfonamides 2.3j et 2.3k

La formation des sulfonamides suivants suit celle rapportée au paragraphe 8. 1., en
remplagant le chlorure de para-méthoxybenzéne sulfonyle par le chlorure du sulfonyle

choisi.

4-Bromo-N-isobutyl-N-(2-oxo-tétrahydro-thiophén-3-yl)-benzénesulfonamide (2.3j)
Br

2.3

Ci4H4 BBI'NO:.;SQ
Exact Mass: 390,99
Mol. Wit.: 392,33

Quantité 428 mg ;
Rendement 71% ;
Rf=0.67 (hexanes/EtOAc, 1:1) ;
IR (pastille NaCl) 2961, 1705, 1575, cm™* ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl;) § (ppm) 7.71 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.62 (d, 2H, J = 8.4 Hz),
4.63 (m, 1H), 3.30 (m, 2H), 3.02 (dd, 2H, J = 8.4, 4.6 Hz), 2.71 (dd, 2H, J = 8.4, 4.6 Hz),
2.41 (m, 1H), 1.90 (m, 1H), 0.85 (d, 3H, J = 5.8 Hz), 0.83 (d, 3H, J= 5.8 Hz) ;

3¢ (75 MHz, CDCly) & (ppm) 202.5, 138.4, 131.9, 129.8, 127.6, 68.0, 54.6, 26.3,
27.7,26.7,19.9 ;
SM: (BR) (FAB, m/z, %): 392 (20), 307 (15) ;

(HR) calc. pour C14H;503NS,"Br 391.99896 (M+1), obt. 392.00060.
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N-Isobutyl-N-(2-oxo-tétrahydro-thiophéen-3-yl)-4-phénoxy-benzénesulfonamide (2.3k)

2.3k
CooH23NO,4S;
Mol. Wt.: 405,53
Quantité 323 mg ;
Rendement 45% ;

Ry = 0.20 (hexanes/EtOAc, 8:2) ;
IR (pastille NaCl) 2962, 1706, 1584, 1488 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl5) & (ppm) 7.81 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 7.42 (t, 2H, J = 5.5 Hz),
7.21 (t, 1H, J = 5.1 Hz), 7.08 (dd, 2H, J = 6.2, 12.4 Hz), 7.04 (dd, 2H, J = 6.2, 12.4 Hz),
4.65 (m, 1H), 3.28 (m, 2H), 3.07 (dd, 1H, J = 10.5, 5.5 Hz), 2.74 (dd, 1H, J = 10.5, 5.5 Hz),
2.57 (m, 1H), 2.41 (m, 1H), 1.92 (m, 1H), 0.85 (d, 3H, J = 5.5 Hz), 0.83 (d, 3H, J = 5.5 Hz)
3C (75 MHz, CDCl3). 8 (ppm) 203.3, 182.2, 155.8, 134.4, 130.1, 130.0, 121.9,
120.0, 117.2, 67.4, 54.4,29.3,28.2, 27.7, 20.8 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 406(15), 154 (28), 109 (24), 83 (48) ;
(HR) calc. pour CaoH304NS; 406.11469 (M+H?), obt. 406.11550.

9. 4. 2. Formation des thioéthers 2.4j et 2.4k

La formation des composés 2.4j et 2.4k suit la procédure rapportée au paragraphe 8. 2. en

utilisant le bromure de benzyle.
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4-Benzylsulfanyl-2-[(4-bromo-benzénesulfonyl)-isobutyl-amino]-butyrate de méthyle
(2.4j)

Br

O::s 0
N
L0
L Q)

2.4
CaoH2gBrNO,4S,
Exact Mass: 513,06
Mol. Wt.: 514,50
Rendement 90 mg ;
Rendement 22% ;
Rf=0.51 (hexanes/EtOAc, 4:1) ;
IR (pastille NaCl) 2956, 1742, 1546 cm™* ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm) 7.71 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.62 (d, 2H, J = 8.4 Hz),
7.31 (m, 5H), 4.54 (t, 1H, J = 5.7 Hz), 3.68 (s, 2H), 3.55 (s, 3H), 3.05 (dd, 2H, J = 4.6, 8.4
Hz), 2.85 (dd, 2H, J = 4.6, 8.4 Hz), 2.48 (m, 2H), 2.25 (m, 1H), 1.87 (m, 2H), 0.88 (d, 3H, J
=6.8 Hz), 0.87 (d, 3H, J=6.8 Hz) ;
BC (75 MHz, CDCly) & (ppm) 170.6, 138.8, 137.9, 131.9, 129.1, 128.7, 128.5,
127.5, 127.02, 58.8, 54.4, 52.1, 36.0, 29.7, 27.9, 27,7, 20.14, 20.07 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 514 (28) (M+H"), 456 (15), 294 (59) ;
(HR) calc. pour Cp;HzsBrO4NS,; 514.07214 (M+H™), obt. 514.07110.
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4-Benzylsulfanyl-2-[isobutyl-(4-phénoxy-benzénesulfonyl)-amino]-butyrate de méthyle

(2.4k)
)

O:js 0
N
L0
L

2.4k

C2gH33NOsS,
Mo!l. Wt.: 527,70

Quantité 168 mg ;
Rendement 55% ;
Ry =0.41 (hexanes/EtOAc, 4:1) ;
IR (pastille NaCl) 2963, 1736, 1584, 1488 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.79 (d, 2H, J = 6.6 Hz), 7.43 (t, 2H, J = 5.5 Hz),
7.26 (t, 1H, J=5.2 Hz), 7.02 (d, 2H, J = 6.5 Hz), 7.0 (d, 2H, J = 6.5 Hz), 4.52 (t, 1H, J =
4.3 Hz), 4.02 (m, 2H), 3.71 (s, 2H), 3.06 (dd, 1H, J = 5.7, 10.1 Hz), 2.85 (dd, 1H, J = 5.7,
10.1 Hz), 2.47 (m, 2H), 2.21 (m, 1H), 1.89 (m, 2H), 1.14 (t, 3H, J = 5.8Hz), 0.85 (d, 3H, J
=7.0 Hz), 0.84 (d, 3H, J= 6.8 Hz) ;

3¢ (75 MHz, CDCl,) § 130.0, 129.7, 128.7, 128.4, 126.9, 124.7, 120.0, 117.2, 61.1,
58.8,54.1,35.8,29.7,27.9, 27.6, 20.1, 20.0, 13.8 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 542 (32), 308 (32), 137 (76),91 (73) ;

(HR) calc. pour CogH3505NS; 542.20349 (M+H™), obt. 542.20260.
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9. 4. 3. Formation des acides hydroxamiques 2.7j et 2.7k

4-Benzylsulfanyl-2-[(4-bromo-benzénesulfonyl)-isobutyl-amino]-N-hydroxy-
butyramide (2.7j)
Br

75 3
H
L

2.7j

C21H27BrN204S;
Mol. Wt.: 515.49

Méthode B rapportée au paragraphe 8. 3. 2. ;
Quantité 12 mg ;
Rendement 62% ;
Huile incolore ;
Rf=0.37 (CH,Cl,/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3345, 2961, 1679, 1157 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) § (ppm) 7.67 (m, 5H), 7.31 (d, 2H, J = 7.8 Hz), 7.27 (d, 2H, J
= 7.8 Hz), 4.35 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 3.52 (dd, 1H, J = 5.7, 12.6 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 5.7,
12.6 Hz), 2.22 (m, 2H), 2.11 (m, 1H), 1.91 (m, 2H), 0.89 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.85 (d, 3H, J
=6.5Hz) ;

13C (75 MHz, CDCl3) § (ppm) 166.9, 138.3, 137.5, 132.5, 128.5, 128.45, 128.38,
128.04, 127.06, 54.7, 52.5, 35.7, 27.0, 26.5, 20.0, 19.6 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 523 (8), 438 (15), 391 (25), 307 (17), 286 (23), 176 (21),
137 (67) ;

(HR) calc. pour Cy1H04N,S,"Br 515.06738 (M+1), obt. 515.06580.
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4-Benzylsulfanyl-N-hydroxy-2-[isobutyl-(4-phénoxy-benzénesulfonyl)-amino]-
butyramide (2.7k)

o/@ o/@

1. LiOH
2i. (CICO),, DMF Osd
ii. NH,OH.HCI, EtgN o°r
2.7k
Co7H32N205S,
Mol. Wt.: 528,68

L’ester 2.4k (118 mg, 0.217 mmol) est solubilisé fans le THF (5 mL) et 2 0°C, et LiOH (36
mg, 0.871 mmol) est additionné. La solution est laissée sous agitation a température
ambiante pendant 36 h. Puis, HCl 1M est ajouté lentement jusqu’a pH 3 et la phase
organique est extraite a AcOEt, séchée sur Na,SO, et concentrée pour donner I’acide

carboxylique (88 mg, 77%) utilis€ tel quel dans 1’étape suivante.

L’acide carboxylique (75 mg, 0.146 mmol) obtenu dans I’étape précédente est mis en
solution dans CH,Cl, (5 mL) et DMF (11 pL, .0146 mmol) est additionnée, suivi du
chlorure d’oxalyle. Un dégagement gazeux est observé et le tout est agité 30 min. Pendant
ce temps, dans un second ballon, le sel HCl d’hydroxylamine (40 mg, 0.584 mmol) est mis
en suspension dans un mélange eau/THF 1/5 (6 mL) et a2 0°C, Et;N (122 pL, 0.876 mmol)
est ajoutée et la solution obtenue est agitée 15 min.

Lorsque le dégagement gazeux est terminé, la premiére solution est ajoutée a la solution
d’hydroxylamine et le tout est agité 16 h a température ambiante. HCI 1N est ajouté jusqu’a
pH 4 et la phase organique est extraire au CH,Cl,, lavée a la saumure, séchée sur Na,SO, et
concentrée pour donner une huile. Cette dernicre est purifiée par chromatographie éclair

(CH,C1,/MeQHY/, 96/4) pour donner 2.7k (62 mg, 80%) comme une huile incolore
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Rr=0.42 (CH,Cl:/MeOH, 9:1) ;
IR (pastille NaCl) 3337, 2963, 1676, 1583, 1488 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 10.92 (élargi,1H), 7.74 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 7.39 (t,
2H, J = 5.5 Hz), 7.26 (m, 5H), 7.03 (t, 3H, J = 5.0 Hz), 4.34 (t, 1H, J = 6.6 Hz), 3.49 (dd,
2H, J = 1.5, 13.6 Hz), 3.15 (dd, 1H, J = 10.0, 14.2 Hz), 2.88 (dd, 1H, J = 10.0, 14.2 Hz),
2.22 (m, 1H), 2.1 (m, 2H), 1.8 (m, 1H), 1.4 (m, 1H), 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.85 (d, 3H, J
=6.6 Hz) ;

3C (75 MHz, CDCl) § (ppm) 167.7, 161.8, 154.8, 137.6, 132.7, 130.1, 129.1,
128.64, 128.61, 128.60, 128.43, 128.41, 127.0 124.9, 120.1, 117.7, 54.9, 52.4, 35.6, 27.1,
26.6,20.1, 19.7 ;
SM: (BR) (MAB N2, m/z, %): 529 (20), 468 (49), 233 (24), 137 (88) ;

(HR) calc. pour Cy7H3305N5S, 529.18400 (M+H™), obt. 529.18311.



Chapitre 10

Section expérimentale :

préparation des produits du chapitre 3



175

(Benzhydrylidéne-amino)-acétate de méthyle (3.13)

(D

0 ‘ O 0
HCI'HZN\)LOMe i ‘;/N\/U\OMe

3.13
C16H15NO;
Mol. Wt.: 253.30

A une solution du sel HCl d’ester méthylique de la glycine (10.0 g, 79.6 mmol) dans
CH,Cl, (150 mL) est ajoutée la dibenzophénone imine (13.3 mL, 1 eq). Le mélange
résultant est agité a température ambiante pendant 24 h puis filtré et concentré. Le résidu
obtenu est dissout dans Et;O (150 ml) et le précipité est filtré et lavé a 1’eau. La phase
organique est extraite, lavée a la saumure et séchée sur Na,SO,4 avant d’étre concentré in
vacuo pour donner 3.13 (18.5 g, 92%), sous forme de cristaux blancs, suffisamment purs
pour étre utilisés tels quels dans la prochaine €étape.
Ry =0.63 (Hexanes/AcOEt, 7:3) ;
IR (pastille NaCl) 3059, 2952, 1748, 1627 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 7.68 (dd, 2H, J = 1.3, 8.2 Hz), 7.47 (m, 3H), 7.45
(m, 1H), 7.34 (m, 2H), 7.15 (dd, 2H, J = 1.5, 7.8 Hz), 4.23 (s, 2H), 3.75 (s, 3H) ;

B¢ (100 MHz, CDCl5) 8§ (ppm) 172.3, 171.5, 139.6, 136.3, 132.8, 130.9, 129.2,
129.1, 129.0, 128.9, 128.8, 128.7, 128.5, 128.0, 56.0, 52.4 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 253 (27) (M), 194 (100), 182 (16) ;

(HR) calc. pour C;6H;50,N 253.11, obt. 253.110893.
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2-(Benzhydrylidéne-amino)-l-(lo,10-diméthyl-3,3-dioxo-32.6-thia-4-aza-tricyclo[5.2.1.0
1’s]dec-4-yl)-éthanone (3.18)

O 0 (1R)-2,10-camphorsultame O o
MesAl
N \/U\OMe ° N

5 5

3.13 3.18

C25H2gN203S
Mol. Wt.: 436.57

A une solution de I’acide (R)-camphorsulphonique (10.0 g, 46.5 mmol) dans le toluéne
(150 mL) est ajoutée goutte a goutte une solution de triméthylaluminium, 2M dans le
toluéne (33 mL, 1.4 eq) a température ambiante, sous argon. Le mélange résultant est agité
30 min puis le composé 3.13 (16.5 g, 1.4 eq) dissout au préalable dans le toluéne (150 mL)
est additionné. La solution est agitée 48 h. a 50°C puis refroidie dans un bain de glace.
MeOH (100 mL) est ensuite ajouté trés lentement et le mélange est agité pendant 15 min.
De I’eau (30 mL) est additionnée et I’agitation est poursuivie encore 30 min. Le mélange
est alors filtré sur Célite, rincé avec AcOEt tiede et concentré in vacuo. Le résidu obtenu
donne aprés chromatographie éclair (hexanes/AcOEt, 9:1 a 6:2), 3.18 ( 14.4 g, 71%).
Ryr=0.42 (Hexanes/AcOEt, 7:3) ;
IR (pastille NaCl) 2960, 1704, 1265, 1446, 1333 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 7.68 (m, 2H), 7.44 (m, 3H), 7.35 (m, 3H), 7.26 (m,
2H), 5.76 (m, 1H), 5.1 (s, 1H), 5.08 (m, 2H), 4.84 (t, 1H), 3.91 (m, 1H), 3.35 (d, 2H, J =
5.2 Hz), 2.58 (m, 1H), 2.05 (m, 2H), 1.86 (m, 3H), 1.35 (m, 2H), 1.12 (s, 3H), 0.93 (s, 3H) ;
BC (100 MHz, CDCl3) & (ppm), 172.4, 170.9, 140.0, 136.4, 134.0, 130.6, 129.3,
129.0, 128.8, 128.5, 128.3, 118.6, 65.6, 65.3, 53.5, 48.8, 48.1, 44.9, 40.4, 38.7, 33.1, 314,
26.8,21.1,20.3;
SM: (BR) MAB N2, m/z, %): 436 (42) (M+), 194 (100) ;
(HR) calc. pour C»5H2303N,S 436.182065, obt. 436.181696.
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(2R)-(Benzhydrylidéne-amino)-1-(10,10-diméthyl-3,3-dioxo-37\,6-thia-4-aza-
tricyclo[5.2.1.0 '*]dec-4-yl)-pent-4-én-1-one (3.19)

iodure d'allyle, LiOH,

O o (BugN)HSO,, O 0o
/N\/ILN\S ))) - /N NZ
S
S a0
|
3.18

3.19

CogH3oN2035
Mol. Wt.: 476.63

L'imine 3.18 (104 mg, 0.238 mmol) est dissoute dans CH,Cl,/H,O 30:1 et le tout est

refroidi a -10°C (glace + saumure). LiOH.H,O (12 mmol, 50 eq) est ajouté, suivi de
(BusN)HSO4 (0.262 mmol, 1.1 eq) et de 1'iodure d'allyle (0.286 mmol, 1.2 eq). Le mélange
est alors immédiatement soumis aux ultrasons pendant 8 min, puis filtré sur papier et
concentré. Le résidu obtenu est alors trituré avec Et;O (11 mL) et le tout est filtré une
nouvelle fois pour éliminer BusNI. Le filtrat est lavé avec H,O puis avec de la saumure et
enfin concentré pour fournir 3.19 (80 mg, 81%) utilisé tel quel dans 1'étape suivante.
Ry=0.46 (hexanes/AcOEt, 7/3) ;
IR (pastille NaCl) 2961, 1705, 1625, 1333 cm’!;
RMN : 'H (300 MHz, CDs;0D) § (ppm) 7.74 (dd, 2H, J = 1.3, 8.3 Hz), 7.44 (m, 3H), 7.33
(m, 3H), 7.2 (dd, 2H, J = 1.3, 8.3 Hz), 5.7 (m, 1H), 5.1 (dd, 1H, J = 2.0, 12.1 Hz), 5.05 (dd,
1H, J = 1.5, 7.1Hz), 4.80 (dd, 1H, J = 4.6 Hz), 3.91 (m, 1H), 3.35 (dd, 2H, J = 7.9, 13.8
Hz), 2.76 (m, 1H), 2.56 (m, 1H), 2.05 (m, 2H), 1.85 (m, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.11 (s, 3H),
0.93 (s, 3H) ;

BC (100 MHz, CDCl3) & (ppm)172.4, 170.9, 140.0, 136.4, 134.0, 130.6, 129.3,
129.0, 128.8, 128.5, 128.3, 118.6, 65.6, 65.3, 53.5, 48.8, 48.1, 44.9, 404, 38.7, 33.1, 31.4,
26.8,21.1,20.3;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 477 (100) (M), 435 (10) ;

(HR) calc. pour C3H3303N,S 477.22119, obt. 477.21980.



178

(2R)-Amino-1-(10,10-diméthyl-3,3-dioxo-3A5-thia-4-aza-tricyclo[5.2.1.0'"]dec-4-yl)-
pent-4-én-1-one (3.12)

o)
N N HCI 1N 0
\S - H2N N
O, ~s
9 S,
3.19

3.12

C15H24N203S
Mol. Wt.: 312.43

L'allyle 3.19 (4.6 g, 9.66 mmol) est dissout dans Et,O (130 mL) et une solution de HCI IN
(130 mL) est ajoutée. Le mélange est alors laissé sous agitation, a température ambiante
pendant 16 h. La phase organique est ensuite extraite trois fois avec Et,O pour séparer la
dibenzophénone formée. La phase aqueuse est par la suite basifiée a pH 11 avec K,CO3;3M
puis la phase organique est extraite trois fois a I'aide de AcOEt, lavée a la saumure puis
séchée sur Na,SO4 et concentrée pour fournir 3.12 (1.5 g, 50%) utilis€ tel quel dans l'étape
suivante.
Ry=0.10 (hexanes/AcOEt, 1/1) ;
[adp = +83.7 (¢ 0.97, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2990, 1696, 1329 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 5.75 (m, 1H), 5.15 (dd, 1H, J = 1.9, 12.5 Hz), 5.12
(dd, 1H, J = 0.9, 5.5 Hz), 4.15 (dd, 1H, J = 6.1 Hz), 3.95 (dd, 1H, J = 4.8, 7.2 Hz), 3.46
(dd, 2H, J = 8.1, 11.9 Hz), 2.53 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 2.11-1.94 (m, 5H), 1.42 (m, 2H),
1.15 (s, 3H), 0.98 (s, 3H) ;

3C (100 MHz, CDCls) 8 (ppm) 175.9, 133.6, 118.9, 65.5, 54.4, 53.4, 49.0, 48.1,
45.0, 40.3, 38.6, 33.2, 26.8, 21.3,21.1,20.2 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 313 (40) M+1) ;

(HR) calc. pour C;sH2503N>S 313.15860, obt. 313.15980.
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1-(10,10-Diméthyl-3,3-dioxo-3)\°-thia-4-aza-tricyclo[5.2.1.0"1dec-4-yI)-(2R)-
isobutylamino-pent-4-én-1-one (3.20)

o) isobutyraldéhyde, H 0
HoN \‘;u\ NaBHCN )\/ H
N\ N\
S S
O,

02
|
3.12 3.20

C1gH3oN203S
Mol. Wi.: 368,53

Sur l'isobutyraldéhyde (9.203 mmol, 1.5 eq) préalablement dissoute dans un mélange de
MeOH/AcOH 20:3 (46 mL) est canulée goutte a goutte 'amine 3.12 (1.917 g, 6.135 mmol)
en solution dans MeOH (40 mL). Aprés 30 min d'agitation a température ambiante, sous
argon, NaBH3CN (9.203 mmol, 1.5 eq) est ajouté lentement. Le mélange est alors agité 24
h. Puis le solvant est évaporé, le résidu est repris dans AcOEt (100 mL), lavé avec une
solution saturée de NaHCO;, de l'eau, de la saumure puis séché sur Na;SO,, concentré et
chromatographié€ (hexanes/AcOEt 9:1 & 7:3) pour donner 3.20 (1.81 g, 80%) sous forme
d’un solide blanc.
Ry= 0.66 (hexanes/AcOEt, 6/4) ;
PF:79°C
[odp = +78.06 (c 1.1, CHCl») ;
IR (pastille NaCl) 2369, 2343, 1700, 1654 cm?!;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 5.72 (m, 1H), 5.03 (dd, 1H, J = 1.3, 18.6 Hz), 4.98
(dd, 1H, J = 0.9, 11.1 Hz), 4.04 (dd, 1H, J = 2.7, 7.2 Hz), 3.86 (m, 2H), 3.44 (d, 1H, J =
13.8 Hz), 3.41 (d, 1H, J = 13.8 Hz), 2.36 (m, 2H), 2.26 (m, 2H), 1.95 (m, 3H), 1.83 (m,
3H), 1.58 (m, 1H), 1.17 (m, 2H), 1.08 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.80 (d, 6H, J = 6.6 Hz) ;

13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm)175.5, 133.7, 118.7, 65.4, 61.3, 56.2, 53.5, 48.1,
449, 39.1, 38.7, 33.1, 28.8, 26.8, 21.1, 20.7, 20.2, 18.2, 17.7 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 369 (100) (M+1), 327 (10) ;

(HR) calc. pour C19H33N203S 369.22119, obt. 369.22190.
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N-[(lR)-(lO,10-Diméthyl-3,3-dioxo-l6thia-4-aza-tricyclo[5.2.1.01’5]décane-4-carbonyl)-
but-3-ényl]-N-isobutyl-4-méthoxy-benzénesulfonamide (3.21)
MeO

0] PMPSO,CI, 802 %g
pyridine
02

3.21

C26H3gN206S,
Mol. Wi.: 538,72

Sur de I'isobutylamine 3.20 (1.96 g, 5.318 mmol) diluée dans la pyridine anhydre (25 mL)
est ajoutée a 0°C le chlorure de sulfonyl paraméthoxyphényl (7.977 mmol, 1.5 eq). Aprés

30 min a cette température, 1'agitation est poursuivie pendant 24 h a température ambiante.
Puis, le solvant est évaporé, le résidu est repris dans CH,Cl, (50 mL), lavé avec HCI 1%
(10 mL), NaHCO;j sat., de 1a saumure puis séché sur Na,SO,4, concentré et chromatographié
(hexanes/AcOEt 9:1) pour donner 3.21 (1.71 g, 60%).
R¢=0.43 (hexanes/AcOEt, 6/4) ;
[o)p =+31.3 (c 1.28, CHCl5) ;
IR (pastille NaCl) 2960, 2360, 1762 cm’! ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;OD) § (ppm) 7.85 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 6.94 (d, 2H, J = 9.0 Hz),
5.60 (m, 1H), 5.10 (dd, 1H, J = 1.3, 17.2 Hz), 5.01 (d, 2H, J = 10.5 Hz), 3.85 (s, 3H), 3.76
(dd, 1H, J = 6.2 Hz), 3.48 (s, 2H), 3.22 (dd, 2H, J = 2.6, 7.1 Hz), 2.66 (m, 1H), 2.55 (m,
1H), 2.03-1.83 (m, 5H), 1.4-1.27 (m, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.89 (d, 3H, J = 6.7
Hz), 0.86 (d, 3H,J=6.7 Hz) ;

13C (100 MHz, CDCls) § (ppm) 170.8, 163.1, 133.5, 131.9, 130.4, 118.6, 114.1,
65.6, 60.5, 55.9, 53.9, 53.3, 48.9, 48.1, 44.7, 38.6, 34.9, 33.1, 28.9, 26.7, 244, 21.1, 20.1,
20.7,20.2, 14.6;
MS: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) 539 (64) (M+1), 497 (22), 296 (100) 171 (58) ;

(HR) calc. pour Cy6H39N206S 539.22498, obt. 539.22740.
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Acide (2R)-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyle)-amino]-pent-4-énoique (3.22)

Me MeO

so2

- L R
|

3.22
C16H23NOsS
Mol. Wt.: 341,42

LiOH (3 eq, 1.442 mmol) est ajouté au sulfonamide 3.21 (2.59 g, 4.8 mmol) en solution
dans un mélange H,O/THF : 7/4 (110 ml) et le tout est agité pendant 24 h a température
ambiante. La phase organique est ensuite extraite avec CH,Cl,. La phase aqueuse est alors
acidifiée avec HC1 1M a pH 3 et la phase organique est extraite a I’ AcOEt. Cette seconde
phase organique est lavée a la saumure, séchée sur Na,SO4 concentrée et chromatographiée
(CH,Cl1,/MeOH, 95/5) pour donner 3.22 (0.819 g, 50%).
Ry=0.21 (hexanes/AcOEt, 1/1) ;
[adp = +27.9 (¢ 1.0, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3390, 2960, 1645, 1597, 1262 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 7.77 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 8.9 Hz),
5.35 (m, 1H), 5.0 (dd, 1H, J = 1.4, 17.0 Hz), 4.92 (d, 1H, J = 11.3 Hz), 4.25 (m, 1H), 3.88
(s, 3H), 3.15 (dd, 1H, J = 3.4, 9.2 Hz), 3.05 (dd, 1H, J = 2.3, 5.7 Hz), 2.65 (m, 1H), 2.36
(m, 1H), 1.67 (m, 1H), 0.93 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.87 (d, 3H, /= 6.6 Hz) ;

B¢ (100 MHz, CDCls) & (ppm) 175.0, 162.9, 133.3, 131.1, 129.6, 118.3, 113.9,
55.5,50.2,44.5, 33.7; 27.5, 20.1, 20.3 ;
MS: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 341 (80) (M), 295 (43) 170 (81) ;

(HR) calc. pour C16H23NOsS (M+1) 342.137520, obt. 342.136124.
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N-(5-Iodométhyl-2-oxo-tétrahydro-furan-(3R)-yl)-N-isobutyle-4-méthoxy-
benzénesulfonamide (3. 11)

MeO MeO

SO, O '502 0
)\/Kj lp, NaHCO; solide N

dans le noir o)

3.22 3.1

C1gH22INO5S
Mol. Wt.: 467,32

NaHCO;s; solide (3 eq, 3.99 mmol) dilué au préalable dans 4 ml d'eau est ajouté sur l'acide
3.22 (455 mg, 1.33 mmol) en solution dans le THF (4ml). Le ballon est alors protégé de la
lumiére et I, (3 eq, 3.99 mmol) est ajouté lentement au mélange qui se colore
immédiatement en brun foncé. Apreés 3 h 30 d'agitation & température de la piece dans le
noir, une solution aqueuse de KSO, 1M (10 ml) est ajoutée et la phase organique est
extraite avec Et,O jusqu'a ce que la phase aqueuse soit incolore. La phase organique est
alors lavée avec NaHCO; sat., Na,S,03 sat en quantité minimale nécessaire pour que la
solution devienne incolore puis séchée sur Na,SO;, pour donner un mélange de
diastéréoisomeres 3.11 (0.496 g, 80%).

Ry=0.75 et 0.92 (hexanes/AcOEt, 1/1) ;

IR (pastille NaCl) 1785, 1597, 1154 cm™® ;

RMN :'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 7.88 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 6.98 (d, 2H, J = 8.7 Hz),
4.60 (dd, 1H, J=9.2, 11.5 Hz), 4.39 (m, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.49 (dd, 1H, J = 4.6, 10.4 Hz),
3.38 (dd, 1H,J=7.2, 10.4 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 7.5, 14.4 Hz), 2.87 (dd, 1H, J =17.5, 14.4
Hz), 2.83 (ddd, 1H, J = 6.3, 9.4, 15.2 Hz), 2.32 (m, 1H), 1.84 (m, 1H), 0.88 (d, 3H, J=6.1
Hz), 0.86 (d, 3H,J=6.1 Hz) ;
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3¢ (100 MHz, CDCl3) § (ppm) 172.2, 163.2, 130.4, 129.1, 114.2, 75.3, 58.3, 55.5,
54.7,50.5, 34.5, 27.5, 20.0, 19.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 468 (28) (M).

N-Isobutyl-4-méthoxy-N-(2-0x0-5-phénylsulfanylméthyl-tétrahydro-furan-(3R)-yle)-
benzénesulfonamide (3.23)

MeO MeO MeQ

[
N PhSNa Nun N
—_— +

] 0O O

(R) B

/
| [ S
3.11 @ @
3.23 (2R, 4R) 3.23 (2R, 4S)
CaoHo7NO5S,
Mol. Wi.: 449,58

Sur l'iodolactone 3.11 (542 mg, 1.15 mmol) en solution dans le THF (5 mL) est ajoutée
goutte a goutte une solution de phénylthiolate de sodium 0.15 M (15.4 mL, 2 eq.) préparé
fraichement comme suit.

L'hydrure de sodium 60% dans la graisse (107 mg, 2.6 mmol) est lavée 3 fois avec de
I'hexane puis mis en solution dans du THF (17.8 mL). Le mélange est refroidi a 0°C avant
I'addition de phénylthiol (274 pL, 6.6 mmol). L'ensemble est ajouté 30 min a 0°C avant
d'étre utilisé.

La solution est agitée a température ambiante pendant 16 h. Puis 60 mL d'un mélange 1:1
éther diéthylique/eau sont ajoutés et la phase organique est extraite 3 fois a 1'éther, lavée a

la saumure, séchée sur Na;SOj, concentrée et chromatographiée (hexanes/AcOEt, 4/1) pour
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donner un mélange de deux diastéréoisoméres dans un ratio 2.2/1 en faveur 3.23 (2R, 4R)

(125 mg) (62 mg de 3.23 (2R, 4S) ) et dans un rendement global de 40%.

N-Isobutyl-4-méthoxy-N-(2-0xo0-(SR)-phénylsulfanylméthyl-tétrahydro-furan-(3R)-
yle)-benzénesulfonamide (3.23 (2R, 4R))

[alp = +20.19 (c 1.04, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2992, 1785, 1596, 1498 cm’! ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 7.90 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.45 (dd, 2H, J = 1.3, 8.4
Hz), 7.36 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.30 (dd, 2H, J = 1.8, 7.4 Hz), 7.01 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 4.80
(dd, 1H, J =9.0, 11.7 Hz), 4.34 (dddd, 1H, J =4.9, 5.9, 7.5, 10.1 Hz), 3.91 (s, 3H), 3.47
(dd, 1H, J = 4.9, 14.0 Hz), 3.20 (dd, 1H, J = 7.5, 14.0 Hz), 3.02 (dd, 1H, J = 7.7, 14.4 Hz),
2.88 (dd, 1H, J = 7.5, 14.4 Hz), 2.77 (ddd, 1H, J = 5.9, 9.0, 12.7 Hz), 2.37 (ddd, 1H, J =
10.1, 12.0, 12.7 Hz), 1.85 (m, 2H), 0.88 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.81 (d, 3H, J = 6.6 Hz) ;

Bc (100 MHz, CDCls) § (ppm) 172.3, 163.1, 134.4, 130.7, 130.4, 130.3, 129.2,
127.1, 114.0, 75.3, 57.9, 55.5, 54.6, 38.4, 33 .4, 27.5, 20.0, 19.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 450 (24) (M+1), 155 (19), 137 (47), 83 (67) ;

(HR) calc. pour CyHsNOsS, (M+1) 450.140892, obt. 450.138369.

N-Isobutyl-4-méthoxy-N-(2-0x0-(5S)-phénylsulfanylméthyl-tétrahydro-furan-(3R)-
yle)-benzeénesulfonamide (3.23 (2R, 45))

[odp =-2.1 (C0.55, CHCL) ;

IR (pastille NaCl) 2992.0, 1784, 1596, 1498 cm’;

RMN : 'H (300 MHz, CD;OD) & (ppm) 7.91 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.46 (d, 2H, J = 8.3 Hz),
7.36 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.30 (d, 2H), 7.0 (d, 2H, J=9.0 Hz), 4.93 (m, 1H), 451 (t, 1H,J =
9.7 Hz), 3.91 (s, 3H), 3.32 (dd, 1H, J = 4.1, 14.2 Hz), 3.19 (dd, 1H, J = 6.8, 14.2 Hz), 2.88
(m, 2H), 2.74 (ddd, 1H, J =9.0, 9.0, 13.8 Hz), 2.54 (ddd, 1H, J = 3.4, 10.4, 13.8 Hz), 1.78
(m, 1H), 0.89 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.77 (d, 3H, /= 6.6 Hz) ;
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13C (100 MHz, CDCl) & (ppm) 173.3, 163.2, 132.4, 130.7, 130.3, 130.0, 129.3,
128.2, 128.1, 127.2, 113.9, 75.9, 56.5, 55.6, 55.2, 39.2, 31.5, 27.2, 19.9, 19.7 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 450 (24) (M+1), 307 (29), 289 (14), 244 (19)

(HR) cal. pour Cx;H7NOsS, 449.133067, obt. 449.132454.

Acide (4R)-hydroxy-(2R)-[isobutyl-(4-méthoxy-benzenesulfonyl)-amino]-5-
phénylsulfanyl-pentanohydroxamique (3.3 (2R, 4R))

MeO MeQ

/k/ 702 o /k/ S0, 0
N NH,OH, NH,0K N _OH

o N
OH
s :
3.23 (2R, 4R) 3.3(2R, 4R)
ey

Un mélange d'hydroxylamine et des sels de potassium d'hydroxylamine(8eq, 1.9 mL, 0.83
mmoL dans le MeOH) préparé fraichement comme décrit est ajouté sur la lactone 3.23 (2R,
4R) (95 mg, 0.21 mmol) et le tout est ajouté a température ambiante pendant 16 h. Puis, le
mélange est acidifi€ avec HC1 0.5M a pH 3 et la phase organique est extraite 3 fois avec
AcOEt, lavée a la saumure, séchée sur sur NaSO,4, concentrée et chromatographiée
(hexanes/AcOEt, 1/1) pour donner 3.3 (2R, 4R) (19 mg, 20%).

fadp = +12.1 (¢ 0.73, MeOH) ;

IR (pastille NaCl) 3344, 2995, 1674, 1596, 1498 cm™ ;

RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 9.6 (élargi, 1H), 7.73 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.33 (d,
2H, J=17.6 Hz), 7.30 (m, 1H), 6.92 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 4.51 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.27 (m,
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1H), 3.11 (m, 1H), 2.95 (m, 3H), 1.92 (m, 1H), 1.85 (m, 1H), 1.79 (m, 1H), 0.90 (d, 3H, J =
6.4 Hz), 0.87 (d, 3H, /= 6.4 Hz) ;

3¢ (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 168.5, 163.1, 135.0, 130.7, 130.1, 129.3, 129.0,
126.5,114.2, 66.9, 55.6, 54.5, 52.6, 41.1, 33.9, 27.3, 20.2, 19.9 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 459 (6), 307 (44) .

Acide (45)-hydroxy-(2R)-[isobutyl-(4-méthoxy-benzénesulfonyl)-amino]-5-
phénylsulfanyl-pentanohydroxamique (3.3 (2R, 45))

MeQO MeQ

/k/ 'SOZ 7 /k/ ,Soz i
N\d NH,OH, NH,OK N _OH
o)

é 9
3.23 (2R, 45) 3.3(2R, 4S)

C22H3gN206S,
Mol. Wt.: 482.61

Le méme mode opératoire décrit pour la formation de 3.3 (2R, 4R) est suivi.

Quantité 8 mg ;

Rendement 19% ;

[o]p = -24 (c 0.4, MeOH) ;

IR (pastille NaCl) 3330.2, 2929.8, 1678.0, 1592.3, 1497.8 cm™ ;

RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm) 9.35 (€largi, 1H), 7.80 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.34 (m,
5H), 7.02 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 4.60 (m, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.68 (m, 1H), 3.09 (dd, 2H, J =
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10.0, 13.7), 2.84 (dd, 2H, J = 5.0, 14.1 Hz), 2.24 (t, 1H, J = 11.8 Hz), 1.91 (m, 1H), 1.30
(dd, 1H,J=7.6,16.4 Hz),0.93 (d, 3H, J= 6.6 Hz), 0.86 (d, 3H,J=6.6 Hz) ;

B¢ (100 MHz, CD;0OD) & (ppm), 168.5, 163.2, 135.0, 130.8, 129.8, 129.1, 126.7,
114.4, 66.3, 55.6, 53.1, 52.1,42.1, 33.8, 27.1, 20.1, 12.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 484 (5), 460 (35).



Chapitre 11

Section expérimentale :

préparation des produits du chapitre 5
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11. 1. Procédures générales

11. 1. 1. Procédure A : alkylation de I’ester pyroglutamique

R
LiHMDS, §\»R'
R A
O N COyMe ~ 0 N CO.-Me
Boc Boc

Dans un ballon préalablement flambé est mise la lactame en solution dans THF anhydre
(0.12 M) a —78°C sous argon. Aprés 15 min d’agitation a cette température, LIHMDS est
additionné goutte a goutte sur une période de 30 min puis le mélange est agité pour encore
30 min. Une solution de bromure (1.5 eq) dans le THF (0.12 M) préalablement refroidie a 0
°C est ajoutée lentement par canulation et le mélange réactionnel est agité 3 —78 °C jusqu’a
complétion de la réaction. Une solution aqueuse de NaHCOj sat. (0.15 M) est alors ajoutée
et la solution est laissée remonter jusqu’a température ambiante. La phase organique est
extraite & AcOEt, lavée a la saumure et séchée sur Na;SO4 avant d’étre concentré in vacuo.
L’huile obtenue est purifiée par chromatographie (Hexanes/AcOEt, 9/1) par gravitation afin

de séparer les produits de double, trans et cis alkylation.

11. 1. 2. Procédure B : formation du phosphonate

R R
N\ N\
§'F‘ 1. LiEtsBH R

2. Ac,0, EtgN, DMAP cat.

7 3. P(OMe)s, BF3.OEt '
OINB‘COZMe (MeO)g(O)PD‘COZMe

N
Boc Boc

Dans un ballon préalablement flambé est mise la lactame en solution dans THF anhydre

(0.16 M) et agitée pendant 20 min. 2 ~78 °C sous argon. LiEt;BH (1.2 eq, IM dans THF)
gliee p q
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est additionné goutte A goutte sur une période de 30 min puis le mélange est agité 3 —78 °C
jusqu’a complétion. Une solution aqueuse de NaHCO; sat. est ajoutée suivi de 2 gouttes de
H,0; 30%. Le mélange est laissé sous agitation pendant 1 h 2 0 °C. Aprés évaporation du
solvant, la phase organique est extraite au CH,Cl,, lavée a la saumure, séchée sur Na,SOj4 et
concentrée, sans chauffer le bain-marie pour donner une huile utilisée telle quelle dans la
prochaine étape.

L’hémiaminal est dissout dans CH,Cl, (0.3 M) et la solution refroidie 2 0 °C. Sont
additionnés dans 'ordre, EtN (3 eq), Ac2O 99% pur (3 eq) et DMAP en quantité
catalytique. La solution est laissée sous agitation pendant 16 h a température ambiante. Une
solution aqueuse de NaHCOs sat. est ajoutée et la phase organique est extraite au CH>Cl,
lavée a la saumure, séchée sur Na,SO, et concentrée, sans chauffer le bain-marie pour
donner une huile utilisée directement dans 1’étape suivante.

Le produit est dissout dans CH,Cl; (0.1 M) et P(OMe); est ajouté. Le mélange sous argon
est alors refroidi 2 ~78 °C. Au bout de 15 min a cette température, BF3.OEt; (2 eq) est
additionné goutte a goutte. La solution est agitée 1 h a —78 °C, 1h 2 0°C et encore 1 h 2
température ambiante. H,O est ajoutée et la phase organique est extraite au CH,Cl,, lavée a
la saumure, séchée sur Na,SO, et concentrée. Une purification par chromatographie par

gravitation permet d’obtenir séparément les 2 diastéréoisomeéres phosphonates.

11. 1. 3. Procédure C : hydrolyse de I’ester méthylique

R R
$\’Rl &RI
LiOH
(MeO)z(O)P/Q‘COaMe (MeO),(0)P~ )~ ~COH
Boc Boc

L’ester est dissout dans un mélange THF/H,O/MeOH, 5:4:1 (0.1 M) et refroidi 4 0°C.
LiOH.H,0 (2 eq) est ajouté et le mélange est laissé 16 h sous agitation a température
ambiante. La phase organique est extraite au CH,Cl, puis la phase aqueuse initialement

basique est acidifiée a pH 3 avec HCI 1N et la phase organique est extraire avec AcOEt,
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lavée a la saumure, séchée sur Na,SO4 et concentrée pour donner 1’acide carboxylique ne
nécessitant généralement pas de purification.

Pour les phosphonates cis, il est nécessaire de chauffer a 60 °C pendant 2 jours.

11. 1. 4. Procédure D : couplage peptidique

R R
5\/R' $\’RI
2 ArCH,CH(CO,R")NH,.HCI, 2
/& EDCI, HOBt, ProNEt H\(\Ar
(MeO)2(0)P~ >N~ ~COzH " (MeO)z(O)P/Q‘K "
Boc Boc o CO2R

L’acide aminé (1.2 eq) sous forme de sel HCl est mis en suspension dans CH>Cl,a 0 °C. La
base iPr,Net (1.2 eq) est ajoutée, suivie de HOBt (1.4 eq) et de I’acide carboxylique,
préalablement dissout dans CH,Cl,. Le mélange sous argon est agité 15 min 2 0 °C et EDCI
(1.3 eq) est additionné. Le tout est laissé 16 h sous agitation a température ambiante. La
phase organique dans CH,Cl, est lavée successivement avec une solution aqueuse de
NaHCO; sat., HCI 1IN, de la saumure, séchée sur Na,SOy et concentrée. Une purification

par chromatographie éclair (0 a 2% MeOH/CH,Cl,) donne le produit attendu.

11. 1. 5. Procédure E : hydrolyse des groupements protecteurs et obtention de

I’acide phosphonique sous forme de mono sel de Na

R R
yn‘ §—Rl
’, 1. HCl gaz .

y H . H
N\(\Ar 2. TMS! puis NaOH /(_)\KN\(\Ar
HO)(NaO)(O)P
(MeO)z(O)P/[D\‘( b, (HO)(NaO)(0) N COH

Boc O (o]
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Dans un ballon séché, est mis en solution le produit de départ dans le dioxane anhydre. HC]
gazeux est bullé dans la solution pendant 1 h. puis le mélange est porté au reflux pendant 6
h et parfois laissé€ encore plusieurs heures a température ambiante jusqu’a complétion. Le
solvant est alors évapor€ et le résidu obtenu est mis en suspension dans CH,Cl,. Les ultra
sons permettent d’avoir une dispersion plus homogene. La solution sous argon est refroidie
a 0 °C et TMSBr (4eq) est additionné lentement. La solution devient alors orange et
limpide. Le tout est agité pendant 1 a4 2 jours a température ambiante. Le solvant est
évaporé et 1’ajout de H,O désionnisée (2mL) fait apparaitre un précipité blanc. Le mélange
est alors laissé sous agitation dans la chambre froide pendant 16 h. puis la suspension est
reprise dans une fiole conique et centrifugée pendant 10 min a 4 °C. La liqueur surnageante
est enlevée et la méme opération est répétée ainsi 2 autres fois. Le culot beige est mis en
suspension dans 2 mL d’eau désionnisée et le pH est ajusté a 6.9 avec une solution de
NaOH 0.05 M (environ leq) dans de I’eau désionnisée. Les ultra sons peuvent étre utilisés
pour permettre une meilleure solubilisation. Aprés filtration sur micropores et

lyophilisation de la solution, une mousse blanche est obtenue.

11. 1. 6. Procédure F : ozonolyse et réduction de I’oléfine

N\ HO,
/ 1i. O3 /
ii. MeoS ~,
ﬂ 2. NaBH, D\
(MeO),(O)P N CO,Me (MeO),(0)P N COgMe
Boc Boc
5.19c ou B 5.20

Le produit de départ est mis en solution dans un mélange 1:1 CH,Cl,/MeOH (0.1 M) et
refroidit 2 —78 °C pendant 15 min. L’ozone est bullé dans la solution jusqu’a apparition
d’une légere couleur bleue indiquant un excés d’ozone. L’argon est alors fait bullé jusqu’a
ce que la solution redevienne incolore et Me,S (2 eq) est ajouté. Le mélange est agité

pendant 1 h 2 0 °C puis une solution aqueuse de NaHCOs sat. est ajoutée et la phase
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organique est extraite au CH,Cly, lavée a la saumure, séchée sur Na,SOj4 et concentrée. Une
chromatographie rapide (Hexanes/AcOEt, 8/2) permet d’éliminer la benzaldéhyde formée

et obtenir 1’aldéhyde désiré.

Dans un ballon séché est mis en solution ’aldéhyde dans MeOH anhydre (0.1 M) sous
argon a 0 °C. NaBH, est ajouté par petites portions et la solution est laissée remonter
température ambiante et agit€e jusqu’a complétion. L’exceés d’hydrure est neutralisé par
ajout d’une solution aqueuse de NH4Cl sat. jusqu’a pH 7. Le solvant est évaporé, sans
chauffer le bain-marie, et H,O est ajoutée, la phase organique est extraite au CH,Cl,, lavée
a la saumure, séchée sur Na;SO; et concentrée pour fournir 1’alcool suffisamment pur pour

étre utilisé tel quel.

11. 1. 7. Procédure G : substitution de 1’alcool

-
HO> ) NZ

1. TsOH, Et3N, DMAP cat.

/& 2. substitution
(MeQ)2(0)P~ >~ ~COzMe (MeO)Z(O)P/Q‘coaMe

Boc Boc
5.20 5.21

Dans un ballon séché est mis 1’alcool en solution dans CH,Cl, anhydre (0.1 M) 4 0 °C. Sont
ajoutés dans I’ordre, TsCl (1.1 eq), EtsN (1.1 eq) et DMAP en quantité catalytique. La
solution est agitée a température ambiante pendant 24 h. Une solution de NH,Cl sat. est
ajoutée et la phase organique est extraite au CH;Cl,, lavée a la saumure, séchée sur Na,SO,

et concentré pour fournir I’alcool tosylé€ utilis€ tel quel dans I’étape suivante.

Sur NaH (4eq, 60% dans la graisse) débarrassé de sa graisse par lavages successifs a
I’hexane, est ajoutée DMF anhydre. La solution est ensuite refroidie a 0 °C et I’amide est

ajouté. Le mélange est agité pendant 30 min. L’alcool tosylé mis préalablement en solution
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dans DMF anhydre est canul€ sur le sel de Na de I’amide. Le mélange est agité de 24 a 48
h. a température ambiante. Le solvant est €évaporé, H,O est ajoutée et la phase organique est
extraite au CH,Cl,, lavée & la saumure, séchée sur Na,SO; et concentrée. Une
chromatographie éclair (Hexanes/AcOEt, 1/1) permet d’élimimer I’excés d’amide et

(Hexanes/AcOEt, 3/7) permet d’obtenir le produit désiré.

Les pouvoirs rotatoires sont mesurés a 25°C.

Dans le cas de carbones équivalents, un seul signal de double intensité est observé par
RMN “C

11. 2. Données expérimentales de la série témoin

1-Carboxylate de fert-butyle-(2S)-carboxylate de méthyle-(4R)-(3-naphthalén-1-yl-

e

allyle)-5-oxopyrrolidine (5.2)

;j Y

0] N CO2Me
Boc

Ca4Ho7NOg
Mol. Wt.: 409,47

Procédure A ;
Quantité 1.1 g ;
Rendement 63 % (trans) ratio trans:cis 7.8:1
Rf=0.37 (Hexanes/AcOEt, 7/3) ;
[alp = -20.74 ( ¢ 0.675, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2981, 1790, 1750, 1717, 1314 cm™* ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl;) § (ppm), 8.06 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.84 (d, 1H, J = 7.2 Hz),
7.80 (m, 1H), 7.50 (m, 3H), 7.36 (m, 1H), 7.20 (d, 1H, J = 15.5 Hz), 6.15 (m, 1H), 4.59 (d,
1H, J =9.4 Hz), 3.77 (s, 3H), 2.90 (m, 2H), 2.52 (m, 1H), 2.27-2.08 (m, 2H), 1.50 (s, 9H) ;
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BC (100 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 174.2, 171.7, 149.3, 134.6, 133.4, 130.9, 130.3,
129.0, 128.4, 127.7, 126.0, 125.7, 125.5, 123.7, 83.6, 56.9, 52.5, 41.6, 33.8, 27.8, 27.6 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 409 (80) (M), 309 (100) ;

(HR) calc. pour C4H2;NO5409.188923, obt. 409.187996.

(2S)-Acide carboxylique-(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-5-oxopyrrolidine (5.9)

0 Cy

1. TFA, CH,Cl, A\
2. NaOH, /
- THF/H,O/MeOH 3/2/1 “
I)\ 3. Boc,0, EtgN, MeOH ﬂ
() N COzMe = O N COQH
Boc Boc
5.2 59
C23H25NO5
Mol. Wt.: 395.45

Procédure H. Le composé 5.2 (150 mg, 0.36 mmol) est solubilisé dans CH,Cl, (2 mL) et
TFA (280 umL, 10 eq) sont ajoutés goutte a goutte. La solution est agitée 1 h a température
ambiante puis le solvant est évaporé. Une solution saturée de NaHCO; est ajoutée et la
phase organique est extraite a AcOEt, lavée a la saumure et séchée sur Na;SO4 puis
concentrée pour donner la lactame utilisée directement dans 1’étape suivante.

La lactame (93 mg, 0.3 mmol) est solubilisée dans un mélange THF/MeOH 3/1 (3 mL) et
NaOH (24 mg, 2eq) dissout au préalable dans 1.6 mL d’eau est additionné. Le tout est
laissé agiter 16 h a température ambiante. Aprés ajout d’eau (3 mL), la phase organique est
extraite 3 AcOEt, la phase aqueuese initialement a2 pH basique est acidifiée avec HCI IN a
pH 3 et la nouvelle phase organique est extraite a I’ AcOEt, séchée sur Na;SOj et le solvant
est concentré pour donner 1’acide carboxylique utilisé directement dans 1’étape suivante.
L'acide (100 mg, 0.33 mmol) est dissout dans 3 ml de MeOH/Et;N 10%. Boc,O (2 eq, 147
mg) est ajouté et le mélange est chauffé a 45°C pendant 1 h 45. Puis aprés concentration, le
résidu obtenu est repris dans une solution aqueuse de NaHCOs sat. et lavé a I'hexane. La

phase aqueuse est ensuite acidifiée a pH 3 avec HCI 1M et la phase organique est extraite 3
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fois avec AcOEt, lavée a la saumure, séchée sur Na,SO, et concentrée pour donner 1'acide

(100 mg, 84 %) assez pur pour étre utilis€ tel quel dans I'étape suivante ;

Rf=0.2 (CH,Cl/MeOH, 9/1) ;

IR (pastille NaCl) 3324, 1707 cm™' ;

RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § 10.4 (élargi, 1H), 8.05 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.92 (s, 1H),

7.80 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.50-7.38 (m, 4H), 7.15 (d, 1H, /=154

Hz), 6.08 (m, 1H), 4.15 (m, 1H), 2.77 (m, 2H), 2.42 (m, 2H), 2.21 (m, 1H), 1.55 (s, 9H) ;
B¢ (100 MHz, CDCls) & 182.0, 176.0, 147.2, 135.2, 133.9, 131.4, 130.6, 129.6,

128.9, 128.2, 126.7, 126.5, 126.2, 126.1, 124.25, 124.2, 85.7, 54.9, 40.7, 34.6, 30.6, 27.8,

19.6;

SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 196 (84).

2-{[(4R)-(3-Naphthalén-1-yl-allyl)-5-oxo-pyrrolidine-(2S)-carbonyl]-amino}-(35)-
phénylpropioniate de tert-butyle (5.10)

g

A\

2 H
OIN>\<
- e %

C31H34N204
Mol. Wi.: 498.61

L'acide précédent 5.9 (60 mg, 0.15 mmol) est dissout dans 2.5 mL de CHyCl; et refroidit a
0°C. Sont alors ajoutés dans 'ordre la diisopropyléthylamine (2eq, 53 L), EDC (1.2 eq, 35
mg), HOBt (1.2 eq, 47 mg), L-Phe'Bu (1.2 eq, 47 mg). Le mélange est alors agité a
température ambiante pendant 16 h. Puis, il est concentré, NaHCOs sat. est ajouté et la

phase organique est extraite 3 fois avec AcOEt, lavée a la saumure, séchée sur Na,SO,,
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concentré et chromatographiée (hexanes/AcOEt, gradient de 7/3 & 3/7) pour donner 5.10
(66 mg, 72%).
Rf=0.35 (CH,Cl/MeOH, 9/1) ;
IR (pastille NaCl) 3298, 2979, 1705 em’;
RMN : 'H (300 MHz, CD;OD) 6 8.08 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.85 (d, 1H, J = 9.3 Hz), 7.77 (d,
1H, J = 8.2 Hz), 7.50 (m, 3H), 7.45 (m, 1H), 7.25-7.15 (m, 5H), 7.08 (d, 1H, J = 8.4 Hz),
6.89 (s, 1H), 6.12 (m, 1H), 4.83 (dd, 1H, J = 6.0 Hz), 3.99 (dd, 1H), 3.19 (dd, 1H), 3.05
(dd, 1H), 2.75 (m, 1H), 2.50 (m, 2H), 2.32 (m, 1H), 2.18 (m, 1H), 1.42 (s, 9H) ;

B¢ (100 MHz, CDCl5) & 180.4, 172.3, 171.4, 136.7, 135.4, 134.0, 131.4, 130.4,
130.1, 129.7, 128.9, 128.8, 128.1, 127.4, 126.4, 126.2, 126.0, 124.2, 116.1, 83.1, 60.8, 55.6,
53.6, 39.6, 38.3, 34.6, 32.3, 28.4;
MS: (BR)(FAB, NBA, m/z, %): 499 (18), 443 (27), 391 (9), 307 (13).

Acide 2-{[(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyl)-5-oxo-pyrrolidine-(2S)-carbonyl]-amino}-
(3S)-phénylpropionique (5.11)

' H
O&(N\(\Q
N COLH

H O

Ca7H26N204
Mol. Wt.: 442.51

Procédure I. L'acide précédent 5.10 est dissout dans 1 mL de CH,Cl, et refroidit a 0 °C
avant l'ajout de TFA (5 eq, 43 uL). Le mélange est alors agit€ a température ambiante
pendant 16 h. Le mélange est ensuite concentré, une solution aqueuse de NaHCO; sat. est
ajouté et la phase organique est extraite au CH,Cl,. La phase aqueuse est acidifiée avec HC1

1 M a pH 3 et la phase organique est alors extraite avec AcOEt, lavée a la saumure, séchée
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sur Na,SO,, concentrée et chromatographiée (CH,Cl,/MeOH, gradient de 95/5 a 85/15)
pour donner 5.11 (34 mg, 67 %).
Rf=0.12 (CH,Cl/MeOH, 9/1) ;
IR (neat/NaCl) 3358, 1677, 1578 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) § 8.06 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.78 (dd, 1H, J = 2.8, 6.9 Hz),
7.71 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.51-7.34 (m, 5H), 7.20-7.11 (m, 4H), 7.04 (dd, 1H, J = 3.6, 8.6
Hz), 6.08 (m, 1H), 4.48 (dd, 1H, J = 4.9, 9.0 Hz), 4.0 (dd, 1H, J = 2.7, 8.9 Hz), 2.91 (dd,
1H, J = 8.9, 13.9 Hz), 2.65 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 2.35 (dd, 1H, J = 7.0, 16.8 Hz), 2.15 (m,
3H);

3C (100 MHz, CDCl3) & 181.0, 174.6, 138.4, 135.3, 134.1, 131.4, 130.0, 129.9,
129.3, 128.5, 128.3, 127.7, 126.5, 126.0, 125.7, 125.6, 123.7, 123.6, 55.3, 53.8, 40.1, 37.6,
34.2,31.8
MS : (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 443 (20) (M+1), 399 (18), 391 (26), 307 (32).

1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(4R)-allyle-5-oxopyrrolidine

(5.12)
)

”
”

oip‘cozm

Boc

C14H21NOs
Mol. Wt.: 283,32

Procédure A ;

Quantité 1.5 g ;

Rendement 45 % (trans) ratio trans:cis 1.5:1 ;

Rf =0.31 (hexanes/AcOEt, 7/3) ;

[odp = -32.4 (c 1.03, CHCl3) ;

IR (pastille NaCl) 2961, 1793, 1752, 1718, 1317 cm’’ ;
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RMN :'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm), 5.65 (m, 1H), 5.01 (dd, 2H, J = 6.4, 13.6 Hz), 4.48
(dd. 1H, J = 1.6, 9.6 Hz), 3.69 (s, 3H), 2.65 (m, 1H), 2.52 (m, 1H), 2.12 (m, 2H), 1.95 (m,
2H), 1.41 (s,9H) ;

13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 174.7, 172.2, 149.8, 134.7, 118.2, 84.0, 57.3, 52.9,
41.6,34.8,28.3,28.1;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 283 (88) (M), 183 (100).

(25)-Acide carboxylique-(4R)-allyle-5-oxopyrrolidine (5.14)

)

-
”

O@‘COQH

H

C8H11N03
Mol. Wt.: 169.18

Les deux premiéres étapes de la procédure H ;

Quantité 87 mg ;

Rendement 95 % (2 étapes);

Rf=0.15 (Hexanes/AcOEt, 7/3) ;

IR (pastille NaCl) 3306,2927, 1721 cm™ ;

RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 9.60 (s élargi, 1H), 7.84 (s élargi, 1H), 7.50 (m, 1H),
5.06-5.01 (m, 2H), 4.15 (dd. 1H, J = 3.1, 9.3 Hz), 2.65 (dd. 1H, J = 4.2, 8.2 Hz),), 2.58 (m,
1H), 2.35 (m, 1H), 2.12 (m, 2H).
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2-[((4R)-Allyl-5-oxo-pyrrolidine-(2S)-carbonyl)-amino]}-(3S)-phénylpropionate de tert-
butyle (5.15)

(0] ><
C21H2gN204

Mol. Wt.: 372.46

Procédure D ;
Quantité 140 mg ;
Rendement 75 %;
Rf=0.21 (CH,Cl/MeOH, 95/5) ;
IR (pastille NaCl) 3292, 2979, 1708 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § 7.27-7.13 (m, 5H), 5.70 (m, 1H), 5.05 (faux t, 2H, J =
7.9, 10.4 Hz), 4.80 (dd, 1H, J = 2.2, 8.1 Hz), 3.96 (dd, 1H, J = 3.6, 8.8 Hz), 3.18 (dd, 1H, J
=5.9, 13.9 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 8.3, 13.8 Hz), 2.48 (m, 1H), 2.34 (m, 1H), 2.12-2.04 (m,
3H), 1.41 (s, 9H) ;

13¢C (100 MHz, CDCl;) § 180.2, 172.0, 171.0, 136.3, 134.8, 129.3, 128.3, 126.8,
117.2,82.4,55.1, 53.2, 38.7, 37.7, 34.6, 31.6, 27.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 372 (24) (M), 316 (100) ;

(HR) calc. pour Cp;H304N, 372.204908, obt. 372.205470.



201

Acide 2-[((4R)-allyl-5-oxo-pyrrolidine-(2S)-carbonyl)-amino]-(3S)-phénylpropionique
(5.16)

)
y
A
N b coH

Cq7H20N204
Mol. Wt.: 316.35

Procédure 1 ;
Quantité 34 mg ;
Rendement 67 % ;
Rf=0.38 (CH,Cl/MeOH, 9/1) ;
IR (pastille NaCl) 3300, 2929, 1659 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) & 7.29-7.19 (m, 5H), 5.75 (m, 1H), 5.05 (dd, 2H, J = 9.0,
15.2 Hz), 4.73 (dd, 1H, J = 4.7, 9.8 Hz), 4.03 (dd, 1H, J = 4.2, 7.7 Hz), 3.28 (dd, 1H, J =
4.6, 14.0 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 9.9, 13.9 Hz), 2.46 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 2.09-2.01 (m,
3H);

BC (100 MHz, CDCl5) § 182.1, 175.0, 174.4, 138.5, 136.3, 130.2, 129.5, 127.9,
117.7, 55.9, 54.8, 40.5, 38.0, 35.8, 32.7 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 316 (27) (M), 207 (37), 148 (100);

(HR) calc. pour Cy17H2904N> 316.142307, obt. 316.143078.
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Remarque : Les masses de basse résolution des acides phosphoniques enti€érement
déprotégés sont disponibles mais en raison de la faible abondance du pic moléculaire
(inférieure a 10%), les masses haute résolution ne peuvent étre accessibles pour des raisons

techniques de sensibilité de I’appareil utilisé.

11. 3. Données expérimentales de la série substituée en C4 par un allyl-

naphtalényle

1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(SR)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.301)

s

“
"

(MeO)g(O)P“"Q‘COZMe
Boc

CaeH34NO7P
Mol. Wt.: 503,52

Procédure B ;
Quantité 152 mg ;
Rendement 25 %, ratio o:p 1:1.6;
Rf =0.21 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
[alp= +19.97 (c 1.12, CHCI5) ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 8.09 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.83 (d, 1H, J = 3.05 Hz),
7.80 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 7.53-7.38 (m, 4H), 7.21 (d, 2H, J = 15.5 Hz), 6.18 (m, 1H), 4.53
(dd, 1H,J=2.7,7.2 Hz), 4.34 (d, 1H, J=8.2 Hz), 3.81 (d, 3H, J=2.6 Hz), 3.77 (d, 3H, J =
2.5 Hz),3.69 (s, 3H), 2.80 (m, 2H), 2.59 (m, 2H), 2.03 (m, 1H), 1.48 (s, 3H) (rotamére
minoritaire), 1.40 (s, 6H) (rotamére majoritaire) ;

13C (100 MHz, CDCl,) & (ppm) 173.4, 153.1, 134.9, 133.4, 131.1, 130.9, 1289,
128.3, 127.5, 125.8, 125.6, 125.5, 123.7, 123.5, 80.7, 58.9, 54.9, 53.3 (d), 25.3, 52.2, 39.4,
34.9, 28.1 (rotamere), 27.9 (rotameére).
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(55)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.38)

0

(MeO)z(O)PD‘COZMe

N
Boc
C2gH3sNO7P
Mol. Wt.: 503,52
Procédure B ;
Quantité 249 mg ;

Rendement 40 %, ratio o:: 1:1.6 ;
Rf=0.22 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
[a]p = +0.81 (¢ 0.98, CHCl3) ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.04 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.80 (d, 1H, J = 8.3 Hz),
7.72 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.50-7.36 (m, 4H), 7.15 (d, 1H, J = 15.4 Hz), 6.08 (m, 1H), 4.40
(m, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.87 (d, 3H, J = 10.3 Hz), 3.78 (d, 3H, J = 11.8 Hz), 3.72 (s, 3H),
276 (m, 1H), 2.59 (m, 1H), 2.34 (m, 2H), 2.21 (m, 1H), 1.44 (s, 3H) (rotamére
minoritaire), 1.38 (s, 6H) (rotameére majoritaire) ;

3P (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 25.8 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 504 (18) (M+1), 448 (42), 294 (100) ;

(HR) impossible a obtenir, signal trop faible .
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(2S)-Acide carboxylique-1-carboxylate de tert-butyl-(5R)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.4c)

Y

“,
2

(MeO)g(O)P“'Q‘COZH
Boc

Mol. Wt.: 489,50

Procédure C ;
Quantité 170 mg ;
Rendement 65 % ;
Rf =0.12 (hexanes/AcOEt, 1/4) ;
[0lp=+11(c 1, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 2956, 1704, 1382 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm) 9.05 (élargi, 1H), 8.06 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.80 (m,
1H), 7.72 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.48 (m, 4H), 7.18 (d, 1H, J = 15.5 Hz), 6.14 (m, 1H), 4.52
(dd, 1H, J = 2.7, 7.6 Hz), 4.34 (m, 1H), 3.80 (d, 3H, J = 2.1 Hz), 3.78 (d, 3H, J = 2.3 Hz),
2.82 (m, 2H), 2.56 (m, 2H), 2.04 (m, 1H), 1.45 (s, 3H) (rotamére minoritaire), 1.36 (s, 6H)
(rotamere majoritaire) ;

3C (100 MHz, CDCl;) & (ppm) 173.4, 171.1, 153.2, 134.9, 133.4, 131.1, 130.9,
128.9, 128.4, 125.8, 125.6, 123.5, 80.8, 58.9, 53.4 (d), 52.4, 39.5, 34.9, 33.0, 27.9 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 490 (40), 434 (13), 391 (11).
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(2S)-Acide carboxylique-1-carboxylate de tert-butyl-(55)-(diméthoxy-phosphoryl)
(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.4)

Y

“,
2

(MeO),(0O)P N CO5H
Boc

Co5H3oNO;P
Mol. Wt.: 489,50

Procédure C ;

Quantité 254 mg ;

Rendement 54 % ;

Rf =0.18 (CH,Cl/MeOH 9/1) ;

[o]p = +5.8 (¢ 0.85, MeOH) ;

IR (pastille NaCl) 2959, 1703, 1381 cm™ ;

RMN : 'H (300 MHz, CDCl5) & (ppm) 8.10 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 7.86 (m, 1H), 7.80 (d, 1H, J
= 8.1 Hz), 7.53 (m, 3H), 7.47 (t, 1H, J = 7.60 Hz), 7.20 (d, 1H, J = 15.5 Hz), 4.39 (m, 1H),
4.31 (m, 1H), 3.90 (d, 3H, J = 10.7 Hz), 3.83 (d, 3H, J = 10.6 Hz), 2.82 (m, 1H), 2.58 (m,
1H), 2.41 (m, 4H), 1.47 (s, 9H) ;

SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 490 (8) (M+1), 434 (24), 310 (25), 286 (63).
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(55)-((3S)-tert-butoxycarbonyl-4-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de tert-butyl-
(2R)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.50)

s

N\

’,'. H
N
<Me0>z<0>P““Qﬁ( 1\@
Boc O o jv

CagHagN2OgP
Mol. Wt.: 692,78

Procédure D ;
Quantité 58 mg ;
Rendement 42 % ;
Rf=0.21 (CH,Cl/MeOH 9/1) ;
[o]p = -1.83 (c 1.14, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 3281, 2978, 1734, 1705, 1683, 1367 cm* ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.12 (m, 1H), 7.84 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.79 (d, 1H, J
= 8.8 Hz), 7.58-7.42 (m, 4H), 7.26 (m, 5H), 7.18 (m, 2H), 6.10 (m, 1H), 4.82 (m, 1H), 4.35
(m, 1H), 4.18 (m, 1H), 3.98 (dd, 6H, J = 10.0, 10.1 Hz), 3.08 (m, 2H), 2.72 (m, 1H), 2.48
(m, 1H), 2.36 (m, 2H), 1.18 (m,1H), 1.42 (s, 9H), 1.37 (s, 9H) ;

3C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 170.6, 154.7, 136.9, 134.8, 133.5, 130.9, 129.5,
128.4, 128.3, 128.0, 127.7, 126.5, 126.0, 125.5, 123.7, 81.6, 81.2, 60.2, 58.0, 53.5 (d), 52.6,
52.5,39.3,38.6,37.5,37.3,27.9 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 692 (36) (M), 426 (90).
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(5S)-((3S)-tert-Butoxycarbonyl-4-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de tert-butyl-
(25)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-(3-naphthalén-1-yl-allyle)-pyrrolidine (5.58)

j] 7 g

H
N
(MeO),(O)P~ f@
Boc O

o 0]
oW 698 78

Procédure D ;
Quantité 142 mg ;
Rendement 48 % ;
Rf=0.32 (CH,Cl,/MeOH 9/1) ;
[a)p = 49.51 (¢ 1.73, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3281, 2979, 1735, 1705, 1681, 1367 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) § (ppm), 8.11 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.86 (d, 1H, J = 8.3 Hz),
7.79 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.28 (m, 4H), 7.16 (m, 2H), 6.10 (m, 1H), 4.79 (dd, 1H, J = 5.2,
7.8 Hz), 4.23 (m, 1H), 4.16 (m, 1H), 3.85 (d, 3H, J = 9.6 Hz), 3.79 (d, 3H, J = 10.4 Hz),
3.11 (dd, 1H, J = 6.8 Hz), 3.06 (dd, 1H, J = 7.7 Hz), 3.72 (m, 1H), 2.42 (m, 1H), 2.36 (m,
2H), 2.18 (m,1H), 1.43 (s, 9H), 1.35 (s, 9H) ;

3C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 171.8, 170.5, 154.3, 136.9, 134.9, 133.5, 130.9,
130.2, 129.5, 128.4, 128.0, 127.7, 126.5, 125.9, 125.7, 125.5, 123.7, 81.6, 81.2, 62.6, 60.2,
58.0, 54.0 (d), 52.6, 39.3, 38.6, 37.5, 37.3, 27.9,27.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 692 (36) (M), 427 (86), 234 (47).
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Acide (25)-benzyl-(4S)-[(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyl)-(SR)-phosphono-pyrrolidin-2-
yl]-4-oxobutyrique (5.60)

s

N\

//’. H
N
HO OP\"‘Oj( ﬁ(\©
(HO)(O) N CO,H

H o

Ca7H29N2OgP
Mol. Wt.: 508,50

Procédures I et E pour la partie avec TMSBr mais aucun traitement avec NaOH 0.05M ;
Poudre blanche ;
Quantité 16 mg ;
Rendement 41 % (2 étapes);
PF:102°C;
[o]p =-10.6 (c 0.86, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 3360, 2926, 1676 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 8.15 (m, 1H), 7.83 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.75 (d, 1H,
J =85 Hz), 7.59 (d, 1H, J = 6.2 Hz), 7.48 (m, 3H), 7.24 (m, SH), 7.10 (m, 1H), 6.23 (m,
1H), 4.68 (dd, 1H, J = 4.6, 9.8 Hz), 4.45 (m, 1H), 3.88 (d, 1H, J = 10.8 Hz), 3.65 (d, 1H, J
= 10.4 Hz), 3.31 (t, 1H, J = 1.6 Hz), 3.26 (m, 1H), 2.95 (dd, 1H, J = 10.0, 14.0 Hz), 2.58
(m, 1H), 2.33 (m, 1H) ;

3C (100 MHz, CDsOD) & (ppm) 172.5, 168.2, 137.9, 136.1, 134.7, 132.0, 129.1,
128.5, 126.8, 125.9, 125.7, 123.8, 123.7, 123.6, 59.2, 54.8, 41.1, 36.9, 35.0, 32.8, 29.7 ;

3'p (161.3 MHz, CD;0D) & (ppm) 24.9 (mono déprotection), 12.9 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 509 (11) (M+1), 427 (27), 421 (100) ;

(HR) impossible a obtenir car signal peu intense.
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Acide (2S)-benzyl-(4S)-[(4R)-(3-naphthalén-1-yl-allyl)-(5S)-phosphono-pyrrolidin-2-
yl]-4-oxobutyrique (5.6)

HO),(0)P
(HO)2(O) n L ton

O
N\

’,’. H
LA
Ca7HagN,06P
Mol. Wt.: 508,50

Procédures I et E pour la partie avec TMSBr, pas de traitement avec NaOH 0.05M ;
Poudre jaune ;
Quantité 16 mg ;
Rendement 40 % (2 étapes);
PF:97°C;
[o]p =-72.7 (¢ 0.83, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 3360, 2925, 1678 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CD;0D) § (ppm) 8.15 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.85 (d, 1H, J = 7.4 Hz),
7.77 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.62 (m, 1H), 7.49 (m, 4H), 7.22 (m, 5H), 7.10 (m, 1H), 6.24 (m,
1H), 4.69 (t, 1H, J = 4.3Hz), 4.28 (m, 1H), 3.67 (m, 2H), 3.29 (m, 1H), 3.01 (m, 2H), 2.38
(m, 3H) ;

B¢ (100 MHz, CD;0D) § (ppm) 173.4, 170.8, 138.3, 136.2, 135.1, 132.4, 131.0,
129.5, 128.7, 127.8, 127.0, 126.7, 126.6, 124.8, 124.7, 60.4, 59.6, 55.7, 37.7, 30.7, 30.1,
24.0;

3'p (161.3 MHz, CD;0D) & (ppm) 13.84 (mono déprotection), 11.56 ;

SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 522.2 (22) (monodéprotection), 508 (9), 505 (34) ;
(HR) calc. pour C27H8N,;06P 507.168500, obt. 507.168697.
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(55)-((3S)-tert-Butoxycarbonyl-2-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de zerz-butyle-
(2R)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-(3-naphthalén-1-yl)-propylpyrrolidine (5.70)

§ H, 60 psi, Pd 10%/C
(MeO)(0)P" Sy (MeO)2(0O)P

oc 0
Boc O o 0] O
5.5a 5.70
CagHs51NoOgP
Mol. Wt.: 694,79

5.50. (28 mg, 0.0404 mmol) est dilué dans 2 mL d’AcOEt, Pd 10%/C est ajouté en quantité
catalytique et le tout est maintenu sous atmosphere d’hydrogene a une pression de 60 psi
pendant 2 jours. Au bout de ce temps, la solution est filtrée sur Célite et concentrée pour
donner 22 mg d’une huile, utilisée telle quelle.
Rendement 80 % ;
[odp = +13.8 (¢ 0.73, CHCls) ;
IR (pastille NaCl) 3278, 2927, 1735, 1705, 1367 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) § (ppm) 8.00 (élargi, 1H), 7.98 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.83 (d,
1H, J = 7.8 Hz), 7.73 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.55 (m, 3H), 7.40 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 7.18 (m,
S5H), 4.76 (dd, 1H, J = 4.3, 7.5 Hz), 4.20 (m, 1H), 3.96 (m, 1H), 3.82 (d, 3H, J = 10.0 Hz),
3.75 (d, 3H, J = 10.6 Hz), 3.08 (m, 4H), 2.44 (m, 1H), 2.21 (m, 1H), 1.97 (m, 1H), 1.75 (m,
2H), 1.58 (m, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.33 (s, 9H), 1.26 (m, 2H) ;

3C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 171.6, 170.8, 154.5, 137.8, 136.9, 129.5, 128.8,
128.0, 126.7, 126.5, 125.9, 125.8, 125.5, 123.6, 81.6, 81.4, 62.4, 60.1, 59.3, 53.8, 53.1 (d),
39.3, 38.6, 32.6, 29.6, 28.5, 27.9, 27.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 695 (55) (M+1), 429 (100).
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Acide (25)-{(4S)-[(4R)-(3-naphthalen-1-yl-propyl)-(SR)-phosphono-pyrrolidin-2-
carbonyl]-amino}-3-phénylpropionique (5.80)

"’ H
N
HO OP“'O\W \(\©
(HO)2(0) H 1 tos

Co7H31NoOgP
Mol. Wt.: 510,52

Procédures I et E pour la partie avec TMSBr, pas de traitement avec NaOH 0.05M ;
Quantité 12 mg ;
Rendement 42 %
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm), 8.20 (d, 1H), 7.82 (d, 1H), 7.71 (d 1H), 7.50 (m,
4H), 7.19 (m, 5H), 5.38 (m, 1H), 4.71 (m, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.66 (m, 2H), 3.20 (m, 1H),
3.05 (m, 2H), 2.38 (m, 2H), 2.14 (m, 2H), 1.64 (m, 2H) ;

13C (100 MHz, CDs0D) & (ppm) 172, 174, 133, 130.1, 129.5, 128.5, 127.6, 127.5,
126.4, 126.2, 124.6, 114.3, 61.5, 60.3, 56.4, 34.9, 33.1, 30.8, 26.1, 23.7,21.0;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 498 (22).
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11. 4. Données expérimentales de la série substituée en C4 par un

naphtalimidoéthyle

1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-5-oxo-(4R)-(3-phényl-allyle)-

pyrrolidine (5.17)
A\
(0] N COgMe
Boc
CooH25NOg
Mol. Wt.: 359,42
Procédure A ;

Quantité 5.1 g ;
Rendement 57 % (trans) ratio trans:cis 3.5:1 ;
Rf =0.3 (hexanes/AcOEt, 7/3) ;
PF: 107 °C;
[adp =-33.3 (c 1.3, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2981, 1792, 1751, 1717, 1318 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm), 7.34-7.25 (m, SH), 6.45 (d, 1H, J = 15.8 Hz), 6.11
(m, 1H), 4.55 (dd, 1H, J = 1.6, 9.4 Hz), 3.75 (s, 3H), 2.78 (m, 2H), 2.39 (m, 1H), 2.16 (m,
1H), 2.08 (m, 1H), 1.48 (s, 9H) ;
BC (100 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 174.1, 171.6, 149.2, 136.7, 132.8, 128.1, 127.3,
125.9, 125.6, 83.4, 56.8, 53.3, 52.4, 41.4, 33.3, 28.1, 27.7 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 360 (58) (M+1), 304 (82), 260 (100) ;
(HR) calc. pour C;H26NOs 360.183778, obt. 360.182100.
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(4R)-Allyl-1-carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(SR)-(diméthoxy-
phosphoryle)-pyrrolidine (5.18x)

)

'’
»

(MeO)z(O)P“'QCOZMe

Boc

C15H28NO7P
Mol. Wt.: 377.37

Procédure B ;
Quantité 193 mg ;
Cristaux obtenus par recristallisation dans un mélange hexanes/AcOEt ;
Rendement 29 % (3 étapes), ratio o3 1:1.5 ;
Rf =0.25 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
[alp = -9.4 (c 1.04, CHCIs) ;
IR (pastille NaCl) 3478, 2958, 1749, 1711, 1381 cm™';
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), 5.77 (m, 1H), 5.05 (dd, 1H, J = 1.5, 17.2 Hz) 4.41
(dd, 1H, J = 2.6, 7.5 Hz), 4.30 (d, 1H, J = 8.04 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.71 (s, 3H), 3.69 (s, 3H),
2.66 (m, 1H), 2.55 (m, 2H), 2.25 (m, 1H), 1.92 (m, 1H), 1.44 (s, 3H) (rotamere), 1.36 (s,
6H) (rotameére) ;

BCc (100 MHz, CDCly) & (ppm) 173.4, 153.1, 136.2, 116.3, 80.9 (rotamére
minoritaire), 80.6 (rotamére majoritaire), 58.9, 56.1, 55.1, 53.2 (d), 52.3, 39.0, 34.8, 33.2,
28.1 (rotamére minoritaire), 27.9 (rotamére majoritaire);

3p (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 26.1 (rotamére minoritaire), 24.9 (rotamére
majoritaire) ;

SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 377 (100) (M), 378 (20) ;

(HR) calc. pour C;6H23sNO7P 377.160341, obt. 377.159649.
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(4R)-Allyl-1-carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(55)-(diméthoxy-
phosphoryle)-pyrrolidine (5.18B)

i
(MeO)z(O)P’&COQMe

N
Boc

C1gH2gNO;P
Mol. Wt.: 377.37

Procédure B ;
Quantité 300 mg ;
Cristaux obtenus par recristallisation dans un mélange hexanes/AcOEt ;
Rendement 44 % (3 étapes), ratio o:ff 1:1.5;
Rf =0.11 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
[alp= +1.5(c 0.98, CHCl) ;
IR (pastille NaCl) 3481, 2957, 1761, 1739, 1703, 1382 cm’';
RMN :'H (300 MHz, CDCls) § (ppm), 5.72 (m, 1H), 5.06 (faux t, 1H, J = 17.5, 10.2 Hz)
4.35-4.26 (2 faux t, 1H, J = 7.5 Hz), 4.04 (m, 1H), 3.83 (d, 3H, J = 10.3 Hz), 3.76 (d, 3H, J
= 10.5 Hz), 3.71 (s, 3H), 2.57 (m, 1H), 2.48 (m, 1H), 2.08 (m, 3H), 1.43 (s, 3H) (rotamere),
1.40 (s, 6H) (rotamere) ;
13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 173.4, 155.4, 135.6, 118.6, 81.4, 59.2, 58.9 (d),
54.3,52.9, 52.3, 39.0, 38.2, 33.9, 28.4 (rotamére minoritaire), 28.2 (rotamére majoritaire) ;
3p (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 25.5 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 377 (100) (M), 378 (20) ;
(HR) calc. pour C6H2sNO7P 377.160341, obt. 377.159546.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(SR)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(3-phényl-allyle)-pyrrolidine (5.190)

A\
(MeO)z(O)P\“‘Q‘COZMe
Boc
CaoH3oNO,P
Mol. Wt.: 453,47
Procédure B ;
Quantité 1.72 g ;
Solide blanc ;

Rendement 28 % (3 étapes) ratio oi:p 1:1.9 ;
Rf =0.23 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
PF:121°C;
[a]p = -1.42 (c1.05, CHCl5) ;
IR (pastille NaCl) 3468, 2956, 1748, 1704, 1382 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 7.35 (m, 4H), 7.12 (m, 1H), 6.48 (d, 1H), 6.10 (m,
1H, J = 13.3 Hz), 4.46 (dd, 1H, J = 2.5, 7.2 Hz), 4.32 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 3.76 (d, 3H, J =
1.6 Hz), 3.74 (d, 3H, J = 1.8 Hz), 3.68 (s, 3H), 2.70-2.68 (m, 1H), 2.63-2.43 (m, 3H), 1.98
(m, 1H), 1.46 (s, 3H) (rotamere minoritaire), 1.38 (s, 6H) (rotamére majoritaire) ;

*C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 173.8, 153.6, 137.8, 132.2, 128.9, 128.3, 127.6,
126.4, 81.2, 59.4 (d), 57.5, 52.8, 52.5, 39.9,35.4, 33.1, 28.6 ;

3'P (161.3 Mz, CDCls) & (ppm) 25.23 (rotamére minoritaire), 24.93 (rotamére
majoritaire) ;

SM: (HR) calc. pour C2,H33:NO;P 454.19946, obt. 454.20050.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(55)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(3-phényl-allyle)-pyrrolidine (5.198)

N\

’I
s

<Me0)2(0)P’&002Me

N
Boc

022H32NO7P
Mol. Wt.: 453,47

Procédure B ;
Quantité 3.32 g ;
Huile ;
Rendement 53 % (3 étapes), ratio oi:p 1:1.9 ;
Rf =0.20 (hexanes/AcOEt, 4/6) ;
[olp = +3.56 (¢ 0.78, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3473, 2956, 1760, 1702, 1381 cm’;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3)  (ppm), 7.34-7.26 (m, 4H), 7.21 (m, 1H), 6.44 (d, 1H, J =
15.1 Hz), 6.10 (dd, 1H, J = 6.7, 15.1 Hz), 4.33 (m, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.88 (d, 3H, /= 10.3
Hz), 3.74 (s, 3H), 3.36 (d, 3H, J = 10.5 Hz), 2.71 (m, 1H), 2.53 (m, 1H), 2.27 (m, 2H), 2.18
(m, 1H), 1.59 (s, 3H) (rotamére minoritaire), 1.41 (s, 6H) (rotamére majoritaire) ;

Bc (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 172.8, 154.2, 137.4, 133.5, 133.3, 128.9, 127.8,
126.5, 81.4, 60.4, 59.3 (d), 53.1, 52.4, 39.5, 37.6, 34.1, 28.6 (rotamere minoritaire), 28.4
(rotameére majoritaire) ;

3p (161.3 MHz, CDCl3) § (ppm) 25.5 ;
SM: (HR) calc. pour C;,H33NO7P 454.19946, obt. 454.19820.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(55)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-(2-hydroxy-éthyle)-pyrrolidine (5.208)

HO
(MeO)z(O)P’Q‘COZMe
Boc
C45H2gNOgP
Mol. Wt.: 381.36
Procédure F ;
Quantité 286 mg ;

Huile incolore ;
Rendement 79 % (2 étapes) ;
Rf =0.48 (MeOH/CH,Cly, 1/9) ;
[alp = +16.07 (¢ 1.09, CHCl3) ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm) 4.40 (faux t, 1H, J = 8.8 Hz), 4.10 (m, 1H), 3.88 (d,
3H, J =9.9 Hz), 3.80 (d, 3H, J = 10.6 Hz), 3.74 (s, 3H), 3.62 (faux t, 2H, J = 6.1 Hz), 2.64
(m, 1H), 2.43 (m, 1H), 2.18 (m, 1H), 1.58 (m, 2H), 1.50 (s, 3H) (rotamere), 1.44 (s, 6H)
(rotamére) ;

3¢ (100 MHz, CDCl5) § (ppm) 172.3, 153.8, 80.9, 59.8, 57.7 (d), 53.7, 52.7, 51.9,
36.5, 36.1, 34.6,28.0;

3P (161.3 MHz, CDCh) & (ppm) 27.1;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 381 (67) (M), 325 (50), 272 (88), 216 (100) ;

(HR) calc. pour C;sH»sNOgP 381.155256, obt. 381.154572.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl--(SR)-(diméthoxy-phosphoryl)
-(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyle]-pyrrolidine (5.210)

ONZ

(MeO)z(O)P“'O‘COzMe

N
Boc

Ca7H33N20gP
Mol. Wt.: 560.53

Procédures Fet G ;
Quantité 210 mg ;
Mousse blanche ;
Rendement 27 % (4 étapes) ;
Rf=0.41 (100 % AcOEr) ;
PF:58°C;
[o)p =-8.12 (¢ 0.86, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2956, 1747, 1701, 1667, 1366 cm?;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.47 (dd, 2H, J = 6.7, 7.2 Hz), 8.13 (d, 2H, J = 8.2
Hz), 7.66 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 4.41 (dd, 1H, J=2.5,7.2 Hz), 4.32 (dd, 1H, J = 7.9, 13.5 Hz),
4.25-3.97 (m, 3H), 3.73 (d, 3H, J =4.9 Hz), 3.70 (d, 3H, J = 7.2 Hz), 3.67 (s, 3H), 2.58 (m,
2H), 2.22 (m, 2H), 1.88 (m, 1H), 1.41 (s, 3H) (rotamére minoritaire), 1.33 (s, 6H),
(rotamére majoritaire) ;

BC (100 MHz, CDCls) & (ppm) 173.2, 163.9, 153.0, 144.9, 133.8, 131.3, 130.9,
129.8, 127.8, 126.7, 122.3, 80.5, 58.6, 55.9 (d), 53.0, 524, 21.9, 38.8, 37.0, 34.8, 304,
27.4;
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3p  (161.3 MHz, CDCl;) & (ppm) 25.16 (rotamére minoritaire), 25.48 (rotamére
majoritaire) ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 560.8 (24), 504.7 (40), 350.9 (100), 325.9 (22) ;

(HR) calc. pour Ca7H3sN,OgP 561.200195, obt. 561.199200.

1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(5S)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyle]-pyrrolidine (5.21p)

0 N}

(MeO)z(O)P’Q‘cozm.a

Boc

Ca7H3aNz0gP
Mol. Wt.: 560.53

Procédure G ;
Quantité 92 mg ;
Rendement 42 % (2 étapes) ;
Rf =0.50 (hexanes/AcOEt, 1/4) ;
[op = +5.30 (c 0.94, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2957, 2360, 1700, 1661, 1367 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 5.58 (dd, 2H, J = 1.1, 7.5 Hz), 8.22 (dd, 2H, J = 1.1,
8.5 Hz), 7.77 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 4.43 (m, 1H), 4.25 (m, 2H), 4.19 (m, 1H), 3.87 (d, 3H, J =
10.8 Hz), 3.76 (d, 3H, J = 10.9 Hz), 3.74 (s, 3H), 2.63 (m, 2H), 2.38 (m, 1H), 1.90-1.62 (m,
3H), 1.51 (s, 3H) (rotamére minoritaire), 1.41 (s, 6H), (rotameére majoritaire) ;

B¢ (100 MHz, CDCls) & (ppm) 172.3, 163.9, 153.7, 134.6, 134.1, 131.5, 131.2,
130.9, 128.1, 126.9, 122.4, 80.9, 60.6, 58.6 (d), 54.0, 52.5, 51.9, 38.2, 37.5, 33.5, 31.7,
28.1;
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3'p (161.3 MHz, CDCls) § (ppm) 25.24 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/%, %) : 561 (9) (M+1), 460 (8), 410 (35) ;
(HR) calc. pour Co7H34N,00P 561.200195, obt. 561.198600.

(25)-Acide carboxylique-1-carboxylate de tert-butyl-(SR)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyle]-pyrrolidine (5.220)

OO
o N>

(MeO)z(O)P“'Q‘COZH

Boc

C26H31N20gP
Mol. Wt.: 546,51

Procédure C ;
Quantité 151 mg ;
Solide blanc ;
Décomposition a 190 °C ;
Rendement 74 % ;
Rf =0.48 (CH,Cl,/MeOH 9/1) ;
[a)p =-14.7 (¢ 0.86, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2958, 1701, 1660, 1367 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl5) & (ppm) 8.53 (dd, 2H, J = 7.7, 15.1 Hz), 8.15 (dd, 2H, J =
6.6, 13.7 Hz), 7.99 (élargi, 1H), 7.69 (m, 2H), 4.46 (m, 1H), 4.35 (m, 1H), 4.22 (m, 2H),
3.78 (d, 3H, J = 7.5 Hz), 3.75 (d, 3H, J = 7.3 Hz), 2.65 (m, 2H), 2.29 (m, 2H), 1.95 (m,
1H), 1.39 (s, 9H) ;
13C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 177.4, 164.0, 163.9, 153.1, 133.8, 131.3, 131.1,
127.9, 126.8, 122.3, 80.9, 58.8, 57.1, 55.0, 53.5, 52.6, 38.8, 37.2,34.9, 27.9 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 546 (11), 504 (17), 490 (43).
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(2S)-Acide carboxylique-1-carboxylate de tert-butyl-(5S)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyle]-pyrrolidine (5.22p)

ONZ

(MeO)Z(O)P’O‘COZH

N
Boc

Ca6H31N2OgP
Mol. Wt.: 546,51

Procédure C ;
Quantité 67 mg ;
Solide blanc, recristallisé Et,O/Hexanes ;
Rendement 86 % ;
Rf =0.34 (CH,Cl,/MeOH 9/1) ;
PF: 108 °C;
[adp = +30.04 (c 0.59, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2960, 1700, 1661, 1367 cm’! :
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 8.56 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 8.22 (dd, 2H, J = 7.7 Hz),
7.75 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 4.44 (t, 1H, J = 8.3 Hz), 4.27 (m, 2H), 4.18 (m, 1H), 3.88 (d, 3H, J
= 10.8 Hz), 3.71 (d, 3H, J = 10.6 Hz), 2.64 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 2.34 (m, 2H), 1.81 (m, 2H),
1.45 (s, 9H) ;
3C (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 172.7, 163.9, 153.5, 134.1, 131.5, 131.2, 128.0,
126.9, 122.3, 82.4, 60.8, 60.2, 54.6, 52.8, 37.9, 37.6, 34.0, 31.5,27.9 ;
3'p (161.3 MHz, CDCl3) § (ppm) 30.95 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 547 (40) (M+1), 491 (33), 337 (73), 307 (56).
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(5S)-(1-tert-Butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de zert-butyl-
(2R)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-

ONZ

H
N
(Me0)2<0)pr\,( f@
Boc O G 0
CagHagN301oP
Mol. Wt.: 749,79

éthyle]-pyrrolidine (5.230)

Procédure D ;
Quantité 65 mg ;
Solide blanc ;
Rendement 33 % ;
Rf=0.48 (CH,Cl,/MeOH 9/1) ;
PF:79-82 °C;
[odp = +2.31 (¢ 1.12, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2955, 1721, 1500 cm'’! ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) 8 (ppm) 8.54 (dd, 2H, J = 7.2 Hz), 8.18 (d, 2H, J = 8.2 Hz),
7.72 (m, 2H), 7.26 (m, 3H), 7.16 (m, 2H), 4.68 (m, 1H), 4.51 (d, 1J, J = 7.4 Hz), 4.20 (m,
3H), 3.75 (d, 3H, J = 10.4 Hz), 3.73 (d, 3H, J = 10.2 Hz), 3.12 (dd, 1H, J = 5.7, 13.8 Hz),
297 (m, 1H), 2.57 (m, 2H), 2.22 (m, 2H), 1.97 (m, 1H), 147 (s, 3H) (rotamére
minoritaire), 1.35 (s, 6H) (rotamére majoritaire), 1.33 (s, 9H) ;

13C (100 MHz, CDCl3) § (ppm) 172.0, 170.5, 164.0, 153.3, 136.3, 133.8, 131.5,
131.2, 129.8, 129.3, 128.4, 126.9, 122.6, 82.4, 80.8, 60.4, 60.2, 53.7, 53.1, 52.3, 39.1, 38.7,
37.2,35.8,34.6,28.2,27.9;

3'p (161.3 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 25.72, 25.28 (rotaméres) ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 750.5 (15) (M+1), 650.0 (40), 483.7 (100) ;

(HR) calc. pour C39H49N300P 750.315559, obt. 750.317400.
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(5S)-(1-tert-Butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de tert-butyl-
(2S)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-

éthyle]-pyrrolidine (5.238)
D
N
)

N
(Meo)2(o)P’<_N—>\K f@
Boc O g o)
CagHagN3O4oP
Mol. Wt.: 749,79

Procédure D ;
Quantité 65 mg ;
Mousse blanche ;
Rendement 79 % ;
Rf =0.55 (CH,Cl,/MeOH 9/1) ;
fodp = +2.98 (c 1.34, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3279, 2977, 1735, 1701, 1663 cm’! ;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), 8.75 (dd, 2H, J = 0.97, 7.3 Hz), 8.20 (dd, 2H, J =
0.90, 8.3 Hz), 7.73 (dd, 2H, J = 7.4, 8.1 Hz), 7.25 (m, 5H), 4.75 (m, 1H), 4.30 (t, 1H, J =
7.5 Hz), 4.15 (m, 2H), 4.02 (m, 1H), 3.82 (d, 3H, J = 10.5 Hz), 3.75 (d, 3H, J = 10.6 Hz),
3.09 (dd, 1H, J = 6.8, 13.7 Hz), 3.00 (dd, 1H, J = 8.0, 13.7 Hz), 2.49 (élargi, 1H), 2.29 (m,
1H), 2.15-1.86 (m, 3H), 1.66 (m, 1H), 1.42 (s, 9H), 1.33 (s, 9H) ;

BC (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 172.3, 171.0, 164.3, 154.8, 137.4, 134.4, 131.9,
131.6, 129.9, 128.7, 128.5, 127.3, 126.9, 122.9, 82.1, 81.6, 62.8, 61.3, 59.1, 54.0, 53.1,
39.02, 38.7, 38.1, 35.05, 32.2, 28.4 (rotamere), 28.3 (rotamere) ;

3p (161.3 MHz, CDCls) § (ppm) 29.53 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 750 (84) (M+1), 540 (37), 484 (100).
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-(diméthoxy-phesphoryl)-(3R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-
benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyl]-(5S)-[2-(1H-indol-3-yl)-1-méthoxycarbonyl-
éthylcarbamoyle]-pyrrolidine (5.25p)

D
N
o )
._ y
N \
(MeO)2(0)P™ N NH

Boc o CO:Me

C3gHa3N4O1oP
Mol. Wt.: 746.74

Procédure D ;
Quantité 63 mg ;
Mousse jaune ;
Rendement 74 % ;
PF:45°C;
[odp = -5.52 (¢ 0.99, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3285, 2956, 1745, 1700, 1661, 1368 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.75 (s élargi, 1H), 8.60 (d, 2H, J = 7.2 Hz), 8.37 (s
élargi, 1H), 8.22 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.76 (faux t, 2H, J = 7.8 Hz), 7.61 (d, 1H, J = 7.6 Hz),
7.31(d, 1H, J=7.6 Hz), 7.12 (m, 3H), 5.06 (m, 1H), 4.38 (faux t, 1H, J = 5.8 Hz), 4.10 (m,
2H), 3.86 (m, 1H), 3.78 (d, 3H, J = 9.8 Hz), 3.69 (s, 3H), 3.58 (d, 1H, J = 10.7 Hz), 3.40
(dd, 1H, J = 5.03, 14.8 Hz), 3.28 (dd, 1H, J = 8.9, 14.9 Hz), 2.41 (s élargi, 1H), 2.17 (m,
1H), 2.05 (m, 2H), 1.91 (m, 1H), 1.73 (m, 1H), 1.44 (s, 9H) ;

BC (100 MHz, CDCl5) § (ppm) 172.8, 164.5, 154.7, 136.7, 134.6, 132.0, 131.8,
128.5, 127.8, 127.4, 123.5, 122.8, 122.2, 119.6, 119.2, 111.5, 82.1. 62.8 (d), 61.3, 59.2,
54.7,52.6, 52.5, 39.0, 38.6, 35.6, 31.9, 28.4 ;

3P (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 30.3 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 747 (8) (M+1), 537 (8), 307 (27) ;

(HR) calc. pour C33HasN4O1oP 747.279508, obt. 747.277900.
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Acide 2-({(4R)-[2-(1,3-diox0-1H,3H-benzo[delisoquinolin-2-yl)-éthyl]-(SR)-phosphono-
pyrrolidine-(2S)-carbonyl}-amino)-(3S)-phénylpropionique (5.240)

O
N
° )
"‘- H
HO OP“'DWNY@
(HO),(0) N | o

CogHogN3OgP
Mol. Wt.: 565.51

Procédure E ;
Quantité 7 mg ;
Rendement 15 % apres purification par LCMS préparative ;
[o]p =-78.7 (c 0.48, H,O) ;
IR (KBr) 3433, 1698, 1656, 1591 cm';
RMN :'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 8.15 (dd, 4H, J = 7.5, 7.4 Hz), 7.58 (t, 2H, , J = 7.7
Hz), 7.24 (m, 2H), 7.11 (m, 3H), 4.70 (dd, 1H, ,J=2.3, 3.2 Hz), 4.35 (dd, 1H, ,J/=5.1,9.0
Hz), 4.24 (dd, 1H, , J = 5.4, 9.5 Hz), 3.88 (t, 2H, , J = 6.5 Hz), 348 (dd, 1H, , J=9.2, 6.0
Hz), 3.10 (dd, 1H, , J = 5.0, 13.9 Hz), 2.87 (dd, 1H, ,J =9.1, 13.9 Hz), 2.39 (m, 1H), 2.18
(m, 1H), 2.10 (m, 1H), 1.90 (m, 1H), 1.62 (m, 1H) ;

B¢ (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.4, 171.8, 166.2, 138.6, 136.0, 132.4, 131.7, 130.0,
129.3, 127.9, 127.6, 127.5, 121.5, 61.8, 59.6, 57.6, 40.0, 38.8, 38.2, 35.0, 27.7 ;

3p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 11.56 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 565 (100) (M), 549 (74), 485 (30).
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Acide 2-({(4R)-[2-(1,3-Dioxo-1H,3H-benzo[deJisoquinolin-2-yl)-éthyl]-(5S)-phosphono-
pyrrolidine-(2S)-carbonyl}-amino)-(3S)-phénylpropionique (5.24[)

ad
o) NZ

] y
()
(H%(@P’@\( o

o

CogHogN30gP
Mol. Wt.: 565.51

Procédure E ;
Quantité 30 mg ;
Rendement 64 % (2 étapes) ;
[alp =-72 (¢ 0.53, H,0) ;
IR (KBr) 3443, 1697, 1656, 1591, 1456 cm* ;
RMN : 'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 8.24 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 8.17 (d, 2H, J = 7.7 Hz ), 7.63
(t,2H,J=8.2Hz), 7.33 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 7.25 (t, 3H, /= 9.2 Hz), 445 (dd, 1H,J=5.2
8.9 Hz), 4.36 (dd, 1H, J = 5.1, 9.5 Hz), 3.99 (m, 1H), 3.87 (m, 1H), 3.26 (t, 1H, J = 10.0
Hz), 3.21 (dd, 1H, J = 5.4, 14.1 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 8.8, 13.6 Hz), 2.44 (m, 1H), 2.34 (m,
1H), 2.23 (m, 1H), 2.13 (m, 1H), 1.54 (m, 1H) ;

3¢ (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.0, 169.2, 165.3, 138.6, 135.7, 131.9, 130.0, 129.8,
129.4, 127.6, 126.9, 120.7, 62.6, 61.2, 59.9, 39.4, 38.6, 38.0, 36.4, 30.0 ;

3'p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 10.78 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 566 (100) (M+1).
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Acide 2-({(4R)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyl]-(5S)-phosphono-
pyrrolidine-(2S)-carbonyl}-amino)-(3S)-(1H-indol-3-yle)-propionique (5.26[)

ONZ

N \
(HO)(0)P™ >N Co,H —NH

H O

C3gHogN4OgP
Mol. Wt.: 604.55

Procédure E ;
Quantité 22 mg ;
Rendement 69 % (2 étapes) ;
[olp = -22.46 (¢ 1.19, H,0) ;
IR (KBr) 3428, 1654, 1591, 1129 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 8.03 (d, 2H, J = 6.3 Hz), 7.98 (d, 2H, J=7.5Hz ), 7.67
(d, 14, J=7.5Hz ), 7.59 (d, 2H, J = 7.5 Hz), 7.50 (d, 1H, J = 7.0 Hz), 7.17 (m, 2H), 7.08
(t, 1H, J = 6.8 Hz), 4.51(t, 1H, J = 4.6 Hz), 3.09 (m, 1H), 3.80 (m, 1H), 3.65 (m, 1H), 3.31
(m, 1H), 3.13 (dd, 1H, J = 9.0, 13.5 Hz), 2.97 (t, 1H, J = 8.3 Hz), 2.19 (m, 1H), 2.01 (m,
1H), 1.89 (m, 1H), 1.41 (m, 1H) ;

13C (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.9, 171.6. 165.5, 136.8, 135.6, 131.9, 131.1, 127.9,
127.5, 127.0, 125.1, 122.4, 120.9, 119.9, 119.3, 112.6, 111.3, 63.5 (d), 59.7, 56.8, 39.9,
38.6,36.3,31.3,28.1 ;

3p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 13.36 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 605 (100) (M+1).
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11. 5. Données expérimentales de la série subsituée en C4 par un

naphtalimidoéthyle cis par rapport au substituant en C2

(4S)-allyl-1-carboxylate de fert-butyle-(2S)-carboxylate de méthyl-5-oxopyrrolidine
(5.13)

N\

) N COsMe
Boc

C14H21NO5
Mol. Wt.: 283,32

Procédure A ;
Quantité 611 mg ;
Rendement 10 % ratio trans:cis 1.5:1 ;
Rf =0.28 (hexanes/AcOEt, 7/3) ;
[adp = + 12 (c 3.55, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2981, 1792, 1752, 1719, 1320 cm’t;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm) 5.68 (m, 1H), 5.08 (dd, 2H, J = 7.0, 13.0 Hz), 4.50
(dd. 1H, J = 1.8, 6.9 Hz), 3.78 (s, 3H), 2.68 (m, 2H), 2.45 (m, 1H), 2.20 (m, 1H), 1.78 (m,
1H), 1.47 (s, 9H) ;
3¢ (100 MHz, CDCls) § (ppm) 174.4, 171.9, 149.1, 134.4, 117.6, 83.6, 57.3, 52.4,
41.9,35.0,27.7,26.7 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 284 (5) (M+1), 228 (25), 184 (100).
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(45)-Allyl-1-carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-5-(diméthoxy-
phosphoryle)-pyrrolidine (5.27)

(MeO)g(O)P N COQMG

Boc
C46H2gNO,P
Mol. Wt.: 377.37
Procédure B ;
Quantité 789 mg ;

Rendement 45 % (3 étapes) ;
IR (pastille NaCl) 3479, 2958, 1761, 1706, 1381 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 5.76 (m, 1H), 5.08 (d, 1H, J = 17.3 Hz), 4.98 (d, 1H,
J =9.9 Hz), 4.29 (m, 1H), 4.18 (m, 1H), 3.87 (d, 3H, J = 10.3 Hz), 3.72 (d, 3H, J = 10.7
Hz), 3.70 (s, 3H), 2.51 (m, 1H), 2.32-2.28 (m, 4H), 1.44 (s, 3H) (rotamere), 1.39 (s, 6H)
(rotamére) ;

13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 172.0, 153.6, 136.1, 116.4, 80.8, 59.4, 57.9, 55.8,
54.0,51.9,41.2, 34.4, 33.2, 28.2 (rotamere minoritaire), 28.0 (rotamére majoritaire) ;

3p (161.3 MHz, CDCl3) § (ppm) 25.5 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 378 (41) (M+1), 322 (67) ;

(HR) calc. pour C;6H2NO7P 378.168166, obt. 378.169900.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-5-(diméthoxy-phosphoryl)-
(45)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[delisoquinolin-2-yl)-éthyle]-pyrrolidine (5.28)

4

N

(0]

o

(MeO),(O)P~ N~ ~CO,Me
Boc

Ca7H33N20gP
Mol. Wt.: 560.53

Procédures Fet G ;
Quantité 355 mg ;
Gomme blanche ;
Rendement 32 % (4 étapes) ;
Rf=0.48 (100 % AcOEt) ;
IR (pastille NaCl) 3470, 2957, 1757, 1699, 1660, 1366, 1327 ;
RMN :'H (300 MHz, CDCl;3) & (ppm), 8.55 (d, 2H, J = 7.1 Hz), 8.19 (d, 2H, J = 8.0 Hz),
7.70 (m, 2H), 4.35 (m, 1H), 4.25 (m, 2H), 4.08 (m, 1H), 3.88 (d, 3H, J = 10.2 Hz), 3.74 (d,
3H, J = 10.6 Hz), 3.71 (s, 3H), 2.58 (m, 1H), 2.31-2.18 (m, 3H), 2.01 (m, 1H), 1.46 (s, 3H)
(rotamere), 1.38 (s, 6H), (rotamere) ;

Bec (100 MHz, CDCLs) & (ppm) 172.0, 164.1, 153.5, 133.9, 131.4, 131.2, 128.0,
126.8, 122.4, 80.7, 59.4, 58.9, 55.9, 54.1, 52.1 (d), 38.9, 38.2, 34.6, 33.6, 28.0 (rotamere
majoritaire), 27.6 (rotamere minoritaire) ;

3p  (161.3 MHz, CDCl;) & (ppm) 24.6 (rotamére minoritaire), 24.4 (rotamére
majoritaire) ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 561 (26) (M+1), 505 (23), 351 (100) ;

(HR) calc. pour C2;H34N>O0P 561.200195, obt. 561.198600.
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(55)-(1-tert-Butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de terz-butyl-
(2R)-(diméthoxy-phosphoryl)-(3S)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-
éthyle}-pyrrolidine (5.29)

ag¥

H
. N
(MeO)2(O)P" f@
Boc O o O)T
CagH4gN301oP
Mol. Wt.: 749,79

Procédures C et D;
Quantité 131 mg ;
Rendement 65 % (2 étapes) ;
[o]p = -2.92 (¢ 1.06, CHCl3) ;
PF:82°C;
IR (pastille NaCl) 2978, 1703, 1664, 1364 cm’! :
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 8.54 (d, 2H, J = 7.2 Hz), 8.18 (d, 2H, J = 7.6 Hz),
7.84 (bs, 1H), 7.72 (t, 2H, J = 7.8, 15.35 Hz), 7.25 (m, SH), 4.71 (dd, 1H, J = 7.52 Hz),
4.23 (m, 2H), 4.08 (m, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.02 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 2.46-2.35
(m, 2H), 2.25 (m, 1H), 2.11 (m, 1H), 1.95 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.28 (s, 9H) ;

3C (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 171.9, 170.4, 164.1, 154.4, 136.7, 133.9, 131.5,
131.2, 129.6, 128.2, 128.0, 126.8, 126.5, 122.4, 81.4, 81.2, 63.5, 54.0, 53.7, 52.5, 52.4,
39.3, 39.0, 38.8, 35.9, 28.2, 27.9, 27.1 ;

31p (161.3 MHz, CDCls) & (ppm) 25.71 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 750 (70) (M+1), 540 (21), 484 (100) ;

(HR) calc. pour C3oH490,0N3P 750.315559, obt. 750.318900.
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Acide 2-({(45)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyl]-(SR)-phosphono-
pyrrolidine-(2S)-carbonyl}-amino)-(35)-phénylpropionique (5.30)

o

N

o

o)

H
N
(HOROP f;@

H O

CogHogN3OgP
Mol. Wt.: 565.51

Procédure E ;
Quantité 13 mg ;
Rendement 38 % (2 étapes) ;
[alp =-8.25 (¢ 0.4, H,0) ;
IR (KBr) 3407, 1699, 1658, 1591, 1388 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 8.10 (d, 2H, J = 8.1 Hz), 8.08 (d, 2H, J = 6.9 Hz ), 7.55
(t,2H, J = 7.7 Hz ), 7.34-7.29 (m, 2H), 7.10 (m, 2H), 6.94 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 4.70 (d, 1H,
J =Hz), 4.38 (dd, 1H, J = 5.0, 7.9 Hz), 4.08 (dd, 1H, J=5.9,9.7 Hz), 3.77 (t, 2H, J = 7.2
Hz), 3.44 (dd, 1H, J = 7.2, 9.9 Hz), 3.08 (dd, 1H, J = 5.1, 14.0 Hz), 2.90 (dd, 1H, J = 8.1,
14.0 Hz), 2.44 (m, 1H), 2.36 (m, 1H), 2.16-2.08 (m, 2H), 1.42 (ddd, 1H, J = 6.6, 134,
19.27 Hz) ;

13¢C (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.3, 172.2, 165.8, 138.5, 135.8, 132.1, 131.5, 130.0,
129.2, 127.8, 127.4, 121.2, 62.6, 60.8, 60.0, 40.0, 38.9, 38.4, 35.2, 28.3 ;

3p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 12.26 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) 588 (61) (M+1+Na), 566 (57) (M+1), 484 (100).
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11. 6. Données expérimentales de la série substituée en C4 par un

isobutyle

1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(4R)-(2-méthyl-allyl)-5-

oxopyrrolidine (5.31)
o%:)‘cone
Boc
Ci5H23NOs
Mol. Wi.: 297,35
Procédure A ;
Quantité 620 mg ;

Rendement 30 % (trans) ratio trans:cis 1.5:1 ;
Ry = 0.58 (Hexanes/AcOEt, 7:3) ;
PF:55°C;
[olp = -41 (¢ 2.04, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2979, 1792, 1751, 1717 cm*;
RMN : 'H (300 MHz, CD30D) & (ppm), 4.60 (d, 2H, J = 23.8 Hz), 4.64 (dd, 1H, J = 1.7,
9.6 Hz), 3.66 (s, 3H), 2.67 (m, 1H), 2.54 (dd, 1H, J = 3.7, 14.4 Hz), 2.05 (dddd, 2H, J =
1.7, 8.6, 13.5, 22.2 Hz), 1.89 (m, 1H), 1.82 (m, 1H), 1.58 (s, 3H), 1.37 (s, 9H) ;
13C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 174.3, 171.5, 1489, 141.7, 112.2, 83.1, 56.5, 52.1,
39.6, 38.5,27.8,27.4,21.7 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %): 297 (44) (M), 250 (100), 197 (42), 241 (35) ;
(HR) calc. pour C;sH230sN 297.157623, obt. 297.158752.
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1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl (4R)-isobutyl-5-oxopyrrolidine
(5.32)

. r

v v
>, %

H, 60 psi, PA(OH), ﬂ
OEN‘COQMG = 07\~ ~COzMe

Boc Boc
5.31 5.32
C15H25NOs
Mol. Wt.: 299,36

La lactame est mise en solution dans EtOH (0.1 M), Pd(OH),, 20% sur C, est ajouté en
quantité catalytique et I’hydrogénation est réalisée a 60 psi pendant 3 h a température
ambiante. La solution est filtrée sur Célite et concentrée pour donner le produit de maniére
quantitative.
Quantité 620 mg ;
IR (pastille NaCl) 2958, 1793, 1752, 1718, 1318 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDsOD) & (ppm), 4.54 (dd, 1H, J = 1.3, 9.6 Hz), 3.73 (s, 3H), 2.64
(m, 1H), 2.21 (m, 1H), 1.92 (m, 1H), 1.78 (m, 1H), 1.63 (m, 1H), 1.43 (s, 9H), 1.23 (m,
3H), 0.90 (d, 3H, J = 6.6 Hz), 0.85 (d, 3H, J = 6.5Hz) ;

B¢ (100 MHz, CDCls) & (ppm) 175.4, 171.8, 149.4, 83.4, 56.9, 52.5, 39.8, 39.7,
29.0,27.8,25.7,23.2,21.4;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 300 (16) (M+1), 244 (57), 200 (100) ;

(HR) calc. pour C;sH60sN 300.181098, obt. 300.180300.
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1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(SR)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-isobutylpyrrolidine (5.33c)

r

”,
£

(MeO)a(O)P"‘Q‘cone

Boc

C17H32NO7P
Mol. Wt.: 393,41

Procédure B ;
Quantité 172 mg ;
Rendement 32 %, ratio o:f3 1:1.2 ;
[o)p = -22.6 (¢ 0.9, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2957, 1749, 1712, 1367 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), 4.35 (dd, 1H, J = 2.6, 7.8 Hz), 4.24 (d, 1H, J = 9.2
Hz), 3.71 (d, 3H, J = 0.6 Hz), 3.68 (d, 3H, J = 0.6 Hz), 3.67 (s, 3H), 2.64 (m, 1H), 2.46 (m,
2H), 1.84 (dd, 1H, J = 5.8, 12.6 Hz), 1.54 (m, 2H), 1.35 (s, 9H), 0.86 (d, 3H, J = 6.1 Hz),
0.81(d,3H,/=5.8Hz);

B¢ (100 MHz, CDCl3) § (ppm) 173.4, 153.0, 80.5, 58.8, 57.0, 55.4, 53.0, 52.1 (d),
37.6,35.1,33.9,27.8,26.4,22.8 ;

3p (161.3 MHz, CDCls) & (ppm) 25.7 (rotamére minoritaire), 25.4 (rotamére
majoritaire) ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 394 (M+1) (18), 338 (38), 307 (19) ;

(HR) calc. pour Cy7H33NO7P 394.199466, obt. 394.199019.
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1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(5S)-(diméthoxy-
phosphoryle)-(4R)-isobutylpyrrolidine (5.333)

r

”
03

(MeO)?_(O)P’Q‘Cone

Boc

Cq7H3oNO,P
Mol. Wt.: 393,41

Procédure B ;
Quantité 204 mg ;
Rendement 37 % (3 étapes), ratio a:p 1:1.2 ;
[a)p = +12.66 (¢ 0.79, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2958,1761, 1706, 1368 cm’;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 4.35 (élargi, 1H), 4.21 (t, 1H), 3.91 (d, 1H, J=5.2
Hz), 3.80 (d, 3H, J = 10.4 Hz), 3.70 (d, 3H, J = 9.8 Hz), 3.66 (s, 3H), 2.52 (m, 2H), 1.96
(m, 2H), 1.52 (m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.18 (m, 1H), 1.10 (m, 1H), 0.85 (d, 3H, J = 3.3 Hz),
0.83(d,3H,J=33 Hz);

3¢ (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 172.4, 153.9, 80.8, 60.7, 59.1, 53.3 (d), 52.3, 51.8,
42.7,37.2,34.4,28.0,25.7,22.3,22.1;

3'p (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 25.74 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 394 (M+1) (48), 338 (42) ;

(HR) calc. pour C7H33NO;P 394.199466, obt. 394.199255.
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1-Carboxylate de fert-butyl-(2S)-acide carboxylique-(5R)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-isobutylpyrrolidine (5.340)

%
~,

(MeO)z(O)P“"Q‘COZH

Boc

C1gH3oNO,P
Mol. Wt.: 379.39

Procédure C ;
Quantité 79 mg ;
Solide blanc ;
PF: 168-170 °C;
Rendement 41 % ;
[alp =-32 (¢ 0.67, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2959, 1736, 1711, 1368 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl5) 8 (ppm) 9.45 (élargi, 1H), 4.41 (dd, 1H, J = 2.2, 7.5 Hz), 4.31
(dd, 1H, J =7.2, 16.2 Hz), 3.74 (d, 6H, J = 10.6 Hz), 2.75 (m, 1H), 2.48 (m, 1H), 2.00 (dd,
1H, J = 5.5, 12.3 Hz), 1.59 (m, 2H), 1.45 (s, 3H), 1.40 (s, 6H), 1.38 (m, 1H), 0.90 (d, 3H, J
=6.0 Hz), 0.85 (d, 3H,/=6.0Hz) ;

B¢ (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 177.7, 153.3, 81.0, 58.9, 57.4, 53.4, 52.4, 37.7,
37.3, 35.3, 28.0, 26.5, 23.0, 22.0;

3p (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 26.43 (rotamére minoritaire), 26.17 (rotamere
majoritaire) ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 379 (9), 335 (21), 284 (41), 270 (100) ;

(HR) calc. pour C¢H3gNO;P 379.175991, obt. 379.175770.
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1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-acide carboxylique-(5S)-(diméthoxy-phosphoryl)-
(4R)-isobutylpyrrolidine (5.34p)

(MeO)g(O)P’(_)‘COQH

N
Boc

C16HaoNO,P
Mol. Wt.: 379.39

Procédure C ;
Quantité 165 mg ;
Gomme blanche ;
Rendement 85 % ;
[a]p = +52.7 (¢ 1.05, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3380, 2960, 1706, 1368 em’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm), 9.93 (élargi, 1H), 4.32 (t, 1H, J = 8.6 Hz), 4.03 (m,
1H), 3.83 (d, 34, J = 10.7 Hz), 3.77 (d, 3H, J = 10.7 Hz), 2.60 (m, 1H), 2.38 (m, 1H), 2.08
(m, 1H), 1.57 (m, 2H), 1.43 (s, 6H) (rotamere majoritaire), 1.42 (s, 3H) (rotameére
minoritaire), 1.11 (m, 1H), 0.87 (d, 6H, J = 6.4 Hz) ;

B¢ (100 MHz, CDCls) 8 (ppm) 173.3, 153.7, 82.0, 60.2, 57.9, 54.5, 52.7, 42.2,
37.3,34.1,27.9,25.7,22.2,22.0;

3p (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 30.06 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 380 (M+1) (35), 324 (59) ;

(HR) calc. pour C;¢H3;NO,P 380.183816, obt. 380.182961.
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(58)-((3S)-tert-Butoxycarbonyl-4-phényl-butyryl)-1-carboxylate de tert-butyl-(2R)-
(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-isobutylpyrrolidine (5.350)

I

’,

(MeO)2(0)P* N
Boc 0 ¢ ©
K
CagH47N20gP
Mol. Wt.: 582.67

Procédure D ;
Quantité 46 mg ;
Solide blanc ;
PF:142°C;
Rendement 38 % ;
[a]p = -6.96 (¢ 0.74, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 3284, 2956, 1705, 1367 cm’*;
RMN :'H (300 MHz, CDCl3) 8 (ppm) 7.30-7.17 (m, 5H), 4.63 (m, 1H), 4.40 (dd, 1H, J =
1.8, 7.7 Hz), 4.11 (d, 1H, J = 9.3 Hz), 3.73 (m, 6H), 3.06 (dd, 2H, J = 6.7, 14.2 Hz), 2.40
(m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.78 (m, 1H), 1.54 (m, 3H), 1.47 (s, 9H), 1.36 (s, 9H), 0.88 (d, 3H, J
= 6.5 Hz), 0.83 (d, 3H, J= 6.3 Hz) ;

3¢ (100 MHz, CDCls) & (ppm) 175.2, 170.6, 153.3, 136.1, 129.7, 128.2, 127.0,
82.2, 80.7, 60.2, 53.8, 53.7, 53.1, 52.9, 52.2, 52.1, 38.1, 37.1, 28.1, 27.8, 26.5, 23.0, 22.2 ;

3P (161.3 MHz, CDCl3) & (ppm) 26.31 (rotamére), 25.75 (rotamére) ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 582 (25), 482 (62), 426 (34), 316 (100) ;

(HR) calc. pour C9H4sN,OgP 583.314830, obt. 583.314000.
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(55)-((3S)-tert-Butoxycarbonyl-4-phényl-butyryl)-1-carboxylate de tert-butyl-(2S)-
(diméthoxy-phosphoryl)-(3R)-isobutylpyrrolidine (5.358)

>,

’f

. H
(MeO)g(O)P’[h Nf@
Boc O g 0O
)T
CagH47N20gP
Mol. Wt.: 582.67

Procédure D ;
Quantité 52 mg ;
Gomme ;
Rendement 65 % ;
[op = + 16.71 (¢ 2.01, CHCl3) ;
IR (pastille NaCl) 2958, 1706, 1367, 1160 cm™ ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl5) & (ppm) 8.06 (élargi, 1H), 7.26-7.15 (m, 1H), 4.73 (dd, 1H, J
=7.6, 15.4 Hz), 4.20 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 3.91 (dd, 1H, J = 2.8, 5.4 Hz), 3.79 (faux t, 6H, J =
10.1 Hz), 3.09 (dd, 1H, J = 6.9, 13.7 Hz), 3.02 (dd, 1H, J = 7.6, 15.4 Hz), 2.53 (m, 1H),
2.26 (m, 1H), 1.96 (m, 1H), 1.53 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.32 (s, 9H), 1.17 (m, 1H), 0.87
(faux t, 6H, /= 6.8 Hz) ;

13¢C (100 MHz, CDCls) & (ppm) 170.6, 154.8, 137.0, 129.5, 128.1, 126.5, 81.6, 81.3,
62.6, 61.4, 53.6, 53.4, 52.6,42.9, 42.7, 38.7, 37.3, 28.0, 27.8, 25.9, 22.6, 22.2 ;

p (161.3 MHz, CDCls)  (ppm) 28.88 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 582 (46), 317 (100) ;

(HR) calc. pour CagH4gN,OgP 583.314830, obt. 583.312800.
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Acide (25)-[((4R)-isobutyl-(SR)-phosphono-pyrrolidine-(2S)-carbonyl)-amino]-3-

“., H\(\@
i N
(HO)2(O)P“ Oj(

N
N % CoH

phénylpropionique (5.360.)

C1gH27N206P
Mol. Wt.: 398.39

Procédure E ;
Quantité 19 mg ;
Rendement 66 % (2 étapes);
[o)p = -63 (¢ 0.27, H,0) ;
IR (KBr) 3420, 2959, 1683, 1455 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 7.34 (m, 3.5H), 7.16 (m, 1.5H), 4.55 (d, 1H, J = 1.89
Hz), 4.45 (d, 1H, J = 9.4 Hz), 4.22 (t, 1H, J = 8.7 Hz), 3.22 (dd, 1H, J = 4.4, 14.2 Hz), 3.07
(dd, 1H, J = 4.4, 14.1 Hz), 1.82 (m, 1H), 1.63 (m, 1H), 1.45-1.38 (m, 4H), 0.81 (d, 3H, J =
6.2 Hz), 0.73 (d, 3H, J= 6.2 Hz) ;

13C (100 MHz, D,0) & (ppm) 172.5, 153.2, 130.6, 129.0, 127.9, 56.9, 56.7, 38.9 (d),
32.7,26.5;

3'p (161.3 MHz, D,0) 8 (ppm) 14.42 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 395 (61) (M-3), 299 (100).
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Acide (25)-[((4R)-isobutyl-(5S)-phosphono-pyrrolidine-(2S)-carbonyl)-amino]-3-

>/

~,

3 H
N~ ‘( )
(NaO)(HO)(O)P’Q\‘(

N Y coH

C18H26N2N306P
Mol. Wt.: 420.37

phénylpropionique (5.36f)

Procédure E ;
Quantité 26 mg ;
Rendement 70 % (2 étapes)
[a]p =-56 (¢ 0.34, H,0) ;
IR (KBr) 3437, 2957, 1618, 1385 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 7.31 (m, 2H), 7.23 (m, 3H), 4.42 (dd, 1H, J = 5.0, 8.8
Hz), 4.14 (dd, 1H, J = 5.6, 9.5 Hz), 3.17 (dd, 1H, J = 5.05, 13.9 Hz), 2.99 (t, 1H, J =3.2
Hz), 2.92 (dd, 1H, J = 8.8, 13.9 Hz), 2.28 (m, 1H), 2.20 (m, 1H), 1.99 (m, 1H), 1.52 (m,
2H), 1.14 (m,1H), 0.84 (d, 3H, J = 6.2 Hz), 0.81 (d, 3H, J=6.0 Hz) ;

B¢ (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.3, 170.2, 138.5, 130.0, 129.4, 127.6, 64.6 (d),
59.5,57.8,42.3, 38.9, 38.2, 36.7, 26.7, 23.9, 21.5 ;

3'p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 11.05 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %): 421 (17) (M+1), 307 (37) ;
(HR) calc. pour C;3H,706N2PNa 421.150445, obt. 421.152400.
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11. 7. Données expérimentales des composés finaux substitués en C3 par

un isobutyle et en C4 par un groupe variable

Acide 2-({(4S5)-[2-(1,3-dioxo-1H,3H-benzo[de]isoquinolin-2-yl)-éthyl]-(3S)-isobutyl-
(5R)-phosphono-pyrrolidine-(2S)-carbonyl}-amino)-(3S)-phénylpropionique (7.1)

ad

(HO)(O)P*

N
H

5 COH

CaoH3gN3OgP
Mol. Wt.: 621.62

Procédure E ;
Quantité 5 mg ;
Rendement 45 % (2 étapes) ;
[a]p =-79 (c 0.24, H,0) ;
IR (KBr) 3453, 1654, 1465 cm™ ;
RMN :'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 8.25 (m, 4H), 7.68 (m, 2H), 6.98 (m, 2H), 6.84 (m,
2H), 6.59 (m, 1H), 4.24 (dd, 1H, J = 4.8, 7.3 Hz), 3.85-3.80 (m, 2H), 3.60 (d, 1H), 3.55 (dd,
1H, J = 6.1, 9.7 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 4.4, 13.8 Hz), 2.86 (dd, 1H, J = 7.7, 14.1 Hz), 2.35
(d, 1H, J = 9.5 Hz), 2.21 (m, 1H), 2.05 (m, 1H), 1.59 (m, 1H), 1.38 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 1.22
(m, 1H), 0.91 (d, 3H, J= 6.4 Hz), 0.80 (d, 3H, J= 6.4 Hz) ;

B¢ (100 MHz, D,0) & (ppm) 178.0, 165.7, 138.1, 136.0, 132.3, 131.8, 129.7, 128.9,
127.9, 126.9, 121.5, 66.2 (d), 60.9, 57.5,47.5,45.3,44.3 ;

31p (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 14.84 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) 622 (100) (M+1).
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Acide-2-{[(35)-Isobutyl-(4S)-(3-phényl-allyl)-(SR)-phosphono-pyrrolidine-(2S)-
carbonyl]-amino}-(3S)-phénylpropionique (7.2)

2T

(HO)(O)P*
H o

Ca7H3sN206P

Mol. Wt.: 514.55

Procédure E ;
Quantité 24 mg ;
Rendement 74 % (2 étapes) ;
[op = -0.38 (¢ 0.78, H,0) ;
IR (KBr) 3429, 1619, 1222 cm™*;
RMN : 'H (300 MHz, D,0) & (ppm) 7.37 (m, 3H), 7.32 (m, 2H), 7.21 (m, 5H), 6.23 (d, 2H,
J = 16.0 Hz), 6.14 (m, 1H), 4.36 (dd, 1H, J = 4.8, 8.5 Hz), 3.71 (d, 1H, J = 4.1 Hz), 3.60
(dd, 1H, J = 6.2, 11.5 Hz), 3.19 (dd, 1H, J = 5.0, 14.1 Hz), 2.98 (dd, 1H, J = 8.5, 14.0 Hz),
2.73 (4, 1H, J = 13.7 Hz), 2.30-2.24 (m, 2H), 1.99 (td, 1H, J = 9.8, 13.6 Hz), 0.71 (d, 3H, J
= 6.5 Hz), 0.62 (d, 3H, J = 6.4 Hz) ;

3C (100 MHz, D,0) & (ppm) 177.5, 170.4, 138.6, 138.1, 133.1, 130.0, 129.6, 129.4,
128.1, 127.5, 126.9, 66.6, 61.1, 57.7, 58.0, 45.9 (d), 44.6, 38.1, 33.9, 26.2,23.1,21.7 ;

31p (161.3 MHz, D,0)  (ppm) 10.03 ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) 515 (18) (M+1), 433 (100).
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Acide 2-{[(3S)-Isobutyl-(45)-(3-phényl-propyl)-(5R)-phosphono-pyrrolidine-(2S)-
carbonyl}-amino}-(3S)-phénylpropionique (7.3)

"y
I :

HO),(O)P""
(HO)(0) N i Com

Co7H37N20gP
Mol. Wt.: 516.57

Procédure E ;
Quantité 13 mg ;
Rendement 53 % (2 étapes) ;
[alp = -59 (c 0.61, H,0) ;
IR (pastille NaCl) 3434, 2927, 1638, 1455, 1385 cm’! ;
RMN :'H (300 MHz, D,0) § (ppm), 7.47-7.06 (m, 10H), 4.87 (m, 1H), 3.71 (m, 1H), 3.56
(m, 1H), 3.13 (m, 1H), 2.96 (m, 1H), 2.64 (m, 2H), 2.47 (m, 1H), 2.12 (m, 1H), 1.84 (m,
1H), 1.52 (m, 3H), 1.22 (m, 2H), 1.10 (m, 1H), 0.76 (s, 6H) ;
13C (100 MHz, D,0) § (ppm) 177.4, 169.5, 143.7, 138.4, 130.0, 129.4, 127.6, 126.7,
66.2, 60.1, 57.6, 46.6, 46.2, 44.5, 38.0, 35.7, 29.9, 29.1, 26.3, 22.9,22.2 ;
3P (161.3 MHz, D,0) & (ppm) 15.39 (momodéprotection) 9.61;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 517 (8) (M+1), 435 (100).
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11. 8. Conditions expérimentales pour le suivi par RMN de la cinétique de
I’hydrolyse de I’ester méthylique des intermédaires phosphonates 5.190. et

5.188

11. 8. 1. Conditions expérimentales pour le suivi par RMN 3p de I’hydrolyse
de 5.190

N\ N\

~, %
2

) LiOH, THF/D,0 6/5
{(MeO),(O)P" Qcowe (MeO)g(O)P“‘QCOQH
Boc Boc

5.190a

Dans un tube RMN, a une solution du dérivé 5.19c (11 mg, 0.024 mmol) dans un mélange
THF/D,0 6/5 (0.9 mL), est additionné LiOH (2 mg, 2 eq), dissous au préalable dans 0.2
mL de D,0. Aussitdt, un premier spectre RMN *'P est pris, puis le tube est chauffé a 60°C
pour voir apparaitre des signaux correspondants au produit d’hydrolyse. Les spectres de
RMN *'P sont alors enregistrés toutes les 30 min pendant 6 h, puis toutes les 24 h pendant
2 jours, toujours a 60°C.

Les résultats de cette expérience sont discutés au chapitre 5, paragraphe 5. 4. 4.
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11. 8. 2. Conditions expérimentales pour le suivi par RMN 3P de Phydrolyse
de 5.18p

)

%

i
LiOH, THF/D,O 6/5

(MeO)2(O)P’Q‘COZMe 2 (MeO)z(O)P’Q‘COZH
Boc Boc

5.18p

Nous ne disposions pas de I’analogue 5.19p, pour réaliser la méme expérience que réalisée
sur 5.19a. et décrite au paragraphe 11. 7. 1.

Dans un tube RMN, est mis en solution le dérivé 5.18B (50 mg, 0.13 mmol) dans un
mélange THF/D,0O 6/5 (1.1 mL). Un premier spectre RMN 3P est pris correspondant a
t=0.

Puis LiOH (11 mg, 2 eq), dissous au préalable dans 0.2 mL de D,0, est additionné. Dés
I’ajout terminé, les spectres RMN 3P sont enregistrés toutes les 3 min pendant 1 h. C’est
pendant cette premiére heure que les signaux de I’intermédiaire apparaissent et que ceux
correspondant a 5.18p disparaissent. L’évolution de la réaction est ensuite beaucoup plus
lente et les spectres ne sont pris que toutes les heures. Ce n’est qu’au bout de 5 h que les
signaux correspondants au produit apparaissent. Il faut au moins 3 jours pour ne plus voir

les signaux de I’intermédiaire.

11. 8. 3. Conditions expérimentales pour le suivi par RMN H, °C et P de
I’hydrolyse de 5.18p

Comme un intermédaire semble se former lors de 1’hydrolyse de 5.18B, il a paru nécessaire
de suivre I’hydrolyse par RMN 'Het PC.
La méme expérience que décrite dans le paragraphe 11. 7. 2. a été réalisée mais cette fois-ci

en utilisant du THF deutéré (dg).
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L’expérience plus complexe est confi€e au soin du spécialiste en RMN, le Dr Tan Phan
Minh Viet. Ce dernier a réalisé des expériences de RMN a des températures variables pour
tenter de piéger le supposé intermédiaire a basse température. A partir de ce moment, des
expériences °C découplé du P, 'H découplé du P, RMN *D de I’intermédaire sont réalisées.
Il n’a jamais été possible de voir un couplage caractéristique phosphore-carbone qui
correspondrait a I’intermédaire IV décrit au paragraphe 5. 4. 4.

Un mécanisme détaillé est discuté dans le chapitre 5, paragraphe 5. 4. 4. dans le but de

rationnaliser les résultats.



Chapitre 12

Section expérimentale :

préparation des produits du chapitre 6
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Les pouvoirs rotatoires sont mesurés a 20°C.
Dans le cas de carbones équivalents, un seul signal de double intensité est observé par

RMN .

12. 1. Données expérimentales des analogues possédant un acide

carboxylique comme groupe chélatant

1-Carboxylate de tert-butyl-(2S)-carboxylate de méthyl-(4R)-(3-phényl-propyl)-5-
propénylpyrrolidine (6.3)

1. LiEt3BH, THF

/ 2. Ac,O, EtzN, DMAP A
n 3. CH3CH=CHMgBr, CuBr.Me,S y
BF5.0Et
07\~ YCOMe 82 - [N CO,Me
Boc Boc
6.2 6.3
Ca3H33NO4
Mol. Wt.: 387.51

Les deux premitres séquences réactionnelles sont identiques a celles décrites dans la
procédure B (Chapitre 11) et permettent d’obtenir I’hémi-aminal acétylé.

Dans un ballon préalablement flambé est mis CuBr.Me,S (2.2 eq, 4.92 mmol) en solution
dans 16 mL d’éther anhydre 2 —40°C.

Dans un second ballon préalablement flambé est ajouté CH;CH=CHMgBr (0.5 M dans
THF) (2.1 eq, 4.7 mmol) 2 5 mL d’éther anhydre et cette solution est canulée sur la
suspension de cuivre et le tout est agité sous argon 1 h a —40°C. Au bout de ce temps,
BF;.0FEt; (2.4 eq, 0.67 mL) est additionné goutte a goutte et I’agitation est poursuivie 1 h a
—40°C. La solution orange devient d’un violet intense. L’hémiaminal acétylé (2.24 mmol),
solubilisé au préalable dans 14 mL d’éther anhydre est canulé sur I’organocuivreux formé
et le mélange est agité sous argon pendant 6 h, durée durant laquelle la température est
progressivement augmentée jusqu’a 0°C. Lorsque la réaction est terminée, un mélange

équivolumique de NH,OH 16M et NH,CI sat. (20 mL) est ajouté lentement. La phase
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organique est extraite plusieurs fois a I’éther, lavée a la saumure, séchée sur Na,SO, et
concentrée. L’huile obtenue est purifiée par chromatographie éclair (Hexanes/AcOEt, 9/1)
pour donner le produit désiré (600 mg) sous forme d’un mélange de diastéréoisomeres.
Rendement 70 % (3 étapes) ;
Rf =0.55 (Hexanes/AcOEt, 8/2) ;
Mélange d’isomeres ;
IR (pastille NaCl) 2976, 2934, 1751, 1697, 1393 cm’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCl5) & (ppm) 7.25 (m, 2H), 7.12 (m, 3H), 5.55 (m, 1H), 5.09 (m,
0.6 H), 4.83 (m, 0.3 H), 4.20 (m, 1H), 3.68 (m, 3H), 2.31 (m, 2H), 2.18 (m, 1H), 2.04 (m,
1H), 1.86 (m, 2H), 1.78 (m, 1H), 1.60 (m, 3H), 1.55 (m, 2H), 1.46 (m, 9H), 1.25 (m, 1H) ;
13C (100 MHz, CDCls) § (ppm) mélange d’isomeres ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 388 (M+1) (26), 332 (75), 288 (73) ;
(HR) calc. pour C;3H34NO, 388.247400, obt. 388.248784.

(55)-(1-tert-Butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de tert-butyl-
(3R)-(3-phényl-propyl)-2-propénylpyrrolidine (6.4)

A 1. LiIOH, THF/HF “,
7 2. PyBop, ProNEt, L-Phe-OBu H
N COzMe N
/ Boc / Boc O & 9
6.3 6.4 ; :
CasHagN2Os
Mol. Wt.: 576.77

Procédure C et D (Chapitre 10) ot HOBt et EDCI sont remplacés par PyBop, méme
nombre d’équivalent ;

Quantité 391 mg ;

Rendement 50 % (2 étapes);
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Rf=0.75 (100 % AcOEt)
IR (pastille NaCl) 3410, 3220, 2978, 2933, 1732, 1690, 1497 cm™';
RMN : 'H (300 MHz,CDCl3) 8 (ppm), 7.29 (m, 2H), 7.16 (m, 8H), 5.56 (m, 1H), 5.07 (m,
1H), 4.72 (m, 1H), 4.48 (m, 0.3H), 4.28 (dd, 1H), 4.11 (m, 0.6H), 3.18 (dd, 1H, J = 6.2,
13.8 Hz), 3.05 (m, 1H), 2.57 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 2.15 (m, 2H), 1.85 (m, 1H), 1.76 (d, 2H, J
= 6.6 Hz), 1.53 (m, 1H), 1.41 (d, 9H, J = 8.3 Hz), 1.38 (d, 9H, J = 8.6 Hz), 1.26 (m, 1H) ;
13C (100 MHz, CDCl3) § (ppm) mélange d’isoméres ;
SM: (BR)(FAB, NBA, m/z, %) : 577 (M+1) (36), 477 (20), 421 (100) ;
(HR) calc. pour C3sH49N,05577.364148, obt. 577.364174.

2-Acide carboxylique-(5S)-(1-tert-butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-
carboxylate de terz-butyl)-(3R)-(3-phényl-propyle)-pyrrolidine (6.5)

1.i. Og

H ii. MeoS
Nf@ 2. Hp0p, NaClOp, NaH,PO4 1y C/O\(
N .
/ Boc 0 470 Boc O O
6.4 ; \ 6.5
Ca3H4aN-07
Mol. Wt.: 580.71

Apres I’étape d’ozonolyse décrite dans la procédure F (Chapitre 10), I’aldéhyde obtenu est
tout de suite oxydé de la maniére suivante. 0.72 mmol d’aldéhyde sont dissout dans
’acétonitrile (7 mL). A 0°C, est additionné NaH,PO, (0.70 g, 7eq), dissout au préalable
dissout dans 1’eau (1 mL), puis HO, 30% (0.12 mL, 5.5 eq) . NaClO,, dissout lui aussi au
préalable dans de 1’eau (2 mL) est alors additionn€é lentement sur 15 min. Le mélange est
agité pendant 1 h 4 0°C et & température ambiante pendant 30 min. La solution prend une

teinte verdatre. Une pointe de spatule deNa,SOs est ajoutée et le pH ajusté a 3 avec HCI
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1M. puis I’acide est extrait 3 AcOEt pour donner aprés séchage sur Na,SO; et évaporation
une huile incolore qui est purifiée par chromatographie (Hexanes/AcOEt, 8/2 a 1/1) pour
donner 359 mg d’un solide incolore de type verre amorphe.
Rendement 40 % (2 étapes)
Rf=0.48 (CH,Cl,/MeOH, 9/1) ;
IR (pastille NaCl) 2979, 2932, 1734, 1684, 1654, 1368 cm’! ;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm) 2.15 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.33-7.16 (m, 5H), 4.59 (m,
1H), 4.36 (m, 1H), 4.28 (m, 1H), 3.18 (m, 1H), 2.97 (m, 1H), 2.57 (m, 2H), 2.33 (m, 1H),
2.00-1.81 (m, 3H), 1.59 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 1.31 (s, 9H) ;

BC (100 MHz, CDCls) & (ppm) 175.6, 172.0, 155.9, 143.4, 138.3, 130.5, 129.6,
127.9, 126.9, 83.0, 82.1, 65.2, 61.9, 55.7, 41.7, 40.6, 36.9, 35.2, 31.3, 30.6, 28.5, 28.3 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 581.1 (16), 425.2 (30), 469.1 (15) ;

(HR) calc. pour C33H4sN,O; 381.322677, obt. 581.324834.

(2S)-acide carboxylique-(3R)-(5S)-(1-carboxy-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-(3-phényl-
propyle)-pyrrolidine (6.6)

“,
A

/ N
HO 0(3\,( \(\©
“ N b CoH

C24H2gN205
Mol. Wt.: 424.49

Procédure H (Chapitre 10) pour I’hydrolyse avec HCI gas ;
Quantité 27 mg ;

Cristaux blancs, obtenus aprés purification par LCMS préparative;
Rendement 82 %, séparation des diastéréoisomeres, ratio 5.1:1 ;
Rf=0.21 (CH,Cl,/MeOH, 9/1) ;
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[o)p =-23.9 (c 1, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 2931, 1676, 1418 cm’! ;
RMN :'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm), 7.26 (m, 7H), 7.14 (m, 3H), 4.55 (d, 1H, J = 8.2
Hz), 4.47 (m, 2H), 3.22 (dd, 1H, J=4.7, 14.4 Hz), 3.03 (dd, 1H, J = 6.2, 14.4 Hz), 2.60 (m,
2H), 2.23 (m, 1H), 2.03 (m, 1H), 1.93 (m, 1H), 1.66 (m, 2H), 1.52 (m, 2H) ;

3¢ (100 MHz, CD;0D) & (ppm) 171.6, 167.4, 143.3, 137.6, 130.8, 129.4, 128.0,
126.8, 63.6, 59.3, 57.4,39.9, 37.1, 36.8, 32.7, 31.1, 30.8 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 407 (19).

12. 2. Données expérimentales des analogues possédant un acide

hydroxamique comme groupe chélatant

(55)-(1-tert-Butoxycarbonyl-(2S)-phényl-éthylcarbamoyl)-1-carboxylate de fert-butyl-
(2S)-hydroxycarbamoyl-(3R)-(3-phényl-propyle)-pyrrolidine (6.7)

%,

i. (COCl);, DMFcat. CH;Cl Ho* H
M ii. NH,OH.HCI, EtsN, Ha0 HO,N7 ) N
- I\‘ N

Boc O 0 O Boc O o7 O
6.5 6.7
Ca3zHysN307
Mol. Wt.: 595.73

A T’acide (100 mg, 0.17 mmol) solubilisé¢ dans CH,Cl, (2 mL) est ajouté goutte a goutte
(CICO); (31 uL, 2.05 eq) a 0°C, puis une goutte de DMF. Un dégagement gazeux de
dioxyde carbone est observé. Le mélange est laissé sous agitation a cette température.

Pendant ce temps 1a, NH,OH.HCI (48 mg, 4 eq) et EtsN (0.14 mL, 6 eq) sont solubilisés
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dans un mélange CH,Cl,/H,O 5/1 (0.6 mL) et ajoutés par canule au premier mélange. Le
tout est alors agité pendant 24 h dans la chambre froide (4°C). Le pH est ajusté a 4 avec
HCI 1IN et la phase organique est extraite avec CH,Cl, séchée sur Na,SOy, concentré pour
donner une huile. Cette derniére est chromatographiée (Hexanes/AcOEt, 2/3) pour donner
6.7 (20 mg) sous forme d’un solide vitreux amorphe.
Rendement 20 % ;
Rf =0.44 (Hexanes/AcOEt, 3/7) :
[o)p = +4 (C 1.05,CHCL) ;
IR (pastille NaCl) 3306, 2926, 1677 cm’;
RMN :'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), 7.30-7.13 (m, 10H), 4.77-4.68 (2dd, 1H, J = 6.8,
14.2 Hz), 4.47-4.33 (2d, 1H, J = 8.4, 9.2 Hz), 4.15 (2d, 1H, /= 6.9, 8.6 Hz), 3.12-3.08 (2m,
2H), 2.54 (dd, 2H), 2.57 (dd, 1H, J = 7.0, 14.3 Hz), 2.32 (m, 1H), 2.28 (m, 1H), 1.95 (m,
1H), 1.57 (m, 2H), 1.39 (s, 12H), 1.34 (s, 6H), 1.22 (m, 2H) ;

B¢ (100 MHz CDCl; & (ppm) 171.9, 170.7, 170.4, 154.4, 142.0, 136.1, 132.1,
129.6, 129.2, 128.6, 128.3, 125.8, 82.4, 82.2, 77.2, 61.2, 53.8, 38.3, 37.9, 35.9, 31.9, 29.7,
28.1,22.7;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 596 (45) (M+1), 563 (100) ;

(HR) calc. pour C33H46N307 596, 333576, obt. 596.332206.

Acide 2-{[(5S)-hydroxycarbamoyl-(4R)-(3-phényl-propyl)-pyrrolidine-(2S)-carbonyl]-
amino}-(3S)-phénylpropionique (6.8)

N/ N
Ho~ O\( \/\©
Ty CO.H

O H o
6.8

C24H29N305
Mol. Wt.: 439.50

Procédure E (Chapitre 10) pour I’hydrolyse avec HCl gaz ;
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Quantité 17 mg ;
Rendement 50 % ;
[a)p = - 15.8 (C0.92, MeOH) ;
IR (pastille NaCl) 3432 (bande large), 2928, 1673 em’;
RMN : 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm), 7.30 (m, 6H), 7.19 (m, 4H), 4.72 (dd, 1H, J = 4.5,
9.6 Hz), 4.43 (d, 1H, J = 7.1 Hz), 3.75 (m, 1H), 3.22 (dd, 1H, J = 7.4, 14.6 Hz), 3.01 (m,
1H), 2.62 (m, 2H), 2.24 (m, 2H), 1.71 (m, 1H), 1.60 (m, 2H), 1.32 (m, 2H) ;

13C (100 MHz CDCl3) 8 (ppm) 174.2, 170.0, 169.9, 143.2, 138.5, 130.3, 130.2,
129.7, 129.5, 128.1, 127.1, 65.1, 60.2, 55.7, 41.9, 38.1, 36.7, 35.6, 30.6, 29.5 ;
SM: (BR) (FAB, NBA, m/z, %) : 440 (M+1), 425 (100).
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Table 1. Crystal data and structure refinement for Cl16 H28 N O7 P.

Identification code HAN321

Empirical formula Cl6 H28 N Q7 P

Formula weight 377.364

Temperature 293(2)K

Wavelength 1.54184A

Crystal system Orthorhombic

Space group P2,2,2,

Unit cell dimensions a = 8.72760(10)A o = 90°
b = 10.65140(10)A B = 90°
c = 21.8479(2)A y = 90°

Volume 2031.01(4)A3

Z 4

Density (calculated) 1.2341 Mg/m3

Absorption coefficient 1.504 mm™?!

F(000) 808.0

Crystal size 0.39 x 0.37 x 0.32 mm

Theta range for data collection 4.05 to 72.66°

Index ranges -10<=h<=10, -10<=k<=12, -26<=1<=27

Reflections collected 12093

Independent reflections 3886 [R{int) = 0.0316]

Absorption correction Multi-scan

Max. and min. transmission 0.7170 and 0.4370

Refinement method Full-matrix least-squares on F?

Data / restraints / parameters 3886 / 0 / 233

Goodness-of-fit on F2 1.016

Final R indices [I>2sigma(I)}]} Rl = 0.0460, wR2 = 0.1264

R indices (all data) R1 = 0.0481, wR2 = 0.1286

Absolute structure parameter 0.02(2)

Extinction coefficient 0.0011(3)

Largest diff. peak and hole 0.260 and -0.246 e.A™3



Table 5.

Bond lengths [A] and angles [°] for C16 H28 N 07 P
P(1)-0(1) 1.4654(15) P(1)-0(3) 1.557(2)
P{(1)-0(2) 1.580(2) P(1)-C(5) 1.821(2)
0{2)-C(16) 1.443(5) 0(3)-C(17) 1.427(3)
0(6)-C(6) 1.207(2) 0(7)-C(86) 1.349(2)
o(7)-C(7) 1.478(2) 0o{11)-C(11) 1.200(3)
0(12)-C(11) 1.331(3) 0(12)-C(12) 1.455(3)
N(1)-C(6) 1.363(2) N{(1)-C(2) 1.462(3)
N(1)-C(5) 1.469(2) c{2)-C(11) 1.519(3)
c(2)-C(3) 1.531(3) C(3)-C(4) 1.526(3)
C(4)-C(13) 1.535(3) Cc(4)-C(5) 1.536(3)
c(7)-C(8) 1.502(4) C(7)-C(10) 1.506(4)
C(7)-C(9) 1.514(4) Cc(13)-C(14) 1.502(5)
C(14)-C(15) 1.189(7)
0(1)-P(1)-0(3) 116.70(11) O(1)-P(1)-0(2) 113.23(11)
0(3)-P(1)-0(2) 102.60(12) 0(1)-P(1)-C(5) 113.51(9)
0(3)-P(1)-C(5) 102.72(10) 0(2)-P(1)-C(5) 106.84(9)
C(16)-0(2)-P(1) 119.21(18) C(17)-0(3)-P(1) 123.0(2)
C(6)-0(7)-C(7) 120.88(16) C(11)-0(12)-C(12) 115.30(18)
C(6)-N(1)-C(2) 121.71(15) C(6)-N(1)-C(5) 120.65(16)
C(2)-N(1)-C(5) 112.53(15%) N(1)-C(2)-C{(11) 111.01(15)
N(1)-C(2)-C(3) 103.30(16) c(11)-Cc(2)-C(3) 109.59(19)
C(4)-C(3)-C(2) 103.19(17) C(3)-C(4)-C(13) 115.4(2)
C(3)-C(4)-C(5) 103.03(17) C(13)-C(4)~C(5) 117.28(19)
N(1l)-C(5)-C(4) 102.76(16) N(1)-C(5)-P(1) 112.57(13)
C(4)-C(5)-P(1) 116.72(13) O(6)-C(6)-0(7) 126.46(17)
0(6)-C(6)-N(1) 124.56(17) O(7)-C(6)-N(1) 108.97(16)
0(7)-C(7)-~-C(8) 110.35(19) 0(7)-C(7)-C(10) 109.2(2)
c(8)-C{(7)-C(10) 113.2(3) 0{(7}-C(7)-C(9) 102.27(19)
C(8)-C(7)-C(9) 110.2(3) C(10)-C(7)-C(9) 111.0(2)
0(11)-C(11)-0(12) 124.7(2) 0(11)-C(11)-C(2) 125.02(18)
0(12)-C(11)-C(2) 110.24(17) C(14)-C(13)-C(4) 111.6(2)

C(15)-C(14)-C(13)

132.0(6)




Table 6.

Torsion angles [°] for Clé H28 N O7 P.

0(1)-P(1)-0(2)-C(16)
0(3)-P(1)-0(2)-C(16)
C(5)-P(1)-0(2)-C{16)
0(1)-P(1)-0(3)-C(17)
0(2)-P(1)-0(3)-C(17)
C(5)-P(1)-0(3)-C(17)
C(6)-N(1)-C(2)-C(11)
C{5)-N(1)-C(2)~C(11)
C(6)-N(1)-C(2)-C(3)
C(5)-N{1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(11)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3}-C(4)-C(13)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(6)-N(1)-C(5)-C(4)
C(2)-N(1)-C(5)-C(4)
C({6)-N(1)-C(5)-P(1)
C(2)-N(1)-C(5)-P(1)
C(3)-C(4)-C(5)-N(1)
C(13)-C(4)-C(5)-N(1)
C(3)-C(4)-C(5)-P(1)
C(13)-C(4)-C(5)-P(1)
0(1)-P(1)-C(5)-N(1)
0(3)-P(1)-C(5)-N(1)
0(2)-P(1)-C(5)-N(1)
0(1)-P(1)-C(5)-C(4)
0(3)-P(1)-C(5)-C{4)
0(2)-P(1)-C(5)-C(4)
C(7)-0(7)-C(6)-0(6)
C(7)-0(7)-C(6)~-N(1)
C(2)-N(1)-C(6)-0(6)
C(5)-N(1)-C(6)-0(6)
C(2)-N(1)-C(6)-0(7)
C(5)-N(1)-C(6)-0(7)
C(6)-0(7)-C{7)-C(8)
C(6)-0(7)-C(7)-C(10)
C(6)-0(7)-C(7)-C(9)
C(12)-0(12)-C(11)-0(11)
C(12)-0(12)-C(11)-C(2)
N(1)-C(2)-C(11)-0(11)
C(3)-C(2)-C(11)-0(11)
N(1)-C(2)-C(11)-0(12)
C{3)-C(2)-C(11)-0(12)
C(3)-C(4)-C(13)-C(14)
C(5)-C(4)-C(13)-C(14)
C(4)-C(13)-C(14)-C(15)

-40.
167.
84.
=37
86.
162
-48.
106.
165.
-11.
30
-87
168
-39.
141.
-13
-91.
113
32.
160
-91.
36
177
-55.
52.
-63.
63.
170.
-11
168
162.
9
-18.
171.
-53.
71
170.
-1
175.
-31
82.
151.
-94.
-70.
168.
130.

8(2)
4(2)
9(2)

.6(3)

8(3)

.4(3)

6(2)
28(18)
93(19)
1(2)

.9(2)
.4(2)
.4(2)

2(2)
98(18)

.2(2)

63(19)

.23(16)

04(18)

.0(2)

64(17)

.3(3)
.79(14)

30(17)
27(16)
72(18)
18(17)
76(16)

.9(3)
.75(18)

2(2)_

.4(3)

4(2)
29(17)
2(3)

.9(3)

5(2)

-1(3)

9(2)

-2(3)

3(3)
87(17)
7(2)
0(4)
2(3)
7(5)
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Calcul de plans pour HAN321

PLAN 1

11-5

Least-squares planes (x,y,2 in crystal coordinates) and deviations from them

(* indicates atom used to define plane)

5.4769 (0.0078) x - 6.9733 (0.0089) y + 9.2070

-0
-0
0
-0
0
-0

* * % % *

Rms deviation of fitted atoms

PLAN 2

.0068
.1341
.2305
.2343
.1448
.5134
-0.
-0.

7167
7283

(0.
(0.
(0.
(0.
(0.
(0.
(0.
.0038)

(0

0012)
0013)
0015)
0014)
0012)
0034)
0041)

N1
Cc2
C3
C4
C5
ceée
o6
o7

(0.0219) 2z = 7.3849 (0.0180)

6.1337 (0.0092) x - 5.9379 (0.0147) y + 9.6554 (0.0219) z = B.4446 (0.0204)

Anéle to previous plane (with approximate esd)

-0

* ¥ ¥ *

-0
-0
-0

Rms deviation of fitted atoms

PLAN 3

0.

1179

.1835
0.
-0.
0.

1780
1124
3780

.3253
.3818
.6672

(0.
.0014)
(0.
.0008)
(0.
(0.
.0050)
(0.

(o

(0

(o

0009)
0013)

0032)
0037)

0038)

N1
Cc2
Cc3
C4
C5
cé
06
o7

7.15 ( 0.20 )

5.7821 (0.0077) x - 7.5311 (0.0079) y + 5.4032 (0.0328) z = 4.5033 (0.0244)

Angle to previous plane (with approximate esd)

0

0

* % ¥ *

-0
-0

Rms deviation of fitted atoms

.0628
-0.

0592

.0352
-0.

0388

.5740
.2507
-0.
-0.

4670
2618

(0.
(0.
(0.
(0.
.0035)
(0.
(0.
(0.

(0

0012)
0012)
0007)
0008)

0039)
0046)
0048)

N1
Cc2
C3
CS
C4
Ce
06
07

14.29 ( 0.20 )



ORTEP view of the Cl6 H28 N O7 P

compound with the numbering scheme adopted. Ellipsoids drawn at

30% probality level. Hydrogens represented by sphere of arbitrary size.
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Table 1.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

VA

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction

Max. and min. transmission
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices [I>2sigma(I)]
R indices (all data)
Absolute structure parameter

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

Crystal data and structure refinement for C16 H28 N 07 P.

HAN322

Cl6 H28 N 07 P
377.364
293(2)K
1.54184A
Oxrthorhombic
P2,2,2,
10.106(3)A

a
10.272(4)A B
19.673(6)A ¥

90¢°
90°
90¢°

0oooe
nouon

2042.2(12)A3

4

1.2273 Mg/m3

1.496 mm!

808.0

0.52 x 0.48 x 0.44 mm
4.50 to 69.94°
~12<=h<=12, -12<=k<=12,
14308

3868 [R(int) = 0.044])
Integration

0.6388 and 0.5125
Full-matrix least-squares on F?

3868 / 0 / 233

1.041

Rl = 0.0369, wR2 = 0.1015
Rl = 0.0390, wR2 = 0.1030
~-0.01(2)

0.0178(9)

0.225 and -0.230 e.A™?

-23<=1<=23



Table 5. Bond lengths [A) and angles [°] for C1l6 H28 N 07 P
P(1)-0(1) 1.4531(15) P(1)-0(2) 1.5592(16)
P(1)-0(3) 1.5677(16) P(1)-C(5) 1.8165(18)
0(2)-C(16) 1.446(3) 0(3)-c(17) 1.423(2)
Q(6)-C(6) 1.218(2) 0(7)-C(6) 1.334(2)
o(7)-C(7) 1.474(2) 0o(11)-C(1il) 1.203(2)
o{12)-C(11) 1.315(3) 0(12)-C(12) 1.442(3)
N(1)-C(6) 1.353(2) N{1)-C(2) 1.463(2)
N(1)-C(5) 1.467(2) c(2)-C(11) 1.507(3)
C(2)-C(3) 1.529(3) C(3)-C{4) 1.524(3)
c(4)-C(5) 1.534(3) Cc(4)-C(13) 1.538(3)
C(7)-C(9) 1.498(3) C(7)-C(8) 1.511(3)
C(7)-C(10) 1.514(4) C(13)-C(14) 1.484(3)
C(14)-C(15) 1.270(5)

0(1)-P(1)-0(2) 113.91(9) 0o(1)-P(1)-0(3) 116.12(9)
0(2)-P(1)-0(3) 102.90(11) 0(1)-P(1)-C(5) 115.50(9)
0(2)-P(1)-C(5) 107.93(8) 0(3)-P(1)-C(5) 98.74(8)
C(16)-0{2)-P(1) 121.43(18) C(17)-0(3)-P(1) 121.92(16)
C{6)-0(7)-C(7) 122.36(15) C(11)-0(12)-C(12) 116.55(19)
C(6)-N(1)-C(2) 118.56(15) C(6)-N(1)-C(5) 125.74(14)
C(2)-N(1)-C(5) 112.40(15) N(1)-C(2)-C(1l1) 114.97(16)
N(1)-C(2)-C(3) 103.45(15) C(11)-C(2)-C{3) 111.51(17)
C(4)-C(3)-C(2) 104.22(16) C(3)-C(4)-C(5) 102.61(16)
Cc(3)-C{4)-C(13) 111.67(19) C(5)-C{4)-C(13) 111.00(18)
N(1)-C(5)~-C(4) 103.01(15) N(1)-C(5)-P(1) 112.61(12)
C(4)-C{(5)-P{1) 112.33(13) 0(6)-C(6)-0(7) 126.36(17)
0(6)-C(6)~-N(1) 122.66(16) Q(7)-C(6)-N(1) 110.97(14)
0(7)-C(7)-C(9) 109.8(2) 0(7)-C(7)-C(8) 101.63(17)
Cc(9)-C(7)-C(8) 111.3(2) 0(7)-C(7)-C(10) 110.5(2)
C(9)-C(7)-C(10) 112.0(2) C{8)-C(7)-C(10) 111.1(3)
0(11)-C(11)-0(12) 124.8(2) 0(11)-C({11)-C(2) 122.1(2)
0(12)-C(11)-C(2) 113.01(16) C(14)-C(13)-C(4) 112.6(2)
C(15)-C(14)-C(13) 126.5(3)




Table 6.

Torsion angles {°] for Cl16 H28 N O7 P.

0(1)-P(1)-0(2)-C(16)
0(3)-P(1)-0(2)-C(16)
C(5)-P(1)-0(2)-C(16)
0(1)-P(1)-0(3)-C(17)
0(2)-P(1)-0(3)-C(17)
C(5)-P(1)-0(3)-C(17)
C(6)-N(1)-C(2)-C(11)
C(5)-N(1)-C(2)-C(11)
C(6)-N(1)-C(2)-C(3)
C(5)-N(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(2)-C(3)-C(4)
C(11)-C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5)
C(2)-C(3)-C(4)~C(13)
C(6)-N(1)-C(5)-C(4)
C(2)-N(1)-C(5)-C(4)
C(6)-N(1)-C(5)-P(1)
C(2)-N(1)-C(5)-P(1)
C(3)~-C(4)-C(5)-N(1)
C(13)-C(4)-C(5)-N(1)
C(3)-C(4)-C(5)-P(1)
C(13)-C(4)-C(5)-P(1)
0(1)-P(1)-C(5)-N(1)
0(2)-P(1)-C(5)-N(1)
0(3)-P(1)-C(5)-N(1)
0(1)-P(1)-C(5)-C(4)
0(2)-P({1)-C(5)-C(4)
0(3)-P(1)-C(5)-C(4)
C(7)-0(7)-C(6)-0(6)
C(7)-0(7)~C(6)-N(1)
C(2)-N(1)-C(6)-0(6)
C(5)-N(1)-C(6)-0(6)-—
C(2)-N(1)-C(6)-0(7)
C(5)-N(1)-C(6)-0(7)
C(6)-0(7)-C(7)-C(9)
C(6)-0(7)-C(7)-C(8)
C(6)-0(7)-C(7)-C(10)
C(12)-0(12)~C(11)-0(11)
C(12)-0(12)~-C(11)-C(2)
N(1)-C(2)-C(11)-0(11)
C(3)-C(2)-C(11)-0(11)
N(1)-C(2)-C(11)-0(12)
C(3)-C(2)-C(11)-0(12)
C(3)-C(4)-C(13)-C(14)
C(5)-C(4)-C(13)-C(14)
C(4)-C(13)-C(14)-C(15)

-28.
-155.
100.
-40.
85
-164
~-70.
128.
167
6
-27
151.
37
-81
142.
16.
96.
104
-32
86
88
152
64.
-63
170
~50.
179
73

|
fan
~J
\0

I
[y
~J
N

[}
fay
~
w

8(2)
32(19)
9(2)
0(2)

.1(2)
.1(2)

7(2)
66(17)

.51(17)
.8(2)
.8(2)

86(17)

.8(2)
.1(2)

43(18)
57(19)
33(19)

.67(15)
.99(19)
.43(19)
.44(17)
.14(15)

88(15)

.90(14)
.59(14)

89(16)

.67(13)
.64 (15)
.2(3)
.49(19)
.1(3)
.97(19)
.16(17)
.3(3)
.0(3)
.0(2)
.0(3)
.6(3)
.2(2)
.7(2)
.0(3)
.4(2)
.0(2)
.3(2)
.8(3)

5(3)
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Calcul de plans pour HAN322

PLAN 1

Least-squares planes (x,y,2z in crystal coordinates) and deviations from them
(* indicates atom used to define plane)

7.4402 (0.0077) x + 3.0005 (0.0108) y - 12.0096 (0.0170) z = 5.9040 (0.0088)

* 0.0295 (0.0012) N1
* 0.1112 (0.0013) c2
* -0.2146 (0.0014) C3
* 0.2319 (0.0014) C4
* -0.1580 (0.0012) CSs
0.5126 (0.0031) ce
0.8793 (0.0036) O6
0.5173 (0.0037) o7
Rms deviation of fitted atoms = 0.1662
PLAN 2

7.1816 (0.0086) x + 1.8658 (0.0143) y - 13.3720 (0.0199) z = 5.0949 (0.0123)

Angle to previous plane (with approximate esd) = 7.62 ( 0.17 )
* -0.1052 (0.0009) N1

* 0.1634 (0.0013) cC2

* -0.1593 (0.0013) C3

*

0.1010 (0.0008) C4
-0.4060 (0.0029) C5
0.3224 (0.0033) C6
0.7911 (0.0036) O6
0.1506 (0.0045) 07

Rms deviation of fitted atoms = 0.1354

PLAN 3

8.5590 (0.0082) x + 2.4522 (0.0115) y - 9.3470 (0.0222) z = 6.8599 (0.0084)
Angle to .previous plane (with approximate esd) = 14.50 ( 0.16 )

-0.0387 (0.0011) N1
0.0366 (0.0011) cC2
-0.0219 (0.0007) C3
0.0241 (0.0007) C5
.5688 (0.0032) C4
.2442 (0.0035) Cse
.4173 (0.0044) O06
.2948 (0.0039) 07

* ¥ % *

O O OO

Rms deviation of fitted atoms = 0.0312
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ORTEP view of the Cl6 H28 N 07 P

compound with the numbering scheme adopted. Ellipsoids drawn at

30% probality level. Hydrogens represented by sphere of arbitrary size.
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Annexe IV

Exemple de spectres RMN "Het ®C
d’un inhibiteur de type acide phosphonique
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