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ABREVIATIONS ET ACRONYMES

ABC ATP binding cassette

ADN Acide désoxyribonucléique

AE Acétate d’éthyle

AFM Microscope a force atomique

AgaB Agarase B

AIBN Azobisisobutyronitrile

ARN Acide ribonucléique

asc. Ascorbate

ATP Adénosine triphosphate

CaCC Canal chlorure activé par le calcium

CEso Concentration efficace médiane

CF Mucoviscidose

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Clso Concentration inhibitrice médiane

CuAAC Cycloaddition azoture alcyne catalysée au cuivre
DAB-1 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabitol

DCC Dicyclohexylcarbodiimide

DCM Dichlorométhane

DIBAL Hydrure de diisobutylaluminium

DIPA N,N-diisopropylamine

DLS Dynamic Light Scattering

DMAP 4-Diméthylaminopyridine

DMDP 2,5-dihydroxyméthyl-3,4-dihydroxypyrrolidine
DMF Diméthylformamide

DMJ 1-Désoxymannojirimycine

DNJ 1-Désoxynojirimycine

EDEM ER-degradation enhancing a-mannosidase-like protein
ELISA Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

ELLA Dosage d’enzyme liée a une lectine

ERAD Endoplasmic reticulum associated degradation
ERQC Endoplasmic reticulum quality control

FEV: Volume expiratoire maximum par seconde
GALNS N-acétylgalactosamine-6-sulfatase

Gcase B-glucocérébrosidase

GH Glycoside hydrolase

Glc Glucose

GlcNAc N-acétylglucosamine

GM a-mannosidase de 'appareil de Golgi

GT Glycosyltransférase

HA Hemagglutinine

HMPA Héxaméthylphosphoramide

IDS Iduronate-2-sulfatase

JB Jack-bean

Ki Constante d’inhibition

LAH Tétrahydruroaluminate de lithium

LB Lineweaver-Burk

litt. Littérature
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INTRODUCTION GENERALE







) Les iminosucres

1) Les sucres

Les sucres constituent la famille de molécules organiques la plus abondante dans la nature. Les
sucres peuvent étre présents a I'état de monomere dans les cellules mais sont la plupart du temps liés
a d’autres molécules (glycoconjugués). Ce sont des éléments structurels de molécules biologiques clés
tels que 'ARN ou ’ADN. Les glycoprotéines et les glycolipides sont les constituants majeurs de la partie
externe de la membrane cellulaire des mammiféres.l?! Cette épaisse couche couvrant la surface de
chaque cellule est nommée glycocalyx.B! Cette exposition permet leur implication dans la
reconnaissance cellulaire (le glycocode). Ces mécanismes sont, par exemple, a l'origine du
fonctionnement de notre systeme immunitaire.

Les sucres sont également les substrats d’une famille d’enzymes impliquées dans de nombreux
processus biologiques : les glycosidases, appelées également glycosides hydrolases (GH). Elles
catalysent 'hydrolyse de la liaison O-glycosidique (Schéma 1)®! et sont localisées notamment dans le
réticulum endoplasmique (RE), 'appareil de Golgi ou encore les lysosomes des cellules.

OH Glycosidase OH
H,O

0] e . 0]

HO ~ HO O-H

+

R = lipides, protéines, céramides, sucres...
Schéma 1 Hydrolyse de la liaison O-glycosidique

Ces enzymes jouent un role essentiel dans la biosynthése des protéines.” Elles reconnaissent
la partie glycane des glycoprotéines et effectuent des coupures successives et sélectives menant
progressivement a une glycoprotéine mature. Présentes également dans la salive et le systeme digestif,
elles permettent de dégrader les sucres complexes en sucres simples et d’assimiler les nutriments.

Les réles multiples des sucres en biologie ont naturellement mené les chimistes a imaginer des
traitements thérapeutiques basés sur ces structures. Cependant, leur biodisponibilité est mauvaise
puisque facilement hydrolysables. Dans le but de rendre ces composés plus stables in vivo et
d’augmenter leur « druggabilité », les chimistes se sont tournés vers la synthése de mimes de sucres,
appelés les glycomimétiques.

2) Les glycomimétiques

Les glycomimétiques sont des analogues structuraux de sucres congus pour mimer un substrat
ou un ligand naturel a un état fondamental ou a un état de transition. Les glycomimétiques se
composent de différentes familles de molécules dont les carbasucres, les C-glycosides, les thiosucres et
les iminosucres (Figure 1). L'oxygene endocyclique est remplacé par un méthylene dans le cas des
carbasucres, par un atome d’azote pour les iminosucres et par un atome de souffre pour les thiosucres.
Le remplacement de I'oxygene anomérique par un méthylene constitue la famille des C-glycosides.
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Figure 1 Les différentes familles de glycomimétiques




3) Lesiminosucres

Les iminosucres représentent la famille la plus importante des glycomimétiques.™™ Ce sont des
molécules naturelles classées en 5 familles d’apres leur taille de cycle et leur caractéere mono ou
bicyclique. Ces familles sont les suivantes: les pyrrolidines, les pipéridines, les indolizidines, les
pyrrolizidines et les nortropanes (Figure 2).

H
& O o QO A
Pyrrolidine Pipéridine Pyrrolizidine Indolizidine Nortropane

Figure 2 Classes d’iminosucres naturels

Le groupe d’Inouye met en évidence en 1966 les propriétés antibiotiques du 5-amino-5-désoxy-
D-glucopyranose, nommé trivialement nojirimycine (NJ) car isolé du Steptomyces nojiriensis.”® C'est le
premier exemple d’iminosucre naturel. En 1974, la D-fagomine est extraite du sarrasin (Fagopyrum
esculentum Moench), c’est le premier cas d’isolement d’un iminosucre a partir d’une plante.”!

Depuis ces découvertes, nombre d’'iminosucres ont été extraits de bactéries, de champignons
et principalement de plantes (Figure 3). En 1976, la 2,5-dihydroxyméthyl-3,4-dihydroxypyrrolidine
(DMDP) (Figure 4) est isolée a partir des feuilles de Derris elliptica.™® La méme année, la 1-
désoxynojirimycine (DNJ), appelée également moraline, est extraite de feuilles de mQrier blanc (Morus
Alba)*V et également de plusieurs bactéries,™ 10 ans aprés la publication de sa synthése par I'équipe
de Paulsen.34 Cette molécule se révele étre un bon inhibiteur d’un grand nombre d’a-glucosidases et
de B-glucosidases.!*>

L’équivalent en série D-manno de cette molécule, la 1-désoxymannojirimicyne (DMJ) est
extraite 3 ans plus tard de feuilles de Lonchocarpus sericeus.’” Des iminosucres bicycliques sont
également isolés comme la castanospermine en 198118 ou la swainsonine en 1982. La swainsonine est
isolée a partir de plantes issu de la famille des Fabaceae appelée « Locoweed » en anglais.[*! Sa capacité
a inhibiber les a-mannosidases du lysosome a été découverte a cause de plusieurs cas de locoisme
détectés chez des animaux ayant consommeé ces plantes.

e Mdrier blanc
Lobélia Castanospermum Liseron des haies Lonchocarpus
asiatique australe sericeus

Figure 3 variétés de plantes dont sont extraits quelques iminosucres naturels

La kifunensine et I'australine sont isolés respectivement en 1987 et 1988, I'une produite par
une actinobactérie?® et 'autre isolée du chataignier australien (Castanospermum australe).?Y Le
premier exemple d’iminosucre naturel a squelette nortropane, la calystegine B1, est isolé en 1990 a
partir du liseron des haies (Calystegia Sepium).*?) Un exemple de bicycle, fusionnant un cycle a 6
membres saturé et un cycle imidazole, naturel existe, la nagstatine, isolée en 1992, apres fermentation
de Streptomyces.!*3! Plus récemment, la broussonetine H, la radicamine A ont été extraites en 2002 du
mdrier a papier et du lobélia asiatique respectivement.?* Le 6-C-(8-hydroxyoctyl)-DMDP est isolé en
2014 par le groupe de Ruo-Yun Chen.? Dans I'article de Kato publié en 2015, ce n’est pas moins de 14
iminosucres différents qui ont été isolés a partir du chéataignier australien dont la castanospermine et
I"australine.!?®




Cette liste ne constitue gqu’une sélection d’iminosucres a occurrence naturelle (Figure 4),
puisque des centaines d’iminosucres ont déja été isolés??”! et beaucoup d’autres restent encore a I'étre.
Les iminosucres isolés avant I’lannée 2000 ont fait I'objet d’une revue.?®

“*Lz beodl
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Figure 4 Exemples d’iminosucres naturels

4) Les iminosucres en tant que traitement

Les similarités structurelles des iminosucres avec les sucres leur permettent d’interférer lors
d’interactions sucre-protéines impliquées dans de nombreux processus biologiques. Les iminosucres
ont initialement été étudiés en tant qu’antibiotiques.”® Ce n’est que 10 ans plus tard, en 1976, aprés
la mise en évidence par la société allemande Bayer de propriétés inhibitrices de glycosidases, que des
études biologiques ont été amorcées. Bon nombre d’exemples cités précédemment sont de bons
inhibiteurs de glycosidases. La conception d’iminosucres, qui était initialement un exercice purement
académique, devient alors un défi synthétique a but thérapeutique. La synthese d’'iminosucres naturels
permet leur obtention a plus grande échelle. Les chimistes s’intéressent également a la conception et
la synthése de nouveaux iminosucres, basées sur des considérations structure-activité. Le caractére
polyfonctionnalisé des iminosucres laisse place a une multitude de structures possibles dont la seule
limite est I'imagination des chimistes.

La meilleure biodisponibilité et les bonnes propriétés pharmacocinétiques des iminosucres sont
indéniables puisque trois composés ont déja été autorisés sur le marché en tant que médicaments
(Figure 5).
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Figure 5 Iminosucres commercialisés en tant que traitement

Le Glyset®, premier iminosucre mis sur le marché en 1996, est utilisé dans le traitement du
diabéte de type Il (non insulinodépendant). Son action consiste en l'inhibition des glucosidases
intestinales et en I'inhibition de la production d’insuline induite par le glucose.?”! Le Zavesca® est utilisé




dans le traitement de la maladie de Gaucher de type | depuis 2003. C’est un inhibiteur de la
glucosylcéramide synthase, une glucosyltransférase.®” Enfin le Galafold®, dernier iminosucre en date &
avoir été introduit sur le marché en mai 2016, permet le traitement de la maladie de Fabry en
restaurant I'activité des formes mutantes de I'a-galactosidase A chez les patients.%33

II) Les iminosucres multivalents

La multivalence est utilisée chez le vivant lors des interactions de type lectine-sucre a la surface
des cellules. Les lectines sont des protéines, n’ayant pas d’activité catalytique, qui sont capables de se
lier de maniére réversible a des mono- ou polysaccharides. Elles possedent en général plusieurs sites de
reconnaissance. Ces interactions permettent, entre autres, l'adhésion intercellulaire et Ia
reconnaissance d’éléments pathogénes.?¥ Les glucides étant exprimés en nombre a la surface des
cellules, les lectines vont étre capable de former simultanément de multiples liaisons rendant leur
affinité et leur sélectivité beaucoup plus grandes. En effet, la constante de dissociation entre un sucre
et une lectine seule est comprise entre 1 et 0,1 mM, tandis que cette valeur peut atteindre I'ordre du
nanomolaire pour des lectines liées a plusieurs glucides simultanément. Cet effet est appelé effet cluster
ou encore effet multivalent.!3>-8

Récemment, les chimistes se sont intéressés a la synthése d’inhibiteurs multivalents. Au
laboratoire, ces clusters multivalents sont formés a partir d’un iminosucre et d’un bras espaceur
fonctionnalisé par un groupement azoture en position terminale. L'iminosucre et le bras espaceur sont
liés par réaction d’alkylation. L'entité, ligand plus espaceur, est greffée sur une plateforme possédant
des groupements alcynes via réaction de cycloaddition azoture alcyne catalysée au cuivre (CuAAC)
multiple (Figure 6).

HO

Iminosucre Bras espaceur Plateforme

Figure 6 Schéma représentatif de la formation d’un composé multivalent au laboratoire

Si un systeme multivalent possédant par exemple 3 ligands a une affinité plus de 3 fois
supérieure par rapport a celle du ligand monovalent pour la méme cible, on parle alors d’effet
multivalent. Leffet observé est supérieur a un simple effet statistique qui serait de 1 par ligand. L'effet
multivalent peut également étre accompagné d’une amélioration de la sélectivité, observée dans le cas
des lectines.

Des effets multivalents ont été observés sur I'inhibition des glycosidases, ce qui est assez contre-
intuitif puisque ces enzymes ont un site actif unique. En 2010, le laboratoire décrit le premier effet
multivalent fort sur une glycosidase, I'a-mannosidase de Jack-bean (a-man de JB).**! Cette enzyme,
extraite du haricot de Madagascar, est I'enzyme commerciale répondant le mieux au phénoméne de
multivalence connue a ce jour. Cet effet multivalent a été obtenu grace a un composé 12-valent a motif




DNJ basé sur une plateforme de type fulleréne. La valeur record d’effet multivalent sur une glycosidase
a été obtenue en 2016 par le laboratoire pour un composé 36-valent a motif DNJ sur 'inhibition de I'a-
mannosidase de Jack-bean.!*” Ce composé s’est révélé prés de 200 000 fois plus actif que son analogue
monovalent. Si I'on consideére I'inhibition du motif monovalent DNJ seul sur I'a-man de JB celle-ci est
mauvaise puisque sa constante d’inhibition (Ki) est de 188 uM.B% Pour chacun de ces deux cas, le fait
de démultiplier le nombre de copies d’un inhibiteur peu affin et peu sélectif permet d’améliorer ces
deux parameétres pour une cible donnée.

Que se passerait-il maintenant si un systeme multivalent était basé sur des ligands tres affins pour leur
cible ? Pourrions-nous atteindre des effets multivalents encore plus puissants ou au contraire plus
faibles ? Ces questions constituent le coeur de mon projet de these.

Dans le but d’élucider ces questions, des composés multivalents a motif glycoimidazoles ont été
synthétisés puis testés sur I'a-mannosidase de JB pour une étude fondamentale de I'effet multivalent.
Ces mémes composés ont été évalués sur la restauration de I'activité de la protéine mutante chez les
patients atteints de la mucoviscidose, la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator). L'objectif est de viser les glycosidases du RE impliquées dans la maturation des protéines et
responsables de la destruction prématurée de la protéine CFTR.!*




[I)  Plan de these

Dans le premier chapitre de cette these seront développés le concept d’effet multivalent, avec
les exemples les plus marquants du domaine. Le mécanisme général d’inhibition des glycosidases par
les iminosucres sera décrit et les caractéristiques structurales d’un bon mime d’état de transition seront
développés. Les principales mannosidases et glucosidases cellulaires humaines, impliquées dans la
maturation des protéines, pouvant étre ciblées pour une application thérapeutique seront listées. La
possibilité d’établir un paralléle entre les enzymes commerciales utilisées pour les tests préliminaires
d’inhibition et les enzymes humaines ciblées sera analysée. Les iminosucres décrits dans la littérature
seront répertoriés dans le but d’effectuer une sélection de puissants inhibiteurs de glycosidases pour
notre étude. Enfin, les conséquences et |'origine de la mucoviscidose seront développées. Les
symptémes d’'une mutation spécifique seront décrits ainsi que les différentes cibles thérapeutiques
potentielles pouvant étre visées par nos composés (Figure 7).
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Figure 7 A la recherche d’inhibiteurs puissants de glycosidases pour synthétiser des clusters multivalents appliqués a I'’étude modele et au
traitement de la mucoviscidose (Chapitre 1)




La synthése de composés multivalents de type glycoimidazoles mono, di-, tri-, tétra- et 14-
valents sera développée dans un second chapitre. Ces composés multivalents, en série D-manno et D-
gluco, sont obtenus a l'aide d’une réaction de CuAAC. Le chapitre s’achévera avec une discussion sur les

résultats biologiques obtenus sur I'inhibition de I'a-mannosidase de Jack-bean et la restauration de
I'activité la protéine CFTR (Figure 8).

Composés multivalents-
Mono, Di, Tri, Tétra et 14-valent

N
ﬁﬁg \;)V f fj\,
= oH
N OH
HO™ ‘OH OH =
Ney N:Q { N, oH
OH h N: N N
g LIS oH oa{ )
b NN
n R » f
Ho o oH N ey
N/§f}§\ N S Sy o o S oH
HO —fN Ny oH 7/Zb':?rn:: = /‘\{‘:N 0 2l
N 3 G -
OH. e . N 8] Ny 3 e
HO  oH N N, o H mu oH
Ho %

o

" N (s} N OH
HO o N E s t OH ,L,:N OH o ;i\_/" N
Nj L ’\,/Hs Y ﬁﬁ/ oH oH /\(_00 * E}?,&/N “OH
6 How N Uny o] N = o XN
T = v o N O—TOH o OH
= Chimie - (LN hw‘__;}_ oH /\M N N

o

0.

s (%~ on

N 7 N OH i OH Q (E‘@oéy: %NN At

RO > N-N OHf X 7N o N e R
o li gﬂ“{ OH M 3 NTN"N M },’ﬂ ﬂ’ﬁ[”\ oH 2

RO or  Click p"” one Lo, ) E e ;j- o
OR ¢ i ¢

Ho, OH OH OH c Dm N/;N OH ¢
- HO" OH
Ligand Ho{k‘ . o L Jon
Ni\’é Hof]f" OH oH
= foN NN N:N OH
b Tests d’inhibition sur I'a-
I mannosidase de Jack-Bean
HO N/TN‘)QPL:\N }r;.
How ?\C\ OH .
wd on ! ..;}-on Tests de restauration
oan d’activité de la protéine CFTR

Figure 8 Synthese de composés multivalents a motif glycoimidazole (Chapitre 2)




Finalement, le troisieme et dernier chapitre de cette thése sera axé sur la mise en lumiere d’une
méthodologie de déshydroxylation. En effet, la structure relativement complexe des sucres, avec leur
haute densité de fonctions disposées selon une stéréochimie définie, permettent la découverte fortuite
de réactions nouvelles. Parallelement, I'utilisation des sucres naturels en tant que synthons organiques
biosourcés souléve une nouvelle problématigue chez les chimistes organiciens : la défonctionnalisation
et plus particulierement la déshydroxylation pour le cas de 'utilisation de sucres. Dans ce contexte, le
laboratoire s’est intéressé a I'optimisation, a I'étude mécanistique et a I'élargissement du champ
d’applications d’'une méthode de déshydroxylation en position a de groupements électro-attracteurs,
redécouverte fortuitement au laboratoire, utilisant le diiode, la triphénylphosphine et la pyridine (Figure
9).
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Figure 9 Méthode sélective de déshydroxylation en position a de groupements électro-attracteurs (Chapitre 3)




CHAPITRE 1
A LA RECHERCHE D’INHIBITEURS PUISSANTS DE
GLYCOSIDASES : VERS LA SYNTHESE
D’ IMINOSUCRES MULTIVALENTS







l) La multivalence

1) Définitions

a) Composé multivalent

Un composé multivalent est une entité chimique possédant au moins deux copies d’une
molécule bioactive (le ligand) séparées par un espaceur. Ces composés peuvent étre linéaires, cycliques,
dendritiques ou encore sphériques (Figure 10).

; Dendritique L.
Linéaire Cyclique a Sphérique
Ligand I Espaceur [a¥a) O Plateforme

Figure 10 Composés multivalents linéaires, cycliques, dendritiques ou sphériques®”

Les plateformes peuvent étre des structures purement organiques ou encore des
nanoparticules. Dans le cas des nanoparticules, les ligands peuvent étre immobilisés grace a la présence,
par exemple, d’'une couche d’or externe permettant la liaison de ligands soufrés par formation de
liaisons S-Au fortes. %!

Les espaceurs sont des chaines organiques dont la longueur et la nature peuvent étre modulées
en fonction de la cible visée. Un espaceur flexible permet au systeme d’avoir de nombreuses
conformations possibles dans I'espace permettant une liaison plus aisée des ligands envers leur cible.
Un espaceur rigide abaisse I'entropie inhérente du systeme mais les ligands doivent étre parfaitement
dirigés vers leur cible pour que la liaison puisse avoir lieu.”

Le design de l'architecture de l'inhibiteur multivalent est primordial puisque son activité en
dépend. Une optimisation peut étre réalisée :
e Sur la plateforme : taille, forme, valence, rigidité

e Surl'espaceur : nature, longueur, rigidité, solubilité
e Surle ligand : affinité, sélectivité, cible, fonction

L’'ensemble du cluster doit étre biocompatible pour éviter toute d’interaction génante avec les cibles
biologiques lors de tests.

b) L'effet multivalent

L'effet multivalent correspond au rapport d’affinité entre le composé multivalent et son
analogue monovalent envers une méme cible. Pour le caractériser, Whitesides propose en 199813 un
facteur d’amélioration B calculé en faisant le rapport entre la constante d’affinité du composé
multivalent Kmuiti pour sa cible, sur la constante d’affinité du monovalent Kmono cOrrespondant pour cette
méme cible (Equation 1).B7

B _ Kmulti
Kmono

Equation 1 Formule pour le calcul de la constante d’amélioration B

11



Le rapport de la constante d’inhibition du composé monovalent sur la constante d’inhibition du
composé multivalent correspond a un facteur utilisé sous le nom de puissance relative (Relative
Potency, Rp), inverse du facteur B qui compare des constantes d’affinité. Il peut correspondre a un
rapport de constante d’inhibition (Ki) ou un rapport de concentration efficace ou inhibitrice médiane
(CEsg ou Clsp). Pour évaluer I'efficacité propre a chaque ligand, ce rapport Rp est divisé par le nombre de
ligands n du composé multivalent. Le Rp/n traduit donc I'efficacité relative du composé multivalent par
ligand. Si sa valeur est de 1, il s’agit d'un effet statistique. Si sa valeur est inférieure a 1, on a un effet
multivalent négatif. Si sa valeur est supérieure a 1, on parle d’effet multivalent positif. Par soucis de
concision, par la suite, le terme positif ne sera plus nécessairement mentionné.

L’effet multivalent est donc en général associé a un effet positif mais ceci est une idée biaisée.
Des exemples de coopérativité négative existent dans le cas de fixation allostérique sur une protéine.[*#
La fixation d’un premier ligand induit un changement de conformation spatiale de la protéine et modifie
donc son activité et la structure des autres sites de liaisons potentiellement présents.

De nombreuses techniques pour la compréhension des interactions mises en jeu dans le phénoméne
de multivalence existent,?” en voici quelques exemples :

e La titration calorimétrique isotherme :*! une méthode de titrage mesurant la chaleur de
réaction en fonction de la concentration en composé multivalent ajoutée sur une cible. Cette
méthode permet de déterminer I'enthalpie (AH), I'entropie (AS) et I'enthalpie libre (AG) de
liaison ainsi que la constante d’association entre le composé multivalent et sa cible. La
steechiométrie peut également étre déterminée.

e Dosage d’enzyme liée & une lectine (ELLA) :*® le composé multivalent est immobilisé par
adsorption non-spécifique sur une plaque ELISA (méthode immuno-enzymatique). Une lectine
marqguée, se fixant au composé multivalent, est ensuite ajoutée dans les puits. Les lectines libres
non-liées sont éliminées par lavage, puis la quantité de lectines marquées liées est calculée par
ajout d’un agent reconnaissant spécifiqguement le marqueur de la lectine. Cette mesure peut se
faire par fluorimétrie ou colorimétrie par exemple.”

481 il permet d’estimer la force de liaison entre un ligand

et un récepteur en mesurant la force de poussée et la distance intermoléculaire. Il permet

e Microscope a force atomique (AFM)

également « d’observer » la formation d’agrégats a I'échelle du nanomeétre par mesure de la
force répulsive par contact entre une pointe, nommée cantilever, et I’échantillon testé.

« Diffusion dynamique de la lumiére (DLS) :“* elle mesure le diamétre hydrodynamique des
clusters en fonction du temps. Les molécules a analyser sont mises en suspension dans un
liquide et un rayon laser est émis au travers de |"échantillon. Le mouvement brownien des
molécules engendre la diffusion de la lumiere laser a différentes intensités. L'analyse de ces
fluctuations d’intensité méne a la vitesse du mouvement brownien et ainsi a la taille des
particules par application de la relation de Stokes-Einstein. Elle permet également de
déterminer la vitesse d’agrégation des composés mono et multivalents en solution.

e Diffraction des rayons X (DRX) : elle détermine la structure tridimensionnelle d’un composé
grace a son cristal et a la mesure des angles et de l'intensité des rayons X diffractés. La nature
des atomes, les liaisons chimiques, I'agitation thermique et d’autres informations structurales
peuvent étre obtenues. Le co-cristal d’'un composé multivalent avec sa cible permet de

visualiser la stoechiométrie et les interactions mises en jeu.%>?

De nombreuses autres méthodes existent dont certaines sont regroupées dans la revue de Haag.!*”
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2) Multivalence chez le vivant

Les lectines sont des protéines multimériques non catalytiques qui ont la capacité de se lier
sélectivement et de maniére réversible a des mono- ou polysaccharides (Figure 11). Ce type
d’interaction permet la reconnaissance cellulaire impliquée dans la réponse immunitaire et les
inflammations par exemple. La plupart des lectines sont capables de se lier spécifiquement aux
antigénes présents sur les globules rouges et de les agglutiner.®® Cette caractéristique est utilisée dans
les laboratoires d’analyses médicales pour la détermination des groupes sanguins.

- | ectine

Bactérie /.7

Cellule

Figure 11 Schéma d’une cellule montrant les interactions du glycocalyx avec différents micro-organismes

Les lectines possédent en général de multiples sites de reconnaissance pour contrebalancer leur
faible affinité intrinseque envers leurs cibles. En effet, la constante d’affinité d’une lectine et d’un sucre
monovalent est de I'ordre de quelques milimolaires. Lors de liaisons multiples simultanées, la constante
d’affinité peut atteindre des valeurs 10° fois plus importantes.'*>** Une forte affinité ligand-protéine est
nécessaire pour le déclenchement d’une réponse physiologique spécifique. Ces fortes affinités et
sélectivités sont atteintes grace a des interactions multiples lectines-sucres.

Un autre exemple de I'importance de la multivalence chez le vivant est I'interaction entre un
virus et une cellule hote. Le virus a une trés forte affinité pour les sites de liaisons multivalents a la
surface des cellules. A 'approche de la cellule, le virus va se lier aux glucides exposés (Figure 12, phase
). La forme globulaire du virus et la création de liaisons supplémentaires va induire une courbure de la
membrane cellulaire (Figure 12, phase Il). Le virus peut alors entrer dans la cellule par endocytose
(Figure 12, phase Ill) et contaminer la cellule hote.B”!

Phase Il : liaisons et courbure
de la membrane

Phase Ill : endocytose

Q9 Q9 QO 9909
Milieu intracellulaire

Phase | : approche

O : oligosaccharide(s)

Figure 12 Dessin représentant I'internalisation d’un virus par liaisons avec les oligosaccharides exprimés en surface des cellules
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Dans le cas du virus de la grippe, le virus se lie aux cellules hotes par interaction de
I"hemagglutinine trimérique, une glycoprotéine antigénique présente a sa surface, avec les résidus
d’acide N-acétyle neuraminique présents a la surface des cellules hotes.™

3) Mécanismes de I'effet multivalent pour les lectines

Différentes hypothéses ont été postulées pour expliquer I'effet multivalent.>>°® Le passage par
un mécanisme particulier dépend de la nature de la cible (avec un ou plusieurs sites récepteurs) et de
la nature de I'espaceur (longueur et flexibilité). La combinaison de plusieurs effets peut étre a I'origine
de I'effet multivalent.

e Effet chélate (Figure 13 B)

L'effet chélate est I'effet le plus souvent mentionné pour expliquer I'affinité accrue des
composés multivalents pour leur cible.P”>® Cet effet peut se produire si la cible posséde plusieurs sites
récepteurs. Une fois un premier ligand lié a la cible, la probabilité que d’autres ligands voisins puissent
se lier devient plus grande de par leur proximité.®”! Le « co(t » entropique nécessaire a la liaison du
composé multivalent pour sa cible est presque entierement payé lors de la premiére liaison. La liaison
des prochains ligands est alors facilitée.!

e Phénomene de glissement (Figure 13 C)

La liaison des ligands avec les lectines est réversible. La proximité et le nombre de ligands
disponibles favorisent la vitesse de formation d’une nouvelle fixation.®® On parle alors d’un effet de
concentration autour du récepteur. L'alternance de I'état lié et de I'état non lié sera en faveur de |'état
lie. Ce phénomene de glissement, encore appelé effet statistique ou re-liaison statistique, peut se
produire dans le cas ou un effet multivalent est observé sur une protéine possédant un seul site de
reconnaissance ou encore si le composé multivalent n’est pas assez grand pour se lier a deux sites actifs
simultanément.[®%

e Liaison a un site secondaire (Figure 13 D)

Certaines lectines possédent des sites secondaires qui peuvent étre occupés par un ligand de
maniére simultanée a la liaison au site principal.[®Y Cet effet est similaire & un effet chélate, le ligand
multimérique formant une sorte de pont entre le site principal et le site secondaire. Il peut se situer au
niveau du site principal ou étre éloigné a celui-ci.

e Phénomenes d’agrégation ou de « cross-linking » (Figure 13 E)

Lorsque le ligand multivalent a une taille suffisante, il est possible d’observer un phénomene
d’agrégation.!®”%) Un composé multivalent se lie & plusieurs lectines simultanément. Si la lectine est
multimérique, le phénomeéne de « cross-linking » est également envisageable formant un réseau de
plusieurs lectines et composés multivalents imbriqués les uns aux autres.

e Effet de stabilisation stérique (Figure 13 F)

Cet effet, découvert trés tot par Whitesides,® refléte I'impossibilité d’'une seconde molécule
multivalente de s’approcher de la cible soit par encombrement stérique ou soit par répulsion chimique
dans le cas de composé hétéromultivalents par exemple.[®
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A. Liaison d'un ligand monovalent B. Effet chélate

D. Liaison avec un site secondaire

F. Effet stérique
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Figure 13 Différentes hypotheses pouvant expliquer I’effet multivalent
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4) Leffet multivalent appliqué a des glycosidases

L’effet multivalent entre lectines et sucres a trés largement été étudié depuis plusieurs dizaines
d’années par la communauté scientifique.®® Les travaux de Bols et al., publiés en 1999, ou figure la
phrase suivante : « We felt it was interesting to investigate the effect of multivalency on glycosidase
inhibition », marque le début de I'étude de I'effet multivalent sur des glycosidases.®”

Par analogie avec les épitopes, Carmen Ortiz-Mellet a proposé le terme d’inhitope pour qualifier
un ligand ayant un réle d’inhibiteur.*”? Le choix de l'inhitope pour la conception de composés
multivalents ayant pour cible des glycosidases s’est tourné vers les glycomimétiques et plus
particulierement vers les iminosucres, connus pour leur capacité a inhiber les glycosidases. La difficulté
de synthése d’iminosucres multivalents, qui nécessitent souvent plus d’étapes comparé aux clusters
multivalents glycosidiques, peut expliquer en partie I'étude tardive de l'effet multivalent sur des
enzymes.[686°]

D’un point de vue théorique, essayer d’appliquer I'effet multivalent a l'inhibition d’une
glycosidase peut sembler contre-intuitif. En effet, la plupart des glycosidases possédent un site actif
unique et souvent enfoui. L'effet chélate, effet considéré comme celui expliquant les Rp/n les plus
élevés, b’ n’est pas possible dans le cas des glycosidases monomériques. Leffet de cross-linking ne peut
également plus avoir lieu. En revanche, la présence de liaisons non spécifiques a I'extérieur du site actif
est trés largement postulée,”” permettant de conserver I'hypothése d’une inhibition par effet stérique.
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Un historique des iminosucres multivalents synthétisés, du premier effet multivalent positif
observé au record établi de nos jours, est présenté dans la partie suivante. Une sélection des avancées
scientifiques du domaine ces 10 derniéres années seront également décrites.

a) Iminosucres di- a tétravalents

Le premier exemple d’iminosucres divalents a été publié en 1998, par Johns and Johnson!"
(Figure 14, 1). Dans leur article, ils décrivent la synthése de 5 composés divalents a motif DMJ obtenus
a I'aide d’une double réaction de Suzuki.
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Figure 14 Premiers iminosucres divalents synthétisés

La Clsgest la concentration inhibitrice médiane qui correspond a la concentration nécessaire en
inhibiteur pour baisser de moitié I'activité d’une enzyme. Seul le composé bis-p,-DMJ 1 a été testé sur
7 glycosidases commerciales. [l a montré de bons résultats d’inhibition sur deux d’entre elles. Une valeur
de Clspde 49 uM sur une a-mannosidase et de 20 uM sur une amyloglucosidase.” La valeur d’inhibition
des composés monovalents correspondants n’ayant pas été testée, il est impossible de conclure quant
a un possible effet multivalent.

Un an plus tard, le groupe de Bols prépare un composé tétravalent a motif 1-azafagomine sur
une plateforme de type triornithine 2 (Figure 14).”7 La synthése de la plateforme a été réalisée par
synthese supportée sur phase solide. L'adressage des iminosucres sur la plateforme a été réalisé par N-
alkylation régiosélective. Ce composé 2 montre une bonne inhibition sur la B-glucosidase d’amande
avec un Kide 70 uM. Son analogue monovalent correspondant 3 est en revanche un trés mauvais
inhibiteur de la B-glucosidase et la valeur du K; trop élevée n’a pas pu étre déterminée.’®® || est donc
impossible de quantifier I’effet multivalent observé.

En 2003, I'équipe de Le Merrer publie la synthese de deux composés divalents a motif D-
mannoazepane 4 et L-glucopipéridine 5 (Figure 14).72! Les composés divalents sont obtenus par réaction
sur un bis-époxyde rigidifié par un groupement acétal qui apres déprotection en milieu acide mene a la
formation de I'espaceur polyhydroxylé non hydrolysable. Les deux composés 4 et 5 ont été testés sur 4
glycosidases dont I'a-D-mannosidase de Jack bean et ils ne présentent aucune inhibition a ImM.

En 2009, les groupes d’Aerts et Overkleeft publient la synthese de 4 composés divalents: 2 a
motif DNJ (6 et 7) et 2 dont le motif est la DNJ épimérisée en position C-5 (8 et 9) (Figure 15).I"3
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8 9

Figure 15 Composés divalents publiés par Aerts et Overkleeft!”?]

Ces composés ont été testés sur la glucosylcéramide synthase de mammifere, la B-glucocérébrosidase,
la B-glucosidase 2, une sucrase, et I'a-glucosidase lysosomale. C'est le premier essai d’inhibition, pour
des systéemes multivalents, sur des enzymes membranaires et lysosomales impliquées dans des
maladies génétiques rares telles que la maladie de Gaucher”* et la maladie de Pompel”™ ou encore le
diabéte de type IL.U® Aucun effet multivalent n’a été observé, les composés divalents ayant des
inhibitions du méme ordre de grandeur que leur composé monovalent correspondant.

b) Le premier effet multivalent quantifiable

Le premier effet multivalent positif quantifiable a été décrit en 2009 par I'’équipe de Kovensky et de
Gouin.””!

Les composés multivalents ont été synthétisés via réaction de CUAAC. Un espaceur de type
polyéthylene glycol a été choisi pour sa solubilité en milieu aqueux. Celui-ci empéche également
I’adsorption non spécifique des protéines!’® et permet ainsi d’éviter des interactions secondaires entre
glycosidase et plateforme pouvant fausser les résultats biologiques. La DNJ est choisie comme inhitope
pour sa capacité a inhiber un large panel de glycosidases (Figure 16).

N/ﬁ/fo/\%ro\/\
N/\/\ ‘N:N / OH

HO

HO..

HO" n
13n=1 Mn=4
Ki=230+10 uM K, =265 10 uM
~" "0
N
HO N/J‘ NN /g
HO"- 0
HO  OH o)
N/ﬁ)
/\/\‘N:N
HO - HO N
HO™ ™"on
HO
14n=1 10 n=4
Ki=120£5uM Ki=90%3uM 12 K=351+2uM

Figure 16 Composés mono-, di- et trivalents a motif DNJ de Kovensky et Gouin et leur K; envers I'a-mannosidase de Jack-bean!’”

Des tests d’inhibition ont été réalisés pour chagque composé et la DNJ sur 9 enzymes
commerciales différentes. Le composé divalent 10 a un K 3 fois inférieur au composé monovalent
correspondant 11 sur I'inhibition de I'a-mannosidase de Jack-bean. Ce qui donne une inhibition relative
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par iminosucre de 1,5. Pour le composé trivalent 12, la constante d’inhibition est environ 7 fois
inférieure au composé monovalent 13. L'inhibition relative par iminosucre est de 2,2.

Sil’on compare maintenant les Kiobtenus sur I'isomaltase et I’a-mannosidase de Jack-bean avec
le composé monovalent 11, et les composés multivalents 10 et 12, une augmentation de la sélectivité
se dessine. En effet, les constantes d’inhibition augmentent et passent de 480 uM, pour le composé
monovalent, a 1440 uM pour le trivalent, sur I'isomaltase. Inversement, pour I’'a-mannosidase de Jack-
bean, les Kivont de 265 uM a 35 uM, respectivement.

Cet article montre pour la premiére fois I'existence d’un effet multivalent positif quantifiable
sur inhibition d’une glycosidase par un iminosucre multivalent. L’effet est encore proche d’un effet
statistique, loin des effets multivalents observés pour les interactions lectines-sucres.

c) Le premier effet multivalent puissant

Un an plus tard, le premier exemple d’effet multivalent puissant a été obtenu avec un composé a
motif DNJ 12-valent greffés sur une plateforme fulleréne (Figure 17).5°

Ki=0,15uM o-mann JB

Figure 17 Cluster 12-valents a motif DNJ sur une plateforme fulleréne Ceo

Ce composé multivalent a été synthétisé via réaction de CUAAC. La répartition sphérique autour
du fullerene permet une exposition homogéne des inhitopes, précédemment utilisée dans le cas
d’interaction lectines-sucres.”>Y Le composé a été testé sur 8 enzymes commerciales et les résultats
ont montré le premier exemple d’'un effet multivalent positif puissant: une inhibition relative par
iminosucre de 180 sur I'a-mannosidase de Jack-bean. De plus, une inhibition par le composé multivalent
a été observée sur I'a-galactosidase de café vert, avec un K de 84 uM, alors que le composé monovalent
correspondant ne présente aucune inhibition a des concentrations de 2 mM. Il s’agit d’un effet on/off.
Il est a noter également que I'inhibition de la B-glucosidase d’amandes par le composé multivalent est
défavorable par rapport au composé monovalent, il s'agit donc d’un effet multivalent négatif.

L'effet multivalent positif fort observé a encouragé les chimistes a synthétiser d’autres
composés multivalents et a viser d’autres glycosidases pour mieux comprendre cet effet et en
déterminer les limites.

Une sélection des meilleurs résultats obtenus a ce jour est présentée dans la partie suivante.
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d) Les meilleurs résultats connus a ce jour

L’inhibition de diverses glycosidases a I'aide de composés multivalents a tres largement été
étudiée. L'a-mannosidase de Jack-bean est la glycosidase répondant le mieux a I'effet multivalent. C’'est
donc assez logiquement que les composés multivalents ont été préférentiellement testé sur l'a-
mannosidase de Jack-bean et que plusieurs études mécanistiques du phénomeéne de multivalence ont
été réalisés grace a cette enzyme.

i. Records sur 'a-mannosidase de Jack-bean et élucidation des causes de I'effet multivalent

Le second « record » d’effet multivalent inhibiteur, avec un Rp/n de 610, a été obtenu en 2011
lors de I'inhibition de I'a-mannosidase de Jack-bean par un composé 14-valent a motif DNJ 15 basé sur
une plateforme B-cyclodextrine (Figure 18).82) Le record d’inhibition relative par iminosucre est
pulvérisé en 2016, toujours sur I'a-mannosidase de Jack bean, avec un composé 36-valent a motif DNJ
greffés sur une plateforme de type cyclopeptoide 16 (Figure 18).1° Le Rp/n obtenu est de 4800 avec un
Ki de 1,1 nM. Le composé 16 est donc pres de 200 000 fois plus puissant que le composé monovalent
de référence. Un plateau d’inhibition est également mis en évidence puisque les composés analogues
de 16, 42- et 48-valents ont un K; équivalent au 36-valent. L'existence d’un plateau d’inhibition n’est pas
surprenante puisque celle-ci a déja été publiée dans le cas d’interactions lectine-sucre.®
Les interactions du cluster 36-valent avec I'enzyme ont été analysées par microscopie électronique et
ont montré la formation de complexes entre un composé multivalent et deux enzymes. Ces « complexes
sandwichs » et leur formation a été confirmée par spectroscopie de masse et ultracentrifugation
analytique.t®

HQ
HO. Ho—CV)
OH N OH
6{0 3 OH

HO. R
HO oH % o Al HO2
HO. HO N 5
o N 1=N4 ° HQ
N-N HOZN OH HO.,, N Y WOH
HO )9\ w0 HO N\
& NN \ N N ) N-N
N7 OH NN (] 2 OH
HOZN OH 8 o} N

N, 8 6 N=
o L) o N=N
p ‘/V N‘L HO N o \
< N N._"OH
£ § o g QLo A oH BN~
HO N Y N N
Ho W = N) Ho, <2 HN" "o -

Z-
%
[e]
)
z
\
i;
X
O,
X
O,
o
I

. 8
oH Ni\/‘?’ o\//§ ( Ney NN Clso = 95 nM
[elNe) O o OH
HO - N”Nj/ ?Qf\"/&h'\%( 0 N, 17
Ho - 7N 5 ° % H8o N-y
N

® N- N-N, o
OH N N \%(
OH
% %’Zm N SN2
"% N HO OH 06
HO OH OH
OH OH N T
NN
Ki=1,1£04nM HSO N 8
OH
16 K;=22nM
15

Figure 18 Sélection des meilleurs effets multivalents sur I’a-mannosidase de Jack-bean

L’a-mannosidase de Jack-bean est une métallo-enzyme dimérique symétrique dont chaque
unité monomeérique est formée d’une chaine légere (light L) et d’'une chaine lourde (H heavy) faisant 44
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et 66 kDa respectivement.® Ci-aprés un schémaillustrant la formation du complexe sandwich (Schéma
2).

—_— —_—
- -
Q iminosucre @ a-mann JB i interaction protéine-protéine site actif

Schéma 2 Formation d’un complexe sandwich

Le composé multivalent pourrait se lier dans un premier temps avec les deux sites actifs de I'enzyme.
La taille du composé multivalent permettrait a une seconde enzyme de venir se lier a deux autres
inhitopes. Le complexe sandwich serait alors formé. La présence d’interactions protéine-protéine
pourrait stabiliser le complexe (Schéma 2).

Le composé 36-valent a été récemment co-cristallisé avec I'a-mannosidase de Jack-bean et a permis
d’obtenir sa premiére structure haute résolution par diffraction aux rayons-X"."? ’analyse du cristal de
I’a-mannosidase de Jack-bean avec le composé multivalent prouve la formation du complexe sandwich
et la présence d’un iminosucre dans chacun des 4 sites actifs. Cette étude n’a pas permis de mettre en
évidence la présence d’un site de liaison secondaire proche du site actif, cependant, elle apporte des
informations structurales quant aux interactions au sein du site actif et a sa proximité. La DNJ coordinne
un atome de zinc via ses alcools en C2 et C3. La sphére de coordination octaédrique du métal est
complétée par deux oxygenes provenant de résidus aspartate de la protéine et deux azotes provenant
de résidus histidine de la protéine. L'effet multivalent record du composé 36-valent est donc expliquée
par un effet chélate, le composé ayant la taille optimale pour se loger entre deux enzymes et les
espaceurs étant assez longs et flexibles pour atteindre les quatre sites actifs. Les ligands qui ne sont pas
liés a I'enzyme restent trés proches des sites actifs et sont donc favorablement disposés pour se lier dés
gu’un site actif n"est plus occupé. Un effet de glissement contribue donc sans doute également a I'effet
multivalent (Schéma 2).

En 2017, les équipes de Cardona et Jiménez-Barbero, publient la synthése d’'un composé
nonavalent dont I'épitope est le 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabitol (DAB-1) 17 (Figure 18). Il montre une
inhibition sur I'a-mannosidase de Jack-bean de I'ordre de la centaine de nanomolaires avec un Clso de
95 nM.BY Linhibition relative par iminosucre est de 1520, une valeur record pour un inhibiteur
possédant une valence relativement basse. Une étude mécanistique est également réalisée en utilisant
différentes techniques : par résonance magnétique nucléaire (Saturation Transfer Difference NMR), par
des études de dynamique moléculaire et par microscopie électronique en transmission. La formation
de cluster discret est également observée et des complexes en forme de S sont observés par
microscopie électronique a transmission. Ces clusters correspondent a deux composés tétravalents
interagissant avec 3 dimeres de I'enzyme (Figure 19).

* Cette cocristallisation succéde au premier exemple publié en 2013 par le groupe de Robina et al. entre une a-
L-fucosidase (BtFuc2970) et un composé trivalent a motif iminocyclitol ainsi que le composé monovalent
correspondant.(®
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Figure 19 Interaction ligand tétravalent avec I’'a-mannosidase de Jack-bean expliquant la forme S

Les études de dynamique moléculaire ont montré I'importance des groupements hydroxyles en C-2 et
C-5 des iminosucres car ceux-ci interagissent avec l'ion zinc situé dans le site actif de 'enzyme. Les tests
réalisés dans cet article sur des mannosidases humaines seront développés dans la partie suivante (Chap
1.5)a)).

La différence entre formation d’'un complexe sandwich ou formation d’un cluster en forme de S
semble résider dans la taille du composé multivalent.

ii. Nanoparticules

Le premier exemple de nanoparticules décorées d’iminosucres multivalents a été publié en 2014 par
I'équipe de Lecommandoux et notre laboratoire.!® Des motifs DNJ ont été greffés via CuAAC sur des
polypeptides polypropargylés. Ces polypeptides ont ensuite été auto-assemblés par une méthode de
déplacement de solvant qui consiste a ajouter une solution de copolymere dans du DMSO dans une eau
distillée a 50 °C. Différentes micelles ont été obtenues en mélangeant les blocs de copolymeres
fonctionnalisés avec la DNJ et des glycopolypeptides fonctionnalisés avec du galactose dans différentes
proportions. Leur inhibition a été testée sur I'a-mannosidase de Jack-bean et le Kijobtenu était de 0,15
UM a partir de 66 % de blocs de copolymeéres fonctionnalisés avec la DNJ. Le pourcentage de DNJ a été
déterminé par diffusion dynamique de la lumiére. Un effet multivalent est observé mais il est
difficilement quantifiable car le nombre de molécules de DNJ présentes sur la nanoparticule ne peut
étre déterminé précisément.

Tres récemment, le groupe de Gouin a décrit la synthése de nanoparticules magnétiques couvertes
de ligands a motif thiomannosides (SMan), choisis car inertes par rapport a I’hydrolyse enzymatique, ou
DNJ.B” Les nanoparticules sont des particules de FesO, et les ligands sont greffés par co-précipitation.
Les composés multivalents ont été testés sur I'agarase B (AgaB), une a-D-galactosidase. La particule
couverte de thiomannoside est un bon inhibiteur (K = 3,8 uM) tandis que la particule couverte de DNJ
améliore I'activité enzymatique d’un facteur 2,5. Les composés monovalents respectifs n’ont pas
d’activité sur I’AgaB. Grace a I'utilisation de particules magnétiques, il est possible apres mélange du
substrat, de I'enzyme et du composé multivalent, de récupérer facilement le produit de la réaction
enzymatique par centrifugation puis application d’'un champ magnétique attirant les particules liées a
I’enzyme. Cet article montre la possibilité de moduler I'activité d’une galactosidase en I'inhibant ou en
I'activant. C’est I'un des rares exemples d’activateurs de glycosidases.®8°% La possibilité de recycler les
composés multivalents est un avantage indéniable.

D’autres groupes se sont intéressés a la synthése de composés multivalents a I'aide de
nanoparticules d’or. Les inhitopes 6-amino hyacinthacine 18 et 1,5-didésoxy-1,5-imino-p-xylitol 19 ont
été utilisés (Figure 20) et les composés multivalents ont été testés sur I'a-mannosidase de Jack-bean
par I'équipe de Robina.® Aucun effet multivalent n’a été relevé mais I'activité inhibitrice des composés
est tout de méme conservée.
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Figure 20 Nanoparticules d’or fonctionnalisées par des ligands a motif 1,5-didésoxy-1,5-imino-D-xylitol 18 et 6-amino hyacinthacine 19

5) Applications thérapeutiques

La majorité des exemples précédents ont permis de prouver gu’il était possible d’améliorer
I'inhibition des glycosidases grace a des iminosucres multivalents, ce qui pouvait sembler initialement
contre-intuitif. L'application de ces résultats probants a des glycosidases d’intérét thérapeutique a donc
été une suite naturelle et logique. Les iminosucres multivalents ont ainsi été testés sur différentes
glycosidases humaines.!®”!

a) Maladies de surcharge lysosomale

Les maladies de surcharge lysosomale représentent environ 50 maladies génétiques rares et
sont dues a la perte totale ou partielle de I'activité d’une enzyme lysosomale. Il en résulte que les
substrats non métabolisés s’accumulent dans le lysosome créant des symptémes graves.

La plus répandue d’entre elles est la maladie de Gaucher avec une occurrence de 1 sur 60 000
naissances au niveau de la population mondiale.®? Cette maladie est causée par une mutation du géne
codant la synthése de I'enzyme lysosomale : la B-glucocerebrocidase (Gcase). Son rble est de catalyser
I"hydrolyse de la liaison glycosidique du glucosylcéramide. La GCase mutante montre seulement une
perte partielle d’activité mais est tout de méme détruite par le systeme contréle-qualité du RE.
Différents traitements sont possibles tels que ceux qui consistent au remplacement de I'enzyme mutée
ou en 'inhibition de la synthese du glucosylcéramide en amont.

Une nouvelle stratégie thérapeutique a émergé il y a une vingtaine d’années: la thérapie
chaperon. Des inhibiteurs seraient capables de stabiliser la structure tridimensionnelle de I'enzyme
mutante ciblée en se liant a celle-ci. L'enzyme mieux repliée pourrait alors passer les contréles-qualité
du réticulum endoplasmique (RE) sans étre détruite.l®® Cette explication a été adoptée par la majorité
des scientifiques mais le groupe de Wei propose une hypothése différente. Les chaperons chimiques
permettraient a I'enzyme mutante d’étre plus résistante face aux protéases présentes dans le lysosome
plutdt que d’empécher sa dégradation dans le RE.1*¥

La premiere étude de I'effet multivalent sur une enzyme clé de la maladie de Gaucher a été
réalisée en 2012 par le laboratoire.®> Quatre composés hepta- ou 14-valent & motifs DNJ basés sur des
plateformes B-cyclodextrine avec des espaceurs de 6 ou 9 carbones ont été testés en tant qu’inhibiteurs
sur la ceredase, I'enzyme recombinante de la GCase. Le motif DNJ et la chaine alkyle ont été choisis en
se basant sur la N-nonyl DNJ (20) qui est le premier exemple de chaperon pharmacologique identifié

dans le traitement de la maladie de Gaucher (Figure 21).F®
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Figure 21 Composé heptavalent a motif DNJ et la N-nonyl DNJ comme chaperons pharmacologiques pour le traitement de la maladie de
Gaucher
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Les résultats in vitro de I'inhibition de la ceredase indiquent une excellente Clso de 8 nM du composé 21
(Figure 21). Ce composé est, respectivement, 80 fois et 200 fois plus efficace que la N-nonyl DNJ 20 et
le composé monovalent correspondant.” Il était supposé initialement que de bons inhibiteurs devraient
étre de bons chaperons, une étude d’inhibition préliminaire a donc été menée.® La mesure de
I'amélioration de I'activité de la GCase in vivo a ensuite été réalisée sur des fibroblastes de patients
atteints de la mutation N370S. Le composé heptavalent a bien pu atteindre le RE ainsi que le lysosome
car une augmentation de I'activité d’un facteur 1,5 a été observée a une concentration de 10 uM. A
cette méme concentration, la N-nonyl DNJ permet une amélioration de I'activité d’un facteur 2,4. On
peut donc conclure que les composés montrant la plus forte inhibition ne sont pas nécessairement ceux
qui montrent le meilleur effet chaperon.

Deux ans plus, tard, notre groupe publie une étude plus large avec différentes plateformes, en
faisant varier la valence et la nature des ligands.®” Cette étude plus systématique confirme qu’une
bonne inhibition ne correle pas toujours avec un bon effet chaperon. Parmi les composés multivalents
testés, le composé tétravalent a motif DNJ 22 montre la meilleure amélioration d’activité avec un
facteur 3,3 a une concentration de 10 uM (Figure 22). Le résultat le plus intéressant est I'amélioration
d’activité d’un facteur 3 obtenu pour un composé trivalent a motif DNJ peracétylé analogue a 22, a une
concentration de 1 uM. Ce composé pourrait étre plus facilement internalisé dans la cellule car moins
hydrophile que I'’équivalent hydroxylé. Il pourrait ainsi passer plus facilement les chaines grasses de la
membrane cellulaire. Cette molécule a un réle de prodrogue, sa forme initiale protégée est inactive
(aucune inhibition mesurée) alors que sa forme hydroxylée, aprés action des estérases cellulaires, est
active.

Figure 22 Tétravalent a motif DNJ 22

Une autre étude restreinte a des petites valences a ensuite confirmé l'intérét du concept de
prodrogues.®

Le premier exemple d’inhibiteur multivalent de N-acétylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS) et
iduronate-2-sulfatase (IDS) a été publié en 2016 par I'équipe de Cardona et Matassini.**” La déficience
de ces enzymes cause le syndrome de Morquio A et la maladie de Hunter respectivement.

La GALNS a un caractére dimérique, comme I'atteste sa structure obtenue par rayons X,!*% ce qui en
fait une bonne candidate pour un effet multivalent puissant par effet chélate.

Le composé nonavalent 17 (Figure 18) ainsi que son épimeére S en position C-2 ont été testés
sur ces deux enzymes et des inhibitions de I'ordre de la dizaine de micromolaires ont été obtenues. Le
changement de configuration de la position 4 a une influence sur I'affinité du ligand pour la cible. La
GALNS semble étre plus sensible au composé 4R tandis que I'IDS est plus sensible au composé 48S. Le

" Les Rp/n de 10 et 30 obtenu pour ces tests sont a contraster. En effet, 2 ans plus tard est publié un Rp/n de
seulement 2 pour la molécule 21 sur I'inhibition de la GCase de placenta humain.”)
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meilleur effet multivalent inhibiteur ainsi que la meilleure inhibition sont obtenus pour le composé 17
2S avec un Clsgde 31 + 2 uM ce qui correspond a un Rp/n de 20.

b) Mucoviscidose

En 2013 est publiée la premiére description d’un effet multivalent sur la correction d’un défaut
de repliement d’une protéine dans une cellule.['? Les cibles thérapeutiques sont les a-glucosidases | et
Il du RE impliquées dans le controle-qualité des protéines et la destruction des protéines mutantes. Un
Rp/n de 330 par iminosucre a été mesuré pour un composé trivalent a motif DNJ par rapport au
monovalent correspondant sur la restauration de I'activité de la protéine CFTR, mutante chez les
patients atteints de la maladie. Ce composé trivalent est également 225 fois plus efficace que la N-butyl
DNJ (Miglustat), candidat clinique de référence en phase Il en tant que correcteur de la protéine
mutante. La concentration efficace médiane (CEso) mesurée pour cet iminosucre multivalent est en effet
de 0,5 UM contre 112 uM pour le miglustat. La concentration efficace médiane correspond a la
concentration nécessaire en correcteur pour atteindre une restauration d’activité a hauteur de 50% par
rapport a une activité normale. Ces résultats seront développés plus amplement lors de la derniére
partie de ce chapitre (Chap1) lll) 7) a)).

¢) Influenza virus

On peut également mentionner l'inhibition de la neuraminidase (NA), une des deux enzymes
majoritairement présentes a la surface des virus de la grippe (influenzavirus) avec I’hemagglutinine (HA).
L’'enzyme HA aide a la fixation des cellules virales sur les cellules hotes par des liaisons spécifiques avec
I'acide sialique exprimé a leur surface. L'enzyme NA catalyse la coupure des liaisons acide sialique et
permet la libération et la prolifération du virus. Le Zanamivir est un inhibiteur de la NA a I’échelle sub-
micromolaire (0,79 uM) commercialisé sous le nom de Relenza (Figure 23).
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Figure 23 Structure du Zanamivir

La synthése de composés di- a tétravalents a motif Zanamivir®®-1%! n’a pas permis d’observer un effet
multivalent positif in vitro, mais, ces composés se sont révélés bien plus efficaces en tests in vivo dG a
une agrégation des éléments pathogenes. Le composé dimérique relié par une chaine alkyle de 14
carbones et fonctionnalisé en position 7 par un groupement carbamate montre une efficacité 100 fois
meilleure pour la prévention de la réplication du virus une fois administré a des souris.*%!

d) Cancers

Les groupes de Gouin,®® Cardona et Jiménez-Barbero®! se sont intéressés a I'inhibition de I'a-
mannosidase Il de 'appareil de Golgi (GM) sélectivement par rapport a I'a-mannosidase du lysosome
(LM), dans le but d’un traitement anti-cancéreux. Le blocage de la métastase et de la croissance de la
tumeur a été observé grace a linhibition de I'a-mannosidase Il de l"appareil de Golgi par la
swainsonine.!*® Dans ce contexte des composés multivalents ont été synthétisé a motif DNJ ou DAB-1
(Figure 24).
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Figure 24 Composés tétra- et nonavalents et leur inhibition sur I'a-mannosidase de I'appareil de Golgi

Le groupe de Gouin a congu le composé tétravalent a motif DNJ sur une plateforme porphyrine
23 dans le but d’induire de la rigidité (Figure 24). Son Rp/n sur I'a-mannosidase de Jack-bean est de 200,
une valeur trés élevée pour un composé de petite valence. Son pouvoir inhibiteur a également été testé
sur GM et LM et une excellente sélectivité a été observée envers GM. En effet, le composé 23 inhibe
uniqguement la GM avec un K de 24 uM. Cette sélectivité est essentielle pour éviter tout effet secondaire
du a une déficience en LM induisant alors une mannosidose. Cette maladie causant des problemes
neurologiques par accumulation dans les cellules d’oligosaccharides riches en mannose a été observée
aprés ingestion de swainsonine par exemple.%”!

En 2017, les groupes de Cardona et Jiménez-Barberol* testent des composés mono-, di-, tri-
(Figure 25) et nonavalents 17 (Figure 18) sur GM et LM.

Figure 25 Structure des composés mono-, di- et trivalents testés sur GM et LM

La Clso mesurée sur GM, pour le composé nonavalent 17 (Figure 24), est de 0,25 UM soit 700 fois
meilleure que le composé monovalent correspondant. Le Rp/n est donc de 78. Comme ses
prédécesseurs, le composé nonavalent n’a aucun pouvoir inhibiteur envers la LM, ce qui n‘est pas le cas
pour les composés de plus petites valences.

e) Maladies neurodégénératives

Des iminosucres multivalents a motif azépane, cycle a 7 membres, possédant un groupement
NHAc en position C-2 ont été synthétisés par les équipes de Blériot et Gouin, dans le but de cibler des
hexosaminidases d’intérét thérapeutique.'® Ces enzymes catalysent la coupure des résidus N-
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acétylglucosamine terminaux de glycoconjugués et polysaccharides. Une absence ou perte d’activité de
ces enzymes chez I'lhomme provoque des maladies neurodégénératives graves comme les maladies de
Tay-Sachs et Sandhoff.[1%%

Deux, quatre ou huit motifs trinydroxy acétamidoazépane ont été greffés sur des plateformes
PEG (24), méthyl glucoside (25) ou y-cyclodextrine (26) respectivement (Figure 26). Une augmentation
de l'effet multivalent en fonction de la valence des composés est observée sur différentes
hexosaminidases. Les hexosaminidases de rein de bovin et de HL60 répondent positivement a la
présentation multiple d’iminosucres. Les Clsg calculés sont, dans les deux cas, de I'ordre de la centaine
de nanomolaires. Il n’y a pas de différence d’inhibition entre les composés di-, tétra- ou octavalent. Le
Rp/n est donc plus élevé pour le composé divalent. L'inhibition des composés a été testée sur les B-
hexosaminidases A et B (Hex AB) et O-GIcNAase humaines et la NagZ provenant de bactérie. Une bonne
sélectivité envers les Hex AB et des valeurs de Clsg de I'ordre de la dizaine de nanomolaires ont été
mesurées pour les 3 composés multivalents. La meilleure inhibition est obtenue avec le composé
octavalent avec un Clsg de 7 nM sur Hex AB. Une fois de plus, la multivalence permet de rendre un
inhibiteur initialement non sélectif hautement sélectif pour une cible.
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Figure 26 Composés multivalents a motif azépane

6) Bilan — Question de recherche

Le motif DNJ, majoritairement présent dans les exemples cités précédemment, a été choisi par
le passé pour sa capacité a inhiber de nombreuses glycosidases et sa synthése relativement courte. Les
iminosucres multivalents a motif DNJ ont pu alors étre testés sur un grand nombre de cibles différentes.
De plus,
permet également d’observer un effet de sélectivité en plus de I'effet multivalent sur l'inhibition. Le
ligand DNJ est un ligand de référence car il a permis d’obtenir les meilleurs Rp/n décrits a ce jour sur
une glycosidase.

La mise en évidence d’un plateau d’inhibition a encouragé les chimistes a trouver d’autres
moyens d’abaisser les valeurs de Ki gu’en augmentant systématiquement la valence des composés.

Qu’adviendrait-il de tous les résultats obtenus précédemment si les composés multivalents
étaient greffés de ligands tres affins de la cible visée ? L'effet multivalent serait-il conservé, amélioré ou
au contraire réduit ? Une meilleure sélectivité serait-elle observée ?
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D’un point de vue thérapeutique, la sélectivité des iminosucres envers les enzymes ciblées est
primordiale puisque des effets secondaires néfastes peuvent apparaitre en cas d’inhibition a spectre
trop large. Dans le but de viser des mannosidases et des glucosidases humaines, un travail de recherche
bibliographique a été effectué pour identifier et choisir les meilleurs iminosucres permettant la synthese
de composés multivalents possédant des inhitopes tres affins des glycosidases sélectionnées.
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II) Alarecherche de puissants inhibiteurs de glycosidases

1) Les glycosidases

Les enzymes sont des protéines qui catalysent des réactions chimiques ayant lieu dans le vivant.
Elles sont constituées d’une séquence d’acides aminés précise qui leur confére une conformation 3D
définie menant a une activité spécifique. La partie essentielle de 'enzyme, ol ont lieu les réactions, est
le site actif. Le substrat vient se lier spécifiquement a ce site actif, la réaction a lieu, puis le produit est

libéré. 'enzyme peut alors a nouveau réagir avec un autre substrat (Schéma 3).

Substrat
Produit

B — B —
7 - -
Enzyme Complexe
Enzyme/Substrat

Schéma 3 Liaison du substrat a I’enzyme puis formation du produit

La liaison O-glycosidique est la liaison la plus stable parmi les biopolymeres, et plus
particulierement entre deux motifs glucose. L’hydrolyse spontanée de cette liaison, présente dans la
cellulose ou I'amidon, a un temps de demi-vie d’environ 5 millions d’années.[**%1 | es glycosidases,
également appelées glycosides hydrolases (GH), sont une classe particuliére d’enzymes qui ont pour
role de catalyser I'hydrolyse de la liaison O-glycosique de polysaccharides et de glycoconjugués. Les
enzymes sont capables d’atteindre des constantes de vitesse de I'ordre de 1000 s?, ce qui les place
parmi les catalyseurs les plus efficaces du corps humain.

Lors du dernier recensement, en 2014, ce n’est pas moins de 159274 séquences de
glycosidases qui étaient répertoriées dans la littérature, 9221 d’entre-elles étant caractérisées dont 817
avec une structure 3D connue.*? Ces informations ont pu étre collectées grace au CAZy, une base de
données crée en 1999 dans le but de répertorier et classer les enzymes interagissant avec des glucides
par séquence et structure (voir http://www.cazy.org/). Les glycosidases sont classées en familles par
comparaison de leur séquence d’acides aminés.'314 Actuellement, il existe 153 familles de
glycosidases. Les familles sont désignées par un simple nombre, par exemple, la famille GH38
correspond a la famille 38 des glycosides hydrolases. Un classement par structure tridimensionnelle de
ces familles existe et forment les clans. Il en existe actuellement 17 et sont assignés par une lettre (GH-
AaqQ).

Quel est le mécanisme d’action général de ces enzymes ? Quels types d’interactions existe-il
entre substrat et enzyme? Les réponses, méme partielles a ces questions, permettent la
compréhension du mécanisme d’inhibition des iminosucres envers les glycosidases. Ces réponses sont
également nécessaires afin d’anticiper I'efficacité d’un composé en tant qu’inhibiteur. Pour que la
réaction de catalyse soit efficace, il faut que I'enzyme se lie plus fortement avec I'espéce transitoire
qu’avec le substrat, comme I'explique Pauling en 1946.*%° Un analogue d’état de transition devrait alors
étre un excellent inhibiteur.

2) Interactions entre substrats et glycosidases

a) Meécanisme de I'hydrolyse de la liaison glycosidique

L’état de transition de I'hydrolyse de la liaison glycosidique par une glycosidase ressemble,
autant du point de vue de la conformation que de la charge, & un ion oxocarbénium (Schéma 4).[111.116]
L’hydrolyse enzymatique de la liaison glycosidique s’effectue par catalyse acide. Deux résidus
catalytiques essentiels sont mis en jeu : un donneur de proton et un nucléophile ou une base. Cette
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hydrolyse peut s’effectuer avec inversion (Schéma 4) ou rétention (Schéma 5) de la configuration du
carbone anomérique. Ces deux voies possibles ont été postulées par Koshland dés 1953.1*7!

Deux types de glycosidases existent, les exoglycosidases, effectuant la coupure de sucre terminaux, et
les endoglycosidases, effectuant la coupure au sein d’une chaine polyoside.

i. Mécanisme par inversion de configuration

Dans le cas du mécanisme par inversion de configuration, la cavité du site actif doit étre assez large
pour qu’une molécule d’eau puisse étre présente simultanément avec le substrat. Les deux résidus
catalytiques sont alors placés a une distance d’environ 10,5 A. Le résidu carboxylate a un réle de base
et permet la déprotonation de la molécule d’eau présente dans le site actif. Cette molécule va alors
pouvoir attaquer la position anomérique du substrat, causant la rupture de la liaison glycosidique. La
partie aglycane libérée est alors protonée par le second résidu carboxylique (Schéma 4).

Schéma 4 Mécanisme général de I’hydrolyse de la liaison glycosidique avec inversion de configuration*!%

ii. Mécanisme avec rétention de configuration

En ce qui concerne le mécanisme avec rétention de configuration, la coupure de composés B-
D-glucosidiques est souvent représentée avec une protonation venant du plan supérieur au cycle du
sucre et de maniére perpendiculaire.*'”! Une étude sur plusieurs inhibiteurs a cependant montré qu’un
grand nombre de glycosidases ne reprotonaient pas le substrat selon cette direction mais que la
reprotonation était latérale."'® Par exemple, les GH appartenant a la famille GH-A ont une protonation
dans le plan du sucre et non par la face supérieure du cycle."'! Cette protonation latérale est prouvée
par structure 3D obtenue par diffraction des rayons X a partir d’'un disaccharide cellobioimidazole 27
(Figure 27).11%9

OH
OH
HO 0 N/§\
HO O HO =N
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27

Figure 27 Dérivé de cellobiose ayant permis la preuve d’une protonation latérale

Deux types de protonation existent, la protonation syn et la protonation anti. Le caractére syn ou anti
est défini par la position du donneur de proton par rapport a la liaison C1-Oendo qui vont se trouver du
méme coté ou de part et d’autre du plan défini par C-1, Oexo et H-1.1229 Ci-aprés les mécanismes de
I"hydrolyse de la liaison glycosidique par une glycosidase avec rétention de configuration, selon une
protonation syn (Schéma 5) ou une protonation anti (Schéma 6).
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Schéma 5 Mécanisme général de I'hydrolyse de la liaison glycosidique avec rétention de configuration pour les B-glycosidases a
protonation syn

Protonation anti

Schéma 6 Mécanisme général de I'hydrolyse de la liaison glycosidique avec rétention de configuration pour les B-glycosidases a
protonation anti

Par opposition au mécanisme avec inversion de configuration, les résidus catalytiques d’une glycosidase
avec rétention de configuration ne sont espacés que de 5,5 A."™ Le résidu carboxylate présent dans le
site actif attaque directement la position anomérique du sucre et on passe alors par la formation d’une
liaison covalente entre le sucre et I'enzyme (Schéma 5 - A). Cette liaison est par la suite hydrolysée par
une molécule d’eau provenant de I'extérieur du site actif. La rétention de configuration correspond plus
exactement a une double inversion. L'existence de I'intermédiaire covalent A a pu étre prouvée grace a
de multiples méthodes telles que des études cinétiques d’effets isotopiques,!*?!! des expériences RMN
F1221 oy encore I'analyse DRX d’un complexe cristallin enzyme/substrat.23!

Les enzymes appartenant a une méme famille catalysent la réaction d’hydrolyse avec rétention
on inversion de la position anomérique.t*?¥ Les glycosidases sont souvent spécifiques d’une orientation
de liaison particuliere au niveau de cette position. Les a-glycosidases vont reconnaitre les sucres en
configuration a et les B-glycosidases vont reconnaitre ceux en configuration p.
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Pour les sucres en série D, I'attaque du carboxylate sur la position anomérique se fait par la face
supérieure du cycle pyranose pour les a-glycosidases et par la face inférieure au cycle pour les -
glycosidases (Figure 28).

Une légére différence dans la localisation de la charge de I'espéce oxocarbénium est observée
lors des états de transition formés pour les a- et B-glycosidases avec rétention de configuration. Pour
un composé de type glucose, dans le cas des B-glycosidases, l'interaction syn de l'oxygene du
carboxylate avec le carbone anomérique et I'interaction du groupement hydroxyle en position C-2 avec
le résidu carboxylate vont favoriser la position de la charge positive sur le carbone anomérique (Figure
28). Dans le cas d’un glucose a, cette interaction simultanée de la position OH en C-2 et du carboxylate
avec la position anomérique n’est pas possible. En effet I'alcool en C-2 se situe de I'autre coté du plan
par rapport au carboxylate effectuant I'attaque nucléophile (Figure 28). Dans ce cas, la charge positive
se développe préférentiellement sur 'oxygéne endocyclique.!**!
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Figure 28 Liaison anomérique a ou B et position du carboxylate attaquant la position anomérique

b) Mécanisme d’inhibition des glycosidases par les iminosucres

Les iminosucres sont connus pour étre de bons inhibiteurs de glycosidases.*?* L’absence
d’oxygene glycosidique leur permet d’étre résistants face aux réactions d’hydrolyse. Le remplacement
de I'oxygene endocyclique par un atome d’azote permet la liaison des iminosucres dans le site actif de
I'enzyme grace a des interactions électrostatiques fortes entre le résidu carboxylate et I'atome d’azote
protoné (Figure 29).

---- liaisons hydrogénes
liaison électrostatique

Figure 29 Interactions électrostatiques entre I'iminosucre protoné et le résidu carboxylate du site actif

Des 1990, Ganem se penche sur I'importance de la protonation des iminosucre sur leur activité
inhibitrice.’?® Le pKx de I'acide conjugué de 54 est de 10,6, et celui de 101 est d’environ 12 (Figure 30).
Ces deux iminosucres, lors de tests d’inhibitions dans des solution tampons de pH variant de 4,6 a 7,0,
sont entierement protonés avant d’entrer dans le site actif et ont un K indépendant du pH. Le méme
test d’inhibition réalisé pour la DNJ (pKa 6,7) indique lui un profil d’inhibition pH-dépendant avec des K;
allant de 370 a 18 uM sur la méme B-glucosidase. A partir de ces résultats, le groupe de Ganem suppose
que c’est la forme protonée de I'inhibiteur qui interagit avec I'enzyme.

Un an plus tard les pouvoirs d’inhibition du glucoamidoxime 56 et de la glucoamidrazone 55
sont évalués (Figure 30).1?"! Le glucoamidoxime 56 n’est pas protoné lors des tests enzymatiques, car
celui-ci est moins basique, mais montre une inhibition comparable a celle de la glucoamidine 54, envers
la B-glucosidase (Figure 30). L'inhibition de 55 est indépendante du pH tandis que I'inhibition de 56 est
pH-dépendante. La variation du pouvoir d’inhibition de 56 en fonction du pH correle avec la variation

31



de keat/Ku en fonction du pH de I'enzyme. Ce comportement est attendu pour un inhibiteur analogue
de I'état de transition.?® La configuration du carbone pseudo-anomérique semble donc plus
importante que la formation d’une charge positive.!*?*!

N._NH; \ OH NH,
HO S NN
/\Q/ Ho/\q ~ HO N\ NH HO N\ NH
HO" "OH Lo Lo,
OH HO OH HO" "OH HO" "OH
OH OH OH
54 101 56 55

Figure 30 Glucoamidines synthétisées par Ganem et al.

En 1995, le groupe de Tellier montre que I'importance de la charge positive sur le pouvoir
d’inhibition dépend de la source de I'enzyme.3% En effet, deux mécanismes sont possibles pour
expliquer la formation de la paire ionique entre l'inhibiteur et le résidu carboxylate du site actif :
I'inhibiteur basique est protoné par le milieu aqueux en fonction de son pKa et sa forme cationique
interagit avec le résidu carboxylate du site actif de I'enzyme (classe d’enzyme 1)) ou bien, 'enzyme se
lie a la forme neutre de I'inhibiteur qui sera ensuite protoné par le résidu acide carboxylique du site actif
(classe d’enzyme 2)).

Des études in silico, par les groupes de Cardona et Jiménez-Barbero, confirment la protonation
d’iminosucres semblables (Figure 31) et la présence d’interactions électrostatiques.”* De plus, cet
article met en lumiere I'importance de la présence des groupements hydroxyles (dans leur cas, les OH
en C-4 et C-6 de pyrrolidines se lient avec un atome de zinc présent dans le site actif des glycosidases
de la famille GH38).bY

HOAc HOAc HOAc
H H H
HO N NH HO N /N‘NHZ HO N Non
HO™ “OH HO" “OH HO™ “OH
OH OH OH
28 29 30

Figure 31 Gluconoamidines protonées de maniére permanente (28 et 29) et moins basique (30)*3Y

Il est possible de rendre un iminosucre plus spécifique des a ou B-glycosidase en modifiant la
position de I'azote endocyclique. Cette isomérie de position explique pourquoi la DNJ est un meilleur
inhibiteur d’a-glycosidases que de B-glycosidases (Figure 32).122% En effet, la charge positive, dans le cas
de la DNJ, est située, par analogie, au niveau de I'oxygeéne endocyclique et est donc idéalement placé
pour une liaison avec un carboxylate situé au niveau de la face supérieure du sucre. L'isofagomine a un
profil d’inhibition opposé, expliqué par la position de la charge positive cette fois-ci située au niveau de
la position pseudo anomérique, qui pourra se lier a un carboxylate situé a sa face inférieure (Figure 32).
Pour I'azafagomine, chaque azote pourra se lier avec un carboxylate sur sa face inférieure ou supérieure.
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a-glucosidase B-glucosidase
DNJ DNJ isofagomine

o glucosidase B-glucosidase
azafagomine azafagomine

Figure 32 Interactions électrostatiques de la DNJ, de I'isofamine et de I'azafagomine avec des a ou B

Cette différence de spécificité est illustrée par des valeurs de Clsp mesurée pour chaque iminosucre sur
I’a-glucosidase de levure de biére et la B-glucosidase d’amandes (Tableau 1).

Tableau 1 Valeurs de Clsoen pM des iminosucres présents en Figure 17120

Enzyme | DNJ Isofagomine Azafagomine
a-glucosidase (levure de biere) 12,6 86 3,9
B-glucosidase (amandes) 47 0,1 0,65

La DNJ va inhiber préférentiellement I'a-glucosidase, I'isofagomine, a I'inverse, sera meilleur inhibiteur
de la B-glycosidase. L'azafagomine est un bon inhibiteur d’a et de B-glycosidases avec une sélectivité
pour cette derniére (Tableau 1).129

Les iminosucres sont de bons inhibiteurs de glycosidases principalement grace a la charge
positive qui peut étre portée par I'atome d’azote. Leur caractere polyol permet leur interaction avec le
site actif de I'enzyme via des liaisons hydrogene avec d’autres résidus d’acides aminés ou des ions
métalliques présents.

Cependant, les iminosucres protonés tels que la DNJ, DMJ, isofagomine ou azafagomine, n’ont
pas la méme géométrie que I'état de transition oxocarbénium. La modification de ces composés pour
se rapprocher au plus prés d’un mime I'état de transition permettrait d’obtenir des inhibiteurs plus
puissants et plus sélectifs.

c) Criteres pour mimer un état de transition

Cing principaux facteurs sont suggérés comme ayant une contribution particulierement
importante pour donner un caractére d’état de transition a un inhibiteur ;13133
e Ladistribution de la charge
e Le caractere trigonal du centre (pseudo)anomérique
¢ Une conformation en demi-chaise (ou similaire)
e Une configuration relative adaptée des groupements hydroxy
e lacapacité de I’hétéroatome anomérique a étre protoné
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i. Distribution de charge et caractere trigonal de la position pseudo-anomérique

En ce qui concerne la distribution des charges, la position de |'azote dans le cycle va influencer
la sélectivité a ou B envers une glycosidase comme nous |'avons vu précédemment (Chap 1) Il) 2) b)).
Un iminosucre chargé positivement aura une meilleure inhibition qu’un substrat neutre. L’inhibiteur
idéal doit étre facilement protonable par les résidus carboxyliques des glycosidases ou le milieu
physiologique.*?”!

Lors de la formation de I'état de transition oxocarbénium, la liaison entre |'oxygéne
endocyclique et C-1 prend un caractere de double liaison. La position anomérique tend alors a s’aplanir
et le carbone a alors un caractére sp?. Une interaction charge-dip6le est alors favorisée entre le résidu
carboxylate et le carbone anomérique selon un axe quasi perpendiculaire au plan formé par
I'iminosucre. Dans le cas de l'inhibiteur glucotétrazole, concu comme mime d’état de transition, on

retrouve cette interaction (Figure 33).12%
OH
HO N Nsn
HO 5N
OH

©
Oi :O

Figure 33 Interaction charge-dipdle avec un glucotetrazole

ii. Conformation de I'iminosucre

Etant données les inhibitions parfois modestes et la mauvaise sélectivité des iminosucres tels
que la DNJ ou la DMJ, la conformation semble étre un critére important pour la conception d'un
inhibiteur puissant et sélectif.

Récemment, les groupes de Cairns, Rovira et Williams ont montré qu’une glycosidase pouvait
hydrolyser des glycosides de conformations différentes via une suite d’états de transition distincts.*3%
Cette suite d’états de transition correspond a l'itinéraire conformationnel du substrat. Un méme
substrat sera hydrolysé selon différents itinéraires conformationnels en fonction de la glycosidase
impliquée.**! Une glycosidase a donc un itinéraire bien défini pour chaque conformation de substrat
se liant au site actif.

Les différentes conformations possibles et la possibilité de passer d’'une forme a I'autre ont été
décrites par Stoddart et Cremer-Pople selon 3 représentations différentes (Figure 34).

Représentation de Stoddart
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Figure 34 Représentations de Stoddart et Cremer-Pople avec sa projection Mercator illustrant les différentes conformations de
pyranose!*3¢!
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La représentation de Stoddart*®” présente le défaut de ne pas rendre compte de la stabilité des
différentes conformations entre elles et de ne pas représenter les conformations « enveloppes ». La
représentation de Cremer-Pople!**® et sa projection Mercator permettent en revanche, aprés calcul du
« paysage énergétique » des différentes conformations, de définir les conformations privilégiées
énergétiquement. Seul I’'hémisphére nord de la sphere, correspondant au sucre en série D, est
représenté (Figure 34) mais I'hémisphére sud existe avec en son centre la conformation *Cs.*

Sinnott a été le premier a énoncer que les glycosidases devaient réaliser I'hydrolyse de la liaison
glycosidique via une des conformations demi-chaise *Hs ou 3Hs4 ou via les enveloppes correspondantes
“E et 3E, ou via des conformations #°B ou B, s.[*?Y) Ces conformations sont celles qui correspondent le
mieux a l'intermédiaire oxocarbénium avec C-5, H-5, O-1 et C-2 quasiment coplanaires.

Cette hypothése est valide pour les a-glycosidases a rétention de configuration dont fait partie I'a
mannosidase de Jack-bean.

L’itinéraire conformationnel suivi par ces glycosidases est le suivant :*Cy -> *Hs -> 1S3-> 4C;. Cet itinéraire
est avéré pour les GH 31 a-glycosidases et les GH 27 a-galactosidases.**® ’isolement de I'intermédiaire
covalent au sein de I'a-mannosidase de I'appareil de golgi (GH 38) en conformation 1Ss, a permis
d’établir I'itinéraire suivant °S; -> By s -> 155,13

Les hypotheses initiales de Sinnott ont été largement validées par de nombreuses
publications .1*%143] |"itinéraire d’un grand nombre de GH reste encore a découvir. Il parait clair, vu la
diversité des GH, qu’un inhibiteur universel ne peut exister. L’analyse préalable de la conformation de
I’état de transition possible d’une glycosidase permettrait la conception d’un inhibiteur affin et sélectif.

iii. Configuration

La configuration relative des groupements hydroxyles est importante pour la sélectivité de
certaines glycosidases. La comparaison des inhibitions des D-gluco- et D-mannotetrazoles sur un panel
d’enzymes commerciales permet d’illustrer cette sélectivité (Tableau 2).1220

Tableau 2 Constantes d’inhibition de D-gluco- et D-mannotétrazole 31 et 32 sur un panel d’enzymes commerciales

Kien uM
Enzyme D-Gluco D-Manno
Y la 31 32
a-glucosidase (levure) 13 1300 100 000
31 B-glucosidase (amandes) 1 200 -
OH B-glucosidase (Agrobacterium faecalis)| 1 1,4 6 000
NN i i i 35 15 14000
HO N"Nap B-galactosidase (rein de bovin) ,
HO =N
a-mannosidase (amandes) 38 13 800 700
32
B-mannosidase (escargot) 1 47 000 160

Le motif en série D-gluco est toujours meilleur inhibiteur envers les glucosidases par rapport au
composé D-manno et inversement. L'inhibition a 1,5uM de la B-galactosidase par le motif D-gluco est
surprenante. Ce résultat peut laisser penser qu’il n’y a pas de sélectivité particuliere de la position C-4
pour cette galactosidase. La famille GH 1 a une faible sélectivité D-gluco/ D-galacto tandis que la GH 3

¥ Nomenclature : si un chiffre est en exposant, cela signifie que le carbone correspondant au chiffre se trouve au-
dessus du plan du cycle, a I'inverse, si un chiffre est en indice, le carbone concerné est alors situé en-dessous du
plan. Les lettres indiquent la famille a laquelle appartient la conformation : C pour chaise, H pour demi-chaise
(half-chair), S pour bateau-croisé (skew-boat), B pour bateau et E pour enveloppe.
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montre une forte sélectivité pour les composés en série D-gluco.**¥ Les B-galactosidases de la GH 2 sont
extrémement sélectives envers les substrats de conformation D-galacto.**!

Synthétiser un inhibiteur dans la conformation spécifique a la cible devrait améliorer le pouvoir
d’inhibition mais ne menera pas nécessairement a une bonne sélectivité.

iv. Protonation syn/ant/

Chaque famille de glycosidase a une protonation syn ou anti définie. Cette protonation
intervient sur I’hétéroatome en position glycosidique. La structure de I'iminosucre peut induire une
sélectivité entre ces deux types de protonation si I'une est impossible ou défavorisée. Par exemple, le
composé gluco 1,2,3-triazole n"a pas d’hétéroatome protonable a I'endroit ou devrait se situer I'oxygeéne
glycosidique (Figure 35). Cette caractéristique le rend mauvais inhibiteur de la B-glucosidase d’amande
avec un Kisupérieur a 8 mM. A linverse, le glucoimidazole, dont le doublet de I'azote est parfaitement
positionné pour une protonation latérale en anti, est un bon inhibiteur avec une inhibition de 0,1 uM.*2%
La connaissance de 'orientation de la protonation d’une glycosidase est importante pour concevoir un
inhibiteur puissant.

Protonation syn Protonation anti
Gluco 1,2,3-triazole Glucoimidazole

Figure 35 Exemple de sélectivité entre protonation syn ou anti induite par la structure de I'iminosucre

3) Les glycosidases impliquées dans la maturation des glycoprotéines

La syntheése d’inhibiteurs toujours plus puissants a un intérét certain en recherche
fondamentale. Ces nouveaux inhibiteurs peuvent permettre d’améliorer la compréhension du
fonctionnement des glycosidases, en obtenant par exemple des cristaux de complexes enzyme/substrat
avec des glycosidases dont I'itinéraire conformationnel n’est pas encore connu.

Les glycosidases jouent un role trés important chez le vivant puisqu’elles sont impliquées dans
de nombreux processus biologiques. Un des buts de la synthése de leurs inhibiteurs est la conception
de nouveaux agents thérapeutiques. Inhiber des glycosidases peut avoir un effet bénéfique sur de
nombreuses maladies : maladies lysosomales, diabéte, cancers, VIH, ou encore mucoviscidose.

Dans un but de sélection, nous présenterons les glycosidases cellulaires, principalement des
glucosidases et mannosidases, ayant des roles dans la maturation des protéines.[**®! Celles-ci se situent
dans le réticulum endoplasmique, dans I'appareil de Golgi ou encore les lysosomes.

a) Coupe d’une cellule eucaryote

Une partie des glucosidases et mannosidases humaines se situent au sein des cellules. Pour mieux
visualiser I'agencement des différents composants de la cellule entre eux, ci-apres la coupe d’une cellule
eucaryote (Figure 36) :
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Figure 36 Coupe d'une cellule eucaryote. © Victoria Denys/CEA.fr

e 1 Lenoyau : Contient le matériel génétique

e 2 lesribosomes :Assurent la synthese des protéines en décodant I’ARN messager issu du noyau

e 3 Réticulum endoplasmique : Organite lié¢ a la membrane nucléaire ou a lieu le début de la
synthese des protéines.

e 4 'appareil de Golgi: Lieu de fin de maturation des protéines et régulation du transport
vésiculaire

e 5 Mitochondries : Permet la respiration cellulaire et |la production d’énergie

e 6 Les lysosomes : Organites responsables du recyclage des substances a détruire

e 7 Membrane plasmique : Délimitation de la cellule contenant le cytoplasme. Le cytoplasme
comprend le cytosol, principalement composé d’eau, et des organites cellulaires présents.

b) Réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est un organite présent uniquement chez les cellules eucaryotes
et lié¢ a la membrane du noyau. C'est dans le RE qu’a lieu la biosynthése des protéines et le contréle
gualité des protéines avant leur transfert, via des vésicules, vers |'appareil de Golgi.

Le ribosome traduit I’ARN messager issu du noyau en chaine d’acides aminés formant ainsi les protéines.
Celles-ci sont ensuite fonctionnalisées par un oligosaccharide GlusMansGIcNAc; (Figure 37) par liaison
du motif N-acétylglucosamine terminal sur un résidu asparagine.

Figure 37 Oligosaccharide greffé sur les protéines naissantes dans le RE

Le résidu N-glycane subit ensuite différentes coupures spécifiques par les glucosidases | et Il du RE. Ces
hydrolyses permettent a la glycoprotéine d’étre reconnue par deux lectines chaperonnes, la calnexine
et la calréticuline, qui vont aider a son repliement pour atteindre sa forme tridimensionnelle finale. Des
coupures spécifiques par la mannosidase | du RE ont ensuite lieu mais leur réle a longtemps été
controversé. Dans la revue de Ellgaard et Helenius en 2003,1Y toute coupure par une mannosidase
meéne a la dégradation de la protéine par le systéeme de dégradation associé au RE (ERAD). Des études
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plus récentes en 2005” et 2007148 indiquent que, pour étre reconnue par le ERAD, la glycoprotéine
doit subir plusieurs coupures de résidus mannose. Un article récent spécifie que la coupure du résidu
mannose terminal de la branche centrale B (Figure 37), est un signal de sécrétion vers |'appareil de
Golgi, tandis que la coupure d’un résidu mannose sur la branche A ou C est un signal vers la dégradation
de la protéine.t*>1%% | 3 |ocalisation de la mannosidase | du RE est controversée car supposée se situant
au niveau de I'appareil de Golgi*** ou encore dans les vésicules de contréle-qualité.>?

Le fonctionnement détaillé du controle-qualité du RE (ERQC) et du systeme de dégradation associé au
RE (ERAD) seront développés dans la partie suivante dans le cadre de la mucoviscidose (Chap1) Ill) 5)
d)).

L'a-glucosidase | du RE appartient a la famille GH 63 et au clan GH-G.'*3 [’a glucosidase Il du RE
appartient a la famille GH 31™>* tandis que I'a-mannosidase | du RE appartient a la famille GH 47.

c) Appareil de Golgi

Lieu de synthése des glycoprotéines et des sphingolipides chez les eucaryotes, I'appareil de Golgi
régule le transport vésiculaire.

L’endo a-mannosidase de I'appareil de Golgi est la seule enzyme impliquée dans la maturation des
protéines qui effectue une coupure interne a l'oligosaccharide initialement greffé a la protéine
naissante (Figure 37). Elle est capable de couper la liaison entre deux résidus mannoses menant a la
formation directe de la glycoprotéine MangGIcNAc; a partir d’une glycoprotéine Glui.sMansGIcNACs.
Cette mannosidase appartient a la famille GH 99.1*%

Les a-mannosidases IA et IB de I'appareil de Golgi ont pour réle d’hydrolyser les résidus mannoses
nécessaires a la maturation des protéines provenant du RE. L'a-mannosidase IA coupe
préférentiellement le résidu mannose central de la glycoprotéine MangGIcNAc; sur la branche B. Les
résidus mannoses terminaux de la branche A, portant initialement les résidus glucoses, et de la branche
C sont clivés par I'a-mannosidase IB, menant a un mélange. Les a-mannosidases | de I'appareil de Golgi
appartiennent a la famille GH 47.

L'a-mannosidase |l de I'appareil de golgi appartient a la famille GH 38. Elle intervient aprés le
greffage d’'un motif GIcNAc par la GIcNAc transférase | sur la glycoprotéine MansGlcNAc,. La coupure
s’effectue alors sur une glycoprotéine de type GlcNAcMansGlcNAc,.>% Comme décrit précédemment
(Chap 1) 1) 5) d)), cibler cette derniere permet de bloquer la croissance de cellules cancéreuses et leur
métastase. Des résultats prometteurs ont déja été obtenus avec la swainsoninel*® ou encore les
composés nonavalents a motif DAB-1.15Y

d) Lysosome

Les lysosomes sont de petits organites cellulaires responsables de la digestion intra-cellulaire. Ils
permettent de nettoyer le cytosol des déchets inutiles a la cellule et pouvant causer des effets néfastes
en cas d’accumulation.

L’a-D-glucosidase du lysosome appartient a la famille GH 31.1°% Elle a pour réle de dégrader le
glycogeéne, un polymére composé de glucose, en résidus glucoses assimilables par le corps. La mutation
du gene codant pour cette protéine provoque un manque d’a-D-glucosidase lysosomale qui se
caractérise par une accumulation de glycogene dans les lysosomes. Ce dysfonctionnement est a 'origine
de la maladie de Pompe.'® Des études sont réalisées pour synthétiser des chaperons
pharmacologiques restaurant I'activité de la glycosidase et de bons effets ont été observés grace a des
dérivés de la DNJ.17

L’a-mannosidase du lysosome appartient a la famille GH 38.*8 Elle hydrolyse les résidus mannoses
lors du catabolisme des glycoprotéines. Un manque de cette enzyme cause l'accumulation
d’oligosaccharides possédant un large nombre de résidus mannose causant la formation de vacuoles et
aboutissant a une a-mannosidose, une maladie génétique pouvant s’avérer léthale.

La B-mannosidase lysosomale appartient a la famille GH 2.0 Elle a pour réle de cliver la liaison
glycosidique B entre un résidu mannose et un résidu N-acétylglucosamine, présent dans toutes les N-
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glycoprotéines. La déficience de cette glycosidase cause la B-mannosidose, une maladie peu répandue
dont les symptémes ne sont pas encore parfaitement établis.!*>*

D’autres glucosidases et mannosidases sont bien sGr présentes dans le corps humain. On peut par
exemple citer les glucosidases intestinales, appartenant a la famille GH 31,1*>* qui ont été ciblées pour
la mise en place d’un traitement contre le diabéte et qui a permis la mise sur le marché du médicament
Diastabol® (Miglitol) (Figure 38).

[ oH

HO N
HOY “"OH

OH
Miglitol
Diastabol®

Figure 38 Structure du miglitol

Des mannosidases sont également présentes dans le cytosol™> ou encore dans le cristallin de I'ceil.[*¢%!

Pour des raisons de codts et d’éthique, les inhibiteurs synthétisés sont testés sur des enzymes
commerciales avant d’étre testés sur des cellules humaines. Le paralléle entre enzyme commerciale et
enzyme humaine peut se faire en fonction des familles GH. Des enzymes appartenant a la méme famille,
selon le classement CAZy, partagent des séquences d’acides aminés similaires pouvant mener a un
comportement comparable face a un substrat donné. Cette hypothese est une base de travail méme si
I'expérience montre parfois des différences de sélectivité au sein d’'une méme famille (GM et LM de la
famille GH 38 pour les traitements anti-cancéreux)."

La conception de nouveaux inhibiteurs puissants peut se baser sur les critéres énoncés
précédemment (Chapl Il) 2) c)) pour espérer atteindre un pouvoir d’inhibition et une sélectivité élevée.
Des tests réalisés sur des enzymes commerciales appartenant a la méme famille de GH que I'enzyme
d’intérét ciblée permettent de juger I'efficacité de molécules avant des tests additionnels sur des
cellules animales ou humaines.

4) Inhibiteurs puissants de mannosidases

Avec pour objectif notre étude modele, la recherche d’inhibiteurs puissants de mannosidases s’est
concentrée sur 'inhibition de I'a-mannosidase de Jack-bean, appartenant a la famille GH 38. Nous avons
réalisé une sélection des meilleurs inhibiteurs décrits dans la littérature a notre connaissance. Par soucis
de comparaison, seuls les Ki seront mentionnés. Les inhibitions des dérivés DMJ et DNJ seront indiqués
au titre de référence.

Notre point de départ a été le travail colossal réalisé par Ekhart, Fechter, Hadwiger, Mlaker, Stitz,
Tauss et Wrodnigg, publié en 1999, regroupant 400 inhibiteurs de glycosidases décrits dans la littérature
ainsi que les résultats d’inhibition sur toutes les enzymes commerciales testées. Ces tables cléturent
I'ouvrage « Iminosugars as Glycosidase Inhibitors ».*%Y Le but de ma thése étant de synthétiser des
composés multivalents, la sélection d’un inhibiteur puissant se fera également grace a l'identification
d’un point d’attache aisé pour la fixation d’un espaceur. Ci-aprés sont référencés, par taille et structure
de cycle, les iminosucres ayant une inhibition inférieure a 10 UM envers I’'a-mannosidase de Jack-bean.
Tous les Ki référencés dans les tableaux suivants (Tableau 4 a Tableau 9) sont indiqués en uM.
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a) DNJ, DMJ et pipéridines

Les valeurs des constantes d’inhibition de la DNJ, DMJ et de deux analogues sont décrites ci-
dessous (Tableau 3) :

Tableau 3 DNJ, DMJ et analogues (Ki en uM)

ommse UL, OTL,, il ool

Enzyme | DMJ 52 DNJ

a-mannosidase
(Jack-Bean)

Les constantes d’inhibition de la DMJ et de la DNJ sont respectivement au minimum 60 a 100 fois
supérieures par rapport aux iminosucres référencés dans les différents tableaux, ci-apres.

600 20 1.2 1000

b) Dérivés de pyrrolidines

Plusieurs iminosucres de type pyrrolidines avec une inhibition inférieure a 10 uM ont été décrits
dans la littérature.[*6%1621 Sj'on compare les pyrrolidines 34 et 35, il semble que la présence de I'alcool
primaire en position 6 n’ait pas d’influence sur le pouvoir d’inhibition du composé puisque I'équivalent
désoxy 35 a une inhibition Iégerement meilleure (Tableau 4). Il est donc envisageable de fonctionnaliser
cet alcool dans le but d’y insérer un espaceur possédant un groupement azoture terminal disponible
pour une CuAAC. Les composés 36, 38 et 39, possédant une insaturation endocyclique et donnant un
caractére sp? a la position pseudo-anomérique, n’ont pas une différence d’inhibition notable avec le
composé 37, et ne sont pas meilleurs inhibiteurs que 34 et 35 (Tableau 4).1*¥ Le caractére sp?de Ia
position anomérique n"améliore pas le pouvoir d’inhibition envers I'a-mannosidase de Jack-bean dans
le cas d’iminosucres a motif pyrrolidine.

Tableau 4 Kid'iminosucres de type pyrrolidine en pM

(HCh2 H
N N N
VR
HoN" ]/\gjOH HD’ZK HO” % o“Q

OH OH
Enzyme | 37 38 39
a-mannosidase
(Jack-bean) 40 £ 10 0,76 0,5 17 £1 7 2 5

Des recherches approfondies ont été réalisées sur ces dérivés de pyrrolidines utilisés comme
agents anti-cancéreux. lls montrent, pour certains, des constantes d’inhibitions de quelques centaines
de nanomolaires envers 'a-mannosidase de Jack-bean (Tableau 5).116471%¢! Le dérivé méthylé 42 est 20
fois meilleur en tant gu’inhibiteur que son analogue hydrogéné 41 (Tableau 5). L'alkylation de I'azote
du lactame semble donc bénéfique sur le pouvoir d’inhibition. Si 'on compare maintenant 40 et 41,
passer d’une fonction amide a une fonction amine améliore le pouvoir d’inhibition d’un facteur 30
(Tableau 5). On peut alors supposer que la N-alkylation du composé 40 pourrait mener a une baisse de
la constante d’inhibition. Le point d’ancrage du bras espaceur pour la synthése de composés
multivalents pourrait donc étre I'azote endocyclique. Le composé 40 est le meilleur candidat retenu
pour la famille des pyrrolidines.
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Tableau 5 Dérivés de pyrrolidines anti-cancéreux (Ki en uM)

Ph H Ph H Ph \
2008 HO A HO\/LNALN/\;O HO\/LN«LN)ZO
Bioorg. Meci Chem Ht} H o Ho
HO 54 HO %4

HO OH
Enzyme | 40 4 42
o-mannosidase
0,135 0,206
(Jack-bean) ! 4 '
Ph Ph Ph Ph
H H H H H
2005, RN NN SeSeN . HO A N O/LN N
J. Med. Chem H | H H | OH H | \OH Ho
> > = > >z F e
HO OH HO OH HO OH HO OH HO OH
Enzyme | 43 44 45 46 47
o-mannosidase
(Jack-bean) 74 23 1.2 1,35 !

N g

2003, O ,’jm ~ Nt)

Helv. Chim. Act. H O\“' B \ S H Sl

® o HO' o
Enzyme | 48 49
a-mannosidase
(Jack-bean) 23 33

c) Les bicycles

En ce qui concerne la swainsonine et ses dérivés (Tableau 6), leur synthése longue de plus de dix
étapes!1®”1%8 est un réel frein vers la synthése de composés multivalents. Leur fonctionnalisation semble
en revanche possible, grace a la présence de groupements hydroxyles disponibles et n’ayant pas une
influence bénéfique sur le pouvoir d’inhibition (composés 50 et 51 comparés a la swainsonine).

Tableau 6 Swainsonine et dérivés (Ki en uM)

HO,, ,
N HO.,_~\ N
Bicycles : H OH
HO i HO™ o

OH™ OH o' on  oH o
Enzyme | 50 51 Swainsonine
a-mannosidase
(Jack-Bean) 08 05 0155

d) Les glyconoamidines

Pour le cas des glyconoamidines (Tableau 7), les composés 58 et 59 possédent, respectivement, un
groupement amidrazone et amidoxime, pouvant étre fonctionnalisés. La comparaison avec le dérivé N-
benzylé 57 montre que la présence d’hydrogéne en position a de I’hétéroatome glycosidique semble
améliorer le pouvoir d’inhibition en série D-manno. Il serait donc préférable d’effectuer la synthése de
composés multivalents a partir de I'iminosucre 58 qui, méme aprés fonctionnalisation, conserverait un
hydrogéne disponible pour des liaisons faibles avec le site actif.

Les glyconoamidines sont d’excellents inhibiteurs de I'a-mannosidase de Jack-bean avec une inhibition
de seulement 6 nM pour la mannoamidine 67 (Tableau 7).11%% C’est la meilleure inhibition envers une
a-mannosidase référencée a ce jour pour un inhibiteur non multivalent. Il est a noter une amélioration
du pouvoir d’inhibition par un facteur 10 entre la série D-gluco (61, 62 et 63) et la série D-manno (67,
68 et 69). Les composés type amidine bicycliques, 65a et 65b, sont les seuls a présenter une sélectivité
entre a et B mannosidases.
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Tableau 7 Les glyconoamidines, d’excellents inhibiteurs de I'a-mannosidase de Jack-bean (Ki en uM)

Cyclesa6 HoO S "2 Ho “N Ho “N Ho " Ho “"  HO 3
Type amidine
yp HO' ‘OH  HO' ‘OH  HO' ‘OH  HO' OH  HO' OH  HO' OH
OH OH OH OH OH OH
Enzyme 54 55 56 57 58 59
a-mannosidase 91 31 12 0,55 0,17 £0.02 0,15
(Jack-bean)
HO N HO 28R v Ae HO %, HO 4
Série D-gluco
HO' "OH 3 HO' "OH HO' "OH HO' "OH
OH 3 OH OH OH
Enzyme | 60 61n=2 62n=3 63n=4 64a 65a
a-mannosidase
Uack boan) 2,3 0,06 0,09 0,12 17 8,8
~N\ 2 =
Série D-mannoHO - : HO - \H/n HO - \Hg HO
HO™ OH HO™ OH HO™ OH HO™ OH
OH OH OH OH
Enzyme | 66 67n=2 68n=3 69n=4
a-mannosidase 0,11 0.006 0,019 0,012 0,08 6,0

(Jack-bean)

La mannoamidine 67 est obtenue en 4 étapes a partir du tétra-O-benzyl-D-glucono-6-lactame (70) apres
débenzylation des glyconoamidines A et B par hydrogénation catalytique (Schéma 7). Ce 6-lactame,
dont la synthese est bien maitrisée au laboratoire, est classiguement obtenu en 3 étapes a partir du
tétra-O-benzyl-D-glucopyranose commercial a une échelle de la dizaine de grammes avec un rendement

global de 56 %.83%170

O ~OH 1) Ac,0, DMSO N
BnO 1, NH,OH_BnO Bn ) © Bno” Ny P
BnO" “OBn ThF,rt  BnO" ) NaBHscN BnO" > “OBn
OBn OBn (e} HCOOH,
91 % MeCN OBn
62 % 70
BnO
Réactif de Sel de S BnO
Lawesson BnO Meerwem /\L‘j/ R- NHz
Toluéne, DCM, DCM,
A, 8h 0°C,1,5h 0/25°C, 12hBO
71 72 ,
84 % 95 % 83-97% BnO"

Schéma 7 Synthése de glyconoamidines a partir du D-glucono-6-lactame 38/16%

ZT

La possibilité de faire varier le groupement R au moment de I'ajout de I'amine sur le thioéther
intermédiaire 72 permet d’envisager I'introduction de divers espaceurs pour parvenir a la réalisation de

composés multivalents.

De plus, grace a la réaction d’épimérisation ayant lieu lors de I'ajout de I'amine, la synthése est
stéréodivergente. Il est donc possible de réaliser des composés multivalents en série D-gluco et D-

manno.

L'isofagomidine a également une constante d’inhibition inférieure au micromolaire (Figure 39)*"* mais
a un pouvoir inhibiteur entre 50 a 100 fois moins important que les mannoamidines.
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OH
®

‘NH

HO™ NH,
OH
Isofagomidine
Ki=0,75 uM
Figure 39 Inhibition de I'isofagomidine envers I'a-mannosidase de Jack-bean

e) Les glycoimidazoles

Une autre famille possédant des constantes d’inhibition remarquables est décrite dans la
littérature, la famille des glycoimidazoles. L'intérét général pour la synthese de ces iminosucres a
structure bicyclique originale a été déclenché par lisolement en 1992, apres fermentation de
Streptomyces,'?>! d’un iminosucre naturel représentant la famille des glycoimidazoles : la nagstatine
(Figure 40). Cette molécule posséde une excellente inhibition envers la N-acetyl-B-D-glucosaminidase
avec un Ki de 17 nM, 1721731

Figure 40 Structure de la nagstatine

En s’appuyant sur sa structure, les chimistes, et plus particulierement le groupe de Vasella, se sont
intéressés a la préparation d’iminosucres similaires en série D-manno pour cibler les mannosidases et
D-gluco pour les glucosidases. Les glucoimidazoles font parties des meilleurs inhibiteurs de pB-
glycosidases identifiées a ce jour,!*’# avec des constantes d’inhibition allant jusqu’a 0,11 nM.7!

En série D-manno, les tests d’inhibition sur I'a-mannosidase de Jack-bean montrent des inhibitions sub-
micromolaires (Tableau 8). Le remplacement du groupement hydroxyle en position C-2 par une amine
diminue le pouvoir d’inhibition d’un facteur 2 (composé 74).117% || est difficile de conclure quant a I'effet
sur I'inhibition de la présence d’un ester ou d’un acide en position terminale de la chaine greffée au
cycle de I'imidazole, puisque qu’a partir de 2 carbones de distance entre le noyau aromatique et la
fonction ester ou acide, les constantes d’inhibition sont équivalentes.?””! De plus, les composés 78 et
79 atteignent une valeur de constante d’inhibition égale a celle du mannoimidazole « nu » (73).178

Tableau 8 Mannoimidazole référence et mannoimidazoles avec fonction acide ou ester (Ki en uM)

CO.H COR
—\ —\ = ~

NN NN NN 3 HO NN
OH |  HO OH

CO,R

OH 3 OH
Enzyme | 73 74 75 | 76R=Me 77R=H § 78 R = Me 79R = H
a-mannosidase 06 1,22 1,33 P09 185 | 060 0,78
(Jack-Bean) ' :

Tout comme les glyconoamidines, les glycoimidazoles sont obtenus en 4 étapes a partir du D-glucono-
b-lactame 70 apres débenzylation par hydrogénation catalytique des gluco- et mannoimidazoles Cet D
(Schéma 8). La synthese est stéréodivergente et permet d’envisager la synthese de composés
multivalents en série D-gluco et D-manno.
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H o Réactif de H S H N/—<O H o~ BnO" "anC
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oen OBn OBn Bno NN
70 99 % 71 82 % 80 75 % .
BnO' OBn
OBn
D

Schéma 8 Synthése des glycoimidazoles!*”?]

L’utilisation de mannoimidazole pour la synthese de composés multivalents est envisageable grace a la
fonctionnalisation possible du cycle imidazole. L'influence de différents groupements a été testée en
2003 par Vasella et Terinek sur les mannoimidazoles (Tableau 9).18%

La présence d’'un groupement aromatique semble améliorer le pouvoir d’inhibition de I'iminosucre
(comparaison de 81 avec 84, 85 et 86), mais la rigidité imposée par une triple liaison est défavorable
(composé 83). Les meilleures inhibitions sont observées avec les composés 90 et 91 possédants
respectivement un groupement nitro en position para ou un phényl lié a une amine secondaire (Tableau
9).

Tableau 9 Inhibition envers I'a-mannosidase de Jack-bean de mannoimidazoles (Ki en uM)

~
N
HO Ny
HO™ OH
OH
Enzyme | 81 R = CHOH 82R=1 83 R =C =CPh 84 R = CH,OPh 85 R = (CH,),Ph 86 R = CH=CHPh
o-mannosidase
(Jack-bean) 3,78 3,5 2,41 0,273 0,23 0,15
Enzyme | 87 R =CHNy4 88 R = CH,0CgH4(3-NOy) 89 R = CH,0CgH4(2-NO,) 90 R = CH,0CgH4(4-NO») 91 R = CH,NHPh
a-mannosidase 078 0125 0,094 0,041 0,068
(Jack-bean) ! !

En complément de ces exemples, une revue récente fait le bilan des différents inhibiteurs de
glycosidases n’appartenant pas a la famille des iminosucres.*® A titre de comparaison, la meilleure
constante d’inhibition mesurée a ce jour pour un iminosucre est de 0,64 pM envers une a-
fucosidase. '8

Notre choix d’un inhibiteur puissant envers les mannosidases, pour la synthese de composés
multivalents, s’est tourné vers les familles des mannoamidines et des mannoimidazoles. La premiere est
notre priorité puisqu’elle montre la meilleure inhibition a ce jour envers I'a-mannosidase de Jack-bean.
Les deux voies de synthese de ces composés sont trés proches et partagent le méme intermédiaire
commun avancé, le thioamide 71, accessible en une étape a partir du D-glucono-6-lactame 70, obtenu
a I'échelle du gramme au laboratoire.® De plus, ces deux synthéses sont stéréodivergentes et
permettent la préparation d’iminosucres en série D-gluco et D-manno, ouvrant la possibilité a des tests
d’inhibition de nos composés sur diverses cibles.

Afin d’introduire un bras espaceur, les glyconoamidines pourront étre fonctionnalisées lors de
la réaction de formation de la fonction amidine par ajout d’'une amine, préalablement modifiée. Les
glycoimidazoles pourront étre fonctionnalisés par couplage, faisant intervenir la réactivité du noyau
aromatique imidazole. Ces deux structures ont également I'avantage de présenter de nombreux critéres
de mimes d’état de transition, en témoignent les nombreuses études réalisées sur des motifs
glycoimidazole, dans le but de comprendre le mécanisme d’inhibition de certaines enzymes. 1191331341741
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Nous avons ainsi défini un inhitope présentant un Kide I'ordre du nanomolaire pour la synthese

d’une nouvelle famille de composés multivalents. Leur réle sera de répondre aux questions de
recherche déja énoncées : gu’adviendrait-il de I'inhibition relative par iminosucre si les composés
multivalents étaient porteurs de ligands trés affins de la cible visée ? L'effet multivalent serait-il
conservé, amélioré ou au contraire réduit ?
Pour répondre a ces questions les composés multivalents synthétisés seront testés sur I'inhibition de
I’a-mannosidase de Jack-bean. lls seront également testés sur un cas d’intérét thérapeutique : le défaut
de repliement d’une protéine causant la mucoviscidose. La découverte, I'explication des symptémes et
des traitements existants et a venir pour cette maladie font 'objet de la partie suivante. La mutation la
plus répandue, sa cause fondamentale, ainsi que les cibles pouvant étre visées par des inhibiteurs seront
détaillés. Les premiers résultats obtenus sur cette maladie, déja brievement mentionnés auparavant
(Chap 1) 1) 5) b)), seront développés.
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[I)  La mucoviscidose

1) Découverte et élucidation de l'origine de la maladie

a) Historique

La mucoviscidose, ou cystic fibrosis (CF) en anglais, a été reconnue comme maladie génétique
mortelle depuis les années 1930 grace au travail de pionniers tels que Fanconi (1936),%3 Andersen
(1938)1*84 et BlackFan et May (1938).!%% C’est une maladie autosomique récessive, deux alléles mutants
doivent étre portés par les chromosomes (non sexuels) d’une méme paire pour que la maladie
s’exprime. Deux parents porteurs sains, ne possédant qu’un alléle mutant, peuvent donner naissance a
un enfant malade. Dans le cas de la CF, c’est un segment du chromosome 7 contenant le gene CFTR
codant pour la protéine du méme nom qui est touché par une mutation.!*® |’identification de ce géne
CFTR mutant comme cause de la maladie a été réalisée en 1989 par le Dr. Tsui.l*s”!

b) Laprotéine CFTR

La protéine CFTR est un polypeptide de 1480 acides aminés et dont la masse molaire est d’environ
180 kDa lorsque celle-ci est entiérement glycosylée.'®® |a protéine CFTR est une protéine
transmembranaire multi-domaines contenant deux domaines pouvant lier des nucléotides (NBDs
Nucleotide Binding Domain 1 et 2), deux régions transmembranaires (TMB1 et 2) et un domaine de
régulation hautement chargé (R) (Figure 41).

Figure 41 Dessin représentant la structure de la protéine CFTRI8?

Elle appartient a la famille des « ATP binding cassette » (ABC) et est donc ATP dépendante. L’adénosine
triphosphate (ATP) est le nucléotide représentant la source d’énergie nécessaire aux réactions
biochimiques se déroulant chez les étres vivants. Cette énergie est libérée par hydrolyse de I'ATP
menant a de I'adénosine diphosphate et un résidu phosphate. L'ouverture du canal a lieu, uniqguement
apres phosphorylation du domaine R par la protéine kinase A, lorsqu’un premier ATP se lie au NBD1.
Cette ATP est ensuite hydrolysée lorsque qu’un second ATP se lie au NBD2, I'état le plus actif du canal
est atteint. La seconde molécule d’ATP est ensuite hydrolysée menant a la fermeture du canal.l*8

La protéine CFTR est une protéine possédant de multiples fonctions dans la circulation des
électrolytes et le transport transépithélial. Elle a un réle de canal ionique et permet le transport actif
d’ions chlorures au travers de la membrane apicale des cellules épithéliales.™®® Elle régule également
I"'absorption d’ions sodiums en contrélant I'activité du canal sodique épithélial (ENaC).!**!
Sa structure tridimensionnelle a été établie par cryo-microscopie électronique (Figure 41). Les
structures 3D de la protéine naturelle ouverte ou fermée ainsi que son analogue mutante devrait
apporter des éléments importants dans l'identification de cibles potentielles pour le design de
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composés actifs.'®? Les structures aux rayons-X des protéines mutantes et naturelles montrent de
nombreuses similitudes. %3

¢) Origine de la maladie

Les formes les plus graves de la mucoviscidose sont liées a la quasi absence ou I'absence totale de
protéine CFTR a la membrane plasmique. Si le gene CFTR est muté, la protéine CFTR a un mauvais
repliement lors de sa biosynthése et sera reconnue comme déficiente par le systéme contrdle-qualité
du réticulum endoplasmique (ERQC). Ce systeme s’assure que seules les protéines bien repliées
continuent leur biosynthese vers |'appareil de Golgi pour atteindre ensuite leur destination finale. La
protéine mutante, méme fonctionnelle, sera alors détruite prématurément.**4

L'absence de protéine CFTR active a la surface des cellules épithéliales induit une augmentation de
la concentration en ions chlorure dans le milieu intracellulaire. Cette différence de concentrations entre
le milieu extra et le milieu intracellulaire va provoquer un phénomeéne d’osmose asséchant ainsi la paroi
externe de la membrane plasmique. Cet assechement provoque une augmentation de la viscosité du
mucus, son épaississement et I'impossibilité pour les stéréocils de disperser les substances sécrétées
par la cellule et d’effectuer la clairance des sécrétions.

2) Symptémes et complications

En 2017, 'espérance de vie des patients était d’environ 38 ans, en 2000 elle était de 31 ans*®* et
seulement de 10 ans en 1962.

La mucoviscidose atteint les poumons, I'intestin, le foie, le pancréas et quelques glandes exocrines.
Une sueur a fort taux de chlorure, une insuffisance touchant les glandes exocrines du pancréas, des
inflammations et infections chroniques des voies respiratoires supérieures sont des caractéristiques
communes de cette maladie.l**® Cette sueur au go(t trés salé a été 'un des premiers indicateurs de
cette maladie et ce dés le XVII*™ siecle.[**”) La mesure de la concentration en électrolytes contenus dans
la sueur, appelé test de la sueur, permet de diagnostiquer la maladie et est utilisée encore aujourd’hui
comme I'un des tests les plus fiables de dépistage avec 'analyse génétique.®®

Lorsque la protéine CFTR est absente ou son activité sévérement réduite, les sécrétions pulmonaires,
gastro-intestinales et du systeme reproducteur sont déshydratées et donc visqueuses. Prés de 98 % des
patients masculins sont infertiles.™®* Les femmes ont une fertilité normale, mais certaines ne peuvent
supporter une grossesse sans atteintes graves a leur santé.

Des troubles de la respiration, dus au mucus formé dans les bronches, sont systématiquement
observés. L'expectoration de ce mucus grace au tapis muco-cillaire est observée quotidiennement chez
prés de la moitié des patients adultes.™®® L’hémoptysie, rejet de sang lors de toux, est trés commune
chez les patients et s"accompagnent souvent de douleurs thoraciques. Cette insuffisance respiratoire
peut rendre le patient totalement inapte a l'effort, le forcant ainsi a étre dépendant d’une source
d’oxygéne externe.’®! La cause principale des décés vient d’infections bactériennes pouvant se

développer dans le mucus présent dans les poumons. 1941

L’hippocratisme digital, doigts gonflés et ongles courbés vers la face palmaire, est également un
phénotype commun. Prés de 50 % des patients atteints de la CF souffrent de cirrhose et 25 % des
patients 4gés de plus de 30 ans souffrent également de diabéte.

Le systéme digestif est également touché. Les complications gastro-intestinales peuvent aller de la
pancréatite a l'ulcere gastro-duodénal en passant par I'intussusception, I'entrée d’une portion d’intestin
dans un autre.™® Une insuffisance pancréatique qui induit une malabsorption des nutriments est trés
souvent observée. Cette malabsorption concerne les protéines, le calcium ou encore la vitamine D
menant a un fort risque d’ostéoporose et a des carences séveres, s'Taccompagnant de perte de poids.
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Au niveau des glandes sudoripares, la protéine CFTR a un réle différent. Elle permet I'absorption des
ions CI, Na* et de I'eau limitant la sudation. Son absence a la surface des cellules épithéliales est
responsable du taux élevé de chlorure dans la sueur, lui conférant un go(t trés salé, et provoque des
risques de déshydratation chez les patients.[**”!

Un déséquilibre des électrolytes dans le sang provogue une déshydratation, une augmentation du
rythme cardiaque, de la fatigue, une grande faiblesse et une faible pression sanguine.

3) Répartition géographique

La mucoviscidose est plus répandue dans la population caucasienne a I’échelle mondiale, par rapport
aux autres populations. En effet, une étude effectuée en 1997 sur la population américaine a montré
une incidence de la mucoviscidose approximativement de 1 naissance sur 3 200 pour les enfants
caucasiens contre 1 naissance sur 90 000 pour les enfants asiatiques.? Les manifestations cliniques
sont identiques entre les différents groupes ethniques.

Si I'on se concentre sur la répartition géographique de la mucoviscidose en Europe, on peut tres
nettement observer la présence d’un foyer dont la prévalence est élevée, en Irlande et en Grande-
Bretagne, avec une prévalence de 2,98 et 1,37 / 10 000 naissances respectivement (Tableau 10). A
I'inverse, les plus faibles prévalences sont observées en Finlande et en Lettonie, 0,123 et 0,104
respectivement, avec environ 1 naissance sur 25 000.

Tableau 10 Prévalence de la mucoviscidose relevée en 2004 dans différents pays européens!2°l

Population en 2004

(en milliers) Nombre de patients (CF) Prévalence (/10 000) Incidence estimée
France 60 424 4 533 0,750 1: 4700
Irlande 3970 1182 2,98 1:1353
Allemagne 82 425 6 835 0,829 1:3 330
Finlande 5215 64 0,123 1: 25 000
Belgique 10 348 1065 1,03 1:2 850
Grande-Bretagne 60 271 8 284 1,37 1:2 381
Lettonie 2306 24 0,104
Italie 58 057 5 064 0,872 1: 4238

4) La mutation AF508

a) Les classes de mutation

Approximativement 2 000 mutations ont été identifiées dans le gene CFTR, mais beaucoup sont trés
rares et toutes ne ménent pas a 'observation de manifestations cliniques.?%%
Ces mutations ont été regroupées en classes selon le degré d’atteinte de la mutation sur la quantité, le
transport ou la fonction de la protéine CFTR.1*891 pour chaque classe, un exemple de mutation a été
précisé entre parentheses.
e C(Classe | : Absence compléte de la protéine CFTR due a un défaut de production (ex :
G542X)
e C(lasse Il : Défaut de repliement et de transport de la protéine CFTR ainsi qu’une perte
d’activité partielle ou totale de la protéine mutante (ex : AF508)
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e C(lasse Il : Absence de courant chlorure au travers de la protéine CFTR ou probabilité
d’ouverture tres faible (ex : G551D)

e C(lasse IV : Réduction de la conductance en ions chlorures (ex : R117H)

e C(Classe V: Réduction de la production de la protéine CFTR mais une activité de canal
chlorure similaire a la protéine naturelle (ex : 3849+10kbC<T)

e C(lasse VI: Altére la stabilité de la protéine CFTR a la membrane en accélérant le
recyclage des protéines.

Les classes |, Il et Ill sont les mutations engendrant les symptomes les plus séveres.

b) La mutation AF508

La mutation la plus fréquente dans la population caucasienne est la mutation AF508. Elle appartient
aux classes Il et Il (Chap1. Ill) 4) a)) et correspond a la délétion d’une phénylalanine en position 508 de
la protéine CFTR. Elle a deux conséquences majeures : un repliement et un transport anormal de la
protéine CFTR qui limite son insertion dans la membrane cellulaire et un mauvais fonctionnement du
canal chlorure. 2%

Cette mutation est retrouvée dans plus de 70 % des alléles correspondants a la CF.1'88 Seulement
1% des protéines mutantes atteignent la membrane plasmique sans étre dégradées dans le RE.[?% Les
protéines CFTR atteignant la membrane plasmique ont une stabilité réduite?® et une efficacité en tant
que canal chlorure amoindrie.??! Une fois adressée a la membrane, le temps de demi-vie de la protéine
naturelle est de 24h contre seulement 4h dans le cas de la protéine mutante.?%! ['observation de
protéines CFTR présentes a la membrane plasmique in vivo,'?°” méme avec une activité réduite, laisse
espérer des possibilités d’amélioration de son activité ou encore d’augmenter le nombre de protéines
atteignant la membrane.

c) Maturation des protéines dans le RE

La synthese des glycoprotéines débute dans le réticulum endoplasmique avec le transfert d’un
oligosaccharide (GlusMansGlcNAcy), préalablement formé, sur un résidu Asn de la chaine
polypeptidique constituant la protéine nouvellement bio-synthétisée par le ribosome (Schéma 9 - Etape
1).[2%8] Cette coiffe glucidique augmente la solubilité des protéines non encore repliées et facilite donc
leur maturation. La premiere étape de développement consiste en la coupure du résidu glucose
terminal par 'a-glucosidase | du RE (Schéma 9 — Etape 2). Le second résidu glucose est ensuite coupé
grace a I'a-glucosidase Il du RE (Schéma 9 — Etape 3). La glucosidase | est liée a la membrane plasmique
tandis que la glucosidase Il est soluble dans le lumen du RE.*>! La glycoprotéine avec un résidu glucose
terminal peut alors entrer dans le cycle Calnexine/Calréticuline, deux lectines chaperonnes favorisant le
repliement de la glycoprotéine. La calnexine est transmembranaire tandis que son homologue, la
calréticuline, est soluble dans le lumen du RE. Pendant ce cycle le dernier résidu glucose est hydrolysé
par 'a-glucosidase 11.12%°! Ce clivage est responsable de la dissociation entre la glycoprotéine et la
calnexine/calréticuline (Schéma 9 - Etape 4).
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Schéma 9 Biosynthése et maturation des glycoprotéines dans le RE. Etapes de 'ERQC et de 'ERAD

La protéine correctement repliée subit une derniére coupure d’un résidu mannose sur sa branche
centrale, nommée branche B, par I'a-mannosidase | du RE (Schéma 9 — Etape 5).1%°! La protéine mature
est alors transportée vers 'appareil de Golgi par le compartiment intermédiaire entre I'ER et Golgi,
I"'ERGIC 53, ou elle subira des coupures supplémentaires (Schéma 9 — Etape 6).

d) Devenir des protéines mutantes

La protéine CFTR, méme chez un individu sain, est encline a des erreurs de repliement. En effet, son
efficacité de repliement est seulement de 20 %.1°721% Dans le cas d’un patient atteint de la mutation
AF508, la protéine CFTR mutante ne pourra pas se replier correctement, a cause de la délétion de la
phénylalanine dans sa chaine d’acides aminés. La protéine sera alors dirigée vers le systéme ERAD,
constitué des étapes 7 et 9 du Schéma 9, en vue de sa destruction.

La distinction entre protéine native et protéine mal repliée se fait grace a des molécules possédant
des capteurs sélectifs. Parmi ces molécules figurent les molécules chaperonnes et des enzymes. Les
chaperonnes permettent d’aider au repliement de la protéine en augmentant son temps de rétention
dans le RE. Ce temps de rétention accru permet d’augmenter les chances de repliement de la protéine
ou de I'envoyer a la dégradation aprés marquage. Les ubiquitines ligases ont pour réle de marquer les
protéines mal repliées par une ubiquitine, une petite protéine donnant le signal vers la dégradation. Au
contraire, un résidu glucose, ajouté au résidu N-glycane, donne un signal de rétention. Plus une protéine
passe du temps sous forme non-repliée, moins celle-ci a de chances de quitter le RE sous forme
native.[4!

C'est I'UDP-glucose (I'uridine diphosphate glucose glucosyltransférase), une glycoprotéine
glucosyltransferase (GT), qui est responsable de la re-glucosylation du substrat, si celui-ci est mal replié,
pour gu’il puisse a nouveau se lier a la calnexine ou a la calréticuline (Schéma 9 - 8). Cette re-
glucosylation n’a lieu que sur des protéines mal repliées et sur la branche A de la partie glycane.!?!Y Les
cycles de glucosylation et dé-glucosylation continuent jusqu’a ce que la protéine ait atteint sa forme
native ou gu’elle ait été marquée pour la dégradation augmentant ainsi le temps de résidence des
protéines mal repliées dans le RE.
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L’a-(1,2)-mannosidase | du RE peut effectuer la coupure d’un résidu mannose sur la branche A,
B ou C de I'oligosaccharide dépourvu de résidu glucose a la sortie du cycle calnéxine/calréticuline.
La coupure du résidu mannose terminal de la branche A empéche toute reglucosylation par la GT et met
donc fin au cycle avec les molécules chaperonnes. La protéine mal repliée va alors étre reconnue par
I'ERAD. La coupure du motif mannose terminal de la branche C favorise la liaison avec la lectine
osteosarcoma-amplified 9 (0S9) impliquée dans le processus de dégradation. Au contraire, la coupure
du résidu mannose situé sur la branche centrale favorise la liaison avec la lectine cargo ERGIC 53. Cette
coupure spécifique est donc un signal de sécrétion vers |'appareil de Golgi(Figure 42).114%

Branche C i \(x(1,6)

o(1,2) l = liaison hydrolysable

o(1,6)
Branche B i {(1,3} __'___ = mannose

a(1,2) 1 /
(1,3 = N-acétyl glucosamine
Branche A —_ - (13) ] e

o(1,2) a(1,2)

Figure 42 Sites de coupure hydrolytique possibles sur la partie N-glycane dépourvue de glucose a la sortie du cycle calnéxine

Les EDEMs 1, 2 et 3 sont des lectines dont le réle était initialement attribué a la reconnaissance
de glycoprotéines, partiellement démannosylées aprées le cycle calnéxine, et a la coupure de résidus
mannoses. Cependant, aucune des EDEMs ne montre une activité semblable a une mannosidase in
vitro.2*22131 E|les aideraient, en réalité, les coupures effectuées par la mannosidase | du RE.12421] |3
liaison aux EDEMs est un point de non-retour pour les protéines mal repliées.

La sortie du RE vers I'appareil de Golgi doit se faire sous forme native. Les protéines mal repliées,

au lieu d’étre bloquées dans le RE, vont étre reconnues par le systeme ERAD (Schéma 9 - 9). Celles-ci
subissent alors une rétro-translocation et sont dégradées dans le cytosol par les protéasomes.
Les protéines mal repliées sont retenues dans le RE grace a des interactions possibles avec des résidus
hydrophobes, type cystéine, exprimées a leur surface. Elles peuvent également s’agréger entre elles.
L'agrégation dans le RE est le plus souvent irréversible et méne directement a I'apparition de
symptémes. 4

La compréhension des mécanismes mis en jeu lors de la maturation des protéines permet

d’envisager des traitements ciblant les glycosidases responsables de la destruction prématurée de la
protéine CFTR dans le cas de la mucoviscidose.

5) Traitements existants

De nombreux traitements pour la mucoviscidose ont été mis en place depuis la découverte de la
maladie. Ces traitements sont exclusivement des traitements symptomatiques mais ne traitent pas la
cause fondamentale de la maladie. On considére qu’au moins 25 % de fonction résiduelle de la protéine
CFTR est nécessaire pour réduire les symptémes cliniques.**”) ’espérance de vie des patients atteints
de la mucoviscidose étant de plus en plus grande, les traitements symptomatiques leur permettent
d’améliorer leurs conditions de vie et leur intégration sociale.

a) Quelques traitements symptomatiques

i. Infections pulmonaires

La prévention et la régulation des infections pulmonaires peut se faire grace a un traitement
antibiotique. Ces antibiotiques visent les bactéries qui se développent dans les poumons et qui sont la
cause principale des déces chez les patients atteints de CF. Ce traitement est délivré principalement par
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voie aérosol ou par nébulisation. Beaucoup d’antibiotiques différents existent comme la tobramycine,
la colomycine, le gentamycine, I'amikacine ou encore la levofloxacine.l?!? || est également possible
d’améliorer la fonction respiratoire en fluidifiant I'expectoration par un traitement a base de protéine
naturelle, la dornase alfa, commercialisé sous le nom de Pulmozyme.

ii. Thérapie par remplacement d’enzyme

De 80 a 90 % des patients atteints de CF ont besoin d’une thérapie de remplacement des enzymes
pancréatiques pour empécher les problemes de malnutrition. En effet, le pancréas n’est pas capable de
synthétiser les enzymes nécessaires a la digestion. Cette malnutrition induit une perte de poids et un
mangue en vitamines et autres nutriments causant un état de faiblesse générale rendant les patients
plus vulnérables.?!”) Cette thérapie, nommée PERT (pancreatic enzyme replacement therapy),??*® est
utilisée en cas d’insuffisance pancréatique depuis les années 1930. Les enzymes administrées, lipase,
amylase et protéase, proviennent principalement de porcs. L'environnement acide de I’'estomac peut
désactiver les enzymes, c’est pourquoi une administration par gélules gastro-résistantes a été
développée. La métabolisation d’une partie des lipides, glucides et protéines est alors possible.?*”!

b) Traitements curatifs

La thérapie génique, pour corriger les mutations du gene CFTR, a été envisagée. Une thérapie de ce
type serait idéale puisque ciblant la cause fondamentale de la maladie. Mais, en 20 années de recherche,
seule une étude a atteint la phase clinique Ilb et permet la stabilisation du volume expiratoire forcé par
seconde (FEV1) sur une durée de 1 an.[?%*

La seule méthode existante menant a une guérison durant plusieurs années est la transplantation.
Des transplantations pulmonaire, cardiaque ou hépatique peuvent étre réalisées. Elles sont soumises a
de nombreux critéres de sélection™® et trés peu de patients peuvent en bénéficier. Cette méthode est
efficace mais est risquée pour le patient et est une solution a moyen terme.

La nécessité de trouver d’autres traitements accessibles au plus grand nombre de patients et moins
risqués est donc importante.

6) Traitements a I'aide de correcteurs et/ou potentiateurs

Les correcteurs sont de petites molécules ayant la capacité de corriger le défaut de repliement de la
protéine CFTR et donc de restaurer son adressage a la membrane. Les correcteurs se liant directement
a la protéine CFTR en la stabilisant sont définis comme des chaperons pharmacologiques. Ceux qui
affectent la correction par d’autres mécanismes sont des modulateurs de protéostase.?'” La
protéostase provient de la fusion des mots protéine et homéostase et regroupe toutes les entités
impliqguées dans le systéme de génération et de maintenance des protéines correctement repliées. Les
régulateurs de protéostase ont le désavantage d’étre moins sélectifs que les chaperons
pharmacologiques car ils vont affecter la biosynthese de toutes les protéines sans distinction.

Les potentiateurs améliorent I'activité des protéines CFTR ayant atteint la membrane plasmique par
liaison avec celles-ci en modifiant leur fréquence d’ouverture.??%

Dans la revue de Rafeeq, ce n’est pas moins de 15 correcteurs en phase-clinique qui ont été
référencés.??!! Ces correcteurs visent diverses mutations par un mécanisme d’action encore incertain.
Dans la revue de Leal, les thérapies envisageables pour chaque classe de mutation sont listées et
détaillées.?2%

a) Quelques chaperons pharmacologiques pour la mutation AF508

Plusieurs chaperons pharmacologiques ont été identifiés pour la mutation AF508, comme VRT-
325,[223.2241 \yRT-532,1225 henzo[c]quinolizinum (MPB)®2%! et Corr-4al??® (Figure 43). Les deux composés
VRT modulent I'activité de canaux CFTR reconstitués et purifiés.??”228 Le MPB permet d’améliorer
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I'activité du canal.??®’ Le Corr-4a bloque les interactions spécifiques entre les segments

transmembranaires de la protéine CFTR.??%
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Figure 43 Chaperons pharmacologiques pour la mutation AF508

b) Lumacaftor et lvacaftor

Le Lumacaftor et I'lvacafor sont des molécules développées par le groupe Vertex Pharmaceuticals,
VX-809 et VX-770 respectivement, pour le traitement de la mucoviscidose (Figure 44). Ces molécules
ont d’abord été utilisées séparément puis des tests cliniques ont été initiés sur I'utilisation du couple
Ivacaftor/Lumacaftor en vue d’étudier leur synergie. En effet, dans le cas de la mutation AF508 par
exemple, le traitement idéal nécessite un correcteur, pour éviter la dégradation de la protéine lors de
sa biosynthese, ainsi qu’un potentiateur pour améliorer |'efficacité de la protéine une fois adressée a la

membrane.
H
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Ivacaftor (VX 770) Lumacaftor (VX 809)
Figure 44 Structures de I'lvacaftor et du Lumacaftor
i. Lumacaftor

Le Lumacaftor est utilisé en tant que correcteur de la protéine CFTR. Il améliore la conformation

globale de la protéine et sa stabilité thermique.
Les résultats de la phase clinique lla, sur la mutation AF508, montrent qu’a haute concentration,

600 mg par jour pendant 56 jours, le lumacaftor permet une amélioration modeste du transport des
ions chlorure mesuré pour les glandes sudoripares grace au test de la sueur. Cependant, aucune
amélioration significative de la FEV; et aucune baisse du nombre de complications respiratoires ne sont
observés 1239
Le Lumacaftor, malgré son efficacité modeste, sert néanmoins de référence dans les expériences ou
d’autres correcteurs sont testés. %4

ii. Ivacafor (Kalydeco®)

L’lvacaftor, dont le nom commercial est le Kalydeco®, est un potentiateur de la protéine CFTR. Son
autorisation de mise sur le marché a eu lieu en France en 2012. Il est utilisé chez les patients atteints de
la mutation G551D, |a troisime mutation la plus répandue.!?3Y Cette mutation affecte la protéine CFTR
en diminuant sa probabilité d’ouverture. Elle appartient a la classe Il

Le traitement a I'lvacaftor a permis d’atteindre une activité de la protéine CFTR mutée équivalente
a environ 30 a 40 % de I'efficacité de la protéine CFTR normale.?*? Une réduction significative de la
concentration enions chlorures de la sueur a été mesurée, entre -48 a -53 mmol de Cl par litre. De plus,
une amélioration de 10 % du volume expiratoire maximum par seconde a pu étre mesurée ainsi qu’une
amélioration de I'état nutritionnel des patients. Ces effets positifs s’accompagnent également d’une
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diminution des exacerbations de la maladie, du nombre d’hospitalisations, de I’atteinte par des colonies
bactériennes et la fréquence de lésions structurelles pulmonaires.!**”

Son utilisation est maintenant étendue a 9 autres mutations appartenant a la classe Il
Ce traitement n’est pas efficace sur les patients atteints de la mutation AF508,!%34 méme si I'lvacaftor
améliore la probabilité d’ouverture de la protéine CFTR,!?>*! car trop peu de protéines atteignent la
membrane cellulaire.

| [233]

iii. Lumacaftor/lvacaftor (Orkambi®)

La thérapie par combinaison de ces deux molécules, une correctrice et une potentiatrice, nommée
Orkambi, est utilisée uniquement sur les patients homozygotes atteints de la mutation AF508.%¢! Son
autorisation de mise sur le marché a été obtenue en 2015.%7)

Un essai en phase clinique Il, réalisé sur 1108 patients, a montré une amélioration globale de |'état
de santé de patients homozygotes atteints de la mutation AF508. Les complications pulmonaires sont
30 a 39 % moins fréquentes avec le traitement. Le nombre d’hospitalisations et ['utilisation
d’antibiotiques par intra-veineuse sont réduits. La FEV; est améliorée d’environ 5 %.2%¢!

Les premiers résultats des effets de I’'Orkambi® en essais cliniques!?3”?38 sont mitigés avec des effets
négatifs sur le systéme respiratoire.”>® Douze patients ayant des troubles respiratoires ont subi un
traitement avec I'Orkambi®. Des problémes accrus de respiration ont été observés chez 10 patients
apres 24 h et seulement au bout de 4 h pour la moitié d’entre eux. Au bout d’un mois, 3 patients ont d
arréter le traitement pour cause de difficultés respiratoires dont un ne retrouvant pas son volume
d’expectoration forcé initial au bout d’'un mois.?*®

Des conclusions similaires ont été tirées par I’équipe de Hubert montrant que 30 % d’un panel de 53
patients ont d( arréter le traitement et 51 % ont subi des troubles respiratoires importants.

Le diabete induit par la mucoviscidose est une complication supplémentaire fréquente chez les
patients. Le mangue d’insuline induit par la maladie peut étre due a une conséquence physique de la
destruction des fibres du pancréas ou a une affectation de la sécrétion d’insuline. L'effet de I’'Orkambi
sur la métabolisation du glucose et la sécrétion d’insuline a été étudié par le groupe de Thomassen.?4"!

Des tests de tolérance oraux et intraveineux au glucose ainsi que le test de la sueur ont été réalisés
pour évaluer I'effet du traitement sur un panel de 5 patients. Ces tests ont été réalisés entre 6 a 8
semaines aprés le début du traitement avec I’'Orkambi. Une prise de poids est observée chez tous les
patients. En revanche, aucune conclusion ne peut étre déduite en ce qui concerne la tolérance au
glucose et la sécrétion d’insuline. En effet, I'influence du traitement semble étre spécifique au patient
car des effets positifs, négatifs ou inefficaces ont été observés. Le panel trop restreint et I'absence de
suivi antérieur de longue durée étudiant les variations naturelles de tolérance au glucose et sécrétion
d’insuline peuvent expliquer I'absence de conclusion de cet article.?4°!

iv.  Triple thérapie

Les correcteurs peuvent étre classés en deux sous-familles : les correcteurs C-1 et les correcteurs C-
2. Les correcteurs C-1 visent au plus tot le repliement de la protéine CFTR au sein du RE tandis que les
correcteurs C-2 ont d’autres mécanismes d’actions complémentaires en agissant par exemple au niveau
de I'appareil de Golgi ou des vésicules de transport.’% Le groupe Vertex Pharmaceuticals a initié
plusieurs triples thérapies associant tezacaftor (VX 661)(Figure 45)(correcteur C-1), ivacaftor (Figure
44)(potentiateur) et VX-440, VX-152, VX-659 ou VX-445 (correcteurs C-2). Les essais cliniques montrent
une amélioration du FEV; de 9,5, 7,3,12*11 13,3 et 13,8 % respectivement chez des patients homozygotes
atteints de AF508. La concentration en ions chlorure de la sueur a également été abaissée. Les « tri-
thérapies » comprenant le VX-659 et le VX-445 sont actuellement en phase clinique IlI.
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Figure 45 Structure du tezacaftor

D’autres combinaisons, double ou triple, font 'objet d’un rapport récent.’*?! Ces tests ont
montré que le Lumacaftor se liait au NBD1 de la protéine CFTR. La combinaison du Lumacaftor et de
RDR1 (Figure 46) augmente |'expression de la protéine CFTR de 140 % par rapport au Lumacaftor seul.
La combinaison de multiples correcteurs testée sur différentes mutations peut permettre de mieux
identifier les cibles de chaque molécule, chague molécule ciblant un endroit différent de la protéine. Un
traitement mutation-dépendant peut alors étre envisagé si les cibles et le réle des molécules peuvent
étre prédits.?4?

RDR1

Figure 46 Structure RDR1

c) Régulateurs de protéostase

L'utilisation d’inhibiteurs du protéasome, comme le bortezomib (Velcade)®, permet de sauver une
petite quantité de protéines CFTR de la dégradation mais conduit a une accumulation de celles-ci dans
le lumen du RE.?*¥ N’atteignant pas la membrane apicale, elles ne peuvent remplir leur fonction.

Le miglustat, déja utilisé en tant que traitement pour la maladie de Gaucher, a fait I'objet d’études
en phase clinique Il pour le traitement de patients atteints de la mutation AF508. Un des essais cliniques
avec controle placebo®** ne montre aucun effet du traitement sur la différence de potentiel de
I'épithélium nasal.?**) Cette conclusion doit étre considérée avec précaution puisque la mesure de
potentiel de I'épithélium nasal n’était pas reproductible et encline a des erreurs de mesure. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour conclure quant a I'efficacité du miglustat. Les effets secondaires
les plus fréquents engendrés par le traitement sont le déclenchement de diarrhées, causées par
I'inhibition des sucrases, maltases et lactases intestinales.?*

d) Autres canaux transmembranaires

D’autres canaux a chlorure existent au sein des membranes épithéliales comme le canal chlorure
activé par le calcium (CaCC). La stimulation des CaCC pourrait permettre de compenser I'absence
d’activité de la protéine CFTR et de réguler la concentration en chlorure entre les milieux intra et extra
cellulaire.

D’autres scientifiques ont également envisagé la synthése de canaux artificiels présentant I'avantage
d’une thérapie mutation-indépendante.!?%!

7) Cibles potentielles

a) Glucosidases du RE

Différents correcteurs de la protéine CFTR ont été testés et permettent a la protéine d’atteindre la
membrane cellulaire.!*1°4 |’équipe du Pr. Becq a montré en 2006 la capacité de la N-butyl DNJ
(Miglustat) et de la castanospermine a prévenir l'interaction de la protéine mutante avec la calnexine
de 75 et 50 % respectivement?*®! en comparaison avec des cellules traitées a 27 °C, une procédure

55



connue pour sauver la protéine CFTR de la dégradation.?*” La restauration de 'activité du canal CFTR,
mesurée par une technique a efflux d’iode 125 (*?°1), est équivalente entre des cellules traitées avec le
miglustat ou a basse température (27 °C). Les tests ont été réalisés in vitro sur des cellules épithéliales
humaines et de souris.

Le miglustat étant connu pour étre un inhibiteur de glycosidases, on peut supposer que son action est
d’empécher la déglucosylation par inhibition de la glucosidase | ou Il du RE, cette derniére intervenant
lors du cycle calnexine. Le fait qu’une diminution de l'interaction entre la protéine mutante et la
calnexine induise une augmentation de l'activité du canal ionique suggére que l'interaction avec la
calnexine n’est pas indispensable a la restauration de I'activité du canal. La protéine, immature ou
repliée via 'implication d’un autre chaperon ou d’une autre voie de repliement, pourrait sortir du RE et
atteindre la membrane plasmique, soit par passage par I'appareil de Golgi, soit par une voie alternative.
Le miglustat a été en phase clinique I, pour une application aux porteurs de la mutation AF508, dans
les laboratoires d’Actelion Pharmaceuticals.

En 2010 a été publié le premier effet multivalent fort sur I'inhibition d’une glycosidase.* En 2006,
I’équipe du Pr Becq publie une valeur de CEsp de 112 uM pour le miglustat sur la correction de la protéine
CFTR. Dans le but d’obtenir de meilleurs correcteurs, le laboratoire a voulu appliquer le concept de
multivalence a la restauration de la protéine CFTR en visant les glycosidases du RE. Des composés
multivalents (mono, tri, tétra et hepta) a motifs DNJ ont été synthétisés dans le but d’étre testés en tant
que correcteurs de la protéine CFTR (Figure 47).12%2
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Figure 47 Iminosucres multivalents a motif DNJ testés sur la correction de la protéine CFTR

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant (Tableau 11). La meilleure
restauration d’activité a été obtenue pour le composé trivalent avec une longueur de chaine de 9
carbones (98) avec une CEsp de 0,5 uM. Augmenter la longueur de chaine a 9 carbones au lieu de 6
meéne a une amélioration de I'activité pour les composés tri et tétravalents d’un facteur 2 tandis qu’une
détérioration de 'activité correctrice est observée pour les composés monovalents et heptavalents.
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Tableau 11 CEso en pM obtenues pour les iminosucres multivalents a motif DNJ

Iminosucre  Valence Longueur espaceur  CEsp

1 1 - 112

92 1 Cs 12
93 1 Ce 20
97 3 Ce 1
99 4 Ce 110
95 7 Cs 71
94 1 Co 458
98 3 Co 05
100 4 Co 49
96 7 Co .

On remarqgue que le composé trivalent DNJ C9 est respectivement 1000 et 225 fois meilleur correcteur
gue le monovalent correspondant ou le Zavesca respectivement (Figure 48).

N=N
HO 1\) HO
N N~ N
HO HO ~
o Ny k
OH OH

Ho

DNJC9 y DNJC9 - N-Bu DNJ (1)
Zavesca®

CEsgg = 458 uM x 1000 CEgo = 0.5 uM X225 CEgo = 112 uM

I

Figure 48 CE50 mesurées sur des composés en série D-gluco sur la correction de la protéine CFTR

L"activité correctrice relative par iminosucre est donc de 330 pour le TriDNJC9 comparé au
monovalent correspondant. Cette valeur est élevée et constitue le premier exemple d’effet multivalent
positif sur le défaut de repliement d’une protéine au sein d’une cellule. Ces résultats prouvent que les
iminosucres multivalents, au moins jusqu’a 7 copies, peuvent traverser la membrane plasmique pour
atteindre le milieu intracellulaire et pénétrer dans le RE.

La concentration en oligosaccharides libres GlciMansGlcNAc; et GlcsMansGIcNAc; a été mesurée
pour déterminer si la correction de la protéine CFTR provenait de I'inhibition des glucosidases du RE. Le
GlciMansGIlcNAc; est un marqueur biochimique de I'inhibition de I'a-glucosidase Il. La présence de
GlcsMansGlcNAc; indique quant a elle 'inhibition de I'a-glucosidase | du RE.?%®) Les résultats (Tableau
12) indiguent que le miglustat inhibe majoritairement la glucosidase Il mais inhibe également la
glucosidase |. Le composé monovalent est moins bon inhibiteur des glucosidases | et Il que le miglustat.
Les composés multivalents inhibent seulement faiblement la glucosidase Il du RE. Ces données
supportent I'idée que I'activité correctrice des composés multivalents n’est pas d(i a un effet multivalent
sur I'inhibition des glucosidases contrairement a I'hypothese de départ de cette étude.
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Tableau 12 Concentration en oligosaccharides libres aprés traitement de cellules HL60 par 50 uM d’iminosucres multivalents C9

Iminosucre GIc1E\FI)I:’]r;4VGn:cg:I]\IAc1 GICS['\S;E/GmIZ']\lAQ
Miglustat 162 77
Mono 52,3 27,4
Tri 27,6 2,8
Tetra 27,0 4,3

Plusieurs tests de potentiation ont été réalisés pour tenter de déterminer la cible visée par les
composés multivalents et de comprendre I'origine de I'effet multivalent observé. Les cellules CF-KM4
traitées avec un mélange de composé monovalent C9 et trivalent C9 montrent une activité correctrice
équivalente aux cellules traitées avec seulement 1 de ces 2 composés. Ce résultat implique que le
composé monovalent et le composé trivalent partagent le méme mécanisme d’inhibition car une
synergie serait attendue en cas de cibles différentes. Des tests de compétition avec d’autres inhibiteurs
connus de 'ERQC ont été réalisés (Tableau 13). La forte potentiation du composé trivalent en mélange
avec la N-Butyl DMJ ou la MG132, connus pour inhiber le protéasome, indigue que celui-ci n’agit pas
sur celui-ci. L'absence de potentiation en co-traitement avec la castanospermine ou la thapsigargin
démontre que ces composés agissent sur le cycle calnexine.

Tableau 13 Tests de potentiation entre monovalent C9, trivalent C9 et d’autres inhibiteurs de I'ERQC

+ : potentiation faible, ++ : potentiation moyenne, +++ :
potentiation forte, n.s : potentiation non significative

MG132 N-BuDMJ Thapsigargin  Castanospermine

Monovalent + + n.s. n.s.
Trivalent ++ +++ n.s. n.s.
NS J
s Y
Protéasome Cycle calnéxine

b) Mannosidase du RE ?

Sachant que des effets secondaires indésirables sont récurrents chez les patients traités avec le
miglustat a cause de linhibition des glucosidases intestinales, on peut aussi imaginer inhiber I'a
mannosidase | du RE dans le but d’empécher la protéine de rentrer dans I'ERAD.

L'inhibition de I'ERAD peut également se faire en réduisant I'activité?*® ou la quantité de
mannosidases et d’'EDEMs dans le RE. La kifunensine et la DMJ>*® sont connues pour étre des inhibiteurs
de 'a-mannosidase | du RE.?°*?2 Plusieurs études montrent que I'inhibition de I’'a-mannosidase | du
RE par un de ces deux iminosucres permet de bloquer la dégradation des glycoprotéines mutantes.?>!
La DMJ est le premier inhibiteur décrit dans la littérature permettant de bloquer la coupure de résidus
mannose sur des glycoprotéines complexes par inhibition des mannosidases IA/IB in vivo.?>"

La possibilité de secourir la protéine CFTR en ciblant les mannosidases | du RE est une hypothése de
travail. Les effets secondaires observés liés a I'inhibition des glucosidases intestinales devraient étre
évités. C’'est pourquoi le second volet de ce sujet est de tester des composés multivalents affins des
mannosidases sur la correction de I'activité de la protéine CFTR en faisant I'hypothése que ceux-ci
pourront cibler les mannosidases | du RE.
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V)  Conclusion de chapitre

L'application du concept de multivalence a l'inhibition de glycosidases par des inhibiteurs
multivalents est récente. En 2009 le premier effet multivalent est décrit (Rp/n = 2,2),"”) suivi un an plus
tard par le premier effet multivalent puissant avec un Rp/n de 180.5% |’ efficacité relative par iminosucre
obtenue grace a des inhibiteurs multivalents ne cessera d’augmenter jusqu’a atteindre une valeur
record de 4800, en 2016.149

Les effets multivalents positifs les plus forts ont été mesurés sur I'inhibition de I'a- mannosidase de
Jack-bean, une enzyme commerciale appartenant a la famille GH 38. 'obtention d’une structure a
haute résolution (& 2,0 A) par cristallographie aux rayons-X de cette enzyme permet d’expliquer, en
partie, la cause de I'effet multivalent :P? un effet chélate est observé menant a la formation d’un
complexe dit « sandwich ».

Différentes stratégies existent pour augmenter I'effet multivalent d’un cluster comme notamment
la modification de la plateforme. En effet, celle-ci régit |la valence, la répartition géométrique des ligands
et le volume de l'inhibiteur multivalent. Quelques articles ont montré I'existence d’un plateau dans
I'inhibition des iminosucres multivalents envers les glycosidases./*%1%! || est donc nécessaire d’utiliser
une autre stratégie que I'augmentation de la valence pour améliorer encore I'effet multivalent.

Jusqu’a présent, les meilleurs effets multivalents ont été observés sur I'a-mannosidase de Jack-bean
grace a des inhibiteurs multivalents a motif DNJ, peu affine pour leur cible (Kicompris entre 190 et 320
uM).B%40 L3 question a laquelle nous voulons répondre dans cette thése est la suivante : « Quelle
conséqguence sur 'effet multivalent aurait le remplacement du motif DNJ par un iminosucre trés affin
des mannosidases ? » Cette stratégie, encore peu explorée dans la littérature, a été choisie par le
laboratoire dans le but de synthétiser des iminosucres multivalents de nouvelle génération.

La recherche bibliographique d’iminosucres affins de mannosidases a mené a deux candidats
prometteurs : les mannoamidines et les mannoimidazoles. Ces deux composés possedent un
intermédiaire de synthése avancé commun et facilement accessible au laboratoire. De plus, leur
synthése est stéréodivergente et permet d’obtenir des iminosucres en série D-gluco et D-manno,
permettant d’envisager de multiples cibles thérapeutiques.

Les composés multivalents basés sur la DNJ ont été appliqués a la mucoviscidose. Ils sont supposés
interagir avec le cycle calnexine, permettant la sauvegarde de la protéine CFTR, protéine déficiente chez
les patients atteints par la maladie. La seconde cible des composés multivalents de nouvelle génération,
basés sur des mannoamidines ou des mannoimidazoles, sera le systeme controle qualité du RE dans le
cadre de la recherche de correcteurs plus puissants.

La conception et la synthése des composés multivalents a motif glyconoamidine ou glycoimidazole
font I'objet du second chapitre de cette thése. Les résultats biologiques obtenus sur I'inhibition de I'a-
mannosidase de Jack-bean et sur la correction de la protéine CFTR seront également présentés et
commentés.

ETUDE MODELE

‘ MUCOVISCIDOSE
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CHAPITRE 2

SYNTHESE DE COMPOSES MULTIVALENTS AFFINS
ENVERS LES MANNOSIDASES







l) Synthese d’iminosucres affins envers les mannosidases

1) Les glyconoamidines

a) Précédents de la littérature

i. L’intérét pour les glyconoamidines

Des 1990, Ganem décrit la synthese et l'activité inhibitrice de deux amidines dérivées du D-
glucose.™® Ces composés (54 et 101) se révelent étre de bons inhibiteurs de B-glucosidase, pour des
composés n'ayant pas de mime de la partie aglycone, avec des valeurs de K respectives de 8 et 83 uM
(Figure 49).

N._NH, \
HO > HO NN
HO r OH HO" “"OH
OH
54 101

Figure 49 Glucoamidines synthétisées par Ganem et a/

En 1992, Ganem s’est intéressé a la synthese de glycoamidines en série D-manno. La D-
mannoamidrazone est le premier inhibiteur puissant de I'a-mannosidase du RE avec un Clsg de 1 uM. |l
montre également une inhibition envers I'a-mannosidase de Jack-bean de 170 nM, envers 'a-
mannosidase de mung bean de 400 nM, envers la B-mannosidase de champignon de 150 nM, envers
I'a-mannosidase | et Il de I'appareil de Golgi de 4 uM et 100 nM respectivement.!?>3!

Ces iminosucres adoptent une conformation *Hs se rapprochant de I'intermédiaire oxocarbénium avec
un aplanissement au niveau du carbone anomérique. lls ont alors été considérés comme des mimes de
I'état de transition.

Les meilleurs inhibiteurs de I'a-mannosidase de Jack-bean, identifiés a ce jour, font partie de la famille
des mannoamidines.

ii. Synthése du squelette glyconoamidine

Diverses voies de synthése ont été explorées avant de pouvoir atteindre les glyconoamidines
désirées. En 1993, Ganem publie la synthese de la glucoamidine 54, de la glucoamidrazone 55, de la
N,N-diméthyl-D-glucoamidine 101 et de la glucoamidoxime 56, ainsi que leurs analogues
correspondants en série D-manno et D-galacto (Figure 49).

La synthése des différents glyconoamidines avait été envisagée via l'intermédiaire carboximidate
102, obtenu avec un rendement de 88 % par action du sel de Meerwein sur le D-glucono-6-lactame
peracétylé 103 (Schéma 10). Ce &-lactame a été obtenu par oxydation de la nojirimycine puis protection.
La réaction du carboximidate 102 en présence d’'ammoniac, en conditions strictement anhydres, ne
mene pas a la glyconoamidine désirée mais au &-lactame déprotégé 104. Cette ammonolyse peut
s’expliquer par une assistance anchimérique du groupement OAc en position C-2 et par passage par un
intermédiaire bicyclique 105.

Pour éviter cette assistance, les groupements acétates ont été remplacés par des groupements
silyles (Schéma 10). Malheureusement, ces groupements ne résistent pas aux conditions utilisées lors
de la réaction avec le sel de Meerwein. Le lactame silylé 106 a alors été converti en thiolactame
déprotégé 107 par réaction avec le réactif de Lawesson puis traitement acide. Le thiolactame a permis
d’obtenir avec succes le squelette glyconoamidine recherché. L'utilisation d’ammoniac dans le MeOH
mene a la glucoamidine 54 avec un rendement de 68 % (Schéma 10). La diméthylamine, I'hydrazine et
I"hydroxylamine permettent d’obtenir respectivement la N,N-diméthyl-D-glucoamidine 101, Ia
glucoamidrazone 55 et la glucoamidoxime 56, avec des rendements de 85, 78 et 75 %.
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Schéma 10 Essais de synthése vers la formation de glyconoamidines!?>4

L’obtention des mannoamidines, suivant le méme chemin synthétique a partir du thiolactame en série
D-manno, est moins aisée a cause d’'un phénomene d’épimérisation observé lors de I'ajout d’ammoniac
ou de diméthylamine (Schéma 11). Seule la gluconoamidine 54 a pu étre isolée avec un rendement de
70 %.

OH OH OH
HO OH Base HO H
HO. 'NH\ ,R — Hl?o 7NH ,R - HO ’Nli ,R
H N® H oN=H H N®
H R OH™ R OH R

Schéma 11 Epimérisation de la position C-2

Cette épimérisation peut s’expliquer par 'acidité du proton en position C-2 et sa déprotonation facilitée
par sa position axiale en a de l'amidinium favorisant I'équilibre tautomérique. L'utilisation de
nucléophiles plus réactifs, tels que I'hydrazine et I’hydroxylamine, permet d’éviter ce phénomene
d’épimérisation.

Toutes les glyconoamidines décrites dans la littérature sont obtenues a partir de substrats basés sur un
squelette de type sucre et plus particulierement a partir de lactames ou de thiolactames. Le passage
par un intermédiaire thiolactame a été trés largement suivi par de nombreux laboratoires.[2>>-2%°!

En 2004, le groupe de Mioskowski publie la synthese de nouvelles glyconoamidines (Schéma
12).2%) Une légére modification est apportée par rapport a la synthése de Ganem en utilisant des
groupements protecteurs OBn pour faciliter la purification et améliorer la stabilité des composés. De
plus, le thiolactame est converti en thioimidate, par réaction avec le sel de Meerwein, pour faciliter
un thioimidate
intermédiaire a également été nécessaire lors de la synthése publiée par Tellier en 1995.13% Un
phénomene d’épimérisation a été observé en série D-gluco et rend alors cette synthese
stéréodivergente. Moduler la quantité d’amine ajoutée lors de I'étape de création de la fonction
amidine permet de favoriser la formation d’un épimere par rapport a I'autre. Travailler avec un exces
d’amine (1,8 équivalents) favorise la formation de la mannoamidine, en revanche travailler avec
uniquement 1 équivalent d’amine favorise la formation de la glucoamidine.
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Schéma 12 Synthése de glyconoamidines d’aprés Mioskowski et a/.[25%

La méme synthese réalisée a partir du D-mannothiolactame fournit les mémes rendements et diminue
I’épimérisation lors de I'ajout de I'amine d’apreés les auteurs.

La plupart des glycosidases possedent deux résidus carboxylates, I'un ayant un réle d’acide et
I'autre ayant un réle de base. Lorsque I'amidine est protonée, celle-ci peut interagir avec seulement un
des deux résidus. Les auteurs ont fait I'hypotheése que I'ajout d’une fonction amine proche du carbone
pseudo-anomérique pourrait permettre une interaction ionigue avec le second résidu carboxylate. |l
était attendu que la liaison, et donc le pouvoir d’inhibition, d’un tel inhibiteur soit grandement amélioré
si cette seconde interaction ionigue se produisait.
L’ajout de diamines monoprotégées sur le thioimidate 72 ou son analogue en série D-manno, a permis,
apres plusieurs étapes de déprotection, d’obtenir une fonction amine reliée a I'azote exocylique par un
court espaceur. Ces mannoamidines montrent les meilleures inhibitions envers I’'a-mannosidase de
Jack-bean, par un iminosucre monovalent, décrites a ce jour dans la littérature (Tableau 14).

Tableau 14 Inhibition en uM des gluco et mannoamidine possédant une fonction amine supplémentaire

H
NH
Ho N NNy N
HO" OH
OH
Enzyme | 67n=2 68n=3 69n=4 61n=2 62n=3 63n=4
a-mannosidase | : ¢ g6 0,019 0,012 0,06 0,09 0,12

(Jack-bean)

Nous nous sommes donc inspirés de ces structures pour concevoir de nouveaux iminosucres
multivalents affins de mannosidases.

b) Synthese réalisée au laboratoire

i. Schéma de rétrosynthese

La synthése envisagée au laboratoire a été inspirée du travail décrit en 2004 par Heck et Mioskowski.?>!
Il a été prévu que la construction des iminosucres multivalents serait réalisée via CuAAC avec des
plateformes polyalcynes, comme dans les travaux précédents.?9-2%3 Pour cela, il était alors nécessaire
de concevoir un ligand, greffé d’un espaceur fonctionnalisé par un groupement azoture (Schéma 13).
Ce groupement azoture peut étre obtenu par transfert de groupement diazo a partir d’'une amine en
utilisant par exemple I'azoture d’imidazole-1-sulfonyle, utilisé comme alternative a I'azoture de triflyle,
particulierement explosif. L'azoture d’imidazole-1-sulfonyle a été décrit pour la premiére fois, en tant
que réactif de transfert de diazo, par Goddard-Borger en 2007.2%% Ce réactif est explosif a I'état sec
mais ses analogues chlorhydrate ou hydrogénosulfate sont stables.?>2%%! Ce transfert de groupement
diazo est la réaction formelle inverse de la réaction de Staudinger.

Les fonctions amines pourraient étre déprotégées par hydrolyse acide de groupements Boc. Le
glyconoamidine acétylé serait obtenu a partir de son analogue polyhydroxylé obtenu apres
hydrogénation catalytique du composé tétrabenzylé. La protection d’une fonction amine par un
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carbamate au cours de I'hydrogénation catalytique est décrite par Vankar et al.?®”! Enfin, la formation
de I'amidine est envisagée selon la procédure décrite par Heck et Mioskowski?> en modifiant
uniguement la longueur du bras espaceur par rapport a la publication, en utilisant une diamine
monoprotégée d’une longueur de 6 carbones.

St
H g/ s
AcO N /N‘M/Na /\q \H,NHZ TFA /\q \M,NHBoc
6 p—1
AcO' OAc CuSO4 K,CO, AcO'
OAc
HaNy_NHBoc N_ _S
Ac,0, Pyridine Hon \H’NHBOCH Pd(OH), Boc,0 BnO/\q WNHBOC VA BnO SO
p— . 5
BnO' ‘OBn
OBn
SeI Réaclif y
Meerwem Lawesson BnO N._O
o" "0 BnO™ ™~ “OBn
OBn

Schéma 13 Rétrosynthése envisagée pour I'obtention des glyconoamidines utilisables dans une réaction de CUAAC

ii. Synthése du thiolactame

Le thiolactame 71 a été obtenu a partir du D-glucono-6-lactame 70 via une réaction de thionation. La
réalisation des conditions décrites par Lil?*®! ou encore Vasellal?®”, en présence de 0,75 équivalent de
réactif de Lawesson dans du toluéne a température ambiante pendant 28 h permet d’atteindre le
thiolactame 71 avec des rendements compris entre 65 et 88 %. Le rendement énoncé par la littérature
de 99 % n’a jamais pu étre obtenu. L’application d’autres conditions décrites plus récemment,?’” en
présence de pyridine et de tamis moléculaire, ont permis d’atteindre le thiolactame 71 avec un
rendement proche d’un rendement quantitatif (Schéma 14). Une faible fraction de 71 en mélange avec
un sous-produit résultant de I'épimérisation du centre C-2 a pu quelques fois étre isolée.

H H
BnO N o Réactif de Lawesson, Pyridine BnO N S
BnO" "OBn Toluéne, TM 4A BnO" “OBn
OBn 99 % OBn
70 71

Schéma 14 Synthése du thiolactame 71 par réaction de thionation

iii. Synthése des glyconoamidines

Le thiolactame obtenu 71 a ensuite été engagé dans la réaction permettant la formation de la fonction
amidine. Les différents rendements en gluco- et mannoamidines obtenus sont décrits dans le tableau
suivant (Tableau 15). La premiere ligne du tableau, surlignée en beige, correspond aux conditions
optimales décrites dans la littérature (Tableau 15 — Entrée 1).2°°) Un premier essai en suivant ces
conditions, mais avec un temps de réaction plus important, n’a pas permis d’isoler les produits voulus
(Tableau 15 — Entrée 2). Un second essai en respectant scrupuleusement le temps indiqué par I'article
a permis d’obtenir seulement 18 % du mélange des deux épiméres (Tableau 15 — Entrée 3). Leur
séparation n’a pas été possible.

La quantité de sel de Meerwein a ensuite été augmentée pour s’assurer de I'achévement de la premiére
étape et 0,6 équivalent d’amine ont été ajoutés lors de la seconde étape. Le groupe de Striegler?>°
mentionne la dégradation de leurs composés en série D-galacto lorsque la procédure de purification
suivie est la procédure décrite par Mioskowski et al., utilisant une chromatographie sur gel de silice.!?>
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L'utilisation d’oxide d’aluminium basique leur a permis d’éviter cette dégradation. Dans notre cas, la
silice utilisée lors de la purification par chromatographie a alors été neutralisée par ajout
d’ammoniaque. La glucoamidine 108 a été isolée avec un rendement de 17 % et la mannoamidine 109
avec un rendement de 43 % (Tableau 15 — Entrée 4). L’éluant utilisé lors de la colonne était un éluant
ternaire contenant 1 % d’ammoniaque. Celui-ci est biphasique et rend la reproductibilité de la
purification  difficile. Cet éluant a alors été modifié pour un mélange ternaire
Acétonitrile/Méthanol/Ammoniaque. Malgré une séparation satisfaisante sur CCM, seule la
glucoamidine 108, éluant la premiere, a pu étre isolée avec un rendement de 21 % (Tableau 15— Entrée
5). Un ajustement du temps de réaction par rapport aux meilleures conditions observées jusqu’alors
(Tableau 15 — Entrée 4) a permis d’obtenir les glyconoamidines avec un rendement global de 52 % avec
un ratio 4 :1 en faveur de la mannoamidine 109 (Tableau 15 — Entrée 6).

A ce stade, la synthese a été poursuivie malgré une nécessité certaine d’optimisation de la purification
des glyconoamidines.

Tableau 15 Tableau des résultats obtenus pour la formation des glyconoamidines

H S 1) Sel de Meerwein

BnO DCM, 0°C,2h  BnO B B WNHB°°
BnO"" “0Bn 2 HaN(y NHBoc
OBn OBn
39 DCM, 0 a 25 °C,Xh 108 109
Entrée| Temps Eq. Sel de Meerwein Eq. amine Purification n108 n 109
1 8h 1 1,8 DCM/MeOH 98:2 22% 66 %
2 21h 11 1,8 DCM/MeOH 97:3 -
3 8h 11 1,8 DCM/MeOH 97:3 18 % mélange
DCM/MeOH 98:2
4 24 h 1,8 24 +1% NH5 aq. 17% 43%
5 | 45h 135 29  MeCNMeOHNHzaq. 550, .
60:1:1
DCM/MeOH 98:2
6 17 h 1,2 1,8 +1% NH; aq. 10% 42%

iv. Essais d’hydrogénation

Le premier essai de débenzylation a été réalisé en suivant les conditions décrites par Vankar et a/?®”)
permettant de protéger I'azote endocyclique et de débenzyler les groupements hydroxyles en un pot
(Schéma 15). Malheureusement, I'analyse par RMN du brut réactionnel n’a montré aucun avancement

de la réaction.
0Bn OH

H N Boc
_ \/\/\/\I' Ha, Boc,0, PA(OH),/C NN~~~
BnoO" 0Bn 0”0 ta,7zh HO™ OH OZ:T\

OBn )[\ OH
109

Schéma 15 Essai de débenzylation par hydrogénation catalytique

La reproduction des conditions d’hydrogénation décrites par Mioskowski et al.?>> par le groupe de

Striegler ne leur a pas permis d’obtenir la galactoamidine débenzylée désirée.**®! Conforté par des
observations RMN, le groupe de Striegler fait I'hypothese de la formation d’'un complexe palladium-
amidine empéchant alors la réaction d’hydrogénation catalytique d’avoir lieu (Schéma 16).

OBnoBn X o OBnosn X 4
H Pd _.-Pd
BnO N Bro\__ N, /
N N
OBn osnH
110 X = solvant ou TFA

Schéma 16 Structure supposée d’un complexe palladium-amidine?>?
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Pour éviter cet empoisonnement du catalyseur par I'amidine, I'amine endocyclique a été protégée par
un groupement Boc avec un rendement de 71 % (Schéma 17) en suivant le protocole de Takeushi et
al.?’Y A nouveau, 'essai de débenzylation a échoué ne montrant aucun signe d’avancement aprés 72h
par analyse RMN (Schéma 17).

Boc
NHB N NHB NHB
W ¢ _ Boc,0,ELN _BnO W ¢ H, Pd(OH)  He PAOHC W oc
DCM ta,18h  Bno™ OBn MeOH ta, 72h
1% OBn
109

111

Schéma 17 Protection de I'amidine et essai de débenzylation

Lors d’un nouvel essai, le catalyseur de Pearlman a été remplacé par du palladium sur charbon, comme
décrit par Mioskowski et al.?>, mais a nouveau aucun produit de débenzylation n’a pu étre isolé.

Le groupe de Striegler, rencontrant le méme probleme, a tenté d’augmenter la quantité de catalyseur
Pd/C de 30 % a 1 ou 2 équivalents ou encore de réaliser la réaction sous une pression de 10 ou 25 atm,
mais aucune de ces conditions n’a fonctionné.!*>”! ’ajout d’"HCl dans le milieu a également été inefficace.
C'est en présence de TFA et de 2 équivalents de Pd/C que le groupe de Striegler a réussi a déprotéger
la galactoamidine 110.

Ces derniéres conditions n’ont pas encore été testées au laboratoire.

c) Défis et problemes

Apres purification puis évaporation des fractions contenant les gluco- et mannoamidines a I’évaporateur
rotatif, un sous-produit correspondant a I’élimination d’un groupement OBn a été identifié par analyse
ESI-MS au cours de la réaction entre la diamine protégée et le thiolactame 71.

H

N N NHB:
BnO/\K/\/[ Yo
Bn0" > “oBn

Figure 50 Produit d’élimination d’un groupement benzyle supposé identifié par spectroscopie de masse

La déprotection des iminosucres multivalents peracétylés est classiquement réalisée au

laboratoire par le biais d’une résine basique échangeuse d’ions (Chap 3. Il) 2) a)). L’observation de la
décomposition totale d’'une glucoamidine peracétylée lors de la réaction de déprotection des acétates
en condition basique par le groupe de Ueda®® laisse envisager la possible fragilité de la fonction
amidine lors de |'étape finale de déprotection prévue pour nos composés multivalents.
Pour vérifier la stabilité des glyconoamidines, le composé 109 a été solubilisé dans du méthanol et mis
a réagir pendant trois jours avec de I'’Amberlite IRA 400 OH", résine utilisée pour la déprotection de
groupements acétates au laboratoire. Aprés analyse par ESI-MS, le produit d’élimination 112 (Figure
50), a été identifié mais aucun rendement n’est associé.

De plus, 'application des meilleures conditions de formation des glyconoamidines donne des résultats
variables avec des rendements moyens voire faibles. Au vu de la difficulté de purification des
glyconoamidines, du probleme de débenzylation par hydrogénation rencontré et de l'instabilité des
produits dans les conditions prévues pour la déprotection finale des composés multivalents, nous avons
décidé de choisir une nouvelle cible synthétique.
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2) Les glycoimidazoles

La seconde famille d’iminosucres ayant été identifiée comme affine envers les mannosidases était la
famille des glycoimidazoles. Le mannoimidazole « nu » 73 a un Kide 0,6 uM et des K;allant jusqu’a 0,04
UM peuvent étre atteints par fonctionnalisation de la position C-8 située sur le cycle imidazole (Tableau
16).

Tableau 16 Rappel des Kides mannoimidazoles envers I'a-mannosidase de Jack-bean en pM

R
N[:\N =\
Y
HO N
. HO N
HO" OH O™ o
OH
OH
Enzyme | 73 90 R = CH,0C4H4(4-NO») 91 R = CH,NHPh
a-mannosidase 0.6 0,041 0,068

(Jack-bean)

Les glycoimidazoles sont des molécules bicycliques possédant un cycle dérivé de sucre et un cycle
imidazole fusionnés. La synthése de ces composés peut se faire soit par formation du cycle dérivé de
sucre a partir d’un substrat possédant le cycle imidazole, soit par formation du cycle imidazole a partir
d’un substrat dérivé de sucre.

a) Meéthodes de synthése du squelette imidazole

i. Formation via une forme ouverte de sucre a partir d’un imidazole fonctionnalisé

La méthode utilisée par Tatsuta pour effectuer la synthése de mannoimidazoles et de glucoimidazoles
débute par une attaque nucléophile de I'imidazole lithié 113 sur le L-xylofuranose benzylé 114 causant
I'ouverture de I'hémiacétal (Schéma 18). Les dérivés du L-gulose 115 et du L-idose 116 sont obtenus
respectivement avec des rendements de 64 et 19 % (Schéma 18).127%

La déprotection du groupement trityle en présence d’acide acétique, libéré lors de la protection de
I'alcool libre restant, permet une réaction de cyclisation intramoléculaire menant au squelette
bicyclique. Le D-mannoimidazole 117 et le D-glucoimidazole 118 sont obtenus respectivement a partir
du dérivé L-gulose 115 et L-idose 116 (Schéma 18).

_ —\ —\
) Ny N=Tr Ny N=-Tr

NS N-T¢
00Bn Uoans HO OH
OH ———— pBno * BnO
BnO OBn 0Bn
OBn
114 HO HO
OBn OBn
~ ~ 64 % 19 %
N N1, NN, 115 116
HO HO OBn
Bno :'nSOZCIOC B : OAc MeONa cat. _ MeONacat o O“/ﬁ
ogn PV mg's-r:O : ogn 90 OC s Bro _N MeOH, ta., 1,5h BnO&—N
HO ' BnS0,0 g ::X/; Sur 95 % 117
OBn OBn P
=\ =\
N N-1r N N-1¢
OH  Bnso,Cl OH  Ac,0 OB MeONa cat 6o OB%
BnO — nO — > BnO ~ ——————————> Bn A
" pyridine, -10 °C, 50°C, 80 BnO-N__"._n MeOH. ta,1.5h BnO-\__N—
OBn 0,5h OBn .o N
HO ’ BnS0,0 d::x{; Sur OAc 95 % OH
OBn OBn p 118

Schéma 18 Synthése des D-manno et D-glucoimidazoles par Tatsuta

67



Tschamber et Streith proposent une voie de synthése vers des composés D-riboimidazole 119 ou encore
D-arabino 120 (Schéma 19). ‘éthyl D-érythronate 121 puis
la réduction de I
lithium, permettant une attaque nucléophile sur I'aldéhyde 122. Le groupement hydroxyle libre formé
est ensuite protégé par un groupement benzyle. Le groupement acétal et le groupement trityle sont
ensuite déprotégés en milieu acide a I'aide d’une résine échangeuse d’ions. Le composé est alors N- et
O-tosylé, de maniere sélective sur I'alcool primaire. L'intermédiaire ditosylé dissous dans un mélange
NaOH/MeOH meéne au produit de cyclisation intramoléculaire (Schéma 19).

Ny N-¢ Ny N~
oH  BnBr,NaH, TBAI OBn
N/:\N\ an Tstzt/On C 8Bn
CO,Et CO,Et H. 0 ST o>< sur deux o><
OH BnBr,K,AgO | og, DIBAL OBn n-BulLi étapes
o Toluéne o 530°C - -
MS 4 A, toluéne, . -5a0°
>< reflux o 78°C o< Ny N1, N No,
121 83 % 97% 122 HO BnBr, NaH, TBAI g
—_—
7 7777777777777777777777777777777777777777777777777777 OBn THF, 40 °C OBn
Ny NH /N O 19% O
1) TsCl, NEt; DMAP, N_N o) sur deux 0]
Dowex 50WX8 OBn 0°C,24h étapes
EtOH/H,0, 60 °C OBn  2)2M NaOH/MeOH, Ho" ™ “OBn \
OH ta, 12h 6Bn
55 % OH 46 % 119
1) TsCl, NEt; DMAP, Nf’/\N
_Dowex 50WX8 0 0°C,24h Q/\[
. 0%.4h |
"EtOH/H,0, 60 °C. OBn  2)2M NaOH/MeOH, o™ > “ogn
OH ta,12h 6Bn
69 % 45 %
’ OH 0 120

Schéma 19 Synthése squelette glycoimidazole par Tschamber et Streith[273]

La méthode utilisée par van Aalten (Schéma 20)?7% posséde des similitudes avec celle de Tschamber et
Streith. Le composé 123 est obtenu apres attaque nucléophile de I'imidazole lithié sur I'aldéhyde
correspondant. La fonctionnalisation du cycle imidazole est réalisée, avant cyclisation, par bis-iodation
a I'aide de NIS. La cyclisation est effectuée par ajout d’anhydride triflique et de pyridine (Schéma 20).

Ny N-Tr 1) TFA, DCM pui Ny NH Ny NH N NH
) puis
BHg Et;SiH, ta., 25 min gzg NIS B20 HCI B20
n n — ——

oBn 2) BzCl, Pyridine DMAP cat., oBn MeCN, ta, 6h BnO 1,4-dioxane, BnO

TBSO ta., 30 min TBSO OBn 'ta, 2h OBn
91 % 90 % TBSO Quant. HO

OBn OBn OBn OBn

123

BnO" OBz
OBn

Tf,0, Pyridine
BnO

DCM, -15°Ca50°C, 13 h
89 %

Schéma 20 Méthode de cyclisation et fonctionnalisation par van Aalten?’4

L’équipe de Tschamber, décrit en 2006, une autre facon de former le cycle imidazole (Schéma 21).27!
La conversion du L-arabinose (124) en diéthyldithioacétate s’effectue par une double attaque
d’éthanethiol sur la position anomérique. Apres benzylation des alcools, le dithioacétal est ensuite
hydrolysé en aldéhyde. La fonctionnalisation du cycle imidazole dépend directement de la dicétone
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utilisée lors de la réaction de condensation menant au cycle aromatique. La cyclisation est ensuite
réalisée selon une méthode similaire a celles énoncées précédemment (Schéma 21).

OH EtS SEt EtS SEt H (0]
| 1) EtSH conc., HCI,
IO}“ 0°C, 15 min OH NaH, TBAI, BnBr OBn NBS, 2,6-lutidine OBn
O . HO I—— 110 — T BnoO
2) TrCl, pyridine, DMAP, DMF &
HO” Y ) 8%y°C, e HO BnO Acétone/H;0, th o o
12(2H 76 % OTr 96 % OTr 71 % OTr
Ri Ry Ri Ry Ri Rp
O O — — }—(7 Rz R1
Ny NH N NH N NMs =
Ri  Rg 4MHCI MsCl, pyridine N_ N
— OBn — ™ oBh— oBn| — =
MeOH/I\:Ha BnO Dé%x?(r:\e BnO 0°C BnO 80 °C, 2h o OB
N ;0'8:: 6‘32 , B0 BnO BnO 7783 % OBn
1=R2= o 74-88 % sur deux
Ry-Ry = HZCJSB % ot OH - OMs | étapes
H.C

Schéma 21 Méthode de synthése de glycoimidazole par Tschamber(27*!

Enfin, la stratégie envisagée par Yadav, publiée en 2010,%7® s’appuie sur la méthode de condensation
entre 'aldéhyde et |a dicétone décrite par Tschamber?’>! (Schéma 21) et consiste en la condensation
de D-glucose ou D-xylose sur une benzoine, en présence d’acétate d’ammonium et d’acide oxalique. La
réaction est réalisée sous irradiations micro-ondes et ne nécessite pas de solvant.

ii. Construction du cycle imidazole a partir d’un dérivé de sucre

’approche de Vasella est différente et débute avec le tétra-O-benzyl-D-glucono-6-lactame, 2%
obtenu en 3 étapes dans notre laboratoire a I’échelle du gramme (Schéma 7 — p. 42). Le lactame subit
une réaction de thionation grace au réactif de Lawesson (Schéma 22). Le thiolactame 71 est obtenu
avec un rendement quasi quantitatif. Une addition nucléophile sur le carbone pseudo-anomérique par
action du diméthylacétal de I'aminoacétaldéhyde meéne au squelette glyconoamidine. La réaction,
réalisée sans solvant, mene a l'obtention d’'un mélange 2:1 D-gluco et D-mannoamidine avec un
rendement de 82 %. Cette réaction d’épimérisation peut étre évitée en ajoutant de I'acétate de mercure
au milieu. La gluconoamidine est alors obtenue avec un rendement de 99 %. La déprotection de I'acétal
en milieu acide permet une cyclisation menant a la formation des glycoimidazoles (Schéma 22). Le ratio
entre les deux épimeres D-gluco et D-manno varie en fonction des conditions réactionnelles. L’ajout
d’eau dans le milieu diminue la quantité de mannoimidazole formé a moins de 10 % (76 % pour le
glucoimidazole 125a). Si la solution est plus concentrée, et sans ajout d’eau, la réaction est plus lente
mais le mélange est enrichi en mannoimidazole.
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Réactif de

Lawesson BnO
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BnO N\)\ ~  TsOH.HO BnO 7
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OBn 76 % OBn
80 125a

Schéma 22 Synthése du squelette glycoimidazole selon Vasellal2%%

En 1999, le groupe de Vasella publie une alternative vers la synthese de glycoimidazoles, toujours a
partir d’un thioamide.?’”! La cyclisation permettant la formation de I'imidazole s’effectue par alkylation
de I'amidine par I'iodure de cyano-méthyle. La fonction nitrile peut étre portée par I'azote endocyclique
et I'amine nucléophile situé a (Schéma 23) ou inversement avec la
fonction nitrile portée par I'azote exocyclique (Schéma 24). L'intermédiaire 127 possédant une amine
libre est instable,?’”! il est donc acétylé dés sa formation.

H HOAc (CN
N._NH,
BnO N S NH3, Hg(OAc), Bno/\q K>CO3, I/\CN BrnO N NH
- s . _— >
THF/MeOH BnO" OBn  Acétone
Bno OB o8n OBn BnO' OBn
4 95 % OBn
NH, NHAc

~ . ~

N_ N Ac,0, pyridine N

— BnO —————— BnO Ny
31 % sur les
BnO' OBn deux étapes BnO' OBn

OBn OBn
127

Schéma 23 Autre méthode décrite par Vasella en 19991277
La formation de I'amidine préalablement fonctionnalisée avec un groupement cyano, par utilisation de

d’aminoacétonitrile, permet d’obtenir les D-gluco et D-mannoimidazoles avec de meilleurs rendements,
apres acétylation (Schéma 24).
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Schéma 24 Seconde méthode décrite par Vasella en 1999277

En 2004,?78 |e groupe de Vasella combine formation du cycle imidazole et présence d’un bras sur celui-
ci en faisant réagir le thioamide avec un aminoacétaldéhyde fonctionnalisé (Schéma 25). La réaction est
réalisée a partir d'un thioamide protégé sélectivement par un groupement acétate en position C-2.

COzMe
MeO,C, MeO,C
N._s LG [’8 f’g
BnO ! . 1) HgCly, O ,THF TN TN
BnO" “OAc  2) TsOH.H,0, toluéne, 60 °C

128
36 % 54 %

Schéma 25 Alternative proposée en 2004 par Vasellal?78279

La synthése du tétra-O-benzyl-D-glucono-6-lactame 70 étant déja optimisée au laboratoire,**% |a
méthode de synthése pour la formation du squelette glycoimidazole utilisée lors de ma these a été
inspirée par celle publiée par Vasella en 1997.12¢%

b) Méthodes de fonctionnalisation du cycle imidazole

Tatsuta a utilisé une réaction de bromation pour fonctionnaliser le cycle imidazole (Schéma 26).
L'introduction régiosélective d’un groupement alkyl en position C-8 du glycoimidazole a été tentée a
I'aide de nombreuses conditions.?®° La position C-7 est généralement connue pour étre plus réactive
que la position C-8.128Y C’est pourquoi, un essai de bromation sélective a partir de 129 méne au produit
bromo C-7 non désiré 130. Grace a un exces de 2,4,4,6-tétrabromo-2,5-cyclohexadienone, le produit
dibromé 131 est obtenu avec un rendement de 92 %. La lithiation régiosélective, s’appuyant sur la
différence de réactivité entre les positions C-7 et C-8, permet apres hydrolyse d’obtenir le produit
bromé en C-8 avec un rendement de 89 %. Le composé allylique 132 est obtenu a partir du dérivé
organocuprate de 133 par action sur le bromure d’allyle avec un rendement de 88 % (Schéma 26).

0
Br: Br
= Br. BT 1)tBuli Br /
- 1) n-BulLi, Cul
B0~ e 2—;(N TG ij(N %HF -78°C -
. SEEESS Bno 7 =5 Bno 1 —— o~
BnO! “OTBS DCM 2) H,0 2) g NF
I3 BnO otes 2" gno otes 2 Br BRO “"OTBS
n o o 88 % n
92 % OBn 89 % OBn
129 ‘ 0Bn
‘ 131 133 13
Brw”\
N
BnO N
- -
BnO “OTBS
OBn
130

Schéma 26 Fonctionnalisation du cycle imidazole par Tatsutal?8!

71



La méthode de Vasella?®? employée pour fonctionnaliser le cycle imidazole est analogue a la méthode
de Tatsuta. Celui-ci utilise le N-iodosuccinimide pour ioder le noyau aromatique (Schéma 27). De la
méme maniere, la réaction d’iodation débute sur le carbone C-7 puis sur le carbone C-8, apres
réaromatisation du cycle. La méthode de fonctionnalisation utilisant le NIS sera la plus souvent utilisée
dans la littérature.?68274275282-284] Cette méthode a été choisie par notre laboratoire pour la
fonctionnalisation du cycle imidazole.

) N~

NN NIS N
BnO __» BnO Ny
BnO “ogn DMF.80°C O8N
OBn 83-92% OBn

Schéma 27 Méthode fonctionnalisation au NIS du cycle imidazole par Vasellal28?

c) Synthése stéréodivergente réalisée au laboratoire

i. Schéma de rétrosynthese

D’aprés les différentes syntheses déja décrites dans la littérature, la cible visée par le laboratoire et les
syntheses déja optimisées au sein de I'équipe, la préparation envisagée pour atteindre un inhibiteur
appartenant a la famille des glycoimidazoles est décrite ci-dessous (Schéma 28).

Le groupement azoture terminal sera installé via Sy2 a I'aide d’un bon groupement partant X. Les
benzyles seront remplacés par des acétates car une poly-débenzylation totale est plus difficilement
réalisable®®? qu’une poly-saponification sur les composés multivalents finaux. Le greffage du bras
espaceur sur le ligand pourra étre réalisé par réaction de couplage de Sonogashira. Le cycle imidazole
sera fonctionnalisé a I'aide de NIS puis action d’un réactif de Grignard, pour avoir la sélectivité en
position C-8. Enfin, le squelette glycoimidazole sera obtenu par réaction de la 2,2-diméthoxyéthylamine
sur un thiolactame perbenzylé (Schéma 28).

N X (X X
(s —( © Déprotection = e [:<
NaN3 Couplage

N N Protection N N_N
AcO N ————> AcO N ————— BnO N ———> BnO Z + /&;X
AcO" OAc AcO™ OAc BnO" OBn BnO" OBn
OAc OAc OBn OBn
X
/ 1) NIS
Nf;\N 2) Réactif de N,f;\N H NR Ho
7 Grignard Z
BnO BnO BnO BnO
n . n . n . n . . HzN/\R
BnO" OBn BnO" OBn BnO" OBn BnO" OBn
OBn OBn OBn OBn

Schéma 28 Schéma de la rétrosynthese choisie pour la préparation de ligands glycoimidazole
ii. Formation D-Gluco et D-Mannoimidazoles

Vasella indique, dans son article de 1997,%%°! que I'ajout d’eau lors de la réaction de cyclisation en
présence de 'acide paratoluenesulfonique, diminue la quantité en mannoimidazole formé. Or, c’est le
composé que nous cherchons a obtenir majoritairement. La réaction de cyclisation a donc été réalisée
avec du toluéne anhydre.

Nous avons commencé par tester les conditions décrites par Vasella (Tableau 17 — Entrée 1). Les
glycoimidazoles sont obtenus avec un rendement de 77 % (75 % litt.) et un ratio de 2 : 1 en faveur de la
formation du glucoimidazole 125a. Si la température est augmentée et le temps de réaction réduit, les
D-gluco et D-mannoimidazoles sont obtenus avec un ratio identique mais avec un rendement plus
intéressant de 93 % (Tableau 17 — Entrée 2). L'augmentation de la concentration augmente légérement
la proportion en composé mannoimidazole 125b formé mais le rendement global est abaissé de 10 %

72



(Tableau 17 — Entrée 3). En réaugmentant a nouveau le temps de réaction pour la cyclisation, le ratio
3 :2enfaveur du glucoimidazole est conservé et les rendements sont améliorés a environ 95 % (Tableau
17 — Entrées 4 et 5). L'application de ces conditions a I'échelle du gramme permet d’obtenir les
glycoimidazoles 125a et 125b avec un rendement global de 81 % (Tableau 17 — Entrée 6). Le
complément « a » au numéro de molécule indique que I'espece est en série D-gluco et le complément
« b » indigque que I'espéce est en série D-manno.

Les rendements obtenus étant excellents, méme a I'échelle du gramme, et le ratio 3 : 2 permettant de
poursuivre en paralléle la synthese des inhibiteurs en série D-gluco et D-manno, les conditions choisies
sont les suivantes : temps 1 au minimum de 20h, temps 2 compris entre 60 et 70 heures, température
de la réaction de cyclisation de 60 °C a une concentration de 0,07 mol/L (Tableau 17).

La présence d’aminoacétaldéhyde résiduel lors de I'étape de cyclisation mene au D-glucono-6-lactame
70 en mélange avec son analogue épimérisé en position C-2. Ce retour au lactame a été observé par
Vasella en 2004 et décrit comme étant di a la décomposition du carboximidate formé lors de la
réaction.”®! Dans leur cas, I'ajout de triéthylamine et de tamis moléculaire a permis d’éviter la
formation du lactame. La 2,2-diméthoxyéthylamine, soluble dans I'eau,?®® a été éliminé du brut
réactionnel par lavages aqueux.

Tableau 17 Tableau d’optimisation pour la formation des D-gluco et D-mannoamidines a partir du thiolactame 39
>  ©
H [0} —\ —\
N._S HaxN ~ H N_ N N
BnO Mo B0~ N N A~ TSOHH0 g AT N 7
no"’

BnO" “OBn ta. B OB Toluéne BnO"" “OBn g8no" OBn
OBn OBn T°2 OBn OBn
39 80 125a 125b
Entrée | Substrat Tps1 Tps2 T°2  C(mollL) n125a  n125b Ratio
n D-gluco/D-manno
1 275mg 25h 25]j 50 °C 0,06 77 % 44 % 23 % 2:1
2 145mg 24h 26h 60°C 0,04 93 % 60 % 33 % 2:1
3 210mg 24h 26h 60°C 0,1 84 % 51 % 33 % 3:2
4 280mg 20h 63h 60°C 0,07 96 % 58 % 38 % 3:2
5 500mg 20h 63h 60°C 0,07 94 % 55 % 39 % 3:2
6 1,29 35]j 70h  60°C 0,07 81 % 48 % 33 % 3:2

iii. Réactivité du cycle imidazole pour 'iodation et I'échange halogéne/métal

Le cycle imidazole peut étre activé par des réactions de substitution électrophile aromatique. L’addition
d’un électrophile sur le cycle imidazole est régiosélective et a lieu préférentiellement sur le carbone C-
7 car I'intermédiaire de Wheland correspondant est plus stable.!?®¥ " utilisation d’une faible quantité de
NIS (< 5 ég.) méne au produit monoiodé en position C-7 majoritairement, en mélange avec le composé
diiodé.18?l Le composé monoiodé en position C-8 n’est jamais observé dans ces conditions. L’ajout d’un
large excés de NIS (10 éq.) est donc nécessaire pour qu’une double substitution électrophile aromatique
puisse avoir lieu sur les carbones C-7 et C-8 (Schéma 29).%

$ Pour éviter la dégradation du NIS, sensible a la lumiére, les réactions ont été réalisées sous une enceinte
opaque.
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NN

NIS
BnO | BnO NN
BnO™ OoBn DMF, 80 °C
OBn BnO" OBn
OBn

D-Gluco 134a 75 %
D-Manno 134b 74 %

Schéma 29 Diiodation du cycle imidazole

Une fois le composé diiodé obtenu, la prochaine étape de réaction consiste en un échange régiosélectif
halogéne métal suivi de I"hydrolyse de I'espéce organomagnésienne formée pour obtenir le composé
monoiodé en position C-8.

Le premier échange |/Mg aura alors lieu sur le carbone C-7, comme décrit dans la littérature.?8" Apreés
le premier échange I/Mg, la densité électronique du cycle aromatique augmente ce qui ralentit le
second échange.?®® Néanmoins, ce second échange a pu étre observé dans la littérature?® et lors de
certains essais réalisés au laboratoire (Tableau 18).

Le protocole suivi initialement (Tableau 18 — Entrée 1) était celui décrit par Vasella en 2003.%%% Le
rendement obtenu en produit monoiodé 135a était de 57 % contre 88 % décrit dans la littérature.?®3
Le produit de double échange halogéne-métal est obtenu avec un rendement de 32 % contre 10 % par
la méthode de Vasella. Pour 'essai suivant, la quantité initiale du réactif de Grignard a été réduite. De
plus, la température d’ajout du réactif a été abaissée a 0°C puisque la réactivité des organomagnésiens
est fortement dépendante de la température de réaction (Tableau 18 — Entrée 2). Le suivi réactionnel a
montré que la conversion du substrat n’était pas totale, I'ajout successif de 6 fractions de 0,1 équivalent
de EtMgBr espacées de 2 heures n’a pas permis d’améliorer la conversion du substrat. La solution
initialement orange translucide est également devenue trouble. Le produit a été obtenu avec un
rendement de 54 % et 25 % de substrat de départ a été isolé. La quantité de réactif de Grignard
initialement ajoutée a alors été augmentée a 1,6 équivalents pour pallier ce manque de réactivité
(Tableau 18 — Entrée 3). Cependant, 41 % de substrat de départ n’ayant pas réagi a été isolé.
L’observation de solides blancs en suspension et la solution devenant trouble au fur et a mesure de
I'ajout de réactif, sans amélioration de la conversion du composé diiodé, laisse supposer une réaction
de décomposition du réactif de Grignard. La présence d’'impuretés dans le réactif utilisé ou une réaction
de B-élimination pourrait expliquer ce probleme de conversion. Le bromure d’éthylmagnésium a alors
été remplacé par le chlorure d’isopropylmagnésium.
Le rendement obtenu, en réutilisant les conditions décrites dans la littérature,!?®® s’en est alors trouvé
nettement amélioré (71 %) (Tableau 18 — Entrée 4). Un temps de réaction trop long mene a une chute
de rendement (Tableau 18 — Entrée 5) tandis qu’un temps de réaction court (30 minutes) mene a un
rendement élevé de 83 % (Tableau 18 — Entrée 6). En passant a I'échelle du gramme, le temps de
réaction est doublé (Tableau 18 — Comparaison entrées 6 et 11). Abaisser la température d’ajout du
réactif de Grignard et la température de réaction permet d’augmenter le rendement en produit
monoiodé 135a jusqu’a 84 % dans les conditions optimisées a partir de 1,2 g de substrat. En effet, les
réactions d’échange halogéne-magnésium peuvent se produire a des températures inférieures a 0 °C,
ce qui limite les réactions secondaires parasites. 2%

L"application des conditions optimales obtenues en série D-gluco a la série D-manno permet
d’obtenir le composé monoiodé 135b avec des rendements élevés compris entre 70 et 79 %.
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Tableau 18 Tableau d’optimisation de I'échange halogéne métal régiosélectif sur le glucodiiodoimidazole

— = =, ~

N N N
Ny Réactif de Gngnard N + BnO NN . BnO N
N CI “OBn  BnO" “OBn
puis NH4

OBn OBn OBn
134a 135a 125a

Entrée | Substrat Réactif Eq. n134a n135a n 125a Tps T®

1 100 mg EtMgBr 1,2 - 57 % 32% 40 min 25°C

2 110 mg EtMgBr 1,15+06 25% 54 % - 15h 0a25°C

3 100 mg EtMgBr 16+05 41% 51 % - 3h -5a0°C

4 102 mg iPrMgCl 1,2 5% 71 % - 1h -10a4a0°C

5 96 mg iPrMgCl 1,2 9% 58 % - 2h -15°C

6 93 mg iPrMgCl 1.1 - 83 % - 30 min -15°C

7 385 mg iPrMgCl 1,1 - 60 % - 2h -15°C

8 383 mg iPrMgCl 11 5% 73% 5% 1h -5°C

9 840 mg iPrMgCl 11 3% 76 % 2% 1h -5°C

10 190 iPrMgCl 1.1 12 % 71% - 1h -10°C

11 1,29 iPrMgCl 11 6 % 84% - 1h -15a-10°C

d) Couplage de Sonogashira

i. Historique et mécanisme

Le couplage de Sonogashira a été décrit en 1975 par Sonogashira, Tohda et Hagihara.?®”! Les auteurs se
sont inspirés des travaux publiés par des pionniers du domaine, Stephens et Castro.1®¥ [Is décrivent, en
1963, la substitution d’iodure aromatique par des acétylures de cuivre dans le but de synthétiser des
diphénylacétylenes et des hétérocycles. Les réactions sont réalisées au reflux de la pyridine sous
atmospheére inerte. Les conditions dures et la difficulté de préparation des acétylures de cuivre limitent
le champ d’application de cette réaction.

La publication de Sonogashira et Hagihara succéde de peu les travaux de Cassar?® et Heck!>*®
décrivant, de maniére indépendante, la méme réaction de substitution, avec des catalyseurs similaires,
permettant d’obtenir des acétylures aromatiques ou vinyliques (Schéma 30). Le couplage de Heck est
réalisé en présence de Pd(OAc),(PPhs); en tant que catalyseur, d’une amine en tant que base, a des
températures d’environ 100 °C. La procédure de Cassar nécessite un catalyseur au nickel(0) ou au
palladium(0), respectivement Ni(PPhs)s ou Pd(PPhs)s, du méthanolate de sodium en tant que base et
des températures élevées. L'ajout d’'une quantité catalytique de cuivre dans le milieu réactionnel
permet d’accélérer la réaction et de la réaliser a des températures plus faibles, voire a température
ambiante.

Pd(0) ou Ni (0) cat. + (Cu* cat.) _
R2 > R1 — R2
Base

R—X + H

= aryle, hétéroaryle, vinyle
R, = aryle, hétéroaryle, alcényle, alkyle, SiR3
X =1, Br, Cl, OTf

Schéma 30 Schéma général des réactions de Cassar, Heck et Sonogashira

Le mécanisme décrit pour le couplage de Sonogashira est le suivant (Schéma 31). L'espéce active lors
de la réaction est le palladium(0). Si du palladium(ll) est utilisé, celui-ci est d’abord réduit en
palladium(0) par une double substitution par des acétylures de cuivre, puis élimination réductrice
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formant le produit d"homocouplage, un diyne, et le palladium(0) (Schéma 31 - 1). L’addition oxydante
du premier partenaire de couplage (Schéma 31 - 2), la transmétallation entre le complexe de palladium
halogéné et l'acétylure de cuivre (Schéma 31 - 3), formé a l'aide d'une base, de type amine, et
d’halogénure de cuivre (Schéma 31 - 4), permet aprés métathese (Schéma 31 - 5) et élimination
réductrice (Schéma 31 - 6) d’obtenir le produit de couplage désiré.

RaNH X
R'—=——Cu
Substrat L R'sN
L,Pd"Cl, R,X R_pclj -X ° R—=——H
R'———H L o . o
R'sN, CuX R—=—Cu (2] © - cO° — i)
R
ya L
L\pd Pd"L, R—Pd'——R’

% (1) L
K \RI\{’
R
R——=—==—R e L % ﬂ
Pd
U R

Produit

Schéma 31 Mécanisme du couplage de Sonogashiral2°12%2]

Des revues treés completes décrivant I'application et les conditions réactionnelles du couplage de
Sonogashira en synthése organique ont été publiées.?%%2%]

il. Optimisation

Dans le cadre de notre synthese, un travail d’optimisation a été réalisé sur le couplage de
Sonogashira entre I'iodo glucoimidazole 135a et le 6-chloro-1-hexyne.

Les conditions initiales suivies sont celles décrites dans les articles de Vasella et de Li, 12682822831 594
de Pd(PPhs)s, 10 % de Cul, 5 équivalents de base, 6 équivalents d’alcyne, dans du DMF (c = 0,05 mol/L)
a 80°C pendant 2 a 3 heures (Tableau 19 — Entrée 1). La conversion du substrat n’étant pas totale, du
palladium et du cuivre ont a nouveau été ajoutés dans le milieu a trois reprises, ainsi que 1,5 équivalents
d’alcyne. La réaction, arrétée au bout de 78 h a permis d’obtenir le composé désiré avec 42 % de
rendement (Tableau 19 — Entrée 1). Le second essai a été réalisé en effectuant deux ajouts du systéme
Cul-Base-Alcyne avec un espacement de 5 h. Le produit 136a a été obtenu avec un bon rendement de
86 % (Tableau 19 — Entrée 2). Les mémes conditions appliquées sur une échelle plus importante ont
mené a une baisse de rendement (64 %) (Tableau 19 — Entrée 3). Malgré 'augmentation de la charge
en palladium, les rendements ne sont pas améliorés (Tableau 19 — Entrée 4 et 5). Les milieux concentrés
favorisant les réactions intermoléculaires, un essai a été réalisé en multipliant par 4 la concentration du
milieu. Le rendement obtenu de 60 % est similaire aux précédents résultats obtenus (Tableau 19 —
Entrée 6). Deux autres essais réalisés a des températures différentes permettent d’établir clairement
gu’une température élevée n’est pas favorable a la formation du produit de couplage désiré (Tableau
19 — Entrées 7 et 8). De plus, une fraction importante de produit réduit 125a a pu étre isolée (Tableau
19 — Entrée 7). Le changement du catalyseur pour le Pd(PPhs),Cl. ne montre pas d’augmentation
significative du rendement (Tableau 19 — Entrée 9). Cest finalement le remplacement de la
triethylamine par la diisopropylamine qui provoque une nette amélioration des rendements obtenus,
compris alors entre 76 et 84 % (Tableau 19 — Entrées 10 a 15). Lapplication de ces conditions a plus
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grande échelle, 0,8 g de substrat, permet d’obtenir le produit 136a voulu avec un rendement de 79 %
(Tableau 19 — Entrée 15).

L'isolement d’une fraction, parfois non négligeable (Tableau 19 — Entrée 6), d’un sous-produit
iodé a été réalisée. L’analyse RMN de cette fraction n’a pas permis d’identifier clairement sa structure.

Tableau 19 Optimisation du couplage de Sonogashira sur le glucoimidazole monoiodé

~ ~\ =7
BnO/\iN(\f N e /\L‘j N A A e L
Bno" ‘OBn Catalyseur, base, Cul, DMF BnO" “'OBn BnO" “/OBn
OBn OBn OBn OBn
135a 136a 125a 137
Entrée | Substrat Cul Catalyseur Base (éq.) Eq. hexyne C (mol/L) Tps T° n136a n137 n 125a
1 40mg 045 Pd(PPhy),;21%  Et3N (5) 45 005 78h 80°C 42% - -
2 27mg 024 Pd(PPhs)s5%  EtsN (10) 6 0,05 32h 40°C 86% - -
3 104mg 02 Pd(PPhs)s5%  EtsN (10) 7 005 24h 40°C 64% - -
4 | 293mg 02 Pd(PPhy),10% EtzN (10) 8 005 24h 60°C 56% 4% -
5 181mg 0,1 Pd(PPh3)s34 % Et3N (6) 5 0,05 17h 80°C 41 % mix -
6 44mg 01 Pd(PPh3)4 5 % Et3N (5) 3,2 0,18 17h 60°C 60% 24% -
7 121mg 0,1 Pd(PPh3)4 5 % Et3N (5) 3,5 0,06 17h 60°C 66 % 3% 23%
8 139mg 01 Pd(PPh3)s5%  EtN (5) 35 006 24h 80°C 41% - -
9 | 106mg 01 Pd(PPh;),Cl, 5% Et;N (6) 4 006 14h 40°C 69% - 28 %
10 69mg 0,1 Pd(PPh3),Cl,5% DIPA(5) 4 0,06 24h 40°C 84 % - -
11 | 262mg 0,1 Pd(PPh,),Cl,5% DIPA (5) 4 006 18h 40°C 78% 5% -
12 | 280mg 0,1 Pd(PPh3),Cl,5% DIPA (5) 4 006 23h 40°C 80% - -
13 175mg 0,1 Pd(PPh3),Cl, 5% DIPA (5) 4 0,06 16h 40°C 76% - -
14 340mg 0,1 Pd(PPh3),Cl, 5% DIPA (5) 5 0,06 16h 40°C 77% - -
15 840mg 0,1 Pd(PPh3),Cl, 5% DIPA (5) 4 0,06 17h 40°C 79% - -

L’ajout de cuivre lors de la réaction de Sonogashira montre quelques inconvénients. En effet, le cuivre
est difficile a éliminer du brut réactionnel et la présence de traces de dioxygéne ou d’agent oxydant
dans le milieu réactionnel conduit a la formation du produit d’"homocouplage entre deux acétylures de
cuivre par couplage de Glaser.?®#?%1 Méme si ce produit d’homocouplage a été observé pour chaque
essai réalisé, trouver des conditions réactionnelles sans cuivre n’a pas été nécessaire.

En effet, la formation de ce sous-produit est particulierement problématique dans le cas ou I'alcyne vrai
utilisé comme partenaire de couplage nécessite de nombreuses étapes de synthése ou est onéreux, ce
gui n'est pas le cas ici. Néanmoins, de nombreuses réactions n’utilisant pas de cuivre et pouvant
s’effectuer en présence de dioxygéne existent.12932%

Les meilleures conditions obtenues en série D-gluco (Tableau 19 — Entrées 10 et 15) appliquées en série
D-manno ont permis d’obtenir le produit désiré 136b avec un rendement de 76 % sur une échelle de
180 mg.
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e) Modifications de I'espaceur en vue de la réalisation de CUAAC

L’étape clé permettant la synthese des inhibiteurs multivalents étant la CUAAC, la fonctionnalisation
de I'espaceur par un azoture terminal est nécessaire. Par une réaction d’hydrogénation, I'alcyne a été
réduit en alcane conjointement au changement de groupement protecteur entre benzyle et acétate,
réalisé dans le but de faciliter la future déprotection des iminosucres multivalents (Schéma 32). Le brut
réactionnel obtenu apres hydrogénation est directement engagé, apres filtration, dans une réaction
d’acétylation.

Cl
4

V4

_ [/édg i //é(t i
\ —
Bnoﬁ PA(OH), Hp 1atm NN A0, Pyridine |, AN N
AcOH, EtOAc/MeOH/H,0, T ronn |
BnO OBn ta, 34 ] HO' OH ta., 15-20 h ACO" OAc
0 0

OBn H Ac
136a D-Gluco 138a D-Gluco 139a D-Gluco 89 %
136b D-Manno 138b D-Manno 139b D-Manno 83 %

Schéma 32 Hydrogénation puis acétylation des glycoimidazoles

Les conditions d’hydrogénation initialement suivies sont celles décrites par Vasella en 2003, pour un
produit similaire, avec un rendement de 80 %.1?®3l Ces conditions permettent la déprotection des
groupements benzyles simultanément a la réduction de 'alcyne en alcane (Schéma 32). La réalisation
de cette réaction d’hydrogénation sur des composés similaires est exclusivement décrite dans la
littérature a une pression minimum de 6 bars. Malgré la réalisation de I"hydrogénation sous pression,
Vasella mentionne, en 2000, la difficulté d’arriver & I'achévement de cette réaction.’?®? Par exemple,
pour un des essais décrits dans l'article, aprés 68 h de réaction a 6 bars, le brut réactionnel isolé
contenait un mélange de produits partiellement débenzylés. L'alcyne était lui partiellement réduit en
alcéne. 'ajout de catalyseur frais n’a pas permis d’améliorer le rendement en produit débenzylé. Les
groupements hydroxyles ont finalement été déprotégés par ajout d’une solution de BCls.[?8%

La réaction au laboratoire a été réalisée a pression atmosphérique. Le catalyseur n’est alors plus utilisé
en guantité catalytique mais en quantité stoechiométrique. Pour chaque essai, le produit totalement
hydrogéné (138a et 138b) a été acétylé directement en présence d’anhydride acétique et de pyridine.
La réaction a été réalisée a température ambiante pour une durée comprise entre 15 et 20 heures de
réaction.

Le premier essai d’hydrogénation apres 4 jours de réaction permet d’obtenir le produit
déprotégé puis acétylé avec un rendement de 68 % sur deux étapes (Tableau 20 — Entrée 1). Un second
essai avec une quantité inférieure de catalyseur, 3,6 équivalents, montre une réaction incomplete
méme apres 6 jours de réaction. Un équivalent de catalyseur a été ajouté puis la réaction a été arrétée
au bout de 4 jours. Le produit a été obtenu avec un rendement de 64 % (Tableau 20 — Entrée 2), toujours
en deca de ce qui était décrit dans la littérature, en considérant que la réaction d’acétylation est quasi
guantitative. Augmenter la quantité de substrat initiale utilisée semble faciliter la réaction avec un
rendement atteignant 87 % sur deux étapes (Tableau 20 — Entrée 3). Un essai réalisé dans les mémes
conditions que précédemment a montré une issue différente. L’'avancement de la réaction s’est stoppé
au bout de 3 jours méme apres ajout de 2 équivalents supplémentaires de catalyseur. Le milieu a donc
été filtré puis une seconde hydrogénation a été réalisée sur le brut réactionnel. Le rendement obtenu
apres trois jours supplémentaires de réaction était faible avec seulement 46 % de produit acétylé
(Tableau 20 — Entrée 4). La reproduction des conditions utilisées en entrée 3 méne a des résultats
contrastés sans explications rationnelles évidentes (Tableau 20 — Entrées 6-9). Les rendements sont
compris entre 42 et 78 % et il a parfois été nécessaire de réengager le brut réactionnel, apres filtration
et concentration, pour que la réaction se poursuive.

Lors des différentes filtrations sur Célite, la présence d’impuretés inorganiques a pu étre observée apres
évaporation du brut réactionnel. Ces impuretés semblent se dissoudre et passer dans le milieu

78



réactionnel lorsque celui-ci contient un acide, comme I'acide acétique ou encore HCl. Le lavage de la
Célite par I'acide utilisé lors de la réaction avant filtration du milieu réactionnel permet d’amoindrir la
guantité d’'impuretés dissoutes mais ne permet pas de les éviter totalement. Le brut réactionnel a alors
été filtré sur une couche de silice pour éviter cette contamination qui a probablement un fort impact
sur le rendement de la réaction d’acétylation et pourrait expliquer les fluctuations dans les rendements
obtenus.

La réalisation des conditions optimales (4,5 équivalents de Pd(OH);) a plus grande échelle et avec
filtration du milieu sur une couche de silice aboutit a de bons rendements, 89 et 83 %, comparables a
ceux annoncés dans la littérature (Tableau 20 — Entrées 10 et 11).

Tableau 20 Conditions de la réaction d’hydrogénation

. - S Rendement
Entrée | Série Masse substrat Eqg. Pd(OH), Temps Filtration sur les deux étapes

1 D-Gluco 28 mg 44 4] Célite 68 %
D-Gluco 52 mg 36+1 6jt+4] Célite 64 %
D-Gluco 150 mg 45 4] Célite 87 %
_ 1)45+2 1)3j+4j . 0
4 D-Gluco 176 mg 2)4 2)3j Célite 46 %
5 D-Gluco 215 mg 4.6 25]j Célite 78 %
1)4,5 1)4]j L0 o
6 D-Gluco 200 mg 2)34 2)12 h Célite 67 %
1)4,5 1)4] " o

D-GI
7 uco 210 mg 2)45 2)15] Célite 1%
D-Manno 1) 4,5 1)25] . .
8 130 mg 2)45 2)3] Célite 42 %
9 D-Gluco 260 mg 4.5 45]j Célite 42 %
10 | D-Gluco 650 mg 45 3] Silice 89 %
11 |D-Manno 710 mg 4,5 3j Silice 83 %

La derniere étape permettant d’atteindre un iminosucre « clickable » est la substitution nucléophile du
chlore terminal par un groupement azoture. Cette Sn2 est facilitée grace a I'ajout d’iodure de
tétrabuylammonium dans le milieu. De plus, la réaction a été réalisée a une concentration comprise
entre 0,17 et 0,2 mol/L. Les rendements obtenus dans les deux séries sont quantitatifs et le produit
(140a ou 140b) ne nécessite pas de purification.

[:g(-}gm

NaN; TBAI
AcO NN T P o NN
| DMF, 40 °C .
AcO" OAc AcO" OAc
OAc Quant. OAc
139a D-Gluco 140a D-Gluco
139b D-Manno 140b D-Manno

Schéma 33 Substitution du chlore terminal par un groupement azoture
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3) Bilan sur la synthese des inhibiteurs glycoimidazoles

Les meilleures conditions utilisées pour chaque étape de synthese sont décrites dans le schéma suivant
(Schéma 34). Le rendement global sur les 9 étapes a partir du D-glucono-6-lactame 70 est de 32 % en
série D-gluco et de 26 % en série D-manno. Toutes les réactions ont été réalisées au moins une fois sur
1 mmol de substrat, a I'exception de la réaction utilisant du NaNs, et ceci pour des raisons de sécurité.

/

S H,N - H
B0 2 \)\ to N\)\ ~ TSOHHO g
Quant BnO™ "0 BnO" “OBn Toluene

OBn 96 %

71 80 125a 2 125y
I I |
Nf;\N Rz<N PrvigCl Clﬂ\
BnO 77 NS | gno 7 _ PMgCl PA(PPhy);Cly, Cul gno
BnO" oy DMF.80°C o ¢ oy THF.-15 c BnO™ DIPA, DMF, 40°C g

OBn OBn OBn
134a D-Gluco 75% 135a D-G/uco 84% 136a D-Gluco 79%
134b D-Manno 74% 135b D-Manno 79% 136b D-Manno 76%

/’/ /—’é/_z; /—’éﬁ’Na
1) Hp, Pd(OH),, =
NN ACOH, EtOACc/MeOH/H,0 ACO NN NaNs TBAI NN
. DMF, 40 °C
/\R/\L 2) Ac30, pyr ACOTR/\LOA AR/\L
OAc

139a D-Gluco 89% 140a D-Gluco Quant.
139b D-Manno 83% 140b D-Manno Quant.

Schéma 34 Schéma global de synthése des gluco- et mannoimidazoles
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II) Synthése des composés multivalents

1) CuAAC pour atteindre les composés multivalents

a) Historique

La cycloaddition azoture-alcyne catalysée au cuivre, appelée CUAAC, a été décrite simultanément
mais de maniére indépendante par Sharpless et Fokin?®”! et le groupe de Meldal®?®®! en 2002. Cette
réaction, inspirée de la cycloaddition de Huisgen,!?°*% permet grace a I'ajout de cuivre, une
régiosélectivité de la réaction. Le 1,2,3-triazole résultant de la cycloaddition (3+2) entre un alcyne et un
triazole en présence de cuivre(l) est uniguement le régioisomére 1,4-disubstitué. Il est également
possible de synthétiser I'autre régioisomere 1,5-disubstitué de maniére régiosélective en utilisant du
ruthénium(ll) a la place du cuivre. Cette réaction est nommée RUAAC (Ruthenium catalyzed Azide Alkyne
Cycloaddition) et a été décrite en 2005 également par Sharpless et Fokin (Schéma 35).13%U

A

N
N=N
=H + NyR, — > I N

Ru(ll

QN RuAAC

N=N
QN*Rz CuAAC

Ro. N- N
QN Huisgen cycloaddition

Schéma 35 Régiosélectivité des 1,2,3-triazole obtenus par cycloaddition [3+2] entre un alcyne vrai et un azoture

Cette réaction fait partie des réactions de chimie-click car elle répond a plusieurs critéres :2%?
* Rendement élevé et économie d’atomes
e Réaction irréversible, rapide et générale
e Conditions expérimentales simples, sous air, sans solvant ou avec solvant non toxique
* Pas de création de liaison C-C
e Substrats de départ stables et faciles d’accés
e Purification simple (recristallisation)

La force motrice de la réaction de CuAAC s’explique de maniére thermodynamique. L’enthalpie libre des
réactifs est supérieure a I'enthalpie libre des produits qui sont plus stables, avec une différence de plus
de 20 kcal/mol. L'ajout de cuivre lors de la cycloaddition permet d’abaisser I'énergie d’activation de la
réaction de 10 kcal/mol par rapport a la réaction de Huisgen. La CuAAC est environ 107 fois plus rapide
et peut fonctionner a température ambiante.

b) Mécanisme

La CuAAC a rapidement eu un large succes en chimie de synthése. Malgré sa tres large utilisation,
le mécanisme de cette cycloaddition catalysée au cuivre est longtemps resté non entierement élucidé.
En 2013, Fokin%! et Berg®*¥ apportent des précisions et des observations aux précédents mécanismes
postulés. Le mécanisme supposé par Fokin est décrit ci-apres (Schéma 36).

Le mécanisme débute par la formation d’'un complexe m entre I'alcyne vrai et le cuivre(l) (Schéma 36 -
1). U'alcyne vrai est alors activé et son pKa passe de 25 a 15. Un second équivalent de cuivre forme
ensuite une liaison o avec I'alcyne formant un alcynure de cuivre. L'espéce est alors composée de deux
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atomes de cuivre (Schéma 36 - 2). Une preuve du passage par ce complexe a deux cuivres a été apportée
en 2015 par I'équipe de Bertrand grace a I'isolement de 'acétylure m,0-bis(Cu).B%! ’azoture est ensuite
complexé au cuivre (Schéma 36 - 3) et subit une attaque nucléophile de I'alcyne sur I'azote terminal
(Schéma 36 - 4). Une élimination réductrice (Schéma 36 - 5) puis protonolyse de la liaison C-Cu permet
d’obtenir le triazole de maniére régiosélective (Schéma 36 - 6).

)\(N R, —
Ri R——H [Cu]

3 5 Q@
Cu R—=——H @
H? (6 ) o H
N, [Cu]
N\ N_R2 R2 |
Ry b, ® NO Ri—==—1ICyu]
/,_ \\~\ N u —
0,0 " Y
[Cu] — Ri—=—1ICuy]
Ri [Cu]

Schéma 36 Mécansime de la réaction de CUAACE%3]

L’espece active lors de la CUAAC est le cuivre(l). Or, celui-ci est thermodynamiquement instable et peu
facilement s’oxyder en cuivre(ll). L'espece Cu(ll) est inactive pour effectuer la CUAAC et peut engendrer
des réactions parasites telles que des réactions d"homocouplage (Schéma 37).

Cu(ll
R—— 1 [Cu(i]cat. R— — R

Q]

Schéma 37 Réaction d’homocouplage en présence de cuivre et de dioxygéne

Pour s’affranchir de ces réactions parasites, le Cu(l) est préparé in situ a I'aide d’ascorbate de sodium a
partir du sulfate de cuivre. L'ascorbate de sodium est un réducteur. L'oxydation de I'ascorbate de
sodium a lieu en présence de Cu(ll) ou de dioxygene, s’effectue dans I'eau et permet la libération de
deux électrons permettant la réduction de deux équivalents de Cu(ll) (Schéma 38).

Qm OH OH OH
e H H H
HO%O HO% — HO% o|—= HO 0 o
o ; = ;
®®N OH E 0] bH o
Acide
déshydroascorbique

Schéma 38 Oxydation de I'ascorbate de sodium en acide déshydroascorbique

c) Autres réactions de chimie-click existantes

Environ deux tiers des iminosucres multivalents connus a ce jour ont été synthétisés a I'aide de la
CuAAC.B%! L3 présence d’atomes d’azotes sur les iminosucres et la bonne complexation du cuivre par
le motif triazole laissent envisager une contamination hautement probable du composé multivalent par
des résidus de cuivre. Les composés multivalents synthétisés jusque la ont été traités a I'aide de NHs
complexant le cuivre. Une analyse par spectrométrie a plasma a couplage inductif (ICP Inductively
Coupled Plasma) réalisée sur différents composés dont le composé 36-valent a motif DNJ basé sur une
plateforme cyclopeptoide®” a permis de doser le cuivre résiduel qui était & une concentration de 60
ppm. Cette concentration est faible comparée aux concentrations obtenues par Marra en 2014, pour
des composés tétravalents basés sur des calixarénes, comprises entre 1410 et 780 ppm, par utilisation
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de I'EDTA. Ces mesures valident donc I'efficacité de la méthode de complexation a I'ammoniaque puis
filtration au travers d’une couche de silice. Une teneur en cuivre méme faible peut étre génante dans
un contexte médical. Le cuivre devient nuisible si sa concentration est supérieure a 30 ppm, par voie
parentérale, ou supérieure a 300 ppm, par voie orale.”” Des alternatives a I'utilisation de la CUAAC
existent.

La formation d’oxime par réaction entre un aldéhyde et un substrat possédant un groupement
oxyamine est également une réaction efficace pour greffer plusieurs épitopes sur une plateforme
(Schéma 39). La réaction peut étre réalisée en milieu aqueux dans des conditions légérement acides.%”
La fonction oxime est stable et plus résistante a I’hydrolyse que les fonctions imines et hydrazones par
exemple. Cette méthode sans métal a servi récemment dans la synthése d’inhibiteurs multivalents de
glycosidases basés sur des chaines peptidiques linéaires ou cycliques.®%/

L'utilisation de nanoparticules d’or peut également permettre d’atteindre des composés multivalents
sans ajout de catalyseur métallique lors de la synthése. Des ligands greffés d’un espaceur fonctionnalisé
par un thiol terminal peuvent s’auto-assembler autour d’une nanoparticule d’or par formation de
liaisons Au-S stables.%!

La réaction des fluorures de soufre(VI) face a des attaques nucléophiles,%! nommée SuFEX (Sulfur
Fluoride Exchange) a récemment été remise en lumiére et reconnue comme « une autre bonne réaction
pour la chimie-click » par Sharpless (Schéma 39).131% Les fluorures de soufre sont simples a préparer, ne
sont pas sensibles a la présence d’air ou d’eau, sont résistants a I’hydrolyse en milieu acide ou basique
et possedent une réactivité importante face a divers nucléophiles. Les sulfonamides, formés par attaque
d’une amine sur un fluorure de soufre, sont connus pour leur application en chimie médicinale comme
motif essentiel au développement d’agents thérapeutiques.®' La réalisation de biomolécules
multivalentes par la biais de SUFEX a été décrite récemment par Marra et Dondoni.5*?

Ces quelques exemples ne représentent qu’une sélection. D’autres réactions telles que la thiol-ene click
(Schéma 39),1313) |a réaction hétéro Diels-Alder ou encore la sulfo-click, entre un thioacide et un azoture
de sulfonyle, sont décrites et répondent aux criteres d’une réaction « click ».
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Schéma 39 Oxime ligation, SUFEX et Thiol-ene click

**Issu du rapport de la conférence internationale sur ’harmonisation des exigences techniques pour
I’enregistrement de médicaments pour ’lhomme :
www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q3D/Q3D_Step_4.pdf
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d) Synthése des plateformes

Les plateformes utilisées pour la synthese des composés di-, tri- et tétravalents sont des plateformes
basées sur le pentaérythritol. Pour obtenir une plateforme tétravalente, le substrat est entierement
propargylé a I'aide de bromure de propargyle et de NaH selon les conditions décrites dans la littérature
(Schéma 40).31 || n’a pas été nécessaire de synthétiser a nouveau la plateforme tétrapropargylée 141
car disponible en quantité suffisante au laboratoire.

HO

= Br e
ey B
HO DMF o

OH / (o

95 % \

Pentaérythritol 1M Xy

Schéma 40 Synthése de la plateforme tétravalente a partir du pentaérythritol

La plateforme trivalente a été synthétisée a partir du pentaérythritol préalablement monoprotégé a
I'aide de chlorure de tert-butyltriméthylsilyle. Les conditions de propargylation sont alors appliquées au
substrat 142 menant, de maniére surprenante, au mélange des composés di- et tripropargylés, 143 et
144 respectivement (Schéma 41). Le produit 143 partiellement propargylé n’est pas converti en produit
tripropargylé 144 méme apres réengagement dans une nouvelle réaction de propargylation avec un
fort exces de base et de bromure de propargyle. L’ajout d’une quantité catalytique de méthanol dans le
milieu permet, de facon intéressante, d’obtenir une conversion totale du substrat, comme observé
précédemment au laboratoire.®™ 'ajout de 0,1 équivalent de méthanol lors de la réaction de
propargylation du composé 143 mene au produit tripropargylé désiré 144 avec un rendement de 76 %
(Schéma 41).

TBDMSO TBDMSO
HO , TBDMSO _OH /O\///
M/QH TBDMSCI, Imidazole M/OH NaH, /\Br J i . p an
HO l« DMF, ta., 26 h HO THF,0°Cata., 15h / 0 / 0
OH OH \ \
Pentaérythritol 65 % 142 193 N 144 >
70 % 19%

TBDMSO TBDMSO
=
B
_JoH NaH, = Br o F
THF, 0°C ata., 21h
/\0 /\o
Vi 0 puis MeOH (0,1 éq.), 19h 7 0
143 \\\ 6% \\\

144

Schéma 41 Synthése de la plateforme trivalente au laboratoire (thése de Fabien Stauffert)26%

Les composés 142 et 144 étant déja disponibles au laboratoire, la plateforme divalente a été obtenue
en 2 étapes et la plateforme trivalente en une étape, par déprotection du groupement silyle par le
fluorure de tétrabutylammonium (Schéma 42).

TBDMSO HO

TBDMSO OH OH
OH  NaH, B o’ TBAF {/
d - . d
HG THF,0°Cata, 15h / o THF, 0°C ata., 5h 7 (¢
OH \
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/O\/// /O\/
o TBAF '
(0] x\ _— (0] x\
7 ° %o ya

\ THF, 0°C a t.a., 5h 0
0,
s N 2% 146 N

Schéma 42 Synthése des plateformes di- et trivalentes a partir des substrats disponibles au laboratoire
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Une dégradation progressive du composé trivalent déprotégé 146 a été observée, malgré un stockage
sous argon et a froid, apres seulement deux semaines. La plateforme trivalente a donc été stockée sous
forme silylée et a été déprotégée juste avant la réalisation de la réaction de CuAAC.

La plateforme tétradécavalente 147 est basée sur une B-cyclodextrine (B-CD). La propargylation
régiosélective, en position C-2 et C-6, a été réalisée en une seule étape par Camille Decroocq, au
laboratoire, en suivant le protocole décrit par I’équipe de Vargas-Berenguel (Schéma 43).131¢)

\
OH

0 Z B 0
BaO, Ba(OH
fo a0, Ba(OH), - 0
HO ¢ DMF/DMSO
5] 0o
! 30 % 7
I 147

Schéma 43 Formation de la plateforme tétradécavalente!?6%

Lors de la réalisation de cette réaction par C. Decroocq, un mélange de composés comportant 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 et 21 propargyles a été identifié. De multiples purifications tres délicates ont permis
d’obtenir finalement la plateforme 14-valente désirée avec un rendement de 30 % (37 % litt.).11¢!

e) Synthése des composés multivalents

i. Conditions expérimentales

Les conditions suivies pour les réactions de CuAAc sont les conditions « classiques » le plus largement
utilisées par les chimistes organiciens, optimisées au fil des réactions au laboratoire :

e CuS04.5H,0 : 0,1 équivalent par fonction alcyne

e Ascorbate de sodium : 0,2 équivalent par fonction alcyne

e Ligand + espaceur : 1,1 équivalent par fonction alcyne

e  Température : 80 °C

e Temps : 30 ou 40 minutes par irradiations micro-ondes

Il est nécessaire de travailler avec un léger exces de ligand pour éviter toute réaction de CuAAC
incompléte qui pourrait mener a des mélanges complexes de molécules difficilement séparables.

Le cuivre est éliminé par dissolution du brut réactionnel dans un mélange Eau/Ammoniaque/MeCN puis
filtration au travers d’une couche de silice. Le cuivre est alors complexé par I'ammoniaque et un dépot
bleu est observé en surface de la silice correspondant au complexe de cuivre(ll).

ii. Synthese des inhibiteurs di-, tri- et tétravalents

Lors de la synthése de chaque composé multivalent, I'observation par RMN puis la confirmation par ESI-
MS d’une déprotection partielle des groupements acétates en position C-2, qui a sans doute eu lieu lors
de lafiltration a 'ammoniaque expligue leur purification difficile. La formation de ce sous-produit n’est
en revanche pas un probleme puisque que les groupement acétates seront déprotégés lors de I'étape
suivante.

Les rendements de CuAAC par fonction alcyne varient entre 80 et 95 %. Cette différence pourrait
s’expliquer par la difficulté de purification des inhibiteurs multivalents. De plus, les quantités de
plateforme pesée étant tres faible, une imprécision lors de cette mesure peut causer une différence de
rendement non négligeable.
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Dans le cas de la synthese des composés divalents, les rendements obtenus en diglucoimidazole
148a et dimannoimidazole 148b sont de 59 et 64 % respectivement (Schéma 44) ce qui revient a un
rendement par CUAAC, rapporté a une seule fonction alcyne d’environ 80%.

o) Asc. de sodium =N
HO, CuS04.5H,0 fﬁN\)ﬁ
N N . s
OH " puF. H,0, 80 °C NN
0 PH2e MW Aco 0
/ 30 min
= AcO"™ OAc :

148a D-gluco 59 %
148b D-manno 64 %

Schéma 44 Synthése des composés divalents D-gluco- et D-mannoimidazoles via CUAAC

Le triglucoimidazole 149a a été obtenu avec un tres bon rendement de 85 %, soit environ 95 % par
fonction alcyne. Le rendement en trimannoimidazole 149b est en revanche plus faible avec une valeur
de seulement 47 % (Schéma 45). Le rendement par fonction alcyne est alors similaire a celui obtenu

pour les composés divalents.
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Schéma 45 Synthése des composés trivalents D-gluco-et D-mannoimidazoles via CUAAC

Dans le cas des composés tétravalents D-gluco 150a et D-manno 150b, le rendement par fonction alcyne
est de 94 %, ce qui équivaut a un rendement global de réaction de 79 et 76 % respectivement (Schéma

46).
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Schéma 46 Synthése des composés tétravalents D-gluco-et D-mannoimidazoles via CUAAC
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Le tétradécaglucoimidazole 151a a été obtenu avec un rendement de 57 %. Ce rendement est similaire
a celui obtenu pour le tétradécamannoimidazole 151b qui est de 55 % (Schéma 47). A nouveau, le
rendement de CuAAc par fonction alcyne est d’environ 94 %, ce qui est tres satisfaisant.

Lors de I'analyse RMN des 14-valents, la présence d’une impureté et d’'une quantité notable de graisse
ont été observé. Deux purifications successives sur gel de silice et lavage du produit par des solutions
de pentane pour éliminer la graisse n’ont pas permis leur élimination. Etant donnée la masse molaire
élevée de nos composés, 6 223 g/mol, nous avons alors envisagé une purification par chromatographie
d’exclusion stérique (GPC Gel Permeation Chromatography). Une fois de plus, I'impureté et la graisse
étaient présentes méme apres la purification par GPC. Cette apparente difficulté a purifier des
composés multivalents basés sur une plateforme cyclodextrine peut s’expliquer par un
emprisonnement possible de I'impureté et/ou de la graisse dans le cycle de la cyclodextrine, connu pour
sa capacité a encapsuler diverses molécules lipophiles.3”!

Les 14-valents ont été utilisés dans la derniére étape de réaction sans purification supplémentaire.
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Schéma 47 Synthése des composés tétradécavalents D-gluco-et D-mannoimidazoles via CUAAC

iii.  Synthese des analogues monovalents

Afin de calculer I'effet multivalent des clusters synthétisés, il est nécessaire de comparer leur Kia
celuid’une référence monovalente. Initialement, ces analogues monovalents étaient synthétisés a I'aide
de 1-pentyne au laboratoire via CUAAC.B*® Cependant, une réaction d’oxydation a été observée par le
Dr. Fabien Stauffert?®23%8 |ors de la réaction décrite ci-dessous (Schéma 48).
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152 153 154

Schéma 48 Formation d’un produit secondaire a-céto-triazole 154

Des tests réalisés en laboratoire laissent supposer qu’une fraction du 1-pentyne, utilisé en exces,
pourrait s'oxyder dans les conditions de la CUAAC et ensuite réagir plus rapidement avec le ligand 152.
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Pour éviter cette réaction d’oxydation observée avec de nombreux ligands, les composés monovalents
ont été synthétisés a I'aide de cyclopropylacétyléne ne pouvant pas s’oxyder en position a de I'alcyne
(Schéma 49).

Dans le cas de la synthése des composés monovalents, I'alcyne est utilisé en exces, 5 équivalents pour
1 équivalent de ligand.

Le monoglucoimidazole 155a a été obtenu avec un rendement de 85 % contre un rendement plus faible
de 65 % pour le monoamnnoimidazole 155b (Schéma 49).
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165a D-gluco 85 %
155b D-manno 65 %

Schéma 49 Synthese des composés monovalents D-gluco-et D-mannoimidazoles via CUAAC

2) Déprotection des inhibiteurs multivalents acétylés

a) Utilisation d’une résine basique échangeuse d’ions

L'utilisation d’une résine basique échangeuse d’ions permet la saponification simultanée des
groupements protecteurs acétates de maniére trés efficace.l*%8231%3201 De plus, le produit déprotégé,
soluble dans I’eau, ne nécessite pas de purification. Classiquement, une simple filtration puis un rincage
de la résine par un mélange méthanol/eau permet de séparer le composé multivalent de la résine.

Les composés monovalents 155a et 155b ont été déprotégés grace a la résine Amberlite IRA400 OH"
préparée fraichement a partir de la résine CI". Les rendements obtenus pour les deux séries sont bons
malgré une perte de 10 % de rendement pour le monovalent en série D-manno. Ces résultats ont été
obtenu sur une échelle de 30 mg de substrat (Schéma 50). La réalisation de la déprotection du
monoglucoimidazole 155a a partir de 85 mg de substrat a mené a une baisse importante du rendement
avec une valeur de seulement 65 %.

N= N=
NN N /N
_ X % _ X Qw
N N
AcO N Amberlite IRA400 HO©  HO Ny
AcO™ OAc MeOH, t.a. HO™ OH
OAc OH
155a D-gluco 166a D-gluco 97 %
155b D-manno 156b D-manno 87 %

Schéma 50 Déprotection des monogluco et monomannoimidazole 155a et 155b par résine basique

Cette méthode utilisée systématiquement sur les composés multivalents précédemment
décrits!*082319320 ot menant & des rendements de déprotection quasi quantitatifs n’a cependant pas
aussi bien fonctionné dans le cas des glycoimidazoles multivalents. Un essai réalisé sur le
tétraglucoimidazole 150a mene au produit déacétylé avec un rendement de 64 %. Ce rendement est
anormalement faible et s"accompagne d’une impureté visible par RMN caractérisée par 2 pics: 1
singulet a 1,90 ppm et un singulet a 3,64 ppm.
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Schéma 51 Déprotection du tétraglucoimidazole 150a par résine basique

La déprotection par résine basique des composés triglucoimidazole 149a et diglucoimidazole 148a
donne des rendements tres faibles de 14 et 17 % respectivement. De plus, I'impureté observée
précédemment en RMN est également présente. La faible quantité de produit obtenue par rapport a la
masse de substrat introduite laisse supposer que le substrat ou le produit pourrait étre emprisonné sur
la résine. Celle-ci a été rincée successivement avec un mélange MeOH/H,0, du dichlorométhane, de
I'acétate d’éthyle, une solution de HCl a 0,1M et finalement 1M. Pour chaque lavage, quelques
milligrammes de résidus ont été isolés mais aucune trace du produit désiré aprés analyse RMN. Cette
incompatibilité entre les glycoimidazoles et la résine basique est encore inexpliquée. L’hypothése d’une
dégradation des iminosucres multivalents sur la résine basique est la plus probable.

b) Déprotection par une solution d’ammoniaque dans le MeOH

Il était nécessaire de trouver une autre méthode de déprotection ne nécessitant pas de traitement
apres réaction car les produits obtenus sont solubles dans I'eau. Chaque sous-produit formé lors de la
réaction doit pouvoir étre éliminé aisément du mélange réactionnel.

En 1999, Vasella décrit une méthode de déprotection des acétates par action du méthanolate de sodium
puis filtration sur une résine H*.32Y Un essai de filtration a été réalisé sur le tétraglucoimidazole 150a
contaminé obtenu aprés déprotection sur résine basique dans le but de retirer I'impureté présente et
de tester la faisabilité de la méthode de Vasella. Malheureusement, apres plusieurs lavages de la résine
H* avec des solutions d’ammoniaque de 10 a 28 %, le produit initialement déposé n’a pas pu étre
récupéré. Cette méthode n’est donc pas envisageable pour la déprotection des composés multivalents.

Une autre méthode connue de déacétylation est la méthode utilisant de 'ammoniac dissous
dans le MeOH. Celle-ci a par exemple permis a Marra de déprotéger un iminosucre tétravalent acétylé
basé sur une plateforme calixaréne avec un trés bon rendement de 88%.122 De plus, I'observation d’une
fraction de produit partiellement déacétylé, apres rincage du brut réactionnel avec une solution
contenant de I'ammoniaque, lors des réactions de CuAAC, nous a confortés dans le choix de cette
meéthode pour la déprotection des iminosucres multivalents.

L'utilisation de I'ammoniac dissout dans le méthanol nous a permis de réaliser la déprotection
de tous les composés multivalents avec succées. L'acétamide formé lors de la déprotection des acétates
a pu étre éliminé du brut réactionnel par plusieurs co-évaporations avec du toluéne. Le diglucoimidazole
158a et le dimannoimidazole 158b hydroxylés ont été obtenus avec des rendements quantitatifs
(Schéma 52).
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Schéma 52 Déprotection des diglycoimidazoles par NHz dans MeOH

Le triglucoimidazole hydroxylé 159a est obtenu avec un rendement quantitatif tandis que le
trimannoimidazole hydroxylé 159b est obtenu avec un rendement plus faible de 75 % (Schéma 53).
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/bﬁ MeOH, ta., 16-18h =
N N,
Féﬁ; NN OAc Féa; NN
N N N~ N
AcO " OAc HO -
AcO" OAc OAc OAc HO™ OH OH OH
OAc OH
149a D-gluco 159a D-gluco Quant.
149b D-manno 159b D-manno 75 %

Schéma 53 Déprotection des triglycoimidazoles par NHz dans MeOH

Les composés tétravalents ont également été déprotégés avec succes avec, a houveau, un rendement

maniére quantitative. Le rendement en tétramannoimidazole hydroxylé 157b est de 88 % (Schéma 54).

(0] o\)—J NH3 dans MeOH

_ =

MeOH, t.a., 18 h

157b D-Manno 88 %

o N
N /
AcO
A\\.Y\}OAC 150a D-Gluco OAc OH  157a D-Gluco Quant.
AcO . 150b D-Manno

Schéma 54 Déprotection des tétraglycoimidazoles par NHs dans MeOH
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Les rendements de déprotection des composés tétradécavalents sont élevés, avec 98 % pour le 14-
€ 160a et 89% pour le 14-mannoimidazole hydroxylé 160b (Schéma 55).

glucoimidazole hydroxy

HO
HO,

N
HO \M
6
HO N
N, |
N
e}
O NH; dans MeOH
HO _— > HO
o] o) MeOH, ta. o] 0
7 7

151a D-gluco
151b D-manno

Z N
N

z
5 5 160a D-gluco 98 %
160b D-manno 89%
4 ,N Z /N
N OAc K&OH
HO ¢
HO OH

AcO N
C AcO OAc

N

Schéma 55 Déprotection des tétradécaglycoimidazoles par NHz dans MeOH

Les molécules cibles ayant été atteintes, des tests d’inhibition sur I'a-mannosidase de Jack-bean ont été
réalisés dans le but de déterminer I'impact d’un inhitope tres affin pour sa cible sur 'effet multivalent.
Ces molécules ont également été testées par le laboratoire du Pr. Beck sur la restauration de I'activité
de la protéine CFTR sur des cellules de patients atteints de la mutation AF508. Les résultats obtenus

sont présentés dans la partie suivante.
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lII) Evaluations biologiques

1) Introduction a ’'enzymologie

a) Equation de Michaelis-Menten

Une réaction enzymatique mono-substrat peut étre représentée par le schéma réactionnel suivant
(Schéma 56). Une enzyme se lie a un substrat donné pour former un complexe E.S, appelé complexe de
Michaelis, selon la constante de vitesse ki. La liaison enzyme substrat est réversible, un équilibre rapide
existe entre forme liée et forme libre. La constante de vitesse de dissociation entre I'enzyme et le
substrat est notée k.;. La formation du produit a partir du complexe de Michaelis est irréversible et sa
constante de vitesse est notée ket. La vitesse globale de réaction, notée V, dépend donc de ket et de la
concentration en complexe E.S.

k1 kcat
E+S ‘—T EeS —— E+P
-1

V = Keat [E®S]

Schéma 56 Modele cinétique d’une réaction enzymatique. S = substrat, E = enzyme, P = produit

Si I'on fait I'approximation de I'état stationnaire, soit [E.S] est une constante :

d[E.S]
ona —_— =

d[tliE'tS]
or = = Ky [E][S] — ko [E-S] = Kear[E-S]
- [EIIS] _ Je_s+kear

[E.S] kq
La constante de Michaelis Ky est définie comme étant (Equation 2):

Equation 2 Constante de Michaelis

p kit keat  Kig
M =
Kq Kq
si k.4 >> Keat

Elle correspond également a la constante de dissociation du complexe [E.S] si et seulement si la
constante de vitesse k.1 est tres grande par rapport a Keat.

Michaelis et Menten ont démontré que la vitesse de réaction initiale Vo pouvait s’écrire en fonction de
Vimax €t Ku et gu’elle suivait une cinétique de saturation en fonction de [S] (Equation 3). La vitesse
maximale est atteinte lorsque [E.S] = [E]o soit lorsque toutes les enzymes initialement présentes dans le
milieu sont liées a un substrat. On dit que I'on est a saturation de I'enzyme.

Equation 3 Equation de Michaelis-Menten

K k—1 + kcat
S M —-_—
[S]+ Ku
= Keat [Elo

Les hypothéses sous-jacentes sont :
*  Un équilibre rapide (ki, k.1 >> keat)
e |’approximation de I'état stationnaire
e Une faible conversion (moins de 10 voire 20 %) pour travailler avec des vitesses initiales
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CHAPITRE 2

b) Les différents types d’inhibition

La liaison d’un inhibiteur avec une enzyme peut étre réversible ou irréversible. Parmi les inhibitions
réversibles figurent les inhibitions compétitive, incompétitive et non-compétitive simple ou mixte. Nous
nous intéresserons uniguement au cas des inhibitions réversibles.

i. Inhibition compétitive

Dans le cas d’une inhibition compétitive, I'inhibiteur interagit uniquement avec I'enzyme libre (Schéma
57).
k11 S k2

E =<=—= EeS§ —— E+P
k1
K, L K |
Eel
Schéma 57 Schéma de Michaelis-Menten pour une inhibition compétitive

Ce type de cinétique correspond a trois situations : I'inhibiteur est en compétition directe avec le
substrat dans le cas d’un site actif unique (Schéma 58 - A), I'inhibiteur peut également, aprés liaison
avec un site prées du site actif, bloquer I'acces du substrat par encombrement stérique (Schéma 58 - B)
ou la liaison de I'inhibiteur avec I'’enzyme peut induire une modification de la structure tridimensionnelle
du site actif de I'enzyme empéchant la reconnaissance du substrat (Schéma 58 - C).

Substrat C

Enzyme C
Inhibiteur . .

Compétition envers le
méme site actif

L'inhibiteur bloque le
site actif

7

=&

Modification de
structure

7

/ N\

4
N
®

Schéma 58 Mécanismes d’inhibition pour une inhibition compétitive réversible
ii. Inhibition incompétitive
Dans le cas d’une inhibition incompétitive, la liaison du substrat au site actif de I'enzyme se produit

normalement. L'inhibiteur ne se lie pas a I'enzyme libre mais au complexe enzyme substrat déja formé
(Schéma 59) et blogue la formation du produit.

Produit
kq, S k
E <= EoS ——» E+P S-:E —»8‘
k4
K, “ k. | |-
EeSe|
a

Schéma 59 Schéma et représentation de type Michaelis-Menten pour une inhibition Incompétitive

93



iii. Inhibition non compétitive

L'inhibition non compétitive differe des deux cas précédents par le fait que I'inhibiteur puisse se lier a
I’enzyme libre et au complexe enzyme substrat (Schéma 60). L'inhibition est non compétitive simple si
Ki = Ki', dans le cas contraire, il s’agit d’un inhibition non compétitive mixte.

kq, S k - Produit
! EeS _2> E+P 7 3 - — > W ‘
k- V. J o
ki, | k'i’ | ﬂ‘ ﬂ‘
Eol =5 Eegel .
[ ] [ ;oY J J —_—
K4 - -

Schéma 60 Schéma et représentation de type Michaelis-Menten pour une inhibition non-compétitive

c¢) Méthodes de mesure graphique d’'une constante d’inhibition

Le pouvoir d’inhibition d’un inhibiteur est défini par sa constante d’inhibition Ki ou sa Clso. La constante
d’inhibition désigne la constante de dissociation du complexe enzyme-inhibiteur. La Clsp est la
concentration d’inhibiteur nécessaire pour réduire de moitié la vitesse de réaction entre enzyme et
substrat. La constante d’inhibition est une constante thermodynamique qui est mesurée en faisant
varier a la fois [S] et [l]. La Clsp est déterminée a une seule concentration de substrat pour une gamme
de concentrations d’inhibiteurs.?! Les Clso varient en fonction de [S], sauf dans le cas d’une inhibition
non compétitive simple, elles sont donc difficilement comparables entre elles a moins de connatltre la
concentration en substrat utilisée, le Km de I'enzyme inhibée et le mode d’inhibition.

Différentes méthodes graphiques existent pour la détermination de la constante d’inhibition et du mode
d’action des inhibiteurs testés.

i. Graphique de Dixon

En 1953, Dixon propose une méthode de tracé pour déterminer la valeur de Ki.*?* |’abscisse correspond
a la concentration en inhibiteur et I'ordonnée correspond a 1/V. Différentes droites sont tracées,
chacune correspondant a une concentration de substrat. Le croisement des droites donne la valeur de
-Ki par projection sur I'axe des abscisses. Les courbes de Dixon, pour étre exploitables, doivent rester
dans le domaine du linéaire.

Dans le cas d’une inhibition compétitive, les droites du graphigue de Dixon se coupent toujours dans le
cadran supérieur gauche. La projection orthogonale du croisement des droites sur I'axe des abscisses
donne la valeur de -Ki. Si au contraire les droites obtenues sont paralléles, on est alors face a une
inhibition incompétitive. Il est alors impossible de déterminer le Ki. Enfin si les droites se croisent sur
I’axe des abscisses du cadran de gauche, I'inhibition mise en jeu est non compétitive simple, et la lecture
de -K; est directe (Figure 51). Le Kipeut donc étre déterminé par le graphique de Dixon uniqguement dans
le cas d’inhibition compétitive et non compétitive simple. Cependant, dans le cas d’une inhibition non-
compétitive mixte, le croisement des courbes se fait dans le cadran supérieur gauche ou inférieur
gauche, ce qui ne permet pas de distinguer ce mode de I'inhibition compétitive. Le mode d’inhibition
doit ensuite étre vérifié par un second tracé des pentes obtenues pour les droites de Dixon en fonction
de 1/[S]. Ce second tracé est une droite passant par I'ordonnée a I'origine dans le cas d’une inhibition
compétitive ou coupant I'axe des ordonnées a des valeurs positives pour le cas d’une inhibition non
compétitive mixte.

94



Inhibition Compétitive Inhibition Incompétitive Inhibition Non compétitive simple
ou non compétitive mixte

2 g S

/// /
K 0 I 0 [ 7& 0 U

Figure 51 Allure du graphique de Dixon en fonction du type d’inhibition

L'utilisation du graphique de Dixon conjointement au tracé de Lineweaver-Burk permet la détermination
sans équivoque du type d’inhibition ayant lieu.2%!

i.  Graphique de Lineweaver-Burk

La détermination de la constante d’inhibition par tracé de Lineweaver-Burk (LB) a été publié en 1934
par Lineweaver et Burk.13?®! Ce graphique est obtenu en tracant 1/V en fonction de 1/[S].

Dans le cas d’une inhibition compétitive, les droites vont se croiser sur I'axe des ordonnées. Ce
croisement indique alors la valeur de 1/Vwmax. Lors d’une inhibition incompétitive, les droites sont
paralléles et la pente correspond a la valeur de Ku/Vwmax. Si le croisement s’effectue sur 'axe des
abscisses, on parle d’une inhibition non compétitive simple, si le croisement est situé dans le cadran
gauche du graphique, on parle d’inhibition non compétitive mixte (Figure 52).

Inhibition Compétitive Inhibition Incompétitive
O
$ g
1/Vmax ) KV iax
el
0 18] 0 18]
Inhibition Non compétitive simple Inhibition mixte
=
0 1/[S] 0 18]

Figure 52 Tracés des Lineweaver-Burk pour chaque type d’inhibition

L’équation des droites pour les inhibitions compétitives et mixtes sont décrites ci-dessous (Equation 4).

Equation 4 1/V en fonction de 1/[S] pour les inhibitions compétitives et mixtes

Inhibition compétitive Inhibition mixte
I

Km (1+— Ks (1+
R T 1_3(?11<|>
— = ——X— % — = — + x|\ 1+ —
Vo Viax S VMax Vo VMax S Viax Ki
I i —_— —— ) —

= a X b y= a X b




Dans le cas des inhibitions compétitives, I'équation de la pente des droites est donnée par I'Equation 5.

Equation 5 Valeur de la pente des droites du graphique LB pour une inhibition compétitive ou non compétitive

24
KM(1+—
K; K K
Pente = L= M M)
Max VMax VMaxKi

Si I'on trace la valeur des pentes obtenues pour le graphique LB en fonction de la concentration en
inhibiteur, on obtient une droite d’équationy =ax+ b ou :

o a=Kw/(Vmax*Ki)

* b =Ku/Vmex
Le rapport b/a de cette droite méne alors a la valeur de K.

2) Inhibition de 'a-mannosidase de Jack-bean

a) Conditions et matériel des tests

Les tests ont été réalisés grace a des plaques 96 puits. Au minimum une gamme est réalisée avant la
mesure de la constante d’inhibition d’'un composé, pour déterminer les concentrations d’inhibiteurs
idéales pour la mesure du Ki. Les constantes d’inhibition sont mesurées pour 5 valeurs de concentration
de substrat (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM et 4 mM) et 8 concentrations différentes d’inhibiteurs dont
[1]=0.

Le substrat utilisé lors des tests d’inhibition de I'a-mannosidase de Jack-bean est le 4-nitrophényl-a-D-
mannopyrannose. L’hydrolyse enzymatique de ce substrat libere alors un mannose et un 4-nitrophénol
(Schéma 61). Ce phénol est faiblement coloré a un pH inférieur a 5,4 mais prend une couleur jaune
intense a un pH supérieur a 7,5, avec une absorption mesurée dans le spectre visible a 405 nm. Un
guench des puits par une solution de Na,CO3 1M permet la formation du 4-nitrophénolate (Schéma 61)
et donc une différence de coloration des puits en fonction de la quantité de produit formé.

Cette méthode s’inspire du travail réalisé par les groupes de Pocker et Meany en 1994327

NO

2

-
HO HO

O H,O (o) NO,
HO Ritte} —— Ho"- “IOH + /©/

HO
HO OH
HO OH NO,
Na,CO; 1M @O~ :

De couleur jaune

Schéma 61 Formation du 4-nitrophénolate par coupure enzymatique du substrat puis traitement basique

Dans un puits contenant I'inhibiteur, le substrat, I'enzyme et du tampon, plus la densité optique (DO)
mesurée est faible, plus la quantité de substrat consommée est moindre, ce qui signifie que I'enzyme a
été inhibée.

La valeur de densité optique mesurée pour un puits a laquelle est retranchée la valeur de DO du blanc
correspondant puis divisée par le temps de réaction donne accés a la valeur Vo. Le calcul de 1/Vopermet
alors de tracer les courbes de Dixon et de Lineweaver-Burk car [S], Kuw et [I] sont des valeurs connues.
La valeur de la constante de Michaelis de I'a-mannosidase de Jack-bean, réévaluée au laboratoire est
de 1,67 mM pour le substrat 4-nitrophényl-a-D-mannopyrannose.
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b) Résultats des inhibiteurs « classiques »

i.  Composés monovalents

Les graphiques de Dixon et de Lineweaver-Burk indiquent que les composés monovalents en série D-
gluco et D-manno sont tous deux des inhibiteurs compétitifs (Figure 53). La constante d’inhibition
calculée pour le monoglucoimidazole 156a est de 2,23 + 0,13 puM. Celle du monomannoimidazole 156b

est de 0,11 + 0,02 uM, soit 5 500 fois meilleur inhibiteur que la DMJ.
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Figure 53 Graphiques de Dixon et de Lineweaver-Burk pour les iminosucres monovalents
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ii. Di-, tri- et tétravalents

Les iminosucres divalents et trivalents sont également des inhibiteurs compétitifs réversibles. En
revanche le tétraglucoimidazole 157a est un inhibiteur non compétitif mixte.

La constante d’inhibition du diglucoimidazole 158a est de 0,49 + 0,64 uM (Figure 54). Il est donc 4,6 fois
meilleur inhibiteur que le composé monovalent correspondant. Le Rp/n est donc d’environ 2.

-
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Figure 54 Graphiques de Dixon et Lineweaver-Burk pour le diglucoimidazole 158a

Le Ki du dimannoimidazole 158b est de 37 + 18 nM (Figure 55). L'inhibition relative par rapport au
composé multivalent correspondant est 2,9 fois meilleure. L'inhibition relative par iminosucre est donc
de 1,5, ce qui est proche d’un effet statistique.
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Figure 55 Graphiques de Dixon et Lineweaver-Burk pour le dimannoimidazole 158b
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La constante d’inhibition du triglucoimidazole 159a est de 0,25 + 0,03 uM (Figure 56). L'inhibition
relative par iminosucre calculée est de 3.
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Figure 56 Graphiques de Dixon et Lineweaver-Burk pour le triglucoimidazole 159a

Le trimannoimidazole 159b a une constante d’inhibition de 17 + 7 nM envers |'a-mannosidase de Jack-
bean (Figure 57). Sa valeur de Rp est de 6,4, ce qui correspond a un Rp/n de 2.
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Figure 57 Graphiques de Dixon et Lineweaver-Burk pour le trimannoimidazole 159b

Le mécanisme d’inhibition du tétraglucoimidazole 157a est une inhibition non compétitive mixte
indiqué par le graphique de Lineweaver-Burk (Figure 58). Son Kiest de 0,21 + 0,05 uM, ce qui méne a
un Rp/n de 2,5. Sa valeur de K7 est de 1,0 £ 0,1 uM.
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Graphique de Dixon Tétragluco 157a Lineweaver-Burk Tétragluco 157a
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Figure 58 Graphiques de Dixon et Lineweaver-Burk pour le tétraglucoimidazole 157a

c) Résultats des inhibiteurs de type « tight-binding »

i. Qu’est-ce que le « tight binding » ?

Lors des mesures précédentes, la concentration en enzyme totale était trés inférieure a la valeur de K;,
on avait donc [E.I] tres inférieure par rapport a [l]. La concentration en | libre est proche de [I] totale.
Or, cette hypothése n’est plus valide pour les inhibiteurs ayant des Kitres faibles. Certains inhibiteurs se
lient a leur enzyme cible avec une telle affinité que la quantité d’inhibiteur est abaissée par la formation
du complexe enzyme-inhibiteur. Les simplifications mathématiques appliquées lors du traitement
classique ne peuvent plus étre utilisées. Ces inhibiteurs sont nommés « tight binding inhibitors » en
anglais.®?®! Pour ces inhibiteurs, 'approximation de I'état quasi stationnaire est alors incorrecte.
L’équation de Michaelis-Menten (Equation 3) est considérée comme invalide a partir du moment ou la
valeur de K; est inférieure a 1000 fois la concentration totale en enzyme.3?6330 Ces inhibiteurs
représentent un véritable défi pour les enzymologistes car ils ne peuvent pas étre analysés par les
méthodes classiques.

Quand une inhibition non compétitive est établie par le biais des méthodes classiques de détermination,
les données doivent étre réévaluées pour s’assurer que le mécanisme réel de I'inhibiteur n’est pas une
inhibition compétitive de type « tight binding ». Un exemple de mauvaise interprétation existe pour le
cas des inhibiteurs naturels de la ribonucléase. Initialement décrits comme étant des inhibiteurs non
compétitifs, ils se sont révélés étre des inhibiteurs compétitifs de type « slow tight binding » grace au
travail minutieux de Turner .3

ii. Traitement classique du tétramannoimidazole

Lors de la mesure du Ki du tétramannoimidazole 157b, sans préincubation de I'enzyme avec I'inhibiteur,
une courbure des « droites » de Dixon a été observée (Figure 59 — Graphique de gauche). Pour corriger
cette courbure, une solution diluée de [E] (0,6 nM) a été utilisée pour pouvoir appliquer le traitement
classique lorsque [E] << Ki, et I'enzyme et l'inhibiteur ont été pré-incubés pendant 10 minutes avant
I'ajout du substrat. Cette expérience de 5h n’a pas permis d’obtenir des droites (Figure 59 — Graphique
de droite).
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Figure 59 Graphiques de Dixon obtenu pour le tétramannoimidazole 157b avec ou sans pré-incubation et avec des concentrations en
enzyme différentes

Le tracé de Lineweaver-Burk semble indiquer un inhibiteur non compétitif simple (Figure 60) mais le
graphique secondaire tracant la valeur des pentes des courbes LB en fonction de [I] est courbée alors
gue nous devrions obtenir une droite (Figure 60). Il était impossible de parvenir au calcul d’une
constante d’inhibition puisque le modeéle n’était pas valide. Nous n’étions pas dans le cas d’un inhibiteur
« classique ». Un autre modele mathématique était alors nécessaire pour analyser les inhibiteurs testés.
Nous sommes vraisemblablement dans le cas d’un inhibiteur de type « tight binding ».
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Figure 60 Graphique de Lineweaver-Burk et sa réciproque pour le calcul du Ki du tétramannoimidazole 157b

iii. Traitement selon I'équation de Morrison du tétramanoimidazole

Plusieurs modeles existent pour la détermination de la valeur du K; dans le cas d’inhibiteurs de type
« tight binding ». Une méthode graphique, décrite par Dixon en 1972, permet de déterminer le type
d’inhibition et la constante Kisimultanément.3? En 1969, Morrison décrit une méthode mathématique
permettant le traitement de valeurs obtenues pour des inhibiteurs de type « tight binding ».23 Cette
méthode mathématique a été, au moment de sa publication, mise de coté a cause de la trop grande
difficulté a extraire les constantes désirées des données expérimentales sans ordinateur. Henderson
proposa alors une version simplifié¢e de I'équation de Morrison.?** Cependant, le traitement des
données selon I'équation de Henderson induit des erreurs systématiques.'*?%33! De nos jours, avec les
moyens informatiques, I'utilisation de I’équation de Morrison est fortement recommandée.?!

Le traitement du tétramannoimidazole 157b grace a I’équation de Morrison donne acces aux
simulations suivantes.
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Figure 61 Courbes de Morrison pour le tétramannoimidazole 157b

La simulation effectuée a I'aide du logiciel GraphPad Prism permet de valider le modéle de « tight-
binding » et de déterminer le K; correspondant. La simulation est effectuée grace aux moyennes de
triplicats mesurés lors des tests. Chaque courbe est simulée de maniere indépendante et donne accés
a une valeur de K; ainsi qu’a son écart-type. La valeur du K; et de son écart-type ont ensuite été calculés
en faisant la moyenne des 3 valeurs obtenues, une pour chague concentration de S. Il est possible lors
de la simulation de simuler également la valeur de [E], mais des résultats aberrants, avec une différence
pouvant aller jusqu’a un facteur 100 par rapport a la valeur réelle de [E], nous ont contraint a fixer sa
valeur, qui est connue puisque expérimentale. De plus, fixer la valeur de [E] permet une meilleure
homogénéité entre tous les composés traités selon I'équation de Morrison. Deux modeéles ont été
testés : le modele d’'inhibiteur compétitif et le modele d’inhibiteur non compétitif mixte, mais ce dernier
modele a été rejeté. La valeur du K obtenue pour le tétramannoimidazole 157b est de 91 + 17 nM pour
un modele d’inhibiteur compétitif.

iv. Constante d’inhibition révisée du trimannoimidazole

L’observation d’un début de courbure sur le graphique de Dixon ainsi que sur la réciproque du graphique
de Lineweaver-Burk commencait a étre visible sur le composé trimannoimidazole 159b. Cette courbure
est particulierement visible pour [S] = Ku/8 (Figure 57). Une préincubation entre I'enzyme et I'inhibiteur
a été réalisée pour le trimannoimidazole 159b mais il n’y a eu aucun effet sur la courbure des droites
de Dixon. Les données ont donc été traitées selon I'équation de Morrison. Pour ce composé, la
simulation a été effectuée grace a la moyenne de duplicats et le Kimesuré résulte de la moyenne de 5
valeurs de K; différentes calculées pour chaque [S]. Le graphigue obtenu est le suivant (Figure 62) :

15
- 250 M
-= 500 pM
.E‘ 10 -+ 1000 pM
% - 2000 uM
S —— 4000 uM
=
0
0.0 0.5 1.0 15

I (M)
Figure 62 Courbes de Morrison pour le trimannoimidazole 159b

La valeur de Kiobtenue par ce traitement est de 37 + 10 nM, deux fois plus élevée que la valeur obtenue
par le traitement « classique » (17 £ 7 nM). Ces valeurs sont néanmoins du méme ordre de grandeur.
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V. Constantes d’inhibition des inhibiteurs tétradécavalents

Les inhibiteurs tétradécavalents ont été traités également selon I'équation de Morrison. lls sont tous
deux des inhibiteurs compétitifs de type « tight binding ». La simulation a été effectuée grace a la

moyenne de triplicats.
Le graphique obtenu pour le 14-valent glucoimidazole 160a est le suivant (Figure 63) :
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Figure 63 Courbes de Morrison pour le 14-cycloglucoimidazole 160a

Aprés simulation grace au logiciel GraphPad Prism, la valeur de Ki obtenue est de 6,0 + 1,5 nM. Le Rp de
Iinhibiteur multivalent 160a est donc de 372, ce qui donne un Rp/n de 26.

Le graphique obtenu pour le 14-valent mannoimidazole 160b est le suivant (Figure 64) :

6
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Figure 64 Courbes de Morrison pour le 14-cyclomannoimidazole 160b

La valeur de K obtenue grace a la simulation est de 2,0 + 0,5 nM. Le Rp de l'inhibiteur est de 54,5,
correspondant a un Rp/n de 4.

A titre de comparaison, le composé 14-valent basé sur la méme plateforme B-cyclodextrine avec des
ligands DNJ et une longueur de chaine de 9 carbones avait un Rp/n de 610 et une valeur de constante
d’inhibition de 22 nM.? Le systéme multivalent équivalent, en série D-manno avec des motifs DMJ,
avait une constante d’inhibition de 70 nM et un Rp/n de 113.5%® Pour la série D-gluco, I'inhibiteur 14-
valent a motif glucoimidazole 160a est environ 4 fois meilleur inhibiteur que le composé multivalent a
motif DNJ 15. Pour la série D-manno, I'inhibiteur 14-valent a motif mannoimidazole 160b est environ
35 fois meilleur inhibiteur que le composé multivalent a motif DMJ 15b.

Si I'on compare maintenant les Rp/n, pour les deux séries, leur valeur est environ 25 fois moins
importante pour les inhibiteurs multivalents a motif glycoimidazole. L'effet multivalent calculé pour ces
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composés multivalents affins est donc beaucoup plus faible. Les composés 14-valents a motif
glycoimidazole ont des K intéressants de seulement quelques nanomolaires mais les références
monovalentes étant déja bonnes, les Rp/n obtenus sont plus faibles que ceux publiés précédemment
pour des composés multivalents analogues a motif DNJ ou DMJ. L’affinité accrue du ligand envers les
mannosidases n’améliore pas I'effet multivalent obtenu, pour cet exemple. Néanmoins un Rp/n de 26
est observé pour le 14-valent glucoimidazole 160.

d) Bilan des K obtenus

N° molécule | Série Inhitope Valence Ki (uM) Rp  Rp/n Type d'inhibition
DMJ 1 111 - - Compétitif
156b Mannoimidazole 1 0,11 £0,02 - - Compétitif
158b Mannoimidazole 2 0,037 £ 0,007 2.9 1,5 Compétitif
o
c . Compétitif
159b % Mannoimidazole 3 0,037 £0,010 3 1 tight-binding
g Compéiti
> - pétitif
157b a Mannoimidazole 4 0,091 £ 0,017 1,2 0,3 tight-binding
- Compétitif
160b Mannoimidazole 14 0,002 £0,0005 | 545 4 tight-binding
15b DMJ 14 0,070 1586 113 Compaétitif
DNJ 1 188 - - Compétitif
156a Glucoimidazole 1 2,23+0,13 - b Compétitif
158a o Glucoimidazole 2 0,49+ 0,64 45 2,5 Compétitif
o
159a ) Glucoimidazole 3 0,25+ 0,03 9 3 Compétitif
>
157a DI Glucoimidazole 4 0,21 +£,05 10,6 3 Mixte
. Compétitif
160a Glucoimidazole 14 0,0060 £ 0,0015 | 372 26 tight binding
15 DNJ 14 0,022 8550 610 Compétitif
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Figure 65 Bilan des Ki, Rp et Rp/n des iminosucres multivalents
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3) Tests biologiques sur la restauration de I'activité de la protéine CFTR

a) Conditions des tests

La technique utilisée par I’équipe du Pr. Becq pour les tests de correction et de potentiation est Ia
technigue de la chambre de Ussing (Figure 66). Cette technique permet d’étudier le transport des
électrolytes au travers des membranes de cellules épithéliales. Un déplacement d’ions au travers de la
membrane donne a la cellule une polarité inhérente qui se traduit par une différence de potentiel (ddp).
Le mouvement d’ions au travers de I'épithélium étudié est traduit par la valeur du courant qui permet
d’annuler cette ddp, appelée courant de court-circuit Isc (Short circuit current).

Compartiment apical ~ Compartiment basal

- Solution de Krebs
: - Tissu étudié
%
L]
ddp (mV) @ Isc (LA)

Figure 66 Principe de la technique de chambre de Ussing

La solution de Krebs est un tampon physiologique composé de NaCl (107 mM), de KCI (5 mM), de CaCl,
(1,2 mM), de MgS04 (1,2 mM), de NaH,PO4 (0,2 mM), de Na,HPO4 (1,8 mM), de NaHCOs (25 mM) et de
glucose (12 mM). Le pH de la solution doit étre de 7,2.

Les tests ont été réalisés par Khadidja Sidelarbi dans le laboratoire du Pr. Becq.

b) Résultats

Les cellules CFBE-F508del-CFTR, sur lesquelles ont été réalisés les essais, sont des cellules de patients
atteints de la mutation AF508 et sont donc déficientes en protéine CFTR. Avant la mesure dans la
chambre de Ussing, les inserts de cellules CFBE-F508del-CFTR ont été traitées pendant 4 ou 24 h avec
une solution a 100 uM d’inhibiteur. Seuls les résultats obtenus avec le traitement de 24 h sont présentés
ci-apres (Figure 68 et Figure 69).

L'injection d’un cocktail activateur forskoline et génistéine (Fsk + Gst) (Figure 67) provogue une nette
augmentation du courant de court-circuit (Figure 68 et Figure 69). A l'inverse, I'ajout de Inhi7;, un
inhibiteur spécifique de la protéine CFTR (Figure 67), induit une baisse rapide du courant de court-
circuit. Cette inhibition sélective de la protéine CFTR montre que le courant de court-circuit mesuré est
CFTR dépendant. Le VX 809, ou Lumacaftor®, est un correcteur connu de la protéine CFTR qui permet
son adressage a la membrane. Les différents inhibiteurs ont été comparés a ce composé qui a été utilisé
comme controle positif.
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Figure 67 Structures de la forskoline, de la génistéine et de Inhi7

Dans le cas des composés en série D-gluco (Figure 68), on voit que les meilleurs deltas d’inhibition et
d’activation sont obtenus pour le VX 809 modele. Le delta d’activation correspond au courant de court-
circuit atteint apres activation avec Fsk + Gst auquel est soustrait le courant de court-circuit basal. Le
delta d’inhibition est calculé en faisant la différence entre la valeur du courant de court-circuit avant
I'injection de Inh172 et sa valeur apres inhibition. Les valeurs de delta obtenues pour les composés
multivalents sont comparables aux valeurs obtenues pour le DMSO. Les composés multivalents en série

D-gluco ne sont donc pas correcteur de la protéine CFTR.
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Figure 68 Effet de la série d’inhibiteurs D-glucoimidazole sur la fonction de la protéine AF508 avec un traitement de 24 h

Les composés mono- et trivalent mannoimidazole (MMI 156b et TMI 159b) ne montrent pas d’effet
correcteur envers la protéine CFTR (Figure 69 — Graphique de gauche et histogrammes). En revanche,
un effet de potentiation est observé lorsque les composés MMI ou TMI sont introduits en mélange avec
le VX 809 lors du traitement des cellules (Figure 69 — Graphique de droite et histogrammes). Le delta
d’activation, comme le delta d’inhibition, sont supérieurs aux valeurs de delta du VX 809 seul. Ces
résultats laissent supposer un effet potentiateur du monomannoimidazole 156b et du
trimannoimidazole 159b sur la protéine CFTR d’un patient atteint de la mutation AF508.
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Figure 69 Effet de la série d’inhibiteurs

D-mannoimidazole sur la fonction de la protéine AF508 avec un traitement de 24 h

Un test de potentiation a alors été réalisé pour confirmer ou rejeter cette hypothese (Figure 70). Les

cellules testées ont été préalablem
I'inhibiteur 172, les inhibiteurs en
mesure. Le VX 770, connu sous le n
donc servi de contréle positif lors d

ent traitées avec le VX 809. Au méme titre que la forskoline et que
série D-manno ont été injectés a des moments précis lors de la
om d’lvacaftor®, est un potentiateur connu de la protéine CFTR. Il a
es mesures.

On observe que l'ajout de 5, 10 ou 100 uM d’iminosucre aux cellules n’induit aucune variation du

courant de court-circuit, ce qui sign

ifie qu’il n’y aucune variation dans I'efflux d’ions chlorure (Figure 70)

alors que le VX 770 provoque une augmentation du courant de court-circuit.
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Figure 70 Effet potentiateur des mannoimidazoles sur la protéine CFTR-AF508 (DMI=DIMannolmidazole)

L’hypothése d’un effet potentiateur des composés multivalents en série D-manno est donc invalidée par

ce second test.
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V)  Conclusion de chapitre

Les glycoimidazoles clickables 140a et 140b ont été obtenus avec un rendement global de réaction sur
9 étapes de 32 % en série D-gluco et de 26 % en série D-manno, a partir du D-glucono-6-lactame 70. Ce
rendement élevé a été obtenu grace a une optimisation de chaque étape de synthese. Le chemin
synthétique suivi (Schéma 34) est applicable a des quantités de substrat de I'ordre de la millimole. Cette
méthode de synthése stéréodivergente est donc robuste et efficace.

Les rendements obtenus lors des CUAAC sont compris entre 55 et 85 %, avec des rendements rapportés
au nombre de fonctions alcyne compris entre 80 et 95 %. Seul le monomannoimidazole 156b a été
obtenu avec un rendement non satisfaisant de 65 %.

Les problemes de dégradation rencontrés lors de la déprotection des composés multivalents sur résine
basique nous ont poussés a utiliser une autre méthode de déacétylation. La méthode de déprotection
par une solution méthanoliqgue d’ammoniac a fourni des rendements en composés multivalents
déprotégés d’au minimum 75 % et allant jusqu’a des rendements quantitatifs.

Les tests d’inhibition sur I'a-mannosidase de Jack-bean montrent que tous les composés multivalents
testés sont des inhibiteurs compétitifs excepté le tétraglucoimidazole identifié comme un inhibiteur
mixte. Parmi les inhibiteurs compétitifs, un phénomene de tight-binding a été observé sur le trimanno-
159b, tétramanno 157b et tétradécamannoimidazole 160b ainsi que sur le tétradécaglucoimidazole
160a, ce qui nous a poussés a utiliser une nouvelle méthode de traitement pour la détermination des
constantes d’inhibition. C'est I'équation décrite par Morrison qui a été employée.

Les inhibitions relatives par iminosucres de tous les inhibiteurs a motif glycoimidazoles, excepté le
tétradécaglucoimidazole 160a, sont faibles car compris entre 0,3 et 4. La présentation de multiples
copies de glycoimidazoles peut avoir un effet négatif sur I'inhibition (cas du tétramannoimidazole 157b,
Rp/n = 0,3), un simple effet statistique (cas du trimannoimidazole 159b Rp/n = 1) ou un effet positif
faible (cas du 14-cyclomannoimidazole 160b, Rp/n = 4). Le 14-cycloglucoimidazole 160a a lui un Rp/n
de 26 nettement supérieur a ceux des autres composés testés. Cependant, ce Rp/n est quasiment 25
fois plus faible que celui calculé pour le 14-cycloDNJ 15.18%

Ces résultats apportent une premiére réponse aux questions initialement posées; a savoir:
gu’adviendrait-il de I'effet multivalent si les composés multivalents étaient construits a partir de ligands
tres affins de la cible visée ? L'effet multivalent serait-il conservé, amélioré ou au contraire réduit ?
Des composés multivalents affins de la mannosidase de Jack-bean ne bénéficient pas d’'un effet
multivalent fort lorsque la valence est augmentée jusqu’a 14 ligands. L'effet multivalent est conservé
mais les valeurs de Rp/n sont faibles. Pour les composés de petite valence, on peut penser que leur taille
est insuffisante pour se lier avec 2 ou 4 sites actifs différents, ce qui ne permet pas |'observation d’un
effet chélate. En revanche les composés 14-valent basés sur une plateforme cyclodextrine peuvent se
lier aux deux sites actifs d’'une méme enzyme simultanément. Des études in silico pourraient permettre
de prédire la formation possible ou non d’'un complexe sandwich avec ces composés 14-valents. Dans
la négative, une optimisation de la longueur de I'espaceur ou la synthese d’un composé 36-valent a
motif glycoimidazole, de structure analogue au composé ayant permis d’atteindre le record de Rp/n,
serait intéressante. La mesure de I'effet multivalent d’un tel inhibiteur multivalent permettrait de
confirmer ou d’infirmer la conclusion sur I'effet multivalent obtenu pour le composé 14-valent
glucoimidazole.

Les valeurs d’inhibition obtenues envers I'a-mannosidase de Jack-bean vont de 2 uM, pour le
monoglucoimidazole 156a, jusqu’a 2 nM pour le 14-cyclomannoimidazole 160b. Les constantes
d’inhibition des deux composés 14-valents sont semblables (2 et 6 M), ce qui laisse supposer que I'effet
multivalent permet de passer outre la mauvaise configuration de I'iminosucre envers une méme cible.
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Les glycoimidazoles mono-, di-, tri- et tétravalents ont été testés sur des cellules de patients atteints de
la mucoviscidose par le groupe du Pr. Becq a Poitiers. Malheureusement, aucun de ces 8 composés
multivalents testés sur la restauration de I'activité de la protéine CFTR ne montre une activité correctrice
ou potentiatrice.
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CHAPITRE 3
METHODE DE DESHYDROXYLATION EN
POSITION of DE GROUPEMENTS ELECTRO-
ATTRACTEURS







l) Meéthodes de déshydroxylation

Depuis I'année 1859, ou Edwin L. Drake extrait pour la premiere fois du pétrole en Pennsylvanie,
150 ans de recherche continue ont permis le développement d’une science a part entiere, la
pétrochimie. La fonctionnalisation des molécules issues de ce mélange d’hydrocarbures constitue une
source abondante de produits chimiques utilisés dans I'industrie et les laboratoires. La découverte de
nouvelles méthodes de fonctionnalisation et le design de catalyseurs toujours plus efficaces sont de
grands défis en chimie organique.

La raréfaction du pétrole et la nécessité grandissante de protéger I'environnement pousse de
plus en plus les chimistes a trouver d’autres sources de matiere premiéere. La tendance va vers
I"utilisation de molécules issues de la biomasse. Celle-ci regroupe I'ensemble des matieres organiques
d’origine végétale ou animale et est constituée a 75% d’hydrates de carbones, a 20% de lignine et de
5% de triglycérides, protéines et terpenes. Elle se compose par exemple de sucres, tres abondants sous
forme de cellulose et d’hemicellulose, d’acides gras et d’acides aminés. Ces différents composés sont
souvent hautement fonctionnalisés. L'utilisation de la biomasse comme source de « building blocks »
en synthése organique souléve donc un défi exactement inverse a celui de la pétrochimie : la
défonctionnalisation (Figure 71).133¢

Fonctionnalisation

Biomasse

Produits
chimiques

Energie fossile

Défonctionnalisation

Figure 71 Biomasse versus pétrole

L'utilisation de sucres comme synthons organiques implique la mise au point de nouvelles
méthodes de déshydroxylation. Les sucres possédant de nombreux groupements hydroxyles, des
meéthodes de déshydroxylation sélectives sont nécessaires. Certaines s’appuient sur la réactivité
différente des alcools primaires, secondaires ou tertiaires et d’autres sur I'environnement adjacent a
I'alcool. Le travail réalisé au laboratoire sur la compréhension et I'élargissement du champ
d’applications d’'une de ces méthodes, redécouverte par sérendipité, permettant la déshydroxylation
d’alcool en position a de groupements électroattracteurs, sera décrit. En guise d’introduction les
méthodes de déshydroxylation d’alcool en position a de groupement électro-attracteur n’utilisant pas
de métaux de transition seront repertoriées.

1) Méthodes de déshydroxylation sélectives connues

La réduction directe d’alcool est difficile et une activation est souvent nécessaire dans le cadre
de réactions non métalliques. Cette activation peut se traduire par la conversion du groupement -OH
en ester sulfonique par exemple, qui sera ensuite déplacé par ajout d’hydrure.®¥”! Le groupement
hydroxyle peut aussi étre dérivatisé en ester carboxylique pour étre ensuite réduit par photolyse ou par
réaction de transfert d’électrons.’®3 On peut également citer la transformation de I'hydroxyle en dérivé
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thiocarbonylé qui sera réduit par I"hydrure de tributylétain via un procédé radicalaire. Cette méthode
emblématique de déshydroxylation est connue sous le nom de réaction de Barton-McCombie.3

Un grand nombre d’articles décrivent la réduction d’un groupement —OH en position a de
groupements électro-attracteurs. L'utilisation de diiodure de samarium ou encore d’étain est trés
répandue. Leur efficacité est indéniable mais leur utilisation lors d’étapes finales de synthese sur des
molécules a visée thérapeutique ou industrielle peut étre compromise soit a cause de la toxicité des
dérivés de I'étain soit par le colt des réactifs utilisés.

Dans une premiere partie seront présentées deux méthodes emblématiques de
déshydroxylation, la réaction de Barton-McCombie et la méthode a I'iodure de samarium, applicables a
la déshydroxylation en position a de groupements électro-attracteurs variés. Seront ensuite
développées les méthodes n’employant pas de réactif ou catalyseur métallique et ou I'alcool est
remplacé par un halogene au cours du mécanisme réactionnel avant réduction. Cet état de l'art
s’achevera avec des méthodes de type radicalaire, enzymatiques ou encore électrochimiques et celles
impliguant une espece cationique comme intermédiaire réactionnel.

a) Deux méthodes emblématiques utilisant un métal en quantité stoechiométrique

i. Réaction utilisant l'iodure de samarium

L'importance et |'attrait général pour I'iodure de samarium débute lorsque Kagan et son équipe
développent une méthode de synthése du Sml; pratique et soulignent la réactivité de ce composé
envers les fonctions clés de la chimie organique dans les années 1980.34%34 | "iodure de samarium est
un réducteur mono électronique fort et un acide de Lewis. Sa réactivité peut étre modulée par ajout
d’additifs ou modification du solvant qui vont avoir une influence directe sur son potentiel de réduction.
Par exemple, le potentiel de réduction du samarium mesuré dans I'eau est de -1,55 V34 et peut s’élever
jusqu’a -2,05 VE%len présence de 4 équivalents d’héxaméthylphosphoramide (HMPA). L’utilisation du
HMPA tend a étre interdite dans les laboratoires. Des chercheurs se sont donc intéressés a remplacer
ce réactif®* ou encore a travailler avec un mélange Sml,/H,0.3%!

L'iodure de samarium est disponible commercialement et facilement préparable en laboratoire.
Ces arguments font du Sml, un agent réducteur de choix en synthése organique en tant que réducteur
de groupement fonctionnel ou initiateur de radicaux permettant des réactions en cascades.34%!

On peut par exemple citer I'utilisation de I'iodure de samarium dans de nombreuses synthéses
de composés naturels tels que le taxol, la kendomycine ou la diazonamide A et plus récemment dans la
synthése de la strychnine et de I'englerine A.1%!

Le Smly, dans les réactions de réduction, est souvent utilisé pour éliminer des substituants
vicinaux de carbonyles.?*”! Le mécanisme proposé est le suivant (Schéma 62).

0 _Sml, -Sml, _Sml, OH 0
A e Sme, O LY | S I e
R R R1J'\§ s R1J@h< ol N TR R = R H
z z R SRS R® R® R?

Z=Cl, Br, I, SO,R* NR,* OR* SR* OH
Schéma 62 Mécanisme de réduction d’a-hétérosubstitutant de composés carbonylés

Le radical cétyle est formé aprées transfert monoélectronique d’un premier équivalent de Sml, coordiné
au carbonyle. Celui-ci peut étre réduit en carbanion par un second équivalent d’iodure de samarium.
L'a-hétérosubstituant est ensuite éliminé pour former I'énolate de samarium. Aprés hydrolyse, un
équilibre céto-énolique permet d’obtenir le produit réduit en position a.
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Parmi ces hétérosubstituants figure le groupement hydroxy. L’élimination d’hydroxyde est
possible en position a de divers groupements électro-attracteurs. Ci-aprés une sélection d’exemples
représentatifs illustrant le champ d’applications de cette méthode est présentée (Schéma 63).

THF/H,0
99:1

OH
Sml,
Bu Sml, £BuOH
THF/MeOH, -
O OH -78 °C ata., 1h30 THF, ta., 12h
162 52% 87 %

163

Schéma 63 Déshydroxylation en position a de cétones a I'aide d’iodure de samarium

En ce qui concerne les cétones, la réaction de déshydroxylation en position a est possible,
comme en attestent les exemples réalisés sur la 10-désacétylbaccatine Il (161) sur le diol 162, et sur
I"hydroxy cétone 163 (Schéma 63). La réduction d’un alcool tertiaire en position a de cétone est
fructueuse avec un rendement de 87 % (Schéma 63 - C).B*! La déshydroxylation sélective de la position
10 de la 10-déacétylbaccatine Il (161) est réalisée avec 8 équivalents d’iodure de samarium dans un
mélange THF/H,O (Schéma 63 - A).B*! Cette derniére peut étre améliorée en protégeant le groupement
hydroxy par un acétate avant réduction. Cette méthode de protection puis réduction en un pot a
récemment été utilisée par le groupe de Scott J. Miller sur un dérivé de la résorcylide possédant un
alcool en position benzylique (Schéma 64).E%%

OBn O OBn O

o) Ac,0, DMAP 0
B ——

BnO OH puis Smly  BnO

MeOH/THF,
o] SPh -78°Cata. (o] SPh

52 %
Schéma 64 Acétalysation puis élimination un groupement hydroxyle a I'aide de Sml;

Concernant d’autres types de groupements électro-attracteurs, la réduction d’un alcool adjacent a un
aldéhyde (Schéma 65 - D)B>Y, un ester acyclique (Schéma 65 - E),** ou cyclique (Schéma 65 - F)B>2est
également possible avec des rendements allant de 63 a 82 % (Schéma 65).

b E
OH Sml, OH
L Sml, t-BuOH B ————
S cHo >M2 TEUPR EtO,C COEt  THF, (CH,0H), ElO2C\/'\cozEt
~OH THF, ta. OH ta., 20 min
63 % 165 2%
164
F oTBS oTBS OoTBS
RUCI3.H,0, NalO, OH  Smly (CH,OH), HVIPA oH
O~/ "H  ACOEt-CH4CN (66 %) A THF oL,
o | oo 0
0, 0,
I 66 % I 82% I
166

Schéma 65 Déshydroxylation en position o d’aldéhyde et d’esters a 'aide d’iodure de samarium
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La déshydroxylation du diol 162 permet de mettre en évidence la régiosélectivité de cette
méthode entre deux alcools, I'un activé et I'autre non (Schéma 63 - D).3>3 Seul I'alcool en position a du
groupement électro-attracteur est réduit. Cette méme régiosélectivité est observée sur le diol 166 en
position a d’ester cyclique avec un trés bon rendement de 82 % (Schéma 63 - F).

Pour le diol 165, les deux alcools sont activés. Seul un des deux alcools est réduit grace a un controle
précis de la stoechiométrie en Sml, utilisé (Schéma 63 - E).

La réaction de déshydroxylation a lieu sur des alcools secondaires et tertiaires mais aucun
exemple sur un alcool primaire, n’a été publié a notre connaissance. L'absence de réactivité des alcools
primaires laisse anticiper la possibilité d’effectuer une mono-déshydroxylation sélective entre alcool
tertiaire ou secondaire et primaire placés en position a de carbonyle. Aucun exemple n’existe dans la
littérature, il serait intéressant de tester la méthode de déshydroxylation au samarium sur des stéroides
ou encore la doxorubicine possédant un motif a,a’-dihydroxylé.

La présence d’alcools tertiaires et secondaires non activés est tolérée (Schéma 63 — A et Schéma 65 - D,
E et F) ainsi que la présence d’alcools primaires non activés.?>* La réaction peut également s’effectuer
en présence de groupements silylés (Schéma 65 - F), d’ester et d’oxétane (Schéma 63 - A).

La désoxygénation directe d’alcool non activé n’est pas possible en utilisant I'iodure de samarium. En
lien avec le mécanisme (Schéma 62), la déshydroxylation n’est possible que quand I'alcool se trouve en
position a de carbonyle.

Le champ d’application de ces réductions au diiodure de samarium est donc tres large. Il faut
cependant faire attention a la présence d’halogénes,* d’époxydes,®*®? de sulfones,® de
sulfoxydes,* d’acide carboxyliques,®°® d’aldéhydes,*>”" d’amidest>® de chlorures d’acide,®>? de
lactones,**” de nitriles®® ou encore de cétones pouvant étre réduits, directement ou indirectement,
par action de I'iodure de samarium.®" La formation de diol par couplage pinacolique est également
possible dans le cas d’aldéhydes ou de cétones peu encombrés. 6%

La présence d’alcenes ou d’alcynes peut également engendrer des réactions secondaires par
réaction de cyclisation intramoléculaire.?4®361363] Dans les exemples cités précédemment (Schéma 63 —
A et C), la rigidité imposée par les cycles permet d’éviter des réactions parasites avec la fonction alcene
présente. Les esters et cétones a,B-insaturés sont réduits respectivement en esters et en cétones. %

L'utilisation de l'iodure de samarium a également des inconvénients techniques. Il est
nécessaire de travailler dans des conditions diluées, son utilisation a échelle industrielle est donc
difficilement envisageable. L'iodure de samarium doit étre manipulé dans des conditions strictement
anaérobiques rendant sa manipulation plus délicate. De plus ce composé est cher (138 € le gramme
chez Merck) et doit étre utilisé, au mininmum, avec 2 équivalents.

La capacité du réactif de Kagan a réduire les alcools vicinaux de groupements électro-attracteurs
permet de modifier finement la structure et les propriétés de composés complexes. Sa grande réactivité
est un atout mais une attention particuliére doit étre portée sur la présence de fonctions pouvant
induire des réactions secondaires non désirées (Figure 72).
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Figure 72 Bilan de la déshydroxylation en position a de groupements électro-attracteurs (GEA) avec Sml;

Groupements v Une seule étape
Electro-attracteurs Alcools '
0 o v Rapide
~ P imaite
'L\)QO MH € A Compatibilité avec de nombreuses fonctions
0 Secontdaire X HMPA parfois nécessaire
e
W tertiaire X Co(t - Dilution

ii. Réaction de Barton-McCombie

Publiée pour la premiére fois en 1975 par Derek H. R. Barton et Stuart W. McCombie, > cette
réaction de désoxygénation d’alcool est largement utilisée en chimie organique de nos jours. Cette
réaction, initialement destinée & une application sur des aminoglycosides,®% est dorénavant utilisée
sur la plupart des familles de composés. Cette méthode en deux temps débute par la dérivatisation d’un
alcool en dérivé thiocarbonylé par utilisation de disulfure de carbone ou O-phényl chlorothioformate
par exemple. Cet intermédiaire est ensuite réduit selon un mécanisme radicalaire en présence de
I"hydrure de tributylétain et d’azobisisobutyronitrile (AIBN).

Le mécanisme général de la réaction de Barton-McCombie est décrit ci-dessous (Schéma 66).

N2
NC%{N:N/%CN s 2 ~<CN

n-Bu3s(n)-H”"“-<CN —= n-BusSn + H%CN

X= SMe, Ph, Imidazol-1-yl,... 0=C=8
. n-BuzSnX
-BusS
’ usRnF(>S ~SnBus .SnBuj R
)\ )’Q - R j\ — S + )_
R™ 07X R)b/c?*’ X o}\x R
BuSMH Rk )R\ BULSHT
n-BuzSn - . -BUASH
s \/v' R H R + 3

Schéma 66 Mécanisme de la réaction de désoxygénation de Barton McCombiel3%¢!

La réaction est initiée par la décomposition, par voie thermique ou photochimique, de I'AIBN
pour générer 2 équivalents de radicaux cyanoisopropyles. Ce dernier réalise I'abstraction de ’hydrogéne
de I'hydrure de tributylétain pour former le radical tributylstannyle. La propagation est initiée par
addition du radical tributylstannyle sur le soufre du dérivé thiocarbonylé pour former une liaison S-Sn
particulierement stable. Cet intermédiaire se fragmente ensuite vers la formation d’un radical alkyle. Ce
dernier est ensuite réduit par un second équivalent de BusSnH menant au composé déshydroxylé visé.
La force de cette méthode est qu’elle ne se limite pas aux alcools en position a de groupements électro-
attracteurs. Nous ne nous intéresserons cependant qu’a ces derniers cas. Le mécanisme est similaire
lorsque I'alcool est adjacent a un groupement électroattracteur, mais le radical alkyle est alors stabilisé.

Le champ d’application de cette méthode en position a de groupements électro-attracteurs est
résumé dans les schémas suivants (Schéma 67 & Schéma 68).
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Schéma 67 Exemples de déshydroxylation en position a de cétones, esters, nitriles, lactones et phosphonates avec la méthode de Barton-
McCombie

Un bel exemple de déshydroxylation régiosélective sur un alcool secondaire adjacent a une cétone a été
publié en 2012. Ce composé 167 est un intermédiaire réactionnel vers la synthése de I'(-)-Echinosporine
(Schéma 67 - A).3%”! La déshydroxylation en position a d’ester cycliquel®® ou acyclique®®® est également
réalisable (Schéma 67 - B et D). Par opposition avec I'utilisation de I'iodure de samarium, la réduction
d’alcool en position a de groupement cyano est possible et fonctionne avec de bons rendements
(Schéma 67 - C).B7%371 Un exemple de déshydroxylation en position a de phosphonate est également
décrit (Schéma 67 - E).B72

La réaction fonctionne également sur des B-, y- et 8-lactames (Schéma 68). Sa réalisation sur le
composé 173 constitue le seul exemple de déshydroxylation sur un B-lactame.’33374 La désoxygénation
de y-lactames peut étre réalisée via la méthode de Barton-McCombie sur les composés 174 et 175
(Schéma 68 - BE” et CB7®) ainsi que les S-lactames (Schéma 68 - D).3”7 Le lactame 176 est un
intermédiaire clef dans la synthése de la lycopodine. Aucune information sur les conditions utilisées lors
de la réaction de Barton-McCombie sur ce dernier exemple n’ont été communiquées.

A

TBDMSQ TBDMSQ § o OH 1) PhOC(S)CI, DMAP, Ph

HO, 1) CS,, NaH, Mel 3 Pyridine, DCM (40 %) o
I —— : o Ph
NH 2 BusSnH, AIBN, NH L Py 2) BuSnH, Et;B, N
o toluéne, A, 1h o 3 OAc Me toluéne, t.a. OH Me
173 80 % | 174 3) LiOH, MeOH, t.a.
e 83 hsur3stapes
c CO,Et CO,Et

1) CS,, NaH, Mel Barton McCombie
_—
2) BusSnH, AIBN

59 %

176

Schéma 68 Réaction de Barton-McCombie sur des lactames hydroxylés

La réaction de déshydroxylation est possible sur des alcools secondaires et tertiaires (Schéma
67 & Schéma 68). Une sélectivité entre alcool tertiaire et secondaire est observée lors de la
déshydroxylation de I'a,a-dihydroxy cétone 167 (Schéma 67). La sélectivité ne vient pas d’une absence
de réactivité des alcools tertiaires face a une réaction de type Barton McCombie puisque des exemples
existent (Schéma 68 - D), notamment sur une molécule de type flavanone.?®
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La réaction peut étre effectuée sur des alcool secondaires (Schéma 67 - C) ou tertiaires®”® non
activés. Dans le cas des alcools tertiaires, la présence d’
permet d’éviter la réaction de Chugaev menant a la formation d’un alcéne vig élimination.8"!
Aucun exemple de déshydroxylation sur un substrat possédant un alcool vicinal a un groupement
électro-attracteur en présence d’un alcool primaire n’a été trouvé. Cependant, ce type de réaction
devrait théoriquement étre réalisable puisque la désoxygénation d’alcool primaire non activé procede
via un radical primaire peu stable et est donc difficile, nécessitant un chauffage a haute température. !
La différence de stabilité des radicaux primaires ou tertiaires est illustrée par la déshydroxylation
régiosélective de diols, aprés passage par un intermédiaire cyclique carbonothioate (Schéma 69).13%?

>L

Schéma 69 Déshydroxylation sélective de diol avec la méthode de Barton McCombie

Les esters, les groupements silylés, les amides ou encore les acétals cycliques ne sont pas
impactés lors de la réaction (Schéma 67, Schéma 68 & Schéma 69). La présence d’alcools libres est
tolérée si la thiocarbonylation est sélective (Schéma 67). En revanche, la présence d’halogenes et
d’insaturation peut causer des réactions ou des réarrangements parasites. %3/

Les deux inconvénients majeurs de cette méthode sont la nécessité d’effectuer 2 étapes de
réaction et la toxicité de I'hydrure de tributylétain (Figure 73). En effet, le BusSnH est toxique et nocif
pour I'environnement. Ce composé est un perturbateur endocrinien capable de faire, par exemple,
apparaitre des caractéristiques masculines sur des espéces marines femelles méme a faible dose. 3%

Groupements EIectro-Attracteurs Alcools
_0 v" Nombreux GEA
:L\)QO ;\)J\ 2{\ Pr ot S v" Chimiosélectivité trés bonne

Secondaires

W /\; et X Deux étapes
Tertiaires

Figure 73 Bilan sur la déshydroxylation en position a de groupements électro-attracteurs via la méthode de Barton Mc-Combie

Ces deux méthodes ne constituent bien sdr pas les uniques cas de déshydroxylation utilisant un métal
mais elles sont utilisées dans la majorité des cas. En position a de groupements électro-attracteurs, on
peut également citer la réduction de Clemmensen®®! utilisant du zinc, des réductions au nickel,’*® ou
encore une réaction de désoxygénation pallado-catalysée en position a d’esters.3!
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Dans la partie suivante sont développées les méthodes de désoxygénation d’alcool, sans métal, en
position a de groupements électro-attracteurs dont l'intermédiaire réactionnel est une espece a-
iodocarbonyle.

b) Viaun intermédiaire a-iodo carbonyle

i. Esters sulfoniques puis iodure de sodium

L'exemple le plus ancien de déxydroxylation d’alcool en position a de groupement
électroattracteur sans utilisation de métal via un ester sulfonique remonte a I'année 1958.58! Cette
déshydroxylation s’effectue en deux temps avec tout d’abord une tosylation de l'alcool, puis un
déplacement de ce groupement tosyle par un ion iodure (Nal), pour former l'intermédiaire iodé. La
déhalogénation s’effectue ensuite en présence d’acide acétique. La réaction est réalisée sur |'alcool
primaire de la cortisone. Pour une meilleure clarté et une description plus aisée, la regle de
numérotation des stéroides est rappelée sur la cortisone (Schéma 70).

4\OTs

1) TsCl,
pyridine

AcOH
—

Schéma 70 Déshydroxylation sélective de la cortisone

Dans ce cas précis, I'intermédiaire tosylé n’est pas isolé mais une purification peut étre nécessaire si la
réaction ne conduit pas a une sélectivité ou conversion totale. Ici, la différence de réactivité entre les
alcools primaires et tertiaires permet une différenciation aisée.

Cette méthode en deux temps a également été appliquée en 1985,58 1999 puis en 2006, toujours sur
des stéroides (Schéma 71).

OH
Méthode A
1) TsCl, Pyridine .
1) MsCl, Pyridine
2) Nal, AcOH, A 2) Nal, AcOH
> — -
Méthode B

1) MsCl, Pyridine
2) Nal, Pyridine
3) N328031 H,O

59 %

177 R=H , Ry=H
178 R=CH3, Ry=Ac Méthode A : 177 88 %
Méthode B : 178 59 %

Schéma 71 Désoxygénation de stéroides en deux étapes

La désoxygénation de la prednisolone (177) par tosylation, iodation puis proto-déhalogénation amene
au produit désiré avec un trés bon rendement de 88 %.5°°! Le 6a-méthyl 17a-0O-acétate (178) est mésylé
puis réduit pour obtenir le composé désoxygéné avec un rendement plus faible de 59 %.3°Y Le stéroide
179 est d’abord mésylé, le groupement mésyle est ensuite déplacé par un iodure puis l'iode est éliminé
en milieu acide.!
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Pour que la réaction de déhalogénation ait lieu, il faut que la fonction adjacente a I'alcool puisse
étre protonée. Cette méthode est peu utilisée et les exemples décrits a ce jour dans la littérature se
limitent a la désoxygénation d’alcools primaires en position a de cétones.

Un seul exemple de désoxygénation d’alcool secondaire existe a partir d’un dérivé d’ester
trifluorométhane sulfonique. L'intermédiaire triflate est obtenu a I'aide de I’'anhydride trifluoroacétique
et de pyridine & partir de lalcool correspondant.®®?) Le triflate est éliminé par action du
tétraméthylpipéridure de lithium et donne le produit réduit avec un rendement de 81 % (Schéma

72) [393]
o)
% LiITMP ><OKX
Et,0,
OTf -78°Cata, 3h
81%

Schéma 72 Réduction d’un groupement triflate par LITMP

Sidu chlorure de triméthylsilyle est ajouté, la formation de I’éther d’énol silylé a lieu, menant au produit
désoxygéné apres hydrolyse. Si la réaction est effectuée a partir d’un substrat OMs, le produit de
réaction est le produit d’élimination et non de réduction. Enfin, le produit de réduction peut également
étre obtenu a partir de composé a-bromo dans les mémes conditions.2%*

ii. L’acide iodhydrique

La formation d’un intermédiaire iodé adjacent au carbonyle en milieu acide est la clef permettant
la réaction de déhalogénation menant au produit déshydroxylé. C'est donc dans une logique
d’économie d’atomes que les chimistes se sont tournés vers un systeme simple utilisant le HI en
présence d’acide acétique.

L'acide iodhydrique est I'acide le plus fort des acides halohydriques. Le pKa du couple HI/I" est
de -10. Il est utilisé par les chimistes organiciens pour effectuer des réactions d’hydroiodation sur des
alcénes ou des alcynes. Il permet également d’ouvrir des époxydes pour former des iodohydrines, de
couper les liaisons C-O des éthers et des acétals pour former des alcools. L'acide iodhydrique permet
de convertir les alcools et chlorures en iodures, de réduire les quinones et phénols en arénes
entierement hydrogénés. La réduction des cétones aromatiques en alcanes, des sulfoxides en sulfures
et des vinylsilanes en alcénes est également réalisée par utilisation de HI.5%¥ Ce réactif est également
utilisé pour la réduction de cétones a-hydroxylées.

Le premier exemple d’utilisation de HI dans de I'acide acétique pour désoxygéner un alcool a
été publié en 1979.B%! Cet exemple s’applique sur un composé basé sur un squelette type
phenanthraquinone (Schéma 73).

Schéma 73 Premier exemple de désoxygénation en présence de HI3%
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La réaction s’effectue sur un alcool tertiaire en position a d’ester et de cétone et montre la faisabilité
de cette méthode sur des alcools relativement encombrés. Cependant, aucun rendement n’étant

communiqué dans l'article, nous ne pouvons donc pas juger de son efficacité.
[396]

Quelques années plus tard, d’autres exemples d’utilisation de HI pour désoxygéner un alcool en position
o de cétone émergent dans la littérature (Schéma 74).

HI47°/ H,0
/ﬁHEéOH 47 % HI /ﬁ])\ HI47 %, HQ
Et AcOH, A
o AcOH, A, 2h 75 9,

80 %

182

Schéma 74 Déshydroxylation en position a de cétone a I'aide de HI

Le premier exemple concerne un dérivé de la benzoine 180 qui, apres traitement par HI, AcOH,
permet d’obtenir le composé déshydroxylé correspondant avec un excellent rendement de 91 %.5°) Le
second exemple a pour substrat 181, un précurseur de la vitamine D3. La désoxygénation de I'alcool
tertiaire est réalisée avec un bon rendement de 85 %.5%! ’exemple décrit sur la cétone 182 fonctionne
avec un rendement de 80 %.13° || est & noter qu’avec I'utilisation de Hl, les substrats a-bromo, a-chloro
ou a-diazo méneront également a I'intermédiaire a-iodo qui conduit alors au produit réduit.?*¥ A partir
du mélange (1: 3) cyclododéca-1,2-dione (183)/2-hydroxycyclododécanone (184), est obtenue la
cyclododécanone avec un rendement de 75 % (Schéma 74).53%! La dione est également réduite en
cétone en présence de Hl dans un reflux d’acide acétique comme le décrivent William Reusch et Ronald
LeMahieu en 1964 sur la 9,10-phenanthrenequinone*®” ou encore Reynold C. Fuson et Paul E. Hoch en
1949.101 e mécanisme supposé est le suivant (Schéma 75).

(O H_ -H HI
Schéma 75 Mécanisme supposé de réduction des dicétones en cétones

Toutes les réactions précédentes ont été réalisées au reflux de I'acide acétique. Ces conditions
dures expliquent la simplicité structurale des substrats utilisés avec peu de groupements fonctionnels.
Il est attendu en effet que cette méthode présente une faible chimiosélectivité.

Il est également possible de générer le Hl in situ a I'aide de Nal et d’acide phosphoreux. C'est ce
gue le groupe de Jacqueline E. Milne a décrit dans un article publié en 2011 a partir de 8 exemples
d’alcools benzyliques et en position a d’acides carboxyliques (Schéma 76).1402

H3P03
COH  Nal (30 %) Ar

COH
AR — T
OH

MSA:H20 R
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 40-95 00 .
OO e O (1,

R=H R = cyclohexyl ' R=H : R=H : R=H
69 % 92% 3 87 % 3 69 % 3 93 %
R =Me R =Ph ‘ ‘

96% 93%

Schéma 76 Génération in situ de HI pour déshydroxyler des alcools benzyliques
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Les rendements sont excellents et la réaction est réalisée avec une quantité sub-stcechiométrique de
Nal contrairement aux méthodes nécessitant des exces de HI. Cette méthode fonctionne uniquement
sur des alcools benzyliques. Elle peut étre réalisée en présence de groupement méthoxy, elle peut aussi
réduire les cétones benzyliques en alcanes correspondants et les sulfones en thioéthers. Les
halogénures aromatiques ne sont pas réduits dans ces conditions.

La procédure originale suivie ayant inspiré le groupe de Milne est la procédure décrite en 1909 par
Czaplicki et Kostanecki (Schéma 77, méthode A).[% Appliquée au composé 185, le produit de
déshydroxylation et d’hydrolyse du groupement nitrile en acide est obtenu avec un rendement de 79
%. L’objectif du groupe de Milne était de réaliser la réaction de déshydroxylation sur le composé 186 a
I"échelle du kilogramme dans un but commercial. La réaction a fonctionné avec un rendement de 82 %
(Schéma 77, méthode B). Le produit est obtenu par simple recristallisation.

¢l Méthode A ¢l

HO. 47% HI, 80 °C HO 0

R Méthode B OH
£ OH H3POs Nal (10 %),
HCI:H,0, 80 °C, 18h

185 R=CN
186 R =CO,Na Méthode A : 185 79%

Méthode B : 186 82 %

Schéma 77 Procédure ayant inspirée I'article de Milne et conditions améliorées

Récemment, une méthode de déshydroxylation sous pression de H; ou N, avec HI, menant a des
rendements de déshydroxylation d’environ 50 %, a été publiée (Schéma 78).53%!

o HI, o
H, ou N,
LR Gl e o
2 o
OH O N, 46 % 0

Schéma 78 Déshydroxylation de I'acide malique

Les réactions sont effectuées sur I'acide malique. La concentration en HI dans le milieu est de 0,3M et
la pression en H, ou N est de 500 psi. En I'absence de HI, aucun produit de déshydroxylation n’est isolé,
en revanche le produit d’élimination menant a 'acide fumarique est isolé a hauteur de 21 %. En
présence de HI, le mécanisme proposé pour cette réaction est le suivant (Schéma 79).

o " o Ha o
HOMOH HOMOH %. HOMOH
OH O H20 I O HI H O
N I

|
HOMOH 2
H Do

Schéma 79 Mécanisme de déshydroxylation de I'acide malique en présence de HI et H2

Cette réaction est également appliquée sur l'acide tétrahydrofuran-2,5-dicarboxylique qui aprés
ouverture du cycle permet d’atteindre I'acide adipique.

La méthode de déshydroxylation utilisant I'acide iodhydrique a donc une application limitée.
Seuls des exemples en position a de cétones, esters et acides ont été trouvés. De plus les conditions
dures de réaction réduisent |"utilisation de ces conditions a des substrats tres simples possédants peu
de fonctions chimiques.

iii. L’iodure de triméthylsilyle

L'iodure de triméthylsilyle, pour la premiére fois utilisé pour déshydroxyler des a-hydroxy
cétones en 1979,14%4 3 des réles variés en chimie organique. C’est un réactif polyvalent pouvant avoir
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un réle de nucléophile permettant de déprotéger un grand nombre de fonctions comme les éthers, les
esters, les carbamates, ou encore les phosphonates.*%! Le TMSI s’utilise également dans des réactions
d’addition nucléophile, en tant qu’agent silylant ou encore comme acide de Lewis.! %!

Le mécanisme proposé par Ho,“** débute par la protection de I'alcool par un groupement silyle.
L"éther silylé peut étre déplacé par un ion iodure, libéré par un second équivalent de TMSI, aboutissant
a lintermédiaire i0dé."%®! Cet intermédiaire est alors réduit par l'acide iodhydrique formé
préalablement (Schéma 80).

0 * ©
o} : 0
2 Mesi . MesSil R)K(R e . :
R)‘K(R T» R)KKR —_— OS M — R (_ )KrR 0 )KKR
- iMe:. -2
OH OSiMes MesSiC_ : MesSi™ OSIMes -(MesSi);0

Schéma 80 Mécanisme proposé par Ho pour la déshydroxylation par le TMSI

La réaction est réalisée sur la benzoine (187), la toluoine (188), la para-anisoine (189), la piperoine (190),
la butyroine (191) et I'isobutyroine (192) (Schéma 81). Les rendements sont excellents mais le champ
d’application décrit dans I'article reste limité aux a-hydroxy cétones. Cet article étant une preuve de
concept, les substrats ne possedent pas d’autres fonctions que celle concernée par la réaction.

R
0 O TMSI (2,5 &q.) TMSI (2,5 &q.)
O " ta, 24n MK\/ ta, 24h MN
OH 187 95 % 90 %

R
]2; ET‘I 188 92 %
—Me ’
189 R=OMe 18987 %
0] o !
o o ; OH .
O DTMSI (2,5 6q.) > | TMSI (2,5 éq.)
1) * e ( ° o
ta. 24h 3 ta. 24h
° o 82 % ? ° 76% °
190 o ‘ 192

Schéma 81 Réduction d’a-hydroxy cétones a I'aide de TMSI d’apreés la publication de Ho T.-L.

Sept ans plus tard, un article publié dans Synthetic Communications, reprend les travaux de Ho
et indique la présence significative d’un sous-produit qui n’avait pas été identifié.[*”) Ce produit est un
tétra arylfurane. Il provient de la condensation de deux molécules d’a-hydroxy cétone rappelant une
réaction de Feist-Benary.[*9%84%! Ci-aprés, la liste des groupements aromatiques testés et les rendements

associés (Schéma 82).

0 0 A Ar
TMSI (3 éq.) I
Ar)K(Art—> Ar)K/Ar * | S—ar

.a., 3h
OH Ar” O
A B
o OH e
A 55% A31% A 57 %
B 35% B 62 % B11%
—< >—§ F%i :}—% /O%i >—§
A 59 % AS51% A9 %
B 30 % B34 % B0 %
v — S08
W, o
A53% A 90 % A95 %
B 42 % B0 % B0 %

Schéma 82 Déshydroxylation en présence de TMSI et observation d’un sous-produit
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Le champ d’applications est une fois de plus tres limité et peu de fonctions chimiques sont présentes.
Cette méme méthode sera appliquée en 1990 par Wenkert et al. sur un autre exemple : la furoine, avec
un rendement de 90 %.41%

La désoxygénation sélective de différents glucocorticoides par TMSI a été largement étudiée
par I'équipe de Numazawa (Tableau 21).#U4121 Les réactions listées dans le tableau suivant
représentent une sélection des exemples décrits dans les deux articles cités. Toutes les réactions ont
été réalisées a température ambiante.

Tableau 21 Déshydroxylation sur des stéroides a I'aide de TMSI

o OH o OH o
TMSI
WOH —m > .
CHCI; ou MeCN
Monodésoxy Didésoxy
Entrée Substrat Equ_li_\‘:;nts Solvant Temps Monodésoxygéné Didésoxygéné
1 11-désoxycortisole 20 MeCN 3h 52 % 24 %
2 11-désoxycortisole 20 CHCl3 3h 10 % 53 %
3 Cortisone 8 MeCN 3h 46 % 27 %
4 Cortisone 10 CHCl3 2h 10 % 84 %
5 Cortisole 6 MeCN 3h 71 % -
6 Prednisolone 4 MeCN 1h 80 % -

La réalisation de la réaction de déshydroxylation en présence de TMSI dans I'acétonitrile sur la
11-désoxycortisole ou la cortisone mene majoritairement au produit de monodésoxygénation (Tableau
21 —Entrées 1 et 3). Al'inverse, la méme réaction, réalisée cette fois-ci dans du chloroforme meéne, de
maniere préférentielle, au produit de didésoxygénation (Tableau 21 — Entrée 2 et 4). Un effet de solvant
semble se dessiner sur la régiosélectivité de la déshydroxylation de motif cétones a,a’-dihydroxylées.
En effet, I'utilisation d’acétonitrile semble limiter la désoxygénation de I'alcool primaire tandis que le
chloroforme favorise la double déshydroxylation. La déshydroxylation sélective de I'alcool tertiaire par

rapport a l'alcool primaire, grace a I'utilisation d’acétonitrile comme solvant, est illustrée par les
réactions réalisées sur la cortisole et la prednisolone (Tableau 21 — Entrées 5 et 6).

La découverte de cet effet de solvant sur la régiosélectivité de la déshydroxylation en utilisant
le TMSI est particulierement intéressante. Ces conditions optimisées ont été appliquées récemment
dans la synthese a I'échelle du gramme de la cortisone et du cortisol marqués au deutérium et au
carbone 13.14%3 Cette publication pointe du doigt la racémisation du stéroide en position 17 lors de
I"utilisation du TMSI donnant lieu a un mélange de diastéréoisomeres. Cette racémisation laisse
présager la formation d’un intermédiaire énolate lors de la réaction.

Un autre exemple d’utilisation de TMSI dans du chloroforme mene quantitativement au produit
déshydroxylé (Schéma 83).14'4 Cet exemple constitue le dernier exemple & ce jour dutilisation de ce
réactif pour effectuer une réaction de déshydroxylation.

OH
TMSI

CHCl,
Quant.

Schéma 83 Déshydroxylation d’une a-hydroxy cétone
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Il est également possible d’utiliser un substitut a I'iodure de triméthylsilyle qui est le mélange
chlorure de triméthylsilyle et iodure de sodium.**>! Ce couple aurait une meilleure réactivité comparé
au TMSI seul puisque capable de transformer un alcool en iodure plus rapidement. ¢!

La déshydroxylation d’alcool en position a de lactame!*'”! et d’ester!*'® est possible avec cette
méthode et les rendements sont quasi quantitatifs (Schéma 84). Cette méthode permettra un an plus
tard au groupe de Yamagami d’effectuer la réaction sur le méme ester a une échelle de plusieurs
kilogrammes. 4!

-0 -0 OEt

NH  TMSCI, Nal NH _ TMSCINal m

~N

0 o CH«CN,ta,24h O 5 A CH,CN, 35 °C, 81 AS 0
HO 98 % Quant.

Schéma 84 Déshydroxylation a I'aide de TMSCI/Nal

Le couple de réactifs TMSCI/Nal a également été utilisé sur des dicétones aromatiques non
symétriques.[?! 'intermédiaire benzoine a pu étre isolé en arrétant la réaction prématurément, au
bout de 15 minutes, et en effectuant la réaction a basse température, a -40 °C. A partir des
intermédiaires benzoines, les composés déshydroxylés ont pu étre isolés avec de tres bons rendements

(Schéma 85).
_TMSCI, Nal_ _TMSCI, Nal
puis HZO puis HzO

A 95 %
AR=0Me Rq= B 89 %
BR=H Ry = OMe

TMSCI, Nal
puis H,O
MeO 90 % MeO

Schéma 85 Couple TMSCI/Nal sur des dicétones aromatiques

Le groupe de Alami met en évidence une sélectivité en position a du groupement aromatique le plus
enrichi en électrons bien que l'intermédiaire benzoine soit sélectivement réduit en position B. Le
mécanisme proposé est le suivant (Schéma 86).

i@ .SiMe
Me3Si- O C| OSIMe Megsl\ . 3

)
ph 2 TMSCI Ph TMSCl C APh
SIM83 SIMe3 /‘ OSiMe3

O(SiMe3)2

Neaie

&( /@)\/ /@)\/ Nal (I%\cj\ho&l\nes
(, OSiMe;

\\ /@A( . m Ph

Schéma 86 Mécanisme proposé expliquant la sélectivité a de la réduction(42%)

A partir de I'intermédiaire A, un double éther d’énol silylé, I'approche d’un silyle supplémentaire se fera
sur I'oxygene adjacent au cycle aromatique le plus riche en électrons car ce dernier assiste I'élimination
de TMS,0. Uintermédiaire céténe formé est attaqué par un ion iodure. L’éther d’énol silylé est ensuite
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hydrolysé. Du diiode est formé grace a un nouvel équivalent de Nal, ce qui permet d’atteindre le
composé déshydroxylé en position a de I'aromatique le plus riche en électron.

Les principaux exemples décrits dans la littérature d’utilisation de TMSI ou de TMSCI/Nal pour
désoxygéner un alcool activé par un carbonyle s’effectue en position a de cétone. Un seul exemple
existe pour le cas d’un lactame ou d’un ester.*¥418 Ce réactif réagit sur les alcools primaires,
secondaires et tertiaires. Il est possible de différencier un alcool primaire d’un tertiaire par simple
modification de solvant. Ces exemples n‘ont cependant été appliqués qu’au cas de stéroides dans
lesquels le motif cétone a,a’-dihydroxylée est souvent présent.

iv. Phosphore-iode

Le couple de réactif phosphore et diiode a pour la premiere fois été utilisé pour la
déshydroxylation d’a-hydroxy acides par F. F. Blicke et N. Grier en 1943 (Schéma 87).1424

o OH
O F’rougex I2 0o
O ACOH, A 12h O
70 %

Schéma 87 Premier exemple de déshydroxylation a I'aide de phosphore et de diiode

T.-L. Ho et C. M. Wong publient en 1975 un article utilisant les mémes réactifs mais appliqués a 4
substrats différents (Schéma 88).1422) Cette étude a été publiée 4 ans avant I'article de la méme équipe
sur la conversion d’a-hydroxy cétones en cétones a I'aide de TMSI (Chap 3. 1) 1) b) iii)).[4%

L’espéce P,l4, active dans cette réaction, est générée par agitation du phosphore rouge et de 3
équivalents de diiode dans du disulfure de carbone. Le substrat solubilisé dans du benzéne est ensuite
ajouté sur I'espéce réactive et la pyridine est ensuite introduite. Les rendements sont excellents mais le
champ d’application reste trés limité (Schéma 88).

9 Prouge: Iz, Pyridi 0
rouge; 12, yridine
Ar)K(Ar - Ar)k/Ar
OH Benzéne, t.a., 3h30
O
o
90 % 85 % 83 % 80 %

Schéma 88 Déshydroxylation a I'aide de phosphore rouge et de diiode

Les auteurs proposent un mécanisme réactionnel passant par les intermédiaires suivants : un
intermédiaire a-iodo cétone formé par conversion de I'alcool en iodure, puis une réduction in situ de
I'ion iodure présent dans le milieu, menant a la cétone. Le groupement carbonyle sert a activer I'iodure
adjacent face a une attaque électrophile et stabiliser la charge négative formée lors de ce mécanisme.

Il est possible d’acheter le P,lsdirectement. En 1999, le groupe de Bourguignon et al. réalise la
réduction d’un alcool adjacent a un ester par ajout direct de P,l4 (Schéma 89).1423!

HO,
Psly A\
VM—COEt  DpcMm, ta N CO4Et
N H
H 78%

Schéma 89 Déshydroxylation par ajout de Pals

Récemment, le phosphore rouge a été utilisé avec I'acide iodhydrique pour effectuer des réactions de
déshydroxylations sur des alcools benzyliques et des a-hydroxy carbonyles (Schéma 90).14%4 Ce couple
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HI et phosphore rouge avait été pour la premiere fois utilisé par Kiliani et al. il y a 140 ans dans le cadre
de la désoxygénation d’alcools non activés en alcanes. 4%°!

oA 3 éq. Hl, 0,4 éq. Prouge O Q OH ° 3¢éq. HI, 0,4 éq. Proyge 9 o
e} ~ —> o ~
Toluene, 80°C o : OH O Toluene, 80°C o)

80 % : 65 %

OH 3éq. HI, 0,4 éq. Proyge H
N — N
T m

Toluene, 80°C o
82 %

Schéma 90 Déshydroxylation a I'aide de HI et de phosphore rouge
Cette méthode réduit les alcools en position a de cétones, amides et esters. Les alcools qui ne sont ni
en position benzylique ni adjacents a un groupement carbonyle ne sont pas réduits en alcane mais
convertis en iodoalcane. Les rendements sont bons mais légérement plus faibles pour le cas du diester
(Schéma 90).
Le mécanisme supposé de réaction est le suivant (Schéma 91).

\% HI R4 et Ry = Ar ou Carbonyles

Prouge
Schéma 91 Mécanisme postulé par Koénig!*?4
L’acide iodhydrique intervient deux fois dans le mécanisme pour premierement déplacer I'alcool par un
iodure puis ensuite pour reformer du diiode par attaque nucléophile sur I'intermédiaire iodé. Ce diiode

réagit avec le phosphore rouge pour former les especes Pls et Pls qui pourront étre hydrolysées pour
reformer du HI.

V. I, et PPhg

En 1984, un groupe de chercheurs japonais publie une méthode de déshydroxylation d’alcools
benzyliques, en position a de groupements électro-attracteurs, a 'aide de triphénylphosphine et de

diiode (Schéma 92).14261
OH
I, (1,2 &q.), PPhs (1,2 éq.)
@R e
Benzéne, A, 6h

A 46 %
AR =CO,Me
BR=CN B26%

Schéma 92 Déshydroxylation a I'aide de diiode et de triphénylphosphine

Le champ d’applications restreint et I'absence de traduction de I'article pourrait expliquer la quasi
absence de citations, seulement trois en 34 ans.

En 1998,
position a de groupements électroattracteurs avec un systeme triphénylphosphine, diiode et
imidazole.*?”) Le groupe n’ayant apparemment pas eu connaissance de l'article précédent./*?®! Cette
méthode est testée sur 6 substrats différents en position a d’esters, d’amides, de lactones et de cétones.
L’hypothese du passage par un intermédiaire iodé lors de ce mécanisme est confortée par la réaction
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de Garegg-Samuelson qui utilise le méme systeme de réactifs pour remplacer un alcool par un
iodure. 1428

La réaction de déshydroxylation en position a d’un ester se déroule sur 3 jours a 90 °C dans du
toluene. Les deux groupements acétals sont résistants, dans ces conditions, et le produit déshydroxylé
est obtenu avec un rendement de 55 %. En position a d’une cétone, la réaction fonctionne également
et les groupements pivaloyle présents ne sont pas touchés (Schéma 93).

0% )( OR OR

o C I, PPh; Imidazole Q o] o I, PPh3 Imidazole o
>< Toluéne, 90 °C, 3 jours O’C HO Toluéne, 60 °C, 3h30
CO,Me ’ '
0”7 > P2 X OROM OROM
i 55 9% o CO,Me o e 61% (e} e
OH R = Piv
193 194

Schéma 93 Déshydroxylation dans les conditions de Rauter en a-d’esters et de cétones

Lors d’un essai de désoxygénation d’alcool adjacent a une fonction amide, la fonction amide est
convertie en nitrile. Le composé cyano et déshydroxylé est obtenu avec un rendement de 74 %. Un
rendement similaire est obtenu lorsque la réaction est réalisée en position a d’ester cyclique (Schéma
94).

OxNH,
HO

Ho o lp, PPhs, Imidazole o . Ol.o _ laPPhyimidazole _ @o
/ "0 Toluéne, 60 °C, 3n30 "0 o-7" O)< Toluéne, 60 °C, 3h30 0—: O)<
BnO "’o/% 74% BnO ""o/% : 67 %

Schéma 94 Déshydroxylation en position a d’amide et de lactone

Dans le cas de diols, le produit de la réaction est un alcene correspondant au produit de
déshydroxylation sélective suivie d’'une déshydratation. A partir du sucre L-gulo ou D-gulo, les alcénes
correspondants sont obtenus avec des rendements respectifs de 51 et 59 % (Schéma 95).

o L o N

0 o I, PPh3 Imidazole o O\),,I o I, PPh; Imidazole O\)
O Toluene, 60 °C, 3h30 \/KEO):O J/\F O  Tolueéne, 60 °C, 3h30 LO)=0
Ho 51% = Ho 59 % =
OH o OH o
195 196

Schéma 95 Déshydroxylation sur des diols

Cette méthode efficace, chimiosélective et facile a mettre en ceuvre n’est malheureusement appliquée
gu’a la seule famille des sucres. De plus, une grande quantité de réactifs sont utilisés puisque 3
équivalents de diiode, 4 équivalents de triphénylphosphine et 4 équivalents d’imidazole sont
nécessaires.

Depuis la sortie de cet article,*?”! seulement 4 groupes ont utilisé cette méthode pour désoxygéner un
alcool activé dont 2 réalisant I'expérience sur un substrat strictement identique a celui décrit par Amélia
Rauter.[#274297432 | 3 déshydroxylation en position a de I'ester est répétée avec un rendement amélioré
a 69 %1% au lieu de 55%. Le rendement est également amélioré a 76 %, contre 67 %, dans le cas de Ia
déshydroxylation en position a de I'ester cyclique.*%

La méthode a été appliquée sur deux nouveaux substrats : un précurseur vers la synthése de la
stemofolinel**? et un analogue de la salvinorine A% (Schéma 96).
La déshydroxylation sur l'intermédiaire de la stemofoline s’effectue en position a d’amide cyclique.
L'imidazole est remplacé par la 2,6-lutidine et lintermédiaire iodé est réduit par un ajout
supplémentaire de triphénylphosphine. La réaction s’effectue avec un excellent rendement de 91 %.
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Pour le substrat dérivé de la Salvinorine A, la réaction initiale souhaitée était une réaction d’iodation.
Celle-ci s’est produite mais une fraction de 5 % de produit déshydroxylé a été observée.

0 0
HO., l2, PPhs,
B“?f YN 2,6-lutidine, 60 °C B“?f YN
COEt  [yis PPh, 80 °C CO,Et
0 : 0
o 91 % o

I, PPh3 imidazole
R St
O Toluéene, 80 °C, 1h

5% 81 % 9%

Schéma 96 Exemples de déshydroxylation sur un intermédiaire de la stemofoline (schéma supérieur) et un dérivé de la salvinorine A
(schéma inférieur)

Le couple PPhs/diiode est intéressant pour la désoxygénation d’alcool en position a de groupements
électroattracteurs car il s’applique sur une grande diversité de fonctions chimiques avec de bons
rendements.

Vi. Intermédiaire a-chloro

L"utilisation de conditions provoquant le passage par un intermédiaire a-iodo en vue d’effectuer
une réaction de déshydroxylation est justifiée. En effet, I'iodure est meilleur groupement partant et
meilleur nucléophile devant le bromure et le chlorure, facilitant ainsi la plupart des mécanismes mis en
jeu. Cependant, un exemple de désoxygénation d’alcool existe avec passage par un intermédiaire a-
chloro.

Dans I'exemple ci-dessous, I'hydroxy cétone est convertie en intermédiaire chloré a I'aide de
chlorure de thionyle. Cet intermédiaire est ensuite réduit avec le tétraborohydrure de sodium donnant
le produit de déshydroxylation avec un rendement de 75 % (Schéma 97).1433

OH

/W SOCI, Pyridine, NaBH,4
A W
s 75 % s

0 (0]

Schéma 97 Déshydroxylation a I'aide de SOCI. et NaBH4
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Vii. Bilan

Les différentes méthodes de déshydroxylation discutées dans cette partie sont résumées dans la figure

suivante (Figure 74).

Groupements électro-attracteurs (GEA)

Cétone Ester Acide

HI + Acide ou H,

0 ) o
RK(R FLO)H,R HOJK(R i
CH OH OH

Amide Lactame Lactone Nitrile [ Alcools |

Peu cher
X Conditions dures
X Champ dapplications faible

gﬁ, 28, 3R

( 0 0 i Régiosélectivité

TMSI ou TMSCI/Nal R)Lrn R‘OJH/R ; B &):0 1R 2R 3R Tous types d'alcaols
e OH OH n o X Champ d'applications faible
— o 0 5 o Varl'é"cé. des GEA

Phosphare, lode RJ\(R R Okfﬂ HOJ\(R R\‘)LN,R % ZR%‘ Conditions douces )
. OH oH oH on H L X Exemples seulement alcool 2

A B ke e B

oH OH

Variété des GEA
Conditions douces
X Exemples seulement alcool 2R

o

1, PPh; base R)k(R R
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Figure 74 Bilan des méthodes passant par un intermédiaire a-iodé

¢) Viaunintermédiaire radicalaire ou carbocation

i. Réactions radicalaires

Dans une logique d’économie d’atome, les réactions par photo-catalyse se sont beaucoup
développées ces derniéres années. Le premier exemple d’utilisation de radiation lumineuse pour
effectuer une déshydroxylation est effectué en 1995 en position a d’amide cyclique (Schéma 98).1434

OH OH HO'
o - o + (¢} O =~> O O
N i-PrOH, 20min N N m N
R R R R R
AR =Me A39 % A61% Intermédiiaires réactionnels
BR =Et B 28 % B 70 %

Schéma 98 Déshydroxylation par photolyse

L'irradiation des 3-hydroxyoxindoles A et B, pendant 20 minutes dans de I'isopropanol, fournissent le
produit de désoxygénation avec des rendements respectifs de 61 et 70 %. Ce produit de désoxygénation
s’accompagne d’un produit de migration de I'alcool (Schéma 98). Aprés coupure homolytique de la
liaison C-O un radical est généré sur le carbone. Celui-ci peut effectuer une abstraction d’hydrogéne
provenant du solvant pour atteindre le composé désoxygéné. Le radical est stabilisé de par sa position
benzylique, une migration 1,3 du radical hydroxyle peut alors avoir lieu, donnant aprés réaromatisation
le composé de migration. Cette publication est le premier exemple de migration 1,3 d’un groupement
hydroxyle.

La désoxygénation d’un alcool secondaire en position a d’ester a également été réalisée en deux
étapes en utilisant une étape de transfert électronique photoinduit.!33843!
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Schéma 99 Déshydroxylation par estérification puis réduction par photo-catalyse

L'alcool est d’abord estérifié a I'aide du chlorure de (3-trifluorométhyl)benzoyle. Ce groupement est
décrit comme un groupement sensible a la photocatalyse par Saito.**®! La seconde étape correspond a
une réaction de Marko-Lam avec formation d’un radical cétyle, facilitée par la présence du perchlorate
de magnésium qui a un rdle d’acide de Lewis. Le radical cétyle se décompose ensuite en carboxylate et
radical sur la partie alkyle par coupure homolytique de la liaison C-O. L’ester en position adjacente
permet la stabilisation du radical formé. Le composé déshydroxylé est obtenu avec un bon rendement
de 66 % (Schéma 99).

Plus récemment, une méthode photochimique efficace pour réduire les alcools primaires, secondaires

et tertiaires en position a de cétones a été développée par le groupe d’Ana. N. Santiago en 2013, en
présence de PPh, ou (EtO),PO", dans du DMSO.143”!

O 50 %o UQOH Qﬁ
A B C D

o o 0
RR gMSO/hv R, R,
1 + R
OH | PhPou © R

A 97 %

B 91% -
C 88 % 9%
D 45 % -

X = non testé, - = pas de conversion

Schéma 100 Déshydroxylation d’alcools par transfert électronique

Les rendements en produits déshydroxylés sont tres bons mais fortement réduits dans le cas de |'alcool
primaire D lorsque Ph,P est utilisé. La formation d’un époxyde est quelques fois observée. Lorsque du
méta-dinitrobenzéne, connu pour étre un inhibiteur de réaction a transfert d’électron,!**! est ajouté
lors de la réaction, celle-ci est totalement inhibée pour chaque substrat. La réaction est également
effectuée dans le noir et si I'on observe une baisse drastique des rendements pour les substrats A, B et
C, ce n’est pas le cas pour le substrat D dont le rendement en produit désoxygéné reste a 51 %. Ce
résultat semble indiquer que le mécanisme réactionnel du composé D n’est pas radicalaire.

Le mécanisme pour les substrats A, B et C est décrit comme suit (Schéma 101).

o
R

o
(0] 0 (0]
R R DMSO R
OH S} . ©)\/ -HO@
Ph,P~  Ph,P OH A

Schéma 101 Mécanisme de déshydroxylation par une méthode radicalaire!”

Les différentes formes de résonance du radical A permettent d’expliquer la formation de I'époxyde.
Aucune réaction de type nucléophile ou oxophile, typique du phosphore, n’a été observée.
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Un seul exemple de désoxygénation d’alcool en position a de groupements électroattracteurs
par méthode électrochimique a été publié a ce jour. Cette réaction est réalisée sur le 7-désoxy docétaxel

(Schéma 102).143%

o] (0]
e Y
2\ Cathode: MeOH, CaCl, (0,05M) )\
O0“NH © ‘ ~H Anode : MeOH, HCI (0,1M) O0”NH O ‘ wH

g WA D
H 449 H
M /\:\/OHO \ % M /\:\/OHO \
o © o ©

Schéma 102 Electro-réduction du 7-désoxy docétaxel

La réduction de I'alcool en position 10 s’effectue sélectivement avec un rendement de 44 % (Schéma
102).

ii. Via un carbocation

Un autre moyen de déshydroxyler une molécule est de protoner I'alcool pour provoquer un
départ de molécule d’eau. Un carbocation est alors formé qui pourra réagir avec un nucléophile. En
2005, la conversion d” a-hydroxy cétones en cétones est décrite par Krayushin et al (Schéma 103).1440

Schéma 103 Mécanisme proposé et substrats testés dans I'article de Krayushin

L’alcool est d’abord protoné par I'acide trifluoroacétique provoquant le départ d’'une molécule d’eau.
Le carbocation réagit ensuite avec un thiol donnant lieu a la formation d’un thioéther. Celui-ci est
ensuite réduit par chauffage a reflux dans une solution de NaOH a 15% dans un mélange 1: 1 eau et
méthanol. L’étape d’isolement du thioéther peut étre exclue donnant alors lieu a une nouvelle méthode
de déshydroxylation en un pot. Ci-aprés d’autres exemples d’application de cette méthode (Schéma

104).

o  OH o O, OH Q
_ _ 1) HS-R, TFA _ _ 1) HS-R, TFA
S/ NS 2 NaOH,MeOH H0, s 2 & S O Q 2) NaOH, MeOH, H0, O Q
cl A 2n c cl je Ah cl jo
83 % 91%

Schéma 104 Exemples d’application de la méthode sur d’autres substrats/44!

"abstraction d’un alcool peut également se faire a I'aide d’un acide de Lewis. En 1995 est
décrite une méthode de déshydroxylation en position a de cétones a,B-insaturées en présence de
triéthylsilane et d’éthérate de trifluorure de bore.**? Le trifluorure de bore a le réle d’acide de Lewis et
le triéthylsilane de donneur d’hydrure (Schéma 105).
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Schéma 105 Intermédiaire réactionnel mis en jeu

La régiosélectivité de I'attaque nucléophile est dictée par des facteurs stériques et électroniques.
Dans I'exemple ci-dessous, I'approche de I’hydrure se fait préférentiellement sur le carbone le moins
encombré (Schéma 106).

o) H
jI/Li EtsSiH H
OH BF3.0Et,
-PrO

H

st

i-PrO i-PrO i-PrO

H
ji Et3S|H Bu o
OH BF;OEt,
- i-PrO Ph
65 % 25% 75%
Schéma 106 Etude de I'effet stérique du substrat

Cette tendance se confirme avec un essai sur un carbone plus encombré avec un groupement sec-butyl.
Plus le silane utilisé est encombré, plus la régiosélectivité vers le carbone le moins encombré est grande,
allant jusqu’a une sélectivité totale pour le cas de 'utilisation de i-Pr3SiH (Schéma 107).

0
H
ou +
BF; OFt
O o 7777 ipd” B p0” pn
ipe’ pn  PheSH 2% 58%
Et,SiH 88 % 12%
-PrSiH >99 % A%

Schéma 107 Etude de I'effet stérique du substrat et du silane

Un facteur électronique est également mis en jeu, illustré par les exemples suivants (Schéma 108).

. Bu Bu
K © \
/ji _EGSH /jj | O EusH ) 0
Bu BFj. OEt2 ! BF3.OEt
i-PrO j-P , . Ph 3- 2 . Ph
>90 % Bu I-PrO Bu 3 PO OH ghe wpo’
PMB PMB H o

0 0
m EtsSiH ]i N PMBj;/(
Ph BF;.OFEt, . Ph
OH  OTTE POyt iprg” eh

16 % 84 %

Schéma 108 Etude de I'effet électronique

Le cation allylique est exclusivement piégé a la position terminale du groupement vinyle, donnant lieu
aun mélange 8 : 1 d’alcéne Z/E. Dans le cas de I'alcyne, I'intermédiaire alléene mis en jeu pour stabiliser
le carbocation intermédiaire est rééquilibré en alcyne par attaque de I’hydrure sur le carbone portant
le groupement phényle. Enfin, dans le troisieme exemple, la présence d’un groupement PMB permet
de stabiliser le carbocation par effet mésomeére donneur. L'attaque de I'hydrure se produit donc
préférentiellement sur le carbocation étant le plus stabilisé, soit au pied du groupement PMB (Schéma
108).

Six ans plus tard, cette méthode est mentionnée dans I'ouvrage Encylopedia of Reagents for
Organic Synthesis pour la synthése de cyclobutenones.“4?!
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En 2009, le groupe de Richmond Sarpong observe une réaction inattendue lors d’une synthese
multi-étapes de la Pauciflorol F (Schéma 109).1444 En effet, en présence de BBrs;, une réaction de
déshydroxylation se produit en méme temps que la déprotection des phénols alors qu’aucun agent
réducteur n’est présent dans le milieu.

MeO O OMe OMe HO O OH OH
=0 e Y
0" :“oH OMe — o : OH
& D

MeO HO

Schéma 109 Observation d’un produit de déshydroxylation en présence de BBrs

Pour mieux comprendre la réaction observée et améliorer le rendement, le groupe a décidé d’ajouter
du triéthylsilane comme réducteur et d’étudier différentes a-hydroxy cétones.

L'ajout de triéthylsilane augmente grandement le rendement de la réaction de déshydroxylation
atteignant alors 98 % (Schéma 110). Les groupements méthoxyles ne sont pas déprotégés dans ces
conditions.

MeO

MeO OMe OMe MeO OMe OMe OMe

OMe
O e -0 .
1:1 Et;SiH/DCM o O
A o :

SoH  OMe 0-C. 6n E OMe \ -

MeO MeO 8'\49

Intermédiaire réactionnel

Schéma 110 Déshydroxylation en présence de BBrs et EtsSiH

D’autres analogues d’a-hydroxy cétones ont été testés (Figure 75). La présence d’un groupement para-
méthoxy sur I'aromatique en position a de I'alcool a désoxygéner semble indispensable puisque les
produits C et D ne sont pas observés dans les conditions. Ce groupement donneur par effet mésomere
permet la stabilisation du carbocation formé aprés départ de I'alcool facilité par la présence de I'acide
de Lewis BBrs.

e,
)
he ¥,
O 5
5
O 5
Y
g

MeO 95
Figure 75 Produits obtenus a partir des a-hydroxy cétones modeéles

Des conditions similaires sont utilisées en 2014 sur un alcool benzylique possédant a nouveau
un groupement électrodonneur en para sur le noyau aromatique (Schéma 111).14%

OH
OEt EtsSiH, BF3.0Et, /mom
AN DCM, 25 °C, 22h AN o)
o) s
s
196

76 %

Schéma 111 Autre exemple de déshydroxylation a I'aide d’hydrure de triéthylsilane
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Cependant, la transformation de 196 a I'échelle du kilogramme n’a été possible qu’en utilisant les
conditions TMSCI-Nal-CHsCN décrites dans la partie précédente (Chap 3. 1) 1) b) iii).

La méme année, le groupe de Ben W. Greatrex décrit une méthode de piégeage de nucléophiles
al'aide d’intermédiaire de type oxyallyle formé & partir d’a-hydroxy cétones (Schéma 112).144°!

0 S 0
RO OH OMs RO
<P 1) MsClL EtN » ROH RO
RO “or 2 EtN, "2) EGN, ROH < o RG “"OR
OR OR
R= Me ou Bn

Schéma 112 Mécanisme possible proposé par les auteurs de |article

La réaction débute par une mésylation de I'alcool adjacent a la cétone. La triéthylamine permet
ensuite la formation de I'énolate par réaction acide-base avec I’hydrogéne axial plus acide que
I"hydrogene équatorial. Le groupement mésylate est éliminé par cyclisation intramoléculaire comme
pour le mécanisme de la réaction de Favorskii. Le cyclopropane formé est en équilibre avec la forme
oxyallyle. L"attaque du nucléophile a lieu préférentiellement sur le carbone C-6 ayant un caractére
cationigue plus fort (Schéma 112).

Cette méthode est appliquée sur les substrats suivants (Schéma 113). Cette réaction de
déshydroxylation s’accompagne d’une modification structurale importante.

Avec purification du composé mésylé

1
| OM
A 0Bn BNy : MsCI, Et;N OMs™"%0
BnO ! OMe ———— MeO
BnO OH 1 MeO - puis MeO .
MsCl, Et;N 0B B OMéq; 0 EtsN, BnOH OMe
ou _— BnO .
puis BnO |
gl Et;N, BnOH SBn ! 0Bn OB, OBn
) ! BnO MsCl, Et;N
BnO OBn A 65% : on T Bng 5 OBn
: A I
OBy -0 B 8s% : OBn EtoN, BnOH omn g
| 52%
OBn .
OBn OMey OMe
[e) BnO OB OBn f OM
4 MsCI, Et;N ! _ MsCLEtN
—_—
HO puis BnO Oé)an : puis MeMOeo OMe
Et;N, BnOH fo) : EtzN, BnOH (')Me 0
OBn |
. 85%
1
1

Schéma 113 Champ d’applications de la méthode

iii. Utilisation de phosphites
Deux exemples, tous deux publiés en 1966, décrivent la désxydroxylation d’a-hydroxy cétones
par utilisation de phosphites avec ou sans sodium (Schéma 114).1446:447)
Henning suppose une attaque initiale de I'alcool sur le phosphore avec départ d’éthanol, Mukaiyama
fait plutot I'hypothése d’un passage par un intermédiaire phosphorane.

. )
i O _P(OCoHs)3 i O . O¢P/0 0¢P/0
O L, 180 °C, 10h O ( K f K

42 % 53 % 27 %
37% avec Na

Schéma 114 Déshydroxylation a I'aide de phosphite
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Si le groupement phényl est fonctionnalisé par un groupement méthyl en position para, le rendement
de désoxygénation est de 34 %. La méthode fonctionne également sur le furoine avec un rendement de
35 %.1%71 Henning effectue la réaction uniquement sur la benzoine en présence de sodium. Le
rendement de la désoxygénation est de 37 %.

d) Méthodes enzymatiques

En plus de toutes les méthodes chimiques de désoxygénation d’alcool décrites auparavant, il
est également possible d’utiliser des méthodes enzymatiques.
De 1978 a 1979, J. Winter et V. D. Bokkenheuser publient trois articles portants sur la déshydroxylation
de stéroides en position C-21.1448-450

L'exemple ci-dessous indique la conversion totale de la corticostérone en 21-
désoxycorticostérone. La réaction est réalisée par incubation du substrat dans un mélange Culture 116
ou E. lentum. La réduction est également quantitative pour le cas de la cortisone (C-17 hydroxy et C-11
cétone) et de la cortisone (C-17 hydroxycorticostérone) (Schéma 115).

Eubacterium Lentum
ou Culture 116

Quant.

Schéma 115 Déshydroxylation par Eubacterium lentum

En 1984, le chimiste H. L. Holland se penche également sur la déshydroxylation en position 21
de stéroides a I'aide de la bactérie Eubacterium Lentum dans des conditions similaires. #*
L'article porte principalement sur le mécanisme mis en jeu lors de cette réduction. Le substrat est
marqué par du deutérium en position C-17 et C-21 avant d’étre incubé entre 4 et 7 jours dans un
mélange E. lentum et E. coli. Aprés ces plusieurs jours de réaction, le deutérium en position C-17 est
toujours présent tandis qu’une perte d’un des deux deutériums de la position C-21 est observée. De ces
observations, Holland et al. proposent le mécanisme suivant (Schéma 116).

OH H
HO HO

= =

WD ° D b,

Schéma 116 Mécanisme proposé pour la bactérie E. lentum

Le substrat deutérié est en équilibre avec sa forme énol. L'espéce énediol est réduite par une enzyme
certainement a l'aide d’un ion métallique encore non identifié. La réduction est suivie d'une
déshydratation qui apres équilibre céto-énolique donne lieu au produit désoxygéné (Schéma 116). Cing
ans plus tard, Herbert L. Holland ajoute que la réduction par la bactérie E. lentum est sélective pour la
position pro-S.1>? Pour ces deux articles, aucun rendement n’est communiqué.

En 1989, la formation d’acide acrylique est détectée a partir de I'acide lactique par réaction avec
la bactérie Megasphaera elsdenii et en présence d’un inhibiteur : 'acide but-3-ynoique (Schéma
117).14531

OH .

Megasphaera elsdenii OH OH OH OH OH

Ao Y Y Y (A

0 [0} [0} [0} (6} (6}
Seulement en présence d'inhibiteur

Schéma 117 Produits de fermentation de Megasphaera elsdenii et de I'acide lactique
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La fermentation d’acide p-lactique par M. elsdenii pendant quelques heures, en absence d’inhibiteur,
meéne a la formation des acides acétique, propionique, butyrique et valérique. Le ratio d’acide
propionique par rapport a I'acide acétique est approximativement de 2 : 1 (Schéma 117).

Une fois de plus, aucun rendement n’est donné. Il serait possible d’optimiser le rendement en produit
déshydroxylé en testant un panel de bactéries.

i. Méthodes non sélectives a faible rendement

'utilisation d’hémipentoxyde de phosphore comme agent déshydratant est connue puisque
utilisé dans les dessiccateurs de laboratoire. Il est également possible de réaliser des réactions de
déshydratation avec le P,0s en tant que réactif.

Le groupe de Aida et al. décrit en 2009 la conversion de I'acide lactique en acide acrylique a
haute température dans I'eau. L’obtention de I'acide propionique, le produit de désoxygénation, n’est
obtenu qu’avec des rendements inférieurs a 1 %.14>
Récemment, le groupe de Ayumu Onda a effectué cette réaction a I'aide d’un réacteur a flux continu,
sans grande amélioration : le produit de désoxygénation a été obtenu avec un rendement tres faible d’a
peine 1,6% (Schéma 118).1124

OH (o}
i H OH OH
)ﬁ(OH P2OIS0: 1, )Y A Y
350 °C o o o
(e} o
59 % 0,2 % 0,5 % 1,6 %
Schéma 118 Réaction de I’acide la citrique avec le P,0s

Le P,Os est également utilisé dans la synthese de I'ambroxide pour désoxygéner un alcool en position a
de groupements nitriles.!°®!

Cette méthode montre a nouveau sa faible efficacité puisque le rendement de la réaction est seulement
de 4 %. De plus, la réaction de déshydroxylation ne se produit pas seule puisqu’un alcene est également

formé (Schéma 119).
H H
P,05, 140 °C

E ou LizPO,4 290-340 °C Y
HO

" CN “CN
416 %

Schéma 119 Déshydroxylation d’un intermédiaire de I'ambroxide

e) Conclusion

De nombreuses méthodes de déshydroxylation en position o de groupements
électroattracteurs n’utilisant aucun métal de transition existent. La quasi-totalité des réactions
précédentes citées s’effectuent en un pot. La variété des méthodes disponibles permet de trouver les
conditions idéales a utiliser en fonction du substrat ciblé. Certaines ont des champs d’applications tres
limités tandis que d’autres sont utilisables sur de nombreux substrats possédant des fonctions variées.
Parmi les méthodes les plus générales figurent celles utilisant le TMSI ou le TMSCI/Nal et celle utilisant
le phosphore et I'iode et plus particulierement la méthode décrite par Amélia Rauter.*?”) Cet article
regroupe peu d’exemples, avec un champ d’applications restreint aux glycosides, mais la méthode est
appliguée en position a de 3 fonctions différentes : cétone, ester et amide. Ces méthodes restent en
revanche plus restreintes face a des réactions telles que la réaction de Barton-McCombie et |a réaction
au samarium.
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2) (Re) découverte au laboratoire

La découverte au laboratoire d’une réaction de déshydroxylation sélective a été faite par Fabien
Stauffert lors de sa thésel?®! en effectuant une réaction d’iodation sur I'alcool primaire de la lactone
197. Les conditions utilisées ont été inspirées de la réaction de Garegg-Samuelson, en présence de
diiode, de triphénylphosphine et avec la pyridine en tant que solvant. Le produit d’iodation désiré 198
a été obtenu avec 42 % de rendement mais, une fraction conséquente d’un second produit a pu étre
isolée apres purification sur gel de silice. Aprés analyses RMN et HRMS, ce produit 199 s’est révélé étre
le produit d’iodation ayant également subi une réaction de déshydroxylation (Schéma 120).

|2(15EQ) o
+ [¢]
BnO B
OH BnO

Pyrldlne ta., 22h

42 % 32%
197 198 199

Schéma 120 lodation et déshydroxylation sur une lactone

Aprés recherche bibliographique, seul un article rédigé en anglais décrivait ce type de
désoxygénation d’alcool en position a de groupements électroattracteurs avec un systeme |,-PPhs-
Imidazole.!*?”! Cette méthode est la méthode décrite par Amélia Rauter.

L’'engouement récent pour l'utilisation de réactifs non métalliques et non toxiques pour
I’environnement a motivé le laboratoire a débuter une optimisation de cette méthode. L'objectif était
de diminuer les quantités de réactifs utilisés, notamment en diiode, dont une quantité sub-
stoechiométrique devrait étre suffisante, d’aprés des considérations mécanistiques. Nous souhaitions
aussi élargir le champ d’application de la méthode a des substrats n"appartenant pas a la famille des
sucres et en position a de groupements électroattracteurs variés.

3) Mécanisme proposé

Les premieres étapes du mécanisme supposé sont similaires au mécanisme de la réaction de
Garegg-Samuelsson utilisant un systéme l,-PPhs-Imidazole permettant de convertir un groupement
hydroxyle en groupement iodé avec inversion de configuration (Schéma 121).14%8 initiation de la
réaction se produit via une attaque nucléophile de I'alcool sur le sel d’iodotriphénylphosphonium formé
par ajout de la triphénylphosphine sur du diiode. La liaison oxygéene phosphore se forme, un ion iodure
est libéré puis le proton de I'oxonium est arraché par la pyridine. L'iodure présent en solution va alors
pouvoir réaliser une substitution nucléophile de type 2 sur le carbone portant I’'espece phosphonium.
Cette substitution conduit a la formation de l'oxyde de triphénylphosphine trés stable et a
I'intermédiaire iodé en a du groupement électroattracteur. Le deuxiéme iodure encore présent en
solution va pouvoir effectuer une attaque sur l'iode de I'intermédiaire et ainsi reformer du diiode. Le
carbanion formé est stabilisé par mésomérie avec sa forme énolate et sera protoné par I'ion pyridinium
pour obtenir le composé désoxygéné (Schéma 121).

h%/P'Ilh Intermédiaire iodé N Produit de
—p— désoxygénation
“Ph X @ Q\‘ | &)
° N~ oy I © PPh3 i

\; S)

0= PPh3

I—Z@

Schéma 121 Mécanisme supposé de déshydroxylation
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4) Optimisation

Un travail d’optimisation des conditions de cette réaction a été effectué par Luis Guillermo
Addante Moya au laboratoire (Tableau 22). Le substrat modele choisi était la 3,5-dibenzyl-D-xylono-1,4-
lactone 200, présentant le méme squelette que la lactone 197, ayant initié ce projet. La protection de
la position C-5 par un groupement benzyle permet d’éviter la réaction d’iodation non désirée.

Tableau 22 Optimisation de la méthode de désoxygénation d’alcool

l,, PPhg, base
o) 2 3
Bno/j/\)zo BnO O
/ solvant, chauffage (conv. or MW) o

BnO

OH BnO
200 201
Entrée | PPh3(éq.) I,(éq.) Temp (°C) Base (éq.) Solvant ~ Temps (h)  Rendement!® (%)
1 1,5 1,0 60 - Pyridine 7 80
2 1,5 0,5 60 - Pyridine 20 70
3 1,5 0,5 60[b! - Pyridine 3 91
4 1,25 0,25 90 - Pyridine 20 FC
5 1,25 0,4 90 - Pyridine 20 FC
6 1,5 0,4 60 - Pyridine 20 FC
7 1,7 1,5 25 - Pyridine 20 FC
8 1,5 0,5 100! Pyr. (5) Toluéne 3 97
9 1,5 0,5 100f®! Pyr. (1,1) Toluéne 3 95
10 1,5 0,5 A Pyr. (1,1) Toluéne 45 93
11 1,5 0,5 60olb! Pyr. (10) Toluéne 3 80
12 1,5 0,5 60lb] Pyr. (10) CHCly 3 PR
13 1,5 0,5 60! Pyr. (10) DMF 3 PR
14 15 0,5 A Pyr. (5) THF 6 76
15 1,5 0,5 60lb! EtsN (10) Toluéne 3 PR
16 1,5 0,5 60lb! KoCO3 (10) Toluéne 3 PR
17 1,6 0,5 60lb! Imidazole (10)  Toluéne 3 PR
18 1,5 0,5 60! - Toluéne 3 PR
19lcl 1,5 - 60olbl Pyr. (5) Toluéne 3 PR
20 - 0,5 A Pyr. (1,1) Toluéne 5 PR

[a] Rendement isolé ; [b] Réaction effectuée sous irradiations micro-ondes ; [c] Ajout de 0,5 éq. de TBAI ;
Conv.=conventionnel ; FC = faible conversion (plus de 70% du substrat isolé) ; PR = pas de réaction

Les premieres expériences réalisées ont eu pour but de définir la quantité de diiode nécessaire
a une conversion totale du substrat modele 200 (Tableau 22 - Entrées 1 a 7). Le premier essai avec 1
équivalent de diiode a permis d’obtenir le produit déshydroxylé 201 avec un bon rendement de 80%
(Tableau 22 - Entrée 1). Diviser par deux la quantité de diiode diminue légerement le rendement de
10% et le temps de réaction nécessaire est allongé (Tableau 22 - Entrée 2). L'utilisation d’un chauffage
par micro-ondes dans ces conditions permet d’atteindre le composé voulu en seulement 3h avec un
rendement de 91% (Tableau 22 - Entrée 3). L'utilisation d’une quantité inférieure a 0,5 équivalent de
diiode ne permet pas a la réaction d’avoir lieu puisque 70% du substrat de départ est récupéré apres
réaction (Tableau 22 - Entrées 4 a 6). La réalisation de cette réaction a température ambiante ne permet
pas non plus la conversion du substrat (Tableau 22 - Entrée 7).
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Le solvant est ensuite changé pour du toluéne avec un ajout d’'une quantité stoechiométrique
de pyridine. D’excellents rendements sont obtenus (Tableau 22 - Entrées 8 a 10) allant de 93 a 97%. La
diminution de la quantité de pyridine de 5 a 1,1 équivalents n’a pas d’influence sur le rendement
(Tableau 22 - Entrées 8 et 9). L'utilisation d’un chauffage conventionnel avec reflux de toluéne ou un
chauffage par micro-ondes a 100 °C aboutit a des rendements similaires dans des temps de réaction
comparables (Tableau 22 - Entrées 9 et 10). Augmenter la quantité de pyridine a 10 équivalents ne
compense pas une diminution de la température de réaction (Tableau 22 - Entrée 11). Différents
solvants tels que le chloroforme (Tableau 22 - Entrée 12), le DMF (Tableau 22 - Entrée 13), ou encore le
THF (Tableau 22 - Entrée 14) ont été testés, mais aucun n’a donné de meilleurs résultats. La réaction de
déshydroxylation n’a pas lieu en absence de triphénylphosphine (Tableau 22 - Entrée 20), de base
(Tableau 22 - Entrée 18) ou si la pyridine est changée pour de la triéthylamine (Tableau 22 - Entrée 15),
du carbonate de potassium (Tableau 22 - Entrée 16) ou de l'imidazole (Tableau 22 - Entrée 17). Pour
finir, I'utilisation d’une autre source d’iode telle que I'iodure de tétrabutylammonium ne permet pas la
réaction (Tableau 22 - Entrée 19).
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II) Champ d’application de la méthode

1) Résultats™*”

Dans I'objectif de rendre accessible cette méthode au plus grand nombre de chimistes, la méthode par
chauffage conventionnel a été retenue et ces conditions sont celles appliquées pour la détermination
du champ d’application :
> 0,5 équivalent de diiode
1,5 équivalent de triphénylphosphine
1,1 équivalent de pyridine
Le toluéne en solvant ¢ = 0.25 mol/L
A reflux

YV V V

Le rendement obtenu apres réaction de déshydroxylation sur le substrat modele est de 93 %. Si
I’'on effectue la réaction en présence d’un alcool primaire non protégé, la réaction de Garegg-Samuelson
se produit mais la formation du produit iodé déshydroxylé n’est pas observée puisque seulement 0,5
équivalent de diiode est disponible dans le mélange. Le produit 198 est isolé avec un rendement de 50
% par rapport au substrat de départ, soit 100 % par rapport au réactif limitant, le diiode (Schéma 122).

BnO/IO/EO I, PPhs, Pyridine Bno/io)zo
—_— =
BnO

;bH Toluéne, A, 4,5h BnO
200 93 % 201
l¢) . o
HO o0 |z PPhg Pyridine ,/i): o
s T
BnO" T, Toluéne, A, 6h B0’ %,
197 50 % 198

Schéma 122 Déshydroxylation sur le substrat modéle 200 et la lactone 197

Plusieurs exemples de déshydroxylation ont été réalisés sur des stéroides (Schéma 123).
OH

I,, PPh Pyridine

_ =

Toluéne, A, 6h
85 %

Schéma 123 Déshydroxylation sur la corticostérone

Cet exemple de déshydroxylation sur la corticostérone montre la compatibilité de notre
meéthode avec la présence d’un alcool secondaire non protégé et non activé et d’'une cétone a,p-
insaturée. La 21-désoxycortisone (203) est obtenue avec un tres bon rendement de 85 % (Schéma 123).

La sélectivité de la méthode envers les alcools primaires et tertiaires activés a ensuite été testée
sur deux exemples différents, I'hydrocortisone (204) et la prednisone (205). Dans les deux cas, une
régiosélectivité totale est observée en faveur de la déshydroxylation de I'alcool primaire en position 21.
Les produits 21-désoxyhydrocortisone (206) et 21-désoxyprednisone (207) sont obtenus
respectivement avec des rendements de 79 et 76 %. La présence d’une cétone ou encore d’un
accepteur de Michael sur la prednisone n’interfere pas avec la réaction (Schéma 124).
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I, PPhg Pyridine

_—_—

Toluéne, A, 6h
79 %

I, PPhg Pyridine

B
Toluéne, A, 6h

76 %

207

Schéma 124 Déshydroxylation sur I’hydrocortisone et la prednisone

Deux tests ont ensuite été réalisés sur des alcools tertiaires pour vérifier si I'observation faite
dans le cas de I'hydrocortisone et de la prednisone était due a une cinétique beaucoup plus lente de
réaction, par rapport a I'alcool primaire, ou une absence de réactivité. La 21-désoxyhydrocortisone 206
a été mise dans les conditions de déshydroxylation (Schéma 125). Al'issue de cette réaction, un mélange
complexe de produits a été obtenu. Seul le produit de déshydratation avec perte du groupement —OH
en position 11 a pu étre isolé et identifié. Le rendement faible de 11 % et 'aspect du brut réactionnel
laisse envisager une dégradation du substrat.

L’absence de réactivité des alcools tertiaires dans les conditions réactionnelles choisies est confirmée
par 'essai sur la 2-hydroxy-2-méthylpropiophenone (208) ou aucune ou peu de conversion n’est
observée (Schéma 125).

Io, PPhy, Pyridine 0 I, PP Pyridine Q
[ .
Toluéne, A, 6h 5
©)‘\06 Toluéne, A, 20h w
1% 208

209

Schéma 125 Tests réactivité alcool tertiaire

La méthode de désoxygénation d’alcool a ensuite été testée sur un alcool en position benzylique.
Plusieurs réactions ont été réalisées sur la benzoine (210) mais des problemes de purification ont
empéché l'isolement de la 2-phénylacétophénone (211) (Schéma 126). En effet, 'oxyde de
triphénylphosphine formé lors de la réaction n’est pas entierement séparable du produit par
chromatographies méme répétées. Il semble former des interactions rt avec les cycles aromatiques de
la benzoine. Pour s’affranchir de cette étape de purification, de la triphénylphosphine supportée sur
polymeére a été utilisée. En fin de réaction, il suffit de faire gonfler le polymeére en ajoutant un solvant
tel que le dichlorométhane, puis de filtrer le milieu réactionnel. L'oxyde de triphénylphosphine formé
reste greffé au polymere et est ainsi aisément séparé du milieu réactionnel. Le groupe de Daniel J. Weix
a publié I'année dernieére une nouvelle méthode pour retirer 'oxyde de triphénylphosphine par
précipitation avec du chlorure de zinc.[**® Cette méthode n’a malheureusement pas encore été testée
expérimentalement au laboratoire. L'essai de déshydroxylation sur la benzoine en présence de PPhs;
supportée a trés bien fonctionné, aboutissant au produit désiré de maniére quantitative (Schéma 126).
Utiliser de la triphénylphosphine supportée pour chaque réaction serait envisageable mais le prix élevé
de ce réactif, plus de 200 fois plus cher que la triphénylphosphine classique par mole de produit nous
en a dissuadés. De plus, cette méthodologie étant dédiée au plus grand nombre de chimistes
organiciens, le reste des expériences sera réalisé avec de la triphénylphosphine « classique ».
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0 I, PPh3 supportée,
Pyridine 0 O
O OH Toluéne, A, 7h O

210 Quant. 211

Schéma 126 Déshydroxylation de la benzoine

La méthode de déshydroxylation a ensuite été testée sur un iminosucre de type lactame 212,
intermédiaire clef dans la synthése de la DMJ,** et un imide cyclique 213. La réaction fonctionne dans
les deux cas avec un bon rendement de 81 %. Le groupement paraméthoxybenzyle résiste aux
conditions réactionnelles (Schéma 127).

HQ,

H
|2 PPh; Pyridine  gng N O o%o I, PPhs_ Pyridine 0@%0
e T
Bno" Toluene , 6h Bno" Toluéne, A, 5h \©\
81% 21403" 213 oM 81% 215 OMe

Schéma 127 Déshydroxylation en position a de lactame

La méthode de déshydroxylation fonctionne également en position a de groupement nitrile
mais avec un rendement plus faible de 51 %. Il est également a noter que I'acétal cyclique présent n’est
pas dégradé au cours de la réaction (Schéma 128).

N=C (o) Iz, PPhs, Pyridine | =C 0
,,,0 _—_— > "/0
! Toluéne, A, 5h BnO "’o/%

216 51% 217
Schéma 128 Déshydroxylation en position a de groupement cyano

Le dérivé tritylé et méthylé 218 de la molécule naturelle, la silibinine, a pu étre déshydroxylé
dans nos conditions (Schéma 129). Cette déshydroxylation s’"accompagne également d’une ouverture
de cycle donnant des informations sur le mécanisme réactionnel, qui seront développées dans les
parties suivantes (voir Chap. 3. lll)4)b)).

OMe OMe
OMe OMe

I, PPhg_Pyridine

Tro Tro o
Toluéne, 60 °C, 28h 0
49% ‘HO ‘ OMe
O OMe
219

Schéma 129 Déshydroxylation sur un dérivé de la Silibinine 218

Notre méthode de déshydroxylation fonctionne donc en position a de groupements électroattracteurs
variés tels que les cétones, les lactones, les nitriles, les imides ou encore les lactames avec des
rendements allant de 50 a 99 %. D’autres fonctions comme les diols et les esters ont des réactivités
particulieres qui seront développées dans les paragraphes suivants. Les limites d’application de notre
méthode seront également définies et discutées.
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2) Cas particulier : les diols

Le laboratoire a ensuite voulu étudier la réactivité de diols en comparant notamment les
isomeres cis et trans. Le diol 222trans méne au produit de didéshydroxylation 221 avec un bon
rendement de 71 %. En revanche, si I'on effectue la réaction sur le diol 222cis, le produit obtenu
majoritairement est un produit racémique de mono déshydroxylation (£)-223 avec 51 % de rendement
accompagné du produit de didéshydroxylation isolé avec un rendement faible de 11% (Schéma 130). Il
est a noter que, conformément au mécanisme supposé (Schéma 121), seules les quantités de PPhs et
de pyridine avaient été doublées pour réaliser ces deux réactions. La quantité initiale d’l; ajoutée de
seulement 0,5 éq. est en faveur de la reformation du diiode au cours de la réaction (Schéma 121).

I, (0,5 éq.) 1, (0,5 éq.)
0 /—Q PPh3 (3 éq) PPh; (3 éq.)
m Pyridine (2,2 éq.) o Pyndme (2,2 éq.) fo) 0
—_—
HO

N N
y (e} Toluéne, A, 6h Tquene A, 7h o + t);o
4 HO
1% 51% 1%
222trans 221 222cis (¥)-223 221

Schéma 130 Déshydroxylation sur des diols cis et trans

A durée de réaction égale, si 'on augmente les quantités de réactifs a 4,5 équivalents de PPh; et 3,3
équivalents de pyridine sur le substrat diol cis, on obtient 42 % de produit (+)-223 et 4 % de produit 221.
L’arrét de la réaction au composé mono désoxygéné ne vient donc pas d’un manque d’un de ces deux
réactifs.

Si I'on utilise les conditions standards de déshydroxylation sur le diol trans, le produit mono
désoxygéné (+)-223 est obtenu avec un rendement de 43 % et le composé didéshydroxylé avec un
rendement de 36 % (Schéma 131).

1, (0,5 éq.)
PPh; (1,5 éq.)
Pyndme (1,1 éq.) 0 lo) /—Q
N m
Toluene , 8h R +
HO o o

43 % 36 %
222trans (+)-223 221

Schéma 131 Déshydroxylation conditions standards sur diol trans

Le composé (+)-223 obtenu a un pouvoir rotatoire spécifique de +65° dans le chloroforme a une
concentration de ¢ = 0.75 g/mL. Cette valeur est en accord avec la formation d’'un composé (R), par
comparaison avec un composé similaire possédant un groupement para méthoxy benzeéne au lieu de
benzyle.*® Une diminution de la quantité de PPh; a 1,0 équivalent ne permet pas I'obtention de (+)-
223 en tant que produit unique, le composé 221 alors isolé avec un rendement de 15 %. On peut donc
en conclure que l'intermédiaire mono désoxygéné réagit des sa formation dans le milieu.

La réalisation de la réaction de déshydroxylation sur un mélange 50:50 des diols cis et trans
aboutit au bout de 4, 10 ou 110 heures de réaction au méme résultat : environ 39 % de composé mono
désoxygéné racémique et 26 % de didéshydroxylé (Schéma 132). Le temps de réaction ne semble donc
pas étre la raison de I'arrét au composé mono déshydroxylé (£)-223. De plus, I'alcool obtenu n’ayant
pas réagi est racémique, il provient donc du diol cis.
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1,(0,5¢éq.)
/_Q PPhs (3,0 é9.)

IB/& _ Pyridine (22é9) /—Q /_O
HO HO 5 Toluene A, 4-110h I/&

OH oH HO
11 g OH ) 26%
222 39% 221
(#)-223

Schéma 132 Déshydroxylation sur un mélange 1 :1 des diols cis et trans

La différence de réactivité entre les diols cis et trans doit donc étre due a une différence de mécanisme.
Celle-ci reste inexpliquée mais différents arguments et observations pourraient aider a son élucidation.

Tout d’abord, le sel de iodotriphénylphosphonium est formé, puis un des doublets d’un oxygéne
attaque le phosphore, libérant ainsi un ion iodure (Schéma 133). L'ion oxonium est ensuite déprotoné
a l'aide de la pyridine. Une seconde attaque nucléophile a lieu sur le phosphore par le second alcool
formant ainsi une espéce phosphorane (A). Cet intermédiaire réactionnel est connu pour se former en
présence d’un diol, de triphénylphosphine, d’un dihalogéne et d’une base.***%%2l S3 formation est
également supposée lors de la réaction de Mitsunobu appliquée a des diols en présence de diéthyl ou
diisopropy!l azocarboxylate.*¢%4 Ce phosphorane est en équilibre avec sa forme bétaine (B).[**¥ La
cyclisation intramoléculaire de la bétaine conduit a la formation d’un époxyde (C) qui pourra étre ouvert
par attaque nucléophile de I'ion iodure présent en solution.

D’apreés la publication de Philip E. Sonnet“®®, 'espéce ouverte D est & ce moment reprotonée
et ne réagit pas avec le second équivalent de PPhs encore disponible. Si cette réaction avait lieu, il y
aurait eu formation de I'alcene résultant de la décomposition du pont iodonium formé par 'attaque de
I'iode sur le carbone adjacent portant I'espece phosphonium. Une fois le composé E formé, on retourne
au mécanisme supposé de mono déshydroxylation puisqu’il reste assez de réactifs dans le milieu pour
que celle-ci s’effectue (Schéma 133).

R | R | R R R
o o . j\;/Eo 0 0
OH N N C 0 DN
© Lo PhaP o) Pnpcd PhsP OFFhs ¢ ©
Ph N °® N Ph Ph g
) ) )
—P—Ph H H A B
® Ph
B B
R RN R R ! N ,
0= 0 <~ ) O0<> j/\):o - O 1 @I):o
HO | X [HO ©  ho"d HO® 2 SO
E _ 5
© z b

Schéma 133 Mécanisme supposé pour le cas du diol trans

La différence d’isomérie des deux diols induirait une modification du mécanisme a partir des
intermédiaires A et B. La forme bétaine B’ pour le diol cis ne pourrait pas éliminer I'oxyde de
triphénylphosphine puisque mal orienté pour effectuer une élimination. D’aprés les travaux de Evans,
la réaction de diols cis avec du P(OEt)s aboutit a la formation d’une cétone F via une migration
d’hydrogéne (Schéma 134).14¢! Cette espéce n’a jamais été isolée au laboratoire.
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Schéma 134 Phophorane et bétaine

La formation du composé mono déshydroxylé est encore inexpliquée mais nous faisons I’hypothese de
sa formation au moment du traitement de la réaction car si I'espéce E était présente dans le milieu, elle
devrait réagir a nouveau.

La rationalisation de I'observation de cette différence de réactivité est encore difficile. Les
indices donnés par la littérature laissent supposer que I'explication réside dans la différence de stabilité
des deux phosphoranes formés.[467)

Des essais de déshydroxylation ont également été effectués sur le 5,6-O-isopropylidene-L-gulo-1,4-

lactone (195), un des substrats testés dans la publication qui présente les conditions les plus proches
des notres (Schéma 135).1427)

}L I, (05 éq.)
o PPhs (1,5 éq.) A/O,_ 0.0 0.0

o = o Pyridine (1,1 éq.) o/ J
O Toluéne, A, 6h30 5.0 7 5.0
HO OH 10 % 7< 8%
195 224 225
%O 1, (0,5 éq.) % %
o = PPh; (1,5 éq.) (o] 0
o] Pyridine (1,1 éq.) O = o =
fo) - > (o] (o]
+
HO Toluéne, 60 °C, 6h 0 /0
OH HO
6% 24%
195 226 227

Schéma 135 Déshydroxylation sur un substrat diol de la publication de référence!*?”!

Tout d’abord, dans nos conditions avec un reflux de toluene, le groupement acétal cyclique ne
résiste pas et I'on observe une migration de celui-ci. Le diol ainsi déprotégé subit une réaction
d’élimination menant a la formation d’un alcéne.“%® Le composé protégé par deux groupements acétals
224 est isolé avec un rendement de 10 %, le produit dont le groupement acétal a migré et ou I'on
observe la formation de I'alcene 225 est isolé avec un faible rendement de 8 %. Ces rendements faibles
peuvent s’expliquer par la présence potentielle d’un intermédiaire tétra hydroxylé pouvant passer en
phase aqueuse et pouvant donner lieu a de nombreux sous-produits (iodation, déshydroxylation, etc...).

Les conditions de réaction ont été adoucies et la température de réaction a été limitée a 60 °C,
comme dans la publication d’origine.*?”! Seul I'alcool en position a de la lactone 195 est activé et peut
subir la réaction de déshydroxylation selon le mécanisme proposé. Le produit de déshydroxylation puis
déshydratation est isolé avec un rendement de 24 % contre 51 % dans I'article d’Amélia Rauter. Le
produit de déshydroxylation, non observé dans la publication d’origine, est isolé avec un rendement
trés faible de 6 %.

Pour conclure, dans le cas de diols, si les deux alcools sont activés par un groupement
électroattracteur, la réaction de déshydroxylation aboutira au composé didéshydroxylé ou mono
déshydroxylé a partir du diol trans ou cis respectivement (Schéma 130). Seules les quantités de
triphénylphosphine et de pyridine ont besoin d’étre doublées pour effectuer une double
déshydroxylation. Pour le cas de diol dont seulement un des deux alcools est activé, on observe une
faible quantité de produit sélectivement déshydroxylé, le produit majoritaire formé étant le produit de
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déshydratation (Schéma 135). Pour un diol dont aucun alcool n’est activé, on aboutit a I'alcéne
correspondant (composé 225) par une réaction de type Garreg mais avec un rendement limité par la
guantité de diiode présent.

3) Cas particulier : les esters

La méthode de déshydroxylation a également été testée en position a d’esters acycliques. Les
résultats sont contrastés puisque certains substrats donnent des rendements faibles et d’autres ne
réagissent pas.

Plusieurs essais ont été réalisés sur le mandélate de méthyle 228. Deux problemes majeurs se
sont posés pour cette réaction. Tout d’abord, la purification du produit, qui comme la benzoine, a des
interactions 1 avec I'oxyde de triphénylphosphine formée. Ensuite la volatilité du produit malgré une
température d’ébullition annoncée a 220-250 °C par la littérature (Schéma 136).146%

I, PPh3 Pyridine (ONQ
(ONg ' ’
m Toluéne, A, 15h m
20 %
228 229

Schéma 136 Déshydroxylation sur le mandélate de méthyle

Pour pallier les problemes de purification, nous avons essayé d’effectuer la réaction avec la
triphénylphosphine supportée sur polymére. Etonnamment, la réaction ne semble pas du tout
fonctionner en présence de ce réactif. Le phénylacétate de méthyle (229) dégage une tres forte odeur
de miel, il est d’ailleurs utilisé en tant qu’arome en parfumerie ou en agroalimentaire. Son absence dans
le brut réactionnel est donc aisément détectable.

Il est également possible de faire précipiter I’oxyde de triphénylphosphine dans un mélange 2:1
d’éther de pétrole et de diéthyl éther. Malheureusement, cette méthode ne peut étre utilisée ici car le
produit est dissous méme dans les solvants apolaires. Plusieurs purifications par chromatographie sur
gel de silice ont été effectuées. Une évaporation sous vide menant a une perte quasi-totale du produit,
les tubes collectés apres purification ont finalement été distillés pour obtenir le produit désiré avec un
rendement de 20 % (Schéma 136). Aucune conclusion n’a pu étre tirée de ce faible rendement a cause
des pertes potentielles de produit par évaporation. La conversion du substrat était cependant totale.

Pour « alourdir » le produit formé, la méthode de déshydroxylation a été testée sur le benzyl 2-hydroxy-

2-phénylacétate 230. Méme apres 46h de réaction, la conversion n’est pas totale et seulement 32 %
de benzyle 2-phénylacétate 231 ont pu étre isolés (Schéma 137).
O\/@

OH -
I, PPh3 Pyridine
o 8 ©/\W
m Toluéne, A, 46h (@]
230 231

32%

Schéma 137 Déshydroxylation sur le benzyle 2-phénylacétate

La déshydroxylation en position a d’esters est décrite dans la publication de Rauter sur le composé 193
synthétisé en une étape a partir de la y-glucolactone (Schéma 138).47% Le rendement obtenu dans leur
groupe est de 55 % apres 3 jours de réaction a 90 °C. Dans notre cas, aprés 23h de réaction a reflux,
aucune conversion n’est observée (Schéma 138).
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Conditions Rauter
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Nos conditions

Schéma 138 Déshydroxylation en position a d’esters

A ce jour, nous n’avons encore trouvé aucune explication rationalisant cette différence décisive malgré
des conditions réactionnelles trés proches. Faut-il tout simplement allonger le temps de réaction ou
I'imidazole est-il le réactif de choix pour la déshydroxylation en position a d’ester ? La réaction
fonctionne pourtant bien avec les lactones.

Le bilan sur la déshydroxylation en position a d’esters acycliques est donc mitigé. La réactivité des
substrats semble étre limitée donnant lieu a des rendements faibles de I'ordre de 30 %. De plus, les
temps de réaction sont fortement allongés et notre méthode ne semble pas étre la meilleure pour
effectuer ce genre de modification structurale.

4) Essais infructueux et limite d’application

La méthode de déshydroxylation a des limites d’application comme notamment pour le cas de la
déshydroxylation d’alcool tertiaire activé. La 2-hydroxy-2-méthylpropiophenone et la 21-
désoxyhydrocortisone (Figure 76) sont inertes dans les conditions de réaction. Ceci a des avantages et
permet de réaliser des déshydroxylations régiosélectives entre un alcool tertiaire et un alcool primaire
(Schéma 124).

208 206

Figure 76 Substrats possédant un alcool tertiaire n’ayant pas réagi dans nos conditions

Le laboratoire a également voulu diversifier la nature des groupements électroattracteurs
fonctionnant avec notre méthode. Pour cela, nous nous sommes intéressés a deux groupements
différents, le groupement thioamide et le groupement phosphonate.

Dans le premier cas, le thiolactame issu du 3,4,6-tri-O-benzyl-D-gluconolactame 212 était envisagé
comme substrat test. Malheureusement, des problémes de synthése n’ont pas permis de I'obtenir
(Chap 3.11) 5) c)).

Dans le second cas, le composé a-hydroxy phosphonate 172 a été obtenu puis testé dans les conditions
classiques de déshydroxylation (Schéma 139).

N I, PPhs Pyridine N
LD ———x——> | 0
P Toluéne, A, 5h O‘f
OH 172 0

Schéma 139 Déshydroxylation d’un a-hydroxy phosphonate
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Aprés 5h de réaction, celle-ci a été traitée. De I'oxyde de triphénylphosphine a été formé et
isolé mais il n’y avait aucune trace du produit désoxygéné désiré, dans le brut réactionnel, visible en
RMN ou en ESI-MS. Ce résultat n’est le fruit que d’un seul essai, il serait donc intéressant de le réitérer
guitte a augmenter la quantité de diiode et réoptimiser les conditions de réaction pour ce substrat. Ce
substrat devait permettre de dresser des comparaisons avec la méthode de Barton-McCombie. %

La sélectivité entre alcool primaire et alcool tertiaire a été prouvée dans le cas de la
déshydroxylation de I'hydrocortisone et de la prednisone, certainement explicable par la non réactivité
des alcools tertiaires. Le laboratoire a voulu également tester la sélectivité des alcools primaires face a
des alcools secondaires tous deux activés. Pour ce faire, la dihydroxyacétone 232 a été synthétisée
(Chap3 11) 5) d)) puis testée dans les conditions standards de désoxygénation d’alcools (Schéma 140).

(0] i (0] o
I, PPh3 Pyridine
O/\)S v » O/\)k L O/\)K ©/\0/\)k
OH OH OH

Toluéne, A, 5h30

232 Détecté par ESI-MS

Schéma 140 Déshydroxylation sur la dihydroxyacétone

Aprés 5h30 de réaction, le brut réactionnel a été traité puis analysé par RMN et ESI-MS. La RMN
'H du brut est treés difficile & interpréter, en effet, de nombreux sous-produits peuvent se former au
cours de la réaction (Schéma 140). Le brut réactionnel n’a pas été purifié. L'analyse par spectroscopie
de masse montre I'absence de produit mono ou didéshydroxylé. En revanche, le pic de I'adduit
correspondant au produit de déshydroxylation de I'alcool primaire et élimination de I'alcool secondaire
a pu étre observé. Cet essai unique vise a étre retenté puisque qu’une réaction de déshydroxylation a
effectivement eu lieu.

Le laboratoire, motivé par les essais fructueux de S.Py et F. Khuong-Hu,**! a voulu appliquer la
méthode de déshydroxylation sur une molécule célebre et présentant un défi synthétique important :
le Docétaxel (Figure 77). Ce composé, commercialisé sous le nom de Taxotére, est un anticancéreux
célebre. Son hémisynthése a été mise au point par I’équipe du professeur Pierre Potier a partir du 10-
désacétylbaccatine llI, extrait des aiguilles de I'if européen, dans les années 1980.147%

Figure 77 Docétaxel

Ce composé hautement fonctionnalisé est une réelle épreuve de force pour notre méthodologie. En
effet, un alcool secondaire, un alcool tertiaire, une fonction amide, un groupement Boc, un a-hydroxy
ester, un groupement acétate et un oxétane sont présents.

Malheureusement, méme apres une semaine compléte de réaction a 60 °C dans nos conditions de
déshydroxylation aucune conversion n’est observée. Le substrat a pu étre réisolé a hauteur de 50 %.
L'analyse en masse du brut réactionnel indique I'absence du produit désiré : la déshydroxylation
sélective de I'alcool en position a de la cétone (Figure 77).
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5) Synthese des substrats

Tous les stéroides utilisés sont commerciaux. La benzoine, le benzyle 2-phénylacétate, le
mandélate de méthyle et le Docétaxel le sont également. Nous décrirons a présent la synthese des
autres substrats.

a) y-Lactones et furanosides

OH OBn
NaH, BnBr 0Bn QBn
O, TBAI O, 6M HCI o} KoCO3,Brp o}
" THE ta 18h “® THF.ta, 19n O ioxane/hy,0 °
H  ta. B ta, / ioxane/H,0, /
° o/% no o/% BnO" taten B0 L.
75% 52% 36%
233 234 235 200

Schéma 141 Synthése du substrat modele

Le substrat modele a été synthétisé en 3 étapes a partir du 1,2-O-isopropylidene-a-b-
xylofuranose commercial. Le furanose 233 a d’abord été protégé par deux groupements benzyle.*’? Le
groupement acétal cyclique a ensuite été déprotégé en milieu acide.’? Le lactol formé a ensuite été
oxydé en lactone a I'aide de dibrome et de carbonate de potassium avec un rendement de 36 % (Schéma
141).%74 Le substrat modeéle a été obtenu en 3 étapes avec un rendement global de 14 %.

La lactone 197 a été synthétisée en 5 étapes a partir du diacétone-D-glucose commercial (236)
(Schéma 142). L'alcool secondaire libre du diacétone-D-glucose a d’abord été protégé par un
groupement benzyle dans des conditions classiques de benzylation.“”®! |’acétal le moins stable a été
déprotégé sélectivement en présence d’acide acétique.!*’

%O OH

O H
\/I) NaH BnBr 0 AcOH HO o
- .
"0 "0 o e
DM, ta, 17h n” Ho0, 45 °C, 20h om0’ 7o

Quant. 85%

236 237 238
OH
NalO, NaBH,, 0..OH

ethylene glycol i} H2304 (aq.) KoCOj3 Bry o
T o

" MeOHIH,0 (1:1), THE,60°C, 160 HO OH  THFHM,0 (1:2), Bro”

0°Ctota. 2h OBn 0°Cata, 15h " BH
197
99% 239 98% 240 68%

Schéma 142 Synthése de la lactone 197

Une oxydation de Malaprade a ensuite été réalisée en présence de NalO4 causant la coupure
oxydante du diol déprotégé. L'aldéhyde formé a ensuite été réduit a I'aide de borohydrure de sodium
pour obtenir le composé 239 avec un rendement de 92 %.14° L’hydrolyse de I'isopropylidéne en
présence d’acide sulfurique a conduit au D-xylose 240.47¢ Ce dernier a été oxydé en présence de
dibrome et de carbonate de potassium pour atteindre la lactone désirée 197 avec 68 % de rendement
(Schéma 142).*77 La lactone 197 a été obtenue en 5 étapes avec un rendement global de 45 %.

Le composé cyanhydrine 216 a été obtenu en 2 étapes a partir de l'intermédiaire 238 en
proportion égale avec son épimere 241. A nouveau une réaction de Malaprade a été réalisée suivie d’un
ajout de KCN et de chlorure de magnésium hydraté. Cette derniere étape s’inspire de la procédure
décrite par le groupe de G. Jayson (Schéma 143).1478!
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BnO "o/% 0°Cata., 2h no 0/% ta., 5 jours BnO ’0/% BnO /0/%
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238 55% 241 216

Q)
nQ

HO

Schéma 143 Synthése de cyanhydrine

Enfin, le diol 195, issu de la publication de Rauter,“?”! a été obtenu en 1 étape a partir de la L-gulono-
1,4-lactone en présence de 2-méthoxypropéne et de carbonate de sodium (Schéma 144). La procédure
suivie a été décrite en 2002 par 'équipe de G. W. J. Fleet.!*”?!

HO QH 2-méthoxypropéne o Q
fo) Na,CO3; APTS fo)
o . o
HO DMF, 0 °C ata., 20h HO
OH 45 % OH
195

Schéma 144 Synthése du diol 195

b) Malimide et tartarimides

Les trois imides 213, 222 cis et trans ont été obtenus par réaction de condensation a partir de l'acide L-
(-)-malique, de I'acide L-(+)-tartrique et de I'acide meso-tartrique respectivement. Les réactions ont été
réalisées a I'aide d’un montage de Dean-Stark.

La synthése du malimide s’effectue par condensation de la 4-méthoxybenzylamine sur I'acide
L-(-)-maligue (Schéma 145).

H HO
o Q 4-Méthoxybenzylamine
HO 0
OH N

Xyléne, 180 °C, 8h (0] \
Dean-Stark PMB

66 % 213

Schéma 145 Synthése du malimide 213 par condensation

L’eau formée est éliminée du milieu réactionnel par un montage de Dean-Stark permettant de pousser
I’équilibre de la réaction vers la formation du produit. Pour que la réaction se produise, il faut se placer
a 40 °C au-dessus de la température d’ébullition du xyléne soit a environ 180 °C. Le produit désiré est
obtenu aprés 8h de réaction avec un rendement de 66 % (Schéma 145).1460)

Une synthése similaire a été appliquée pour la formation des deux tartarimides en utilisant

comme substrat I'acide L-(+)-tartrique et l'acide meso-tartrique. Le diol trans a été obtenu par
condensation de la benzylamine sur I'acide L-(+)-tartrique avec un rendement de 56 % au bout de 14h
de réaction (Schéma 146). Le produit a été obtenu aprés quatre recristallisations successives sur le brut
réactionnel.1#8%
La procédure suivie est décrite uniquement pour la formation du diol trans*¥®, mais nous avons tenté
d’appliguer ces conditions pour la synthése du diol cis. La réaction a donc été effectuée dans les mémes
conditions mais cette fois-ci en partant de I'acide meso-tartrique. Au bout de 17h de réaction, un
mélange équimolaire des deux isomeres est obtenu avec un rendement de 90 % (Schéma 146).
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Schéma 146 Synthese des deux tartarimides par condensation

Ce phénomeéne d’épimérisation est évoqué dans la littérature.*”?) Malgré plusieurs essais de purification
sur colonne chromatographique, il n’a pas été possible de séparer ces deux diastéréoisomeéres. Il a donc
été nécessaire de trouver une autre voie de synthese permettant d’atteindre le composé 222cis.

Le diol cis est obtenu via une dihydroxylation de Upjohn utilisant le tétroxide d’osmium et la N-
méthyl morpholine N-oxyde. La procédure suivie décrivait une granulation du brut réactionnel apres 4h
a température ambiante permettant, par lavage au chloroforme, de récupérer le produit désiré.!*8!
Dans mon cas, le brut réactionnel na jamais « granulé » méme apres 2 jours complets au réfrigérateur.
Le brut réactionnel a donc été purifié par colonne chromatographique sur gel de silice et le diol cis a été
obtenu avec seulement 11 % de rendement (46 % litt.)*8 (Schéma 147).

Bn Bn
O« N 0s0; NMO O\
o o
1)“: Acétone/H,0, jlez
45°C,24h HO S
11% 222cis

Schéma 147 Synthése du diol cis par dihydroxylation de Upjohn
c) Pipéridines

Le lactame déprotégé en position C-2 212 est un intermédiaire réactionnel vers la synthése de
la DMJ décrite au laboratoire.[*>"

Ce lactame a été utilisé comme substrat de notre méthode mais également comme précurseur vers la
synthese d’un thiolactame déprotégé en position C-2 (Schéma 148).

Réactif de Lawesson,

H o H o Pyridine, H s H s
BnO AcyO/Pyridine  BnO Tamis moléculaire 4A  BnO BnO
BnO" “OH ta,4h BnO“ “OAc  Tolueéne, ta., 16h BnO“ “OAc BnO“ “OH
OBn Quant. OBn 71 % OBn OBn
212 242 243 244

Schéma 148 Synthese d’un thioamide déprotégé en position 2 a partir du lactame correspondant

Tout d’abord, I'alcool est protégé par un groupement acétate car la réaction de thionation avec le réactif
de Lawesson ne peut avoir lieu en présence d’alcool libre. 8248 |3 protection s’effectue de maniére
guantitative en présence d’anhydride acétique et de pyridine. Si de la DMAP est ajoutée dans le milieu,
I'amide est également protégé et on obtient le composé diacétylé. Le lactame mono acétylé 242 subit
ensuite une réaction de thionation dont les conditions sont adaptées de la littérature.*82484 |e
thiolactame 243 a été obtenu avec un rendement de 71 % aprés 16h de réaction (Schéma 148).

Trois méthodes d’hydrolyse de I'acétate en milieu basique ont d’abord été testées pour obtenir
le thiolactame désiré 244. La premiére consiste en 'utilisation de la résine basique Amberlite IRA HO
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trés souvent utilisée dans le laboratoire pour la déprotection de composés multivalents acétylés.®?
Apres réaction avec le thioamide 243 la résine est rincée a I'aide de méthanol et de dichlorométhane
mais aucun produit n’a été récupéré. La résine a ensuite été lavée avec une solution de HCl a 10% et le
brut obtenu analysé en RMN. Des traces du lactame déprotégé 212 étaient visibles. En revanche, le
singulet caractéristique du thioamide a 8,1 ppm dans le CDCls était absent. Il n’y avait donc pas de
composé dérivé du thioamide dans le milieu (Schéma 149).

H H
BnO N S 1) Amberlite IRA 400 OH" BnO N S
BnO" “OAc BnO" “OH
OBn OBn
243

244
OH H
BnO N0
ou NaOH +
BnO' OH
OBn
212

Schéma 149 Déacétalysation du thioamide par méthodes basiques

La déprotection du groupement acétate a ensuite été testée en présence de K,CO3*! ou
NaOH! 8 Dans les deux cas, environ 30 % de lactame déprotégé est récupéré ainsi que des fractions
non négligeables d’alcool benzylique. La présence de ce dernier implique la formation de produits
possédant une insaturation endocyclique qui nont pas été isolés. Une épimérisation a également eu
lieu, due a l'acidité du proton en position C-2.

Pour éviter cette épimérisation et |'élimination, une déprotection en milieu acide a été tentée en
présence d’acide paratoluéne sulfonique.”*®”! A nouveau le produit désiré n’était pas formé et la seule
espece isolée était le lactame correspondant.

L’obtention du lactame déprotégé a ensuite été envisagée via une réduction par un hydrure. La
fonction thioamide devait résister & ces conditions comme décrit dans la littérature.*®¥ Or dans notre
cas, I'acétate a été réduit mais également la fonction thioamide donnant lieu au produit 245 avec un
rendement de 47 % (Schéma 150).

N_s N
BnO LiBH, BnO
BnO" Y “OAc Et,0,0°Cata,1,5h  BnO" Y~ “OH

o8B OB
. 47 % "
243 245

Schéma 150 Réduction du thioamide 243 avec LiBH4

Une ultime méthode douce par hydrolyse enzymatique a ensuite été envisagée en utilisant une lipase :
I’Amano Lipase PS.*®) Au bout de 17 jours de réaction et plusieurs ajouts de MeOH le substrat semblait
étre consommé. Cependant, une analyse par spectroscopie de masse du brut réactionnel indiquait
I"absence du thiolactame déacétylé voulu.

d) Phosphonates et dihydroxacétones

Toute la séquence synthétique, pour la préparation du phosphonate 172, suit la procédure
décrite par un article publié dans le Journal of Medicinal Chemistry en 2013.%72 La premiére réaction
est une réaction de Wittig-Horner effectuée a partir de la (S)-(+)-fenchone. L'isomeére majoritairement
formé est I'éther d’énol E, qui est hydrolysé en aldéhyde a I'aide de I'acide trichloroacétique. L'a-
hydroxy phosphonate est obtenu par réaction d’Abramov avec un rendement de 67 % (Schéma 151).
Le rendement global de la synthese est de 40 % sur 3 étapes.

154
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Schéma 151 Synthése d’a-hydroxy phosphonate

Enfin, la dihydroxyacétone 232 est obtenue en une étape a partir du benzyloxyacétaldéhyde et de
I'acide dihydroxyfumarique avec un faible rendement de 16 % (Schéma 152). Ce rendement est
comparable a celui de |a littérature car annoncé a 21 %.148

O OH o]
H )
©/\o/ﬁr N HO)WOH LiOAc O/\)S
(0] H,0, Dioxane,
OH © ta. 16h OH OH
16 % 232

Schéma 152 Synthese d’une dihydroxyacétone

Le mécanisme réactionnel correspondant est indiqué ci-dessous (Schéma 153). Le produit est obtenu
par condensation aldolique de I'acide dihydroxyfumarique, suivie d’'une double décarboxylation.

o OH OH OH
R)kH * HOZcﬁ)\cozH R
OH o]
l VGOQ
0o
CO, OH OH OH OH
Q’ OH _L. % _—
HO A o, R COH = R CO,H
OH OH 0
RO

Schéma 153 Mécanisme de formation du substrat dihydroxyacétone
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lll) Etude mécanistique

Différentes observations expérimentales ont déja pu confirmer quelques parties du mécanisme
proposé (Schéma 121), comme par exemple la formation de 'oxyde de triphénylphosphine et la
reformation du diiode au cours de la réaction puisqu’une guantité sub-stoechiométrique est suffisante.
Pour valider ce mécanisme supposé, nous avions pensé a plusieurs méthodes. Tout d’abord, déterminer
si le proton de I'alcool arraché par la pyridine en début de réaction est bien celui qui sert a reprotoner
le carbone en a du groupement électroatracteur. Pour cela, des essais de marquage au deutérium ont
été réalisés.

Le passage par un intermédiaire iodé est tres largement supporté par le mécanisme de la
réaction de Garegg-Samuelson ou encore la réaction d’Appel, convertissant un alcool en halogénure
d’alkyle avec inversion de configuration par utilisation de triphénylphosphine et de tétrahalogénures de
carbone.* Néanmoins, nous avons cherché a isoler cet intermédiaire iodé en interrompant la réaction
avant achevement. Nous avons également tenté la désoxygénation a partir d’'un intermédiaire iodé pour
voir si le produit de déshydroxylation serait obtenu, supportant ainsi I'existence de cette espece
transitoire.

Enfin, nous avons tenté de piéger le carbanion formé au pied de 'alcool réduit en le faisant réagir avec
le réactif de Mander’s ou encore le bromure de benzyle, deux réactifs enclins a subir des attaques
nucléophiles.

1) Essais de deutériation

Différents essais d’incorporation de deutérium ont été effectués sur deux substrats différents :
la benzoine et le maléimide. Ces essais ont pour but de prouver que le proton arraché initialement a
I’'oxonium par la pyridine est bien celui qui permet de reprotoner I'intermédiaire carbanion supposé
(Schéma 154).

h@/Ph

—P=Ph

o P \\ © %Ph 6\‘
oD = o} °

N
.0 _0 J_O
ol omppn,
N
D

Intermédiaire iodé

Schéma 154 Mécanisme supposé a partir d’un substrat deutérié

a) Casde labenzoine

Le choix du substrat a utiliser pour les essais de deutériation s’est porté sur la benzoine car son
rendement de déshydroxylation est trés élevé, aucune purification n’est nécessaire et la simplicité de
son spectre RMN du proton facilite I’étude par marquage.

La benzoine a été deutériée par trois cycles d’échanges de deutérium avec du CDsOD et évaporation,
permettant d’obtenir 249 avec 75% d’incorporation.

La triphénylphosphine supportée sur polymére a été utilisée. Au bout de 14h la conversion est
totale, la triphénylphosphine est filtrée et rincée a 'aide de DCM et de MeOH. L’analyse RMN du *H
indique une incorporation de deutérium dans le produit désoxygéné de 42 % (Schéma 155).
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I (0,5 éq.), PPh3 supportée (1,5 éq.)
Pyridine (1,1 éq.)

Toluéene, A, 14h

42 % d'incorporation
249 de deutérium 250

Schéma 155 Déshydroxylation sur la benzoine deutériée

Ce résultat est en accord avec notre hypothése mécanistique. Cependant, il a été nécessaire
d’effectuer une réaction de contréle puisque le proton en position a de la cétone et en position
benzylique a un pKa d’environ 16. Il a donc fallu vérifier que I'’échange proton/deutérium ne s’effectue
pas a posteriori sur le produit désoxygéné.

L’expérience de controle a été réalisée en utilisant la 2-phénylacétophénone comme substrat.
Les conditions optimisées de déshydroxylation ont été appliquées avec utilisation de Ia
triphénylphosphine supportée sur polymere et en ajoutant également deux équivalents de CDsOD.
L’analyse de la RMN indique une incorporation de deutérium de 35 % (Schéma 156).

Pyridine (1,1 éq.) + CD;0D (2éq.)

O Toluéne, A, 14h

211 35 % d'incorporation
de deutérium

o O 15 (0,5 éq.), PPhj supportée(1,5 éq.)

250

Schéma 156 Déshydroxylation en présence de CDsOD sur la 2-phénylacétophénone

Ce résultat nous empéche donc de tirer des conclusions de I'expérience précédente.

b) Cas del'amide

Le pKa du proton en position a d’un imide est d’environ 28. La constante d’acidité de 12 ordres
de grandeur plus faible par rapport a celle de la benzoine devrait éviter le probléme d’incorporation du
deutérium sur le produit de la réaction de déshydroxylation par échange acido-basique. L’expérience
de contréle est réalisée sur le substrat 215. Apres 12h de réaction, aucune incorporation de deutérium
n’est observée (Schéma 157). Celui-ci est donc un bon candidat pour le test de deutériation.

La deutériation du maléimide s’est avérée étre plus difficile que pour la benzoine. Les
incorporations étaient plus faibles et surtout non reproductibles malgré les précautions prises de
travailler sous atmosphére inerte et avec des solvants anhydres. Les incorporations peuvent aller de 20
a 100 % et ce sans aucune modification apparente de procédure de préparation. La réaction de
déshydroxylation a été réalisée sur le substrat deutérié obtenu avec 100 % d’incorporation (Schéma
157).

12(0,5€q.), PPh3 (1,5

éq.), Pyridine (1,1 éq.)
09\/}0 +CD40D (2 éq.) o?\/}o
K@\ Toluéne, A, 12h K@\
o~ o~
215 215
_ D
D i_\A\ I, (0,5 é.), PPhs (1,5 6q.), n
Pyridine (1,1 éq.)
07 0 SN
Toluéne, A, 14h K@\
o~ o~
251 252

Schéma 157 Essais incorporation de deutérium sur le malimide
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Aprés 14h de réaction, le milieu réactionnel a été traité, pour éliminer le diiode présent, puis
évaporé sous pression réduite. L'analyse du brut réactionnel par RMN indique la présence du composé
désoxygéné 215. Ce produit est en mélange avec un composé qui semble étre le substrat. Aucune trace
de composé désoxygéné deutérié dans le mélange confirmé par RMN et ESI-MS.

Les essais de deutériation ont donc été infructueux. Dans le cas ou I'incorporation du deutérium
sur le produit fonctionne, il est impossible de conclure quant a la provenance de celui-ci. Soit grace au
mécanisme, soit par simple équilibre acido/basique avec le produit. De plus, I'obtention des substrats
deutériés lors de journées a fort taux d’humidité a été fastidieuse. Face a ces problémes, nous avons
concentré nos efforts sur les expériences validant le passage par un intermédiaire iodé et par un
intermédiaire énolate lors du mécanisme réactionnel.

2) Passage par un intermédiaire iodé

La formation d’un intermédiaire iodé lors du mécanisme réactionnel est largement soutenue et
observée par la littérature.[#04422428431 Cependant, pour valider la formation de cet intermédiaire dans
nos conditions de facon expérimentale. Deux méthodes paralléles ont été explorées. La premiére a eu
pour but d’isoler I'intermédiaire iodé au cours de la réaction. La seconde a consisté a réaliser la réaction
de déshydroxylation a partir de cet intermédiaire. L'observation du produit réduit serait une preuve
favorable a la formation transitoire d’un a-iodo carbonyle lors de la réaction.

a) Isolement intermédiaire iodé

Nous avons effectué la réaction de déshydroxylation a basse température pour essayer de diminuer
la cinétique de la réaction et parvenir a isoler l'intermédiaire iodé. Cet essai a été réalisé sur
I"hydrocortisone pendant 12 heures a 0 °C. Apres purification, aucune fraction ne correspondait au
produit désiré, seul le composé déshydroxylé a été observé.

Un second essai a été réalisé sur la prednisone également a 0 °C mais cette fois-ci le temps de
réaction était limité a 40 minutes. Le toluéene a été remplacé par le THF car la solubilité des stéroides et
des réactifs dans le toluéne a froid est moindre. La pyridine a été remplacée par I'imidazole pour se
rapprocher des conditions de la réaction de Garegg-Samuelson et ainsi accroitre nos chances d’isoler
I'intermédiaire iodé.

1, (0,6 éq.), PPh3(1,4 éq.),
Imidazole (1,5 éq.)

? o

THF, 0 °C, 40min

205

Schéma 158 Essai isolement intermédiaire iodé a partir de la prednisone

Le produit déshydroxylé a été isolé avec un excellent rendement de 84 %. L'intermédiaire iodé a
également été obtenu a hauteur de 8 % (Schéma 158). Méme si la différence majeure réside ici dans le
changement de la pyridine pour I'imidazole, I'isolement de cet intermédiaire confirme le passage par
celui-ci lors du mécanisme de déshydroxylation en position a de groupement électroattracteur.

b) Désoxygénation a partir de I'intermédiaire iodé

La désoxygénation a partir de l'intermédiaire iodé n’a pas été effectuée a partir du 21-
iodoprednisone 253 car seulement 26 mg avaient été obtenus. Une voie de synthese différente a été
suivie a partir de I'hydrocortisone en suivant la procédure décrite, en 2009, dans un brevet.[!
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L"alcool primaire a d’abord été tosylé avec un bon rendement de 87 %. Le groupement tosyle a
ensuite été déplacé par Nal pour obtenir I'hydrocortisone iodée en position C21 (Schéma 159).

TsCl, Et;N, DMAP Nal
_— >

DCM, t.a., 3h30
87 %

Acétone, 60 °C, 20h
88 %

254

Schéma 159 Voie de synthése pour la formation de la 21-iodohydrocortisone

Les conditions de déshydroxylation classiques ont été appliquées au substrat iodé. La 21-
désoxyhydrocortisone 206 a été obtenue avec un rendement de 20 % apres 6h de réaction (Schéma
160). Ce rendement est faible mais assez significatif. Ce résultat va dans le sens de notre hypothese
mécanistique indiquant que l'intermédiaire iodé est certainement formé lors de la réaction de
déshydroxylation et prouve que l'intermédiaire iodé est converti en produit dans les conditions de la
réaction.

OH

I, PPh3 Pyridine
R A
Toluéne, A, 6h

20%
255

Schéma 160 Déshydroxylation a partir de la 21-iodohydrocortisone

3) Passage par un intermédiaire énolate

a) Réactif de Mander et bromure de benzyle

Dans le but de prouver le passage par un carbanion dans le mécanisme réactionnel, I'idée a été
d’introduire un réactif assez électrophile pour venir réagir avec le carbanion formé. Cette réaction est
en compétition directe avec la reprotonation du composé menant alors au produit de déshydroxylation.

Le piégeage du carbanion par un électrophile autre que H* aboutirait a des produits intéressants
a structure et fonctions variées. Ce type de réaction serait alors un complément a la réaction de
Mitsunobu, décrite en 1967,149?! décrivant le déplacement d’un alcool primaire ou secondaire par un
nucléophile avec utilisation de triphénylphosphine. Notre méthode pourrait alors étre le pendant de la
réaction de Mitsunobu utilisant un électrophile et non un nucléophile pour remplacer un alcool.

Un premier essai a été réalisé sur le lactame 219 en présence de réactif de Mander’s. Le
cyanoformate de méthyle est utilisé dans la synthése de B-céto esters par réaction de C-acylation sur
un énolate de lithium préalablement formé. Son utilisation permet d’éviter la formation de produits
provenant d’une réaction de O-acylation, observés dans le cas des chlorures d’acide ou encore des
anhydrides.*3!

La réaction du lactame 219 dans les conditions classiques de désoxygénation en présence de 3
équivalents de réactif de Mander pendant 8h a abouti au produit 256 avec un rendement de 55 %
(Schéma 161). La conversion n’est pas totale et le substrat de départ a pu étre isolé a hauteur de 40 %,
laissant peu de doute quant a la présence de produits secondaires non isolés. Ce produit provient de
I'attaque nucléophile de I'alcool sur le carbonyle du cyanoformate de méthyle. Cette observation
semble indiquer que la vitesse de réaction de I'alcool sur le réactif de Mander est bien plus importante
gue la vitesse de formation de I'espece phosphonium.
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Schéma 161 Désoxygénation en présence de réactif de Mander’s

Le laboratoire a également tenté de piéger cet intermédiaire énolate supposé par ajout de
bromure de benzyle électrophile lors de la désoxygénation de la prednisone 257. Deux essais ont été
réalisés en ajoutant 2 ou 10 équivalents de bromure de benzyle. Les temps de réaction sont
respectivement de 24 et 80h. La réaction a été effectuée a température ambiante pour diminuer la
vitesse de reprotonation du possible intermédiaire énolate et rendre plus favorable I'attaque
nucléophile sur le bromure de benzyle (Schéma 162).

H
o Ol
|2’ PPhgr Pyr,
.wOH BnBr (2 ou 10 éq.)
— %
Toluene, ta,
24h ou 80h

257

Schéma 162 Désoxygénation de la prednisone en présence de bromure de benzyle

Ces deux essais n"ont mené ni au produit désiré d’alkylation, ni au produit désoxygéné. En effet, des
analyses de spectres de masses nous ont montré la présence du produit résultant de 'attaque de la
triphénylphosphine sur le bromure de benzyle.
La formation de ce sel de phosphonium inhibe la réaction de désoxygénation en consommant les
équivalents de triphénylphosphine nécessaires.

Les deux méthodes utilisées pour piéger I'intermédiaire énolate par un bon électrophile ont été
infructueuses. Plusieurs problemes de réactivité en sont les causes. Deux nucléophiles sont présents
dans le milieu : la triphénylphosphine et I'alcool, alors en compétition. Lorsque I'attaque nucléophile de
la triphénylphosphine sur I’électrophile n’a pas lieu (réactif de Mander), un probléme de cinétique entre
réaction de désoxygénation et attaque de I'alcool sur I'électrophile persiste.

L'ajout d’un électrophile externe pour piéger I'énolate intermédiaire semble difficile. Nous nous
sommes donc penchés sur une méthode intramoléculaire et avons cherché une famille de composés
pouvant, apres traitement d’une base et formation d’un carbanion, induire une modification de
structure par ouverture de cycle ou cyclisation.

b) Silibinine et rétro addition-Michael

La silymarine est un mélange complexe de flavonolignanes extraits des graines du Chardon-
Marie (Silybum marianum). Les flavonolignanes sont des composés de type polyphénoliques
comportant une partie flavonoide et une partie lignane.** Dans la silymarine sont présents la
silidianine, I'isosilibinine, la silicristine et |a silibinine, cette derniére étant son composant majoritaire.
La silibinine est un important composé naturel ayant des activités biologiques diverses dues a son
activité antioxydante. Elle est commercialisée sous le nom de Flavobion™ et Legalon™ et est utilisée
dans le traitement des maladies chroniques du foie, des cirrhoses ou encore dans le cas
d’empoisonnement aux champignons. La silibinine commerciale est constituée d’'un mélange de deux
diastéréoisomeres, la silybine A et la silybine B (Figure 78) dans un ratio 1:1. La séparation de ces deux
diastéréoisomeres ne sera pas réalisée lors des différents essais de déshydroxylation, bien que cela soit
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possible via une HPLC préparative.*®> La présence de ces deux diastéréoisomeéres induit un léger
dédoublement des pics lors des analyses RMN des spectres *C.

@O “"SoH @Oj/\OH
Partie Flavonoide HO O o HO (O NS o
Partie Lignane mOH jr>\0|_| m\OH Q\OH
OH O O 3 OH O O
Silybine A : Silybine B

Figure 78 Diastéréoisomeres composant la silibinine

La silibinine fait partie de la famille des flavononols dont la structure pourrait étre comparée a
un composé de type chroman-4-one hydroxylé en position o de la cétone. Les systemes chroman-4-
one, une fois traité par une base, sont capables de subir, apres formation d’un énolate, une réaction de
type rétro Michael provoquant alors I'ouverture du cycle.**¢4%8l | e produit alors obtenu est un composé
ouvert appartenant a la famille des chalcones, composés comportant également diverses activités
biologiques, notamment anti-inflammatoires.!**!

Dans le but de prouver la formation d’un intermédiaire énolate lors du mécanisme réactionnel,
la silibinine s’est vite présentée comme étant une molécule de choix. La désoxygénation de I'alcool en
position a de la cétone de la partie flavonoide devrait provoquer une ouverture de cycle. On devrait
donc obtenir un composé de type chalcone si le mécanisme réactionnel de la déshydroxylation passe
effectivement par un intermédiaire énolate. Outre l'intérét de preuve mécanistique, I'utilisation de la
silibinine offre également la possibilité d’apporter des modifications structurelles a un composé naturel
actif.

Un premier essai de déshydroxylation dans les conditions classiques a été réalisé sur la silibinine
commerciale « nue ». Celle-ci n’est pas soluble dans le toluéne, a température ambiante ou a un reflux
de 120 °C, méme aprés 8h de réaction. Ce probleme de solubilité empéche totalement la réaction. Le

composé étant trop hydrophile, les alcools phénoliques ont alors été sélectivement méthylés avec un
[500]

rendement de 88 % par utilisation du sulfate de diméthyle (Schéma 163).

OH OMe
OMe OMe
Me,SOy
K>CO.
HO " . HO 0

acetone, 50 °C, 24h

0
OH 88 %

O OH O OMe

Schéma 163 Protection sélective des alcools phénoliques de la Silibinine

L’alcool primaire libre devant étre protégé pour éviter des réactions de substitutions par I'iode,
plusieurs groupements protecteurs ont été envisagés. Une benzylation a d’abord été tentée mais elle
est trop peu sélective et a mené a un mélange de produits difficile a séparer.

La protection de I'alcool primaire par un groupement tert-butyldiméthylsilyle®®¥ a conduit a Ia
formation du produit désiré 258 monoprotégé avec un rendement de 52% et du produit di protégé 259
avec un rendement de 32 %. Le temps de réaction trés long de 144h est d( a la nécessité d’ajouts
successifs de réactifs pour atteindre une conversion totale. La quantité finale de TBDMSCI ajouté dans
le milieu réactionnel est de 5,5 équivalents (Schéma 164).
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Schéma 164 Protection de I'alcool primaire par un groupement TBDMS

Le composé monoprotégé a été mis a réagir dans les conditions de déshydroxylation, mais

malheureusement, le groupement silylé est instable et migre lors de la réaction. L’alcool primaire ainsi
déprotégé peut alors réagir menant a un mélange complexe de produits iodé, silylé et/ou déshydroxylé
inséparable.
La nécessité d’un groupement protecteur plus volumineux paraissait nécessaire pour mieux différencier
les deux alcools en compétition. Il a finalement été décidé de protéger sélectivement I'alcool primaire
de la silibinine méthylée par un groupement trityle. Cette réaction, inspirée du protocole décrit par
Giovanni Di Fabio en 2015,“°* a mené au produit désiré 218 avec un rendement de 72 %.

Le premier essai de déshydroxylation réalisé sur ce substrat au reflux du toluéne a causé la
dégradation du groupement trityle et a donc a nouveau mené a un mélange de produits iodés et/ou
déshydroxylés. La réalisation de notre méthode de déshydroxylation a 60 °C pendant 28 heures nous a
permis d’obtenir le produit déshydroxylé voulu 219 avec un rendement modeste de 49 % (Schéma 165).

OMe OMe
OMe OMe
HO TrCl o
(@) Pyridine, 50 °C, 15h
0,
OMe 72%
OMe
PPhg, I, Pyr Tro (o) e 0

_ =

o) o)
Toluene, 60 °C, 28h
49% Co OMe] HO OMe
3 | O

((;o OMe O OMe

— 261 — 219

Schéma 165 Schéma synthétique de I'obtention de la silibinine déshydroxylée

La désoxygénation de I'alcool s"accompagne également de I'ouverture de cycle attendue grace
a la formation d’une espece intermédiaire énolate 261 qui conduit a une réaction de retro-Michael
(Schéma 165).

La confirmation de la structure du produit 219 a pu se faire grace a la présence d’un singulet
trés caractéristique a un déplacement de 14,4 ppm sur le spectre *H, correspondant au signal d’un
phénol engagé dans une liaison hydrogene avec la cétone adjacente (Figure 79). La présence de deux
doublets de protons d’alcenes a un déplacement chimigue d’environ 7,8 ppm confirme également la
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structure. La constante de couplage entre ces deux protons est de 15,5 Hz indiquant une stéréochimie
E de 'alcene.

o) O

0
H d8=15ppm

Figure 79 Déblindage du proton de I'alcool phénolique
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V)  Conclusion de chapitre

Nous avons optimisé et élargi le champ d’application d’une méthode sélective de déshydroxylation
inspirée du travail d’Amélia Rauter. Notre méthode s’applique en position a de 5 groupements électro-
attracteurs différents, les cétones, les amides cycliques, les nitriles et les imides./*>”! Les esters acycliques
réagissent difficilement dans nos conditions tandis que les esters cycliques fournissent les produits
déshydroxylés avec de tres bons rendements. Notre méthode fonctionne également sur des diols avec
la mise en évidence d’une réactivité différente selon la stéréochimie cis ou trans. Son application sur un
dérivé de la silibine a permis de prouver, de maniére indirecte, la formation d’un énolate lors du
mécanisme réactionnel.

Des tests supplémentaires permettant d’améliorer encore notre méthode pourraient étre réalisés.
Des essais doivent étre réitérés sur I'a-hydroxyphosphonate et la dihydroxyacétone. Il serait également
intéressant de se repencher sur les conditions utilisant du THF a 0 °C en présence d’imidazole ayant
permis d’isoler I'intermédiaire iodé et le composé déshydroxylé a hauteur de 84 % a partir de la
prednisone (Schéma 158). Ce résultat a été obtenu en série stéroide qui conduit en général a
d’excellents résultats. Elargir encore a d’autres substrats permettrait de déterminer si ces conditions
sont générales. D’autres groupements électro-attracteurs peuvent étre envisagés comme un
groupement trifluorométhyle, un groupement nitro, un groupement amidine ou encore un groupement
imidazole par exemple.

Il est également possible d’envisager la synthése de la D-fagomine a 'aide de notre méthode de
déshydroxylation. En effet, le lactame déshydroxylé pourrait étre réduit a laide de
tétrahydruroaluminate de lithium, puis une hydrogénation catalytique conduirait a la b-fagomine. Cet
iminosucre est un inhibiteur d’a-glucosidase et de [-galactosidase ayant des propriétés anti
hyperglycémiques.

H H H H
BnO N0 Désoxygénation BnO N0 Réduction  BnO N Réduction HO N
BnO" “OH 81% BnO" LAH BnO" Hy, Pd HO"
OBn OBn OBn OH
D-fagomine

La popularisation de cette méthode auprés des chimistes serait intéressante car cette approche
pourrait résoudre de potentiels problemes synthétiques. De plus, I'application de cette stratégie par
d’autres laboratoires sur des composés variés permettrait d’encore mieux en délimiter les contours
d’application.

Fonctionne exclusivement sur alcools primaires et secondaires

)H I, (cat.) - PPhs e R

R Pyridine
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En parallele du projet principal de cette thése, au sujet de la multivalence, le développement et
I'optimisation d’'une méthode de déshydroxylation sélective a pu étre réalisée. Ce travail, inspiré d’'une
méthode décrite auparavant, permet la désoxygénation d’alcool en a-position de cing groupements
électro-attracteurs différents : les cétones, les amides cycliques, les nitriles, les esters cycliques et les
imides. L'utilisation d’une quantité sub-stcechiométrique de diiode est attractive. De plus, les conditions
expérimentales sont simples et n’utilisent pas de métaux.

Une étude mécanistique a pu prouver les différents intermédiaires de réaction supposés. La
preuve, par une méthode indirecte, de la formation d’un intermédiaire énolate lors du mécanisme
réactionnel est particulierement intéressante.

L"application du concept de multivalence a I'inhibition des glycosidases par des iminosucres
multivalents a permis, par le passé, d’obtenir des valeurs de Rp/n allant jusqu’a 4800 sur I'inhibition de
I’a-mannosidase de Jack-bean. Un composé multivalent est défini principalement par sa plateforme,
son ligand et sa valence. En augmentant la valence par un incrément de 6 dans la méme série que le
composé ayant permis d’atteindre le record de Rp/n, un pallier a été observé pour la valeur de K, ce qui
implique nécessairement une baisse du Rp/n.

Les meilleurs effets multivalents ont été obtenus, a ce jour, avec des ligands peu affins envers
les mannosidases avec des Kide 'ordre de la centaine de micromolaires. L'objectif de ma thése était de
synthétiser de nouveaux ligands plus affins envers les mannosidases, avec un Kide 'ordre de quelques
nanomolaires, pour la préparation d’iminosucres multivalents de nouvelle génération pour voir leur
impact sur 'effet multivalent. Le choix du nouvel inhitope s’est porté sur la famille des glyconoamidines
et des glycoimidazoles aprés un travail de recherche bibliographique.

De nombreux problémes expérimentaux rencontrés lors de la synthése des iminosucres
glyconoamidines nous ont contraint a abandonner la synthese de ce ligand. La synthese d’inhitope
gluco- et mannoimidazole a quant a elle pu étre réalisée avec un rendement global sur 9 étapes de la
série D-gluco et D-manno de respectivement 32 et 26 %. Ces ligands ont pu étre clickés sur différentes
plateformes via réaction de CUAAC avec de bons rendements.

Le pouvoir d’inhibition des composés mono-, di-, tri-, tétra- et tétradécavalents hydroxylés en
série D-gluco et D-manno ont pu étre testés sur I'a-mannosidase de Jack-bean. Certains ont montré une
inhibition de type « tight binding » mise en évidence pour la premiere fois envers cette glycosidase,
rendant la détermination des constantes d’inhibition plus complexe. Les Rp/n obtenus pour ces
composés multivalents sont faibles (de 0,3 a 4), excepté pour le tétradécaglucoimidazole basé sur une
plateforme B-cyclodextrine atteignant un Kide 6 nM et ayant un Rp/n de 26. Cette valeur est néanmoins
faible par rapport a la valeur de Rp/n obtenue pour son analogue possédant des ligands DNJ (Rp/n =
610). Ce résultat tendrait a montrer que les effets multivalents sont abaissés lorsque les ligands des
composés multivalents sont affins envers leur cible. Ce premier exemple reste a confirmer par d’autres
inhibiteurs multivalents et d’autres enzymes.

Les iminosucres multivalents peuvent également inhiber des glycosidases d’intérét
thérapeutique. Nous avons voulu nous intéresser a une maladie génétique rare, la mucoviscidose. Cette
maladie, causée par le défaut de repliement de la protéine CFTR induisant sa destruction, a déja été
traitée par le miglustat et des effets prometteurs ont été observés. L'application de nos composés, de
mono- a tétravalents, a ce cas concret a mis en évidence leur absence de correction et de potentiation
de la protéine CFTR. Les mécanismes cellulaires responsables de la destruction de la protéine CFTR ne
sont pas sensibles a I'action de nos iminosucres multivalents. Cependant, il est tout a fait envisageable
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de tester nos composés sur d’autres maladies impliquant des glycosidases comme le cancer par
exemple, en visant I'a-mannosidase Il de I'appareil de Golgi.

En termes de perspectives, une étude mécanistique ainsi qu’une évaluation de la taille des
composés 14-valents basés sur la plateforme B-cyclodextrine pourrait permettre de mieux comprendre
cette baisse de I'effet multivalent en identifiant les mécanismes de la multivalence mis en jeu. Il serait
également intéressant de réaliser la synthése de I'analogue du composé 36-valent, ayant permis
d’atteindre le record de Rp/n, avec des ligands a motif glycoimidazole pour vérifier la tendance semblant
se dessiner sur I'effet multivalent. De plus, les composés 14-valent a motif glycoimidazole et le composé
36-valent a motif DNJ atteignent une valeur de Ki minimale semblable, de quelques nanomolaires. Cette
valeur de Ki pourrait elle encore étre abaissée grace au composé 36-valent a motif glycoimidazole ?

Les glucoimidazoles sont connus pour leur inhibition forte, de I'ordre du faible nanomolaire,
envers les B-glucosidases.%? |Is sont également capables d’inhiber de maniére compétitive et sélective
la B-glucocérébrosidase (GCase).P%? Ces caractéristiques font de ces iminosucres des cibles attractives
pour le développement de chaperons pharmacologiques pour le traitement de la maladie de Gaucher.
Nous savons que la GCase est sensible a I’effet multivalent, grace a une étude précédente, il serait donc
intéressant de tester I'efficacité de nos composés multivalents de nouvelle génération en tant que

chaperons pharmacologiques pour le traitement de la maladie de Gaucher.

Pour finir, les glycosidases sont impliquées dans de nombreux processus biologiques. Méme si
les résultats obtenus pour le traitement de la mucoviscidose n‘ont pas été ceux escomptés, il est
possible de tester les inhibiteurs multivalents réalisés lors de cette these sur de nombreuses autres
cibles.
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PARTIE EXPERIMENTALE







GENERAL METHODS

Reaction and purification

Commercially available starting materials were purchased from commercial suppliers as Sigma-
Aldrich Co., Merck Co., Alfa Aesar GmbH & Co., Acros Organics, Fluorochem, Carbosynth Limited or VWR
and were used without further purification. When specified, anhydrous solvents were required.
Tetrahydrofuran (THF) was distilled over sodium/benzophenone under argon. Dichloromethane was
distilled over CaH; under argon. Dimethylformamide (DMF) was purchased anhydrous over molecular
sieves. Toluene was distilled over CaH,, pyridine, triethylamine and diisopropylamine were distilled over
KOH and all of them were stored over KOH under argon.

All reactions were performed in standard glassware or in vials adapted to a Biotage Initiator®
microwave reactor. Reaction monitoring was achieved by Thin Layer Chromatography (TLC) on
aluminum sheets coated with silica gel 60 F254 purchased from Merck KGaA. Eluted TLC's were revealed
under UV (254 nm) and with molybdophosphoric acid or potassium permanganate upon heating. The
solution of molybdophosphoric acid was prepared by dissolving 12Mo03.H3PO4 xH,0 (9.6 g) in absolute
EtOH (200 mL). Potassium permanganate stain was prepared by dissolving KMnQO, (2 g) and Na,COs
(13.3 g) in water (200 mL) and a 5% NaOH aqueous solution (33 mL). Crude mixtures were purified by
flash column chromatography on silica gel 60 (230-400 mesh, 0.040-0.063 mm) purchased from Merck
KGaA. The Gel Permeation Chromatography was performed on column prepared with BIOBEADS-SX 1,
purchased from Bio-Rad, with molecular weight exclusion limit of 14 000 and operating range from 600
to 14 000. “Brine” means a saturated aqueous solution of sodium chloride.

Characterization

Proton (*H) and carbon (*3C) nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were recorded at 298K
on either Bruker Avance 300 MHz, Bruker Avance Il HD 400 MHz with BBFO probe or Bruker 500 MHz
Avance Il HD with Prodigy BBO probe spectrometers. The chemical shifts are reported as 6 values in
parts per million (ppm) relative to residual solvent signals used as an internal reference. Data are
presented as followed: chemical shift, multiplicity (s = singlet, br s = broad singlet, d = doublet, dd =
doublet of doublets, ddd = doublet of doublets of doublets, dt = doublet of triplets, t = triplet, td = triplet
of doublets, tdd = triplet of doublets of doublets, g = quadruplet, m = multiplet), coupling constants (J)
are expressed in Hz, integration value and assignment. The subscript Ar means aromatic. The superscript
[l means tertiary carbon and the superscript IV means quaternary carbon. Carbon multiplicities were
assigned by Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT) experiments. *H and 3C signals
were assigned by correlation spectroscopy (COSY), Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC),
Heteronuclear Multiple-Bond Correlation spectroscopy (HMBC) and Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy (NOESY) when required.

Optical rotations were measured at 589 nm (sodium lamp) and 20 °C on Anton Paar MCP 200
polarimeter with a path length of 1 dm. The concentration (c) is indicated in gram per deciliter. Infrared
(IR) spectra were recorded neat or in solution on a Perkin-Elmer Spectrum Two FT-IR spectrometer. ESI-
TOF high resolution mass spectra (HRMS) were carried out on a Bruker MicroTOF® mass spectrometer.
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SYNTHESIS AND ANALYTICAL DATA

2,3,4,6-Tetra- O-benzyl-D-gluconamide (S70)

6
Bno” ~Otg,

Bno\\\‘4 3 > 1._NH»

OBn O

Chemical Formula: C34H37NOg
Molecular Weight: 555,67 g/mol

To a solution of 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-glucopyranose (1 eq., 10 g, 18.5 mmol) diluted in THF (40.1
mL) under argon atmosphere were successively added 28 % NHs(ag) (210 mL) and I, (1.4 eq., 6.58 g,
25.9 mmol) at room temperature. After approximately 4 hours of stirring, another fraction of I, (0.2 eq.,
0.944 g, 0.925 mL, 3.71 mmol) was added and the reaction was stirred overnight. The overall time of
stirring was 23h. A 5 % aqueous Na,$;03 was added (30 mL) (pH=10). The resulting mixture was
extracted with Et,O (x4). The combined organic layers were washed with brine (100 mL), dried over
Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography on silica gel (1 :1 EtOAc/PE) to afford S70 (9.32 g, 16.8 mmol, 91 %) as an amorphous
white solid. Analytical data were in accordance with those reported in literature.*’"

Rf (product) = 0.35 (1:1 EtOAc/PE); 0.4 (7:3 EtOAc/PE)
Mp = 84-85°C
Optical rotation [a]3° = +28 (c 0.8, CHCl3)

'H-NMR (400MHz, CDCls): 61 2.81 (d, J = 4.2Hz, 1H, OH), 3.59 (dd, J = 9.8, 5.2 Hz, 1H, H6a), 3.65 (dd, J =
9.7,3.0 Hz, 1H, H6b), 3.84-3.94 (m, 2H, H4 and H5), 4.07 (dd, /= 5.5, 3.4 Hz, 1H, H3), 4.25(d, J= 3.3 HZ,
1H, H2), 4.47-4.67 (m, 6H, OCH,Ph), 4.71 (dd, / = 11.1, 5.0 Hz, 2H, OCH,Ph), 5.41 (br s, 1H, NH), 6.59 (br
s, 1H, NH), 7.20-7.36 (m, 20H, Ha/).

2,3,4,6-Tetra- O-benzyl-D-glucono-&-lactam (70)

6

N o
BnO > ]
A 3 2
BnO" “OBn

OBn

Chemical Formula: C34H35NO5
Molecular Weight: 537,66 g/mol

To a solution of S70 (1 eq., 6.97 g, 12.5 mmol) in DMSO (51.5 eq., 45.9 mL, 646 mmol), Ac;0 (22.7 eq.,
26.8 mL, 285 mmol) was added. The solution was stirred for 23h at room temperature. After 15h, the
mixture was cooled at 0°C and H,0 was added. The solution was then stirred for 15 min. The solution
was extracted with Et,0 4 times. The organic phases were gathered, washed with brine, dried over
NaySQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude was used in the next step without
purification. (2R,3S,4S)-2,3,4,6-tetrakis(benzyloxy)-5-oxohexanamide (1 eq., 6.95 g, 12.6 mmol) was
dissolved in CH3CN (121 mL) and HCOOH (48.3 mL). NaBHsCN (3.2 eq., 2.53 g, 40.2 mmol) was slowly
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added, then the reaction was heated under reflux for 3 h 30. Reaction was cooled at 0°C and HCI (0.1M)
was added until the reaction took a persistent white color. A 1:1 mixture of EtOAc/saturated aqueous
NaHCO; was poured in the reaction mixture. Aqueous layer was extracted with DCM three times. The
organic phases were gathered, dried over Na,SQO,, filtered and concentrated under reduced pressure.
The crude residue was first purified by recrystallisation in Et,0. The remaining filtrate was concentrated
and purified on column chromatography on silica gel (Eluent 1:2 to 1 :1 EtOAc/PE). The desired lactam
70(4.2 g, 7.74 mmol, 62 %) was obtained as a white solid. Analytical data were in accordance with those
reported in the literature.[*””!

Rf (product) = 0.6 (1:1 EtOAc/PE)
Mp = 104 °C
Optical rotation [a]3? = +90 (c 1.0, CHCI3)

1H-NMR (400 MHz, CDCls) : 5113.21 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H3), 3.37-3.58 (m, 3H, H6 and H5), 3.87 (t, / = 8.1
Hz, 1H, H4), 3.96 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H2), 4.41-4.46 (m, 3H, OCH,Ph), 4.69 (d, J = 10.9 Hz, 1H, OCH,Ph),
4.73 (d, J = 11.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.80 (d, J = 10.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.82 (d, J = 11.1 Hz, 1H, OCH,Ph),
5.14 (d, J = 11.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.83 (br.s, 1H, NH), 7.13-7.38 (m, 20H, Har).

13C-NMR (100MHz, CDCl3) 6. 53.9 (C5), 70.2 (C6), 73.5, 74.8, 74.9 (4 x OCH,Ph), 77.3 (C4), 78.9 (C2), 82.5
(C3), 128.0-128.7 (20 C"), 137.4, 137.7, 138.0, 138.2 (4 x CVar), 170.6 (C1)

2,3,4,6-Tetra- O-benzyl-D-glucono-é-thiolactam (71)

N__s
BnO
BnO" “OBn
OBn

Chemical Formula: C34H35NO4S
Molecular Weight: 553,72 g/mol

Lawesson's reagent (2.02 eq., 0.789 g, 1.89 mmol) was added to a mixture containing 70 (1 eq., 0.505
g, 0.938 mmol), pyridine (0.0379 mL), freshly activated 4 A molecular sieves and dry toluene (38.1 mL).
The reaction mixture was stirred for 20 h. The mixture was stirred with MeOH (5 ml) for 2 h, filtered and
the solvent were removed under reduced pressure. The residue was subjected to flash chromatography
(1:6 EtOAC/PE) to afford product 71 (0.408 g, 0.737 mmol, 99 %) as a pale orange solid.!?°!

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & 3.37 (dd, J = 9.8, 7.6 Hz, 1H), 3.56 (dd, J = 9.4, 4.6 Hz, 1H), 3.64 (dd, J =
9.8, 3.3 Hz, 1H), 3.85-3.93 (m, 2H), 4.35 (d, /= 11.5 Hz, 1H), 4.43-4.49 (m, 4H), 4.59 (d, J = 11.5 Hz, 1H),
4.67 (d, J=11.5Hz, 1H), 4.74 (d, J=11.6 Hz, 1H), 5.01 (d, J=11.5z, 1H), 7.11-7.44 (m, 20H), 8.05 (s,
1H).

Tert-butyl (6-aminohexyl)carbamate R108

7

07
N A A_S Ik
~ NN
135”0

Chemical Formula: C11H24N,0,
Molecular Weight: 216,33 g/mol
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To a suspension of 1,6-hexanediamine (3 eq., 7 g, 59 mmol) in DCM (53.9 mL) was slowly added a
solution of Boc,0 (1.01 eq., 3.81 g, 3.73 mL, 17.4 mmol) in DCM (28.8 mL). A slightly cloudy suspension
was formed after the addition was completed. The resulting mixture was stirred at room temperature
for 20h. The mixture was filtered over a pad of Celite™, and the solid was thoroughly washed with
CH,Cl,. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give a yellowish/greenish oil. The crude
oil was dissolved in EtOAc and washed with water and brine. The organic phase was dried over Na;SO,,
filtered and evaporated to dryness. The crude was purified by column chromatography on silica gel
(DCM/MeOH 8:2 + 1% of Et3N) to afford tert-butyl N-(6-aminohexyl)carbamate R108 (1.93 g, 8.93 mmol,
45 %). Analytical data were in accordance with those reported in the literature.%!

1H-NMR (300 MHz, CDCl3): 81 1.29-1.36 (m, 4H, H4 and H5), 1.38-1.52 (m, 17H, H7, H2, H3 and NH,),
2.68 (t,J = 6.8 Hz, 2H, H1), 3.10 (q, J = 6.5 Hz, 2H, H6), 4.51 (s, 1H, NH)

Gluconoamidine 108, mannoamidine 109 and intermediate 72

15
6

(0]
H 8 10 12 B“(ﬁ
N N\/\/\/\
BnO” NS N)1J3\O
4\ 3 9 1 H 15
BnO" OBn

OBn

Chemical Formula: C45H57N3Og
Molecular Weight: 735,97 g/mol

To a solution of 71 (1 eq., 100 mg, 0.182 mmol) in dry DCM (4.43 mL) at 0°C was added triethyloxonium
tetrafluoroborate (1.11 eq., 39.6 mg, 0.202 mmol). After 1 h 40, another amount of triethyloxonium
tetrafluoroborate (0.69 eq., 24.6 mg, 0.126 mmol) was added. The conversion was complete after 3h
and intermediate 72 was used directly in the next step after evaporation to dryness.

To a stirred solution of freshly prepared 72 (1 eq., 107 mg, 0.185 mmol) in 4 mL of dry DCM at 0°C was
added a solution of tert-butyl N-(6-aminohexyl)carbamate R108 (1.84 eq., 73.7 mg, 0.341 mmol) in dry
DCM (2.17 mL). The reaction mixture was allowed to warm to room temperature and was stirred for 8h.
A solution of tert-butyl N-(6-aminohexyl)carbamate (0.593 eq., 23.7 mg, 0.11 mmol) in DCM (2.2 mL)
was added. The reaction was stirred for 24 h. The solution was concentrated under vacuum and purified
by flash column chromatography on silica gel (Eluent: 98:2 DCM/MeOQOH + 1% NHs ag.) affording the
gluconoamidine 108 (23.2 mg, 0.0315 mmol, 17 %) and the more polar isomer the mannoamidine 109
(58.6 mg, 0.0796 mmol, 43 %).

Compound 72
BnO No S~
BnO™ “OBn
OBn

Chemical Formula: C3gH3zgNO4S
Molecular Weight: 581,77 g/mol

H-NMR (400 MHz, CDCl3): & 1.40 (t, J = 7.8 Hz, 3H), 3.16 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 3.50 (dd, J = 10.3, 2.3 Hz,
1H), 3.87 (dd, J = 8.6, 7.4 Hz, 1H), 3.95 (dd, /= 10.3, 2.6 Hz, 1H), 4.06 (dd, /= 6.8, 4.3 Hz, 1H), 4.26-4.80
(m, 10H), 7.17-7.39 (m, 20H), 10.11 (s, 1H). In accordance with reported analytical data.!?>!

Glucoamidine 108

R (product) = 0.35 (CH,Cl,/MeOH 98:2 + 1% NHs aq.)
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1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 1.26-1.27 (m, 8H, H8, H9, H10, H11), 1.45 (s, 9H, H15), 3.07-3.08 (m, 2H,
H7), 3.15-3.20 (m, 2H, H12), 3.62-3.70 (m, 3H ,H5 and H6), 3.85 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H4), 3.91 (t, J = 9.0
Hz, 1H, H3), 4.11 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H2), 4.48-4.61 (m, 4H, OCH,Ph), 4.80-4.93 (m, 4H, OCH,Ph), 7.23-
7.27 (m, 20H, Ha,)

13C-NMR (100MHz, CDCl3): 6 26.7 (C10), 26.9 (C9), 28.6 (C15), 29.2 (C11), 30.2 (C8), 40.7-40.9 (C7 and
C12), 62.7 (C6), 71.8 (C5), 73.4, 74.4, 74.8 (4 x OCH,Ph), 78.6 (C2), 79.4 (C4), 83.5 (C3), 127.5-128.8 (20
x C"ar), 137.9, 138.6, 138.7, 139.0 (4 x CVa/), 156.1 (C1)

ESI-MS : m/z calcd for [M+H]* C4sHssN3Os : 736.43; Found 736.44

Mannoamidine 109

R (product) = 0.25 (CH,Cl,/MeOH 98:2 + 1% NH; aq.)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 64 1.29-1.32 (m, 4H, H9 and H10), 1.45 (s, 9H, H15), 1.48-1.54 (m , 4H, H8
and H11), 3.03-3.11 (m, 2H, H12), 3.16-3.27 (m, 2H, H7), 3.54-3.60 (m ,2H, H6), 3.82 (m, 1H, H3), 3.97-
3.88 (m, 1H, H4), 4.21 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H2), 4.37-4.64 (m, 9H, OCH,Ph and H5), 7.17-7.37 (m, 20H, Ha,)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 26.7 (C10), 26.8 (C9), 28.6 (C15), 29.3 (C8), 30.1 (C11), 40.4-40.7 (C7 and
C12), 58.8 (C5), 71.7, 72.1, 73.2 (OCH,Ph), 73.6 (C2), 74.4 (C4), 76.0 (C3), 79.1 (C14), 127.5-128.9 (20
C"ar), 137.5, 138.4, 138.4, 139.0 (C"Ar), 156.1 (C13), 156.8 (C1)

ESI-MS : m/z calcd for [M+H]* C4sHssN3Os : 736.43; Found 736.43

Compound 111

(6]
16 14 _15
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BnO" “OBn
OBn

Chemical Formula: Cs5oHgsN3Og
Molecular Weight: 836,08 g/mol

EtsN (1.59 eq., 0.01 mL, 0.0719 mmol) was added dropwise to 109 (1 eq., 33.2 mg, 0.0451 mmol) in
anhydrous DCM (0.289 mL) at 0°C. Boc,0 (1.2 eq., 11.8 mg, 0.0541 mmol) was added in small portions
and the reaction mixture stirred at 0°C for 10 min. The ice bath was removed and the reaction was
stirred at 20°C for 18h. Water was added and the organic phase was washed with DCM. The combined
organic extracts were washed with saturated ag. NaHCOs, dried over Na,;SO4 and concentrated under
reduced pressure. The crude residue was purified by column chromatography on silica gel (Eluent: 100:0
to 95:5 Toluene: acetone) affording 111 (26.9 mg, 0.032 mmol, 71%) as an oil.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 611 1.21-1.31 (m, 4H, H10 and H9), 1.42 (s, 9H, H15), 1.44 (s, 9H, H18), 1.57
(brs, 2H, H8), 2.98-3.10 (m, 2H, H12), 3.49-3.60 (m, 1H, H6a), 3.64-3.76 (m, 2H, H5 and H6b), 3.77-3.90
(m, 4H, H2, H3 and H4), 4.40-4.46 (m, 1H, NH), 4.47-4.61 (m, 3H, OCH,Ph), 4.72-4.91 (m, 6H, H2 and
OCH,Ph), 7.15-7.42 (m, 20H, Ha)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6. 26.6, 26.7 (C10 and C9), 28.5, 28.6 (C15 and C18), 29.2 (C11), 30.0 (C8),
39.8 (C12), 48.1 (C6), 62.7 (C5), 70.4 (C7), 73.4, 74.1, 74.4, 74.8 (4 x OCH,Ph), 77.4 (C4), 78.6 (C2), 84.4
(C3), 127.8-128.5 (C'",), 138.5, 138.6, 138.7, 138.8 (4 x CV), 154.2 (C16), 156.1 (C13), 159.4 (C1).

ESI-MS : m/z calcd for [M+H]* CsoHgsN2Os : 836.49; Found 836.46
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Aminoacetaldehyde dimethylacetal R125

3
2.0
H2N/\( \1
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Chemical Formula: C4H11NO,
Molecular Weight: 105,14 g/mol

Commercially available

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 64 0.94 (s, 2H, H4), 2.53 (d, J = 5.3 Hz, 2H, H3), 3.15 (s, 6H, H3), 4.04 (t, J =
5.2 Hz, 1H, H2)

Glucoimidazole 125a, Mannoimidazole 125b

7 8 7 8

2 N/—:\N 2 N/—:\N
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Chemical Formula: C3gH36N204
Molecular Weight: 560,69 g/mol

Thiolactam 71 (1 eq., 517 mg, 0.935 mmol) was dissolved in NH,CH,CH(OMe), (15 eq., 1.52 mL, 14
mmol) and stirred under argon atmosphere for 20h. At the beginning, the reaction was green-yellowish
and turned progressively to orange and light brown solution. The reaction was diluted with Et;0. The
organic and aqueous phases were separated. Aqueous phase was extracted three times with Et,0.
Combined organic layers were washed with water and then with brine. The organic fraction was dried
over Na,SQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The crude 72 was used for the next
step without purification.

TsOH. H,0 (1.87 eq., 333 mg, 0.312 mL, 1.75 mmol) was added to a solution of 72 (1 eq., 586 mg, 0.939
mmol) in toluene (13.4 mL). The solution was stirred at 60 °C for 63h under air. The cooler system was
equipped with a drierite drying tube to avoid water in the medium. The solution was diluted with DCM
and sat. NaHCOs. Aqueous and organic phase were separated. Aqueous phase was extracted with DCM.
Organic fractions were gathered and washed with water, brine, dried over Na,SO,4 and concentrated
under reduced pressure. The crude residue was purified by column chromatography on silica gel (4:6
EtOAC/PE). Glucoimidazole 125a (205 mg, 0.367 mmol, 39 %) and mannoimidazole 125b (291 mg, 0.52
mmol, 55 %) were obtained as oils. Analytical data were in accordance with those reported in the
literature. 126!

Glucoimidazole 125a
Rf (product 125a) = 0.35 (1 :1 PE/EtOAc)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &1 3.75 (dd, J = 10.4, 5.3 Hz, 1H, H6%), 3.83-3.90 (m, 2H, H6°, H3), 4.10 (dd, J
=7.6,5.7 Hz, 1H, H4), 4.19 (ddd, /= 7.9, 5.7, 3.0 Hz, 1H, H5), 4.46 (dd, J = 16.0, 11.6 Hz, 2H, OCH,Ph),
4.51(d,J=11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.70 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.75 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H2), 4.83 (d,
J=10.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.85 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.88 (d, /= 11.7 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.18(d, J =
11.7 Hz, 1H, OCH,Ph), 7.05 (d, J= 0.9 Hz, 1H, H7), 7.12 (d, /= 1.1 Hz, 1H, H8), 7.17-7.46 (m, 20H, Ha).

174



13C-NMR (100 MHz, CDCls): 8¢ 58.2, 68.5, 72.9, 73.4, 74.2, 74.4, 76.2, 82.3, 117.4, 127.7 (C7), 128.0,
128.02,128.09,128.1,128.2,128.3,128.5, 128.51, 128.57, 128.60, 128.7 (Car), 129.5 (C8), 137.4, 137.7,
138.0, 138.8 (C"ar), 144.1 (C1).

Mannoimidazole 125b
Rf (product 125b) = 0.21 (1 :1 PE/EtOAc)

1H-NMR (400 MHz, CDCla): 6 3.63 (dd, J = 9.9, 7.1 Hz, 1H, H6?), 3.77 (dd, J = 10.1, 3.1 Hz, 1H, H6Y), 3.87
(dd, J = 9.4,3.2 Hz, 1H, H3), 4.14 (td, J = 7.0, 2.9 Hz,1H, H5), 4.29 (dd, J = 9.6, 7.3 Hz, 1H, H4), 4.41-4.52
(m, 2H, OCH,Ph), 4.58 (d, J = 12.0 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.63 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.67 (d, J = 12.8
Hz, 2H, OCH,Ph), 4.74 (d, J = 12.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.82 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H2), 5.01 (d, J = 11.1 Hz, 1H,
OCH,Ph), 7.07 (s ,1H, H7), 7.17 (s, 1H, H8), 7.23-7.43 (m, 20H, H*")

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 56.0 (C5), 68.3 (C2), 70.6 (OCH,Ph), 71.2 (C6), 71.8, 73.3 (OCH,Ph), 74.3
(C4), 75.0 (OCH,Ph), 80.3 (C3), 119.5 (C7), 127.6, 127.8, 127.9, 127.9, 128.0, 128.3, 128.34, 128.4,
128.53, 128.54, 128.56, 128.6 (C",), 129.3 (C8), 137.7, 138.0, 138.2, 138.3 (C"4,), 143.0 (C1)

Compound 134a

BnO 1

BnO" 3y 2“OBn
OBn

Chemical Formula: C3gHz341oN204
Molecular Weight: 812,49 g/mol

A solution of 125a (1 eq., 0.479 g, 0.855 mmol) in DMF (9.26 mL) was treated with NIS (10 eq., 2.02 g,
8.55 mmol) and stirred under argon atmosphere at 80°C for 14 h. Solution turned yellow when NIS was
added and then to orange immediately after heating and finally to dark brown after 10 min. The brown
mixture was cooled, diluted with Et,0, and washed with a 10 % Na,S,03 (120mL). The combined H,0
layers were extracted with Et,O. The combined organic layers were washed with H,0 and brine, dried
over Na,SO,, filtered and concentrated. Flash chromatography (PE/EtOAc 7:1) (solid deposition) gave
product 134a (515 mg, 0.634 mmol, 74 %) as an oil. Analytical data were in accordance with those
reported in literature.?®?

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 64 3.64 (dd, J = 9.5, 4.4 Hz, 1H, H6%), 3.72 (t, J = 9.2 Hz, 1H, H6E), 4.08 (t, J =
4.0 Hz, 1H, H3), 4.34 (dd, /= 4.3, 2.1 Hz, 1H, H4), 4.42 (s, 2H, OCH,Ph), 4.46 (m, 1H, H5), 4.48 (d, J=11.7
Hz, 1H, OCH,Ph), 4.57 (dd, /= 11.9, 4.8 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.65-4.71 (m, 2H, OCH,Ph and H2), 4.82 (d, J =
11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.1 (d, J = 12.0 Hz, 1H, OCH,Ph), 7.16-7.45 (m, 20H, Ha/)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 60.9 (C5), 69.5 (C6), 72.1 (C2), 72.3, 72.9, 73.1 (3x OCH,Ph), 73.2 (C4),
73.3 (OCH,Ph), 78.1 (C3), 81.3 (C7 ou C8), 97.0 (C7 ou C8), 127.7,127.9,127.99, 128.05, 128.1, 128.2,
128.3,128.4,128.6 (C"a), 137.4, 137.5, 137.6, 138.2 (CV4), 149.1 (C1)

ESI-MS : m/z calcd for [M+H]* CagH3s51.N204813.061 found 813.07
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Compound 134b
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Chemical Formula: CagHz415N,04
Molecular Weight: 812,49 g/mol

A solution of 125b (1 eq., 1.33 g, 2.37 mmol) in DMF (20 mL) was treated with NIS (10 eq., 5.62 g, 23.7
mmol) and stirred under argon atmosphere at 80°C for 20h. Solution was yellow when NIS was added.
Solution turns to orange immediately after heating and dark brown after 10 min. The flask was covered
with aluminum fold to avoid light and all the medium was placed under a black box, also to avoid light
which can induce NIS degradation. The brown mixture was cooled, diluted with Et,0, and washed with
Na,S,0s3 sat. three times. The combined H,0 layers were extracted with Et,0 (x3). The combined organic
layers were washed with H,O and brine, dried over Na;SO,, filtered and concentrated. The crude was
purified by column chromatography on silica gel (Eluent 7:1 PE/EtOAc) and product 134b (1.43 g, 1.76
mmol, 74 %) was obtained as an orange oil. Analytical data were in accordance with those reported in
literature. 53]

Rf (product) = 0.2 (7:1 PE/EtOAc)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6+ 3.61 (d, J = 9.4, 4.9 Hz, 1H), 3.68-3.76 (m, 2H), 4.35 (ddd, /= 8.7, 4.8, 2.4
Hz, 1H), 4.41-4.54 (m, 5H), 4.59 (t, / = 12.2 Hz, 3H), 4.73-4.78 (m, 3H), 7.20-7.39 (m, 20H).

ESI-MS: m/z calcd for [M+H]* CzeH3sl2N,04 813.07 found 813.07

Compound 135a

Chemical Formula: C3gH35IN2O4
Molecular Weight: 686,59 g/mol

Isopropyl magnesium chloride (1.11 eq., 1.99 M, 0.82 mL, 1.63 mmol) in solution in THF was added
dropwise for 15 min to a stirred solution of 134a in freshly distilled THF at -15°C. Reaction was stopped
2h after the beginning of the addition. The mixture was treated with sat. NH4Cl soln. and diluted with
Et,0. The layers were separated, and the organic layer was washed with sat. NH4Cl soln. twice. The
combined H,0 layers were extracted with Et,0 (3 times). The combined organic layers were washed
with H,O twice and brine, dried over Na,SO,, filtered, and evaporated. The crude was purified by column
chromatography on silica gel (Pentane/ EtOAc 9:1 to 8:2). Product 135a (843 mg, 1.23 mmol, 84 %) was
isolated as an oil. Analytical data were in accordance with those reported in literature.?8?

Rf (product) = 0.3 (2:8 EtOAc/PE)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.69 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 1H, H6a), 3.78 (dd, J = 10.3, 3.0 Hz, 1H, H6b), 3.80
(t,J = 7.5 Hz, 1H, H4), 4.07 (dd, J = 7.1, 5.1 Hz, 1H, H3), 4.17 (ddd, J = 8.1, 5.1, 2.9 Hz, 1H, H5), 4.40-4.51
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(m, 3H, OCH,Ph), 4.63 (d, J = 11.4 Hz, OCH,Ph), 4.70 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H2), 4.74-4.82 (m, 3H,_ OCH,Ph),
5.11(d, J =11.6 Hz, OCH,Ph), 7.09 (s, 1H, H7), 7.13-7.43 (m, 20 H, Har)

ESI-MS m/z [M+H]" calcd for C3gH3sIN2O4 687.16; Found 687.17

Compound 135b

i~
6

N_N
BnO 5 1
SN
BnO' 270Bn
OBn

Chemical Formula: C3gH35IN,O4
Molecular Weight: 686,59 g/mol

Isopropyl magnesium chloride (1.1 eq., 1.9 M, 0.0648 mL, 0.123 mmol) in solution in THF was added
dropwise for 10 min to a stirred solution of 134b (1 eq., 90.9 mg, 0.112 mmol) in freshly distilled THF at
-15°C. The mixture was treated with sat. NH4Cl soln. and diluted with Et,0. The layers were separated,
and the organic layer was washed with sat. NH4Cl soln. twice. The combined H,0 layers were extracted
with Et;0 (3 times). The combined organic layers were washed with H,O twice and brine, dried over
MgSQ,, filtered, and evaporated. The crude was purified by column chromatography on silica gel
(PE/EtOAC 9:1). Product 135b (61.2 mg, 0.0892 mmol, 80 %) was obtained as an oil. Analytical data were
in accordance with those reported in literature.!?3

Rf (product) = 0.4 (2:8 EtOAc/PE)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.57 (dd, J = 10.0, 7.2 Hz, 1H, H6a), 3.71 (dd, J = 10.1, 2.7 Hz, 1H, H6b), 3.84
(dd, J = 9.3, 2.8 Hz, 1H, H3), 4.11 (td, J = 7.1, 2.9 Hz, 1H, H5), 4.26 (dd, J = 8.9, 7.4 Hz, 1H, H4), 4.46 (s,
2H, OCH,Ph), 4.57-4.70 (m, 4H, OCH,Ph), 4.76 (d, J = 13.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.78 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H2),
4.99 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 7.21-7.45 (m, 20H, Ha)

Compound 136a

6
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BnO 3 Y
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BnO' 2”0Bn

OBn

Chemical Formula: C4,H43CIN,O,4
Molecular Weight: 675,27

A degassed suspension of Cul (0.1 eq., 23.3 mg, 0.122 mmol) in DMF (20.4 mL) was added to 135a (1
eq., 839 mg, 1.22 mmol) at room temperature. Three cycles of vaccuum argon were done. Then 6-
chloro-1-hexyne (4 eq., 0.61 mL, 4.93 mmol) was added. Pd(PPhs),Cl, (5.02 %, 43.5 mg, 0.0614 mmol)
was added and three cycles of vaccum-argon were done. DIPEA (5 eq., 0.87 mL, 6.16 mmol) was finally
added and the reaction mixture was stirred at 40°C for 17 h. The solution was cooled to room
temperature, diluted with Et,0 and washed with NH4Cl three times. The combined organic layers were
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extracted with Et;0 three times. The combined organic layers were washed with H,O and brine, dried
over Na,SO,, filtered and evaporated. The crude was purified by a column chromatography on silica gel
(Eluent 15:85 EtOAc/pentane to 2:8 EtOAc/pentane) affording 136a (0.65 g, 0.97 mmol, 79 %).

Rf (product) = 0.2 (2:8 EtOAc/PE)
Optical rotation [a]3°= + 29 (c 1.0, CHCl3)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 1.76 (m, J = 7.4 Hz, 2H, H12), 1.97 (m, J = 7.1 Hz, H13), 2.47 (t, /= 6,9 Hz,
2H, H11), 3.60 (t, /= 6,5 Hz, 2H, H14), 3.71 (dd, J = 10.3, 5.6 Hz, 1H, H6?), 3.79-3.84 (m, 2H, H4 and HE®),
4.08 (dd, J = 7.3, 5.3 Hz, 1H, H3), 4.17 (m, J = 2.6 Hz, 1H, H5), 4.42-4.51 (m, 3H, OCH,Ph), 4.64 (d, J =
11.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.69 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H2), 4.75-4.84 (m, 3H, OCH,Ph), 5.15 (d, J = 11.7 Hz, 1H,
OCH,Ph), 7.15 (s, 1H, H7), 7.23-7.44 (m, 20H, Har).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 19.0 (C11), 25.9 (C12), 31.8 (C13), 44.8 (C14), 58.3 (C5), 68.5 (C6), 72.8,
73.4 (2x OCH,Ph), 73.9 (C2), 74.0, 74.2 (OCH,Ph), 76.1 (C4), 81.8 (C3), 121.0 (C10), 127.7 (C9), 128.0,
128.08, 128.09, 128.2, 128.3, 128.4, 128.57, 128.59 (C'), 137.4, 137.6, 137.9, 138.3 (4xC"4,), 143.8
(C1).

IR (CHCl3) Vmax : 3031, 2923, 2867, 1497, 1454, 1362, 1338, 1095, 1067, 1028, 737, 698 cm'™.

HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for Ca2Ha4CIN2O4 675.2971; Found 675.2984.

Compound 136b

6
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BnO” 3 Y
K 4 3
BnO' 270Bn

OBn

Chemical Formula: C4,H43CIN,O4
Molecular Weight: 675,27

At 23°C, degassed DMF (4.3 mL) and Cul (0.0989 eq., 4.8 mg, 0.0252 mmol) were added to 135b (1 eq.,
175 mg, 0.255 mmol) to form a supension. Three cycles of vaccuum argon were done. Then 6-chloro-1-
hexyne (4.12 eq., 0.13 mL, 1.05 mmol) was added. Pd(PPhs),Cl; (4.98 %, 9 mg, 0.0127 mmol) was added
and three cycles of vaccum-argon were done. DIPA (5 eq., 0.18 mL, 1.27 mmol) was finally added and
the reaction mixture was stirred at 40°C for 16 h. The solution was cooled to room temperature, diluted
with Et,0 and washed with NH4Cl three times. The combined organic layers were extracted with Et,0
three times. The combined organic layers were washed with H,0 and brine, dried over Na,SQO,, filtered
and evaporated. The crude was purified by a column chromatography on silica gel (Eluent 2:8
EtOAc/pentane). Product 136b (131 mg, 0.194 mmol, 76 %) was obtained as an oil.

Rf (product) = 0.3 (2:8 EtOAc/PE)

Optical rotation [a]&® = -31 (c 1,0, CHCl3)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 1.65 (m, J = 7.3 Hz, 2H, H12), 1.86 (m, J = 7.2 Hz, 2H, H13), 2.36 (t, / = 6.9
Hz, 2H, H11), 3.45-3.52 (m, 3H, H14 and H6a), 3.62 (dd, J = 10.2, 3.1 Hz, 1H, H6b), 3.74 (dd, J =9.3, 3.2
Hz, 1H, H3), 3.99 (td, / = 7.1, 3.0 Hz, 1H, H5), 4.16 (dd, J = 9.1, 7.4 Hz, 1H, H4), 4.44 (s, 2H, OCH,Ph),
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4.55-4.67 (m, 4H, OCH,Ph), 4.73 (d, J = 3.1 Hz, 1H ,H2), 4.74 (d, J = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.98 (d, J =
11.2 Hz, OCH,Ph), 7.19-7.43 (m, 20H, Ha)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 18.8 (C11), 25.8 (C12), 31.6 (C13), 44.7 (C14), 60.1 (C5), 68.4 (C2), 70.7
(OCH,Ph), 70.9 (C6), 71.8, 73.2 (2 x OCH,Ph), 73.9 (C4), 74.6 (C9), 75.0 (OCH,Ph), 80.0 (C3), 89.4 (C10),
122.6 (C8), 127.6-128.5 (C""y), 137.4, 137.8, 138.0, 138.1, (4 x C,,), 142.8 (C1).

IR (CHCI3) Vimax : 3063, 3030, 2925, 2865, 1497, 1454, 1365, 1028, 1114, 1027, 913, 737, 698 cm™™.
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for Ca2H44CIN,O4 675.2988; Found 675.2984.

1,12-dichlorododeca-5,7-diyne (Glaser coupling product)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 1.64-1.73 (m, 4H, H3), 1.85-1.94 (m, 4H, H2), 2.31 (t, / = 6.9 Hz, 4H, H4), 3.56
(t,/=6.5Hz, 4H, H1)

Compound 139a

N N
A Y Y
S 4 3
AcO" 2"0Ac

OAc

Chemical Formula: C5oH31CIN,Og
Molecular Weight: 486,95 g/mol

Pd(OH),/C (4,55 eq., 620 mg, 4.42 mmol) was placed in a flask. Three cycles vacuum argon were done,
followed by a vacuum H; cycle. A solution of 136a (1 eq., 653 mg, 0.968 mmol) in a mixture of EtOAc
(17.4 mL), MeOH (5.8 mL) and H,0 (5.8 mL) (EtOAc/MeOH/H,0 3:1:1) treated with AcOH (317 eq.,
18444 mg, 17.6 mL, 307 mmol) was added on the activated catalyst. Two balloons of H, were bubbled
inside the reaction. After 3 days, the solution was filtered over a pad of Silica eluting with 85:15
DCM/MeOH (100 mL). The silica was rinsed a second time eluting with 85:15 DCM/MeOH (200 mL). The
crude of 138a was used without further purification for the next step.

To a solution of 138a (1 eq., 308 mg, 0.968 mmol) in Ac,0 (140 eq., 12.8 mL, 135 mmol) was added
distilled pyridine (159 eq., 12250 mg, 12.5 mL, 154 mmol). The solution was stirred for 20 h under argon
atmosphere. Water was slowly added at 0 °C. The aqueous phase was extracted with CH,Cl; (3 times).
The combined organic layers were then washed with an aqueous solution of HCI (2M, 3 times), saturated
NaHCOs solution, water (x3) and dried over Na,SO,, filtered and concentrated. Crude residue was
purified by column chromatography on silica gel (Eluent 6:4 EtOAc/pentane). Product 139a (419 mg,
0.862 mmol, 89 %) was obtained as an oil.

Rf (intermediate 138a) = 0.25 (DCM/MeOH 8 :2)
Rf (product 139a) = 0.2 (1 :1 EtOACc/PE) ; 0.4 (6 :4 EtOAC/PE)

Optical rotation [a]%® = +25 (c 1,1, CHCls)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & 1.35-1.42 (m, 2H, H11), 1.42-1.51 (3, 2H, H12), 1.64 (md, J = 7.5, 2.7 Hz,
2H, H10), 1.77 (m, J=7.0 Hz, 2H, H13), 2.08 (s, 3H, C(O)CHs), 2.09 (s, 3H, C(O)CHs), 2.10 (s, 3H, C(O)CHs),
2.11 (s, 3H, C(O)CHs), 2.57 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H9), 3.52 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H14), 4.30-4.46 (m, 3H, H6, H5),
5.39(dd,/=7.1,5.3 Hz, 1H, H4), 5.50 (dd, /= 7.2, 5.3 Hz, 1H, H3), 6.0 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H2), 6.72 (s, 1H,
H7)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 20.7, 20.8, 20.8, 21.1 (4 C(O)CHs), 26.8 (C12), 28.5 (C9), 28.7 (C11), 29.2
(C10), 32.6 (C13), 45.2 (C14), 56.3 (C5), 62.2 (C6), 66.3 (C2), 66.5 (C4), 70.3 (C3), 113.5 (C7), 139.2 (C1),
144.9 (C8), 169.2, 169.5, 169.8, 170.4 (4 C(O)CHs).

IR (CHCIl3) Vimay : 2934, 2858, 1749, 1455, 1370, 1219, 1035, 644, 602 cm*

HRMS (ESI) m/z calcd for [M+H]* C2H3,CIN2Og 487.1838; Found 487.1842

Compound 139b
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Chemical Formula: C5,H34CIN,Og
Molecular Weight: 486,95 g/mol

Pd(OH),/C (454 %, 667 mg, 4.75 mmol) was placed in a flask. Three cycles vacuum argon were done
followed by a vacuum Hs cycle. A solution of 136b (1 eq., 706 mg, 1.05 mmol) in a mixture of EtOAc
(18.8 mL), MeOH (6.26 mL) and H,0 (6.26 mL) (EtOAc/MeQOH/H,0 3:1:1) treated with AcOH (316 eq.,
19896 mg, 19 mL, 331 mmol) was added on the activated catalyst. Three balloons of H, were bubbled
inside of the reaction. After 3 days, the reaction was filtered over a pad of silica gel eluting with 84:16
DCM/MeOH (250mL). The filtrate was evaporated to dryness and the crude was used for the next step
without purification. A slight part of the silica was dissolved during the filtration.

To a solution of 138b (1 eq., 332 mg, 1.04 mmol) in Ac,0 (140 eq., 14946 mg, 13.8 mL, 146 mmol) was
added distilled pyridine (159 eq., 13203 mg, 13.5 mL, 166 mmol). The solution was stirred for 22 h under
argon atmosphere. Water was added slowly at 0 °C. The aqueous phase was extracted with DCM (3
times). The combined organic layers were then washed with an aqueous solution of HCI (2M, 2 x 4 mL),
saturated NaHCOs solution, water and dried over Na,SO,, filtered and concentrated. Crude residue was
purified on column chromatography on silica gel (eluent 6:4 EtOAc/pentane). Product 139b (421 mg,
0.865 mmol, 83 %) was obtained as an oil.

Rf (intermediate 138b) = 0.25 (DCM/MeOH 8 :2)
Rf (product 139b) = 0.2 (1:1 EtOACc/PE), 0.3 (6:4 EtOAC/PE)

Optical rotation [a]3° =-39 (c 0.7, CHCl3)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.36 (m, J = 7.4 Hz, 2H, H11), 1.45 (m, J = 7.4 Hz, 2H, H12), 1.59-1.66 (m,
2H, H10), 1.76 (m, J= 7.1 Hz, 2H, H13), 2.03 (s, 3H, C(O)CHs), 2.10 (s, 3H, C(O)CHs), 2.11 (s, 6H, C(O)CHa),
2.55(td, /=7.8, 2.4 Hz, 2H, H9), 3.51 (t,/ = 6.7 Hz, 2H, H14), 4.24-4.33 (m, 2H, H5 and H6a), 4.53 (dd, J
=11.7, 4.0 Hz, 1H, H6b), 5.41 (dd, /= 8.9, 3.8 Hz, 1H, H3), 5.63 (dd, /= 8.9, 6.1 Hz, 1H, H4), 6.33 (d, J =
3.8 Hz, 1H, H2), 6.76 (s, 1H, H7)
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13C-NMR (125 MHz, CDCls): § 20.7, 20.78, 20.81, 20.9 (4 x C(O)CHs), 26.7 (C12), 28.4 (C9), 28.7 (C11),
29.2 (C10), 32.6 (C13), 45.2 (C14), 57.3 (C5), 63.4 (C6), 63.6 (C2), 65.8 (C4), 68.9 (C3), 114.4 (C7), 139.1
(C1), 144.9 (C8), 169.6, 169.66, 169.67, 170.3 (4 x C(O)CHs)

IR (CHCl3) Vimax : 2932, 2857, 1749, 1455, 1370, 1221, 1054, 950 cm?
HRMS (ESI) m/z calcd for [M+H]* C2,H3,CIN,Og 487.1845 found 487.1842

Compound 140a
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Chemical Formula: C,,H31N5Og
Molecular Weight: 493,52 g/mol

Substrate 139a (1 eq., 276 mg, 0.567 mmol) was dissolved in DMF (3.2 mL). TBAI (0.201 eq., 42.1 mg,
0.114 mmol) and then NaNs (6.08 eq., 224 mg, 0.121 mL, 3.45 mmol) were added. Reaction mixture
was heated at 60°C for 20 h. The mixture was dissolved with EtOAc and water was added. The aqueous
phase was extracted three times with EtOAc. Gathered organic phases were washed five times with
water and brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. Compound 140a
(283 mg, 0.575 mmol, 100 %) was obtained as a pure product without purification.

Optical rotation [a]3’= +23 (c 0.7, CHCl3)

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & 1.34-1.41 (m, 4H, H11 and H12), 1.54-1.65 (m, 4H, H10 and H13), 2.06 (s,
3H, C(0)CHs), 2.07 (s, 3H, C(O)CHs), 2.08 (s, 3H, C(O)CHa), 2.09 (s, 3H, C(O)CH3), 2.55 (t, J = 7.8 Hz, 2H,
H9),3.23 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H14), 4.31 (dd, J = 10.9, 4.3 Hz, 1H, H6%), 4.35-4.44 (m, 2H, H5 and H6P), 5.38
(dd, J = 7.2, 5.4 Hz, 1H, H4), 5.48 (dd, J = 7.2, 5.4 Hz, 1H, H3), 5.98 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H2), 6.71 (s, 1H,
H7).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 20.70, 20.75, 20.8, 21.0 (4x C(O)CHs), 26.6 (C12), 28.5 (C9), 28.8 (C13),
29.0 (C10), 29.2 (C11), 51.5 (C14), 56.3 (C5), 62.2 (C6), 66.2 (C2), 66.4 (C4), 70.3 (C3), 113.7 (C7), 139.2
(C1), 144.9 (C8), 169.2, 169.4, 169.8, 170.4 (4x C(O)CHs).

IR (CHCI3) Vimax : 2932, 2858, 2097, 1749, 1455, 1370, 1219, 1035, 945, 602 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C22H32NsOg 494.2245; Found 494.2242

Compound 140b
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Chemical Formula: CooH31N5Og
Molecular Weight: 493,52 g/mol
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Substrate 139b (1 eq., 421 mg, 0.865 mmol) was dissolved in DMF (5 mL), TBAI (0.198 eq., 63.4 mg,
0.172 mmol) and then NaN3(5.88 eq., 334 mg, 0.181 mL, 5.09 mmol) were added. Reaction mixture was
heated at 60°C for 18h. Reaction was diluted with EtOAc. Aqueous phase and organic phase were
separated. The agueous phase was extracted three times with EtOAc. The gathered organic phase was
washed 5 times with water and then brine. Organic phase was then dried over Na,SO,, filtered and
evaporated under reduced pressure. Compound 140b (427 mg, 0.865 mmol, 100 %) was obtained as a
pure product without purification.

Optical rotation [a]°=-41 (c 1.1, CHCl3)

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & 1.33-1.43 (m, 4H, H11 and H12), 1.56-1.67 (m, 4H, H10 and H13), 2.04 (s,
3H, C(0)CHs), 2.107 (s, 3H, C(O)CHa), 2.114 (s, 3H, C(O)CHa), 2.116 (s, 3H, C(O)CHa), 2.56 (td, J = 7.8, 2.6
Hz, 2H, H9), 3.25 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H14), 4.25-4.34 (m, 2H, H5 and H6%), 4.54 (dd, J = 11.8, 4.1 Hz, 1H,
H6), 5.42 (dd, J = 8.9, 3.7 Hz, 1H, H3), 5.64 (dd, J = 8.9, 6.1 Hz, 1H, H4), 6.34 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H2), 6.76
(s, 1H, H7).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 20.7, 20.81, 20.85, 21.0 (4x C(O)CHs), 26.6 (C12), 28.5 (C9), 28.8 (C13),
29.0 (C10), 29.2 (C11), 51.5 (C14), 57.3 (C5), 63.4 (C6), 63.6 (C2), 65.8 (C4), 69.0 (C3), 114.4 (C7), 139.2
(C1), 145.0 (C8), 169.6, 169.7, 170.3 (4x C(O)CHs)

IR (CHCI3) Vimax : 2935, 2859, 2097, 1749, 1456, 1370, 1221, 1054, 950 cm™,
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C2;H32NsOg 494.2245; Found 494.2250.

Compound 141

Chemical Formula: C17H5q04
Molecular Weight: 288,34

REACTION PERFORMED BY ANTOINE JOOSTEN

To a stirred solution of pentaerythritol (1 eq., 2 g, 14.7 mmol) in anhydrous THF (45 mL), NaH (3.4 eq.,
2.0 g, 50 mmol) was added. After stirring for 3 h at 0 °C, and later at room temperature, the mixture
was cooled down again to 0 °C and propargyl bromide (6.3 eq., 8,02 mL, 93 mmol) was added slowly
over a 20 minutes period. The color of the solution changed to brown and a precipitation was observed.
The ice bath was removed and after stirring for 16 hours at room temperature the reaction was
guenched with water. Following, extraction with ethyl acetate (3 x 60 ml), the combined organic layers
were concentrated under reduced pressure and the crude product was purified by flash column
chromatography on silica gel (Eluent : 2:8 EtOAc/hexane), followed by recrystallization in methanol.
Product 141 (4,02 g, 14.0 mmol, 95%) was obtained as white needles. Analytical data were in accordance
with those reported in literature.>%%

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 2.40 (t, J = 2.4 Hz, 4H, H5), 3.53 (s, 8H, H2), 4.12 (d, J = 2.4 Hz, 8H, H3)

13C-NMR (1240 MHz, CDCls): & 44,9 (C1), 58.9 (C3), 69.2 (C2), 74.2 (C5), 80.2 (C4).
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Compound 143

Chemical Formula: C47H300,4Si
Molecular Weight: 326,51

A solution of 142 (1 eq., 0.3 g, 1.2 mmol) in dry THF was cooled to O °C under argon atmosphere. NaH
(2.94 eq., 0.141 g, 3.53 mmol) was added portion-wise and after stirring for 20 min, propargyl bromide
(3.97 eq., 0.53 mL, 4.76 mmol) was added dropwise over 15 min. The reaction was allowed to warm to
room temperature and was stirred for 15 h. After quenching the excess of NaH with NH4Cl, the solvent
was evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with Et,O and washed with water.
The aqueous phase was extracted with Et,0 (2x). The combined organic layers were washed with water
and brine, dried over Na,SO,, and concentrated under reduced pressure. The crude residue was purified
by column chromatography (1:9 EtOAc/Pentane) to give 143 (201 mg, 0.617 mmol, 52 %). Analytical
data were in accordance with those reported in literature.>%

Rf (product) = 0.35 (1:9 MeOH/DCM)

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 0.05 (s, 6H, H7), 0.89 (s, 9H, H8), 2.41 (t, J = 2.4 Hz, 2H, H6), 2.66 (br s, 1H,
OH), 3.52 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H2), 3.55 (d, J = 9.1 Hz, 2H, H2), 3.64 (s, 2H, H4), 3.70 (s, 2H, H3), 4.12 (d, J
= 2.4 Hz, 4H, H5)

Compound 144
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Chemical Formula: CyoH3,0,4Si
Molecular Weight: 364,56

REACTIONS PERFORMED BY FABIEN STAUFFERT

PROCEDURE FROM 142

A solution of 142 (1 eq., 3.2 g, 12.8 mmol) in dry THF was cooled to 0 °C under argon atmosphere. NaH
(4.0 eq., 2.05 g, 51.3 mmol) was added portion-wise and after stirring for 30 min, propargyl bromide
(6.04 eq., 8.6 mL, 77.2 mmol) was added dropwise over 45 min. The reaction was allowed to warm to
room temperature and was stirred for 16 h. After quenching the excess of NaH with NH4Cl, the solvent
was evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with Et,O and washed with water.
The aqueous phase was extracted with Et,0 (2x). The combined organic layers were washed with water
and brine, dried over Na,SO,, and concentrated under reduced pressure. The crude residue was purified
by column chromatography on silica gel (100:0 to 8:2 PE:EtOAc) to give 143 (2,92 g, 8.94 mmol, 70%) as
a yellow oil and 144 (0.9 g, 2.47 mmol, 19%) as a yellow oil.
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PROCEDURE FROM 143

A solution of 143 (1 eq., 2.92 g, 8.94 mmol) in dry THF was cooled to 0 °C under argon atmosphere. NaH
(1.98 eq., 0.71 g, 17.8 mmol) was added portion-wise and after stirring for 45 min, propargyl bromide
(3.01 eq., 3 mL, 26.9 mmol) was added dropwise. The reaction was allowed to warm to room
temperature and was stirred for 17.5 h. Additionnal NaH (700 mg) and propargyl bromide (3 mL) were
added and the reaction mixture was stirred for 3.5 h. A catalytic quantity of MeOH (0.14 eq., 0.05 mL,
1.23 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for 18.5 h. After quenching the excess of
NaH with MeOH, the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with
Et,0 and washed with water. The aqueous phase was extracted with Et;O (2x). The combined organic
layers were washed with water and brine, dried over Na,SO,, and concentrated under reduced pressure.
The crude residue was purified by column chromatography on silica gel (96:4 PE:EtOAc) to give 144
(2,46 g, 6,76 mmol, 76%) as a yellow oil.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 0.03 (s, 6H, H6), 0.88 (s, 9H, H8), 2.38 (t, J = 2.4 Hz, 3H, H5), 3.49 (s, 6H,
H2), 3.56 (s, 2H, H2’), 4.11 (d, J = 2.3 Hz, 6H, H3).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 -5.5 (C6), 18.4 (C7), 26.0 (C8), 45.7 (C1), 58.8 (C3), 61.5 (C2’), 69.0 (C2), 74.1
(C5), 80.3 (C4).

Compound 145

X 2 OH
o
2 “oH

Chemical Formula: C11H4504
Molecular Weight: 212,25

To a solution of 143 (1 eq., 197 mg, 0.603 mmol) in dry THF (10 mL) at 0 °C was added dropwise a
solution of TBAF (5 eq., 1 M, 3.02 mL, 3.02 mmol) in THF over a period of 20 min. The reaction mixture
was allowed to warm to room temperature and stirred for 5 h under argon atmosphere. The solvent
was evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with EtOAc and washed with water
(2x) then brine. The organic layers were dried over Na;SO,, and concentrated under reduced pressure.
The crude residue was purified by column chromatography on silica gel (55:45 EtOAc/pentane) to afford
145 (122 mg, 0.579 mmol, 96 %) as a colorless oil. Analytical data were in accordance with those
reported in literature.%

R (product) = 0.23 (1:1 EtOAC/PE); 0.41 (6:4 EtOAC/PE)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 2.34 (brs, 2H, OH), 2.45 (t, J = 2.4 Hz, 2H, H5), 3.60 (s, 4H, H2’), 3.68 (s, 4H,
H2),4.15 (d,J = 2.4 Hz, 4H, H3).
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Compound 146

Chemical Formula: C44H1504
Molecular Weight: 250,29

To a solution of 144 (1 eq., 54.3 mg, 0.149 mmol) in dry THF (2.9 mL) at 0 °C was added dropwise a
solution of TBAF (5 eq., 1 M, 0.745 mL, 0.745 mmol) in THF over a period of 30 min. Solution turns
orange directly after TBAF addition. The reaction mixture was allowed to warm to room temperature
and stirred for 5 h under argon atmosphere. The solvent was evaporated under reduced pressure. The
residue was diluted with EtOAc and washed with water (2x) then brine. The organic layers were dried
over Na;SO, and concentrated under reduced pressure. The crude residue was purified by column
chromatography on silica gel (8:2 to 7:3 PE:EtOAc) to afford 146 (27 mg, 0.11 mmol, 72 %) as a colorless
oil. Analytical data were in accordance with those reported in literature.”!

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 2.42 (t, J = 2.4 Hz, 3H, H5), 3.56 (s, 6H, H2), 3.69 (s, 2H, H2’), 4.13 (d, J =
2.4 Hz, 6H, H3)

Compound 147

CgqHggOss5
Molecular weight : 1667.66 g/mol

REACTION PERFORMED BY CAMILLE DECROOCQ

To a suspension of B-cyclodextrine (1 eq., 1,0 g, 0.88 mmol) in 1 :1 DMF/DMSO solution (50 mL) was
added propargylbromide (6,8 x 14 es., 80 % solution in toluene, 9,05 mL) and BaO (5g) and Ba(OH); (5
g). The reaction was stirred at room temperature for 72h. Then MeOH (10 mL) was added. The mixture
was extracted with difficulties with EtOAc. The organic phase was washed with water then dried over
Na,SO,, filtered and evaporated. Several column chromatography were needed to separate the product
from the more substituted by-products (Eluent: 99 :1 to 95 :5 DCM/MeOH). The product 147 was
obtained as a yellow solid (439 mg, 30%). Analytical data were in accordance with those reported in
literature. 5%

Rf (product) = 0.1 (99:1 DCM/MeOH)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 2.46 (t, J = 2.3 Hz, 7H, H9 or H12), 2.50 (t, J = 2.3 Hz, 7H, H9 or H12), 3.49
(t,/=9.3 Hz, 7H, H4), 3.66-3.75 (m, 14H, H5 and H2), 3.79 (dd, /= 10.1, 1.4 Hz, 7H, H6a), 3.89-4.02 (m,
14H, H6b and H3), 4.20 (dd, / = 15.8, 2.5 Hz, 7H, H10a), 4.31 (dd, J = 15.8, 2.3 Hz, 7H, H10b), 4.51 (dd, J
=15.9, 2.3 Hz, 7H, H7a), 4.57 (dd, /= 15.9, 2.3 Hz, 7H, H7b), 4.75 (s, 7H, OH), 4.99 (d, J = 3.8 Hz, 7H, H1)
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Compound 148a

N 17 18 18'
N\fjg\o —{ oH
N 2

Chemical Formula: Cs5H7gN1gO29
Exact Mass: 1198,54

Compound 140a (2.33 eq., 111 mg, 0.225 mmol) and 145 were dissolved in DMF (3.79 mL) in a
microwave vial. Solution was stirred till the solution was homogeneous. Sodium ascorbate (1.02 eq.,
19.6 mg, 0.0989 mmol) and CuS04.5H,0 (0.506 eq., 12.2 mg, 0.0489 mmol) were weighted separately
in a vial and H,0 (0.9 mL) was added. Solution was opaque orange. The solution was poured into the
mixture. The mixture was stirred and heated under microwave irradiation at 80°C for 30 min. Water was
added, and the agueous phase was extracted with EtOAc (3x). The organic phases were combined,
washed with water (3x) and brine, dried over Na,SQy, filtered and concentrated under reduced pressure.
Traces of copper salts were removed by filtration through a short pad of silica gel eluting with a 10:1:1
ACN/H,0/NH4OH solution. The crude residue was purified on column chromatography (97:3 to 95:5
DCM/MeOH).

Product 148a (67.8 mg, 0.0565 mmol, 59 %) was obtained. A second fraction with a mixture of product
and partially deacetylated compound was isolated. (12.5 mg)

Rf (product) = 0.04 (97:3 DCM/MeOH), 0.25 (95:5 DCM/MeOH)
Mp = 67-70 °C
Optical rotation [a]°=+19 (c 0.8, CHCl3)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.26-1.42 (m, 8H, H11 and H12), 1.54-1.64 (m, 4H, H10), 1.85-1.94 (m, 4H,
H13), 2.02-2.14 (m, 24H, C(O)CHs), 2.51 (t, /= 7.6 Hz, 4H, H9), 3.54 (s, 4H, H18), 3.62 (s, 4H, H18&'), 4.28-
4.35 (m, 6H, H14 and H6%), 4.60 (s, 4H, H17), 5.35-5.40 (m, 2H, H4), 5.44-5.50 (m, 2H, H3), 5.98 (d, J =
5.0 Hz, 2H, H2), 6.71 (s, 2H, H7), 7.52 (s, 2H, H15)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 20.7, 20.73, 20.8, 21.0 (8x C(O)CHs), 26.2 (C12), 28.3 (C9), 28.7 (C11), 29.0
(C10), 30.2 (C13), 45.2 (C19), 50.3 (C14), 56.3 (C5), 62.1 (C6), 64.4 (C18’), 65.0 (C17), 66.1 (C2), 66.4
(C4), 70.3 (C3), 71.0 (C18), 113.8 (C7), 122.3 (C15), 139.2 (C1), 144.6 (C8), 145.1 (C16), 169.2, 169.4,
169.8, 170.4 (8x C(O)CHs)

IR (CHCl3) vimax : 2932, 2860, 1750, 1462, 1371, 1222, 1048 cm?
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for CssH7gN10020 1199.5467; Found 1199.5470
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Compound 148b

N 17 18 18'
N\fjg\o —oH
N 2

Chemical Formula: Cs5H7gN1gO2g
Exact Mass: 1198,54 g/mol

Substrate 140b (2.22 eq., 82.2 mg, 0.167 mmol) and 145 (1 eq., 15.9 mg, 0.0749 mmol) were solublized
in DMF (2.94 mL) in a microwave vial. Solution was stirred till homogeneity. Sodium ascorbate (0.404
eq., 6 mg, 0.0303 mmol) and CuS0O4.5H,0 (0.209 eq., 3.9 mg, 0.0156 mmol) are weighted separately in
a vial and H,0 (0.75 mL) was added. Solution was opaque orange. The solution was poured into the
mixture. The mixture was stirred and heated under microwave irradiation at 80°C for 40 min. Water was
added, and the agueous phase was extracted with EtOAc (3x). The organic phases were combined,
washed with water (3x) and brine, dried over Na,SQy, filtered and concentrated under reduced pressure.
Traces of copper salts were removed by filtration through a short pad of silica gel with elution with
10:1:1 ACN/H,0/NH4OH solution. The crude residue was purified on column chromatography (97:3 (100
mL), 96:4 (100 mL), 95:5 (200mL) to 9:1 (50mL) DCM/MeOH). Product 148b (57.1 mg, 0.0476 mmol, 64
%) was obtained as a solid.

Rf (product) = 0.2 (95:5 DCM/MeOH)
Mp = 60°C
Optical rotation [a]4°=-35 (c 0.8, CHCl3)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & 1.25-1.40 (m, 8H, H11 and H12), 1.60 (m, J = 7.3 Hz, 4H, H10), 1.90 (m, J =
7.2 Hz, 4H, H13), 2.01 (s, 6H, C(O)CH3), 2.08 (s, 6H, C(O)CHs), 2.088 (s, 6H, C(O)CHs), 2.09 (s, 6H,
C(O)CHs), 2.51 (td, J = 7.6, 2.6 Hz, 4H, H9), 3.53 (s, 4H, H18), 3.61 (s, 4H, H18’), 4.25-4.35 (m, 8H, H14,
H5 and H6%), 4.50-4.57 (m, 2H, H6P), 4.59 (s, 4H, H17), 5.41 (dd, J = 9.0, 3.7 Hz, 2H, H3), 5.64 (dd, /= 9.0,
6.1 Hz, 2H, H4), 6.33 (d, /= 3.7 Hz, 2H, H2), 6.75 (s, 2H, H7), 7.52 (s, 2H, H15).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): § 20.6, 20.7, 20.8, 20.9 (8x C(O)CHs), 26.2 (C12), 28.2 (C9), 28.6 (C11), 29.0
(C10), 30.1 (C13), 45.2 (C19), 50.3 (C14), 57.2 (C5), 63.2 (C6), 63.5 (C2), 64.2 (C18’), 64.9 (C17), 65.7
(C4), 68.9 (C3), 70.9 (C18), 114.4 (C7), 122.2 (C15), 139.1 (C1), 144.6 (C8), 145.0 (C16), 169.5, 169.62,
169.65, 170.3 (8x C(O)CHs).

IR (CHCl3) vimax : 2928, 2860, 1749, 1461, 1370, 1222, 1052, 950 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+Na] * calcd for CssH7sN1oNaO4 1221.5286; Found 1221.5290.

187



Compound 149a

Aco” NN
- 4 3~
AcO' 2""0OAc

OAc

Chemical Formula: CggH111N15028
Exact Mass: 1729,77 g/mol

Substrate 140a (3.4 eq., 81 mg, 0.164 mmol) was dissolved in half of DMF (2.7 mL). Solution of 146 (1
eq., 12.1 mg, 0.0483 mmol) dissolved in the other half of DMF (2.66 mL) was added to the vial. In a
separated vial, copper sulfate pentahydrate (0.3 eq., 3.8 mg, 0.0149 mmol), and sodium ascorbate (0.6
eq., 5.8 mg, 0.029 mmol) were dissolved in H,0 (0.7 mL). This solution was stirred with a pasteur pipette
until solution gets clearer (orange/yellow) and poured into the reaction vial. Reaction was performed
under microwave irradiation at 80 °C for 30 min. Water was added and the aqueous phase extracted
three times with EtOAc. Organic phase was washed three times with water and brine, dried over Na;SO,,
filtered and evaporated to dryness. Traces of copper were removed by filtration over a pad of silica
eluting with ACN/H,O/NH4OH 10:1:1. Filtrate was then evaporated. Crude was solid, like expansed foam.
Crude residue was purified by chromatography colum on silica gel. Column was prepared with 8:2
EtOAc/pentane eluent to isolate remaining substrate. Then 97:3 DCM/MeOH (250 mL), 95:5
DCM/MeOH (250mL) and 9:1 DCM/MeOH were used as eluents.

Product 149a (71.4 mg, 0.0413 mmol, 85 %) was isolated as sole product on first fraction and in a
mixture at the end of the purification.

Mp = 65-67 °C
Optical rotation [a]°= +21 (c 0.5, CHCl3)

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § 1.29-1.43 (m, 12H, H11 and H12), 1.56-1.65 (m, 6H, H10), 1.89 (m, J = 7.3
Hz, 6H, H13), 2.06 (s, 9H, C(0)CHs), 2.075 (s, 9H, C(O)CHs), 2.077 (s, 9H, C(O)CHs), 2.10 (s, 9H, C(O)CHs),
2.53 (t, J = 7.7 Hz, 6H, H9), 3.50 (s, 6H, H18), 3.61 (s, 2H, H18'), 4.29-4.35 (m, 9H, H14 and H6?), 4.37-
4.45 (m, 6H, H5 and HE®), 4.56 (s, 6H, H17), 5.38 (dd, J = 7.2, 5.6 Hz, 3H, H4), 5.48 (dd, J = 7.3, 5.3 Hz,
3H, H3), 5.99 (d, J = 5.3 Hz, 3H, H2), 6.77 (s, 3H, H7), 7.53 (s, 3H, H15)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 20.7, 20.75, 20.8, 21.1 (12x C(O)CHs), 26.3 (C12), 28.4 (C9), 28.8 (C11),
29.1 (C10), 30.3 (C13), 45.3 (C19), 50.4 (C14), 56.3 (C5), 62.2 (C6), 64.5 (C18'), 65.1 (C17), 66.2 (C2),
66.4 (C4),70.3 (C3),70.4(C18),113.8(C7),122.4 (C15),139.2 (C1), 144.6 (C8), 145.2 (C16), 169.2, 169.4,
169.8, 170.4 (12x C(O)CHs)

IR (CHCl3) vimax : 2930, 2859, 1749, 1461, 1370, 1220, 1049, 756 cm™*
HRMS (ESI) m/z [M+2H]?** calcd for CgoH113N15025 865.8934; Found 865.8943
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Compound 149b

Chemical Formula: CBOH‘] 11 N1 5028
Exact Mass: 1729,77

Compound 140b was dissolved in half of DMF (2.6 mL). Solution of 146 (1 eq., 11.8 mg, 0.0471 mmol)
in the other half of DMF (2.6 mL) was added to the vial. In a separated vial, copper sulfate pentahydrate
(0.3 eq., 3.6 mg, 0.0141 mmol), and sodium ascorbate (0.6 eq., 5.6 mg, 0.0283 mmol) were dissolved in
H>0 (0.65 mL). This solution was stirred with a pasteur pipette until solution gets clearer (orange/yellow)
and poured into the reaction vial. Reaction was performed under microwave irradiation at 80 °C for 40
min. Water was added and the aqueous phase extracted with EtOAc. Addition of EtOAc caused the
formation of an emulsion which was eliminated with brine. Organic phase and aqueous were separated.
Aqueous phase was extracted three times with EtOAc. Organic phase was washed four times with water
and brine, dried over Na,SO,, filtered and evaporated to dryness. Traces of copper were removed by
filtration over a pad of silica eluting with ACN/H,O/NH4OH 10:1:1. Filtrate was then evaporated. Crude
residue was purified by chromatography column on silica gel (Eluent: 97:3, 96:4, 95:5, 94:6 to 9:1
DCM/MeOH). Product 149b was isolated as a white solid.

Rf (product) = 0.4 (94:6 DCM/MeOH)
Mp = 83-85 °C
Optical rotation [a]3°= -39 (c 1.8, CHCl3)

IH-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.29-1.41 (m, 12H, H11 and H12), 1.60 (m, J = 7.2 Hz, 6H, H10), 1.89 (m, J
= 7.2 Hz, 6H, H13), 2.02 (s, 9H, C(O)CHs), 2.09 (s, 9H, C(O)CHs), 2.098 (s, 9H, C(O)CHs), 2.10 (s, 9H,
C(O)CHs), 2.51 (td, J = 7.6, 3.1 Hz, 6H, H9), 3.50 (s, 6H, H18), 3.61 (s, 2H, H18'), 4.25-4.34 (m, 12H, H5,
H14 and H6%), 4.51-4.58 (m, 9H, H17 and H6P), 5.40 (dd, J = 9.1, 3.7 Hz, 3H, H3), 5.64 (dd, /= 9.1, 6.3 Hz,
3H, H4), 6.32 (d, J = 3.7 Hz, 3H, H2), 6.75 (s, 3H, H7), 7.53 (s, 3H, H15)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § 20.7, 20.8, 21.0 (12x C(0)CHs), 26.3 (C12), 28.4 (C9), 28.8 (C11), 29.1 (C10),
30.3 (C13), 45.2 (C19), 50.3 (C14), 57.2 (C5), 63.3 (C6), 63.6 (C2), 64.5 (C18’), 65.1 (C17), 65.7 (C4), 69.1
(C3), 70.4 (C18), 144.4 (C7), 122.4 (C15), 139.2 (C1), 144.8 (C8), 145.2 (C16), 169.6, 169.7, 170.3 (12x
C(0)CHs)

IR (CHCl3) vimax : 2934, 2860, 1747, 1461, 1370, 1220, 1051, 950, 753 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+2H]?** calcd for CgoH113N15025 865.8934; Found 865.8928

189



Compound 150a

Chemical Formula: C105H144N20036
Exact Mass: 2261,01 g/mol

Substrate 140a (4.44 eq., 97.2 mg, 0.191 mmol) and 141 (1 eq., 12.4 mg, 0.043 mmol) were solublized
in DMF (3.3 mL) in a microwave vial. Solution was stirred till the solution got homogenous. Copper
sulfate pentahydrate (0.402 eq., 4.4 mg, 0.0173 mmol) and sodium ascorbate (0.786 eq., 6.7 mg, 0.034
mmol) were weighted separately and dissolved in H,0 (0.9 mL). This solution was stirred with a pasteur
pipette until solution gets clearer (orange/yellow) and poured into the reaction vial. Reaction was
performed under microwave irradiation at 80 °C for 40 min. Water was added, and the aqueous phase
was extracted three times with EtOAc. The organic phase was combined, washed with water twice and
brine, dried over Na,SOy, filtered and concentrated under reduces pressure. Traces of copper salts were
removed by filtration over a pad of silica eluting with ACN/H>0/NH,OH (10:1:1). Blue deposition was
observed on top of silica pad. Crude residue was purified over a column chromatography on silica gel
(Eluent: 97:3 100 mL, 95:5 100 mL and 94:6 100 mL DCM/MeOH). Product 150a (77.2 mg, 0.0341 mmol,
79 %) was isolated. Another fraction which corresponds to a partially deacetylated compound at
position 2 was isolated.

Rf (product) = 0.35 (94:6 DCM/MeQOH)

Mp = 82-85 °C

Optical rotation [a]°= +20 (c 1, CHCl3)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & 1.30-1.41 (m, 16H, H11 and H12), 1.54-1.63 (m, 8H, H10), 1.88 (m, J=7.2
Hz, H13), 2.05 (s, 12H, C(O)CHs), 2.06 (s, 24H, C(O)CHs), 2.08 (s, 12H, C(O)CHs), 2.52 (t, J = 7.8 Hz, 8H,
H9), 3.44 (s, 8H, H18), 4.27-4.34 (m, 12H, H14 and H6?), 4.36-4.44 (m, 8H, H5 and H6b), 4.52 (s, 8H, H17),

5.37 (dd, J = 7.2, 5.6 Hz, 4H, H4), 5.47 (dd, J = 7.3, 5.3 Hz, 4H, H3), 5.98 (d, J = 5.3Hz, 4H, H2), 6.72 (s,
4H, H7), 7.54 (s, 4H, H15)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 20.67, 20.71, 20.8, 21.0 (16x C(O)CHs), 26.4 (C12), 28.4 (C9), 28.8 (C11),
29.1(C10), 30.3 (C13), 45.3 (C19), 50.3 (C14), 56.3 (C5), 62.1 (C6), 65.1 (C17), 66.1 (C2), 66.4 (C4), 69.2
(C18), 70.3(C3), 113.8 (C7), 122.5 (C15), 139.1 (C1), 144.6 (C8), 145.3 (C16), 169.1, 169.4, 169.7, 170.3
(16x C(O)CHs)

IR (CHCl3) vimax : 2933, 2859, 1747, 1461, 1370, 1217, 1048, 750 cm™*
HRMS (ESI) m/z [M+3H]** calcd for CiosH147N20036 754.6757; Found 754.6768
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Compound 150b

Chemical Formula: C105H144N20036
Exact Mass: 2261,01 g/mol

Substrate 140b (4.4 eq., 91.1 mg, 0.18 mmol) and 141 (1 eq., 11.8 mg, 0.0409 mmol) were solublized in
DMF (3.1 mL) in a microwave vial. Solution was stirred till solution got homogeneous. Copper sulfate
pentahydrate (0.422 eq., 4.4 mg, 0.0173 mmol) and sodium ascorbate (0.814 eq., 6.6 mg, 0.0333 mmol)
were weighted separately and dissolved in H,O (0.85 mL). This solution was stirred with a pasteur
pipette until solution gets clearer (orange/yellow) and poured into the reaction vial. Reaction was
performed under microwave irradiation at 80 °C for 40 min. Water was added and the aqueous phase
was extracted three times with EtOAc. The organic phases were combined, washed with brine, dried
over NaySO,, filtered and concentrated under reduces pressure. Traces of copper salts were removed
by filtration over a pad of silica eluting with ACN/H,O/NH,OH (10:1:1). Blue deposition was observed on
top of silica pad. Crude residue was purified over a column chromatography on silica gel (Eluent: 97:3
to 9:1 DCM/MeOH). Product 150b (70 mg, 0.0309 mmol, 76 %) was isolated as a solid. Another fraction
which corresponds to a partially deacetylated compound at position 2 was isolated.

Mp = 75°C
Optical rotation [a]3°=-31 (c 0.8, CHCl3)

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.28-1.42 (m, 16H, H11 and H12), 1.60 (m, J = 7.2 Hz, 8H, H10), 1.89 (m, J
= 6.9 Hz, 8H, H13), 2.02 (s, 12H, C(O)CHs), 2.09 (s, 12H, C(O)CHs), 2.096 (s, 12H, C(O)CHs), 2.10 (s, 12H,
C(O)CHs), 2.51 (td, J = 7.6, 3.2 Hz, 8H, H9), 3.44 (s, 8H, H18), 4.25-4.34 (m, 16H, H5, H14 and H6?), 4.51-
4.57 (m, 12H, H17 and H6P), 5.39 (dd, J = 9.2, 3.7 Hz, 4H, H3), 5.63 (dd, J = 9.1, 6.2 Hz, 4H, H4), 6.32 (s,
J=3.7 Hz, 4H, H2), 6.76 (s, 4H, H7), 7.54 (s, 4H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): § 20.7, 20.8, 20.9 (16x C(O)CHs), 26.4 (C12), 28.4 (C9), 28.8 (C11), 29.2 (C10),
30.4 (C13), 45.3 (C19), 50.3 (C14), 57.2 (C5), 63.3 (C6), 63.6 (C2), 65.2 (C17), 65.7 (C4), 69.0 (C3), 69.2
(C18), 144.4 (C7), 122.5 (C15), 139.1 (C1), 144.8 (C8), 145.4 (C16), 169.6, 169.7, 170.3 (16x C(O)CHs).

IR (CHCl3) vimax : 2931, 2859, 1748, 1460, 1370, 1221, 1051, 950, 755 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+3H]*" calcd for CiosH147N20036 754.6757; Found 754.6767.
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Compound 151a

Chemical Formula: C392H532N700147
Molecular Weight: 8576,91 g/mol

: 3
AcO .5 ~OAc

To a clear solution of B-cyclodextrine 147 (1 eq., 7.8 mg, 0.00468 mmol) in DMF (0.3 mL), a solution of
140a (15.8 eq., 36.8 mg, 0.0738 mmol) in DMF (1.0 mL) was added. A solution of CuS04.5H,0 (0.86 eq.,
1.0 mg, 0.00400 mmol) and sodium ascorbate (1.62 eq., 1.5 mg, 0.00757 mmol) in H,O (0.15 mL) was
added. The mixture was stirred and heated under microwave irradiations for 30 min at 80 °C (absorption
level = normal). Water was added, and reaction mixture was extracted 3 times with EtOAc. Organic
phase was washed 4 times with water and then with brine, dried over Na,SO4 and evaporated to
dryness. Crude was purified by column chromatography on silica gel (Eluent: 95:5 to 9:1 (DCM/MeQH)).
An impurity was present on NMR. A second column chromatography was done (Eluent 94:6
DCM/MeOH). Impurity was still present, so a GPC column was performed. Impurity and H Grease were
still present. Product was washed with hexane fractions to remove H Grease. Product 151a (22.9 mg,
0,00267 mmol, 57 %) was isolated as an oil.

Rf (product) = 0.65 (9:1 DCM/MeOH)
Optical rotation [a]&’= + 27 (c 1.15, MeOH)

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & 1.28-1.44 (m, 56H, H11 and H12), 1.53-1.66 (m, 28H, H10), 1.82-1.95 (m,
28H, H13), 2.03-2.12 (m, 168H, CH3(0)C), 2.52 (t, J = 7.0 Hz, 28H, H9), 3.34-3.44 (m, 7H, H23), 3.44-3.50
(m, 7H, H21), 3.58-3.75 (m, 21H, H19 and H18), 3.92 (t, J = 8.9 Hz, 7H, H22), 4.26-4.47 (m, 70H, H5, H6
and H14), 4.53 (g, J = 11.9 Hz, 14H, H17), 4.76 (br s, 7H, H20), 4.86-5.03 (m, 14 H, H17’), 5.36-5.42 (m,
14H, H4), 5.45-5.51 (m, 14H, H3), 5.99 (d, J = 5.4 Hz, 14H, H2), 6.75 (br s, 14H, H7), 7.66 (s, 7H, H15'),
7.74 (s, 7H, H15).

13C-NMR (125 MHz, CDCl3): & 20.7, 20.78, 20.83, 21.1 (CH3(0)C), 26.4, 26.5 (C12 and C12’), 28.6 (C9),
28.9,29.0 (C11 and C11’), 29.2 (C10), 30.5 (C13), 50.3, 50.4 (C14 and C14’), 56.3 (C5), 62.1 (C6), 64.9
(C17), 65.2 (C17’), 66.3 (C2), 66.4 (C4), 68.8 (C18), 70.4 (C3), 70.6 (C19), 73.4 (C22), 79.1 (C21), 83.1
(C23), 101.7 (C20), 113.8 (C7), 123.0 (C15’), 123.7 (C15), 139.2 (C1), 144.1 (C16), 144.7 (C8), 169.2,
169.4, 169.8, 170.4 (CH3(0)C)

IR (CHCl3) vimax : 3452, 3139, 2929, 2857, 1750, 1462, 1440, 1371, 1223, 1047, 604 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+7H]"* calcd for C3gaHsaoN700147 1072.4611; Found 1072.4607.
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Compound 151b

Chemical Formula: C3g9oH530N700 147
Molecular Weight: 8576,91 g/mol

To a clear solution of B-cyclodextrine 147 (1 eq., 10.3 mg, 0.00618 mmol) in DMF (0.3 mL), a solution of
140b (16 eq., 49.2 mg, 0.0987 mmol) in DMF (1.0 mL) was added. A solution of CuS04.5H,0 (1.17 eq.,
1.8 mg, 0.00721 mmol) and sodium ascorbate (2.78 eq., 3.4 mg, 0.0172 mmol) were dissolved in H,0O
(0.35 mL) was added. The mixture was stirred and heated under microwave irradiations for 30 min at
80 °C. Water was added, and reaction mixture was extracted 3 times with EtOAc. A few drops of brine
were added to facilitate the separation. Organic phase was washed 4 times with water and then with
brine, dried over Na,SO4 and evaporated to dryness. Crude was purified by column chromatography on
silica gel (Eluent: 95:5 DCM/MeOH (100mL), 94:6 (100mL), 93:7 200mL), 9:1 (100mL)) Resolution of
NMR was not well defined, another wash with NH,OH was tried to remove potential traces of metal. A
second column chromatography on silica gel was performed (Eluent 95:5 to 93:7 DCM/MeOH). NMR
spectrum didn’t change. Product 151b (29 mg, 0.0034 mmol, 55 %) was isolated as an oil.

Rf (product) = 0.35 (93:7 DCM/MeOH); 0.5 (9:1 DCM/MeOH)
Optical rotation [a]3°=-169 (c 0.5, CHCl5)

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.27-1.43 (m, 56 H, H11 and H12), 1.53-1.66 (m, 28H, H10), 1.80-1.95 (m,
28H, H13), 2.00-2.13 (m 168H, CH3(0)C), 2.45-2.55 (m, 28H, H9), 3.33-3.43 (m, 7H, H21), 3.43-3.57 (m,
14H, H19 and H23), 3.60-3.74 (m, 14H, H18), 3.86-3.96 (m, 7H, H22), 4.23-4.40 (m, 56H, H14, H5 and
H6a), 4.46-4.60 (m, 21H, H6b and H17), 4.76 (s, 7H, H20), 4.83-5.05 (m, 14H, H17’), 5.35-5.45 (m, 14H,
H3), 5.59-5.68 (m, 14H,H4), 6.32 (s, 14H, H2), 6.80 (s, 14H, H7), 7.67 (s, 7H, H15'), 7.75 (s, 7H, H15)

BBC-NMR (125 MHz, CDCls): 6 20.7, 20.8, 20.9 (CHs(0)C), 26.4 (C12), 28.3 (C9), 28.9 (C11), 29.2 (C10),
30.4 (C13), 50.3, 50.4 (C14 and C14’), 57.3 (C5), 63.2 (C6), 63.5 (C2), 64.9, 65.2 (C17 and C17’), 65.7
(C4), 68.9 (C3), 70.4, 70.6 (C18 and C18’), 73.0 (C22), 75.5 (C19), 79.1 (C21), 83.0 (C23), 101.7 (C20),
114.6 (C7), 123.1 (C15’), 123.8 (C15), 139.1 (C1), 144.0 (C8), 144.6 (C16), 169.6, 169.7, 170.3 (CH3(0)C)

IR (CHCl3) vimax : 3417, 2930, 2860, 1749, 1457, 1370, 1222, 1051, 949, 755, 600 cm™.
HRMS (ES|) m/z [l\/|+7|‘|]7+ calcd for C392H539N 700147 1225.5259,’ Found 1225.5263.
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Compound 155a
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Chemical Formula: Cy7H37N50g
Molecular Weight: 559,62

p=4

To a solution of substrate 140a (1 eq., 91.4 mg, 0.185 mmol) and cyclopropylacetylene (5 eq., 63.1 mg,
0.0808 mL, 0.926 mmol) in DMF (4.92 mL) was added a solution of CuS04.5H,0 (14.3 %, 6.6 mg, 0.0264
mmol) and sodium ascorbate (28.3 %, 10.4 mg, 0.0525 mmol) in H20 (1.3 mL). The resulting solution
was heated under microwave irradiation conditions at 80 °C for 30 min. Water was added, and the
aqueous phase was extracted with EtOAc (3x). The organic phases were combined, washed with water
(3x) and brine, dried over Na,SQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. Traces of copper
salts were removed by filtration through a short pad of silica gel eluting with ACN/H20/NH40H (10:1:1).
Crude residue was purified on column chromatography over silica gel (Eluent: 100 EtOAc). Product 155a
(88.4 mg, 0.158 mmol, 85 %) was obtained as an oil.

Rf (product) = 0.15 (100 EtOAc), 0.26 (97:3 DCM/MeQOH)
Optical rotation [a]3° = +19 (c 0.9, CHCI3)

1H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 0.83-0.88 (m, 2H, H18), 0.95-1.00 (m, 2H, H18"), 1.35-1.47 (m, 4H, H11 and
H12), 1.61-1.69 (m, 2H, H10), 1.91 (m, J = 7.3 Hz, 2H, H13), 1.98 (tt, J = 8.5, 5.1 Hz, 1H, H17), 2.59 (t, J =
7.9 Hz, 2H, H9), 4.31 (t,J = 7.2 Hz, 2H, H14), 4.38 (dd, J = 11.3, 4.3 Hz, 1H H6?), 4.43-4.51 (m, 2H, H5 and
H6Y), 5.44 (dd, J = 7.2, 5.4 Hz, 1H, H4), 5.54 (dd, J = 7.3, 5.3 Hz, 1H, H3), 6.04 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H2), 6.78
(s, 1H, H7), 7.34 (s, 1H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 6.7 (C17), 7.7 (C18 and C18'), 20.6, 20.67, 20.73, 21.0 (4x C(O)CHs), 26.3
(C12), 28.3 (C9), 28.7 (C11), 29.0 (C10), 30.2 (C13), 50.1 (C14), 56.3 (C5), 62.1 (C6), 66.1 (C2), 66.3 (C4),
70.2 (C3), 113.8 (C7), 119.5 (C15), 139.1(C1), 144.5 (C8), 150.2 (C16), 169.1, 169.3, 169.7, 170.3 (4x
C(0)CHs).

IR (CHCI3) Vinax : 2931, 2857, 1749, 1370, 1219, 1040 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+H]* caled for Cy7H3sNsQOg 560.2715; Found 560.2720.
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Compound 155b
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Chemical Formula: C,7H37N5Og
Molecular Weight: 559,62 g/mol

To a solution of substrate 140b (1 eq., 40.7 mg, 0.0825 mmol) and cyclopropylacetylene (5 eq., 0.036
mL, 0.412 mmol) in DMF (2.2 mL) was added a solution of CuS04.5H,0 (19.4 %, 4 mg, 0.016 mmol) and
sodium ascorbate (39.8 %, 6.5 mg, 0.0328 mmol) in H,O (0.6 mL). The resulting solution was heated
under microwave irradiation conditions at 80 °C for 30 min. Water was added, and the aqueous phase
was extracted with EtOAc (3x). The organic phases were combined, washed with water (3x) and brine,
dried over Na,SO,, filtered and concentrated under reduced pressure. Traces of copper salts were
removed by filtration through a short pad of silica gel eluting with ACN/H20/NH40H (10:1:1) solution.
Crude residue was purified on column chromatography on silica gel (eluent: 97:3 DCM/MeOH to 9:1).
Product 155b (30 mg, 0.054 mmol, 65 %) was obtained as a beige oil.

Rf (product) = 0.15 (100 EtOAc), 0.26 (97:3 DCM/MeQOH)
Optical rotation [a]3° = -34 (c 0.7, MeOH)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & 0.78-0.83 (m, 2H, H18), 0.89-0.95 (m, 2H, H18'), 1.29-1.41 (m, 4H, H11 and
H12),1.6 (m,J=7,2 Hz, 2H, H10), 1.86 (m, J=7,1 Hz, 2H, H13), 1.90-1.95 (m, 1H, H17), 2.03 (s, 3H, CHs
gr OAc), 2.10 (s, 3H, CHsz gr OAc), 2.11 (s, 6H, 2x CHs gr OAc), 2.53 (t, /= 7.7, 3.4 Hz, 2H, H9), 4.22-4.33
(m, 4H, H14, H5, H6°), 4.54 (dd, J = 11.4, 3.6 Hz, 1H, H6"), 5.41 (dd, J = 9.0, 3.6 Hz, 1H, H3), 5.63 (dd, J =
9.0, 6.0 Hz, 1H, H4), 6.33 (d, /= 3.7 Hz, 1H, H2), 6.75 (s, 1H, H7), 7.19 (s, 1H, H15)

13C_NMR (100 MHz, CDCl3): & 6.8 (C17), 7.8 (C18, C18'), 20.7, 20.81, 20.82, 21.0 (4x CHs gr OAc), 26.4
(C11 ou C12), 28.4 (C9), 28.8 (C11 ou C12), 29.1 (C10), 30.3 (C13), 50.2 (C14), 57.3 (C5), 63.4 (C6), 63.6
(C2), 65.8 (C4), 69.0 (C3), 114.4 (C7), 119.6 (C15), 139.2 (C1), 144.8 (C8), 150.3 (C16), 169.6, 169.7,
170.3 (CV gr OAc)

IR (CHCl3) vmax : 2934, 2857, 1749, 1460, 1433, 1370, 1221, 1052, 949 cm?
HRMS (ESI) m/z [M+2H]?* calcd for C,7H3sNsOg 280.6394; Found 280.6399
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Compound 156a
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Chemical Formula: C1gHogN504
Molecular Weight: 391,47 g/mol
Compound 155a (1 eq., 23 mg, 0.0411 mmol) was dissolved in MeOH (4.6 mL) and freshly prepared
Amberlite IRA OH (1000 mg) was added. The suspension was smoothly stirred on evaporator for 14 h
without vaccum. The resin was filtrated and rinsed with MeOH. The filtrate was concentrated under
reduced pressure. Product 156a (15,6 mg, 0.0399 mmol, 97 %) was obtained pure without purification.

Optical rotation [a]3° =-13 (c 0.4, MeOH)

1H-NMR (400 MHz, CDsOD): § 0.72-0.79 (m, 2H, H18), 0.92-0.98 (m, 2H, H18’), 1.26-1.43 (m, 4H, H11
and H12), 1.61 (m, J = 7.4 Hz, 2H, H10), 1.87 (m, J = 7.3 Hz, 2H, H13), 1.95 (tt, J = 8.5, 5.1 Hz, 1H, H17),
2.50 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H9), 3.67 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H3), 3.80 (dd, J = 17.1, 8.3 Hz, 1H, H4), 3.84 (dd, J =
8.4,2.9 Hz, 1H, H5), 3.93 (dd, J = 11.9, 3.9 Hz, 1H, H6%), 4.16 (dd, J = 12.0, 2.2 Hz, 1H, H6Y), 4.31 (t, J =
7.1 Hz, 2H, H14), 4.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H2), 6.98 (s, 1H, H7), 7.66 (s, 1H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CD;0D): 6 7.3 (C17), 8.2 (C18 and C18’), 27.2 (C12), 28.9 (C9), 29.6 (C11), 30.2 (C10),
31.1(C13),51.2 (C14), 61.5 (C6), 62.6 (C5), 69.3 (C4), 69.8 (C2), 76.7 (C3), 114.5 (C7), 121.8 (C15), 143.5
(C16), 146.9 (C1), 151.4 (C8).

IR (CHCI3) Vimax : 3338, 3142, 3096, 3004, 2928, 2857, 1563, 1459, 1106, 1023, 666 cm™,
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C19H30Ns04392.2292; Found 392.2290.

Compound 156b
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Chemical Formula: C4gH29N504
Molecular Weight: 391,47 g/mol

Compound 155b (1 eq., 29.5 mg, 0.0527 mmol) was dissolved in MeOH (5.9 mL) and freshly prepared
Amberlite IRA OH (1000 mg) was added. The suspension was smoothly stirred on evaporator for 18 h
without vacuum. The resin was filtrated and rinsed with MeOH and water. The filtrate was concentrated
under reduced pressure. Product 156b (17.9 mg, 0.0457 mmol, 87 %) was obtained pure without
purification.

Mp =93 °C
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Optical rotation [a]&® = -18 (c 0.3, MeOH).

'H-NMR (400 MHz, CD30D): 6 0.72-0.79 (m, 2H, H18), 0.92-0.98 (m, 2H, H18’), 1.26-1.44 (m, 4H, H11,
H12), 1.61 (m, J = 7,3 Hz, 2H, H10), 1.87 (m, J = 7,3 Hz, 2H, H13), 1.95 (ddd, J = 13.6, 8.4, 5.0 Hz, 1H,
H17),2.5(t,J=7,6 Hz, 2H, H9), 3.76 (dd, J = 9.4, 3.7 Hz, 1H, H3), 3.80 (ddd, J= 7.9, 5.4, 2.7 Hz, 1H, H5),
3.89(dd,J=11.9, 5.5 Hz, 1H, H6?%), 4.09 (dd, J = 9.4, 7.8 Hz, 1H, H4), 4.16 (dd, J = 11.7, 2.8 Hz, 1H, H6®),
4.31(t,J=7.1Hz, 2H, H14),4.78 (d, /= 3.7 Hz, 1H, H2), 7.04 (s, 1H, H7), 7.66 (s, 1H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDs0D): 6 7.3 (C17), 8.2 (C18, C18'), 27.2 (C12), 28.8 (C9), 29.6 (C11), 30.3 (C10),
31.1(C13),51.2 (C14), 63.0(C6), 63.5 (C5), 65.7 (C2), 67.1 (C4), 73.2 (C3), 115.5(C7), 121.8 (C15), 143.5
(C8), 145.9 (C1), 151.4 (C16).

IR (CHCl3) vmax : 3335, 3142, 3090, 2926, 2855, 1685, 1563, 1465, 1097, 901, 825 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C1oH30NsO4 392.2292; Found 392.2291.

Compound 157a
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Chemical Formula: C73H112N20020
Molecular Weight: 1589,82 g/mol

To a solution of 150a (1 eq., 58.4 mg, 0.0258 mmol) in MeOH (1.5 mL) was added Ammonia in MeOH
(108 eq., 2 M, 1.4 mL, 2.8 mmol). Reaction was stirred for 19 h under argon atmosphere. Acetamide
was removed thanks to coevaporation with toluene and MeOH. Product 157a (42 mg, 0.0264 mmol,
102 %) was obtained as a white solid.

Mp =122-125°C

Optical rotation [a]3°=-32 (c 0.4, MeOH/H,0 2:1)

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 1.27-1.41 (m, 16H, H11 and H12), 1.59 (m, J = 7.6 Hz, 8H, H10), 1.88 (m, J
= 7.3 Hz, 8H, H13), 2.48 (t, J = 7.6 Hz, 8H, H9), 3.42 (s, 8H, H18), 3.67 (dd, J = 8.7, 7.9 Hz, 4H, H3), 3.78
(dd, J = 8.8, 8.5 Hz, 4H, H4), 3.82 (td, J = 8.7, 3.0 Hz, 4H, H5), 3.92 (dd, J = 12.1, 3.9 Hz, 4H, H6?), 4.15
(dd, J=12.0, 2.3 Hz, 4H, H6P), 4.36 (t, J = 7.1 Hz, 8H, H14), 4.46 (d, J = 7.9 Hz, 4H, H2), 4.48 (s, 8H, H17),
6.97 (s, 4H, H7), 7.90 (s,4H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): § 27.2 (C12), 28.9 (C9), 29.6 (C11), 30.2 (C10), 31.2 (C13), 46.0 (C19), 51.3
(C14), 61.5 (C6), 62.6 (C5), 65.4 (C17), 69.3 (C4), 69.8 (C2), 69.9 (C18), 76.7 (C3), 144.5 (C7), 124.9 (C15),
145.5 (C8), 146.1 (C16), 146.9 (C1).

IR (CHCl3) vimax : 3307, 2925, 2857, 1565, 1455, 1083, 1021, 775, 638 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+3H]** calcd for C73H115N20020 530.6193; Found 530.6219.
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Compound 157b
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Chemical Formula: C73H415N20050
Molecular Weight: 1589,82 g/mol

To a solution of 150b (1 eq., 24.9 mg, 0.011 mmol) in MeOH (0.624 mL) was added Ammonia in MeOH
(110 eq., 2 M, 0.605 mL, 1.21 mmol) at room temperature. The reaction was stirred for 18 h under
argon atmosphere. Crude was coevaporated 4 times with toluene, then 3 times with MeOH and finally
2 times with DCM to remove acetamide. Product 157b (15.4 mg, 0.0097 mmol, 88 %) was obtained as
a beige solid.

Mp = 128°C (decomp)

Optical rotation [a]4°=-19 (c 0.7, MeOH)

'H-NMR (500 MHz, CDsOD): 6 1.26-1.41 (m, 16H, H12 and H11), 1.59 (m, J = 7.2 Hz, 8H, H10), 1.88 (m,
J=7.2Hz 8H, H13), 2.49 (t, /= 7.5 HZ, 8H, H9), 3.42 (s, 8H, H18), 3.77 (dd, /= 9.3, 3.7 Hz, 4H, H3), 3.80
(ddd, J=7.8,5.5, 2.8 Hz, 4H, H5), 3.89 (dd, J = 11.8, 5.5 Hz, 4H, H6?%), 4.09 (dd, J = 9.2, 7.8 Hz, 4H, H4),
4.15(dd, J=11.8, 2.8 Hz, 4H, H6"), 4.36 (t, J = 7.0 Hz, 8H, H14), 4.45 (s, 8H, H17), 4.79 (d, J = 3.7 Hz, 4H,
H2), 7.04 (s, 4H, H7), 7.90 (s, 4H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDs0OD): § 27.2 (C12), 28.8 (C9), 29.6 (C11), 30.2 (C10), 31.2 (C13), 46.4 (C19), 51.3
(C14),63.0(C6), 63.5(C5), 65.4 (C17), 65.7 (C2), 67.2 (C4), 69.9 (C18), 73.1 (C3), 115.6 (C7), 124.9 (C15),
143.3 (C8), 145.9 (C1), 146.1 (C16).

IR (CHCl3) vimex : 3338, 3142, 2926, 2858, 1462, 1087 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+3H]?* calcd for C73H115N20020 530.6193; Found 530.6181.
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Compound 158a
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Chemical Formula: C39Hg2N10O12
Molecular Weight: 862,98 g/mol

To a solution of 148a (1 eq., 16.2 mg, 0.0135 mmol) in MeOH (0.8 mL) was added Ammonia in MeOH
(118 eq., 2 M, 0.8 mL, 1.6 mmol). The solution was kept at room temperature for 18 h and then
concentrated. Acetamide was removed thanks to 3 co evaporation with toluene and 2 co evaporation
with MeOH. Product 158a (11,6 mg, 0.0135 mmol, 100 %) was obtained as an oil.

Optical rotation [a]°=-14 (c 0.6, MeOH)

'H-NMR (500 MHz, CD30D): 6 1.28-1.42 (m, 8H, H11 and H12), 1.61 (m, J = 7.4 Hz, 4H, H10), 1.90 (m, J
=7.3 Hz, 4H, H13), 2.50 (t, /= 7.5 Hz, 4H, H9), 3.45 (s, 4H, H18), 3.54 (s, 4H, H18’), 3.67 (t, /= 8.5 Hz, 2H,
H3), 3.79 (t, / = 8.8 Hz, 2H, H4), 3.84 (dt, / = 11.0, 3.0 Hz, 2H, H5), 3.93 (dd, J = 12.1, 4.0 Hz, 2H, HE?),
4.15 (dd, J =12.0, 2.3 Hz, 2H, H6), 4.38 (t, J = 7.1 Hz, 4H, H14), 4.46 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H2), 4.55 (s, 4H,
H17), 6.97 (s, 2H, H7), 7.93 (s, 2H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDs0OD): 6 27.2 (C12), 28.8 (C14), 29.6 (C11), 30.2 (C10), 31.1 (C13), 46.9 (C19), 51.3
(C14),61.4 (C6), 62.6 (C18’'), 62.7 (C5), 65.3 (C17), 69.3 (C4), 69.8 (C2), 70.4 (C18), 76.7 (C3), 114.6 (C7),
124.8 (C15), 143.4 (C8), 146.1 (C16), 146.9 (C1).

IR (CHCl3) vmex : 3326, 3142, 2926, 2857, 1664, 1461, 1094, 1056, 1031, 778, 640 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+H] * calcd for CssHesN10012 863.4621; Found 863.4621.

Compound 158b

Chemical Formula: C3gHgoN1gO12
Molecular Weight: 862,98 g/mol

To a solution of 148b (1 eq., 41.8 mg, 0.0349 mmol) in MeOH (1.98 mL) was added Ammonia in MeOH
(110 eq., 2 M, 1.92 mL, 3.83 mmol). Reaction was stirred for 16 h under argon atmosphere. Crude was
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coevaporated 4 times with a mixture of toluene and MeOH to remove acetamide. Product 158b was
obtained as a beige solid.

Mp = 63-65 °C

Optical rotation [a]3°=-16 (c 1.6, MeOH)

1H-NMR (500 MHz, CDsOD): & 1.27-1.43 (m, 8H, H11 and H12), 1.61 (m, J = 7.6 Hz, 4H, H10), 1.90 (m, J
= 7.2 Hz, 4H, H13), 2.50 (t, J = 7.6 Hz, 4H, H9), 3.45 (s, 4H, H18), 3.54 (s, 4H, H18’), 3.77 (dd, J = 9.3, 3.7
Hz, 2H, H3), 3.81 (m, J = 2.6 Hz, 2H, H5), 3.89 (dd, J = 11.8, 5.4 Hz, 2H, H6?), 4.09 (dd, J = 9.2, 7.8 Hz, 2H,
H4), 4.16 (dd, J = 11.9, 2.8 Hz, 2H, H6P), 4.38 (t,J = 7.0 Hz, 4H, H14), 4.55 (s, 4H, H17), 4.76 (d, J = 3.7 Hz,
2H, H2), 7.04 (s, 2H, H7), 7.93 (s, 2H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDsOD): § 27.2 (C12), 28.7 (C9), 29.6 (C11), 30.2 (C10), 31.1 (C13), 46.9 (C19), 51.3
(C14), 62.6 (C18’), 62.9 (C6), 63.5 (C5), 65.3 (C17), 65.7 (C2), 67.1 (C4), 70.4 (C18), 73.2 (C3), 115.6 (C7),
124.8 (C15), 143.3 (C8), 145.9 (C1), 146.1 (C16).

IR (CHCl3) vmey : 3308, 3142, 2926, 2858, 1658, 1462, 1090, 1059, 901, 773 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for CssHs3sN10012 863.4621; Found 863.4633.

Compound 159a

Chemical Formula: C56H87N15016
Molecular Weight: 1226,40 g/mol

Triglucoimidazole (OAc) 149a (1 eq., 19.5 mg, 0.0113 mmol) was dissolved in MeOH (0.662 mL) and
Ammonia in MeOH (110 eq., 2 M, 0.62 mL, 1.24 mmol) was added. The reaction was stirred overnight
for 16 h under argon atmosphere. Acetamide was removed thanks to coevaporation with toluene and
MeOH. The crude was purified by column chromatography on silica gel (Eluent: 7:2:1 AcN/H,O/NH4OH)
and product 159a (13.8 mg, 0.0113 mmol, 100 %) was obtained as a white solid.

Mp = 125 °C
Optical rotation [a]°=-24 (c 1.0, MeOH)

1H-NMR (500 MHz, CDs0OD): 6 1.27-1.41 (m, 12H, H11 and H12), 1.60 (m, J = 7.5 Hz, 6H, H10), 1.89 (m,
J=7.2 Hz, 6H, H13), 2.49 (t, J = 7.7 Hz, 6H, H9), 3.43 (s, 6H, H18), 3.52 (s, 2H, H18'), 3.67 (dd, J = 8.7, 8.2
Hz, 3H, H3), 3.76-3.85 (m, 6H, H4 and H5), 3.92 (dd, J = 12.0, 3.9Hz, 3H, H6%), 4.15 (dd, J = 12.1, 2.5 Hz,
3H, H6P), 4.37 (t, J = 7.0 Hz, 6H, H14), 4.46 (d, J = 7.9Hz, 3H, H2), 6.97 (s, 3H, H7), 7.92 (s, 3H, H15).
13C-NMR (100 MHz, CDs0OD): § 27.2 (C12), 28.8 (C9), 29.6 (C11), 30.2 (C10), 31.2 (C13), 46.2 (C19), 51.3
(C14), 61.5 (C6), 62.3 (C18'), 62.6 (C5), 65.3 (C17), 69.3 (C4), 69.8 (C2), 70.1 (C18), 76.7 (C3), 114.5 (C7),
124.9 (C15), 143.5 (C8), 146.1 (C16), 146.9 (C1).

IR (CHCl3) vimax : 3325, 3142, 2926, 2858, 1567, 1461, 1092, 1059, 1024, 778, 649 cm™.
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HRMS (ESI) m/z [M+3H]** calcd for CssHaoN15s016 409.5558; Found 409.5577.

Compound 159b

Chemical Formula: CsgHg7N15046
Molecular Weight: 1226,40 g/mol

Trimannoimidazole (OAc) 149b (1 eq., 36.5 mg, 0.0211 mmol) was dissolved in MeOH (1.24 mL).
Ammoniain MeOH (110 eq., 2 M, 1.16 mL, 2.32 mmol) was then added. Reaction was stirred 18 h under
argon atmosphere. Coevaporation four times with Toluene/ MeOH (10:1), then co evaporation 2 times
with MeOH enabled to get rid off acetamide. Product 159b (19.3 mg, 0.0157 mmol, 75 %) was obtained
as a white solid.

Mp = 82-85 °C

Optical rotation [a]3°=-18 (c 1.3, MeOH)

1H-NMR (500 MHz, CDsOD): 6 1.26-1.43 (m, 12H, H11 and H12), 1.60 (m, J = 7.4 Hz, 6H, H10), 1.89 (m,
J=7.3Hz, 6H, H13), 2.49 (t, J = 7.5 Hz, 6H, H9), 3.43 (s, 6H, H18), 3.52 (s, 2H, H18'), 3.76 (dd, J = 9.4, 3.7
Hz, 3H, H3), 3.79 (ddd, J = 8.0, 5.1, 2.6 Hz, 3H, H5), 3.89 (dd, J = 11.8, 5.4 Hz, 3H, H6%), 4.09 (dd, J = 9.4,
8.0 Hz, 3H, H4), 4.16 (dd, J = 11.8, 2.8 Hz, 3H, H6P), 4.37 (t, J = 7.1 Hz, 6H, H14), 4.51 (s, 6H, H17), 4.78
(d, J = 3.8 Hz, 3H, H2), 7.03 (s, 3H, H7), 7.92 (s, 3H, H15).

13C-NMR (100 MHz, CDs0D): § 27.2 (C12), 28.8 (C9), 29.6 (C11), 30.3 (C10), 31.2 (C13), 46.7 (C19), 51.3
(C14), 62.3 (C18’), 62.9 (C6), 63.5 (C5), 65.4 (C17), 65.7 (C2), 67.1 (C4), 70.2 (C18), 73.2 (C3), 115.5 (C7),
124.9 (C15), 143.5 (C8), 145.9 (C1), 146.1 (C16).

IR (CHCl3) vimax : 3325, 3142, 2926, 2857, 1659, 1462, 1088, 1060, 900 cm™,
HRMS (ESI) m/z [M+3H]** calcd for CssHaoN15s016 409.5558; Found 409.5547.
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Compound 160a

Chemical Formula: Cg9H420N700g1
Molecular Weight: 6222,84 g/mol

Substrate 151a (1 eq., 7 mg, 0.000816 mmol) was dissolved in MeOH (0.048 mL) and Ammonia in MeOH
(110 eq., 2 M, 0.045 mL, 0.09 mmol) was added. Reaction was stirred at room temperature under argon
atmosphere. After 11h, reaction was not complete. After co evaporation with toluene and MeOH, the
crude was engaged again in the same reaction. Crude was dissolved in MeOH (0.4 mL) and Ammonia in
MeOH (110 eq., 2 M, 0.045 mL, 0.09 mmol) was added. After 20 h of stirring, the reaction was complete.
Product 160a (11.4 mg, 0.0018 mmol, 89 %) was obtained as a brown solid.

T (decomposition)= 205 °C
Optical rotation [a]3°= +7.5 (c 0.07, DMSO)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1.13-1.30 (m, 56H, H11 and H12), 1.41-1.51 (m, 28H, H10), 1.67-1.80
(m, 28H, H13), 2.29-2.39 (m, 28H, H9), 3.45-3.52 (m, 14H, H3), 3.52-3.59 (m, 14H, H4), 3.62-3.73 (m,
28H, H5 and H6a), 3.95-4.03 (m, 14H, H6b), 4.18-4.33 (m, 32H, H14 and H2), 4.33-4.44 (m, 7H, H19),
4.68-4.79 (m, 14H, H23 and H18a), 4.80-4.92 (m, 14H, H22 and H18b), 5.00-5.10 (m, 7H, H21), 5.33-
5.45 (m, 28H, H17 and H17’), 5.76-5.88 (m, 7H, H20), 6.91 (s, 14H, H7), 8.02 (s, 7H, H15), 8.10 (s, 7H,
H15)

13C.NMR (125 MHz, DMSO-de): § 25.7 (C2), 27.9 (C9), 28.2 (C11), 28.8 (C10), 29.7 (C13), 49.3 (C14), 60.0
(C6), 60.9 (C5), 63.6 (C17), 64,8 (C17’), 67.6 (C4), 68.2 (C2), 69.9 (C22), 73.0 (C19), 75.1 (C3), 79.2 (C21),
82.3(C23), 100.6 (C20),112.6 (C7), 123.6 (C15'), 124.1 (C15), 141.3 (C8), 143.4 (C16'), 143.8 (C16), 145.8
(C1) carbon C18 is not visible

IR (CHCI3) Vimax : 3343, 2925, 2860, 1733, 1456, 1369, 1227, 1084, 1044, 731 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+6H]%* calcd for CagoHa26N70091 1037.5138; Found 1037.5147.
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Compound 160b

Substrate 151b (1 eq., 7 mg, 0.000816 mmol) was dissolved in MeOH (0.05 mL) and Ammonia in MeOH
(110 eq., 2 M, 0.045 mL, 0.09 mmol) was added. Reaction was stirred at room temperature under argon
atmosphere for 16 h. Co evaporation with toluene and small amount of MeOH 5 times, then 2 times
with MeOH pure allowed to remove acetamide. Product 160b (5 mg, 0.0008 mmol, 98 %) was obtained
as an orange solid.

T (decomposition) =170 °C
Optical rotation [a]3°= not enough material

1H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 1.15-1.31 (m, 56H, H11 and H12), 1.43-1.52 (m, 28H, H10), 1.69-1.80
(m, 28H, H13), 2.31-2.41 (m, 28H, H9), 3.26-3.52 (m, 63H, H21, H23, H17, H17’,H19 and H18), 3.62-3.71
(m, 42H, H3, H5 and H6a), 3.90-4.00 (m, 28H, H4 and H6b), 4.19-4.26 (m, 14H, H14), 4.27-4.34 (m, 14H,
H14'), 4.36-4.43 (m, 7H, H22), 4.63 (s, 14H, H2), 4.83-4.92 (m, 7H, H20), 6.98 (s, 14H H7), 8.02 (s, 7H,
H15’), 8.10 (s, 7H, H15).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg): § 25.7, 25.8 (C12 and C12’), 27.4, 27.5 (C9 and CY’), 28.1, 28.3 (C11 and
C11’), 28.6, 28.7 (C10 and C10°), 29.7 (C13), 49.2, 49.3 (C14 and C14’), 61.6 (C6), 62.3 (C5), 63.6 (C22),
64.0 (C2), 65.7 (C4), 69.8 (C18), 71.3 (C3), 72.3, 72.4 (C17 and C17’), 74.6 (C19), 79.1 (C21), 82.4 (C23),
100.2 (C20), 113.9 (C7), 123.6, 124.0 (C15 and C15’), 140.3 (C8), 143.3, 143.8 (C16 and C16’), 144.7 (C1).

IR (CHCl3) vimax : 3342, 2927, 2857, 1735, 1460, 1370, 1225, 1085, 1044, 732 cm™.
HRMS (ESI) m/z [M+10H]*%* calcd for CagoHa30N700e1 633.9112; Found 622.9111

Compound 172

HO.

O=IT’—O\
O\

Chemical Formula: C13H,504P

Molecular Weight: 276,31g/mol
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To a stirred solution of dimethyl phosphite (1.2 eq., 0.46 mL, 5 mmol) in anydrous THF (22 mL), cooled
in a dry-ice acetone bath was added LIHMDSi (1.25 eq., 1 M, 5.21 mL, 5.21 mmol) dropwise under
nitrogen atmosphere. After 15 min, a solution of 248 (1 eq., 693 mg, 4.17 mmol) in anhydrous THF (36.5
mL) was added and stirring was continued for 2h. Saturated aqueous ammonium chloride and Et,O were
added, and the reaction mixture was stirred with cooling for 15 min and then at room temperature for
15 min. The mixture was extracted with Et;O. The organic extracts were combined, dried over Na;SOs,
filtered and concentrated under reduced pressure to give a yellow oil, which was purified by flash
chromatography over silica gel (Eluent: 6:4 AE/Pentane). The product was dissolved in DCM, filtered,
and concentrated to give 172 (769 mg, 2.79 mmol, 67 %) as a beige solid. Product 172 was obtained in
a mixture of 4 diasteromers. Only the major isomer could be analysed on *H-NMR due to the high
complexity of spectra. Analytical data were in accordance with those reported in literature.?’?

Rf (product) = 0.35 (7:3 AE/PE), 0.25 (6:4 AE/PE)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 84 major isomer, 0.97 (s, 3H, CH3), 1.02 (s, 3H, CHs), 1.29 (s, 3H, CHs), 1.32
(d, J=6.7 Hz, 1H, H9), 1.38-1.52 (m, 2H, H4), 1.57-1.77 (m, 5H, H6, H5 and H3), 2.44-2.55 (m, 1H, OH),
3.75-3.83 (2 s, 6H, CHs0P(0Q)), 4.14-4.22 (m, 1H, H10)

Compound 195

Chemical Formula: CgH140¢
Molecular Weight: 218,21 g/mol

APTS (1.02 %, 52 mg, 0.0302 mmol) monohydrate was added to a stirred solution of L-gulono-1,4-
lactone (1 eq., 0.56 g, 3.0 mmol) in DMF (1.9 mL) at 0°C, under argon atmosphere. 2-methoxypropene
(1.2 eq., 0.34 mL, 3.56 mmol) was added dropwise at O °C for 8 min and the stirred solution was allowed
to warm to room temperature. After 20h, Na,COs5 (0.8 eq., 0.25 g, 2.3 mmol) was added and the reaction
mixture stirred for 2h and then filtered through Celite. The solvent was removed under reduced
pressure (co-evaporation with toluene). The residue was purified by flash chromatography on silica gel
(Eluent: 4:1 EtOAc/PE) to yield 195 (0.292 g, 1.34 mmol, 45 %) as a white solid. Analytical data of 195
were in accordance with those reported in literature.!’?!

Rf (product) = 0.3 (100 EtOAc)

1H-NMR (400 MHz, CDsOD): 6 1.36 (s, 3H, CHs), 1.42 (s, 3H, CHs), 3.84 (dd, J = 8.7, 6.6 Hz, 1H, H6a), 4.20
(dd, J = 8.7, 6.5 Hz, 1H, H6b), 4.31-4.47 (m, 3H, H5, H4 and H3), 4.49 (d, J = 4.8 Hz, 1H, H2)

Compound 197

5

HO™ N0
310

BnO™ 2>
OH

Chemical Formula: C4,H4405
Molecular Weight: 238,24 g/mol
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Substrate 240 (1 eq., 0.75 g, 3.1 mmol) was diluted in a mixture of THF (1.6 mL) and water (4.5 mL), and
the solution was cooled to 5 °C. K;COs (1.2 eq., 0.53 g, 3.8 mmol) was added portion wise to the solution
maintaining the temperature below 10 °C, and the solution was stirred for 30 min. Br, (1.15 eq., 0.184
mL, 3.60 mmol) was then added dropwise at 0 °C over a period of 1h30. The reaction mixture was
maintained below 10°C for a further 1h and then stirred at room temperature for 16h. The reaction
mixture was concentrated under reduced pressure and the residue was co-evaporated twice with
toluene. The residue was extracted with hot acetone (6x) and the organic extracts were concentrated
under reduced pressure. The crude residue was purified by flash column chromatography on silica gel
(Eluent: 1:1 to 7:3 EtOAc/PE) to afford 197 (0.465 g, 1.95 mmol, 62 %) as a white solid. Analytical data
were in accordance with those reported in literature.%

1H-NMR (400 MHz, Acetone-dg): 5113.82 (ddd, J = 12.4, 6.0, 3.1 Hz, 1H, H5a), 3.93 (ddd, /= 12.3, 5.5, 3.1
Hz, 1H, H5b), 4.07 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.40 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H3), 4.63 (dt, J = 7.6, 3.1 Hz, 1H, H4),
4.73 (d, J = 12.1 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.75-4.81 (m, 1H, H2), 4.84 (d, J = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.23 (d, J =
5.5 Hz, 1H, OH), 7.27-7.45 (m, 5H , Ha,)

General procedure for dehydroxylation

The substrate (1 eq.) was dissolved in dry toluene (40 eq.). Then, PPhs (1.5 eq.), dry pyridine (1 eq.) and
iodine (0.5 eq.) were added successively. The mixture was heated under reflux for 5 to 8 h (depending
on the substrate) under argon atmosphere. After completion, the reaction was cooled to room
temperature and diluted with toluene. The solution was washed with Na,S,0; sat. solution and the
aqueous and the organic phase were separated. Brown residue, if remaining in the flask, was dissolved
with DCM and this new organic phase was then washed with Na,S,05 sat. solution. Aqueous phases
were gathered and extracted three times with DCM. Organic phases were gathered and dried with
Na,SO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified by flash column
chromatography (SiO,) to afford the deoxygenated product.

3-O-benzyl-5-iodo-5-deoxy-D-xylono-1,4-lactone (198)

I 0
o
OH

Chemical Formula: C4oH43104
Molecular Weight: 348,14 g/mol

General procedure was followed starting from 197 (1 eq., 61.3 mg, 0.257 mmol) with a reaction time of
6 h. The residue was purified by flash column chromatography on silica gel (PE/ EtOAc 7:3 to 4:6)
affording 198 (44.8 mg, 0.129 mmol, 50%). Analytical data were in accordance with those reported in
literature. 510!

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 3.15 (d, J = 2.8 Hz, 1H, OH), 3.31 (dd, J = 10.7, 6.9 Hz, 1H, H5a), 3.53 (dd, J
=10.7, 6.1 Hz, 1H, H5b), 4.29 (dd, J = 6.5, 5.4 Hz, 1H, H3), 4.62 (dd, J = 5.4, 2.8 Hz, 1H, H2), 4.65 (d, J =
11.7 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.78 (d, J = 11.7 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.83 (ddd, J = 6.9, 6.6, 6.1 Hz, 1H, H4), 7.60-
7.42 (m, 5H, Hao).
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3-O-Benzyl-5-iodo-2,5-dideoxy-D-xylono-1,4-lactone (199)

5
N C12H43103
Bno” % M = 332,14 g/mol

REACTION PERFORMED BY FABIEN STAUFFERT

A solution of PPh; (1.6 eq., 1.79 g, 6.83 mmol) and I, (1.5 eq., 1.60 g, 6.30 mmol) in pyridine (13 mL) was
stirred at room temperature for 1 h, then 197 (1.0 g, 4.20 mmol) was added. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 22 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure
and the residue was co-evaporated with toluene twice. The crude was purified by flash chromatohraphy
(first column: 1 :1 EtOAc/PE; second column: DCM) to afford 198 (623 mg, 43%) and 199 (498 mg, 36%)
as a white solid.

Optical rotation [a]3’=-87 (c = 1.0, CHCl3)

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & 2.67 (dd, J = 17.7, 5.0 Hz, 1H, H2a), 2.77 (dd, J = 17.7, 1.0 Hz, 1H, H2b),
3.42(dd, J = 9.5, 5.4 Hz, 1H, H5a), 3.51 (t, J = 9.5 Hz, 1H, H5b), 4.36 (ddd, J = 5.0, 4.0, 1.0 Hz, 1H, H3),
4.50 (d, J = 11.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.60 (d, J = 11.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.65 (ddd, J = 9.5, 5.4, 4.0 Hz, 1H,
H4), 7.30-7.40 (m, 5H, Hay)

13C-NMR (100MHz, CDCls): & -1.5 (C5), 36.2 (C2), 72.2 (OCH,Ph), 74.5 (C3), 83.2 (C4), 128.1, 128.3, 128.7
(5C"), 136.8 (CVar), 174.4 (C1)

IR (neat) Vmax: 1777, 611 cm™?
HRMS (ESI) m/z [M+Na]* Calcd for C12H13103Na 354.9802 ; Found 354.9801.

3,5-Di- O-benzyl-D-xylono-1,4-lactone (200)
BnO 0
Do
BnO B
OH

Chemical Formula: C4gH»005
Molecular Weight: 328,36 g/mol

Diol 235 (1 eq., 8.20 g, 24.8 mmol) was dissolved in dioxane (74.5 mL). H,O (40 mL) and K,COs (3 eq.,
10.3 g, 74.5 mmol) were added. The mixture was cooled to 0 2C and Br; (3 eq., 11.9 g, 3.83 mL, 74.5
mmol) was added dropwise. The reaction was allowed to warm to room temperature and was stirred
for 16 h. A saturated solution of Na,S,03 was added and the mixture was extracted with EtOAc (3 x 20
mL). The combined organic extracts were washed with brine (10 mL), dried over MgSO, and
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by column chromatography on silica
gel (PE/ EtOAC 8:2 to 6:4) and compound 200 was obtained in 36% vyield (3.2 g). Analytical data were in
accordance with those reported in literature.P*

Mp = 70 °C

Optical rotation [a]°= +40 (c 1, CHCl3)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & 2.61 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 10.9, 2.9 Hz, 1H), 3,79 (dd, /= 11.0, 2.1
Hz, 1H,), 4,38 (t,J=8,0 Hz, 1H), 4,52 (d, /= 12.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4,58 (d, /= 12.0 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.58
(dt,J=7.9, 2.3 Hz, 1H), 4.67 (d, / = 12.0 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.82 (dd, /= 8.0, 2.6 Hz, 1H), 4.84 (d, /= 11.9
Hz, 1H, OCH,Ph), 7.24-7.39 (m, 10H, Ha)
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13C-NMR (100 MHz, CDCls) 6 175.4, 137.9, 137.7, 137.4, 128.9, 128.8, 128.4, 128.1, 128.1, 127.9, 80.8,
76.5, 76.4, 74.0, 73.0, 72.7, 67.3, 31.3.

3,5-Di- O-benzyl-2-deoxy-D-xylono-1,4-lactone (201)

BnO fe)
o

BnO

Chemical Formula: C1gH2004
Molecular Weight: 312,37

General procedure for dehydroxylation was followed starting from 200 (1.0 eq., 80.4 mg, 0.245 mmol)
with a reaction time of 4.5 h. The residue was purified by flash column chromatography on silica gel (PE/
EtOAc 9:1) affording 201 (70.8 mg, 0.227 mmol, 93%) as an oil. Analytical data were in accordance with
those reported in literature.*?

Optical rotation [a]3°= -5 (c 0.5, MeOH)

IH-NMR (300 MHz, CDCl3) : 6 2.63 (dd, J = 17.5, 5.9 Hz, 1H, H2b), 2.73 (dd, J = 17.4, 2.9 Hz, 1H, H2a),
3.83-3.91(d, J = 5.2Hz, 2H, H5), 4.31-4.37 (m, 1H, H3), 4.38 (d, J = 11.9Hz, 1H, OCH,Ph), 4.53-4.67 (m,
4H, H4, OCH,Ph), 7.37-7.22 (m, 10H, Ha,)

13C-NMR (100 MHz, CDCls) § 174.1, 137.8, 137.1, 128.6, 128.5, 128.1, 127.9, 127.8, 127.7, 82.0, 74.5,
73.7,71.8,67.7, 35.6.

11B-Hydroxy-4-pregnene-3,20-dione (203)

C21H3003
M = 330,47 g/mol

General procedure was followed starting from 202 (1.01 eq., 100 mg, 0.287 mmol) with a reaction time
of 6 h. The brown crude residue was purified by column chromatography on silica gel (PE/ EtOAc 4:6)
affording 203 (80.4 mg, 0.243 mmol, 85%) as a white solid.

Mp= 180 °C

1H-NMR (300 MHz, CDCls): 6 0.85 (s, 3H, H18), 0.96 (dd, J = 11.0, 2.9 Hz, 1H, H14), 1.00-1.17 (m, 2H,
H9, H6B), 1.21 (s, 1H, OH), 1.25-1.35 (m, 1H, H15a), 1.41 (s, 3H, H19), 1.57-1.76 (m, 3H, H12a, H16B,
H15B), 1.82 (td, J = 13.4, 4.5 Hz, 1H, H1a), 1.89-2.03 (m, 2H, H8, H6a), 2.08 (s, 3H, H21), 2.11-2.24 (m,
4H, H16a, H1B, H12B, H7a), 2.30 (dt, J = 16.6, 4.2 Hz, 1H, H2a), 2.36—2.50 (m, 3H, H17, H7B, H2B), 4.38
(s, 1H, H11), 5.63 (s, 1H, H4)

13C-NMR (75 MHz, CDCl3): 6 15.9 (C18), 21.0 (C19), 22.6 (C16), 24.4 (C15), 31.3 (C21), 31.4 (C8), 32.1
(C7),32.6 (C6), 33.9 (C2), 35.0 (C1), 39.3 (C10), 43.1 (C13), 48.1 (C12), 56.4 (C14),57.5(C9), 63.9 (C17),
68.0 (C11), 122.3 (C4), 172.4 (C5), 199.7 (C3), 209.2 (C20).
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Hydrocortisone (204)

Chemical Formula: C,1H3¢05
Molecular Weight: 362,47 g/mol

Commercially available

1H-NMR (400 MHz, CDCl): & 0.96 (s, 3H, H18), 1.01 (s, 1H, H9), 1.13 (tdd, /= 12.8, 12.5, 4.6 Hz, 1H, H70),
1.44 (s, 3H, H19), 1.46=1.51 (m, 1H, H15a), 1.53 (3,1H, H16a), 1.55 (s, 1H, OH-C11), 1.57-1.61 (m, 1H,
H12a), 1.66-1.76 (m, 1H, H14), 1.81-1.93 (m, 2H, H15B, H1a), 1.98=2.05 (m, 2H, H12B, H7B), 2.06-2.11
(m, 1H, H8), 2.12 (s, 1H, OH-C17), 2.18 (dt, J = 13.2, 4.6 Hz, 1H, H1B), 2.25 (ddd, J = 14.2, 4.5, 2.1 Hz, 1H,
H6), 2.36 (dt, J = 16.6, 4.3 Hz, 1H, H2a), 2.43-2.54 (m, 2H, H2B, H6B), 2.72 (ddd, J = 14.1, 11, 3.1 Hz,
1H, H16B), 3.07 (t, J = 4.8 Hz, 1H, OH-C1), 4.31 (dd, J =19.9, 4.8Hz, 1H, H21q), 4.48 (m, 1H, H11), 4.66
(dd, J =19.8, 4.8Hz, 1H H21B), 5.69 (s, 1H, H4).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 17.8 (C18), 21.2 (C19), 23.9 (C15), 31.6 (C8), 32.1 (C6), 32.9 (C7), 33.9 (C2),
34.4 (C16), 35.2 (C1), 39.3 (C10), 39.9 (C12), 48.0 (C13), 51.9 (C14), 56.1 (C9), 67.6 (C21), 68.5 (C11),
88.8 (C17), 122.6 (C4), 171.8 (C5), 199.5 (C3), 212.2 (C20).

21-Deoxyhydrocortisone (206)

C21H3004
M = 346,47 g/mol

General procedure was followed using commercially available hydrocortisone 204 (1 eq., 198.5 mg, 0.55
mmol). The reaction was heated under reflux for 6 h. The obtained residue was purified by column
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 4:6) to afford 206 (149 mg, 0.431 mmol, 79 %) as a white solid.

Mp = 226 °C
Optical rotation [a]°= +127 (c 1, CHCl3)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 1.00 (s, 3H, H18), 1.03 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H9), 1.12 (dd, J = 13.3, 4.4 Hz, 1H,
H7a), 1.21 (m, 1H, OH-C11), 1.43 (s, 3H, H19), 1.46 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H15a), 1.52 (dd, J = 14.0, 2.4 Hz,
1H, H12a), 1.55-1.63 (m, 1H, H160), 1.64-1.75 (m, 1H, H14), 1.79-1.91 (m, 2H, H15B, H1a), 1.93-2.06
(m, 3H, H12B, H8, H7B), 2.17 (dt, J = 13.3, 4.6 Hz, 1H, H1p), 2.20-2.24 (m, 1H, H6Q), 2.27 (s, 3H, H21),
2.34 (dt, J = 16.6, 4.2 Hz, 1H, H2a), 2.40-2.53 (m, 2H, H2B, H6B), 2.64—2.75 (m ,1H, H16B), 2.94 (s, 1H,
OH-C17), 4.43—4.49 (m, 1H, H11), 5.66 (s, 1H, H4)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 18.1 (C18), 21.1 (C19), 24.1 (C15), 28.1 (C21), 31.4 (C8), 32.2 (C6), 32.8
(C7),33.5(C16),33.9(C2),35.1(C1),39.3(C10),39.9(C12),47.7 (C13),51.6 (C14),56.1 (C9), 68.5 (C11),
89.6 (C17), 122.5 (C4), 172.3 (C5), 199.7 (C3), 211.8 (C20).
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21-Deoxyprednisone (207)

C21H2604
M = 342,44 g/mol

General procedure was followed using commercially available prednisone 205 (1 eq., 141 mg, 0.387
mmol). The reaction was heated under reflux for 6 h. The crude residue was purified by column
chromatography on silica gel (PE/EtOAc 4:6) to afford product 207 (100 mg, 0.294 mmol, 76 %) as a
white solid.

Mp = 241-244°C
Optical rotation [a]3°= +165 (c 1.2, CHCl3)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 0.69 (s, 3H, H18), 1.19-1.37 (m, 1H, H7a), 1.42 (s, 3H, H19), 1.45 (qd, J =
12.2, 6.1 Hz, 1H, H15B), 1.73 (ddd, J = 14.9, 9.6, 6.0 Hz, 1H, H160), 1.88-2.04 (m, 3H, H8, H9, H15q),
2.04-2.17 (m, 2H, H7B, H12B), 2.23 (s, 3H, H21), 2.32=2.44 (m, 2H, H6a, H14), 2.51 (tdd, J = 13.6, 5.0,
1.5 Hz, 1H, H6B), 2.76 (ddd, J = 15.1, 11.7, 3.3 Hz, 1H, H16B), 2.85 (d, J = 12.3 Hz, 1H, H12q), 3.84 (s, 1H,
OH), 6.06 (s, 1H, H4), 6.19 (dd, J = 10.2, 2.0 Hz, 1H, H2), 7.68 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H1)

13C-NMR (100MHZ, CDCl3): 16.2 (C18), 18.9 (C19), 23.5 (C15), 27.5 (C21), 32.3 (C7), 33.7 (C6), 33.8 (C16),
36.1 (C8), 42.5 (C10), 49.4 (C14), 49.9 (C12), 51.3 (C13), 60.1 (C9), 88.7 (C17), 124.5 (C4), 127.5 (C2),
155.7 (C1), 167.2 (C5), 186.6 (C3), 209.6 (C11), 210.5 (C20)

IR (CHCl3) vimax : 3411, 2957, 1704, 1657, 1619, 1353, 1241, 897, 754 cm™
HRMS (ESI) m/z: [M+ H]* Calcd for C21H2604 343.1904; Found 343.1916.

21-Desacetoxy Anecortave (209)

Chemical Formula: Co1Hog03
Molecular Weight: 328,45 g/mol

General procedure for dehydroxylation was followed starting from 206 (1 eq., 147 mg, 0.425 mmol) with
areaction time of 6 h. The residue was purified by flash column chromatography on silica gel (PE/ EtOAc
7:3) affording 209 (15.7 mg, 0.048 mmol, 11%) as an oil. Analatycal data were in accordance with those
reported in literature.®*

Mp =209-2011 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &4 0.69 (s, 3H, H18), 1.16 (ddd, J = 26.5, 12.8 Hz, 3.9Hz, 1H, H7a), 1.33 (s, 3H,
H19), 1.38-1.50 (m, 1H, H15a), 1.60-1.71 (m, 2H, H16a, H12a), 1.81-1.92 (m, 1H, H14), 1.94-2.06 (m,
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2H, H15B, H7B), 2.07-2.17 (m, 2H, H1), 2.17-2.25 (m, 1H, H8), 2.27 (s, 3H, H21), 2.35 (dt, /= 14.3, 3.4
Hz, 1H, Hla), 2.44-2.51 (m, 2H, H6), 2.51-2.64 (m, 2H, H2B, H12B), 2.68-2.77 (m, 1H, H16pB), 2.80 (brs,
1H, OH-C17), 5.51-5.56 (m, 1H, H11), 5.74 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H4).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): § 15.4 (C18), 24.9 (C15), 26.3 (C19), 27.8 (C21), 32.28 (C7), 32.33 (C12), 33.0
(C2), 33.9 (C16), 34.0 (C1), 34.4 (C6), 37.6 (C8), 41.1 (C10), 46.9 (C13), 47.6 (C14), 89.6 (C17), 118.8
(C11), 124.2 (C4), 144.3 (C9), 169.8 (C5), 199.4 (C3), 211.5 (C20)

HRMS (ESI) m/z calcd for Ca1H2003 (M+H)* 329.2111; Found 329.2108

2-Phenylacetophenone (211)

C14H420
M = 196,25 g/mol

Benzoin 210 (1 eq., 97.1 mg, 0.448 mmol) was dissolved in toluene (1.91 mL) at room temperature.
Polymer-bound PPhs (CAS Number: 39319-11-4, purchased from Sigma-Aldrich, ~3 mmol/g
triphenylphosphine loading) (1.5 eq., 0.224 g, 0.673 mmol of PPhs), pyridine (1 eq., 35.5 mg, 0.036 mL,
0.448 mmol) and then iodine (0.504 eq., 57.4 mg, 0.226 mmol) were added to the mixture. The reaction
was then heated under reflux for 7 h. The mixture was diluted with toluene and filtered. The polymer-
bound PPh; was then swelled and rinsed with CH,Cl, and MeQOH, and the filtrate was evaporated to
dryness. The residue was then diluted with CH,Cl, and washed with Na,S,0s. The organic phase was
dried with Na,SO,, filtered and evaporated to dryness. Product 211 (88 mg, 0.448 mmol, 100 %) was
obtained as a white solid.

Mp = 55 °C

IH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 4.18 (s, 2H, H1), 7.12-7.26 (m, 5H, H10, H11, H12, H13, H14), 7.32-7.38
(m, 2H, H5, H7), 7.45 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H6), 7.89-7.95 (m, 2H, H4, H8)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): §45.6 (C1), 127.0 (C12), 128.7, 128.7, 128.8, 129.6 (C4, C5, C7, C8, C10, C11,
C13, C14), 133.2 (C6), 134.6 (CVar), 136.7 (CVar), 197.7 (C2).

3,4,6-Tri- O-benzyl-D-glucono-&-lactam (212)

N0
BnO™ N
A )2
BnO" "OH
OBn

Chemical Formula: C57H,gNOg
Molecular Weight: 447,53 g/mol

To a solution of 70 (4.99 g, 9.29 mmol) and BusNBr (4.49 g, 13.92mmol) in dry CHyCl; (295 mL) was
added dropwise at =78 °C a 1 M BCls solution in CH,Cl, (20.0 mL, 20.0 mmol) for 30 min. The resulting
mixture was allowed to reach 0 °C within 6 h and then stirred at room temperature for 1 h 40. The
reaction mixture was treated with sat. Ag. Na,COs; solution and the organic layer was separated. The
aqueous layer was extracted with Et,0 (3 x) and the combined organic layers were dried over Na;SO,,
filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude residue was purified by flash column
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chromatography (40:60 to 60:40 EtOAc/PE,) to afford 212 (3.82 g, 92%) as a white solid. Analytical data
were in accordance with those reported in literature.!*>*

'H-NMR (400 MHz, CDCls) : 3.24 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H6a), 3.51-3.62 (m, 4H, H4, H5, H6b and OH), 3.83 (t,
J=9.0Hz, 1H, H3),4.11(d,J=9.3 Hz, 1H, H2), 4.43 (d, /= 12.0 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.47 (d, J = 12.0 Hz, 1H,
OCH,Ph), 4.54 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.82 (d, J = 11.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.93 (d, /= 11.2 Hz, 1H,
OCH,Ph), 5.05 (d, /= 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 6.14 (brs, 1H, NH), 7.18-7.44 (m, 15H, Ha)

Compound 213

HO 10

o~ 12N 5 4

8\\7@0/1
6 3

Chemical Formula: C4,H13NO4
Molecular Weight: 235,24 g/mol

To a one-necked round bottom flask equipped with a Dean-Stark apparatus were added successively L(-
)-malic acid (1 eq., 588 mg, 4.26 mmol) , 4-methoxybenzylamine (1.2 eq., 0.68 mL, 5.1 mmol) , and
Xylene (30.0 mL) . The mixture was heated to reflux for 8h. The reaction was cooled to ice-bath
temperature and the precipitate formed was filtered. The solid was washed three times with PE, rinse
with DCM to dilute compound stuck on flask and fritté and subjected to flash chromatography on silica
gel (Eluent: 1:1 to 2:1 AE/PE) to give 213 (0.656 g, 2.79 mmol, 66 %) as a white solid. Analytical data of
213 were in accordance with those reported in literature. 46"

Rf (product) = 0.3 (1:1 AE/PE); 0.6 (2:1 AE/PE)

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 64 2.66 (dd, J = 18.1, 4.7 Hz, 1H, H10a), 2.86 (d, J = 2.6 Hz, 1H, OH), 3.78 (s,
3H, H1), 4.56-4.64 (m, 3H, H8 and H11), 6.81-6.86 (m, 2H, H3 and H4), 7.30-7.35 (m, 2H, H5 and H6)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6.37.3 (C10), 42.1 (C8), 55.4 (C1), 67.2 (C11), 114.2 (C4 and C3), 127.6 (C7),
130.5 (C5 and C6), 159.6 (C2), 173.8 (C12), 177.8 (C9)

3,4,6-Tri- O-benzyl-2-deoxy-D-glucono-1,5-lactam (214)

Co7H29NO4
M = 431,53 g/mol

General procedure was followed using 212 (1.0 eq., 60.6 mg, 0.135 mmol) as a substrate. The reaction
was heated under reflux for 6 h. The obtained residue was purified by column chromatography on silica
gel (PE/EtOAC 4:6) to afford 214 (47.1 mg, 0.1091 mmol, 81 %) as a white solid.

Rf (product) = 0.32 (1:1 EtOAc/PE)

Mp = 73-75 °C

Optical rotation[a]4’= +17 (c 1, CHCl3)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & 2.5 (dd, J = 17.4, 8.0 Hz, 1H, H2a), 2.81 (dd, J = 17.0, 5.1 Hz, 1H, H2b), 3.4
(t, J = 9.0 Hz, 1H, H6a), 3.53-3.65 (m, 3H, H4, H5, H6b), 3.91 (dd, J = 12.6, 6.8 Hz, 1H, H3), 4.47 (s, 2H,
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OCH,Ph), 4.58 (d, J = 11.1 Hz, 2H, OCH,Ph), 4.66 (d, J = 11.8 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.82 (d, /= 11.4 Hz, 1H,
Ph), 6.19 (brs, 1H, NH), 7.19-7.43 (m, 15H, Har)

2
OCH,
13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 35.3 (C2), 54.9 (C5), 71.1 (C6), 71.8, 73.4, 73.8 (3 x OCH,Ph), 75.7 (C3),
75.9 (C4), 127.7-128.1 (Ca), 128.6 (Car), 137.5, 137.7, 137.8 (3xCV4), 169.5 (C1)

IR (CHCI3) vimax : 3396, 3019, 2868, 1666, 1455, 1215, 1100, 755, 699, 669 cm™
HRMS (ESI) m/z [M+ H]* calcd for Co7H30NO4 432.2166; Found 432.2169.

1-(4-Methoxybenzyl)pyrrolidine-2,5-dione (215)

ORI ®) C12H13NO;
5 M = 219,24 g/mol

General procedure was followed using 213 (1 eq., 156 mg, 0.647 mmol) as substrate. The reaction was
heated under reflux for 5 h. The obtained residue was purified by column chromatography on silica gel
(PE/EtOAC 1:1) to afford 215 (114 mg, 0.523 mmol, 81 %) as a white solid. Analytical data were in
accordance with those reported in literature.l>'4

Mp =129 °C

1H-NMR (400 MHz, CDCla): 6 2.68 (s, 4H, H11, H10), 3.78 (s, 3H, H1), 4.60 (s, 2H, H8), 6.83 (d, J = 8.7 Hz,
2H, H3, H4), 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H5, H6)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): § 28.4 (C11, C10), 42.0 (C8), 55.4 (C1), 114.1 (C3, C4), 128.2 (C7), 130.6 (C5,
C6), 159.5 (C2), 177.0 (C12, C9).

a-D-xylo-Hexofuranurononitrile, 1,2- O-(1-isopropylidene)-3-O-benzyl (216)

Chemical Formula: C1gH1gNOs5
Molecular Weight: 305,33 g/mol

REACTION PERFORMED BY ROBIN WEISS

Diol 238 (1 eq., 0.535 g, 1.72 mmol) was dissolved in a mixture 1:1 MeOH/H,0 (8.6 mL) and NalO4 (1.25
eq., 0.462 g, 2.16 mmol) was added. Vigorous stirring for 3 h was necessary to ensure efficient mixing
with the heavy white precipitate observed. Then the solution was quenched with ethylene glycol (1.1
eq., 0.106 mL, 1.9 mmol). The mixture was diluted with MeOH and filtered. The filtrate was
concentrated in vacuo, cold MeOH was added and the resulting precipitate was filtered off. The solvent
was removed under reduced pressure. The reaction mixture was dissolved in DCM/MeOH. The mixture
was extracted with DCM and the organic phase was dried over MgSO, and concentrated under reduced
pressure. To the crude aldehyde obtained was added EtOH (3.21 mL) and H,0 (3.21 mL), KCN (1.05 eq.,
0.118 g, 1.81 mmol) and MgCl,.6H,0 (2.2 éq., 0.364 g, 3.82 mmol). After few minutes a precipitate was
observed, and the mixture was stirred for 5 days at room temperature. The mixture was filtrated
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through Celite and DCM was added in the filtrate. The organic phase was separated, dried over Na;S0O;,
and concentrated under reduced pressure. Purification by column chromatography on silica gel (4 :1 PE
/EtOAc) afforded the two separable diastereoisomers, (R)-241 (140.5 mg, 0.46 mmol, 27%) and (S)-216
(145.7 mg, 0.48 mmol, 28 %). Analytical data were in accordance with those reported in literature.>*!

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 1.34 (s, 3H, 1H?), 1.50 (s, 3H, H1P), 3.74 (d, J = 10.0 Hz, 1H, OH), 4.35-4.42

(m, 2H, H5 ,H6), 4.63 (d, J = 11.3 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.66 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H4), 4.75 (d, /= 11.5 Hz, 1H,
OCH,Ph), 4.79 (dd, J = 10.0, 5.0 Hz, 1H, H7), 6.04 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H3), 7.33-7.43 (m, 5H, Harom).

o-D-xylo-Hexofuranurononitrile, 5-deoxy-1,2- O-(1-isopropylidene)-3- O-benzyl (217)

N=CT\Co
5 e C16H1gNO4

BnO 4',/0 \2 ] M = 289,33 g/mol

1

General procedure was followed using 216 (1 eq., 74.6 mg, 0.244 mmol). The reaction was heated under
reflux for 5 h. The obtained residue was purified by column chromatography on silica gel (PE/EtOAc
85:15) to afford product 217 (36 mg, 0.124 mmol, 51 %). Analytical data are in accordance with those
reported in literature.®%

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 1.32 (s, 3H, H1), 1.50 (s, 3H, H1), 2.74 (d, /= 7.1 Hz, 2H, H7),4.01 (d, /= 3.4
Hz, 1H, H5), 4.48 (td, /= 7.1, 3.5 Hz, 1H, H6), 4.57 (d, J = 11.5 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.64 (d, /= 3.7 Hz, 1H,
H4),4.72 (d,J =11.5 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.91 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H3), 7.30-7.41 (m, 5H, Ha/)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 17.5 (C7), 26.4 (C1), 27.0 (C1), 72.6 (OCH,Ph), 76.0 (C6), 81.6 (C5), 82.0
(C4),105.4 (C3),112.4 (C2), 117.1 (CVAr), 128.1, 128.4, 128.8 (Car), 136.9 (C8).

Compound 218

Ca7H42010
M = 766,84 g/mol

Substrate 260 (1 eq., 297 mg, 0.567 mmol) was coevaporated three times with anhydrous THF and
dissolved in anhydrous pyridine (2.14 mL). Triphenylmethyl chloride (1.68 eg., 270 mg, 0.952 mmol) was
added to the solution and the solution was then heated at 50 °C for 15 h. The mixture was then diluted
with MeOH and concentrated under reduced pressure. The crude was next purified column
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chromatography on a silica gel (Eluent: 6:4 to 8:2 EtOAc/PE + 1% EtsN) affording 218 (314 mg, 0.41
mmol, 72 %) as a pale amorphous solid.

Mp =139-142 °C
Optical rotation [a]3’= -4 (c 0.9, CHCl5)

1H- NMR (400 MHz, CDCls): 6 2.76 (dd, J = 10.6, 2.9 Hz, 1H, H19a), 3.56 (dd, J = 10.6, 2.1 Hz, 1H, H19b),
3.70 (s, 3H, H27), 3.80 (s, 3H, H1), 3.86 (s, 3H, H25), 3.93 (s, 3H, H5), 4.05-4.13 (m, 2H, H18, OH), 4.47
(ddd, J=12.2,5.7,1.3 Hz, 1H, H10), 4.98 (d, J = 12.2 Hz, 1H, H11), 5.29 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H20), 6.08-6.15
(m, 2H, H8, H3), 6.69 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Ha), 6.81-6.87 (M, 2H, Har), 7.13 (d, )= 3.5 Hz, 2, Has), 7.17-7.30
(m, 10H, Hay), 7.43 (d, J = 8.1 Hz, 6H, Ha,)

13C. NMR (100 MHz, CDCls): & 55.9 (C25, C27), 56.1, 56.4 (C1, C5), 63.1 (C19), 72.8 (C10), 76.7 (C20),
77.9 (C18), 83.1 (C11), 86.7 (C29), 93.4, 93.8 (C3, C8), 103.1 (C6), 110.4 (C17), 110.1 (C14), 116.6 (C13),
117.5 (C"y), 120.4 (C"ye), 121.2 (CMae), 123.9 (C12), 127.2, 127.9, 128.8 (CVa, Trityl), 129.6 (C21), 143.8
(C30, C31, C32), 144.1 (CVar), 144.7 (CVa), 149.1 (C26), 149.4 (C24), 162.3 (CV4r), 165.1 (C7), 167.1 (CVar),
191.0 (C9)

IR (CHCl3) vmax : 3439, 2935, 1674, 1608, 1574, 1508, 1449, 1259, 1215, 1158, 1109, 1027, 912, 816,
730, 703, 633 “™1

HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C47H43010 767.2851; Found 767.2807.

Compound 219

C47H4209
M = 750,84 g/mol

O OH

Compound 218 (1 eq., 95.2 mg, 0.124 mmol) was dissolved in dry toluene (0.53 mL). PPhs (1.53 eq,,
49.7 mg, 0.189 mmol), pyridine (1 eq., 0.01 mL, 0.124 mmol) and iodine (0.524 eq., 16.5 mg, 0.065
mmol) were successively added. The solution was heated to 60 °C for 28 h. After completion, the
reaction was cooled to room temperature and diluted with toluene. The mixture was washed with a
Na,S,03 saturated agueous solution and agueous and organic phase were separated. Brown residue
was dissolved with CH,Cl, and this new organic phase was then washed with Na;S,0s sat. solution.
Agueous phases were gathered and extracted three times with CH,Cl,. Organic phases were gathered
and dried with Na,SO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The residue was purified by
flash column chromatography on silica gel (EtOAc/PE 3:7 +1% Et3N) to afford deoxygenated product 219
(45.5 mg, 0.0606 mmol, 49 %) as a yellow foam.

Mp = 155-160 °C
Optical rotation [a]3° = -2 (c 0.8, CHCl3)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 2.80 (dd, J = 10.8, 3.2 Hz, 1H, H19a), 3.55 (dd, J = 10.8, 2.4 Hz, 1H, H19b),
3.70 (s, 3H, OMe), 3.83 (s, 3H, H1), 3.87 (s, 3H, OMe), 3.90 (s, 3H, H5), 4.17 (dt, /= 8.0, 2.6 Hz, 1H, H18),
5.27 (d,J=8.1Hz, 1H, H20), 5.96 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H3), 6.11 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H8), 6.74 (d, J = 8.5 Hz,
1H, H23), 6.85-6.90 (m, 2H, H28, H22), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H14), 7.20-7.24 (m, 4H, H13, Hpara),
7.25-7.29 (m, 6H, Hortno), 7.30 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H17), 7.40-7.45 (m, 6H, Hmeta), 7.76 (d, / = 15.5Hz, 1H,
H11 or H10), 7.80 (d, J=15.5z, 1H, H10 or H11), 14.39 (s, 1H, OH)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 55.7, 55.9, 56.0, 56.1 (C1, C5, C25, C27), 63.0 (C19), 76.9 (C20), 78.2 (C18),
86.8 (C29), 91.3 (C3), 93.9 (C8), 106.5 (C6), 110.6 (C28), 111.2 (C23), 116.6 (C17), 117.6 (C14), 120.3
(C22),123.3 (C13), 125.8 (C10), 127.2 (Cpara), 127.9 (Cortno), 128.4 (C21), 128.7 (Crmera), 129.3 (C12), 142.6
(C11), 143.7 (C30, C31, C32), 144.2 (C16), 145.9 (C15), 149.1 (C24), 149.6 (C26), 162.6 (C4), 166.2 (C2),
168.5 (C7), 192.6 (C9)

IR (CHCl3) vimeyx : 2933, 1618, 1581, 1558, 1503, 1263, 1217, 1157, 1114, 1029, 817, 749, 701, 632 cm?
HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C47H4309 751.2902; Found 751.2902.

1-Benzylpyrrolidine-2,5-dione (221)

OAO C11H44NO,

N

M = 189,21 g/mol
1 \[ )

Substrate 220 (1 eq., 115 mg, 0.521 mmol) was dissolved in dry toluene (2.22 mL) at room temperature.
Then, PPhs (3 eq., 410 mg, 1.56 mmol), dry pyridine (2 eq., 82.4 mg, 0.0842 mL, 1.04 mmol) and iodine
(0.512 eq., 67.7 mg, 0.267 mmol) were added. The solution was heated under reflux for 6 h. The mixture
was diluted with toluene and Na,S,03 was added. Organic and aqueous phase were separated. The
organic phase was dried over Na,SO,, filtered and evaporated to dryness. The obtained crude was
purified by column chromatography on silica gel (EtOAc/PE 4:6). 1-Benzylpyrrolidine-2,5-dione 221
(69.6 mg, 0.368 mmol, 71 %) was obtained as a white solid. Analytical data are in accordance with those
reported in literature.>'%

Mp = 102 °C

H-NMR (400 MHz, CDCl3): & 2.63 (s, 4H, H2, H3), 4.87 (s, 2H, H1), 7.17-7.27 (m, 3H, Har), 7.29-7.35 (m,
2H, Har).
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Compounds 222 trans and 222cis

Diol 222trans pure

OH

Chemical Formula: C11H{{NO4
Molecular Weight: 221,21 g/mol

Benzylamine (1 eq., 0.301 mL, 2.75 mmol) and (2R,3R)-2,3-dihydroxybutanedioic acid (1 eq., 413 mg,
2.75 mmol) were refluxed in xylene (23.3 mL) overnight with a Dean Stark apparatus. The reaction
mixture was cooled to ambient temperature and resulting crystalline product was filtered off. After
successive washing with portions of hexane, crude was dissolved in acetone and crude product was
recrystallized from ethanol to give product 222trans (0.34 g, 1.55 mmol, 56 %) as pale-yellow solid.
Analytical date were in accordance with those reported in literature. &

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6114.36-4.42 (m, 2H, H2 and H3), 4.53 (d, J = 15.0 Hz, 1H, H1a), 4.59 (d, J
=15.0 Hz, 1H, H1b), 6.27-6.32 (m, 2H, 2 x OH), 7.23-7.37 (m, 5H, Har)

Mixture of 222 trans and cis

Benzylamine (1 eq., 0.3 mL, 2.74 mmol) and (2R,3S)-2,3-dihydroxybutanedioic acid (1 eq., 411 mg, 2.74
mmol) were refluxed in xylene (23.3 mL) for 17h with a Dean Stark apparatus. The reaction mixture was
cooled to ambient temperature and resulting crystalline product was filtered off. After successive
washing with portions of hexane 222 trans and cis (0.548 g, 2.48 mmol, 90 %) were obtained as beige
powder in an equimolar ratio.

Diol 222 cis pure

OH

Chemical Formula: C41H{{NO4
Molecular Weight: 221,21 g/mol

To a stirred solution of N-methylmorpholine n-oxide (1.24 eq., 1.35 g, 11.1 mmol) and OsO4 (0.682 %,
0.0786 M, 0.78 mL, 0.0613 mmol) in a mixture of acetone (8.5 mL) and deionized water (1.7 mL) was
added N-benzylmaleimide (1 eq., 1.7 g, 8.99 mmol). The mixture was stirred at 45°C for 24h. After the
reaction mixture was cooled to room temperature, Na;SOs (mass = 1/3 of substrate 3g of Na,SOs for
10g of substrate) was added and stirred for 30 min, filtered through celite and rinsed with EtOAc. The
filtrate was concentrated under reduced pressure and extracted with EtOAc (3 times). The combined
organic extracts were dried over Na,SO, and evaporated under reduced pressure, affording a deep
brown gum that was allowed to granulate for 4h at room temperature. No granulation occurred. Flask
was placed in the fridge overnight. No granulation again. The brown oil never formed granulates.
Purification on column chromatography (Eluent 6:4 AE/PE) was performed affording 222 (0.21 g, 0.95
mmol, 11%). Analytical data of 222¢is were in accordance with those reported in literature. 5
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'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 614.42 (d, J = 4.8 z, 2H, H1), 4.55 (s, 2H, H2 and H3), 6.00-6.05 (m, 2H, 2
x OH), 7.21-7.34 (m, 5H, Har)

N-Benzylmalimide (+)-223

\I\lgzo
2 4
3 OH

Chemical Formula: C14H{{NO3
Molecular Weight: 205,21 g/mol

General procedure was followed using 222cis (1 eq., 94.7 mg, 0.428 mmol). The reaction was heated
under reflux for 7 h. The obtained residue was purified by column chromatography on silica gel
(PE/EtOAC 6:4 to 5:5) to afford (£)-223 (45.2 mg, 0.22 mmol, 51 %). Analytical data are in accordance
with those reported in literature.>®!

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 2.68 (d, J = 18.2, 4.8 Hz, 1H, H2a), 3.05 (dd, J = 18.2, 8.5 Hz, 1H, H2b), 3.84
(s, 1H, OH), 4.59 (dd, J = 8.5, 4.8 Hz, 1H, H3), 4.65 (s, 2H, H5), 7.25-7.39 (m, 5H, Ha/).

Compounds (+)-223 and 221

Diol 222trans (1 eq., 153 mg, 0.696 mmol) was solubilised in toluene (3.0 mL) at room temperature.
Then, PPhs (1.5 eq., 274 mg, 1.05 mmol), pyridine (1 eq., 0.056 mL, 0.70 mmol) and finally iodine (0.504
eq., 89 mg, 0.351 mmol) were added. The solution was heated to reflux for 8 hours. The solution was
diluted with toluene and Na,S,0; was added. Organic and aqueous phase were separated. Organic
phase wasdried over Na,SO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude residue was
purified by column chromatography on silica gel (Eluent 4:6 AE/PE to 6:4 AE/PE) to afford 221 (47.2 mg,
0.249 mmol, 36 %) and (+)-223 (60.7 mg, 0.296 mmol, 43 %). Analytical data were in accordance with
those reported in literature.

Compounds (+)-223

HO™® 2
Chemical Formula: C1{H1{NO;

Molecular Weight: 205,21 g/mol

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 512.67 (dd, J = 18.3, 4.8 Hz, 1H, H2a), 3.05 (dd, J = 18.4, 8.3 Hz, 1H, H2b),
4.09 (brs, 1H, OH), 4.60 (dd, J = 8.3, 5.0 Hz, 1H, H3), 4.61-4.70 (m 2H, H5), 7.24-7.39 (m, 5H, Ha,)

Compounds (+)-223 and 221

Diol 222cis (1 eq., 94.7 mg, 0.428 mmol) was dissolved in toluene (1.8 mL). PPhs (3 eq., 337 mg, 1.29
mmol), pyridine (2.0 eq., 0.07 mL, 0.865 mmol) and finally I, (0.5 eq., 55 mg, 0.22 mmol) were
successively added. The reaction was then heated to reflux for 7 hours. The reaction was diluted with
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toluene, treated with Na;S;05. Organic and aqueous phase were separated. Organic phase was dried
over Na,S0O,, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude residue was purified by
chromatoghraphy column on silica gel (Eluent: 4:6 to 1:1 AE/PE) affording (£)-223 (45 mg, 0.22 mmol,
51%) and 221 (9 mg, 0.05 mmol, 11%).

Compounds 224 and 225

Substrate 195 (1 eq., 114 mg, 0.504 mmol) was solubilised in toluene (2.15 mL). PPh; (1.51 eq., 199 mg,
0.76 mmol), pyridine (1 eq., 0.041 mL, 0.50 mmol) and at the end iodine (0.505 eq., 64.6 mg, 0.255
mmol) were added. The solution was heated to reflux for 6h40. The solution was diluted with toluene
and then washed with Na;S,0s. The organic phase was then evaporated under reduced pressure. The
crude was purified on column chromatography on silica gel (Eluent: 1:1 EtOAc/PE) affording 224 (13.0
mg, 0.050 mmol, 10 %) and 225 (7.1 mg, 0.038 mmol, 8 %).

Compound 225

5
6= w04
3 (0]

2
3
Chemical Formula: CgH4,04
Molecular Weight: 184,19 g/mol

Analytical data of 225 were in accordance with those reported in literature.”!
1H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 1.40 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 3H, CHs), 4.80 (dd, J = 5.2, 3.6 Hz, 1H, H3), 4.83
(d, J=5.2 Hz, 1H, H2), 4.89 (ddt, J = 7.3, 3.6, 0.9 Hz, 1H, H4), 5.46 (d, J = 10.4 Hz, 1H H6a), 5.53 (d, J =
17.3 Hz, 1H, H6b), 6.00 (ddd, J = 17.3, 10.5, 7.3 Hz, 1H, H5)

BBC-NMR (100 MHz, CDCls): 8¢ 26.1 (CHs), 26.9 (CHs), 76.3 (C2), 77.9 (C3), 80.2 (C4), 114.7 (C7), 121.2
(C6), 130.2 (C5)

Compound 224

O )
0\
10
Chemical Formula: C1,H1g0g
Molecular Weight: 258,27 g/mol

Analytical data of 224 were in accordance with those reported in literature.”!

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 64 1.38 (s, 3H, H8), 1.39 (s, 3H, H8’), 1.467 (s, 3H, H10), 1.472 (s, 3H, H10’),
3.79-3.85 (m, 1H, H6a), 4.19-4.25 (m, 1H, H6b), 4.39-4.48 (m, 2H, H4 and H5), 4.74 (dd, J = 5.7, 3.4 Hz,
1H, H3), 4.84 (d, /= 5.6 Hz, 1H, H2)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 25.3, 26.0 (C8 and C8'), 26.8, 26.9 (C10 and C10’), 65.3 (C6), 75.4 (C5),
75.9 (C3), 76.2 (C2), 81.0 (C4), 110.6 (C7), 114.9 (C9), 173.0 (C1)
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Compounds 226 and 227

Substrate 195 (1 eq., 103 mg, 0.456 mmol) was solubilised in toluene (1.9 mL). PPhs (1.5 eq., 180 mg,
0.687 mmol), pyridine (1 eq., 0.037 mL, 0.46 mmol) and at the end iodine (0.51 eq., 58.6 mg, 0.231
mmol) were added. The solution was heated to reflux for 7h. The solution was diluted with toluene and
then washed with Na;S;0s. The organic phase was pink. The organic phase was dried over Na,SOs,
filtered and then evaporated under reduced pressure. The crude residue was purified by column
chromatography on silica gel (Eluent: 6:3 PE/EtOAc) affording 226 (5.42 mg, 0.027 mmol, 6 %) and 227
(20.1 mg, 0.11 mmol, 24 %).

2,3-Dideoxy-5,6- O-(1-isopropylidene)-D-ascorbic acid (227)

o)

=~

o}
Chemical Formula: CgH{,04
Molecular Weight: 184,19 g/mol
Analytical data of 227 were in accordance with those reported in literature.!
IH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 1.34 (s, 3H, CHs), 1.41 (s, 3H, CHs), 3.82 (dd, J = 8.9, 5.4 Hz, 1H), 4.08 (dd,
/=88, 6.7 Hz, 1H), 4.41 (ddd, J = 6.6, 5.5, 3.7 Hz, 1H), 5.08 (m, J = 1.9 Hz, 1H), 6.22 (dd, J = 5.8, 2.0 Hz,
1H), 7.46 (dd, J = 5.7, 1.5 Hz,1H)

2-deoxy-5,6-O-(1-isopropylidene)-D-ascorbic acid (226)

HO"3 2
Chemical Formula: CgH4405
Molecular Weight: 202,21 g/mol

Analytical data of 226 were in accordance with those reported in literature.!

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 81 1.33 (s, 3H, CHs), 1.40 (s, 3H, CHs), 2.59 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H2), 3.81 (dd, J
=8.5,7.1Hz, 1H, H6a), 4.11 (dd, J = 8.5, 7.1 Hz, 1, H6b), 4.29 (t, = 5.6 Hz, 1H, H4), 4.49-4.55 (m, 2H, H3
and H5), 5.82 (d, J = 5.3 Hz, 1H, OH)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 8. 25.4, 26.4 (2 x CHs), 38.4 (C2), 65.6 (C6), 67.6 (C3), 74.6 (C5), 83.6 (C4),
110.0 (C7), 175.3 (C1)

Methyl 2-phenylacetate (229)

Chemical Formula: CgH1oO,
Molecular Weight: 150,18 g/mol

General procedure for dehydroxylation was followed starting from methyl mandelate 228 (1 eq., 184
mg, 1.11 mmol) with a reaction time of 15 h. The residue was purified by flash column chromatography
on silica gel (100 Pentane) affording 229 (34 mg, 0.226 mmol, 20%) as a smelly oil in mixture with
triphenylphopsine oxide, after distillation of collected fractions.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6+3.65 (s, 2H, H2), 3.71 (s, 3H, H1), 7.26-7.36 (m, 5H, Ha)

Benzyl 2-phenylacetate (231)

Chemical Formula: C45H4402
Molecular Weight: 226,28 g/mol

General procedure for dehydroxylation was followed starting from Benzyl (R)-(-)mandelate 230 (1 eq.,
153 mg, 0.625 mmol) but using 1 eq. of I, (1eq., 159 mg, 0.63 mmol) instead of 0.5, with a reaction time
of 46 h. The residue was purified by flash column chromatography on silica gel (Eluent: 95:5 PE/EtOAc)
affording 231 (45.8 mg, 0.202 mmol, 32 %) as translucent oil.

Rf (product) = 0.4 (95:5 PE/AE)
'H-NMR (400 MHz, CDCls): 14 3.67 (s, 2H, H2), 5.13 (s, 2H, H1), 7.29-7.32 (m, 10H, Ha/)

4-(Benzyloxy)-1,3-dihydroxybutan-2-one (232)

0]

SHe

Chemical Formula: C11H1404
Molecular Weight: 210,23

LiOAc (3 eq., 898 mg, 8.72 mmol) was dissolved in H,O (1.30 mL). (2E)-dihydroxybut-2-enedioic acid (1.5
eq., 892 mg, 4.36 mmol) was added portion wise and the resulting mixture was stirred for 5 minutes.
The homogeneous solution was diluted with Dioxane (0.87 mL) and Benzyloxyacetaldehyde (1 eq., 0.42
mL, 2.9 mmol) was added. The reaction mixture was stirred for 16 hours at room temperature at air.
After the reaction was complete, the mixture was poured into 50 mL half concentrated NH4Cl solution
and extracted three times with EtOAc. The combined organic phases were dried over MgSQO, and the
volatiles were removed under reduced pressure. The crude product was purified by column
chromatography on silica gel (Eluent: 85:15 PE/iPrOH +0.1% H,0) to give 232 (97.5 mg, 0.464 mmol, 16
%). Analytical data of 232 were in accordance with those reported in literature. &

'H-NMR (400 MHz, CDsOD): 61 3.68 (dd, J = 10.2, 3.7 Hz, 1H), 3.76 (dd, J = 10.3, 4.4 Hz, 1H), 4.36 (t, / =
4.0 Hz, 1H), 4.45-4.51 (m, 2H), 4.51-4.58 (m, 2H), 7.23-7.38 (m, 5H)

3,5-Di- O-benzyl-1,2- O-isopropylidene -a-D-xylofuranose 234

BnO
(0]

pSs
BnO "”O)T

Chemical Formula: Cy,Ho605
Molecular Weight: 370,45 g/mol

To a suspension of NaH (3.4 eq., 1.44 g, 0.0361 mol) and TBAI (0.1 eq., 0.392 g, 0.0011 mol) in
anhydrous THF (46 ml) was added 1,2-O-isopropylidene-alpha-D-xylofuranose (233) (1 eq., 2.02 g,
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0.011 mol) in THF (4 mL) slowly at 0°C, and the mixture was stirred for 20 min at the same temperature
and then for 30 min at room temperature. BnBr (2.18 eq.,3.96 g, 2.77 mL, 0.0232 mol) in anhydrous THF
(2 mL) was added and the mixture was stirred at room temperature for 18 hours. The reaction mixture
was quenched with water and extracted with ethyl acetate (100 mL). The organic layer was washed with
brine (100 mL), dried over MgSQ,, filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude residue
was purifed by columm chromatography on silica gel (8:2 PE/EtOAc) affording 234 (2.95 g, 7.8 mmol,
75%). Analytical data of 234 were in accordance with those reported in literature.[#’2

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 1.38 (s, 3H, CHs), 1.56 (s, 3H, CHs), 3.79-3.89 (m, 2H), 4.05 (d, J = 3.2 Hz,

1H), 4.49 (td, J = 6.1, 3.2 Hz, 1H), 4.53-4.61 (m, 2H), 4.65-4.75 (m, 3H), 6.01 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.32-7.43
(m, 10H).

3,5-Di- O-benzyl-o,3-D-xylofuranose (235)

Chemical Formula: C4gH»,05
Molecular Weight: 330,38 g/mol

RECTION PERFORMED BY LUIS GUILLERMO

A solution of 234 (1 eq., 2.88 g, 7.77 mmol) in THF (4 mL) and HCI (11.6 eq., 6 M, 15 mL, 90 mmol) was
stirred at room temperature for 19 hours. The mixture was extracted with EtOAc and the organic phase
was washed with brine and dried over Na,SO.. Evaporation of the solvents followed by column
chromatography on silica gel (Eluent 6:4 PE/EtOAc) afforded 235 (1.4 g, 4,06 mmol, 52%) as a mixture
of anomers (A:B, 2:1). Analytical data were in accordance with those reported in literature.®?%

3-0-Benzyl-1,2 :5,6-di- O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (237)

8|

o

O - 4,0, 1

3/ 7
B0 PoN
Chemical Formula: C19Hy60¢
Molecular Weight: 350,41 g/mol

REACTION PERFORMED BY FABIEN STAUFFERT

To a solution of diacetone-D-glucose (20.0 g, 76.84 mmol) in dry DMF (240 mL) at O °C was added
portionwise NaH (2.5 es., 7.80 g, 195.02 mmol, 60 % on mineral oil) and the reaction mixture was stirred
et room temperature for 1 h. BnBr (1.5 eq., 13.8 mL, 115.36 mmol) was added and the mixture was kept
stirring at room temperature for 4 h. For quenching, MeOH (30 mL) was slowly added. The solvent was
then evaporated under reduced pressure. The residue was diluted with Et,0 and water., the organic
layer was separated, and the aqueous phase was extracted with Et,0 twice. The combined organic layers
were washed successively with sat. NaHCO3; and water, dried over MgSQ,, filtered and concentrated
under reduced pressure. The crude residue was purified by flash column chromatography (Eluent: 5:95
to 2:8 AE/PE) to afford 237 (26.55 g, 100%) as a yellow oil. Analytical data of 237 were in accordance
with those reported in literature.>?%

Rf (product) = 0.6 (2:8 EtOAc/PE)
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'H-NMR (300 MHz, CDCls): 6111.31 (s, 3H, CHs), 1.38 (s, 3H, CHs), 1.43 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 3H, CHs), 4.00
(dd,J=8.7,5.9 Hz, 1H, H6a), 4.02 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H3), 4.12 (dd, J = 8.7, 6.2 Hz, 1H, H6b), 4.15 (dd, J =
7.7,3.1Hz, 1H, H4), 4.37 (ddd, /= 7.7, 6.2, 5.9 Hz, 1H, H5), 4.59 (d, /= 3.7 Hz, 1H, H2), 4.63 ‘d, /= 11.9
Hz, 1H, OCH,Ph), 4.69 (d, / = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.90 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H1), 7.27-7.35 (m, 5H, Ha)

3-0O-Benzyl-1,2- O-isopropylidene-a-D-glucofuranose (238)

HO
HO, '5 4,01
BnO 2"”0)?'

Chemical Formula: C1gH2,0¢
Molecular Weight: 310,35 g/mol

REACTION PERFORMED BY FABIEN STAUFFERT

Compound 237 (13.46 g, 38.41 mmol) was dissolved in a mixture of AcOH and water (1:1, 40 mL) and
the solution was heated at 45 °C for 19 h. The solvent was removed under reduced pressure and the
residue was dissolved in EtOAc and washed with sat. NaHCOs until neutral. The aqueous layers were
extracted with EtOAc and the combined organic layers were dried over MgS04, filtered and
concentrated under reduces pressure. The crude residue was purified by flash column chromatography
(Eluent: 4:6 to 6:4 EtOAc/PE) to afford 238 (10.18 g, 85%) as a colorless oil. Analytical data of 238 were
in accordance with those reported in literature.??

Rf (product) = 0.35 (7:3 EtOAc/PE)

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): 811 1.32 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 3H, CHs), 2.12 (dd, J = 6.5, 5.7 Hz, 1H, OH), 2.52
(d,/=6.2 Hz, 1H, OH), 3.69 (ddd, /= 11.5, 5.7, 5.6 Hz, 1H, H6a), 3.81 (ddd, J = 11.5, 6.5, 3.4 Hz, 1H, H6b),
4.03 (dddd, J=7.4,6.0, 5.6, 3.4 Hz, 1H, H5), 4.10 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H3), 4.13 (dd, J = 7.4, 3.3 Hz, 1H, H4),
4.54 (d, J=11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.63 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H2), 4.74 (d, J = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.94 (d,
J=3.7 Hz, 1H, H1), 7.28-7.41 (m, 5H, Ha)

3-0-Benzyl-1,2- O-isopropylidene-a-D-xylofuranose (239)

HO

5 O
4\, e}
BnO 2"”0)(

Chemical Formula: C45H2005
Molecular Weight: 280,32 g/mol

REACTION PERFORMED BY FABIEN STAUFFERT

Compound 238 (16.81 g, 54.17 mmol) was dissolved in a mixture of H,O and MeOH (1:1, 230 mL) then
NalO4 (1.2 eq., 13.44 g, 62.83 mmol) was added to the solution. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 1 h 30, and then ethylene glycol (1 eq., 3 mL, 53.80 mmol) was added, followed
by additional stirring for 20 min. The mixture was diluted with cold MeOH (300 mL), the resulting white
precipitate was filtered off and the filtrate was concentrated under reduced pressure. This was repeated
once.

The aldehyde was then dissolved in MeOH (180 mL) and NaBH4 (1.1 eq., 2.19 g, 57.96 mmol) was added
et 0 °C. The reaction mixture was stirred at 0 °C for 40 min, and then quenched by addition of AcOH (3.6
mL). The solvent was removed under reduced pressure. The residue was dissolved in DCM and washed
with sat. NaHCO3. The aqueous layer was extracted with DCM. The combined organic layers were
washed with brine, dried over MgS04, filtered, and concentrated under reduced pressure to afford 239
(15.15 g, 99%). Analytical data of 239 were in accordance with those reported in literature.23

Rf (product) = 0.6 (7:3 EtOAc/PE)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 61 1.33 (s, 3H, CHs), 1.49 (s, 3H, CHs), 2.08 (br s, 1H, OH), 3.86 (dd, / = 12.0,
4.7 Hz, 1H, H5a), 3.95 (dd, J = 12.0, 5.2 Hz, 1H, H5b), 4.02 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H3), 4.28 (ddd, /= 5.2, 4.7,
3.5Hz, 1H, H4), 4.49 (d, /= 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.64 (d, J= 3.9 Hz, 1H, H2), 5.99 (d, /= 3.8 Hz, 1H, H1),
7.29-7.39 (m, 5H, Har)

3-O-Benzyl-a,B-D-xylopyranose (240)

0. 1.0OH

5
KNG
HO' "OH

OBn

Chemical Formula: C1,H1605
Molecular Weight: 240,26 g/mol

A solution of 239 (1 eq., 1.1 g, 3.9 mmol) in H,S04 (2.1 eq., 1 M, 8.25 mL, 8.25 mmol) and THF (13.0 mL)
was heated to 60 °Cfor 16.5 h. The reaction mixture was then neutralized with aqueous NH4OH solution
and concentrated under reduced pressure. The resultant precipitate was washed with MeOH (3x) and
the combined filtrates were concentrated under reduced pressure to afford 240 (0.76 g, 3.17 mmol,
81%) as a white solid. Analytical data of 240 were in accordance with those reported in literature.>*!

'H-NMR (300 MHz, CDs0D): 64 3.19-3.37 (m, 7.5H, H3B, H4B and H5Ba), 3.49 (dd, J = 8.6, 3.4 Hz, 1H,

H2a), 3.52-3.77 (m, 6.5H, H3a, H4a and H5a), 3.84 (dd, J = 11.4, 5.5 Hz, 2.5H, H5Bb), 4.44 (d, /= 7.1 Hz,
2.5H, H1B), 4.88-4.91 (m, 7H, OCH,Ph), 5.03 (d, /= 3.5 Hz, 1H, H1a), 7.22-7.48 (m, 17.5H, Ha/)

3,4,6-Tri- O-benzyl-2- O-acetoxy-D-glucono-&-lactam (242)

BnO 5 N1 _O o
P
BnO" Y ’OJA

OBn 7

Chemical Formula: CogH31NOg
Molecular Weight: 489,57 g/mol

To a solution of lactam 212 in Ac;O (11.5 mL) was added pyridine (11.5 mL). The solution was stirred for
4h at room temperature. Water was added slowly (14 mL) at 0 °C. The aqueous phase was extracted
with DCM (3 times). The combined organic layers were then washed with an aqueous solution of HCI
(2M, 2 x 4 mL) and saturated NaHCOs; solution, dried over Na,SQy, filtered and concentrated. Product
242 (440 mg, 0.90 mmol, 100%) was obtained as pure compound without purification. Analytical data
were in accordance with those reported in literature.>?

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6112.06 (s, 3H, C(O)CHs), 3.24 (dd, /= 9.1, 7.6 Hz, 1H, H5), 3.52-3.65 (m, 3H,
H4 et H6), 4.0 (t, J = 9.4 Hz, 1H, H3), 4.41-4.49 (m, 2H OCH,Ph), 4.54 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.73
(d, J=11.6 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.81 (d, J = 11.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.87 (d, J = 11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.28
(d, J=9.5Hz, 1H, H2), 6.07 (brs, 1H, NH), 7.18-7.38 (m, 15H, Har)
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3,4,6-Tri- O-benzyl-2- O-acetyl-D-glucono-&-thiolactam (243)

Chemical Formula: CogH31NO5S
Molecular Weight: 505,63 g/mol

Lactam 242 (1 eq., 366 mg, 0.749 mmol), lawesson's reagent (2 eq., 625 mg, 1.5 mmol) and pyridine
(0.5 eq., 29.6 mg, 0.0303 mL, 0.374 mmol) in toluene (11.1 mL) were stirred at room temperature for
16h. Diethyl ether was added and the organic layer was washed with sat. ag. NaHCOs solution. Aqueous
layer was extracted with Et,O (3X). Organic layer was washed with brine, dried over Na,SQO,, filtrated
and evaporated under reduced pressure. The crude residue was purified by column chromatography on
silica gel (8:2 PE/EtOAc) to afford 243 (270 mg, 0.535 mmol, 71 %) as a yellow solid. Analytical data were
in accordance with those reported in literature.>?%

Rf (product) = 0.21 (8:2 PE/EtOAc)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 84 2.10 (s, 3H, H7), 3.28 (dd, J = 9.4, 7.5 Hz, 1H, H5), 3.55-3.70 (m, 3H, H4,
H6), 3.93 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H3), 4.42-4.49 (m, 3H, OCH,Ph), 4.76 (s, 2H, OCH,Ph), 4.77 (d, J = 10.9 Hz,
OCH,Ph), 5.59 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H2), 7.14-7.40 (m, 15H, Has), 8.10 (s, 1H, NH)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 5¢ 21.2 (C7), 58.4 (C5), 69.0 (C6), 73.6, 74.6, 74.7 (3 x OCH,Ph), 76.1 (C2),

76.7 (C3), 79.9 (C4), 128.1, 128.1, 128.2, 128.37, 128.43, 128.6, 128.7, 128.8 (Ca/), 137.0, 137.2, 137.7
(CVar), 170.0 (C8), 198.0 (C1)

3,4,6-Tri- O-benzyl-1,5-dideoxy-1,5-imino-D-glucitol (245)

BnO” NN
g )z
BnO" “OH

Chemical Formula: C,7H31NO4
Molecular Weight: 433,55 g/mol

LiBH4 (4.2 eq., 12.0 mg, 0.54 mmol) was dissolved in diethyl ether (2.4 mL). 243 (1 eq., 65.9 mg, 0.13
mmol) was dissolved in diethyl ether (1.0 mL) and added dropwise to LiBH, solution at 0 °C. The solution
turned to opaque yellow. Solution was then stirred at room temperature for 1h30. MeOH was added;
solution turned translucent instantly. The solution was filtered and rinsed with Et,0 and MeOH. Mixture
was evaporated under reduced pressure. The crude was then dissolved in DCM and washed with brine.
Organic phase was dried with Na,SO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude
residue was purified by column chromatography on silica gel (Eluent: 6:4 AE/PE, 8:2 AE/PE, 100AE and
9:1 DCM/MeOH) affording 245 (26.6 mg, 0.06 mmol, 47%) as a white solid. Analytical data were in
accordance with those reported in literature.!*>%

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 811 2.51 (dd, J = 12.4, 10.4 Hz, 1H, H6a), 2.76 (ddd, J = 9.1, 5.5, 2.7 Hz, 1H,
H2), 3.18 (dd, J = 12.4, 5.2 Hz, 1H, H6b), 3.34-3.45 (m, 2H, H3 and H4), 3.52-3.62 (m, 2H, H5 and H1a),
3.68(dd,J=9.1, 2.8 Hz, 1H, H1b), 4.44-4.57 (m, 3H, OCH,Ph), 4.76 (d, J = 11.5 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.84 (d,
J=10.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.98 (d, J = 11.5 Hz, 1H, OCH,Ph), 7.20-7.42 (m, 15H, Ha,)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): .49.6 (C6), 60.1 (C2), 70.1 (C1), 72.2 (C5), 73.6, 75.1, 75.4 (3 x OCH,Ph),
80.5 (C3), 88.1 (C4), 127.9-128.8 (C"'x), 138.0, 138.3, 138.8 (CVa)
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Compound 247 and 248

>b

SN

Chemical Formula: C4,H30,0
Molecular Weight: 180,29 g/mol

In a round bottom flask was added diisopropylamine (3.49 eq., 3.6 mL, 25.5 mmol) followed by
anhydrous THF (55.4 mL) at room temperature under dry nitrogen. n-Butyl Lithium (3.2 eq., 1.26 M,
18.5 mL, 23.3 mmol) was added dropwise to from the desired LDA (3.2 eq., 23.3 mmol) in situ. The
stirred solution was cooled between -70 and -78°C and (Methoxymethyl)diphenylphosphine (3.16 eq.,
5.31 g, 23.1 mmol) was added portionwise over 30 min. The dry ice acetone bath was replaced with an
ice-water NaCl bath, and the reaction mixture was allowed to warm between -9 and -12°C and
maintained at this temperature for 20 min. The reaction mixture was then cooled to between -70 to -
78°C, and a solution of (S)-(+)-fenchone 246 (1 eq., 1.1 g, 7.3 mmol) in anhydrous THF (4.1 mL) was
added dropwise. The reaction mixture was stirred for 3h and allowed to slowly warm to room
temperature overnight. After 72h the red-orange suspension was cooled to between -70 and -80°C and
water was added dropwise. The dry-ice bath was removed and the reaction was stirred at room
temperature for 1h. Reaction mixture was extracted with EtOAc 3 times. The organic phase was washed
with brine, dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure to give the crude
product. Diethyl ether was added, and the suspension was filtered. The filtrate was concentrated and
purified by flash chromatography over silica gel (Eluent: 100 hexane) to afford 247 (0.826 g, 4.58 mmol,
63 %). The presence of the olefin and of the methoxy group were checked on *H-NMR (olefin H 5.58
ppm, OMe 3.45 ppm); (olefin’ H 5.57 ppm, OMe 3.48 ppm).

P

Chemical Formula: C41H4g0
Molecular Weight: 166,26 g/mol

To a rapidly stirred solution of 247 (1 eq., 0.80 g, 4.5 mmol) in CHCl; (27 mL) was added a solution of
trichloroacetic acid (3.96 eq., 1.8 mL, 17.7 mmol) in water (16 mL) at room temperature. The reaction
mixture was stirred vigorously at room temperature for 6h. After 3h the reaction turns slightly pink. The
solution was transferred to a separatory funnel with DCM, and the layers were separated. The organic
phase was washed with saturated NaHCOs twice, dried over MgSQ,, filtered, and concentrated under
reduced pressure to give 248 (713 mg, 4.3 mmol, 96 %) in an 77:23 mixture of endo:exo diastereomers.
Analytical data of 247 and 248 were in accordance with those reported in literature.72

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 64 major isomer, 1.08 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.24-1.32 m, 2H),
1.53-1.58 (m, 2H), 1.78-1.84 (m, 3H), 1.86 (dd, J = 3.7, 2.4 Hz, 1H), 9.84 (d, J = 3.7 Hz, 1H); minor isomer,
1.01 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 9.59 (d, J = 6.3 Hz, 1H)
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Compound 250

R
DH

Chemical Formula: C44H44DO
Molecular Weight: 197,26 g/mol

Benzoin (1 eq., 450 mg, 2.12 mmol) was dissolved in the minimum amount of anhydrous THF (8.31
mL). CDs0D (8.67 eq., 0.75 mL) was then added and the mixture was stirred at room temperature for 15
min. The solution was then evaporated under reduced pressure and the procedure was reiterated twice.
'H-NMR showed complete incorporation after 3 additions of CDsOD.

Deuterated benzoin 249 (1 eq., 108 mg, 0.498 mmol) was solubilised in toluene (2.1 mL) at room
temperature. PPhs, polymer bound (1.95 eq., 254 mg, 0.97 mmol), pyridine (1 eq., 0.040 mL, 0.50
mmol) and then iodine (0.508 eq., 64.2 mg, 0.253 mmol) were added to the mixture. The reaction was
then stirred under reflux for 14h. The reaction was diluted with toluene and filtered to remove the PPh;
on PS. PPhs on PS was rinsed with DCM and MeOH, and then the filtrate was evaporated under reduced
pressure. The residue was then diluted with DCM and washed with Na,S,0s. Organic phase was dried
over Na;SO,, filtered and evaporated to dryness. No purification was needed and 250 was obtained
(29.5 mg, 0.15 mmol, 30 %) with 42 % of deuterium incorporation.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 44.19 (t, J = 2.2 Hz, 1.1H), 4.22 (s, 2H), 7.15-7.23 (m, 8H), 7.23-7.29 (m,
5.3H), 7.36-7.41 (m, 5.6H), 7.46-7.51 (m, 2.7H), 7.92-7.97 (m, 5H)

HRMS (ESI) m/z calcd for C14H12DO [M+ H]* 198.1024 found 198.1013

21-iodoprednisone (253)

Chemical Formula: C,1Hy5104
Molecular Weight: 468,33 g/mol

PPhs (1.4 eq., 255 mg, 0.973 mmol) and imidazole (1.49 eq., 70.5 mg, 1.04 mmol) were added to a
solution of Prednisone (1 eq., 248 mg, 0.693 mmol) in THF (5.1 mL) under argon atmosphere. I, (0.598
eq., 105 mg, 0.414 mmol) was then added at 0°C. The solution was stirred at 0°C for 40 min. The reaction
mixture was diluted with EtOAc and washed with sat. Na,S,0s solution, water and brine. The organic
phase was dried over MgSQ,, filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by column chromatography on silica gel (6:4 PE/EtOAc) to afford 253 (26.7 mg, 0.057 mmol, 8
%) as an oil and 207 (200 mg, 0.585 mmol, 84 %) as white solid.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): § 1.20 (s, 3H, H18), 1.43 (s, 3H, H19), 1.45-1.60 (m, 2H, H15a and H17a),
1.72-1.83 (m, 1H, H16a), 1.90-2.18 (m, 5H, H8, H9, H7b, H15a and H12a), 2.34-2.44 (m, 2H, H6a and
H14),2.51 (td, J = 13.7, 5.2 Hz, 1H, H6b), 2.80-2.90 (m, 2H, H12b and H16b), 3.14 (s, 1H, OH), 3.91 (d, J
=10.9 Hz, 1H, H21a), 4.16 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H21b), 6.08 (t, J = 1.7 Hz, 1H, H4), 6.21 (dd, J = 10.1, 2.0
Hz, 1H, H2), 7.67 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H1)
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13C-NMR (100MHZ, CDCls): 6 3.9 (C31), 16.3 (C18), 18.8 (C19), 23.6 (C15), 32.2 (C7), 33.6 (C6), 35.9
(C16), 36.2 (C8), 42.4 (C10), 49.2 (C14), 49.8 (C12), 51.5 (C13), 60.1 (C9), 88.9 (C17), 124.6 (C4), 127.6
(C2), 155.4 (C1), 166.7 (C5), 186.5 (C3), 204.7 (C20), 208.9 (C11)

ESI-MS m/z: [M+ H]* Calcd for C1H26104 469.08; Found 469.08.

21-Tosylprednisone (254)

Co2gH3607S
M = 516,65 g/mol

To a solution of hydrocortisone 204 (1 eq., 198 mg, 0.537 mmol) in CH,Cl, (3.69 mL) was added distilled
EtsN (3 eq., 163 mg, 0.224 mL, 1.61 mmol), tosyl chloride (1.51 eq., 154 mg, 0.81 mmol) and DMAP
(0.035 eq., 2.3 mg, 0.0188 mmol). The reaction was stirred under N, at room temperature for 3.5 h.
Solution was white opaque at the beginning and translucent after 1 h 45. The reaction was quenched
by addition of H,0. The mixture was extracted with CH,Cl;, washed with brine, dried over Na,SOs,
filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by flash chromatography (eluent 1:1
PE/EtOAc) and then recristallised with MeOH to give 254 (241 mg, 0.468 mmol, 87 %) as a white solid.
Analytical data were in accordance with those reported in literature.>?!

Mp =108-109 °C
Optical rotation [a]4® = +139 (c 1.05, CHCl3)

1H-NMR (400 MHz, CDCls): § 0.91 (s, 3H, H18), 1.00 (dd, J = 11.2, 3.2 Hz, 1H, H9), 1.06 (s, 1H, (OH)-C11),
1.08-1.17 (m, 1H, H72), 1.38-1.50 (m, 5H, H19, H152, H16?), 1.54 (dd, J = 13.9, 2.6 Hz, 1H, H12%), 1.60-
1.69 (m, 1H, H14), 1.77-1.91 (m, 2H, H1?, H16%), 1.96-2.12 (m, 4H, H8, H7°, H12°, OH-C17), 2.15-2.28
(m, 2H, H6, H1P), 2.36 (dt, J = 16.8, 4.3 Hz, 1H, H2?), 2.42-2.54 (m, 5H, H26, H6P, H2P), 2.76 (tt, J = 13.7,
3.4 Hz, 1H, H15), 4.46 (s, 1H, H11), 4.88 (d, J = 17.4 2, 1H, H21?), 5.10 (d, J = 17.5 Hz, H21?), 5.68 (s, 1H,
H4), 7.36 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H24), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, H23)

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): & 17.4 (C18), 21.2 (C19), 21.8 (C26), 23.7 (C16), 31.5 (C8), 32.1 (C6), 32.9
(C7), 34.0(C2),32.1(C15), 35.2 (C1), 39.3 (C10), 40.0 (C12), 47.8 (C13), 52.1 (C14), 56.1 (C9), 68.3 (C11),
71.5 (C21), 90.0 (C17), 122.6 (C4), 128.2 (C23), 130.0 (C24), 133.2 (C22), 145.3 (C25), 172.0 (C5), 199.6
(C3), 202.4 (C20)

IR (CHCI3) Vimax : 3507, 2931, 1735, 1654, 1356, 1190, 1176, 1022, 754, 662, 554 cm™
HRMS (ESI) m/z calcd for CysH3707S (M+ H*) 517.2255 found 517.2267
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21-lodohydrocortisone 255

Ca1H29lO4
M = 472,36 g/mol

To a solution of 254 (1.0 eq., 194 mg, 0.412 mmol) in acetone (9.08 mL) was added Nal (5.03 eq., 352
mg, 0.0964 mL, 2.35 mmol). The mixture was heated to reflux for 20 h under argon atmosphere. The
solution turned to yellow translucent when Nal was added. Gleaming white solid was formed in
suspension in the yellow/orange solution. After 20 h of refluxing, the mixture was cooled to room
temperature and filtered. The filtrate was concentrated and dissolved with EtOAc, washed with H,0,
brine, dried over Na,SQ,, filtered and concentrated under vacuum to give 255 after purification on
column chromatography with silica gel (4:6 EtOAc/PE). Analytical data were in accordance with those
reported in literature.®?”

IH-NMR (400 MHz, CDCl3): & 0.99 (s, 3H, H18), 1.01-1.06 (m, 2H, H9 and (OH)-C11), 1.09-1.17 (m, 1H,
H72), 1.44 (s, 3H, H19), 1.46-1.66 (m, 4H, H16?, H152 H12?%), 1.68-1.79 (m, 1H, H14), 1.81-1.93 (m, 2H,
H1?, H16°), 1.96-2.10 (m, 3H, H8, H7°, H12%), 2.14-2.21 (m, 1H, H1?), 2.21-2.28 (m, 1H, H6?), 2.31-2.41
(m, 2H, H22, OH-C17), 2.42-2.54 (m, 2H, H2°, H6Y), 2.77-2.86 (m, 1H, H15P), 3.99 (d, J = 11.0 Hz, 1H,
H21%), 4.18 (d, J = 11.1 Hz, 1H, H21P), 4.46-4.50 (m,, 1H, H11), 5.68 (s, 1H, H4).

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 18.2 (C18), 21.2 (C19), 24.1 (C6), 31.6 (C8), 32.2 (C6), 32.8 (C7), 34.0 (C2),
35.2 (C15), 35.4 (C1), 39.3 (C10), 40.0 (C12), 47.9 (C13), 51.5 (C14), 56.1 (C9), 68.5 (C11), 90.0 (C17),
122.6 (C4), 171.9 (C5), 199.5 (C3), 205.4 (C20).

3,4,6-Tri- O-benzyl-2- O-methyl carbonate-D-glucono-&-lactam 256

6 H7
5
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8
B
OBn o 0/9

Chemical Formula: CogH31NO7
Molecular Weight: 505,57 g/mol

Lactam 219 (1 eq., 105 mg, 0.236 mmol) was dissolved in toluene (1.0 mL), PPhs (1.53 eq., 94.8 mg,
0.361 mmol) then pyridine (1 eq., 18.7 mg, 0.0191 mL, 0.236 mmol) and finally iodine (0.517 eq., 31 mg,
0.0304 mL, 0.122 mmol) were added at room temperature. Methyl cyanoformate (3 eq., 0.06 mL, 0.71
mmol) was added and the mixture was heated to reflux for 8h. Solution was cooled to room
temperature, Na;S;0s; was added. Agueous phase was extracted with DCM. Organic phases were
gathered and dried over Na,SQO,, filtered and evaporated to dryness under reduced pressure. The crude
was purified by column chromatography on silica gel (Eluent 4:6 to 6:4 EtOAc/PE) to afford 256 (66 mg,
0.13 mmol, 55%) as an oil.

Optical rotation [a]3° = +104 (c 0.47, CHCl5)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & 3.18-3.27 (m, 1H, H6P), 3.52-3.65 (m, 3H, H4, H5, H6?), 3.82 (s, 3H, H9),
4.03 (t,J=9.4 Hz, 1H, H3), 4.43 (d, J = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.46 (d, J = 11.9 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.54 (d,
J=11.1Hz, 1H, OCH,Ph), 4.78 (d, J = 11.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.81 (d, J = 11.4 Hz, 1H, OCH,Ph), 4.89 (d, J
=11.2 Hz, 1H, OCH,Ph), 5.12 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H2), 6.00 (s, 1H, NH), 7.16-7.39 (m, 15H, Ha)

228



13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 54.3 (C5), 55.5 (C9), 70.1 (C6), 73.5, 75.17, 75.25 (3 x OCH,Ph), 75.8 (C2),
76.7 (C4), 80.4 (C3), 128.0-123.7 (C"y), 137.2 (CVay), 137.4 (CV4r), 137.8 (CVar), 155.4 (C8), 166.5 (C1)

IR (CHCI3) Vimax : 3031, 2922, 1757, 1692, 1454, 1442, 1266, 1106, 738, 698 cm*
HRMS (ESI) m/z calcd for CosH31NO7 (M+Na*) 528.1993 found 528.1953

Compound 258 and 259

OMe OMe
OMe OMe

TBDMSO + TBDMSO (0]

TBDMSO"

O OMe O OMe
Chemical Formula: C34H42010Si Chemical Formula: C4oHs6010Si>
Molecular Weight: 638,79 Molecular Weight: 753,05

Powdered AgNOs (1 eq., 48.5 mg, 0.285 mmol) was added to a solution of 260 (1 eq., 149 mg, 0.285
mmol) and TBDMSCI (1.2 eq., 53.2 mg, 0.0611 mL, 0.342 mmol) in pyridine (2.03 mL), and the mixture
was stirred at 45°C for 2 h. After 4 h 30 of reaction, TBDMSCI (0.8 eq., 35.5 mg, 0.0408 mL, 0.228 mmol)
was added. After 23 h of reaction, TBDMSCI (0.5 eq., 22.2 mg, 0.143 mmol), AgNOs (1 eq., 48.5 mg,
0.285 mmol) and imidazole (2.5 eq., 48.5 mg, 0.713 mmol) were added. The heating was stopped, and
the reaction was then stirred at room temperature. After 30 h of reaction, TBDMSCI (3 eq., 128 mg,
0.856 mmol) was added. Reaction was complete and stopped after 6 days of reaction. The mixture was
then diluted with ice-cold water. The precipitate was filtered off and dissolved with EtOAc. The organic
phase was dried over anhydrous Na,SO4 and evaporated to dryness. Flash column chromatography on
silica gel (From 7:3 to 1:1 PE/EtOAc) afforded monosylilated compound 258 (95.6 mg, 0.15 mmol, 52 %)
and disylilated compound 259 (73.5 mg, 0.0976 mmol, 34 %).

Compound 259
Rf (product 259) = 0.4 (3:7 EtOAc/PE); 0.7 (4:6 EtOAc/PE); 0.9 (6:4 EtOAC/PE)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & -0.26 (s, 3H, H32a), -0.23 (s, 3H, H32a), 0.06 (s, 3H,H29a), 0.069 (s, 3H,
H29a), 0.071 (s, 3H,H29b), 0.08 (s, 3H, H29b), 0.15 (s, 6H, H32b), 0.64 (s, 9H, H30 or H33), 0.65 (s, 9H,
H30 or H33), 0.89 (s, 9H, H30 or H33), 0.90 (s, 9H, H30 or H33), 3.57 (dd, J = 11.8, 2.9 Hz, 2H, H19a),
3.78 (s, 3H,H1), 3.79 (s, 3H, H1), 3.84-3.87 (m, 2H, H19b), 3.87-3.90 (m, 18H, H25, H27 and H5), 3.92
(dt, J=7.8, 2.5 Hz, 1H, H18), 3.98 (dt, /= 7.6, 2.7 Hz, 1H, H18), 4.28 (s, /=11.2 Hz, 1H, H10), 4.31 (d, J =
11.2 Hz, 1H, H10), 4.96-5.04 (m, 4H, H20 and H11), 6.07-6.11 (m, 4H, H3 and H8), 6.87-7.12 (m, 12 H,
Har)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 18.35, 18.37 (C34 and C31), 25.6, 25.9 (C30 and C33), 62.3 (C19), 75.9,
76.0 (C20), 76.04, 76.1 (C10), 78.6, 78.7 (C18), 83.5, 83.6 (C11), 93.32, 93.34, 93.39, 93.43 (C8 and C3),
104.4 (C6), 110.3, 110.5, 111.1, 111.2, 116.1, 116.7, 166.8, 166.9, 120.01, 120.03, 121.0, 121.2 (6
C"a)129.23, 129.26 (C21), 130.5, 130.6 (C12), 143.7, 143.8 (C16), 144.18, 144.20 (C15), 149.1, 149.37,
149.39 (C24 and C26), 162.39, 162.40 (C2 or C4), 164.5 (C7), 165.9 (C2 or C4), 190.2 (C9).

IR (CHCls) Vmax : 2929, 2855, 1691, 1608, 1575, 1508, 1462, 1422, 1360, 1256, 1236, 1214, 1111, 1155,
1029, 995, 834, 778, 732 cm™,

HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for CaoHs7010Si2 753.3525; Found 753.3485.
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Compound 258
Rf (product 258) = 0.05 (3:7 EtOAc/PE); 0.2 (4:6 EtOAC/PE); 0.5 (6:4 EtOAc/PE)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 0.09 (s, 6H, H29a), 0.10 (s, 6H, H29b), 0.92 (s, 18H, H30), 3.58 (dd, J = 11.9,
2.8 Hz, 2H, H19a), 3.817 (s, 3H,H1), 3.823 (s, 3H, H1), 3.86-3.89 (m, 2H, H19b), 3.89-3.94 (m, 18H, H25,
H27 and H5), 3.96-4.01 (m, 2H, H18), 4.10 (d, /= 1.7 Hz, 2H, OH), 4.44 (dd, /=5.9, 1.7 Hz, 1H, H10), 4.47
(dd, /=5.8, 1.7 Hz, 1H, H10), 4.96 (d, / = 12.1 Hz, 2H, H11), 5.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H20), 6.10-6.15 (m,
4H, H3 and H8), 6.89-7.26 (m, 12H, Ha/)

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & 18.3 (C31), 25.8 (C30), 55.7, 55.8, 55.9, 56.2 (C25, C27, C1 and C5), 62.3
(C19), 72.5, 72.6 (C10), 76.04, 76.08 (C20), 78.57, 78.58 (C18), 82.96, 82.98 (C11), 93.2 (C3), 93.62,
93.64 (C8), 102.9 (C6), 110.3,111.0,116.2, 116.5, 117.1, 117.2, 120.1, 120.8, 121.2 (6 C"), 129.1 (C21),
129.2, 129.3 (C12), 143.8, 143.9 (C16), 144.5, 144.6 (C15), 149.1 (C26), 149.3 (C24), 162.1 (C2 or C4),
164.9 (C7), 167.0 (C2 or C4), 190.8 (C9)

IR (CHCls) Vmax : 2930, 2856, 1674, 1607, 1573, 1508, 1461, 1423, 1255, 1215, 1158, 1140, 1108, 1026,
987, 833, 778, 731 cm™.

HRMS (ESI) m/z [M+H]* calcd for C34H43010Si 639.2614; Found 639.2620.

Compound 260

OMe
OMe

O OMe

Chemical Formula: CogH2501¢
Molecular Weight: 524,52

To a solution containing Silibinin (1 eq., 410 mg, 0.852 mmol) in acetone (14.4 mL) under an argon
atmosphere, dimethyl sulfate (9.19 eq., 987 mg, 0.742 mL, 7.83 mmol) followed by K,COs (3.5 eq., 412
mg, 2.98 mmol) were added. The reaction was heated at 50°C and allowed to stir for 24 hours. Product
is yellow under 366 nm light; another spot below is blue. The reaction was diluted with water and
evaporated. When all the acetone was removed, the aqueous phase was extracted with EtOAc. The
organic phase was dried over Na,SO.. Filtration, removal of solvent under reduced pressure and column
chromatography of the residue on silica gel (Eluent: 75:25 EtOAc/PE) gave 260 (394 mg, 0.751 mmol,
88 %) as a white solid. Analytical data of 260 were in accordance with those reported in literature.?®!

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 3.51-3.58 (m, 1H, H19a), 3.74-3.82 (m, 12H, H27, H25, H5, H1), 4.17-
4.23 (m, 1H, H19b), 4.38 (dt, J = 11.1, 4.7 Hz, 1H, H18), 4.94-5.00 (m, 2H, H10 and OH), 5.05 (d, J = 11.1
Hz, 1H, H20), 5.35 (d, J = 4.6 Hz, 1H, H11), 6.16-6.19 (m, 1H, H3 or H8), 6.21-6.24 (m, 1H, H3 or HS),
6.95-7.10 (m, 6H, Har)
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ENZYMATIC TESTS

Material

Volumes were taken by different mechanical micropipettes from Sartorius brand: 100-1000 pL, 10-100
uL, 0.5-10 pL and one multi-channels 10-100 pL.

Optical densitites of 96-Well plates were measured thanks to Versamax microplate reader.

The p-nitrophenyl-a-D-mannopyranoside and a-mannosidase (EC 3.2.1.24, from Jack bean, Kn = 2.0 mM
pH 5.5) were purchased from Sigma Aldrich.

General procedure for inhibition assay

Inhibitory potencies are determined spectrophotometrically measuring the residual hydrolytic activities
of the mannosidase against p-nitrophenyl-a-D-mannopyranoside in the presence of inhibitor. All
kinetics are performed between 25 °C —27 °C and started by enzyme addition. Each well are filled with
a volume of 100 pL containing substrate (40 pL), enzyme (10 pL), acetate buffer and inhibitor (50 pL).
Inhibitor concentration varies from 0 to a few K. After 30-40 min incubation, the reaction is quenched
by addition of 100 pL of 1M Na,COs. The absorbance of the resulting mixture is determined at 405 nm
and compared with blanks. Blanks do not contain enzyme nor inhibitor. Ki values are determined in
duplicate or triplicate, using the LB graphical method. When inhibitors are only partially soluble in water,
they are dissolved in half DMSO and half buffer for concentrated mother solutions. Previously, the
stability of the enzymes in presence of various concentrations of DMSO was controlled and the enzyme
activity was unaffected.

The 96-well plates were prepared as followed (Figure 80):
e [S]is constant in a same column
e [l]is constant in a same row
e Ablank column is done for each [S]

& X X +
N & & &
Duplicate Q}’DDuplicate Q}roDuplicate Q}T’Duplicate ¥
N e B L LIL 0 e
R TR
iele AL . Clels elele,
B [1=02K
:CC. IINP QORI G C)
0 H®Iele elele @lel® @O1D
il ieicle elele ele]e @@
ZA@lele elele @ DD (D )
dejele/elele clele, olole
H i []=10K
R g — _‘__ ! T
S=K,/8 S=Ku/4 S=Ky,/2 S=K,,

Figure 80 Plates preparation for inhibition tests

Linear regressions were analysed by Microsoft Excel and nonlinear regressions were analysed by Graph
Pad Prism 7.0.
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Conception et synthese d’iminosucres multivalents
bioactifs a motif glycoimidazole — Développement
d’une méthode de déshydroxylation sélective

Résumé

La multivalence est reconnue en tant qu’outil permettant d’augmenter le pouvoir d’'inhibition d’un
inhibiteur. La mise en évidence, en 2010, d’'un effet multivalent puissant sur linhibition des
glycosidases par un iminosucre multivalent a ouvert la voie vers la synthese de clusters toujours plus
puissants. En 2016, un composé multivalent a permis d’atteindre une inhibition 173000 fois meilleure
que le composé monovalent correspondant, ce qui équivaut a une augmentation record du pouvoir
d’inibition par iminosucre de 4800. La synthese d’une nouvelle génération d'iminosucres multivalents
a ligand affin pour sa cible, pour parvenir a augmenter encore I'effet multivalent, était mon objectif de
thése. Au cours de ce travail, de nouveaux iminosucres multivalents a motif gluco- ou mannoimidazole,
trés affin des mannosidases, ont été synthétisés. Ces composés multivalents ont permis de travailler
sur deux projets paralléles : un projet fondamental et un projet appliqué. Le premier a consisté en
I'étude de l'influence de I'affinité du ligand sur I'effet multivalent par mesure du pouvoir d’inhibition sur
'enzyme commerciale répondant le mieux a I'effet multivalent, 'a-mannosidase de Jack-bean. Les
résultats montrent I'existence d’un effet multivalent notable mais sa valeur n’est pas aussi importante
comparée aux études précédentes. Les iminosucres multivalents pouvant également cibler les
glycosidases d’intérét thérapeutique, nous nous sommes intéressés, dans le cadre du projet appliqué,
au traitement de la mucoviscidose. L’idée était de viser les mannosidases | et Il du réticulum
endoplasmique pour permettre de secourir la protéine CFTR déficiente impliquée dans cette maladie.
Malheureusement, aucun effet correcteur ni potentiateur n’a pu étre observé pour nos composés. En
marge de ces axes principaux, une méthode de déshydroxylation sélective a été optimisée et
développée en élargissant son champ d’application et en apportant des preuves mécanistiques.

Mots-clés : Iminosucres, Multivalence, Glycoimidazole, Inhibiteurs de glycosidase, a-mannosidase
de Jack-bean, Ligand affin, Mucoviscidose, CFTR, Chimie-click (CUAAC), Déshydroxylation sélective

Abstract

Multivalency is known to be a tool to drive inhibitors more potent. The multivalent effect, evidenced in
2010 with multivalent iminosugar on glycosidase inhibition, paved the way to the synthesis of
multimeric inhibitors even more powerful. In 2016, an iminosugar cluster was reported to be 173 000
times more potent inhibitor compared to the monovalent reference. This is equal to an inhibitory
potency enhancement of 4800 per iminosugar. The goal of my PhD was the synthesis of a new
generation of multivalent iminosugars very potent towards their target, to keep increasing multivalent
effect. New multivalent iminosugars with glycoimidazole motifs, with high affinity towards
mannosidases, were synthetised. Those multivalent compounds allowed us to work on two parallel
projects: a fundamental and an applied one. The first one focused on the influence of ligand affinity on
multivalent effect by measuring the inhibition potency on the most sensitive to multivalent effect
commercially available enzyme: the Jack-bean a-mannosidase. Results showed that multivalent effect
was maintained but at a lower level than those reported previously. Multivalent iminosugars being also
able to target glycosidases of therapeutic interest, we were interested in the treatment of cystic fibrosis.
Targeting endoplasmic reticulum mannosidases | and Il could restore the CFTR protein whose
deficiency is the root cause of the disease. Unfortunately, no corrective or potentiation effect were
observed. Aside those principal lines, a selective dehydroxylation method was optimized and
developed widening the scope and providing mechanistic proofs.

Key words : Iminosugars, Multivalency, Glycoimidazole, Glycosidase inhibitors, Jack-bean a-
mannosidase, Ligand affinity, Cystic Fibrosis, CFTR, Click-chemistry, Selective dehydroxylation




