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INTRODUCTION GENERALE

L’homme profite des ressources de la nature pour se soigner, en particulier
dans le domaine des maladies cancéreuses, ot un pourcentage important des
médicaments utilisés provient des plantes (taxol, vinblastine, podophyllotoxine,
combretastatines...), des  invertébrés marins (aracytine,  dolastatines,
ecteinascidines...) ou des micro-organismes (daunomycine, épothilones...).... La
biodiversité unique du patrimoine vivant est ainsi une source sans pareil de

découvertes pouvant enrichir la thérapeutique?.

L’extréme diversit¢é du monde marin au sein de sa faune et de sa flore,
s’accompagne d"une exceptionnelle chimiodiversité. Les organismes marins sont une

source gigantesque de nouvelles molécules a activités pharmacologiques.

La famille des Didemnines a été une des références dans la découverte des molécules

marines anticancéreuses.

La Dehydrodidemnine, figurant au schéma ci-dessous, représente I'un des meilleurs
exemples dans la recherche thérapeutique des anticancéreux depuis son isolement

d’Aplidium albicans (tunicier) en 1991.

Les espoirs étaient grands qu'un de ces produits naturels pourrait étre converti

en drogue anticancéreuse utile.




1. Biologie du cancer

La compréhension des différents mécanismes qui régissent I'apparition d’un cancer est I'un

des aspects fondamentaux de la recherche des artis tumoraux.

1.1.Cycle cellulaire :

La croissance de lorganisme, le remplacement des cellules mortes et la réparation des
dommages tissulaires (régenération, cicatrisation) se produisent par la prolifération cellulaire.
Les cellules se multiplient par mitose.

Les cellues en voie de prolifération passent par un cycle cellulaire (figure 1) incluant tous
les processus situés entre la fin de deux mitoses successives. On décrit dans le cycle cellulaire
une bréve phase mitotigue, ou phase M (Mitose) et une interphase beaucoup plus longue.
L’interphase elleméme se subdivise en phase Gl (grossssement ou  présynthése), S
(synthese) et G2 (grossissement). La durée du cycle celluaire de cellues en cours de

prolifération est de 'ordre de 12 a 24 heures, et celle de la mitose proprement dite d’environ 1
heure 23,

M
a2
Cycline D
G1
S
[ coxz ]
Cycline E

Figure. 1 : cycle cellulaire?.

1.2.Définition du cancer :

Les tumeurs se caractérisent par une prolifération excessive et une différenciation
dimnuée de leurs cellules. Les genes responsables de lapoptose et la réparation d 'ADN
pewent faire défaut, ce qui induit au niveau du cycle cellulaire (Figure 1) une stimulation
mcontrolée en méme temps qu’une absence de frein. La cellule dépasse le point de restriction
indépendamment des facteurs de croissance et le point de contrdle sans correction des erreurs
d’ADN. De plus elle n’est pas éliminée par apoptose et peut transmettre a ses cellules-filles et
donc provoque des nowelles erreurs®.




2. Traitements des cancers
Pour traiter les cancers, il existe deux grands types de traitements. Les traitements
locorégionaux qui agissent directement sur la tumeur, et les traitements systémiques qui ne

sont pas ciblés. Les différents traitements sont généralement couplés.

2.1.L es traitements locorégionaux

a. Lachirurgie
La chirurgie a éé le premier traitement utilise pour lutter contre le cancer, elle est utile en
situation métastatique ou en urgence pour préserver une fonction d’organe menacée par
Pextension de la maladie®.
Elle consiste en I'ablation de la tumeur. Ce traitement est le seul moyen de traiter les zones

peu vascularisées ou la chimiothérapie n’accede pas.

b. La radiothérapie
C’est une alternative a la chirurgie, lorsque l'organe attemt doit é&tre préservé. La
radiothérapie agit localement sur la région irradiée. Tous les types de radiothérapie sont basés
sur I'ionisation. Les particules émises (électrons, photons X ou 7y, protons) interagissent avec
I'eau des cellules pour former des espéces réactives de I'oxygene(ROS), provoquant la

destruction des cellules adjacentes®.

2.2.Les traitements systémiques :

a. Hormonothérapie
Certains cancers Uutlisent les hormones stéroidiennes ou peptidiques comme  facteurs de
croissance. Ce role de facteur de croissance est mgjeur pour les cancers du sein, de la prostate
et de 'endométre.
L'hormonothérapie et utilisée pour Iutter contre les cancers dont le développement est
dépendant d’hormone. Il inclut des médicaments dont laction consiste a stopper la
production de certaines hormones et a modifier leur fonctionnement pour bloguer ce message
de prolifération’.

b. Immunothérapie :




L’approche immunothérapeutique est basée sur la modification et Iexploitation des
mécanismes cellulaires de défense de I'hote ou sur le contrdle de la régulation de la
prolifération et de la différenciation des cellules du systeme immunitaire.

L’mmunothérapie passive est une méthode qui utilise des anticorps comme agents
thérapeutiques. Ces anticorps reconnaissent et s’unissent a des protéines spécifiques a la
suface des cellues tumorales. Aprés sa fixation, I'anticorps dirige une attaque contre la

cellule en mobilisant d’autres éléments du systéme immunitaire®,

c. La chimiothérapie

Les traitements locaux ne sont plus adaptés lorsque le cancer proliftre d’ou la chimiothérapie
a pour but d’éliminer les cellules cancéreuses dans I'ensemble des tissus sans compromettre
par sa toxicit¢ la vie de l'organisme ou elles se sont développées. L’effet cytotoxique des
médicaments utilisés en chimiothérapie est du soit a un blocage de la synthése de I'acide
désoxyribonucléique (ADN) et de Tlacide ribonucléique (ARN) (antimétabolites), soit a des
anomalies provoquées au niveau de 'ADN préformé, soit a un arrét de la division cellulaire
par blocage de la formation du fuseau mitotique (antimitotiques vral).

La non-spécificit¢ d’action de ces agents cytotoxiques sur les cellules tumorales explique leur
toxicité au niveau des tissus normaux a renouvélement rapide. lls ont de plus des toxicités

d’organe propres. Cette toxicité essentiellement est principal facteur limitant leur utilisation®.

3. Les cibles pharmacologiques des agents anticancéreux :
Le but des agents anticancéreux est d’atteinte les cellules tumorales afin de les détruire, par
interaction avec une ou plusieurs cibles pharmecologiques™® !.Cette figure résume les

différentes cibles potentielles de la chimiothérapie®*.
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Figure2 : les cibles des agents antitumoraux*4.




4. Les produits naturels utilisés dans le traitement du cancer
Les produits naturels sont directement ou indirectement a lorigne de 60% des traitements
anticancéreux*?.Des exenples comme les Vinca-acaloides (issue de plante) 1° (figure3) La
Romidepsine (FK228) (provenart des micro-organismes) 4*° (figure 4),

OH
CF@ﬁv @]
N /\\\HJ\N O
/ H
DTNH o
H3CO 5 >
@R=CHyG= CHO Slll NJ\E/NH _—
N| N'/ HaCO! 'fcocm S T~
0,CHs ® ZH? CO.CH;
Figure 3: formules chimiques de la vinblastine® Figure 4 : structure chimique
et lavincristine® tirées de la pervenche de Madagascar, de la Romidepsine*,

des précurseurs catharanthine@ et vindoline®,
ainsi que de 'analogue hémisynthétique vinorelbine ®*2,

5. Composés d’origine marine
La biodiversit¢ marine est la source d’une incroyable chimiodiversit¢. Les mvertébrés marins
(coraux, éponges, ascidies...) ont la capacit¢ de synthétiser des médiateurs chimiques
impliqués dans la défense™®.
Les molécules marines contiennent des atomes comme le chlore, le soufre, le bore, le
silicium, l'iode et Parsenic. Ces ¢éléments sont peu retrouvés dans les métabolites des
organismes terrestres’*.
Les particuarités des molécules marines du point vue structural mais aussi au niveau de leurs
mécanisme d’action constituent un avantage dans la recherche de nouvelles molécules
anticancéreuses®’.

Le tableau suivant présent la réussite de quelques molécules dans les essais cliniquest® 27 :




Soblidotine (1) Dérive de la Dolabella auricularia Peptide Tubuline Phase III
dolastatine 10 (mollusque) Symploca

sp. (cyanobactérie)

Plitidepsine Produit naturel Trididemnum solidurm Depsipeptide Activation des Phase III
(Aplidine®) (2) (dehydro- (tunicier, possible cyclique MAPKs et TNK
didemnine B) source bactérie ou
cyanobactérie) p
Cemadotine (3) Dérivé de la Dolabella auricularia Peptide lingaire Tubuline Phase II
dolastatine 15 (mollusque) Symploca

sp. (cyanobactérie)

Plinabuline Dérivé d'halamide Aspergillus sp. cultivée Diketo- Tubuline Phase II
{NPI 2358) (4) sur l'algue Halimeda pipérazine
facrimosa (fongus)
Elisidepsine (5) Dénve de Elvsia rufescens Depsipeptide Lysosomes Phase II
kahalalide F (mollusque) Bryopsis

sp. (algue verte)

Selon le mode d’action des molécules d’origne marines, on peut citer des molécules
cytotoxiques telle que le E7974 (tripeptide)'® se lie au site de liaison des vinca-alcaloides de la
tubuline, provoquant [Iinhibiton de la polymérisation de la tubuline ains que la
dépolymérisation des microtubules existants, I'inhibition de la mitose et donc la prolifération
cellulaire”®(figures) ;des activateurs du systéme immunitaire comme le KRN 70002, il active
la réponse immunitaire et stimule la production de lymphocyte T tueur. 1l présente également
des activités antimétastatiques™ (figure 6) ; des molécules inhibant I'angiogenése telle que la
squalamine issus de Pestomac du requin Squalus acanthias®® Elle inhibe I'angiogenése en
empéchant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins®  (figre 7) et on a auss des
molécules intervenant dans les voies de signalisation cellulaire et le cycle celluare comme le

Sdlinosporamide A (NPI0052) & partir d’actinomycéte Salinosporatropica®>?® (figure 8)

s , O
Figure 5: Structure de (E7974) et photographie  Figure 6 : structure chimique du KRN7000
de Hemiasterella minor*. Et photographie d’Agelas clathrodes™”.

HZNWHME ) “OH
Figure 7 : Structure chimique de Figure 8 : Structure chimique du Salinosporamide

la squalamine®. A et photographie de salinospora®.




6. Dehydrodidemnine B (DDB)
Jusgua maintenart, juste 5% des especes ascidiennes vivantes sont étudiés du moins
de 3000 especes. Cette étude est représentée par le grand pourcentage 32% de la part
de famille didemnines et les médicaments anticancéreux sont le domaine principal
d’intérét du dépistage dela MNPs (The study of marine natural products) & 2.

M Clavelinidae
M Anti-

M polyclinidae tumeur/Cancer
B Anti-bactérienne

B Ascididae f

H Anti-fongique
3%
1% 2% 4% 15 M Holozoidae ’

B Anti-viral
- 1%
M Polycitoridae

32 % 3% M Anti-HIV
Didemni M Pyuridae 6%
dae 0 M Antipaludique
B Styelidae
1% Anti-diabétique
H Cionidae
2% Anti-oxydant
%m Didemnidae 3% L3%
Anti-
1% ™ Molugulidae infla‘mmatoire
Systéeme nerveux
B Perphoridae central

Pseudodistomidae

Figure 9 : Produits d’origine marine étudiés a partir de la famille des ascidiennes
1994-2014'%,
a. Définition :
Les Didemnines sont une famille de depsipeptide cycliques isolés des tuniciers. L’Aplidine
analogue de la Dehydrodidemmine B (DDB) a ¢été extrait a partir d’ascidien Aplidum
albicans, dors que ce dernier ont été trowés dans les cotes des Caraibes et de la
M éditerranée?”.

@]

Figure 10 : Structure de DDB et photographie d’Aplidium albicans?’.
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b. Importance biologique :

L’action majeure du DDB c’est Iinduction de Papoptose?® 2°. Elle bloque la division des
cellues en phase GL/G2 du cycle celuaire des tumeurs tumorales et a une activité anti-
angiogenese par inhibition de facteur de croissance endothéliad vasculaire(VEGF), une
protéine critique associée a la vascularisation et a la croissance d’un certain nombre de
tumeurs et a Pexpression du récepteur VEGF®,

lls existent des récepteurs au VEGF sur les surfaces des lignées cellulaires concernées par
Iaction du DDB en plus de leur capacité a sécréter cette protéine. La DDB diminue
I'expression de VEGF-Récepteur et bloque donc la sécrétion de VEGF, il s’en suit une
diminution de la production a la fois de VEGF et de VEGF-R. L’Aplidine interfére avec la
synthése des protéines par une augmentation des taux cellulaires de spermine et spermidine
due a ure inhibition de leur dégradation. DDB interagit également avec la pamitocyl
thioesterase en provoquant I'inhibition de la translocation lors de la phase d’élongation des
polypeptides au niveau des ribosomes, cette inhibition est due a une interaction didennines-

facteur d’élongation 273,




TRAVAIL EFFECTUE




1. Objectifs du travail :

L’objectif majeur de notre travail est la synthése de quelques dérivés de fragments du
Dehydrodidemnine B, Ci-dessous dans le schéma 1, est indiqué I'examen retro synthétique :

X

- b .

Dehydrodidemnine B

o Cbz 0
N HN N HN
(DA MR o [ MR
H O HO

Schéma 1 : examen retro synthétique pour obtenir quelques dérivés de fragments du DDB.

La premére étape de notre travail consiste a préparer le fragment clé de la Dehydrodidennine

B, comme le montre I'examen retro synthéique ci-dessous :

\\(‘\/>
)\)‘i}oxj}\g/@/

Dehydrodidemnine B

MeO MeO
Cbz_ o

o
N HN N HN
H © H ©

H

Schéma 2 : examen retro synthétique pour obtenir le fragment clé du DDB
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La deuxieme étape de notre traval consiste a changer la L-tyrosne (R) avec d’autres

aminoacides (L-phénylalanine, L-tryptophane). Ci-dessous dans le schéma 2, est indiqué les
différents dérivés du fragment clé de la Dehydrodidemnine B :

MeO MeO
o o
(o) Cbz_
o S als
MeO
M
0 €0 Cbz_
HN
3 H o
H O A H |\

Schéma 3 : dérivées de fragment du Dehydrodidemnine B.

La troiséme étape de notre travail consiste a préparer un analogue de fragment latéral de la

Dehydrodidemnine B comme le montre I'examen retro synthétique ci-dessous :

o
o

HO
- \( AI
Hﬁl (@] = N o
o N o
. > (@) o

\j"‘ ]

o °—

o
)\/\(o ~
N

Dehydrodidemnine B

Schéma 4 : examen rétro synthétique pour obtenir un analogue de fragment latéral dela
Dehydrodidemnine B.
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2. Généralités sur les peptides:
Le développement et la découverte d’un nombre croissant de peptides qui comportent des
propriétés biologiques ont dirigés les chercheurs vers I'utilisation des peptides comme des
molécules thérapeutiques. En 2010 de nombreux meédicaments parmi les 200 meilleurs vendus
sort des peptides, on peut par exenple citer entre autre Copaxone®, Lupron® et Zoladex®32.
Les acides aminés sont des composés qui possedent une fonction amine (basique) et une
fonction acide carboxylique (acide).
Un peptide est une molécule constituée d’acides aminés enchainés par un lien peptidique
(amide).
Pour former un seul dipeptide, il faut éviter les réactions non désirées et donc blogquer
certaines fonctions de maniére réversble. Il faut auss rendre plus réactifs les fonctions qui

doivent réagir.

3. Protectiondesacidesaminés:

a. protection delafonction acide :

Généralement, on trouve la protection des acides sous forme d’ester, mais il existe plusieurs
types d’esters et les plus utilisés sont :

» Lechlorure de thionyle (SOCI,) :

O
I

)
O - MeOH
Cl cl ,
HoN \)J\OH HCI.H;N \)kOMe

—
reflux , 2h

Selon ce mécanisme :

S oo (Tt (e —

Schéma 5 : mécanisme de protection par SOCI; de la fonction acide des amino-acides.

» Ester méthylique : Une méthode plus douce et qu’on utilise souvent consiste a traiter

Pamino-acide avec le chlorure d’acétyle en présence de Ialcool®® 34,
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R NH | R NH
T CI)\CH3 > MeOH T

COOH COOMe
reflux , 2h

Schéma 6 : protection de la fonction acide des amino-acide sous forme ester méthylique.

L’hydrolyse de la fonction ester méthylique se fait selon le schéma suivant

COOMe THF, H=20 COOH
(2:1)

Schéma 7 : hydrolyse de la fonction ester méthylique.

> Ester tertio butylique®®:

R NH @ R NH
2 H , isobutyléne 2

COOH = CcCOOtBuU
t-butanol

La déprotection se fait selon le schéma suivant :

R NH
2 TFA 50 % R NH>

COOtBu CH2CI2 COOH

Schéma 8 : protection et déprotection de la fonction acide des aminoacides sous forme
ester tertio-butylique.

a.l.Egérifications effectuées :
Les estérifications dela tyrosine, phénylalanine et le tryptophane sort effectuées

conformement ace dernier procéde

O O
I
OH
C OMe
cl —"~_ , MeOH
NH NH, .HCI
reflux, 2h
L-phenylalanine L-phenylalanine-OMe.HC1
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H
N
7 i}
NH
Sl a—~_ . mMecoOH
oS OoH reflux, 2h
L-tryptophane L-tryptophane-OMe.HC1
(o]
(@] (@)
OH ('_l’
NH, a1~ N . MeOH OMe
HO NH,.HCI
reflux, 2h HO
L-tyrosine L-tyrosine-OMe.HCI1
O
O
(@)
on |
ca— ~~ , MeOH OMe
NH,
reflux, 2h NH,.HCI
L-leucine .
L-leucine-OMe.HCI1

Schéma9 : Estérification de laL-phénylalanine, L-tryptophane, L-leucine et la L-tyrosine

b. protection dela fonction amine:

> Protection par le t-butoxycarbonyle (Boc) *°:

o O R
T+ weuoX N
HoN~ “COOH ° - @ N Coon
2 t—Bu—O«O .

Le mécanisme de la protection par le Boc est le suivant :

( Ve N
R—NH, + t—Bu—04/<?\ R Boc * %OH * co2
Q7k‘\
7< m

Schéma 10 : Protection par le Boc

> Protection par le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) 363740
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O~}-—Cl

')
O o
R
R e
i-Pr,NEt. DIOXANE/H,O HN__
NH,

Fimoc

La déprotection du groupe Fmoc se fait selon le schéma suivant

SN O x

- T ® NrR, ] >= +co,+ H.N" “cooH
> —~ /l\‘___ﬁ‘ib
SN R
’Q ’
A

Y
Fmoc

Schéma 11 : protection et déprotection par le Fmoc

> Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz) *°:

o o R
R + )-I\ )I\ /I\
)\ 7o _basg 0" "N” “coon
H, COOH
AN S

~
Cbz

La déprotection de groupe Cbz se fait dans les conditions opératoires suivantes :
Hydrogénolyse, HBr, CH3CO,H.

O R
O R H,/Pd
P _ A_|_ :—‘
Ph—CH,+ HGA AN

[:;T/\O)LN/kCOOH N COOH
H

Schéma 12 : protection et déprotection par le Cbz.

> Protection par ’anhydride acétique41:

hvdrid oti AcOH Gilaciale NH
anhydride acétique .
HoN—R + R

Schéma 13 : protection par 'anhydride acétique.
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> Protection par Panhydride phtalique**

R e 9 R
OH AcOH glacial /l\’rOH
O N
HEN)\r - reflux 2h
O O
O O

Le mécanisme de la protection est le suivant :

)
[ s N
@) NH )/ 'AcOH glacial  Q 1\\]}—1 -H,O N |
c}

2
> { N / "~ reflux 2l >—<
— 0 '
R ©

Le clivage du groupement phtalimido est souvent réalisé en utilisant Ihydrazine®® :

O R R
NH,-INH- OH
N OH 2 2 HZN /l\ﬂ/
DCNMN/MNMeOH
O O
O

Le mécanisme de la déprotection est le suivant :

o
o H H
( | /H 1
R INELLNEH, N—NH; H_ Ho
Eso R
o
o

o o Q
NH
NH NH )
Ly +RNER I - NH,
MNH R
A 2o N
€o R—Rr
o P |
H H H

Schéma 14 : protection et déprotection par I'anhydride phtalique.

b. 1. Protection effectuée:

> Protection par I’anhydride acétique du L-proline :
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@A e O.,,,,,,TOH

Anhydride acétique N-acetyl-L-proline

L-proline

4. Couplage peptidique :

La synthése d’un dipeptide se fait par condensation de deux acides aminés: (P: protecteur ;

X : activateur)
R2 ) R2
)\]‘/op2 —_— P1HN\|)]\N)\N/OP2 . HX
2N H
5 R o

4.1. M éthodes de synthéses peptidiques :
a. Synthese en solution :

Pour synthétiser des peptides en solution, on met les acides aminés en contact avec un agernt
de couplage dans un solvant généralement le DCM, cet agent permet d’activer le brin que I'on
veut condenser au niveau du C terminale.

Parmi ces agents on a les carbodimdes (DCC,EDC,DIC,BEC...);les additifs
(HOBt,HOAt,HODhbt, HOCt...) ; sds de Phosphonium(CloP ,BroP,PyTOP,PyBOP...) ;les
sels d’Uronum (HBTU,TBTU,TPTU...); sels de Thiouronium( HOTT ,TOTT,HODT...);
sels  d’Immonium(BOMLBPMP,DOMP,FOMP...); Imidazolium(CDIL,CBMIT,BOLBEP...) :
Organophosphores(DPPA,DEPC,BOP-CL...) ;agents halogénants
(CDMT,BTC,TFFH...) ;chloroformate,pyridinum et  aures agents de  couplages
(BMPLBMTMM....)*,

OH
f ui EtOOC
X H .
o H
— ", ® ? ;'r__—H pr.i H!F;
I . /‘.-/H = | !il' N '}‘_ - Ph—pt
i+ T H H i Y
N T =" M =< ToH PR Ph
M-ty syt etrozo e
X=CH HOBt ¥ = CH HODhbt mOCe PTF
X=HN HOAL X=MN HODhat
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- - - M == ==N i
) \ / \ —HN=C=HN S } \
{: ; [TE="s ] ’ » , # \\ # - *
— - 4 W EDC -
Do ,
e - i / .
> M= =N
| - e l | M= =M
BEC BRC
I -l e e o B v o i ] Rl o
- ’ r H—C—H
. e e -
< > o | P el T | < o :.f \ e
ol N o B D £
# Y
PF~ = /w /DH O
—P{HMe) _
PFE_ - = W G PFe =
= P nMez)s WM /:)fp -
< T b e S N
e i * ||/ m
e T
o= Cl CloP M =CH BOP o= Cl Py CloP™ = CH PyBOP
=08 BroP H =N ACP = 8Br PyBroP M =N PyAaAOQP
VA, 7y LS LS
™, i - [ - M
o R PF_ - Fo +'n
PF., =P—N 1 o—F o= ="
s 3 5 = " N,f M M
i =T T e T S
M
e — =t S | .
u " i
M =CH PyDOP M =CF, PyFoP F PyPOP
Py TOP M =N PyD AP

MW= MO, PyNoP

Schéma 15 : Agents de couplage peptidique.

b. synthése sur support solide™ :

La synthese en phase liquide permet de mettre au point les conditions de réaction : agents de
couplages, solvant, température. L’inconvénient de la phase liquide est I'obligation a chaque
¢tape d’isoler par des techniques d’extraction puis de purifier les produits obtenus, ce qui
aourdit la procédure.

En 1963, Merrifield et le premier a utiliser des résines pour la synthese de peptides sur
support solide. En greffant un premier acide aminé N-protégé sur la résine polymére
(polystyrene réticulé, 1% de divinylbenzene), et en procédant a une élongation pas a pas, il est
possible de synthétiser des brins allant jusqu'a une centaine d’acides aminés. L’utilisation
d’excés de réactifs a chaque étape est un avantage des supports solides permettant des
réactions rapides et complétes. Aprés réaction, une sinple filtration suivie d’un lavage est
suffisante pour éiminer les excés de réactifs avant une nowvelle réaction. Ces différentes
étapes peuvent étre effectuées par un robot. Les supports solides ont donc permis d’accélérer

les temps d’obtention des produits en comparaison aux techniques en phase liquide.
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“linker” =

espaceur chimique \\résine
——
g
f

] couplage peptidique

GP-AA.

¢

l -GP } déprotection extrémité N terminale

\
:

J couplage GPAAOH

Teyde < GP-AA-AA

:

l -GP } déprotection

o H-AA-AA

(4]
e

(n-2) cycle:

H-AA- _-Al-AA

¢

clivage de la résine
(et déprotection des chaines latérales)

H-AA,-.. -AA,-AA,,OH

Schéma 16 : synthése sur support solide
4.2. Couplages effectués :

Concernant notre travail, nous avons synthétisé différents dipeptides entre deux aminoacides :
L’un des deux porte une fonction amine protégé et la fonction acide libre et le contraire pour
le deuxiéme aminoacide, tout cela en présence de DCC comme agent activant. On fait réagir
les deux aminoacides dans le DCM comme solvant, puis on gjoute la TEA pour neutraliser le
chlorhydrate. Ensuite, on gjoute une solution de DCC dans le DCM (0°C-t.@) sous une trés
forte agtation pendant 24h. A la fin, la DCU formée est éiminée par filtration. Ensuite, on
évapore le filtrat sous évaporateur rotatif. Le mécanisme réactionnel de cette réaction de
couplage est présenté dans le schéma suivant

S S

w Ao’ R

on NO I 0

+
0

Py
0
Z

(@]
o C
J\ ? )L(‘/ “NH
NHR' + C. R( o
R N~ N
H O H NH2R'
DCU

Schémal? : mécanisme d’un couplage avec le DCC
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(@]

)\ (@) HO HN o
N o N
OMe N o~
" OH
’, NH,.HCI
’/”/ + HO 2 DCC / TEA Q

o . DCM —ac-L-Pro-L-tyr-
N-acetyl-L-proline L-tyrosine-OMe.HCl C N-ac-L-Pro-L-tyr-OMe

{

Schéma 18 : couplage peptidique N-acétyl-L-proline avec la L-tyrosine-OMe

OMe
o

P - o

N %
o
. OH OMe N
10,
H/ + NHz .HCI DCC / TEA

(@] -
L-phenylalanine-OMe.HCI DCM N-ac-Pro-L-Phe-OMe

I §
z
o

[

" ’I/}\

N-acetylproline

Schéma 19 : couplage peptidique N-acétyl-L-proline avec L-Phénylalanine-OMe

H
: N o )
(@) w
)\ / 2R\ N
N \\\N H,.HCI \NH
OH \ DCC / TEA S o

‘0 —_—

///“/ + OMe DCM e

o o

N-acetyl-L-proline L-tryptophane-OMe.HCl1 N-ac-L-pro-L-try-OMe

Schéma 20: couplage peptidique N-acétyl-L-proline avec le L-tryptophane-OMe

(@]
OMe
Cbz /@/YJ\
~ HO HN o

/\N o =—
4 Cbz g
. OH OMe \N
“ N NH,.HCI DCC / TEA
| HO

—_

O]
N-Cbz-L-Pro L-tyrosine-OMe.HCI DCM N-Cbz-L-Pro-L-tyr-OMe

Schéma 21 : couplage peptidique N-Cbz-L-proline avec la L-tyrosine-OMe

o
OMe
HN
Cbz (@] ¥
~ o
N =
Cbz &
O 1y, OH ©OMe TN
H/ + NH> -HCI DCC / TEA
o =
L-phenylalanine-OMe.HC1 DCM N-Cbz-Pro-L-Phe-OMe

N-Cbz-proline

Schéma 22 : couplage peptidique N-Cbz-L-proline avec le L-Phénylalanine-OMe.
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ZT

ﬁ O

/Cbz /
N NHz.HCI
N DCC / TEA i WHNH
‘, OH —_—
///“/ + OMe DCM
S O
N-Cbz-L-proline L-tryptophane-OMe.HCI1 N-Cbz-L-pro-L-try-OMe

Schéma 23 : couplage peptidique N-Cbz-L-proline avecle L-tryptophane-OMe.

(@]
ﬁ\\ o OMe
N HN \_
O “y OH OMe N ‘\\\\\\— o
’/”/ N DCC / TEA Y
NH,.HCI o
(@) .
N-acetyl-L-proline L-leucine-OMe.HCI1 DCM N-ac-Pro-L-Leu-OMe

Schéma 24 : couplage peptidique N-acétyl-L-proline avec la L-Leucine-OMe.
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Conclusions et perspectives
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Aplidine®, aussi connu comme Dehydrodidemnine B, est un depsipeptide cyclique, Sa
structure chimique est tres proche de celle de la Didemnine B, la seule différence étant que le

résidu de lactate dans la Didemnine B est présent dans la version de pyruvate oxydé.

NMe-[-Tyr

L-Pro’ OMe
L-Leu*
O—< o
N N L-Thr!
L-Pro®

o)
0 Me 0 Lo Me o
Hip* o NH | O
O, sy _.-\‘N =

[a-{o-hydroxvisovaleryl J—“‘\“
propionyl]

Pyr?® (pyruvyl)

NMe-D-Teu’

Ist? (isostatine)

Core of Didemnins

Aplidine

La Didemnine, premier composé marin a faire I'objet d’essais cliniques de phase 2 sur sujet
humains pour le traitement de certains cancers, il s’est avéré tellement toxique. La

Didemnine a été remplacée par I’Aplidine qui possede une structure semblable a celle de la

Didemnine. Mais elle est moins toxique.

La premiére étape de ce travall a éé consacrée a préparer le fragment clé de la
Dehydrodidemnine B. deux fragments clés ont été synthétisés, isolés, et purifiés :

MeO MeO
‘N HN N HN
[H @—OH Et w @—OH
HO I

HO

Une perspectives intéressante serai de greffer différents substrats (aminoacides, sucres, acide
bromopurivique, acide valproique...) sur les fragments clés isolés pour obtenir les molécules

suivantes
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Pour

MeO
Cbz, o)
H o
MeO
Cbz, o
HoO

(o

MeO

o

Schéma 25 : fixation d’un sucre ou amino-acide sur les fragments clé obtenus.

La deuxieme étape de ce travail a été consacrée a préparer des analogues de fragment clé de la
Dehydrodidemnine B. plusieurs dérives ont été synthétisés, isolés, et purifiés :

r

MeQ
yo o yo MeQ 5
EN)_I%N @ N HN/C
H O w
H O \
MeO MeO
Cbz_ O Chz, D
Walamiet
H O H O e
Schéma 26 : analogues de fragment clé dela DDB.
chaque analogue de fragment on peut avoir deux analogues
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Dehydrodidemnine B espérant d’améliorer I’activité anticancéreuse de cette derniere :




HO

s Ho |
O'W(EE\(O :Ynﬁ

La troiséme éape de ce travall a é&é consacrée a préparer le fragment latéral de la

Dehydrodidemnine B. ce fragment a été synthétisé, isolé, et purifié :

Juste en modifiant le fragment latéral on peut avoir un analogue de Dehydrodidennine B,

espérant d’améliorer lactivité et/ou diminuer la toxicit¢ du produit naturel :

HO

HN._O " N o HN._O " N
o o o O//\\{ o Yo 5 o)\
e} N (@) e} N O
H o) H
0-_0 ~ 0o

NH2 O NH2
MO\

HO

oY -
N N
N 'l/ O N 'll o
H H

Dehydrodidemnine B analogue de Dehydrodidemnine B
Enfin une perspective intéressante serai de synthétiser des analogues de la Dehydrodidennine

B qui porte le motif sucre afin d’améliorer lactivité, la sélectivit¢ et la biodisponibilit¢ du
produit naturel :
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o]
\N/\AO
V\,o zTQ

HO

N
e

HO
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Partie expérimentale
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Appareils utilisés :

» Infrarouge:
Les spectres de D'infrarouge ont ét¢ obtenues lors de I'analyse sur appareil de type Perkin

Elmer avec les conditions ci-contre : nombre de balayage 10, résolution de 4 cmt et avec un
temps d’analyse de 0.25 min. Les échantillons étaient traités sous forme de pastilles de KBr.

Les principales fiéquences d’absorption sont données en nombre d’ondes (4000-400) cmi®.
» Températurede fusion :

Les points de fusion sont déerminés soit sur un banc Kofler, ou grace a un fusionometre
digital de la série IA9200 d’Electrothermal en utilisant des tubes capillaires.
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N-acétyl-L-proline

Formule brute : C7H11NO3 A

Masse molaire : 157.17¢g/mol N )\

Solide blanc, Pf=115 °C Q

Litt : Pf=115-117°C. W’”ﬂ/
o

R:69% N-acetyl-I_-proline
IR v max (KBr) cni’; 2400-3300 (OH), 1723
(C=0 acide), 1420(=C-0), 1720 (C=0).

OH

Protocole :

Dans un ballon muni d’un réfrigrant, on introduit 5g de L-proline (43,42mmol), 4,10 ml
(43,42mmol) d’anhydride acétique dans 40 ml d’acide acétique glacial, et on porte a reflux
pendant 2h. On chasse le solvant sous pression réduite a I’évaporateur rotatift On obtient un
produit pateux .Une crigtallisation dans le THF permet d’isoler 4.69g du produit (69%) de
cristaux blancs.

L-Phénylalanine-OMe.HCI

Formule brute : C1oH14CINO> T4

MM : 215.68g/mol ©/\A)J\OMQ
Solide blanc, Pf=160°C e Rt
L-phenylalanine-OMe. . HC1

Litt : Pf=158-162°C
R=96%

Protocole:

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 100ml de MeOH ; la solution est
refroidie a 0°C. On ajoute goutte a goutte 5,59ml de chlorure d’acétyle dans la solution
précédente. La solution est agitée 5min. Ensuite, 3g de L-phénylalanine (18,16mmol) sont
gjoutés dans une seule portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h.
On laisse refroidir a température ambiante, le solvant est chassé sous pression réduite. 3.74g
(96%) du produit sont obtenus apres évaporation et séchage.
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L-Tryptophane-OMe.HCI

Formule brute : C12H15CIN2O>
MM : 254.71g/mol

Solide violette claire, Pf=220°C
Litt : Pf=218-220°C S OMe
R=88% L-tryptophane-OMe.HC1
IR v max (KBF) cmit : 1748(C=0),

1107 (O-C), 3271 (N-H)

ZI

~NHz.HCI

Protocole:

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 100ml de MeOH ; la solution est
refroidie a 0°C. On ajoute goutte a goutte 4,52 ml de chlorure d’acétyle dans la solution
précédente. La solution est agitée 5Smin. Ensuite, 3g de L-tryptophane (14,69mmol) sort
gjoutés dans une seule portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h.
On laisse refroidir a température ambiante, le solvant est chassé sous pression réduite 3.29g
(88%) du produit sont obtenus aprés évaporation et sechage.

L-Tyrosine-OMe.HCI

Formule brute : C10H14CINO3 (@)
MM : 231.68g/mol

Solide blanc, Pf=194°C
Litt : Pf=190-192°C HO

OMe

NH,.HCI

R=94% L-tyrosine-OMe.HCI1
IR v max (KBr) cmit: 3342(0OH), 1743 (C=0),

1145 (C-0), 3250 (N-H).

Protocole:

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 100ml de MeOH ; la solution est
refroidie a 0°C. On ajoute goutte a goutte 5,10 ml de chlorure d’acétyle dans la solution
précédente. La solution est agitée 5min. Ensuite, 3g de L-tyrosine (16,56 mmol) sont gjoutés
dans une seule portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h. On
laisse refroidir a température ambiante, le solvant et chasse sous pression réduite. 3.61g
(94%) du produit sont obtenus apres évaporation et sechage.
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L-Leucine-OMe. HCI

Formule brute : C;H15CINO> o
MM : 181.66g/mol
. OMe

Solide blanc

_ o NH>.HCI
Pf_126 C L-leucine-OMe.HCI1
Rdt=95%
Protocole:

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 100ml de MeOH ; la solution est
refroidie a 0°C. On ajoute goutte a goutte 15ml de chlorure d’acétyle dans la solution
précédente. La solution est agitée 5min. Ensuite, 9g de L-Leucine (68.6mmol) sont gjoutés
dans une seule portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h. On
laisse refroidir a température ambiante, 11.89g (95%) du L-Leucine-OMe.HCI sont obtenues
aprés évaporation et séchage.

N-acétyl-L-proline -L-Tyrosine-OMe

O Formule brute : C17H2oN 205
OMe Masse Molaire =334.37g/mol
Aspect : Solide jaure
" 0 .
o] S Rdt : 81%

N\ Pi=235°C
IR v max (KBr) cmt

N-ac-L-Pro-L-tyr-OMe O-H (phénol) 3327, (N-H) 3260, 1650
(C=0 amide), 1720 (C=0 cétone),
1740 (C=0 ester), 2840 (O-Me).

Protocole:

Dans un bicol a 0°C, On méange (0.5g, 0.00318nol) de la N-acétyl-L-proline et (0.7366g,
0.0032mol) de T'ester méthylique de la tyrosine dans le DCM (On refroidit a 0C° dans un
bain de glace).Une solution de DCC (0.656 g, 0.00318mol) dans 20 m de dichlorométhane
est additionnée goutte a goutte avec une forte agtation. Ensuite on goute (3.716 m,
0.0267mol) de TEA la solution précédente et laisser agiter a 0°C pendant 1h, puis 24h a
température ambiante. A la fin le DCU formée est élimné par filtration et laisser agiter une
journée, aprés on séche avec le desséchant N&SO4, on filtre puis on évapore le solvant. Une

cristallisation dans I’éthanol-eau permet d’isoler 0.86g du produit avec un rendement 81%.
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N-acétyl-L-proline -L-Tryptophane-OMe

N-ac-L-pro-L-try-OMe

Formule brute : C19H23N304
MM=357.41g/mol

Aspect : Solide blanc

Rdt : 76%

Pf=239°C

IR v max (KBr) cmi* : 1640 (C=0 amide),
3326 (N-H), 2850 (O-CHa)

Protocole :

La synthese se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifs. Une cristallisation dans I’éthanol-eau permet d’isoler

1.63 g du produit avec un rendement 76%.

Acide aminé | Masse Acide amné2- | Masse DCC(9g) DCM | TEA
1 A.AL(Q) OMeHCI A.A 2(g) (ml)

1 153 1.24 20m | 4.19
N-ac-L-pr (0.0064 mol) L -tryptophane | (0.006mol) | (0.006mol) 0.03mol

N-acétyl-L-proline - L-Phénylalanine-OMe

z
" ”

N-ac-Pro-L-Phe-OMe

Formule brute : C17H22N204
MM=318.37g/nol

Aspect : solide blanc

Rdt=95%

Pf: 194°C

IR v max (KBr) cmit : 1620 (C=0 amide),
3440 (N-H), 1175 (C-O).

Protocole:

La synthese se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifs. Une cristallisation dans le THF permet d’isoler 1.81g du

produit avec un rendement 95%.

Acide amné| Masse Acide amné2- | Masse DCC(9g) DCM | TEA
1 A.AL(g) OMe.HCl A.A 2(g) ()

1 1.294 1.24 20m | 4.19
N-ac-L-pr (0.0064 mol) | L -Phényldanine | (0.006rmol) | (0.006mol) 0.03mol

32




N-Cbz-L-proline-L- Tyrosine-OMe

N-Cbz-L-Pro-L-tyr-OMe

Formule brute : Cy3H26N2Os
MM=426.47g/mol
Aspect : solide blanc

Rdt= 85%
Pf: 204°C

IR v max (KBr) cmit :3473 (O-H),
3300 (N-H); 1624 (C=0 amide).

Protocole :

La synthese se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifS. Une cristallisation dans le THF permet d’isoler 0.72gdu

produit avec un rendement 85%.

Remar que : N-Cbz-pr oline est un produit commercial.

Acide aminé| Masse Acide amné2- | Masse DCC(9g) DCM | TEA
1 A.AL(g) OMe.HClI A.A 2(g) (m)

05 0.463 0.413 20m | 3.3%4
N-Cbz-L-pr | (0.002mol) L -tyrosine (0.002nmol) | (0.002mol) 0.024mol

N-Cbz-L-proline-L-Tryptophane-OMe

N-Cbz-L-pro-L-try-OMe

Formule brute : CosH27N305
MM=449.51g/mol

Aspect : solide blanc

Rdt=68%
Pf: 236°C

IR v max (KBr) cmt:
3325 (N-H) ; 2840 (OMe) ; 1640
(C=0 aride).

Protocole:

La synthese se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifs. Une cristallisation dans I'éthanol-eau permet d’isoler

2.45 g du produit avec un rendement 68%.
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Acide aminé| Masse Acide amné2- | Masse DCC(g) DCM | TEA
1 A.AL(Q) OMeHCl AA 2(g) (m)
0.2 0.204 0.1651 20m | 2.06
N-Cbz-L-pr | (0.008mol) L —tryptophane (0.008nol) | (0.008mol) 0.015nol
N-Cbz-L-proline -L-Phénylalanine-OMe
T Formule brute : Co3H2sN20s
OMe MM=410.47g/mol
HN\= Aspect : solide blanc
o & © Rdt= 90%
Q Pf: 216°C

N-Cbz-Pro-L-Phe-OMe

IR v max (KBr) cmi*: 3327 (N-H) ; 2850
(O-CHg - 1626 (C=0 amide) ;
1244 (O-C)

Protocole:

La synthese se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifs. Une cristallisation dans I’éther permet d’isoler 2.95 g du

produit avec un rendement 90%.

Acide aminé| Masse Acide aminé2- | Masse DCC(g) DCM | TEA
1 A.AL(g) OMe.HClI A.A 2(g) (m)
0.2 0.173 0.1651 20m | 1.06
N-CbzL-pr | (0.008nol) L -tryptophane (0.008mol) | (0.008mol) 0.008mol
N-acétyl-L-proline- L-Leucine-OMe
(@]
Formule brute : C14H24N204
o Masse molaire : 284.36 g/mol
> NHN\};O Solide blanc
J <J PI=174 C°
N-ac-Pro-L-Leu-OMe R=72%

IR v max (KBr) cmi* : 3329 (N-H), 2820 (O-CHb),
1660 (C=0 armide).
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Protocole:

La synthése se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec

les proportions suivantes de réactifs. Une cristallisation dans I’éther permet d’isoler 0.94 g du
produit avec un rendement 72%.

Acide aminé| Masse Acide aminé2- | Masse DCC(g)
1 A.AL(g) OMe.HCl A.A 2(g)

DCM | TEA (m)
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Résumé :

Aplidine®, auss connu comme Dehydrodidermine B, est un depsipeptide cyclique dans
lequel il y a une ou plusieurs liaisons ester a la place d'une ou plusieurs liaisons peptidigques.
Il possede une structure semblable a celle de la Didemnine B, Mais €elle est moins toxique,
représente 'un des meilleurs exemples dans la recherche thérapeutique des anticancéreux.
L’objectif de notre travail est la synthése de quelques dérivés de fragments du
Dehydrodidemnine B :

- Des dérivés de fragment clé de la Dehydrodidemnine B.

- Un dérivé dufragment latéral dela Dehydrodidemnine B.

M ots clés : Aplidine, Dehydrodidemnine B, depsipeptide, anticancéreux.

Abstract:

Aplidine®, aso known as Dehydrodidennin B, is a cyclic depsipeptide wherenin there are
one or more ester bonds in place of one or more peptide bonds. It has a structure smilar to
that of didernin B, but is less toxic, represents one of the best examples in the therapeutic
research of anticancer drugs.
The objective of our work is the synthess of some derivatives of fragments of
Dehydrodidemnin B:

- Key fragment derivatives of Dehydrodidemnin B.

- A deivative of the lateral fragment of Dehydrodidemnin B.

Keywords: Aplidine, Dehydrodidemnin B, depsipeptide, articancer.
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