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AIBN : azoisobutyronitrile

APTS : acidgyara-toluenesulfonique

9-BBN : 9-borabicyclononane

bt : biotinylé

Boc :tert-butyloxycarbonyle

Bop : benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)-phosphonium hexafluorophosphate
CAS : acide camphorsulfonique

Cbz : benzyloxycarbonyle

CDI : carbonyldiimidazole

Clsg : concentration inhibitrice de 50 %

Cp : cyclopentadienyl

DCC : dicyclohexylcarbodiimide

DCM : dichlorométhane

DEAD : diéthylazodicarboxylate

DIPEA : N,N-diisopropylethylamine

DMAP : 4-(diméthylamino)pyridine

DME : diméthoxyéthane

DMF : N,N-diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

DPPA : diphénylphosphoride azide

EDCI : N’-(3-diméthylaminopropyl)-Nethyl-carbodiimide

ELISA : dosage d'immunosorption liée a enzyieezyme-linked immunosorbent assay)
€g. : équivalent

Fmoc : 9-fluorenylméthylénoxycarbonyle

Glsp : inhibition de lacroissance de 50 %

HATU : O-(7-azabenzotrazol-1-yl)-tétraméthyluronium hexafluorophosphonate
HMPT : hexaméthylphosphous triamide

HRMS-ESI : spectrométrie de madsaute résolution- electropray
HOBt : benzotriazole

IDCT : iodonium dicollidinium triflate

LDA : diisopropyle amidure de lithium

LCso : concentration léthale de 50 %

MEC : matrice extra-cellulaire

MOM : méthoxyméthyl

MW : micro-ondes

NBS :N-bromosuccinimide

NMO : N-méthylmorpholineN-oxyde



Abréviation

NOESY : Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY

dba: tris(dibenzylidéne-acétone)

mp : point de fusion (melting point)

PPTS : pyridinium tosylate

Rs : rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire

RX : rayon X

TBAF : fluorure de tétrabutylammonium

TBS, TBDMS :tert-butyl diméthylsilyle

TGl : inhibition totale de la croissamcellulaire (TotalGrowth Inhibition)
tBuOK : tertiobutylate de potassium

TFA : acide trifluoracétique

TFP : trifurylphosphine

THF : tétrahydrofurane

TMS : triméthylsilyl

Ts : tosyl, p-toluenesulfonyl

Tr : trityl

VEGF : Facteur de Croissance des Vaisseaux Endotheliaux (Vascular Endothelial Growth
Factor)
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Introduction générale

L’'un des sujets récurrents en chimie des sucres est la chimié-glgsosides, non
seulement par rapport au défilder synthése, mais aussi car @glycosides peuvent étre
considérés comme des analogueOdglycosides résistants aux processus métaboliques.
La stabilité de ces composés leur permetrel@tir un intérét tout particulier dans la
conception d’agents thérapeutiques.

Il a été montré récemment qdein point de vue synthétique, I€sglycosides peuvent
étre issus des exglycals possédant en position anomérique une double liaison carbone-
carbone qui peut étre réduite ou fonctidiggee. De nombreuses voies d'acces aeles
glycals par des méthodes directes (ré@actide Wittig, de Tebbe sur la lactone
correspondante) ou indirectes (réaction d’élimination, de Ra¥becklund) ont été
rapportées. Ainsi, le développement de la chimieedegylycals s’est effectué en paralléle
de celle de€-glycosides.

Le développement d’'une méthode originale de synthéseglycals a été décrit au
laboratoire par l'intermédiaire de la réactide Wittig sur des lactones de sucres. Les
molécules ainsi synthétisées ont été utilisées da développement de composés d'intérét
pharmacologique : analogau@e spironucléosidedzglycopeptides, peptidomimétiques et
molécules naturelles. Bien qu’elle soit touad intéressante, cette réaction ne donne acces
gu’'a desexoglycals de structures peu diversifiees, @, COOMe, CN). Ce présent travail
s’inscrit dans la cdimuité de ces recherches et répangne double motivation, a savoir la
recherche de nouvelle méthodologie de syntletda conception de composés d’intérét
pharmacologique.

Dans un premier temps, la fonctionnalisation daxoglycal mono- ou dihalogéné
préalablement décrit au laboratoire a été nasepoint par des réactions de couplage
pallado-catalysé. L’introduction stéréoséieetet successive de différents groupements
(aromatiques, hétéroaromatiques, alcenyls) a conduit a dixerglycals differemment
disubstitués. Nous avons ensuite montré queegesglycals ont donné accés a d&s
glycosides par hydrogénation catalytique.

Dans un second temps, en s’appuyant’'expertise de la chimie dexoglycals et
desC-glycosides propre au laboratoire et en utilisant la méthodologie de fonctionnalisation
nouvellement acquise, des molécules susceptithe présenter des activités biologiques
dans le domaine des anti-tumoraux oré synthétisées. L#onctionnalisation dexo-
glycals a été utlisée afin de développ#es analogues de la phenstatine, composé

récemment décrit pour son une activité inhibérde la polymérisation de la tubuline et de
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la prolifération de cellules cancéreuses. Deares d’analogues de la phenstatine sur la
base d'un exalycal et d’'un motif di(hydroxymétyl)éthylene ont été préparées par
réactions successives de couplage palladoys#tadt testées. Parallélement, nous avons
développé I'utilisation d’'unC-glycoside en tant que p&forme fonctionnelle pour la

préparation de dérivés peptidomimétiques tant que ligands potentiels du récepteur

neuropiline 1 (NRP-1) impliqué danspeocessus de I'angiogenese.
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|- Définition, synthese et réactivité déxo-glycals

|.1- Définition

Le terme glycal désigne une molécule saddigre insaturée. Parmi les glycals, deux
sous-familles se distinguent : lesdo-glycals et leexo-glycals. Le termendoglycals est
attribué a des molécules saccharidiques damdturation est située a l'intérieur du cycle
glycosidique. Le termesxoglycals est attribué a dewmolécules saccharidiques dont
l'insaturation est située a I'extérieur du cycle glycosidique. Parn@xeglycals on trouve
notamment les molécules de ty@eglycosylidéne, c'est-a-dire des molécules osidiques
dont la position anomeére est fonctionnédipar une double liaison carbone-carboned-es
glycosylidenes sont communément nommeésoglycals dans la littérature, nous

conserverons cette dénomination tautiong de ce manuscrit (Figure 1).

R R
\

Qo Q 0 R
HO@ HO HOQ_<R'
C-glycosylidene

/

~

Endo-glycal Exo-glycal

N

Figure 1

De telles oléfines peuvent présenterint@rét en tanque précurseurs de@lycosides si
la double liaison est réduite selon une grasti¥éosélectivité. La présence de l'atome
d’'oxygéne influence grandement la réacévile cette double liaison et apporte une
réactivité intéressante a ces oléfines. La synthese dexoggycals ainsi que I'étude de
leur réactivité ont été entreprises au coursatedernieres année$ présenterons ici un

ensemble non-exhaustif d’exemples ttagsaux publiés dans la littérature.
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|.2- Généralités

Au cours des vingt-cing dernieres annéees, de nombreuses méthodes de syexioese d’
glycals ont été développées. Parmi leshmées que I'on peut nommer indirectes, les
éliminations de sélénoxyde et d’halogénes é&igtles premiéres réaat® décrites. Par la
suite, les réactions mettant en jeu un réarnauege ont été développées (Bamford-Stevens,
Ramberg-Backlund). Toutes ces oléfinatimwsrespondent a des méthodes d’acces a des
exoglycals nécessitant plusieurs étapes de synthése. Parallelement, la synthese de ces
composeés a été décrite selon des méthodes didegtagir de lactonde sucre, au travers
de réactions d'oléfinations (WittigTebbe, Petasis, Julia). L'acces a desglycals
s’effectue alors en une seulag¢ a partir de la lactone dacre (Figure 2). Toutes ces
voies de synthese vers des exo-glycals, substitués ou non selon la méthode employée,

permettent un acces facile et efficace a ce type de composés.
0
(e

Petasis Tebbe Julia Wittig

Méthodes
directes <

<

o Bamford- O R Eliminai 0
— imination
X
Méthodes Br,, bay Ramberg- X =1, Se(O)Ph, Ms
indirectes < o Fischer- wklund
Zach O]

/ QMSOZCHRR'

- OBz

Figure 2. Différentes voies d'acces aexo4glycals

|.3- Synthese et réactivité d’exalycals

Le développement de la synthese dee-glycals, qu’elle soit directe ou indirecte, a
conduit a étudier également leur réactivitéll€ei s’est révélée trés intéressante et a

permis au travers de nombreuses réactions telles que I'hydrogénation, I'hydroboration,
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'attaque nucléophile 1,4, la synthése dembreuses molécules, notamment de C
glycosides originaux.

La réactivité de ces compogégylycosylidene a été largement étudiée et décrite au labo
et a conduit & la rédach d’une revue en 2004Nous avons souhaité présenter ici, en nous
inspirant de cette revue rédigée au laboratetrele la littérature plus récente, quelques
exemples représentant les différentes voies d’accés adexdsglycals ainsi que leur

utilisation en synthése organique.
1.3.1- Méthodes directes

a) Réaction de Wittig

Depuis plusieurs années, une thématiqumontante au sein du groupe SUCRES est le
développement et la synthese d’'gtgeals a partir de la réaction de Wittig. Cette stratégie
a permis la synthese directeerld-glycals a partir de lactorde sucre et également la
fonctionnalisation déa double liaisorvia la préparation du phosplzore partenaire. Divers
exoglycals fonctionnalisés ont ainsigéynthétisés au laboratoire.

La premiére synthéseaXoglycal décrite par M. Chaple@n 1984 par rédcn de Wittig
concernait la synthése eXoglycal dichloré a partirde la réaction de la
tris(diméthylamino)phosphine et du G@ -40°C sur une sérige lactones protégéés’
Cette synthése a été revea 1994 par Lakhrisset al. avec l'usage de BR (moins
réactive) et de CGlau reflux du THF'La réaction de Wittig sur des lactones de sucres est
condition-dépendante etyeegalement étre effectuée si@s esters aliptigues simples.

Par ailleurs, cesxoglycals dichlorés ont été réduits par action du Nickel de Raney
dans l'acétate d’éthyle. Cettéaction induit lElimination des deux chlores et la réduction
de la double liaisomxo<cyclique pour conduire aux méth@lglycosides correspondants.
Cette réaction est tres stéréosélective etastrolée par I'encombrement stérique induit
par les isopropylidenes du sagerotégé. Ainsi, le dérivéanno a conduit a ud-glycoside

totalementEalors que le dérivguloa unC-glycoside totalement Schéma 15.



Rappels Bibliographiques

A: P(NMez)g, CC|4 Cl
O __o CH,Cl, -40°C (@) Ni Raney (@)
cr Y £ ¢y
RO B : PPhs CCl, RO ACOEt RO

THF, reflux

Méthode A : 60 - 90 %

Méthode B : 70 - 95 %
N }
4 o) o\\ 0:8
o) >< = >< (@] ’
_\Q“CHg ' CHj 9 MeSOz” "~
o. O

Si
70

W, o
,< 7|IC:H3 ‘ 7-||(:H3

o. O o. O o. O

ribo manno gulo heptonogluco
82 % (D/E=9/1) 71 % (D/E=0/1) 90 % (D E=1/0) 72% (DE=1/0)

Schéma 1. Dichlorométhylénation et réduction au Nickel de Raney

Par la suite, le groupe a\a#oppé en 1996 une synthésexglycals a partir du
méthylene(méthoxycarbonyltriphénylphosphora@ette réaction de Wittig a di étre
effectuée en tube séelafin de pouvoir placde mélange réactionnél une température de
140°C dans le toluéne et ainsintluire aux liaisons exocycliquEsou Ztrisubstituées.

Parallelement, Xieet al. ont démontré des résultasemblables a partir deert-

butyloxy- et (éthyloxycarbonyl)éthyléne(triphényl)phosphorafie.

En 2000, notre groupe a décrit & nouveau uaetign de Wittig a partir cette fois-ci de
cyanomeéthylenetriphénylphosphorane. Cetéaction a été effectuée avec de bons
rendements dans le toluéne a 110°C. A noter que cet ylure de phosphore est instable aux
températures trop élevées (assles de 110°C) et empéche alhgilisation de tube scellé
(Schéma 2.

La réaction de Wittig sur des lactones sieres est condition-dépendante, celle-ci
s’effectue également sur des fonctiondels classiques dans les mémes conditions

réactionnelles.
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o
?{ 740 PhsPCHR 2{27%%
Toluene

110-140°C

o ) BnO
S o X0
. — e
Q : R OH“ R mR O — BnO"-
g N - . . R
O e

%6 N N N / R
O =
X OXO OXO BnO OBn
gulo gluco érythro manno gluco
R = COOMe (90 %) R = COOMe (80 %) R =COOMe (56 %) R =COOMe (71 %) R = COOEt (90 %)
(E/z) =1,6/1 (Elz)=1,11 (E/z) =11 (E/z) =3/1 R = COOtBu (80 %)
(E/Z) =0/1
R=CN (96 %) R =CN (98%) R=CN (83%) R=CN (86 %) R=CN (90 %)
(E/z) =3,5/1 (E/z)=1,7/1 (E/2) =11 (E/2) =1,3/1 (E/2) =2,8/1

Schéma 2. Oléfination de Wittig

Parallélement a ces travaux, le groupeéeritila réduction de la double liaison de ces
exoglycals conjugués par une hydrogénation lgitpe au palladium sur charbon. A
nouveau cette hydrogénation est fortetretdréosélective (exclusivemebtou Eselon le
sucre) et conduit auwcC-glycosides fonctionnalisés corresponddntsa réduction par
hydrogénation catalytique s’est révélée étremoyen puissant et efficace de synthétiser
des C-glycosides diastéréoisomériquement purs a partirexegylycals correspondants

avec de tres bons rendements (Schéma 3).

Pd/C, H, 0
e c
RO/ R AcOEt RO R
R=CN
R = COOMe

1

O
o

O O (@)
>< Xt O >< \\\\\/,, (@) R//, @) _..|\ >< _%:Ogﬂ
O (@) 'Q--u\ CN O
CN — R s CN
o. O o. O o. O
< < 2 <

71 % R=CN 73 % R=H 86 % 62 %

R =COOMe 95 % R = CH,0OAc 89 %
R = CH,OMOM 90%

Schéma 3. Hydrogénation ekoglycals
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La préparation d’exglycals fonctionnalisépar une fonction ester ou nitrile conduit a
des composés possédant une double liaisorugoég. La réactivité particuliere de ces
systemes est connue depuis de nombreusedea en chimie organique, notamment au
travers de l'attaque nucléophile de type 1,4.

Au laboratoire, Lakhrissiet al. ont exploité ce type de réactivité sur les
méthoxycarbonylexglycals. En effet, lors de la réaction de Wittig sur I'heptonolactone
présentant un hydroxyle libre, les auteurd observé un produit secondaire issu de
'attaque 1,4 de I'alcool sur la double liais@ette hypothése fut ensuite confirmée par le
traitement de Bxo-glycal E ou 2 hydroxylé par le DBU conduisant a nouveau au
composé bicyclique avec un excellent renderfiehicune réactivité de ce type sur des
exoglycals n'avait alors été observée auparav@mtte réactivité permet dans ce cas de

synthétiser des molécules dsjiges bicycliques (Schéma 4).

o

e SN
N = (0]
% NN PhsPCHCOOMe % > Q/LLCOOMe N o ’

HO 5 Toluéne HO “,_COOMe
X 140°C, 24 h X 43 % i 5
X 30 %
série heptonogluco
‘ DBU T
THF, reflux
90 %

Schéma 4. Formation de bicycle osidique

Cette réactivité a emiite été exploitée pour la synthése E@mino-acides par attaque
nucléophile en 1,4 de benzylamine sur des méthoxycamsanglycals. Cette réaction
s’effectue avec de trés bons rendements et une excellente stéréosélectivité.

De méme, l'attaque de nitrométhane sureaiglycal a conduit a des précurseurs dle

amino-acides avec un bon rendement (Schém 5).

-11 -
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0 0 o]
><‘\~\/,<i7rN02 ><‘\/ o) _ ><‘\/ o NHR
o CH3NO o" QA o'
\__/ “—coomMe <32 \_/  COOMe BnNH, \ / *—COOR'
o0 DBU o0 -8 5 <

Pay Pay o <

H,, Pd/C R =Bn, R'=Me

99 % R =Bn,R'=Me
R=H, R =Me
K,CO3 B .
H,0, MeOH — R=Bn R'=H
99 %

Schéma 5. Synthése d’acidegtBaminés

Le groupe a développé en 2001 la synthése d’exo-glycals dibromés par une réaction de
Wittig sur des lactones  protégées par le couple bromure de
bromométhyltriphénylphosphoniuntert-butylate de potassium.

Apres formation de I'ylure de phosphagrar réaction acido-basique avedBeiOK, le
phosphorane aussitét obtenu réagit alors deesel de phosphonium de départ pour
conduire au réactif diboromé. Apres ajout ldelactone, la réaction de Wittig conduit au
dérivéexoglycal dibromé (Schéma &).

Br
o ® _Br tBuOK ®
Br PhsP PhsP—5
@ o
@ & PPhs Br
B PhsP—CH; — Ph3P:CH2“/ B =
) @ Br
Br- PhaPp—<
Br
Br Br
O0_o Phgp= @

RO Br RO =
gluco, manno, -, Br
galacto, gulo

RO RO  OR THF, reflux RO RO  OR

R = Isopropylidéne 50 - 90 %
Bn, Ac

Schéma 6 Mécanisme réactionnel deekoglycal dibromé

La synthese @xo-glycals au travers de la réaction de Wittig a permis I'obtention de

double liaison exo€yclique fonctionnalisée par degroupements particulierement

-12 -
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intéressants (halogéne, ester, nitrile) avedrée bons rendements. La fonctionnalisation
directe de la lactone corpndante par I'ylure de phosphorgermis ainsi de limiter le

nombre d’étapes de synteepour la préparationekoglycals substitués.

b) Oléfination par le réactif de Tebbe

En 1984, Wilcoxet al. ont décrit la premiere voide synthese de méthylearoglycal
obtenu par action du réactif debbe sur la lactone de se@orrespondante. Cette méthode
a permis une approche directe de la synthessodjlycals, cependant sans pouvoir

fonctionnaliser la double liais directement (Schéma *?).

H
Cp\ /C\ 'Me
i I

o) Ti, Al O _cH
TBDMSO/\gO Cp/ ¢ Me TBDMSO/\g 2

N THF, toluéne
o._ O

Pad -40°C Pal

1,

O
oV

Schéma 7. Oléfination par le réactif de Tebbe

Rajanbabtet al. ont décrit en 1986 la réactiathydroboration sur un méthyléermxo-
glycal obtenu également par le réactif de Tebbe. Cette réaction a été effectuée avec le
borane ou le 9-BBN dans le THF suiviud' traitement au peroxyde d’hydrogéne.

L'utilisation de 9-BBN induit une forte stéréélectivité de la réaction pour ne conduire

qu'a un seul stéréoisomeré @vec un excellent rendement de 94 % (Schéma 8).

Hy
C Y /C Me
P Ti Al RO _ BnO
cy’ i Me 1) A: BH3 THF
B: 9-BBN, THF
RO ~ BnO"
Toluéne, THF / 2) H,O, NaOH /
-452a0°C RO OR avec R = B BnO OBn
R=Bn 82% A:79% (DE=1/1)
SiMez 70 % B:94% (DE=0/1)

SiEt; 65 %

Schéma 8. Oléfination de Tebbe et hydroboration
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En 2002, Tanakat al. ont utilisé cette méme procédure. Apres méthylénation de la
lactone correspondante pler réactif de Tebbe, dxo-glycal obtenu a subi une réaction
d’hydroboration. L'utilisation deborane sur le dérivé protégé par des groupentertts
butylsilyls a conduit a un mélange d’isomérgd€pour un ratio de 1,8/1 avec un rendement
de 80 %. Ce résultat a été surprengnisqu’'au regard des précédents résultats
d’hydroboration sur ce type de molécules, I'isomé&rest habituellement majoritaire. Les
auteurs ont interprété ce résultat par I'hypséhd’'une déformation de la forme chaise du
pyranose et de I'orientatn du groupement silylé en, €n position axiale génant I'approche
logiqgue du borane sur la double liaison. Eeftypothese a été confirmée par la non
réactivité du 9-BBN. Le simple changement ldenature des groupeprotecteurs (éthers
silylés linéaires remplacés par des éthsilylés cycliques) modifie totalement la
stéréochimie de la réaction. L'usage de berast déja tres stéectif puisque le€-
glycosides ont été obtenus avec un rafldede 1/9 et seul IisoméreEest obtenu par

I'utilisation de 9-BBN (Schéma 9.

o
1) A: BHz THF O
Ph4<o. WA B:9-BBN, THE  Ph—< 0
2) H,0, NaOH o 2 xDH

RO OR RO OR

A:80% (DE=1,8/1)

R=TBS B0 %

\

¢ 9
R= iPr—Sj...Si—iPr A:83% (DE=1/9)
ol O \py B:85% (DE=0/1)

Schéma 9. Hydroboration de méthyléne ekpeal

c¢) Oléfination par le réactif de Julia

Plus récemment, une variante de la réaction de Julia a permis a I'équipe de Gaekjian
al. de préparer directement une sériexd'glycals a partir de lactones en sdgieco. Cette
méthode a donc permis de fonctionnalistirectement la double liaison par des
groupements méthyl, cyclopiyl, isopropyl et hexylia la préparation préalable du réactif
de Julia. Les rendements de la réaction ont été bons (60-7a8vé6)une tres bonne
stéréosélectivitéF/Z = 8/2, 9/1) (Schéma 163.

-14 -
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N 1) NaH, R-X, DMF, 0°C
S—sH
S 2) (NH4)6MO7024. 4 Hzo

H,0,, EtOH, 0°C

BnO BnO
_\Czéo LIHMDS, THF, -78°C _\C(\;R

BnO  OBn  2)DBU, THF, 1h BnO  OBn
R = Me 77 % (E/Z = 8/2)
cyclopentyl 61 %
iPr 60 %
hexyl 63 % (E/Z =9/1)

Schéma 100léfination de Julia
[.3.2- Méthodes indirectes

a) Oléfination par réaction d’élimination

Lancelinet al. décrivent en 1985, la synthese de méthyxueeglycal par €limination
d'un sélénoxyde. En effet, aprés oxydationd#rivé glucosidique sélénié par NalQe
sélénoxyde est éliminé par traitement basianec la diisopropylamine conduisant ainsi au
méthyléneexoglycal correspondant (Schéma 11).

BzO BzO

BuLi, Ph3PCH,

BzO' OH BzO'"
5 DME, 10 min, reflux , CSA 4
BzO OBz 74 % BzO OBz ch,cl, ta, 12h. BzO OBz
60 %
NalOy4 BzO C\)\ iPr,NH BzO
NaHCO SePh AcOVinyl
3 BzO! - n/ y BzO!
H,0, t.a., 2h / 50°C, 6h /
97 % BzO OBz 91 % BzO OBz

Schéma 110Iéfination par élimination de sélénoxyde

-15-



Rappels Bibliographiques

b) Oléfination par la réaction de Fischer-Zach

Lichtenthaleret al. décrivent, en 1995, la synthése de méthyléreglycal par
réaction de Fischer-Zathsur le tétra®-benzoyl- E-bromo-fructose. Cette réaction s'est
produite par chauffage du sucre eagance de poudre de zinc etNtenéthyl-imidazole et

conduit au méthylénexoglycal correspondant (Schéma 12).

O ,Br ) - Q
BzO!- o8 N-méthyl-imidazole ~BzO:..
3 z EtOAc R
BzO OBz 80°C BzO OBz
79 %

Schéma 120léfination par la réaction de Fischer-Zach

c¢) Oléfination par la réaction de Ramberg-Backlund

En 1998, Griffinet al. ont décrit la premiere utilisation de la réaction de Ramberg-

12° pour la synthése de

Backlund®, & partir des conditionmodifiées par Meyerst a
méthyleneexoglycal a partir de méthylglycoside en série gluco, galattoanno. Aprés la
préparation du composé sulfoné glycosylé, une base a permis I'élimination du proton acide
en Dde la sulfone. Aprés réangement et élimination de $0es exoglycals ont été
obtenus avec de bons rendements (56 e%).2A noter également que cette réaction a
permis de fonctionnaliser directement la doukdéstin lors de la prépation en amont du

dérivé sulfoné (Schéma 1%).

BnO BnO BnO
0 1) H,SO, (2M), ACOH o © QR
BnO OMe BnO S— KO aq BnO —
2) MeSSMe, BugP, O R CCl, tBuOH
BnO  OBn BF3.Et,0 BnO  OBn BnO  OBn
e ou BnZSH(,)_II\_/Ife38|CI, Ex en série
g n(® )2' gluco: R=H 30% (D:E=3/1) R=H 72%
séries galacto 3) Oxone™, acétone R=Ph 24 % (DE=2/1) R =Ph 56 %
manno (ZZE=9/1)

Schéma 130léfination par la réaction de Ramberg-Backlund
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En 2002, Paterson et abnt décrit I'oléfination paide réarrangement de Ramberg-
Backlund suivie d’une réaction d’hydroboration sur un sucre befiz@étte séquence a
conduit a I'obtention de deu3-glycosides diastéréoisomeres dans un ratiede 1/3 avec
I'utilisation de borane et n’pas conduit au composé réduieawv utilisation de 9-BBN. Il
est intéressant de noter dans cet exemple la réactivité et la stéréosélectivité moindres de
'exo-glycal substitué par un phényl par rapport exd'glycal non substitué (avec 9-

BBN, 94 % pour [E= 0/1)*® Le phényl de la double liaisgoue donc un réle dans le

contrble de I'approche du dérivé boré (Schéma 14).

BnO 1) A:BHg THF BnO BnO
Q  Ph  "B:9BBN,THF o OH o JoH
BnO"- — BnO' «{ '+ Bnor
2) H,0,, NaOH bh bh
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
A:65% Ratio D/E=1/3
B:0%
Schéma 14Hydroboration

La limitation de la réaction d’hydroboration et notamment de sa stéréosélectivité sur
desexo-glycals substitués a été aidsairement mise en évidee. La fonctionnalisation de
la double liaisorexo-cyclique nuit fortement a laagtion d’hydroboration ainsi qu’a sa
stéréosélectivité. Cependant, elle reste ogan efficace d’'introduction de motif alcool sur

un Gglycoside a partir égxoglycal simple.

d) Oléfination par la réaction de Bamford-Stevens

Téthet al. décrivent, en 2001, I'llisation de la réaatin de Bamford-Stevefispour la
synthese dxoglycals. Apres réduction du dérivétnie correspondant et addition de
tosylhydrazine, une élimination dasyl est effectuée au reflu dioxane par I'hydrure de
sodium avec perte d’une molécule d’azdta. molécule subit alors immédiatement un
réarrangement 1,2 d’hyolgéne pour conduire aeko-glycal présentant un méthylégeo-

cyclique (Schéma 15¥.
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RO

Ni Raney RO NaH RO
NaHPOZ NNHTs Dioxane
RO RO — RO
gluco 4 TsNHNH, reflux /
galacto RO OR  60-85% 70 - 85 % RO ©OR
R =Bz, Ac .
\ RO . / Réarrangement
Q cH 1,2H
RO
5 H
RO ©OR

Schéma 150léfination par la réaction de Bamford-Stevens

1.3.3- Synthese déxo-glycals et couplages pallado-catalysés

Ces dernieres années, l'équipe de Lomazst particulierement intéressée a la
fonctionnalisation dxo-glycals monohalogénés par réactie couplage pallado-catalysé
de type Suzuki, Stille, Sonogashira. Nous illétes ici les principaux résultats de leurs

travaux.

Cesexo4glycals halogénés en cycle furanose ont été préparés a partir d’'une réaction de
bromation suivie d’'une élimination d’'uendo-glycal conduisant a wxoglycal époxydé.
Aprés halogénation de ceixoglycal, I'époxyde a été ouviepar attaque nucléophile
d’acide acétique. La stéréochimie dexb-glycal obtenu n’'a pas ééterminée au cours de
cette étude. La réaction @izuki dans les conditiortdassiques (DME reflux, Pd(PBh
K2COs) a ensuite permis de substituer I'halogene @eolglycal par des groupements
aromatiques tels que phényl, méthoxyphényl, thiédylLa stéréochimie de la double
liaison n'avait alors pas été déterminée initialement. Celle-ci a été par la suite déterminée

de configuration Lurant la suite de leurs travaux (Schéma 16).
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><O o Bry, EtsN
0 o) Br, >< 63 % >< o X __AcOH_
)/ EtsN =

e) pyrldlne
HO 65 % AcO OAc

X=Br, | X =Br, |

(@]e)

3 OMe

arlelelel

52% 48% 58% 68% 53 %

ArB(OH), 1.3 éq. ><

K2CO3 (ZM) 2.7 eq

Pd(PPh3),
DME, reflux

Schéma 16Synthése d'exglycal furanique halogéné et couplage de Suzuki

Desexo4glycals iodés en cycle pyrase et de configuratiogluco, manno et galacto
ont été préparés par une méthylénationladéactone correspondantpar le réactif de
Petasis suivi d’une iodation de=Xoglycal par le triflate deodonium dicollidinium. La
réaction de Suzuki surgko-glycal iodé en cycle pyranose a également permis de substituer
'halogene par des groupements pyrimjdyblyl, méthoxyphényl et thiényl avec

d’excellents rendements (Schéma ¥7).

BnO

BhO Cp,TiMe,

/ Toluene
BnO an 94 %

ArB(OH), 1.3 éq. BnO

= BnO

Pd(PPh3), /
DME, reflux BnO OBn

89% 86% 88% 72%

Schéma 17Synthése d’exglycal pyranique halogéné et couplage de Suzuki

La réaction de Stille surdxo-glycal monohalogéné de configuratiofici déterminée
par étude NOESY en RMN) a permis a I'opiide Lopez de symétiser notamment des
« disaccharides interconnectés » et deswires hybrides monosa@ide-indole avec de

bons rendements (Schéma 18).
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O\ _O___
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X = Br, |
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Pd(PPh3),, Cul
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Py
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R= 91% 65% 76 %
o_ 0O -

e

\O

55 N Oo—.
o/p.”%
o)

)(O 68 %

Schéma 18Couplage de Stille sur waxoglycal monohalogéné

Enfin, la réaction de Sonogashira a perdiiatroduire des chaines alcynes de type

triméthylsilylalcétylene, décytatylene, phénylacétylene suexoglycal monohalogéné

(Schéma 193

AcO OAc

X=Br, |

Alcyne
Et,NH, Cul

Pd(PPh3),Cl,
THF

Alcyne
Et,NH, Cul

Pd(PPh3),
THF

><OO

AcO OAc

= Si(CHs);  87.84%
R= :—(CHz)g-(CH3)3 93 %
=——Ph 88,92 %

Schéma 19Couplage de Sonogashira sur dgeglycals monohalogénés

Récemment, Lopeet al. ont décrit la synthése one-pot comprenant une réaction de

Suzuki et une ouverture de I'époxyde dexbglycal monohalogéné par attaque

nucléophile d’'amines. Cette stratégie originpermet de fonctiontiser la double liaison

de I'exo-glycal par divers groupements aromatiqe¢ divers groupements aminés en

position allylique avec une stéréochirsteictement controlée (Schéma 29).
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. SJeleg

>< RB(OH)2

63% 72% T79%

e Pd(PPha)s =
NaOH (2N) —
THF/H,0, 9:1, 60°C HO N S
) SRV
Yz
=

60% 72% 75 %

X
>< RR NH A

OMe
N o
A= Pd(PPha)s
Q RR'NH =
NaOH (2N) o N SN
THF/H,0, 9:1, 60°C HO  NRR Hoon o N

8% 74% T71% 75%

Schéma 20Amination et couplage de Suzuki

Les travaux développés par Gonetzal. ont permis la préparation d’expycals par
réactions de couplage palladatalysé. Cependant ces réatsime fournissent que deso-

glycals monosubstitués de tyge
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lI- Utilisation des exo-glycals

La synthese et la réactivité intéressanteed@gylycals ont inspiréle nombreux auteurs
pour la préparation de molécules potentiellement actives. En effet, de nombreuses synthéses
chimiques d'inhibiteurs enzymatiques ou de produits naturels ont été décrites dans la
littérature a partir gxoglycals. Au laboratoire, ces molécules ont été utilisées en tant
gu’'analogues de nucléoside et pour la syntleé$étude conformationnelle de glycosi-

peptides. Nous en décrivons ici quelques exemples illustratifs.

II.1- Synthése de produitsnaturels et d’analogues

La phlorizine, un aryl Eglucoside naturel, agit spécifiguement en inhibant les co-
transporteurs N#glucose dans le rein et en diminuant ainsi le taux de glucose dans le
sang® Des analogues de la phlorizine, T95A et T-1095, ont été synthétisés et
développés par Tanabe Co. coeagents antidiabétiques. Cette molécule est administrée
oralement pour induire une egtion urinaire du glucose et ainsi diminuer le niveau de

glucose dans le sang (Figure®3).

OH O OH O
70O
HO o OH  HsC o o
HO\%’FOH RO\%’FOH
Ho OH Ho OH
. R=H, T-1095A
Phlorizine

R = CO,;Me, T-1095

Figure 3.Phlorizine et analogues

L’équipe de Link a déeloppé des analogué&sglycosides de I'agent T-1095A. La
synthese s’effectue par une réaotde Suzuki entre le dériagyl tosylé et le dérivé boré
osidique préalablement praE@ a partir du méthylenexoglycal et de 9-BBN. Apres

déprotection des MOM, plusieurs testsvitro révelent que la molécufe-glycosidique est
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moins active que son homolog@eglycosidique laissant suggé I'importance du réle de

I'atome d’oxygéne (Schéma 2%).

OR O

OMOM 1) 9-BBN, THF

o)
|v|0|v|o/i(\:CH2 2y OH Q
MOMO OMOM O O A rRo 9ZOR
50 %
HO oTt ©

Pd(dppf)Cl,
K3PO4 H,0O, DMF -
3P0y, Hy HCl, R = MOM
MeOH/H,0 R=H

Schéma 21Synthése d’analogues de la Phlorizine

Les synthéses totales d’autres dérivés nistules réservomicynes A et B, ont exploité
la réactivité degxo-glycals. Ces molécules sont capabl@tiber I'activité mitogéne du
facteur de croissance épidermal et possedent des activités anti-tumorales et anti-fongiques.
L'étape clé de la réaction a été la formatiannoyau spiroacétal a partir de la réaction de
Diels-Alder entre le méthylene exdycal et la butylacroléinePlusieurs réactions sur ce

spiroacétal ont conduit & un important pmseur des réservomicines (Schéma®2).

\/\)J\’//O
OTBS

0 H
UN : | ; —
o OTBS
Me K,CO3 100°C N~

58 % Me

o)
»\/\COOH
OTBS
_____ . Q HO
- H ~__COOH
HOOC X _ ji” =
- H Me
Me A< M
Me

Réservomycine A

Schéma 22Synthése partielle de la réservomycine A
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I1.2- Synthése d’inhibiteurs enzymatiques

L’équipe de Sinay a décrin 2004 la synthese de U@Regalactofuranosyl glycal en

tant gu’inhibiteur de I'enzyme UDP-galaglyranose mutase, catadyd I'interconversion
de I'UDP-galactopyranose et d&JDP-galactofuranose (UDP-Gial Cette enzyme est
fortement impliquée dans l'assemblage des galactanes des parois cellulaires des
micobactéries. L’inhibition dda biosynthése des galactsnbloque alors fortement le
développement des micobactéries et notammentMdmbacterium tuberculosidres
pathogene. Il est intéressadibbserver que le simpleemplacement de la liaiso®-
glycoside par une double is@n bloque I'enzyme et l'inhibe rapidement; & 0,9 mM,
Kinact = 0,23 min').3*
D’'un point de vue chimique, la synthése de I'UDP{Galété effectuée par réaction
d’addition-élimination d’un lithien sur I'hephogalactolactone, suivie d’'une série de
déprotection par hydrogénation et action duAFBet se conclut par phosphoestérification
avec 'UMP-morpholidate (Schéma 23).

O JOBn
P
o _ ~OBn 1) Hp Pd/C,
1BSO /\/ O 1) (BnO),POCH,Li BN O~ Et3N, CH,Cl,
OTBS oreS 2) (CF3CO0),0, pyr OTBS |- 2) TBAF, THF
TBSO 71 % TBSO OTBS o
ﬁNH
o, Ot N
1. On= “OH UMP-morpholidate O/P\O
OH 3 74 % '@H
HO OH
UDP-exo-galactofuranosyl glycal
0]
fJ\NH
. O 9 O (0) N/KO
HO o O’P\O/\g
OH 5 OH OH —
HO  OH HO OH
UDP-Galf

Schéma 23Synthese de 'UDP-GAh
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II.1- Utilisation d’ exo-glycals développés au laboratoire

Au cours des années, le groupe SUCRESIligaéduson expertise dans la préparation des
exoglycals pour la synthése de réoliles a propriétés biologiques.
Ainsi, la synthése d’analogues @enucléosides a été élaborge travers d’'une réaction
de cycloaddition entre un ester activaueé nitrone. La réaction du méthoxycarboayb-
glycal sur la nitrone sous irradiation moeondes conduit a un mélange d’isomeres (2,3/1)
de composé bicycliqueelatif & I'approche endeko de la nitrone sur I'exo-glycat. Par
ailleurs, des tests biologiques ont été effectués sur ces nouvelles molécules mais n’ont pas

permis de mettre en évidence @autivité antibiotique (Schéma 24).

/N
MOMO @ MOMO Ph MOMO
COOMe K _W

sz Toluéne i S
o._ O S A
X p-onde, 130°C O o O O
2,5 bar, 1h30
86 % Rapport : 2,3/1

C-Nucléoside

Schéma 24Synthése d’analogues denicléoside

L'utilisation d’exoglycals pour la synthés#une série d’analogues d&nucléosides
bicycliques a été poursuivie. A5 condensation de l'isocydaale potassium sur I'amine
obtenue par attaque 1,4 de benzylamine sexofglycal, la saponifation de l'ester
méthyligue entraine la fermeture du spiucléoside intermédi@. Cependant, le
méthanolate résiduel induit 'ouverture ducley saccharidique. La cyclisation du produit
d’ouverture par la réaction de Mitsunobundait alors a de nouveaux analogues de

nucléoside fusionné de I'uridine (Schéma 25, Figurg 4).

HO\@,N (@]

I
Oi..
o
I

Figure 4. Uridine
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C-nucléoside bicyclique

Schéma 25Synthése d€-nucléoside bicyclique

Suite au couplage de I'alanine sur un dérisgycoamino acide et a la cyclisation de

cette molécule préalablement

déprotégémn observe une cyclisation

intra et

intermoléculaire. La réactio de couplage entre la fdimn amine libre et l'acide

carboxylique en présence de DPPA, en milemncentré (33 ml de DMF par mmol)

conduit a un mélange comportant un produit ltdatid’'une cyclisationntramoléculaire et

d'un glycopeptide cyclique crespondant a une réactiontarmoléculaire (33 et 47 %

respectivement). La réalisation de cette réaction en milieu plus dilué (400 ml de DMF par

mmol) conduit essentiellement a un composé desua cyclisatiorintramoléculaire. Ces

composés peuvent également étre assimailéss analogues de spironucléosides (Schéma

26)?

- 26 -



Rappels Bibliographiques

NHRI
Cbz-Ala-OH ~\
o " PYBOP, EtsN >< o_,NH
,/COOMe y 3 < 7’ 2
: DMF, t.a., 14 h “—COOR

O

o
O,
o

x 92 % X

R! = Cbz, R? = Me

RI=H, R®= Me:| KoCO3, MeOH/H,0
Rl=Cbz, R>=H

R=H, R2=H

Hy, PAIC, ACOER | _

Ho, Pd/C, ACOEY/ EtOH

o) o) Q 0
9 O JH \'\/Ie (@] H 7, 7 \
Ph,P—N3 , EtsN ><‘\/ o N ><~\ ohiN g f<o> ‘\\o><
o < 7‘ NH  + ( 7’ Me 4 O
DMF, 0°C, 14 h /" © K NH \‘O
S 5 O T \‘/<o
X oxo O Me
dilution : 33 mL/mmol de DMF 33 % 47 %
dilution : 400 mL/mmol de DMF 61 % /

Schéma 26 Synthése d'analogues de spironucléoside

Par ailleurs, la conversion dexo-glycals en glycdeamino acides a mené a la
synthese et a I'étude conformationnelle &glycopeptides. Les couplages peptidiques
successifs entre les dérivés glyco-aminés et les dérivés glyco-acides carboxyliques
conduisent aueglycopeptide tétramére et hexamédr&tude conformationnelle au travers
d’études de RMN, d'infrarouge, de dichroisgieculaire et de modélisation moléculaire a
démontré la structuration de deux coudgsiCsein de I'hexamére (Schéma %7).
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Schéma 27 Synthése de=glycopeptide

L'ensemble de ces exemples d'utilisationextglycals démontre clairement le
potentiel de ces molécules. De nombreuses d#es/ntheses directes indirectes ont été
décrites permettant I'acces a de®-glycals plus ou moins substitués. L'utilisation éas-
glycals, notamment pour la préparation de nouveawgty€osides permet d’obtenir, au
travers par exemple d’'une fonctionnalisatie la double liaison suivie d’'une réduction
(hydrogénation, hydroboration), d€sglycosides totalement originaux et trés diversifiés.
Par ailleurs les applications desoglycals peuvent étre nombiss : synthese d’analogues

de produits naturels, d’inhibiteurs enzymatiquesFagycopeptides...
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llI- Objectifs des travaux

Ces dernieres années, la chimie ebesglycals a fait I'objet d’avancées significatives,
de par la diversité des voies d’accés a cdgcates comme de leurs utilisations. Le groupe
SUCRES s'inscrit de maniére marquée démsdéveloppement passé et futur de ces
méthodologies de synthése et possede une éoxqtertise dans ce domaine. La réaction de
Wittig sur les lactones qui a été développée au #bive est tres courte et efficace tout en
utilisant des réactifs commerciaux. Toutefoiastdes réactifs de Wittig ou apparentés ne
sont pas utilisables sur des lactones de setriesir fonctionnalisation n'est pas possible.

Les objectifs de ce travail ogté doubles. Dans un premier temps, nous avons étudié
la transformation dxoglycals d'acces aisé exoglycals plus fonctionalisés par I'étude
de la réactivité d@xo-glycals mono ou dihalogénés efaction de couplage carbone-
carbone. L’hydrogénation des composés issusederéactions pallado-catalysées devrait

permettre l'acces a de nouveaux type€-agycosides (Schéma 28).

2

] R
e
o Rl
"Br"

3 Br

0 R fo0 R 0
?C\f'-ﬁ% .i><‘\<i774 P SC N, O <
o COOMe ) R o '(_7/<R1

< o EED 5

(@]
>< i\\//, O ,\\\\
"Ho" O\ ; ; Rl
||H2n O‘\ H 3 2 N -
>< W, O %R 6.0
COOMe el
RS = aryl, hétéroaryl, OXO

alcényl

I,

@]
o

R = aryl, hétéroaryl, alcényl
R2 = aryl, hétéroaryl, alcényl

Schéma 28Schéma général de la fonctionnalisatioexd'glycals

Dans un second temps nous avons tentdédelopper de nouvelles applications dge-
glycals fonctionnels, utilisés éant que tels pour accéder a des molécules biologiquement
actives. Le développement de nouveaux analodgada phenstatine, molécule présentant
une forte activité sur I'antiprolifération cellida par son action inhitsice sur la tubuline

polymérase sera notre objeatdns cette étudgigure 5).
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O

MeO O O OH
MeO OMe
MeO

R = OMe, OH, NH;...

Phenstatine Séries d'analogues de la phenstatine

Figure 5. Figure générale des analogues visés de la phenstatine

Nous avons exploré enfin I'utilisation d€sglycosides issus ekoglycals présentant

une fonction ester pour la p@ation de molécules a pmgté pharmacologique en se

servant de ceux-ci comme plate-forme pour la synthése de dérivés peptidomimétiques. Le

C-glycoside a été alors utilisé en tant qolate-forme centrale pour la répartition de

fonctions telles que des chaines latéradéamcides aminés (Schéma 29). Nous nous

focaliserons sur la recherche de ligands non peptidiques pour le récepteur Neuropiline-1

impliqgué dans le processus de I'angiogenese.

i

0
\‘\ o O‘\ o
><o“ " "coome ——==- ><o“""<_7““\c0NHR1 — R2HN//"<37"\\\CONHR1
oo 5 o
PaN PaN o\

O
oV

R! et R? = mimes de chaines
latérales d'amino-acides

Schéma 29Schéma général de la synthése de peptidomimétiques inhibiteur de NRP-1
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Développement de méthodes de

fonctionnalisation d’ exo-glycals
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Développement de méthodes de fonctionnalisation d’exo-glycals

I- Introduction

|.1- Objectif

Depuis plusieurs années, une importante #ime du groupe SUCRES consiste en la
synthese de nouvea@xoglycals ainsi que I'exploration deur réactivitéLa réaction de
Wittig longuement explorées au sein du laboratgiermet I'obtention rapide et efficace
d’exoglycals fonctionnalisés. Néanmoins les diverses fonctions possibles sont relativement
limitées et I'acceés a dexoglycals disubstitués sffectue difficilementvia la réaction de
Wittig.

L'étude proposée s'inscrit dans cette thématique du laboragbireonsiste a la
synthése de nouveaexoglycals a partir desxoglycals déja synthétisés au laboratoire en
mettant en jeu des réactions de couplagdagmcatalysé. En effet, les réactions
catalytigues a base de palladium sont gmande source dintroduction de diversité
moléculaire. Par ailleurs, les travaux de ligg de Lopez sur la substitution d’halogénes
d’exoglycals monohalogénés en réaction palladaeigaée (présentés dans le chapitre
introductif) ont particulierement motivi@ choix d’explorerla réactivité desxoglycals
dihalogénés en ayant a I'espiétude de la sélectivité sliun ou I'autre des halogenes.

Le remplacement successif des atomes d’halogenes degyeats dihalogénés par
des groupements carbonés, de méme que le toaeda stéréochimide la réaction nous
permettraient d’obtenir desxoglycals différemment disubstitués et originaux.

En parallele, la bromation da double liaisa du méthoxycarbonyxoglycal en fait
€également un partenaire de choix pdimtroduction de groupements carbonés par
couplage pallado-catalysé.

Ces nouveauwexoglycals synthétisés peuvent égakent étre les précurseurs Ge
glycosides originaux et chiraux obtenapres réduction de la double liaigxo<yclique.

Parallelement, une courte étude exploratoire de la réaction de Wittig a permis la
synthése directe d’'uexoglycal porteur d’'une fonction de type amide de Weinreb (Schéma
30).

-33-



Développement de méthodes de fonctionnalisation d’exo-glycals

Br
o o
0 o
O v — O e
>< j QACOOMG Wittig >< j <_\/¢ Wittig ><oj\-\<_74<5r
S S LV

1) Bry "pg"
2) "Pd"

R R
O o .O =
><oj“" = CcooMe >< j R
o7 5 b 7 6. 0o

X R = Aryl X

Hétéroaryl

R, R = Aryl
Hétéroaryl
Ha Alkenyl
H
o \\kR H2

< z H
5.0 ° (O?.-kR
X R = Aryl >< j“ R'
Hétéroaryl e N
O><O

Alkényl
R, R =H

Aryl
Hétéroaryl
Alkényl

Schéma 30Stratégie de synthése desglycals disubstitués et des dérivéglgcosides

.2 — Sélectivité des réactionspallado-catalysées sur des

alcenes dihalogénés

La disymétrie de la double liaison deXbglycal dihalogéné induite par I'atome
d'oxygéene du cycle osidique poait induire une différere de réactivitédes deux
halogénes et donc une stéréosélectloite d’'une réactiopallado-catalysée.

De nombreuses réactions de substitusétective d'un halogee par des réactions
pallado-catalysées sur des alcenes dihalagéngété décrites da la littérature.

Déja en 1986, Rossi et al. remarquent la réactivité supérielgel deromo-1-alcénes
par rapport au¥-1-bromo-1-alcénes lors de la réaction de réactifs de Grignard en présence
de PdC)(dppf) sur le mélange d'isoméFeet E.*® (Schéma 31)
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Br R;{MgBr R1
/:/ + / N\ /—/ + / \ R = Me, Et, Bu
R 2(dppf) R R, =pr ANFA
Et,0, reflux = 4

Schéma 31Réactivité supérieure d&1-bromo-1-alcenes par rapport a+f-bromo-1-alcénes

En 1987, Minatoet al. décrivent le couplag sélectif d’'un orgaomagnésien ou d’'un
organozincique sur un dérivé de 1,1-dichloro-1-alcene avec de tres bons rendements de 60 a
98 % (Schéma 32f.Dans cet article, les auteurs conclugue la sélectivité de la réaction

est due aux effets stériques lors de I'addition oxydante du palladium.

Arl-MgBr Ar2-MgBr

OMe
ou ou {—‘
R= Me CI
Cl  Arl-zncl H Al Ar2zncl H Arl © © NS

e

R Scl PaChm R o PACHPPhg, R e cl
Et,0, reflux Et,0, reflux _ -
60 - 98 % 60 - 80 % Ar= S

Schéma 32Sélectivité en couplage palladatalysé sur un alcéne dichloré

La sélectivité est clairement détersdn lors de I'étape d’addition oxydante du
palladium sur la double liaison. Celle-ci s&ffue constamment sur I'halogéne en position
trans cette observation sera confée pour tous les systeményliques dihalogénés.

En 1990, Rouslet al. décrivent une série dmuplage de Suzuki sélectifs sur divers
1,1-dibromo-1-alcénes avec des rendementsomposés monosubstitués de 75 & 88 %.
Dans cet article, les auteursncluent que les effets stériquetsélectroniques au sein de la

molécule sont responsables de la sélecti@@éhéma 33)

R R
BFY\H\ HOW\B(OH)Z /w
= A .
O "~ pd(PPhy), TIOH O 2 O R=alcényl
Br O ' Br O
THF, 23°C

75-80 %

Schéma 33Sélectivité en couplage de Suzuki sur des alcenes dibromés
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En 1999, Shen et aldémontrent l'importance du ligand du palladium dans la
sélectivité en réaction de Stille sur des sysierde type styréne dibromé. En effet, un
ligand « doux », c'est-a-dire déficient en électrons comme la tris-2-furylphosphine, permet

d’augmenter la monosubstitution et la Z-sélectivité de la réaction (Schéitta 34).

Br Ph Ph Ph
__ PhSnMes _ __ //
Br Pd,dbag Ligand Br . Ph .
Toluéne, 100°C, 24h

MeO,C MeO,C MeO,C

MeO,C
_ Produit de o _ o Alcyne
Ligand ) Monosubstitue Disubstitue
Départ
TFP 0% 92 % 8 % 0 %
AsPhy 31 % 37 % 32 % 0%
(PPh), 77 % 4% 1% 18 %
(MeOPh}P 100 % 0% 0 % 0 %

Schéma 34Influence du ligand sur la sélectivité en couplage pallado-catalysé

Il est a noter qu'un alcéne dihalogéné monosubstitué peut conduire en réaction de
couplage pallado-catalysé a uroguit secondaire de type alcyne issu de I'élimination du
brome de l'alcéne monosubstitué. On observeaters de ces résultats que plus le ligand
est doux (TFP- tris(2-furyl)phosphine) déficient en électrons, plus &sélectivité est
élevée et le produit de départ coriveans aucune réaction d’éliminatioh.contrario, un
ligand « fort », c'est-a-dire riche en électrons tel que (MefPR1® conduit a aucun produit
de couplagé® *3

De méme, en 2002, Uenisktl al. démontrent I'importance da source de palladium
ainsi que de son ligand pour augmenter la monosubstitution et la séletteit@ réaction

de Sonogashira sur le 1,1-dibromo-3-phényl-1-buténe (Schérfta 35).
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- ) SiM63
5 H—=— ls'M_e3 SiMes o ~7
Phw r  Diisopropylamine Ph/\/\/ N ||
Br "Pd"
Benzéne, t.a. Br
SiM63
“Pd” Temps (min)  Produit de Départ Monosubstitué Disubstitué
Pd(PPh)4 120 41 % 20 % 22 %
PdCL(PPh), 50 26 % 37 % 26 %
PdCL(dppf) 15 0% 68 % 13 %

Schéma 35Influence du catalyseur sur laegivité en couplage pallado-catalysé

Ces travaux démontrent 'augmentation denlenosubstitution lors de I'utilisation de
PdCh(dppf). Les auteurs expliquent ces obstoves par la différence de vitesse de
l'addition oxydante du premier et duecond couplage pallado-catalysé due a
'encombrement stérigue du dppf lors du second couplagec de groupement

triméthylsilyle.

En connaissance des précédents travaux, en 2007, Takedla présentent une
séquence originale de trois couplages dau§isglectifs sur le 1,1-dibromo-3,3,3-trifluoro-
2-tosyloxypropéne. L'étape clé de la séqce se situant au eier couplage, les
conditions ont été optimisées pour obtame excellente diastéréosélectivitéHZ 92/8)
(Schéma 36§

ArlB(OH), (1,1 éq.) Ar?B(OH), (1,2 éq.)
FsC Br CsCOg3 (5M) F3C Arl CsCO3 (5M) FsC Art
TsO Br PdCl,(PPhg), (5 mol%) TsO ~ "Br  Pd(PPhg), (5 mol%) TsO Ar?
P(m-tolyl)3 (5 mol%) 80 - 96 % toluene 60 - 97 %
toluene 100°C, 24 h
100°C, 24 h
Ar3B(OH), o cr B
r
KsPO, (2M) FsC. Art Me 3 ‘
3: - \ 2 —
Pd(OAC), (5 mol%) Ar Ar Ar = © O QS
X-Phos (10 mol%) 90 - 95 % I L A S TN T
THF ' ' ' ' ' ' ‘
80°C, 24 h

Schéma 36Séquence réactionnelle usant de couplages pallado-catalysés sélectifs
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L'étape clé de cette synthesst I'étape d’addition oxydantke palladium s’'incorpore
tres préférentiellement sia liaison carbone-brome drans de I'atome d’oxygéne, plutét
gue celui ertransdu CF;, conduisant ainsi a I'isomé@&avec une grande stéréosélectivité
(ZIE= 87/13 a 92/8). Le remplacement du groupement @& un CH diminue
grandement la sélectivité du premier couplage (70 %/Et= 68/32). De méme, le
remplacement du groupement OTs par un J€H conduit & un faible rendement de
réaction (15 % eZ/E = 81/19). Ces observations indiquent clairement le réle de l'effet
stérigue mais également de I'effet électronigue la sélectivité ks du premier couplage
de Suzuki.

Au regard de la bibliographie et de lacévité des systemessaturés dihalogénés, on
peut espérer le méme type de réactivité suremnoglycals dihalogénés. En effet, la double
liaison de I'exo-glycal n’étant pas symétrique car substituée par un sucre (ou
tetrahydrofurane), la réactig¢ des deux halogénes dexbglycal est différente et devrait

permettre une stéréoseélectivité dedaction de couplagmallado-catalyse.
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lI- Réactions pallado-catalysées @&xo-glycals dihalogénés

II.1- Préparation desexo-glycals dihalogénés

Au cours de cette étudeekoglycal de configuratiogulo a été le synthon modéle pour
nos travaux. En effet, la synd@de la gulonolactone protégée’effectue en une étape a
partir de lab-gulonolactone commerciale. De plus ée®-glycals dihalogénés déja publiés
au laboratoire sont des substratseptiels pour la suite de ces travaux.

La protection des diols 2,3 Bt6 en isoprogidene de lab-gulonolactone commerciale
s’effectue en solution dans 'acétone railieu acide avec un rendement de 80 %. L’exo-
glycal dichloré2 a été obtenu avec un rendement de 85 % selon la méthode préalablement
décrite au laboratoire, a savoir en présence @ Bhde CGl dans le THF au reflux
(Schéma 379.

R o 4—0 o #—o o Cl
Ho\)wgo H,SOy O\)""go PhsP, CCly O\)""Q%m
6.0 60

L THF, reflux
HO OH Acetone X X
D-gulonolactone
80 % 85 %
1 2

Schéma 37Synthése de I'exglycal dichloré

L’exoglycal dibromé3 nécessite quant a lui lagmaration préalable du réactif
(bromure de bromométhyl(triphényl)phosphonium) par chauffage au reflux de

triphénylphosphine et de dibromorhéhe dans le toluéne (Schéma 38).

B

Toluéne @
Ph3PCHzBr

PPhs + CH,Bry

Reflux

Schéma 38Syntheése du bromure de bromométhyl(triphényl)phosphonium

-39 -



Développement de méthodes de fonctionnalisation d’exo-glycals

Ce composé dibromg&a été obtenu avec un excellent rendement de 90 % en présence
du sel de phosphonium synthétisé ettele-butylate de potassium dans le THF au reflux

(Schéma 393*

(@] @] Br
Ph3sPCH,Br,Br
0 sPCHoBr, 0
O\)/,,.go tBUOK o\)“"Q%Br

sz THF, reflux sz
< Pas
90 %

1 3

Schéma 39Synthése de I'exglycal dibromé

Il.2- Réactions pallado-catalysees sur I'exglycal dichloré

Les premiers essais de réaction pallado-catalysée de type Suzuki ont été effectués sur
I'exo-glycal dichloré2. Les dérivés chlorés sont connpsur leur faible réactivité en
réaction pallado-catgtée, néanmoins, l'atome d’oxygene dexdglycal pourrait
influencer de facon favorable la réactivité de la molécule. Cependant, aucune substitution
de I'halogene n’a été observée, le produit deadéest retrouve efin de réaction (Schéma

40).

R1B(OH), 5 ol
Q/Q KoCOs (2M) [

Pd(PPh3)4 S F . o
X DME, 85°C, 24 h. >< '

2
Schéma 40Essai de couplage pallado-catalysé sexdglycal dichloré

I1.3- Réactions pallado-catalysées sur I'exglycal dibromé

Au regard du manque de réactivité dexbtglycal dichloré2 en réaction pallado-
catalysée, nous avonsuyrsuivi I'étude sur Exoglycal dibromé3 susceptible de présenter

une meilleure réactivité.
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[1.3.1- Premier couplage pallado-catalysé

L’étude de la réactivitédles deux bromes deekoglycal 3 en réaction de couplage
pallado-catalysé passe par I'esgation de différents types de couplages et de différentes
conditions opératoires.

Une réaction de couplage pallado-catalysé sur le conp@stit conduire en fin de
réaction a trois prodts : (Schéma 41)

- le composé monosubstitué de configuraion
- le composé monosubstitué de configuraion

- le composé disubstitué

4’70 Br R! 4’70 R
(@) 0] (@) O
o) ., 1 o) 1,5 2 ",
\) Q%Br R*M \) QA = Ng, O\) S
— ! + A
o 0 5

"Pd", Ligand

(5><O Solvant >< X O><O
2 Isomeére Z Isomére E Disubstitué

Schéma 41

L’expérience montre que ces trois produstnt obtenus dans des rapports variant
selon les conditions opératoires. Les trois produits se distinguent facilement par leur
déplacement chimique du doublet du proton H-3 en RMNL attribution de chacun des
signaux sera détaillé au csudu paragraphe suivant "Il.3).stéréochimie du composé
majoritaire”.

Nous avons cherché a développer des conditions opératoires permettant de préparer de
facon majoritaire un isomére en consommanotalité du produit de départ et en modérant

les proportions dedutre isomere et du produit de disubstitution.

a) Couplage de Suzuki

L’étude de la réactivité dedko-glycal3 en réaction de couplage pallado-catalysée a
tout d’abord été effectuée aavers de la réaction de Suzéki.
Afin d’explorer les possibilités et de limitations, différents acides boroniques

commerciaux ont été employés (phényl, tmé&yphényl, nitrophényl, thiényl, furyl,
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pyrimidyl et vinyl) et une série d’expériences a été effectuée afin d’établir les meilleures
conditions expérimentales.

Toutes les réactions ont été effectuéessda DME, avec une solution aqueuse de
carbonate de potassium (2M), la quantité degam introduite a toujours été de 5 mol%.

La température, la quantittacide boronique introduite, laature du ligand, le mode
de chauffage ainsi que la source de palladamh été modifiés seh les indications du
Tableau 1.

Dans chaque cas, la différence tres faible lerRCCM des trois produits obtenus et
du composé de départ permet difficilement de séparer chaque composé. Ainsi la
purification n'a été possible qujgartir du moment ou I'isomér2 4 est majoritaire dans le
mélange réactionnel. De maniere générale seul le composé 4 (majoritaire) a été isolé et
caractérisé. Cependant, lorsque la chtogr@phie I'a permis, certains composés
monosubstituék 5 et disubstituég ont été isolés et caractérisés.

4’70 Br R1B(OH), 4’—0 Br 4’»() R! _Fo R?
o) o) o) o)
o_ S K,CO3 (2M) O P
\) Q%Br 5 3 (2M) \) Q%(Rl O\) Q%(Br O\) Q%(Rl

TEP, DME +

O><O Condition O>< X ><
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] . Eq. Tps de Ratio® Rdt de 2
Entrée RB(OH), Cond. | | o
R"B(OH), | réaction 3/4/5/6 (%)
1 A 2 24h | 13/31/8/47
B(OH)2
2 @( C 15 24n | 26/53/12/9
a
4 D 2 5min | 12/26/3/59
B(OH),
5 Q A 2 8h | 41/16/0/43
MeO
b
7 A 15 24h 69/25/0/6
8 @B o, A 2 24h | 37/45/7/10
9 \J A 25 24h | 0/65/23/12 50
10 c B 2 24h | 0/66/19/15
12 A 15 8h 13/28/8/53
13 OZNOB(OH)Z A 2 8h 0/20/0/80
14 AC 15 24h | 26/52/12/10 46
d
16 D 15 5min | 13/42/12/33
17 N B(OH)2 A 2 24h 71/8/0/21
iy
18 . C 2 24 h 62/0/0/37
19 &B(OH)Z A 15 24h 80/20/0/0
20 \J A 5 24h 33/66/0/0
f

2estimé par RMNH, ® rendement aprés purificatiohchauffage a 65°C

- Condition A : Pd(PP4),4, 85°C , A* : chauffage a 65°C

- Condition B : Pg(dba}, TFP (30 mol%), 85°C

- Condition C : PdG(PPh),, TFP (30 mol%), 85°C

- Condition D : PAdCG(PPh),, TFP (30 mol%), 130°C, irradiation micro-onde en tube scellé

Tableau 1.Résultats aprés un premi@uplage de Suzuki suekoglycal dibromé
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Dans chaque cas, I'isoméred est toujours majoritadr par rapport a I'isomere 5.
Systématiquement, la premiére réaction pallado-catalysée exoglycal dibromé
s'effectue préférentiellemerdur la liaisoncarbone-halogené&rans La sélectivité de la
réaction est définie par la grande différeectre les cinétiques d&addition oxydante du
palladium sur les liaisons carbone-halogérms/trans de Iexo-glycal, ceci
vraisemblablement a cause de I'effet gl@aique et stériqude I'atome d’oxygene.

Les premiers tests utilisant les conditions A (PdgRPh85°C) montrent une
stéreosélectivitt modeste. L'isomere 4 est toujours majoritaire par rapport &u
Cependant, il subsiste soit une quantité importante de preluiépart (entes 5, 7, 8, 17
et 19), soit le composé disubstitti@d été formé en grande quantité (entrées 1, 5, 12 et 13).
L’addition de 2,5 équivalents d’acide 2-thiénylboronique permet de consommer le produit
de départ et d’obtenir avec une stéréosélectivité modérée 65 % d’isoA@(brut) ou 50
% isolé (entrée 9). De facon suprenante¢duivalents d’acide 2-furylboronique sont
nécessaires pour obtenir 66 % de taux de conversion d’isahEfravec une excellente
stéréoseélectivité, 33 % de proddi départ subsistant dans cesditions (entrée 20). La
proportion de composé disubstit@ (entrée 14) est considérablement diminuée en
limitant la température a 65°C pour l'dei 3-nitrophénylboronique et permet donc
d’augmenter le taux de conversion de I'isoméd (entrées 12 et 14).

Au regard de ces résultats préliminaires encourageants, plusieurs conditions
expérimentales ont été étudiées afin d’augmedatsglectivité de la réaction en faveur de
lisomereZ 4.

Comme décrit ci-dessus, l'usage de trifurylphosphineP{Tpour ses propriétés de
ligand « doux » a plusieurs fois été décrit dans la littératuGe ligand a été utilisé & 30
mol% avec deux sources difétes de palladium : Rdba} (condition B) et PAG(PPh).
(condition C). Le couplage du dibronexoglycal 3 avec l'acide 2-thienylboronique selon
les conditions B et C augmente grandementdeéstélectivité dans les 2 cas (entrées 10 et
11). L'usage de PdgPPh), et de TFP (condition C) conduit essentiellement a de la
monosubstitution avec un excellent rapptie de 80/20 et 60 % d’isoméere4c isolé apres
chromatographie. L’'acide pyrimidylborapnie conduit principalement au composé
disubstitué avec un faible taux de conversion pour les deux conditions utilisées (entrée 17 et
18).

D’une maniére générale, I'usage de R@®Ph), / TFP (conditions C) augmente
clairement la stéréosélectivipbur les autres acides boroniques. Pour finir, en adaptant la

quantité d’acide boronique selon les précédetgsltats, les composés monosubstitués de
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configurationZ ont été obtenus avec d@six de conversion de %291 % (entrées 3, 6, 11,
15, 21).

Testés pour les acides phénylboroniquenigtophénylboronique, le chauffage par
irradiation micro-ondes ne piste pas dintérét majeur puisqu’il n‘augmente pas la
stéréosélectivité de la réacti@ondition D, entées 4 et 16).

b) Stéréochimie de I'isomere majoritaire

La stéréochimie de lisomére majoritaire a d’abord été déterminée par le déplacement
chimique de son proton H-3 en RMN. En effet, le doublet du proton H-3 du compdaé
(isomeéreZ) se trouve a 4,98 ppm, tandis que celui du compas@gsomereE) se trouve a
5,52 ppm.

Dans le cas du composé 5a (isom&jele proton H-3 se trouve dans le céne de
déblindage du brome, provoquant ainsi son déplacement vers les champs plus faibles
(Figure 6).

Figure 6. Déplacements chimiques du proton I$t8 les deux isoméres monosubstitués

Ces différences de déplacements chimiqueprdmn H-3 caractéristiques de tous les
composés de monosubstitution obtenus ont été utilisées pour donner la composition du

mélange de chaque réactipallado-catalysée (Figure 7).

Isomére E Produit de Départ Isomére Z Disubstitué
@+-3) = 5,49 ppm @-3) = 5,24 ppm @-3) = 5,17 ppm G+-3) = 5,10 ppm
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Figure 7. Exemple d’agrandissement de la zone des protons H-3 du spectréHRMN

Brut de réaction avec I'acide thiénylboronique

De plus, une étude RMN NOESY sur les compak#gt 5da permis de confirmer
cette hypothése. On observe dans le cas du compas#g4dteraction a distance entre son
proton H-3 et 2 protons aromgues (Ha et Hb) du groupemedwnitrophényl. A contrario,
aucune corrélation de ce typeest observée sur le compo$é. L’optimisation de
géométrie des deux molécules sur CAChe@leetalcul des distances (effectué sur le
logiciel CAChe®) entre les deux protons sfHa et H-Hb) confirment a nouveau
I'hypothése. En effet, une distance de 2,61 Auwée entre le proton H-3 et les protons
aromatiques Ha-Hb de lisoméi permet une corrélatioa distance en RNM NOESY,

tandis qu’une distance calculée de84i7ne le permet pas pour I'isomééFigure 8).

NO,
4’—0 Br b Hb
(@) (e)
O\)///. — o Ha
0 ", =
DR

NO
SH ? Br
(3><E) Ha < = Hg
6_ 0
1.3 = 5,00 ppm K Giz=552ppm
4d 5d
Isomere Z Isomere E
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Hb Ha

B a
j b
H3 I

88 72 64 56 48

=h
H

40

Spectre RMN H ! NOESY Isomére Majoritaire

Hb
Ha

H3

Isomer

H3 L ) .

a8 40 48 40

Spectre RMN H ! NOESY Isomére Minoritaire

Hb Ha

H3

Isoméee

Figure 8. Carte NOESY et calcul des distances des protons Ha et Hb avec H-3 sur les deux B@t®res

issus de la monosubstitution dexbglycal dibromé avec I'acide 3-nitrophénylboronique

Pour finir, la configurationZ de l'isomere majoritaire défini par I'ensemble des

données RMN a été indiscutablement confirpéela structure cristallographique obtenue

par I'analyse aux rayons Xuh monocristal du compogia portant un groupement phényl

(Figure 9).

L’étude cristallographique nous a ainsi peraésrésoudre la structure de I'exoglycal

4a par la méthode directe. Cemant, le réseau cristallin présentant quelques désordres

notamment au niveau du groupement phényl alpés été possible d’obtenir une résolution

convenable.
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Figure 9. Structure cristallographigqudu composé monosubstitie

c) Couplage de Stille

Au regard des premiers résultats menosubstitution par couplage de Suzuki, une
seconde série d'études sur le cogplgallado-catalysé de type Sfllesur I'exo-glycal
dibromé a été effectuée. La réaction de Sabe omniprésente en synthése organique du
fait de ces conditions opératareelativement douces et deflgilité de préparation des
organostannanes. La réaction est compatibée avesque tous les groupes fonctionnels et
permet d’introduire des stannanes élaborés.

Ainsi nous avons synthétisé queds stannanes tels que(&-tributylstannylacrylate
de méthyl 7, tributyl-(E)-2-(triméthylsilj)éthenyl-stannane8 ou le tributyl-E)-2-
phényléthenyl-stannargeobtenu par hydrostannylation telcene correspondant selon les
procédures de la littératut®*® *° Le stannan@ est obtenu sous forme de 2 isométex
Z avec respectivement 25 et 35 % de remel®@ aprés purification. Les stanna@est 9
sont eux obtenus sous forme d’un seul isorkeree stannan® est obtenu avec un faible

rendement de 20 % ceci étant d0 a diséllation délicate (Schéma 42).
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o BusShH, AIBN __fOOMe Bu;Sn  COOMe
H—==—COOMe * P\~
Benzene, reflux SnBug
25 % 35%
7a 7b
BusSnH, AIBN _ SiMes
H———SiMej3
80 °C SnBu3

20 %

::: BuzSnH, AIBN _
H—
100 °C SnBug

50 %

Schéma 42Synthése de stannanes

L'étude de la réactivité dedkoglycal dibromé en réaction dgtille a été effectuée en
utilisant trois stannanes préalablement sytighé (ci-dessus) et deux commerciaux (phényl
et thiényl).

A nouveau, cette réaction est susceptidle conduire a un mélange complexe
comportant trois produits de réactions : composés monosubstilgés, et produit de
disubstitution. L'identification des composés & gtalisée la encograce au déplacement
chimique du doublet du proton H-3 en RMIN.

Une série dexpériences a été effectusdan d’établir les meilleures conditions
expérimentales et obtenir majoritairemémtcomposé monosubstitué de configuratibn
Toutes les réactions ont étéezffuées dans le toluene edgence de 30 mol% de TFP, la
guantité de catalyseur introduite a toujours été de 5 mol%erhpérature, la quantité de
stannane introduite, le mode de chauffage ajusila source de palladium ont été explorés

et sont indiqués Tableau 2.
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Rl 4’70 Rl

4’—0 Br 4’—0 Br ﬂ)—o
o . o o @)
(@) 11y, () 11y, \)//,, 11,
— + — + —

N TFP, Toluéne - R
X < < X
3 4 5 6
) Eq. Tps de Ratio® Rdt de
Entrée R'SnBus Cond. 1 _ b
R*SnBu; | réaction 3/4/5/6 2" (%)
1 A 1.5 24 18/53/18/11
2 SnBug 2 24 16/55/16/13
3 @ B 1.2 0.75 | 26/41/19/12
a
5 B 2 0.75 24/36/12/25
6 S<_SnBug 1.5 24 100/0/0/0
e
8 ¢ C 2 0.75 | 27/45/19/9
8 MeOoc” X SNBus A 1.5 24 0/90/10/0 40
g
Me3Si/\/8nBu3
10 ) B 1.5 0.75 0/69/7/24 *
©/\/Sn8u3
11 B 15 0.75 0/72/6/22 *
[

2Estimé par RMN'H, ® Rendement aprés purification, , * Décomposition des produits sur

colonne de silice (méme @3 neutralisation par ).
- Condition A : toluéne, Rdba), TFP (30 mol%), 100°C.
- Condition B : toluene, R¢tba), TFP (30 mol%), 140°C, irradiation micro-ondes en tube

scellé

- Condition C: toluene, PdgPPh),, TFP (30 mol%), 140°C, irradiation micro-ondes

(300W) en tube scellé

Tableau 2.Résultats aprés un premier couplage de Stille sxo4lycal dibromé (autre page)
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Le chauffage thermique (condition A)omire une bonne sélectivité, I'isometel est
présent a hauteur de 55 % et 90 % (entrkext 8). Avec le tbutylphénylétain, des
guantités non négligeables de produit de déBadt du composé disubstitlEa sont
retrouvées (entrées 1 et 2).p@adant, la stéréosélectivité egcellente pour le groupement
méthoxycarbonyléthenyl (entrée 11) (90/10E). De faibles rendements aprés séparation
sur colonne de silice restent néanmoins daéetsv Concernant le tributylthiénylétain
(entrée 6) I'absence totale dEaction est difficile a expliquer.

Le chauffage par irradiatiomicro-onde (conditions B) n'amente pas la sélectivité
en faveur de l'isomer& (entrées 3, 4, 5 et 9) mais meode d’activation suggérant des
temps réactionnels grandement raccourcis intoins de dégradation lors de la réaction.
On observe ainsi une augmentation du rendement d’isafisaé (entrées 8 et 9) apres
purification sur colonne de sik. De plus, I'activation micro-ondes et le chauffage a 140°C
(au lieu de 110°C en thermigupgrmet une réactivité deekoglycal dibromé avec le
thiénylstannane avec usélectivité raisonnable (entrée 7). Les compdbést 4i montrent
une bonne stéréoseélectivité eavrespectivement 69 et 72 % ima@es produits se sont
révélés trés instables lors de leur purtima sur colonne de silice (méme neutralisée a
EtN).

d) Couplage de Sonogashira

La réaction pallado-catalysée de Sonogashira permet de substituer un halogéne par une
chaine alcyné! Un essai de couplage de ce typeéaténté avec le trigthylsilylacétyléne
en présence de Cul, PdEPh), et EtNH mais n’a conduit a aucun produit de couplage,
seul le produit de départ esplis en fin de réaction (Schéma 43).

4’70 Br 4’70 Br
o\)/,,,@% Eto,NH O\)/"- (@) _
B h=—s —X— RN

o O PdCl(PPhg); o) ™S

)< Cul, t.a.
2

O,

X

Schéma 43Essai en couplage de Sonogashira sxolglycal dibromé
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e) Bilan

L’exploration des conditions opératoires cks réactions pallado-catalysées a permis
d’obtenir avec des rendements convenables, étant données les difficultés de purification, les
isomére<Z issus de la monosubstitution dexbglycal dibromé. Au final, des composés
monosubstitués issus de r@action de Suzuki (Pd&€PPh),, TFP) et de Stille (Rdba,

TFP, p-ondes) ont été obtenagec des rendemende 50-60 %. Ceux-a@nt été introduits

dans une seconde réactiotlgdo-catalysée dans la stides travaux (Schéma 44).

OMe
: i ; NO,
Rl= = e ~p
o\)'u,@% iouii o\)w(i?% . a:i=60% b:62% d:61%
/ Bl / R ii = 33 %

X X S;j O;j %/:/COOMe
3 4 !

/ /

c:i=60% f:60% g:50%
i =60 %

Couplage de Suzuki: AB(OH),, K,CO; (2M) (2eqg/eq ac. boronique), PdEPh), (5 mol%), TFP (30
mol%), DME, 85°C, 24h. ;
Couplage de Stille : B&nR, Pddba (5 mol%), TFP (30 mol%), Toluéne, 140°C, micro-onde, 50 min.

Schéma 44Bilan des composés monosubstitués synthétisés

Il.4- Synthése d’exoglycals differemment disubstitués

La stéréosélectivité des réans pallado-catalysées suexoglycal dibromé ayant été
concluante, nous nous sommes dontérassés ensuite a la synthesexdyglycals
differemment disubstitués par une seconde réaction pallado-catalyskebrome restant
(Schéma 45).
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2
U Te
@)
O\)/"'Q%Rl RZB(OH)Z or RZSHBUS O\)//I,Q%Rl
: i R

4c, d, f 10

i) Couplage de Suzuki :°B(OH), (2 éq.), DME, KCO; 2M (2 éq. /éq. acide boronique), Pd(BR{5 mol%),
85°C, 24h ; Couplage de Stille '$hBu (2 éq) toluéne, Pgldba) (5 mol%), TFP (30 mol%), 140°C,

irradiation micro-onde en tube scellé, 45 min.

Schéma 45Synthése d’exglycals différement disubstitués

La réaction de Suzuki a été réabsdans le DME avec 5 mol % Pd(RghLa quantité
d’acide boronique a été modifi€e, 1.5 et 2 eéquivalents) afdiétablir la quantité optimale
pour la conversion complete du produit de dépaxtréaction est doncomplete par ajout
de 2 équivalents d’acide boroguie et 4 équivalents de;8O; (2M). L'irradiation micro-
ondes a été adoptée pour la réaction de Stille, dans le toluéne, avec 2 équivalents de
d’organostannane, 30 mol% de uriflphosphine et 5 mol% de Ritba. Tous les exo-

glycals disubstitués ont été obtenus avebales a tres bons rendements (Tableau 3).
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Produit _ a
; Partenaire _ Rdt
Entree de o Produit
] organomeétallique (%)
Départ
B(OH), O
1 4d o 10a 85
©/ “, = O NO,
OMe
B(OH), O
2 ad Q 10b 95
MeO %O — NO,
COOMe
CO,Me =
3 4d — 20N _ 10c 66
BuzSH NO,
s
S<_B(OH)
4 4d ks 5O\ o, 10d 60
NO,
O,N B(OH),
5 4c @ 0 10e 85
= N\—S
I Y
OMe
B(OH),
6 4f Q 10f 85
MeO %)O — 0
’ Y4
s
S\_B(OH)
7 4f U 2 2O A 10g 45
’ Y

% rendement aprés purification

Tableau 3.Résultats aprés un second couplage pallado-catalysé suplglycals monosubstitués
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Nous observons qu’une double réaction deuRupermet d’obtenir un large choix
d’exoglycals substitués par deux groupementsratiques ou hétéroaromatiques différents
avec de bons rendements. La réaction de Stille ave&Wilfutylstannylacrylate de
méthyle permet d’obtenir uaxoglycal mixte éthylénique etaromatique (entrée 4), les
autres stannanes laissent leduit de départ inchangé dacss conditions réactionnelles.

Le composé monosubstitdég issu d’une premiéere réaction de Stille ne convient pas a un
second couplage de Suzuki sans doute en raison de son instabilité dans ces conditions
réactionnelles. Tous les ghéisomeres peuvent étrea priori synthétisés
stéréochimiquement pur simplement en changéordre de réalisation des couplages. Un
exemple est illustré avec le groupement thi@tyhitrophényl (entrées 4 et 5), ou les deux

stéréoisomeéres0d et 10eont été obtenus.

II.5- Synthese d'un exo-glycal disubstitué a partir du

meéthoxycarbonylexoglycal 11

Aprés la mise au point des rdaots pallado-catalysées surexoglycal dibromés, il
nous a semblé intéressate mener a bien unétude similaire sur &xo-glycal bromé
fonctionnalisé par une fonctiaster tel que le compo4®2. La préparation d’un partenaire

adéquat pour les réactions dmiplage pallado-catalysé a ééalisée par bromation de la

position vinylique de I'estet1 (Schéma 46).

4’*0 4’70 Br Couplage 4’*0 R

., O o) iy A , O
O\)’ ,'mCOOMe O\)/I"Q%COOMe Pallado-catalysé O\)’ "mCOOMe
< < <

11 12 17

O,
O,
O//,

Schéma 46Schéma général de synthése

[1.5.1- Préparation du dérivé bromé vinylique

La connaissance préalable de la littérat sur la bromatiorde doubles liaisons

trisubstituées avec un ester est nécesgaur la mise au point de I'étude.

- 55 -



Développement de méthodes de fonctionnalisation d’exo-glycals

a) Bibliographie

La réaction de bromation d’'une double laistrisubstituée portant un ester s’effectue
généralement par I8-bromosuccinimide (NBS), le tribromure de pyrimidium (Pyk)Br
ou tout simplement le dibrome (Br

Ainsi, en 2006, Tacheét al. incluent dans leur synthése de prodrogue enediyne une
étape de bromation de double liaison. La réact’effectue au moyen du dibrome dans le
CH.CI; en présence de triéthylamine a -78t€.rendement de réaction est bon avec un
ratio d’isoméreE/Z de 70/30 (Schéma 4%P.

Brzy CH2C|2 Br
= -78°C, 12h
COOMe = COOMe
puis Et3N, t.a. 38h
TBDMSO TBDMSO

71 % (E:Z = 70:30)
Schéma 47Réaction de bromation au dibrome

En 2007, Cainellet al. ont présenté une étude ldebromation de double liaisaxo-
cycligue de -lactame. Ces auteurs font varier pduss parametres lors de leur étude
(nature de I'agent de bromation, présence de base, solvant, température...) et comparent le
rendement et la stéréoséleitbvde la réaction (Schéma 48).
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R OEt Br o=
7 Réactifs R OEt
]/ : / + R / Br
NH O o
o g NH
o
aR=H E z
b R = CH3CHOTBS

Proc,iuit de Réactifs et Conditions Rendement Rati@/E
Départ

Ea NBS (1 éq.), CGl t.a.,, 15h 69 % 30:70
Za NBS (1 éq.), CCl t.a., 15 h 90 % 33:67
Ea NBS (1 éq.), EN, CH,Cly, t.a., 15 min 95 % 80:20
Ea Br, (1 éq.), CCj, t.a.,, 18 h 90 % 63:37
Zb Br, (1,1 éq.), Et3N (1,1 éq.), GBI, 0°C., 15 min 95 % 45:55
Eb PyHBr; (1,1 éq.), Et3N (1,1 éq.), GBN, 0°C., 1,5 h 78 % 63:37

Schéma 48Influence de I'agent de bromation sur la réaction de bromation de dériEacame

De trés bons rendements de réaction sorgrgbs pour tous les agents de bromation
utilisés (NBS, PyHBy, Br,). Le rapport disomére/E varie avec l'agent de bromation
utilisé. Les conditions optimales décrites fp@s auteurs correspondent a l'utilisation de
NBS en présence de triethylamine danditdlorométhane conduisant a un rendement de

95 % de composé bromé pour un ratio d'isonzékede 80/20.

En 2005, Bellur et Langer décrivent leobration de double liaison de 2-alkylidene-
tetrahydrofuranes de configuratiéghpar du NBS au reflux du Cg£Ills obtiennent ainsi,
selon la nature de R et de quantité de NBS, des pmmions de composés bromés
variables (Schéma 48j.>°
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O

o Br Br OR
o) CCly, reflux, 3h o Br
o Br B
r
Isomére Z Isomére Z Isomére E
monobromé dibromé dibromé
Z monobromé _ ] _ ]
R Eq de NBS o Z dibromé % E dibromé %
(o
OEt 1,3 41 26 15
OEt 3,0 / 70 23
OiPr 1,3 19 27 26
OtBu 1,3 73 / /
Ph 1,3 / 63 /

Schéma 49Influence de la chaine alkyl de I'ester lors de la réaction de bromation

de dérivé 2-alkylidéne-tetrahydrofuranes

On observe gque dans le cas des 2-alkybkd@trahydrofuranes une bromation sur la
position allylique est possible et courante malgré le faible excés de NBS introduit (1,3 éq.).
La monobromation est observée pour le sttt le plus encombrant : R EBu.

Les 2-alkylidene-1'-bromo-tétheydrofuranes de configuratioh sont ensuite engagés
dans des couplages pallado-catalysés de type Suzuki et Heck afin de substituer le brome
précédemment introduit.
Les rendements de couplage varient de 75 a pOWbles réactions de Suzuki et de 45 a 80

% pour les réactions de Heck (Schéma>0).
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R
Ar Br R’
ArB(OH), — =
i i =~ OR
o) o)
o)

Ar = Ph, MePh, CIPh,
MeOPh, Thienyl

R' = CO,tBu, CN,

R = Me, Et, iPr, tBu Ph, MeOPh

i) Réaction de Suzuki : ArB(OH)3 éq.), KPO, (6 éq.), Pd(PR)y (3 mol%), 1,4-dioxane, reflux, 6h.
ii) Réaction de Heck : R'CH=CH2 éq.), EiN (2 éq.), Pd(PRJy (3 mol%), DMF, 100°C, 25 h.

Schéma 50Couplage pallado-catalysé sur des dérivés 2-bromoalkylidéne-tetrahydrofuranes

b) Bromation des méthoxycarbonyl exo-glycals 11 (Isoméres Z et E)

Dans un premier tempsgko-glycalll, développé au laboratoire, a été synthétisé par
réaction de Wittig entre la lactone 1 et le
méthoxycarbonylméthyléne(pfiénylphosphine)phosphoranéa réaction s'effectue dans
le toluéne en réacteur fermé a 140°C durant 24 heures. La réaction de Wittig conduit apres
purification a dewexoglycalsE 11la et Z11b avec des rendements en composeé isolés de
44 % et 36 % respectivement (Schéma 51).

COOMe
0. O_ o 0.0 o
><J\<_\/¢ Ph3PCHCOOMe J“"O%COOMe X‘DJQ%
O (5 b Toluéne 0 (5 b * O N
o 140°C, 24 h Pal O
44 % K 6%
Isomeére E Isomere Z
1 11a 11b

Schéma 51Synthése du méthoxycarborgstoglycal

Les premiers essais de bromationt été réalisés sur I'isoméella avec le NBS
comme agent de bromation dans le £@lpres 5 heures de réaction nous observons la
dégradation complete du produit de départ et une multitude de composés non isolés sont
observés par CCM. Ces conditions ne sembperst adéquates pour la bromation de la

double liaison de &xoglycal 11a(Schéma 52).

-59 -



Développement de méthodes de fonctionnalisation d’exo-glycals

Br
\O),/ o NBS, CCl, Q

0
o " O "¢ N
(7 “coome S VARG < mCOOMe
6><b o°cata 5)<b
1lla

Schéma 52Essai de bromation au NBS

La réaction de bromation a ensuite étéedfiée au moyen de dibrome et une série
d’expériences faisant varier le solvant (CH ou CCl) et la présence ou non de base
(EtsN, ajoutée des le départ) a éfitectuée sur les deux isomeiegt Z Pour I'ensemble
des conditions explorées, la réaction de bromation de l'isoB@eonduit a un nombre
important de produits observés par CCM et isofes. Il est & noter également qu’un exces
de triéthylamine (2,2 €q.) inhibe toute réactivité etpteduit de départ est retrouvé

inchangé en fin de réaction (Schéma 53).

° Br, (1,1 éq.) Q or
0 2(L1éq. o
o o
% 7 coowme — < mCOOMe
o_ 0O

CH2C|2 ou CC|4 (@) @)
X 0°C puis t.a. X
Isomeére E EtzN
1lla 0 éq. dégradation
1,1 éq. dégradation
2,2 éq. produit de départ

Schéma 53Essai de bromation du composé 1la

Concernant I'étude menée sur l'isomergah observe également des produits de
dégradation. Cependariprsqu’'une base (Btl) est ajoutée dés ldépart en quantité
stoechiométrique par rapport & Bieux isomereg& et Zissus de la bromation de la double

liaison sont obtenus.
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4’»0 COOMe 4’» COOMe
@) 6 O3 2 O

o) 1y, — () 11, 1y,

\) (_7) Br, (1,1 éq.) \) Q/(COOMe . Q%Br

6 6  ocpust 5 7
° i
KX @) X X
Isomere Z z E
11b 12a 12b
Conditions
(solvant, CCly EtN, CCl EtN, CH.Cl, CHCI;
base)
CCM propre CCM moins propre
(début de dégradation)
Rendement isolé : Rendement isolé :

Résultats | Dégradation - 45% produit de départ - 10 % produit de départ| Dégradation
- 50 % produit bromé : | - 35 % de produit bromé|:
ratioZ/E = 4/1 RatioZ/E = 3/1
(Rendement RMNH) (Rendement RMNH)

Tableau 4.Résultats de bromation du compddb

Lorsque la réaction est effectuée dans le@peu de produit de départ subsiste en
fin de réaction (10 %) et 35 % de composés bromés sont obtenus avec drerdga3/1.

Par contre la réaction de bromation effectuée dans lg &@Qbrésence d’'un équivalent de
EtsN conduit a 50 % de composé bromé pour un E#ode 4/1 avec récupération de 45 %
de produit de départ (Tableau 4).

La proportion des deux isoméres bromés a été quantifiée en’RNsr le signal du
proton H-4. En effet, I'isomére majoritairegsente un déplacement chimique de son proton
H-4 de 5,79 ppm, alors que le signal Hid lisomére minoritaire est a 5,39 ppm. La
détermination de la configuration des deux ieces sera détaillée au paragraphe suivant

(cf : 11.5.2.e)Détermination de la stérébimie des composés bromés

L’addition d’'une quantité plus imporitke de dibrome (1.6 €qg.) sur le- Z
méthoxycarbonylexoglycal 11b conduit & un mélange de composés monobromé et

également dibromé en position vinyligetesur I'isopropylidene (Schéma 54).
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0 0
0] 1, = Br, (1,6 é ) 1 =
\) (_7) 2(L.6 €q) \) Q)HCOOMe N Q/écoowm

iz CCly, EtzN Lot
o _ O 0°C puis t.a. o _ O
X X s
Isomére Z
11b 12a-b 12c

Schéma 54Bromation du composElb avec 1,6 éq. de Br

Il est & noter une importante instabildés composés bromés vinyliques qui impose
une conservation de courte durée et au dat@#r. De plus, les deux isomeres bronkést
Z (12a et 12b sont tres difficilement séparables en chromatographie. La synthese de

composé bromé pur et en grandamfité se révele donc délicate.

¢) Bromation sur d’autres déviés méthoxycarbonyl exo-glycals

Etant donné les résultats obtenus pour la bromatioZ @ée€ méethoxycarbonyexo-
glycals 11a et 11bde la série gulotrois autresexoglycals présentant un groupement
méthoxycarbonyl ont été étudiés. Les isom&es$ Zde configuratiormanno,13a et 13b
et 'isoméreZ de configuration ribdl5 ont ainsi été bromés selon les mémes conditions

expérimentales qu’en séggilo.

4’»0 COOMe 4’»0 Br 4’»0 COOMe
(@] O = Br, (1,1éq.) O o (@] o
21 eq ~ “cooMe 4 = Br
Solvant

o O 0°C puis t.a. o O o_ O
Manno >< (Et3N) >< ><
Isomére Z Isomére E
14a 14b
Isomére E 13a 40 % rapport Z/E : 74/26
Isomere Z 13b 70 % rapport Z/E : 63/37

Schéma 55Bromation du composéannol3
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Pour les composés de la sénmanno, les rendements de la réaction de bromation sont
globalement équivalesta ceux de la sérgulo (Schéma 55). On observe a nouveau que
isomére broméZ 14a est majoritaire en sérimannoquel que soit 'isomére de départ
utilisé. Une structure RX de ce composé a dailleurs pu étre obtenue et confirme sa

configuration (Figure 11 en 11.5.2.e).

COOMe Br COOMe
O __ , (@) (@)
ACOAQ) Bra (1,1 éq.) AcO/\Q%COOMe . ACO/\Q%Br
Iz Solvant Iz I
o O 0°C puis t.a. o O o O
Ribo x (EtzN) X X
Isomére Z Isomére Z Isomére E
15 50 % 16a rapport Z/E : 43/57 16b

Schéma 56Bromation du composébo 15

La réaction de bromation de la sérieo conduit cette fois-ci majoritairement au composé
E (Schéma 56). On observe également que l'isofaéne sériegulo n’a jamais conduit aux
composés bromés et ce quelle qui ko méthode utilisée. En sérimanno cependant,
isomere E a conduit aux composés bromés avecremdement de 40 % (inférieur au
rendement de bromation de l'isomeren manno : 70%)

Ces observations doivent étre prises campte pour I'établissement d’'un mécanisme
réactionnel. D’autres étudesur la bromation desxo-glycals doivent étreffectuées afin

d’expliquer ces résultats.

d) Mécanisme de la réaction de bromation

Un mécanisme réactionnel a été proposé dans le but de justifier les résultats
expérimentaux obtenus, notamment en temhee stéréochimie. La premiére étape du
mécanisme consiste a la formation d’'un ion bromonium sur la double liaison, stabilisé par
effet mésomere du doublet de I'oxygene dualeyuranose. L’hydrogénacide est ensuite
éliminé par la triéthylamine et conduit a dauble liaison fonctionnalisée par un brome.
(Schéma 57)
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COOMe Br B

[ B]’ r
@\ +COOMe
R/, @) — BI’Z R/.. (@) |(_9, N COOMe R/ o® ‘\\COOMe R/ O\ oY
H Q/\H H H

e X )X
11b - Eth -
R = 7,8 isopropylidéne acétal r
COOMe Br
R//, O — R//, O —
Br + COOMe

°° <

Isomére E Isomére Z
12b 12a

Schéma 57Mécanisme réactionnel de la réaction de bromation

Ce meécanisme proposé met en jeu une igxaat’élimination d’ordre 1 lors de
lattaque basique de l&riéthylamine afin de justifiela présence des 2 isomeéres de
configuration en fin de réaction. La stéréosélectivitt moyenne de la réaction est ainsi
validée et s'effectue lors de la libre rotation de I'état desttimm carbocation et de
'approche de la triéthylamine sur I'’hydrogéaeide. L’ensemble de ces paramétres ne
permettent pas de prevoir la stéréochimie majoritaireedegylycals bromés obtenus (sauf
étude théorique de I'état de transition), seléxpérience permet pour le moment de la

vérifier.
11.5.2- Couplages pallado-catalysés sur I'ester bromé vinylique

Bien que l'acceés aux dérivés bromés vigyes se soit avéré délicat, nous avons
néanmoins exploré la réactivité de ce typecdmposés dans des réactions de couplage

pallado-catalysées, notamment sur l'isoni&obtenu de facon majoritaire.

a) Couplage de Suzuki

L'utilisation des conditions opératoirede la réaction de Suzuki précédemment
décrites (Pd(PR) , DME, 85°C, 24h) conduisent a sleendements de couplage tres

faibles avec un faible taux de conversatrdonc de récupérati du produit de départ.
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Nous avons ainsi modifié nos conditions expérimentales en remplacant le solvant
(DME) par le 1,4-dioxane perrtant ainsi un chauffage pludevé de 110°C (au lieu de
85°C).

Divers groupements aromatiques ont aétsi introduity(3-nitrophényl, 4-méthoxyphényl,
naphtyl) avec de bons rendements de 64 a 81 % (Tableau 5).

o) o)
O Iy, AI’B(OH)2 O 11y,
J Q%COOMe J ~ “cooMe

X X

i) R'B(OH), (2 éq.), 1,4-dioxane, 4C0; (2M) (2 éq. /éq. acide boronique), Pd(BRtE
mol%), 110°C, 24h.

] _ Rendement
Entrée ArB(OH) Produit
(%)
NO
02N B(OH), o
1 = 68
\©/ & COOMe
17a
OMe
B(OH),
2 O o 64
MeO & COOMe
17b
B(OH), O
%’ COOMe
17c

Tableau 5.Résultats du couplage de Suzuki sur le bromométhoxycarbroglycal
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b) Couplage de Stille

Les couplages de Stille tentés swaxbglycal bromél2a avec le tributylphénylétain par
chauffage thermique ou irradiation micro-onde montrent aucune réactivité, seul le
produit de départ est retrouvé en fin de rnéac¢tmalgré I'ajout en grande quantité de
stannane (jusqu’a 6 équivalent). Lopetizal. ont notamment déja fait état d'une faible

réactivité de certains dérivés bromés dasgéactions de Stille (Schéma 58).
Br
A o PhSnBus
O\)"" —
COOMe COOMe

o o
z EE O\)“'
X | X

12a

I,

o

I,

i) PhSnBuy (3€éq.), Pedba (5 mol%), TFP (30 mol%), p-ondes (140°C, 1 h) ou thermique (120°C, 24 h).

Schéma 58Couplage de Stille surdkoglycal bromé 12a

c) Couplage de Heck

La réaction de Heck permet d'introduireraditement au travers d’'une catalyse au
palladium un dérivé allylique sur un dérivé halogéné. Cedtetioh est favorisée lorsque le
dérivé allylique est paug en électron, soit de type acrylate par exemple.

Une expérience, mettant en jeu l'acrylate tdet-butyle, a été effectuée afin de
confirmer la faisabilité de la réaction de Heck sur le détRe La réaction a conduit & un
produit de couplage avec un bon rendemenb&éo présentant une stéréochimie de la

double liaison formé& (Schéma 59).
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COOtBu

A o COOtBuU A o ~
O\)"" = = O\)”" =
COOMe COOMe
* i T
o, 0

X X R =58 %

12a 17d

O,
o

i) CH,=CH-COCBu (2 eq.), Pd(PR}y (5 mol%), EtN (2 éqg.), DMF120°C, 24h.
Schéma 59Couplage de Heck I'exglycal 12a

d) Réaction d’amination

La substitution de I'Hagene du méthoxycarbonylexycal 12a par une amine
pourrait constituer une voie d'acces originale a des précurseurs d'afidesnés
glycosylés.

Une réaction d’amination a partir de la mfidinone par catalyse au cuivre a été
entreprise selon les conditiom&crites par Buchwald. Layrrolidinone correspond au
substrat type décrit dans plusieurs travaux puBli@5La réaction conduite en présence de
N,N’-diméthyléthylénediamine, de Cul et deGO; n'a cependant fourni aucun produit
fonctionnalisé par la pyrrolidinone. Seul le pradie départ est retrouvé en fin de réaction
indiquant la complexité supérieure degstemes osidiques mpaapport aux deérivés

vinyliques substitués de Buchwald (Schéma 60).

o)
4’, B \ NH 4’- <Nlo
o) r o)
o) o)
O I, O 1y, —
\) Q%COOMe +, \) QACOOMe
i

O,
o

X X

i) pyrrolidinone (1,2 ég.)N,N’-diméthyléthylénediamine (0,2 ég.), Cul (10 mol%)CKs (2 éq.)), toluéne,
110°C.

Schéma 60.Réaction d’amination surdxoglycal 12a
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En 2004, Barluenga&t al. décrivent d’autres conditions expérimentales de réaction
d’amination utilisant la catalyse gualladium sur des systémes vinyligi&&Jne réaction
d’amination de kExoglycal 12a a été entreprise selon les conditiales Barluenga en
présence de morpholine, ttuONa dans le toluene a 90°C.

A nouveau, la réaction ne conduit pas aodpit de couplage avec la morpholine. On
retrouve en fin de réaction IE-méthoxycarbonylexaylycal 11a aprés perte du brome
(Schéma 61).

to p G O
O\)/"'Q%COOME >H< A(L»\)/l"é%coowle

50 % X

i) morpholine (2 éq.tBuONa (2,5 éq.), Rdba (5 mol%), PPh(30 mol%), toluéne, 90°C.

Schéma 61Réaction d’amination surdkoglycal 12a

e) Détermination de la stéréochimie des composés bromés

La stéréochimie de lisomer& majoritaire a d'abord été déterminée par le
déplacement chimique de son proton H-4 en RMINEN effet, le doublet du proton H-4
du composél2a (isomere Y apparait a 5,79 ppm, rtdis que celui du composE2b
(isomerekE) se trouve a 5,39 ppm.

Dans le cas du compod®a (isoméreZ) le proton H-4 se trouve dans le cbne de
déblindage du méthoxycarbonyl, alors que le comd@bé(isomereE) se trouve dans le
cbne de déblindage du brome.
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La connaissance des pouvoirs déblindants diéférents substituants portés par la

double liaisonexaycligue nous a permis de déterminer la structure edeodglycal 12

(Schéma 62).
Br
%O
~ Br
3
H
@4-3) = 5,26 ppm
Cl
;GO
~ cl
3
H
@-3) = 5,31 ppm

Br

550N —

Gy4-3) = 4,98 ppm

50N~
3

H
(gH_g) =5,52 ppm

Br

CN
N
4
H
@y-4) = 5,14 ppm
@)
%%Z&ACN
4
H
QH-4) =5,40 ppm

COOMe

@-4)= 5,78 ppm

Hypothése :

_____________________

Schéma 62Variation desGy.auyiquey €N fonction du substituant et de la configuration

de la double liaison dedkoglycal en sérigulo

On observe que l'action déblindante groupement méthoxycarbonyl est bien plus

importante que celle du brome. Ainsi, et méltimpossibilité d’avoi des monocristaux de

ce composé pour une étude RX, le composé nitaije possédant unydrogéne allylique

au déplacement chimique de 5,79 ppm en RMNa été identifié comme lisoméi2

(Figure 10).

FJa

Figure 10.Identification des deux isoméres par le déplacement chimique en'RMB! leur proton allylique
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Cette hypothése a été indiscutablement confirmée pour larss#migo avec la structure
cristallographique obtenue mp#analyse aux rayons X d'umonocristal de lisomere

majoritairel4a (Figure 11).

(@) —
4
‘H
X
Isomeére Z Isomére E
14a 14b

Figure 11.Structure cristalographique dda (Isomére Yet déplacement chimique en RMN du proton

allylique de chacun des isomeéres de la séaano

Une étude complémentaire plus précise dautale la densit@lectronique de cette
molécule est actuellement en cours afiapgrécier d’'un point de vue électronique les

propriétés de ce type de moléaukt leur réactivité chimique.

En sériegulo, la configurationZ de lisomeéere majoritairel2a a également été
confirmée via une expérience de RMN n@i&érence sur le composé substitué par un
groupement 3-nitrophényl7a. Celle-ci montre une corrélatispatiale entre le groupement
méthoxy de la fonction ester et le proton H-4.ies, si 'on se rére a la carte NOESY
du composé bromé monosubstitdé (cf: 11.3.1.b) indiquant une corrélation entre les
protons H, Hy et Huyiique, ON Ne retrouve pas dans le cas du comfp@a&ette corrélation
(Schéma 63).
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Pas de
Corrélation

O\)/"'G%coom Suzuki L \’<H
6b o on O n
X X
12a 17a

Schéma 63Visualisation des corrélations en nOe différence du composé

Ces résultats confirment la stéréochiriiedu composé substituE/a obtenu apres

couplage pallado-catalysé et également la struztdredérivé vinylique initiall2a.
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lll- Hydrogénation des exo-glycals

[11.1- Introduction

Dans le domaine de la recherche weuvelles molécules bioactives, un nombre
croissant de sucres et de mimes de sucedé décrit ces derniGgannées. Parmi eux, les
C-glycosides sont considérés comme un dedllenes choix par leur stabilité et leur
similitude avec les glycosides normaux. En effet, le simple remplacement de I'oxygéne
anomere par un carbone leur conféere une meillstatalité dans I'organisme. (cf : chapitre
1)

La réduction par hydrogénation catalytique desglycals substitués précédemment
synthétisés ouvre la voie a degylycosides originaux et pour certains chiraux.

l1l.2- Hydrogénation des composés monobromes

Dans le chapitre tnoductif, nous avons décrit I'hydrogénationexid-glycals en
présence de Pd/C ou de Nitkde Raney conduisant awxglycosides correspondants.
Cette réduction s’effectuait trés stéréosélectivement notamment & cause de 'encombrement
stérique des isopropylidénes lats I'approche du catalyselif

Nous avons, dans un premier temps, essaye la réductienaglycals monobromeés en
présence de Pd/C, d'une atmosphéere d’hydrogdnen solution dans l'acétate d’éthyle.
Cette réaction a conduit a unegd#dation compléte du prodiue départ avec perte des
isopropylidéenes, certainement due 'aciditéndilieu lors de la libération du brome en HBr
(Schéma 64).

Pd/C A o
o\)”'( 7\©
X < -
o_ 0O

H, (1 bar), ACOEt X

4a 18a

Schéma 64Essai d’hydrogénation par catalyse au palladium du conf@osé
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Nous avons ensuite tenté d’hydrogéner dasglycals monosubstitués bromédsa
pression atmosphérique a l'aide Nickel de Raney fraichement préparé au laboratoire.
Nous observons alors un début de réduction -@hyside. Cependanlta réaction n’est
pas compléte : une grande quantité de pradiiitiépart est récupérée en fin de réaction.
L’activation de la réaction sous pmeon d’hydrogene (10 bars) conduit a une
consommation totale du produit de départ et a I'obtentiolC-dé/cosides aromatiques
avec de bons rendements (entrées 1 a 4). Léost@mie de la réaction est excellente car
tous les Gglycosides obtenus sont de configuration(déterminée par constante de
couplage en RMNH, J,.3= 3,5 Hz, relation ciso&). La configuration. du composé final

est définie lors de I'approche du catalyseur sur la fade 'exoglycal (Tableau 6).

L’hydrogénation degxoglycals bromés monosubstituégonduit auxC-glycosidesl8
respectifs avec de bons rendements @88 %). La réduction du 1-bromo-1-(3-
nitrophényl)-hept-1-enitodd s’accompagne égalementude réduction du groupement
nitro en amine (entrée 3). De méme, les deux doubles liaisons du comgcséd réduites
indistinctement (entrée 4). L’hydrogénatides 1-bromo-1-(2-tenyl)-hept-1-énitokc et
1-bromo-1-(2-furyl)-lept-1-énitol bromo 4f’a conduit qu'au produit de départ aprés 24
heures de réaction. Si I'hydrogénation est rpoivie 24 heures supplémentaires, des

composeés de dégradation apparaissent (entrées 5 et 6).
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4’*0 0 1
0) I 6 ,,5 2‘\\\\ 1
L I
7 4—3

N H, (10 bars) 5 b
O><O 24h, AcOEt )<

4a-g 18a-f

Produit de o
Entrée ] Produit Final Rendement (%)
Départ

0
L “7%@ -

“r
2 | @ .

50
s | a *ZU 15

= 2"\\\/\CO0Me

18d

69

NN S
5 4c 2 \@ 0
18e

5NN O
6 4 4 AW, 0
18f

Tableau 6.Résultats de I'hydrogénation au Nickel de Raney des composés de monosubstitués

I11.3- Hydrogénation des exo-glycals disubstitués

111.3.1- Hydrogénation desexo-glycals diaromatiques

L’hydrogénation des composés disubstituéssisii deux réactions pallado-catalysées

sur I'exo-glycal dibromé pourrait conduire a deglycosides originaux, sous forme d’un
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seul énanthiomere. Plusieurs essiiiydrogénation ont ététudiés sur diverexoglycals

disubstitués en changeantchkalyseur, la pression d’hydrogeet le solvant (Tableau 7).

R2 Pression H, 0 H R2
S Catalyseur @) \\\\‘\ R1

A .

9

O

O//

o o Solvant o)
X 24h, ta. X
10a-b, 6a
] . ] Pression
Entrée Produit de Départ Catalyseur . Solvant
d’hydrogene
1 10b Pd/C 1 bar AcOEt
2 10b Pd/C 5 bars AcOEt
3 10a Pt/C 5 bars MeOH
4 6a Ni Raney 25 bars AcOEt
5 6a PtG, 50 bars AcOEt
~ U

Tableau 7.Essai d’hydrogénation des composés distlgs par deux groupements aromatiques
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Plusieurs catalyseurs (Pd, Pt, Ni Raney, Ptidt été testés sodiverses pressions et
dans difféerents solvants (AcOEt, MeOH). Dedles doubles liaisonttrasubstituées par
notamment des groupements aromatiques et donc hautement conjuguées sont tres difficiles
a hydrogéner. Il semblerait que les conditionséeixnentales mises en ceuvre ne soient pas
assez « dures » pour hydrogénereasglycals>®

[11.3.2-  Hydrogénation des  méthoxycarbonylexoglycals

substitués

L’hydrogénation des méthoxycarborgto-glycals substitué&7 peut sembler plus
facile a réaliser. En effet, cemxoglycals bien qu’également tétrasubstitués ne sont
substitués que par un seul groupement aromatique. La double Baisoyclique est donc
moins conjuguée que celle deso-glycalslO et6. L’hydrogénation des méthoxycarbonyl-
exoglycals substitués7 conduit alors a deS-glycosides originaux, présentant un nouveau

centre asymétrique (Schéma 65).

—’»o R H,, 50 bars ~)~o H
o st
C

(@)
0] Iy, 0] Iy, N R
PO coome P o (YR
T ACOE, 24h T
OMe OMe
o 0 w 0
Soaicle AN sulely
i npns e I
17a 17b 17c 19a 19b 19¢c
54 % 0% 40 %

Schéma 65Hydrogénation par catalyse a I'oxyde de platine des méthoxycarbxmglycals substitués

L’hydrogénation du (3-nitrophényl)méthoxycarbonyl-exo-glyt#@h a été effectuée
avec un rendement 54 % correspondatd réduction de la double liaisemo<cyclique et
de la fonction nitro en amine. L@omposé (2-naphtyl)méthoxycarborefe-glycall7c a
été hydrogéné avec un rendement moyen de 4@ddmpagné de produit de départ en fin

de réaction. La réaction conduit toujours a @sglycoside 19 de configuration. et
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s’accompagne de la création d’'un centre asymétrique de configuration S, étant donnée la
stéréochimie initiale de dxoglycal de départ. D’autre fa les conditionsopératoires
d’hydrogénation n'ont pas été optimisédshydrogénation du composé portant un
groupement méthoxyphényl&@b conduit essentiellement a une multitude de composés non
isolés issus de la dégradation de la molécule due a [liligtallu groupement

meéthoxyphényle dans cesrditions réactionnelles.
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V- Conclusion
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Schéma 66Schéma global des travaux réalisés

Au cours de cette étude, nous avons mené avec succes la transfornexiaylydals
d’accés aisé emxoglycals plus fonctionnalisés. L'étudde la sélectivité en couplage
pallado-catalysé surdkoglycal dibromé3 nous a conduit a I'obtention eko-glycals
disubstituésl0 au travers de deux couplages au palladium successifs. Dans un second

temps, la bromation du méthoxycarbaxdglycal 11, fonctionnalisé par une fonction ester
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et présentant un plus grand intérét, a pempi®s réaction de coage pallado-catalysé,

I'obtention dexoglycals17 substitués par un groupement aatique et une fonction ester.

L’hydrogénation deexoglycals mono ou disubstitués a été entreprise et a permis
d’obtenir de nouveaux types deé-glycosides. Les conditionséactionnelle pour la
réduction par hydrogénation desxoglycals difféeremment disubstitués par des

groupements aromatiques 10 n’ont pas permis d’aboutir aglyd@sides correspondants.

Pour terminer ces travaux, une courte exgilon de la réaction de Wittig a partir de
phosphoranes originaux a été entreprisectadensation d’'un phosphorane commercial
portant une fonction amide de Weinreb a conduit a la synthésexgaglycal 20 avec un
rendement de 65 %. Lrdactivité de ceéxoglycal reste encore xplorer, notamment face

a des lithiens ou a des organomagnésiens.

Ces travaux de méthodologie et de synthése ont donc permis I'élaboration de nouvelles
voies d’acces a dexoglycals differemment disubstitués par des groupements aromatiques

ou de type ester et également a@agycosides originaux et chiraux (Schéma 66).

L’originalité de la structure desxoglycals nouvellement obtenus, notamment au
niveau de cette double liaison substituéggem par deux groupements aromatiques, nous a
conduit a nous intéresser asdeomposés naturels ou synthétiques présentant ce type de
systeme. La phenstatine @st-combretastatine décrites danditeérature pouteur activité
inhibitrice de la polymérisation de la tubuline présentent un sgstgmivalent de deux
aromatiques portés par un méme carbone (Eiga). Le développement d’analogues de ces
deux composés d'intérét pharmacologique a fait I'objet de la synthése dexmrglycals

décrits dans le chapitre suivant.
(@]
HO O O OMe HO O l OMe
MeO OMe MeO OMe
OMe OMe
Phenstatine Iso-combrétastatine

Figure 12.La phenstatine et I'iso-combretastatine
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Synthese d’ exo-glycals disubstitues

Inspirés de la phenstatine
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La recherche sur les tlafries anti-cancéreuses développe de nombreuses molécules
interagissant avec de multiples cibles biologiques. Parmi celles-ci, la tubuline est une cible
de choix au travers de sa polymérisation/dépolymérisation durant le processus de
multiplication cellulaire. Depuis plusieurs années, quelques molécules agissant sur la
tubuline sont utilisées en clinique dans le traitement du cancer. Certaines molécules
(docetaxel, paclitaxel) favorisent le processte polymérisation tout en inhibant la
dépolymérisation de la tubuline, tandgue d’autres (vinlastine, podophyllotoxine,
combretastatine..) induisent l'inverse, c'aglire favorisent la gilymérisation de la
tubuline tout en inhibant sa polymérisation. dantr6le de ces deux processus permet une
régulation de la prolifération cellulaire au séies tumeurs cancéreuses. De plus, certaines
molécules ont révélé une activité anti-angiogénique par blocage de la multiplication des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguingngant ainsi le potentiel anti-cancéreux de
ces composéy.

|- Objectifs

Au vu de l'activité de la phenstatine et disd-<combrétastatine vis-a-vis de I'inhibition
de la polymérisation de la tubuline, nous neasimes proposé de synthétiser une série de
molécules originales analogues de cesmusis. Considérant I'ensemble des deux noyaux
aromatiques et la double liaison (C=0 ou Caf£gsent dans les deux composeés cités
comme une structure minimale, nous pouvionar tavantage de nos précédents travaux
pour substituer ce pharmacophore par un gnogoé sucre pouvant étre ensuite modulé
pour ameliorer I’hydrosolubilité dés propriétémhibitrices.

L’étude a alors porté sur lyrghése de composés disubsigudisymétriques a partir
d’exoglycal dibromé au travers de deux réauwsigpallado-catalysées successives pour le
greffage des noyaux aromatiques. Le caractgdrophile des composés obtenus pourra
étre augmenté par déprotection partielle daléodu sucre conférant ainsi aux molécules
synthétisées une meilleure hydrosolubilité que la phenstatine.

Dans le méme esprit en s’inspirant également de 'iso-combrétastatine, une autre série
de composés a été synthétisée, la double liaison étant tisébsipar deux bras
hydroxymeéthyl susceptible d’améliorer I'hydrosoliitéi de la molécule nécessaire pour le
développement a des fins thérapeutiqueshéBa 67). Ceci devra nous permettre des

comparaisons utiles entre tous ces composes.
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X
MeO OH X=0 Phenstatine
X = CH, Iso-combrétastatine
MeO OMe
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MeO Ar = @
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d'exo-glycal di(hydroxyméthyl)éthylene

Schéma 67Schéma général de la synthése d'analogues de la phenstatine

Ces molécules, une fois synthétisées, sdemtées pour leurs pra@ies inhibitrices de
la polymérisation de la tubuline et égatamh pour leurs propriéséd’anti-prolifération

cellulaire.
Aprés avoir donné quelquesppels sur la tubuliem et les inhibiteurs décrits, nous

montrerons ce que nous avons mis en ceuvre gEglopper les deuséries d’analogues

potentiels.
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lI- La tubuline, cible de choix dans le traitement anti-

cancéreux

II.1- La mitose, processus denultiplication cellulaire

La mitose cellulaire correspond a une étape pirécise du cycle cellulaire des cellules
eucaryotes et permet la duplication en 2 cellules "filles" a partir d’'une cellule "mére" avec
conservation totale du matériel génétique. Le processus de la mitose peut se diviser en 4
étapes bien distinctesa(prophase, la métaphasaniaphase, la télophase).

Durant la prophase, le ma#&rigénétique de la cellule ‘&re" jusqu’alors sous forme
de chromatine dans le noyau, se condensehemmosomes composés de 2 chromatides
sceur reliées par un centromére. Parallelentertgntrosome, composeé de 2 centrioles, se
dupligue (en 4 centrioles) et se sépare verdampoles de la cellule. Le fuseau mitotique
s’étend a partir des 2 centromeres avec la croissance des microtubules par polymérisation
de la tubuline. Des complexes protéiques spécialisés, les kinétochores, se forment sur les
chromosomes au niveau des centroméres puietabrane nucléaire seésagrege. Certains
microtubules s’accrochent alors a ces kinétochores et se nomment alors des microtubules
kinétochoriens. Chaque chromosome est relié aux deux centrioles via les microtubules
kinétochoriens.

La métaphase débute alors et correspondli@iiement des chromosomes sur le plan
eéquatorial de la cellulpar action des microtubules.

Survient alors I'étape treésmpide de I'anaphase quircespond a la séparation des deux
chromatides du chromosome et leur migratieers chacun des podles de la cellule. La
dépolymérisation des microtubules kinétms est le moteur de cette migration.

Pour finir, durant la télophase, les microtubules kinétoridigparaissent, les
chromatides commencent a se décondenserrematine dans le noyau qui se reforme. La

cellule "mere" se scinde en 2 cellules "filles" (Figure 13).
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Figure 13.La mitose
(Images tirées du site URL : http://www4.ac-

lille.fr/~ndpaixlille/publications/dotaar/ecrire/photo/Mitose_NB.jpg)

L'étape de la mitose dans le cycle celirdaest tout a fait normale et permet la
régénération cellulaire chez un organisme eutar Cependant dans le cas de certaines
pathologies, et notamment lencar, le cycle cellulaire est paulierement perturbé et la
cellule ne fait que se duplier provoquant une proliférah chaotique de cellules
(cancéreuses) dans l'organisme. Le contd@da mitose est une voie fortement étudiée et

utilisée dans les thérapies anticancéreuses.

- 86 -



Synthése d’exo-glycals disubséislinspirés de la phenstatine

[1.2- La tubuline

Le processus de polymérisation/dépolymérisation de la tubuline en microtubule est trés
important lors de la division dalaire et permet, comme nous I'avons décrit, la capture et
la migration du matériel gtique de la cellule.

Les microtubules sont essentiellement conssitdie tubuline. Celle-ci est composée de 2
unités D et Ede chacune 50 kDa environ. Chagseus-unité est liée au GTP. La
polymérisation de la tubuline d’abord profilament est accompagnée d’une hydrolyse du
GTP en GDP dans la sous-unit& L'association latérale derofilament conduit & un
microtubule qui peut alors eriga I'allonger a nouveau toujosippar polymérisation de la
tubuline. Le microtubule est polarisé. En &ffé possede une extrémité dite (+) se
prolongeant bien plus vite que son extrémité dite (-). La polymérisation de la tubuline est
GTP dépendante. Une forte concentratiorcd® favorise la polymérisation. Inversement,
une faible concentration d&TP favorise la dépolymérisation des microtubules par la
désassociation de la tubuline les constituant.

Le blocage de ce processus de polym@osalépolymérisation de la tubuline conduit
inexorablement au blocage dwpessus de la mitose et donc a la multiplication cellulaire
(Figure 14).

Figure 14.Principe de la polymérisation de la tubuline
(Images modifiée tirées du site URL :

http://www.sciencebio.com/FacBio/BioCell/Cytosquelette/FBCMicrotubules.htm)

-87-



Synthése d’exo-glycals disubsislinspirés de la phenstatine

[1.3- Les inhibiteurs connus

Plusieurs agents thérapeutiques développés contre les pathologies cancéreuses ont pour
cible le controle de la polymérisationfmdymérisation de latubuline. Ainsi depuis
plusieurs années, les molécules de paclitaxel ou docBtaXelextraites de I'if, sont
utilisées en chimiothérapie et agissesur le blocage de la dépolymérisation des
microtubules. Concernant le blocage de la polysaépn de la tubuline, la vinblastine et la
vincristiné”, extraites de la pervenche de Madagascar, sont utilisées dans le traitement du
cancer du poumon, du cancer du sein et degplpmes en tant que poison du fuseau
mitotique. Parallelement, la colchicine exadu colchique sert depuis le XIXeme siécle
au traitement de la goutte par son action sindeage de la polymérisation de la tubuline.

La podophylotoxin®, issue du rhizome dPodophyllum peltatuminhibe également le
processus de polymérisation de la tubulinestta ce jour utilisée dans le traitement des
verrues génitales issudss papillomavirus.

En 2004, Ravelliet al. ont décrit les structures RX de la colchicine et de la
podophylotoxine dans le récepteur de la tubulinéteGdude a permis de localiser le site de
liaison de la tubuline et de nombreux groupesa@a inspirés de cettgtructure afin de
docker leurs molécules au sein de ce%ite.

La combretastatine a été isolée 1995 par I'équipe de Petét al. d'un mélange de
stilbenes, bibenzyls et de phénanthrenes issus du saule a@wabretum caffrum Kuntze
(Combretaceadf. Cette molécule, correspondant & Zuéthyléne fonctionnalisé par un
noyau 3,4,5-triméthoxyphényl et un noyau de tygeaiacol, inhibe fortement la

polymérisation de la tubuline et possede ung @ 1,2 uM (Figure 15).

MeO k < MeO X
"NH of
MeO MeO
Me OH

OMe MeO

OMe

Colchicine Podophylotoxine Combrétastatine CA-4

Figure 15.Inhibiteurs naturels de la polymérisation de la tubuline
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Cette méme équipe décrit en 1998 la syntipasehasard de la phenstatine a partir de
la combrétastatine CA-4 par oxydation de JacobBSEn. effet, I'oxydation de Jacobsen sur
la combretastatine ne conduit pas au dérivé époxydé correspondant mais apres un
réarrangement, au 1,1-diphénylacétaldéhyde radé@ orrespondant. Celui-ci conduit alors
directement a la phenstatine. Cette molécule correspondant au remplacement£u pont
ethylene de la combrétastatipar une fonction chonyle, possede uragtivité équivalente

sur la polymérisation de la tubuline (& 0,4 uM) (Schéma 685

HsCO  OCHz OCH;s Al Ar

HsCO O O OTBDMS L io
n
\
L

\
— L—Mn-
— _ JASS
NaOCl, AcOEt
CHO 0
MeO OTBDMS
O O A, OTBDMS | coupure MeO O O OR
: Oxydante
MeO OMe Ar y MeO OMe
OMe OMe

R = TBDMS
TBAF [
THF R=H Phenstatine

Schéma 68Découverte de la phenstatine

Au travers de plusieurs utes structure-activité, notammesur des dérivés de la
combrétastatine et de la phenstaffhe? I'équipe de Pettit a démontré I'importance des
fonctions nécessaires a linhibition de tlabuline. Le pharmacophore mis en évidence
comprend deux groupements aromatiqdest I'un est le noyau 3,4,5-triméthoxyphényl.
De plus, ces deux noyaux arongakes doivent étre en relatiors I'un par rapport a l'autre
sur le pharmacophore. Ces observations sordfien verifiees sutes inhibiteurs connus

jusqu’alors.
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Depuis, de nombreuses équipes se sont éepide ces travaux et se sont intéressées a
la synthese de nouveaux composés inhilsteerla polymeérisation de la tubuline.

Ainsi, Romagnoliet al. ont décrit la synthese d’'une série de 2-amino-3-(3',4’,5'-
triméthoxybenzoyl)-5-aryl thiophene en tant qukrgue de la phenstatine. La synthése de
la série s’effectue d’abord p& synthése du noyau thioplepar la réaction de Gewalt,
'amine libre est ensuite protégée, le thiepa est bromé puis substitué par réaction de

Suzuki. Pour finir, 'amine est géotégée par I'’hydrazine (Schéma 69).

MeQO OMe MeQ OMe
O 1) anhydride phthalique,
MeQ  OMe Rl\)J\RZ MeO AcOH
2) Bry, AcOH-AcONa
MeO s RY 3) ArB(OH), Na,CO ©
70°C, 2 h — ) AT F()d P)Fz"h 3;C0s,
¢} RI7~g” NH (PPh)s , NH,
NC 4) NH,NH, EtOH X+
1_
R®=H, Me, Et, Bn X = H, p-F, p-Cl, p-Me, m-OMe
R2 =H, Me, Ph, MeOPh R2 = H. Me. Ph. MeOPh

Schéma 69Synthese de la série de 2-amino-3-(3',4",5'-triméthoxybenzoyl)-5-aryl thiophene

en tant qu’analogue de la phenstatine

Dans le cas de cette série, les auteursmaaten évidence selon l'activité de leurs
molécules que l'inhibition est effective lorsqu’'un noyau aromatique substitué par un petit
groupement en para (H, F ou Me,sg18 2uM) est greffé au thiophéne. Les molécules
correspondant au thiophene non substitué par un groupement aromatique ne possedent pas
de pouvoir inhibiteuf® "

Durant cette étude, la molécule possédamédleure affinité a été dockée au sein du
site de reconnaissancke la colchicine dans la tubudin L’étude de docking révele un
recouvrement des structures de la colchicinguetiérivé thiényl ugjuement au niveau du

noyau 3,4,5-triméthoxyphényl (Figure 16).
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MeO OMe

o)

[\

O S NH-
F

[RBPO6]

0]

Figure 16.Colchicine (vert, issu de la structucristallographique) ¢§RBP06] (violet)

dockés dans le site de liaison de la tubuline. (image issifg de

L’équipe de Medardet al.a démontré au cours de nombreux travaux la possibilité du
remplacement du noyau guaiacol par un noyau de type naphtalene. De nombreuses séries
de composés de type naphtylcombretastdtin€ "© naphtylphenstatifé ont été
synthétisées par réaction de Wittig ou ataque nucléophile d’un lithien sur un aldéhyde

(Schéma 70).

@@ B
Pheps °f
1) nBuLi, -78°C
o N
CHO
2) MeO
MeO OMe

Z-Naphtylcombrétastatine E-Naphtylcombrétastatine
Clgg =8 uM Clgg > 50 uM

1) nBuLi, -78°C e}
) e
MeO
OMe
Naphtylphenstatine
3) KMnQy4, BugNBr Clsg=1uM

Schéma 70Synthése de naphtylcombrétastatine et de naphtylphenstatine
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Par ailleurs, I'étude de docking de la naphtylcombrétastatine et de Ila
naphtylphenstatine dans le site de liaisortadibuline indique un fort recouvrement avec

la podophylotoxine au niveau des deux noyaux aromatiques (Figure 17).

w9 Ly

MeO OMe

Naphtylcombretastatine

O
T
MeO

OMe
Naphtylphenstatine

Figure 17.Podophyllotoxine (cyan, issu de la structuretalisgraphique), naphtylcombretastatine (violet) et

naphtylphenstatine (bleu) dockées dans le site de liaison de la tubuline (image 8sue de

Ces mémes auteurs ont également explorééithde la modification du motif reliant
les deux noyaux aromatiques. Des hétérocyddetypes oxazole, pyrazole et pyrimidine en
substitut de I'éthylene de laombretastatine et des oximes, methoxime, hydrazone et
méthylhydrazone ont été utilisés en tant gulstituts du carbonylie la phenstatine.

Seul le dérivé présentant I'hnétérocyclergpole posséde unetmité proche de la
naphtylcombretastatine. Lestes hétérocycliques utilisésnt conduit a une baisse de
I'inhibition de la polymérisation de la tubuén Toutes les fonctions employées afin de
mimer le carbonyle de la phenstatine ont conduine perte de I'activétbiologique sur la

tubuline (Figure 18§* 8
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MeO %%Q xl’R
Q nnne MeO glj\;
OMe O MeO
O OMe

O-N HN-N NZ N -OH +OMe +NH; sNHMe
< ! | Ne . I I
Y vy Y sl e sl e
~ Y v
oxazole pyrazole pyrimidine oxime methoxime hydrazone méthylhydrazone
Clgg =30 uM 9 uM > 50 uM / / / /

Figure 18.Influence du remplacement de la fonction cdatdes naphtylcombrétastatines et phenstatines

Liou et al. ont développé, en 2004, des sériesléaevés aminobemmphenones en tant
gu’inhibiteurs de la polymérisation de la tuinel. Cette série a été synthétisée par addition
nucléophile d’'un magnésien slér nitrobenzaldéhyde, suividune oxydation de I'alcool

résultant et d'une réduction du groupsrhnitro par Fe/AcOH (Schéma 71).

OHC NO,
//D OH 0
MeO MgBr g¥ MeO <No,  1)PDC, MeO NH;
R | /j CH,Cl,, 25°C 7
MeO THF, 0-25°C  MeO ’\R 2)Fe,AcOH  MeO “R
OMe OMe EtOH, reflux OMe

Schéma 71Synthése de dérivés d’amino-phenstatine

Parmi ces séries, de nombreuses moléculegréasenté une forte aaté inhibitrice de
la polymérisation de la tubuline et démontraitsi la possibilité de la substitution de

I'hydroxyle de la phenstatine pan groupement aminé (Figure 19).
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O NH,
MeO | N MeO
&
MeO 5\R MeO
OMe OMe
R Clsg (UM) R Clsg (M)
4-OCHg 0.4 4-OCH3 0.3
5-OCHg 1.0 5-OCH; 2.6
4-cl 27 6-OCH; 2.9
5-CI 0.1 4-Cl 11
5-Cl 17
6-Cl 0.6

Figure 19.Inhibition de la polymérisation de tubuline des dérivés d’amino-phenstatine

L’équipe de Florent a démontré la possibili’élongation de ce pont éthylénique de la
combretastatine. En effet, cette équipe alstigé une série d’analoggide type vinylique
et de type cyclopropyl-vinyl de combretastatine (Figure 28).

Figure 20.Dérivés de la combrétastatine aprés élongation du pont éthylénique

La superposition des structures de la combtatime et du dérivé cyclopropyl-vinyl dockés

dans le site de liaison de la tubuline indiqgue un meilleur recouvrement des structures

concernant I'énantiomer&(S) par rapport a I'énantioméRRK). Ce résultat justifie selon

les auteurs I'affinité moindre du mélange racémiquey(€b uM) (Figure 21).
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/\
D
MeO OMe
(C1S)]
2. O
MeO OMe
(R.R)

Figure 21.Superposition de la structure dockée de la combrétastatine (rouge) et de la structure des dérivés

cyclopropyl-vinyl (bleu) dockés dans le site de liaison de la tubuline (image is&)e de

Récemment, Prinzt al. ont développé la synthése de composés a base Hle 10

anthracén-9-one en tant qoeémes de la combrétastatine avec de nombreuses molécules

décrites comme ayant une forte activité d’intidoi de la polymérisation de la tubuline. Ces

molécules présentent deux noyaux aromaticaggmarés ici par une fonction carbonyle et

une double liaison (Schéma 72).
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R2 =

Q R4 R2
O‘O OHC-COOH R3

EtOH, pipéridine DCE, AICl5

90°C, 4h
59 %

0°C,2h,~30%

MeOH, H,S0, [~ X = OH
reflux, 71 %

I

OMe OMe OMe
H H Me H
H H OH H

> X =0Me Rl R2 R3 R4 R5 ICsq (LM)
SOCl,, CH,Cl,

reflux, 93 % L X=Cl H H H H H 5
H H OMe H H 1

H OMe H H H 3

H  OMe OMe H H 6

H OH OH H H 3

OMe H OMe H H 1

H 4

H 1

H 1

Schéma 72Synthése et activité biologique des dérivés d¢-afthracen-9-one

Messaoudiet al. ont développé une série d’isombrétastines analogues de la
phenstatine a partir d'une a&ion pallado-catalysée tee une hydrazone protégée
aromatique et un dérivé bromé aromatique selon les conditions de Baflti€egee série
correspond au remplacement du carbonyle de lagpatine par un éthylene. Parallélement,
une réaction de Wittig sur la phenstatindyl&e a conduit au dérivé difluoro-iso-
combretastatine. La majorité de ces moléxglmnthétisées possedee activité biologique

significative (Schéma 73y.
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RS
Br RS
1)
TsHN_ R4
. o . N Pd.(dba)s, Xphos
R R tBuOLi, dioxane, 70°C
TsNHNH, EtOH
R? reflux R2 2) K,CO3 MeOH
R3 R3
RS R1 R2 RS R4 R® R® ICg (UM)
RL R®
OMe OMe OMe OMe OH OH 2.1
5 A OCH,0 OMe OMe OH H 3.4
R R
R3 OH OMe OMe OMe OH H 5.0
. OMe OMe OMe OMe OH H 2.2
Iso-combretastatine OH OMe OMe OMe OMe H /
o F| F
MeO OTBDMS 1) Wittig MeO OH
MeO O O OMe 2) O-désylilation MeO O O OMe
OMe OMe
IC50 = 2.5 uM

Difluoro-Iso-combretastatine

Schéma 73Synthése et activité biologique des dérivés de I'iso-combretastatine

[1.4- Conclusion

Le contrdle de la polymérisation detlgbuline fait I'objet de nombreux programmes
de recherche et de nombrewmkibiteurs de la polymérisatiate la tubuline ont été décrits
dans la littérature. Le point commun de ceslécules possédanne activitébiologique
significative correspond essentiellement aux exigences que Pattipeaposees, a savoir
deux noyaux aromatiques situés en relation’ais par rapport a l'autre et dont I'un des
deux est un groupe 3,4,5 triméthoxyphényle. ladétisation moléculaire a également été
un outil permettant de justifier ou de prévoiplatentiel inhibiteur des nouvelles molécules
synthétisées. En effet, apres kiog dans la tubuline sur le sitke liaison de la colchicine
(ou podophylotoxine), la majorité des mollsuayant une activité biologique posseéde un

fort recouvrement avec la struatuile la colchicine (Figure 22).
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Figure 22.Molécules dockées dans le site de liaison de la tubuline :
iso-combrétastatine CA-4 (bleu), combredtisie CA-4 (vert), péanstatine (rouge),

colchicine (orange, structure cristallographique) (image issfi® de

La possibilité des fonctions utilisées &ant que pont intermédiaire entre les deux
noyaux aromatiques est relativement vaste efuitepas de régles si ce n’est I'orientation
des noyaux aromatiques. En effet, de nombreuses fonctions chimiques ont été utilisées afin
d’orienter correctement les deux groupementsnatiques et la plupart de ces molécules

possedent une activité biologique significative.
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lll- Développement d’exo-glycals fonctionnalisés par 2

noyaux aromatiques

Les travaux de modélisation et de relatiomaure-activité effectués sur les différents
inhibiteurs avérés de la polymérisation de la tubuline ont démontré I'importance du noyau
aromatique 3,4,5-triméthoxyphényl et de la relatma avec un second groupement
aromatique. Le choix du sewd groupe aromatique semblgtre flexible et peut
correspondre a divers groupements aromatiques substitués par des fonctions alcools, des
amines, des méthoxy. Ainsi, nous avons synthétisé une séi@glycals gem
fonctionnalisé sur la double liaison par moyau 3,4,5-triméthoxyphényl et par un second

noyau aromatique variable.

[11.1- Introduction du premier noyau aromatique

La premiére réaction de Suzuki suexo-glycal dibromé a consisté a obtenir
sélectivement le composé monosubstit@é fonctionnalisé par le noyau 3,4,5-
triméthoxyphényl. Diverses quantités d’acidedroque ont été introduiseafin d’optimiser
le rendement en composé monosubstitliéet les réactions ont été effectuées selon les
conditions expérimentales décstdans le précédent chapitre.

Les conditions optimales d’obtention de composé monosub&itt@respondent a
l'utilisation de 1.3 équivalent d’acideoronique. On obtient alors 47 % d'isomee7 %
d'isomeéreE et 17 % de disubstitué. Ces trois composés isolés ont été utilisés dans la suite

des travaux (Schéma 74).
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OMe

MeO
OMe

R TFP S =
o_ 0 PdCl,(PPhs), 0><0
>< DME, 85°C, 24 h. MeO
47 %
3 21

Schéma 74Réaction de Suzuki sur I'exglycal dibromé avec 'acide 3,4,5-triméthoxyphényl boronique

[11.2- Introduction du second noyau aromatique

[11.2.1- Syntheése d’acide boronique

La seconde réaction de Suzuki a étfeatuée a partir d’acides boroniques
commerciaux et synthétisés.

Ainsi la synthése préalable de I'acide boroni@8germettant I'introduction du motif
3-hydroxy-4-méthoxyphényl a été nécessaire pour conduirexa-tjlycal fonctionnalisé
par les deux groupements aromatiques de lagthtne. Cette synthésé&est effectuée par
iodation du guaiacol acéty® par le trifluoroacétate d’amgeet I'iode. Apres déprotection
de l'acétate et protection de la fonction phépal un éther silylé, la lithiation de I'iode
permet lintroduction du triméthylborate quitesnsuite directemerttydrolysé en acide
boronique (Schéma 78%. % On observe également lors ¢t lithiation une danse de

I'halogene conduisant au faible rendement en comp@8séésiré (20 %) et a 30 % d'un
isomeére de position.
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\ 5
OR oR 1) tBuLi, B(OMe)3 Si oS\
toluene, 16 h o MeO
M60\© CF3COOAg Meo\©\ 78°C ata MeO
a. .\
I, CHCls 2) HCI (3N)
5 h, 60 % ' B(OH), B(OH),
AcCl, py R =H Guaiacol K2CO3 R=OAc 25 20 % 30 %
CHaCly [ 12/| h Ogg o 28
24h,99% > R =0Ac 24 P 9970 _
¢ tBu(Me),sicl [~ R=OH 26
Imidazole
DMF, 16 h R = OSi(Me),tBu 27
65 %

Schéma 75Synthéde de I'acide boroniq@8

[11.2.2- Réaction de Suzuki

La seconde réaction de Suzuki a é&alisée a partir de composé monosubsgtliet

22 et de plusieurs acides boroniques. Toutes les réactions ont été effectuées dans le DME a

85°C avec 2 équivalents d'acidmoronique, 4 équivalents de,®0; et 5 mol% de
Pd(PPBh)s. Les rendements de la réiao de Suzuki sont bons et varient de 45 a 90 % selon
'acide boronique utilisé. Lesxo-glycals silyléeR9 et 33 ont été désilydépar addition de
TBAF dans le dichlorométhane a 0°C. té&action a conduit aux composés hydroxylés

et 35 avec des rendements deef®5 % apres purification. Lgroupement nitro du dérivé
31 a été réduit en groupement amine pgdrdgénation catalytique au palladium sur
charbon dans I'acétate d’éthyle. Le composé ré&hiiest obtenu avec un rendement de 90
% (Schéma 76).
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4”0 Br Ar2B(OH),

OMe K,CO3 (2M)

Pd(PPhs),
OMe DME, 85°C, 24 h.

o0
><Me0

[ 21 Isomére Z ]

O
e A Do (T Y D)
OTBDMS NO,

BuyNF H, (1 bar)
Uy 29 70 % 3276 % 3072 % 31 90 % Pd/C
CH,Cl AcOEt
0°C, 30 min ta. 24h
L -0 =
OH NH,
34 70 % 36 90 %

4” 3-OR-4-OMePhB(OH), +

Br K,COj3 (2M)
Pd(PPhs),

>< DME, 85°C, 24 h.

[ 22 Isomére E ]

CH,Cl,

BuyNF [ R = Si(Me)ztBu 33 45 9%
0°C, 30 min

R=H 35 55%

Schéma 76Seconde réaction de Suzuki sur les deux isontestZ monosubstitués

l11.3- Déprotection sélective de l'isopropylidéne 6,7

Les dérivés diols ont été obtenus paiproéection sélectivede I'isopropylidéne
terminal (6,7) par addition de TFA dans mm@lange eau/éthanol a température ambiante.
L'acétal (3,4) étant plus stable que l'acét@)7) du fait de sa nature bicyclique et des
alcools secondaires le constituant, cette réaction de déprotection s’effectue aisement. Ces

molécules ont été obtenues avec des rendements de 62 a 98 % (Schéma 77).
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o TFA
\) - OMe OMe
- EtOH / H,0O
O)<O OMe ta.,lh OMe
MeO
23- 30- 31- 32- 34- 36
OMe
O _ _
Ar = -—QOMe QOMG__@Z __ Q Q
NO NH
OMe OH 2 2
3776 % 3898 % 40 98 % 41 96 % 4292% 4393 %
TFA
EtOH / H,0O
ta,1lh
33 39 62 %

Schéma 77Réaction de déprotection sélective de I'isopropylidéene 6,7

Le bisphénylexo-glycal6a (chapitre 3) a également étéroduit dans cé¢ série afin
d’évaluer le rble des substituants des noyaux aromatiques sur I'activité biologique (Schéma
78).

TFA

EtOH / H,0
ta., 1h

6a 44 90 %

Schéma 78Réaction de déprotection sélective de l'isopropylidene 6,7 du corposé
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Tous lesexoglycals disubstitués protégés ou sémsne de diols ont été testés pour
leur activité inhibitrice de la polymérisation @etubuline et pour leur activité inhibitrice de

la prolifération de cellule cancéreuse.
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V- Développement d’'une série d’analogues simplifiés

IV.1- Préparation du dérivé dibromé

L’'acces au dérivé dibromé précurseur dexctions de couplage pallado-catalysé a été
réalisé dans un premier temps au départrid(hydroxy)aminométhane. Le choix de ce
composé en tant que produit de départ a étévénptir le fait que larotection directe de la
1,3 dihydroxyacétone par un isopropylidéne n’estmassible et n’est d’ailleurs pas décrite
dans la littérature. Aprés protection ddiol par transacétalisation avec le 2,2-
diméthoxypropane, le compodé obtenu est alors oxydé ertarge par I'action de Nalp
conduisant au dérivé6°® La cétone46 obtenue conduit ensuite au dérivé dibromo-alcéne
en présence de CBet de PPhdans le CHCI,. Cependant, le composé obtenu n’est pas
stable et se dégrade tres rapidement avgagiiment de HBr. L'istabilité de ce composé

n'a pas permis sa caractérisation (Schéma 79).

NH,

Br Br
NHz =< oH  KHPOs i Br, PPh |
oH MeOG OMe NalO, HJ\ CBry, PPhg
APTS, DMF HO0,16h o o CH,Cl, O. O

0__0 27
0°C at.a.
OH OH ta., 18h,50 % < cat o 1h, 0°C Pas

tris(hydroxy)
aminométhane 45 46 Instable

Schéma 79Synthése du dérivé dibromoéthyléne

Suite au probleme de stabilité du composé dibromo-alcéne protégé par un
isopropylidéne, nous avons envisagé un ayre de protection qu’un acétal cyclique.
Au départ de la dihydroxyacétone, les foorsi hydroxyles ont été protégées sous forme
d’acétate en présence de diméthylaminopyeidet d’anhydride @tique conduisant au
dérivé acétylet7. Ce composé est alors utilisé dans réaetion de Wittig en présence de
CBr4 et de PPhdans le CHCI, pour conduire au dérivé dibrom& avec un rendement de
85 % (Schéma 80).
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Pyridine CH,Cl,

3hta,90% © 2h 0°C,85% O o)
47 48

o) Br Br
0 Ac,0, DMAP CBry, PPh
Ho._J__ow . \[(O&Oj( Ay \H/OJ(/OTK
0

Schéma 80Synthése du compod8

IVV.2- Introduction du pr emier noyau aromatique

A l'inverse de lexo-glycal dibromé, l'alcéne dibrom#8 est symétrique et donc la
réactivité des deux bromes est identique en réaction de couplage pallado-catalysé.
L’obtention de composé monosubstitué est donc assez délicat. Néanmoins, nous avons
développé des conditions expérimentales p#iant I'obtention de composé monosubstitué
49 en quantité suffisante. Les réactions ontefféctuées dans le DME au reflux avec 2
équivalents de ¥CO; par équivalent d’'acidéoronique, 5 mol% de Pd{PPPh), et 30
mol% de tris-2-furylphosphine (TFEurant 24 heures (Tableau 8).

OMe OMe OMe
Br Br (MeO)3PhB(OH), OMe MeO O O OMe
\H/O\I/O\H/ K2COs (2M) Br oMe * MeO OMe

o) o) TFP \H/O | O\H/ \H/O | O\H/
PdCI,(PPhs), ) ) o o
DME, 85°C, 24 h
48 49 50
Equivalent d’acide
a _ Ratio® 48/49/50 Rendemefit48/49/50 (%)
boronique
1,0 65/19/16 60/15/10

2estimé par RMNH, ® rendement aprés purification

Tableau 8.Sélectivité du premier couplage de Suzuki

L'utilisation d’'un équivalent d’'acid&,4,5-triméthoxyphénylboronique consomme tres
peu de produit de départ et conduit dgjaune quantité non négligeable de composé

disubstitué. L’'emploi de 1,5 équivalent d@e boronique augmente grandement le taux de
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conversion de I'alcéne dibromé et le quoaé monosubstitué est obtenu avec un rendement
correct de 35 %. La réaction conduit égadema 50 % de composé disubstitué également

utilisé dans la suite des travaux.
I\VV.3- Introduction du second noyau aromatique

IV.3.1- Seconde réaction de Suzuki

L’introduction d'un second noyau aronie a été effectuée selon les mémes
conditions décrites précédemment pouexdiglycal dibromé. Le réactions ont été
effectuées dans le DME au reflux avec 2 équivalents g&OK par équivalent d’acide
boronique et 5 mol% de Pd(Pfidurant 24 heures. Les trois acides boroniques utilisés ont
été choisis en fonction des composeés décrits @alitserature pour lgr activité inhibitrice
de la polymérisation de la tubuline. Lecend couplage de Suzukiconduit aux composés
fonctionnalisés par deux noyaux aromatiqué®ints avec des rendements moyens de 31-
53 %. L’éther silylé du compoddl a été coupé par action dadture de tributylammonium
dans le CHCI,. La réaction de déprotection des alcools a civraludérivé hydroxylé4

avec un rendement de 90 % (Schéma 81).

OMe

OMe
OMe OMe
Br Ar?B(OH), A2
o | o OMe K2COs (2M) ' | OMe
\[( Y Pd(PPhg), \WO OW/
o) o) DME, 85°C, 24 h 5 5
49 51- 52- 53
™
OTBDMS
5231 % 53 48 % 51 53 % BU.NF
Uy
CH,Cl,
0°C, 20 min
-- OMe <
OH
54 90 %

Schéma 81Seconde réaction de Suzuki sur le comptgsé
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IV.3.2- Réaction de Zemplen

Tous les composés bis-aromatiques synthétisés ont été désacétylés par réaction de
Zemplen®’ La réaction a été réalisée par action d’une solution dieamélate de sodium et
a conduit aux diols avec de bonadements de 60-83 % (Schéma 82).

OMe o OMe
€ OMe
R OM Na°, MeOH Ar?
o | 0 © & © | OMe
i bl 0°C, 15 min HO OH
o) o)
50- 52- 53- 54
OMe o
2 Orom 3 0
ArZ= -- OMe B o .. O
OH
OMe
55 60 % 56 65 % 57 75 % 58 83 %

Schéma 82Déprotection des acétates par réaction de Zemplen
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V- Tests biologiques

V.1- Test sur I'inhibition de la polymérisation de la tubuline

L’ensemble des composés disubstitués protégés ou sous forme diols a été testé pour
leur potentielle activité inhibitrice de la lgmérisation de la tubuline. Ces tests ont été
effectués par I'équipe du Dr Joélle DuboisI'ti @ SN-CNRS a Gif-sur-Yvette. Le test a été
effectué par mesure de la turbidimétrieird’échantillon de tubuline en polymérisation a
'aide d’'un spectrophotometre en présence awaposés a tester (détail du protocole en

partie expérimentale).

Polymérisation Polymérisation
Composes % d'inhibition Composeés % d'inhibition
(Concentration en uM) (Concentration en uM)
6a 0 (160) 13 (16) 50 0 (13)
44 0 (180) 0 (18) 55 0 (16)
23 13 (110) 13 (11) 51 0 (11)
37 0 (120) 6 (12) 54 0 (14)
30 100 (120) 6 (12) 56 16 (17)
40 29 (130) 13 (13) 52 0 (14)
29 0 (100) 20 (10) 57 0 (18)
34 0 (120) 29 (12) 53 0 (14)
38 13 (130) 10 (13) 58 0(17)
33 30 (100) 4 (10) Phenstatine | 100 (21 ; Cip= 7,9 uM)
35 84 (120) 13 (12) gﬁ;ﬁ’g‘% F)’(‘I’gg 100 (17 ; Cio = 4,0 M)
39 9 (130) 17 (13)
32 31 (120) 0(12)
41 56 (120) 2 (12)
31 0 (120) 0(12)
42 24 (130) 16 (13)
36 4 (120) 0(12)
43 3 (140) 0 (14)

Tableau 9.Résultats de I'inhibition de la polymérisation de la tubuline des composés synthétisés (exprimé en
%)

- 109 -



Synthése d’exo-glycals disubsislinspirés de la phenstatine

L’activité des composés synthétisés supddymeérisation de la tubuline s’est révélée
faible et les mesures dessEin'ont ainsi pas été réalisee€es faibles résultats de
I'inhibition de la polymérisation de la tubnké sont inattendus au vu de l'analogie de
certaines de nos molécules avec la phenstabldanmoins, nous avons voulu tester une
éventuelle activité inhibitrice de la croissancellulaire pour nos molécules selon un autre

mécanisme d’action qu’une inhibition de la polymérisation de la tubuline.

V.2- Test sur I'inhibition de la croissance cellulaire

V.2.1- Test au National Cancer Institute

Nos molécules ont été testées au Nationalc€a Institute (NCl)dans le cadre du
Developmental Therapeutics Program (DTP)dat projet In Vitro Cell Line Screening
Project (IVCLSP). Ce projet a pour but de tester par screening plus de 3000 composés par
an pour leur activité anti-cancéreuse potentielle. Le test utilise 60 lignées cellulaires
canceéreuses différentes représentant legteias, les mélanomes, les cancers du poumon,
du colon, du cerveau, des ovairess deins, de la prtae, du rein. Le but de ce programme
est donc d’évaluewia un testin vitro complet les composés synthétigues ou naturels
montrant une inhibition sélectvde la croissance cellulaire da la destruction cellulaire
de certaine lignée cancéreuse. Le test biologique corespond a 8RBgsulforhodamine
B), colorant anionique se liamiux résidus basiques des pro&s et permettant ainsi de
déterminer la population celluta (protocole détaillé en partie expérimentale).

Sur les 27 composés proposes, 12 structures (Tableau 11) ont été retenues pour les
tests a une dose (10 uM). Un exemplaire de tableau de résultats fourni par le NCI et
correspondant au compo8@ est donné ci-dessous pour &% lignées cellulaires a une
concentration de 10 uM. A chae lignée cellulaire est atttibe une valeur correspondant
au pourcentage de croissance des cellules en présence du composé par rapport au temoin
(sans composé). Ainsi une valeur de 100 spwad a une inhibition nulle de la molécule
testée pour la lignée cellulaircorrespondante. Une valeur négative correspond a une
destruction partielle de lpopulation cellulaire emprésence du composé testé. Ainsi une
valeur de -50 correspond a la destruction de la moitié de la population cellulaire initiale. La
moyenne de croissance des 60 lignées calhsleen présence de 10 uM de compdgé
(valeur "mean”) est de 30 %. L’histogramrde droite permet ensuite de visualiser

aisément les résultats en indiquant le calcalegwr moyenne des 60 lignées — valeur de la
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lignée). Ainsi une barre dirigée vers la droite indique une lignée cellulaire plus fortement

inhibée dans sa croissance quesi@sutres lignées (Tableau 10).

32

Tableau 10.Fichier de résultats du NCI indiquant I'inhibtion de la prolifération cellulaire

pour chacune des 60 lignéestées a 10 uM du compao32.

Afin de simplifier la présentation desstédtats des 12 molécddestées, nous avons
indiqué seulement la valeur moyenne dessance des 60 lignées cellulaires en présence
de 10 uM de composé. Les tableaux de Itésipour chagque composé ont été placés en

partie annexe (Tableau 11).
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Echantilllon Moyenne de Echantilllon Moyenne de
prolifération* (%) prolifération* (%)
oa 9 44 112
23 105 37 103
30 a 33 =5
5 ) 40 106
35 a 11 %
36 102 13 103

& Sélectionnés pour le test a 5 doses.

Tableau 11. Moyenne de la prolifération cellufe de chaque composé testés

pour les 60 souches cancéreuses étugigesapport au témoin (sans composé)

Parmi ces résultats, quatre molécules posgadatee activité cytosatique globale non
négligeable (3032, 35 et 38). Parmi ces quatre compos@ss ont été sélectionné3q, 32
et 35) pour la suite du protocole dNCI (car possédant une itition globale supérieure a
32 %) correspondant a un test a cing concentrationgeatitis (2,5 nM, 25 nM, 250 nM,
2,5 UM et 25 puM).

Les trois composés séleminés ont montré une activité moyenne sur la plupart des
lignées cellulaires avec des s@l(concentration nécessaipour réduire la croissance
cellulaire de 50 %) globale de ldme de 10 uM pour les compos&? et 35¢et de 'ordre de
100 pM pour le composé 30. Les TGI (concentration empasé inhibant totalement
croissance cellulaire) et lsg(concentration en composé pawre |éthalité de 50 % de la
population cellulaire) ont également été méssrmais ne sonttéressantes que pour

guelques souches cancéreuses particulieresdageconcentrations de I'ordre de 50 puM.
Un exemplaire de compte-rendu de résultats fourni par le NCI et présentant I'inhibition

de la croissance de chaque famille de cellules cancéreuses par rapport a la concentration en

composé testé est donné eisdous pour le compo32 (Figure 23).
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32

Figure 23.Courbes representatives de I'inhibitide la prolifération cellulaire

du compos@&2 pour chaque famille de cancer

A nouveau pour des raisons de clarté, nawsns uniqguement présenté les valeurs
moyennes correspondant aux Gfhies cellulaires. L'ensembtiies résultats de chacun des

trois composeés est donné en annexe. (Tableau 12)

Echantillon Glso moyen (uM)* | TGI moyen (uM)* | LC 5o moyen (UM)*
30 >20 >100 >100
32 5 34 > 85
35 10 >55 > 100

* moyenne effectuée sur I'ensemioles 60 souches cancéreuses étudiées

Tableau 12.Valeurs repésentatives de I'inhibition de lalpéoation cellulaire des 3 composés testés en 5

doses.
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A noter tout de méme l'activité cytostatique {3t TGI) et quelques fois cytotoxique
(LCs0) significative du compos82 sur certaines lignées cellulaires cancéreuses. (Tableau
13)

Lignées cellulaires cancéreuses & (uM) | TGI (uM) [LC 50 (UM)
NCI-H522 (Cancer des poumons) 2,3 6,6 >100
HCT-116 (Cancer du colon) 2,5 5,7 20
SCN-19 (Cancer du systeme nerveux central) 2,5 6,0 >100
SK-MEL-2 (Mélanome) 15 4,2 24
OVCAR-3 (Cancer des ovaires) 2,4 5,6 22
786-0 (Cancer des reins) 2,3 4,5 8,7

Tableau 13.Effet cytostatique et cytotoxique du comp@&é&ur diverses lignées cellulaires cancéreuses

Le compos&2 se révele étre une molécule significativement cytostatique sur plusieurs
lignées cellulaires cancéreusess(=12 uM) et méme parfois cytotoxique (k4= 20 uM).
Néanmoins le composé &2 les deux autre8Q et35) n'ont pas été retenus pour la suite du
protocole du NCI consistant a un tasvivo.

Par ailleurs, une étude COMPARE % utilisant la base de donnée des agents
standards du NCI a été effectuée sur le compas&elle-ci ne révéle aucune corrélation
avec les agents standards au mécanisme d’action connu (coefficient de corrélation < 0,5) et
ne renseigne donc pas sur le mécanismetidiagotentiel de I'#et cytostatique du

composE&2. La recherche du mécanisme d’action reste a explore.

V.2.2- Test au laboratoire du Pr. Stéphane Flament

Parallelement, sept composés sous fodioés et issus des deux séries synthétisées
(dont quatre non sélectionnés par le NCI) ont été testés pour leur activité anti-proliférante
des cellules du cancer de sein (MCF7). Cetstent été effectués par I'équipe du Pr
Flament du laboratoire SIGRETO (EA 4421) dé-kculté des Sciences et Techniques de
Nancy (Tableau 14).
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Echantillon Glso (UM) Echantillon Gl so (UM)
40 >100 56 100
38 200 57 100
41 25 58 20
39 400

Tableau 14.Glso des composés testés sur la souche MCF7

Les composés présentent un effet cytostatique sur MCF7 globalement faible, méme
concernant les analogues simplifi&é$,(57 et 58. Se distinguent ramoins les composeés
41 et 58fonctionnalisés tous deux par un noy@aphtyl et possédant unesgtle 25 et 20

UM,
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VI- Modélisation moléculaire des composés synthétises

Pour tenter de comprendre les faibles aésvides molécules synthétisées au niveau de
la polymérisation de tubuline malgré la forte ressemblance de certains composés avec la
phenstatine, une étude de modélisation mol@euéaété effectuée en collaboration avec le
Dr Bernard Maigret (LORIA-UMR 7503).
Ces travaux ont consisté a "#ec’, a I'aide du logiciel Gol®, les molécules issues de
notre travail de synthese, au sein de la atrectristallographique préstant la colchicine
liée a la tubuline dans son site de liaisonudtire 1sa0 de la Protein Data Bank). Les
composés utilisés dans cette étude ont été les mol&Riletb6 en tant que représentant
des deux seéries synthétisées et mimamictstnent la phenstatine au niveau des

aromatiques. La phenstatine n’a pasdétékée lors de cette étude (Figure 24).

o OH OMe
MeO --'Nk MeO OMe
: L
MeO O |
o
OMe

OH OH

Colchicine 56 di(hydroxyméthyl)éthylene 38 (exo-glycal)

Figure 24.Molécules étudiées en docking dans le site de la tubuline

Le score obtenu est le reflet des intéoas proteine ligand avec 100 pour une liaison
tres efficace. Apres docking des trois molécules dans le site de la tubuline, le modeéle utilisé
conduit a des scores de 80 % pour la colchicine, 54 % pour le coBpesd6 % pour le

composé&6 (Figure 25).
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Colchicine (RX) Di(hydroxyméthyl)éthyléne

Figure 25.Molécules dockées a 'aide de Gold® dans la structure cristallographique

du complexe colchicine-tubuline

L’extraction et la superposition des structunesléculaires aprés docking dans le site de
liaison de la tubuline indiquent une bonne superposition des noyaux trimétoxyphényl du
composés6 et de la colchicine. L’autre noyau aratigque se dirigeant vers une toute autre
direction. Le compos@&8 (exoglycal) ne semble pas du toatorienter dans la méme
direction que la colchicine dans le site desba de la tubuline. En effet, aucun groupement
n'est superposable entre ces deux smmest Cependant, malgré cette absence de
recouvrement, le score de docking du comp@Bést supérieur a celui du compdse
Ceci peut étre di a destemactions par liamn hydrogene dans la modélisation qui
augmente le score du composé.

D’autres travaux sont nécessaires, incllargtructure de la phetatine dans I'étude

de docking afin de valider le modéle utilisé (Figure 26).
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Colchicine (RX)

Di(hydroxyméthyl)éthyléne

Figure 26.Superposition des structures moléculaires aprés docking dans le site de liaison de la tubuline
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VII- Conclusion

Deux séries d’analogues de la phenstatinectinsynthétisées a partir d’'une structure
de type exoglycal et d'un motif di(hydroxyméthyl)éthylene. Malgré leur forte
ressemblance chimique, notamment au niveau des noyaux aromatiques, ces molécules se
superposent difficilement aprés docking ddmssite de la tubuline. Ces molécules ont
néanmoins été testé@s vitro pour leur activité inhibitrice de la polymérisation de la
tubuline. Les résultats de ces tests n'ont @i#s concluants et révélent une tres faible
activité des composés synthétiques. Parallelement, ces composés ont été testés pour leur
activité inhibitrice de la prolifération cellulairkors de ces tests, trois composés se sont
distingués des autres en possédant unditidn significative a une concentration de 10
MM. Sur ces trois composeés, un test a cing eotrations a été effagt afin d’établir les
Glso et d’apprécier le pouvpoiinhibiteur de ces molécules. Le compd®g est celui
possédant la plus forte inhibition gmoyenne = 5uM) et ayant une activité cytostatique
elévée sur plusieurs lignéeellulaires cancéreuses ggk 2 UM et TGl ~ 5 pM) son

mécanisme d’action n’ayant pas ereété déterminé (Figure 27).

Figure 27.Composé32
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|- Objectifs

A [I'heure actuelle, le controle de l'angiogenese tumorale constitue un axe
thérapeutique majeur dans le domaine dweanParmi les nombreux acteurs impliqués
dans ce processus (ligands, récepteursjédepteur neuropiline-1 (NRP-1) a été décrit
comme jouant un réle dans ce phénomene. Aptssieurs ligands peliques sont décrits
dans la littérature pour leurs affinitéavec le récepteur NRP-1. En particulier,
'heptapeptide ATWLPPR présentant une affinité intéressantg €CL9 uM) a retenu
notre attention. Cependant, tous digands souffrent d’une instabilité vivo face aux
différentes enzymes de l'organisme. Leveléppement de dérivés peptidomimétiques
permettrait d’éviter ces problés de dégradation enzymatique.

Le savoir-faire du laboratoire sur la chimie des entités osidiques et l'utilisation des
sucres en tant que plates-formes fanalisables nous a motivés a développer des
peptidomimétiques a scaffold osidique portdes chaines latéralesadiino-acides. En tant
gue ligands du récepteur NRP-1, ces nouvetedecules pourraient ainsi résoudre les
problemes de dégradatiam vivo des inhibiteurs peptidique®nnus a ce jour, notamment
de I'heptapeptide ATWLPPR.

Une premiére partie de ce chapitre sgyasacrée a une introdion au phénoméne de
'angiogenése et permettra en particulier décizer le réle du récepteur NRP-1 et de ses
ligands dans [linhibition de l'angiogese tumorale. Dans un second temps, nous
développerons les travaux réalisés comaet la conception et la synthése des
peptidomimétiques a base demien tant que ligands potiexls de NRP-1 ainsi que les

résultats biologiques obtenus.
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[1- Introduction

Il.1- L’angiogenese

La formation de nouveaux vaisseaux sangug’effectue selon deux mécanismes
distincts : la vasculogenése et I'angiogenese. La vascuisgaorrespond a la formation
du nouveau réseau vasculaire chez I'embryon, celle-ci n’intervient jamais durant la vie
adulte. L'angiogenese se définit commefdamation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir d’'un réseau vasculaire préexistant. Geamisme intervient fortement lors de la vie
embryonnaire et ponctuellement laks la vie adulte (régénédi@n de I'utérus, formation du
corps jaune et du placenta, réparation tissulae) processus fortement régulé peut étre
perturbé notamment lors de certaines pathologies telles que la rétinopathie diabétique,
I'arthrite rhumatoide, I'athészlérose et surtout le cancer™
La croissance tumorale requiert la mise gace d'une vascularisation adéquate. Le
processus de I'angiogenése tumorale est comp@efat intervenir deux types tissulaires :
la tumeur et le réseau seulaire. Ceux-ci conduiserdt former de nouveaux vaisseaux

sanguins. Le processus est initié pardellules cancéreuselles-mémes.

Au début de la prolifération tumorale, tameur, d'une taille inférieure & 1-2 rhrest
indépendante de l'angiogenese et l'applertl'oxygéne et des nutriments aux cellules
tumorales est assuré par diffusion simfplén état d’hypoxie intratumorale est généré
lorsque cette taille est atteinte, c'est-a-dite dela des limites de diffusion simple de

I'oxygene et des nutriments (Figure 28).

Cet état d’hypoxie déclenche au sein ldetumeur la surexpression des genes
angiogeniques et I'excrétion de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) dans son
environnement. La liaison du VEGF avec sécepteurs (VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1)
situé sur les cellules endothéliales des eisg sanguins induit I'éization de celles-ci*

% Ces cellules acquiérent ainsi de nouvellesppétés de prolifération et d'invasion
tissulaire. Aprés détachement des péricytes de la lame basale du manchon endothélial, les
cellules endothéliales synthétisent plusseulypes d’enzymes (les Matrix Métallo
Protéinases (MMP), les héparinases, l'aatwvatu plasminogéne (uPA)) qui dégradent la
matrice extracellulaire (MEQ)ui soutient les vaisseaux sanguins (Figure’32).
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Libérées de la MEC, les cellules endothéligbesliféerent et migrent en direction de la

tumeur (Figure 29).

La tumeur une fois irriguée, reprend saissance et développe un réseau vasculaire

dense et chaotique, I'apportootygéne et de nutriments denat croissant (Figure 30).

La tumeur peut alors révélut son potentiel agressifir sa croissance exponentielle
et la colonisation d’autres organes via les cellules cancéreuses libérées dans les vaisseaux

sanguins conduisant a destastases (Figure 31).

] ] Figure 29.Angiogeneése : création de nouveaux
Figure 28. Tumeur en hypoxie ) ) i
vaisseaux sanguins vers la tumeur cancéreuse

Figure 30. Tumeur irriguée reprenant sa croissancerigure 31. Tumeur libérant des cellules cancéreuses
dans l'organisme

(Images modifiées tirées du site allemand de Roche, URL :
http://www.roche.de/pharma/indikation/onkologiefiaikrebs/therapie/antikoerpertherapie/index.html)
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(Images tirées du sitehttp://www.unilim.fr/theses/2003/s&i2003limo0100c/images/image005.gif)

1 : Activation des cellules endutliales par le VEGF sécépar les cellules tumorales

2 : Détachement des péricytes et dégradation de la membrane basale

3 : Prolifération et migration deslkdes endothéliales vers la tumeur

4 : Formation du néovaisseau, recrutement degposants de la paroi vasculaire par les

cellules endothéliales
Figure 32.Mécanisme de progression des cellules endothéliales dans la MEC

Ces difféerentes étapes de I'angiogenese miettairement en lumiere le caractére clé
du ligand VEGF sécrété par la tumeur cancéréli$eOn peut supposer que le blocage de
la liaison du VEGF a ses récepteurs empéche le processus de I'angiogenése et donc de la

croissance de la tumeur cancéreuse.

Il.2- Le Facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth facten anglais) ou VEGF-A est l'acteur le
plus important d’'une famille de 6 protéines régulant la croissance et la différentiation de
multiples composants du systeme vasculaictamment sanguin et lymphatique (Tableau
15).
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Type de VEGF Récepteur spécifique Fonction
Angiogenése, Maintenance
VEGF (VEGF-A) VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1 )
vasculaire
VEGF-B VEGFR-1 Norétabli
VEGF-C VEGFR-2VEGFR-3 Lymphangiogenese
VEGF-D VEGFR-2VEGFR-3 Lymphangiogenese
VEGF-E (facteur viral) VEGFR-2 Angiogenése
Placentgzl)l%r(;\)/vth factor VEGFR-1, NRP-1 Angiogeneése, Inflammation

Tableau 15.Les VEGF, leurs récepteurs et leurs fonctions

Le géne du VEGF-A humain est localisé sur le chromosortieeorganisé en huit
exons, séparés par sept introfis'® L'épissage alternatif de son ARNm aboutit & la
formation de plusieurs isoformes, les p@mmunes étant constituées de 121, 145, 165,
189 et 206 acides aminés (nommeés respectivement MEMEGF 45, VEGF g5 VEGR g9
et VEGRye) (Figure 33).. Le VEGHs en est la forme la plus abondatftéet I'élément clé
du processus de lI'angiogenese chez I'humain. Celui-ci posséde une forte affinité avec le
récepteur VEGFR-1 (K= 10 pM) et également le récepteur NRP-31£KL80 pM)

Le VEGFss5 est sécrété comme une glycopmééhomodimérique d’environ 45 kDa,
possédant un caractere basiquaret affinité modérée pouthEparine (présente au niveau
de la MEC sous forme de protéoglycanes héparane-sulfate), notamment du fait de la
présence de 15 acides aminés basiques amidans les 44 acides aminés de I'exon 7
101102 | o VEGR21, qui ne posséde ni I'exon 6, niXxen 7, ne se lie pas I'héparine et
diffuse librement. A I'opposé, les isoformes VEfgfet VEGRos Se lient fortement a
I'héparine et sont complétemeséquestrées dans la ME& d'ou elles peuvent étre
libérées sous forme de fragments solubles pa@phrine et les héparinases, par la plasmine
104,195 5 encore par certain®MPs (MMP-3, 7, 9, 12,19f°
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Figure 33.Structure en exons du VEGF. (A) Structure en exons de ’ARNm codant pour lej4EGfain. La séquence en amino@s correspondantes est donnée en
dessous de la représentation graphique et les domaines fonctionnels sont fidigRiéStructure des différentes isoformes du VEGF (VEGF-A), résultant de 'épissage
alternatif du géne du VEG§*®
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I1.3- Le Récepteur Neuropiline 1 (NRP-1)

[1.3.1- Description et Réle de NRP-1

Les neuropilines sont des récepteurs a agetivon-tyrosine kinase d’environ 120-130
kDa comportant de multiples isoformes. La structure basique des neuropilines comprend
cing domaines : trois domaines extradaikes (ala2, blb2 et c), un domaine
transmembranaire et un petit domaine cydeplique. Le domaine b1b2 correspond au site
de liaison avec VEGHs (Figure 34).

Domaine ala2

Domaine
extracellulaire Domaine blb2
) Domaine ¢
Domaine
cytoplasmique {

NRP-1
Figure 34.Les différents domaines du récepteur NRP-1

Les neuropilines (1 et 2) sont des m@ears multifonctionnels qui ont d’abord été
décrits comme jouant un rdle critiquendale développement du systéme nervV&tEn
effet apres liaison avec la sémaphorine, ellerwennent dans le guidage des axones lors
des connexions neuronales.

Depuis quelques années, il a été démontré lguecepteur neuropiline 1 (NRP-1) est
également impliqué dans le processus degi@genése. En effet, des embryons de souris
déficients en gene codant pour le récepteur NRP-1 ne sont pas viables car leur
développement vasculaire est fortement perttfb®e méme la surexpression de ce
récepteur chez des embryons conduit a lan&ion d'un excés de capillaire et a
I'apparition d’hémorragies:*

Le réle du récepteur NRP-1 dans le procesteil'angiogenése tumorale est confirmé
par sa surexpression sur les cellules endaileglides vaisseaux sanguins irriguant les

E.Z, 113, 114, 115

tumeurs maligne ainsi que sur les tumeurs du cancer du cofonle la

prostaté’’, des poumorts$®, des seins® et des astrocytom&8' 12
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Il a été démontré que l'isoforme VEGE se lie avec le récepteur NRP-1 sur le
domaine b1b%? et 'ensemble forme un complexe ternaire avec VEGER-#* 1%Ce
complexe ternaire améliore fortement la liaison entre VE§&#H VEGFR-2, le récepteur le

plus impliqué dans le processde I'angiogenese (Figure 35).

Figure 35Representation du complexertaire (VEGFR-2/NRP-1/VEGks) (Image issue d&°)

Les premieres études décrivaient que la séquence de liaison dugyBG NRP-1
était encodé par I'exon ! Il a été démontré, il y a pe que la séquence (CDKPRR)
encodée par I'exon 8 et notamméarginine terminale, est impliquée dans la liaison avec
NRP-1 comme le prouve la structure cristallographique du complexe ME@Hmnaine
b1b2 de NRP-1 (Figure 36).
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Domaine
blb2 de
NRP-1

VEGF 45

Figure 36. Structure cristallographique du domaine b1b2 de NRP-1 lié au MEGF

(Image issue de la Structure Q@ de la Protein Data Bank)

A vu de ces données, le récepteur NRP+hlde étre une cible de choix pour le
blocage du processus de I'angiogenese. En, effeligand spécifique de ce récepteur peut
influer sur la liaison VEGHs / NRP-1 et également la formation du complexe ternaire
VEGF45/ VEGFR-2 / NRP-1.

[1.3.2- Les ligands connugdu récepteur neuropiline-1

L’intérét d’inhiber le récepteur NRP-1 est grandissant puisquelEment plusieurs
peptides sont en développementtant qu’agent anti-angiogénicté.*?°
Récemment, plusieurs peptides ont été dépots moduler la liaison VEGF / NRP-1 et
certaines études révelent les bases structurales des ligands liant NRP-1.
Ainsi, Jiaet al. ont décrit la synthése d’'un peptlaeyclique (EG 3287) ligand de NRP-1
(Clsp = 2,8 uM) et ont démontré ithportance des six acides amin€sterminaux
correspondant a la séquence (CDKPRR) tresherde la séquenceadée par I'exon 8 du
VEGF5™%°

Parrallelement, von Wronslet al. ont décrit I'affinité pour NRP-1 de la tuftsin
(TKPR, peptide d’abord décrit comme immstimulant) et de son analogue TKPPRs(CI

= 100 et 46 puM respectivement). L'importandes acides aminés pour la reconnaissance
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avec NRP-1 encodés par I'exon 8 est a nouveau démontré par cette étude au travers de
’homologie entre TKPPR et la séquenceptique CDKPRR encodée par I'exon 8 du
VEGFye5™%"

La premiére structure cristallographiquencernant NRP-1 correspond au cristal de
NRP-1 en complexe avec la tuftsin TKPR.Au cours de I'étude de ce complexe, les
auteurs ont demontré I'importance du résidu arginine en posltierminale. L’interaction
majoritaire entre la tuftsin et le récepteNRP-1 s’effectuant grace au groupement
guanidine avec les amino-acides D320 et W88INRP-1, au carbonyl terminal du résidu
arginine avec Y353, S346 et T349 et au carbatg/lla lysine de la tuftsin avec Y297
(Figure 37).

Figure 37.Interaction de la tuftsin dans fécepteur NRP-1 (Image issue'd®

Parallélement, un peptide cycligue (CP@RR) issu d'un « random phage display
library » a été décrit comme inhibitedu récepteur NRP-1. L'étude en RMN de ce
peptide cyclique indique le réle important désidus R, P et L de la séquence peptidique
pour la reconnaissance avec NRP-1. En effetiudle décrit la modification du déplacement
chimique des NHamige de ces 3 résidus lorsqu’ils somipliqués dans une liaison avec
NRP-1133

En 2000, Binétruy-Tournairet al. ont décrit un heptapége (ATWLPPR) issu

également d’'un « random phage display library » inhibant fortement le récepteur NRP-1
(Clsg = 19 pM) 13+ 135136 | s¢tyde par « alanine scanning » et par délétion successive des

-132 -



Synthése de peptidomimétiques a base de sucres a visée anti-angiogénique

acides aminés de ATWLPPR démontre l'imtpoce de la séquence LPPR et surtout, a
nouveau, de la nécessité du résidu arginine en poSitienminale pour la reconnaissance

avec le récepteur NRP-1. En effet, le rempiaeet de I'arginine teninale par une alanine

ou une lysine ou méme sa délétion fait gramelet décroitre I'inhibition du peptidide pour
NRP-1. La séquence minimale essentielle a une bonne inhibition correspond a la séquence

LPPR avec une inhibition de 75 % (Tableau '£6).

Séquence Inhibition a Séquence Inhibition a
100 UM (%) 100 UM (%)
ATWLPPR 82+1,7 18 + 14,2
AAWLPPR 82+1,9 ATWLPPRA 18 £ 13,5
ATALPPR 72+21 AAAAAA R 53+1,9
ATWAPPR 66 +5,1 20+ 8,4
ATWLAPR 78+ 28 TWLPPR 69+84
ATWLPAR 68+ 1,6 WLPPR 72+7,2
ATWLAAR 61+35 75+79
17+ 12,0 PPR 23+8,7
R 1,1+55

Tableau 16.Inhibition en pourcentage de la liaisdf-VEGFgsavec NRP-1 en présence d’une solution &

100uM de peptide compétiteur.

L’équipe de photobiologie du CAV-CR¥M, UMR 7039-CNRS, avec laquelle nous
avons collaboré lors des tests biologiquesitéresse a l'adressage vers les cellules
cancéreuses, de molécules pour la apé photodynamique (PDT). L’heptapeptide
ATWLPPR a ainsi été utilisé opugué a un photosensibilateirriPhenylChlorine, TPC)
via un acide 6-aminohexanoique espaceur (Atfix) de mieux adresser spécifiguement a

NRP-1, et donc aux cellules cancéreuses, I'agent photosensibilisateur (Figtife 38).
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TPC Ahx ATWLPPR

Figure 38.Photosensibilisateur utilisé en thérapie photodynamique

L’heptapeptide couplé au photosenssatieur inhibe a nouveau NRP-1 {Cf 171
uM). Ce composé ciblant préférentiellement les cellules cancéreuses augmente fortement
les avantages et le potentile la thérapie photodynamique.

Le photosensibilisateur esst trouvé étre stabla vitro dans le plasma humain et de
souris pendant au moins 24 heures. Néanmlardegradation de ce composé au niveau de
la liaison peptidique Ala-Thr est observée apagiministration a des souris. En effet, le
metabolite principal isolé a été TPC-Ahx-Aladets études de biodistribution suggerent une
dégradation de la chaine piejque dans les organes du gyse reticulo-endothélial. Cette
hypothése a été confirmée par la dégradaliompeptide couplé au photosensibilisatieur
vitro, apres ajout de cellules endotheliales daesombilicales humaines, majoritairement
en TPC-Ahx-Ala!*

L'usage de mimes de ce peptide plus sighiels que des analogues de peptides, des
peptides modifiés ou des peptidomimétiqupsurrait permettre de résoudre les probléemes

de stabilité de ce ligand.
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llI- Conception de molécules ligands potentiels de NRP-1

l1l.1- Principes et avantages des peptidomimétiques

De maniere générale, les peptides/protéines, en tant que neurotransmetteurs,
neuromodulateurs, hormones influencent s irand nombre deqmessus physiologiques
par liaison avec des récepteuspécifiques. Le contrdlen vivo de ces processus de
reconnaissance ligand-récepteur permet de tevdml’'ordre physiologique et de gérer le
déreglement de celui-ci lors de maladie par exemple.

Le développement de molécules peptidigasables de bloquer, de cibler ou d’imiter
l'action des peptides/protéines naturels se révéle un enjeu crgissaria mise au point
d’agents thérapeutiques.

Cependant, le développement de moléecuiegsapeutiques de nature peptidique est
relativement limité. En effet, leur faible biodisponibilité par voie oeahesi que leur faible
stabilité métabolique face a I'hydrolyse pas [@eptidases diminuent fortement leur durée
d’action dans I'organisme.

Afin de répondre aux probléemes de stabilité des peptides, le concept de
peptidomimétiques est apparu. Ces corgpogrésentent une meilleure stabilité
métabolique, une biodisponibilitéccrue et donc une durée d’actiomsplongue tout en
conservant leur propriété deconnaissance avec le réceptupeptide mimé. De plus ces
composés présentent une rigidité accpag rapport a leurs homologues peptidiques
relativement flexible. Cette rigidité, si la structure spatiale du peptidomimétique est
contrblée et orientée vers la conformation bioactive du peptigael, peut étre un grand
avantage pour la reconnaissance avec le réceptedf¥igé.

Les articles recenceés dans la littérature tradignta synthese, I'utéation et I'étude des
peptidomimétiques sont tres nombreux. Un draambre de stratégies et de méthodologies
y est développé afin de transformer des peptides bioactifsmilomimétiques.

Nous présentons ici les deux voies principal@&cces a ces dérivés peptidomimétiques.

[11.1.1- Isostéres de liaison peptidique

Le remplacement de la liaison peptidigge squelette du peptide par une fonction

isostére permet de conduire a une gragdenme de composés peptidomimétiques.
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Quelques isosteres largement utilisés dans la littérature sont décrits ci-dessous (Figure
39) 142, 143

Y
| H
I AN AAN L LA
H g j2 H Rz H x Rr2 H
thioamidine aminométhylene alcéne (E)
o R Q o Rl 0 O R' OH O
! — /U\ ~
H rz H H S, H H . 2, H
R? OH R?
alcyne oxymeéthyléene dihydroxyéthyléne
O R' R, O o R! R o)
! 2 9 H H
N. ' .
A A LA R R
H ' H H = H
O R3 o) H O R?
hydrazide oxyamide urée

Figure 39.Exemples d'isostéres décrits de la liaison peptidique

Les fonctions isosteres présentant des pr@wmighysico-chimiques proches de la
liaison amide, le peptidomimétique consegiebalement la géométrie du peptide initf&l.
De plus, le remplacement de la liaison mlgtie par une fonction isostére augmente
fortement la stabilité du peptidomimétiquis-a-vis de la dégradation enzymatignevivo.
Pour finir, le squelette peptidique intenant rarement dans les phénomenes de
reconnaissance, puisque contrélé par tmines latérales des acides aminés, le
peptidomimétique conserve une bomfinité avec la cible biologique.
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[11.1.2- Analogues rigidifiés

Une autre voie de synthése de peptidoétiques consiste a concevoir des analogues

rigidifiés. Plusieurs types de rigidification ont été développésnettant de restreindre la

liberté conformationnelle du peptide initial pour se rapprocher ainsi de la conformation

bioactivel40, 144, 145, 146, 147, 148

La cyclisation des peptides originels a été la premiere facon d'accéder a des

peptidomimétiques

rigidifiés. Ces cycligats peuvent s'effectuer selon plusieurs

combinaisons entre les chaines latérales des acides aminés, |Bl{amténale et la partie

C-terminale du peptide (Figure 4.

N ¢
H Ofn
NII

Cyclisation impliquant les parties
N- et C-terminales

Cyclisation impliquant une chaine latérale
et la partie C-terminale

RT
NH

Cyclisation impliquant une chaine latérale
et la partie N-terminale

0=0

Ny
ol V)i

Figure 40.Différentes voies de cyclisation de peptides

[11.1.3- Utilisation de plates-formes hétérocycliques

L'utilisation de plates-formes hétérocycliques pour la arépon d’'analogues

peptidides rigidifiés apparait comme undratstratégie pour le développement de mimes

peptidiques a forte stabilité vivo.

Cette stratégie a conduit au développentEnhombreux composés cycliques azotés

parmi lesquels on peut citer a¢itd’exemples les benzodiazépin&des prolines™® ***les

pyrrolest?les pyrrolinones> et les lactaméd’ (Figure 41).
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Figure 41.Quelques exemples de plates-formes hétérocycliques mimes de squelette peptidique

Le développement de composés cycliuxygénés s’est quant a lui étendu aux

tétrahydropyranés® mais également aux entités saccharidiques.

Les peptidomimétiques a base de sucres ont commencé a étre décrits dans la littérature

au début des années 90. L'intérét de cestoubés réside dans Hructure cycliqgue des

plates formes ou « scaffold » monosaccharidiguedeur garantit une certaine rigidité. De

plus, I'absence de liaison peptidique dans la structurecleniere une staiié bien plus

grande que leurs homologues cyclopeptidigiiEs méme, ces plates-formes possedent de
tres grandes possibilités de fonctionnalmatau travers des hydroed du sucre. Pour
terminer, leur chiralité bien définie permde disposer précisément dans l'espace les
fonctions introduites. Tous ces avantagesjeurs font des motifs saccharidiques des

candidats de choix pour ustratégie de synthese de peptidomimétiques.

Hirschmanret al. ont développé pour la premiere feis 1992 |'utilisation d’'une série
de peptidomimétiques a base de sucre, mmuncevoir des li