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ABREVIATION
Boc : tert-butyloxycarbonyle

Boc-ON : t-(butoxycarbonyloxyimino)- 2-phénylacétonitrile
Boc-azide : t-butylazidoformiate

Cbz: benzyloxycarbonyl

CDK : cyclines kinases dépendantes

DCC: N, N'-dicyclohexylcarbodiimide

DCM: dichloromethane

DCU: dicyclohexylurée

DMF : N, N-diméthylformamide

EDC :1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide
Fmoc: 9-Fluorénylméthyloxycarbonyl

Ft: anhydride ftalique

HOBTt: hydroxybenzotriazole

Ir: infra-rouge

le: illecine

KLH: Keyhole- Limpet Hemocyanin

KRN 7000 : a-galactosylcéramide

Leu : L-Leucine

MDRI : Le développement des phénoménes de résistance par les tumeurs
NKT : lymphocyte T

Pro: L-Proline

SPPS : synthese peptidique en phase solide

TEA: triethylamine

TFA : trifluoroacétique

THF: tétrahydrofurane

Tyr: L-Tyrosine
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INTRODUCTION GENERALE

Méme si le cancer est une des rares maladies communes a la quasi-totalité du régne
animal, il n’apparait que trés peu dans notre Histoire. Ceci est normal car, d'une part, le
diagnostic de cancer était meconnu dans de nombreux cas et d'autre part la moitié des
cancers sont diagnostiqués aprés 65 ans. Or 15% de la population avant 1750 atteignait 60
ans, 30% en 1850 et pres de 80% de nos jours. C’est donc un ancien probléme devenu tres
présent dans nos sociétés modernes du fait de 1’allongement de nos espérances de vie. Ainsi,
la lutte contre les cancers est devenue une priorité absolue du fait de 1’augmentation de
I’espérance de vie et de son corollaire morbide, I’augmentation du nombre de cancers parmi
la population. Notre vision des maladies en général et du cancer en particulier, a
beaucoup évolué au cours du temps ainsi que les moyens de combattre ces infections.
D’un point de vue historique, le diagnostic du cancer apparait trés tot : des 1’antiquité les
égyptiens puis les grecs caractérisent le cancer comme une tumeur envahissante
conduisant a une mort ineluctable. Le mot cancer vient de carcinos qui signifie crabe en
Grec car dans ’esprit des gens de I’antiquité le cancer y sont comparé a un crabe dévorant

les tissus.

A partir de la fin du XIX®™ siécle, des découvertes se sont imposées comme des
supports trés précieux a la chirurgie voir comme des alternatives dans les cas ou la chirurgie
ne pouvait étre pratiquée : la radiothérapie notamment (premiére tentative de traitement d’un
cancer du sein, par Emil Grubbe en 1895) puis la chimiothérapie avec notamment 1’utilisation
des 1944 de la « moutarde azotée » ou caryolysine pour le traitement des lymphomes. Pendant
longtemps, la recherche de composés pour la chimiothérapie a but curative était limitée
aux produits naturels ou d0 au hasard tandis que les évaluations biologiques étaient
réduites aux expérimentations animales in vivo. Ce n’est qu’a partir des années 1990 qu’une
large gamme de tests biologiques in vitro a été développée pour compléter les évaluations
biologiques in vivo (Cultures cellulaires et tests colorimétriques'). De plus, de nombreuses
cibles biologiques potentielles sont maintenant connues et accessibles dans le cadre
d’études in vitro (tests d'inhibition enzymatique®) ou in silico (docking moléculaire®).
Avec l’aide de nouveaux concepts, les méthodes de recherche de composés
thérapeutiques ont été rationalisées (méthode QSAR” et synthése focalisée ou diversifiée®)
et optimisées (criblages & haut débit® et chimie combinatoire’). La génomique a aussi

contribué a la recherche de molécules thérapeutiques par le développement d’outils




permettant de mieux appréhender les expressions génomiques et protéiques (puces a
protéines® ou @ ADN®) induites par des maladies ou des composés chimiques. Avec ces
nouvelles méthodes, les chimiothéques anticancéreuses se sont considérablement enrichies
au cours des 30 derniéres années : a coté des agents alkylants,®® d’autres médicaments
altérant I'ADN ont vu le jour: les agents intercalants** (Daunorubicine), les inhibiteurs
de la topoisomérase’® | et Il (Irinotécan, Etoposide), les intermédiaires électrophiles™
(Cisplatine, Carboplatine et Oxaliplatine) ainsi que d’autres familles d’anticancéreux
comme les antimétabolites® (5-Fluoro-uracile et Mercaptopurine), les inhibiteurs
enzymatiques™ (Raltitrexed, Hydroxyurée et Méthotréxate), les cytokines (interféron alpha)
et les molécules altérant le fuseau mitotique®® (Vinblastine, Vincristine, Vindésine,
Navelbine et Paclitaxel). La finalité est systématiquement de déclencher la mort
cellulaire ou de lutter contre les mécanismes de prolifération et de migration cellulaire

d’ou la question centrale sélectivité vis-a-vis des cellules saines et donc in fine de la toxicité.

Ces évolutions en matiere de chirurgie, de radiothérapie, de chimiothérapie
mais aussi au niveau des diagnostics du cancer ont contribués a diminuer de maniére
continue la mortalité de la majorité des cancers : depuis les années 1990 on constate une
baisse de 1,5 % par an en moyenne de la mortalité dues aux cancers. Certains cancers

comme celui du col de I'utérus ont vu leur mortalité étre divisée par 3 en 40 ans en France.

I. GENERALITES SUR LE CANCER
1.  Définition et caractéristique du cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par la croissance anarchique de cellules
anormales. Ces cellules dérivent toutes de la méme cellule, initiatrice du cancer, qui a acquis
certaines caractéristiqgues lui permettant de se diviser indéfiniment. Au cours de
I'évolution de la maladie, certaines cellules prennent I'apparence d'une excroissance locale :
une tumeur primitive qui, dans un premier temps, grossit et dissocie les tissus voisins.
D’autres cellules forment des cancers « non solides» sous forme de cellules sanguines
anormales qui ne sont pas associées a un organe en particulier.

La division cellulaire est contrdlée par le cycle cellulaire. Ce dernier a pour fonction
de reproduire des cellules filles identiques a la cellule mere ; celles dont I’ADN est altéré sont
réparées ou détruites’.Le déréglement des systémes régissant et contrdlant ’avancement du

cycle cellulaire est a I’origine de la prolifération incontrdlée des cellules cancéreuses.




Au cours du cycle cellulaire (figure 1), la cellule est capable de dédoubler
son matériel génétique en vue de le transmettre & une cellule fille. La réplication du
matériel génétique d’origine est un passage obligé pour la perpétuation de la vie mais c’est

aussi un moment ou d’éventuelles mutations peuvent avoir lieu.
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Figure 1 : Le cycle cellulaire®.

2. Biologie du cancer

Le cancer résulte de six altérations de la physiologie cellulaire®. Ces altérations sont

communes a toutes les cellules cancéreuses et sont a I’origine de leur prolifération

incontrélée. Les différentes altérations physiologiques sont représentées sur la figure 2.
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Figure 2 : Les six altérations physiologiques de la cellule conduisant a la formation de

cellules cancéreuses’.

La cellule cancéreuse va au cours de son développement acquérir une série de
capacités que ne possédent pas les cellules normales. En 2000, R.Weinberg et D. Hanahan'®
ont suggéré que 1’apparition de cellules cancéreuses passe par I’acquisition d’au moins six
propriétés
(Figure 2) :

v" Indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération : Normalement, les
cellules ne se divisent que lorsqu'elles recoivent un stimulus particulier mais dans les
tumeurs, les cellules n’ont plus besoin de ce signal a cause de I’expression accrue et continue
des genes de la prolifération cellulaire.

v" Insensibilité aux signaux inhibiteurs de la prolifération cellulaire.

v’ Abolition de I’apoptose ou mort cellulaire programmée. En cas de stresse ou
d’anomalie ne pouvant pas é&tre ¢liminée, une cellule normale se suicide en utilisant
I’apoptose. Les cellules tumorales ont inactivé tous ces mécanismes pour mieux
survivre.

v Capacité proliférative illimitée : le nombre usuel de divisions cellulaires pour

une cellule humaine est de 50 a 60 (sénescence cellulaire, limite de Hayflick), aprés quoi elle




cesse de pouvoir se diviser. Les cellules tumorales continuent de se diviser sans limite visible
grace a lactivit¢ de la télomérase qui est fortement active dans toutes les cellules
cancereuses. Les cellules deviennent immortelles.

v’ Capacité de susciter I’angiogenése. Les cellules tumorales (et la tumeur) ont un besoin
important en oxygene et en nutriments pour survivre. Elles vont donc stimuler la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’alimenter la tumeur.

v’ Acquisition d’un pouvoir invasif. Les cellules tumorales sont capables de passer
a I’intérieur d’un vaisseau sanguin afin d’étre transportées dans un autre organe ou elles vont

génerer une seconde tumeur.

De manicre générale, les cancers résultent de mutations de ’ADN de certaines
cellules mais des facteurs génétiques et des agents extérieurs comme les cancérogenes
physiques (UV et les rayonnements ionisants), chimiques et biologiques (hépatite B, virus
du papillome humain, virus de I’immunodéficience humaine, schistosomiase, Hépatite B

et C tendent a accroitre de maniére importante 1’apparition des cancers.

Le tabagisme, la consommation d’alcool, la consommation insuffisante de
fruits et de légumes ainsi que le vieillissement ont une incidence directe avec 1’apparition
des cancers. De plus, on estime que 5 % a 10 % des mutations génétiques a 1’origine
d’un cancer sont héréditaires. Plus globalement, c’est la conjugaison de ces différents

facteurs qui entrainent 1’apparition de cancers.
3. Genése des cellules cancereuses

Une cellule devient cancéreuse suite a une altération de son ADN. Il existe deux

types de modifications génétiques conduisant a la formation d’une cellule cancéreuse (Karp,

2010; Lechat, 2006) :

- L’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs,
- L’activation de proto-oncongenes en oncogenes.

Le processus par lequel une cellule normale devient une cellule maligne ayant
la capacité de former une tumeur requiert plusieurs déréglements de la machinerie cellulaire.
La disparition du phénomeéne d’apoptose (mort cellulaire programmée) est I'un de ces

déreglements.

La mort cellulaire programmée fait partie intégrante de la physiologie normale
d'un organisme. Un déréglement peut étre a l'origine de nombreuses pathologies. La

disparition de ce phénoméne est I’une des raisons qui explique la survenue d’un cancer. Il
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existe d’autres types de mort cellulaire, comme la nécrose, la sénescence ou encore
I’autophagie qui ne compensent qu’en partie la disparition du phénomene d’apoptose chez
les cellules tumorales. Par conséquent, de nombreuses recherches se focalisent sur les voies
cellulaires qui régissent ce phénoméne afin que I’apoptose puisse étre restaurée chez les

cellules canceéreuses (de Bruin & Medema, 2008).

Il. TRAITEMENTS DES CANCERS

Pour traiter le cancer il existe deux grands types de traitements. ® Les traitements
locorégionaux (la chirurgie, la radiothérapie et la thérapie photodynamique) qui agissent
directement sur la tumeur, et les traitements systématiques qui ne sont pas ciblés
(I’hormonothérapie, I’'immunothérapie et la chimiothérapie). Les différents traitements sont

géneralement couplés.

I11. LES PRODUITS NATURELS UTILISES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER

Les produits naturels sont directement ou indirectement a 1’origine de 60% des
traitements anticancéreux. Des exemples comme le paclitaxel et la vincristine (issue de
plantes) (figure3), la mitomycine C (Schéma 1), montrent I’importance des sources naturelles

dans les traitements du cancer. 9?9

Schéma 1 : Présentation du mitomycine C




IV. LES PRODUITS D’ORIGINE MARINE UTILISES DANS LE TRAITEMENT DU
CANCER

Le monde marin est reconnu comme la source de molécules a activité biologique
présentant le plus grand potentiel. ®¥@) Les substances naturelles isolées d’organismes
marins se caractérisent souvent par la présence d’éléments chimiques ou de structures
rarement observées en milieu terrestre en raison de la composition chimique de I’eau de mer.
(28)290) | o5 particularités des molécules marines du point de vue structural mais aussi au
niveau de leur mécanismes d’action constituent un avantage dans la recherche de nouvelles

Molécules anticancéreuses. ?® @7 G,

> Les inhibiteurs de kinases :

Il existe de nombreuses kinases, dont les kinases cyclines dépendantes (CDK), qui
interviennent dans la régulation du cycle cellulaire et peuvent ainsi contrdler la prolifération
anarchique des cellules de la tumeur. ®? L’hymenialdisine est extraite d’une éponge
(Hymeniacidon aldis) et posséde de telles activités inhibitrices, associées a une activité sur

Une glycogéne synthase kinase. %

Schéma 2 : présentation de I’hymenialdisine
»  Les molécules agissant sur les microtubules :

Le développement des phénomenes de résistance par les tumeurs (MDRI), apparu,
entre autres, avec les anticancéreux du type taxane, a incité a la recherche d’agents
antitumoraux interférant avec les microtubules, dans le but de résoudre ce probleme. Les
composés marins ont permis d’isoler de nombreux produits, dont le discodermolide obtenu a
partir d’'une éponge, Discodermia dissoluta. Le discodermolide est un immunosuppresseur il

est actif sur la prolifération cellulaire. 4%




@] LTI
T

Schéma 3: présentation de discodermolide

>  Les agents interagissant avec ’ADN :

IIs  possédent souvent des  propriétés  anticancéreuses. L’Aplidine®

(déhydrodidemnine) Qui est isolée d’un tunicier méditerranéen, Aplidium albicans, posséde
une structure peptidique quasi identique et semble moins toxique. 1l est, de surcroit, plus actif,

notamment sur le cancer colorectal ®®, et présent des propriétés antiangiogéniques.

He—CH
H,C -
j, =
H,C
P NH
o o
HaQ i/ N
O\\( WS N
N H \
TG CH,
? © H,C CH,
=
O—chi,
Didemnine R = —OH

Dehydrodidemnine B (Aplidine) R =

Figure 4 : présentation de didemnine et dehydrodidemnine




| CHAPITRE 2 : LA GLYCOCHIMIE |
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I. INTRODUCTION :

La glycosylation est une des modifications post-traductionnelles des protéines les
plus courantes. Ce type de modification est retrouvé aussi bien chez les bactéries que chez les
cellules eucaryotes. L’importance des glycoprotéines dans beaucoup de processus biologiques
comme le cancer est bien établie 3. Certaines protéines portent des chaines osidiques de
plusieurs dizaines d’unités d’oses. La complexité de ce type de modification réside
principalement dans la liaison glycoside-proteine. La nature de ces liaisons permet de les

classer en plusieurs catégories .

A T’heure actuelle, le role de ces modifications n’est pas précisément connu, mais

elles sont souvent essentielles au fonctionnement des protéines.

Il. LAGLYCOCHIMIE:

La glycochimie ¢’est la chimie du sucre. Les sucres jouent un role essentiel dans les
communications entre les cellules et dans le fonctionnement du systeme immunitaire, ils
représentent une nouvelle génération de médicaments, destinés a lutter contre les maladies

infectieuses et contre le cancer. ©®

L’application de nouvelles méthodologies par des glycochimistes a des substrats
polyfonctionnalisés tels que les sucres est souvent source de résultats inattendus et de progres
en synthése Organique. En retour, ces méthodologies permettent d’accélérer la synthése et

donc la mise en évidence de molécules d’intérét thérapeutique.

I11.LES GLYCOCONJUGUES

Les Glycoconjugueés sont des molécules comportant une chaine glucidique (mono_ ou
oligosaccharide) liée de maniére covalente a une partie non glucidique (aglycone) selon la
nature de la partie aglycone on peut mettre en évidence trois classes différentes de

Glycoconjugués (Schéma 4) : Les glycolipides, les glycoprotéines et les protéoglycannes. “%
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Schéma 4 : exemple de Glycoconjugués

IV.IMPORTANCE BIOLOGIQUE DES GLYCOCONJUGUES

Les fonctions biologiques associées a la partie glucidique des glycoconjugués sont
aussi nombreuses que leur diversité structurale. Cependant deux grandes familles des
fonctions peuvent étre mises en évidence : la fonction structurale et celle de reconnaissance

moléculaire. ¢V

i.ROle des Glycoconjugués in vivo :

Les Glycoconjugués ont une distribution ubiquitaire et sont retrouvés aussi bien en
Situation extracellulaire qu'en situation intracellulaire. Les réactions de glycosylation
modifient les propriétés physico-chimiques d'une protéine ou d'un lipide mais les
Oligosaccharides représentent surtout des messages qui sont progressivement décodés et qui

interviennent dans de multiples fonctions “%

, les protéoglycanes et les glycolipides
Constituent des signaux de reconnaissance permettant des interactions intercellulaires. Ils ont
également un réle majeur dans la fonction, la destinée et la durée de vie des glycoprotéines

sécrétées.

Figure 6: Exemple de réles de glycoconjugués situés sur la surface cellulaire

12




ii.Les réles de reconnaissance moléculaire:

Les oligosaccharides participent a de nombreux phénomeénes de reconnaissance
Moléculaire De type récepteur-ligand impliquant des lectines et de nombreuses études
confirment leurs roles dans la vie sociale des cellules “?. Les lectines reconnaissent

généralement les monomeéres terminaux des oligosaccharides.

Au niveau des structures périphériques des glycoconjugués (surtout O-glycanes et
glycolipides), on trouve souvent des épitopes antigéniques comme les déterminants des
groupes sanguins A, B et O. Par ailleurs, il a été¢ montré que des anomalies de glycosylation
accompagnent fréquemment Les états physiologiques anormaux ou pathologiques, comme le

cancer.

EN Conséquence, ce sujet recoit maintenant une grande attention et de nombreuses
études ont été effectuées dans le but d’élucider les structures complexes et les Réles de ces

glycanes. ®®

Sucre N-Acétyl-D- l Sucre N-Acétyi-D- I
Gal i :
Ancx e Sucre N- Galactosamine / Sucre D-Galactose
Acétylglucosamine ~ D-Galactose

Figure 7 : les Déterminants des groupes sanguins A, B et O

iii. Role de modulateurs chimiques et physico-chimiques :

La présence de chaines glycaniques sur les proteines affecte certaines de leurs
propriétés telles que conformation, solubilité et stabilité. “99) 6 | es chaines glycaniques
facilitent 1’hydratation des protéines par rétention d’eau et stabilisent la conformation
tridimensionnelle de la protéine en réalisant des interactions parfois nécessaires au repliement

de la protéine dans sa conformation active. En outre, les sucres présentent une hydrophilie qui
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permet d’augmenter la solubilité de la protéine dans les milieux aqueux et évite dans certains
cas la formation d’agrégats insolubles. Nombre de glycoprotéines, lorsqu’elles sont
dépourvues de leurs sucres, ne sont plus correctement secrétées. Les saccharides qui sont
souvent répartis de maniere homogene a la surface des protéines constituent une véritable
barriére protectrice qui maintient la stabilité des protéines et leur confere une résistance a la

chaleur et & I’attaque protéolytique. ¥

Oligosaccharide Glycoprotéine  Glycolipide Protéine périphérique

protéigue
hydrophobe
anbyprdy nﬁano;ﬂﬂ

HELLT

il oo MRTR RIS TRINIR ALY
ol o o T T o ot dddd a4 d
I

Cytoplasme l. £y w

C

Protéine
transmembranaire

nmdnnq&anﬂ

Figure 8 : Role de modulateurs chimiques et physico-chimiques

V. L’INTERET THERAPEUTIQUE DES GLYCOCONJUGUES

90% des protéines du corps humain sont des glycoprotéines, c'est-a-dire des
protéines portant un groupement de polysaccharides ou sucres. Par exemple, tous les anticorps
sont des glycoprotéines et la plupart des virus ou des cancers utilisent des composés
glucidiques pour se lier a certains récepteurs de glycoprotéines. La compréhension des
mécanismes de ces interactions permettrait de découvrir de nouveaux médicaments.
Cependant une glycoprotéine compte des centaines de polysaccharides différents et il est

Difficile de connaitre leurs fonctions.

A. Evaluation In vivo de prodrogues 4-deoxy-KRN7000 comme agents

anticancéreux :

Le KRN 7000 est un dérivé d’agelasphines ; il s’agit d’un a-galactosylcéramide,

issu de I’éponge Agelas mauritanus @70 1 active la réponse immunitaire et stimule la
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production de lymphocyte T ou (NKT). Il présente également des activités antimétastatiques

(“48). (49 L’analogues 4-désoxy du KRN7000 présente des profils immunomodulateurs

similaires au KRN7000 tant in vitro qu’in vivo.

KRN 7000 analogue 4-deoxy KRN 7000

A

Schéma 5: Présentation de la structure de KRN 7000 et I’analogue 4-désoxy-KRN7000

B. les porphyrines purement glycosylées :

La porphyrine suivante (Schéma 6), qui est un candidat potentiel pour un traitement
curatif du rétinoblastome, est a rattacher a cette catégorie. Le rétinoblaste est la tumeur
maligne intraoculaire la plus commune de 1’enfant, touchant 1 bébé sur 20 000 naissances. Le
traitement actuel de cette maladie orpheline est basé sur 1’utilisation d’anticancéreux

mutagénes. %

g/'o
H%M pB-Glucose
o

e O
Q
HO- p-Galactose

OH

H%O a-Mannose

O\‘,ﬁ“-r

Schéma 6: porphyrine para-triglucoconjuguée présentant une bonne activité in vitro

dans le traitement du rétinoblastome
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C. Candidats vaccins a base d’antigenes saccharidiques :

Dans le cadre d’une approche immunothérapeutique du cancer, L’¢laboration de
vaccins de type  glycoconjugués devrait donc permettre 1’induction d’une réponse
immunitaire plus efficace puisque cela permettrait de mimer la surface des cellules

cancéreuses.

On peut citer en exemple des vaccins de premiere génération élaborés par

Danishefsky a été conjugué a une protéine transporteuse de type KLH (Keyhole- Limpet

Hemocyanin) par I’intermédiaire d’un espaceur approprie. (G1)62)

S——KHL

Schéma 7: Vaccin glycoconjugués monovalent

VI. Méthodes de synthese

Les glycoconjugués sont des longues chaines moléculaires qui composent les
protéines liés avec des sucres. Les glycoconjugués synthétiques sont utilisés soit comme
médicaments, ou dans le diagnostic de la maladie. La synthése des glycoconjugués n’est pas
aisée, on doit veiller a ce que les acides aminés qui composent la chaine soient ajoutés dans
I'ordre correct et qu'ils ne subissent pas d'autres réactions. Par conséquent, il faut greffer les
différents amino acides en tenant compte des processus de protection et de déprotection. Tout
ceci prend du temps, peut devenir laborieux spécialement lorsque les rendements s’en

ressentent.

Les glycopeptides et les oligosaccharides synthétiques représentent de bons modeles
pour mener a bien une étude fonctionnelle. Cependant, la complexité des structures
glucidiques ne facilite pas la production de tels mimes, et la plupart du temps, les problemes
de purification et les rendements faibles de synthése permettent difficilement de réaliser une

évaluation biologique du produit synthétisé.
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o Synthése en phase solide :

Depuis le travail de Merrifield en synthése peptidique sur phase solide, qui lui a valu
le Prix Nobel en 1963, la synthése organique supportée a connu une popularité et un
développement constants. La phase solide a tout d'abord été appliquée a la synthése
oligomérique de produits naturels tels que les polypeptides, polysaccharides et
oligonucléotides. Ce sont les travaux de Frechet et Leznoff, a la fin des années 1970, qui ont
initié son utilisation dans la synthése de petites molécules en effectuant des réactions
organiques dans lesquelles un substrat, un réactif ou un catalyseur étaient greffés sur un
polymére solide insoluble. Une autre application est la purification de mélanges réactionnels
par des agents piégeants attachés sur supports solides : les « scavengers ». Un nombre
important et une grande diversité de réactions organiques ont été transposés, avec succes, a la
phase solide et ont été a l'origine, dans les années 1990, du développement de la synthese
combinatoire puis de la synthese paralléle. Une technique qui a été mise au point consiste a
attacher une extrémité du peptide a un polymere solide, ce qui signifie que le peptide ne peut
pas étre éliminé avec l'acide en exces. C'est beaucoup plus rapide que la synthese classique, et
conduit de facon spectaculaire a I'amélioration des rendements.

La chimie sur phase solide limite l'utilisation de solvants toxiques, inflammables,
réduisant ainsi leur production et leur élimination, puisqu'elle résume les étapes de
purification a de simples filtrations solide/liquide. Le polymeére est recyclable, ce qui réduit
les déchets. Les synthéses chimiques sont moins dangereuses et moins nocives, du fait de la
grande stabilité chimique et physique des supports. L’activation par micro-ondes, ultrasons,
haute pression et I'influence positive de solvants verts tels que les liquides ioniques ont été
démontrées. Enfin, la toxicité ou la volatilité des composés greffés sont minimales, ce qui
permet de prévenir les accidents, les maladies, les explosions et les incendies. Pour toutes ces

raisons, la chimie sur phase solide a toute sa place dans le concept de la chimie verte.

e Synthese enzymatique :

Parallelement aux methodes chimiques, la synthese enzymatique est reconnue
comme étant une alternative performante pour la synthése d’oligosaccharides. ®¥®

Naturellement stéréo- et régioséléctive, la voie enzymatique a recours a des schémas
de synthése simplifiés, évitant toutes les étapes complexes de protection/déprotection de la
chimie traditionnelle. Impliquées dans la biosynthése naturelle des glucides ou

glycoconjugués (glycoprotéines et glycolipides), les glycosyltransférases et les glycosidases
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se révelent étre les deux classes d’enzymes les plus adaptées au développement d’une telle
approche. Cependant, les premiéres catalysent la synthése de glucides ou glycoconjugués a
partir de sucres nucléotidiques, substrats rares et colteux. De plus, tres peu sont
commercialisées. Les deuxiémes utilisent des substrats moins codteux. Elles sont aussi plus

faciles d’acces mais parfois peu efficaces en réaction de synthese.

D’autre part, la spécificité des catalyseurs a ses revers. En effet, elle limite les
réactions faisant intervenir des substrats non naturels. Ces derniéres années, le remodelage
d’enzymes basé sur des techniques d’ingénierie aussi bien rationnelle qu’aléatoire voire semi-
rationnelle, s’est montré extrémement prometteur pour conférer de nouvelles spécificités aux
enzymes.

Les etapes enzymatiques, une fois sélectionnees, peuvent étre facilement intégrées
dans des procédés de synthéses automatisées. Aucune synthése purement enzymatique
d’oligosaccharides mimant des hapténes anti-bactériens n’a été décrite a ce jour. En effet, la
synthése enzymatique d’un oligosaccharide composé de n résidus différents implique la
formation de (n-1) liaisons osidiques et par conséquent, I’action de (n-1) enzymes distinctes.
Du fait de la complexité des motifs oligosaccharidiques bactériens, ces enzymes sont rarement

disponibles. C’est pourquoi la voie chimio-enzymatique est ’alternative préférée.

o La synthése chimio-enzymatique :

Elle combine la flexibilité¢ de la synthése chimique et la haute sélectivité de la
synthése enzymatique en intégrant une ou plusieurs étapes enzymatiques dans une voie de
synthése chimique. Le plus souvent cette étape est intégrée en fin de synthese. L’étape
enzymatique met en oeuvre une B-(1-4) galactosyltransférase qui catalyse le greffage d’une
unité galactose sur des intermédiaires oligosaccharidiques linéaires synthétisés chimiquement
8 &) La combinaison chimio-enzymatique a été également proposée pour la synthése d’un
pentasaccharide, Le pentamére est obtenu en faisant agir successivement 3 enzymes sur du

(58)

lactose préalablement dérivatisé via 4 étapes chimiques Dans ce cas, les étapes

enzymatiques prédominent. La simplicité et le rendement global (80%) de cette synthése

illustrent 1’efficacité de 1’approche.

e La synthese et extraction a partir d’une usine cellulaire :

L’utilisation de microorganismes génétiquement modifiés, nommeés «usines

cellulaires» s’ils sont utilisés en croissance, apparait comme une méthode tres efficace pour la
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®9 s’agit de modifier le microorganisme

production d’oligosaccharides a grande échelle.
(genéralement Escherichia coli) de fagon a orienter certaines de ses voies métaboliques vers
la synthése de 1’oligosaccharide d’intérét. Les genes codant pour les glycosyltransférases
impliquées dans la biosynthése de 1’oligosaccharide sont introduits dans la bactérie dite alors
recombinante et devront étre exprimés sous une forme active. Si nécessaire, les genes requis
pour la synthése de donneurs de type nucléotide-sucres sont aussi intégres dans le génome ou
dans un vecteur approprié. Le substrat de départ ou « accepteur » doit pouvoir étre internalisé
efficacement dans les cellules sans avoir subi de modification (hydrolyse) ou étre produit par
la cellule si elle est pourvue des enzymes adéquates. Ce systéme offre 1’avantage d’un acces
direct aux nucléotide-sucres sans avoir recours a 1’isolement d’enzymes. Des niveaux de
production de trisaccharide de I’ordre de 200g/L ©® ont été décrits. Néanmoins, cette voie a
été expérimentée principalement pour des structures osidiques simples (di- ou

trisaccharidique) et reste encore peu décrite pour la synthése d’oligosaccharides plus

complexes.
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CHAPITRE 3 : PRESENTATION DE TRAVAIL ET GENERALITES
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1. HYMENISTATINE :

1.1- Généralités :

L’hymenistatine constitue I'un des meilleurs exemples récents dans la recherche de
Thérapies anticancéreuses. L’hymenistatine c’est un cyclo octapeptides naturel isolé d’une
éponge Hymeniacidon trouvée dans I'ouest de I'océan Pacifique ©?, la séquence peptidique de
I’hymenistatine est la (L-pro, L-pro, L-pro, L- Tyr, L-Val, L-Leu, L-Ile, L-lle), isolée par
petite et al en 1990 ®®. Seimion et ces collégues ont montré que I’hymenistatine posséde une

excellente activité contre la lignée cellulaire P388 de la leucémie®?.

B
2 ﬁf

Schéma 8 : présentation de L hymenistatine
2. SANSALVAMIDE:

2.1-Généralités :

La survie des patients atteints de cancer du pancréas restes médiocre en raison des
options chimio thérapeutiques inadéquates. ¢

Seulement 10% des patients sont éligibles pour la chirurgie, et du taux de mortalité
de cing ans pour les patients diagnostiqués avec le cancer du pancréas est de 95% ©°. Ces
faibles taux de réponse exigent un besoin immédiat de nouveaux médicaments qui offrent des

options supplémentaires a chimiothérapeutiques des patients.

La Sansalvamide 1 produit naturel a été isolée en 1999 par Fenical et ses collégues
d'un champignon marin, posséde une activité anti-tumorale, est un depsipeptide. Les dérivées

du sansalvamide possédent des activités contre le cancer du pancréas, cancer du sein, de la
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prostate ceci indiquent clairement que ces dérivés possédent un potentiel en tant que des

nouveaux agents thérapeutiques pour le traitement de diverses cancers. ©% ©)

Schéma 9: présentation du Sansalvamide
3. DEHYDRODIDEMNINE :

3.1-Généralités :

Aplidine, aussi connu comme Dihydrodidemnin B, est un depsipeptide cyclique dans
lequel il ya une ou plusieurs liaison ester a la place d'une ou plusieurs liaisons peptidiques. Sa
structure chimique est trés 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.

La didemnine, premier compos¢ marin a faire 1’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. ©®

O
(@]
O o |
o ':,N)j\:/Nm
Ok@-\‘NH H\(E (@]

Schéma 10: Présentation de la Didemnine B




4. OBJECTIF DU TRAVAIL

L’objectif majeur de notre travail est la synthése de dérivés glucidiques de fragments

de I’hymenistatine, Sansalvamide aprés modification et dehydrodidemnine (schéma 11 et

12).

MQ(QK

WANH o 0 0
0. NH

N N

H

Sucre )

Schémall: Dérives glucidique ’hymenistatine et Déhydrodidemnine

R RE

(@]
= )
H
) U 2)7

Schéma 12: Dérivés glucidique de Sansalvamide 1 et Sansalvamide 2
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5.

EXAMEN RETROSYNTHETIQUE

a. Hymenistatine et dehydrodidemnine :

Pour les besoins de la rétrosynthése, I’hymenistatine ou dehydrodidemnine peut étre

décomposée en deux unités. L’unité A est notre fragment cible (schéma 13). Le reste de la

molécule est une séquence des acides aminés (schéma 13) que I’on peut coupler les uns aux

autres.

Sucre

N
o] &O
mQ&CN o) N, N o
HN O ' I
o HN o oL o
ﬁ’? O« _NH o
NH o 5o ] / \
o Q NH <. W\ P O8N N N\"\" N
N)\\C/N o oH Ho 2
2 o
H AN o
o ) o

Schéma 13 : Fragment A

b. Sansalvamide 1 et Sansalvamide 2 :

Aussi la Sansalvamide peut étre décomposee en deux unités. L’unité B est notre

fragment cible (schéma 14). Le reste de la molécule est une séquence de trois acides aminés

que I’on peut coupler les uns aux autres.

Schéma 14 : Fragment B glucidique cible
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6. SCHEMA DE SYNTHESE

v' Les réactions de protection :

Pour effectuer des transformations chimiques satisfaisantes de substances organiques
Au cours d’une synthese, il faut souvent bloquer une ou plusieurs fonctions réactives
présentes sur la molécule, afin d’éviter leur participation dans des réactions secondaires
indésirables. Ce type de réaction est souvent utilisé dans la synthese ou les acides aminés

sont les réactifs.

A. Protection de la fonction acide de la L-tyrosine

NH,HCI

NH,
CcCOOMe
COOH
socCil,
MeOH
OH
OH

Schéma 15: protection de la fonction acide de la L-Tyrosine

A cause de la présence simultanée des fonctions acide et amino sur les amino-acides,
il est souvent nécessaire de protéger au préalable la fonction acide carboxylique lorsqu’on
souhaite effectuer des transformations ou des synthéses a partir du groupe amino. Une des
méthodes d’obtention quasiment quantitative des esters des acides carboxyliques consiste a
traiter ces derniers avec le chlorure de thionyle (SOCI;) pour former un chlorure d’acyle
intermédiaire qui est ensuite traité avec un alcool. Ce processus peur parfois conduire a une

racémisation du produit de réaction.

R R R

SOCI R,—OH )\ o)
)*\ — )\ B TR <N

H,N COOH HoN ﬁ Ry
o)

o—0nO

Schéma 16 : protection de la fonction acide
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Pour éviter ou réduire la racémisation, on peut traiter le mélange d’acide et d’alcool

par le chlorure de thionyle. ©®

R R
)\ soCl, o
HoN COOH + R—OH ——> HzN |C|:/ \Rl
0
Schéma 17

Une méthode plus douce et qu’on utilise souvent consiste a traiter I’amino acide avec

le chlorure d’acétyle en présence de ’alcool (Schémals).

o)
o o R— R;-OH o
M o R
R_/<OH ’ CI>_ ° Me_\g _/<O-R1

Schéma 18 : traitement de la fonction acide de I’amino acide avec le chlorure

d’acétyle
B. Protection de la fonction amine des acides aminés L-pro et la L-leu :

Dans notre laboratoire, les amino acides sont protégés par I’anhydride phtalique en
solution dans I’acide acétique glacial, et par I’anhydride acétique dans les mémes conditions

opératoires.

o] 0
R
R AcOH glaciale N/
QO —mm
HN *
[¢]
o]

(0]

R . . AcOH glaciale
e + anhydride acétique ———
H,N NH

Schéma 19 : protection de la fonction amine des acides aminés
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Schéma 20 : protection de la L-proline et L-leucine

C. Couplage peptidique :

La reaction de couplage constitue une classe importante en synthése organique, dans
la quelle deux molécules sont couplées pour donner une nouvelle molécule a I’aide d’un agent
de couplage. Le couplage peptidique est une réaction de synthése des protéines a partir des
dérivés d’acide aminés, mais la formation de la liaison peptidique peut souvent présenter des
difficultés telles que les faibles rendements, la racémisation, la dégradation, la purification
difficile. Pour faire face a ces difficultés, de nombreux agents (réactifs) de couplage ont été
développés Les aminoacides sont utilisés lors de la synthese peptidique dont ils sont les
"monomeres"”. Lors d'une réaction de couplage peptidique, il est nécessaire de rajouter un
agent de couplage. L'EDC est un bon exemple d'un tel agent, mais d'autres composés comme
le dicyclohexycarbodiimide (DCC) ® 7 sont aussi utilisés. Parfois, on ajoute aussi au milieu

réactionnel N-hydroxybenzotriazole (HOBt) afin d'éviter toute épimérisation des centres

stéréogenes
DCC EDC HOBt
Et—N=C=N—(CH,)3(NMe),HCl ?H
Orven-O) [ ot
f cl N
NN
H

Schéma 21 : Présentation structurale d’EDC et HOBt

En synthése organique, les composés contenant la fonctionnalité de carbodiimide
sont des agents de déshydratation et sont souvent utilisés pour activer des acides
carboxyliques vers la formation de I’amide ou I’ester, et sont souvent ajoutés pour accroitre

les rendements et diminuer les réactions secondaires.
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Le DCC il est largement utilisé pour la formation d'amide et d’ester, en particulier

dans la synthese peptidique. Le DCC a acquis une popularité principalement a cause de son

haut rendement des réactions de couplage et le fait qu'il est assez peu colteux.

Le DCC est ajouté au mélange de 1’acide, la base et ’amine ou bien ’alcool dans

Un solvant comme ’acétonitrile ou le dichlorométhane a 0°C conduit a la formation du

Produit désiré, ainsi que le dicyclohexylure DCU.

Dans notre cas, le couplage peptidique entre la N-acétyl-L-proline et 1’ester

méthylique de la L-Tyrosine conduit au fragment A’ qui est le précurseur de notre produit

cible A (Schéma 22).

NH,HCL

o]
MOH CO;Me  pcc
N +
)\CH3
(@)

OH

R

D

, TEA
CM

OH

Schéma 22 : couplage peptidique entre la L-Proline et la L-Tyrosine

Et puis, le couplage peptidique entre la N-phtalimido-L-leucine et I’ester méthylique

de la L-Tyrosine conduit au fragment B’ qui est le précurseur de notre produit cible B

(Schéma 23).
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NH,HCL

(0]
N (@]
o Cco,Me  DCC, TEA H N\
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DCM N
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OH

Schéma 23 : couplage entre la L-Leucine et la L-Tyrosine

D. PROTECTION DES SUCRES :

1. Généralités :

Les sucres ou saccharides sont les biomolécules les plus abondantes sur la planéte.
IIs sont importants dans bon nombre de roéles biologiques. Ce sont les constituants
majoritaires de 1’alimentation. Les sucres insolubles servent également de matériel structurel
dans la paroi cellulaire des végétaux et des bactéries ainsi que dans les tissus conjonctifs et
membranes cellulaires des animaux. Les polymeres de sucres servent également a lubrifier
les articulations du squelette, ont une fonction de reconnaissance cellulaire, de sites

antigéniques.

2. Protection des sucres :

Au méme titre que la synthese peptidique, la manipulation de groupes protecteurs est
primordiale en chimie des sucres. Elle présente de nombreuses difficultés qui sont
essentiellement liées a la nature de fonctions réactives d’un sucre (hydroxyles). Un choix
rigoureux de groupements protecteurs doit permettre de libérer spécifiqguement au cours de la
synthese une position choisie. Comme on peut le voir sur le schéma 24. Les groupes
protecteurs peuvent étre de nature différentes : les éthers qui demanderont des conditions de
déprotections assez fortes (TFA, Pd/C, NaOMe), les esters, ou les acétals qui se déprotégeront

dans des conditions plus douces. "V
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Protection de la fonction hydroxy des sucres

ETHER

?‘ O;@_ R R=H=Bn conditions de déprotection (Pd/C)
R=OMe conditions de déprotection (TFA)
R=0OAc conditions de déprotection (NaOMe)
R=halogéne conditions de déprotection (Pd,Amine,Acide)

%_ O—CPhg Conditions de déprotection (TsOH)

—O conditions de déprotection (tBuOK,Pd
§—o—_— b ( )

ACETAL
%‘ o R=Me
>_— R R=Ph
g,—o les conditions de déprotection (TFA,AcOH)
EST%

)I\ R=Me,Ph,CIPh conditions de déprotection
. O)?7 NaOMe, NaHCO3, thiourée

Schéma 24 : Groupes protecteurs classiques utilisés en chimie des sucres (conditions

de déprotections entre parenthése) (/?

De plus, la nature du groupement protecteur du carbone en C-2 influence fortement
I’orientation de la réaction lors d’une étape de couplage glycosidique. La présence d’un
groupe acylé participant en position2-équatoriale oriente I’attaque du nucléophile du coté le
moins encombré, via un intermédiaire dioxocarbénium (assistance anchimérique).Dans ce cas,
une liaison de type (1,2trans) est formée stéréoselectivement™. En induit la formation
préférentielle de I’isomere, mais peut fournir également une quantité non négligeable de
I’isomere. Il en résulte un mélange de deux diastéréoisomeres souvent difficiles a séparer. On

Peut dans ce cas favoriser une configuration plutdt qu’une autre.
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Schéma 25 : Mécanisme de glycosylation avec ou sans assistance anchimérique. %

La derniere étape de notre travail consiste a préparer les analogues glucidiques de

fragments de I’hymenistatine, Sansalvamide et dehydrodidemnine (Schéma 26)

, OH
A
()<
/L HN o N
0
BN

B'

N
0

A

N
gfn— A
4

A )
O
HN 0
BN
0—(Sucre)

Schéma 26: les analogues glucidiques de fragments de I’hymenistatine, sansalvamide

et dehydrod

31

idemnine




Chapitre 04: TRAVAIL Effectue
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1. Généralités:

Les acides aminés sont des composés qui possedent une fonction amine (basique) et
une fonction acide carboxylique (acide). Il existe deux familles importantes d’amino-acides :
les a-amino-acides (les fonctions amines et acides carboxyliques sont portées par le méme
carbone) et les f-amino-acides (la fonction acide est en B de la fonction amine). Les acides
aminés sont donc des molécules chirales, qui possédent deux isomeres possibles : I'un de la
série D l'autre de la série L.

Il se trouve que tous les acides aminés naturels trouvés dans les molécules du vivant

sont de la série L.

, "HN
i 3
c'h, ‘"T*”HE
i CEH::'_P
'H3N/ Neoo #” Nooo
L-a-alanine B-alanine
Figure 9

2. Protection des acides aminés :

2.1-Protection de la fonction acide

Une des méthodes d’obtention quasiment quantitative des esters des acides
carboxyliques consiste a traiter ces derniers avec le chlorure de thionyle (SOCI,) pour former
un chlorure d’acyle intermédiaire qui est ensuite traité avec un alcool. Ce processus peut

parfois conduire a une racémisation du produit de réaction.

Schéma 28
Une méthode plus douce et qu’on utilise souvent consiste a traiter ’amino acide avec

le Chlorure d’acétyle en présence de 1’alcool.
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[e) )

o Q O alcool o
R + Me— Me —_— R
0t
R o
o)

OH Cl
Schéma 29 : le traitement de I’amino acide avec le Chlorure d’acétyle en présence de

I’alcool

2.2.-Estérification de la L-tyrosine :
L’estérification de la L-tyrosine a été effectuée conformément a ce dernier procédé et

le rendement de la réaction est élevé.

NH, NH,HCI
COOH o CO,Me
N
HsC Cl
—_—
MeOH 96%
OH OH

Schémag30 : Estérification de la L-tyrosine
2.3-Protection de la fonction amine
Il existe plusieurs groupements protecteurs dont chacun présente des atouts et des
inconvénients en fonction des conditions opératoires.
2.3.1-Protection par le t-butoxycarbonyle (Boc)

Le groupe tertiobutyloxycarbonyle (Boc) ° se préte bien & la protection du groupe

amino comme le montre le schéma suivant :

Schéma 31 : Protection par le t-butoxycarbonyle (Boc)
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Le mécanisme de la protection par le Boc :

Ot-Bu%A) H
R—NH, + (O) —_— ,|\, + %OH + CO,
C

Schéma 32 : Le mécanisme de la protection par le Boc

Deux autres réactifs peuvent étre utilisés pour introduire le groupe Boc sur une
o et du t-

Signalons qu’il est

fonction amino, il s’agit du t-butylazidoformiate (Boc-azide)
(butoxycarbonyloxyimino)- 2-phénylacétonitrile (Boc-ON) & ™.
nécessaire de prendre des précautions lors de I’utilisation du Boc-azide a cause de sa forte

tendance & exploser lors de la distillation qui suit le processus de protection .

//o

oO——~C CN

H (H3C)s——C O——N=—/=cC
(CH3)3C _O_C_N3

BOC-azide
BOC-ON

Schéma 32 : présentation du Boc-azide et Boc-ON

La déprotection de groupe Boc se fait dans les conditions opératoires impliquant
I’utilisation de 1’eau, I’acide trifluoroacétique (TFA) et I’acide bromhydrique dans le

dichlorométhane.

2.3.2 Protection par le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) :

La stratégie Fmoc utilise le fluoreneméthoxycarbonyle, labile en milieu nucléophile ;
il est enlevé en quelques secondes par une solution de pipéridine dans le DMF dans des

conditions Douces . La déprotection de groupe Fmoc se fait selon le schéma suivant :
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° Protection

H,N

Il
o

o

Leucine Cl

L, N\

Fmoc-Leu

Schéma 33 : Protection par le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle

o Déprotection

A~ O] R
|
) . J\
NR3
_, + CO, + HN COoH
J

Schéma 34 : La déprotection de groupe Fmoc

2.3.3 Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz) :

Le groupe Cbz est le groupe protecteur le plus utilisé actuellement pour la fonction

amino. Le processus de protection est réalisé par 1’addition a I’amine d’un équivalent de

chloroformiate de benzyle et d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 2N, suivi d’un

reflux &

ou de potassium

A la place de la soude caustique, d’autres bases comme le bicarbonate de sodium®

8

protéges sont sensiblement améliorés.

0 R

3

* peuvent étre utilisées. Dans ce cas, les rendements en aminoacides

| )k *
)k \ N Y Cop
o0 unebise H

(=

Leucing

Schéma 35 : Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz)
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D’autre part, le groupe Cbz est relativement stable dans des conditions acides mais
facilement enlevé par hydrogénation catalytique. La déprotection de groupe Cbz se fait dans
les conditions opératoires : hydrogénolyse, HBr, CH3;CO;H.

|
H

O R R
X H,/Pd
IO/\O ,TI COOH—> Ph—CH; + H\G &N)\COOH —>H2N/LCOOH

Schéma 36 : La déprotection de groupe Cbz
2.3.4 Protection par ’anhydride phtalique et I’anhydride acétique :

Dans notre laboratoire, les amino acides sont protégés par 1’anhydride phtalique en
solution dans I’acide acétique glacial®®, et par I’anhydride acétique dans les mémes conditions
Opératoires Le choix de I’anhydre phtalique n’a pas été fait hasard, ce réactif est utilisé¢ dans
cette protection pour deux raisons, premiérement parce qu’il est disponible dans notre
laboratoire et qui n’est pas onéreux, et deuxiémement, il présente une bonne stabilité dans les

conditions opératoires utilisées dans ce travail.

N
o o}

H,N—/R + o>>:© AcOH glacial ©:<<NR
o e}

Schéma 37 : Protection de la fonction amine par I’anhydride phtalique

0
AcOH glacial N
HN—R t+ Acide Actigue —— >

Schéma 38 : Protection de la fonction amine par I’anhydride acétique
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Déprotection

0 o)

Hydrazine

_—

DCM/MeOH
OH

Schéma 39: la déprotection de la fonction amine

Mécanisme de la déprotection

NH

@ NH,

NH,NH,

RNH,

Schéma 40 : mécanisme de la déprotection de la fonction amine
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3. Protections effectuées :

Produit Structure Conditions Purification Rendement
Opératoires
o o anhydride recristallisation
N-phtalimdo- CEl:N »-oH phtalique/AcOH 70%
L-leucine | “_(CHs| glaciale eau/éthanol
° cH; | reflux 2h
N-acétyl-L- O_(O chlorure cristallisation
proline N OH | d'acétyle dans I'éther 99,65%
/& Anhydride
Me O acétique
AcOH

Schéma 41: les protections de la fonction amine effectuées au laboratoire

4.  Couplage peptidique entre I’ester méthylique de la L-tyrosine et N-acétyl-
L-proline :

Le couplage de la N-acétyl-L-proline avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de la
L-tyrosine dans le dichlorométhane en utilisant le DCC et la triméthylamine pour libérer la
fonction amine in situ (schéma 42), conduit au dipeptide A’. Cette maniere de procéder évite
I’isolation de I’ester avec la fonction amino libre, pour la condenser ensuite avec le groupe

carboxyle de la N-acétyl-L-proline.

NH2HCL A' OH

O
O
O)‘\OH COMe  pcc, TEA 04(
+ —_— N HN

N DCM /& o
)\CH3 o o Rdt=71%

o /

OH

Schéma 42 : Couplage peptidique entre I’ester méthylique de la L-tyrosine et N-acétyl-
L-proline :
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5. Couplage peptidique entre ’ester méthylique de la L-tyrosine et la L-

leucine :

Le couplage de la N-phtalimido-L-leucine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique
de la L-tyrosine dans le dichlorométhane en utilisant le DCC comme agent de couplage et la
triméthylamine pour libérer la fonction amine in situ (schéma 43), conduit au dipeptide B’.
Cette manicre de procéder évite 1’isolation de I’ester avec la fonction amino libre, pour la

condenser ensuite avec le groupe carboxyle de N-phtalimide-L-leucine

B' OH
NH,HCL o
N ®)
0 co,Me  DCC, TEA H 7 N\
N O —_— (o)
o + DCM !NE Rdt=71,6%
(6]
HO
OH

Schéma 43 : Couplage peptidique entre I’ester méthylique de la L-tyrosine et la N-
phtalimdo- L-leucine

. Récupération de I’amine libre a partir du chlorhydrate de ’ester

méthylique de I’acide aminé :

La récupération classique de I’amine libre a partir d’un chlorhydrate de I’ester
méthylique de ’amino acide est tres difficile si on utilise comme base le NaOH, parce que
I’amine libre est trés soluble dans la phase aqueuse, et cela réduit considérablement les
rendements. Une méthode originale et tres efficace que nous avons développée dans notre
laboratoire consiste a traiter une suspension du chlorhydrate dans le THF anhydre avec un
équivalent de triéthylamine (TEA). Le mélange est agité pendant 45min puis, on filtre le

chlorure detriéthylammonium et on évapore le filtrat pour récupérer 1’amine libre.

9 o)
TEA/DCM ||
l agitation 45min
H H

Schéma 44 : Récupération de I’amine libre a partir du chlorhydrate de I’ester
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6. Protection des sucres :

6.1- protection des sucres selon Michael :

Le chemin décrit dans le schéma 46 permet d’obtenir le bromure de 2, 3, 4 ,6-penta-
O-acétyl-D6glucopyranose et comporte deux étapes. L’acétylation du glucose en présence de
pyridine donne le 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose avec un rendement de 75%
apres une double recristallisation dans 1’éthanol absolu. Le traitement avec une solution de
HBr a 33 % dans I’acide acétique a température ambiante donne le bromure de 2, 3, 4, 6-
penta-Oacetyl- D-glucopyranose avec un rendement de 86%. Le produit cristallise dans un
mélange le hexane-éther éthylique 70:30. Dans son ensemble, cette réaction conduit a un

rendement global de 73,5% a partir du glucose.

pyridine 0OAc

Glucose + a0 —
TA

OAc

HBr/CH3COOH 33%
OAc OAc

OAc TA
OAc

OAc
OAc

onc Br
Rdt=86%

Schéma 46 : protection des sucres selon Michael
6.2-Acétylation des alcools avec I’anhydride acétique :
Concretement, nous avons procédé de la maniere suivante : I’action de I’anhydride

acétique en présence d’iode sur le glucose permet d’arriver au dérivé avec un rendement de

50,76% apres une double recristallisation dans 1’éthanol (schéma 47).

OH

OAc

P
HO —|— ACZO AcO

OH 0°CaTA AcO
OH

Rdt=50,76% oA
=50, 0
el

Schéma 47 : Acétylation des alcools avec I’anhydride acétique
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7. Méthode générale de glycosylation :

Le procédé général applicable a la glycosylation des phénols se déroule de la maniere
suivante : une solution contenant le phénol et le NaOH est agitée pendant 1h et refroidie dans
un bain de glace. A cette solution, on additionne goutte a goutte une solution de bromure de
glycosyle dans 1’acétone, sur une période de 30 min. L’agitation est maintenue a température
ambiante sous azote a 1’abri de la lumiére jusqu’a disparition totale du produit de départ. A la

fin de la réaction, on évapore I’acétone et on extrait au dichlorométhane.

La phase organique est lavée a 1’eau, séchée sur Na,SO,4 anhydre, filtrée et évaporée
sous pression réduite. Le résidu restant est purifié par chromatographie sur gel de silice avec
des mélanges hexane-AcOEt ou DCM-Acétone. Pour déprotéger la partie sucre du glucoside,
on traite ce dernier dans le méthanol a 25°C par une quantité catalytique de méthanolate de
sodium. A la fin de la réaction, on neutralise avec quelques gouttes d’acide acétique et on
évapore le méthanol puis on sépare le O-glycoside d’aryle par chromatographie liquide sur gel

de silice avec comme éluant un mélange AcOEt-MeOH (7 :3)

OAc OH i

o OAC o

()=
OAC + _NeOH
forc N HN o
OAc Br /& Aceton/HZO
o o)
AN

Schéma 48: le greffage de 2, 3, 4, 6-penta-Oacétyl- D-glucopyranose sur le fragment A’

Ca
9

OH

NaOH

0
OAc + N o]
oA /@H J N\ Aceton/HZO
OAc Br O

Schéma 49: le greffage de 2, 3, 4, 6-penta-Oacétyl- D-glucopyranose sur le fragment B’
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8. Synthése de I’anhydride glucoronique :

Concrétement, nous avons procédé de la maniére suivante : I’action de 1’anhydride
acétique en présence d’iode sur I’acide glucoronique permet d’arriver au dérivé (D) avec un

rendement de 89% apreés une recristallisation dans le cyclohexane (schéma 50).

l2
_—

0°CaRT AcO
OH OH AcO
RAt=89% .

HO + ACZO

OAc

Schéma 50 : Synthése de I’anhydride glucoronique

9. les protections des sucres effectués :

structure nemonclature recristallisation rendement
OAc
h\cO (0] 1,2,3,4,6-penta-O- acétyl- éthanol absolu
CACO D- glucopyranose 50,76%
OA
OAc
OAC 1,2,3,4,6-penta-O- acétyl
© D- glucopyranose éthanol absolu 74,319
OAC OAC]
OA
OAc
os”
(0] ; 89%
o anhydride
O 0 glucoronique cyclohexane
AcO
OAc OAc
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Nous avons couplé le fragment A’ avec 1’anhydride glucoronique La réaction se

déroule durant 15J sous agitation dans le DCM. Apres purification par recristallisation avec

un mélange AcOEt- cyclohexane (1 :9), on obtient le composé (E) avec un rendement de

67%, sous forme d’un solide blanc (schéma 51).

o)
OH o ‘ij‘iN\CK
s{ o) HN o
o) E

O

o o DCM —O0
N o + -
Ho N\ AcO R
o AcO agiatation
N OA 15j o
o
OAc OAC o
OAc

Ac
Ac

/

Schéma 51 : le greffage de I’anhydride glucoronique sur le fragment A’

De méme, le greffage de I’anhydride glucoronique dans les mémes conditions sur le

fragment B’ permet d’accéder au composé (F) avec un rendement de 84 %, sous forme d’un

solide blanc, aprés purification faite avec un mélange AcOEt-cyclohexane (1:9) (schéma 52)

Schéma 52 : le greffage de I’anhydride glucoronique sur le fragment B’
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Pour I’industrie pharmaceutique, les produits d’origine naturelle restent une source
inépuisable de nouveaux médicaments. La présence d'un fragment sucre dans une cible
pourrait contribuer aux propriétés de reconnaissance moléculaire supplémentaires de ces
produits. Notre objectif est la synthese des analogues glucidiques de fragments de

I’hymenistatine, Sansalvamide et dehydrodidemnine.

NeTD N
B' B ;
0 H
(@]
N N H
N N
/QH (@) H 2)7

Schéma 53: les analogues glucidiques de I’hymenistatine, sansalvamide et
dehydrodidemnine

Une perspective intéressante serait la synthése des analogues glucidiques de
I’hymenistatine, Sansalvamide et dehydrodidemnine dans I’espoir d’améliorer l'activité, la

sélectivité et la biodisponibilité du produit naturel.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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1. Appareils utilisés :

> Infra-rouge :

Les spectres dans 1’infra-rouge ont été obtenus au centre de mesures du laboratoire
LASNABIO sur un appareil PerkinelmerL1600300 spectrum two.

. Les échantillons étaient traités en solution dans le DCM ou sous forme pastilles de
KBr. Les principales fréquences d’absorption sont données en nombre d’onde (cm™).

> Température de fusion :

Tous les points de fusion ont été déterminés grace a un fusionomeétre digital de la

série IA 9000 d’Electrotermal en utilisant des tubes capillaires.

2. Purification de solvants :

L’anhydride acétique : distillé a pression atmosphérique. L’anhydride phtalique :
recristallis¢ dans 1’anhydride acétique fraichement distillé et lavé trois fois avec I’éther.

Le méthanol : distillé et gardé dans une bouteille contenant le tamis moléculaire, et
le THF purifié sur sodium effilés.

Les solvants anhydres sont préparés soit par distillation, en présence d’un desséchant
juste avant I’emploi, soit par conservation apres purification sur tamis moléculaire pour
d’autres solvants, la distillation s’effectue sous atmosphére inerte. Le (DCM) est distillé sur
peroxyde de phosphore (P,0s).
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I. Les protections effectuées :
a.  Protection de la L-leucine :

. Schéma réactionnel :

CH3 o o
hydridephtalique —_>/OH
CHy  anhy Nt
Ha CooH AcOH glacial %\(CH?:
reflux 2h o
CHgj

o Mode opératoire :

Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit 5g (0,038mol) la L-leucine, (5,629
0,038mol) d’anhydride phtalique dans 40ml d’acide acétique glacial, et on porte a reflux
pendant 2h. Ensuite, on laisse refroidir le mélange et le solide cristallisé est filtré sous vide en
faisant des lavages avec 1’éthanol pour entrainer 1’acide acétique. Le produit brut est purifi¢
par recristallisation dans un mélange eau-éthanol. .la purification permet d’isolé 6,97g du

produit final.

. Résultat : N-phtalimido-L-leucine

HaS C14H15NOy,4
CHs MM=261,27
? Solide blanc
OH Pf=124°C
N RAt=70%6
(@]
(@]

IR v max (KBr) (cm™): 2962,99cm™ (O-H de I’acide), 1711,76cm™ (C=O carboxyle),
718,66cm-1(aromatique).

BWAS-N-P-L

%T

80

56— — y - _— _—— . —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

Nom Description
Analyst 60 Echantillon 060 Par Analyst Date lundi, mars 09 2015
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b.

Da

Protection de la L.proline :

Schéma réactionnel :

OH
OH |
l Anhydride acétique o:c—O
oO——==C - N
ACcOH glaciale
H reflux 2h /}\
Me

Mode opératoire :

ns un Bicol, on introduit 3g de la L-proline (26,05mmol) dans 30 ml d’AcOH. On

ajoute 2,4ml d’anhydride acétique fraichement distillé (26,05mmol).On porte a reflux pendant

2 h, aprés on évapore le solvant. Une cristallisation du mélange dans 1'éther permet d’isoler

4,089 (Rt=99,65%) solide jaune.

Résultats : N-acétyl-L-proline

N-acétyl-L-proline

OH
| C7H11NO3
o——=cC MM=157,17

N Solide jaune
/}\ Pf=115°C
Rdt=99,65%0

IR v max (KBr) em™ : 3185,35cm™ (OH de I’acide), 1726,85 cm™ (C=0 carboxyle),
1608 ,55(C=0 acétyl)

%T
3

Al-Acetylproleine

3185.35em-1 |
2992.2

23em-1

418.630m-1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450

cm-1
Nom Description

Analyst 53 Echantillon 053 Par Analyst Date lundi, mars 02 2015

Belkaid
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c.  Estérification de la fonction acide de la L-tyrosine :

. Schéma réactionnel :

NH,HCI
NH,

COOMe
COOH

cH.cocl

MeOH
reflux 2h

OH

OH

o Mode opératoire :

Dans un ballon et sous courant d’azote, on introduit 50ml de méthanol, la solution est
refroidie a 0° C on verse lentement le chlorure d’acétyl 4,7 ml (leq) goutte a goutte a la
solution précédente, la solution est agitée 5mn, ensuite la 4,42g (24,4mmol) L-tyr est ajoutée
en une seule portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h. On
évapore le solvant, on laisse refroidir a température ambiante, le séchage de notre produit

permet d’isoler 5,46¢ solide blanc.

o Résultats : chlorhydrate de I’ester méthylique de la L-tyrosine

NH,HCI
COOMe C10H14CINO;
MM=231,68
Solide blanc
Pf=194°C
Rdt=96%

OH

IR v max (KBr) cm™: 1742.20, 3377, 97cm™(OH phénolique),

Tir
89
865
80 -
ol W f
75 ~/ )
1899.90¢

70 o,
65{

—_ 60

a2 E& it

2626.03cm-1
50
45
40 2377.87em-1 \A\
35 3007.38cm i1
2508 Gocm-1
30 1514 84em-1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

Nom Description
Analyst 52 FEchantillon 052 Par Analyst Date lundi, mars 02 2015

Belkaid

Il. Couplage effectuées :
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o fragment A’:

methyl 2-(1-acetylpyrrolidine-5-carboxamido)-3-(4-hydroxyphenyl)propanoate

OH
A C17H22N05
O__(O MM=334,37
N NN Pateux jaune

/j\ © Rdt=71%
(@] (@]

o Mode opératoire:

Dans un bicol, a 0°C on mélange 2,59 de la N-acétyl-L-proline (0,016 mol) et 3,7 ¢
du chlorhydrate de I’ester méthylique de la L-tyrosine (0,016mol) dans 30ml de DCM
(solvant) on ajoute 11,16 ml de TEA (5éq) goutte a goutte avec une forte agitation. Un
mélange de DCC (3,3 g, 0,016mol) dans 20ml de DCM est additionné goutte a goutte avec
une forte agitation. Le mélange est agité de 0°C jusqu'a température ambiante pendant 72h. A
la fin la DCU formée est éliminée par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est

terminée apres 12 jours d’agitation.

T+Pr

72
70

65+
60

55

%T

50

45

40

2932 {ficm-1

354 e 7 iebieaiy
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1
Nom Description
Analyst 61 Echantillon 061 Par Analyst Date lundi, mars 09 2015

Aprés 12j d’agitation la bande caractéristique de DCU a disparu. Une
recristallisation du produit dans THF permet d’isoler 3,80g (71%) du produit final.
IR v max (KBr) cm™: 1614.91, 1747.11, 3416.66.
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e fragment B’:

methyl 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-4-methylpentanamido)-3-(4-
hydroxyphenyl)propanoate

OH

C24H26N>06
MM =438,47

o
N O, Solide jaune
/k,? H o ~N Pf=152°C
o Rdt=71,6%6

o Mode opératoire :

Dans un bicol et & 0°C, on mélange (1g, 0,0043mol) le chlohydrate de 1’ester
méthylique de la L-tyrosine (1,12g9,0,043mol) et de la N-phtalimide- L-leucine dans 20ml de
DCM (solvant), on ajoute 3ml de TEA (5éq) goutte a goutte et (0,889,0,0043mol) de DCC
dans 10ml de DCM, on laisse agiter pendant 72h, on filtre puis on évapore le solvant, La
réaction est terminée aprés 10 jours d’agitation. Une recristallisation du produit dans THF
permet d’isoler 1,35¢g (71,6%) du produit final.

IR v max (KBr) cm™: 1711.95, 1715, 1760, 2934.38

52




Tylc

%T
8838
//
|

5 - v - 5
4000 3500 3000 2500 2000

I11. Protection du sucre :
. Procédé A :

. Schéma réactionnel :

——OAc

pyridine
Glucose + A0
T.A

OAc

OAc Rdt=74,31%

OAC )

o Mode opératoire :

Sous courant d’azote, a une solution de glucose (3g, 16.65mmol) dans la pyridine
(22,5ml), refroidie a 0°C est additionné goutte a goutte ’anhydride acétique (8,32 ml, 5.3
€q.). Le mélange est agit¢ une nuit a T.A., puis on ajoute de 1’éthanol (28 ml). Apres
évaporation du solvant, on obtient un résidu solide qui est recristallisé 2 fois dans 1’éthanol
absolu pour donner 4,839 du produit final, (74,31%) de rendement.

o Résultat : 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-acétyl-glucopyranose

— OAcC
o C16H22011
MM=390,34
OAC OAcC Solide blanc
Pf=110°C
OAc Rdt=4,31%
OAc

IR v max (KBr) cm- : 1741.94.
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. Procédé B :

. Schéma réactionnel :

OH
OAc
o
HO [
HO + A0 —————————> Aco
OH 0°CaTA AcO
H OAc
© Rdt=50,76%

R0l

o Mode Opératoire :

Dans un ballon , on introduit 0,2g d’iode et 15,75ml de I’anhydride acétique et 3g de
glucose (0,016mol), la solution est refroidie a 0°C dans un bain de sel-glace, le milieu est
agité a 0°C jusqu’a la dissolution de glucose, ensuite on laisse le mélange refroidie a TA,
puis le mélange est lavé avec une solution saturé de 10% de thiosulfate de sodium sous
agitation la solution caramélisée devient jaune claire, ensuite on ajoute le carbonate de
calcium jusqu’a le dégagement de CO,, le résidu est traité avec 30ml de DCM et
successivement lavé avec I’eau 3 fois apre séchage avec le sulfate de calcium, le solvant est

évaporé sous vide, permet d’isole 3,17g du produit final.
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o Résultat : 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-acétyl-glucopyranose

~

1, 2, 3, 4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose

OAc
C16H2201;
o MM=390,34
AcO Solide blanc
AcO Pf= 110°C
One Rdt=50,76%
OAc
J/
-1,
IR v max (KBr) em™: 1742.10.
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. Procédé C :

. Schéma réactionnel :

|
Ho L A0 _ 2 o

0°CaRT AcO
OH OH AcO

OAc OAc
Rdt=89%

o Mode opératoire
Dans un ballon et sous courant d’azote, on introduit 5,26 ml d’Ac,0 et on ajoute
0,065g d’I; et 1 g de I’acide glucoronique (5.15 mmol); la solution est ensuite refroidie a 0°C

dans un Bain de sel-glace.
Le milieu est agité a 0°C pendant 2h, puis on laisse refroidir a température ambiante.

On Laisse agité a TA toute la nuit. Le milieu est ensuite séché au rotavap, puis le mélange
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Réactionnel est dissous dans le CH,Cl,, lavé avec une solution saturée de Na,S,03 (2x100ml),

Puis avec une solution saturée de NaCl.

Séché sur Na,SOq, filtré et évaporé. Le produit est recristallisé dans le cyclohexane.

» Obtention 1,85 g (89%) du composé

e Reésultats : Anhydride glucoronique

~

D Anhydride glucoronique
OY
Ci16H120
o 1612020
o MM=404,32
O, Rdt=89%
AcO Pf=108°C
AcO solide blanc
OA
OAc

IR v max (KBr) cm™: 1760.10, 1829.88.
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IV. Greffage effectues :

. Schéma réactionnel :

O

o o DCM o')E;
N (o] —_—
H
o
/in\ o ACOACO glatatlon
OA
© OAc OAC
OAcC

Dans un ballon et sous courant d’azote, on introduit le dipeptide A’ (0.0827 g, 1
équiv.) et on ajoute 10 ml de CHClIy, et 0.1 g de composé D (0.25 mmol, 1 equiv). Le milieu
est agité pendant 15j a température ambiante. Le mélange réactionnel est dissous dans le

e S

o Mode opératoire :

CH_Cl,, lavé avec une solution saturée de NaCl, séche sur Na,SOy, filtré et évaporé.
Une recristallisation dans un mélange d’acétate d’éthyle-cyclohexane (1-9) donne le

produit E avec un rendement de 67%, sous forme d’un solide blanc.

e Résultats : fragment B

O
i~
o o
OHN

C3z3gH4>N>0;, 6
Rdt=672%2%06
MM=782,8
Pf=131°C
solide blanc

IR v max (KBr) em™: 1614.62, 1749.90, 1945.08 et disparition de la bande OH phénolique.
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1500

500450

Mode Opératoire :

Dans un ballon et sous courant d’azote, on introduit le dipeptide B’ (0.Immol, 1

équiv.) et on ajoute 10 ml de CH,Cl;, et 0.1 g de composé D (0.25 mmol, 1 equiv). Le milieu

est agité pendant 15j a température ambiante. Le mélange réactionnel est dissous dans le

CH,ClI,, lavé avec une solution saturée de NaCl, séché sur Na,SQOy, filtré et évaporé.

Une recristallisation dans un mélange d’acétate d’éthyle-cyclohexane (1-9) donne le

produit F avec un rendement de 84%, sous forme d’un solide blanc.
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e Résultats : fragment A

C31H38N>0O;5
Rdt=84%
MM=618
Pf=123°C
solide blanc

IR v max (KBr) em™: 1622.97, 1758.09, 1944.47 et disparition de la bande OH phénolique.
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Résume .

Le sujet de ce mémoire est la synthése de dérivés glucidiques de fragments de trois molécules
d’intérét theérapeutique qui sont I’hymenistatine, Sansalvamide, et la dehydrodidemnine, avec
comme objectif 1’élaboration de quelques précurseurs glucidiques qui peuvent étre utilisés
dans la molécule cible, et la présence d'un fragment sucre dans une cible pourrait contribuer
aux propriétés de reconnaissance moléculaire supplémentaires de ces produits. Trois acides
a-aminés ont éte utilises dans cette synthése, avec deux couplages pour engendrer deux
dipeptides cible, les couplages entre les acides aminés ont été réalises avec la
dicyclohexylcarbodiimide qui génére une urée insoluble dans I’eau, puis la synthése de
anhydride glucoronique et le couplage de ce dernier avec les deux dipeptides donne les
fragments glucidiques cible.

Mots clés : reconnaissance moléculaire, précurseurs glucidiques, fragment sucre, les acides
aminés, couplage, dicyclohexylcarbodiimide, anhydride glucoronique.

The subject of this thesis is the synthesis of carbohydrate derivatives of fragments of three
molecules of therapeutic interest are the hymenistatine, Sansalvamide, and
dehydrodidemnine, with the objective of developing some carbohydrate precursors that can be
used in the target molecule, and the presence of a sugar moiety in a target could contribute to
the additional molecular recognition properties of these products. Three a-amino acids were
used in this synthesis, with two couplings for generating two targets Dipeptide couplings
between amino acids were carried out with dicyclohexylcarbodiimide generates a urea
insoluble in water, and then the synthesis of glucuronic anhydride and the coupling of the
latter with the two dipeptides gives the target carbohydrate moieties.

Keywords: molecular recognition, carbohydrate precursors, sugar moiety, amino acids,
couplings, dicyclohexylcarbodiimide, glucuronic anhydride.




