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INTRODUCTION GENERALE

La lutte contre le cancer occupe une place importante dans la recherche thérapeutique mondiale.
Parmi les nombreux champs d’investigation, figure I’extraction de molécules produites
naturellement afin de les tester sur des cellules cancéreuses. Les Sansalvamides, figurant au
schéma ci-dessous, constituent un motif chimique sujet a de nombreuses études depuis

I’isolement de la Sansalvamide d’un champignon marin du genre Fusarium en 1999.
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Une grande majorité des produits marins présentent une activité dans le domaine antitumoral.

Les molécules issues d’organismes marins possédent des structures chimiques peu courantes et
sont donc de bons candidats pour étre évaluées sur différents tests biologiques. Elles peuvent
avoir, par exemple, une action sur differents systemes enzymatiques impliques dans la

réplication cellulaire.

Depuis I’isolement des Sansalvamides, les espoirs étaient grands qu'un de ces produits naturels
pourrait étre converti en drogue anticancéreuse utile. Notre travail a pour objectif de synthétiser

analogues de la Sansalvamide afin d’améliorer son activité.
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1. BIOLOGIE DU CANCER

Le cancer est une maladie caractérisée par la croissance anarchique de cellules anormales. La
majorité des cancers dérive d’une seule et unique cellule anormale. Une cellule normale subit
initialement une mutation qui lui donne un avantage sélectif sur ces voisines, et ainsi de suite,
jusqu’ a la cellule tumorale maligne (devienne cancéreuse). Plusieurs mutations successives
sont donc nécessaires pour qu’une cellule devienne maligne *

Les génes mutés responsables de la transformation cellulaire maligne sont des génes impliqués
dans les processus fondamentaux de la vie cellulaire, particulierement dans le cycle cellulaire!.
La division cellulaire est contrdlée par le cycle cellulaire. Ce dernier a pour fonction de
reproduire des cellules filles identiques a la cellule mére ; celles dont I’ADN est altéré sont
réparées ou détruites 2. Le déréglement des systémes régissant et controlant ’avancement du
cycle cellulaire est a ’origine de la prolifération incontrolée des cellules cancéreuses.

Au cours du cycle cellulaire (figure 1), la cellule est capable de dédoubler son matériel
génétique en vue de le transmettre a 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 2.
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Figure 1 : Le cycle cellulaire?.
Le cancer est une « maladie du géne » qui implique des proto-oncogenes et des genes
suppresseurs de tumeurs .Les altérations moléculaires des tumeurs sont multiples, séquentielles
et variees, touchant de trés nombreux processus cellulaires et conduisant a I’acquisition de

propriétés par les cellules tumorales 2.
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La cellule cancéreuse va acquérir au cours de son développement une série de capacités que ne
posseédent pas les cellules normales. Celui-ci est défini par plusieurs caractéristiques .

- potentiel de prolifération illimité : les cellules tumorales continuent de se diviser sans
limite visibles grace a un facteur qui est active dans toutes les cellules cancéreuses, c’est
I’activité de télomérase.

- échappement a la mort programmée : une cellule normale peut suicides en utilisant
I’apoptose « la mort programmeée ».

- échappement au systeme immunitaire et néo- angiogeneése : les cellules tumorales ont
besoin de nutriments et d’oxygeéne pour survivre.

- perte de I'inhibition de contact : dans les tumeurs, les cellules n’ont plus besoin de signal
(stimulus particuliers) pour se diviser.

- invasion tissulaire et developpement de la métastase : les cellules tumorales sont
capables de transporter dans un autre organe et de générer une seconde tumeur.

— prolifération incontrélee.

2. TRAITEMENTS DES CANCERS
Parce qu'il n'existe pas un mais des cancers et parce que chaque malade est unique, différents
types de traitements peuvent vous étre proposes pour vous soigner. Ils sont prescrits seuls ou
de maniere associée. Le choix des traitements est adapté en fonction de chaque situation.
Les grands types de traitements contre le cancer sont ° :

- Les traitements locorégionaux (la chirurgie 8 la radiothérapie’ et la thérapie
photodynamique & °), qui agissent directement sur la tumeur.

- Les traitements systémiques (I’hormonothérapie °, I’immunothérapie’* et Ila
chimiothérapie %), qui ne sont pas ciblés. En général, les différents traitements sont
couplés.

Tous ces traitements visent a éliminer les cellules cancéreuses. lls agissent soit localement,
¢’est-a-dire uniquement sur les cellules cancéreuses d’un organe atteint, soit par voie générale,
¢’est-a-dire sur I’ensemble des cellules cancéreuses présentes dans 1’organisme. Les thérapies
ciblées sont sélectives et s'attaquent a une cible précise dans la cellule cancéreuse.

3. LES PRODUITS NATURELS UTILISENT DANS LE TRAITEMENT

DU CANCER

Depuis des millénaires, I’homme profite des ressources de la nature pour se soigner, en particulier
dans le domaine des maladies cancéreuses, ou’60% de ces ressources naturelles sont utilisées

comme des médicaments anticancéreux 2. Des exemples comme le paclitaxel 3, Ia




campotothécine 2, 2 podophyllatoxine *2, le vindoline *2, le mitomycine C ** (schéma 1) ...,

montrent I’importance de sources naturelles dans les traitements des cancers *°.

(.

Schéma 1 : structure chimique du paclitaxel (1), campotothécine (2), podophyllatoxine (3),
Vindoline (4), et mitomycine C (5).

4. LES PRODUITS D’ORIGINE MARINE UTILISENT DANS LE
TRAITEMENT DU CANCER

Les molécules marines isolées ont souvent des mécanismes d’action particuliers et peu
retrouvés chez les autres molécules anticancéreuses °. Les particularités des molécules marines
du point vue structural mais aussi au niveau de leur mécanisme d’action constituent un avantage
dans la recherche de nouvelles molécules anticancéreuses.
Dans le paragraphe suivant sont référencées et présentées les principales molécules
anti-tumorales d’origine marine ayant atteint les essais cliniques ou actuellement sur le
marche.

a. Molécules cytotoxiques

Ci-dessous dans le schéma 2, sont représentées les structures chimiques des zalypsis '/,
halichondrine B 8, trabectedine °, et dalastatine 10 %, qui sont des molécules cytotoxiques

d’origine marine.




Schéma 2 : structures chimiques du trabectedine (6), halichondrine B (7), zalypsis (8),
et dalastatine 10 (9).

b. Molécules inhibant ’angiogenése

La squalamine %! (schéma 3) est un bon exemple des molécules d’origine marine qui inhibent

I’angiogenese
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Schéma 3 : structure chimique de la squalamine.
c. Molécules intervenant dans les voies de  signalisation cellulaire et le
cycle cellulaire
Le panobinostat %, et la bryostatine 1 2 (schéma 4) sont des exemples des molécules d’origine marine

qui interviennent dans les voies de signalisation cellulaire et le cycle cellulaire.
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Schéma 4 : structure chimique du panobinostat (10), et bryostatine 1(11).

d. Inducteurs d’apoptose

La plitidepsine 24, et le discodermolide 2° (schéma 5) sont des molécules d’origine marine. Ce

sont des inducteurs d’apoptose.

Schéma 5 : structure chimique du plitidepsine (12) et discodermolide (13).

e. Molécules anticancéreuses avec mode d’action inconnu

Il existe de nombreux exemples sur des molécules anticancéreuses d’origine marine que leurs

mode d’action est indéterminé 2° (figure 2).
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Figure 2 : structure chimique du belamide A (14), beselide A (15), blumiolide (16), N-carboxamido-
staurasporine (17), clavularia diterpene (18, 19), aurilide B (20), aurilide C (21), et azumamide (22).

5. SANSALVAMIDE

a. Définition

Le Sansalvamide (schéma 6) produit naturel a été isole en 1999 par Fenical et ses collegues
d'un champignon marin, posséde une activité antitumorale, est un depsipeptide.

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

des nouveaux agents thérapeutiques pour le traitement de diverses cancers 2728,
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Schéma 6 : structure chimique du sansalvamide.

b. Synthese en phase solide du sansalvamide (synthese de Shouxin Liu)

Shouxin Liu et collaborateurs 2° ont effectué une synthése en phase solide du sansalvamide, ci-

dessous dans la figure 3 est indiqué le schéma réactionnel suivi par ce groupe.

Et Et
Et Et
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Figure 3 : conditions et réactifs : (a) 50% TFA/CHCly, 15 min, (b) Boc-MeLeu-OH (5eq), HAUT (5eq),
DIPEA (15eq), NMP, 6h, (c) 50% TFA/CH.Cl,, 15 min, (d) Boc-Val-OH (5eq), HAUT (5eq), DIPEA
(15eq), NMP, 6h, (e) 50% TFA/CHCI,, 15 min, (f) Boc-Leu-OH (5eq), HAUT (5eq), DIPEA (15eq),
NMP, 6h, (g) 50% TFA/CH.Cl, 15 min, (h) Boc-Leu-OH (5eq), HAUT (5eq), DIPEA (15eq), NMP,

6h, (i) LiOH (5eq), THF/H20 (7 : 1), (j) 50% TFA/CH,Cl,, 15 min, (K) PyBOP (5eq), DIPEA (15eq),
NMP, 24h.




TRAVAIL EFFECTUE



1. OBJECTIF DE TRAVAIL
Shouxin Liu et collaborateurs 2° ont synthétisé des analogues de la Sansalvamide possédant une
bonne activité anticancéreuse en modifiant leur unité phénylalanine, Ci-dessous dans le schéma

7 est indiquée les structures des analogues synthétisés par ce groupe :

~N

P
Br Br Br
0 H 0 s 0 H
N N N N N N
H o H H o
NH NH NH
o} o}

(0]
(0]

0 0
o H NH § NH H N—CHj
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Schéma 7 : analogues synthétisés et testés par Shouxin Liu et collaborateurs %°.
En nous basant sur le travail du groupe Shouxin Liu et d’autres travaux, Nous NOUS SOmMmMes
propose de synthétiser un analogue de la Sansalvamide (schéma 8) en modifiant le fragment

phénylalanine par la L-Tyrosine pour pouvoir griffer un sucre comme le montre le schéma 10.

( N\
o) )
\R \R
(@] H (@) H
N N N N
o NH o
H
o) H NH o) H o)
6) )
R=H
Sucre
J

Schéma 8 : analogues de la Sansalvamide




2. STRATEGIES DE SYNTHESE
Pour effectuer cette synthése nous avons suivi deux méthodes :
La premiere methode insiste a préparer le tripeptide Tyrosine-leucine-leucine.
molécule est le dipeptide valine-leucine,

retrosynthétique :

Le reste de la

le schéma ci-dessous montre [’examen

OH
= O\// )J\
/R CbZ\N N N §
! H o et/ou H
\ (6] 0
o, H meo_  NH MeO
N N &
"o — +
NH o
H (@]
o] N, NH UO/
'g NH
o}
NH7¢O

OH

Schéma 9 : examen retrosynthétique de la premiére méthode.
Remarque : on a travaillé avec la série L des aminoacides.
La deuxiéme méthode insiste a préparer le tripeptide Valine- leucine-Tyrosine-
leucine-leucine,

molécule est le dipeptide

retrosynthétique :

. Le reste de la

le schéma ci-dessous montre I’examen

Ve

Schéma 10 : examen retrosynthétique de la deuxiéme méthode.
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3. GENERALITES SUR LES ACIDES AMINES
Les acides aminés comme leur nom I’indique, ce sont des molécules comportant une fonction
acide carboxylique (acide), une fonction amine (base), et un résidu R, portés par un carbone
central. On note plusicurs familles d’aminoacides, parmi les plus importantes: les
a-aminoacides (la fonction acide carboxylique et la fonction amine sont portées par le méme
carbone), et les p-aminoacides (la fonction acide se trouve en position 3 de la fonction amine).
Il existe vingt acides aminés essentiels couramment rencontrés dans les protéines. Ce sont tous

des acides a-aminés.

coon J\,\r\’ COOH

%1 s 1‘?«2 NF2

- J

Schéma 11 : structure des o (1) et f (2) aminoacides.

Selon la configuration du carbone stéréogene, on distingue deux séries d’acide aminées, L et D
(schéma 12) en représentation de Fisher 0. La série naturelle étant la série L. dans ce travail

nous avons utilisé la série L.

( N\
COOH COOH
H NH,  H,N H
R
D L
. J

Schéma 12 : structure des isomeres optiques des aminoacides.

Pour travailler sur les acides aminées, par exemple ; pour former un seul dipeptide, il faut éviter
les réactions non désirées et bloguer certaines fonctions de maniére réversible. Donc il est
nécessaire de protéger I'une des deux fonctions pour pouvoir travailler sur la restante.

Le choix d’un groupe protecteur est une €tape délicate. Il faut que le groupement choisi soit
relativement stable et qui ne déprotege pas de fagon inattendue, il doit &tre aussi disponible, peu
toxique, et doit étre facilement éliminer dans des conditions douces. 3

3.1. Protection de la fonction amine des aminoacides :
Il existe plusieurs groupements protecteurs de la fonction amine parmi les plus utilisés en

synthése peptidique on cite :

11
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a. Protection par le t- butoxycarbonyle (Boc) :
Est le groupe le plus largement utilisé pour la protection des amines. La premiére utilisation de

ce groupement en synthese peptidique pour la protection des aminoacides, a été réalisee par

M.Albertson et col. 32

'd N\

0
R t-Bu—O—{ 9 R
PO —
H,N COOH t-Bu—o~< o N COOH
\__W_J

o Boc

. J

Schéma 13 : protection de la fonction amine par le Boc.

Le mécanisme de la protection de ’amine par le Boc :

[ t-Bu\ /(Y<O) )
o) H
J oY .
R—NH, + ( — OH + CO,
PN
5 R BOC
=

Schéma 14 : mécanisme de la protection de I’amine par le Boc.

e La déprotection de groupe Boc en milieu acide se fait dans les conditions opératoires

suivantes selon le schéma suivant 33 34:

R
)\ + oy — + COp 4 >—COOH
+

| HaN

Schéma 15 : déprotection du groupement Boc.
HCIl dans I’acétate d’éthyle.
HCI 1IN dans ’acide acétique.
L’acide trifluoroacétique (TFA)
50 % TFA dans CH:Cl>.
Acide formique BFs ethérate dans ’acide acétique.
CF3 — SOsH.

YV V. V ¥V V V
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» HF liquide.
b. Protection par 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) :
Le 9-Fluorenylméthoxycarbonyle (Fmoc) est largement répandu dans la chimie des peptides,

méme en phase solide. 1l est tres stable dans des conditions acides mais son clivage s'effectue

dans des conditions basiques et douces. Il est décrit par Carpino et Y.Han en 1970. 3 36

( )

A

HoN

COOH ¥ ( o
o

i-Pro,NET
dioxane /H,O

Cl

~
Fmoc

Schéma 16 : protection de la fonction amine par Fmoc.

e La déprotection de groupe Fmoc avec une amine tertiaire se fait selon le schéma

suivant :

COOH

. + CO, + )\
HoN

Schéma 17 : déprotection du groupement Fmoc.

c. Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz) :
Le Cbz est I'un des premiers groupements protecteurs utilisés en synthése peptidique. Proposé

par Zervas et Bergman en1932 7, il est relativement trés stable dans des conditions acides et

bon groupement partant qui peut étre éliminé par plusieurs méthodes.

Le processus de protection est réalisé€ par ’addition a I’amine d’un équivalent de chloroformate

de benzyle et d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 2N, suivie d’un reflux. 38
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CO,H

1 VPNV VA

N J N J
Y Y
Chloroformate Chz
de benzyle

Schéma 18 : protection de la fonction amine par le groupe Cbz.
e La deprotection de groupe Chz se fait dans les conditions opeératoires suivantes selon le

schéma suivant :

o) R
R
H,/ Pd
o) N COOH > Ph CH; + CO, +
H H,N COOH
N\ J
2’2
Chz

Schéma 19 : déprotection du groupement Chz.
Hydrogeénation catalytique.
Réaction avec le sodium dans I'ammoniac liquide.
HCI anhydre dans I'éthanol ou CH3CI.
lodure de phosphonium dans I'acide acétique.
HCI, HBr et HI dans l'acide acétique.

vV V V V V V

L'acide trifluoroacétique chaud.

d. Protection par I’anhydride phtalique (Ft) et I’anhydride acétique :
Les acides phtaliques ont été utilisés pour la premiere fois dans la synthese peptidique par Kidd
et col, en 1948.3° 11 est relativement stable dans des conditions acides et basiques, mais il est
facile a éliminer avec les nucléophiles.
Le processus de protection est réalisé par ’addition a I’amine d’un équivalent de 1’anhydride

|40

phtalique en solution dans I’acide acétique glacia et par I’anhydride acétique dans les

mémes conditions opératoires, suivie d’un reflux.
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0
)\ ., _ACOH glacial ACOH gIaC|aI )\COOH
COOH Reflux 2h
o)

Schéma 20 : protection de I’amine par I’anhydride phtalique.

)\ ACOHgIaC|aI )\ )\ )k
COOH )k )k Reflux 2h

COOH H3C

Schéma 21 : protection de I’amine par I’anhydride acétique.

e La déprotection du groupement phtalimido se fait selon le schéma suivant en utilisant

I’hydrazine. 39

R
)\ _ NHpNH, )\
COOH DCM/ MeOH H,N COOH

Schéma 22 : déprotection du groupement phtalimido.

3.2. Protection de la fonction acide carboxylique des aminoacides :

Lorsqu’on souhaite effectuer des transformations ou des synthéses a partir du groupe amino.il
est nécessaire de protéger la fonction acide carboxylique de I’aminoacide.

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

a. Protection par Dester tertio butylique :

C'est l'un des esters les plus utilisés dans la chimie des peptides. On utilise souvent I'ester
tertiobutylique qui est relativement stable en milieu basique et qui peut étre facilement éliminé

avec l'acide trifluoroacétique (TFA). !

15
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R R

+
)\ H, isobutyléne )\

co,n t-BUOAc ou t-Butanol HaoN COtBu

H,N

Schéma 23 : protection de la fonction acide par le groupe tertiobutyl.

e Ladeprotection de groupement tertiobutyl se fait facilement avec TFA selon le schéma

suivant :

R R

)\ TFA 50% )\

HN COzBu  CHyCly HoN CO,H

Schéma 24 : déprotection de groupement tertiobutyl.

b. Protection par I’ester benzylique (Bzl) :
Il est trés répandu en synthese peptidique. Il est préparé directement a partir de Il'alcool

benzylique dans le benzéne en présence d'un catalyseur acide. 42

La protection de la fonction acide carboxylique par le groupe benzyl se fait selon le schéma

P
R 0
+ O acide R
- 0
H,N COOH
NH,

-

suivant :

~
J

Schéma 25 : protection de la fonction acide par le groupe benzyle.

e La deprotection se fait facilement par hydrogénation catalytique selon le schéma

suivant, libérant I’acide aminé et le toluéne.

( )

O
CH
R 3
R H
Pd
NH, H,N CO,H
J

Schéma 26 : déprotection du groupement benzyle.

.
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C. Protection par ’ester méthylique :

C’est une méthode tres utilisé et plus douce, consiste a traiter I’acide aminé avec le chlorure

d’acétyle en présence d’un alcool.*3

R

O]
MeOH
+ >
H2N COzH Cl M Cone

e reflux2h  CIHHN

Schéma 27 : protection de fonction acide par le chlorure d’acétyle.

e [a déprotection de la fonction ester méthylique se fait par une réaction d’hydrolyse

dans les conditions suivants selon le schéma suivant : 4

R R

/K 1,2 eq LIOH /K
H,N CO,Me THF/Hzo (21) HoN

Schéma 28 : I’hydrolyse du groupement ester méthylique.

CO,H

4. PROTECTIONS EFFECTUES

Dans ce travail on protége toujours une des deux fonctions (acide ou amine), pour pouvoir
travailler sur la restante.
4.1. Protection de la fonction amine :

Dans notre laboratoire, on favorise la protection de la fonction amine des aminoacides par
I’anhydride acétique fraichement distillé dans 1’acide acétique glacial, ou par I’anhydride
phtalique dans les mémes conditions, suivi d’un reflux de 2 a 3 heures fournit un N- acétyle -
acide qui purifié par la suite. *° Le choix des deux réactifs se fait dans cette protection pour
deux raisons :

¢ lls présentent une bonne stabilité dans les conditions opératoires utilisées dans ce travail.

++ lls sont disponibles dans notre laboratoire.

a. Protection de la fonction amine de ’amino acide L-valine. (Schéma 29)
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NH

O AcOHglacial

)j\ )I\ reflux 2h )I\
COOH N
H

COOH

_ b Y g

L- valine N- acétyl- L- valine
Mecanisme
COOH O Q
) //ﬂ\\.AcOFlmaual
\(k reflux 2h
COOH

Schéma 29 : protection de I’amine de L- valine par I’anhydride acétique.

b. Protection de la fonction amine de ’amino acide L-leucine. (Schéma 30)

p
HO,C NH,

\
H
HO,C N
0 o AcOH glacial Y
)ko)k reflux 2h @)

Schéma 30 : protection de I’amine de L- leucine par I’anhydride acétique.

c. protection de la fonction amine de I’amino acide L-tyrosine. (Schéma 31)

H,N N

CO,H
)(L )CL AcOH glacial (@]
o) reflux 2h

CO,H

OH

OH

- J

Schéma 31 : protection de I’amine de L- tyrosine par I’anhydride acétique.

4.2. Protection de la fonction acide carboxylique :
Notre objectif consiste aussi a protéger la fonction acide des aminoacides sous forme d’ester
méthylique, afin de pouvoir travailler sur la fonction amine.
Dans notre laboratoire, on protége I’acide de I’aminoacide en appliquant la méthode classique
d’estérification en utilisant le méthanol en présence de chlorure d’acétyle sous courant d’azote

(milieu anhydre), suivi par un reflux de 2 heures fournit un ester méthylique. *°

——
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a. estérification de I’amino acide L- leucine. (Schéma 32)

Vs

O

A

MeOH, reflux 2h

HoN

/i\COZH

AN

CIHH,N

CO,Me

J

Schéma 32 : estérification de L- leucine par chlorure d’acétyle.

b. estérification de I’amino acide L- tyrosine. (Schéma 33)

-~

CIHH,N

H,N O
CO,H )k
Cl
MeOH, reflux 2h
OH

&

CO,Me

OH

J

Schéma 33 : estérification de L- tyrosine par chlorure d’acétyle.

L’hydrolyse de 1’ester méthylique se fait par 1.2eq d’une solution de LiOH (0.2N), dans un

mélange de THF /eau (4 :1).

5. COUPLAGE PEPTIDIQUE

Le couplage peptidique consiste a assembler des aminoacides entre eux en formant une fonction
amide apres la protection de I’amine de premier aminoacide et I’acide de second aminoacide,
mais la formation de la liaison peptidique peut souvent présenter des difficultés telles que les
faibles rendements, la dégradation, la purification difficile. Pour faire face a ces difficultés, de
nombreux agents (réactifs) de couplage ont été développés.

a. Quelques exemples sur les agents de couplage : 4

Agents de couplage | Exemples
Carbodiimides DCC, EDC, BEC,...
Additifs HOBt, HOAL,...

Sels de phosphonium

BOP, PyBOP, BrOP,...

Sels d’uronium

HBTU, HDTU, HAUT,...

Sels de thioronium HOTT, HMPT,...

Sels d’immonium BOMI, BDMP.,...
Imidazolium CDI, BMTB, CBMIT,...
Organophosphores DPPA, NDPP,...
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BTC, CDMT,...
DPTF, DMTMM, BMPI,...

Agents halogenants

Chloroformate,
pyridinium, et

autres....

Tableau : des exemples sur des agents de couplage.

6. SYNTHESE DES DIPEPTIDES

Dans cette synthese, les dipeptides obtenus ont été préparés par un couplage entre deux acides
aminés : 'un a la fonction acide protégée et la fonction amine est libre, et le deuxiéme
aminoacide a la fonction amine protégée et la fonction acide libre. Le couplage se fait en
présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) comme agent activant dans le dichlorométhane

(DCM) comme solvant en présence de la triéthylamine (TEA) afin de neutraliser le chlorhydrate

7 sous une trés forte agitation

de I’acide aminé utilisé sous forme ester dans cette synthése 4
pendant 24 heures, et a la fin, la dicyclohexyluree (DCU) formée est eéliminée par filtration.

Le couplage peptidique avec le DCC se fait selon le schéma suivant :

s N

R

NH Me

H
© N
R >/Me o%
CIHH,N + R>/ DCC, TEA (5eq) NH

0
(0] DCM, 24h o
HOOC R
MeO

N v AN v / oM

fonction acide fonction amine \ N *
protégée rotégée : :
proteg dipeptide

Schéma 34 : couplage peptidique des deux aminoacides en utilisant le DCC.

Voici dans les schémas suivants les déférents dipeptides prépareés :

a. N-acétyl-L- leucine-L- leucine-OMe (1)

COM
CIHH,N 2Me >/~—NH
o

o COOH pce, TEA (5 eq)
+ e o

DCM, 24h

RY65%

Schéma 35 : synthese de dipeptide N-ac-leu-leu-OMe (1).
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b. N-acétyl-L- valine-L- leucine-OMe (2)

'd O ~\
OMe
COZMe
CIHH,N
\( DCC, TEA (5 eq
DCM, 24 h
COOH
RY75%

Schéma 36 : synthese de dipeptide N-ac-val-leu-OMe (2).

c. N-acétyl-L-leucine-L- tyrosine-OMe (3)

CIHH,N
COOMe
OOH DCC, TEA(S eq)
DCM, 24h

o R 67%

J

-

Schéma 37 : synthése de dipeptide N-ac-leu-tyr-OMe (3).

d. Cbz-L-tyrosine-L-leucine-OMe (4)

CbZ/NH OH

COOH
MeOOC DCC, TEA (5eq)  Cbz.
- H
DCM, 24h o) NH

CIHH,N

OMe RY71%
J

Schéma 38 : synthese de dipeptide Cbz-tyr-leu-OMe (4).
La deprotection de la fonction ester méthylique des fragments (2) et (4) se fait par une réaction

d’hydrolyse dans les conditions suivants selon les schémas suivants :

a. Hydrolyse de fragment (2)

O o)
OH
1.2 eq LiOH

THF/ H,0 (2 1)
- be
RI 4506

Schéma 39 : hydrolyse de dipeptide N-ac-val-leu-OMe (2).
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b. Hydrolyse de fragment (4)

1.2 eq LiOH

THF/ H,0 (2:1)
CbZ\N

&=

RI 5805

lf

Schéma 40 : hydrolyse de dipeptide Cbz-tyr-leu-OMe (4).

Voici dans les schémas suivants les déférents tripeptides préparés :

a. N-acé-L-val-leu-tyr-OMe (5)

~OH
O CIHH,N
OH COOMe
DCC, TEA (5 eq) o)
NH + _ H OMe
o DCM, 24h NS
/ oH A
RIt 5206 3

Schéma 41 : synthese de tripeptide N-ac-val-leu-tyr-OMe (5).

b. Cbz-L-tyr-leu-leu-OMe (6)

HN
o

OH Chz
DCC, TEA (5 eq)
+ CIHH,N - s OMe
Chz. N DCM, 24h o
H g COOMe
o
OH

NH

(0]
N
H

RY 60%

OH

Schéma 42 : synthese de tripeptide Chz-tyr-leu-leu-OMe (6).

——
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES



L’objectif majeur de notre travail est la syntheése d’un dérivé de la Sansalvamide.
Une fois cet analogue obtenu,
- on peut envisager en guise de perspectives, de lui greffer différents substrats pour

obtenir d’autres analogues, afin d’améliorer I’activité biologique, et la biodisponibilité :

p
OMe [e)
T
0 H 0 CHs
N N N
/UH o UH
NH o NH
o

/
N
(0]
O
H NH (e} H NH
07_‘\< O
.

- Envisager des méthylations sur les laissons amides afin de diminuer la toxicité et

J

améliorer I’activité biologique :

H
N
(0] (0]

- Synthétiser d’autres analogues (depsipeptide) avec une liaison ester entre les deux

leucines, comme le montre le schéma suivant :
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Une perspective intéressante serait la syntheése d’un analogue de Sansalvamide portant le motif

sucre espérant d’améliorer I’activité du produit naturel.

Ce travail nous ouvre des perspectives tres intéressantes en matiére de recherche en chimie bio

organique et thérapeutique, notamment dans le domaine de la découverte de nouveaux principes
actifs.

——
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PARTIE EXPERIMENTALE



1. INTRODUCTION

On a précédemment vu dans notre partie bibliographique, que I’isolement du des sansalvamides
représente un tres grand espoir dans la lutte contre le cancer apres leur découverte en 1999. Au
cours de notre partie expérimentale, nous verrons les differentes syntheses effectuées pour
obtenir un ou plusieurs fragments du dérivés de sansalvamide, en passant par la protection et la
déprotection des différents fonctions des acides aminés, afin de les coupler pour obtenir le
fragment voulu, et nous discuterons ensemble les résultats obtenus apres la purification et
I’analyse.

2. MATERIEL UTILISES, ET METHODES

I1 faut savoir qu’au cours de notre travail, les manipulations et analyses ont été réalisées dans
le laboratoire de Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyses (COSNA), I’Université
Aboubekr Belkaid-Tlemcen.

2.1. Infra Rouge :

Les analyses dans I’infrarouge (IR) ont été effectuées au centre de mesures du laboratoire
COSNA. Les échantillons étaient traités soit en solution dans le chloroforme, ou sous forme de
pastilles de KBr. Les principales fréquences d’absorption sont données en nombre d’onde (cm-1).

2.2. Points de fusion :

Les points de fusion sont déterminés sur un fusionmétre digital de la série 1A9200
d’Electrothermie au laboratoire (COSNA).

3. PURIFICATION DES SOLVANTS

Les solvants anhydres sont préparés soit par distillation, soit par conservation apres purification
sur tamis moléculaire. Pour d’autres solvants, la distillation s’effectue sous atmosphére inerte.
L’anhydride acétique : distill¢ a pression atmosphérique.

Le méthanol : distillé et gardé dans une bouteille contenant le tamis moléculaire.

Le dichlorométhane : distillé sur peroxyde de phosphore (P20s).
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4. MODE OPERATOIRE

4.1. Partie expérimentale relative a la protection des aminoacides :

e L-Leucine-OMe. HCI ().

MeO,C

NH,HCI Solide blanc, Pf = 151°C,;
Litt : Pf=151-153 °C.
[a]*2/D +13°, ¢ = 2 dans H,0.

CAS : 7517-19-3.
C;H;,CINO,
MM : 181,66 g.mol™*

- J

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 50ml de MeOH ; la solution est refroidie
a 0°C. On ajoute goutte a goutte 15 ml de chlorure d’acétyle dans la solution précédente. La
solution est agitée 5 min. ensuite, 9 g de L-leucine (68,6 mmol) sont ajoutés dans une seule
portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h. On laisse refroidir a
température ambiante, et le solvant est chassé sous pression réduite. 11,89 g (95%) du compose
(1) sont obtenus apres évaporation et sechage.

e IR vmax (KBr) cm™: 1738,26 (C=0 de I’ester); 2872,52 ; 2923,49 ; 2958,13 ; 3466,37

( NHy).

e L-Tyrosine-OMe. HCI (2).

CIHH,N
C
MM : 231,67 g.mol™
Solide blanc, Pf =193 °C.
Litt: Pf=190- 192 °C.
OH

A\ J

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit 50ml 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 5 min. ensuite, 3 g (16,56 mmol) de L-tyrosine sont ajoutés dans une seule

portion, puis le mélange est chauffé lentement sous reflux pendant 2h. On laisse refroidir a
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température ambiante, et le solvant est chassé sous pression réduite. 3,79 (96%) du composé
(2) sont obtenus apres évaporation et sechage.
e IR vmax (KBr) cm®: 1736,26 (C=0 de I’ester); 1248,21 ( O-Me) ; 3466,37 ( NH>);
3662,46  ( OH de phénol).

e N-acétyl-L- leucine (3).

CgH15NO3
NH 1
MM :173, 209 g.mol
COOH

O Solide jaune clair
Pf=186-188°C
Litt: Pf=187-190°C
CAS: 1188-21-2

Vs

- J

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, on introduit 3g de L-leucine (22,9 mmol) et 2,2 ml
d’anhydride acétique fraichement distillé (22,9 mmol) dans 50 ml d’acide acétique glacial, et
on porte a un reflux pendant 3h. Ensuite, on laisse refroidir et le solvant est évaporé sous
pression réduite. Une recristallisation de produit dans un mélange eau éthanol (3 : 1) permet
d’isoler 3,45 g (87%) du composé (3).
e IR vmax (KBr) cm™: 1680,44 (C=0 acétyl); 1733.11 (C=0 carboxyle); 2500-3500 ( O-
H de I’acide).

e N-acétyl-L- valine (4).

C7H13NO3
MM : 159,18 g.mol !
NH

o Solide blanc
Pf =164-166°C
COOH Litt: Pf = 165°C
CAS: 96-81-1

- J

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, on introduit 1,48g de L-valine (12,6 mmol) et 1,2 ml
d’anhydride acétique fraichement distillé (12,6 mmol) dans 50 ml d’acide acétique glacial, et
on porte a un reflux pendant 3h. Ensuite, on laisse refroidir et le solvant est évaporé sous

pression réduite. Une cristallisation de produit dans 1’éther permet d’isoler 1,96 g (90%) du

composé (4).
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e IR vmax (KBr) cm™: 3500-2500 (O-H de I’acide), 1680 (C=O acétyl), 1730 (C=O
carboxyle).

e N-acétyl-L- tyrosine (5).

ju

O COOH C11Hi3NO,
MM : 223,23 g.mol ™!
liquide jaune visqueux
Litt: Pf = 149°C.
Cas : 537-55-3

OH

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, on introduit 2 g de L-tyrosine (11,03 mmol) et 1,05 ml
d’anhydride acétique fraichement distillé (11,03 mmol) dans 50 ml d’acide acétique glacial, et
on porte a un reflux pendant 24h. Ensuite, on laisse refroidir et le solvant est évapore sous
pression réduite. Obtention de 2,02 g (82%) du composeé (5).

e IR vmax (KBr) cm™: 3500-2500 (O-H de I’acide), 1680 (C=O acétyl), 1730 (C=0
carboxyle.

4.2. Partie expérimentale relative a la préparation des dipeptides :

e Couplage de N-acetyl-L-leucine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de
L-leucine (6).

o>\NH C15H18N204
o

MM: 300,39 g.mol*
MeO NH Solide blanc
Pf=197 °C.

(& J

Dans un bicol, a 0°C on mélange 0,8 g de la N-acétyl-L-leucine (4,61 mmol) et 0,84 g du
chlorhydrate de I’ester méthylique de L-leucine (4,61 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on
ajoute 3,20 ml de TEA (5€q) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC
(0, 96 g, 4.61 mmol) dans 20ml de DCM est additionné goutte a goutte avec une forte agitation.
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Le mélange est agité de 0°C jusqu'a température ambiante pendant 24h. A la fin la DCU formée
est éliminée par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est terminée apres 09 jours
d’agitation.

Une cristallisation de produit obtenu dans 1’éther permet d’isoler 0,9 g (65%) de dipeptide ciblé

(6).
e IR vmax (KBr) cm™: 1634,15 (C=0 amide); 1680 (C=0 acétyl), 1735,11 (C=0 ester);

3359,55 (N-H amide).

e Couplage de N-acétyl-L-valine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de

L-leucine (7).
( )
o)
C14H26N204
OMe
MM: 286,37 g.mol*!
NH
o Solide blanc
Pf =186 °C.
PN
N\ ° J

Dans un bicol, a 0°C on mélange 0,6 g de la N-acétyl-L-valine (3,76 mmol) et 0,69 g du
chlorhydrate de I’ester méthylique de L-leucine (3,76 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on
ajoute 2,60 ml de TEA (5€éq) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC
(0, 78 g, 3,76 mmol) 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 24h. A la fin la DCU formée
est éliminée par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est terminée aprés 06 jours
d’agitation.
Une cristallisation de produit obtenu dans 1’éther permet d’isoler 0,8 g (75%) de dipeptide cible
(7).

e IR vmax (KBr) cm™: 1626,15 (C=0 amide); 1680 (C=0 acétyl), 1775,11 (C=0 ester);

3411,45 (N-H amide).
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e Couplage de N-acetyl-L-leucine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de

L-tyrosine (8).

( OH )

C1gH26N,05

. -1.
OMe MM: 350,41 g.mol

o ~
NH o Pateux.
NH
o)‘\

(. J

Dans un bicol, a 0°C on mélange 0,8 g de la N-acétyl-L-leucine (4,61 mmol) et 1,07 g du
chlorhydrate de I’ester méthylique de L-tyrosine (4,61 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on
ajoute 3,20 ml de TEA (5€q) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC
(0, 96 g, 4.61 mmol) 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 24h. A la fin la DCU formée
est éliminée par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est terminée apres 06 jours
d’agitation.

> Obtention de 1,07 g (67%) de dipeptide ciblé (8).

e IR vmax (KBr) cm™: 1656,85 (C=0 amide); 1680 (C=0 acétyl), 1725,31 (C=0 ester);

3419,41 (N-H amide); 3612,21 ( O-H phénol).

e Couplage de Cbz-L-tyrosine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de

L-leucine (9).
( )
OH
C24H30N20¢
bz MM: 442,21 g.mol*
H NH 5
o Pate blanche.
o
OMe
g J

Dans un bicol, a 0°C on mélange 0,35 g de la Cbz-L-tyrosine (1,11 mmol) et 0,20 g du
chlorhydrate de I’ester méthylique de L-leucine (1,11 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on
ajoute 0,80 ml de TEA (5€q) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC
(0,23 g, 1,11 mmol) dans 20ml de DCM est additionné goutte a goutte avec une forte agitation.

( 1
L 30 )



Le mélange est agité de 0°C jusqu'a température ambiante pendant 24h. A la fin la DCU formée
est éliminée par filtration. La réaction est terminée aprés 06 jours d’agitation.
Apres I’évaporation de solvant on obtient 0,34 g (71%) de dipeptide ciblé (9).
e IR vmax (KBr) cm™: 3487,97(N-H amide), 1657,20 (C=0 amide), 1762,19 (C=0 ester);
3662,41 ( O-H phénol).

4.3. Partie expérimentale relative a I’hydrolyse des dipeptide :

e Hydrolyse de dipeptide N-ace-L-val-leu OMe (10).

e N
O

OH
C13H24N204

MM: 272,34 g.mol™*
‘}
J

Dans un ballon, on introduit 0.7 g du fragment (7) (2,44 mmol) dans un mélange de THF/ eau

(4 :1) refroidi a 0°C, puis on ajoute 14,66 ml (1,2eq, 2,93 mmol) d’une solution aqueuse de
LiOH (0,2M), on laisse le mélange agiter & T ambiante pendant 24h. Apres on ajoute S ml d’une
solution aqueuse d’HCI (IN). La solution est alors extraite avec ’acétate d’éthyle (3 fois) puis
la phase organique est séchée, filtrée, puis le solvant est évaporeé.
> Obtention de 0,3 g (45%) de dipeptide déprotégé (10) sous forme d’un produit pateux.
e IR vmax(KBr) cm™: 1652,15 (C=0 amide); 1775,11 (C=0 ester); 3411,45 (N-H amide);
3500-2500 (O-H de I’acide).

e Hydrolyse de dipeptide Cbz-L-tyr-leu OMe (11).

( )

OH
Ca3H2gN2Og

MM: 428,48 g.mol™

Chz.

I=

o NH

OH




Dans un ballon, on introduit 0,3 g de fragment (9) (0,68 mmol) dans un mélange de THF/ eau
(4 :1) refroidi a 0°C, puis on ajoute 4,16 ml (1,2eq, 0,82 mmol) d’une solution aqueuse de LiOH
(0,2M), on laisse le mélange agiter a T ambiante pendant 24h. Aprés on ajoute 5 ml d’une
solution aqueuse d’HCI (1N). La solution est alors extraite avec 1’acétate d’éthyle (3 fois) puis
la phase organique est séchee, filtrée, puis le solvant est évaporé. Une cristallisation du produit
dans I’éther d’éthylique permet d’isoler 0,16g (58%) de dipeptide déprotégé (11) sous forme
d’un produit pateux.

e IR vmax(KBr) cm™: 1612,05 (C=0 amide); 1765,13 (C=0 ester); 3391,18 (N-H amide);

3500-2500 (O-H de I’acide).

4.4. Partie expérimentale relative a la préparation des tripeptides :

e Couplage de N-acé-L-val-leu avec I’ester méthylique de L —tyrosine (12).

N

Ca23H3sN30g
MM: 449,54 g.mol*
Solide jaune clair

O Pf=132°C

)I“T
o

Dans un bicol, a 0°C on melange 0,20 g de N- ace-L-val-leu (0,69 mmol) et 0,16 g du

J

chlorhydrate de I’ester méthylique de L-tyrosine (0,69 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on
ajoute 0,45 ml de TEA (5€q) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC
(0,144 g, 0.69 mmol) 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 24h. A la fin la DCU formée
est éliminée par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est terminée apres 05 jours
d’agitation.
Une cristallisation de produit obtenu dans I’éther d’éthylique permet d’isoler 0,16 (52%) de
tripeptide cible (12).

e IR vmax (KBr) cm™: 1627,18 (C=0 amide); 1752,79 (C=0 ester); 3421,5 (N-H amide);

3423,42 ( OH phénol).
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e Couplage de Cbz-L-tyr-leu avec I’ester méthylique de L —leucine (13).

s N

OH
Cbz. C30H41N307
H NH 4
0 MM: 555,65 g.mol
o ~ -
Pate jaune
MeQ, NH
(@)

i\ J

Dans un bicol, a 0°C on mélange 0,14 g de Cbz-L-tyr-leu (0,33 mmol) et 0,06 g du chlorhydrate
de ’ester méthylique de L-leucine (0,33 mmol) dans 30ml de DCM (solvant) on ajoute 0,22 ml
de TEA (5éq) goutte a goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC (0,065 g, 0.33
mmol) 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 24h. A la fin la DCU formée est éliminée
par filtration et le solvant est évaporé. La réaction est terminée aprés 05 jours d’agitation.

= Obtention de 0,11 g (60%) de tripeptide ciblé (13).

e IR vmax(KBr) cm™: 1657,02 (C=0 amide); 1712,99 (C=0 ester); 3391,51 (N-H amide);

3413,45 ( OH phénol).
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Résumé :

La survie des patients atteints de cancer du pancréas restes médiocre en raison des options
chimiothérapeutiques inadéquates. La Sansalvamide produit naturel a été isolé en 1999 par
Fenical et ses colléques d'un champignon marin, posséde une activité antitumorale, est un
depsipeptide. Les dérivées du sansalvamide possedent des activités contre le cancer du
pancréas, cancer du sein, de la prostate ceci indiquent clairement que ces dérivés possedent un
potentiel en tant que des nouveaux agents thérapeutiques pour le traitement de diverses
cancers. Depuis l'isolement des Sansalvamides, les espoirs étaient grands qu'un de ces
produits naturels pourrait étre converti en médicament anticancéreuse utile. Notre travail a
pour objectif de synthétiser analogues de la Sansalvamide afin d’améliorer son activité.

Abstract :

The survival of patients with pancreatic cancer remains mediocre due to inadequate
chemotherapeutic options. The Sansalvamide natural product was isolated in 1999 by Fenical
and colleagues of a marine fungus, possesses antitumor activity, and is a depsipeptide. The
derivatives of Sansalvamide possess activities against pancreatic cancer, breast cancer,
prostate this clearly indicate that these derivatives possess potential as novel therapeutic
agents for the treatment of various cancers. Since the isolation of Sansalvamide, hopes were
high that one of these natural products could be converted into a useful anticancer drug. Our
work aims to synthesize analogues of Sansalvamide in order to improve its activity.
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