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Introduction

Introduction

La connaissance et la compréhension des sciencesvalt ainsi que les découvertes
fortuites (comme la pénicilline) ou calculées (comtiimagerie médicale) ont contribué a
une vie meilleure pour chaque individu. Le niveadual des connaissances autour des
constituants du vivant fait appel a toute une péeae sciences. Parmi celles-ci, la chimie de
synthése permet de préparer des produits actif¢recade nombreuses maladies, mais
également de s’attaquer a la compréhension denéageent et des interactions entre elles des
« briques » du vivant que sont les sucres, lipidegles nucléiques, peptides, protéines...

Les ro0les des peptides dans les interactions hgpleg sont maintenant mieux compris.
Le développement de la synthese peptidique, erncpket la mise au point de techniques
automatisées, a permis de disposer de ces molétinede les étudier. Les peptides sont des
biomolécules dont les éléments de base que somicldes aminés sont agencés de maniére
répétitive et reliés entre eux par des liaisonstigepies. Ces biomolécules sont produites
dans la nature comme matériel de régulation deterags biologiques ou comme armes
offensives que l'on peut retrouver dans le veninsdgpent par exemple. Ainsi, face aux
différentes agressions dans lesquelles ces motsolat utilisées, le matériel biologique a
mis au point un arsenal pouvant lui permettre dgater les peptides exogénes. L'utilisation
a des fins thérapeutiques des peptides est donproarise par la nature méme du peptide.
Afin d'utiliser le fabuleux potentiel de ces moldesi tout en leur conférant une suffisante

stabilité face a la machinerie de dégradation danti il est intéressant de développer la
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Introduction

chimie des pseudopeptides. Ces molécules ont dewsts et des structures semblables aux
peptides, mais différent néanmoins par certainstpatructuraux. Ces modifications peuvent
toucher les résidus portés par les chaines pepédigu directement la chaine peptidique,
véritable squelette des peptides. Modifier la diaipeptidique, élément répétitif des peptides,
peut étre une maniere de contrer la digestion eatigme. Si la synthése des chaines
polypeptidiques est actuellement assez bien coraperter des modifications structurales

aux peptides peut étre difficile, comme nous leoms par la suite.

Dans ce travail de thése nous nous sommes intéraas®e modification particuliére de la
liaison peptidique : linsertion d’un oxygéne ddasliaison N- H. Ce travail de thése porte
également sur la greffe de différents groupemantset oxygene.

Ainsi, dans une premiére partie, nous ferons untaier nombre de rappels
bibliographiques sur les peptides et Mshydroxy-peptides, avant de dégager dans une
deuxieéme partie les objectifs. Nous décrirons ¢adas développements de la chimie Nes

hydroxy-peptides réalisés.

12
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

CHAPITRE 1 :

Peptides et N-hydroxy-peptides

Les N-hydroxy-peptides sont des peptides dans lesquelsuuplusieurs atomes d'azote
des liaisons peptidiques portent un groupement dxydie. Ainsi, avant de parler dds-
hydroxy-peptides, il sera nécessaire de faire queslqappels sur les peptides et la synthese
peptidique. Nous expliquerons ensuite les raisooar gdesquelles nous nous sommes
intéressés aul-hydroxy-peptides. Enfin, nous établirons les défées voies de synthése
desN-hydroxy-peptides rapportées dans la littérature.

I. Peptides : structure, nomenclature, synthése

1. Structure et nomenclature!

Les unités de base des peptides sont les acidegsnun acide-aminé est une molécule

comportant une fonction acide carboxylique, unefiom amine et un résidu R, portés par un

L. Stryer, J. M. Berg and J. L. Tymoczko, “Bioctiér) Flammarion Medecine-Sciences, Flammarisii® 5
Ed., 2003.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

carbone central. Selon la configuration du carbet@&éogéene, on distingue deux séries
d’acides aminés, L et D (Figure 1), la série ndleiétant la série L.

COOH COOH
H27\+H N—’fNHZ
R R

Acide aminé L Acide aminé D

Figure 1

Vingt acides aminés sont dits protéinogéniguessdist les constituants classiques des
protéines. Selon la nature de leur résidu, chaqgide aminé a un nom, une abréviation a trois
lettres et un symbole a une lettre (Tableau 1).sNdiliserons dans la suite de ce document
'abréviation a trois lettres.

Acides aminés utilisés dans ce travail:

» T e
Résidus H CHg
(©)]
Nom de I'acide aminé Glycine Alanine Serine Valine Leucine Isoleucine Phénylalanine
Code atrois lettres Gly Ala Ser Val Leu lle Phe
Code a une lettre G A S \Y L 1 F

Tableau 1

La synthése d’'un dipeptide se fait par condensalierdeux acides aminés avec perte

d’'une molécule d’eau (Schéma 1).

15



Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

Ry o Ry o)

h»\H/ oH "'2%)}\ 0
H, OH HoN OH

@) Ry Ry
A

Liaison"peptidique

Schéma 1

La liaison amide formée s’appelle la liaison pepteé. Cette liaison C-N présente un fort
caractere de double liaison de par la délocalisadio doublet de I'azote, ce qui rigidifie la
structure (Schéma 2). D’ailleurs, la longueur ddidson peptidique (1,32 A) est comprise
entre celle d’'une double liaison C=N (1,27 A) eurd# liaison simple C-N (1,49 A). La
liaison peptidique est ditgs si 'hydrogéne porté par I'azote est du méme ¢ 'oxygene
du carbonyle etrans si I'hnydrogéne est en opposition avec l'oxygén&uks Pauling et
Robert Corey ont mis en évidence a la fin des a1i&80 que I'hydrogéne de la liaison
peptidique est presque toujourans par rapport a 'oxygene du carbonyle ; I'angledd&
[C.-N-C(0O)-G,], notéw est alors égal a 0. La flexibilité structuralel@ehaine peptidique est
due a la libre rotation autour des liaisong-GfO) et N-G, les angles de rotation
correspondants étant notget .

Mésomérie:
(o o

‘zz_)lcfl\l/‘% - ieﬁ/k\'l\f*jl Rotations:

H H O, R

P2,
Stéréochimie: ‘?7‘)5 Hu@or
o Trans Cis o

*71)]\ II\KS’L ‘71)]\ Il\" H

H VN

Schéma 2

Le nombre d'acides aminés contenus dans une steust déterminer sa catégorie :
peptide ou protéine. Entre 2 et 80-100 acides anihéera question de peptides. Au dessus
de ce nombre d’acides aminés, les molécules seppelées des protéines. Il existe un sens
conventionnel d’écriture des brins peptidiques nsdane écriture horizontale, I'extrémité
amine, dite N terminale, se place a la gauche delstie peptidique et I'extrémité acide
carboxylique, dite @Germinale, a droite (Figure 2).
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

Série naturelle (L):

koxm

(@]

od

S'écrira: H-Ala-Val-OH

ou: (§9-HAla-Val-OH

Série non naturelle (D):

BocD-Ala-D-Val-OBn
(RR-Boc-Ala-Val-OBn

e}
H
o S'écrira :
ou:

La liaison peptidique est rigide et plane, cepends protéines et les peptides ont des
structures tridimensionnelles. La ségquence desesc@aminés au sein d’une structure
peptidiqgue ou protéique est importante car elled&serminer leur conformation. En 1951,
Pauling et Corey proposéerent deux structures pphygigues périodiques : I'hélice et le
feuillet plissép. L’hélice o est une structure en batonnet dont la partienetest constituée

par la chaine polypeptidique et les résidus sospadiés a I'extérieur dans un arrangement

hélicoidal (Figure 3).

Figure 2

Structure de
I'hélice

Orientation de la
rotation (& droite)

(Hélice étalée)

pont hydrogéne

pont hydrogéne

Ponts hydrogénes
(traits bleus)

Figure 3

2 Images extraites dattp://www.callisto.si.usherb.ca/~bcm514/2b.htreite de I'université de Sherbrooke,

consulté le 26 Aot 2006.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

A la différence de I'hélice, la chaine polypeptidique dans le feuillet plifsgst presque
totalement étirée (Figuré) Autre point différenciant ces deux structurés feuillet plissés
est stabilisé par liaisons hydrogéne entre les NHeg® CO de chaines polypeptidiques
différentes tandis que pour I'hélice les liaisons hydrogene s’effectuent entre desigge

NH et CO de la méme chaine polypeptidique.

Feuillet beta parallele Feuillet beta antiparalléle
(ponts hydrogéne en bleu) (ponts hydrogéne en bleu)

Figure 42

Les chaines polypeptidiques peuvent former des eowd ainsi changer de direction
(Figure 5%). Ce virage est souvent connecté a des Ifrimot son nom : coudg (B turn en
anglais). Dans ces virages, le CO d'un résidliun polypeptide est lié par liaison hydrogéene

avec le NH du résidn+3.

Coudes B (B turn) Coudes B étendu en épingle a (p hairpin)

Figure 52

Dans I'étude de l'architecture protéigue, il estnoaode de se référer a quatre niveaux de
structures. La structure primaire est la séqueres atides aminés (et la localisation de
liaisons disulfures éventuelles). La structure sdadre se réfere aux interactions entre acides

aminés proches, tels que le feuillet plifsgu I'nélicea. La structure tertiaire se rapporte aux
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

relations dans l'espace des résidus acides amingssant éloignés dans la chaine

polypeptidique, tels que des interactions par diass hydrogéne entre les résidus de deux
hélicesa, par exemple. Enfin, la structure quaternaireapporte a la disposition spatiale et a

la nature des interactions lorsqu’une protéineieahplusieurs sous-unités.

Les différentes structures rencontrées localemeadiiceésa, coudesp...) ainsi que leur
répartition spatiale dans la protéine sont direet@ntiées a la nature des acides aminés les
constituant. Ceci va déterminer les propriétés algrbtéine. Ainsi, présenter les acides
aminés hydrophiles en surface et hydrophobes &iigur rend la protéine hydrosoluble. La
structure tridimensionnelle de la protéine est pdleurs constitutive de son activité
biologique : par exemple la forme du site catalyicd’'une enzyme est responsable de sa

spécificité envers un substrat.

2. Synthése peptidique

La synthése dé&l-hydroxy-peptides faisant appel a quelques unesydghodes utilisées
pour les peptides classiques, nous allons présdegepoints importants de la synthese
peptidique. Elle utilise des agents de couplage pgumettent d’activer chimiquement, au
niveau de lI'extrémité C terminale, 'un des deud®rque I'on veut condenser. Il est donc
nécessaire d'adopter des stratégies de proteatirtection afin d’obtenir les peptides
désirés. Enfin, la nature répétitive du processns gue le développement de techniques de

synthése sur phase solide en ont permis 'autoatitis

a) Création de la liaison peptidique

i. Nécessité d'activer I'extrémité C-terminale

En mettant deux acides aminés ensemble sans @mivbéamine de I'un peut se protoner
en présence de l'acide de l'autre, mettant un texri@econdensation (Schéma 3). Ainsi, pour
coupler deux fragments peptidiques entre euxutl &ativer I'extrémité C terminale de I'un et
permettre ainsi a l'extrémité N terminale du demeéede faire une attaque nucléophile
(Schéma 35.

3 John Jones, “Amino acid and peptide synthesishrse edition, Oxford Chemistry Prime§02 P25.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

Réaction acido-basique :

(@]

R
P.H . OoP; - PyH oP,
OH Hyl O, Ha\
\/ o o

Ry R,

Réaction de couplage peptidique :
Co) Ry o Ry

PyH < oP, PyH oP, + X
X Ha ” N

R, o) R, o)

Schéma 3

ii. Les problémes d'épimérisation/racémisation

Une des difficultés du couplage peptidique résidmsdle fait que I'activation de
l'extrémité C terminale du peptide peut entrainercertain taux d’épimérisation. En effet,
I'activation permet la formation d’une oxazoloneli®ma 4} Le proton porté par le carbone
asymétrique devient alors plus acide et l'inversierconfiguration du carbomneest facilitée’

(=

o
O :
\”/u X Inversion de configuration 5‘5 %
R H \H/ B
O J o) R H

Schéma 4

Il existe plusieurs facons de minimiser cette épisadion/racémisation. D’abord, il est
possible de jouer sur la nature du groupement aatiX. Ensuite, changer I'amide pour un

* F. Albericio and L. A. Carpino “Coupling reagearsd activation.’Methods Enzymql1997 289 104-126.
® John Jones, “Amino acid and peptide synthesisgrsgedition, Oxford Chemistry Prime)02 P39.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

uréthane, moins réactif vis-a-vis de la formatian ldbxazolone, évite la racémisation de

'acide aminé activé.

iii. Méthodes de couplage

Historiquement, I'extrémité C terminale était aétvpar formation d’'un chlorure d'acyle
ou d’'un anhydride mixte. L'utilisation de dérivés dlype carbodiimide comme agents de
couplage a permis de diversifier les techniquedtéiation de peptides. Les carbodiimides
sont des activateurs d'acides carboxyliques plusixdgue les activateurs utilisés
classiguement en chimie organique (chlorure d’agyde exemple) et ont permis de diminuer
le taux d'épimérisation. Par ailleurs, les agerdgscduplage qui donnent des urées finales
hydrosolubles, comme I'EDCI (Figure 5), rendentpesifications plus simple$.

\N— Hal
OO

1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
Dicyclohexylicarbodiimide, DCC ethylcarbodiimide, EDCI ou EDC

Figure 6

Il existe néanmoins des problemes liés a l'utiiisatde tels agents: des réactions
secondaires peuvent avoir lieu. Par exemple, lmdtion deN-acylurées peut entrainer la
chute des rendements, ou encore le passage parnte fanhydride peut provoquer une
épimérisation des peptides synthétisés (Schéma 5).

®J. Sheehan, J. Preston and P. Cruickshank. “A sypithesis of oligopeptide derivatives withoutasion of
intermediatesd. Am. Chem. Sqd 965 87, 2492-2493.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

H
R—N—C—N—R" Perte en rendement

(N-acyl-urée)
‘ ’
. R

R o | R

| NH |
o l'\ll/—\ )l\ | HN—R, ||\|H

—_— R — +

)j\ /—A c H+ RY o_l(l: o=C
RO } L

| . |

R" R R

R
|
o
o o HN—R, . ||\|H
)l\ OJL B — N/RZ N/Rz o=C
Ry Ry R N N |
NH
|
Risque d'épimérisation R,=épimére de R, R

Schéma 5

Le fait de rajouter dans le milieu réactionnel diEsivés de type benzotriazblet
azabenzotriazofetels que HOBt ou HOAt (Schéma 6), minimise le<tiéas secondaires et
ainsi augmente l'efficacité du couplage peptidigueatilisation des couples DCC/HOBt ou
EDCI/HOBLt s’est ainsi largement répandue en symtipeptidique.

1-hydroxybenzotriazole : HOBt 1-hydroxyazabenzotriazole : HOAt

Couplage avec HOB:

H NZ o

Schéma 6

Cependant, les dérivés carbodiimides s’averentgiicaces dans les cas de couplages

peptidique impliquant des groupements encombraetsgéveloppement d’agents de couplage

" G. Windridge and E. Jorgensen. “1-Hydroxybenzatiia as a Racemization-Suppressing Reagent for the
Incorporation ofm-Benzylc-histidine into Peptidés]. Am. Chem. Sogl1971 71, 6318-6319.

8 L. A. Carpino. “1-Hydroxy-7-azabenzotriazole. Affi@ent Peptide Coupling Additived. Am. Chem. Sac.
1993 115 4397-4398.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

« intégrant l'additif », tels que BGRPou HATU? a permis de réaliser des condensations
peptidigues méme dans des cas difficiles d’encomént stérigue en préservant la

stéréochimie des peptid&s.

BOP HATU
N \ N
Soul o
N/ . P N/ \
\ \ /N\
O~—P'(NMey)s PRy O\Ci* PFs
/T

Schéma 7

iv. Stratégies de synthése

Pour synthétiser un peptide, deux stratégies pe@emenvisagées : une élongation « pas
a pas » ou un couplage de fragments. L'élongatam g pas consiste a condenser chaque
acide aminé successivement sur la chaine peptidigudextrémité C terminale vers
l'extrémité N terminale. L'utilisation d’acides andéis dont les atomes d’azote sont protégés
par des groupements uréthanes (Boc ou Fmoc) pesioes de diminuer le taux
d’épimérisation.

Le couplage de fragments consiste a synthétiagx ftagments séparément, puis a les
coupler I'un a l'autre. Toutefois, avec cette sigig, le risque d’épimérisation augmente car il
ne peut pas y avoir d’'uréthane sur la premiérediaipeptidique en partant de l'acide activé
terminal, ce qui facilite la formation de l'oxazokl 1l faut donc utiliser les conditions de

couplage potentiellement les moins racémisantes.

b) Stratégies de protection/déprotection

Quelle que soit la stratégie de synthése retenoe, extrémité de chaque fragment

peptidique doit rester protégée lors du coupfdgear ailleurs, ce dernier ne doit pas étre

°B. Castro, J. R. Dormoy, G. Evin et C. Selve. ‘R de couplage peptidique IV (1)- 'hexafluorasiphate
de benzotriazolyN-oxytrisdimethylamino phosphonium (BOP)étrahedron Lett.1975 14, 1219-1222.

10 3. M. Humphrey and A. R. Chamberlin. “Chemicaltbgsis of natural product peptides: coupling mesHod
the incorporation of noncoded amino acids into idest Chem. Rey1997, 97, 2243-2266.

M. Schelhaas and H. Waldmann. “Protecting grotipsesjies in organic synthesig\hgew. Chem. Int. Ed.
Engl, 1996 35, 2056-2083.
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affecté par la présence de fonctions sur les chdatérales des acides aminés. Ces fonctions

,— GP3 GP3
GPs "GPz Déprotection sélective GPs GP2
! de GPg ’
GPg— ‘ | GP4 e NH, ’ | GPp
GP, GP, GP, GP,
Agent de couplage
+
GPg
GPBJ_ COCH
+GP;
— Clivage de tous les groupe- GPg GPs ——GP,
‘ | ‘ ments protecteurs N | :
N ‘ ‘ COOH GPg— GP,
Peptide "nu" GP, GP;

Schéma 8

Les groupements protecteurs aux extrémités du eftigiepeptidique (GEs.. sur le
schéma ci-dessus), au contraire, doivent étreefaeiht clivés pour accéder aux amines ou
acides carboxyliques terminaux. On parlera doncgo®ipes temporaires. La Figure 7
présente des groupements permanents ou tempousliegs en synthése peptidique et leur

conditions de clivage.

Q)
R Q
o)\,é o)\;f >|\i, s
Frnoc (pipéridine) Boc (TFA50%0)  OtBu (TFAS0%)  OBn (Pd°
\i O‘O \I
Ay 32, 2

Alloc (Pd°) OFm (pipéridine) OAllyl (Pd°)
Figure 7
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

Les extrémités C et N terminales doivent étre ébérindépendamment 'une de l'autre.
Les stratégies de protection utilisent donc desiggments protecteurs dits orthogonaux : les
conditions de déprotection de I'un ne portent ftsrde a la stabilité de I'autre. Le Tableau 2
regroupe les groupements protecteurs courammeligéstien synthése peptidique et leur
sensibilité a diverses conditions de déprotectiinsi, les groupes Boc et OtBu ne sont pas
orthogonaux car ils sont tous les deux clivableméieu acide.

Extrémités Groupement Pipéridine H,, Pd/IC TFA
Frmoc D ? - D : Déprotection
N terminale
?: Selon les cas
Boc D
- : pas de réaction
OtBu - - D
Cterminale
OBn - D
Tableau 2

Les stratégies les plus souvent employées sont /BtBa et Boc/OBnN, les fonctions des
chaines latérales étant alors protégées en comséqjuPar exemple, dans le cas d'une
élongation pas a pas de C vers N en stratégie Bitida/ les chaines latérales doivent étre
protégées par des groupements stables en miliegubad! est a noter que le groupement
Fmoc est décrit comme peu sensible aux conditidmgdcbgénolyse utilisées pour cliver un
ester benzyliqué?

c) Utilisation de supports solides

La synthése en phase liquide permet de mettre iati [pe conditions de réaction : agents
de couplages, solvant, température. L’inconvéngmtla phase liquide est l'obligation a
chaque étape d'isoler par des techniques d’exbraqtilis de purifier les produits obtenus, ce
qui alourdit la procédure et est consommateur apse

En 1963, Merrifield est le premier a utiliser désines pour la synthese de peptides sur
support solidé® En greffant un premier acide amiméprotégé sur la résine polymeére

27 W. Greene and P. G. M. Wuts. “Protective granpsrganic synthesis”3Ed.,1999 Wiley Interscience,
John Wiley & Sons, Inc., P729 and P737.

13 R. B. Merrifield. “Solid phase synthesis. The $ysis of a a tetrapeptidd” Am. Chem. Sqd 963 85, 2149-
2154.
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(polystyrene réticulé, 1% de divinylbenzéne), epsatédant a une élongation pas a pas, il est
possible de synthétiser des brins allant jusqu@ centaine d’acides aminés. L'utilisation

d'exces de réactifs a chaque étape est un avamtagesupports solides permettant des
réactions rapides et completes

linker" = _
Aprés réaction, une simpl espaceur chimiaue \\rés'”e
’ GP-AA,OH D—O

filtration suivie d'un lavage es

|

suffisante pour éliminer les excés couplage peptidique
de réactifs avant une nouvelle GP-AA;
} déprotection extrémité N terminale

réaction. Ces différentes étapes

peuvent étre effectuées par un C HAA

3!

robot. Les supports solides ont lcouplageGPAAZOH
T

donc permis d'accélérer les tempseyce < cp.as,an

d'obtention des produits en }d
éprotection

comparaison aux techniques en
o H-AA-AAr

il

phase liquide. L utilisation (n-2) oycles 1

|

automatisée de phases solides pst
. e, . L. H-AA-..-AA-AA;
justifiee lorsqu’il faut synthétiser

L

clivage de la résine
(et déprotection des chaines latérales)

des peptides de taille

U)

H-AA,-...-AA,-AA;OH
Schéma 9

conséquentes avec des conditio™

opératoires pré-établies.

IT. Pourquoi les Athydroxy-peptides ?

Les éléments de base désydroxy-peptides sont des acides aminés, dontuumains
est N-hydroxylé. Ces peptides ont des propriétés diffiae de leurs homologues nbhl

hydroxylés, tant au niveau physico-chimique qudoliigue, ce qui fait leur intérét.

1 H. C. J. Ottenheijm and J. D. M. Herscheid:Hydroxy-a-amino Acids in Organic ChemistrZhem. Rey.
1986 86, 697-707.
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

1. Structure et nomenclature des A-hydroxy-peptides

L'atome d'azote N-hydroxylé peut étre en position terminal®&l-ifydroxy-peptide
terminal) ou incorporée dans le corps du pseudajefigure 8). Dans ce dernier cas, il sera
question de liaisoN-hydroxy-amide, encore appelée motif hydroxamaeiae(infra).

Peptide : N-hydroxy-peptide :
terminal interne
R o
' (|)H o R @
ks ' H
S % ¥
R, Ry Ry
AN
Liaison N-hydroxy-amide
ou motif hydroxamate
Figure 8

La nomenclature de la chaine peptidiquedgdroxy-peptides est la méme que pour les
peptides. L'ajout deP[CO-N(OH)J*® entre les deux acides aminés reliés par la fomdtio

hydroxy-amide permet d’indiquer la présence déaladn pseudopeptidique.

o
WJ\
HOL_ . o cécrira: HN(OI—D-QIua-VaI-OH
N o

H (S,9)-HN(OH)-Ala-Val-OH

ou
(R.S)-Boc-Ala-F[CO-N(OH)]-Val-OBn

o S (|3H O
)<O)}\ N\)J\ Boc-D-Ala-FCO-N(OH)J-Val-OBn
HN/\H/ ; {\O sécrira :

Figure 9

15 V. Dupont, A. Lecoq, J.-P. Mangeot, A. Aubry, GuBsard and M. Marraud. “Conformational perturlretio
Induced byN-Amination and\-Hydroxylation of Peptidesd. Am. Chem. Sqd993 115 8898-8906.
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2. Propriétés physico-chimiques

Les valeurs de pKa des acides aminBkhydroxylés varient R

H
sensiblement par rapport a celles des acides amatéeels : pKa(COOH) H\\N)\/_O
®
2.2 et pKa(NH'OH) ~ 5.6 au lieu de 2.3 et 9.2. Le point isoélgae passe | i

g
o, y \\\\\\O‘
H

ainsi de pH 5.8 pour les acides aminés naturel® @@ur les acides aminé's Sonemal
N-hydroxylés** L'atténuation du caractére basique de I'atomeat@est liée
a leffet inductif du OH et/ou a la formation d'url@ison hydrogene entre le groupe
hydroxylamine et le groupe carboxylate.

Les acides amindés-hydroxylés sont stables lorsqu’ils sont stockéssdorme solide. En
solution ils peuvent subir une réaction de décayladion oxydante (Schéma 11)ne autre

réaction de dégradation décrite est une dismutation

R R
H0 o  Décarboxylation N)
IS e
O'/:/O OH
i A
H\O)H\ )\(O o

Schéma 11

Par ailleurs, le pKa des amidishydroxylés est de 1'.Cette acidité relative du proton
ainsi que les propriétés complexantes de la bagegueée (Schéma 12) font que le mdtif
hydroxy-amide est le plus souvent appelé, par dbuangage, hydroxamate.

I — T

N-hydroxy-amide hydroxamate

Schéma 12
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

De méme que pour la fonction hydroxylamine ternanalintroduction du motif
hydroxamate dans une structure peptidique indugt dariations de propriétés physico-
chimiques. Ainsi, I'hydroxyle est source de noueellliaisons hydrogene intra- ou
intermoléculaires (Figure 10). Si les liaisons somtramoléculaires, elles auront
essentiellement un roéle rigidifiant sur la struetpeptidique. L’hydroxyle peut partager son
proton avec le carbonyle du motif hydroxamate duied est cis. Dans le cas de
I'hydroxamatetrans, 'hydroxyle peut également créer de nouvellestias hydrogene avec
la liaison peptidique voisin¥.L’équipe de Marrau@ a cependant montré en 1993 avec des
dipeptides que la présence d’atomes d'azgtkydroxylés avait peu d’influence sur la
stéréochimiecis-trans des liaisons peptidiques. En revanche, en s’appuyda fois sur des
données expérimentales et calculées, cette étuds &n évidence I'existence de liaisons
hydrogene entre 'hydroxamate et des groupement®nogle placés plus loin dans la chaine,
formant ainsi des cycles a 8 ou 11 atomes danstdesures de typgouf turn. Les modeles
peptidiques que cette équipe utilisait ne pernattapas d'établir I'existence d’interactions
intramoléculaires plus éloignées. Les auteurs angpleurs mis en évidence des interactions
intermoléculaires entre I'hydroxamate et le solvantd’autres molécules peptidiques, selon

la polarité du milieu.

\ 0, O
s H
hydroxamateis hydroxamatdrans
exenmple d'interaction intramoléculafe
provoquant un repliement a[
Figure 10

Takeushi et Marshall se sont intéressés égalemempdiement de molécules peptidiques
et pseudopeptidiquéd En utilisant des méthodes de calcul de dynamicpiéculaire, ils ont
mis en avant le réle d’initiation des phénoménesegiements (en particulier formation fle

turn) que les motifs hydroxamate pouvaient inddaas des molécules pseudopeptidiques.

18y, Takeuchi and G. R. Marshall. “Conformationalalysis of Reverse-Turn ConstraintsNMethylation
andN-Hydroxylation of Amide Bonds in Peptides and Nagpfde Mimetics’J. Am. Chem. Sqd 998 120,
5363-5372.
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L'existence de liaisons hydrogene différentes aasr par le motif hydroxamate cause
des repliements des molécules peptidiques étudiéegssemblance de ces repliements avec
des structures retrouvées dans le milieu biologifuirn par exemple) nous interroge : les
N-hydroxy-peptides sont-il capables d’interagir aleecdomaine du vivant ? Ldd-hydroxy-

peptides peuvent-ils étre utilisés a des fins fhemtques ?

3. N-hydroxy-peptides biologiquement actifs

Bianco et al. ont étudié la digestion enzymatique HBihydroxy-peptides’ lls ont
comparé les résultats a ceux obtenus avec leurslbgues classiques. Ainsi, IBshydroxy-
peptides étudiés sont plus résistants aux digestionymatiques par la carboxypeptidase Y et
'aminopeptidase M que leurs homologues naturelBnsDun deuxiéme article, la méme
équipe s’'intéresse a la digestion enzymatique démesN-hydroxy-peptides par la-
chymotrypsin€® En revanche, pour cette enzyme, Nehydroxy-peptide SIINFEKL est
dégradé plus rapidement que son homologue clasdifjus’aidant d’expériences RMN, ils
mettent en évidence une interaction intramolécellpar une liaison hydrogéene, qui faciliterait
'hydrolyse par la-chymotrypsine. lls n’identifient pas clairementinieraction, mais
supposent qu'il s’agit d’'un échange du proton tdgdroxamate par la création d’'un cycle a 5
ou 6 centres impliguant des hydroxamatesou trans (Figure 10, ci-dessus), fragilisant la
liaison pseudopeptidique. lls notent également lgié-benzyloxy-peptide correspondant ne
se dégrade pas en préseneealymotrypsine.

Ainsi, un N-hydroxy-peptide peut avoir une activité biologigdeectement liée a la
formation d’'une liaison hydrogéne intramoléculaimpportée par I'hydroxamate. Cette
interaction peut également avoir lieu de maniér@rinoléculaire, entre le substrat et
'enzyme. Ce cas a été observé dans le cadre étuke portant sur une protéase responsable
du développement du sidh.Lors d'une série de tests visant & détermineraleivités

inhibitrices de produits synthétiques, un pseudtgepcontenant un motif hydroxamate a

" A. Bianco, C. Zabel, P. Walden and G. JudHydroxy-amide Analogues of MHC-Class | Peptidedrigs
with Nanomolar Binding Affinities'd. Peptide Sci1998 4, 471-478.

18 A. Bianco, D. Kaiser and G. Jund\-Hydroxy peptides as substrates dechymotrypsin”J. Peptide Res.
1999 54, 544-548.

19 M. Marastoni, M. Bazzaro, S. Salvadori, F. Borttland R. Tomatis. “HIV-1 Protease Inhibitors Caining
an N-hydroxyamino Acid Core Structur@®ioorg. Med. Chem2001, 9, 939-945.
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présenté une trés bonne activitésgl€ 144nM) anti-VIHin vitro. La stabilité du complexe
protéase-inhibiteur est renforcée par la créationedliaison hydrogene entre la fonctibh
hydroxy-amide du pseudopeptide et la fonction adddboxylique d'un acide aspartique
présent dans le site catalytique de I'enzyme (leiguy).

Asp25 lles0!

lle
Gly4s
/33 Valg2
N, 31 JCIA /—3

(Y
3.

valg2 P u
Ala28' le50
Asp25
Figure 11

Si cette molécule est trés intéressante pour sivit@diologiquein vitro, il semble que
son avenir en tant que molécule thérapeutique &pitemiére vue, limité car elle franchit tres
difficilement les membranes des cellules biologgu@ans lesquelles les virus se

développent).

Les polyoxypeptines A et B (Figure 12) sont deweragles deN-hydroxy-peptides
cycligues présentant des propriétés biologiquedressantes. Elles sont produites par une
bactérie de typStreptomycesEn 1999, I'équipe d’'Umezawa isolé, caractérisé, et défini
leurs structures. Ces molécules induisent lapaptasest-a-dire le suicide cellulaire,
d’adénocarcinomes pancréatigues humains (cellukxscéreuses). Les structures sont
depsipeptidigues (au moins une liaison peptidigieamplacée par une liaison ester) et deux

motifs hydroxamate sont présents.

K. Umezawa, K. Nakazawa, Y. Ikeda, H. Naganawagtridichi Kondo. “ Polyoxypeptins A and B Produced
by StreptomycesApoptosis-inducing Cyclic Depsipetides Containihg Novel Amino Acid (3,3R)-3-
Hydroxy-3-methylproline’d. Org. Chem.1999 64, 3034-3038.
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En 2001, la méme équipe a étudié la biosynthéseedamolécules en incorporant des
acides aminés et des acides carboxyliques & mawsisatopiqued’ mais l'origine des
motifs hydroxamate n’a pas encore été élucidéepll®x aucune étude sur le rble biologique
des motifs hydroxamate présents dans les structi@®epolyoxypeptines A et B n'a encore
éte faite et les interactions qu’ils peuvent awirsein de la cellule ne sont donc pas encore

connues.

Polyoxypeptine A: R=OH
polyoxypeptine B: R=H

Figure 12

Si le mécanisme d’action déshydroxy-peptides n’est pas toujours connu, ceetaide
leurs propriétés biologiques, impliguant la complion d’ions métalliques par
'hydroxamate, ont été largement étudiées.

4. Complexation de métaux

Bien que les acides hydroxamiques R-CO-NHOH sosaminus depuis 1869 avec la
découverte d’acides oxalohydroxamiques par Los§@eu de recherches ont été effectuées
sur ce type de molécule avant les années 1980.iH)emes acides faibles, qu’ils soient
naturels ou synthétiques, sont devenus I'une desgrandes familles de bioligarfds.

ZLK. Umezawa, Y. Ikeda, O. Kawase, H. Naganawa dminichi Kondo. “Biosynthesis of Polyoxypeptin A:
novel amino acid 3-hydroxy-3-methylproline derivfeoim isoleucine”. Chem. SogcPerkin Trans 12001,
1550-1553.

22.C. J. Marmion, D. Griffith and K. B. Nolan. “Hydxgamic Acids - An Intriguing Family of Enzymes
Inhibitors and Biomedical Ligand€ur. J. Inorg. Chem2004 3003-3016.
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De par leur affinité pour les ions métalliques, &&sdes hydroxamiques présentent une
grande variété de propriétés pharmaceutiiiédes produits sont capables d’inhiber une
diversité de métalloenzymes incluant les uréagesxygénases, cyclooxygénases, peptides
déformylases, métalloproteinases, en particulisrM@MPs (matrix métalloprotéinases). Ces
dernieres constituent une sous-famille de métatipmes a zinc reconnues pour jouer des
rbles clés dans les fonctions cellulaires normaasdégradant de nombreux composés

d’origine protéique selon le mécanisme indiqué darg&chéma 13.

Glu Glu

o&

HOH |—i

Glu
Q e\o J\Ala QAc\Q Ala

/énzi PRAS

Hs™ | THis Hs” | THis
Hs Hs His His

Schéma 1%

Le contréle de l'inhibition des MMPs peut étre mggsant dans des déreglements pouvant
apparaitre lors de cancers, ou de sclérose enelpgu exemple. L'acide hydroxamique
pourrait complexer le zinc de ces enzymes et pérenele les inhiber.
le batimastzitet

le marimastat® (Figure 13). Ces molécules ont des activités antiéreuses larges et ont

Deux exemples

d’acides hydroxamiques avec de telles activitésébétmis en évidence :

fait 'objet d’études jusqu’en phase IlI.

Iz

H
o

(@]
N\)J\ N
: H N\/\ NH;

< b

Batimastat

Marimastat

NHMe

Figure 13

% E.M.F. Muri, M.J. Nieto, R.D. Sindelar and J.S.IN&mson. “Hydroxamic Acids as Pharmacological Aggn
Curr. Med. Chem2002 9, 1631-1653.

24 R. J. Davenport and R. J. Watson. “An improvedisgsis of the broad spectrum matrix metalloprotease
inhibitor marimastatTetrahedron Lett.200Q 41, 7983-7986.
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La Desferrioxamine B (Desferal®) est un exemplaradécule complexante utilisé dans
le domaine médic&f Cette molécule est un sidérophore (c’est-a-dipabke de complexer le
fer) contenant trois motifs hydroxamate. Le comelectaédrique formé est trés stable,

soluble dans I'eau et donc facilement excrété 'pagdnisme par Desferrioxamine B
voie urinaire, par exemple. La Desferrioxamine Begente
également des propriétés complexantes avec d’alitnes
métalliques tels que I'étain (II), 'aluminium ()ille nickel (11),

le zinc (I1), le cuivre (), le plomb (ll)... Elle s ainsi utilisée

dans les traitements d’intoxications chroniquesaigués liées 3 N CHs
'empoisonnement par le fer, 'aluminium et quelguaétaux

durs. Elle a été utilisée avec du gallium 67 conmagent de -,
contraste en imagerie médicale. Figure 14

Depuis les années 1980, Akiyanaet al. ont étudié lesN-hydroxy-peptides. Si les
premiéres études de ce groupe s'intéressent aniaése de ces molécufés’ leurs travaux
se sont rapidement portés sur la complexation daurdar de$l-hydroxy-peptided® Ainsi,
Hara et Akiyama ont récemment synthétisé Ndsydroxy-peptides dérivés de faalanine
qu’ils ont reliés & un azote (Figure F8)formant ainsi des ligands hydroxamates tripodes
monotopiques (1 seul hydroxamate sur une brandheéitapiques (2 hydroxamates sur une
branche).

T, Kiss and E. Farkas. “Metal-binding Ability ofeBferrioxamine B.Journal of Inclusion Phenomena and
Molecular Recognition in Chemistry998 32, 385-403.

% K. Shimizu, M. Hasegawa and M. Akiyama&-hydroxy amides. |. Synthesis KfBenzyloxy and\N-hydroxy
Peptides via Ploymerization NFBenzyloxybL-a-amino AcidN-Carboxy anhydridesBull. Chem. Soc. Jpn.
1984 57, 495-499.

27 K. Shimizu, K. Nakayama and M. Akiyama\-hydroxy amides. IIN-Benzyloxy and\-hydroxy succinimide
Esters and Synthesis of a Hexapeptide Having amalting N-Hydroxy Amide-Amide Sequendalll. Chem.
Soc. Jpn.1984 57, 2456-2462.

2 M. Akiyama, K. lesaki, A. Katoh and K. Shimizu. “Nydroxy amides. Part 5. Synthesis and properfié o
hydroxypeptides having Leucine enkephalin Sequénde€hem. Soc. Perkin Trans., 1986, 851-855.

%Y. Hara and M. Akiyama. “An Iron Reservoir Modghsed on Ferrichrome : Irons(lI)-Binding and
Metal(lll)-Exchange Properties of Tripodal Monotogind Ditopic Hydroxamate Ligands with an L-Alaryl-
alanyl-N-hydroxy$-alanyl Sequencel. Am. Chem. Sq@001, 123 7247-7256.
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(0] (0] (0]
H\)J\ /\)j\ N
N N
(0] OH (o)
n 3

monotopique N=1 ou ditopique N=2

Figure 15

Les auteurs ont ensuite étudié la formation de ¢exes entre ces molécules et du
gallium, du fer, de I'indium et de I'aluminium. Isnt pu mettre en évidence que ces métaux
permettaient d’'organiser les structures. Ainsi pauligand tripode ditopique en présence de

fer (lI1), ils proposent le complexe présenté danBigure 16.

NH
o’/}\,N
upper site Ny O‘"'Fle""&o{ N
o | Yo
o}

PN
" ? 17
lower site f O g
o |
0.
- o

Figure 16™

L'objectif des travaux de Hara et Akiyama étaittddier les processus de séquestration et
de stockage du fer grace a des récepteurs atifigia revanche, ceux de Marsfallisaient
a utiliser des métaux pour préorganiser des stregfeptidiques a des fins de reconnaissance
moléculaire (Schéma 14).

%Y. Ye, M. Liu, J. L.-K. Kao and G. Marshall. “Pégie-Bond Modification for Metal Coordination: Pegeis
Containing two Hydroxamate GroupBiopolymers (Pept. Sci.2003 71, 489-515.
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Récepteur

Ligand peptidique Complexe

Reconnaissance
moléculsire

Schéma 14

Lors de leur étude, ils ont préparé dedN'-dihydroxy-peptides, établi des méthodes
d’analyse de leurs propriétés complexantes visagidifférents métaux, cherché a élucider
la structure tridimensionnelle des complexes. lf#dince de nature des ions métalliques mis
dans le milieu peut engendrer des différences lsegbtle conformation pour une méme
molécule gabarit. Ces changements de conformatoregnt étre employés par la suite pour
comprendre et optimiser la complémentarité desraot®mns entre ligand et enzyme (ou
récepteur).

Un tel concept a fait I'objet d'autres études, méssant intervenir des éléments
complexants sur les chaines latérales des acidieggihrou en bout de chaine peptidigiie.
En se concentrant sur la préorganisation du peppde une complexation entre les
groupements hydroxamate placés dans le coeur dideepties ions métalliques, I'équipe de
Marshall laisse les chaines latérales libres dagie avec le ou les sites ciblés. Cette équipe
ajoute ainsi un facteur supplémentaire d’optimigatile la reconnaissance de ce type de
molécule par une enzyme ou un récepteur. Ainsi, aém& de molécules incorporant deux
motifs hydroxamate a été synthétisée, variant kauraade I'acidea-aminé N-hydroxylé
(glycine, alanine, phénylalanine), 'espacementreeés deux motifs complexants et leur
nature (hydroxamate interne ou acide hydroxamiqle). Tableau 3 recense quelques

exemples de molécules synthétisées.

31 M. J. Kelso, H. N. Hoang, T. G. Appleton and DF&lirlie. “The First Solution Structure of a Singi¢elical
Turn. A Pentapeptide-Helix stabilized by a Metal ClipJ. Am. Chem. Sq&00Q 122 10488-10489.

32 M. Albrecht, P. Stortz, M. Engeser and C. Schali8plid-Phase Synthesis of a Double 4-Pyridinyl
Terminated Leu-Ala-Leu Tripeptide and Macrocycliaatby Palladium (I1) CoordinationSynlett, 2004 15,
2821-2823.
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Molécule Séquence

Pl | HVal-¥{CO-N(OH)]-Gly-Ala-Leu-NHOH

P2 | HVal-¥{CO-N(OH)J-Ala-Ala-Leu-NHOH

P3| HVal-#{CO-N(OH)]-Phe-Ala-Leu-NHOH

P5 | H{Leu"1{CO-N(OH)]-Phe-Ala},-OH

P7 H{Leu-H{CO-N(OH)]-Phe-Ala-Pro},-OH

P8 Cyclo-{Leu-{CO-N(OH)]-Phe-Ala-Pro},

P9 H-Leu~H[CO-N(OH)]-Phe-Ala-Pro-Leu-NHOH

Tableau 3

Les résultats montrent en particulier que la natlee complexes obtenus dépend de la
longueur de 'espaceur. Ainsi, dans le cas dutfers acides aminés entre le premier acide
aminéN-hydroxylé et le second hydroxamate sont nécessairéobtention d’'un complexe
métal-ligand 1:1. Avec des espacements plus counis,coordination intermoléculaire est

favorisée (Schéma 15).

Ligand peptidique, L
L@Fe’” L @Fe L,@Fe’,

Schéma 15

Cette étude aura permis de dégager certains pasm@ticiaux permettant l'utilisation
d’'un métal pour rigidifier une structure peptidiquBour obtenir une bibliothéque de
complexes métal-peptide, il sera nécessaire de fairier la nature des résidus et donc de

synthétiser de nouvealhydroxy-peptides.

III. Synthéses des Athydroxy-peptides

Nous avons vu que la présence d’'un groupement Ryldr@ur au moins un azote d'un
acide aminé modifie les propriétés d’'un peptidenmdési quelques propriétés intéressantes
ont déja été mises en avant, le potentielNiydroxy-peptides en termes d’applications n’'a
pas encore été bien élucidé. Ceci s’explique madifficultés rencontrées lors de la synthése
de ces molécules. Si la structure tekydroxy-peptides est tres proche de celle desdgegpt
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Chapitre 1. Peptides et N-hydroxy-peptides

les méthodes de synthése de la p&tieydroxylée sont plus complexes que pour les pegtid
classigues. Lebl-hydroxy-peptides ont donc attiré particulieremEaitention des chimistes

organiciens depuis plus d’une vingtaine d’anriées.

1. Rétrosynthése

a) La liaison pseudopeptidique

La synthese dé&l-hydroxy-peptides a partir du peptide correspondeest intéressante
que si l'on parvient & modifier sélectivement erdrimxamate une ou plusieurs liaisons
peptidiques choisies. Or, aucune oxydation séledw liaison peptidique directement sur le
peptide n'a été rapportée dans la littératfirinsi, dans I'état actuel des connaissances, pour
obtenir unN-hydroxy-peptide, il faut passer par un couplagecsé de I'azote d’'un acidél-
hydroxy-a-aminé ou d’'urN-hydroxy-peptide terminal avec I'extrémité acideim’peptide ou
d’'un acide aminé comme il est indiqué dans le Seh&f Sans groupement protecteur sur
'oxygeéne, uneO-acylation est possible. Il faut donc soit trouvdes conditions deN-
acylation sélective, soit protéger le groupe hygilexDans ce dernier cas, il faudra que le

groupement protecteur soit clivable pour redontgdroxamate apres couplage.

Ry R3
Ry
RN TN
H
(@] (@]
O-acylation

N-hydroxy-peptide

N-acylation

Schéma 16

¥ M. Marraud and R. Vanderesse. Houben-Weyl, “MeshafdOrganic chemistry”,"4ed., Vol E22¢; M.

Goodman, Ed.; Thieme: Stuttga203
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Avant de pouvoir effectuer le couplage sélectif karote, il faut étre capable d’obtenir
'acide aminé ou le peptidd-hydroxylé en position terminale. Nous allons desplorer les

techniques diverses décrites dans la littératuve pocéder a cas-hydroxylamines.

b) Les acides A-hydroxy-a-aminés ou dérivés

Indifféremment du fait qu’il s’agisse d’'un acide iagn ou d’'un peptide, les réactions
décrites dans la littérature permettant d’obtesrN-hydroxylamines a partir de molécules
commerciales ou d’accés simple peuvent étre classélen la nature de la liaison formée
(Figure 17). La classification qui en découle pdraie mieux comparer les méthodes entre
elles. En particulier, nous regarderons la facilitdcces, la possibilité de contréler la
stéréochimie des acidéshydroxy-w-aminés et si la molécule est facilement utilisgterr

I'étape suivante qui est M-acylation.

liaison N-O liaison C-C

Ry

\10 o)
I
~
RS R4
H\ Rs

liaison C-N

liaison C-H

liaison C-C

R, =Hou autre groupement  R; = résidu
R, =Hou autre groupement R, = ORouNHR

Figure 17

Intuitivement, la création de la liaison N-O a pad’acides aminés ou de peptides
équivalents semble étre la méthode la plus direbevant les difficultés liées a cette
méthode, la formation de la liaison C-N(O) parait @ine alternative intéressante tandis que
la création d’'une des deux liaisons C-C permetaeer a des résidus naturels ou non. Enfin,

la création de la liaison C-H semble allier flektbiet efficacité.
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2. Préparation d'acides N-hydroxy-a-aminés ou dérivés

Comme nous l'avant vu précédemment, nous allordieftauccessivement la formation

des liaisons N-O, C-N, C-C et C-H.

a) Formation de la ligison N-O

i. Oxydation
Obtenir des acide$®l-hydroxyw-aminés a partir des acidesaminés est a priori la
méthode la plus simple mais la suroxydation Hés/droxylamines produites complique les
choses.
L’équipe de Danishefsky a découvert au début desées 1990 une technique
d’oxydation d’amines primaires en hydroxylaminesugifisant du diméthyldioxirane a basse
température. Elle permet d’obtenir des esi¢tsydroxy-w-aminés énantiopurs avec d'assez

bons rendements (Schéma 17).

Qo—O
, acétone

- .
m ASC= RT W oon
o—o0
K , acétone
COOMe .
82%
NH,

-45°G— RT
W o

Schéma 17

L’équipe de Curci a appliqué cette oxydation aukles aminés a I'extrémité N terminale

protégée par un groupement Boc et a amélioré fnigee® Les membres de cette équipe

3 M. D. wittman, R. L. Halcomb and S. J. Danishefsign the Conversion of Biologicaly Interesting Anes
to HydroxylamainesJ. Org. Chem.199Q 55, 1981-1983.

% A. Detomaso and R. Curci. “Oxydation of naturagi&is by dioxiranes. Part4: A novel approach to the
synthesis of N-hydroxyamino acids using dioxirangstrahedron. Lett 2001, 42, 755-758.
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ont ainsi pu obtenir sans racémisation les adidbgdroxy-aminés dérivés, entre autres, de la

valine et de la leucine (Schéma 18).

s
m/h% oo _2ser m/’\jéi oo

: I 5-8h, -20to 0T n I
B Rdt = 57-82%% o

ol
o LTI

I
A O

H; b, R=CH(CHy);; ¢, R=CH,CH(CH3),|
H

n ca, R
n :d,R

Schéma 18

Néanmoins, I'utilisation de dioxirane conduit a déactions secondaires d’oxydation tres
génantes (Schéma 19). Ainsi, lors de l'essai d’'akipth de la leucine, la chaine latérale
hydrocarbonée s’est oxydée et le produit a alorkit sune réaction de cyclisation

intramoléculaire.

(o]

CF.
I B | UK i
Cl N\)J\ \)k
BOC/N\=)J\OCH3 H e &OCHS Boc/N-_ .
H —_— e z

W - MeOH \#
c
HC CHs o

CHs 21%

e

<

Schéma 19

Devant les difficultés rencontrées lors d’'une oxiatadirecte, des alternatives ont d( étre
trouvées. L'une d’elles est le passage par lesiodames.

ii. Passage par une oxaziridine

L’oxydation d’'une imine en oxaziridine a permis \d&ier les conditions d’oxydation car
l'oxaziridine risque moins de se suroxyder qu’undacN-hydroxy-w-aminé dans ces
conditions. Ainsi, en se basant sur les travauxmiit®ns®® Polonski et Chimiakont
synthétisé a partir d’acides aminés ou d’estersé@mdes séries D et L les hydroxylamines
correspondantes avec des rendements de 25 & 4ign{$20)*’

3 W.D. Emmons. “The preparation and properties cifivanes”). Am. Chem. Sqcl957 79, 5739-5754.
37T. Polonski and A. Chimiak. “Oxydation of aminddsesters intt\-hydroxyamino acid derivatives”
Tetrahedron Letf.1974 28, 2453-2456.
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R T) R
OR . . X OR'
CI,'Hg
o)
serieL © Me Me

acide monoperphtalique

MeO o '% O/Oﬁ’[\ h/kH/ORf
o’
Me

NOH
R /
OR 1. Tos-OH
+ Tos-OH .HOH 2. NHOH
MeC e}
Schéma 20

La méthode a été reprise par Grundke une dizaimendes plus tartl et améliorée. A
partir des chlorhydrates d’acidesaminés de la série L et dorméthoxybenzaldéhyde,
'imine est obtenue quantitativement. L’'oxydatiom ces imines par un équivalentrd€PBA
(acide meéta-chloroperbenzoique) dans le dichlorbaré a -15°C donne les oxaziridines
correspondantes avec des rendements proches dtitafifaha rupture de la liaison C-O de
loxaziridine est réalisée dans le méthanol avec équivalent de chlorhydrate
d’hydroxylamine. Apres neutralisation avec NaH{QO, les auteurs obtiennent les esters

N-hydroxy-a-aminés voulus avec des rendements entre 34 e(36Béma 21).

R
R
m-CPBA o\
NN OR' CH,Cl, OCHs
MeO
MeO

NH,OH, HCl
MeOH

34-70%

R NaHCO4/H,0
HO_ OR ~100% HO\L/'\"/OR'
H a  H
o

Schéma 21

%G. Grundke, W. Keese and M. Rimpler. "Optically ixetN-Hydroxy-o-L-Amino Acid Methyl Esters: An
Improved and Simplified SynthesiSynthesis1987 1115-1116.
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Feenstraet al. ont voulu augmenter ces rendements et avoir aacesleux énantiomeres
des acideqN-hydroxy-u-aminés, grace a la résolution enzymatique de méklnacémiques
d’amidesa-aminés®® L’hydrolyse des racémiques en présence d’une graptidase isolée
de Pseudomonas Putideonduit aux acides L et laisse les amides D istddtune part, les
acides aminés L permettent d’accéder a des arhidealroxy-a-L-aminés en passant par les
imidazolidinones correspondantes (Schéma 22). Béapart, les amides-D-aminés sont
utilisés dans des conditions décrites par Grundkdoanent les amidebl-hydroxy-u-D-
aminés correspondants (Schéma 22).

Série D

R résolution enzymatique R
H o estérification wH o
—
—»
H H
NH, OEt

résolution enzyrmtiquel l HNCH; 93 4 99%
R R
H o H
(@) \ o]
Hyl Hol
NH, NHCH;
sup & 95% -HO l p-(MeOQ)PhCHO l %&%ﬁ' O 72 a79%

N H
O

E\%r/%
oy
P
POS

2
8-

l mCPBA 24 488%

R

B H
HO— N @]

NH,
NH,OH, HCl l HJ\~>— NH\
p-(MeO)Ph
R EtOH/HC R
H NH,OH, HO  37278%
o
HOHN R

65 a83%

(2 étapes) NHCH;

wH
N o
HOH

NHCH,

Schéma 22

39 R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, A.M. ReichwaM.B.H. Lousberg and H.C.J. Ottenheijm. “Oxidative
Preparation of Optically Active N-hydroxy-amino Acids Amides.Tetrahedron199Q 46 (5), 1745-1756.
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Trés récemment, Di Gioiet al. se sont intéressés aux conditions d’ouvertureydle ale
l'oxaziridine.*° En utilisant AIC} comme acide de Lewis dans des conditions rigoeraest
anhydres, ils se sont apercus que des nucléoptil@guaient exclusivement le carbone de

'oxaziridine. lls ont ainsi obtenu des estBkhydroxy-w-aminés ( Schéma 23).

<

H,CO A
+
 —
OMe
o AlCl3/ PhCH,ONH, HoN
Q CH,Cly v
N ta 1h
= HO ove | 80% +
N
N
H,CO N
\ o ) §OCHs

H,CO
Schéma 23

Afin d'éviter des réactions de dismutation (Schérgalors de la purification sur colonne
de silice ou alumine (perte d’une quinzaine de pents de produit), ils ont piégé les estérs
hydroxy--aminés avec du triflate de triisopropylsilyle. Bette maniére, ils accédent avec
des rendements allant de 88 a 94% aux eskénglroxy-o-aminés protégeés (Schéma 24).

“0M. L. Di Gioia, A. Leggio, A. Le Pera, A. Liguoaind C. Siciliano. “Optically Puri-Hydroxy-O-
triisopropylsilyl-o-L-amino Acid Methyl Esters from AlGlAssisted Ring Opening of Chiral Oxaziridine by
Nitrogen containing Nucleophileg: Org. Chem.2005 70, 10494-10501.
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Avec TIPSOTF
o) (@]
\N\)]\ R Rendement (%0
Z OcHs
R CH,Ph %
HCO
CH,CH(CHy)» A
1. AlCl3/ PhCH,ONH,
CHCl CH(CHy), 92
ta 1h
2. TIPSOTF/ 1H-imidazole CH; 90
ta, 3h H 88
\l/ a
Si— O k”/ OMe + A + B
N
o)
Schéma 24

Les débuts difficiles des oxydations d’acideaminés en acidds-hydroxy-a-aminés ont
poussé les chimistes a trouver des alternativebiétygues a leur obtention, & commencer par

la formation de la liaison C-N.

b) Formation de la ligison C-N

Nous allons commencer par étudier un exemple imaht un malonate dans lequel la
forte acidité du proton ema permis de créer la liaison C-N. Comme nous allervoir par la
suite, la méthode de création de la liaison C-Ns@a®uvent par une substitution nucléophile
(SN) de groupements partants liés au carbenges précurseurs d’acidéé-hydroxy-o-
aminés. Les substitutions sur des acides ou est@remés, méthodes encore utilisées
récemment par certains groupes, ont donné de léso#tats d’obtention. Nous verrons aussi
les substitutions sur deshydroxy-esters, via la formation de triflates car pne réaction de
Mitsunobu, qui ont apporté certains avantages empeacaison a ces premiéres méthodes.

i. Utilisation de malonates

Dés 1958, Neelakantan et Hartung adaptent une itepehrantérieure pour obtenir des
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acidesN-hydroxy-a-aminés®* Pour cela, ils utilisent des diesters maloniquéssttués sur le
carbonea par le résidu de l'acid®&-hydroxy-w-aminé voulu et les traitent avec de I'oxide
nitrique en présence d'éthoxyde de sodium dansdiél. Le sel de sodium de l'acide
isonitramino est saponifié et décarboxylé. Puisespraitement a I'acide chlorhydrique et a
I'hydroxylamine, ils obtiennent I'acid-hydroxy-a-aminé désiré avec des rendements allant
de 45 a 65%.

COOEt
COOEt NoO,
ON—N  COOEt
H CooEt NaOEt
(EtOH) ONa
\ NaOH
COONa
COOH 1) HCAl
ON—N H
HOHN H 2) NH,OH \
ONa
Schéma 25

Aucun autre exemple utilisant ces conditions n&atéuveé dans la littérature. L’avantage de
cette méthode est la rapidité avec laguelle Nkaydroxy-amino acides sont obtenus a partir
d’'un réactif courant. Les désavantages sont leglitons dures utilisées, ce qui limite la
nature du groupement R, l'impossibilité de contr@& stéréochimie diN-hydroxy-amino
acide et les rendements moyens obtenus (vraiselatriabt li€és au fait que c’est un acide et
non un ester, impliqguant une dégradation du prpduit

ii. Substitution nucléophile d'un brome

En 1967, Buehler et Brown décrivent une réactiosulestitution d’esterg-bromés avec
un aldoxime et obtiennent les nitrones correspaiedaavec des rendements allant de 54 a
91% (Schéma 26¥ lls hydrolysent ensuite en milieu acide ces niree qui leur fournit les
acides N-hydroxy-a-aminés avec des rendements allant de 45 a 74%ull noter les
conditions dures utilisées lors de cette hydrolgsec de l'acide chlorhydrique aqueux
chauffé a plus de 100°C, ce qui rend cette réagt@nattrayante.

*1 L. Neelakantan and W. H. Hartung:-Fydroxylamino Nitriles andi-Hydroxylamino Acids”J. Org. Chem.
1958 23, 964-967.

“2E. Buehler and G. B. Brown. “A General Synthe$isldydryamino Acids’J. Org. Chem.1967, 32, 265-
267.
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Ph—CH
Il o]
N ool o
_(H T Na+, O R— Ic— C—OR HO aq
R—+C}+C—OR — - -
I|3r n H?y N+\O *
Ar
Ri= H R= Et
CoHs Na
CHCgHs =1
CH,CH,COOEE >
COOEt 3

Schéma 26

En 1976, Polonski et Chimiak décrivent une méthtwée similaire a celle de Buehler et
Brown mais changent les conditions drastiques dtiyde a I'HCI aqueuf® Ainsi, ils
mettent au point deux techniques d’hydroxylaminelysn passant par la nitrone
correspondante, leur permettant d’isoler des ebtdngdroxy-a-aminés ou leurs sels avec des
rendements variant de 76 a 92 % pour I'étape diwgdaminolyse (Schéma 27). Il est a noter

gu’aucune indication sur la stéréochimie des ptsdiest donnée.

OH o) NOH

OR

Ry \
R OH o NOH

Schéma 27

Parallelement a la préparation dé$ydroxy-amino acides (et dérivés) par la formation
d’une nitrone, plusieurs équipes se sont intéresséme substitution directe du brome. Ainsi,
Kolasa et Chimiak étudient en 1974 la préparat®N-thydroxy-peptides et synthétisent pour

*3T. Polonski and A. Chimiak. “Nitrones as internagds in the synthesis NEHydroxyamino Acid EstersJ.
Org. Chem.1976 41, 2092-2095.
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cela des acidedN-alcoxy-aminéd? L'utilisation d'alkylhydroxylamine leur permet de
protéger I'hydroxyle lors de la substitution du ime sur le carbone de I'ester. Ainsi, ils
préparent debl-alkoxy-amino esters avec des rendements comptrie &6 et 100 % (Schéma
28).

OR; O
I NH,OR, |
R—C—C—OH ————> H o
(EtOH)
Br
Ry
R,=H R, = Bn 15 & 100%
H Me LouDoulD
3 iBu
CH(CHy), nBu
CHoPh
CH,CH(CHg),

Schéma 28

Cette méthode de synthese des acidmnzyloxye-aminés a été reprise récemment
pour synthétiser dell-hydroxy-peptides inhibant la protéase du Hf\Les N-benzyloxy-
glycine, N-benzyloxyt et D-phenylalanine sont préparés a partir debromo-acides
correspondants avec des rendements de 45 a 65%acitiesN-benzyloxye-aminés sont

alors intégrés dans une synthése peptidique ssewide pour obtenir les produits voulus.

o (|)Bn o
NH,OBN heése idique
Br OH L» H OH synt—pept» “ produits désirés
(DMF)
Ry Ry
R;= H 45 4 65%
CH,Ph (LouD)
Schéma 29

Les estersi-bromés substitués sont difficiles a obtenir de iBr@nénantiopure ce qui
limite la méthode (sauf pour les dérivés de la igls® méme si quelques exemples dans la

littérature existent, comme nous l'avons vu.

*T. Kolasa and A. Chimiak O-protected derivatives ®-hydroxyamino acidsTetrahedron1974 30, 3591-
3595.
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iii. Substitution nucléophile d'un triflate

Contrairement auxa-bromo-esters, lesu-hydroxy-esters énantiopurs sont aisément
accessibles. Il était donc tentant de les utiliseajs une activation de Il'alcool est alors
nécessaire. Des tosylates et des mésylates corotivateurs ont été essayés mais une
racémisation avait liet?. Feenstraet al. ont synthétisé des triflatés situ & partir des alcools
correspondant® L'addition d’hydroxylamineO-benzylée en présence de lutidine comme
base permet d’accéder alors aux dérivés d'adiHlesnzyloxye-aminés voulus (Schéma 30).

o o R H
R (CRsS090 NH,0Bn oo
oR Lutidine 3 oR BnO—N R
HO H O H S

|

Couplage peptidique

Schéma 30

Plusieurs acidebl-hydroxy-w-aminés ont été obtenus avec de bons rendememntigokis et

optiques (Tableau 4).

Rendement (%)
Configuration R R Chimique optique
R Et CHgz 89 100
R Me CH,Ph 84 100
R Me CH,CH(CHy), 78 100
R Me CH,COOCH; 83 %5
S Me Ph 88 76
Tableau 4

Lorsque ces travaux ont été effectués, seuls tesseshydroxylés de configuratio8 étaient
commerciaux. Pour obtenir les acidgshydroxy-a-aminés L, il fallait partir des estess

hydroxylés de configuratioR. Pour cela Feenstrt al. ont mis en place une méthode de

5 R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, R.J.F. Nivand H.C.J. Ottenheijm. “Interconversion of (R) §83+-O-
benzyle-hydroxylamino acid esters of high optical purityétrahedron1988 44 (17), 5583-5595.

6 R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, R.J.F. Nivand H.C.J. Ottenheijm. « An efficient synthesis\ef
hydroxy-a-amno acid derivatives of high optical purityTetrahedron Letf.1987 28, 1215-1218.
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synthése de ces estétsA partir des esters-hydroxylés de configuratiors, le triflate
correspondant est mis en présence de DMF. Une Rgdret une alcoolyse acide donnent

I'estera-hydroxylé de configuratioR (Schéma 31).

R R
\ H H
OR OR
H H
o)
(CF3S02)0 -
Lutidine ROH
R v R o R
wH oH oH
N OR DMF M or HO S OR
TO > o > o
o} o o o}
Schéma 31

L'utilisation des triflates dérivés des estarlydroxylés est plus commode que celle des
a-bromo-esters pour obtenir des$-hydroxy-amino acides, car les estexshydroxylés

énantiopurs sont plus facilement accessibles.
Parallelement aux synthéses utilisant les triflapdissieurs équipes ont mis au point des

synthéses d’acidd¥-hydroxy-w-aminés en utilisant la réaction de Mitsunobu.

iv. Substitution nucléophile dans les conditions de Mitsunobu

La réaction de Mitsunobu est une réaction doucengeant 'acces a de nombreuses

fonctions a partir d’alcools primaires, secondaias tertiaires avec une inversion de

configuration (Schéma 329.

“70. Mitsunobu. “The Use of Diethyl Azodicarboxylated Triphenylphosphine in synthesis and
Transformation of Natural ProductSYynthesis1981 1-28
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R R,OOC—N—N—COOR, R

o—OH + R—H > Ri—,
rY "R
R PPhy R"
Meécanisme: R
R:LA(W//R'
R
®
R,O00C—N—=—=N—COOR,
+
PPhy Inversion de configuration PhyP=0

R

\\)—QP"P%
R.\\R&/ -

RIO0C—I—N—CO0R, R R
P+Ph3 R.\\\“
—~— R - R,OOC-NH-NH-COOR,
RyH H
RyO0C—N—N—COOR;, Ry
P*Phg
Schéma 32

L'application de la réaction de Mitsunobu a desesi-hydroxylés afin d’obtenir des
hydroxamates a été essayée une premiére foisdzaripe de Mille?® qui s’est rapidement
heurtée a la baisse des rendements du produit eoytuofit de produits secondaires (Schéma

33). Ces probléemes sont essentiellement liés ifidation du réactif de Mitsunobu en exces.

Troc rdts:20-82%
R
o O)\ n}>\cozcw
H )L R,OOC—N—N—COOR, OBn
>< + Troc NH >
H CO.CHy \ PPhy + +
oBn
THF R OCH; R /COLHy
—( e=¢
R= H Y . H
CHs e 4 O RIOC™ N\'|\'/ H,‘\l/ N ORs
CH,CHg G>K/ ‘121 COR,; COR,
CH(CHa)2
CH,Ph o
CHCH(CHg)2

Schéma 33

8 T. Kolasa and M. J. Miller. "Reactions @fHydroxy Carbonyl Compounds with Azodicarboxylases]
Triphenylphosphine: Synthesis @N-Hydroxy Amino Acid derivatives.J. Org. Chem.1987 52, 4978-4984.
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L’équipe de Hanessian a amélioré cette méthode esnplacant les groupements
protecteurs de [I'hydroxylamine, augmentant ains lendements (62 & 919%).En
synthétisant des acides aminlshydroxylés,N et O substitués, grace a la réaction de
Mitsunobu, ils ont montré qu’il était possible denserver de bons excées énantiomériques (82
a 96%) avec cette méthode (Schéma 34).

THF, 0T AN

O R\)j\
DEAD/PPh3 Y OMve
R + R;NHOR: —_— z
OMe 1 2
O_|

R= CH, Ry, R, =CbZ
ou
CHCHy R, =PhOCO, R, =Boc
CH(CHy),
CH,Ph
CH,CH(CHy),
Schéma 34

Si les essais de contrOle de la stéréochimie @neptourageants, flut noter que les
conditions de déprotection, sans rupture de ladiaiN-O, de l'azote des hydroxylamines
synthétisées ne sont pas encore décrites. D'aessais de contrdole de la stéréochimie
appliguée a la synthese d’'acides amiheélsydroxylés ont été décrits au début des années
1990 en utilisant une copule chirale.

v. Amination électrophile d'un énolate chiral

Oppolzer et Tamura se sont aidés de sultames pduiré et contrdler la configuration du
carbone o d'acides N-hydroxy-w-aminés® Utiliser les deux sultames énantioméres,
facilement accessibles, permet de synthétiserdas géries d’acidds-hydroxy-a-aminés. Le
sultame est introduit comme copule chirale suralbenyle de I'acide activé. La liaison C-N
est ensuite créée diastéréosélectivement grace-ehlorb-1-nitrosocyclohexane qui est
hydrolysé en groupement NHOH. Ainsi, Oppolzer eiliea ont obtenu certains acidis

%9'S. Hanessian and R.Y. Yang. “Synthesis of N-hygiesamino Acids froma-Hydroxy Acids with High
Enantiomeric Purity.'Synletf 1995 633-634.

0 W. Oppolzer and O. Tamura. “Asymmetric synthe$is-amino acids and-N-hydroxyamino acids via
electrophilic amination of bornanesultam-derivedlates with 1-chloro-1-nitrosocyclohexan&é&trahedron
Lett, 199Q 31 (7), 991-994.
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hydroxy-w-aminés de la série D (Schéma 35) avec de bonss eédm@ntiomériques (82,6%
étant le plus faible, pour Md-hydroxy-a-phényl-glycine).

NH

R= CH,CH=CH,
CHyPh

Ph

NaH, RCH,COC! or
AlMes, RCH,CO,Me

1. NaN(SiMes),

2 1. aq. LIOH (0,3N), THF
a DiHO 2. Dowex W X 8 (forme H*) HO
X : ;

- A :
\”/\R HO\”/\R
/N\”/\R 3.1Nag. HCl, TA I 75-100%
SO,
o

Schéma 35

Les conditions basiques pour retirer la copuleadhisont un léger inconvénient de cette
méthode. S’il n'existe pas d’autre exemple utilisan sultame pour créer la liaison C-N, ces

copules chirales ont permis dans plusieurs exemples créer la liaison C-C
diastéréosélectivement, ce que nous verrons uplpsuoin.

c) Formation des ligisons C-C

Les oximes et les nitrones sont des précurseursooies a la préparation dsshydroxy-
peptides. Les insaturations qu’elles présenteningient une formation des deux types de
liaisons C-C. Nous allons voir comment il est polesa partir de ces composés et de préparer

des acidesl-hydroxy-a-aminés (et dérivés) en créant les liaisons C-C.

i. Création de la liaison C-C entre le C, et I'acide carboxylique

e Oximes

La création de liaison C-C par addition de cyanw@sdes oximes est connue depuis
longtemps!! Neelakantan et Hartung ont mis au point trois negres permettant d’obtenir

des nitrilesN-hydroxy-u-aminés précurseurs des acitelydroxy-w-aminés correspondants.
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La premiere méthode utilise I'addition du cyanutlydrogene anhydre sur des oximes et
permet de récupérer les produits avec des renderaltamit de 60 a 67% (Schéma 36).

R= | Rendements (%0)
NOH Loy HOH H CHaCHCHg s
— CH(CHy), 60
H R ©N (CHp)sCHy 67
CH,CH(CHa), 65

Schéma 36

La deuxieme méthode est une adaptation de la o@adti Strecker. Des aldéhydes et des
cétones sont mis en solution aqueuse avec de 6kytmine, puis du cyanure de sodium.
Les rendements varient de 42 a 98% (Schéma 37)eEmche les auteurs notent que cette
réaction n'a pas permis de récupérer les produiiglug avec le benzaldéhyde, le
phénylacétaldéhyde, I'hydrocinnamaldéhyde et lagkénone.

R R Rendements (%)
o NH,OH, HCl HOH R
FJ[\ NaCN CHs H 42
—_—
CH(CHg), H 80
R R ©CN
HO) CH,CHg CHz 50
CH,CH(CHy), H 85
€yelo- CHCH,CH,CH, 95
cyclo- CH,CH,CH,CH,CH, 98
Schéma 37

La troisieme technique fait appel & 'oxime, auubii,e de sodium et au cyanure de
sodium. Aucune réaction n’est observée entre I'exghle cyanure de sodium si le bisulfite
est absent. L'ajout de bisulfite permet la format@un produit intermédiaire via I'addition
de sulfite sur 'oxime (Schéma 38). Les nitrilshydroxy-w-aminés sont obtenus avec des
rendements allant de 35 a 95%.
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R R Rendements (%)
CHg H 50
NOH HOHn><so3 HOH7\><CN CH(CHa), H 90
CH,CH, CHg 35
R)‘\R' (H0) (HZO) R R CHzCH(CI—b)Z H 95
cyclo- CH,CH,CH,CH, - 95
cyclo-CH,CH,CH,CH,CH, 95

Schéma 38

L’hydrolyse des nitrileN-hydroxy-a-aminés a I'acide chlorhydrique dans I'eau perneet d
récupérer les acidds-hydroxyu-aminés avec des rendements allant de 40 a 65%esur
exemples présentés (Schéma 39).

R R Rendements (%)
CH, H 40
I—DHN><CN HOHV\><COOH CH(CHY), H 5
0 CH,CH, CH, 50
2 (CHCHs H 65
CHCH(CHa) H 60
cyclo- CHCH,CH,CH, 60

Schéma 39

Si l'addition du groupement nitrile se fait relament bien, les conditions dures
d’hydrolyse des groupements nitriles en acidedionitté le développement de cette méthode.
Les études plus récentes utilisant des nitronespennis d’obtenir avec des rendements
comparables des acidishydroxy-a-aminés.

¢ Nitrones
En partant d'amines secondaires surtout cycligMesahashi et Shiota ont synthétisé des
acidesN-hydroxy-w-aminés racémiques directement par une additioféopbile de cyanure
de potassium sur la nitrone formée in situ, avex @dements de 72 a 90%, ce qui est
comparable & la méthode précédente utilisant lémes® L’hydrolyse de ces nitriles a
permis d’obtenir des acideN-hydroxy-u-aminés secondaires (doublement substitués au
niveau de l'azote) cycliques avec des rendemen85de93% (Schéma 40 ). Il faut noter que

*1 S.1. Murahashi and T. Shiota. “Short-Step SynthesiAmino Acids andN-Hydroxyamino Acids from
Amines” Tetrahedron Letf.1987 28, 6469-6472.
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les conditions d’hydrolyse dans ce cas sont plusedHCI 4N) que celles de Neelakantan et
Hartung (HCI concentré).

Exemple d'acides N-hydroxy-o-aminés synthétisés
N : Na WO, Y Rs > Ry N =
3

\k R
N COOH
| N
OH OH

\ H,0, H*
e H H CHg
Ry N 2
Ry —=— | cooH
OH
COOH

Schéma 40

La formation d’acidedN-hydroxy-a-aminés dont I'hydroxylamine est inscrite dans un
cycle, permet leur insertion en bout de chaineigiepie mais pas dans le « cceur » du peptide
par une liaison pseudopeptidigue CO-N(OH). Lesuanst n'ont pas développé dans cet
article la méthode pour des acidéfydroxy-w-aminés non cycliques.

Merino et al. utilisent une nitrone chirale correspondant autsym « cation glycinate »
sur lequel ils additionnent diastéréosélectivemengroupement alcyrié.Le trichlorure de
ruthénium et le périodate de sodium sont utilisésr xyder ce groupement propargyle en
acide. Enfin, I'ajout de diazométhane permet d'obtéester. Il est cependant a noter qu'il
n'est pas encore rapporté dans la littérature udilhade permettant de cliver le groupement

benzyle sur 'azote sans toucher la liaison N-O.

2P, Merino and S. Franco. “Asymmetric Addition Riéarts of Lithium (Trimethylsilyl)acetylide with Chal a-
Amino Nitrones. Synthesis of DiastereomericallydNrHydroxye-amino Acids”J. Org. Chem.1998 63,
5627-5630.
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#\QHBOC LiC=CSiMe, %\QHBOC ™S \/I\EJHBOC
: H 2 O\/\/ Bual\” o\/\/
(THF) / -80C (THP)

’O/N+\Bn HO/N\Bn HO/N\Bn

Ac,0O
(pyridine)

#\'%IHBOC DRUCL \/I\I;JHBoc 2

-
2) CHN,
ACT Bn AcO Bn

pZ
\
F

Schéma 41

ii. Création de la liaison C-C entre le C, et le résidu

e Oximes
A la fin des années 1988I'équipe de Miller s’est penché sur la créationaléaison C-C

d’acides N-hydroxy-w-aminés a partir d’éthers d’oximes. Pour cela, femmbres de cette
égquipe ont essayé d’'additionner les résidus R déscaminés a l'aide d’organométalliques. Si
les essais d’organomagnésiens et d’organozinciqoes pas donné les résultats voulus, les
organolithiens ont permis d’accéder a des acitdbgdroxy-w-aminés protégés au niveau de
l'oxygene de I'hydroxylamine avec des rendementsamh de 63 a 80%. Ainsi, les auteurs
ont montré que l'addition se faisait uniguement $ardouble liaison C=N lorsque le
carbonyle est fortement désactivé comme dans ldicaarboxylate et de 'amide.

Molécule R, Ry R3 R-M Rendements (%0)
R,O—N b R R,O—NH
\>—COR3 >VCOR3 b Bn H OH s-BuLi 63
R 2 H R R f Bn Me OH MeLi 67
p Bn H NMePh  tBuli 80
Schéma 42

Les auteurs ont alors testé différentes méthodésduttion en greffant des
groupements chiraux au niveau de I'éther d’oximedeul’amide. Lorsque des inductions

asymétrigues sont observées, les exces diasténgos®rarient de 20 a 47% (Schéma 43).

*3a) T. Kolasa, S. Sharma and M. J. Miller. “Reatsiof organometallics with oximes. Synthesis-O-
hydroxy amino acidsTetrahedron Lett.1987 28 (42) 4973-4976. b) T. Kolasa, S. Sharma and M. J.exill
“a-N-Hydroxyamino Acid derivativesTetrahedron198§ 44 (17) 5431-5440.
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Induction par un éther d'oxime R rM | R ©9 dastérémﬁque (%)
O
R ‘N ) R*/ o. NH () CH(Me)Ph n-BuLi 70 (o]
oH 1 RL
OH t-Buli
2) H" /H,0 @) CHVe)Ph ® %040
o R )
le) @ THP n-BuLi 30 30
(R)-CHPh(CH,OMe) | Nn-BuLi 33 33
Induction par un amide R* R R-M Rendement Exces
%) diastéréomérique (%)
CH,Ph
ki freen (D)-NHCH(Me)Ph H | nBul 79 )
o g o
‘N HRL NH (D)-NHCH(Me)Ph H tBuLi 79 a7
R* R*
R 2) H" H,O R (RS)-NHCH(Me)CH(OR)Ph | CHz | tBulli 68 33
R
o) o ) ’
(S)-NHCH(iPr)COOH H n-BuLi 53 20
Schéma 43

Les inductions sur ces exemples donnent des exiléled, mais par la suite plusieurs
travaux reprennent les sultames comme copuleslehitars d’additions diastéréosélectives
sur des oximes. En 1996, Hanessian et Yang ontemigaction des bromures d’allyle en
présence de zinc avec une telle oxime (Schémaw#)des rendements allant de 88 a 99% et
des rapports diastéréomériques allant de 84:161299

o R, O R

Zn (Poudre) 1 e
i | Rz/g/\ Br NH,Cl (ag) Yz :
S Rs (TR S H'_\\ R3
O, OBn ©; OBn
R1= HouCHs,

R>= HouCH;ou Ph

Rs= H ou CHg ou COOMe

Schéma 44

** 3. Hanessian and R.-Y. Yang. “The Asymmetric Sgsithof Allylglycine and Other UnnaturalAmino
Acids via Zinc-Mediated allylation of Oximes in Agous MediaTetrahedron Letf.1996 37 (30) 5273-5276.
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Miyabeet al. ont ensuite additionné de maniére radicalairaastéréosélective différents
groupements sur la méme oximdls ont fait varier les différents paramétres eler Iréaction,
afin de déterminer les conditions optimales dediddn (Schéma 45).

"Re" O
N)H/ NHOBN
/
Acide de Lewis SO, R
RI
Initiateur de radicaux
iPr Solvant
Et
tBu
iBu
sBu
(CHy:C
Schéma 45

Miyabe et al. se sont également intéressés a I'addition diastétéctive de groupements

allyles sur cette oxime a l'aide d’iodure d’indilghde palladium (Schéma 46) avec des exces
diastéréomériques variant de 60 a 95%.

o
Pd(PPhy),, Inl NHOBN
AN
o R/\/\ X S/
o,
NOBNn + ou |
/ e
H
3 )\/ o)
R Pd(PPhy),, Inl
(THF), 20C NHOBN
20h /
S
L
R
Schéma 46

Avoir une copule chirale facilement clivable apesidition d’organométalligue semble
étre une voie d’accés aux acidedydroxy-w-aminés et leurs dérivés. L’inconvénient est la

difficulté de cliver la copule sans risque pourdste de la molécule.

5 H. Miyabe, C. Ushiro, M. Ueda, K. Yamakawa andN&ito. “Asymmetric Synthesis ofAmino Acids Based
on Carbon Radical Addition to Gloxylic Oxime Ethér"Org. Chem.200Q 65, 176-185.

5 H. Miyabe, Y. Yamaoka, T. Naito and Y. TakemotRejioselectivity in Palladium-Indium lodide —Medielt
Allylation Reaction of Glyoxylic Oxime Ether ardtSulfonylimine”J. Org. Chem.2003 68, 6745-6751.
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¢ Nitrones

Merino et al. utilisent une nitrone chirale correspondant aursym « cation glycinate » et
deux acides de Lewis différents (le dibromure de #t le chlorure de diéthylaluminium)
pour introduire de maniere diastéréosélective lesidte R par [l'utilisation d’un
organomagnésieti. lls obtiennent ainsi des dérivés d'acidésydroxy-o-aminés de la série
L ou de la série D (Schéma 47). Le contrdle dedatdréosélectivité se fait en fonction de la
nature de l'acide de Lewts.Ainsi un acide de Lewis de type BiC| permet d’obtenir
lisoméreAnti et ZnBpk, le Syn Comme indiqué précédemment, il n'est pas posdibleliver
le groupement benzyle sur l'azote sans toucheai&oh N-O .

ok b e
1) Et,AICI 1) ZnBr,
O\)\/ R O\)\n/ H > O\)\r R
Y 2) RvgBr 2) RMgBr
- ds =90-91% ds = 82-95%

Ho en o N Bn Ho Nen
Anti R=Me, Et, Ph, Bn R=Me, E, Ph, Bn Sn
1) Ac,O ||| 1) AcO
s, 5 NaaD,
4) CH,d, OCZH 4) CHxCl,
+ N

R COMe synthon cation '\"802%/ R
Y glycinate
N_
B Noac A" en
RYCOZMe MeOZK‘/ R

H, PA(OH)/ C

&Zgo%)és.c 5jours NHBoc NHBoc Boc,O, 70 psi, 5jours

(MeOH-ACOEY) Acide aminé L Acide aminé D (MeOH-ACOEY)
Schéma 47

Nous avons vu dans les exemples précédents quksdtion de nitrones et d’oximes
permet d’envisager via la formation des liaison€ Gmne synthése diastéréosélective de
dérivés d’acided-hydroxy-w-aminés. Cependant, il existe des difficultés d'erslynthétique
comme le clivage des copules chirales qui limitsttiellement ces voies d’acces aux acides
N-hydroxy-a-aminés.

Une autre maniere permettant d’obtenir des adidagdroxy-o-aminés tout en contrdlant

leur stéréochimie se trouve dans la formation diilson C-H.

" P. Merino, E. Castillo, S. Franco, F. L. Merchad &. Tejero. “Enantiodivergent Approach to D- 4nd
Secondar\N-Hydroxy-o-amino Acids by Using N-Benzyl-2,3-O-isopropylideDeglyceraldehyde Nitrone as an
Effective N-Hydroxyglycine Cation Equivalend’ Org. Chem.1998 63, 2371-2374.

*8 P, Merino. “New developments in nucleophilic aftufis to nitrones’C. R. Chimig2005 8, 775-788.
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d) Formation de ligison C-H

La formation de la liaison C-H implique généralenkutilisation de dérivés borés qui
permettent d’arréter la réduction a I'hydroxylamisans aller jusqu’a I'amine. Toutefois, il
existe au moins un exemple n'utilisant pas de bopoer obtenir I'hydroxylamine par

réduction. Nous allons d’abord voir cette méthode.

i. Réduction de dérivés nitrés

e

la synthése de pseudopeptides cycliqdesinsi, cette équipe a mis au point une technigeie d
réduction utilisant du zinc en phase aqueuse. Beuipes différentes avaient précédemment
montré qu'il était difficile de s’arréter a 'hydxglamine & partir de dérivés nitr&sL'équipe

de Rajappa a néanmoins obtenu les pseudocyclopsmtirespondants avec des rendements
allant de 40 a 85% (Schéma 48). Il est cependamiot@r qu’aucun contrdle de la

diastéréosélectivité n’est rapporté dans cet articl

o R, o R, Ry R
1

02N>8‘\ ’\A\H/ORS Znvag NHLCUEoH HOH%’\A\H/ORS R N
R Ry |L1 o R Ry |L1 o HO/’\H)\Rz

R; = Hou alkyle
R, = H, alkyle ou aryle

R; = alkyle

R, = H et/ou alkyle

Schéma 48

Les auteurs invoquent la difficulté pour contrdkeréduction afin que celle-ci s’arréte a
'hydroxylamine, c’est pourquoi l'utilisation de deés borés a été particulierement étudiée

car elle permet une réduction douce s’arrétartyatoxylamine.

9P, Chittari, V. R. Jadhav, K. N. Ganesh and SaRa. “Synthesis and metal complexation of chiraldo-
or 3,3-bis-allyl-2-hydroxypyrrolopyrazine-1,4-disiel. Chem. Soc., Perkin Trans1B98 1319-1324.

®9a) H. Feuer, R. S. Bartlett, B. F. Vincent, Jd & S. Anderson. “Diborane Reduction of Nitro Saft New
synthesis of N-Monosubstituted Hydroxylaminds'Org. Chem.1965 30, 2880-2882. b) G. W. Kabalka and
L. H. M. Guindi “Selected reductions of conjugatetioalkenesTetrahedron199Q 46 (21), 7443-7457.
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ii. Réduction d'éthers d'oximes et d'oximes

La réduction des oximes et celle des éthers d’oxis@nt souvent menées en paralléle
dans les articles que nous allons voir. Ces réalustimpliquent l'utilisation de dérivés borés.
Nous verrons d’abord les réactifs de type diborane BH-THF (complexe borane-
tétrahydrofurane) qui sont utilisés pour réduires aximes simples en hydroxylamines.
Ensuite nous examinerons les exemples de rédustionettant d’accéder alkhydroxy-o-
amino-acides ou a leurs dérivés. Pour cela, nouslietbns les exemples avec le

cyanoborohydrure de sodium et les dérivés de tgpane-amine.

e Diborane et BH;-THF
En 1965, Feueet al. rapportent une technigue de réduction d’alkyled'atyles oximes
en hydroxylamines en utilisant du diborane darfBHE avec des rendements de 50 a §1%.

R: 1) BoH R:
NOH NHOH
R 2) Hydrolyse R

50-91%

R= Houalkyl
R = alkyl ou aryi

Schéma 49

Un mécanisme est proposé dans cet article (Sch8naés auteurs se basent sur le suivi
de la consommation d’hydrure par analyse élémengtirsur des analyses infra-rouges et
RMN *H. Trois étapes sont proposées pour la réductisnodénes. La premiére étape est
l'addition de borane sur le groupement OH de l'oxincte qui libére une molécule
d’hydrogene. La deuxieme étape est l'addition ddeuxiéme équivalent de borane sur
'azote de I'oxime, ce qui conduit a la réductiom ld double liaison. La troisieme étape est
'hydrolyse de cet intermédiaire.

®1H. Feuer, B. F. Vincent, Jr. and R. S. Bartléfhé Reduction of Oximes with Diborane. A new Systa®f
N-Monosubstituted Hydroxylamineg’ Org. Chem.1965 30 (9), 2877-2879.
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R BH; R /OBH2 BH; R A/OBHZ
>:NOH >:N +H, >=N
R THFE R R \/\BHz
R= Houalkyl H
R = alkyl ou aryl
R H* oU OHF R /OBH2
——NHOH >—N\
R R BH,
Schéma 50

Des essais ont été réalisés pour réduire des dtlotimes avec ce type de réactif, mais la
liaison N-O est coupée et I'on obtient 'amine atdool correspondants. Par ailleurs, aucun
exemple utilisant ce type de borane n'a été trquwmdr la réduction d’oximes en acidBis
hydroxy-a-aminés ou leurs dérivés.

Nous allons donc d’abord voir les méthodes de r@mlual’oximes et éthers d’oxime

rapportées avec du cyanoborohydrure de sodium.

e NaBH;CN
En 1982, Jahngen et Rossomando utilisent le cyanbipdrure de sodium pour réduire
'acide a-hydroxyimino-acétique emN-hydroxy-glycine, ce qui leur permet d'accéder a la
hadacidine (Schéma 5% Le rendement de la réduction est de 77%. Cettactiésh permet
d’obtenir un premier acid&l-hydroxy-w-aminé. Dans cet exemple, nous pouvons voir la

chimiosélectivité du cyanoborohydrure de sodiumrguréduit pas l'acide.

77%

)
NOH NHOH )\\
k NaBH;CN / MeOH k (CHCO),
———  HoN
COH pH<3 COH HCO,H k

CO,H
76%
Hadacidine

Schéma 51

®2E. G. E. Jahngen, Jr. and E. F. Rossomando. ‘ffiithesis of hadacidin: sodium cyanoborohydride cédn

of a-oximinic acids”Synth. Commun1982 12 (8), 601-606.
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En 1994, Zimmeret al. réduisent des triméthylsiloxy-#1,2-oxazines avec du
cyanoborohydrure de sodium en présence d’acidéjaeétt obtiennent avec des rendements
allant de 31 & 80% les 3,4,5,6-tetrahydro-2H-1,2zines correspondant&sDans le cas des
esters éthyliques, en particulier, une légére éiaskélectivité a été rapporté (de 73:27 a

70:30 erxisitrans).

Ra
NaBH;CN /ACOH Rém
ta/1-22h _~NH

R; = Houalkyle Rz;= HouMe
R,= H, MeouTMS Ry= Phou
Schéma 52

Avec le cyanoborohydrure de sodium, nous n'avors tpauvé d’autres exemples de
réduction en hydroxylamines (ou éthers d’hydroxyitees) a partir d’oximes (ou d’éthers

d’oximes) avec un groupement @n

e Boranes-amines
Kikugawa et Kawase ont rapporté des 1977 une tquaknutilisant le complexe borane-
pyridine pour la réduction d’oximes en hydroxylaggsnavec des rendements de 74 a 92%
(Schéma 53§ Surtout, les auteurs notent que ce réactif dectémun’a pas la capacité de
réduire les hydroxylamines, ce qui limite les ré&ad secondaires. Aucune

diastéréosélectivité n'a été rapportée.

8 R. Zimmer, T. Arnold, K. Homann and H. -U. Reissig\n Efficient and Simple Synthesis of 3,4,5,6,-
Tetrahydro-2H-1,2-oxazines by Sodium CyanoborotdglReduction of 5,6-Dihydro-4H-1,2-oxazines”
Synthesis1994 1050-1056.

4y, Kikugawa and M. Kawase. “Selective reductiororimes with pyridine-boraneChem. Lettersl977,
1279-1280.
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b </ A N:BH;

Ry Ry

(EtCH)
>=NOH _— >—NHOH
2 10%Hd

Rz 20 minutes Ra

Ry Ry Rezggm
CeHs CHCHCH, o1
CeHsCHCH, CHs 92
p-CH;O,C-CaH,y H 74
p-Cl-CeHa H 92
Schéma 53

En 1978, ces complexes ont été utilisés par HeidateOttenheijm pour réduire des
oximes ou éthers d’oximes en estlrRydroxy-u-aminés avec des rendements allant de 47 a
95% (Schéma 54} La méme équipe a publié en 1980 un travail singilaiécrivant des
conditions de réduction avec le complexe boran@img permettant d'accéder a dbis
hydroxy-pipérazine&® Plus tard, les auteurs ont présenté des résutmsparatifs de
réduction entre le complexe borane-pyridine etdmmlexe borane-triméthylamine. lls ont
ainsi réduit par deux méthodes les oximes ou étfiesdsmes en esters-hydroxy-a-aminés
avec des rendements pouvant étre quantitatifs (8z!%4)°’ Des conditions trés acides sont

cependant nécessaires pour activer ces oximes.

85 J. D. M. Herscheid and H. C. J. Ottenheijm. “Aqtieal synthesis of N-hydroxg-amino acid esters”
Tetrahedron Lett.1978 51, 5143-5144.

8 3. D. M. Herscheid, R. J. F. Nivard, M. W. Tijhuis P. H. Scholten and H. C. J. Ottenheijo. “
Functionalized Amino Acid Derivatives. A synthefipproach of Possible Biogenetic Importande®Org.
Chem, 198Q 45 (10) 1881-1885.

7 M. W. Tijhuis, J. D. M. Herscheid and H. C. J.@tteijm. “A pratical Synthesis &-Hydroxy-a-amino Acid
Derivatives”Synthesis198Q 891.
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Méthode A : / A N:BHs
Méthode B : MesN : BH3
Méthode A BnoL_ Méthode A BnoL_
"N ou “NH ou NH
Méthode B Méthode B
OFEt OFEt OFEt OFEt
R{ (EtOH) R{ R{ (EtOH) R{
o HCl (7N) o HC (7N) o
Rendement (%0) Rendement (%0)
Entrée Ry Méthode A Méthode B Entrée Ry Méthode A Méthode B
1 H 47 60 5 H 95 100
2 CHy 75 58 6 CHy o4 100
3 CoHs 100 o2 7 CoHis 80 100
4 CeHsCHy 82 95 8 CeHsCH, 50 80

lls expliquent que la réactivité du borane-pyridpeut étre atténuée lorsque les oximes

Schéma 54

sont ena. d’'une fonction amide (Schéma 55). Ainsi, dansdg ou le groupement; Rst petit

(entrées 1, 2, 5 et 6), la méthode avec le borgnidipe fonctionne trés bien. En revanche,

dans les cas de groupements dhcombrants (entrées 3, 4, 7 et 8), le complexanee

triméthylamine donne de meilleurs résultats (reraf@s pouvant aller jusqu’a 94%). Les
auteurs supposent que le complexe borane-trimétirygaest plus stable dans ces conditions

tres acides que le complexe borane-pyridine.
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\

Méthode A : / N:BH;3

Méthode B : MesN : BHg

e} e}
Entré Rendement (%0 Rendement (%0
ree Ry Méthode A | Meéthode B Entrée R Méthode A | Meéthode B
1 H 80 40 5 H 90 78
2 CH, 85 40 6 CH;, 65 89
3 CHs - 61 7 Chs 70 90
4 CgHsCHo 40 70 8 CoHsCHy 0 A

Schéma 55

L’'obtention directe d’amidedN-hydroxy-w-aminés en utilisant B#NMes; n’est pas

systématique. En effet en 1982, la méme équipet diE@sressée a la synthese de
dioxopipérazines substituées par des indSlésirs de ce travail, les auteurs n'ont pas réussi

a réduire les oximes em d'un amide (Schéma 56). En revanche, ils ont pierob les

hydroxylamines en réduisant dans un premier tersgsekters correspondants avec les

conditions décrites ci-dessus puis en les aminatysa amides, prouvant ainsi la flexibilité

de leur méthode. Les rendements sont cependantnsioye

% H. 0.J. Ottenheijm, R. Plate, J. H. Noordik anB.JM. Herscheid. N-Hyydroxytryptophan in the Synthesis
of Natural Products Containing Oxidized Dioxopinas. An Approach to the Neoechinulin and Sporides

Series”J. Org

. Chem 1982 47, 2147-2154.
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o) o) o)
MesN:B
OEt MeNH, NHMe NHMe
\ N - \ N \ HN
ll\] OBn ll\] \OBn (EtOH) [l\] \OBn
R R R
R= H: 93%
CH;: 86%
MesN : BH3 CHs: 90%
HA
(E:OH)
o) o)
\ OEt  MeNH, \ NHMe
—_——
H HN_
r|\1 N\OBn r|\1 OBn
R R
R= " H: s0%
CHs - 49% R= CHs: 54%
CoHs 1 43%
Schéma 56

Lors de cette étude bibliographique, nous avondavprogression de l'utilisation de
dérivés borés pour la réduction d’'oximes en hydiamynes. 1l est nécessaire de travailler en
milieu acide pour réduire lea-hydroxyimino-acides ou dérivés (esters, amidegciC
implique de travailler avec des réducteurs adégqlatomplexe borane-triméthylamine étant
particulierement bien adapté.

Nous avons vu les techniques d’obtention d’acided’esterdN-hydroxy-w-aminés. Nous
allons maintenant voir les techniques pour crééaison pseudopeptidique CO-N(OH).

3. Formation de la liaison pseudopeptidique

Nous avons vu plus haut dans ce chapitre traitaria dynthese dds-hydroxy-peptides
que la formation de la liaison CO-N(OH) se faigaitdeux étapes. La premiére est la synthese
des acides ou estefd-hydroxyw-aminés et la deuxiéeme est la formation de la diais
pseudopeptidiqgue CO-N(OH) (Schéma 57).
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R Ry
P\ A 4 H\ OR3 - F\
ORs
H |

o} OrR, O R,

Iz

gauche droite

Schéma 57

Pour obtenir dedN-hydroxy-peptides, il faut dans tous les cas actiextrémité C
terminale de la partie peptidique de gauche. Catfiivation passe par des techniques
classigues déja décrites ci-dessus. Par aillddesjtiuneN-acylation de I'acidéN-hydroxy-o-
aminé. Or, comme il a été rapporté en 1958 parkd&idacylation deN-hydroxylamines
peut conduire a des produisacylés ouN-acylés selon la nature de l'agent acylant. Jencks
s’est donc intéressé au mécanisme de l'acylatisiNeleydroxylamines® Aprés avoir fait des
études en milieu aqueux, il dégage trois cas derdigxpliquant cette réactivité. Dans les
conditions opératoires du cas 1, c’'est I'espécetexonique qui attague. Dans le cas 2,
l'oxygene attaque de par son électronégativité ey a celle de I'azote. Dans le cas 3,
Jencks explique que l'azote peut agir comme meilacepteur de proton que lI'eau dans
I'état de transition (Schéma 58).

& S &
o 4H o "'FK;T/H o FKN/H

R, Qr\ /'\K R, k s~ R, Qr\ /
c H Os " o l

3" " \ ) k
A A H A H

cas1l cas 2 cas3

Schéma 58

Afin de former la liaison peptidique, une stratéd@ protection-déprotection pour ne pas
former les molécule®-acylées a été mise en place et utilisée par osrigioupes. Nous
allons voir quelgues exemples utilisant cette étiat dans une premiere partie. Dans une
deuxieme partie, nous verrons quelques exemplé¢-aleylation sélective, sans groupement

protecteur sur 'oxygéne.

9 W. Jencks. “The Reaction of Hydroxylamine with ikated Acyl Groups. |. Formation of O-
Acylhydroxylamine”J. Am. Chem. Sqd 958 80, 4581-4584.

OW. Jencks. “The Reaction of Hydroxylamine with ikated Acyl Groups. Il. Mechanism of the Reactidn”
Am. Chem. Socl958 80, 4585-4589.
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a) Formation de la liaison pseudopeptidique avec protection de I'hydroxyle

La protection de I'hydroxyle de I'hnydroxylamine lige essentiellement deux groupements
protecteurs : les groupes benzyle et triméthyksililous allons voir des exemples de synthese
utilisant ces techniques. Nous verrons aussi quardéection de I'hydroxyle implique une

limitation synthétique.

i. Groupement benzyle

Nous avons vu qu’en 1974, Kolasa et Chimiak s’étaietéressés a la synthese e
hydroxy-peptideé? Dans leur stratégie de synthése, ils cherchaiemtedpart & protéger
'oxygéne pour substituer un brome sur le carbome. @e I'ester et d’autre part a acyler
sélectivement I'azote pour enfin déprotéger 'hygie duN-hydroxy-peptide. Leur choix de
groupement protecteur se porte rapidement surdapgment benzyle, qui peut étre clivé
facilement avec du trifluoroacétate de bore. lisieriment de cette facon des acidés

hydroxy-w-aminés avec des rendements de 75% sur I'étapépietdction (Schéma 59).

Ry

R, R, (le2 o
Pr oH o, H ORs Pr .
3
H | Coulage peptidique H
oP, O o) R,

O 2

déprotection

(|3H
Pr_
OR;
H

o) R,

N-hydroxy-peptide

Schéma 59

En 1977, les mémes auteurs reprennent leurs tragase concentrent sur les étapes
d’acylation de I'ester et de la déprotection duugrement N-OPen N-OH* En particulier,
un groupement phtalyle ou un benzyloxycarbonylezj@mme groupement protecteurde

l'azote de la glycine et une activation de l'aciele passant par le chlorure d'acyle ou

" T. Kolasa and A. Chimiak. “Unambiguous Synthes$isldydroxypeptidesTetrahedron1977, 33, 3285-
3288.
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'anhydride mixte ont permis des couplages surekters méthylique et tert-butylique de la
N-benzyloxy-alanine avec des rendements allant ded @D%. L'utilisation d’agents de
couplages, tel que le dicyclohexylcarbodiimide (DC@ permis d’accéder aux mémes
produits mais avec des rendements moindres (20@.3@&s auteurs invoquent deux raisons
pour cette baisse des rendements. La premiére restbaisse de la basicité (et de la
nucléophilie) de 'atome d’azote par rapport a NHa deuxieme est une augmentation de
lencombrement stérique générée par le groupemeniye. Ensuite, Kolasa et Chimiak
proposent deux méthodes de clivage de I'éther igpeypour libérer leN-hydroxy-peptide.

La premiére par hydrogénolyse en présence de satalyau palladium et la deuxiéme,
précédemment décrite, par l'utilisation de trifloacétate de bore. Les rendements de ces

étapes de déprotection ne sont pas indiqués.

N-acylation
R, (|)P2 o
P A OR; Py
™~ + N — AN N/\”/ H)‘\ OR,
H | Coulage peptidique H
(0] oP, O o R,
60-80%
P; = Phtalyle ou benzyloxycarbonyle P,= Benzyle
A= Chlorure ou anhydride mixte R;= CHzouH déprotections
R,= CHzout-Bu
Clivage du benzyle
(CF;COOH);B o
ou OH o
P (|3 o H, et Pd (cat) |
N/\”/ OR,
N OR,
(0] R,
(0] R, Y
o
N-hydroxy-peptide
Schéma 60

En 1989, Young et Tamburini synthétisent Nvhydroxy-peptide dans le but d’étudier
l'activité d’'une peptidase impliquée dans la bidation post-traductionnelle (ou maturation)
en utilisant un intermédiaire de M-hydroxy-glycine’®> Pour cela, ils préparent I&-

benzyloxy-glycine qu’ils couplent a un dipeptidé@geédemment synthétisé avec un rendement

23, D. Young and P. P. Tamburini. “Enzymatic PegptidAmidation Proceeds through Formation ofean
Hydroxyglycine IntermediateJ. Am. Chem. SqQd 989 111, 1933-1934.
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de 70%. Le benzyle protégeant 'oxygéne permeti amsN-acylation et son clivage se fait
avec du trifluoracétate de bore (Schéma 61).

Cellule biologique :

BnONH,
B~ COH BnOHN. __CO;H
traduction \
chaline peptidique inactive :
maturation Dns-Tyr-Val

o / SN > coH

enzyme/peptide actifs : --------=---=---x0-- |
OH

Schéma 61

ii. Groupement triméthylsilyle

En 1987, Nakonieczna et Chimiak ont utilisé commaeugement protecteur le groupe
triméthylsilyle pour synthétiser dds-hydroxy-carboxamide§ Les auteurs rapportent une
synthése impliquant I'étape de protection de I'lygtamine, le couplage peptidique et la
déprotection avec des rendements allant de 60 a (8&¥ema 62) a partir d’'un anhydride

mixte.
o o
= Rz)J\ o)J\o
R (CHw)sSIA, -10C A TA S NH
™ NH 5Sia, | NMM /U\ N/OSi(CHs)s
L (Pyricine) ° (CHO/Pyridine), -10C A TA A
(HOs S Ry

Exemple de produits synthétisés \ HCl aq. (2N)/ AcORt
L-Ala-N(OH)CHg
Boc-Gly-L-Ala-N(OH)CoHs ?
Boc-Gly-N(OH)-c-CgHyp )J\ Ngd oH
DL-Phe-N(OH)CoHs A 60-86%
L-ProN(OH)CHs Ry

Schéma 62

3 L. Nakonieczna and A. Chimiak. “A New Synthesis\shydroxyamides Using Trimethylsilyl Protection”
Synthesis1987, 418-420.
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En 1997, Jin et Kim ont synthétisé des inhibiteles’endopeptidase thermolysifiePour
cela, ils ont préparé des esters Meacyl-N-hydroxy-leucines pour étudier leur potentiel
d’inhibition sur ces enzymes. Pour obtenir ces oul&s, ils ont traité lel-hydroxy-leucines
par du chlorure de triméthylsilyle en présence @el@idine, puis les oni-acylées avec les
chlorures d’acyles voulus. Un traitement par dad’'deur a permis de récupérer les esters de
N-acyl-N-hydroxy-leucines avec des rendements supérieBbg@(Schéma 63).

OH
| 1) T™sCl |
H 2,6 lutidine R

OMe OMe
2) RcocC

3) HO o

DoulL 85%

Schéma 63

Nous avons vu que protéger 'oxygene de I'adilbydroxy-a-aminé permet spécifiquement
une N-acylation. Il existe néanmoins des limites a cettatégie. Nous allons les développer

maintenant.

iii. Limites de cette stratégie

Comme on peut l'imaginer, elles sont liées a dedblpmes stériques. Ainsi, en 1984,
'équipe d’Akiyama a cherché a synthétiser dehydroxy-hexapeptides avec deux motifs
hydroxamate afin d'étudier leur complexation avec fdr.”> En reprenant les travaux de
Kolasa et Chimiak, les auteurs ont observé quedeplages d’'acides aminés comportant des
résidus stériquement encombrants avec Nienzyloxy-dipeptides terminaux se faisaient
difficilement (Schéma 64). Ainsi, la meilleure facoapportée pour effectuer leurs couplages
est d’activer I'acide par un chlorure d'acyle ettdiser ce chlorure d’acyle en excés ou de
répéter l'acylation.

Y. Jin and D. H. Kim. 8-Sterospecificity in the inhibition of thermolysby N-acyl-N-hydroxye-amino acid
esters"Tetrahedron Asymml997, 8 (22) 3699-3702.

5 K. Shimizu, K. Nakayama and M. Akiyama\-Hydroxy Amides. I1.N-Benzyloxya-Amino Acid N-
Hydroxy-succinimide Esters and Synthesis of a Hegtige Having an Alternatiniy-Hydroxy Amide-Amide
SequenceBull. Chem. Soc. Jpnl984 57, 2456-2462.
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Pseudodipeptides
(@] = (@] (ljBn o
1
(@]
N/\”/ + H_ '\A\H/OM‘? - . N/\”/kﬁ)}\owle
© (|JBn e} v © R
(@] (@]
Pseudatripeptides
(@] (@]
R, o (|JBn o
“ WJ\ OMe
N/\”/ T N/kH/ e N/\”/H)‘\ m‘/
o) J)Bn 5 (VR o) R, o)
(@] (@]
Rendement %

80 —

. O Pseudodipeptides

O Pseudatripeptides

20 —

| | | | | |
| | | i 1 1 Ry

H Me E i-Pr i-Bu PhCh,

Schéma 64

Les limitations d’ordre synthétiqgue liées a I'endwmament stérique produit par un
groupement benzyle greffé sur I'hydroxylamine fquotil est particulierement intéressant de
mettre au point des techniguesNi@acylation d’acidedN-hydroxy-w-aminés non protégés au

niveau de leur groupement hydroxyle.

b) Couplage direct

Plusieurs raisons ont poussé a la formation deéalsoh pseudopeptidique CO-N(OH)

directement a partir de I'acidg-hydroxy-a-aminé sans groupement protecteur. La premiére
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est bien sr une question de rapidité d’acces.ifA@émsdiminuant le nombre de manipulations
par rapport a une stratégie de protection-dépliotectet si I'étape de couplage est
correctement optimisée, le rendement devrait &ed éu meilleur pour un gain de temps
certain. L’autre raison est, comme nous l'avongrécédemment, une question de réactivité.
Un groupement protecteur sur I'oxygene, de parcbembrement stériqgue qu'il implique,
limite la taille des groupements acylants. Commasnallons le voir, plusieurs articles font

état de ce type de couplage appliqué a la syntt&Nehydroxy-peptides.

En 1968, Neunhoeffeet al. réalisent un couplage direct sur lhydroxy-glycine
(Schéma 65) en utilisant le chlorure d’acyle ethikarbonate de sodium comme b&sHs
disent n'observer pratiquement que deNkacylation et récuperent M-hydroxy-dipeptide

avec un rendement de 58%.

N/\COZH
a N\)k
B, N/\”/ " /\”/
o)
P, = phtalyle 58%
Schéma 65

Chimiak et Polonski étendent cette méthode a cdawdcides aminés avec des rendements
compris entre 40 et 65%, en utilisant des esemtsbutyliquesN-hydroxy-a-aminés’’ Les
auteurs décrivent une deuxieme méthode utilisasitoddoN-nitrophénylsulfenyN-carboxy

anhydrides avec un rendement de 70% (Schéma 66).

% 0. Neunheffer, G. Lehmann, D. Haberer and G. Bteifihe hydroxylamino lysis dfl-substituted
phtalimide, a method for the preparation of peptidedN-hydroxypeptides'Justus Liebigs Ann. Chem 968
712 208-213.

" A. Chimiak and T. Polonski. “The use of o-nitropkisulfenylN-carboxyanhydrides iN-hydroxypeptides
synthesis’J. Prakt. Chem.198Q 322, 669-673.
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P,=Phtalyle  R;= HouCH(CHs), 0u CH,CeHs

R,= HouMe
R= tBu
Ry
Ry 1) COd, ON S\N o)
He COH 2) 0NOCsH;SC )*o
(@]
Ry = CHg
CH,CH(CHy),
CH,Ph

N)\(X)Pl

Ro= HouCH,Ph
P;= OH ou CH; ou CH,Ph

o-NO Ph-S-HN)\H/ H)‘\

~70%

Schéma 66

En 1997, le couplage utilisant le bicarbonate abuso a été repris par Hu et Miller pour

N-acyler un esteN-hydroxy-6-aminé par un chlorure de palmitoyle avec un rerefgrde

71% pour deux étapes de la synthése (SchémZ 67).

/K I

O OH )J\ OH
N¥ HN HsC(HC)14 N

H" ou
( NH,OH-HCI ( CH3(CH,)14C0C (
3 (MeOH) 3 NaHCO, 3
(CHCI/H0)
CbzH CcO,Me ChbzH CO,Me ChbzH CO.Me
71%)
Schéma 67

Nous avons vu les méthodes mises au point paiffésetits groupes pour accéder ax

hydroxy-peptides. Nous allons maintenant nous aésssr a la méthode adoptée au

laboratoire.

83, Hu and M. J. Miller. “Total Synthesis of a Myextin S, a Siderophore and Growth Promoter of
Mycobacterium Smegatis, and Determination of itev@h Inhibitory Activity against Mycobacterium

tuberculosis™). Am. Chem. Sqd 997 119 3462-3468.
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4. Solutions retenues au laboratoire

L'étude desN-hydroxy-peptides au laboratoire se voulait eselathent exploratoire,
aucune cible spécifigue n'ayant été prédétermiams cette optique, nous allons voir les

solutions retenues.

a) Préparation des A-hydroxy-peptides terminaux

La réduction d'oximes de cétones awhydroxylamines donne deux isomeres
(énantiomeres ou diastéréoisomeéres si un centréogfénique est présent) d'une méme
molécule. Or, des dipeptides sur lesquels deuxeg@isymétriques sont présents permettent
d’envisager la séparation des diastéréoisomeresi,Aine synthése d¢-hydroxy-dipeptides
terminaux par réduction des oximes correspondareas étre une méthode rapide (Schéma
68) pour accéder a une petite librairie de molécuddnsi et en 3 étapes, plusieurs dipeptides
ont été synthétisés avec des rendements allant’'gu€3% sur I'étape de réduction. Les
diastéréoisméres sont obtenus dans des proporidnslls sont généralement facilement

séparés par chromatographie liquide.

o
d
R R; (@] NOH
~
NH R NH,OH R
2 ) CO.Et COLEt
AL Rs N R M
Cl E EtOl H
R{ COE (CHCAR) -3 (EtOH) 5 Ry
BH; : NMey
HCl / (EtOH)
NHOH
R CO.Et
Diastéréoisomeres séparés
par chromatographie Rz N\_/
o R,

Schéma 68

Le couplage sélectif sur 'azote pour créer lasbaiN-hydroxy-amide a ensuite été étudié.

9 P. Maire, V. Blandin, M. Lopez and Y. Vallée. “Sightforward Synthesis ®-Hydroxy Peptides'Synlett
2003 5, 671-674.
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b) Formation de la liacison A-hydroxy-amide

Deux méthodes ont été appliquées au laboratoire foomer cette liaisorN-hydroxy-

amide. La premiére passe par I'éther de trimétlyydsi

i. Protection /n situsous forme d'éther de triméthylsilyle

Pour éviter uneO-acylation, une premiere méthode a été envisagéeppaection
temporaire de I'hnydroxylamine par un éther de tthgésilyle. Une série de tripeptides a ainsi

été synthétisée avec des rendements allant d&d@%4Schéma 69).

HO\NH ™SA - 2eq TMSO\NH
ﬁ\_/002'5t Pyridine 4 eq. ﬁ\/szt
(CH,Cl)
(@) R3 (@] R3
1) FmocAAd  leq.
(CHCD)
R, R, Rs Stéréochimie| Rot 2 HO'
CHs CHs CH(CHy), (SS9 | 70%
CH(CHa) CHs CH(CHy), (SRS) 25% e} Ry
H
CHy | CHCHY,| CHCHY, ss9 | 2% anHN\)J\ N._COOEt
OHPh | O | cHOH | (589 |5 S W Y
Schéma 69

Comme prévu, cette méthode a rapidement montriénsiess avec des acides aminés aux

résidus encombrants.

ii. N-acylation sélective

Lorsque les acides aminés portent des résidus dmeats, la N-acylation de
I'hydroxylamine se fait difficilement si un groupemt est greffé sur I'hydroxyle. La solution
est de partir diN-hydroxy-dipeptide en trouvant des conditions ofpéras limitant laO-
acylation. Le premier essai utilisant le Fmoc-Ala€d présence de pyridine a donné un
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mélange 65:35 de produit$-acylé etO-acylé. La pyridine a alors été remplacée par du
bicarbonate de sodium solide dans le dichloromé&th@ette méthode se rapproche de celle
utilisée par Chimiak et Polonski qui ont synthé&igé&sN-hydroxy-peptides en milieu liquide

biphasique (AcOEt/ kD saturée en NaHG'’ Dans les conditions établies au laboratoire,

plusieursN-hydroxy-tripeptides ont été synthétisés avec eéeslements allant de 73 a 82%
(Schéma 70).

H
O\ NH FmocAAC]
H R
: CO.Et NaHCO3
Rs N\E/ N\/ COOEt
5 i (CH,CL) a a
Ry R, R3 Stéréochimie| Rdt
CHs CHs CH(CHy), (SRS 82%

CH(CHy), CHg CH(CHy), SRS) 78%
CH(CHg), | CH(CHp)z[ CH(CHg)2 SS9 | 73%
CH,Ph CHs CH(CHy)» (SSS) |68%

Schéma 70

Nous avons vu au travers de cette premiére paiil®draphigue qu’il n’existe pas de
méthodes générales de synthésdldgydroxy-peptides dans la littérature. Celle géi@ mise
au point dans notre laboratoire s’est efforcée adgt leur synthése vers des peptides
présentant des groupements encombrants. Cette aeétigosynthese a été le point de départ
d’'un projet d’étude que nous allons détailler danshapitre 2.
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CHAPITRE 2 :

Présentation du sujet

Nous avons vu dans le chapitre précédent pluseppbcations dedl-hydroxy-peptides,
telles que la synthése 8&N-dihydroxy-peptides par les équipes de Marshait Akiyama®
pour étudier des phénoménes de complexation easrembtif hydroxamate et des ions
métalliques. Nous avons également vu que le remplant d’'une liaison peptidique par un
hydroxamate peut amener de nouvelles activitésodiglies (li€ées aux changements de
conformation ou a la variation de sensibilité \isis de la digestion enzymatique, par
exemple).’ 8

Ainsi, notre projet de recherche s’est orienté ddesx directions. Le premier objectif,
traité dans le chapitre 3, a pour but la synthésepeptides présentant plusieurs motifs
hydroxamate en utilisant et adaptant la méthodsydthése deNl-hydroxy-peptides mise au
point au laboratoire (Figure 18).

Figure 18
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Le deuxieme objectif, traité dans les chapitres 8, eest d'utiliser le motif hydroxamate
comme point d’'accroche de groupements supplémeastair substituant 'oxygéne du groupe
hydroxyle pour induire de nouvelles propriétés @port aux homologues classiqueshsu
hydroxylés. L'intérét de créer de nouvelles liasgseudopeptidiques est double : proposer
de nouvelles molécules a des fins de criblage pheeatique et déterminer les relations
structure-activité permettant de comprendre desghénes de régulation biologigtfe.

Un exemple qui nous a inspiré est rapporté dalitsdeature par 'équipe de Mobashéety.
Les auteurs proposent un prototype d’inhibitioréversible de la cathepsine B, enzyme
impliquée dans les phénomenes d’amplification oed'sion et de la formation de métastases
de tumeurs. Un mécanisme d’inhibition de la catimeppar I'acide hydroxamiqu@-acylé est

également présenté (Figure 19), montrant 'impaeasuN-acyloxy-amide dans l'activité.

(c

F 0
f
n i
i
0
.
[ 2
Vons

. - H,
Bt [ 2
L e F .-(3-.3‘3‘ ,g% fen-210

& schernatic illustrating the watious hydrogen bonding interactions
of compound 2 with the enzyme Distances correspond to mean walues,
which were detennined by averaging over all the snapshots collected during
the 960 -ps sirmilation

Figure 19"

Un autre moyen d’induire une activité biologiquéemnessante est de créer des structures
peptidiques figées entrainant une plus grande i@fiet/ou une meilleure modulation de
l'activité biologique par rapport a des structuses libertés de conformation plus grandes.
Ainsi, Giovanniet al. ont synthétisé dans ce but des structures pepédiagycliques et

8 M. D. Fletcher and M. M. Campbell. “Partially Mdiéid Retro-inverso Peptides: Development, Synthesid
Conformational BehaviorChem. Rey1998 98, 763-795.

8|, T. Lim, S. O.Meroueh, M. Lee, M. J. Heeg anM&bashery, “Strategy in Inhibition of Cathepsin/,
Target in Tumor Invasion and MetastaslsAm. Chem. Sq&004 126, 10271-1027.7
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bicycliques en utilisant une réaction de métathidsamoléculairé? Par ailleurs, 'équipe
d’Arora aproposeé un petit peptide présentant une structutekcea dont la synthése utilise
également une réaction de métathése intramoléefifa@es deux exemples mettent en jeu

des acides aminés non naturels, présentant urteriasan.

(hydrogen-bond) O H__f ] Hﬂ_ﬂ-f\D
~ T _/J " N \N} N
- R, HO H R, O H
T in 2 X i NN
¥ ”H/Iﬁ YN Y ﬁu'i = OHN, o T XHN_ g
o R o A A
g oy
4]
(Fing-closing metathesis) u-helix OR O
— e
~ T j Hwﬁf

~ 3

/H O A ) Cr R i o o H

'%,_J\V—’I\ HV’/L“N’[\”'Nx)LN'-‘:; Howeyda-Grubbs Catalyst HN_&K R
g/ RN oo g M

R = amino acid side chain

attificial a-helix

Schéma 7%

LesN-hydroxy-peptides nous sont apparus naturellemaminge de trés bons candidats en
tant que produits de départ pour de semblablescapiphs. Ainsi, le chapitre 4 traitera de
'acylation deN-hydroxy-peptides. En particulier, nous voulionsa@rs'il était possible de
greffer un acide aminé sur la liaisblrhydroxy-peptidique et d’allonger cette nouvellaite
dans des conditions classiques de couplage peptidchéma 72).

82 3. Giovannoni, C. Didierjean, P. Durand, M. MadaA. Aubry, P. Renaut, J. Martinez and M. Amblard.
“Synthesis and Structure of Symmetrical Bicyclicxepeptides Bridged by Metathesis Reactiom. Lett,
2004 6, 3449-3452.

8 R. N. Chapman,, G. Dimartino and P. S. Arora. ‘ljtly Stablea-Helix Constrained by a Main-Chain
Hydrogen-Bond Surrogatd: Am. Chem. SqQ004 126 12252-12253.
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'
Yy

Cioyfation |

Le chapitre 5 décrira une méthode d’alkylation Niaydroxy-peptides puis d8l,N'-
dihydroxy-peptides dans le but de greffer des gemgnts insaturés et de contraindre ces
structures en les cyclisant par une réaction deatim&te intramoléculaire. Nous avons

également envisagé l'introduction de deux subsitsidifférents sur les structures présentant

deux motifs hydroxamate.

Schéma 72

) o
P hH Nm M 2 —
—y A
e o]
Schéma 73

Pour commencer nous allons voir la syntiesé¢-dihydroxy-peptides.
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CHAPITRE 3 :

Préparation de peptides

mono- et di- N-hydroxylés

I. Introduction: choix retenus

1. Schéma de synthése

Comme nous l'avons déja vu, une premiere synthedg-liydroxy-tripeptides avait été
mise au point (Schéma 7%4).1l semblait normal d'utiliser dans un premier tempes
structures pour la synthése de peptig@é$-dihydroxylés en leur appliquant le méme schéma
de synthese. Cette étude avait déja été réalisibaratoire.

NHOH

o o Ry
g ——— R CO.Et A HN\)j\ N COOEt
MOCI
o R R, OH O Rs

o

Schéma 74

La présence de l'ester éthylique sur les tripeptidgnthétisés ne permettant pas
d’accroitre la chaine peptidique par I'extrémitéetminale, I'élongation devait se faire par
l'extrémité N terminale. Former le cétoamide, plloxime qui est elle-méme réduite &
hydroxylamine, permet d’obtenir deux diastéréois@maleN-hydroxy-tétrapeptide (Schéma
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75). Les diastéréoisomeéres se sont avérés insdgmrahais la diastéréosélectivité semblait
meilleure que lors de la formation 8ehydroxy-dipeptides. Ce résultat est a rapproclesr d

travaux de Kiseet al.®* Ces derniers ont montré qu'une chaine peptidiqngue pouvait

favoriser la diastéréosélectivité de la réduction.

o)
Fm)cHN\)I\

HZN\_)LW

H
| : |
oH o = OH O

e
e
.

OH O A = oH o A
72%
NH,OH
@) = @) . NOH (@] = (@]
UI\ : w]\ o H\)I\ - H\)J\
lN/\"/ ORt : IN/\"/ _ Ot
o 2 OH O /5\ o = oH O A

0,
74% 01%
Diastéréoisomeres inséparables
FmocAlaCl

NaHCO;,
(CHCp)

(@]

LA

od

34%

Schéma 75

Au final, cette voie de synthése a été abandonagdéacsynthese linéaire impliquait une

perte élevée de produit énantiopur. De plus, I&tapivante permettant d’obtenir leN'-

dihydroxy-pentapeptide, présentait un rendemeiti€a(34%). Une synthése convergente a

partir de deuN-hydroxy-tripeptides (pouvant étre différents) séaitlétre une méthode plus

efficace (Schéma 76).

8 N. Kise, S. Takaoka, M. Yamauchi and N. Ueda. r&iselective reduction di-hydroxy-a-iminocarbonyl-
oligopeptide methyl esters with Zn-MsOHétrahedron Lett.2002 43 (41), 7297-7300.
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o R, e} e} Rs o
H H
Py HI . H, -
kH)}\ ll\l)\”/ k\)}\ oM k\)}\ T»\H/ “ﬁ)}\ oP,
R, OH o Rs R, OH o Rs

PyH

Schéma 76

Le probléme de cette approche est l'ester éthylppatégeant l'extrémité C terminale,
difficilement clivable. Le couplage sur I'hydroxytane se faisant avec un chlorure d’acide
aminé dont I'azote est protégé par un Fmoc, umégiie Fmoc/OtBu semblait logique de par
l'orthogonalité des groupements protecteurs. Laxcto laboratoire a cependant été d’utiliser
un ester benzylique.

En effet, 'ester @u supporte difficilement les fortes acidités. Laies la réduction de
l'oxime en hydroxylamine, la forte quantité d’acidblorhydrique dans le milieu risque de
déprotéger I'extrémité C terminaf.ll est & noter que les conditions de déprotectien
benzyle en présence de Fmoc (et inversement) smmiteb : la littérature semble indiquer
qu’il N’y a pas de probléme d’orthogonalfté.

Toutes ces raisons ont fait qu'une stratégie FmBo/@ été choisie pour la synthése tes

hydroxy-peptides.

Le nouveau schéma de synthése (Schéma 77) va inécdsxlapter les étapes décrites.
Ainsi, utiliser I'éthanol lors de la formation d®xime ou lors de I'étape de réduction de
n'était plus possible a cause des risques de snfeation. Par ailleurs, le groupement
benzyle change la solubilité des produits. Il acd€allu adapter de nouvelles conditions de
réaction. De méme, lors de I'étape de réduction’'aléme, les diastéréoisomeres étaient
difficilement séparables et nous avons d( trouwernduvelles conditions de séparation.

Enfin, il restait a verifier que Id-acylation finale était bien sélective.
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(@]

(@]
Rz
(@] (@] (@] NOH (@]
O H H
Hy - - .
OBn R; OBn R; OBn
R, o Ry

o} R, o}
H H
mocH -
| oBn H, OoBn
Re OH O R,

Schéma 77

Le probleme des protections des extrémités rédofallait déterminer les résidus d’acides

aminés a utiliser.

2. Choix des acides aminés

Pour permettre des purifications plus faciles, nawusns choisi

’/

de mettre des groupements lipophiles sur la chadhgeptidique. )
Un projet annexe dont le but était de synthétigeddlitoraline C (

Figure 20)*° a aidé a déterminer ces résidus. L’halolitoralthest =( ):
un tétrapeptide cyclique dont les acides aminés l§soleucine, la (
valine et la leucine. Ces acides aminés ont do@aeiris pour les

nouvelles syntheses tkehydroxy-peptides. A ce stade, I’alaninv, o
Halolitoraline C

moins encombrée, a €galement été retenue. La @liényle a été Figure 20

rajoutée a cette liste pour voir I'effet des résidumomatiques.

Nous allons maintenant voir les raisons qui ontivdoles choix de positionnement des

différents acides aminés dans la chaine tripeptagrigure 21).

8 L. Yang, R.-X. Tan, Q. Wang, W.-Y. Huang and Y.-Xin. “Antifungal cyclopeptides from Holbacillus

litoralis YS3106 of marine originTetrahedron Let}f.2002 43, 6545-6548.
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sens de la synthése

<l
-

Fmoc-AAg"H{CO-N(OH)]-AA-AA;-OBN

TS~

Raisons 3 Raisons 2

AA = Acide Aminé

Figure 21

e Acideaminé1:

Le sens de la synthese se faisant de I'extrémig¥i@inale vers la N terminale, le premier
acide aminé va avoir une influence sur les progsi@thysico-chimigues des molécules. Ainsi,
des les premieres étapes de la synthese, il @easiant d’avoir des propriétés hydrophobes
assez marquées, pour étre sir que les moléculssmdsen dans la phase organique dans les
traitements de lavage-extraction. C'est pourguaditie aminé AA sera une valine, leucine,
isoleucine ou phénylalanine. De plus, les esterg\gues de ces acides aminés sont tous

commerciaux.

e Acide aminé 2 :
Dans le schéma de synthese, le deuxieme acide asindirectement issu du chlorure
d’a-cétoacide correspondant.

Ry

a

O
o Ry o Ry o
(@) H H
H - -
OBn OBn - H | OBn
Ry o R, OH o Ry
\ ~ J ~ J
AA,

Futur AA; AA0OBN

Schéma 78

L'acide pyruvique étant commercial, former le chie d’acyle pyruvique pour obtenir
'alanine comme deuxiéme acide aminé est pratigaehlorure de 2-céto-3-méthylbutanoyle
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est également facilement accessible. En effet tr pkr 'oxalate de diéthyle il est possible,
par une réaction de Grignard, d’obtenir un préaursie N-hydroxy-valine, présentant donc
une chaine latérale encombrée (Schéma 75).

o
o OH O
HAA,OBN |
a
OH _ > H
)\H/ _— AAOBN
o o
o o
OH O
HAA,OBN |
OEt a
Et - — H
—_—  — AA0BN
o o
Schéma 79

e Acide aminé 3 :
Le troisieme acide aminé peut reprendre les 5 a@danés décrits plus haut car ils sont
tous commerciaux avec le Fmoc comme groupementegigatr. Il est néanmoins plus
intéressant de mettre des acides aminés avecsidgs@ncombrants pour mettre en avant cet

avantage lié a notre méthode de couplage.
Dans un premier temps nous verrons les syntheshishgdroxy-tripeptides, puis dans un

deuxieme temps nous utiliserons ces tripeptidesr mymthétiser dedN,N’-dihydroxy-
hexapeptides.

IT. Préparation des Athydroxy-tripeptides

1. Synthése des a-cétoamides

La synthese desu-cétoamides nécessite d'abord la préparation de®toacides

correspondants, s’ils ne sont pas commerciaux.
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a) Synthése magnésienne de |'acide 2-céto-3-méthylbutanoique

L'acide 2-céto-3-méthylbutanoique (ou acide dimédiguvique) est obtenu a partir
d'oxalate de diéthyle par addition de chlorure adpylmagnésium suivie d'une
saponification avec des rendements de 71% et 64fecdvement pour les deux étapes

(Schéma 80). La premiére réaction est décriteuelié dans la littératufé.

1) iPrivigll

Q 0T, 2h30

GJ\”/OB CH2C| 2/Ether) Wmt TA, 1 nuit W
Et
2)
o)
71% 4%
Schéma 80

Il faut alors coupler ces-cétoacides a I'acide aminé Apour former lu-cétoamide

b) Préparation des a-cétoamides da partir des a-cétoacides

La premiere méthode utilisée faisait appel au chr de lacide 2-céto-3-
méthylbutanoique. Ce composé est préparé par adolu,o-dichlorométhyl-méthyl-éther
sur l'acide correspondant a température ambiantis, lp réaction est laissée deux heures a
50°C?" Il est ensuite directement mis en réaction avestér benzylique de I'acide aminé,
puis la réaction est laissée une nuit & tempéraumbiante (Schéma 81). Us-méthyl-
morpholine (NMM) est utilisée comme base car ediefacilement éliminable par un lavage a
l'eau®® Les rendements plus faibles obtenus pour les ceég®b et 3c s’expliquent par

'obtention de plusieurs produits secondaires qu&sm’avons pas pu identifier.

8 Christian Fizet. “Synthése de la diméthyl-4,4yditofuranedione-2,3'Helvetica Chemica Actd 982 65 (7),
2024-2028.

87a) H. C. J. Ottenheijm and J. H. M. De Man. “Sysils ofa-Keto Acid Chlorides” Synthesis, 1975, 163-164.
b) H. C. J. Ottenheijm and M. W. Tijhuis. “Acid chides froma-Keto Acids witha,a-dichloromethyl methyl
ether : pyruvoyl chlorideOrg. Synth.1983 61, 1-4.

8 J.-S. Yao and Y.-S. Wu. “Synthesis of chiral dppptide building block via asymmetric hydrosilytat?
Synth. Commun2002 32 (4), 535-556.
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1) (|3'
CHy
o o Ny o o
OH TA puis 2 heures & 50C HN\)J\
> ; OBn
o ? o} Fe
2 2 HZN\)J\ 3
OBn
R
NMM molécule| R | Rds
/~\ OTATA 1nuitaTA 3 i | 7506
MM Q  N— (CH:Cl) 3b | B0 | s0%
3c sBu 3B%
Schéma 81

Cette méthode pour activer lesétoacides peut étre critiquable card-dichlorométhyl-
méthyl-éther est relativement toxigtfeNous avons donc cherché a remplacer cette méthode,
en particulier pour la synthése de tripeptidesasrde produits de départ dans les chapitres
suivants. La réactivité descétoacides étant particuliétejes rendements des techniques
classigues d’activation sont peu satisfaisants.sNmus sommes tournés alors vers les agents

de couplagé&’®

Nous avons choisi 'TEDCI comme agent de couplagd'wate \

obtenue est facilement éliminable par simple lavéiggure 22). ﬁ J_/
H H
Le choix de la base s'est porté sur la diisoprapylamine |/~ "

(DIPEA) pour éviter 'attaque nucléophile sur le caryde activé. Urée de IEDCI, hydrosoluble

Le dichlorométhane a été choisi classiquement coswhant de Figure 22
réaction. Aprés quatre heures a température angbianus avons obtenuwicétoamide3a

avec un rendement de 92%.

o o
DiPEA
OH HSN\)J\
; oBn —_—
H TA, 4 heures
o) (CH,Cl) o

2 9% 3a

OBn

:

Schéma 82

89 M. A. Berliner and K. Belecki. “Simple, Rapid Pasture for the Synthesis of Chloromethyl Methyl Ethed
Other Chloro Alkyl EthersJ. Org. Chem.2005 70, 9618-9621.

% T, Munegumi and K. Harada. “Asymmetric Catalytigdrfogenation of Oximes and Benzylimino Derivatives
of Chiral PyruvamidesBull. Chem. Soc. Jprl988 61, 1425-1427.
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2. Synthése des a-hydroxyiminoamides

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, cettetivka se fait généralement dans
I'éthanol, mais pour éviter la transestérificatam 'ester benzylique lors de la formation des
oximes, il a fallu changer I'éthanol par du THFsetplacer en présence d'acétate de sodium.
L’acétate de sodium agit comme base et permet laissilubilisation de I'hydroxylamine.

Pour obtenir lesa-hydroxyiminoamides, les cétoamides sont mis ensgée
d’hydroxylamine et d’acétate de sodium puis le mgéaest porté a reflux pendant 12 a 18
heures selon les produits (Schéma 83). La natungrelmier acide aminé n’influe pas sur le
rendement de la réaction (85 a 89%).

0 " Q NH,OH, HCI NOH o
N\)J\ reflux, 12 & 18 heures H\)J\
OBn : OBn
o o

H CH,COONa :
R (THF) R
3 4
molécules | R | Rdts
4a iPr 89%
4b Bn 89%
4c sBu | 85%
Schéma 83

Les oxime<Z et E peuvent étre séparées par chromatographie sunrenlbe gel de silice
(éluant AcOEt/Pentane 9:1 a 1:1) mais, I'étapeaniwr consistant en la réduction de I'oxime

en hydroxylamine, la séparation de ces isomerest p&s necessaire.

3. Synthése des A-hydroxy-dipeptides terminaux

a) Amélioration de la réduction

La réduction des oximes erhydroxy-peptides se faisait également dans I'éhaan
présence de borane-triméthylamine et d'acide chltngue. Pour éviter une
transestérification, nous avons d’abord changéndidnl par de I'éther. Toutefois, lors des
essais de réduction, nous nous sommes rendus caupteertaines oximes, en particulier

celles qui présentaient des phénylalanines, étgient solubles dans ce solvant. C'est
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pourquoi par la suite nous avons réalisé la rédnales oximes dans le dichlorométhane. Le
rendement est par ailleurs amélioré (Entrée 2 codepa Entrée 1).

L'acide chlorhydrique est produit par action d’acisulfurigue concentré sur le chlorure
d’ammonium. Nous avons préféré le chlorure d’ammonau chlorure de sodium car avec ce
dernier la libération de HCI est plus violente atedmoins longtemps qu’avec NWEl. Un
renvoi a gaz permet de faire barboter l'acide dhidrique fraichement formé dans la
solution. Les rendements des entrées 3 et 4 ngpasraptimises.

NOH o) BH, Ve, NHOH o)
H H
_Ha
H OBn 1azh H OBn
o) R (Solvart) o) R
4 5
Entrée | Molécule | R |So|vant | Rdts
1 5a iPr Ether 64%
2 5a iPr | CHCl> | 93%
3 5b Bn | CHO, | 64%
4 5c sBu | CH,Q, | 70%

Schéma 84

Les réductions des oximes Brhydroxy-dipeptides se faisant correctement, ilmstait

a séparer les diastéréoisomeres.

b) Séparation des diastéréoisomeres

Cette purification permet de récupérer des peptides des configurations distinctes. Les
rendements en diastéréoisomeres isolés sont reggadgns le Tableau 5. Nous avons eu
guelques difficultés lors de la séparation de destaes diastéréoisomeres dédydroxy-
dipeptides, en particulier dans le cas des moléchde Les moléculeba étaient les plus
faciles a purifier. De maniere générale, la méthestelimitée a la préparation de quantités
inférieures a 300 mg (dans le meilleur des cas)-tigdroxy-peptides. Pour une étude qui se
veut essentiellement exploratoire, cette méthode test a fait justifiée. Certes les
diastéréoisomeéres ne sont pas toujours tres facik&parer, mais elle permet de préparer une

diversité de dipeptides. Ainsi, cette difficultéusoa obligé a améliorer les techniques de
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séparation et nous avons mis au point une techrdgqueristallisation complémentaire a la

séparation de diastéréoismeres sur un des exequEasous avons le plus souvent utilisé.

mélange
R CE) molécule (S.9+RS) RS molécule
NHOH e}
M iPr 24% 55 30% 39% 58
: o8n Bn 24% 5b; 28% 12% 5b,
e} R
5 sBu 8% 5¢, 46% 16% 56
Rendements aprées colonne

Tableau 5

La chromatographie sur gel de silice des diastso@e@resba donne un mélange enrichi
en diastéréoisomereRS). Ce mélange enrichi laissé dans un mélange dimméthane-
cyclohexane pendant plusieurs jours a températngiaste ou quelques heures a faibles
températures (-10°C a 0°C), permet la cristallisatsous forme d'un solide blanc du
diastéréoisomerdr(S). De plus, sous cette forme, il ne s’est pas digeal’échelle de temps
de la these (stocké dans le réfrigérateur (6°Cifradement & son homologug§ 9 qui est
sous la forme d’une huile. Ce dipeptide est ingamscar il présente deux acides aminés avec
des résidus encombrants. En revanche, sa stéréedi/8 n'est pas idéale car elle est non
naturelle. Dans la suite du travail, I'obtentionaséparation facilitée des diastéroismeres de
ce dipeptide nous ont poussés a privilégier Isailion de tripeptides se finissant en ValVval-
OBn.

Pour identifier les diastéréoisoméres, Nebydroxy-peptides sont réduits en amines, soit
par I'odure de samariuft, soit par le nickel de Raney. Les deux dipeptide®mus sont
comparés avec des échantillo8sS| préparés par couplage d’acides aminés commerdaux
la série L.

Nous arrivons maintenant a l'étape clé de la swahdesN-hydroxy-peptides au

laboratoire : le couplage sélectif d’acides ameésvés sur I'azote dd-hydroxy-dipeptides.

°LD. P. Curran, X. Gu, W. Zhang and P. Dowd. “OnMezhanism of the Intramolecular Samarium Barbier
Reaction. Probes for Formation of Radical and Cegamarium IntermediateJetrahedron1997 53, 9023-
9042.
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4. Synthése des N-hydroxy-tripeptides

La technique mise au point au laboratoire (Sché&)ap8rmet un couplage sélectif sur

'azote et permet d’insérer des acides aminés dgssubstituants encombrants.

R sodl, R
OH TA, une nuit a
FrmocHN FrmocHN
(CHC)
(@] (@]
R

FmocHr\/k”/
n

NaHCO,
S5 ouRS) 5 (CHClp)

a
H R OH O R
R |
o OBn
OB FrocH
TA, 4 218 heures H
H o) o)
o)
6

Schéma 85

De cette maniere nous avons préparé plusieurs aaxyMehydroxy-tripeptides (Tableau

6). Dans tous les cas, les conversions, suivieC@dM, sont totales. Cependant, nous avons

guelques exemples avec des rendements plus fajbéedes autres. Dans le cas &S50)-

Fmoc-Ala)¥[CO-N(OH)]-Val-Val-OBn 6a), le rendement moyen s’explique sans doute par

des problémes de purification. Les produifset 6e sont trés peu solubles dans le milieu

réactionnel et la formation de produits secondaigege nous n'‘avons pas pu caractériser, a

limité leur rendement.

Rs ‘OH o Ry
OBn
FrmocHI
H
o R o 6

Molécule Rs Ry Ry Configuration Rendement du couplage
6a CHs CH(CHa)» CH(CHy), (SS9 42%
6b CHg CH(CHg), CH(CH)> SRS 86%
6c CH(CHg)CH,CH;z CH(CHy), CH(CHy), (SS9 81%
ed CH(CH3)CHCHg CH(CHg)2 CH(CHg)> (SRS 76%
6e CH,Ph CH(CHy), CH(CHy), (SS9 22%
6f CH,Ph CH(CHg), CHPh (SS9 49%
Tableau 6
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La synthése peptidique en phase liquide a la répatd’étre difficile car les purifications
des peptides sont souvent « épineuses ». Lors signthese de certains de dédydroxy-
tripeptides, nous avons en effet constaté desdiféis pour récupérer proprement les produits
avec juste une purification sur colonne de gelilies Ainsi, dans certains cas nous avons dd
employer des purifications complémentaires patatisation, parfois difficiles comme pour
la moléculeba. Les cristaux obtenus étaient trop petits ou fimppour une détermination de

structure par rayons X.
Nous venons de voir la préparation desydroxy-tripeptides avec des groupements

protecteurs clivables au niveau des extrémités I terminales. Nous allons maintenant voir

leur utilisation dans la synthése de deux hexageptirésentant deux motifs hydroxamate.

ITI. Préparation d'hexapeptides comportant deux motifs

hydroxamate

Le choix de la séquence du premier hexapeptidaééasl directement issu des premiers
résultats d’'obtention de tripeptides. Nous avioyistisétisé un premier tripeptide avec une
extrémité OBn. Nous avions également présent anrdaédire un tripeptide se finissant par
OEt sur I'extrémité C terminale. Cela nous a perdassynthétiser un premier hexapeptide

dont la séquence est décrite ci-dessous (Figure 23)

: o _AL

Figure 23

Nous nous sommes ensuite concentrés sur la synthésautre hexapeptide mais avec une

extrémité C terminale benzylée. Le plus simpletédai partir du tripeptide précédemment
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obtenu et de le faire réagir sur lui méme. Ainsius avons voulu synthétiser I'hexapeptide
présentant deux fois la méme séquence (Figure 24).

Figure 24

1. Mise au point sur la séquence Ile-WY[CO-N(OH)]-Val-Val-Ala-
YI[CO-N(OH)]-Ala-Val

Tout d’abord, nous aborderons la préparation des dépeptides ayant des extrémités
déprotégées, puis nous verrons leur couplage gaianio un premier exemple d’hexapeptide.

a) Préparation du H-Ala-¥Y[CO-N(OH)]-Ala-Val-OEt

Le N-hydroxy-tripeptide9 (dont la synthése est décrite dans le chapittepbsséde un
groupement Fmoc protégeant 'amine terminale. Rtiver ce groupement protecteur, nous
avons choisi d'utiliser la pipéridine dans le TH¥pres une heure de réaction a température
ambiante, nous avons obtenu quantitativement peftide10 avec I'extrémité N terminale
déprotégée (Schéma 86).

Pipéridine 20%
TA, 1heure OFt
Fmoc H

10

Schéma 86
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b) Préparation de Fmoc-Ile-¥Y[CO-N(OH)]1-Val-Val-OH

i. Premier essai de déprotection

La déprotection du groupement benzyle NHnydroxy-tripeptideéd a été effectuée par
hydrogénolyse en présence de palladium sur chaabtempérature ambiante pendant 45
minutes dans I'éthanol. Bien que cette déprotectien présente théoriquement pas de
probléme d’orthogonalit¥, nous avons obtenu le produit attentil avec un rendement

moyen de 46% car le Fmoc ne résiste pas a cestiomsdet I'amine est partiellement

déprotégée (Schéma 87).

H
EH\)T\ — (le I
OBn : N\)J\ OH
FmocHN Y N 45, TA FmocH T N
H Et H
o AL o = o Al °

6d

46%

Schéma 87

Pour remédier a ce probleme de déprotection dadmité N terminale, nous avons envisagé

un remplacement du groupement Fmoc par un autiggroent protecteur.

ii. Deuxiéme essai de déprotection

Les groupements Boc et OBn étant orthogonaux, awoss remplacé le Fmoc par un
Boc. Pour cela, I'extrémité N terminale du peptitk est tout d’abord déprotégée par la
pipéridine, puis Bof est ajouté au tripeptide en présence de tritiigk L’hydrogénolyse
avec du palladium sur charbon de ce nouveau tigeepermet d’accéder avec un rendement
de 77% sur les trois étapes au tripeptidedont I'extrémité C terminale est déprotégée
(Schéma 88).
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Pipéridine 20%
(|3H o TA, 3 heures (le o
N\)J\ OBn N\)J\ OBn
FmocH ; (THR Hyl v
H : H
e} X e} e} X e}
PN 6d PN 12
Quant
3 étapes 7% i %E, ﬂageure
; A Y o)
Hy
oH O Pd/C OH O
|N\)J\ TA, 1heure |N\)J\
oH OBn
BocHN 7 (EtOH) BocH v
H H : H
o /=\ o o /=\ o
Quant 14 7% 13
Schéma 88

Nous avions maintenant les tripeptidéset 12 avec leurs extrémités N terminales nues et
le tripeptidel4 avec son extrémité C terminale nue. Il ne regtiais qu’a les coupler pour
former leN,N’-dihydroxy-hexapeptide.

c) Préparation de Boc-Ile-WY[CO-N(OH)]-Val-Val-Ala-Y[CO-N(OH)]-Ala-
Val-OEt

i. Premier essai de couplage

Avant de synthétiser uN,N’-dihydroxy-hexapeptide, nous avons voulu vériferfaisabilité
d’'un couplage peptidique sur I'azote terminal. Poela, nous avons préparé Nrhydroxy-
tétrapeptide a partir di-hydroxy-tripeptidel0 dans des conditions classiques de couplage,
avec EDCI et HOBt. Cela nous a permis d’obtenimaavel exemple d&l-hydroxy-peptide
avec un rendement de 78% (Schéma 89).

BocLeuOH

o oH o©
OH O EDCI/ HOBt |
| o TA une nuit BocHN\)J\ Ot
He N (CH,0p) i H H
2 o} o
o o}
10 \( 15

78%

Schéma 89
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L’agent de couplage utilisé nous a permis d’allongechaine peptidique sans interaction
visible avec I'hydroxamate. Il nous restait a I'dgper a la synthése d’uN,N'-dihydroxy-
hexapeptide.

ii. Synthése du NN'-dihydroxy-hexapeptide

L'utilisation de HOBt et EDCI nous a permis d’obirele N,N’-dihydroxy-hexapeptidd.6
avec un rendement de 71% en une heure a tempéaatbiante (Schéma 90).

PN
BocHN Y

BocH

71%

Schéma 90

Ainsi, nous avons atteint notre objectif initialiggtait la synthése d’'uN,N’-dihydroxy-
hexapeptide.

Lors de notre premier essai, nous avons mal évéduéaible orthogonalité des
groupements Fmoc/OBn. Nous avons donc di changémtec pour un Boc. Ainsi, nous
avons été obligés d’allonger la séquence réactittnde deux étapes supplémentaires. Nous
pouvons néanmoins comparer le rendement d’obtedtore tripeptide : 77 % en trois étapes
pour obtenir un tripeptide Boc/OH et 46% en unge&tpour obtenir un tripeptide Fmoc/OH
directement a partir du tripeptide de départ.

Pour comparer plus rigoureusement ces résultatsrdit été possible dans un premier
temps de coupler le peptidd obtenu avec 46% de rendement avec le pegdd®ans un
deuxieme temps, la déprotection des extrémitésriNitales des deux hexapeptides (Boc et
Fmoc) aurait conduit a la méme molécule et auraitmis une réelle comparaison des

stratégies.
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2. Synthése de Boc-Ile-WY[CO-N(OH)]-Val-Val-Ile-Y[CO-N(OH)]-
Val-Val-OBn

Nous avons repris les conditions établies précédarhipour la synthése d’'un deuxieme
hexapeptide présentant cette fois-ci une protecioiiextrémité C terminale clivable, ce qui
permet d’envisager son utilisation vers d'autresliaptions, comme son insertion entre deux
fragments peptidiques et I'étude de linfluence degifs hydroxamates sur le repliement, par
exemple.

Nous sommes partis du tripepti@d et nous avons appliqué la stratégie mise au point
précédemment. Les déprotections des extrémités I terminales étant déja décrites ci-
dessus, nous présenterons seulement le couplageagesentsN-hydroxy-tripeptidiquesl2
et 14 entre eux. Nous avons ainsi obtenu avec un renutedee81 % sur I'étape de couplage

le N,N’-dihydroxy-hexapeptidd7 avec ses deux extrémités clivables (Schéma 91).

OBn
BocHN

12

81%

Schéma 91

IV. Conclusion

Lors de cette premiére partie de résultats, noumsadéveloppé la synthése dk
hydroxy-peptides et nous avons ainsi obtenu Idikydroxy-dipeptides, sixN-hydroxy-
tripeptides, unN-hydroxy-tétrapeptide et deuM,N’-dihydroxy-hexapeptides. Nous avons
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rencontré quelques difficultés d’ordre synthétiguenme les problémes d’orthogonalité de
groupements protecteurs. La séparation des diagéndééres nous a également préoccupés
quelque peu lors de ce travail. En revanche, leeldgpement de la chimie liée ak
hydroxy-peptides nous a donné de nouveaux modé&leadppeptidiques présentant deux
motifs CO-N(OH). Ainsi, a partir de cds-hydroxy-peptides, nous avons voulu créer de
nouvelles structures pseudopeptidiques en utilisydroxyle comme point de départ pour
l'insertion de fragments variés dans la moléculeufNallons maintenant aborder ces points

dans les chapitres 4 et 5.
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CHAPITRE 4 :

Acylation des N-hydroxy-peptides

Dans les chapitres 1 et 2, nous avons vu l'intéeémnodifier la liaison peptidique. Greffer
de nouveaux substituants sur le groupement hydeoxlyl motif hydroxamate pourrait
entrainer des variations des propriéfge rapport aux homologues classiques Nu
hydroxylés. Ainsi, la liaisorN-acyloxy-peptidique pourrait induire des changemedé
conformation de la structure peptidique, des chameges de sensibilité vis-a-vis de la
digestion enzymatiqdé*® ou permettre I'apport de nouvelles activités dipdques” Nous
avons donc étudié les conditions d’obtentiorNdacyloxypeptides et les avons appliquées a
la préparation de molécules potentiellement ing&Enetes en vue d’applications biologiques,
en particulier desN-aminoacyloxy-peptides (Schéma 92). Enfin, nousrorer quelles
modifications peuvent subir I&&acyloxypeptides et les perspectives qui en déabule

Acylations du motif hydroxamate

F»J\A * ‘f\ﬂ/lﬁ)}\f — E\H/MEJ

N-acyloxy-peptide

PHN
Ry

o OH o

S SAPAN P

Y ANy

Ry o) Ry, S s
N-aminoacyloxy-peptide

A= groupement activateur de 'acide

Schéma 92

106



Chapitre 4 : Acylation des N-hydroxy-peptides

I. Préparation des Aracyloxy-peptides

1. Méthodes d'acylations décrites dans la littérature

Aucune méthode générale d’accés Bxcyloxy-peptides n’est décrite dans la littérature
Cependant quelques articles permettent d’envisagetelle acylation du motif hydroxamate

de nos pseudopeptides.

La premiere méthode dont nous allons parler n’astgstrictement parlée une acylation,
puisqu’il s'agit de la formation d’un carbonafel’auteur propose plusieurs méthodes pour
modifier 'un des deux motifs hydroxamate d'un amiique de nature depsipeptidique,
utilisant du benzylchloroformate et de la triétglae en présence ou non de 4-
diméthylaminopyridine (DMAPY dans le dichlorométhane. Il obtient des rendeméatg4

et 80% respectivement (Schéma 93).

Rdit:

B: R, =H, R, =CBZ Ry=H 80% Sans DMAP

AR =H R,=H,Rg=H ——» CR;=R,=CBZ R3=H 74% Avec DMAP(5%)

\ D:R; = Ry =H, Ry =CHg

Schéma 93

921, E. Kopka. “Selective semisynthetic modificatiohL-156,602, a novel cyclic hexadepsipeptidelziatic”
Tetrahedron Lett.199Q 31, 4711-4714.

9 A. Hassner and V. Alexanian. “Direct room temperatesterification of carboxylic acid$etrahedron Lett.
1978 46, 4475-4478.
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L'exemple présenté sur le Schéma 94 est une amylafun acide hydroxamique, mais
sur une structure non peptidigifeDans le but d’étudier des réactions radicalairparéir de
O-acyloximes et d'acideg-acyl-hydroxamiques, les auteurs insérent des gnoepts
benzoyle sur I'hydroxyle. Pour cela, ils utilisdet chlorure d’acyle avec comme base la
pyridine. lls obtiennent les acid&sacyl-hydroxamiques avec des rendements de 60%w@ 86

(Schéma 94).

z)ﬂf%

OH

Phcod
Pyridine

(Ether)

o
)J\ _CHa
N
X |
o

60-86%

Clark et al. ont également acylé des motifs hydroxamate ernsamid des chlorures
d’acyles dans le dichlorométhane et comme base dgéthylamine avec des rendements
entre 29% et 94%ls ont ensuite étudié une migration du groupenaegte (Schéma 95¥.

Schéma 94

. Boivin, A.-C. Callier-Dublanchet, B. Quicletr&j A.-M. Schiano and S. Z. Zard. “Iminyl, Amidgnd
Carbamyl Radicals fror®-Bnzoyl Oximes an®-Benzoyl Hydroxamic Acid DerivativesTetrahedron 1995

51 (23), 6517-6528.

% A.J. Clark, Y. S. S. Al-Faiyz, M. J. Broadhurt, Patel and J. L. Peacock. “Base catalysed regeraant of
N-alkyl-O-acyl hydroxamic acids: synthesis of 2-acyloxyaraide Chem. SocPerkin Trans. 1200Q 1117-

1127.
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Rl\)J\ N/ Me EtaN | Migration T HN/
| (CH,Clp) B R,
OH >:o O\”/
Ry o)
29-94%
R, Ry Rendement
CH=CHPh t-Bu 29%
4-MeCgH, Et 90%
CH=CHPh Me 75%
2-Thienyl 4-CICgH, 9%
Schéma 95
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De l'anhydride acétique a été utilisé pour acétyleracide hydroxamique aromatigife.
Plusieurs modes opératoires sont rapportés pocét{ation. Le plus efficace consiste a
utiliser 'anhydride acétique en présence de quedagouttes d’acide sulfurigue concentré. Le
rendement est de seulement 12%, ce qui est biprditde pour que la généralisation de cette
méthode a des hydroxamates complexe soit enviskege@btte méthode est néanmoins
acceptable quand le produit de départ est peu cherme l'acide salycilique. Lorsque les
produits a acétyler coltent chers comme nos pseyptidps, I'utilisation de cette méthode
devient plus problématique. La deuxieme méthodaisdans I'anhydride a 80°C sans aucun

o o
o
©£‘\ NHOH H,SO, No
(AcO)
" Oj\O)\

12%

rendement rapporte.

Schéma 96

De ces quelques exemples, nous avons retenu quéitfutiliser un acide activé sous
forme d’anhydride ou de chlorure d’acide en coodii acides ou basiques. Les molécules
pseudopeptidiques a acyler nécessitent des comsliiouces excluant l'utilisation d’acide
sulfurique, par exemple. De plus, la majorité dexlpits dont nous allons nous servir ont une
extrémité Nterminale protégée par un Fmoc ne résistant pasilssdtion de bases telles que
la triéthylamine, la DMAP ou I&-méthylmorpholin€’ Ainsi, dans un premier temps, nous
nous sommes tournés vers l'utilisation de pyridamanme base, relativement inerte par

rapport au Fmoc.

2. Premiers essais : acétylation

Nous avions a disposition lebl-hydroxy-peptides préparés pour la synthése des
hexapeptides (chapitre 3). Ainsi, les premidrBydroxy-peptides que nous avons cherché a

% C. M. Dooley, M. Devocelle, B. McLoughlin, K. B.dkan, D. J. Fitzgerald and C. T. Sharkey. “A Novel
Family of Hydroxamate-Based Acylating Inhibitors@jcloxygenaseMol. Pharmacol. 2003 63, 450-455.
% T, W. Greene and P. G. M. Wuts. “Protective groapsrganic synthesis”3Ed., 1999 Wiley Interscience,
John Wiley & Sons, Inc., P507 and P737.
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acyler étaient 1e§S,9-Boc-lle-¥[CO-N(OH)]-Val-Val-OBn (L3) et (SS9-Fmoc-lle*P[CO-
N(OH)]-Val-Val-OBn (6¢). L'isomére §R,S 6d de ce dernier étant facilement accessible en
grosses quantités, nous l'avons également testé.

Nous avons essayé plusieurs méthodes d’acétyldtinhles résultats sont présentés dans
le Tableau 7.

Réactif

>:o
R3 (|3H O Ry yseur Rs (|3 e} Ry
—_—
OP, OP,
PIHRA\H/H)}\’QA\"/ Solvant PlHN)\n/k\’)}\h»\H/
o R o e} R, O
18

Entrée | N-hydroxy-peptide Réactifs Catalyseur | Solvant Rendement | Molécule
AcCl 17eq
1 6d o - CHCl, 71% 18a
Pyridine 2eq
2 6d Ac,0 2eq - Pyridine 86% 18a
3 6c AcO 2eq - Pyridine 9% 18b
4 13 AcO 2eq - Pyridine 9% 18c
5 6d AcO 138eq I2 AcO N% 18a
Cyclohexane
6 6d Ac0O la5eq I2 ou THF 0%
ou CH,Cl,
Tableau 7

Nous avons commencé par acétyler le pedien utilisant le chlorure d’acétyle dans le
dichlorométhane avec 2 équivalents de pyridine cenimase (Entrée 1), en vérifiant
préalablement que le groupement FmocNdhydroxy-peptide résistait a la pyridine. Ainsi,
avec 1,7 équivalents de chlorure d’acétyle, noumswobtenu en une nuit M-hydroxy-
peptidel8aavec un rendement de 71%.

Nous avons ensuite testé I'emploi de l'anhydridétigoe dans les mémes conditions,
mais la réaction est alors lente méme en augmetdaguantité d’anhydride (temps de
réaction supérieur a 24 heures). En revanche, @amsridine comme solvant, avec 2
équivalents d’anhydride, aprés une nuit de réa@itempérature ambiante, nous obtenons le
produit acylél8a avec un rendement de 86% (Entrée 2). Nous avoaigragnt obtenu de
cette fagon ledl-acétyloxy-peptide48b et 18c (Entrées 3 et 4). Les rendements sont corrects

avec cette technique d’acétylation, mais I'utiisatde pyridine est critiquable (pKb = 9,13).
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En effet l'utilisation de bases en excés est aeévtn chimie peptidique car elle peut
provoquer une épimérisation des peptides. Mémeosis n'avons pas observé ce phénomeéne
dans nos différents essais.

Phukan propose plusieurs acylations catalyséesl'ipdie avec I'anhydride comme
solvant, avec des rendements pouvant étre quastitaidis®® Nous avons appliqué cette
méthode a I'un de noBl-hydroxy-peptides avec un rendement de 90% (ErBjéeCette
technique est intéressante pour linsertion de gements simples, mais son application a
l'insertion de molécules plus complexes pose probléll faut en effet que I'anhydride soit
liquide pour étre utilisé en gros exces comme sulMdous avons donc cherché a diminuer la
guantité d’anhydride et trouver un solvant a cedtection, mais sans succes (Entrée 6). Nous

avons récupéré M-hydroxy-peptide de départ.

En résumé, différentes techniques ont été utilisdmsluisant aux produits acétylés avec
de bons rendements. De ces essais préliminaires, rdéthodes ont été retenues : celle au
chlorure d’acétyle avec une base et celle a l'arilgddans la pyridine. Par la suite, nous
avons greffé des groupements plus élaborés siN-healroxy-peptides en utilisant ces deux

méthodes ou en développant d’autres.

3. Diversification des exemples

Nous avons diversifié les acylations en inséraabal'd des groupements hydrocarbonés,

puis des groupements hétéroatomiques, sur difeehiydroxy-peptides.

a) Insertion de groupements hydrocarbonés

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 8.

% p. Phukan. “lodine as an extremely powerful catdiyr the acetylation of alcohols under solverefr
conditions”Tetrahedron Lett.2004 45, 4785-4787.
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R
—
(|)H Méthode (|)
—_—>
19
O o)
Entrée N-hydroxy-peptide Gro;gyleglent Méthode Rendement | Molécule
o)
1 6d Z)J\/ A 9% 19a
2 6c " A 97% 190
3 6b " A 80% 19¢c
o)
4 ed 5’% )‘\’< A 87% 19d
5 6c " A 15% 19
o)
6 6b )‘\H/ B 90% 19f
%" 14
o)

7 6b )J\/\/ c 9% 199
/
¥

8 6b ﬁl& C 93% 19n
9 6b " B 83% 19h
10 15 " C 99% 19i
1 9 " D 60% 19

Méthode A : 2 équivalents d'anhydride dans la pyridine pendant une nuit.

Méthode B : chlorure d'acyle , DIPEA dans CH,Cl, pendant une nuit.
Métl  C : formation de I'anhydride avec DCC dans le CH,Cl,. Filtrat mis avec le tripeptide et aprés évaporation du solvant reprise de la méthode A.
Méthode D : BOP, DIPEA, dans le CH,Cl,.

Tableau &°

Dans un premier temps, nous avons repris Ndsydroxy-peptides6c et 6d comme
modeles d’études. Ainsi, nous leur avons greffé glesipements propionyle et pivaloyle
(Entrées 1, 2, 4 et 5). Dans le cas des groupenmpvadoyle, nous avons rencontré des
difficultés certainement dues a I'encombrementigtié: Nous avons di laisser les réactions
évoluer pendant 3 semaines pour obtenir les prodditl et 19e désirés. La réaction sur
'isomere6c est encore plus lente : méme au bout de 3 semadéne&saction, le produdt9e est
récupéré avec 15% de rendement seulement contrea®@éd’autre isomere. Méme dans ces

% Les différentes méthodes d’acylation seront natééthodes A,B...S tout au long de ce chapitre.
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cas ou lesN-hydroxy-peptides restent aussi longtemps dansylaipe, nous n'avons pas
remarqué d’épimérisation.

Nous avons également travaillé avec des pseuddpsptioins encombrés, en particulier
avec le N-hydroxy-peptide $R,S)-Fmoc-Ala*¥[CO-N(OH)]-Val-Val-OBn @b) présentant
une alanine a la place de I'isoleucine. Dans celegsroduit attendd9c est obtenu avec un
rendement de 80%.

Le branchement d’'une chaine grasse palmitoyle aéétiésé en utilisant la méthode du
chlorure d’acyle (Entrée 6, méthode B). A cette astan, nous avons testé I'emploi de
diisopropyléthylamine (OPEA ou DIEA) comme base car elle est trés peu opbiée et ne
risque pas de réagir avec le chlorure d'a¢¥fleLa purification du produitlof a été
problématique car méme aprés des conditions classide traitement (lavage-extraction) et
de purification (chromatographie sur gel de silides spectres RMN du proton révélent
toujours la présence d’'un deuxiéme composé quiétadt I'acide palmitoique. Nous avons
contourné ce probléme en ajoutant 10% de carbatetsodium au gel de silitavec un
éluant aprotigue (mélange AcOEt/Pentane), Q@ peut donc retenir 'acide palmitoique.
Nous avons par la suite appliqué cette méthodeiepitss fois dans des cas difficiles de
purification et avons remarqué une meilleure pudet produits isolés. Nous avons obtenu le
produit 19f avec un rendement de 90%. De par la nature lipogla la chaine latérale, ce
produit pourrait avoir des caractéristiques luirpetant de s’insérer dans une bicouche
membranaire, voire de la traverser. En effet, padiié les solvants polaires, les peptides
passent tres difficilement ces barriéres, ce quitdi leurs actions au sein des cellules.

Nous sommes ensuite passés a l'introduction d'onggment insaturé (Entée 7). Insérer
un tel groupement était intéressant pour pouvoir lpasuite cycliser uN,N'-dihydroxy-
peptide en utilisant une réaction de métathesepiithas). L'anhydride de l'acide pent-4-
enoique est obtenu par action du DCC sur l'acideespondant dans le dichlorométhane
(méthode C). L'urée de la DCC étant insoluble dardichlorométhane, elle est éliminée par
filtration. Le filtrat contenant I'anhydride estnai directement ajouté au tripeptide. Apres
évaporation, le dichlorométhane est remplacé payidaine avant I'ajout du pseudopeptide.
Le N-acyloxy-peptidel9g est obtenu avec un rendement de 93%. Nous aveayé&sie
purifier le produit sans éliminer au préalable eettée de la DCC, mais celle-ci n'a pas pu

étre séparée di-acyloxy-peptide.

10D, L. Comins and A. H. Abdullah. “Synthesis of ty&1,4-dihydropyridines via Copper Hydride Redonti
of 1-Acylpyridinium Salts"J. Org. Chem.1984 49, 3392-3394.

t La silice de la colonne chromatographique tegitér la triéthylamine ne permet pas de récupénardduit
propre.
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Nous avons également étudié l'insertion de groupésnaromatiques. L'insertion d’un
benzoyle a été efficace sur plusiedrbydroxy-peptides par différentes méthodes. A pdsi
'acide benzoique et du pseudopeptéite nous avons tout d’abord appliqué la méthode C
(Entrée 8). Nous avons obtenu le prod®h avec un rendement de 93%. Nous avons ensuite
testé le chlorure de benzoyle avec I®BA, ce qui a permis d’'obtenir le prodifth avec un
rendement de 83% (Entrée 9). Nous avons égalenssaty@ I'acylation duN-hydroxy-
tétrapeptidel 5 par un groupement benzoyle et nous avons obtemutitptivement le produit
acylé 19i (Entrée 10). Comme nous étions intéressés palidation d’'agents de couplage
pour additionner de maniere plus douce des groupsngur le motif hydroxamate (en
particulier des acides aminésgle infra), nous avons utilisé le BOP pour greffer un beteoy

Le rendement est alors de 60% (Entrée 11).

b) Insertion de groupements hétéroatomiques

i. Insertion d'un Boc (carboxylation)

Nous avons utilisé la méthode des anhydrides pmsérér un groupement Boc sur le

motif hydroxamate. Les résultats sont présentés ahableau 9.

R
/
Q
—
(|)H Méthode o
—_— |
N\ f,

AN A
T T 7

. 5 -~ . Groupement 4 .
Entrée N-hydroxy-peptide carbonate Méthode Rendement Molécule
o
1 6c k)j\ O)< A 82% 20a
2 6d " A 99% 20b
3 12 " E 88% 20d

Tableau 9
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Nous avons inséré un groupement Boc sur les melg6alet 6d (Entrées 1 et 2) d’abord
pour comparer les résultats avec les molécl®e®t19d. En effet, l'insertion daert-butyle a
éte difficile sur cedN-hydroxypeptides et avec le Boc, nous éloignongetebutyle d'un
atome d’oxygene tout en permettant une protect@tilgdroxyle. Nous avons obtenu avec
de trés bons rendements les molécalgset 20b pour des temps de réaction n’excédant pas
une nuit.

Nous avons par ailleurs inséré dans une méme éiaf@oc sur 'amine terminale di
hydroxy-peptid€l2 puis un Boc sur le motif hydroxamate de la molé&3 (Entrée 3). Ainsi,
en suivant la réaction par plaque CCM, le prod@itest clairement obtenu seul jusqu’'a 1,1
équivalent de Ba©. En ajoutant alors 1,4 équivalents d’anhydridejshavons obtenu la

molécule20cavec un rendement de 88% pour les deux étapes pyrification (Schéma 97).

Boc,O 1,1eq
(le o) TEA
T

N\)J\ OBn N\)j\ OBn

Hal N (CH2C|2) BocHN
o AL ) /‘\
1 2 Non isolé 1 3
Boczo 14 eq TA
(CH2C|2)

OBOC (@)
OBn
BocH
(©)

88% pour les deux étapes

Schéma 97

Il faut noter que lors de la formation @6¢ il 'y a pas passage par une molécule a
l'extrémité N terminale nue et a 'hydroxyle du rfidtydroxamate substitué par un Boc.

ii. Diversification avec d'autres groupements hétéroatomiques

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 10.
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(|)H Méthode 3
_ > I
LN
o)
© 21
Entrée N-hydroxy-peptide Gro;gy'eglent Méthode Rendement | Molécule
o)
1 6d )}\ A Prodiit instable 21a
ﬁ"'z Chs
2 6c " A Prodiit instable 21b
3 6b " A Produit instable 21c
o)
4 6b ‘%& | X C
Z
o)
Y
5 6b B
o | |
H
A
6 6b & | | B
H

Meéthode C : formation de I'anhydride avec DCC dans le CH,Cl,. Filtrat mis avec le tripeptide et apres évaporation du solvant reprise de la méthode A.

Tableau 10

Nous avons d’'abord testé les conditions pour I'aieigroupements fluorés (entrées 1,2
et 3). Il est intéressant d’introduire du fluorladréactivité particuliere, dans nos molécules
prouvant ainsi la flexibilité de notre méthodologie synthése. De plus, remplacer un
hydrogene par un fluor dans le groupement acylenettrait de comparer différents-
acyloxy-peptides lors d’applications biologiques.’athydride trifluoracétique étant
commercial, nous avons appliqué notre méthode aitgy/dyridine sur leN-hydroxy-
tripeptide6d. La RMN du mélange réactionnel semble indiquer lgygroduit voulu se forme
avec une trés bonne conversion, mais il est accpngpee produits issus de la réaction de
Friedel et Craft sur la pyridine. Aprés purificatjocnous obtenons un mélange de produits que
nous supposons étre le tripeptide de départ etodugi voulu. Nous avons testé les mémes
conditions réactionnelles avec deux autikebydroxy-peptidesgb et 6¢c mais les résultats
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sont identiques. Il semble donc que les prodbitsifluoroacétylés ne sont pas stables et se
dégradent rapidement pour redonndxHbydroxy-tripeptide de départ.

Nous avons ensuite étudié le greffage des groupsnmgméroaromatiques. Avec l'acide
picolinique (entrée 4), en appliquant les condiiale formation de I'anhydride avec le DCC
comme décrit préecédemment avec le benzoyle, aucaneersion n'est observée et nous
récupérons seulement les réactifs de départ. Onhggedemander si I'anhydride se forme.
Cependant, nous observons bien la précipitatiotfiudée de la DCC. De plus, la RMN du
proton du mélange réactionnel apres ajoutNdeydroxy-peptide dans la pyridine montre la
présence de I'acide picolinique ou d’'un dérivé.

Les indoles sont des molécules connues pour letikstés biologiques trés intéressantes.
Greffer un fragment peptidique sur un indole petragétpeut-étre d’obtenir des molécules
ayant des caractéristiques et des propriétés (hles surtout) de 'un et de l'autre. Nous
étions en possession au laboratoire de deux «d=sdd indoliques potentiels. Ces deux
indoles étant sous formes de chlorures d’acylesis n@ouvions espérer les greffer sur
'hydroxamate. Dans les deux cas (entrées 5 eué)re réaction n'a eu lieu et seulNe
hydroxy-tripeptide de départ a été récupéré. Pétifier que nous avions bien les chlorures
d’acyle, de ces deux dérivés indoliques, nous Vessfait réagir avec de la diéthylamine et
avons obtenu les amides attendus. Nous supposamsencombrement stérique pourrait étre
la raison de ce résultat qui reste cependant papréhensible.

4. Utilisation d'un espaceur

L'utilisation d’'un espaceur permettrait d’éloignieis groupements encombrants. L'idée

est de greffer d’abord un lien chimique, puis degheffer la molécule voulue. (Schéma 98).

Vi _Oﬁoéqa

o (e}
GF : groupement fonctionnel
X: fonction permettant d'additionner G-

A :groupement activant

Schéma 98
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L’anhydride succinique dont I'ouverture de cyclempettrait de découvrir une fonction
acide carboxylique sur laquelle nous pourrions ditker, nous a semblé étre une bonne

solution.

a) Premiere méthode envisagée

Nous ne sommes pas parvenus a isol&-déeyloxy-peptide22 (Schéma 99). En effet, il
nous a fallu employer 12 équivalents d’anhydridecsuique pour que la conversion controlée
par RMN soit totale, mais lorsque nous avons vqulufier et isoler le produit, il s’est
dégradé. Ainsi, nous avons récupéré aprées chronagioig un mélange de produit attendu et
de N-hydroxy-tripeptide de départ. Il est probable tpieycle succinique se referme, libérant
le N-hydroxy-peptide.

OH

o
1 12eq

OH O (Pyridine)
| 1 nuit

o
oBn ? o
FmocHN N oBn
o o 2) Lavage aI'HO,, FmocH N
o o

6b

Instable

Produits de départs

Schéma 99

Nous avons alors envisagé une activation directemen’acide22 ouvert non purifié par
action de chlorure d’oxalyle, empéchant ainsi leleyuccinique de se refermer. Par ailleurs,
nous nous sommes confronté a la nature du nucléagplidditionner (Schéma 100). En effet,
un nucléophile assez fort peut aussi bien réagic & carbonyle rattaché a I'hydroxamate

(voie 1) qu'avec le chlorure d’acyle terminal (v@ig
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° o

Schéma 100

L'utilisation d’un sucre comme nucléophile sembldinc tentante. En plus de la nature
hybride glyco-peptidique intéressante de la mokcobtenue, 'oxygéne de la position
anomeérique présente un caractére nucléophile ma@égtii nous permettrait d’espérer une
attaque sélective sur le chlorure d’acyle. Nousnavdonc fait réagir le tripeptidgd avec
'anhydride succinique. Aprés un lavage a l'acidelochydrique concentré, permettant
d’éliminer 'anhydride en exces, nous avons tritproduit intermédiaire avec un large exces
de chlorure d’oxalyle puis avec du glucose benziyéérendement de la réaction est faible.
Les deux anomeéres sont isolés par chromatograpbie des rendements de 7% chacun sur

les trois étapes (rendement totale = 14%).

OBn Bn OBn
H 6d B
(@]
o OBn
1) 2) Lavageal HC|
12eq 3 cicocoa Bn oBn
1nuit  (pyridine) Cl BS—O
(ﬁ o
OBn
Pyndlne o) o
24
14%
Non Isolé
Schéma 101
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b) Deuxieme méthode envisagée

L’anhydride succinique a I'avantage de présenterfanction acide carboxyliqgue cachée.
Les problémes qui sont apparus lors du premier ésamnt I'instabilité du produit ouvert,
mais également les problemes de régiosélectivitee das deux carbonyles de I'espaceur.
Nous avons alors choisi d’insérer directement Eanisle espaceur-groupement fonctionnel
(Schéma 102).

GF : groupement fonctionnel

A :groupement activant

Schéma 102

Nous avons tout d’'abord testé cette méthode sumadéle. L'équipe de Bhaduri a
condensé la diéthylamine sur I'anhydride succiniguvec un rendement de 93%.Nous

avons reproduit la réaction au laboratoire avecendement de 70% (Schéma 103).

o~ O i .

(Ether)

70%

Schéma 103

Nous avons ensuite utilisé du BOP pour couplersieugdopeptidéb et le compos&5
(Schéma 104). Nous avons ainsi obtenN-Ecyloxy-peptide26 avec 57% de rendement.

191D, De, M. Seth, S. Chandra and A. P. Bhaduri. #Rsal of chloroquine resistance: synthesis anadichl
evaluation of substituted alkanolamines and diabutenes’ind. J. Chem., (section B: Org. Chem. Inc. Med.
Chem.) 1989 28 B 146-149.
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Schéma 104

Ce premier essai encourageant nous a poussésgiutiie molécule plus complexe que la
diéthylamine. Nous avons fait réagir un aza-étlmerenne sur I'anhydride succinique dans
du dichlorométhane en présence de triéthylaminen@rbase et nous avons obtenu la
molécule27 avec un rendement de 80%(Schéma 105).

go/_\o—> WO (;O/_\O—}
Cpr om0

@]

80%

Schéma 105

Le couplage, dans les mémes conditions que préaadrmavec le tripeptidgéb a permis
d’obtenir la molécul€8 voulue avec un rendement de 41% (Schéma 106).d8gedation
de I'éther couronne lors de la purification suctdonne de silice a été décelée entrainant une
baisse de rendement mais la liaison « ester » p&sstouchée.
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7 B
¢
< o

(ID o)
BOP OBn
DIPEA FmocH N
o) o
28

(CHR)

41%

Schéma 106

Nous n'avons pas eu l'occasion d’étudier les pé&ipa complexantes de cette molécule.
Nous pensons néanmoins qu’elle pourrait avoir deprjgtés tensio-actives en présence de
certains ions métalligues (comme le sodium pew}é€tEn effet, la partie peptidiqgue de la
molécule posséde des groupements assez lipoph#adjs que I'éther couronne doit
permettre de localiser I'ion métallique. Si ce catee amphiphile est prouvé, ceci pourrait
étre une technique pour passer les bicouchesdipdde membranes biologiques comme

certains exemples rapportés dans la littératudetgrg le montrei®?

c) Conclusion

En utilisant I'anhydride succinique, nous avonsseéla préparer ull-acyloxy-peptide
présentant un motif cryptant sur la chaine latéRdrir étendre cette méthodologie a d’autres
motifs (vers les sucres par exemple), il serait géne plus sage d’envisager un autre type de
lien que lacyloxy (alkyloxy par exemple) ou biem wautre espaceur que l'anhydride
succinique (um-bromoacide par exemple).

Nous allons maintenant étudier l'insertion sur 8&bydroxy-peptides d’autres chaines

latérales fonctionnalisées : les acides aminés.

1925 pathirana and W. C. Neely. “Interaction of Wathycin and Stearic Acid in Monolayersangmuir, 1992
8, 1984-1987.
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IT. Préparation de AFaminoacyloxy-peptides

1. Introduction

La préparation de pseudopeptides constitués de deaines peptidiques reliées entre
elles par le motif hydroxamate peut apporter devatles propriétés a cette classe de

molécules.

Chaine latérale peptidique

—O0

I
Chalne peptidique basale{ P, N
o \

Liaison
N-acyloxy-peptidique

P2

Figure 25

2. Premiers essais

a) les choix retenus (Figure 26)

Nous avons opté pour une stratégie pas a pas posynthése d'une chaine latérale
peptidique sur le motif hydroxamate. Nous avons roencé notre étude en essayant de
greffer un acide aminé sur le motif hydroxamateudavons envisagé différentes méthodes
pour insérer un acide aminé ou un fragment peptéigur I'hydroxyle, en utilisant des
anhydrides symétriques, des anhydrides mixtes, Nfearboxyanhydrides, des chlorures
d’acyles mais aussi des méthodes avec des ageataiglage. Pour tester ces méthodes nous
avons d’abord travaillé avec la glycine, un aciderg simple sans centre stéréogéne.
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O

Anhydride symétrique Anhydride mixte
o
o FmocHN\)J\
Y (@
NH E
R
N-Carboxyanhydride Fmoc-AA-Cl

AA= Acide Aminé

Figure 26

b) Résultats

L’ensemble des résultats est rapporté dans le datlé.

Les essais avec 'anhydride symétrique de la Bgcigg'® dans la pyridine (Entrées 1 et
2) ont permis d'obtenir les produ9aet29b avec des rendements de 88% et §3%6mme
'anhydride symétrique entraine l'utilisation deusteéquivalents d’acide aminé, nous l'avons
ensuite remplacé par un anhydride mixte (Entréen®is nous n’avons pas observé la
formation de nouveaux produits.

Dans la littérature, nous avons trouvé des conwtigtilisant les anhydrides mixtes avec
de laN-méthylmorpholine (NMM) comme base dans le dichioéthan€® Nous avons testé
cette base sur nd$hydroxy-peptides et avons remarqué un début deotiion de I'amine
a partir de 1 équivalent de NMM ajouté. Vraisembaidnt cette base vient d’abord
déprotoner 'hydroxamate, puis ensuite seulemelite de groupement Fmoc de I'amine.
Nous avons donc essayé I'ajout d'anhydride mixtecawn équivalent de NMM (Entrée 4) et
avons obtenu le produit acylé voulu avec un rendaemstimé par RMN du proton de 15% en
mélange avec IBl-hydroxy-peptide de départ. Nous n'avons pas réussiparer les produits
et les résultats de ce couplage n'ont pas pu Biédiaés.

Nous avons alors testé les conditions utilisanNtoarboxyanhydrideN-CA) (Entrée 5).
Dans la littérature, il est rapporté que l'inconied de cette réaction est la polymérisation du

" Un essai avec I'anhydride isolé par cristallisaonduit & un rendement de 75% p2@b.
193, Yamashiro. “Preparation and properties of sorgstalline symmetrical anhydrides Nf-tert.-
butyloxycarbonyl-amino aciddht. J. Peptide Protein Re4.987, 30, 9-12.
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N-CA dans le mélang¥’ Avec cette méthode, il na pas été possible dirséne glycine sur
I'hydroxyle, vraisemblablement parce que I'hydroxenn’est pas assez nucléophile. Enfin
nous avons testé différents chlorures d’acylesr@est6 et 7), mais aucun acide aminé n'a pu

étre greffé de cette maniere.

NHP

Su

OH (©)

N TN
T T %

Entrée Tripeptide (grr?]l;lpemen e t Méthode Rendement Molécule
o)
1 6c R )J\/NHBOC C 85% 2%
2 6b " C 88% 2%
" F
4 " " G 15%* 2%
o)
| S|
o
6 " SE NHFmoc I
o)
9‘& NHFmoc
7 6d I

Méthode C* : 4 eq AA, 2 eq DCC, (GEL). Filtrat mis avec le tripeptide, (gBl,) remplacé par (pyridine)
Nouvelles méthodes:

Méthode F : Anhydride mixte, (pyridine)

Méthode G : Anhydride mixte, 1 equivalent de NMBHCI,)

Méthode H N-carboxyanhydride, (pyridine)

Méthode | : Fmoc-AAC, 1,3 eq pyridine, (SEL)

*Rendement estimé par RMN

Tableau 11

De ces essais, il ressort que la seule méthodseayuble permettre une insertion d’un
acide aminé sur le motif hydroxamate est l'utiiisat d’anhydride symétrique dans la
pyridine. Comme nous avons obtenu ces anhydridesapaon de dicyclocarbodiimide

104\, D. Fuller, M. Goodman, F. R. Naider and Y.-BuZ“Urethane-ProtectagtAmino Acid N-
Carboxyanhydrides and Peptide SyntheBisipolymergPept. Sc), 1996 40, 183-205.
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(DCC), nous avons voulus essayer des méthodesqimapli directement des agents de

couplage sans passer par I'anhydride isolé.

3. Utilisation d'agents de couplage

a) Choix des agents de couplage (Figure 27)

Notre premier choix s’est porté sur le dicycloheaybodiimide (DCC) qui nous avait
préalablement permis d’obtenir les anhydrides skiqéts. L'EDCI est également un agent
de couplage de type carbodiimide, dont l'urée egtirdsoluble® Un agent de type
phosphonium comme le BOP dont les résultats delagepen synthese de peptides sont
connus pour étre bons, devait &tre esSdy#fin, nous voulions également tester un agent de

couplage de type aminium/uronium comme le HAfU.

OO =

: . 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
Dicyclohexylcarbodiimide, DOC ethylcarbodiimide, EDCI ou EDC

\
N N
\
N Y
\
O—

) \
\ ¢
JPFg
OP (Ve PFg’ \N\ ’
/
BOP HATU
Figure 27

b) Résultats

L’ensemble des résultats est rapporté dans le datl2.
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NHP
R_% o
T i
Y — Ny
o o) 30
Entrée Tripeptide Grouperment Méthode Rendement Molécule
aminoacyle
o J 75%
1 6b E)J\/ NHBoc K 69% 290
D 74%
2 9 D
o)
3 i“a)&/ NHFmoc D
4 (SR9- D
Boc-Ala-'H{CO-N(OH)]-Ala-
Val-OEt
o)
9 30a
5 D 88%
% NHBoc
o)
6 NHFmoc D 61%
'\HL 30b
72%
o)
D 86%
7 i% NHBoc 200
56%
8 RS- . D 69% 30d
Fmoc-Gly-‘F{CO-N(OH)]-Ala-
Leuw-OEt 84%
o)
NHFmoc
9 "'x, D 67%
° 30e
L 7%
o)
NHFmoc
10 % D
Ph
MéhodeJ: 1,7 eq AA, 1,8 eq DCC, (GHL,),, une nuit a température ambiante * Renderment estimé par RVN

MéhodeK: 2.5 eq AA, 3,6 eq EDC, (GB,), une nuit & température ambiante

MéhodeD: 1,1 eq AA 1,1 eq BOP, 2 eiflBA, (CHC,)

Méhodel : 1,1 eq AA, 1,1eq HATU, 3 eqBEA, (DMF), Sheures a température ambiante

Tableau 12

** \/oir tableau précédent

pour numérotation

Nos premiers essais avec le DCC nous ont permisétér la glycine sur I'hydroxamate,

mais nous n'avons pas réussi a purifier le pro@%9b correctement (Entrée 1). Nous

rapportons un rendement estimé par RMN du protobla.
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Nous avons ensuite essayé 'EDCI dont l'urée astighble par simple lavage aqueux.
L’insertion de la glycine s’est faite correctemenfipres purification nous obtenons le produit
29b avec un rendement de 69% (Entrée 1, méthode K).

Notre premier essai de couplage avec le BOP a pateniécupérer le prod@db avec un
rendement de 74% (Entrée 1, méthode D).

Pour des raisons de facilité d’accés et comme wouions ajouter des acides aminés
avec des résidus pouvant étre assez encombranssavons alors changé déhydroxy-
tripeptide, préférant IBl-hydroxy-tripeptided a la moléculéb. Nos tentatives pour insérer un
acide aminé de type glycine avec le BOP (Entréer?)été infructueuses et nous avons
récupéré les molécules de départ. Le fait de chiaeggroupement protecteur Fmoc par un
Boc n'a pas amélioré le résultat (Entrées 3 et 4).

En revanche, il a été possible d’insérer gralanine (Entrée 5), acide aminé avec un
méthyléne supplémentaire que la glycine, nous ptamtede récupérer le prod@®aavec un
rendement de 88%. Nous n’avons pas de raison ggsg@expliquer pourquoi une glycine ne
peut pas étre insérée au niveau du motif hydroxam@tceN-hydroxy-tripeptide alors qu'il
est possible de lui ajouter ufelanine.

Les agents de couplage nous ont permis d’introdiirers acides aminés. Les insertions
se sont faites avec des groupements Fmoc ou Beacdmgerendements similaires (Entrées 6
et 7). Il a été observé que les couplages se foetixmavec HATU, sauf dans le c868c
(entrée 7) et pour nos essais d’insertion de phadamnjihe, infructueux (Entrée 10).

Lors de ce travail, nous avons réussi a greffesiplirs groupements fonctionnalisés ou
non sur le motif hydroxamate. Si les groupementdrdgarbonés n'ont pas posé de
problémes, les groupements comportant des héténeatm’ont pas toujours donné de bon
résultats de couplage. Ainsi, nous avons essaydédelopper une méthode permettant de
greffer une grande diversité de groupements fonotts sur lesN-hydroxy-peptides en
utilisant un espaceur. Insérer des acides amiresd s&vélé particulierement délicat, mais
nous avons atteint cet objectif en utilisant desnég de couplage.

Nous allons maintenant passer aux modificationd gat possible de réaliser sur Ms

acyloxy-peptides et a quelques applications.
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ITI. Modifications/utilisations/applications des Atacyloxy-

peptides

Nous allons voir dans une premiére partie les nmeatibns que peuvent subir l&&
acyloxy-peptides, en particulier ceux présentaet clmine latérale de type acide aminé. Nous
verrons dans une deuxiéme partie la formation d’'omaécule « dimere » grace a une

réaction de métathese sur iscyloxy-peptides insaturés.

1. Introduction

L'utilisation des molécules de typé¢acyloxy- ouN-aminoacyloxy-peptide passe par une
meilleure connaissance de leur réactivité chimiduessi, nous nous sommes demandés s'il
était possible d’allonger la chaine peptidiquerkd&epar une stratégie de synthése pas a pas.

Nous avons également voulu savoir s'il était pdesiallonger la chaine basale (Figure 28).

Ps Elongation?

Chalne latérale peptidique

—0O

— P

Chalne peptidique basale { Py ~
—_—
-

Elongation? © Elongation?

Liaison
N-acyloxy-peptidique

Figure 28

2. Modification de la chdine latérale

a) Elongation de la chaine latérale

Nous avons testé sur une de nos molécules une duddigie classique de déprotection-

couplage peptidique. Ainsi, pour cliver le groupamBoc porté par la glycine de la chaine
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latérale de la moléculgd9a cette derniere a été traitée par de l'acideutsithacétique pur
(Schéma 107). Des conditions classiques de coup{&iCIl/HOBt, DPEA) ont été
appliguées pour additionner le deuxieme acide aniieéproduit31l a été isolé avec un

rendement de 72%.

BocHN O
NHBoc H
NH
o 1) TFA
(@] (@]
| 2) BocAlaOH
MHMH( S B “/H( ;g(
H DiPEA
© © (CH,Cl)
290
72%
Schéma 107

b) Cas d'une chdine latérale dipeptidique

Poursuivant la démarche « pas a pas », nous avengestesté le clivage du groupe
Boc. L'amine libre attendue n’est pas stable. Elbaduit & une cyclisation libérant K-
hydroxy-peptidesb avec un rendement de 72%. Le dipeptide cyclRRiebservé par RMN
dans le mélange réactionnel brut, n'a pas été isett celui-ci se dégrade, soit il reste

accroché sur la colonne de gel de silice. (Schédsa 1

BocHN NH — _ > (O

g( \} HN NH Non retrouvé

o NH
? o) 1) TFA '\f‘z_\}:o O} 32
oBnh ———— - 5 N
FrnocHN %H 2) DIPEA C"
o o @Oy A N oH 0
L o | FmocHN N
o o
6b

72%

Schéma 108
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Si cette cyclisation semble condamner la stratpg&a pas, elle permet d’envisager de
nouvelles applications biologiques. Elle pourraitedfet étre utilisée dans une stratégie de
type prodrogue. Plusieurs équipes ont déja trévalir des stratégies similair@s,en
particulier avec des brins dipeptidiques produiskes dicétopipéraziné€’ Le principe est de
cliver via une enzyme un groupement protégeant welénphile, ce qui provoque une

cyclisation intramoléculaire, relargant le médicatrextif.

X-drogue X-drogue
o

L

/\ o
Nu
Nucléophile démasqué
par une enzyme spécifique
_— + HX-drogue

Schéma 109

Nu-masqué

Ainsi, en utilisant le méme type de réarrangem®atitoset al. ont montré sur un modele
simple dérivé du paracétamol, que la molécule ax@antrangement était moins cytotoxique
que le paracétamol seul (Schéma 1£0)ls ont également étudié la cinétique de cyclisati
de la dicétopipérazine en milieux tamponnés etatiqulier a pH physiologique. En traitant
des souris avec les sels d’acide trifluoroacétidedrois de leurs molécules, ils ont mis en
évidence qu’avec ces molécules le relargage dwet@mol était plus lent, ce qui diminuait
sa cytotoxicité.

195D, Shan, M. G. Nicolaou, R. T. Borchardt and B \¢atProdrug Strategies Based on Intramolecular
cyclization Reactionsd. Pharm. Scj.1997, 86, 765-767.

1% C. Goolcharran and R. T. Borchardt. “Kinetics dk&opiperazine Formation using Model Peptidés”
Pharm. Sci.1998 87, 283-288.

107 C. santos, M. L. Mateus, A. P. dos Santos, R. Mayr&. de Oliveira and P. Gomes. “Cyclization-eatid
prodrugs. Synthesis, reactivity and toxicity ofefitide esters of paracetam@&iborg. Med. Chem Lett2005
15, 1595-1598.
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R, O
R o
HN NH Dicétopipérazine
F3CCOO, *HgN NH
RJ!"' ----- ®) Rl
tampon pH 7,4
o -y +
Q HQ
paracétamol
NHCOMe NHCOMe
N J
Y
Etude cinétique sur le relargage du paracétamol
Schéma 110

En provoquant une libération de paracétamol pgsranessus enzymatigue spécifique, la
libération locale de cet anti-inflammatoire estgiole. Ce type de stratégie évite une injection
de grandes quantités de produits actifs allantragie avec d’'autres sites biologiques, au
niveau du foie en particulier, en provoquant déstefsecondaires néfastes.

Il est possible d’envisager une stratégie similgoer lesN-hydroxy-peptides. En jouant
sur la nature du groupement a cliver en bout dénehatérale, il serait possible de libérer le
N-hydroxy-peptide dans une région particuliere ddnganisme. Bien entendu, ceci est vrai si,
comme dans le cas étudié par Santos, la molécalg adarrangement est inerte ailleurs dans

'organisme.

c) Conclusions-perspectives

Il n'est plus possible d’envisager une élongati@s @ pas pour les premiéres étapes
d’élongation de la chaine latérale. Il serait gdicieux de coupler un fragment de quelques
acides aminés sur le premier acide aminé greffd'lsysiroxamate. A partir d’'une certaine
longueur, une élongation de la chaine latéraleigigpe par une stratégie pas a pas devrait
étre possible car la cyclisation est plus difficile

L'élongation de la chaine latérale peptidique et ddficultés entrevues, nous avons
étudié les réactivités des extrémités N et C tealegrde la chaine basale.
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3. Elongation de la chaine basale par I'extrémité C terminale

Nous avons vu que I'élongation de la chaine papiglibasale peut se faire dans deux
directions. Nous allons d’abord aborder le casélerigation de I'extrémité C terminale.

L'élongation a été vérifiee sur IN-acétyloxy-peptidel8c protégé en Boc/OBn. Nous
avons donc commencé par cliver le groupement beraat hydrogénolyse en présence de
palladium sur charbon (Schéma 111) et nous avaenole produi83 avec un rendement de
91%. Nous l'avons couplé dans des conditions dassi (EDCI, HOBt, IPEA) a une
phénylalanine pour obtenir le prod8# avec un rendement de 74%.

N\)k e | N\)k
BocHN (EtOH) BocHN

91%

HPheOBN

EDCI HOBt
DiIPEA
(CHCLY)

- Ki K)k

34

74%

Schéma 111

Nous allons a présent nous intéresser a la régctieil'extrémité N terminale de la chaine

basale.
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4. Elongation de la chaine basale par I'extrémité N terminale et

réarrangement

a) Introduction

Un réarrangement sur des molécules proches dessnfgisant intervenir un état de
transition & 6 centres lorsque 'aminefede la liaison pseudopeptidique est déprotégées a é
rapporté dans la littérature (Schéma 142Ce type de réarrangement, méme s'il semble
limiter I'élongation de I'extrémité N terminale, pieavoir des applications tant au niveau

synthétique que biologique comme nous allons le voi

o) R, (IDH
N—F, — Rs)]\h/k”/N\Rz
o

(@]
R= tBu
(CHy),Ph
Schéma 112

Un réarrangement similaire a été utilisé par plusiequipes pour synthétiser un fragment
peptidique, le peptidg-amyloide (A8) 1-42, difficile & obtenir par les techniques slgaes
de synthésé®® ' Le fragment peptidique en question comprend detrines. Dans la
stratégie de synthése pas a pas, les acides asunémts les sérines sont couplés sur
'hydroxyle de la chaine latérale de la sérine @t pas sur 'amine. Il est alors possible de
synthétiser le reste de la chaine peptidique sHiisuté. Dans une étape finale, les auteurs
établissent des conditions permettant une migra@@sN dont I'état de transition fait

intervenir 5 centres (Schéma 113), leur permettatitenir le peptide voulu.

1% 3) R. Braslau, J. R. Axon and B. Lee. Synthesl¥-bfidroxy Peptides: Chemical ligation ©fAcyl
Hydroxamic Acids"Org. Lett, 200Q 2, 1399-1401. b) L. Wang and O. Phanstiel IV. “Sysib of N-
(Hydroxy)thioamide-Containing Peptide3’ Org. Chem.200Q 65, 1442-1447.

199, A. Carpino, E. Krause, C. Dan Sferdean, M. Schii, H. Fabian, M. Bienert and M. Beyermann.
“Synthesis of “difficult” peptide sequences: apption of a depsipeptide technigue to the Jung-Rader0-
and 26-mers and the amyloid peptidé(x42)” Tetrahedron Letf.2004 45, 7519-7523.

10y Sohma, Y. Hayashi, M. Kimura, Y. Chiyomori, Ranigushi, M. Sasaki, T. Kimura and Y. Kiso. “The
“O-Acyl isopeptide method” for the synthesis of diffit sequence-containing peptides: applicatioméo t
synthesis of Alzheimer’s disease-related amyfpeptide (46)1-42” J. Peptide Sci2005 11, 441-451.
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A~ N/\’/O °

A
P S N
B O R SS

Schéma 113

Dos Santogt al. synthétisent également le peptfitamyloide (4) 1-42, sous ses formes
O-acylées avec deux groupements protecteurs ortlogofacide-basique, photo-clivable et
enzymatiquement-clivable) au niveau des amines desx sérine$'' En clivant
sélectivement l'un ou lautre de ces groupementsotgateurs, les molécules
pseudopeptidiques passent d’'une forme soluble ééiniel a des molécules peptidiques aux
conformations bien établies (héliogsfeuilletsp...). lls mettent ainsi en évidence l'influence
de petits segments peptidiques sur la conformatfiorreste de la molécule et montrent
l'intérét de contréler ce genre de phénoméne pmg application éventuelle de type

prodrogue.

chemical
synthesis

o N
[h-sheet oligomers

Schéma 114+

1135 Dos Santos, A. Chandravarkar, B. Mandal, R. hinK. Murat, L. Saucéde, P. Tella, G. Tuchschaner
M. Mutter, “Switch-Peptides: Controlling Self-Assbiy of Amyloid g-Derived Peptides in vitro by Consecutive
Triggering of Acyl MigrationsJ. Am. Chem. Sq005 127, 11888-11889.
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Ces exemples récents de réarrangements avec deésdde type sérine ont montré
lintérét qu’il y avait a mettre au point des métles de migration avec des molécules
peptidiques. L’'application de cette stratégie ades N-acyloxy-peptides permettrait de
I'élargir a d’autres acides aminés que la sérimemigdifiant a volonté le squelette peptidique,
cela permettrait de bloquer ainsi la naissance alefocmations peptidiques (feuillets,
hélices...) qui empéchent actuellement la synthesémgues chaines peptidiques par les

techniques classiques.

6]
| Support olide : : Support solide I\Nr" :
H ) |
o

C M Kjkmﬂ

o
—==—— Extrémité M terminale pousant \IO :]
&tre enfouie dans une structure

rigicle empéchant I'&langation

Extrémité b terminale présentant un dedré —ae=—
de liberté grand, permettant '&longation.

Figure 29

b) Résultats

L’ensemble des résultats est rapporté dans le datla.

Nous avons dans un premier temps voulu déprotegéirie terminale diN-acétyloxy-
peptidel8adans des conditions classiques (pipéridine, swiuai20% dans le THF) utilisées
au laboratoire (Entrée 1). Nous n‘avons pas obtequoduit désiré mais la molécule sans le
groupement Fmoc et sans l'acétyle avec un rendeder@®1%. Nous avons donc cherché
d’autres conditions pour cliver le Fmoc sélectivameEn appliquant celles décrites par
I'équipe de Phansti#f aux moléculesl9c et 19h, nous avons constaté la migration du
groupement acyle avec un rendement de 71% pdi@dat 79% pour 1d9h (Entrée 2 et 3).
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R

o
R, (|3>= o R, (|3H
PHV\A\H/ N\;”; — F»J\EA\H/N\;’; |
o) o 3!

Entrée | N-acyloxy-peptides | Méthode | Rendement | Produit réarrangé
1 18a M
2 19¢ N 71% 35a
3 19h N 79% 35b
4 29b N
" o)
P
Q
5 30e N 71% 15
6 18c R 92% 35¢
7 " s 9% 35d
8 34 R 71% 35e

Méthode M : Pipéridine (20%), (THF), 1h. Méthode Q: Nigj (THF), 1h
Meéthode N: NHEE(6 équivalents), (THF), 3hviéthode R: 1) TFA  2) Mélange biphasique de;@#H20), NaHCQ (1M), 1h puis une nuit

Méthode O: NHE (CH,Cly), 3h Méthode S: 1) TFA 2) (GALy), 1h
Méthode P: NE&f (THF), 1nuit * déja obtenu par couplage classique (chapitre 3)
Tableau 13

En revanche une attaque nucléophile sur le groupeawyle a été observée pourNe
aminoacyloxy-tripeptide29b donnant I'amide Boc-gly-NEtet le N-hydroxy-tripeptide6b
(Entrée 4). Nous avons essayé d’autres conditicais nmous n'avons jamais reussi a cliver
sélectivement le Fmoc sans retirer la glycine.

Le pseudopeptid@0g présentant une chaine latérale plus encomb@mduit au produit
réarrangél5* avec un rendement de 71% lorsqu’il est traité demxonditions de Phanstiel
(Entrée 5).

Nous avons ensuite étudié le cas d\tacyloxy-peptide protégé par un autre groupement
gue le Fmoc. Ainsi, nous avons établi un exemplemigration par clivage avec l'acide
trifluoroacétique d’'un groupement Boc (Entrée 6 tdilieu Iégérement basique biphasique
permet d’obtenir la molécule réarrang8Bc avec un rendement de 92%. Nous avons
également appliqué cette méthode avec le tétralesgti(Entrée 8), obtenant ainsi le produit
réarrang&5eavec un rendement de 71%. Ce résultat un pelefpdr rapport au prodse
s’explique par des difficultés de purification.

Nous avons été surpris qu’il ne soit en fait paseséaire de passer en milieu basique pour

observer ce réarrangement (Entrée 7). En effetvaporant I'acide trifluoroacétique, puis en
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ajoutant simplement du dichlorométhane, le produéarrangé 35d est obtenu
guantitativement. Ceci explique pourquoi nous nie/@as réussi a coupler un acide aminé

sur I'extrémité N terminale diN-acétyloxy-tripeptidel8c(Schéma 115).

BocHN

2

/\ © 18c

Schéma 115

Lorsque le fragmentN-acyloxy-aminé est en deuxieme position, on obselve
réarrangement. Que se passe t'il si ce fragmemnegosition plus lointaine ?

Nous avons essayé une élongation de I'extrémitérhinale duN-acyloxy-tétrapeptide
19i pour lequel l'acideN-acyloxy-aminé est en troisieme position. Le groneet Boc
terminal a été clivé par l'acide trifluoroacétiqumiis des conditions de couplage classiques
ont été appliguées. Nous avons choisi la phénylsdacomme acide aminé a coupler par
commodité d’interprétation analytique. Neacyloxy-pentapeptid86 a ainsi été obtenu avec

un rendement de 74% et aucun produit réarrangété’abserveé.

DIPEA
(CHA)

BOCM&%;E( e «(w*«%ﬁ*g/w

Rdt =74%

Schéma 116

c) Conclusions-perspectives

Il est possible de faire croitre lééaminoacyloxy-peptides dans les trois directions.
Cependant lors de ces essais d’élongation desashgieptidiqgues latérale et basale, nous
avons mis en évidence deux types de réarrangendons,'un était précédemment décrit
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dans la littérature sur des molécules plus simpleserait intéressant d’approfondir les

applications biologiques possibles de ces réarraagts.

5. Formation d'un « dimére » par métathése

La réaction de métathese est une méthode permegacdupler des oléfines entre elles
(Schéma 117). Nous avons testé la préparation ptte anéthode d'un diméredu
pseudopeptidel9g Les conclusions qui émergeront de cette partimixcdu catalyseur,

conditions expérimentales...) seront utilisées ayitieas.

Schéma 117

Plusieurs catalyseurs existent pour la réactioméeathése. La facilité d'utilisation des
réactifs de Grubbs (Figure 30) ainsi que leur #oiée vis-a-vis des fonctions présentes sur les
molécules en font les catalyseurs les plus commanémtilisés:'? Le catalyseur de Schrock
est également un réactif utilisé pour cette réactidont la tolérance fonctionnelle est
importante, mais dont la manipulation est peu aidémus avons donc travaillé avec les

catalyseurs de Grubbs.

1123) M. Scholl, S. Ding, C. W. Lee and R. H. GrubiSynthesis ans Activity of a New Generation of
Ruthenium-Based Olefin Metathesis Catalysts Coattdhwith 1,3-Dimesityl-4,5-dihydroimidazol-2-ylide
ligands”Org. Lett, 1999 1, 953-956. b) J. P. Morgan and R. H. Grubbs “Im iteparation of a Highly Active
N-Heterocyclic Carbene-Coordinated olefin Metath€sialyst”"Org. Lett, 200Q 2, 3153-3155.

"Il ne s'agit pas strictement d'un dimére puisqaaxdgroupes méthylénes sont perdus.
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L Rl o e
g Doty ame
Ry A8

Le réactif de Grubbs 1, réputé moins tolérant wasades fonctions amine que le Grubbs
2, est beaucoup moins cher. Il n’a malheureusepenpermis la dimérisation dN+acyloxy-
peptidel9g seul le produit de départ a été récupéré lorsedgremiers essais. De meilleurs
résultats ont été obtenus avec le réactif de Gr@bf&chéma 118). A température ambiante,
un rendement de 50% a été obtenu avec 10% molienchthlyseur. Un mélange équimolaire
d’'isomeres (Z et E) a été isolé aprés purificatlogs isoméres n'ont pas pu étre séparés. La
présence d’éléments de symétrie dans les moléemg®che la lecture de constantes de

couplage, ce qui aurait pu permettre d’identifi@irement les isomeres.

o Y~ 0
e LIt I
Sl s A
(@]
Conditions
Conditions Rendement
Grubbs 1 0%
(CHCR)
Grubbs 2
50%
(©C) 37 et 37
Schéma 118
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IV. Conclusion

Lors de ces travaux sur les réactions d’acylatimoys avons synthétisé plusieus
acyloxy-peptides par difféerentes méthodes. Dangramier temps, nous avons rencontré des
difficultés a greffer certains groupements fonatialis€s. Nous avons contourné ce probléme
en proposant une méthode intégrant un espaceurs Blvans également mis au point des
techniques pour greffer un acide aminé, point dpadéde la construction d’'une chaine
latérale peptidique. Les modifications de ces stm@s nous ont permis de découvrir un
nouveau réarrangement potentiellement intéressarticdogie dans une méthodologie de
type prodrogue. Enfin, nous avons synthétisé parréaction de métathese un exemple de
dimeére pseudopeptidique.

Ces études ont mis en évidence la labilité dealadnN-acyloxy-peptidique. Aussi, nous
avons cherché a développer une liaison plus robidébels nous sommes tournés vers

l'alkylation deN-hydroxy-peptides.
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CHAPITRE 5 :

Alkylation des N-hydroxy-peptides

Dans le chapitre 4 nous avons vu que la liaison - est relativement fragile
lorsqu’un nucléophile est présent dans le miliene llkylation de I'hydroxamate ded
hydroxy-peptides permettrait de créer une liaisars pésistante. Nous avons donc voulu
synthétiser une petite bibliothéque Malkyloxy-peptides en greffant différents groupetsen
alkyles sur le motif hydroxamate. Par ailleurs, siaapuhaitions synthétiser uN,N'’-
dihydroxy-peptide dont les NO seraient reliés estre par un pont hydrocarboné. Pour cela,
nous avons envisagé une réaction de métathesenoléeulaire. Nous avons par conséquent
surtout cherché a introduire des groupements irssgur no-hydroxy-peptides.

I. Substitution nucléophile sur des halogénures d'alkyle

1. Introduction

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1, il exdst® techniques pour obtenir des acides
aminés — ou dérivés N-alkyloxylés, en particulieN-benzyloxylés. La préparation dé
alkyloxy-peptides par cette voie d’acces a tousdite été écartée car le couplage d’acides
aminés contenant des résidus encombrants deviéinilelien présence d’'un groupement sur
l'oxygene. De plus, en partant ds-hydroxy-peptides, une méthode d'alkylation de
I'hydroxamate permet d’accéder rapidement a desphes variés. Ainsi, les méthodeshde
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acylation deO-alkyl-hydroxylamines, comme celle utilisée par Kah al, n'ont pas été
retenues (Schéma 1195.

a
a
a - o g
| RONH,,HCI )j\ 7
N~ N Ry HN/O\ R * |N
N
Ry 82-99%
Ry R
N-CaHs - CotsCH, -
Bn CH,=CHCH, -
CHg - CHj -
(S)-CeHsCH,CH(NHTS)- (CHy)sSI

Schéma 119

Nous nous sommes donc intéressés a la réactiotmydlrdxamate sur des halogénures
d’alkyles dont certains exemples étaient décritsda littérature.

2. Méthodes décrites dans la littérature

Deux exemples d’alkylation de motifs hydroxamatiésaint I'iodure de méthyle avec des
rendements quantitatifs ont été rapportés par déa@oal. (réaction A sur le Schéma 12t)
et Papaioannoet al.(réaction B sur le Schéma 1265.

113 3.-J. Kim, Y.-D. Park, S.-D. Cho, H.-K. Kim, Y.Hang, S.-G. Lee, J. R. Falck, M. Shiro and Y.-doN.
“Preparation of0-Alkylhydroxamic Acids using 2-Acylpyridazin-3(2H)res in WaterBull. Korean Chem.
Soc, 2004 25, 1273-1276.

14 M. R. G. da Costa, M. J. M. Curto, S. G. DaviesSahders and F. C. Teixeira. “Synthesis of (R[Q-
methylN- (a-methylbenzyl)hydroxyamino]-benzene} chromium trimanyl via nucleophilic aromatic
substitution of §°>-fluorobenzene) chromium tricarbonyl” Chem. SogPerkin Trans. 12001, 2850-2855.
15D, Papaioannou, K. Barlos, G. W. Francis, T. BeskR. W. Aksnes and K. Maartmann-Moe.
“Reinvestigation of the Base-Induces Ring ClosurElethylsulfonium Salts oN-Trityl-(S)-
methioninehydroxamide and Derivativestt. Chem. Scandl99Q 44, 189-194.
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Reaction A
o o
Mel
—
PH | K,CO;  Ph 'l\‘
OH OMe
quant
Reaction B
Hy, DtBuok M N
“Sor 2 e TrtHN ove
TrtHN
o) o quant
Trt = Trityl
Schéma 120

Un autre exemple d’alkylation de I'hydroxamate & &buvé. Il s'agit d'une insertion
d’'un groupement protectegir(trimethylsilyl)éthoxyméthyle faite par I'équipeedMiller avec
un rendement supérieur & 96% (Schéma 191).

CszN\:/ COOMe
_ D) CHy(CHp)wCOC
NaHCO;, (CH,Cly)

ChzHN.__-COOMe

2) iProNEt, MeOH

v g
- O_/—SiMes @ R=H

/ R=SEM 96% a partir du composé A

NHOH

Schéma 121

Ces exemples d’alkylation du motif hydroxamate #igcavec de trés bons rendements

promettaient une alkylation d§-hydroxy-peptides sans difficulté. Nous allons nemant
voir les résultats des premiers essais faits aarddbire.

3. Résultats

Des essais d’alkylation du motif hydroxamate avaiét® préalablement réalisés dans
notre équipe (Schéma 122). Le tripeptide Boc-@8JGO-N(OH)]-Gly-Gly-OEt n'a pas pu

18y, Xu and M. J. Miller. “Total synthesis of Mycotiin analogues as Potent Antimycobacterial Agersiad)
a Minimal protecting Groups Strategy’ Org. Chem.1998 63, 4314-4322.
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étre alkylé avec du bromure de benzyle en préseéack8-diazabicyclo-(5.4.0)-undec-7-ene
(DBU) comme base, ni avec l'iodure d’éthyle en prée d’hydrure de sodium comme base :

le produit voulu n’a pas été isolé.

OH O Rx <|3R o
|
N\)j\ OFEt N\)j\ OFEt
BocHN N BocHN N
/\"/ H/\n/ 7 /\"/ H/\"/
o o) o o)
RX | Base
N
BnBr DBU DBU - /j
Etl NaH X
N
Schéma 122

Toutefois, ceN-hydroxy-tripeptide est uniguement constitué decigly. Il est donc
particulierement polaire et les purifications sdifficiles. Pour cette raison, nous avons
utilisé un autreN-hydroxy-tripeptide pour les exemples ultérieurs.

Comme nous voulions obtenir dNsalkyloxy-peptides présentant des insaturationssno
avons essayé de greffer un groupement allyle éisauti le bromure d’allyle. En présence de
différentes bases comme la pyridine, le carbonatpadassium, I'hnydrure de sodium, aucune
réaction n'a été observée et seuNhydroxy-tripeptide de départ a été récupéré (Sehém
123).

Br/\/ Of
OH (@)
I | o

OBn
FmocHN OBn
H FrmocHN N
(@) O 6d (solvant) o H o
|

Base Solvant
KoCO;3 THF
Pyridine CHCl,
Pyridine (+ 1,) CH,Cl,
NaH THF
Schéma 123

Nous avons donc cherché une solution en changesypd de réaction et nous avons opté

pour la réaction de Mitsunobu.
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IT. Réaction de Mitsunobu

1. Quelques exemples décrits dans la littérature

Un premier exemple d’alkylation de motifs hydroxaenpar la méthode de Mitsunobu,
rapporté par Shi, a permis de préparer des 1,2idm@zolin-3-onedN-substituées avec des
rendements allant de 78 & 92% (Schéma 124).

2 o)
Re DEAD/PPh; Fa
T'_Rl NTR
R3 oH OH (THF) Rs o
R R,
Ry Ry Rs Ry Rendement
Ph H H H 90%
p-Ph-CN H NO, H 8%
iPr OAc Pr 929%

Schéma 124

Ishikawa et al ont également utilisé les conditions de Mitsungiowr alkyler des\-
benzyl-hydroxamates avec des rendements élevésr(tach25). Ceci leur a permis d’étudier
la réaction de Diels Alder intramoléculaire, le ihaéther d’hydroxamate servant de

connecteur temporaire®

85%

Schéma 125

17G.-Q. Shi. “The first general synthesishsbubstituted 1,2-benzioxazolin-3-oné&trahedron Lett.200Q
41, 2295-2298.

8T |shikawa, M. R. Kadoya, T. Morimoto, N. Miyakid, Izawa and S. Saito. “Intramolecular Diels-Alder
Reactions Employing Hydroxamate Tethers: The Erxstmples and Promising ProspecisAm. Chem. Sqc.
2001 123 4607-4608.
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Enfin, Miyataet al. se sont intéressés a l'alkylation Nebenzyl-hydroxamate en vue de
synthétiser def-amino acides (Schéma 126). lIs rapportent desererdts de 80-81% mais

ne précisent pas le solvant utilisé.

NOR
| Ho N |
DEAD/PPhg _NOR
BAN._ J/

B,

OH

R: Bn
Me

Schéma 126

Ces exemples semblent montrer que dans les camldmuces de Mitsunobu, l'alkylation
de motifs hydroxamate se fait avec des rendemdenes Nous avons donc appliqué cette
réaction a nodl-hydroxy-peptides.

2. Résultats

a. Premiers essais

Plusieurs réactifs de Mitsunobu existent. Nous axamnpremier lieu choisi le diisopropyl-
azodicarboxylate (DIAD). Pour que la réaction dasMimobu puisse avoir lieu, il faut que le
réactif soit mis en présence de triphénylphosphimus avons toujours utilisé des quantités
éguimolaires de triphénylphosphine, de réactif disiwhobu et d’alcool.

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 14

1190, Miyata, M. Namba, M. Ueda and T. Naito. “A noggnthesis of amno-1,2-oxazinones as a versatile
synthon forf-amino acid derivativesOrg. Biomol. Chem2004 2, 1274-1276.
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IS

A Hned
OH
| DIAD (n eg), PPhg (n ed)

—0

o 4heures o 38
Entrée N-hydroxy-peptide Norrbre d'ﬁquiva]ents Rendement Molécule
1 6d 11 44% 38a
2 6e 1,2 4% 380
3 6b 12 mencgtﬁgque 38e
Tableau 14

Le premier essai (Entrée 1) a été réalisé suM-kgydroxy- 5 5

tripeptide6d avec 1.1 équivalents de DIAD dans les conditig DsLOJ]\N—NJJ\O)\
H H

classiques décrites par Mitsunobu. La purificatio@s délicate &

(DIAD+H,)

cause du dérivé de I'hydrazine (DIAD3H-igure 31), a permis Figure 31
de récupérer le produdBa avec un rendement de 44%. 38% du
pseudotripeptide de départ ont également été réesipé

Dans le cas du tripeptidge (Entrée 2), le produiB8b a été isolé avec un rendement de
49% (1.2 équivalents de réactif de Mitsunobu).N-bBydroxy-tripeptide6e n'ayant pas réagi
a également été récupéré mais avec du réactif teeibibu réduit (DIAD+H), ce qui n'a pas
permis de déterminer exactement son pourcentagardgen20 a 30% en se basant sur
I'analyse RMN'H du mélange).

Pour le N-hydroxy tripeptide6b (Entrée 3), si lanalyse par RMRH du mélange
réactionnel brut semble indiquer que l'alkylatiorea lieu, aucune méthode de purification
n'a permis de récupérer le produit propre.

Avec les conditions utilisées jusqu’ici, la conversest incompléte et les purifications
sont rendues difficiles par la présence de (DIARtMNous nous sommes donc concentrés sur
I'optimisation des conditions d’alkylation de ddshydroxy-tripeptides.

b. Optimisation des conditions

Les rendements de l'alkylation ne semblant pasdiés nature du tripeptide, nous avons

dans un premier temps augmenté les quantités defséa
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i. Exces des réactifs utilisés

Le suivi des réactions par chromatographie sur l®umince est difficile. Tous les
réactifs, exceptée la triphénylphosphine (ou pldtdtide formé), trainent plus ou moins
ensemble sur un cinquieme de la longueur de laupladglusieurs conditions d’élution ont été
essayées pour résoudre ce probleme, sans sucegémntément de la réaction est donc
difficile a déterminer et c’est pourquoi nous n'as@as ajouté de réactif au fur et a mesure.
Ainsi, la solution a été de fixer arbitrairemerg tuantités de réactifs. Un premier essai a été
effectué sur le tripeptidéd, qui avait donné des résultats encourageantsig¥egquivalents,
en utilisant un excés (5 équivalents) de réac8fshéma 127). L’'analyse par RMN du proton
du mélange réactionnel brut semble indiquer quetdation a bien lieu, mais les essais de
purification n'ont pas permis d’isoler le pseudotigp alkylé, qui est toujours accompagné de
(DIAD+H)).

o o
> M e FrmocHN oen
H
DIAD (5 eq), PPh; (5eq) o o
384
':)

+
4heures

AL A

(DIAD+Hy)

Schéma 127

Un essai utilisant moins de réactifs (2.5 équivalem conduit aux mémes résultats.
Comme nous avions déja eu un probleme de purdicgbiour le produit38c, nous nous
sommes intéressés aux variations de la techniquiliceinobu permettant d’éliminer les

produits secondaires en fin de manipulation.

ii. Méthodes d'optimisation trouvées dans la littérature

Les optimisations peuvent porter sur les deux ifgagtilisés dans cette réaction, c'est-a-
dire la triphénylphosphine et [l'azodicarboxylate.oud ne traiterons ici que de
I'azodicarboxylate, n'ayant pas eu de probleme m@inminer 'oxyde de triphénylphosphine.
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Une méthode permettant d’éliminer 'azodicarboxgledduit est de former un produit qui
précipite dans le milietf’ Ainsi, le bis(5-norbonén-2-ylméthyl)azodicarbosxglaréduit
(DNAD+H;) polymérise par catalyse au ruthénium et s’élimiaeilement. Le probleme
général de cette méthode est 'accés au DNAD astrpas commercial (Schéma 128). Ainsi,
guatre étapes de syntheése sont nécessaires potenitp ce qui limite quelque peu la
méthode. Dans notre cas précis, en présence daupgment insaturé polymérisable, cette

méthode ne convient pas.

by = A7y b
— o)kFN)ko
OH

Schéma 128

Un réactif commercial gagnant en popularité estdldgert-butyl-azodicarboxylate
(DBAD).*? Le réactif réduit (DBAD+H) se décompose en milieu acide (TFA) en composés

volatiles ou éliminables par lavage (hydrazitfe).

0 7 (TFA)
O)}\ N)J\ )\ + CO, + NH,NH,
N—
H H

Schéma 129

Enfin, le diméthyl-azodicarboxylate (DMAD) a étéligé par Stachulski pour alkyler des
oximes?? Le DMAD réduit (DMAD+H,) a 'avantage d’étre hydrosoluble et ainsi, uratze

permet de I'éliminer.

120 R, Dembinski. “Recent Advances in the Mitsunobadien: Modified Reagents and the Quest for
Chromatography-Free Separatidgir. J. Org. Chem2004 2763-2772.

1213, C. Pelletier and S. Kincaid. “Mitsunobu reattinodifications allowing product isolation without
chromatography: application to a small paralleldily” Tetrahedron Lett.200Q 41, 797-800.

122 o V. Stachulski. “Synthesis @-Vinyl Oximes and Derived Penicillins using Orgaelesium
Intermediatesd. Chem. SocPerkin Trans. 11991 12, 3065-3070.
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\oiFNi« - \o)kw)k«

Produit hydrosoluble

Schéma 130

Nous nous sommes donc naturellement tournés varslishtion de diméthyl-

azodicarboxylate (DMAD) dont le traitement étaiigpkimple que pour le DBAD.

iii. Résultats

Avec le DMAD, l'avancement de la réaction peut &tavi par CCM en réalisant un
lavage du prélevement a analyser. En reprenamoleditions de départ de l'allylation (1,2
éguivalents), nous avons constaté que la convers@tnit pas totale et 2.5 équivalents de
réactifs sont en fait nécessaires pour un tempéatgion d’environ quatre heures. Méme si la
purification n’est pas toujours des plus aiséds, edt grandement facilitée par I'élimination
par lavage de la majorité du réactif de Mitsunoéduit (DMAD+H,). Ainsi, nous avons
récupéré 69% de produdBc I'exemple précédent le plus difficile a purifig@chéma 131).
Le N-hydroxy-tripeptide de départ n’a pas été isolé.

A~ @569
N;i‘\ OBN  DMAD (25 eq), PPh, (2.5eq) “/kn/ OBn

F)

69%

Schéma 131

Ce résultat encourageant nous a poussés a esst@rr@action sur d’autres tripeptides
(Tableau 15).
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R
R—OH (25eq) /

OH o)

| DMAD (2.5 eq), PPhg (2.5e0) |

@) 4 heures (@) 39
Entrée N-hydroxy-peptide R-OH Rendement Molécule

Alcool

1 6b allylique 69% 38c

2 6¢ " A7% 3%

3 9 " 85% 3%

4 13 " 75% 39c

5 9 Butanol 57% 3od
Alcool

6 6a Iylique 45% 3%

7 6b " 44% 3of

Tableau 15

Plusieurs exemples ont été réalisés avec l'alcthdicme. Les conditions mises au point
ont donné de bons résultats. La seule exceptiortecn@ l'entrée 2. Dans ce cas la
purification s’est révelée difficile et le renderharchuté.

Pour diversifier les types d’exemples, nous avaisune alkylation avec do-butanol
(Entrée 5). Nous avons récupéré le prod8td avec un rendement de 57%. Le faible
rendement s’explique par une conversion non tokateeffet 27% de produit de départ a été
récupéré.

Nous avons également inséré un groupement honmallyl les molécule8a (Entrée 6)
et 6b (Entrée 7). La réaction d’alkylation elle-méme pas posé de probleme. En revanche,
les purifications des produit89e et 39f sont plus délicates que pour les exemples
d’alkylations précédents, les produ8e et 39f trainent sur la colonne et sont accompagnés

de traces de (DMAD+}), ce qui explique les rendement moyens (45% et)&enus.

Les conditions d’alkylation étant mises au poirgus sommes passés a leur application

pour la préparation d’'un peptide cyclique.
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ITII. Préparation d'un peptide cyclique

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 2, l'objestiait de préparer dds-alkyloxy-
peptides cycliques. En variant la longueur desrasahydrocarbonées, il serait possible de
synthétiser des cycles de différentes tailles. Dandut, il devient intéressant de pouvoir
mettre deux groupements différents sur les deuxfsnbydroxamate d’urN,N'-dihydroxy-

peptide (Schéma 132). Nous avons commencé I'étmtelas dérivés homoallyliques.

o] o]
I Métathese ,?
I
o o]
I
| M —
—
? Métathise 9
e N—_— N —_ ? f?
| L]
0 o]
|
Schéma 132

1. Premiers essais sur les hexapeptides

Dans ces essais, nous avons voulu alkyler deuXsrtotidroxamate simultanément. Nous
avons d’abord directement appligué la réaction disuviobu sur leN,N'-dihydroxy-
hexapeptidel6 (Schéma 133). Malgré l'utilisation du DMAD, par RMdu proton nous
avons constaté, apres purification, la présence équivalent de DMAD réduit (DMAD+)
avec le pseudopeptidéla Lors de cet essai, une conversion totale a étéroeée. Nous
supposons des interactions de type liaisons hydeogentre le pseudopeptide et le
(DMAD+H,), avec éventuellement un repliement de la molépejgidique isolant le DMAD
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réduit. Tout ceci expliquerait qu'un lavage a l'eae puisse pas €éliminer ce produit

secondaire. Toutefois, le rendement a été évalué &b et 80%.

o o RR OH O Rs
o Lo LT T
Boc~ Y - -
H | : H H
= OH O = o) R o
r\ PN 2 R1|R2(*)|R3| o
16 Me| Me® | iPr| Et
N (5e9) 17 sBu| iPr(® | iPr | Bn
DMAD (5eq), PPh; (5eq)
W)
o o R, O o Ry
Boc” Y - *
P Eoon H
r\ Q o AL o Ry o
p 40a
" 40b
(DMAD+H,) (1eq)
Schéma 133

Nous avons donc testé avec MN'-dihydroxy-hexapeptidel7 afin de voir si
laugmentation du nombre de résidus encombranes ¢li Val) pouvait modifier les
interactions avec le (DMAD+{. Comme dans le cas précédent, la conversiontadt t mais
les essais de purification n'ont pas permis d'élenil'équivalent de (DMAD+kH) présent
avec le pseudopeptid#Ob (Schéma 133). De la méme maniére que précédemmeuns,
avons estimé le rendement entre 70 et 75%.

Le probléeme étant I'inclusion de (DMAD+Hdans la molécule hexapeptidique dialkylée,

nous avons donc eu a repenser la stratégie deesgnéhadopter.

2. Mise en place d'une nouvelle stratégie

Pour éviter les problemes rencontrés lors des ipatibns desN,N'-dialkyloxy-
hexapeptidelOa et 40b, nous pouvions changer de réactif de Mitsunobessayer le DBAD
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ou coupler deuxN-alkyloxy-tripeptides précédemment obtenus. Nousnavpréféré la
deuxieme solution. Les raisons du choix de cettthoadlogie sont doubles : bien sar éviter
les problémes liés a la purification d€d\N’-dialkoxy-hexapeptides, mais aussi étre capables
d’obtenir des chaines alkyles de nature différessteun méme pseudopeptide. Ainsi, nous

avons établi une nouvelle stratégie de syntheseptée dans le Schéma 134.

_é )” o
\
\ Pl\’\/k’(’\‘ * I\E/O\PZ
/ \ (),
Pl\’\/k’fﬁi‘\’x/OH HZN/H(%N O\P2

Couplage peptidique n=12
o o) o) o)
‘ H\)L M
P P N > o2 meathese
H H P  —
© © - ) © " intramoléculaire
_( n
n=12
Schéma 134

Pour faciliter l'interprétation des spectres, n@w®ns choisi un pseudopeptide le plus
simple possible c'est-a-dire présentant la séquemda-Val-Val ». Nous voulions également
un exemple d&l,N’-dialkyloxy-hexapeptide avec uniguement des acatamés de la série L.
Nous avons donc choisi en premier lieu le pseydeptide39e

Pour synthétiser un deuxienheN'-dialkyloxy-hexapeptide avec des chaines alkyles d

nature différente, nous avons choisi les molécB8eset 39f.

Si le couplage de deuX-alkyloxy-tripeptides entre eux ne nous semblasg paser de
probléme, la déprotection des extrémités N terrairdlC terminale, avec les groupements
protecteurs (Fmoc/OBn) que nous avions choisigt @i@ins évidente. Enlever, en présence
d'un alcéne, le groupement Fmoc par de la pipéridin de la diéthylamine ne devait pas
poser de probleme. En revanche, I'extrémité C teafai est protégée sous forme d’ester
benzylique. Comme nous l'avons vu au chapitre 8stlpossible d’échanger le groupement
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Fmoc par un groupement Boc pour effectuer efficamgm’hydrogénolyse de l'ester
benzylique d’'urN-hydroxy-tripeptide. Toutefois, réaliser cette lhygenolyse sans réduire la
double liaison du groupement homoallyle sembldftcile. Nos recherches bibliographiques
nous ont permis de trouver deux méthodes alteemtivia débenzylation par hydrogénolyse.
Les deux méthodes mettaient en jeu des moléculep@ptidiques. La premiere utilisait du
carbonate de potassium dans le THF hydfagt la deuxiéme, du trichlorure de bore dans le
dichlorométhané®* La deuxiéme étant appliquée & des molécules deestiee et amide, nous
avons voulu d’abord I'essayer sur un modele dipdgpie présent au laboratoire. Nous avons

constaté sur le produit brut la disparition totilebenzyle (Schéma 135).

H 106
Fmoc. N\)j\ ﬂ.eq) Fmoc_
- OBn

H (CHyClp) H
e} /\ 41 e}

Schéma 135

%

Nous avons donc entrepris I'étude compléte sulNtadkyloxy-tripeptides38c, 39e, 39f,
(Schéma 136).

/ $§
w%ﬁmi_y

Schéma 136

\\\

OBn

1ZW. F. Huffman, R. F. Hall, J. A. Grant and K. Golélen. “Nuclear Analogues @tLactamAntibiotics. 4.
Total Synthesis of Bisnorisopenicillins from Antdberially Active Monocycligs-LactamPrecursorsJ. Med.
Chem, 1978 21, 413-415.

124y, Schmidt, M. Kroner and H. Griesser. “Total $yegis of the Didemnins; IV. Synthesis of the Pégéol
Ring and Construction of the Side Chaynthesis1991, 294-300.
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3. Résultats

Nous avons obtenu les produdt3a et 43b avec des rendements de 42% (non optimisé) et

62% respectivement (Schéma 137).

/ /
V), ()
«k(? i Iﬁ — “’Y? i I(
n . OBn
YT e T LT Y
43

Ps%édggggrttide n Rendement ’ Molécule
3% 2 42% 43a
38c 1 62% 43b

Schéma 137

La déprotection au trichlorure de bore nous a pemifobtenir les produitd4a et 44b
avec des rendements (non optimisés) de 80 et 40%€(® 138). La spectroscopie de masse

n'a pas montré la présence d’adduits de bore aa®molécules.

o o
P77 BCl; (90 |
OBn . OoH
FimocH N (CH,O) FimocH H
o) o) o) o)
_ 44
Ps‘f‘;ed(‘j’ggg‘n'de Rendement ’ Molécule

3% 80% aa

30f 0% 44b
Schéma 138

Le couplage peptidigue entre ldsalkoxy-tripeptides s’est fait dans les conditions
habituelles en présence d’'EDCI et HOBt dans leldiciméthane. Les deuX,N’-dialkoxy-
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hexapeptidet5a et 45b ont ainsi été obtenus avec des rendements de 65%e (Schéma
139).

\

/
)

EDCI (1.2 eq), HOBt (1.2eq)

\ (CHCIR)
n
Psedug%p;g:td% n Rendement ’ Molécule \ 45
43a+ 4da 2 65% 45a
43b + 44b 1 71% 45b
Schéma 139

Enfin, il nous restait a tester la deuxieme étapdadsynthése : la réaction de métathese
intramoléculaire (Schéma 140). Les conditions deathése ont été mises au point lors de la
synthése de dimeres d’'iNvacyloxy-peptide (voir chapitre 4). Nous avons doggris cette
méthode mais dans des conditions de dilution afsstzs (C= 1.26 mmol.t (453 et 0.51
mmol.L™ (45b)) pour éviter la formation de diméres. 10% de lgatur de Grubbs 2 ont été
ajoutés auN,N'-dialkyloxy-hexapeptide45a dans le dichlorométhane. Pour une conversion
totale, suivie par CCM, il a fallu rajouter du dgsur. Ainsi 20% ont été nécessaires pour
récupérer 71% en masse de produits apres purficpir chromatographie sur gel de silice.
Lors de l'analyse du produit par RMN, nous avormsaejué la présence de deux produits,
dans des proportions approximatives de 8:2 aprésication. Nous avons attribué ces
produits aux isomeres et Z du peptide cycliqud6a Aucune condition d’élution sur plague
CCM n’a permis de séparer ces deux produits. Aucomstante de couplage n’ayant pu étre
calculée a partir de ce spectre RMN, nous n'avasspo définir la naturE ouZ de la double

liaison créée pour le produit majoritaire.
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Chapitre 5 : Alkylation des N-hydroxy-peptides

La réaction de métathese a également été appliau@EN'-dialkoxy-hexapeptidet5b
avec succes. Il n'a pas été nécessaire de rajduteaitalyseur et ainsi seuls 10% de catalyseur
de Grubbs de seconde génération ont été suffipanisrécupérer avec 84% de rendement un
seul produit cycliquetlb. L'analyse du spectre RMN du proton a révélé umestante de
couplage de 15,9 Hz, indiguant que la double las@ée doit étre de configuratign

Pseudopeptides n Mol%
de départ

Rendement | Molécule

catalyseur
45a 2 | 20% (10+5+5) 71% 46a
45p 1 10% 84% 46b
Schéma 140

IV. Conclusion

Nous avons établi des conditions d’alkylation pdtemd de préparer deN-alkyloxy-
tripeptides et en particulier des pseudopeptidespostant un groupement insaturé sur le
motif hydroxamate. Il a ainsi été possible de sétiser deuxN,N'-dialkyloxy-hexapeptides.

La stratégie mise au point a permis en particalesynthétiser un pseudopeptide comportant
un groupement alkyle différent sur chaque motifroyxdhate. Lors de cette étude, nous avons
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Chapitre 5 : Alkylation des N-hydroxy-peptides

€également rencontré quelques problemes pour sélearbralkyloxy-peptides des produits

secondaires issus du réactif azodicarboxylateerisde ce fait intéressant de voir I'effet du
di-tert-butyl-azodicarboxylate sur ces réactionsfirc grace au catalyseur de Grubbs de
seconde génération, nous avons synthétisé dewoayates peptidiques dont il nous reste a

déterminer les caractéristiques physico-chimiques.
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Conclusion

Conclusion

Remplacer une liaison peptidique par un motif hydroate permet d’accéder a des
molécules pseudopeptidigues avec de nouvelles iptépr Pour des raisons de difficulté
synthétique, la chimie dds-hydroxy-peptides était cependant peu développsagujici, en

comparaison a la chimie peptidique classique.

Lors de ce travail de these, nous avons dévelopggnthése dil-hydroxy-peptides. La
liaison peptidique est formée pddracylation sélective d'uN-hydroxy-dipeptide terminal issu
de la réduction de l'oxime correspondante. Dansceoaditions, les acides aminés de part et
d'autre de I'hydroxamate peuvent comporter deslugstncombrés. Les pseudotripeptides
obtenus sont facilement incorporables dans uneeségupeptidique plus longue. Ainsi, nous
avons préparé des pseudopeptides présentant pgugietifs hydroxamate et avons diversifié

la nature des acides aminés impliqués.
Nous avons ensuite introduit plusieurs types detgulnts sur le groupement hydroxyle

des motifs hydroxamatde but étant de proposer de nouveaux pseudopepi@eservant,

comme lesN-hydroxy-peptides, des séquences d’acides amindSipogéniques.
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Conclusion

Nous avons commencé par acyler 'oxygéne par debadés usuelles, ce qui donne
accés a desN-acyloxy-peptides simples. L'introduction, direcemh sur le motif
hydroxamate, de certains fragments moléculaires @laborés n'a pas été possible.
L'utilisation d’un espaceur a permis de contoumeprobléme.

Nous avons par ailleurs réussi a greffer des acdesés sur le motif hydroxamate et
avons montré gu'il était possible d’allonger lesixlehaines peptidiques. Lors de cette étude,
nous avons également mis en évidence des réarranggmouvant servir a la synthese de
longs fragments peptidigues ou a des applicatiofmdi pharmaceutique. Enfin,
lapplication d'une réaction de métathése sur déscyloxy-peptides présentant une

insaturation a permis d’obtenir un dimére peptidiqu

Une alkylation dans des conditions de Mitsunobu rdatif hydroxamate a permis
d’'insérer des groupements insaturés reliés au agmeptidiqgue par une liaison plus solide
gue la liaison (N)O-C(O). La mise au point de ceftg/lation s’est révélée difficile pour des
guestions de purification. Ce probleme a été résolladaptant des conditions de réaction
permettant d’éliminer plus facilement les prodsisondaires.

La formation d’hexapeptides cycliques comportanixdmotifs hydroxamate reliés entre
eux par un pont hydrocarboné a été étudiée selax @pproches. Une dialkylation
simultanée des deux groupements hydroxyléNd\i-dihydroxy-hexapeptide n'a pas permis
d’isoler proprement un pseudopeptide bis insatllir@.donc été nécessaire de le former par
couplage peptidique entre les dedkalkyloxy-tripeptides correspondants. Lorsque les
pseudopeptides bis insaturés sont soumis a deg#ioosdle métathese, les cycles a 17 ou 18
atomes correspondants sont formés avec de bonsmemdls. Ceci est donc tres encourageant
guant a la possibilité d'utiliser le motif hydroxate pour imposer des contraintes
conformationnelles au peptide sans avoir a syrsetes acides aminés insaturés.

Dans un premier temps, la réaction d'alkylation peimet d'obtenir debl-alkyloxy-
tripeptides mériterait d'étre approfondie pour mouVadapter a des séquences plus longues
ou plus complexes (plusieurs motifs hydroxamateyeidsement, il serait possible d'insérer
dans un brin peptidique des tripeptiddslkyloxylés comportant des substituants différents
ou a la fois des tripeptideN-alkyloxylés et des tripeptideN-acyloxylés. Ceci pourrait
conférer des propriétés complémentaires a la m@é@n conjuguant par exemple un
substituant a chaine grasse et un sucre. Enfiiortaation d'autres liaisons (N)O—X pourrait
étre envisagée, par exemple une liaison (N)O-Si.
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Conclusion

De maniére générale, les propriétés physico-chiesiget biologiques de ces
pseudopeptides devraient étre étudiées. Une preratape pourrait étre de déterminer leur
stabilité vis-a-vis de la digestion enzymatiquecemparant les résultats obtenus avec ceux de
Bianco et Jung’*® En effet, comme nous I'avons vu dans le chapitree$ derniers avaient
remarqué gqu’'un seul de leuifd-hydroxy-peptides était dégradé par cette enzymss pl
rapidement que son homologue naturel, les alNrkgdroxy-peptides étant plus stables. lls
avaient alors émis I'hypothése que dans ce pseptidpe une liaison hydrogéne
intramoléculaire permettait une hydrolyse plus dapén fragilisant la liaison N-O. Ainsi, il
serait intéressant de tester la dégradation eniyuneatie nos molécules et de voir s’il y a un
intérét a greffer un groupement sur I'hydroxamapeirples rendre plus robustes dans un

milieu biologique.

Enfin, il serait intéressant d'appliquer la migsatideO- versN- du groupement acyle
décrite dans le chapitre 4 pour la préparationétpiesnces peptidiques dont la synthése est
réputée difficile’®®**° ' Nous avons également mentionné dans ce travdditleque les
réarrangements observés pourraient étre utilisés ldaconception de prodrogues. La mise en
ceuvre d'une telle stratégie nécessiterait évidemlaeacherche et la synthése de molécules-

cibles appropriées.

165



PARTIE EXPERIMENTALE

166



Partie expérimentale

PARTIE EXPERIMENTALE

a) General procedures

All non-aqueous reactions were performed using alrgad glassware under an atmosphere of argon.
Standard inert atmosphere techniques were usedndlihg all air and moisture sensitive reagents.
CH.Cl, and EtOH were freshly distilled from CaH'HF and diethyl ether were freshly distilled from
sodium benzophenone ketyl. Unless otherwise statesyents were purchased from chemical
companies and used without prior purification. Tmgamine and diethylamine were freshly distilled
from Cah. Pyridine was distilled from CaHand kept over KOH pellets. For chromatographic
purification, reagent grade solvents were usedeasived. Reactions were monitored by thin layer
chromatography (TLC) using aluminum-backed silied glates (Merck, Kieselgel 60.47). TLC
spots were viewed under ultraviolet light and bytirey the plate after treatment with a staining
solution of KMnQ (300 mL water, 3 g KMn@Q 20 g KCQOs;, 0.3 g KOH), or ninhydrine (200 mL
EtOH, 1 g ninhydrine), or TTC (foN-hydroxylamines; 100 mL EtOH, 0.5 g 2,3,5-triphenyl
tetrazolium chloride). Product purification by flashromatography was performed using Macherey
Nagel Silica Gel 60M (230-400 mesh). Melting pomtsre determined with a Biichi B-540 apparatus
and are given uncorrected. Optical rotations weeasured on a Perkin EImer 341 polarimeter; the
corresponding concentration is reported in g/100dnirared (IR) spectra were obtained either from
neat films, from a thin film of a dichloromethar@wgion of the compound on sodium chloride discs,
or from a dispersion of the compound in a KBr plékespectra were recorded on a Nicolet Impact-
400 FT-IR spectrometer and the data are reportabssrption maxima in ¢f *H NMR (200 or
300 MHz) and**C NMR (75 MHz) spectra were run on either a Bruk&200 or Advance300
spectrometer, and obtained from CBGk: 77.2 ppm:; standard fdH spectra: tetramethylsilang

0.0 ppm). Multiplicities are reported as follows=singlet, d = doublet, t = triplet, g = quadruple

= heptuplet, m = multiplet, dd = doublet of doublet = doublet of triplet, dg = doublet of
quadruplet, br = broad; coupling constahtandda-os (for AB spin system) are reported in Hz. Mass
spectra (LRMS) were recorded on a Bruker Esquif@3tlus (ESI) or a ThermoFinnigan PolarisQ
EI/CI ion-trap spectrometer (DCI; ammonia-isobut&#38). Exact mass spectra (HRMS) were

recorded at the "Service Central d'Analyses du CNR&rnaison, France, or at the "Centre Régional
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de Mesures Physiques de I'Ouest”, Rennes, FrademeBtal analyses were performed at the
"Service Central d'Analyses du CNRS", VernaisoanEe.

b) Synthesis of a-keto-ester 1 and o-keto-acid 2

%( Ot
o

2-keto-3-methyl-butyric acid ethyl ester (1)

Isopropyl magnesium chloride was prepared by sloadging a solution of isopropyl chloride
(25.9 ml, 283 mmol) in ether (20 mL) to activatechgnesium (7.1 g, 296 mmol) at room
temperature. After addition, the reaction was hetatte40-50°C for 1h30 and then cooled to room
temperature.

The isopropyl magnesium chloride was then very Bldapproximately 2 hours) added on a drip
to a stirred and cooled solution (-10° C to 0° €)dethyloxalate (41.3 g, 283 mmole) in a 1:1
mixture of CHCI,-Ether (50 mL). Once the isopropyl magnesium cHenvas added, the solution
was stirred for 30 min at 0° C. A 4N solution of H{(100 mL) was prepared and added to the
reaction at low temperature (0 to +10° C). The nig@hase was separated and the aqueous phase
was re-extracted twice with ether (50 ml). The aigghases were united, dried over,8@, and
filtrated. Evaporation of the solvent gave 42 gcnfde material ol as a yellow oil which was used
without any further purificationdy (300 MHz; CDCY) 4.40-4.20 (2H, m, CH-OEt), 3.20 (1H, hJ
7.0, CHpy), 1.40-1.25 (3H, m, Ck-OEt), 1.11 (6H, d) 7.0, CH ip).

o

W/H/OH
o

35 ml of water were added to the oily residud @hd vigorously mixed. The emulsion was then
cooled between 0°C and +10° C and 25 ml of Ng{39% were added. The mixture was stirred

2-keto-3-methylbutric acid (2)

overnight at room temperature. Concentrated.fi@as then added until the pH was lowered to 1.
The solution was then extracted three times witmB®f ether. The organic phases were united,
dried over NaSQ,, filtrated and evaporated. Distillation of theyotikesidue (60°C, 16 mm Hg) gave
14.8 g (128 mmole, 45% yield for 3 steps) of pradlas a colourless oiby (300 MHz; CDC4) 7.97
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(1H, br, COOH), 3.43 (1H, h] 7.0, CHey), 1.21 (6H, dJ 7.0, CH). 5¢c (75 MHz; CDC}) 199.1
(CO), 161.7 (COOH), 36.1 (GH), 17.3 (CH). IR: 3268, 2979, 2941, 1734, 1465, 1402, 1328910

c) Synthesis of a-keto-amides 3

o) o)
ﬁ)}\n/n\s)J\OBn

(25)-3-Methyl-2-(3-methyl-2-oxo-butyrylamino)-butyric acid benzyl ester (3a)

A solution of 3-methyl-2-oxo-butyric acid (2.40 80.1 mmol; prepared from diethyl oxalate and
isopropylmagnesium chloride) in CH,Cl, (27 mL) was cooled to 0°C ando,o-
dichloromethylmethylether (1.83 mL, 2.32 g, 20.1 imvas slowly addeédThe solution was stirred
for 15 minutes at 0°C, 45 minutes at room tempeeatund 1.5h at 50°C. The resulting solution of
acyl chloride was cooled to room temperature, taled at 0°C to a solution of L-valine benzylester
p-toluenesulfonate salt (7.62 g, 20.1 mmol) and N¥MWAmethylmorpholine; 4.84 mL, 4.45 g, 44
mmol) in CHCI, (100 mL). The mixture was stirred for 15 minuté9&C, then overnight at room
temperature. The solution was washed with brinethadrganic layer dried over p&0O,. Removal

of the solvent under reduced pressure followed unyfipation by flash chromatography (Silica gel,
CH.Cl,) of the oily residue gav@a (4.16 g, 13.6 mmol, 68%) as a colourless Ril0.34 (CHCI,).
[a]p? +2.1° € 2.79 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.48-7.27 (6H, m, Ci NH), 5.18 (2H, ABq,J
12.2,6a-6 14.9, CH-OBnN), 4.54 (1H, ddJ 4.9 and 9.2, CKVal), 3.58 (1H, hJ 6.9, CH'Pr), 2.33-
2.16 (1H, m, Ch, Val), 1.16 (3H, d,) 6.9, CH 'Pr), 1.13 (3H, dJ 6.9, CH 'Pr), 0.93 (3H, dJ 6.9,
CHjs Val), 0.89 (3H, d,) 6.9, CH Val). &c (75 MHz; CDC}) 201.7, 171.0, 159.9 (C=0), 135.3.)C
128.8, 128.7, 128.6 (GH, 67.4 (CH-OBn), 57.4 (CH Val), 34.4 (CHPr), 31.6 (Chb, Val), 19.2,
17.9, 17.8, 17.7 (C¥. IR: 3404, 2969, 1742, 1689, 1514, 1147, 752, 68S (ESI +)m/z 306.1
(M+H)", 328.1 (M+Na), 344.0 (M+K). Anal.: found, C66.83; H7.72; N4.60,23NO, requires
C66.86; H7.59; N4.59%.
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e

(25)-2-(3-Methyl-2-oxo-butyrylamino)-3-phenyl-propionic acid benzyl ester (3b)

The title compound was prepared as described 3frusing L-phenylalanine benzylester
toluenesulfonate salt (6.49 g, 15.2 mmol) and watsined as a colourless oil (4.16 g, 13.7 mmol,
50%). R 0.61 (CHCL). [a]p®® —0.9° € 1.14 in CHCY). &4 (200 MHz; CDC}) 6 7.28-7.21 (9H, m,
CHa), 7.02 (2H, m, Cll, NH), 5.15 (2H, ABg, 12.0,6a-J 8.0, CH -OBn), 4.87 (1H, dt) 6.2 and
8.2, CH,Phe), 3.52 (1H, h] 6.9, CH'Pr), 3.14 (2H, ABX3J 6.2,2J 13.9,6x-8s 12.3, CH Phe), 1.10
(3H, d,J 7.2, CH), 1.09 (3H, dJ 6.9, CH). & (75 MHz; CDC4) 201.5, 170.6, 159.5 (C=0), 135.4,
135.1 (G), 129.4, 128.9, 128.8 (2 peaks), 128.7, 127.4,)CH7.6 (CH -OBn), 53.4 (CH Phe),
38.1 (CH Phe), 34.3 (CH,), 17.8, 17.7 (Ch). IR: 3394, 2969, 1744, 1688, 1519, 1175. LRMS
(DCI) m/z 354.1 (M+HY, 371.8 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 376.1523; §H2sNO4Na’
requires 376.1525.

o o
N
(2S,39)-3-Methyl-2-(3-methyl-2-oxo-butyrylamino)-pentanot acid benzyl ester (3c)
The title compound was prepared as described Jar using L-isoleucine benzylestep-
toluenesulfonate salt (7.87 g, 20.1 mmol) and watained as a slightly yellow oil (2.11 g, 6.6 mmol,
33%). R 0.56 (CHCL). [0]p® +3.6° € 2.94 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.40-7.25 (6H, m,
CHa,, NH), 5.18 (2H, ABq,J 12.2,0a-08 18.5, CH-OBn), 4.58 (1H, ddJ 4.9 and 9.1, CHlle), 3.55
(1H, h,J 6.9, CH'Pr), 2.00-1.95 (1H, m, Clg, lle), 1.45-1.30 (1H, m, CH lle), 1.25-1.05 (1H, m,
CHH lle), 1.14 (3H, dJ 6.9, CH 'Pr), 1.13 (3H, dJ 6.9, CH 'Pr), 0.90 (3H, dJ 7.0, CH lle), 0.88
(3H, t,J 7.5, CH lle). & (75 MHz; CDC}) 201.8, 171.0, 159.8 (C=0), 135.4,)C128.8, 128.7,
128.6 (CH,), 67.4 (CH-OBn), 56.8 (CH le), 38.2 (CH'Pr), 34.4 (CHgy lle), 25.2 (CH lle), 17.9,
17.8 (CH 'Pr), 15.7, 11.7 (CHllle). IR: 3399, 2970, 1740, 1720, 1685, 1516, 1144, 734. LRMS
(DCI) m/z 320.2 (M+HY, 336.7 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 342.1677; H2sNO4Na’
requires 342.1681.
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d) Synthesis of a-hydroxyimino-amides 4

NOH

Lk,

/5\

(25)-2-(2-Hydroxyimino-3-methyl-butyrylamino)-3-methyl-butyric acid benzyl ester (4a)

To a solution of3a (1.93 g, 6.3 mmol) in THF (30 mL) was added hygtamine hydrochloride
(0.91 g, 13.1 mmol) and NaOAc+38 (1.23 g, 9.0 mmol). The mixture was stirred f8h At reflux.
The suspension was then filtered and the solvemstpaated under reduced pressure. Flash
chromatography (Silica gel, GBI,) gave4a (1.80 g, 5.6 mmol, 89%) as a colourless d#. 0.26
(CH.CL). [0]p® +4.1° € 2.99 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDCJ) 7.50-7.23 (5H, m, CK), 7.17 (1H,
d, J 8.9, NH), 5.19 (2H, ABqJ 12.2,5x-Js 25.4, CH -OBn), 4.63 (1H, ddJ 4.9 and 8.9, CkVal),
3.45 (1H, hJ 7.0, CH'Pr), 2.30-2.15 (1H, m, GH Val), 1.26 (3H, dJ 7.0, CH 'Pr), 1.24 (3H, dJ
7.1, CH 'Pr), 0.93 (3H, dJ 6.9, CH Val), 0.88 (3H, d,J 6.9, CH Val). & (75 MHz; CDC}) 172.7,
163.8 (C=0), 159.1 (C=N), 135.4 {I; 128.8, 128.7, 128.6 (Gb} 67.5 (CH -OBn), 57.2 (CH
Val), 31.5 (CHPr), 25.6 (Chb, Val), 19.2, 18.7, 18.5, 18.0 (GHIR: 3333, 2966, 1739, 1659, 1520,
1194, 1003, 698. LRMS (DCln/z 321.0 (M+HJ, 337.7 (M+NH)*. HRMS (ESI +)m/z found,
343.1640; G/H24N,04Na" requires 343.1634.

(25)-2-(2-Hydroxyimino-3-methyl-butyrylamino)-3-phenyl-propionic acid benzylester (4b)

The title compound was prepared as describedidousing 3b (2.48 g, 7.3 mmol) and, after flash
chromatography (Silica gel, pentane-EtOAc 4:1), whisined as a colourless oil (2.30 g, 6.2 mmol,
89%). R 0.16 (CHCL). [a]p®®> =0.9° € 1.03 in CHGY).64 (300 MHz; CDC4) 7.64 (s, 1H, NOH),
7.37-7.17 (m, 11H, CH NH), 5.13 (2H, ABqg, 12.3,84-J 15.9, CH -OBn), 4.92 (1H, dt] 4.1 and
6.1, CH, Phe), 3.44 (1H, h] 7.1, CH'Pr), 3.11 (2H, ABX3J5.7,2] 13.5,x-Js 13.6, CH Phe), 1.23
(3H, d,J 7.1, CH), 1.22 (3H, d,J 7.1, CH). & (75 MHz; CDCH}) 171.9, 163.5 (C=0), 158.5 (C=N),
135.8, 135.1 (), 129.4, 128.6 (2 peaks), 127.2 (QH67.5 (CH -OBn), 53.4 (CH Phe), 38.1 (CH
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Phe), 25.5 (CHPr), 18.5 (CH). IR: 3330, 2965, 1741, 1660, 1516, 1192, 1008, B99. LRMS
(DCI) m/z 368.9 (M+HY, 386.1 (M+NH)". HRMS (ESI +): found, 391.1634;,E,4N,OsNa’
requires 391.1634.

(2S,39)-2-(2-Hydroxyimino-3-methyl-butyrylamino)-3-methyl-pentanoic acid benzylester (4c)
The title compound was prepared as describedtdousing 3c (0.94 g, 2.9 mmol) and, after flash
chromatography (Silica gel, pentane-EtOAc 4:1), aiisined as a colourless oil (0.84 g, 2.5 mmol,
85%). R 0.12 (CHCL). [o]p® +7.9° € 3.40 in CHCY). &4 (300MHz; CDCH) 9.34 (1H, s, NOH),
7.39-7.16 (6H, m, CK, NH), 5.09 (2H, ABq,) 12.2,5-8 33.6, CH -OBn), 4.62 (1H, ddJ 4.7 and
9.1, CH, lle), 3.37 (1H, hJ 7.0, CH'Pr), 1.92-1.79 (1H, m, Cig, Ile), 1.41-1.23 (1H, m, CH lle),
1.18 (3H, dJ 7.2, CH'Pr), 1.15 (3H, dJ 7.0, CH 'Pr), 1.10-0.99 (1H, m, I8H lle), 0.82 (3H, d,)
6.8, CH lle), 0.77 (3H, tJ 7.4, CH lle). & (75 MHz; CDC}) 173.1, 164.2 (C=0), 158.6 (C=N),
135.2 (G), 128.7 (2 peaks), 128.5, 128.4 (§H67.5 (CH -OBn), 56.5 (CH lle), 37.9 (CHay lle),
25.6 (CH'Pr), 25.3 (CH lle), 18.7, 18.3 (CKlPr), 15.7, 11.6 (CHllle). IR: 3334, 2966, 1739, 1662,
1516, 1192, 1003, 738, 698. LRMS (D@t)z 335.1 (M+H), 351.7 (M+NH)*. HRMS (ESI +)m/z
found, 357.1794; GH.eN.O4Na’ requires 357.1790.

e) Synthesis of A-hydroxy-amino esters 5

NHOH

Y

(S,9- and (R,S)-HN(OH)-Val ;-Val,-OBn (5a)

To a solution of4a (700 mg, 2.2 mmol) in C¥l, (35 mL) at room temperature was added
BH3:NMejs (320 mg, 4.00 mmol). HgKprepared from 8O, and NHCI) was bubbled through the
mixture for 2h. NaCOs; (3 g) and MeOH (1 mL) were then added and the enspn was stirred

overnight. Removal of the solvent under reducedssuee followed by purification by flash
chromatography (Silica gel, GBlI>-MeOH 100:0 to 98:2) of the residue allowed is@latas pale
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yellow oils, of, first, pure $9-5a (166 mg, 0.51 mmol, 23%), second, a circa 1:1 mé of (S9)-
and R,9-5a (211 mg, 0.65 mmol, 30%), and thirdR,H-5a (271 mg, 0.84 mmol, 38%). The latest
could be crystallized into a white solid from & / cyclohexane.

(S9-5a: R 0.25 (CHCl-MeOH 95:5). f]p®® +22.5° € 2.82 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDCJ)
7.40-7.25 (5H, m, Ck), 7.04 (1H, dJ 9.4, NH), 5.14 (2H, ABqgJ 12.2,0a-05 19.1, CH -OBn), 4.71
(1H, dd,J 4.5 and 9.4, CKHValy), 3.33 (1H, dJ 6.4, CH, Val;), 2.20-2.30 (1H, m, Cig Val;), 2.00-
1.87 (1H, m, Chr Val), 0.99 (3H, d,J 6.9, CH), 0.98 (3H, d.J 7.2, CH), 0.95 (3H, dJ 7.0, CH),
0.84 (3H, dJ 6.9, CH). & (75 MHz; CDCH) 173.0, 172.8 (C=0), 135.3 {§; 128.8, 128.7, 128.5
(CHa.p), 73.1 (CH, Val,), 67.5 (CH -OBn), 56.8 (CH Val), 31.0 (CHk Val,), 29.2 (Chb, Val),
19.6, 19.4 (2 peaks), 17.5 (@HIR: 3377, 2965, 1739, 1655, 1524, 1193, 752, %8S (DCI)
m/z 323.0 (M+HY, 339.8 (M+NH)". Anal.: found, C63.0; H8.3; N8.9.1&12¢N>O;4 requires C63.3;
H8.1; N8.7%.

(R9-5a: Mp: 84°C.R; 0.20 (CHCl,-MeOH 95:5). f]p* +7.1° € 3.21 in CHCJ). & (300 MHz;
CDCl) 7.37-7.32 (5H, m, CK), 6.82 (1H, dJ 8.8, NH), 5.17 (2H, ABq) 12.2, 5x-Js 26.8, CH
-OBn), 4.67 (1H, dd) 4.7 and 8.8, CKVal,), 3.31 (1H, dJ 6.4, CH, Val), 2.30-2.16 (1H, m, Cik
Val), 2.06-1.92 (1H, m, Cg Vab), 0.99 (3H, d,) 6.9, CH), 0.96 (3H, dJ 6.3, CH), 0.94 (3H, dJ
6.8, CH), 0.84 (3H, d,J 6.9, CH). & (75 MHz: CDC4) 172.7, 172.1 (C=0), 135.5 {F, 128.8,
128.6 (2 peaks) (C4, 72.4 (CH Vval,), 67.3 (CH -OBn), 57.1 (CH Vak), 31.4 (Chs Valy), 29.3
(CHippr Valy), 19.8, 19.3, 19.0, 18.0 (GHIR: 3362, 2965, 1717, 1675, 1535, 1281, 1008, LRMS
(DCI) m/z 322.9 (M+HY, 339.7 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 345.1788; GH,eN,O4Na"
requires 345.1790.

(S,9- and (R,S)-HN(OH)-Val-Phe-OBn (5b)

The title compounds were prepared as describedbdostarting from4b (674 mg, 1.8 mmol).

Purification by flash chromatography (Silica gelHLI,-MeOH 99.75:0.25 to 96:4) allowed
isolation of, first, pure$S)-5b (white solid, 163 mg, 0.4 mmol, 24%), second,raacll:1 mixture of

(§9- and R,9-5b (189 mg, 0.5 mmol, 28%), and thirdR,§)-5b (350 mg) with an impurity. The last
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fraction was recrystallized in GBI, / cyclohexane tgive 80 mg (0.2 mmol, 12%) oR(S-5b as a
white solid.

(S9-5b1: Mp: 103.5°C.R; 0.32 (CHClL-MeOH 95:5). ft]p?> —0.3° € 1.00 in CHCY). &4 (200 MHz;
CDCl) 7.40-7.03 (m, 10H, C}), 6.85 (1H, dJ 8.9, NH), 5.16 (2H, ABq) 12.2,5x-J 18.3, CH
-OBn), 5.06 (1H, m, CHPhe), 3.26 (1H, dJ 6.8, CH, Val), 3.13 (2H, ABX,%J 6.2,%] 14.1, 5a-55
14.6, CH Phe), 1.90-1.70 (1H, m, GHVal), 0.88 (3H, d,) 6.8, CH Val), 0.87 (3H, d,) 6.8, CH
Val). & (75 MHz; CDCH) 172.4, 172.3 (C=0), 135.9, 135.1,)C 129.7 129.5, 129.4, 129.2, 128.8,
128.7 (2 peaks), 128.6, 127.2, 127.1 (§H2.8 (CH, Val), 67.6 (CH-OBn), 52.6 (CH Phe), 38.1
(CH, Phe), 29.1 (CH, Val), 19.5, 19.2 (ChkiVal). IR: 3302, 2966, 1738, 1667, 1525, 1448, 1184,
739, 691. LRMS (DCl)ym/z 370.9 (M+HY, 387.8 (M+NH)*. HRMS (ESI +): found, 393.1792;
C21H26N204Na’ requires 393.1790.

(R,9-5by: Mp: 119-120°CR; 0.24 (CHCl,-MeOH 95:5). f]p*® —0.17° € 1.07 in CHGJ). &4 (200
MHz; CDCk) 7.40-7.05 (10H, m, C), 6.80 (1H, dJ 7.9, NH), 5.18 (2H, ABqJ 12.2,5x-6 18.7,
CH, -OBn), 4.97 (1H, dtJ 6.5 and 7.9, CHPhe), 3.22 (1H, dJ 5.8, CH, Val), 3.17 (2H, ABX,*J
6.4,%) 14.0, 5o-Js 38.5, CH Phe), 2.00-1.80 (1H, m, G#Val), 0.92 (3H, dJ 6.3, CH Val), 0.89
(3H, d,J 6.3, CH Val). & (75 MHz; CDC}) 172.1, 171.7 (C=0), 136.3, 135.3,)C129.4, 128.8,
127.4 (CH,), 72.4 (CH, Val), 67.5 (CH -OBn),52.8 (CH, Phe), 37.9 (ChiPhe), 29.2 (CH; Val),
19.6, 18.9 (CH Val). IR: 3308, 2951, 1728, 1644, 1539, 1280, ARMS (DCI): 371.1 (M+H],
387.8 (M+NH,)".

(S,9- and (R,S)-HN(OH)-Val-lle-OBn (5c¢)

The title compounds were prepared as describedbdostarting from4c (500 mg, 1.5 mmol).
Purification by flash chromatography (Silica geH£Ll,-MeOH 99.75:0.25 to 96:4) of the residue
allowed isolation of, first, pure§S)-5c (yellow oil, 41 mg, 0.12 mmol, 8%), second, a ait:1
mixture of §9)- and R,S-5¢ (233 mg, 0.69 mmol, 46%), and third, puReS)-5c¢ (yellow oil, 84 mg,
0.25 mmol, 17%).

(S,9- 5¢: R 0.22 (CHCIl,-MeOH 95:5).64 (200 MHz; CDC4) 7.25-7.45 (5H, m, CK), 7.02 (1H, d,

J 9.5, NH), 5.17 (2H, ABqJ 12.0,64-85 24.6, CH -OBn), 4.75 (1H, ddJ 4.5 and 9.5, CHllle), 3.33
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(1H, d,J 6.5, CH, Val), 2.10-1.85 (2H, m, Ci Val, CHsgy lle), 1.50-1.20 (1H, m, CH lle), 1.20-
1.00 (1H, m, ©H lle), 0.99 (3H, d,J 7.2, CH), 0.97 (3H, dJ 6.9, CH), 0.93 (3H, d,J 6.9, CH),
0.86 (3H, t,J 7.4, CH lle). & (75 MHz; CDC4) 173.1, 172.8 (C=0), 135.3 £ 128.8, 128.7,
128.6, 128.5 (Ch)), 73.0 (CH, Val), 67.5 (CH -OBn), 56.3 (CH lle), 37.7 (CH lle), 29.2 (Chb
Val), 25.0 (CHay lle), 19.6, 19.3, 16.0, 11.7 (GH IR: 3299, 2964, 1739, 1666, 1518, 1456, 1190,
1146, 996, 698.

(R,9- 5¢2: R 0.15 (CHCl,-MeOH 95:5).64 (200 MHz; CDCY) 7.38-7.30 (5H, m, CK), 6.95 (1H,
d, J 8.6, NH), 5.16 (2H, ABg) 12.3,55-6s 20.6, CH -OBn), 4.72 (1H, ddJ 4.8 and 8.6, CHlle),
3.31 (1H, d,J 6.2, CH, Val), 2.10-1.85 (2H, m, Ch} Val, CHigy lle), 1.50-1.30 (1H, m, CH lle),
1.30-1.00 (1H, m, BH lle), 0.96 (3H, dJ 6.9, CH), 0.95 (3H, d,J 6.9, CHy), 0.90 (3H, d,J 6.9,
CHs), 0.87 (3H, t,J 7.4, CH lle). & (75 MHz; CDCH) 172.7, 172.1 (C=0), 135.4 {f; 128.7, 128.6,
128.5 (CH,), 72.3 (CH, Val), 67.2 (CH-OBn), 56.5 (CH lle), 38.0 (CH lle), 29.2 (Chk, Val), 25.3
(CHsgulle), 19.7, 19.1, 15.7, 11.7 (GHIR: 3319, 2964, 1738, 1666, 1462, 1188, 1008, 69

f) Assignment of configuration for compounds 5

Reduction of N-O bond for benzyl ester derivatives

To a solution ofN-hydroxy dipeptideba,b,c (single diastereomer; 150mol) in THF (1 mL) was
added a 0.1M solution of Sgnin THF (3.8 mL). The mixture was stirred at rooemperature for
1.5h. A saturated aqueous solution ot8&&®;3 (10 mL) was added. The suspension was filtered ove
Celite® 535 and the filtrate dried over J$8,. Removal of the solvent under reduced pressure
followed by purification by flash chromatographywgaure dipeptide H-AAAA,-OBnN.

Comparison with authentic (S,5)-H-AA 1-AA ,-OR samples

Authentic §S) samples are prepared by DCC- or EDCI-mediateglowiof L-Fmoc-AA-OH with
L-H-AA ,-OR followed by piperidine-induced cleavage of Emoc group.

Roughly equimolar amounts of authent®S) dipeptide and unknown diastereomer were mixed in
CDCk and*H and**C NMR spectra were recorded. Matching (respectivelgmatching) of the

signals indicated the configuration of the diasterer was §9) (respectivelyR,S)).

g) Synthesis of A-hydroxy-peptides 6,9,10,12 and 13
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(|3H (@)
“H(K* -
FrnocH :
H
o) /5\ o

(S,S,5)-Fmoc-Ala;-[CO-N(OH)]-Val ,-Val;-OBn (6a)

To a solution oba (185.8 mg, 57@mol) in CHCl, (15 mL) at room temperature, were added
NaHCQG; (60 mg, 715 pmol) and Fmoc-Ala-Cl (220 mg, 667 [hmdhe mixture was stirred
overnight. Evaporation of the solvent under redupeessure followed by purification by flash
chromatography (Silica gel, GBI-MeOH 100:0 to 98:2) gavea (149 mg, 241.mol, 42% yield) as
a white solid which can be recrystallized from fCH/cyclohexane. Mp: 112-113°(Rs 0.44
(CH.Cl,-MeOH 95:5). f]p*° +19.8 € 1.50 in CHCJ). & (300 MHz; CDC}) 8.73 (1H, s, NOH), 8.47
(1H, d,J 9.1, NH Va}), 7.73 (2H, dJ 7.6, CH, Fmoc), 7.67-7.60 (2H, m, GHFmoc), 7.45-7.15
(9H, m, CH,), 6.54 (1H, dJ 9.1, NH Ala), 5.30-5.20 (1H, m, CiHVal,), 5.16 (2H, ABqJ 12.0,0a-

8 56.2, CH -OBn), 5.13-5.02 (1H, m, CHAlay), 4.74 (1H, dd, 4.5 and 9.2, CKHVal), 4.42-4.15
(8H, m, CH Fmoc, CkHFmoc), 2.50-2.33 (1H, m, G Val), 2.25-2.12 (1H, m, CH Valy), 1.29
(3H, d,J 6.9, CH Alay), 0.99 (6H, dJ 6.7, CH Vak), 0.84 (3H, dJ 6.9, CH Vak), 0.73 (3H, dJ
6.9, CH Vak). & (75 MHz; CDCH) 173.2 (C=0 Va)), 172.6 (C=0 Alg), 171.7 (C=0 Va), 156.2
(C=0 Fmoc), 144.2, 144.1, 141.4 (2 peaks) noc), 135.1 (& -OBn), 128.8, 128.7 (2 peaks),
127.8, 127.1, 125.5, 125.4, 120.0 (§H67.6, 67.1 (CH-OBn, CH Fmoc), 63.3 (CH Vab), 56.6
(CH,, Vak), 47.4 (CH Fmoc), 47.1 (CHAlay), 32.0 (CHk Vak), 27.6 (CHe: Valy), 19.9, 19.1, 18.9,
18.1, 17.5 (CH). IR: 3378, 3299, 2964, 2929, 2875, 1724, 1632413451, 1241, 1194, 758, 741.
HRMS (ESI +)m/z found, 638.2836; £5H41N30O;Na requires 638.2842.

(|3H o)
OBn
FmocH
H
o) o)

(SR,S)-Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(OH)]-Val ,-Val;-OBn (6b)

The title compound was prepared as describe@darsing5a (235 mg, 728 pumol). Purification by
flash chromatography (Silicgel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) followed by recrilsgation form
CH.Cl,-cyclohexane gavésb (379 mg, 626 pmol, 86% vyield) as a white soMhich can be
recrystallized from ChkCl/cyclohexaneMp: 184-185°CR; 0.39 (CHCl,-MeOH 95:5). {]p* +7.8°
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(c 1.00 in CHCY). & (300 MHz; CDC}) 8.6 (1H, s, NOH), 7.75 (2H, d, 7.6, CH, Fmoc), 7.59
(2H, dd,J 7.0, 7.0, CH, Fmoc), 7.40-7.20 (9H, m, Ghl, 6.86 (1H, dJ 8.2, NH Vai), 5.95 (1H, dJ
8.2, NH Ala), 5.12 (2H, ABq,J 12.2, 5x-8 22.8, CH -OBn), 5.05-4.97 (1H, m, GHAla,), 4.78
(1H, d,J 9.6, CH, Val), 4.55 (1H, ddJ 4.6 and 8.2, CHValk), 4.36-4.17 (3H, m, CH Fmoc, GH
Fmoc), 2.60-2.40 (1H, m, Gk Val), 2.30-2.10 (1H, m, CH Vals), 1.43 (3H, dJ 6.8, CH Alay),
1.04 (3H, dJ 6.7, CH Valk), 0.98 (3H, dJ 6.7, CH Vak), 0.90 (3H, dJ 6.9, CH Val;), 0.85 (3H,
d, J 6.8, CH Vak). & (75 MHz; CDC}) 175.8, 172.9, 171.6 (C=0), 156.0 (C=O Fmoc), 244.
144.0, 141.4 (G Fmoc), 135.2 (G -OBn), 128.8, 128.7, 127.8, 127.2, 125.4, 124.8.12CH),
67.6, 67.2 (CH -OBn, CH Fmoc), 63.7 (CH Val), 57.7 (CH, Vak), 47.6 (CH, Ala), 47.3 (CH
Fmoc), 31.1 (Chd Val), 28.0 (Chb; Vak), 19.7, 19.3, 19.2, 18.8, 18.0 (QHIR: 3248, 3068, 2964,
1744, 1697, 1663,1610, 1551, 1105, 758, 739. HRESI (+) m/z found, 616.3028; £H42N307

requires 616.3023.
(l)H o
FmocHN N\E,)J\H oen
o /E\ o

(S,S,S)-Fmoc-lle;-¥[CO-N(OH)]-Val »-Vals-OBn (6¢)

The title compound was prepared as describe@darsing5a; (215 mg, 666 pumol). Purification by
flash chromatography (Silica gel, @,-MeOH 100:0 to 95:5) followed by recrystallizatidorm
CH.Cl,-cyclohexane gavéc (353 mg, 0.54 mmol, 81% vyield) as a white solid.

Mp: 160-161°C.R; 0.41 (CHClL,-MeOH 95:5). §]p* -18.28° € 1.02 in CHCY). & (200 MHz;
CDCh) 8.73-8.39 (2H, m, NH Va| NOH), 7.72 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.64 (2H, dJ 7.3, CH,
Fmoc), 7.45-7.10 (9H, m, GH, 6.55 (1H, dJ 9.7, NH llg), 5.30-5.20 (2H, m, CH -OBn, CH,
Val,), 5.10-4.95 (2H, mCHH -OBn, CH, lle), 4.75 (1H, dd.J 4.7 and 8.8, CiHValk), 4.52-4.07
(8H, m, CH Fmoc, CkHFmoc), 2.50-2.29 (1H, m, Gk Valk), 2.26-2.06 (1H, m, CH Vals), 1.92-
1.73 (1H, m, Chky lley), 1.55-1.37 (1H, m, CH lley), 1.20-0.70 (19H, m, BH lles, CHs lle;, CHs
Val, CH; Vak). & (75 MHz; CDC}) 173.3, 171.9, 171.7 (C=0), 156.8 (C=O Fmoc), 242
peaks), 141.4 (2 peaks){Emoc), 135.1 (¢-0OBn), 128.7, 128.6, 128.4, 127.7, 127.0, 125.8.A2
(CHy), 67.5, 67.0 (CHlFmoc, CH -OBn), 63.1 (CH Val), 56.6 (CH, Vak), 55.3 (CH, lley), 47.4
(CH Fmoc), 37.6 (Cky lley) , 32.0 (Chb, Vak), 27.6 (Chb, Valy), 24.5 (CH lley), 19.9, 19.1, 18.8,
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17.6 (CH Val), 15.5, 11.4 (Ckllley). IR: 3386, 3302, 2964, 1719, 1629, 1522, 123®. TRMS
(DCI) m/z 675.7 (M+NH)*". HRMS (ESI +) m/z found, 680.3311; §H4/NsO/Na requires
680.3312.

o ;q(

N oBn
e
o
(SR,S)-Fmoc-lle;-¥[CO-N(OH)]-Val ,-Vals-OBn (6d)
The title compound was prepared as describe@darsing5a (50 mg, 0.155 mmol). Purification by
flash chromatography (Silica gel, @El,-MeOH 98.5:1.5 to 98:2) followed by recrystallizatiform
CH.Cl,-cyclohexane gavéd (77 mg, 0.117 mmol, 76%) as a white solid. Mp: I&B4R; 0.61
(CH,Cl,-MeOH 95:5). §]p® +19.7 € 1.20 in CHCJ). & (200 MHz; CDC}) 8.57 (1H, s, NOH),
7.73 (2H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.57 (2H, d] 7.2, CH,, Fmoc), 7.44-7.18 (9H, m, GHi, 7.03 (1H, d,
J 7.8 NH Vak), 5.83 (1H, d,J 9.6, NH lle), 5.05 (2H, ABq,J 12.2, 5x-5 28.8, CH -OBn), 4.98-
4.85 (1H, m, CHle;), 4.86 (1H, dJ 9.6, CH, Valy), 4.54 (1H, dd,) 4.8 and 7.8, CklVals), 4.44-
4.32 (1H, m, CHi Fmoc), 4.26-4.11 (2H, m, CH FmocHB8 Fmoc), 2.62-2.34 (1H, m, GkVal,),
2.26-2.07 (1H, m, Cls Vals), 2.04-1.80 (1H, m, Cidy lley), 1.63-1.37 (1H, m, CHley), 1.30-0.70
(19H, m, GHH lle;, CHs lley, CHs Vab, CHs Vals). & (75 MHz, CDCH) 172.1, 171.6 (C=0), 156.9
(C=0 Fmoc), 144.2, 144.0, 141.4,(€Emoc), 135.2 (& -OBn), 128.7, 128.6 (2 peaks), 127.8, 127.2,
125.4, 120.1 (CH), 67.5, 67.3 (CkH Fmoc, CH -OBn), 63.6 (CH Valk), 57.7 (CH, Vals;), 55.8
(CHylley), 47.4 (CH Fmoc), 37.4 (CHl lle1), 31.0 (Chs, Vals), 27.9 (CHb, Valy), 24.1 (CH lley),
19.7,19.4, 19.1, 18.1 (GWal), 16.1, 11.6 (CHllle;).IR: 3319, 2964, 1735, 1701, 1655, 1611, 1534,
1249, 740. LRMS (ESI Hn/z 658.2 (M+HY, 680.3 (M+Na), 696.2 (M+K}. Anal.: found, C69.2;
H7.3; N6.4. GgH47/N3O; requires C69.4; H7.2; N6.4%.

(|3H o]
N\)J\ OBn
FrmocH :
: H

(@] /é\ (@]
(S,S,S)-Fmoc-Pha-P[CO-N(OH)]-Val -Vals-OBn (6e)
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The title compound was prepared as describe@darsing5a; (239 mg, 741 umol). Purification by
flash chromatography (Silica gel, @E,-MeOH 100:0 to 90:10) followed by recrystallizatinom
CH.Cl./cyclohexane gavée (112.7 mg, 163 umol, 22% vyield) as a white saligh: 160-161°C R
0.41 (CHCL-MeOH 95:5). ]p*° -18.28° ¢ 1.02 in CHCJ). & (300 MHz; CDC}) 8.61 (1H, br,
NOH), 8.46 (1H, d,J 8.3, NH Va}), 7.71 (2H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.62-7.45 (2H, m, GH-moc),
7.40-7.10 (14H, m, CK), 6.53 (1H, d,J 9.4, NH Phe), 5.40-5.20 (2H, m, CiHPhe, CH, Val, ), 5.15
(2H, ABqQ, J 9.8, 5a-J5 55.7, CH —OBn), 4.72 (1H, dd) 4.9 and 8.7, CHValk), 4.45-4.25 (1H, m,
CH, Fmoc), 4.25-4.00 (2H, m, CH Fmoc, €HAmoc), 3.16-3.05 (1H, m, GHPhe), 2.86-2.73 (1H,
m, CH, Phe), 2.46-2.32 (1H, m, Cig Val,), 2.21-2.06 (1H, m, Cit Val), 1.00-0.80 (12H, m, CH
Val, CH; Vak). & (75 MHz; CDC}) 172.5, 171.7, 171.5 (C=0), 156.3 (C=O Fmoc), 142
peaks), 141.4 (2 peaks) £&moc), 136.8 (§ Phe), 135.2 (§-OBn), 129.5, 128.9, 128.8, 128.7,
128.6 (2 peaks), 128.1, 127.9, 127.8, 125.5, 123,2, 120.1 (2 peaks) (GH 67.5, 67.2 (Chl
Fmoc, CH -OBn), 64.1 (CH Val,), 57.2 (CH, Val), 52.5 (CH, Phe), 47.3 (CH Fmoc), 38.2 (CH
Pha), 31.7 (Ch, Vak), 27.9 (CHs,Val,), 19.8, 19.1, 19.0, 17.9 (G al).

Fmoc E
o AL o

(S,S,9)-Fmoc-Phg-¥[CO-N(OH)]-Val ,-Phe;-OBn (6f)
The title compound was prepared as describeddansing5b; (76 mg, 205 umol). Purification by
flash chromatography (Silica gel, @,-MeOH 100:0 to 99:1) followed by recrystallizatidrom
CH.Cl./cyclohexane gavéf (74 mg, 100 umol, 49% vyield) as a white solkd0.36 (CHCl,-MeOH
95:5). 4 (300 MHz; DMSO) 9.82 (1H, s, NOH), 8.48 (1H,J6.5, NH Phe), 7.87 (2H, d,7.0, CHy
Fmoc), 7.69-7.60 (2H, m, GHFmoc), 7.53 (1H, dJ 9.5, NH Phe), 7.43-7.05 (19H, m, gK 5.01
(2H, ABq,J 12.7,84-J5 11.7, CH -OBn), 4.93-4.80 (1H, m, GHPhe), 4.62 (1H, d] 9.7, CH, Vab),
4.55-4.43 (1H, m, CHPhe), 3.20-3.10 (1H, G#iPhe), 3.05-2.75 (2H, m, GHPhe), 2.78-2.62 (1H,
CHH Phe), 2.37-2.22 (1H, m, GHVal,), 0.86 (6H, d,J 6.7, CH Vabk). & (75 MHz; DMSO) 172.8,
171.9, 170.4 (C=0), 156.6 (C=0O Fmoc), 144.7, 14441.5 (G, Fmoc), 139.3, 137.6 (CPhe),
136.5 (G, -OBn), 130.4, 129.2, 129.1, 128.9, 128.8 (2 peak®8.5, 128.2, 127.9, 127.4, 126.2,
120.9 (CHy)), 66.9, 66.6 (CHFmoc, CH -OBn), 64.7 (CH Val), 55.8, 54.7 (CH Phe), 47.4 (CH
Fmoc), 37.5 (CHPhe), 28.0 (CH: Vab), 20.2, 19.7 (CkiVal,).
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(SR,S)-Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(OH)]-Ala ,-Val;-OEt (9)

The title compound was prepared as describedbdousing R,S-HN(OH)-Ala-Val-OEt (408 mg,
1.756 mmol) and Fmoc-Ala-Cl (608 mg, 1.844 mmolrifcation by flash chromatography (Silica
gel, pentane-EtOAc 1:1) ga®(698 mg, 1.328 mmol, 76%) as a white solid. Mp3°1Z. R 0.38
(pentane-EtOAc 1:1).a]p® +28.6 € 1.00 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDC}) 8.46 (1H, br s, NOH),
7.75 (2H, dJ 7.6, CH,), 7.59 (2H, d) 7.4, CH,), 7.39 (2H, ddJ 7.4 and 7.4, CR), 7.30 (2H, ddJ
7.4 and 7.4, CH), 6.84 (1H, dJ 9.1, NH Vak), 5.82 (1H, d,J 7.6, NH Ala), 5.32 (1H, g, 7.0, CH,
Alay), 4.99 (1H, dg,) 6.8 and 7.6, CKAla;), 4.52 (1H, ddJ 4.8 and 9.1, CkVals), 4.35-4.31 (2H,
m, CH, Fmoc), 4.22-4.12 (3H, m, CH Fmoc, €HDEt), 2.20 (1H, dh]) 4.8 and 6.9, Cjg Vals), 1.49
(3H, d,J 7.0, CH Alay), 1.41 (3H, dJ 6.8, CH Alay), 1.23 (3H, tJ 7.2, CH -OEt), 0.93 (3H, dJ
6.9, CH Vals), 0.87 (3H, dJ 6.9, CH Vals). &c (75 MHz, CDC}) 173.6 (C=0 Alg), 173.3 (C=0
Valy), 171.8 (C=0 Alg), 156.4 (C=0O Fmoc), 144.0, 141.4,0C127.9, 127.2, 125.3, 120.1 (GH
67.4 (CH Fmoc), 62.1 (Chli-OEt), 57.7 (CH Val), 54.5 (CH, Alay), 47.2 (CH, Ala;, CH Fmoc),
30.7 (CHer Valg), 19.2, 17.8 (ChiVals), 17.6 (CH Ala;), 14.3 (CH -OEt), 13.7 (CH Alay). IR:
3302, 2965, 1739, 1708, 1670, 1618, 1540, 1251, ZRMS (DCI) m/z 542.8 (M+NH,)*. Anal.:
found, C64.2; H6.7; N8.0. &8H3sN30; requires C64.0; H6.7; N8.0%.

<|3H o
N OEt
HN
2 H
o o

(SR,9)-H-Ala;-¥P[CO-N(OH)]-Ala ,-Vals-OEt (10)

To a solution 0B (123 mg, 0.234 mmol) in THF (5 mL) at room tempera was added piperidine (1
mL). The mixture was stirred for 3h. Evaporatiortleg solvent under reduced pressure followed by
purification by flash chromatography (Silica gelHLlL-MeOH 9:1 to 8:2) followed by
crystallization from pentane gau® (70 mg, 0.231 mmol, 99%) as a white solid. Mp:@4R: 0.17
(CH,Cl-MeOH 8:2). b]p?® +49.0 € 1.00 in CHCY). & (200 MHz; CDC}) 7.50 (1H, d,J 8.6, NH
Vals), 5.50-4.50 (3H, br+q (5.07), 7.0, CH, Alaz, NH; Ala;), 4.50 (1H, ddJ 8.6, 6.5, CH Vals),
4.27-4.09 (3H, m, CHAla;, CH, -OEt), 2.36-2.19 (1H, m, Gk Vals), 1.38 (3H, d,J 6.9, CH Ala),
1.31 (3H, dJ 7.0, CHAla), 1.29 (3H, tJ 7.2, CH -OEt), 0.97 (3H, dJ 6.9, CH Vals), 0.96 (3H, d,
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J 6.9, CH Valy). & (75 MHz, CDC}) 176.6, 173.3, 170.8 (C=0), 61.4 (SHDEY), 58.1 (CH Alay),
55.7 (CH, Vals), 47.7 (CH, Alay), 30.9 (CH, Vals), 21.2 (CH Alay), 19.4, 18.4 (CHiValy), 14.3
(CHs -OEt), 13.5 (CHAlay). IR: 3363, 3264, 2984, 1743, 1682, 1636, 1579111 RMS (DCl)m/z
303.7 (MY, 304.9 (M+HJ. Anal.: found, C51.5; H8.0; N13.4.,£,sNs0s requires C51.5; H8.3;

N13.8%.
(|3H o}
FrnocHN N\:)j\ .
H
o) /E\ o)

(S,S,9)-Fmoc-lle;-¥[CO-N(OH)]-Val »-Val;-OH (11)

Palladium on activated carbon (50 mg, 10% w/w) added to6c (200 mg, 304 pmol) in 6 ml
ethanol. Hydrogen was then bubbled through thisitewl for 1 hour. The suspension was then
filtrated and the solvent was evaporated. Flasbrohtography (Silica gel, G&l,-MeOH 95:5) gave
11 (80 mg, 141 pumol, 46% vyield) as a white sobid.(300 MHz; CDC4) 7.77 (2H, dJ 7.2, CH;
Fmoc), 7.62 (2H, dJ 6.9, CH, Fmoc), 7.32 (4H, m, CiH{Fmoc), 6.09 (1H, d]J 9.3, NH llg), 4.84
(1H, dt,J 6.5 and 9.6, CHlle,), 4.69 (1H, dJ 10.3, CH Vab), 4.41 (1H, m, CH Vak), 4.23 (3H,
dt,J 5.8 and 6.9, CH/CHFmoc), 2.39 (1H, m, GH Val,), 2.21 (1H, ddJ 12.3 and 6.5, ChH
Vals), 1.86 (1H, m, Chllle;), 1.51 (1H, m, CHllle;), 0.95 (18H, m, CHllle;, Vak, Vak).

OH o
OBn
H :
b H N

(@) (@)

%

(S,S,9)-H-lle 1-¥[CO-N(OH)]-Val ,-Val;-OBn (12)

To a solution o6c (203 mg, 309 pmol) in THF (7 mL) at room temperatwas added piperidine
(1.5 mL). The mixture was stirred for 3h. Evaparatof the solvent under reduced pressure followed
by purification by flash chromatography (Silica,ge¢ntane-EtOAc 1:1, EtOAc, then gE,-MeOH
90:10) gavel? (113 mg, 0.26 mmol, 84%) as a pale yellow soligh: M16°C.R; 0.10 (CHCl,-
MeOH 95:5). f]p?> —11.7° € 1.00 in CHCY). & (300 MHz; CDC}) 7.83 (1H, d,J 8.9, NH Va),
7.40-7.30 (5H, m, CH), 5.16 (2H, ABQ,J 12.2,6a-05 34.1, CH -OBn), 4.90 (1H, dJ 10.5, CH,
Val,), 4.60 (1H, dd)J 5.3 and 8.9, CHVal), 3.87 (1H, d,J 6.3, CH, lley), 2.50-2.35 (1H, m, Cit
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Val,), 2.25-2.10 (1H, m, Cit Vak), 1.75-1.60 (1H, m, Cid, lle;), 1.60-1.45 (1H, m, CH lley),
1.20-1.05 (1H, m, BH lley), 0.98 (3H, dJ 6.5, CH Vab), 0.97 (3H, d,J 6.6, CH Val,), 0.90 (3H,
d,J 7.0, CH), 0.88 (3H, d,J 7.4, CH), 0.84-0.78 (6H, m, C). & (75 MHz; CDC4) 175.0, 172.7,
171.4 (C=0), 135.4 (§), 128.7 (CH,), 67.2 (CH -OBn), 64.6 (CH Valk), 57.1 (CH, Vak), 56.0
(CH, lley), 38.1 (CHgu lley), 31.3 (Chbr Vab), 27.8 (Cher Vak), 24.2 (CH lley), 19.8, 19.2, 17.8,
16.0, 11.4 (CH). IR: 3289, 3192, 2953, 1738, 1667, 1615, 156821704. LRMS (DCl)m/z 436.1
(M+H)*. HRMS (ESI +)m/z found, 436.2811; £H3sN3O0s requires 436.2811.

(l)H o
Boc N\-)J\ Ny OBn
o /é\ o

(S,S,9)-Boc-lle;-¥P[CO-N(OH)]-Val ,-Val;-OBn (13)

A solution 0f12 (102 mg, 234 pmol) in Cil; (5 mL) was cooled to 0°C. Di-tert-butyl dicarbomat
(66 mg, 293 umol) and triethylamine (38.0 pL, 2#0Qgl) were added. The solution was stirred for
30 min at 0°C and for 1h at room temperature. Exatpmn of the solvent under reduced pressure
followed by purification by flash chromatographyilia gel, pentane-EtOAc 9:1 then 1:1) ga@
(113 mg, 211 pmol, 90%) as a white solid. Mp: 169R00.52 (CHClL-MeOH 95:5). §]p>° —25.0°

(c 1.14 in CHCY). & (300 MHz; CDCJ) 8.59 (1H, s, NOH), 8.07 (1H, d,9.1, NH Va}), 7.40-7.25
(5H, m, CH,), 5.75 (1H, dJ 9.7, NH lla), 5.16 (2H, ABq,J 12.1,5x-8 33.5, CH -OBn), 5.11 (1H,

d, J 10.4, CH, Val,), 4.80 (1H, dd, 8.7 and 9.7, CHlle,), 4.65 (1H, dd)J 5.1 and 9.1, CKVal),
2.50-2.30 (1H, m, Cl, Valy), 2.25-2.05 (1H, m, CH Vals), 1.85-1.65 (1H, m, Ci, lle;), 1.60-
1.45 (1H, m, CH lley), 1.42 (9H, s, CkiBoc), 1.20-1.05 (1H, m, 18H lle;), 0.96 (6H, d,J 6.7, CH
Val,), 0.87 (3H, dJ 7.8, CH lley), 0.85 (3H, dJ 7.3, CH Val), 0.81 (3H, tJ 7.6, CH lle1), 0.76
(3H, d,J 6.9, CH Vak). & (75 MHz; CDC}) 172.7 (C=0 Val 2), 172.1 (C=0 lle 1), 171.6 (C=0
Val 3), 156.5 (C=0 Boc), 135.4 {GOBn), 128.7 (2 peaks) (GhH, 79.4 (G Boc), 67.3 (CH-OBn),
63.3 (CH, Valk), 56.8 (CH. Vak), 54.4 (CH, lle1), 36.9 (CHgy lle;), 31.7 (Chk Vals), 28.5 (CH
Boc), 27.7 (Ckb: Vak), 24.7 (CH lles), 19.7 (2 peaks) (CHvalk), 19.1, 17.7 (CklVals), 15.4, 11.2
(CHjs lles). IR: 3388, 3303, 2964, 1748, 1716, 1626, 152Z,81752. LRMS (DCI +)m/z 536.8
(M+H)", 553.0 (M+NH)*. HRMS (ESI +)m/z found, 558.3163; £&HsNsO;/Na’ requires 558.3155.
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(S,S,9)-Boc-lle;-P[CO-N(OH)]-Val ,-Vals-OH (14)

Palladium on activated carbon (55 mg, 10% w/w) added tol3 (60 mg, 112 pmol) in ethanol (5
ml). Hydrogen was bubbled through this solution Tohour. The suspension was then filtrated and
the solvent was evaporated. Flash chromatographga(8el, CHCl,-MeOH 90:10) gavd 1 (50 mg,
112 umol, 99% yield) as orange d#.0.23 (CHCl-MeOH 90:10). §]p*° -52.4° € 1.04 in CHCY).

S (300 MHz; CDCY) 7.53 (1H, dJ 5.6, NH Va$), 5.38 (1H, d,J 10.4, NH lla), 4.92 (1H, dJ 9.2,
CH, Vvalk), 4.75 (1H, ddJ 8.5 and 8.5, CHllle,), 4.67-4.51 (1H, m, CHValk), 2.55-2.32 (5H, m,
CHipr Vab), 2.31-2.13 (1H, m, CH Vals), 1.90-1.74 (1H, m, CHy, lle;), 1.63-1.37 (1H, m, CH
lle;), 1.42 (9H, s, CkIBoc), 1.20-0.80 (19H, m,KH lle;, CH;s lle;, CHgipr Val,, CHgipr Vals). oc (75
MHz; CDCk) 180.7 (COOH Va), 172.0 (C=0O llg C=0 Va}), 156.6 (C=0 Boc), 80.2 (Boc),
64.3 (CH, Val), 57.1 (CH, Val), 54.5 (CH, lle1), 36.8 (CHgy lle1), 31.3 (Chkr Vak), 28.5 (CH
Boc), 27.7 (Chb; Val), 24.7 (CH lley), 19.5 (CH Vab), 19.1, 17.8 (Ck Valk), 15.7, 11.3 (CHl
lle1). IR: 3298, 2966, 2933, 2877, 1720, 1662, 1632613467, 1392, 1368, 1172. LRMS (DCI +)
m/z 445.7 (M. HRMS (ESI +)m/z found, 468.2684; £H3oN30;Na requires 468.2686.

o (|3H o
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Boc-Lew-Ala,-P[CO-N(OH)]- b-Alas-Vals-OEt (15)

To a mixture ofL0 (27 mg, 90 pmol), Boc-Leu-OH (24 mg, 94 pumol) &@Bt (12 mg, 108 umol)

in CHCI, (2 mL) at room temperature, was added EDCI (21 9vg1mol). The mixture was stirred
overnight at room temperature. The solution washedsvith brine and the organic layer dried over
Na&SOy. Evaporation of the solvent under reduced pressollewed by purification by flash
chromatography (Silica gel, pentane-EtOAc 9:1 tb) avel5 (37 mg, 71 umol, 78% vyield) as a
white solid.R; 0.21 (CHClL-MeOH 95:5). f]p?> +5.7° € 0.86 in CHGJ). &4 (300 MHz; CDC}) 8.6
(1H, s, NOH), 7.35-7.22 (1H, m, NH Ada 7.10-6.95 (1H, m, NH Va), 5.40 -5.25 (1H, m, CiH
Alag), 5.15-4.95 (2H, m, NH LauCH, Alay), 4.41 (1H, dd,J 5.4 and 8.3, CKVals), 4.30-4.20 (1H,
m, CH, Lew), 4.20-4.05 (2H, m, CH-OEt), 2.20-2.06 (1H, m, GH Val,), 1.65-1.48 (2H, m, CH
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Lew), 1.43 (3H, d.J 6.5, CH Alag), 1.38 (9H, s, CkBoc), 1.29 (3H, dJ 6.7, CH Alay), 1.23-1.15
(4H, m, CHg, Leuw, CH; -OEt), 0.89 (3H, dJ 6.1, CH Vals), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Val,), 0.82

(6H, d,J 5.8, CH Leuw). & (75 MHz; CDC}) 172.7, 172.4 (C=0), 155.8 (C=0 Boc), 80.Q Bdc),

61.8 (CH -OEt), 57.7 (CH Valy), 54.0 (CH, Alas), 53.0 (CH, Lew), 45.9 (CH, Alay), 42.4 (CH

Leuw), 31.0 (Chb, Vals), 28.5 (CH Boc), 24.8 (Chby Lew), 23.0 (CH Lew), 22.4 (CH Lew), 19.2

(CHs Val,), 18.2 (CH Val), 17.9 (CH Alay), 14.7 (CH Alag), 14.3 (CH -OEt). IR: 3310, 2964,
2929, 1736, 1670, 1630, 1528, 1170, 1025. HRMS (ESh/z found, 539.3046; £H4sN4,OsNa

requires 539.3057.

Boc-lle;-#[CO-N(OH)]-Val ,-Vals-Alas-¥[CO-N(OH)]- D-Alas-Vale-OEt (16)

The title compound was prepared as describedSarsing10 (27.3 mg, 90 pmol) ant¥ (42 mg,
90 umol). Purification by flash chromatography i&ilgel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) gal@ (49
mg, 67 umol, 71% vyield) as a yellow of; 0.31 (CHCIl,-MeOH 95:5).64 (300 MHz; 0.45 mL
CDCk + 0.1 mL MeOD ) 7.80-7.65 (2H, m, NH AlaNH Vak o 9, 7.45-7.30 (1H, m, NH Valb, o),
5.70-5.60 (1H, m, NH llg, 5.10-4.90 (2H, m, CHAlas, CH, Alay), 4.75-4.65 (1H, m, CHAlas3),
4.62-4.57 (1H, m, CHVab), 4.42-4.32 (1H, m, CHVal; o ¢, 4.25-4.10 (3H, m, CH-OEt, CH,
Vals or 9, 2.47-2.30 (1H, m, Ci Vak), 2.26-2.12 (1H, m, Ci Vals or 9, 2.12-1.98 (1H, m, Ci
Vals or 9, 1.85-1.72 (1H, m, Cédy lley), 1.48-1.40 (13H, m, CH lle;, CHs Boc, CH; Alas), 1.36 (3H,
d,J 6.8, CH Alas), 1.29 (3H, dJ 7.2, CH -OEt), 1.18-1.03 (1H, m, igH lle;), 0.99-0.80 (24H, m,
CHs lle;, CHs Vab, CH; Vak, CH; Valk). oc (75 MHz; 0.45 mL CDGl+ 0.1 mL MeOD) 175.5,
174.7, 174.1, 173.5, 172.6 (C=0), 158.4 (C=0 B&4)7 (G Boc), 66.6 (CH Val,), 63.1(CH -
OEt), 60.0, 59.5, 56.9 (GH 47.7 (CH lle1), 40.1 (CH Alas), 38.7 (CHgy lles), 32.7, 32.3 (CH),
29.8 (CH Boc), 29.1 (Chp), 26.0 (CH lley), 20.9, 20.7, 20.6, 20.5, 19.7, 19.5, 17.1, 1527
(CHs). IR: 3300, 2967, 2936, 2876, 2463, 2417, 16585168525, 1453, 1392, 1368, 1301, 1172.
LRMS (DCI) m/z 748.8 (M+NH,)".
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Boc-lle;-¥[CO-N(OH)]-Val »-Vals-lle,-¥[CO-N(OH)]-Val 5-Vals-OBn (17)

The title compound was prepared as describedlfousing12 (44.7 mg, 102.6 umol) ant¥
(35.4 mg, 79.5 umol). Purification by flash chroowgtaphy (Silica gel, C4Cl,-MeOH 100:0 to
95:5) gavel6 (55.7 mg, 64.5 umol, 81% yield) as a yellow 80.44 (CHCl,-MeOH 95:5). {]p>°
+15.6° € 2.4 in CHCH). &4 (300 MHz; CDC}) 9.0-8.1 (4H, br, NH Ile NH Vak, NH lles, NH Vak),
7.45-7.25 (5H, m, Ck), 5.50-5.00 (5H, m, CH-OBn, CH, lley or 4 CH, Valy or 5 CH,, Vak o ),
5.00-4.75 (2H, br, CHlle1 or 4 CH, Val; o 5), 4.75-4.50 (1H, br, CiHVal o ¢), 2.60-2.31 (2H, br,
CHipr Val ang 9, 2.30-2.08 (2H, m, CH Valk ang 9, 2.00-1.69 (2H, br, CHy lleiand 4, 1.40 (9H, s,
CHs Boc), 1.69-1.00 (3H, m, OHi lle, CH, lles), 1.00-0.55 (37H, m, BH lley, CHs lle1 and 4 CHs
Val and 5 CHs Vals ang 9. &c (75 MHz; CDC}) 173.1-171.5 (br, C=0), 156.6 (C=0 Boc), 135.5(C
OBn), 128.7, 128.6 (C}), 78.8 (G Boc), 67.4 (CH —OBn, CH, Val ang 9, 64.0-62.0 (br), 56.9,
54.3, 52.4 (CH), 37.8, 37.5 (G lle1and , 32.1, 30.9 (Chd; Vak ana d, 29.9 (CH lley o 2, 28.6 (CH
Boc), 27.4 (Chbr Vak ang 9, 25.1 (CH lles o 9, 19.3, 19.0, 18.1, 17.9, 17.4, 15.9, 15.2, 142],
11.3 (CH). IR: 3288, 3091, 2964, 2933, 2876, 1719, 1623413464, 1390, 1175, 697, 652. HRMS
(ESI +)m/z found, 885.5306; £H74NsO11Na requires 885.5313.

h) Synthesis of O-acylated-A-hydroxy-peptides 18,19, 29 and 30

Typical procedure for method A:

To a solution of tripeptide (70 pmol) in pyridind (nL) at room temperature was added the
anhydride (140 to 210 umol). The reaction was nooed by TLC. Evaporation of the solvent under
reduced pressure followed by purification by flasinomatography (Silica gel) allowed isolation of

pureO-acylatedN-hydroxy-peptide.

Typical procedure for method B:

To a solution of tripeptide (70 pumol) in GEl, (4 mL) at room temperature were added DIEA
(diisopropylethylamine; 77 pmol) and the acyl cider(77 umol). The mixture was stirred overnight.
Evaporation of the solvent under reduced pressll@ifed by purification by flash chromatography

(Silica gel) allowed isolation of pui@-acylatedN-hydroxy-peptide.
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Typical procedure for method C:

To a solution of acid (200 pmol) in GEI, (1.5 mL) at room temperature was added DCC (400
pmol). The mixture was stirred for 2h and the rsglsuspension was directly filtered onto the
tripeptide (50 umol). The solvent was evaporated,residue taken up in pyridine (1.5 mL) and the
mixture stirred overnight. Evaporation of the solvander reduced pressure followed by purification
by flash chromatography (Silica gel) allowed ismlatof pureO-acylatedN-hydroxy-peptide.

Typical procedure for method D:

To a solution of tripeptide (50 umol) and acid {(&%ol) in CHCI, (2 mL) at room temperature was
added BOP (55 umol), then DIEA (110 pmol). The tieacwas monitored by TLC. Evaporation of
the solvent under reduced pressure followed byfipation by flash chromatography (Silica gel)
allowed isolation of pur®-acylatedN-hydroxy-peptide.

Typical procedure for method L.:

To a solution of tripeptide (50 umol) in DMF (2 mh} room temperature was added the acid (55
pmol), then HATU (55 umol) and DIEA (160 umol). Timxture was stirred for 5h, then taken up in
Et,O and washed several times with a 5% aqueousa@olafiLiCl. The organic layer was dried over
Na&SOy. Evaporation of the solvent under reduced pressollewed by purification by flash
chromatography (Silica gel) allowed isolation of@®@-acylatedN-hydroxy-peptide.

% (@]
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Fmoc-lle;-¥Y[CO-N(OAc)]-D-Val,-Vals-OBn (18a)

The title compound was prepared fr@a and acetic anhydride using method A. Eluent fasHi
chromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1; colosrteiy 86% yield R; 0.65 (CHCIl,-MeOH 95:5).
[a]p? +15.6° € 2.40 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.74 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.55 (2H, dd,
J7.4 and 7.7, CHFmoc), 7.40-7.15 (10H, m, GHNH Vak), 5.40 (1H, dJ 9.9, NH llg), 5.05 (2H,
br s, CH -OBn), 4.50 (1H, ddJ 4.7 and 8.3, CkVals), 4.44-4.11 (5H, m, CHlle;, CH, Vak, CH
Fmoc, CH Fmoc), 2.50-2.35 (1H, m, G& Valk), 2.25-2.06 (4H, m+s (2.20), GHVal;, CH; Ac),
1.90-1.70 (1H, m, Ck, lle;), 1.57-1.41 (1H, m, CH lle;), 1.16-0.76 (19H, m, BH lle;, CH; lley,
CHs Val,, CH; Vak). o&c (75 MHz; CDC}) 172.9, 171.5 (C=0 ljg¢ C=0 Va}), 168.8 (C=0 Ac),
168.1 (C=0 Vaj), 156.3 (C=0 Fmoc), 144.2, 143.9, 141.5, 141.4 Enoc), 135.6 (& -OBn),
128.6, 128.4, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1 {FH7.2, 67.0 (CkHFmoc, CH, Val, CH, -OBn), 57.5
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(CH,, Vals), 55.6 (CH, lle;), 47.4 (CH Fmoc), 37.9 (Chl lle;), 31.5 (Chb, Vals), 26.4 (Chb, Valy),
24.1 (CH lle;), 19.8, 19.4, 19.2 (CH\, 18.3 (CH Ac), 17.7, 15.9 (Ch), 11.4 (CH lle;). IR: 3339,
2966, 1807, 1721, 1661, 1531, 1148, 741. HRMS G%h/z found, 700.3591; £Hs0N30s requires
700.3598.

\—
o e}
FrocHN ; N
: H
(0] /-'\ (0]

Fmoc-lle;-¥Y[CO-N(OAc)]-Val ,-Vals-OBn (18b)

The title compound was prepared fr@o and acetic anhydride using method A. Eluent faslil
chromatography: CHCl,-MeOH 99:1 then 95:5; colourless oil, 94% vyiel®].0.61 (CHCIl,-MeOH
95:5). o> —41.9° € 1.12 in CHCJ). & (300 MHz; CDCJ) 7.75 (2H, dJ 7.6, CH, Fmoc), 7.56
(2H, d,J 7.4, CH, Fmoc), 7.45-7.20 (10H, m, GKHINH Vak), 5.35 (1H, dJ 9.9, NH lla), 5.11 (2H,
ABQ, J 12.2,0a-05 26.2, CH -OBn), 4.55 (1H, dd} 7.7, 4.2, CH Vals), 4.45-4.10 (5H, m, CHlles,
CH, Val,, CH Fmoc, CH Fmoc), 2.65-2.50 (1H, m, Gk Val,), 2.32-2.11 (4H, m+s (2.23), G
Vals, CHs; Ac), 1.95-1.80 (1H, m, Ci, lle;), 1.60-1.45 (1H, m, CH lle;), 1.20-0.70 (19H, m, BH
lles, CHs lley, CHs Vab, CHs Vak). &c (75 MHz; CDCH) 172.5 (C=0 Ilg), 171.8 (C=0 Va), 169.2,
168.0 (C=0), 156.3 (C=0 Fmoc), 144.0, 143.9, 14C5 Fmoc), 135.6 (&-OBn), 128.7, 128.5,
127.9, 127.3, 125.2, 120.1 (GH 67.2, 67.1 (CHFmoc, CH Val,, CH, -OBn), 57.4 (CH Valk),
55.6 (CH, lley), 47.4 (CH Fmoc), 36.8 (Chl lley), 31.1 (CHkr Vabk), 27.8 (CHk, Valy), 24.0 (CH
lley ), 20.0, 19.5, 19.0 (CHVal), 18.6 (CH Ac), 17.8 (CH Val), 16.1, 11.3 (CHllley). IR: 3338,
2966, 1805, 1722, 1652, 1524, 1148, 758. HRMS (BESin/z found, 722.3417; £H4dN3OgNa
requires 722.3417.
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Boc-lle;-¥P[CO-N(OAc)]-Val »-Valz-OBn (18c)
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The title compound was prepared frdi@ and acetic anhydride using method A. Eluent fasHi
chromatography: C¥Cl,-MeOH 98:2; colourless oil, 99% vyield? 0.64 (CHCl,-MeOH 95:5).
[o]p?® =76.3° € 1.60 in CHCY). & (300 MHz; CDCJ) 7.55-7.24 (6H, m, Ck NH Vak), 5.16 (2H,
ABQ, J 12.2,5a-85 26.2, CH -OBn), 4.96 (1H, dJ 9.3, NH lle), 4.54 (1H, dd, 4.2 and 7.8, CH
Vals), 4.25 (1H, dd,) 8.7 and 9.3, CHlley), 4.18-3.97 (1H, m, CiHVab), 2.67-2.46 (1H, m, ChH

Val,), 2.38-2.11 (4H, m+s (2.26), GHVak, CHs Ac), 2.00-1.73 (1H, m, Ck. lley), 1.67-1.34
(10H, m+s (1.41), CH lle;, CH; Boc), 1.26-0.77 (19H, m,KH lle;, CH; lle;, CH; Val, CHs Vals).

& (75 MHz; CDC}) 172.7 (C=0 llg), 172.0 (C=0 Va), 169.6 (C=0 Ac), 168.1 (C=0 & 155.7
(C=0 Boc), 135.9 (-OBn), 128.9, 128.7 (C4), 80.1 (G Boc), 67.2 (CH Val,, CH, -OBn), 57.7
(CH, Valk), 55.0 (CH, lley), 36.9 (CHgy lley), 31.2 (CHer Vals), 28.6 (CH Boc), 27.7 (Chb, Valy),

24.2 (CH lley), 20.4, 19.6, 19.2 (CHVal), 18.8 (CH Ac), 18.0 (CH Val), 16.3, 11.5 (Chllley). IR;

3341, 2967, 1806, 1716, 1656, 1518, 1367, 1175, 682. LRMS (DCI +)m/z 595.7 (M+NH)".

HRMS (ESI +)m/z found, 600.3264; §H47N3OgNa requires 600.3261.
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Fmoc-lle;-¥Y[CO-N(OCOCH ,CH3)]-D-Val,-Val;-OBn (19a)

The title compound was prepared fréohand propionic anhydride using method A. Eluentflash
chromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1; colosrteis 99% yield R 0.67 (CHCIl,-MeOH 95:5).
[a]p? +24.4° € 0.6 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.74 (2H, d,) 7.4, CH, Fmoc), 7.58-7.50 (2H,
m, CH,, Fmoc), 7.40-7.20 (10H, m, GKHINH Vak), 5.40 (1H, dJ 9.6, NH llg), 5.06 (2H, br s, CH
-OBn), 4.50 (1H, ddJ 4.9 and 8.5, CKHVak), 4.44-4.09 (5H, m, CHlle;, CH, Val,, CH Fmoc, CH
Fmoc), 2.54-2.39 (3H, m, Gk Val,, -COH,CHj3), 2.19-2.10 (1H, m, CH Vals), 1.81-1.63 (1H, m,
CHsgu lle1), 1.54-1.40 (1H, m, CH lley), 1.21 (3H, tJ 7.5, -COCHCHSs), 1.15-0.80 (19H, m, BH
lles, CHs lle;, CHs Vab, CHs Val). & (75 MHz; CDC4) 173.0, 172.3, 171.5, 168.1 (C=0), 156.3
(C=0 Fmoc), 144.2, 143.9, 141.5,(€moc), 135.7 (&-OBn), 129.0, 128.6, 128.4, 127.9, 127.3,
125.3, 120.1 (CH), 67.1, 67.0 (CklFmoc, CH -OBn, CH, Val,), 57.6 (CH, Vals), 55.6 (CH, lley),
47.4 (CH Fmoc), 38.0 (Cig lle), 31.5 (Chkr Vak), 26.3 (Chbr Vab), 25.3 (-CQCH,-), 24.2 (Ch
lle;), 19.8, 19.4, 19.2, 17.8, 15.8 (gH11.4 (CH lle;), 8.8 (-COCHCHg). IR: 3339, 2964, 1805,
1721, 1661, 1528, 1239, 741. HRMS (EShx found, 714.3746; £Hs:N3Og requires 714.3754.
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Fmoc-lle;-¥[CO-N(OCOCH ,CH3)]-Val »-Vals-OBn (19b)
The title compound was prepared fr@mand propionic anhydride using method A. Eluentflash
chromatography: C¥Cl,-MeOH 95:5; colourless oil, 97% vyield® 0.65 (CHCl,-MeOH 95:5).
[a]p?® =36.5° € 1.73 in CHCY). & (300 MHz; CDCJ) 7.75 (2H, d,) 7.4, CH, Fmoc), 7.56 (2H, dJ
7.4, CHy Fmoc), 7.44-7.20 (10H, m, GHNH Vak), 5.36 (1H, d,J 10.1, NH lle, 5.10 (2H, ABq,J
12.3, 0a-08 23.9, ChH -OBn), 4.54 (1H, ddJ 4.5 and 8.1, CHVals), 4.45-4.05 (5H, m, CHylles,
CH, Vval, CH Fmoc, CH Fmoc), 2.63-2.45 (3H, m, G Val,, -CO(H,CHs), 2.25-2.10 (1H, m,
CHippr Valk), 1.90-1.80 (1H, m, Ci, lle;), 1.60-1.45 (1H, m, CH lle)), 1.23 (3H, t,J 7.2, -
COCH:CHg, ), 1.20-0.70 (19H, m, I8H Iley, CHs ller, CHs Vab, CHs Vals). & (75 MHz; CDCh)
172.7 (2 peaks), 171.8, 168.0 (C=0), 156.3 (C=0d)mb44.0, 143.9, 141.5 {Fmoc), 135.6 (G-
OBn), 129.3, 128.7, 128.5, 127.9, 127.2, 125.2,12CH,), 67.2 (CH Fmoc), 67.0 (2 peaks) (GH
-OBn, CH, Vab), 57.5 (CH, Vak), 55.6 (CH, lley), 47.4 (CH Fmoc), 36.8 (Gl Ile1), 31.1 (CH
Vals), 27.8 (Chb, Vab), 25.4 (-CGQCH,-), 23.9 (CH lley), 20.0, 19.5, 19.0, 17.8 (GHval), 16.1
(CHs), 11.2 (CH lley), 8.8 (-COCHCHSs). IR: 3338, 2964, 1800, 1723, 1654, 1525, 1236,. 74
HRMS (ESI +)m/z found, 736.3566; £2Hs:N3OgNa requires 736.3574.
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(OCOCH ,CHj3)]-D-Val,-Val;-OBn (19c¢)

The title compound was prepared frémand propionic anhydride using method A. Eluentflash
chromatography: CiCl-acetone 99:1 to 90:10; colourless oil, 80% vyi&d0.66 (CHCl,-MeOH
95:5). p]p* +26.8° € 1.58 in CHCY). & (300 MHz; CDCY) 7.74 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.57
(2H, dd,J 7.3 and 7.3, CHFmoc), 7.40-7.22 (9H, m, GH, 7.21-7.12 (1H, br s, NH V4| 5.70 (1H,
d,J 7.2, NH Ala), 5.13 (2H, ABgJ 12.3,0a-0g 11.4, Ch -OBn), 4.52 (1H, ddJ) 4.9 and 8.3, CH
Vals), 4.50-4.27 (4H, m, CHAla;, CH, Val,, CH, Fmoc), 4.27-4.15 (1H, m, CH Fmoc), 2.60-2.40
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(3H, m, CHe, Vak, -COMH,CHs), 2.25-2.10 (1H, m, CH Vals), 1.36 (3H, dJ 6.0, CH Alas), 1.21
(3H, t,J 7.4, -COCHCHj3), 0.99 (6H, dJ 6.1, CH Val), 0.91 (3H, dJ 6.8, CH Valk), 0.86 (3H, d,
J 6.8, CH Vak). & (75 MHz; CDC4) 173.4, 172.3, 171.4, 167.9 (C=0), 155.5 (C=0 Pmbé4.1,
143.9, 141.4 (2 peaks) {&moc), 135.6 (G-OBn), 128.6, 128.4, 127.8, 127.2, 125.3, 125.9,12
(CHay), 67.2 (CH Fmoc), 67.1 (2 peaks) (GHOBN, CH, Val), 57.5 (CH, Vak), 47.7 (CH Ala,),
47.3 (CH Fmoc), 31.3 (GH Val), 27.0 (CHbr Vab), 25.3 (-CQH,-), 19.7, 19.1, 19.0, 17.8 (GH
8.7 (-COCHCHs3). IR: 3338, 2966, 1802, 1724, 1664, 1529, 1458512060, 740. LRMS (DCI)
m/z 689.1 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 672.3292; §H4eN30g requires 672.3285.
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Fmoc-lle;-¥[CO-N(OCO'Bu)]-b-Val,-Valz-OBn (19d)

The title compound was prepared fré@ehand trimethylacetic anhydride using method A. Btuer
flash chromatography: G&l,-MeOH 99.75:0.25 to 95:5; colourless oil, 87% yid¥l0.71 (CHClI,-
MeOH 95:5). f]p?> +31.3° € 3.08 in CHCY). &4 (300 MHz; CDC}) 7.73 (2H, d,) 7.2, CH, Fmoc),
7.57 (1H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.51 (1H, d) 7.2, CH, Fmoc), 7.43-7.14 (10H, m, GKHINH Vak),
5.47 (1H, dJ 9.1, NH lla), 5.07 (2H, ABqJ 12.1,6x-8 26.9, CH -OBn), 4.48 (1H, ddJ 4.7 and
7.7, CH, Vak), 4.43-4.03 (5H, m, CHlle;, CH, Val,, CH Fmoc, CH Fmoc), 2.53-2.37 (1H, m,
CHipr Valy), 2.23-2.09 (1H, m, Cil Vals), 1.89-1.60 (1H, m, Ci, lley), 1.59-1.41 (1H, m, CH
lles), 1.34 (9H, s, CHI'Bu), 1.16-0.70 (19H, m, I8H lle;, CH;s lle, CHs Vab, CHs Vak). & (75
MHz; CDCk) 175.7, 173.1, 171.4, 167.9 (C=0), 156.2 (C=0 Pmbé4.2, 143.9, 141.5 (CFmoc),
135.8 (G,-OBn), 128.6, 128.4, 127.8, 127.2, 125.4, 120.14¢1d7.1, 66.9 (CH Vak, CH, Fmoc,
CH, -OBn), 57.6 (CH Val), 55.6 (CH, lley), 47.4 (CH Fmoc), 38.6, 38.4 (Bu, CHer Val,), 31.6
(CHpr Vak), 27.2, 27.0 (CK'Bu), 26.1 (CHgy ller), 24.1 (CH lles), 19.9, 19.4, 19.2, 17.8, 15.7
(CHs), 11.4 (CH lley). IR: 3342, 2966, 1795, 1732, 1661, 1520, 1228). HRMS (ESI +)m/z
found, 742.4061; &HseN3Og requires 742.4067.
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Fmoc-lle;-#[CO-N(OCO'Bu)]-Val-Valz-OBn (19€)

The title compound was prepared fr@mand trimethylacetic anhydride using method A. Btuer
flash chromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1owadéss oil, 15% yieldRs 0.66 (CHCIl,-MeOH
95:5). ]p*> —38.8° € 2.46 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDCJ) 7.74 (2H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.56
(2H, d,J 6.8, CH, Fmoc), 7.45-7.15 (10H, m, GKHINH Vak), 5.42 (1H, dJ 9.1, NH lla), 5.12 (2H,
ABqQ, J 11.9,84-8 21.9, CH -OBn), 4.69-4.46 (1H, m, GHVals), 4.45-4.25 (3H, m, CHlle;, CH,
Fmoc), 4.24-4.00 (2H, m, CHval,, CH Fmoc ), 2.55-2.40 (1H, m, G&Valy), 2.25-2.10 (1H, m,
CHipr Vals), 1.90-1.70 (1H, m, Cidy lley), 1.64-1.48 (1H, m, CH lle;), 1.36 (9H, s, CE'Bu), 1.16-
0.80 (19H, m, €H lle;, CH; lley, CHs Vab, CHs Vak). & (75 MHz; CDCH) 176.3, 172.6, 171.8,
167.5 (C=0), 156.2 (C=0O Fmoc), 144.1, 143.9, 14C5 Fmoc), 135.7 (& —OBn), 128.8, 128.7,
128.6, 128.4, 127.9, 127.2, 125.3, 120.1 {FH7.2, 67.0 (CH Val,, CH, Fmoc, CH -OBn), 57.6
(CH,, Vals), 55.3 (CH, lle), 47.3 (CH Fmoc), 38.6 ({Bu), 37.1 (CHgu lle1), 31.0 (Chkr Vak), 27.6
(CHipr Valy), 27.0 (CH'BU), 23.7 (CHgy lley), 20.2 (CH lley), 19.4, 19.1, 19.0, 17.8 (GVal), 16.0,
11.2 (CHlley). IR: 3345, 2964, 1793, 1724, 1691, 1651, 1528612065, 741. HRMS (ESI +)/z
found, 764.3894; £&HssN3OgNa requires 764.3887.
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Fmoc-Ala;-#[CO-N(OCO(CH3)14CH3)]-D-Val,-Vals-OBn (19f)

The title compound was prepared fr@im and palmitoyl chloride using method C. Eluent flash
chromatography (using a mixture of silica gel an&@0; (10%)): pentane-EtOAc 9:1 to 1:1;
colourless oil, 90% yieldR 0.71 (CHCl-MeOH 95:5). f]p®> +24.4° € 1.64 in CHCY). & (300
MHz; CDCk) 7.68 (2H, d,J 7.4, CH, Fmoc), 7.51 (2H, dd) 7.4 and 7.4, CKH Fmoc), 7.37-7.18
(9H, m, CH,), 7.14-7.00 (1H, m, NH V), 5.58 (1H, d;J 7.2, NH Ala), 5.06 (2H, ABq,J 12.2,5a-
dg 12.6, CH -OBn), 4.44 (1H, ddJj 4.9 and 8.5, CkVals), 4.41-4.19 (4H, m, CHAla;, CH, Val.,
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CH, Fmoc), 4.18-4.06 (1H, m, CH Fmoc), 2.52-2.30 (8H CHp, Val,, CH, o palmitoyl), 2.17-2.02
(1H, m, CHe, Val), 1.70-1.51 (2H, m, CHBgpalmitoyl), 1.28 (3H, d,) 6.5, CH Ala;), 1.24-1.13
(24H, m, CH palmitoyl), 0.91 (6H, dJ 6.4, CH Val,), 0.84 (3H, dJ 6.7, CH Vak), 0.79 (3H, d,J
7.6, CH Vak). & (75 MHz; CDC}) 173.5, 171.7, 171.5, 167.9 (C=0), 155.5 (C=0 Pmaé4.1,
144.0, 141.5 (G Fmoc), 135.6 (§-OBn), 128.7, 128.5, 127.9, 127.3, 125.3, 120.14CHA7.2, 67.1
(CH2 Fmoc, CH Val, CH, -OBn), 57.6 (CH Val), 47.8 (CH, Alay), 47.3 (CH Fmoc), 32.1 (CH
palmitoyl), 31.8 (CH palmitoyl), 31.4 (Ckb Vak), 29.9, 29.8 (x3), 29.6, 29.5, 29.3, 29.2 (CH
palmitoyl), 26.9 (Chbr Val), 24.5, 22.9 (CH palmitoyl), 19.8, 19.3, 19.2, 19.0, 17.8 (§H14.3
(CH; palmitoyl). IR: 3334, 2962, 1803, 1725, 1664, 152852, 1243, 1070, 740. LRMS (DGH)/z
871.6 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 876.5136; £H-1N3OgNa requires 876.5139.
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Fmoc-Ala;-#[CO-N(OCO(CH3),CH=CH)]-D-Val,-Vals-OBn (19g)

The title compound was prepared fr@in and 4-pentenoic acid using method B. Eluent fasHl
chromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1; colosrled, 93%.R; 0.73 (CHCl,-MeOH 95:5).
[o]p? +12.9° € 1.87 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.75 (2H, d,) 7.6, CH, Fmoc), 7.58 (2H, dd,

J 7.3 and 7.3, CKH Fmoc), 7.45-7.25 (10H, m, GHNH Vak), 5.95-5.72 (1H, m, -B=CH,), 5.69
(1H, d,J 7.7, NH Ala), 5.20-4.95 (4H, m, CH-OBn, -CH=CH,), 4.51 (1H, dd,) 5.0 and 8.3, CH
Vals), 4.49-4.25 (4H, m, CHVal,, CH, Ala;, CH, Fmoc), 4.24-4.16 (1H, m, CH Fmoc), 2.65-2.35
(5H, m, CHe; Vab, -COCH,CH,-), 2.25-2.00 (1H, m, Ci Vak), 1.34 (3H, d,J 6.1, CH Alay), 0.98
(6H, d,J 6.4, CH Val), 0.91 (3H, dJ 6.8, CH Vak), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Vak). & (75 MHz;
CDCk) 173.5 (C=0 Alg), 171.4 (C=0 Va), 171.1 (C=0), 168.0 (C=0 W 155.6 (C=0 Fmoc),
144.3, 144.1, 141.5 (€Fmoc), 135.6 EH=CH,, Car-OBn), 128.7, 128.5, 127.9, 127.2, 125.3,
120.1 (CH), 116.7 (-CH£H,), 67.2 (2 peaks) (CHOBn, CH Fmoc, CH, Val), 57.6 (CH Val),
47.8 (CH, Alay), 47.3 (CH Fmoc), 31.3 (GH Vak), 31.1 (-CGCH,-), 28.3 (-COCHCH>-), 27.0
(CHippr Valy), 19.7, 19.5, 19.2, 19.0, 17.8 (gHIR: 3336, 2965, 1801, 1734, 1669, 1522, 1451512
1074, 741. HRMS (ESI #n/z found, 720.3255; £H47N3OgNa requires 720.3261.
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(OCOPh)]-D-Val,-Vals-OBn (19h)

The title compound was prepared fr@m and benzoic acid using method B (93% vyield) orzbén
chloride using method C (83% yield). Eluent forsflachromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1,
colourless 0ilR0.76 (CHClL-MeOH 95:5). §]p>° +26.9° € 1.06 in CHCJ). & (300 MHz; CDC})
8.12-8.00 (3H, m, Ck), 7.77-7.25 (16H, m, CH{ NH Vak), 5.75 (1H, dJ 7.8, NH Ala), 5.15 (2H,
ABQ, J12.6,0a-d8 10.1, CH -OBn), 4.63-4.45 (2H, m, CHAla;, CH, Vals), 4.39-4.26 (3H, m, CH
Val,, CH; Fmoc), 4.21-4.11 (1H, m, CH Fmoc), 2.70-2.55 (i,CHp,; Vab), 2.30-2.15 (1H, m,
CHippr Vals), 1.37 (3H, dJ 6.4, CH Alay), 1.08 (3H, dJ 6.7, CH Val), 1.02 (3H, dJ 6.8, CH
Val,), 0.94 (3H, dJ 6.8, CH Val), 0.90 (3H, dJ 6.8, CH Vak). & (75 MHz; CDC}) 171.6 (C=0
Alay), 171.0 (C=0 Va), 168.0 (C=0 Va), 164.9 COPh), 155.6 (C=O Fmoc), 144.1, 143.9, 141.4
(Car Fmoc), 135.6 ( Ph), 135.0 (G-OBn), 133.7, 130.5, 129.7, 129.1, 128.8, 128.8.6,2128.5,
128.4, 127.9, 127.2, 126.2, 125.4, 125.3, 120.1,{C87.3, 67.1 (CH Vak, CH, -OBn, CH Fmoc),
57.6 (CH, Vak), 48.0 (CH, Alay), 47.3 (CH Fmoc), 31.3 (GH Vak), 27.2 (Chb, Valy), 19.9, 19.5
(CHs), 19.2 (CH Ala;), 18.9, 17.8 (Ch). IR: 3334, 2965, 1773, 1718, 1666, 1539, 1453612006,
705. HRMS (ESI +m/z found, 742.3105; £H4sN3OsNa requires 742.3104.

DASSRS

Boc-Leuw-Ala>-?P[CO-N(OCOPh)]-D-Alas-Vals-OEt (19i)

The title compound was prepared fr@%c (35 mg, 68 umol) and benzoic acid using method B.
Eluent for flash chromatography: pentane-EtOAct8:1:1; yellowish oil (42 mg, 67 pmol, 99%); R
0.32 (CHCL-MeOH 95:5). f]p? +4.8° € 1.15 in CHCJ). & (300 MHz; CDCJ) 8.13 (2H, d,J 7.6,
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CHa), 7.75-7.65 (2H, m, NH Val CH,), 7.52 (2H, dd,) 7.7 and 7.7, CK), 6.71 (1H, d.J 6.8, NH
Alay), 4.95-4.76 (2H, m, NH LauCH, Alas), 4.69 (1H, dqg, 6.8 and 6.8, CiAla,), 4.49 (1H, ddJ
5.1 and 8.5, CKValy), 4.27-4.02 (3H, m, CiHLew, CH, -OEt), 2.34-2.18 (1H, m, GKH Valy), 1.75-
1.20 (21H, m, CH, Lew, CH; Lew, CH; Ala, (1.51, d,J 6.8), CH Boc (1.42, s), CEAlaz (1.38, d,
J 6.8), CH -OEt), 0.98 (3H, dJ 6.4, CH Vals), 0.96 (3H, dJ 6.0, CH Vals), 0.92 (6H, dJ 6.2,
CHs Lew). & (75MHz; CDC4) 173.7 (C=0 Alg), 172.2 (C=0 Alg), 171.7, 169.3 (C=0 LeuC=0
Vals), 165.6 COPh), 155.7 (C=0 Boc), 135.2 4§ 130.6, 129.2, 125.8 (GH, 80.1 (G Boc), 61.1
(CH; -OEt), 59.4 (CH Alag), 57.9 (CH, Vals), 53.0 (CH, Lew), 46.3 (CH, Alay), 41.6 (CH Lew),
31.0 (CHe, Valy), 28.4 (CH Boc), 24.8 (Chh, Lew), 23.2 (CH Lew), 22.0 (CH Lew), 19.2 (CH
Vals), 18.0 (CH Valy), 17.9 (CH Alag), 14.3 (CH -OEt), 13.5 (CH Alay). IR: 3314, 2962, 2929,
1771, 1741, 1655, 1534, 1452, 1368, 1238, 11706 1AD. HRMS (ESI +)n/z found, 643.3315;
Cs1H4sN4OgNa requires 643.3319
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(OCOPh)]-D-Ala,-Vals-OEt (19j)

The title compound was prepared fro3nand benzoic acid using method D. Eluent for flash
chromatography: pentane-EtOAc 3:1; pale yellow@ibb yield.R: 0.33 (pentane-EtOAc 3:1)ocID25
+24.75 € 0.99 in CHCJ). & (300 MHz; CDC}) 8.11 (2H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.76 (2H, d) 7.5,
CHay Fmoc), 7.70-7.30 (10H, m, GH-moc, Ph, NH Va), 5.63 (1H, dJ 7.5 NH Ala;), 4.95 (1H, q,
J 7.4 CH, Alay), 4.65-4.45 (2H, m, CHAla;, CH, Vals), 4.40-4.00 (5H, m, CHFmoc, CH Fmoc,
CH, -OEt), 2.35-2.10 (1H, m, GkiVals), 1.52 (3H, dJ 7.2, CHAlay), 1.42 (3H, d,) 6.8, CH Alay),
1.35-1.10 (3H, m, CK-OEt), 0.97 (3H, dJ 6.5, CH Vals), 0.94 (3H, dJ 6.8, CH Vals). oc (75
MHz, CDCE) 171.8, 169.3 (C=0), 165.6 (C=0 Ph), 155.7 (C=Co&n144.0, 143.9, 141.4 {C
Fmoc), 135.2 (& Ph), 130.6, 129.2, 127.9, 127.2, 125.3, 120.1,(CH7.3 (CH Fmoc), 61.2 (CH-
OEt), 59.2 (CH Alay), 57.8 (CH, Vals), 47.8 (CH, Alay), 47.2 (CH Fmoc), 31.1 (G Vals), 19.2
(CHs Vals), 18.2 (CH Alay), 17.9 (CH Val), 14.3 (CH -OEt), 13.4 (CH Alay). IR: 3350, 2957,
2928, 1765, 1683, 1534, 1447, 1232, 1009, 703. HREE +)m/z found, 652.2635; §5H39N30sNa
requires 652.2635.
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Fmoc-lle;-?[CO-N(OBoc)]-Val,-Val;-OBn (20a)

6¢ (30 mg, 46 umol) and Be® (20 mg, 92 umole) were dissolved in pyridine (IL).nrhe
mixture was stirred for 4 hours at room temperatleaporation of the solvent under reduced
pressure followed by purification by flash chrongtaphy (Silica gel, CECl,-MeOH 100:0 to 95:5)
gave20a (29 mg, 38 umol, 82% yield) as a colourless Ril0.83 (CHClL-MeOH 95:5). §]o*° -
4.44° € 0.72 in CHCY). & (300 MHz; CDC}) 7.75 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.57 (2H, dJ 7.1,
CHa Fmoc), 7.45-7.24 (10H, m, GHNH Vak), 5.42 (1H, dJ 9.3, NH lla), 5.10 (2H, ABqg,J 12.4,
oa-0s 15.7, ChH -OBn), 4.60-4.40 (2H, m, CHlle;, CH, Vals), 4.40-4.25 (2H, m, CH Fmoc, CH
Valy,), 4.25-4.05 (2H, m, BH Fmoc, CH Fmoc), 2.65-2.47 (1H, m, sHval), 2.25-2.09 (1H, m,
CHipr Vals), 1.95-1.80 (1H, m, CH, lle;), 1.71-1.37 (10H, m + s (1.50), EHle;, CH; Boc), 1.20-
0.73 (19H, m, €H lle, CHs lle;, CHs Vab, CHs Vak). & (75 MHz; CDC4) 171.7, 167.9 (C=0),
156.2 (C=0 Boc), 152.6 (C=0 Fmoc), 144.1, 144.0,.342 peaks) (& Fmoc), 135.7 (§—OBn),
128.7, 128.5, 128.4, 127.9, 127.2, 125.3, 120.1,4CH7.5 (G Boc) 67.2, 66.9 (CHFmoc, CH
Val,, CH, —OBn), 57.6 (CH Vals), 56.0 (CH, lle;), 47.4 (CH Fmoc), 37.2 (CHl lle1), 31.0 (CHk
Vals), 27.7 (CH Boc, CHg, Val,), 23.6 (CH), 19.6, 19.0, 17.8 (CHVal), 16.3, 11.5 (CHllley). IR:
3355, 2965, 2925, 1795, 1726, 1694, 1658, 1524412841, 758, 741. HRMS (ESI #)/z found,
780.3833; GsHssN3OgNa requires 780.3836.

(|DBOC (@)
OBn
FmocHN N
H
(@) (@)

Fmoc-lle;-?[CO-N(OBoc)]-D-Val,-Vals-OBn (20b)

The title compound was prepared as describe@@arusing6d (49 mg, 74.5 umol). Purification
by flash chromatography (Silica gel, pentane-Et®Akcto 1:1) gave0b (45 mg, 64.3 pmol, 99.7%
yield) as a colourless oiR; 0.72 (CHCl--MeOH 95:5). §]p>° +24.0° € 0.97 in CHCJ). & (300
MHz; CDChk) 7.74 (2H, dJ 7.2, CH, Fmoc), 7.59-7.51 (2H, m, GHFmoc), 7.41-7.23 (10H, m,
CHa., NH Vak), 5.46 (1H, dJ 9.0, NH lle), 5.07 (2H, s, CK-OBn), 4.51-4.42 (2H, m, GHlley,
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CH, Val), 4.42-4.32 (2H, m, CHVal,, CHH Fmoc), 4.25-4.12 (2H, m,{H Fmoc, CH Fmoc),
2.57-2.50 (1H, m, Ci Vak), 2.18-2.10 (1H, m, CiH Val 3), 1.90-1.75 (1H, m, Ch, lley), 1.50
(9H, s, CH Boc), 1.51-1.43 (1H, m, CHi lle;), 1.15-0.80 (19H, m, BH lle;, CHs lle;, CHs Val,,
CHs Vak). & (75 MHz; CDC4) 173.2, 171.4, 168.2 (C=0), 156.1 (C=0 Fmoc), 25Z=0 Boc),
144.2, 144.0, 141.5 (CFmoc), 135.7 (¢ —OBn), 128.6, 128.4, 127.8, 127.2, 125.4, 120.1,(CH
87.7 (G Boc), 67.1, 66.9 (CHFmoc, CH, Val ;, CH, —OBn), 57.7 (CH Vak), 56.1 (CH, lle1), 47.4
(CH Fmoc), 38.3 (Ckby lles), 31.4 (CHer Vals), 27.7 (CH Boc), 26.5 (Chb, Vab), 23.9 (CH lley),
19.7, 19.3, 19.2, 17.9 (GHval), 16.0, 11.6 (CHllle;). IR: 3343, 2965, 2931, 1797, 1730, 1685,
1663, 1526, 1246, 1147, 1040, 759, 741. HRMS (ESm#z found, 780.3831; £HssNsO9Na

requires 780.3836.
(|)Boc o
BocH N\Q)J\H OBn
o /E\ o

Boc-lle;-#[CO-N(OBoc)]-Val,-Vals-OBn (20c¢)

12 (98 mg, 225 pmol) and NE{38 uL, 267 umol) were dissolved in gH, (5 mL) at room
temperature. Be©O (118 mg, 540 pumol) was slowly added to the mixtand the reaction was
followed by TLC. The mixture was stirred for 4 heuat room temperature. The solvent was then
evaporated and purification by flash chromatogra(@ilica gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) g&@c
(110 mg, 173 pmol, 77% vyield) as a colourless &l(300 MHz; CDC}) 7.45-7.25 (6H, m, CR),
5.15 (2H, ABg,J 12.3,84-8s 16.7, CH -OBn), 5.10-5.00 (1H, m, NH), 4.53 (1H, di4.7 and 8.3,
CH, Vak), 4.50-4.35 (1H, m, CHlley), 4.25-4.10 (1H, br, CHVal), 2.65-2.45 (1H, m, CH Val,),
2.30-2.10 (1H, m, CH Vak), 1.90-1.75 (1H, br, Ci, lles), 1.54 (9H, s, CkiBoc), 1.50-1.35 (10H,
m, CH; Boc, CHH lle;), 1.15-0.75 (19H, CH lley, CH; lle;, CHs Vab, CHs Vak). &c (75 MHz;
CDCh) 173.4, 171.7, 167.9 (C=0), 155.5, 152.7 (C=0 B@8p.8 (G, —OBn), 128.7, 128.4 (CiH
OBn), 87.2 (G Boc-O-N), 79.6 (gBoc-N), 66.9 (CH -OBn,), 57.6 (CH Vak, CH, Vals), 55.3
(CH, lley), 37.3 (CHgy lles), 31.0 (CHb, Vak), 28.5 (CH Boc), 27.7 (Chkb Valy), 27.6 (CH Boc),
23.7 (CH lley), 20.1, 19.5, 19.0, 17.9 (GHak, CH; Vak), 16.3, 11.5 (Chllle;). IR: 3347, 2966,
2934, 1796, 1718, 1692, 1658, 1518, 1392, 1369512466, 1147. LRMS (DCIln/z 653.9
(M+NH.)".
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OBn

Fmoc-lle;-?[CO-N(OCO(CH 2).,COMannose(OBn))]-D-Val,-Vals-OBn (24)

The tripeptidesd (52 mg, 79.5 pmol) and succinic anhydride (89 &&§ pmol) were dissolved
in pyridine (2 mL). The mixture was stirred overmigat room temperature. The solvent was then
evaporated. The crude material was taken up witlteatrated hydrochloric acid (5 ml) and £Hb
(10 ml). The organic phase was extracted and daned NaSQ,, filtrated and evaporated. Oxalyle
chloride (2 mL) was then directly poured onto tlmade material. The reaction was left at room
temperature for 1h30. The oxalyl chloride was tbgaporated. 4 OBrDj mannose (46 mg, 85.1
pmol), THF (1 mL) and pyridine (7 pL, 85.3 umol)neeadded. The reaction was stirred for 18 hours
at room temperature. The solvent was then evapbrae purification by flash chromatography
(Silica gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) g#(15 mg, 11.9 pmol, 14% yield) as orange Ril0.65
(pentane-AcOEt 1:1). LRMS (ESW/z 1315.3 (M+Na).

N,N-diethyl-succininamic acid (25)

Succinic anhydride (200 mg, 2.0 mmol) and diethytear(250 puL, 2.4 mmol) were dissolved in
ether (40 mL). The mixture was stirred for 2h30rabm temperature. The solvent was then
evaporated. Purification by flash chromatographiiggsgel, CHCl,-MeOH 100:0 to 90:10) gav4
(242 mg, 1.4 mmol, 70% yield) as a white solid. MB°C. oy (300 MHz; CDCY) 3.40 (2H, qJ 7.0,
CH, -OEt), 3.34 (2H, dJ 7.3, CH -NEt), 2.72-2.67 (4H, m, -COCGEH,CO-), 1.21 (3H, tJ 7.3,
CHs -NEt), 1.13 (3H, tJ 7.0, CH -NEt). LRMS (DCI+) m/z 174.0 (M+HY}.
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Fmoc-Ala;-¥[CO-N(OCO(CH ,),CONEt,)]-D-Val-Vals-OBn (26)

To a solution ofN,N-diethyl-succininamic aci®4 (6 mg, 32 pmol)6b (15mg, 24 pmol) and
BOP (6 mg, 12.9 umol) in Gi&l, was added DIEA (9 pL, 54 pmol). The solution wased
overnight at room temperature. The solvent was @edpd. Purification by flash chromatography
(Silica gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga@ (10 mg, 13.0 pmol, 54% yield) as a yellow @i,
(300 MHz; CDC}) 7.75 (2H, dJ 7.6, CH, Fmoc), 7.65-7.56 (2H, m, GHFmoc), 7.43-7.25 (9H, m,
CH.), 5.67 (1H, dJ 5.3, NH Va}), 5.14 (2H, ABq,J 12.4,6x-6s 13.2, CH —OBn), 4.60-4.40 (2H,
m, CH, Ala;, CH, Val;), 4.40-4.15 (4H, m, CHVal,, CH Fmoc, CH Fmoc), 3.40-3.20 (4H, m, GH
-NEt), 2.80-2.63 (4H, m, -COCIEH,CO-), 2.63-2.48 (1H, m, CH Val,), 2.25-2.10 (1H, m, Ci}
Vals), 1.37 (3H, dJ 6.3, CH Alay), 1.15 (3H, tJ 7.0, CH —NEt), 1.07 (3H, t,J 6.8, CH —NE),
1.03-0.93 (6H, m, CH3 Val2), 0.90 (3H, d6.7, CH Valk), 0.85 (3H, dJ 6.7, CH Vak). oc (75
MHz; CDChk) 176.2, 174.2, 171.9, 171.6, 166.8 (C=0), 15580Emoc), 144.2, 141.5 {Fmoc),
135.6 (G; -OBn), 129.5, 128.8, 128.7, 128.5, 127.9, 12728%.4, 120.3, 120.1 (CH, 67.7, 67.3,
67.1 (CH Fmoc, CH-OBn, CH, Val,), 57.8 (CH Val), 47.3 (CH Fmoc, CHAIla;, CH, -NEt), 29.9
(CHipr Vals, -COCH,CH,CO-), 27.7 (Chkb, Val,, -COCHCH,CO-), 19.7, 19.2 (2 peaks), 18.7, 17.9,
17.8 (CH Alay, CHs Vab, CHs Vak, CHs -NEY).

)
N
-
X S
4-o0x0-4-(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-aza-cyclooctodesyl)-butyric acid (27)
Succinic anhydride (32 mg, 320 umol) and 1-aza+b8vn-6 (42 mg, 160 umol) were dissolved

in CH,Cl; (2 mL). Triethylamine (23 pL, 160 pmol) was addedthe solution. The mixture was

stirred for 4 hours at room temperature. The sdlweas then evaporated. Purification by flash
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chromatography (Silica gel, GBI,-MeOH 100:0 to 95:5) gava7 (47 mg, 128 umol, 80% yield) as
a yellow oil. R; 0.25 (CHCIl,-MeOH 9:1).64 (300 MHz; CDC4) 3.77-3.58 (24H, m, CHaza-crown
ether), 2.81-2.62 (4H, m, -COGEH,CO-). & (75 MHz; CDC}) 176.1, 173.1 (C=0), 71.2, 70.8,
70.7 (2 peaks), 70.5, 69.7, 69.5, 49.6, 47.4(&h-crown ether), 30.2, 28.3 (€HCOCH.CH,CO-).
IR: 3453, 2918, 2869, 1733, 1645, 1115.

Loy

v

L
s

Fmoc-Ala;-?[CO-N(OCO(CH),CO(18-aza-crown)]b-Val,-Vals-OBn (28)

To a solution oR7 (23 mg, 63 umol)6b (41 mg, 67 pmol) and BOP (32 mg, 73 pmol) in,CH
(3 mL), was added DIEA (24 uL, 140 pmol). The mietwas stirred overnight at room temperature.
The solvent was evaporated. Purification by flastomatography (Silica gel, pentane-EtOAc 9:1 to
1:1) gave 42 mg of the desired produg8 but impure. A second purification by flash
chromatography (Silica gel pre-impregnated witho2.&/w triethylamine, CkCl,-MeOH 100:0 to
95:5) gave28 (25 mg, 25.8 pmol, 41% yield) as a yellow &.0.33 (CHCl,-MeOH 95:5). {]p>°
+20.7° € 0.81 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDC}) 7.75 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.65-7.55 (2H, m,
CH.; Fmoc), 7.45-7.23 (10H, m, GHNH Vak), 5.80-5.65 (1H, m, NH AR, 5.13 (2H, ABq,J 12.3,
Sa-0s 13.9, CH —OBn), 4.65-4.45 (2H, m, GHAla;, CH, Val), 4.45-4.15 (4H, m, CHVab, CH
Fmoc, CH Fmoc), 3.75-3.50 (24H, m, GHhza-crown ether), 2.92-2.67 (4H, m, -COCH,CO-),
2.65-2.46 (1H, m, CH; Vab), 2.27-2.11 (1H, m, C#} Vals), 1.36 (3H, dJ 5.8, CH Alay), 1.10-0.95
(6H, m, CH Val), 0.91 (3H, dJ 6.8, CH Vak), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Vak). &c (75 MHz; CDC})
173.8, 171.8, 171.4, 170.9, 168.2 (C=0), 155.5 (G=fbc), 144.2, 141.4 (CFmoc), 135.7 (& -
OBn), 128.7, 128.5, 128.4, 127.8, 127.2, 125.4,1120H ar), 71.2, 70.9 (2 peaks), 70.8, 70.7, 70.5,
70.0, 69.6 (CH aza-crown ether), 67.2, 67.0 (CH Fmoc, ,.GHDBn, CH Val,), 57.6 (CH Val),
49.1, 48.2 (CH Alay), 47.3 (CH Fmoc), 47.1 (GHaza-crown ether), 31.3 (GHVak), 28.4, 27.7
(CH, -COCHCH,CO-), 27.1 (Ckb Vak), 19.9, 19.4, 19.2, 18.7, 17.9 (¢Wla;, CH; Val, CH;

199



Partie expérimentale

Vals). IR: 3331, 2959, 2927, 2868, 1794, 1727, 16761016533, 1451, 1247, 1119, 759, 742.
HRMS (ESI +)m/z found, 983.4626; §&HssN4O14Na requires 983.4630.

NHBoc

; o
(|3 o)
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FmocHN : N
H
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Fmoc-lle;-¥Y[CO-N(O-Gly-Boc)]-Val,-Vals-OBn (29a)

The title compound was prepared fré@ohand Boc-Gly-OH using method B (85% yield). Eluéont
flash chromatography: pentane-EtOAc 9:1 to 1:1tevHuffy solid. Mp: 71-72°CR; 0.50 (CHCl,-
MeOH 95:5). fi]p?°> —42.5° € 1.01 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDC¥) 7.75 (2H, d, 7.2, CH, Fmoc),
7.56 (2H, dJ 5.6, CH, Fmoc), 7.46-7.20 (10H, m, GHINH Vak), 5.50-5.36 (1H, m, NH Iig, 5.29-
5.24 (1H, m, NH Gly), 5.10 (2H, ABg) 11.9, 6a-Js 24.7, CH -OBn), 4.60-3.90 (8H, m, CHiles,
CH, Vval,, CH, Val;, CH, Gly, CH Fmoc, CH Fmoc), 2.60-2.40 (1H, m, GKValk), 2.27-2.07 (1H,
m, CHpr Vals), 1.96-1.73 (1H, m, Ck, lle;), 1.58-1.30 (10H, m+s (1.40), GHlle;, CHs Boc),
1.17-0.75 (19H, m, BH lle;, CHs lle;, CHs Vak, CH; Vak). oc (75 MHz; CDC}) 172.6 (C=0),
171.9 (C=0 VaJ), 169.4, 168.0 (C=0), 156.4, 155.7 (C=O Fmoc, CB@X), 143.8, 141.5 (¢
Fmoc), 135.5 (G -OBn), 128.8, 128.7, 128.5 127.9, 127.2, 125.24akp), 120.1 (Ck), 80.4 (G
Boc), 67.3, 67.1 (CHHFmoc, CH Vak, CH, -OBn), 57.4 (CH Val;), 55.6(CH, lle;), 47.3 (CH
Fmoc), 41.5 (CH Gly), 36.3 (CHgy lle1), 31.1 (CHsr Vals), 28.4 (CH Boc), 27.8 (Chb Valy), 24.1
(CH;, lley), 19.8, 19.5, 19.0, 17.9 (GHVal), 15.9, 11.1 (CHllley). IR: 3341, 2966, 1801, 1718, 1653,
1521, 1244, 1155, 1086, 741. LRMS (DGiyz 832.4 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found,
837.4057; GsHssN4O10Na requires 837.4051.
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(O-Gly-Boc)]-D-Val,-Vals-OBn (29b)
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The title compound was prepared fr@im and Boc-Gly-OH using method B (88% yield) or me&tho
D (74% vyield). Eluent for flash chromatography: f@@@-EtOAc 9:1 to 1:1; white solid. Mp: 66°R:.
0.35 (CHCl-MeOH 95:5). f]p?® +21.0° € 1.03 in CHCY). &4 (300 MHz; CDC}) 7.75 (2H, d,J
7.4, CH, Fmoc), 7.58 (2H, dd] 6.1 and 6.1, CHFmoc), 7.42-7.18 (9H, m, Ghl, 7.15-7.00 (1H, m,
NH Valk), 5.62 (1H, dJ 8.1, NH Ala), 5.20-5.00 (3H, m, CHOBn, NH Gly), 4.50 (1H, ddJ 4.7
and 8.3, CH Val), 4.45-4.27 (4H, m, CHAla;, CH, Val,, CH, Fmoc), 4.26-4.15 (1H, m, CH
Fmoc), 4.05 (2H, dJ 8.1, CH Gly), 2.58-2.40 (1H, m, CH Val), 2.26-2.10 (1H, m, Cg Vals),
1.43 (9H, s, CHBoc), 1.36 (3H, dJ 5.8, CH Ala;), 0.98 (6H, dJ 6.5, CH Valy), 0.90 (3H, dJ 6.8,
CHs Valk), 0.86 (3H, dJ 6.8, CH Vak). &c (75 MHz; CDC}) 173.6 (C=0), 171.4 (C=0 Gly), 167.9
(C=0), 155.7, 155.6 (C=0O Fmoc, C=0 Boc), 144.0,.94341.4 (G Fmoc), 135.5 (G -OBn),
128.6, 128.5, 127.8, 127.2, 125.3, 120.1 {&HB0.5 (G Boc), 67.2, 67.1, (CHFmoc, CH -OBn,
CH, Val), 57.6 (CH, Vak), 47.9 (CH, Ala,), 47.2 (CH Fmoc), 41.4 (GHGly), 31.1 (Chb Vak),
28.3 (CH Boc), 28.0 (Chp, Vab), 19.7, 19.1, 18.5, 17.8 (GH IR: 3338, 2967, 1803, 1716, 1694,
1524, 1251, 740. HRMS (ESI #)/z found, 773.3786; £Hs3N4O10 requires 773.3762.
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(O-BAla-Boc)]-D-Alax-Vals-OEt (30a)

The title compound was prepared fr@and BocBAla-OH using method D (88% vyield). Eluent for
flash chromatography: GEl»; colourless oilR; 0.38 (CHCL). [a]p® +3.38 € 1.42 in CHCJ). &4
(300 MHz; CDC4) 7.75 (2H, dJ 7.5, CH,), 7.57 (1H, dJ 7.1, CHy), 7.56 (1H, d,) 6.8, CH,), 7.40-
7.25 (5H, m CHa, NH Vak), 5.70-5.50 (2H, m, NH Ala NH BAla), 4.99 (1H, gJ 7.1, CH, Ala,),
4.60-4.40 (2H, m, CKVals, CH, Ala;), 4.40-4.30 (2H, m, CHFmoc), 4.30-4.10 (3H, m, CH Fmoc,
CH, -OEt), 3.55-3.45 (2H, m, I&:NH), 2.80-2.70 (2H, m, B,CH,NH), 2.30-2.10 (1H, m, Ci
Vals), 1.55-1.20 (18H, m, CHAla;, CH; Ala,, CH; Boc, CH; -OEt), 0.94 (3H, dJ 6.9, CH Valy),
0.90 (3H, d,J 7.2, CH Val). & (75 MHz, CDC}) 172.0, 169.3 (C=0), 156.1, 155.8 (C=O Fmoc,
C=0 Boc), 143.9, 141.4 (g, 127.9, 127.3, 125.3, 120.2 (gH 79.6 (G Boc), 67.4 (CH Fmoc),
61.4 (CH -OEt), 57.8 (CHVal), 47.6, 47.5, 47.3 (CHAlaz, CH, Ala;, CH Fmoc), 36.4GH2NH),
32.8 CH,CH,NH), 29.9 (CHs, Vals), 28.5 (CH Boc), 19.2 (CHVals), 17.9, 17.8 (ChkiVals, CHs
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Alay), 14.4 (CH -OEt), 14.3 (CH Alay). IR: 3347, 2963, 2923, 1793, 1694, 1515, 1246, HRMS
(ESI +)m/z found, 719.3268; £sH4sN4O10Na requires 719.3268.
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Fmoc-Ala;-¥P[CO-N(O-Alas-Fmoc)]-D-Ala,-Vals-OEt (30b)

The title compound was prepared fr@and Fmoc-Ala-OH using method D (61% yield) or noeth
E (72% yield). Eluent for flash chromatography: L££H-MeOH 97:3; colourless oilRs 0.55
(CH.Cl,-MeOH 95 : 5). §]p*° -2.58 € 3.18 in CHCYJ). &4 (300 MHz; CDC4) 7.74 (4H, d,J 7.4,
CHa), 7.57 (4H, dJ) 7.2, CHa), 7.45-7.25 (8H, m, CiJ, 7.21 (1H, d,J 8.7, NH Vad), 5.75-5.45 (2H,
m, NH Ala;, NH Alay), 5.04-4.91 (1H, m, CiHAlay), 4.75-4.60 (1H, m, CHAlaioug), 4.55-4.05 (7H,
m, CH Fmoc, CH Fmoc, CH, Alasou;, CH, Vals, CH, -OEt), 2.25-2.10 (1H, m, GH Vals), 1.60-
1.25 (9H, m, CHAla;, CH; Alay, CHs Alas), 1.19 (3H, t,J 7.2, CH -OEt), 0.93 (3H, dJ 6.9, CH
Vals), 0.89 (3H, dJ 6.9, CH Val). & (75 MHz, CDC¥) 172.0, 169.1 (C=0), 155.9 (2 peaks) (C=0
Fmoc), 143.9 (2 peaks), 141.5,()C127.9, 127.2, 125.2, 120.1 (&}l 67.4 (2 peaks) (CHFmoc),
61.4 (CH -OEt), 58.0 (CH Vals, CH, Ala,), 48.8, 47.7, 47.2 (CHAlas, CH, Ala;, CH Fmoc), 30.7
(CHipr Vals), 19.2 (CHVals), 18.1, 17.8 (CkiVals, CHs Alas, CHs Alay), 14.3 (CH -OEt), 13.6 (CH
Alay). IR: 3330, 2965, 1790, 1695, 1530, 1445, 124%010740. HRMS (ESI +)m/z found,
841.3435; GeHsoN4O10Na requires 841.3425.

NHBoc

T
(©)
(l) (@)
N OEt
FmocH N
H
(©) (@)

Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(O-Alas-Boc)]-D-Ala,-Vals-OEt (30c¢)

The title compound was prepared fr@and Boc-Ala-OH using method D (86% vyield) or metho
(56% vyield). Eluent for flash chromatography: £LH-MeOH 98:2; colourless 0iRs 0.51 (CHCl»-
MeOH 95:5). §]p>° -1.34 € 1.66 in CHCJ). &4 (200 MHz; CDC}) 7.76 (2H, dJ 7.2, CH,), 7.58
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(2H, d,J 7.2 CH,), 7.50-7.25 (5H, m, Ci NH Vak), 5.58 (1H, d,J 7.0, NH Ala), 5.30-5.10 (1H,
m, NH Alay), 5.05-4.85 (1H, mCH, Alay), 4.70-4.00 (8H, m, CH Fmoc, GHrmoc, CH, Ala;, CH,
Vals, CH, -OEt, CH, Alay), 2.30-2.05 (1H, m, Ch Vals), 1.60-1.10 (21H, m + s (1.43) + t (1.24
7.1), CHAla;, CHsAla,, CHs Alay, CHs Boc, CH; -OEt), 0.93 (3H, dJ 6.6, CH Vals), 0.90 (3H, dJ
6.8, CH Val). & (75 MHz, CDC4) 172.8, 171.8, 169.1 (C=0), 155.8, 155.3 (C=O Em@=0
Boc), 143.9, 141.4 (§), 127.9, 127.2, 125.2, 120.1 (gH 80.6 (G Boc), 67.4 (CH Fmoc), 61.2
(CH; -OEt), 58.6, 58.0 (CkVals, CH, Alay), 48.4, 47.7, 47.2 (CHAla4, CH, Ala;, CH Fmoc), 30.8
(CHipr Vals), 28.4 (CH Boc), 19.2 (CHVals), 18.8 (CH Alas), 18.1 (CH Vals), 17.5 (CH Alay),
14.3 (CH -OEt), 13.5 (CH Alay). IR: 3334, 2972, 2920, 1793, 1695, 1524, 125@91@42, 738.
HRMS (ESI +)m/z found, 719.3266; £&H4sN4Os0Na requires 719.3268.

NHFmMoc
| [T
o
(l) o
N OEt
FrmocH N
H
o (@]

Fmoc-Gly;-?[CO-N(O-Ala-Boc)]-D-Alas-Leus-OEt (30d)

The title compound was prepared froR)-Fmoc-Gly-¥Y[CO-N(OH)]-D-Alax-Leus-OEt and Boc-
Ala-OH using method D (69% vyield) or method E (84%éld). Eluent for flash chromatography:
CH.Cl,-MeOH 98:2; colourless 0iR; 0.49 (CHCl-MeOH 98:2). §]p>° -1.05 € 2.09 in CHCY). &4
(200 MHz; CDC}) 7.76 (2H, dJ 7.2, CH,), 7.60 (2H, dJ 7.2, CHa), 7.50-7.25 (4H, m, Ck), 7.03
(1H, d,J 7.2, NH Leu), 5.70-5.55 (1H, m, NH Gy, 5.27 (1H, dJ 7.9, NH Ala), 5.04 (1H, q,) 7.2
CH, Alay), 4.65-4.30 (4H, m, CHFmoc, CH Ala4, CH, Lew), 4.30-4.00 (5H, m, CH Fmoc, GH
OEt, CH, Gly;), 1.75-1.35 (18H, m, CHAla,, CHs Alas, CHs Boc, CH, Leus, CHgy Lews), 1.25 (3H,
t, J 7.2, CHs -OEt), 0.93 (3H, dJ 5.4, CHs Lews), 0.91 (3H, dJ 5.8 CHsLew). & (75 MHz, CDC})
172.9, 169.2 (C=0), 156.6, 155.3 (C=O Fmoc, C=0)Bt¢3.9, 141.4 (§), 127.8, 127.2, 125.2,
120.1 (CH,), 80.8 (G Boc), 67.5 (CH Fmoc), 62.1 (CH-OEt), 58.2 (CH Alay), 51.4, 51.2 (CH
Alay, CH, Lews), 47.2 (CH Fmoc), 40.8, 40.9 (GH5ly;, CH; Lews), 28.4 (CH Boc), 25.0 (Chs,
Lewy), 22.9 (CH, Lews), 21.9, 21.7 (ChlAlas, CH; Lew), 14.2 (CH -OEt, CH Alay). IR: 3333, 2955,
2929, 1700, 1651, 1543, 1164, 1052, 741. HRMS (BSin/z found, 719.3272; £H4sN4O10Na
requires 719.3268.
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Fmoc-Ala;-¥Y[CO-N(O-Leu-Boc)]-D-Ala,-Vals-OEt (30e)

The title compound was prepared fr@nand Boc-Leu-OH using method D (67% yield) or metiko
(77% vyield). Eluent for flash chromatography: p@et&tOAc 2:1; colourless oiRs 0.53 (pentane-
EtOAc 2:1). p]p® -9.57 € 1.4 in CHC}). &4 (300 MHz; CDC}) 7.76 (2H, dJ 6.8, CH,), 7.58 (2H,
d,J 7.6 CHay), 7.50-7.20 (5H, m, C NH Vak), 5.57 (1H, dJ 7.8, NH Ala), 5.12 (1H, d,J 8.6,
NH Leu), 5.00-4.80 (1H, mCH, Alay), 4.60-4.00 (8H, m, CH Fmoc, GHFmoc, CH Ala;, CH,
Vals;, CH, -OEt, CH, Leu), 2.30-2.10 (1H, m, GH Vals), 1.90-1.60 (3H, m, CiLew, CHgy Leu),
1.60-1.20 (18H, m, CflAla;, CHs Alaz, CHs Boc, CH; -OEt), 1.10-0.80 (12H, m, GHVals, CHs
Leu). & (75 MHz, CDC4) 172.7, 171.8, 171.3, 169.0 (C=0), 155.8, 1558QCGmoc, C=0 Boc),
144.0, 141.4 (§), 127.9, 127.2, 125.2, 120.1 (gH 80.7 (G Boc), 67.4 (CH Fmoc), 61.2 (Chi-
OEt), 60.5 (CHLeu), 57.9 (CH Vals), 51.4 (CH Alay), 47.6, 47.2 (CHAla;, CH Fmoc), 40.3 (CH
Leu), 30.9 (Chb; Vals), 28.4 (CH Boc), 25.0 (Ch, Leu), 23.0, 21.5, 21.2, 19.2, 18.1 (§H14.3
(CHs -OFEt, CH Alay). IR: 3345, 2931, 1695, 1535, 1447, 1250, 116281338. HRMS (ESI Hn/z
found, 761.3739; &Hs4sN4O10Na requires 761.3738.

i) Chemical modifications

BocHN

NH

-
O o
My
FmocHN N
N
o O
Fmoc-Ala;-Y[CO-N(O-Gly s-Alas-Boc)]-D-Val,-Vals-OBn (31)

A solution of29b (46 mg, 60 pmol) in TFA (1.6 mL) was stirred abmo temperature for 1h before

volatile compounds were evaporated under reduaesspre.
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A mixture of Boc-Ala-OH (15 mg, 78 pmol) and HOBt1(mg, 78 pmol) in CkCl, (4.5 mL) was
stirred at room temperature. EDCI (15 mg, 78 praobl DIEA (31 pL, 180 pmol) were added and
the resulting solution was transfered on the twifhacetic salt of deprotect@®b. The mixture was
stirred overnight at room temperature. The solutias washed with brine and the organic layer
dried over NaSQ,. Evaporation of the solvent under reduced preskli@ved by purification by
flash chromatography (Silica gel, pentane-EtOAQ) @dve31 (36 mg, 43 pmol, 72%) as a white
solid. Mp: 73°C.R; 0.41 (CHCl>-MeOH 95:5). §]p>° +10.6° € 1.02 in CHCY). & (300 MHz;
CDCk) 7.75 (2H, dJ 7.3, CH, Fmoc), 7.62-7.53 (2H, m, GHFmoc), 7.44-7.24 (9H, m, GH, 7.07
(1H, d,J 8.1, NH Va}), 7.02-6.88 (1H, br, NH AR, 5.64 (1H, dJ 8.1, NH Ala), 5.36-5.22 (1H, br,
NH Gly,), 5.13 (2H, ABq,J 12.2, 6a-s 19.1, CH -OBn), 4.55-4.43 (2H, m, GHVak, CH, Ala),
4.40-4.27 (3H, m, CKHVal,, CHH Gly, CHH Fmoc), 4.27-4.15 (3H, m, CH FmocH& Fmoc, CH,
Ala), 4.08-3.97 (1H, m, BH Gly), 2.57-2.41 (1H, m, CH Vak), 2.26-2.11 (1H, m, CH Val),
1.40 (9H, s, CHBoc), 1.38-1.30 (6H, m, GHAla;, CH; Alas), 0.97 (6H, dJ 6.8, CH Vak), 0.90
(3H, d,J 6.9, CH Val), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Vak). &c (75 MHz; CDC}4) 173.9, 173.5, 171.6,
168.5, 167.9 (C=0), 155.7 (2 peaks) (C=0 Boc, C+a¢), 144.0, 143.9, 141.5 {&moc), 135.5
(Ca-OBn), 128.8, 128.7, 128.6 (2 peaks), 128.5, 127293, 125.3, 120.2 (Gh, 80.4 (G Boc),
67.3, 67.2 (CH Fmoc, CH Val, CH, -OBn), 57.8 (CH Vak), 50.0 (CH, Alas), 47.9 (CH, Alay),
47.3 (CH Fmoc), 40.2 (CHGIy), 31.1 (Chkr Vals), 28.5 (CH Boc), 27.2 (Ch Vak), 19.8, 19.3,
19.2, 18.8, 17.9 (CH. IR: 3328, 2967, 2930, 1801, 1711, 1696, 1673518452, 1248, 741. LRMS
(DCI) m/z 861.5 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 882.3690; §Hs7NsO11K requires 882.3692.

|
N OH
BocHN :

o AL o
Boc-lle;-WP[CO-N(OAc)]-Val »-Valsz-OH (33)
A mixture of18c (21 mg, 37 umol) and Pd/C (12 mg, 10%) in EtOHM2) was placed under an
atmosphere of hydrogen. The suspension was sttreabm temperature for one hour, then filtered.
Evaporation of the solvent under reduced presall@ifed by purification by flash chromatography
(Silica gel, CHCI,- MeOH 95:5) gave33 (16 mg, 34 umol, 91%) as a colourless &i.0.04
(CH,Cl,-MeOH 95:5). f]p*> =52.4° € 1.04 in CHCY). & (300 MHz; CDC}) 7.55-7.45 (1H, br, NH
Vals), 4.99 (1H, dJ 9.6, NH llg), 4.55-4.40 (1H, m, CHVals), 4.35-4.20 (2H, m, CHlle;, CH,
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Valy), 2.66-2.43 (1H, m, Cit Valy), 2.39-2.10 (4H, m+s (2.26), GiHVals, CH; Ac), 1.92-1.71 (1H,

m, CHspgy lle1), 1.66-1.37 (10H, m, CHile;, CH; Boc), 1.15-0.80 (19H, m, CHle;, CH; lle;, CHs
Val,, CH; Vak). oc (75 MHz; CDC}) 175.0, 172.9 (C=0), 169.5 (C=0 Ac), 168.2 (C=095.6
(C=0 Boc), 80.1 (¢Boc), 61.8 (CH Vab), 57.6 (CH Vak), 54.8 (CH lle1), 36.7 (CHg, lles), 30.6
(CHippr Vals), 28.4 (CH Boc), 27.5 (Ckb Vak), 24.0 (CH lle;), 20.0, 19.2 (ChlVal), 18.9 (CH
Ac), 18.6, 17.9 (CHlVal), 16.1, 11.3 (Chllle;). IR: 3333, 2966, 2931, 1807, 1717, 1656, 1524,
1392, 1368, 1173. LRMS (DCljn/z 504.9 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 510.2783;
Co3H41N3OgNa requires 510.2791.

mb((@ I(@%

Boc-lle;-¥P[CO-N(OAc)]-Val »-Vals-Phei-OBn (34)

To a mixture of33 (17 mg, 34umol), L-phenylalanine benzyl ester hydrochloridé (hg, 37umol),
EDCI (8 mg, 41umol) and HOBt (6 mg, 4imol) in CHCl, (1.5 mL) was added DIEA (7uL, 38
umol). The solution was stirred overnight at roormperature, washed with brine and the organic
layer dried over N&5O,. Evaporation of the solvent under reduced preswliceved by purification
by flash chromatography (Silica gel, pentane-Et®Acto 1:1) gave4 (18 mg, 25 pmol, 74%) as a
white-yellowish solid. Mp: 133°CR; 0.37 (CHCl,- MeOH 95:5). §]p>°> —28.5° € 0.46 in CHCY). &4
(300 MHz; CDC}) 7.55-7.40 (1H, br, NH V4g), 7.37-7.15 (8H, m, CK{Pha, -OBn), 7.10-7.00 (2H,
m, CHy Pha), 6.52 (1H, dJ 5.9 Hz, NH Phg, 5.10 (2H, ABg,J 12.3 Hz,dx-ds 11.8 Hz, CH -
OBn), 4.96 (1H, dJ 9.9 Hz, NH llg), 4.90-4.80 (1H, m, CEHPha), 4.32-4.15 (2H, m, CHIle,,
CH, Vak), 4.00-3.90 (1H, m, CHVal), 3.20-3.05 (2H, m, CHPha), 2.65-2.50 (1H, m, Ci}
Valy), 2.30-2.10 (4H, m+s (2.22), GHValk, CHs Ac), 1.90-1.70 (1H, m, CH, lle;), 1.60-1.45 (1H,
m, CH, lle;), 1.38 (9H, s, CkIBoc), 1.15-0.80 (19H, m, CHle;, CH; lle;, CHs Val,, CHs Vals). oc
(75 MHz; CDC}) 172.7, 171.2, 170.8, 169.5, 168.4 (C=0), 15550®oc), 136.1 (& Phe), 135.4
(Car-OBn), 129.5, 128.7, 128.6, 127.1 (£)H80.0 (G Boc), 67.3 (CH Val, CH, -OBn), 58.9 (CH
Vals), 54.9 (CH, lley), 53.5 (CH, Pha), 37.9 (CH Pha), 36.8 (CHgu lle), 30.1 (Chkr Vak), 28.4
(CHs Boc), 27.4 (Chb; Vab), 23.9 (CH lley), 20.0, 19.6, 19.4, 18.6, 17.7 (€¥al,, CH; Vals, CHs
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Ac), 16.2, 11.3 (CHllley). IR: 3310, 2964, 2928, 1807, 1714, 1650, 1524618698. LRMS (DCI)
m/z 742.3 (M+NH)". HRMS (ESI +)m/z found, 747.3948; §&HseN4OgNa requires 747.3945.

o o ;g(

e “H( .
CH3CH,CO-Ala;-¥[CO-N(OH)]- b-Val,-Vals;-OBn (35a)
To a solution ofl9c¢ (56 mg, 83 umol) in THF (1 mL) was added diethylaen{52 pL, 500 pmol).
The mixture was stirred for 4h at room temperatleaporation of the solvent under reduced
pressure followed by purification by flash chrongtaphy (Silica gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1)
gave35a (35 mg, 78 umol, 94%) as a white solid. Mp: 190R0.78 (CHCl,-MeOH 95:5). §]p>°
+24.0° € 1.28 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDC}) 8.96 (1H, s, NOH), 7.45-7.25 (5H, m, GH 6.98
(1H, d,J 8.3, NH Va}), 6.55 (1H, dJ 7.3, NH Ala), 5.20-5.08 (1H, m, CHAla;), 5.15 (2H, ABqJ
12.2,6a-88 24.2, CH -OBn), 4.74 (1H, dJ 9.6, CH, Val,), 4.54 (1H, dd,) 4.8 and 8.3, CKHVal),
2.54-2.39 (1H, m, Ci Val,), 2.30-2.15 (3H, m+q (2.23,7.5), CHe, Vak, -COCH»-), 1.37 (3H, d))
6.9, CH Ala;), 1.12 (3H, tJ 7.5, -COCHCHj3), 1.03 (3H, dJ 6.9, CH Valy), 0.97 (3H, dJ 6.8,
CHs Vab), 0.92 (3H, dJ 6.8, CH Val,), 0.88 (3H, dJ 6.9, CH Valk). &c (75 MHz; CDC}) 173.9
(C=0 Va}), 173.0 (€OCH,-), 172.0 (C=0 Alg), 170.4 (C=0 Va), 135.1 (G,-OBn), 128.5 (CH),
67.3 (CH -OBn), 64.4 (CH Val,), 57.5 (CH, Vak), 45.4 (CH, Ala;), 30.7 (Chk, Vak), 29.4 (-
COCH_-), 27.4 (Chb; Val), 19.6, 19.0, 17.8, 17.7, 17.6 (H9.6 (-CHCHS>). IR: 3256, 3062, 2965,
2934, 2876, 1734, 1675, 1645, 1611, 1550, 1456,8,12Z&35. LRMS (DCI) m/z 466.4
(M+NH,4)". HRMS (ESI +)m/z found, 472.2415; £H3sNsO¢Na requires 472.2424.

ST

PhCO-Ala;-¥[CO-N(OH)]- b-Val,-Vals-OBn (35b)

The title compound was prepared as describe®@%arusing19h (26 mg, 37 umol) and, after flash
chromatography (Silica gel, GBI-MeOH 99.5:0.5 to 98:2), was obtained as a whil@l§&7 mg,
34 umol, 79%). Mp: 174°QR; 0.45 (CHCl,-MeOH 95:5). f]p®> +57.2° € 1.02 in CHCJ). & (300
MHz; CDCk) 9.12 (1H, s, NOH), 7.86-7.80 (2H, m, GH 7.54-7.23 (9H, m, Ci NH Ala,), 7.10
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(1H, d,J 8.3, NH Vai), 5.45-5.32 (1H, m, CHAla,), 5.07 (2H, ABq,J 12.2,5:-8s 25.4, CH -OBn),
4.75 (1H, dJ 9.7, CH, Val), 4.52 (1H, ddJ 4.9 and 8.3, CkVal; ), 2.50-2.31 (1H, m, CH Val),
2.27-2.10 (1H, m, Cl Vals), 1.49 (3H, dJ 6.9, CH Ala;), 1.00 (3H, d,J 6.8, CH Val,), 0.93 (3H,
d,J 6.8, CH Val), 0.91 (3H, dJ 6.9, CH Vak), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Vak). &c (75 MHz; CDC})
173.0, 171.7, 171.1, 167.3 (C=0), 135.3,(0OBn), 134.2 (G -Ph), 131.8, 128.8, 128.6 (2 peaks),
127.5 (CH,), 67.4 (CH -OBn), 64.1 (CH Val), 57.8 (CH, Vak), 46.4 (CH, Ala;), 31.0 (Chb,
Vals), 27.7 (Cher Val), 19.6, 19.2, 18.2, 18.0 (GH IR: 3272, 3063, 2963, 2925, 1742, 1670, 1644,
1611, 1543, 1463, 1267, 1185, 694. LRMS (D@ijz 497.7 [M]. HRMS (ESI +)m/z found,
520.2424; GH3sN3OsNa requires 520.2424.

DASSAR

Boc-Lew-Ala,-?Y[CO-N(OH)]- b-Alas-Vals-OEt (15)

To a solution o80e (34 mg, 45 umol) in THF (1 mL) was added diethylaan(29 uL, 278 umol).
The mixture was stirred over night at 40°C. Afteagoration of the solvent under reduced pressure,
the residue was taken up &, and the solution was washed with brine. The ogkayer was dried
over NaSQO,. Evaporation of the solvent under reduced presill@ved by purification by flash
chromatography (Silica gel, GBl,-MeOH 100:0 to 98:2) gavé5 (17 mg, 33 umol, 71%) as a
yellowish oil. See above for characterisations.

oH O
)J\ lN\)J\ GBn

Ac-lle;-P[CO-N(OH)]-Val ,-Vals-OBn (35c¢)

A solution of18c (9 mg, 16 umol) in TFA (1 mL) was stirred at roeemperature for 2h before
volatile compounds were evaporated under reducesspre. The residue was taken up in@H(5
mL) and an aqueous solution of NaHC(QM, 5 mL) was added. The biphasic solution was

vigorously stirred over night at room temperatufdie organic layer was dried over JS&.
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Evaporation of the solvent under reduced presall@ifed by purification by flash chromatography
(Silica gel, CHGJ-acetone 10:0 to 9:1) gaddc (7 mg, 14 umol, 92%) as a white solid.

Mp: 137°C. R0.23 (CHClL-MeOH 95:5). f]o® -25.4° € 0.56 in CHCY). & (300 MHz; CDCJ)
8.51 (1H, s, NOH), 8.40-8.23 (1H, m, NH Wal7.40-7.30 (5H, br s, Gf-OBn), 7.05-6.90 (1H, m,
NH lley), 5.28-5.05 (4H, m, CiOBn, CH, lle;, CH, Vak), 4.72 (1H, ddJ 4.6 and 9.2, CHVal),
2.45-2.30 (1H, m, Cl: Vak), 2.25-2.10 (1H, m, Cil Val), 2.00 (3H, s, CHAc), 1.85-1.72 (1H,
m, CHsgy lley), 1.47-1.32 (1H, m, CH lley), 1.10-0.70 (19H, m, BH lle;, CHs lle;, CHs Vab, CHs
Vals). & (75MHz; CDC}) 172.9, 172.3, 171.4, 170.8 (C=0), 135.2,(OBn), 128.9, 128.8, 128.5
(CHa), 67.7 (CH -OBn), 63.5 (CH Vab), 56.6 (CH, Vals), 53.3 (CH, lley), 37.4 (CHgy lley), 32.0
(CHipr Vak), 27.7 (CHe, Vab), 24.7 (CH lley), 22.9 (CH Ac), 19.8, 19.2, 18.9, 17.5 (GMal,, CHs
Vals), 15.7, 11.4 (CHllle,). IR: 3397, 3307, 3170, 3089, 2962, 2931, 2873111686, 1627, 1526,
1463, 1394, 1306, 1187, 1145, 751, 698. LRMS (DGWX 477.9 (M+HY, 494.9 (M+NH)".
HRMS (ESI +)m/z found, 516.2482; £gH39N306K requires 516.2476.

Ac-lle;-P[CO-N(OH)]-Val »-Vals-Phe,-OBn (35d)

The title compound was prepared as describe®%arusing34 (14 mg, 19 pmol). Purification by
flash chromatography (Silica gel, CH&@cetone 10:0 to 9:1) gadsd (8 mg, 13 pmol, 70%) as a
white solid. Mp: 235-236°CR; 0.16 (CHCl-MeOH 95:5). {]o?> -23.5° € 0.76 in CHCY). & (300
MHz; CDCE) 8.45-8.70 (2H, m+s (8.53), NH \4aINOH), 7.40-7.50 (1H, m, NH ¢ 7.38-7.15
(8H, m, CH,), 6.95-7.05 (2H, m, C Phe), 6.75-6.85 (1H, br, NH Phg 5.05-5.25 (4H, m, CH
-OBn, CH, lle;, CH, Val,), 4.85-4.95 (1H, m, CiHPhae), 4.30-4.40 (1H, m, CiHValk), 3.02-3.10
(2H, m, CH Pha), 2.25-2.40 (1H, m, CH Valy), 1.90-2.10 (4H, m+s (1.94), GHHVal;, CH; Ac),
1.75-1.85 (1H, m, CH, lle;), 1.40-1.55 (1H, m, CH lle;), 1.10-1.20 (1H, m, BH lle;), 0.75-0.95
(18H, m, CH lle;, CH; Val,, CHs Vak). oc (75 MHz; CDC}) 172.4, 171.8, 171.3, 171.0, 170.9,
(C=0), 135.4 (G Phe), 135.0 (& -OBn), 129.3, 128.9, 128.8 (2 peaks), 127.5 {L167.7 (CH
-OBn), 63.7 (CH Vab), 58.4 (CH, Vak), 53.5 (CH, lle1), 53.2 (CH, Pha), 38.1 (CH Pha), 37.4
(CHsgu lley), 31.6 (Cher Vals), 27.7 (Cher Valb), 24.9 (CH lley), 22.9 (CH Ac), 19.9, 19.2, 19.0
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(CHsz Val,, CH; Vals), 14.3, 11.3 (Chllley). IR: 3294, 3060, 2961, 2925, 2854, 1741, 1652816
1548, 1455, 1378, 1186, 698. HRMS (ESI m)z found, 647.3416; §&HisN,O;Na requires
647.3421.

OY%%%

Fmoc-Pha-Leu,-Alas-P[CO-N(OCOPhH)]-D-Alas-Vals-OEt (36)

The title compound was prepared as described@Tausind19i (21 mg, 34 pmol). Purification by
purification by flash chromatography (Silica gekenpane-EtOAc 9:1) gavBd6 (22 mg, 25 pmol,
74%) as a white solid. Mp: 86-88°C; ®33 (CHCl,-MeOH 95:5). {]p?> +1.48° € 0.90 in CHCJ).
on (300 MHz; CDCJ) 8.13 (2H, dJ 7.6, CH, -COPh), 7.78-7.62 (4H, m, NH VialCH,,), 7.57-7.45
(4H, m, CH,), 7.42-7.10 (9H, m, CH, 6.85-6.75 (1H, br s, NH Ada 6.40-6.28 (1H, br s, NH
Lew), 5.45-5.30 (1H, br s, NH Phe 5.00-4.87 (1H, br, CiHAlas), 4.70-4.57 (1H, m, CHAlaj3),
4.55-4.34 (3H, m, CH Fmoc, CH, Phe, CH, Lew), 4.49 (1H, ddJ 5.2 and 8.4, CklVals), 4.34-
4.23 (1H, m, CH Fmoc), 4.23-4.17 (3H, mHB Fmoc, CH -OEt), 3.12-2.98 (2H, br, CHPhae),
2.34-2.16 (1H, m, Cjg Vals), 1.63-1.15 (12H, m, Chl, Lew, CH, Lew, CH; Alay, CHs Alag), 0.97
(3H, d,J 6.5, CH Vals), 0.95 (3H, dJ 6.5, CH Val), 0.85 (6H, br s, CHLew). & (125.9 MHz;
CDCk) 173.6 (C=0), 171.8 (C=0 V@) 171.0, 170.9, 169.3 (C=0), 165.6@Ph), 156.2 (C=0
Fmoc), 143.8, 141.5 (GHFmoc), 136.3 (¢ Pha), 135.3 (G, -COPh), 130.6, 129.5, 129.3, 128.9,
127.9, 127.3, 125.7, 125.3, 125.2, 120.2 {E67.3 (CH Fmoc), 61.2 (Ch-OEt), 59.2 (CH Alay),
57.8 (CH, Valk), 56.2 (CH, Pha), 51.7 (CH, Lew), 47.3 (CH Fmoc), 46.4 (CHAlas), 41.3 (CH
Lew,), 38.3 (CH Phe), 31.0 (CHs; Vals), 24.7 (Chsy Lew), 23.1 (CH Lew), 22.0 (CH Lew,), 19.3,
18.1 (CH Vals), 17.8 (CH Alay), 14.4 (CH -OEt), 13.5 (CH Alag). IR: 3295, 3063, 2959, 2927,
2868, 2855, 1736, 1647, 1535, 1451, 1237, 10385,1041, 706. HRMS (ESI +jn/z found,
912.4159; GoHs9NsO10Na requires 912.4160.
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FmocHN

NHFmMoc
o e
(@]

OBn

{Fmoc-Ala;-¥[CO-N(OCO(CH ,),CH=%)]- D-Val,-Val;-OBn}, (37 and 37’

To a solution ofl9g (23 mg, 33.6 pmol) in Ci&l, (1.8 mL) was added 10% mol/mol (3 mg, 3.5 pmol) of
Grubbs catalyst, second generation. The mixturestia®d overnight at room temperature. The reacivas
then washed with brine and the aqueous phase viiecid with CHCI,. The organic layers were united and
dried over NgSQ,, filtrated and evaporated. Flash chromatographicéyel, pentane-AcOEt 9:1 to 1:1) gave
12 mg (16.8 pmol, 50%) of a mixture of produ8#&and37’ as a colourless oiR; 0.39 (pentane-EtOAc 1:1).
S (300 MHz; CDCY) 7.74 (4H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.60-7.53 (4H, m, GHFmoc), 7.42-7.25 (18H, m,
CHy), 7.17-6.98 (2H, br, NH Vag), 5.66 (2H, dJ 7.7, NH Ala), 5.64-5.59 and 5.52-5.48 (2H, ratia,1Im,
CH=),5.12 (4H, ABQ,J 12.4, 5565 12.8, CH —OBn),4.50 (2H, dd,) 4.9 and 8.3, CHVal), 4.46-4.25 (8H,
m, CH, Ala;, CH, Val,, CHH Fmoc, CH Fmoc), 4.25-4.15 (2H, mHE Fmoc), 2.58-2.32 (10H, m, GH
Val,, N-O-CH,-CHy), 2.24-2.10 (2H, m, CH Vals), 1.38-1.30 (6H, m, CHAla;), 0.97 (12H, dJ 5.9, CH
Val,), 0.90 (6H, dJ 6.8, CH Vals), 0.81 (6H, dJ 6.8, CH Vals). & (75 MHz; CDC}) 173.5, 171.3, 171.1,
167.9 (C=0), 155.5 (C=0 Fmoc), 144.1, 143.9, 14148.4 (G, Fmoc), 135.6 (G—OBn, CH=), 128.7, 128.5,
127.9, 127.3, 125.3, 120.1 (K 67.2, 67.1 (CHFmoc, CH Val,, CH, —OBn), 57.6 (CH Vals), 47.8 (CH
Ala;), 47.3 (CH Fmoc), 31.6 (GH Valy), 31.3 (N-OCH,), 29.9 (N-O-CH-CH,), 27.2, 26.9%7 CHp: Val,,
37’ CHp, Valy), 19.8, 19.2, 19.0, 17.8 (GHIR: 3326, 2963, 2927, 2869, 2851, 1802, 1728116531, 1451,
1246, 1072, 758, 741. LRMS (EStyz 1390.5 (M+Na).

é/

Fmoc-lle;-W[CO-N(OCH,CH=CH,)]-D-Val,-Val;-OBn (38a)

A mixture of6d (30 mg, 45.6 pmol) and PP{L3 mg, 50 umol) was dissolved in THF (10 ml).yAd
alcohol (3 pL, 50 pmol) and DIAD (10pL, 50.8 pmualere added to the solution. After 4 hours of reamti
the solvent was evaporated and the crude matedsltaken up with C}Cl,. The mixture was washed with
brine and the aqueous phase was extracted witfClc:HThe organic layers were united and dried over

Na,SQO, filtrated and evaporated. Purification by fladgiramatography (Silica gel, GBI,-MeOH 100:0 to
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95:5) gave 14 mg (20.1 pumol, 44% yield) of the aEbproducB8aas a colourless oil and 12 mg (18.2 pmol,
40% vyield) of6d. R 0.71 (CHCl,-MeOH 95:5).6, (300 MHz; CDC}) 7.67 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.55-
7.45 (2H, m, Ck Fmoc), 7.35-7.05 (10H, m, GHNH Vak), 5.95-5.80 (1H, m, CH=), 5.45-5.15 (3H, m, NH
lle;, CH=), 4.89 (2H, s, CKH-OBn), 4.70 (1H, ddJ 5.2 and 10.2, CHlley), 4.56 (1H, ddJ 5.5 and 10.9, N-
O-CHH), 4.46-4.10 (6H, m, N-O-CH, CH, Fmoc, CH Fmoc, CHVal,, CH, Vals), 2.55-2.40 (1H, m, CH
Val,), 2.18-2.05 (1H, m, CH Valy), 1.88-1.72 (1H, m, CH, lley), 1.50-1.40 (1H, m, BH lle;), 1.15-1.05
(AH, m, CHH lley), 1.00-0.75 (18H, m, CHile;, CH; Val,, CH; Val). &c (75 MHz; CDCY) 173.7, 171.2,
170.4 (C=0), 156.5 (C=0 Fmoc), 144.3, 144.0, 14C.5Fmoc), 135.6 (G OBn), 130.9 (CH=), 128.7, 128.4,
128.3, 127.9, 127.2, 125.4 (H 121.1 (CH=), 120.1 (CH), 78.1 (N-OCH,), 67.2, 66.9 (CHiFmoc, CH —
OBn, CH, Val,), 57.5, 55.8 (CH le;, CH, Valy), 47.4 (CH Fmoc), 38.1 (Ck Iley), 30.8 (Chb: Vals), 25.9
(CHpr Valy), 19.9, 19.3, 19.2, 17.7, 16.0, 11.5 (LHR: 3336, 2964, 2932, 2875, 1724, 1685, 1525114
1242, 1150, 759, 741. LRMS (ESI )z 720.1 (M+Na).

OBn
FmocHN

Iz

(o]

-2

Fmoc-Phe-¥[CO-N(OCH ,CH=CH)]-Val,-Val;-OBn (38b)

The title compound was prepared as described@&arusing6e (50 mg, 72.3 pmol). Purification by flash
chromatography (Silica gel, G8l,-MeOH 100:0 to 95:5) gav88b (26 mg, 35.5 pumol, 49% vyield) as a
colourless 0ilR 0.78 (CHCI-MeOH 95:5). &4 (300 MHz; CDC}) 7.74 (2H, dJ 7.5, CH,; Fmoc), 7.60-7.48
(2H, m, CH, Fmoc), 7.40-7.15 (14H, m, G) 7.07 (1H, dJ 8.3, NH Va}), 6.00-5.80 (1H, m, CH=), 5.50-
5.25 (3H, m, Cki, NH Pheg), 5.15-5.05 (1H, m, CHPhe), 5.03 (2H, s, Ck—OBn), 4.65-4.50 (1H, m, N-O-
CHH), 4.60-4.10 (6H, m, N-O-CH, CH, Val,, CH, Val;, CH, Fmoc, CH Fmoc), 3.25-3.10 (1H, mH&
Pha), 2.95-2.80 (1H, m, CH Phe), 2.60-2.40 (1H, m, Ci} Val,), 2.25-2.10 (1H, m, CH Vals), 1.00 (3H,
d, J 6.4, CH Val,), 0.90 (6H, dJ 6.4, CH Valy), 0.84 (3H, dJ 6.8, CH Val,). & (75 MHz; CDC}) 173.1
(C=0 Phg), 171.2 (C=0 Va), 170.2 (C=0 Va), 155.9 (C=0 Fmoc), 144.1, 144.0, 141.5, 141 4 K&oc),
136.2 (G Phe), 135.6 (G OBn), 130.8 (CH=), 129.6, 128.7, 128.5, 128.4,.82127.2 (2 peaks), 125.4
(CH.), 121.2 (CH=), 120.1 (CH), 78.1 (N-O-CH), 67.5, 67.2, 67.0 (CH-moc, CH —OBn, CH, Val,), 57.6
(CH, Valy), 52.6 (CH, Phg), 47.3 (CH Fmoc), 38.9 (GHPhae), 30.8 (Chk, Vals), 26.2 (CHb, Valy), 19.9,
19.8,19.3, 17.7 (C¥L LRMS (ESI +)m/z 754.1 (M+Naj.
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<

Fmoc-Ala;-W[CO-N(OCH,CH=CH)]-D-Val,-Val;-OBn (38c)

The title compound was prepared as describe@8arusing6b (50 mg, 81.1 pmol) and DMAD (30 mg, 203
pmol). Purification by flash chromatography (Siligal, Pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga%8&c (37 mg, 56.0
umol, 49% vyield) as a colourless di. 0.56 (CHCl,-MeOH 95:5). §]p*°> +17.7° € 0.83 in CHC}). & (300
MHz; CDCk) 7.75 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.63-7.55 (2H, m, GHFmoc), 7.43-7.20 (9H, m, GH 7.00
(1H, d,J 8.1, NH Va}), 6.00-5.80 (1H, m, CH=), 5.60 (1H, @7.9, NH Ala), 5.40-5.25 (2H, m, CH), 5.08
(2H, ABQ,J 12.3,8x-8 12.5, CH -OBn), 4.85-4.70 (1H, m, GHAlay), 4.65-4.55 (1H, m, N-O-BH), 4.49
(1H, dd,J 4.5 and 8.3, CHVals), 4.42-4.32 (3H, m, CH Fmoc, GHFmoc and N-O-CH), 4.30-4.20 (2H, m,
CHH Fmoc and Ck Val,), 2.63-2.48 (1H, m, CH Val), 2.27-2.14 (1H, m, CH Valy), 1.40 (3H, dJ 6.8,
CH; Ala,), 1.00 (3H, dJ 6.9, CH Val), 0.97 (3H, dJ 6.9, CH Val), 0.91 (3H, dJ 6.9, CH Val), 0.85 (3H, d,

J 6.9, CH Val). & (75 MHz; CDC}) 174.1 (C=0 Alg), 171.2 (C=0 Va), 170.1 (C=0 Va), 155.8 (C=0,
Fmoc), 144.2, 144.0, 141.5 (2peaks) (CHmoc), 135.6 (& -OBn), 130.8 (CH=), 128.7, 128.5 (2peaks),
127.9, 127.2, 125.4, 125.3 (GH 121.0 (CH=), 120.2 (CH), 77.4 (N-O-CH), 67.2, 67.0 (CHOBn, CH
Fmoc, CH Val,), 57.6 (CH Val), 48.0 (CH Ala;), 47.4 (CH Fmoc), 30.9 (GH Valy), 26.4 (Chs Valy),
19.8, 19.7, 19.3, 18.9, 17.7 (gHla;, Vak, Vak). IR: 3325, 2963, 2928, 2874, 1722, 1682, 1652613452,
1247, 759, 740LMRS (DCl) m/z 672.8 (M+NH)".

;
FES N

Fmoc-lle;-W[CO-N(OCH ,CH=CH))]-Val,-Vals-OBn (39a)

The title compound was prepared as describe88amusing6c (44 mg, 67.3 pmol) and DMAD (25 mg, 168.8
pmol). Purification by flash chromatography (Siligal, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga88a (22 mg, 31.5
pmol, 47% yield) as a colourless d&. 0.52 (CHCI,-MeOH 95:5). &, (200 MHz; CDC}) 7.85-7.70 (3H, m,
CH, Fmoc, NH Val), 7.59 (2H, dJ 6.9, CH,), 7.50-7.10 (9H, m, C§), 6.10-5.80 (1H, m, CH=), 5.50-5.35
(3H, m, CH=, NH lley), 4.99 (2H, s, CH—OBn), 4.73 (1H, ddJ 4.8 and 9.6, CHVals), 4.55-4.15 (6H, m,
CH, lle;, N-O-CH,, CH Fmoc, CH Fmoc), 3.92 (1H, dJ 11.0, CH, Val,), 2.85-2.55 (1H, m, CH Val,),
2.30-2.10 (1H, m, Cj Vals), 2.00-1.80 (1H, m, Cg, lle;), 1.60-1.40 (1H, m, BH lley), 1.25-1.05 (1H, m,
CHH lley), 1.05- 0.75 (18H, m, CHlle;, CH; Val,, CH; Valy). oc (75 MHz; CDCY) 171.6, 171.3, 170.4
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(C=0), 155.6 (C=0 Fmoc), 141.5, 141.4, 140.9 (2kppC. Fmoc), 135.7 (G OBn), 130.6 (CH=), 130.2,
128.7, 128.4, 127.9 (2 peaks), 126.9, 125.4,)CHi21.6 (CH=), 120.1 (CH), 75.1 (N-OCH,), 67.2, 67.1
(CH, Fmoc, CH —OBn), 65.1 (CH Val,), 57.5 (CH, Vals), 56.5 (CH, lles), 47.4 (CH Fmoc), 37.5 (Ckl
lley), 30.8 (Chb, Vals), 27.7 (CHbr Valy), 23.7 (CH lley), 20.0, 19.7, 19.3, 17.7, 16.4, 11.5 @EH.RMS (ESI
+) m/z 720.1 (M+NaJ.

)
BESSe

Fmoc-Ala;-¥[CO-N(OCH ,CH=CH )]-D-Ala,-Vals-OEt (39b)

The title compound was prepared as describe@9arusing6c (15 mg, 28.5 pmol). Purification by flash
chromatography (Silica gel + MaO; (10% w/w), pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga®@a (14 mg, 24.2 pmol,
85% vyield) as a colourless oR: 0.83 (CHCl,-MeOH 95:5). & (300 MHz; CDC}) 7.69 (1H, dJ 7.6, CHy
Fmoc), 7.64-7.50 (3H, m, GH-moc), 7.40-7.16 (4H, m, GH-moc), 6.86 (1H, dJ 7.7, NH Vai), 6.00-5.80
(1H, m, CH=), 5.48 (1H, d] 7.3, NH Ala), 5.42-5.10 (2H, m, Ci¢), 4.95-4.85 (1H, m, CHAla,), 4.80-4.68
(1H, m, CH, Ala,), 4.63-4.26 (4H, m, N-O-CH CH, Val;, CHH Fmoc), 4.20-3.98 (4H, m, GH-OEt, CH{
Fmoc, CH Fmoc), 2.20-2.02 (1H, m, @GHvals), 1.45 (3H, d,J 7.6, CH Alay), 1.33 (3H, d,J 6.8, CH Alay),
1.12 (3H, d,J 7.2, CH —OEt), 0.86 (3H, dJ 6.9, CH Valy), 0.80 (3H, dJ 6.9, CH Vak). & (75 MHz;
CDCl) 175.0, 171.5, 170.7 (C=0), 156.0 (C=O Fmoc), 14244.0, 141.5, 140.9 {FFmoc), 130.7 (CH=),
130.6, 128.1, 127.9, 127.2, 126.7, 125.3 {LH21.3 (CH=), 120.2 (CH), 78.1 (N-O-CH), 67.3 (CH
Fmoc), 61.3 (CH—OEt), 56.0 (CH Val), 53.8 (CH, Alay), 48.0 (2 peaks) (CHAla;, CH Fmoc), 31.0 (Ci
Vals), 19.2, 18.2, 17.8, 12.5 (GHLRMS (ESI +)m/z 588.1 (M+Na).

g/
(l) o

BocH N\-)J\ . OBn
/=\

(@]

Boc-lle;-¥[CO-N(OCH ,CH=CH,)]-Val-Valz-OBn (39c)

The title compound was prepared as describe@9%arusing13 (37 mg, 68.5 pmol). Purification by flash
chromatography (Silica gel + MaO; (10% w/w), pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga¥@c (30 mg, 51.4 pmol,
75% vyield) as a colourless o, (300 MHz; CDC}) 7.73 (1H, dJ 7.6, NH Va}), 7.40-7.25 (5H, m, C§,
6.00-5.80 (1H, m, CH=), 5.45-5.25 (2H, m, £ 5.25-5.05 (3H, m, CHOBN, NH lle), 4.63 (1H, dd)]J 5.1
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and 9.5, CHley), 4.55-4.40 (3H, m, N-O-CHand CH Vals), 3.91 (1H, dJ 11.1, CH Val), 2.75-2.60 (1H,
m, CHe; Valy), 2.30-2.15 (1H, m, Ch Valy), 1.92-1.80 (1H, m, Ci, lley), 1.60-1.43 (1H, m, CH lley),

1.43 (9H, s, ChiBoc), 1.18-1.05 (1H, m, CHilley), 1.00-0.91 (15H, m, CHle;, CHs Val,, CH; Valy), 0.88
(3H, t,J 7.0, CH lley). 8¢ (75 MHz; CDC}) 174.4 (C=0 llg), 171.3 (C=0 Va), 170.4 (C=0 Va), 155.9
(C=0 Boc), 135.8 (G-OBn), 130.7 (CH=), 128.7, 128.5 (GH 121.3 (CH=), 79.6 (G Boc), 77.4 (N-O-
CH,), 74.7 (CH Val,), 66.9 (CH -OBn), 57.6 (CH Valy), 56.1 (CH lley), 37.5 (CHay lley), 30.8 (Chby Valy),

28.5 (CH Boc), 27.5 (Chi, Valy), 23.6 (CH lley), 20.0, 19.7, 19.3, 17.7, 16.4, 11.6 (Qle,, Val,, Val).

(l) (@)
Okt
mocH N
H
(@)

Fmoc-Alas-¥[CO-N(O(CH ,);CH3)]-D-Ala,-Valz-OEt (39d)

The title compound was prepared as described%arusing9 (20 mg, 38.1 pumol) and butanol (9 pL, 95
pmol). Purification by flash chromatography (Silgel + NaCO; (10% w/w), pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) gave
39d (13 mg, 21.5 pmol, 57% yield) as a colourlessRilD.16 (CHCI-MeOH 95:5). 4 (200 MHz; CDCY)
7.77 (2H, dJ 7.9, CH,Fmoc), 7.60 (2H, d) 7.2, CH, Fmoc), 7.45-7.20 (4H, m, GH-moc), 7.00-6.92 (1H,
m, NH Vak), 5.68-5.58 (1H, m, NH AR, 5.00-4.85 (1H, m, CHAla,), 4.80-4.65 (1H, m, CHAla,), 4.50-
3.70 (8H, m, CH Fmoc, CH-moc, CH —OEt, CH, Val;, N-O-CH, nBu), 2.30-2.00 (1H, m, GH Vals), 1.80-
1.10 (13H, m, N-O-Ch -CH,-CH,-CH;, CH; —OEt, CH Ala;, CH; Alay), 1.00-0.80 (9H, m, CHval;, CH;
nBu). LRMS (ESI +)m/z 604.4 (M+Na).

\

N\)]\ OBn
FmocHN

Fmoc-Ala;-W[CO-N(O(CH ,),CH=CH)]-Val,-Val;-OBn (39¢)

The title compound was prepared as describe@%arusing6a (29 mg, 46.4 pmol) and 3-buten-1-ol (10 pL,
116 pmol). Purification by flash chromatographyli¢ai gel + NaCOs; (10% w/w), pentane-EtOAc 9:1 to 1:1)
gave39e (15 mg, 21.8 umol, 45% yield) as a colourless Ril0.56 (CHCl,-MeOH 95:5). [a]p™ +4.1° €
1.09 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.75 (2H, dJ 7.6, CH, Fmoc), 7.72-7.65 (1H, m, NH \& 7.64-7.58
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(2H, m, CH, Fmoc), 7.43- 7.23 (9H, m, G} 5.85-5.70 (1H, m, CH=), 5.58 (1H, 7.7, NH Ala), 5.20-
5.00 (4H, m, CH—-0OBn, CH=), 4.80-4.70 (1H, m, CHAla,), 4.49 (1H, ddJ 4.3 and 8.4, CkValy), 4.45-
4.32 (2H, m, GH Fmoc, CH Fmoc), 4.28-4.20 (1H, m, EHFmoc), 4.10-3.85 (3H, m, N-O-GHCH, Val,),
2.75-2.60 (1H, m, Ck Val,), 2.40-2.30 (2H, m, N-O-CHCH.,), 2.28-2.15 (1H, m, Ck Vals), 1.40 (3H, d,)
6.8, CH Alay), 1.00 (3H, dJ 6.8, CH Val,), 0.97 (3H, d,J 6.8, CH Val,), 0.92 (3H, d,J 6.9, CH Vals), 0.85
(3H, d,J 6.9, CH Val). & (75 MHz; CDC}) 174.6, 171.4, 170.3 (C=0), 155.8 (C=O Fmoc), 24444.0,
141.5, 141.4 (¢ Fmoc), 135.7 (¢ —OBn), 133.5 (CH=), 128.7, 128.5, 128.4, 127.%.42125.3, 120.1
(CH.), 118.1 (CH=), 75.8 (N-O-CH), 74.6 (CH, Val,), 67.2, 67.0 (ChiFmoc, CH -OBn), 57.5 (CH Valy),
48.1 (CH, Alay), 47.4 (CH Fmoc), 32.5 (N-O-GHCH)), 30.8 (Chb, Vals), 27.3 (Chb, Val,), 19.9, 19.7, 19.3,
18.7, 17.6 (CH). IR: 3323, 2964, 2930, 1725, 1681, 1531, 145261260, 741. LRMS (ESI #n/z 692.1
(M+Na)".

A\

(|3 (@)
OBn
FmocHN
H
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Fmoc-Alag-¥[CO-N(O(CH ,),CH=CH)]-D-Val,-Valz-OBn (39f)

The title compound was prepared as describe®@%arusing6b (100 mg, 162 pmol) and 3-buten-1-ol (34.7
pL, 406 umol). Purification by flash chromatograplSilica gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) gaB@f (47.4
mg, 71 pmol, 44% yield) as a colourless Bjl0.65 (CHCl-MeOH 95:5). §]p* +25.3° € 0.75 in CHC}).
S (300 MHz; CDCY) 7.68 (2H, d,J 7.4, CH, Fmoc), 7.58-7.48 (2H, m, GHFmoc), 7.35- 7.15 (9H, m,
CH,), 6.95 (1H, dJ 8.2, NH Va), 5.80-5.62 (1H, m, CH=), 5.55 (1H, 88.2, NH Ala), 5.12-4.92 (4H, m,
CH, —OBn, CH=), 4.70-4.60 (1H, m, CHAla;), 4.41 (1H, ddJ 4.6 and 8.4, CiiValy), 4.33-4.25 (2H, m,
CHH Fmoc, CH Fmoc), 4.22-4.05 (3H, m, &H-moc, N-O-CHH, CH,, Val,), 3.85-3.75 (1H, m, N-O-8BH),
2.55-2.40 (1H, m, Ci Valy), 2.31-2.20 (2H, m, N-O-CHCH,), 2.18-2.05 (1H, m, C#} Vals), 1.31 (3H, d)
6.7, CH Alay), 0.93 (3H, dJ 6.5, CH Val,), 0.89 (3H, d,) 6.4, CH Val,), 0.83 (3H, d,J 6.9, CH Val3), 0.77
(3H, d,J 6.8, CH Vals). &c (75 MHz; CDC}) 174.4, 171.2, 170.3 (C=0), 155.8 (C=0O Fmoc), 24444.0,
141.5, 141.4 (¢ Fmoc), 135.6 (¢ —OBn), 133.7 (CH=), 128.7, 128.5, 128.4, 127.8{.22125.4, 125.3,
120.1 (CH), 117.9 (CH=), 75.9 (N-O-CH), 68.0 (CH, Val,), 67.1, 67.0 (ChIFmoc, CH -OBn), 57.5 (CH
Vals), 48.0 (CH, Alay), 47.4 (CH Fmoc), 32.6 (N-O-GHCH,), 30.8 (CHb, Valy), 26.4 (Chb, Valy), 19.9, 19.7,
19.3, 18.8, 17.7 (CHL IR: 3325, 2964, 2929, 1723, 1681, 1649, 1530, 14225, 741. LRMS (DCI +in/z
687.0 (M+NH)".
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A\

@ -

H-Ala ;-¥[CO-N(O-CH »-CH,-CH=CH)]-Val -Val;-OBn (43a)

To a solution of39e (59 mg, 88 pumoal) in THF (5 mL) at room temperatwas added piperidine (1 mL). The
mixture was stirred for 1h. Evaporation of the solvunder reduced pressure followed by purificatiprilash
chromatography (Silica gel, Gal,-MeOH 100:0 to 90:10) gav&Ba (17 mg, 37 umol, 42% yield) as a yellow
oil. R 0.16 (CHCl,-MeOH 90:10). §]p*° +0.8° € 0.92 in CHCY). &4 (300 MHz; CDCY) 7.81 (1H, dJ 8.6,
NH Valy), 7.40-7.25 (5H, m, CHJ, 5.85-5.65 (1H, m, CH=), 5.22-5.05 (4H, m, C#DBn, CH=), 4.51 (1H,
dd, J 4.5 and 8.8, CilVals), 4.02-3.70 (4H, m, N-O-CH CH, Val,, CH, Ala;), 2.75-2.60 (1H, m, CH
Val,), 2.40-2.18 (3H, m, N-O-CHCH,, CHp, Val3), 1.29 (3H, dJ 6.8, CH Alay), 0.99 (3H, dJ 6.8, CH
Valy), 0.95 (3H, d,J 6.8, CH Valy), 0.94 (3H, d,J 6.8, CH Val,), 0.88 (3H, d,J 6.8, CH Valk). &c (75 MHz;
CDCl) 178.5, 171.6, 171.0 (C=0), 135.7,§C133.5 (CH=), 128.7, 128.6, 128.4 (H118.0 (CH=), 75.4
(N-O-CH,), 74.5 (CH, Val,), 67.0 (CH -OBn), 57.5 (CH Vals), 47.8 (CH, Alay), 32.5 (N-O-CH-CH,), 30.8
(CHippr Vals), 27.2 (CHb, Valy), 20.6, 19.9, 19.7, 19.4, 17.6 (gHIR: 3308, 3066, 3034, 2964, 2929, 2874,
1739, 1682, 1538, 1456, 1186, 1149, 698. LRMS (B%M/z 448.1 (M+HJ.

4

o}
|
Hol
o

H-Ala ;-¥[CO-N(O-CH -CH=CH,)]-D-Val,-Val;-OBn (43b)

To a solution oB8c (54 mg, 82.4 umol) in THF (4 mL) at room temperatwas added piperidine (1 mL). The
mixture was stirred for 1h. Evaporation of the solvunder reduced pressure followed by purificatiprilash
chromatography (gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) gile(22 mg, 51.4 pmol, 62% vyield) as a yellow &Y.
0.11 (CHCl-MeOH 95:5). §]p?® +48.3° € 0.64 in CHCJ). &4 (300 MHz; CDCY) 7.45-7.30 (5H, m, CH),
7.18 (1H, d,J 8.5, NH Va), 5.95-5.78 (1H, m, CH=), 5.39-5.23 (2H, m, £} 5.14 (2H, ABq,J 12.3,6x-6s
14.1, CH -OBn), 4.61-4.48 (2H, m, CHVal;, N-O-CHH), 4.33-4.17 (2H, m, CHVal,, N-O-CHH), 3.86
(1H, q,J 6.8, CH, Alay), 2.62-2.47 (1H, m, Ch} Val,), 2.30-2.16 (1H, m, C} Vals), 1.28 (3H, d,J 6.8, CH
Ala,), 1.00 (3H, d,J 6.7, CH Val,), 0.96 (3H, dJ 6.7, CH Vals), 0.93 (3H, d,J 6.9, CH Val,), 0.88 (3H, d,J
6.9, CH Vals). &c (75 MHz; CDC}) 178.5, 171.6, 170.7 (C=0), 135.6,C131.0 (CH=), 128.7 (2 peaks),
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128.6, 128.4 (CH), 120.6 (CH=), 77.6 (N-O-CH), 68.1 (CH, Val,), 67.1 (CH -OBn), 57.5 (CH Vals), 47.8
(CH, Alay), 30.7 (Chb, Val3), 26.1 (CH Valy), 20.9, 19.8, 19.7, 19.3, 17.7 (QHIR: 3310, 2965, 2929,
2872, 1739, 1685, 1653, 1534, 1457, 1188, 1149, IRBIS (DCI +)m/z 434.1 (M+H].

A\

N\)J\ OH
FmocHN

Fmoc-Alag-¥[CO-N(O-CH »-CH,-CH=CH,)]-Val -Valz-OH (44a)

To a solution o89e (42 mg, 62.8 pmol) in Ci&l, (4 mL) at room temperature was added HEM/hexane)
(472 pL, 472 pmol). The mixture was stirred ovehhig=vaporation of the solvent under reduced pressu
followed by purification by flash chromatographyilica gel, CHCI,-MeOH 98:2 to 90:10) gawvé4a (29 mg,
50.4 umol, 80% yield) as a yellow o 0.13 (CHCl,-MeOH 95:5). §]p> +10.9° € 1.27 in CHCJ). &4 (300
MHz; CDCL) 7.74 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.64 (1H, dJ 7.8, NH Va}), 7.60-7.55 (2H, m, CHFmoc),
7.42-7.25 (4H, m, CK Fmoc), 5.85-5.72 (1H, m, CH=), 5.63 (1H, 8.1, NH Ala), 5.17-5.05 (2H, m,
CH,=), 4.81-4.69 (1H, m, CHAlay), 4.44 (1H, dd] 4.5 and 8.1, CHVals), 4.40-4.30 (2H, m, CH Fmoc,
CH Fmoc), 4.25-4.15 (1H, m,HH Fmoc), 4.15-3.95 (2H, m, N-O-GH 4.01 (1H, d,J 11.3, CH, Val,), 2.70-
2.55 (1H, m, Chp, Valy), 2.43-2.30 (2H, m, N-O-CHCH,), 2.29-2.14 (1H, m, CH Vals), 1.38 (3H, dJ 6.8,
CH; Alay), 1.02-0.85 (12H, m, CHVal,, CHs Valk). & (75 MHz; CDC4) 174.9, 174.3, 170.4 (C=0), 156.1
(C=O Fmoc), 144.1, 144.0, 141.5,(Gmoc), 133.5 (CH=), 127.9, 127.3, 125.4, 125.3).14CH,), 118.2
(CH,=), 76.0 (N-O-CH), 73.7 (CH. Val,), 67.3 (CH Fmoc), 57.6 (CH Vals), 48.1 (CH, Ala,), 47.3 (CH
Fmoc), 32.6 (N-O-CKCH,), 30.5 (Chb, Vak), 27.5 (Ch, Val,), 19.8 , 19.7 , 19.3, 18.4 , 17.7 (§HR:
3319, 3067, 2965, 2932, 1723, 1652, 1532, 145161248, 741. LRMS (ESI +n/z 602.1 (M+Naj.

A\

(|3 (@]
“H( o
FmocH
H
(@] (@]
Fmoc-Ala;-¥[CO-N(O-CH ,-CH,-CH=CH)]-D-Val-Vals-OH (44b)

To a solution of39f (35 mg, 52.9 pmol) in CiI, (4 mL) at room temperature was added HEM/hexane)

(0.5 mL, 0.5 mmol). The mixture was stirred ovehtigevaporation of the solvent under reduced pressu
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followed by purification by flash chromatographyili& gel, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) gaséb (12 mg,
20.7 umol, 40% yield) as a yellow o 0.11 (CHCl,-MeOH 95:5). §]p> +13.0° € 0.71 in CHCJ). &4 (300
MHz; CDCL) 7.75 (2H, d,J 7.6, CH, Fmoc), 7.73-7.65 (1H, m, NH & 7.62-7.53 (2H, m, CFmoc),
7.42-7.25 (4H, m, CK Fmoc), 5.85- 5.70 (1H, m, CH=), 5.57 (1H, 8.2, NH Ala), 5.20-5.05 (2H, m,
CHy=), 4.80-4.65 (1H, m, CHAlay), 4.42 (1H, ddJ 4.6 and 8.2, CklVals), 4.38-4.31 (2H, mCHH Fmoc,
CH Fmoc), 4.25-4.16 (1H, m,HH Fmoc), 4.15-4.02 (2H, m, N-O-GH 3.95 (1H, dJ 11.1, CH, Val,), 2.72-
2.57 (1H, m, Chp, Val,), 2.45-2.33 (2H, m, N-O-CHCH,), 2.30-2.15 (1H, m, CH Vals), 1.39 (3H, dJ 6.8,
CH; Alay), 1.05-0.80 (12H, m, CHVal,, CHs Val). & (75 MHz; CDC}) 174.9, 173.9, 170.6 (C=0), 156.0
(C=0 Fmoc), 144.0, 141.5 (2 peaks)(Emoc), 133.5 (CH=), 127.9, 127.3, 125.4, 125.8.27CH,), 118.2
(CH,=), 75.9 (N-OC€H,), 74.2 (CH, Val,), 67.3 (CH Fmoc), 57.7 (CH Vals), 48.1 (CH, Ala,), 47.3 (CH
Fmoc), 32.6 (N-O-CHCHy,), 30.4 (Chb, Vals), 27.4 (Chb, Val,), 19.8, 19.7, 19.4, 18.4, 17.7 (QHR: 3314,
3068, 2965, 2931, 1716, 1651, 1537, 1451, 1247, 783. LRMS (DCI +)m/z 580.1 (M+HJ, 597.6
(M+NH,)".

A\
i i
FmocHN\)J\ H\)]\“/k’rN\)]\ OBn
= = H H
= l o AL o0 AL o
/
Fmoc-Ala;-¥#[CO-N(O-CH »-CH»-CH=CH)]-Val,-Vals-Ala,-¥[CO-N(O-CH,-CH,-CH=CH,)]-Vals-Vale-

OBn (45a)

The title compound was prepared as described 5ansing43a (18 mg, 41.1 pmol) and4a (25 mg, 43.8
pmol). Purification by flash chromatography (Siligal, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga#Ba (27 mg, 26.7
umol, 65% yield) as a yellow ol 0.40 (CHCl,-MeOH 95:5). {]5*°-12.7° € 0.94 in CHCJ). &4 (300 MHz;
CDCl) 7.76 (2H, d,J 7.4, CH, Fmoc), 7.63-7.55 (2H, m, GH-moc), 7.47 (1H, d] 8.7, NH Val), 7.44-7.26
(10H, m, CH; Fmoc, NH Vaj), 6.69 (1H, dJ 7.9, NH Ala), 5.90-5.60 (3H, m, 2x CH=, NH Alp 5.24-5.02
(6H, m, CH -OBn, 2x CH=), 5.01-4.90 (1H, m, CHAla,), 4.83-4.70 (1H, m, CHAlay), 4.48 (1H, ddJ 4.3
and 8.4, CH Valg), 4.40-3.90 (10H, nCH,, Vals;, CH, Val,, CH, Vals, CH Fmoc, CHFmoc, (2x) N-O-CH),
2.70-2.50 (2H, m, Ci Val,, CHp, Valg), 2.50-2.27 (4H, m, (2x) N-O-CHCH,), 2.27-2.12 (2H, m, Ch
Vals, CHpr Valg), 1.41 (3H, dJ 6.7, CH Alay), 1.32 (3H, dJ 6.9, CH Ala,), 1.07-0.80 (24H, m, CHVal,,
CH; Vals, CH; Val;, CH; Valg). &c (75 MHz; CDC}) 174.8, 174.2, 171.4, 170.1, 170.0, 169.8 (C=65).4
(C=O Fmoc), 144.1, 144.0, 141.5,&moc), 135.7 (¢ —OBn), 133.6, 133.5 (CH=), 128.7, 128.5, 128.4,
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127.9, 127.2, 125.3, 120.1 (GH 118.1, 118.0 (Ck), 76.0, 75.9 (N-O-Cl), 73.5, 72.8 (CH Val, CH,

Vals), 67.2, 67.0 (CHHFmoc, CH OBn), 58.8 (CH, Vals), 57.4 (CH, Vals), 48.0 (CH, Alay), 47.3 (CH Fmoc),
46.1 (CH, Alay), 32.6, 32.5 (N-O-CHCH,), 30.7 (CHbr Vals, CHpy Valg), 27.3 (Chby Val, CHgy Vals), 19.9,
19.8, 19.7, 19.5, 19.3, 18.5, 17.9, 17.7 {CHR: 3312, 3067, 2963, 2931, 2874, 1744, 17248214641,
1538, 1453, 1246, 740. LRMS (ESI M)z 1031.5 (M+Na).

§/
N\)i\/ ? ¢ 0
FmocH : WN:)]\”/H/%H Oen
= Q o /\ o
/

Fmoc-Alag-¥[CO-N(O-CH »-CH-CH=CH)]-D-Val,-Vals-Ala,-¥[CO-N(O-CH ,- CH=CH,)]-D-Vals-Vale-
OBn (45b)

The title compound was prepared as described $ousing43b (8 mg, 19.2 pmol) and4b (9.8 mg, 16.9
pmol). Purification by flash chromatography (Siligal, pentane-EtOAc 9:1 to 1:1) ga#Bb (12 mg, 12.1
umol, 71% yield) as a yellow 0iR; 0.40 (CHCl,-MeOH 95:5). §]p*°> +22.8° € 0.69 in CHC)). &, (300
MHz; CDCk) 7.76 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.65-7.55 (2H, m, GH-moc), 7.45-7.25 (10H, m, GHNH
Val 6), 7.05-6.90 (1H, m, NH V)l 6.70-6.60 (1H, m, NH Ak, 5.95-5.70 (3H, m, 2x CH=, NH Alp 5.40-
4.95 (6H, m, CH-OBn, 2x CH=), 4.95-4.86 (1H, m, CHAla,), 4.82-4.75 (1H, m, CHAlay), 4.67-4.55 (1H,
m, NO-CHH-CH=), 4.52-4.35 (3H, m, CHVals, CH, Val;, NO-CHH-CH=), 4.34-4.15 (6H, mCH,, Val,,
CH, Vals, CH Fmoc, CH Fmoc, N-O-CHH), 4.00-3.90 (1H, m, N-O-8H), 2.63-2.41 (2H, m, CH Val,,
CHipr Vals), 2.40-2.29 (2H, m, N-O-CHCH,), 2.28-2.17 (2H, m, CH Vals, CHp, Valg), 1.45-1.20 (6H, m
CH; Ala;, CH; Alay), 1.05-0.80 (24H, m, CHVal,, CH; Vals, CH; Val;, CH; Valg). 6c (75 MHz; CDC})
174.2, 171.4, 171.2, 170.1, 169.8 (C=0), 155.8 (F=apc), 144.1, 144.0, 141.5 (CH Fmoc), 135.% (C
OBn), 133.7 (CH=), 130.9 (NO-GHCH=), 128.8, 128.7, 128.5 (2 peaks), 127.9, 12725,3 (CH,), 121.0
(N-O-CH,-CH=CH,), 120.2 (CH}), 117.9 (N-O-(CH),CH=CH,), 77.9, 76.0 (N-O-Cb}, 68.4, 67.9 (CH Val,
CH, Vals), 67.2, 67.0 (CHHOBn, CH Fmoc), 58.9, 57.6 (CHVals, CH, Valg), 48.4 (CH, Ala; o), 47.4 (CH
Fmoc), 46.6 (CH Alas or 1), 32.7 (N-O-CH-CH,), 30.8, 30.5 (CH, Vals, CHp, Valg), 26.5 (Chb; Val,, CHpy
Vals), 19.9, 19.8, 19.7, 19.5, 19.2, 18.7, 18.6, 1778, 17.7 (ChH). IR: 3324, 3067, 2965, 2932, 2874, 1724,
1650, 1529, 1452, 1246, 7AIRMS (ESI +)m/z 1017.2 (M+Na).
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Fmoc-Ala;-¥[CO-N(O(CH ,),CH=%*)]-Val ,-Vals-Ala,-¥[CO-N(O(CH),CH*=)]-Val s-Vale-OBn (46a)

To a solution o#5a (19 mg, 18.6 pmol) in Cil, (15 mL), Grubbs’ catalyst was added in three tinfiest
1.6 mg, 1.9 pmol then 0.8 mg, 0.9 pmol after 6h @8dmg, 0.9 pumol after 12h. The reaction wasestias a
result for 20 hours after which, the mixture washed with brine and extracted. Organic phases wsited,
dried over Na&SO,, filtrated and evaporated. Flash chromatographicéSgel + NaCO; (10% w/w), pentane-
EtOAc 9:1 to 1:1) gave a 8:2 mixture of two compdsirfl3 mg, 13.1 pmol, 66% vyield} 0.27 (CHCI-
MeOH 95:5).64 (300 MHz; CDC}) 7.75 (2H, dJ 7.4, CH, Fmoc), 7.63-7.50 (2H, m, GH-moc), 7.46 (1H,
d,J 7.0, NH Vaj), 7.42-7.25 (10H, m, CH NH Valk), 6.37-6.28 and 6.00-5.95 (1H, ratio 8:2, m, NHu}I
5.75-5.55 (2H, m, CH=, NH Al 5.55-5.43 (1H, m, CH=), 5.12 (2H, AB4§,12.3,6s-8 57.1, CH -OBn),
4.85-4.65 (6H, m, CHAla;, CH, Ala;, 2xN-O-CH,), 4.50-3.62 (7H, m, CHVal,, CH, Val;, CH, Vals, CH,
Vals, CH Fmoc, CH Fmoc), 2.80-2.50 (2H, m, G# Val,, CHp, Vals), 2.40-2.00 (4H, m, N-O-CHCHo,
CHgp, Val,, CHpr Vals), 1.45 (3H, dJ 6.8, CH Ala;), 1.50-1.25 (6H, m, CHAla;, CHs Alay), 1.10-0.78 (24H,
m, CH; Val,, CH; Val;, CH; Vals, CH; Valg). 6c (75 MHz; CDC}) Major compound174.5, 172.7, 171.4,
171.2, 170.4, 170.2, 169.5 (C=0), 155.8 (C=0 Fmbé}.3, 141.5, 141.4 ((Fmoc), 136.0 (& OBn), 130.7
(CH=), 128.6, 128.4, 128.3, 127.8, 127.2, 127.®.2,2125.4, 125.3, 120.1 (GH 76.3 (2x N-O€H,), 73.8
(CH, Val, «5), 67.2, 66.8, 66.7 (CHOBNn, CH Fmoc, CH Val, o 5, 60.8, 57.5 (CKHVals ang 9, 48.6 (CH Alay
or 4, 47.3 (CH Fmoc), 46.6 (CHAla; o 4, 31.1 (2x N-O-CH-CH,), 30.6, 30.3 (CH, Vals ana 9, 27.3 (CHx
Valy ang 9, 20.5, 19.9, 19.8, 19.7, 19.4, 19.3, 19.2, 19408, 17.6 (Ch). Minor Compound:174.5, 172.7,
171.4,171.2, 170.4, 170.2, 169.5 (C=0), 155.8 (Ent@c), 144.3, 141.5, 141.4 {Emoc), 136.0 (& OBn),
130.7 (CH=), 128.6, 128.4, 128.3, 127.8, 127.2,0,2126.7, 125.4, 125.3, 120.1 ((H76.1 (2x N-OCH,),
72.6 (CH Valk « 5, 67.2, 66.8, 66.7 (CHOBNn, CH Fmoc, CH Val, 5, 59.5, 57.4 (CkHVal; ana 9, 48.3 (CH
Ala; o 4, 47.3 (CH Fmoc), 47.1 (CHAla; o 4), 30.9 (2x N-O-CHCHy), 30.6, 30.3 (2x CHd Vals ana 9, 27.3
(CHipr Val; ang 9, 20.5, 19.9, 19.8, 19.7, 19.4, 19.3, 19.2, 19708, 17.6 (CH). IR: 3318, 3063, 3033, 2965,
2924, 2872, 1714, 1664, 1541, 1458, 1246, 739. HRES +)m/z found, 981.53157; £H73NO,1 requires
981.53318.
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OBn

Fmoc-Alag-¥[CO-N(O(CH ,),CH=*)]- D-Val,-Vals-Ala,~¥[CO-N(OCH ,CH*=)]- D-Vals-Valg-OBn (46b)

To a solution o#5b (7.4 mg, 7.4 pmol) in CiLI, (15 mL), Grubbs’ catalyst (0.6 mg, 0.7 pmol) walsled
and the reaction was stirred for 12 hours. The umixtvas washed with brine and extracted with@©k The
organic phases were united, dried over3@, filtrated and evaporated. Flash chromatograpliycéSgel,

diethyl ether) gavééb (6.1 mg, 6.3 pmol, 85% vyield) as a colourlessRiD.23 (CHCl-MeOH 95:5). §]p™

+26.7° € 0.56 in CHCY). &y (300 MHz; CDC}) 7.76 (2H, d,J 7.6, CH, Fmoc), 7.71 (1H, dJ 7.6, NH Vay),

7.63-7.54 (2H, m, CKFmoc), 7.44-7.36 (2H, m, GHmoc), 7.35-7.25 (7H, m, GBi 6.62 (1H, d,J 6.9, NH

Valj), 6.42-6.37 (1H, m, NH Alg, 5.87-5.72 (2H, m, N-O-CHCH=, NH Ala,), 5.57 (1H, dt,J 7.0 and 15.9,
CH=), 5.14 (2H, ABqJ 12.5, 5x-6s 8.3, CH -OBn), 4.92-4.81 (1H, m, CHAlay), 4.78-4.70 (1H, m, CH
Alay), 4.70-4.60 (1H, m, N-O-CHauy), 4.74 (1H, dJ 11.0, CH Val 5, 4.50 (1H, ddJ 5.8 and 7.8, CH
Valg), 4.42-4.22 (4H, m, CHFmoc, CH Fmoc, CHVal, o ¢), 4.18-4.08 (1H, m, N-O-BH ), 4.05-3.84 (3H,
m, N-O-CH,, CH, Val), 2.59-2.44 (2H, m, CH Val,, CHp, Vals), 2.42-2.28 (1H, m, N-O-CHCHH), 2.25-
2.12 (1H, m, N-O-CHCHH), 2.08-1.96 (2H, m, CH Vals, CHp, Vals), 1.45-1.40 (3H, m, CHAla,), 1.27-
1.20 (3H, m, CH Alay), 1.09-0.80 (24H, m, CHVal,, CH; Vals, CHs Vals, CHs Valg). &c (75 MHz; CDC})

175.3, 175.1, 171.9, 170.6, 170.2, 169.3, (C=09,A5C=0 Fmoc), 144.2, 143.9, 141.5 (2 peaks)k@oc),

135.8 (G, OBn), 128.7, 128.5, 128.3, 127.9 (2 peaks), 12CH,), 125.7, 125.4 (CH=), 120.2 (GH 76.5,
75.3 (N-O-CH), 67.4, 66.9 (CHHOBNn, CH Fmoc, CH Val, o9, 64.5 (CH Val, or 9, 61.2, 58.0 (CH Val,,

CH, Valy), 48.2, 48.1 (CHAIa; ang ), 47. 3 (CH Fmoc), 34.4 (N-O-GHCH,), 30.8, 30.5 (Ck: Vals, CHp;

Valg), 27.6, 26.8 (CH, Val,, CHp, Vals), 20.3, 19.9 (2 peaks), 19.5, 19.4, 19.3, 18.8],187.5 (CH). IR:

3320, 2961, 2925, 2872, 2853, 1736, 1660, 15372,14859, 1151, 758, 741. LRMS (ESI )z 989.3
(M+Na)".

222



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

223



Réferences bibliographigues

Références bibliographiques

L. Stryer, J. M. Berg and J. L. Tymoczko, “Bioch&hiFlammarion Medecine-Sciences, Flammarion,
5°™Ed., 2003.

Images extraites dehttp://www.callisto.si.usherb.ca/~bcm514/2b.htméite de l'université de
Sherbrooke, consulté le 26 Aolt 2006.

John Jones, “Amino acid and peptide synthesisGregedition, Oxford Chemistry Prime)02 P25.
F. Albericio and L. A. Carpino “Coupling reagentglaactivation."Methods Enzymql1997 289, 104-
126.

John Jones, “Amino acid and peptide synthesisregedition, Oxford Chemistry Prime)02 P39.
J. Sheehan, J. Preston and P. Cruickshank. “A sypithesis of oligopeptide derivatives without
isolation of intermediates). Am. Chem. Sqd 965 87, 2492-2493.

G. Windridge and E. Jorgensen. “1-Hydroxybenzotliaas a Racemization-Suppressing Reagent for
the Incorporation ofim-Benzyl c-histidine into Peptidés]. Am. Chem. Socl1971, 71, 6318-6319.

L. A. Carpino. “1-Hydroxy-7-azabenzotriazole. Ari@ent Peptide Coupling Additived. Am. Chem.
Soc, 1993 115 4397-4398.

B. Castro, J. R. Dormoy, G. Evin et C. Selve. “Réade couplage peptidique 1V (1)-
I'hnexafluorophosphate de benzotriazdNAoxytrisdimethylamino phosphonium (BOPJéetrahedron
Lett, 1975 14, 1219-1222.

J. M. Humphrey and A. R. Chamberlin. “Chemical bwsis of natural product peptides: coupling
methods for the incorporation of noncoded amindstito peptidesChem. Rey1997, 97, 2243-
2266.

M. Schelhaas and H. Waldmann. “Protecting grouggegiies in organic synthesidhgew. Chem. Int.
Ed. Engl, 1996 35, 2056-2083.

T. W. Greene and P. G. M. Wuts. “Protective granparganic synthesis"3Ed.,1999 Wiley
Interscience, John Wiley & Sons, Inc., P729 and/P73

13 R. B. Merrifield. “Solid phase synthesis. The ssis of a a tetrapeptidd” Am. Chem. Sqd 963 85,
2149-2154.

H. C. J. Ottenheijm and J. D. M. Herscheid:-Hydroxy-oa-amino Acids in Organic Chemistr&hem.
Rev, 1986 86, 697-707.

10.

11.

12.

14.

224



Réferences bibliographigues

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

V. Dupont, A. Lecog, J.-P. Mangeot, A. Aubry, G.uBsard and M. Marraud. “Conformational
perturbations Induced By-Amination andN-Hydroxylation of Peptidesd. Am. Chem. SqQd 993

115 8898-8906.

LY. Takeuchi and G. R. Marshall. “Conformationalalysis of Reverse-Turn Constraintsiy
Methylation andN-Hydroxylation of Amide Bonds in Peptides and Napfde Mimetics'J. Am.
Chem. So¢1998 120 5363-5372.

A. Bianco, C. Zabel, P. Walden and G. Jung:Hydroxy-amide Analogues of MHC-Class | Peptide
Ligands with Nanomolar Binding Affinities]. Peptide Sci1998 4, 471-478.

A. Bianco, D. Kaiser and G. Jund\N-Hydroxy peptides as substrates dechymotrypsin”J. Peptide
Res, 1999 54, 544-548.

M. Marastoni, M. Bazzaro, S. Salvadori, F. Bortlahd R. Tomatis. “HIV-1 Protease Inhibitors
Containing arN-hydroxyamino Acid Core Structur@&ioorg. Med. Chem?2001, 9, 939-945.

K. Umezawa, K. Nakazawa, Y. Ikeda, H. Naganawa&mdichi Kondo. “ Polyoxypeptins A and B
Produced bystreptomycesApoptosis-inducing Cyclic Depsipetides Containthg Novel Amino Acid
(2S,3R)-3-Hydroxy-3-methylproline’d. Org. Chem.1999 64, 3034-3038.

K. Umezawa, Y. Ikeda, O. Kawase, H. Naganawa anmaich Kondo. “Biosynthesis of Polyoxypeptin
A: novel amino acid 3-hydroxy-3-methylproline dexivfrom isoleucined. Chem. SogPerkin Trans
1, 2001, 1550-1553.

C. J. Marmion, D. Griffith and K. B. Nolan. “Hydrgamic Acids - An Intriguing Family of Enzymes
Inhibitors and Biomedical Ligand€ur. J. Inorg. Chem2004 3003-3016.

E.M.F. Muri, M.J. Nieto, R.D. Sindelar and J.S. N&ihson. “Hydroxamic Acids as Pharmacological
Agents”Curr. Med. Chem2002 9, 1631-1653.

R. J. Davenport and R. J. Watson. “An improved sgsis of the broad spectrum matrix
metalloprotease inhibitor marimastdi&trahedron Lett.200Q 41, 7983-7986.

T. Kiss and E. Farkas. “Metal-binding Ability of Bferrioxamine B."Journal of Inclusion Phenomena
and Molecular Recognition in Chemist@098 32, 385-403.

K. Shimizu, M. Hasegawa and M. Akiyam&-hydroxy amides. I. Synthesis fBenzyloxy and\-
hydroxy Peptides via PloymerizationgfBenzyloxypL-a-amino AcidN-Carboxy anhydridesBull.
Chem. Soc. Jpnl984 57, 495-499.

K. Shimizu, K. Nakayama and M. Akiyama\-hydroxy amides. 1IN-Benzyloxy andN-hydroxy
succinimide Esters and Synthesis of a Hexapeptadénlg an alternating N-Hydroxy Amide-Amide
SequenceBull. Chem. Soc. Jprl984 57, 2456-2462.

M. Akiyama, K. lesaki, A. Katoh and K. Shimizu. “Nydroxy amides. Part 5. Synthesis and properties
of N-hydroxypeptides having Leucine enkephalin ®eges”, J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1986, 851-
855.

Y. Hara and M. Akiyama. “An Iron Reservoir Modea®d on Ferrichrome : Irons(lll)-Binding and
Metal(lll)-Exchange Properties of Tripodal Monotopind Ditopic Hydroxamate Ligands with an L-
Alanyl-L-alanyl-N-hydroxyf-alanyl Sequencel. Am. Chem. SqR001, 123 7247-7256.

Y. Ye, M. Liu, J. L.-K. Kao and G. Marshall. “Pegé-Bond Modification for Metal Coordination:
Peptides Containing two Hydroxamate Group&ipolymers (Pept. Scj2003 71, 489-515.

M. J. Kelso, H. N. Hoang, T. G. Appleton and DFRirlie. “The First Solution Structure of a Single
Helical Turn. A PentapeptideHelix stabilized by a Metal Clipd. Am. Chem. Sq&00Q 122, 10488-
10489.

M. Albrecht, P. Stortz, M. Engeser and C. Schall8glid-Phase Synthesis of a Double 4-Pyridinyl
Terminated Leu-Ala-Leu Tripeptide and Macrocycliaatby Palladium (1) CoordinationSynlett,
2004 15, 2821-2823.

M. Marraud and R. Vanderesse. Houben-Weyl, “Methafd3rganic chemistry”, @ed., Vol E22c; M.
Goodman, Ed.; Thieme: Stuttga203

M. D. Wittman, R. L. Halcomb and S. J. Danishefsi3n the Conversion of Biologicaly Interesting
Amines to HydroxylamainesJ. Org. Chem.199Q 55, 1981-1983.

A. Detomaso and R. Curci. “Oxydation of naturafjets by dioxiranes. Part4: A novel approach to the
synthesis of N-hydroxyamino acids using dioxirangstrahedron. Letf 2001, 42, 755-758.

W.D. Emmons. “The preparation and properties ofZeaes’J. Am. Chem. Sqd 957 79, 5739-
5754.

T. Polonski and A. Chimiak. “Oxydation of amino @iesters intbl-hydroxyamino acid derivatives”
Tetrahedron Lett.1974 28, 2453-2456.

G. Grundke, W. Keese and M. Rimpler. "Optically iketN-Hydroxy-o-L-Amino Acid Methyl Esters:
An Improved and Simplified SynthesiSynthesis1987 1115-1116.

225



Réferences bibliographigues

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

! R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, A.M. Reichwa.B.H. Lousberg and H.C.J. Ottenheijm.
“Oxidative Preparation of Optically Active N-hydrnpxi-amino Acids Amides.Tetrahedron199Q 46
(5), 1745-1756.

M. L. Di Gioia, A. Leggio, A. Le Pera, A. Liguorina C. Siciliano. “Optically Purdl-Hydroxy-O-
triisopropylsilyl-a-L-amino Acid Methyl Esters from AlGlAssisted Ring Opening of Chiral
Oxaziridine by Nitrogen containing Nucleophilek"Org. Chem.2005 70, 10494-10501.

L. Neelakantan and W. H. Hartung-Hydroxylamino Nitriles and-Hydroxylamino Acids”J. Org.
Chem, 1958 23, 964-967.

E. Buehler and G. B. Brown. “A General Synthesisldfydryamino Acids’J. Org. Chem.1967, 32,
265-267.

T. Polonski and A. Chimiak. “Nitrones as intermeegain the synthesis df-Hydroxyamino Acid
Esters”J. Org. Chem.1976 41, 2092-2095.

T. Kolasa and A. Chimiak.O-protected derivatives ®-hydroxyamino acidsTetrahedron1974 30,
3591-3595.

R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, R.J.F. Nivand &.C.J. Ottenheijm. “Interconversion of (R) and
(S)-O-benzyle-hydroxylamino acid esters of high optical purityétrahedron1988 44 (17), 5583-
5595.

R.W. Feenstra, E.H.M. Stokkingreef, R.J.F. Nivand &.C.J. Ottenheijm. « An efficient synthesis of
N-hydroxy-a-amno acid derivatives of high optical purityTetrahedron Lett.1987 28, 1215-1218.

0. Mitsunobu. “The Use of Diethyl Azodicarboxylated Triphenylphosphine in synthesis and
Transformation of Natural ProductSynthesis1981 1-28

T. Kolasa and M. J. Miller. "Reactions @fHydroxy Carbonyl Compounds with Azodicarboxylates
and Triphenylphosphine: SynthesisoelN-Hydroxy Amino Acid derivatives.J. Org. Chem.1987 52,
4978-4984.

S. Hanessian and R.Y. Yang. “Synthesis of N-hydmdmino Acids froma-Hydroxy Acids with
High Enantiomeric Purity.Synlett 1995 633-634.

W. Oppolzer and O. Tamura. “Asymmetric synthesig-afmino acids and-N-hydroxyamino acids via
electrophilic amination of bornanesultam-derivedlates with 1-chloro-1-nitrosocyclohexane.”
Tetrahedron Letf.199Q 31 (7), 991-994.

S.1. Murahashi and T. Shiota. “Short-Step Synthessmino Acids andN-Hydroxyamino Acids from
Amines” Tetrahedron Lett.1987 28, 6469-6472.

P. Merino and S. Franco. “Asymmetric Addition Réacs of Lithium (Trimethylsilyl)acetylide with
Chiral a-Amino Nitrones. Synthesis of Diastereomericallyd’N-Hydroxye-amino Acids”J. Org.
Chem, 1998 63, 5627-5630.

a) T. Kolasa, S. Sharma and M. J. Miller. “Readiioforganometallics with oximes. Synthesis-df-
hydroxy amino acidsTetrahedron Letf.1987 28 (42) 4973-4976. b) T. Kolasa, S. Sharma and M. J.
Miller. “a-N-Hydroxyamino Acid derivativesTetrahedron1988 44 (17) 5431-5440.

S. Hanessian and R.-Y. Yang. “The Asymmetric Sysithef Allylglycine and Other Unnatura}
Amino Acids via Zinc-Mediated allylation of Oxim@s Aqueous MediaTetrahedron Lett.1996 37
(30), 5273-5276.

H. Miyabe, C. Ushiro, M. Ueda, K. Yamakawa and Bithl “Asymmetric Synthesis of-Amino Acids
Based on Carbon Radical Addition to Gloxylic Oxier”J. Org. Chem.200Q 65, 176-185.

H. Miyabe, Y. Yamaoka, T. Naito and Y. Takemotoetfioselectivity in Palladium-Indium lodide —
Mediated Allylation Reaction of Glyoxylic Oxime EthandN-Sulfonylimine”J. Org. Chem.2003

68, 6745-6751.

P. Merino, E. Castillo, S. Franco, F. L. Merchad an Tejero. “Enantiodivergent Approach to D- and
L-SecondarN-Hydroxy-a-amino Acids by Using N-Benzyl-2,3-O-isopropylideDeglyceraldehyde
Nitrone as an Effective N-Hydroxyglycine Cation Bagient” J. Org. Chem.1998 63, 2371-2374.

P. Merino. “New developments in nucleophilic adatis to nitronesC. R. Chimie2005 8, 775-788.

P. Chittari, V. R. Jadhav, K. N. Ganesh and S. ij&ga“Synthesis and metal complexation of chiral 3-
mono- or 3,3-bis-allyl-2-hydroxypyrrolopyrazine-igibnes”J. Chem. Soc., Perkin Trans1P98§
1319-1324.

a) H. Feuer, R. S. Bartlett, B. F. Vincent, Jr. &d. Anderson. “Diborane Reduction of Nitro Sa#s
New synthesis of N-Monosubstituted HydroxylaminésOrg. Chem.1965 30, 2880-2882. b) G. W.
Kabalka and L. H. M. Guindi “Selected reductioncohjugated nitroalkene§etrahedron199Qq 46
(21), 7443-7457.

H. Feuer, B. F. Vincent, Jr. and R. S. Bartlethé&TReduction of Oximes with Diborane. A new
Synthesis of N-Monosubstituted Hydroxylaminds'Org. Chem.1965 30 (9), 2877-2879.

E. G. E. Jahngen, Jr. and E. F. Rossomando. “Titaesis of hadacidin: sodium cyanoborohydride
reduction ofa-oximinic acids”Synth. Commun1982 12 (8), 601-606.

226



Réferences bibliographigues

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

R. Zimmer, T. Arnold, K. Homann and H. -U. Reissi#n Efficient and Simple Synthesis of 3,4,5,6,-
Tetrahydro-2H-1,2-oxazines by Sodium CyanoboroldglReduction of 5,6-Dihydro-4H-1,2-
oxazines"Synthesis1994 1050-1056.

Y. Kikugawa and M. Kawase. “Selective reductiorogimes with pyridine-boraneChem. Letters
1977, 1279-1280.

J. D. M. Herscheid and H. C. J. Ottenheijm. “A picad synthesis of N-hydroxg-amino acid esters”
Tetrahedron Lett.1978 51, 5143-5144.

J. D. M. Herscheid, R. J. F. Nivard, M. W. Tijhuig, P. H. Scholten and H. C. J. Ottenheijies “
Functionalized Amino Acid Derivatives. A synthefipproach of Possible Biogenetic Importande”
Org. Chem.198Q 45 (10) 1881-1885.

M. W. Tijhuis, J. D. M. Herscheid and H. C. J. @tieijm. “A pratical Synthesis &-Hydroxy-o-
amino Acid Derivatives'Synthesis198Q 891.

H. O.J. Ottenheijm, R. Plate, J. H. Noordik anB.JM. Herscheid. N-Hyydroxytryptophan in the
Synthesis of Natural Products Containing OxidizéoxBpiperazines. An Approach to the
Neoechinulin and Sporidesmin Serids'Org. Chem 1982 47, 2147-2154.

W. Jencks. “The Reaction of Hydroxylamine with Aetied Acyl Groups. I. Formation of O-
Acylhydroxylamine”J. Am. Chem. Sqd 958 80, 4581-4584.

W. Jencks. “The Reaction of Hydroxylamine with Aetied Acyl Groups. Il. Mechanism of the
Reaction”J. Am. Chem. Sqd 958 80, 4585-4589.

T. Kolasa and A. Chimiak. “Unambiguous SynthesibldfydroxypeptidesTetrahedron1977, 33,
3285-3288.

S. D. Young and P. P. Tamburini. “Enzymatic PeptidAmidation Proceeds through Formation of an
a-Hydroxyglycine Intermediate]. Am. Chem. Sqd 989 111, 1933-1934.

L. Nakonieczna and A. Chimiak. “A New Synthesis\shydroxyamides Using Trimethylsilyl
Protection”Synthesis1987, 418-420.

Y. Jin and D. H. Kim. t-Sterospecificity in the inhibition of thermolysby N-acyl-N-hydroxye:-
amino acid estersTetrahedron Asymml997 8 (22) 3699-3702.

K. Shimizu, K. Nakayama and M. Akiyama\-Hydroxy Amides. 1l.N-Benzyloxya-Amino Acid N-
Hydroxy-succinimide Esters and Synthesis of a Hegtige Having an Alternatiny-Hydroxy Amide-
Amide SequenceBull. Chem. Soc. Jpnl984 57, 2456-2462.

O. Neunheffer, G. Lehmann, D. Haberer and G. Seffilhe hydroxylamino lysis dfl-substituted
phtalimide, a method for the preparation of peptidedN-hydroxypeptidesJustus Liebigs Ann.
Chem, 1968 712 208-213.

A. Chimiak and T. Polonski. “The use of o-nitropfilsalfenyl-N-carboxyanhydrides iN-
hydroxypeptides synthesig” Prakt. Chem.198Q 322, 669-673.

J. Hu and M. J. Miller. “Total Synthesis of a Myealin S, a Siderophore and Growth Promoter of
Mycobacterium Smegatis, and Determination of itev@h Inhibitory Activity against Mycobacterium
tuberculosis’]. Am. Chem. Sqd 997 119 3462-3468.

P. Maire, V. Blandin, M. Lopez and Y. Vallée. “Sghtforward Synthesis df-Hydroxy Peptides”
Synlett 2003 5, 671-674.

M. D. Fletcher and M. M. Campbell. “Partially Mowifl Retro-inverso Peptides: Development,
Synthesis, and Conformational Behavi@tiem. Rey1998 98, 763-795.

I. T. Lim, S. O.Meroueh, M. Lee, M. J. Heeg and 8hislshery, “Strategy in Inhibition of Cathepsin B,
A Target in Tumor Invasion and MetastasisAm. Chem. Sq004 126, 10271-10277

J. Giovannoni, C. Didierjean, P. Durand, M. MarrafdAubry, P. Renaut, J. Martinez and M.
Amblard. “Synthesis and Structure of SymmetricadyBlic Hexapeptides Bridged by Metathesis
Reaction”Org. Lett, 2004 6, 3449-3452.

R. N. Chapman,, G. Dimartino and P. S. Arora. “Agily Stablex-Helix Constrained by a Main-Chain
Hydrogen-Bond Surrogated. Am. Chem. Sq004 126 12252-12253.

N. Kise, S. Takaoka, M. Yamauchi and N. Ueda. ‘&teelective reduction oN-hydroxy-o-
iminocarbonyl-oligopeptide methyl esters with Zn®$’ Tetrahedron Lett.2002 43 (41), 7297-
7300.

L. Yang, R.-X. Tan, Q. Wang, W.-Y. Huang and Y.-Xin. “Antifungal cyclopeptides from
Holbacillus litoralis YS3106 of marine origimetrahedron Letf.2002 43, 6545-6548.

Christian Fizet. “Synthese de la diméthyl-4,4-ditofuranedione-2,3Helvetica Chemica Actd 982
65 (7), 2024-2028.

a) H. C. J. Ottenheijm and J. H. M. De Man. “Systheofa-Keto Acid Chlorides” Synthesis, 1975,
163-164. b) H. C. J. Ottenheijm and M. W. Tijhul8cid chlorides froma-Keto Acids with a,0-
dichloromethyl methyl ether : pyruvoyl chlorid&rg. Synth.1983 61, 1-4.

227



Réferences bibliographigues

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

J.-S. Yao and Y.-S. Wu. “Synthesis of chiral deppiile building block via asymmetric
hydrosilylation” Synth. Commun2002 32 (4), 535-556.

M. A. Berliner and K. Belecki. “Simple, Rapid Prage for the Synthesis of Chloromethyl Methyl
Ether and Other Chloro Alkyl Etherd” Org. Chem.2005 70, 9618-9621.

T. Munegumi and K. Harada. “Asymmetric CatalyticdAggenation of Oximes and Benzylimino
Derivatives of Chiral Pyruvamidegull. Chem. Soc. Jprl988 61, 1425-1427.

D. P. Curran, X. Gu, W. Zhang and P. Dowd. “OnNechanism of the Intramolecular Samarium
Barbier Reaction. Probes for Formation of Radical @rganosamarium Intermediatd®trahedron
1997 53, 9023-9042.

I. E. Kopka. “Selective semisynthetic modificatiohL-156,602, a novel cyclic hexadepsipeptide
antibiotic” Tetrahedron Lett.199Q 31, 4711-4714.

A. Hassner and V. Alexanian. “Direct room temperatesterification of carboxylic acid3etrahedron
Lett, 1978 46, 4475-4478.

J. Boivin, A.-C. Callier-Dublanchet, B. Quiclet-8jrA.-M. Schiano and S. Z. Zard. “Iminyl, Amidyl,
and Carbamyl Radicals fro@Bnzoyl Oximes an@-Benzoyl Hydroxamic Acid Derivatives”
Tetrahedron1995 51 (23), 6517-6528.

A. J. Clark, Y. S. S. Al-Faiyz, M. J. Broadhurst, Batel and J. L. Peacock. “Base catalysed
rearrangement dfi-alkyl-O-acyl hydroxamic acids: synthesis of 2-acyloxyarafdk Chem. Soc¢.
Perkin Trans. 1200Q 1117-1127.

C. M. Dooley, M. Devocelle, B. McLoughlin, K. B. Nm, D. J. Fitzgerald and C. T. Sharkey. “A
Novel Family of Hydroxamate-Based Acylating Inhdoi of CycloxygenaseVol. Pharmacol. 2003
63, 450-455.

T. W. Greene and P. G. M. Wuts. “Protective granparganic synthesis"3Ed.,1999 Wiley
Interscience, John Wiley & Sons, Inc., P507 and/P73

P. Phukan. “lodine as an extremely powerful catdlysthe acetylation of alcohols under solvenefre
conditions”"Tetrahedron Lett.2004 45, 4785-4787.

Les différentes méthodes d’acylation seront natééthodes A,B...S tout au long de ce chapitre.
D. L. Comins and A. H. Abdullah. “Synthesis of 134d.,4-dihydropyridines via Copper Hydride
Reduction of 1-Acylpyridinium SaltsJ. Org. Chem.1984 49, 3392-3394.

La silice de la colonne chromatographique teajtér la triéthylamine ne permet pas de récupérer |
produit propre.

D. De, M. Seth, S. Chandra and A. P. Bhaduri. “Readeof chloroquine resistance: synthesis and
biological evaluation of substituted alkanolamiaes diaminobutanedhd. J. Chem., (section B: Org.
Chem. Inc. Med. Chem1989 28 B 146-149.

S. Pathirana and W. C. Neely. “Interaction of Vafimycin and Stearic Acid in Monolayersangmuir,
1992 8, 1984-1987.

D. Yamashiro. “Preparation and properties of songstalline symmetrical anhydrides Wf-tert.-
butyloxycarbonyl-amino aciddht. J. Peptide Protein Re4.987, 30, 9-12.

Un essai avec I'anhydride isolé par cristallmattonduit a un rendement de 75% p2@in.

W. D. Fuller, M. Goodman, F. R. Naider and Y.-FuztJrethane-ProtectegtAmino Acid N-
Carboxyanhydrides and Peptide SyntheBisipolymergPept. Sc), 1996 40, 183-205.

D. Shan, M. G. Nicolaou, R. T. Borchardt and B Wdigodrug Strategies Based on Intramolecular
cyclization Reactionsd. Pharm. Scj.1997, 86, 765-767.

C. Goolcharran and R. T. Borchardt. “Kinetics ok&bpiperazine Formation using Model Peptidés”
Pharm. Sci.1998 87, 283-288.

C. Santos, M. L. Mateus, A. P. dos Santos, R. May&. de Oliveira and P. Gomes. “Cyclization-
activated prodrugs. Synthesis, reactivity and foxif dipeptide esters of paracetamBliborg. Med.
Chem Lett.2005 15, 1595-1598.

a) R. Braslau, J. R. Axon and B. Lee. SynthesIs-bfdroxy Peptides: Chemical ligation ©fAcyl
Hydroxamic Acids"Org. Lett, 200Q 2, 1399-1401. b) L. Wang and O. Phanstiel IV. “Sysib of N-
(Hydroxy)thioamide-Containing Peptide3’ Org. Chem.200Q 65, 1442-1447.

L. A. Carpino, E. Krause, C. Dan Sferdean, M. Scarintd. Fabian, M. Bienert and M. Beyermann.
“Synthesis of “difficult” peptide sequences: apption of a depsipeptide technique to the Jung-
Redemann 10- and 26-mers and the amyloid pepiitfe-42)”" Tetrahedron Lett.2004 45, 7519-
7523.

Y. Sohma, Y. Hayashi, M. Kimura, Y. Chiyomori, Aafligushi, M. Sasaki, T. Kimura and Y. Kiso.
“The “O-Acyl isopeptide method” for the synthesis of diffit sequence-containing peptides:
application to the synthesis of Alzheimer’s diseadated amyloigh peptide (4)1-42" J. Peptide Sgi.
2005 11, 441-451.

228



Réferences bibliographigues

113 Dos Santos, A. Chandravarkar, B. Mandal, R. Min Murat, L. Saucéde, P. Tella, G.
Tuchscherer and M. Mutter, “Switch-Peptides: Cdiitrg Self-Assembly of Amyloi¢s-Derived
Peptides in vitro by Consecutive Triggering of AMjgrations”J. Am. Chem. Sq005 127, 11888
11889.

12 a) M. Scholl, S. Ding, C. W. Lee and R. H. Grubi@ynthesis ans Activity of a New Generation of

Ruthenium-Based Olefin Metathesis Catalysts Coatdihwith 1,3-Dimesityl-4,5-dihydroimidazol-2-

ylidene ligands'Org. Lett, 1999 1, 953-956. b) J. P. Morgan and R. H. Grubbs “Ii Biteparation of

a Highly ActiveN-Heterocyclic Carbene-Coordinated olefin Metath&salyst’Org. Lett, 200Q 2,

3153-3155.

Il ne s'agit pas strictement d’'un dimére puisqaexdgroupes méthylénes sont perdus.

13- 3.-J. Kim, Y.-D. Park, S.-D. Cho, H.-K. Kim, Y.Kang, S.-G. Lee, J. R. Falck, M. Shiro and Y.-J.
Yoon. “Preparation oD-Alkylhydroxamic Acids using 2-Acylpyridazin-3(2H)nes in WaterBull.
Korean Chem. Sq2004 25, 1273-1276.

114 M. R. G. da Costa, M. J. M. Curto, S. G. DavieSahders and F. C. Teixeira. “Synthesis of (R)-

{n°[O-methylN- (a-methylbenzyl)hydroxyamino]-benzene} chromium trlwanyl via nucleophilic

aromatic substitution ofjf-fluorobenzene) chromium tricarbonyl” Chem. SogcPerkin Trans. 1

2001, 2850-2855.

D. Papaioannou, K. Barlos, G. W. Francis, T. BreltkeW. Aksnes and K. Maartmann-Moe.

“Reinvestigation of the Base-Induces Ring Closdr®lethylsulfonium Salts oN-Trityl-(S)-

methioninehydroxamide and Derivativestt. Chem. Scandl99Q 44, 189-194.

Y. Xu and M. J. Miller. “Total synthesis of Mycoliat analogues as Potent Antimycobacterial Agents

Using a Minimal protecting Groups Strategly’Org. Chem.1998 63, 4314-4322.

17 G.-Q. Shi. “The first general synthesisNbsubstituted 1,2-benzioxazolin-3-oné&trahedron Lett.

200Q 41, 2295-2298.

T. Ishikawa, M. R. Kadoya, T. Morimoto, N. Miyakid, |zawa and S. Saito. “Intramolecular Diels-

Alder Reactions Employing Hydroxamate Tethers: Fhist Examples and Promising Prospeas”

Am. Chem. Soc2001, 123 4607-4608.

0. Miyata, M. Namba, M. Ueda and T. Naito. “A noggnthesis of amno-1,2-oxazinones as a versatile

synthon for-amino acid derivativesOrg. Biomol. Chem2004 2, 1274-1276.

R. Dembinski. “Recent Advances in the Mitsunobud®ea: Modified Reagents and the Quest for

Chromatography-Free Separatidgir. J. Org. Chem2004 2763-2772.

J. C. Pelletier and S. Kincaid. “Mitsunobu reactioadifications allowing product isolation without

chromatography: application to a small paralleldily” Tetrahedron Lett.200Q 41, 797-800.

A. V. Stachulski. “Synthesis @-Vinyl Oximes and Derived Penicillins using Orgaelenium

Intermediatesd. Chem. SocPerkin Trans. 11991 12, 3065-3070.

13- W. F. Huffman, R. F. Hall, J. A. Grant and K. G.l#en. “Nuclear Analogues gfLactamAntibiotics.
4. Total Synthesis of Bisnorisopenicillins from Awcterially Active Monocycligg-Lactam
Precursorsd. Med. Chem1978 21, 413-415.

124y, Schmidt, M. Kroner and H. Griesser. “Total Syests of the Didemnins; IV. Synthesis of the
Peptolide Ring and Construction of the Side Ch&iyrithesis1991, 294-300.

125 A. Hoveyda, D. G. Gillingham, J. J. Van Veldhuizén,Kataoka, S. B. Garber, J. S. Kingsbury and J.
P. A. Harrity. “Ru complexes bearing carbenes: fionocent curiosity to uniquely effective catalysts
for olefin metathesisOrg. Biomol. Chem2004 2, 8-23.

115.

116.

118.

119.
120.
121.

122.

229



MODIFICATIONS DE LA LIAISON PEPTIDIQUE :
N-HYDROXY-, N-ACYLOXY- ET N-ALKYLOXY-PEPTIDES

Une série de peptides présentant un ou deux nigtificoxamate a été synthétisée, I'étape
clé étant laN-acylation sélective dbl-hydroxy-dipeptides terminaux. L'atome d'oxygéene du
groupe hydroxyle peut servir de point d'ancrager pme autre chaine et donne ainsi acces a
de nouveaux pseudopeptides. D'une part, l'acylagdihydroxy-peptides a été réalisée dans
différentes conditions permettant l'introduction geupements variés, en particulier des
acides aminés. Il est possible d'allonger Mescyloxy-peptides dans toutes les directions,
méme si dans certains cas des réarrangementssgagatge peuvent avoir lieu. D'autre part,
une réaction d'alkylation dans les conditions detsifiobu a permis de greffer des
groupements allyle et homoallyle sur désydroxy-tripeptides, conduisant nhotamment a la

préparation d'un hexapeptide bis insaturé qui @getcyclisé via une réaction de métathese.

PEPTIDE BOND MODIFICATIONS:
N-HYDROXY, N-ACYLOXY AND N-ALKYLOXY PEPTIDES

A series of peptides containing one or two hydroatEngroups were synthesized, the key
step being the selectivg-acylation of terminaN-hydroxy-dipeptides. The oxygen atom of
the hydroxyl group can serve to graft another chainthus gives access to new
pseudopeptides. On the one hand, the acylatibhtofdroxy-peptides was performed under a
variety of conditions allowing the introduction afrange of groups, including amino acids.
Elongation of theseN-acyloxy-peptides is possible in all directions,eevif interesting
rearrangements may occur in some cases. On the bamel, alkylation reactions using
Mitsunobu conditions led to the synthesid\s&llyloxy- andN-homoallyloxy-tripeptides and
of a bis-unsaturated hexapeptide which can bezggalihrough metathesis.

e Mots clés : pseudopeptided\N-hydroxy-peptides, N-acyloxy-peptides, N-alkyloxy-peptides, motif
hydroxamate, réarrangement, acylation, réactiddlitunobu, réaction de métathése.

e Discipline : Chimie Moléculaire.

e Laboratoire : Laboratoire d’Etudes Dynamiques eti@trales de la Sélectivité — équipe SyRCA (Sysehé
et Réactivité des Composés Azotés) — 301, rue Ghilaie — BP 53 — 38041 Grenoble Cedex 9.

230



