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La lutte contre le cancer occupe une place importante dans la recherche thérapeutique
mondiale. Parmi les nombreux champs d’investigation, figure 1’extraction et 1’isolation de
molécules produites naturellement afin de les tester sur des cellules cancéreuses. Les
cryptophycines, représentées dans la figure ci-dessous, constituent un motif chimique sujet a
de nombreuses études depuis ’isolation de la cryptophycine-1 des extraits de I’algue bleu-vert
du genre Nostoc en 1990. Les espoirs étaient grands qu'un de ces produits naturels pourrait
étre converti en drogue anticancéreuse utile. A ce jour quelques 20 produits naturels de cette
famille, dotés d’activités antibiotiques et antitumorales variables, ont été isolés. Etant donné
le potentiel clinique de ce groupe de produits, il est sensé de s’attendre a ce que de nouvelles
synthéses améliorées des cryptophycines et de ses analogues continuent a étre développées
dans les années a venir.
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Figure 1 : Cryptophycines

SECTION 1 : BIOLOGIE DU CANCER

1.1-CYCLE CELLULAIRE

Le cancer peut étre défini comme une maladie liée en méme temps a la prolifération
incontrolée et a la dissémination dans 1’organisme de cellules devenues anormales. Les
processus qui régissent la division cellulaire sont donc trés importants dans la cancérogénése.
I1 est bien connu que la division cellulaire est controlée par le cycle cellulaire. Ce dernier a
pour fonction de reproduire des cellules filles identiques a la cellule mére ; cependant, celles
dont I’ADN est altéré sont réparées ou détruites'. Le déréglement des systémes régissant et
controlant 1I’avancement du cycle cellulaire est a I’origine de la prolifération incontrolée des
cellules tumorales.
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Figure 2 : Cycle cellulaire'.

Le cycle cellulaire est représenté sur la figure 2. Ce cycle concerne toutes les cellules activées
par un facteur de croissance et comprend quatre étapes dont la chronologie est strictement
déterminée : G1, S, G2, M :
e (i1 : synthese de molécules nécessaires a la division cellulaire (désoxyribonucléotides,
enzymes ...), il n’y a pas de réplication de I’ADN (cellule diploide).
e S :réplication de I’ADN, la cellule 2n devient 4n (tétraploide).
e (2 la cellule met en place les protéines du fuseau mitotique. Il y a séparation des
deux centrosomes.
e M : mitose.
Les cellules qui ne sont pas engagées dans le cycle cellulaire sont dites « quiescentes » et se
trouvent en phase Go.

A 1’état physiologique, la progression d’une cellule vers la phase suivante n’est possible que
lorsque tous les événements relatifs a la phase précédente sont achevés. Le systéme possede
deux points de contrdle (passage de Gl a S et de G2 a M) et un point de restriction R en G1.
Chaque changement de phase du cycle cellulaire est précédé d’un contrdle sous la dépendance
de kinases (CdK), de protéines activatrices (cyclines) ou inhibitrices (CKI, ou Cdk inhibitors).

Les ¢léments clefs des événements majeurs du cycle cellulaire sont les enzymes a activité
protéine kinase, les CdK, qui sont régulées par deux types de mécanismes':

e des réactions de phosphorylation et de déphosphorylation,

e [’association avec des protéines activatrices, les cyclines.

L’activité des CdK est trés faible au début de Gi. Cette activité déclenche la formation des
complexes de pré-réplication. Au milieu de la phase Gi, I’activit¢ des CdK est plus
importante. Elle est due a I’association des CdK4 et CdK6 aux cyclines de type D. Parmi les
substrats de ces enzymes, il y a la pRb (protéine régulatrice). La phosphorylation de pRb
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conduit a la transcription de plusieurs genes, dont celui codant pour les cyclines E et A, CdK 1
et les protéines intervenant dans la réplication. Le passage de Gi a S (initiation de la
réplication) est induit par P’activité des complexes CyclineE-CdK2 et CyclineA-CdK2. Le
passage de G2 a M est provoqué par l’activit¢ des complexes CyclineA-CdK1 et
CyclineBCdK1, responsables de la phosphorylation de substrats tels que le cytosquelette, les
histones et les protéines de I’enveloppe nucléaire?.

Les phosphatases Cdc25A, B et C déphosphorylent et activent les complexes CdK/cycline. La
Cdc25A permet le passage G1-S (activation de Cdk2-cycline E), alors que la Cdc25B autorise
la transition G2-M (activation de CdK1-CyclineB). Les CdC25A et CdC25B sont
surexprimées dans de nombreux cancers' 2.

1.2-BIOLOGIE DU CANCER

, . , . . . .3 , .
Le cancer résulte de six altérations de la physiologie cellulaire’. Ces altérations sont
communes a toutes les cellules cancéreuses et sont a l’origine de leur prolifération
incontrdlée.

La division cellulaire est induite par certains signaux (facteurs de croissance). Contrairement
aux cellules normales, les cellules cancéreuses acquierent la capacité a produire elles-mémes
leurs propres signaux de croissance cellulaire et d’y étre sensibles tout en demeurant
insensibles aux signaux cellulaires antiprolifératifs. Par ailleurs, I’apoptose, qui est I’'un des
moyens de destruction des cellules ne pouvant achever un cycle cellulaire normal, est absente
(figure 1). Les cellules cancéreuses acquiérent également la capacité a se diviser a I’infini et a
activer ’angiogenése des capillaires sanguins dans leur voisinage immédiat. Enfin, la tumeur
primaire envahit les tissus adjacents et dissémine des cellules pionniéres dans I’organisme qui
fonderont des tumeurs secondaires (métastases). Ces tumeurs distantes sont la cause de 90%
des décés dans les cancers’. Les différentes altérations physiologiques sont représentées sur la
figure 3.
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Figure 3 : Les six altérations physiologiques de la cellule conduisant a la formation de cellules
cancéreuses’.



1.3-GENESE DE 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:

e [D’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs,

e J’activation de proto-oncongenes en oncogenes.

Le processus par lequel une cellule normale devient maligne avec 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 programmeée fait partie intégrante de la physiologie normale d'un organisme. Son
déreglement peut tre a 1'origine de nombreuses pathologies. La disparition de ce phénoméne
est I’'une des raisons qui explique la survenue d’un cancer. Il existe d’autres types de mort
cellulaire comme la nécrose, la sénescence, ou encore 1’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 phénomeéne afin
que 1’apoptose puisse étre restaurée chez les cellules cancéreuses”.

Le terme « apoptose » regroupe des caractéristiques morphologiques que possédent les
cellules apoptotiques comme 1’altération de la membrane plasmique ou la formation de corps
apoptotiques’. L’apoptose est reconnue comme la plus grande barriére que doivent contourner
les cellules tumorales. Cette barriére franchie, elles peuvent alors survivre et proliférer. Les
cellules cancéreuses acquicrent une résistance a 1’apoptose en adoptant plusieurs stratégies :

- la perte de fonction par mutation de la protéine, qui est un suppresseur de tumeur, est
fréquemment observée. En effet, une protéine est promotrice de 1’apoptose lorsqu’elle active
la transcription des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, dans des contextes ou
I’ADN est endommagé. Une protéine non-fonctionnelle peut donc directement étre reliée a un
défaut d’induction de 1’apoptose apres un stress cellulaire.

- d’autres modifications anti-apoptotiques sont observées dans les tumeurs humaines, elles
impliquent la famille des protéines Bcl-2 et IAP. Une perte de fonction des protéines pro
apoptotiques Bax et Bak, ou le haut niveau d’expression des protéines anti-apoptotiques est
¢levée, conduit a I’inhibition de 1’apoptose. Des modifications dans les voies des récepteurs
de mort peuvent aussi jouer un role dans la résistance a I’apoptose® .

Les cellules qui entrent en apoptose montrent des changements biochimiques et
morphologiques caractéristiques. Ces différents changements sont présentés dans le tableau 1.
Ils comprennent 1’agrégation de la chromatine, la condensation du cytoplasme et du noyau, la
partition du cytoplasme et du noyau en petites vésicules (appelées corps apoptotiques). Ils
contiennent des ribosomes, des mitochondries intactes et du matériel nucléaire. In vivo, ces
corps apoptotiques sont rapidement reconnus et phagocytés par les macrophages et les
cellules épithéliales adjacentes. En raison de ce mécanisme tres efficace de destruction des
cellules apoptotiques, la réponse inflammatoire n’est pas déclenchée®.



Tableau 1 : Changements morphologiques et biochimiques chez la cellule durant

l’apoptoses.

Changements morphologiques

Changements biochimiques

Signification physiologique

Bourgeonnement de la membrane
sans perte d’intégrité

Régulation enzymatique

Cellules individuelles affectées

Agrégation de la chromatine au
niveau de la membrane cellulaire

Fragmentation non aléatoire de
I’ADN (signe caractéristique de
I’apoptose)

Induction par des stimuli :
*absence de facteurs de croissance
*changement de 1’environnement
hormonal

Diminution du volume
cytoplasmique et condensation du
noyau

Relargage du cytochrome C dans le
cytoplasme par les mitochondries
activatrices de 1’apoptose

Pas de réponse inflammatoire

Formation des vésicules (corps
apoptotiques

Activation de la cascade des
caspases

Phagocytose par les cellules
épithéliales adjacentes et les
macrophages

Perméabilisation des
mitochondries a cause de la

Altération de la membrane :
translocation des PS du coté

formation des pores extracellulaire de la membrane

plasmique.

SECTION 2 TRAITEMENTS DES CANCERS, MODE D’ACTION DES
ANTICANCEREUX ET UTILISATION DE MOLECULES NATURELLES
TERRESTRES.

Pour traiter les cancers, il existe deux grands types de traitements, les traitements
locorégionaux qui agissent directement sur la tumeur, et les traitements systémiques qui ne
sont pas ciblés. En général, les différents traitements sont couplés.

2.1-TRAITEMENTS LOCOREGIONAUX
- La chirurgie

La chirurgie a été le premier traitement utilisé pour lutter contre le cancer, notamment pour
traiter les petites tumeurs localisées ou les tumeurs solides a développement lent, qui
représentent 70% des cancers. Elle consiste en 1’ablation de la tumeur et est souvent associée
a d'autres thérapies telles que la chimiothérapie, la radiothérapie ou I'hormonothérapie. Ce
traitement constitue le seul moyen efficace pour traiter les zones peu vascularisées auxquelles
la chimiothérapie n’accéde pas.

- La radiothérapie

C’est une alternative a la chirurgie, lorsque 1’organe atteint doit étre préservé. La
radiothérapie agit localement sur la région irradiée. Tous les types de radiothérapie sont basés
sur I’ionisation. Les particules émises (€lectrons, photons X ou vy , protons) interagissent avec
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I’eau des cellules pour former des espéces réactives de 1’oxygene (ROS), provoquant la
destruction des cellules adjacentes.

- La photothérapie dynamique des tumeurs

La photothérapie dynamique repose sur [’utilisation combinée d’une substance
photosensibilisante et d’un rayonnement lumineux appropri¢ (LASER) qui pénétre bien les
tissus. La substance photosensibilisante est destinée a se concentrer le plus sélectivement
possible dans les tissus a traiter. L’irradiation déclenche la photooxydation du
photosensibilisant, ce qui va provoquer un stress oxydatif (production localisée de ROS) et
1910 (Cf. Figure 3). La substance photosensibilisante peut étre
administrée soit par voie intraveineuse, soit par voie topique''. La plupart des molécules
utilisées en photothérapie des tumeurs sont des dérivés de porphyrines tels que le porfimeére
sodique ou des chlorines, des bactériochlorines, ou des téxaphyrines.
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Figure 4 : Représentation du principe de la pDT"

2.2-LES TRAITEMENTS SYSTEMIQUES

- L’hormonothérapie
L'hormonothérapie est utilisée pour traiter les cancers dont le développement dépend des
hormones. Ce traitement est particuliérement efficace dans les cancers du sein et de la
prostate. Il inclut des médicaments dont 1'action consiste a stopper la production de certaines
hormones et a modifier leur fonctionnement.

- L’immunothérapie
L’approche immunothérapeutique est basée sur la modification et I’exploitation des
mécanismes cellulaires de défense de 1I’hote ou sur le controle de la régulation de la
prolifération et de la différenciation des cellules du systéme immunitaire'.

- La chimiothérapie
La chimiothérapie isolée n’est indiquée que dans de trés rares cas. Dans la plupart des cas,
une combinaison de deux ou de trois approches est nécessaire”. Lorsque le cancer prolifére et
crée des tumeurs secondaires, les traitements locaux tels que la radiothérapie et la chirurgie ne
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sont plus adaptés. La chimiothérapie est utilisée afin de soigner un cancer en bloquant la
prolifération cellulaire, en en réduisant la taille, et en prévenant la formation des tumeurs
secondaires.

1. MODE D’ACTION DES AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES

Le but des agents anticancéreux est d’atteindre les cellules tumorales afin de les détruire, par
interaction avec une ou plusieurs cibles pharmacologiques'. La figure 5 résume les différentes
cibles potentielles de la chimiothérapie.
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Figure 5 : Les cibles des agents antitumoraux'.

Une des principales cibles des traitements anticancéreux est I’ADN. Les molécules
anticancéreuses peuvent interagir avec I’ADN de trois maniéres différentes':

par établissement de liaison covalente avec ’ADN (agents alkylants),

en interagissant avec les systémes de réparation de I’ADN (agents intercalants,

inhibiteurs de topo-isomérases)
en bloquant la biosynthése des constituants de I’ADN (antimétabolites).

Les autres anticancéreux sont les molécules qui perturbent le fuseau mitotique, et empéchent
la division cellulaire’. Enfin d’autres approches sont développées comme celles qui':
restaurent le phénoméne d’apoptose,

restaurent les systemes de controle du cycle cellulaire,

inhibent I’angiogenése,

interviennent dans les voies de signalisation cellulaire.



2. CLASSIFICATION DES AGENTS ANTICANCEREUX
2.1-Les molécules cytotoxiques interagissant avec I’ADN

Les agents alkylants se fixent de fagon covalente sur les atomes de soufre, d’azote, d’oxygene,
d’azote des bases et sur les groupements phosphates de I’ADN. Leur effet cytotoxique est 1i¢
en grande partie a I’alkylation des bases puriques et pyrimidiques de ’ADN. Ces agents
interviennent essentiellement au moment de la réplication de I’ADN (phase S) quand les deux
brins sont séparés et exposent ainsi les sites d’intérét a I’action alkylante. Il existe huit
familles d’agents alkylants' :

- les moutardes a 1’azote,

- les oxazaphosphorines (cyclophosphamide et ifosfamide),

- les aziridines (thiotépa, mitomycine C"'*'>!* azinomycins'> '°, azicemicins'’, et

maduropeptin'®,

- les nitrosourées (carmustine, lomustine),

- les sulfonates d’alkyle,

- les triazénes,

- les complexes du platine.

La figure 6 représente la structure de la mitomycine C, appartenant a la famille d’antibiotiques
a activité antitumorale extraites du milieu de fermentation de Streptomyces caespitosus® >,
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Figure 6 : Structure chimique de la mitomycine C

Parmi les molécules interagissant avec I’ADN, certaines induisent ou stabilisent les coupures
de I’ADN. Les principaux représentants de cette classe sont les inhibiteurs de topo
isomérases. Leur role est de maitriser les phénomenes de sous et surenroulement du matériel
nucléique. Elles sont essentielles a la résolution des probleémes topologiques accompagnant la
réplication et la transcription de I’ADN, I’assemblage de la chromatine, la recombinaison et la
séparation des chromosomes. Les molécules agissant sur les topo-isomérases sont classées en
deux groupes':

- celles qui sont actives sur les topo-isomérases I,

- celles qui sont actives sur les topo-isomérases II.

La camptothécine et ses dérivés sont des inhibiteurs de la topo-isomérase 1. Les
épipodophyllotoxines, les anthracyclines, la mitoxantrone, le bisantréne, 1’amsacrine, la
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dactinomycine, 1’acétate d’elliptidium et les bléomycines sont des inhibiteurs de
topoisomérase II. La figure 6 représente la structure chimique du mitoxantrone. Le motif
tricyclique anthraquinonique est présent dans la structure de nombreuses subtances naturelles
largement répandues dans le monde végétal. L’utilisation de dérivés anthraquinoniques en
chimiothérapie est issue de criblages systématiques réalisés par le National Cancer Institute
(NCI/USA) "
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Figure 7 : Structure chimique de la mitoxantrone.

La dernieére classe de molécules interagissant sur I’ADN sont les antimétabolites. Ils
interférent dans la synthése des acides nucléiques en inhibant la biosynthése des nucléotides
et des acides nucléiques ou en s’incorporant dans les acides nucléiques par I'un (ou les deux)
des mécanismes suivants':

- inhibition de la biosynthése des nucléotides et des acides nucléiques.

- incorporation dans les acides nucléiques.

La figure 8 présente la structure chimique du 5-fluorouracile dont la synthese a été effectuée
en 1957 par Heildelberger. Cette molécule est un analogue de 1’uridine ou I’hydrogéne en
position 5 est remplacé par un atome de fluor. Cette substitution est responsable de

I’inhibition de la thymidylate synthase'.
@)

HN

0] N
H

Figure 8 : Structure chimique du fluorouracile
2.2-Principes actifs interférant avec la tubuline et les microtubules

Les antimitotiques sont des composés qui bloquent la mitose et conduisent a 1’apoptose des
cellules traitées. Leur action s’exerce essentiellement sur la formation et la fonctionnalité du
fuseau mitotique constitué par 1’auto-assemblage de la tubuline. Les microtubules sont des
structures dynamiques en constante évolution qui sont soumises a des séquences de
polymérisation-dépolymeérisation. Les différentes molécules intervenant sur la formation du
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fuseau mitotique peuvent étre classées en deux groupes, en fonction de leur mécanisme
d’action .

Les inhibiteurs de la polymérisation de la tubuline empéchent la formation du fuseau
mitotique. Parmi ces inhibiteurs, ont trouve les vinca-alcaloides, la colchicine et ses dérivés.
Les inhibiteurs de la dépolymérisation des microtubules agissent en complexant la tubuline et
se comportent comme des stabilisateurs du fuseau. Les taxoides, les diterpénes tétracycliques,
les macrolides, comme les épothilones sont des inhibiteurs de la dépolymérisation des
microtubules. La figure 9 représente la structure de la colchicine 1. Cette molécule est
I’archétype des substances actives sur la tubuline et la mitose. Elle n’est pas utilisée comme
antitumoral en raison de sa toxicité. Cependant certains de ses dérivés ont montré une activité
antitumorale'.
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Figure 9 : Structure chimique de la colchicine 1

2.3-Les thérapies ciblées

Au cours des traitements, la tumeur peut développer une certaine résistance. Plusieurs
mécanismes expliquent ce phénomeéne, comme la diminution de la concentration
intracellulaire du cytotoxique, ou la mise en place de systeémes de détoxification. La résistance
peut étre également due a une altération des cibles des anticancéreux, ou par réparation des
dommages causés par les agents alkylants sur ’ADN.

Les efforts des équipes de recherche se sont donc orientés vers la mise en évidence de
médicaments agissant plus sélectivement sur le fonctionnement de la cellule tumorale en
restaurant 1’apoptose, en régulant le cycle cellulaire ou les différentes voies de signalisation
cellulaire’ >,

3. IMPORTANCE DES PRODUITS NATURELS DANS LE TRAITEMENT DU
CANCER

Les produits naturels sont directement ou indirectement a 1’origine de 60% des traitements
anticancéreux. Des exemples comme la vincristine et le paclitaxel (issus de plantes) (figure
10), I’actinomycine D (figure 11), la mitomycine C (figure 6), la bléomycine (figure 12)
(issues de sources microbiennes) ou encore la trabectedine et la bryostatine-1 (issus du monde
marin) (figure 13) montrent I’importance des sources naturelles dans les traitements du cancer
19
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Figure 10 : Structures de la vincristine (A) et du paclitaxel (B)

){Kr f
‘"\\ Me

Y% Me HN Me N-

Meo O

Me = ﬁ/k Kféo

N H|v|e "N

Figure 11 : Structure de I’actinomycine D

Figure 12 : Structure de la bléomycine A2
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Figure 13 : Structures de la trabectedine (A) et de la bryostatine-1 (B)

Le milieu naturel a toujours été¢ d’une grande importance dans ce secteur. Par exemple,
I’épothilone (antibiotique de la classe des macrolides), synthétisé par Sorangium cellulosum, a
été découvert en 1995. Cette substance montre in vitro une activité anticancéreuse importante
sur les lignées cellulaires résistantes aux taxanes. Plus de 300 analogues de I’épothilone furent
donc synthétisés conduisant a I’ixabepilone (Ixempra®, figure 13)".

Figure 13 : Structure de I’ixabepilone

Ce nouvel inhibiteur de microtubules possede le méme mécanisme d’action que les taxanes,
mais sans présenter de phénomenes de résistance. En octobre 2007, ’ixabepilone a regu
I’approbation de la FDA pour le traitement de cancer du sein métastasique ou localement
avancé'.

Le temsirolimus (ou CCI-779, Torisel®, figure 14) est le premier inhibiteur de protéine kinase
mTOR (Mammalian target of rapamycin) approuvé par la FDA en 2007, pour le traitement de
patients avec un cancer rénal avancé. La voie de signalisation mTOr est impliquée dans les
mécanismes de prolifération, de croissance, de survie cellulaire et d’angiogénese. Il offre donc
un nombre de possibilités importantes en association avec d’autres molécules thérapeutiques
ciblées pour le traitement des tumeurs solides et des lymphomes. La classe des analogues de
la rapamycine est connue depuis de nombreuses années, il s’agit des antibiotiques de la classe
des macrolides, produits par Streptomyces hygroscopus'*°.
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Figure 14 : Structure du Temsirolimus

Les exemples du temsirolimus et de 1’ixabepilone montrent que les produits naturels sont une
source importante d’ispiration et de découverte de nouvelles molécules anticancéreuses a
action ciblée.

4. ORIGINES DE SUBSTANCES CANCEREUSES.
Les principales sources de molécules anticancéreuses sont les végétaux supérieurs, les
bactéries et les moisissures. Dans les paragraphes suivants, nous présentons quelques
molécules issues de ces différentes sources.

- Les plantes

Durant les 40 dernieéres années, les plantes ont été la plus grande source de métabolites
secondaires avec 1’avantage de présenter une grande diversité chimique. Des médicaments
tels que les camptothécines, les taxanes, les vinca-alcaloides et les épipodophyllotoxines
continuent d’étre intensément prescrits (figure 15).
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Figure 15 : Exemples de la diversité chimique du monde végétal terrestre : structures de la
camptothécine (A), la vinblastine (B) et de I’étoposide 5 (épipodophyllotoxine) (C)

D’autres exemples de produits d’origne naturelle ou dérivés, actuellement en cours
d’investigation et d’essais cliniques sont le flavopridol, ’homoharringtonine, la S -lapachone,
et la combrestatine A4 (figure 16). Le flavopiridol est un inhibiteur de Cdk. Cette molécule
est une flavone synthétique dérivée de 1’alcaloide rohitukine, qui a été isolée des feuilles et
des tiges de Amoora rohituka et plus tard de Dysolxylum binectariferum *°

OH O

HO 0o

HO

Figure 16 : Structures du flavopiridol (A), de la g-lapachone (B), de I’homoharringtonine (C), et
de la combrestatine A4 (D)
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L’homoharringtonine est un alcaloide isol¢ d’un arbre originaire de Chine, Cephalotaxus
harringtonia. 1l inhibe la synthése des protéines et bloque la progression du cycle cellulaire.
La p -lapachone est une quinone obtenue de 1’écorce de Tabebuia avellanedae. C’est un
inhibiteur de la topoisomérase I. Il prvoque un ralentissement du cycle en phase Gi1ou S avant
d’induire 1’apoptose ou la nécrose sur de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses 2. La
combrestatine A4 est isolée du tronc de 1’arbre Sud-Africain Combretum caffreum, il inhibe la
croissance des capillaires sanguins, causant la mort des cellules cancéreuses et leur nécrose™.

On estime que moins de 15% des plantes supérieures ont été étudiées en vue de déterminer
leurs teneurs en composés bioactifs'’. Le monde végétal donnera sans doute de nombreux
autres composés anticancéreux dans un avenir plus ou moins proche ou lointain, car beaucoup
reste a faire dans ce domaine.

- Les microorganismes

La mise sur le marché de I’Ixempra® (Ixabepilone) (figure 13) et du Torisel® (temsirolimus)
(figure 14), constitue 1’un des exemples de la richesse des microorganismes comme source de
molécules anticancéreuses. La romidepsine (FK228, figure 17), isolée de la bactérie
Chromobacterium violaceum, est un depsipeptide inhibiteur des histones déacétylases. Il a
montré une bonne activité dans le traitement des patients souffrant de lymphome.

(o]
/VLN
Os NH 1
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Figure 17 : Structure de la romidepsine

Une proportion importante des composés bioactifs issus de sources animales est souvent
synthétisée par un symbiote microbien®’. Les microorganismes offrent I’avantage d’étre
cultivables en bioréacteur. Ces 50 derniéres années, les actinomycetes et les moisissures sont
devenus les groupes les plus étudiés. A ce jour, on estime que le nombre d’antibiotiques
clairement identifiés représente moins de 5% du total possible, ce qui fait que I'univers
chimique produit par les microorganismes est encore largement inexploité'”.

Au cours de prochaines années, le nombre de molécules anticancéreuses issues de
microorganismes devrait s’accroitre de manicre significative avec le développement des
méthodes de culture des organismes procaryotes et 1’exploitation des approches de

, , . . . . 19. 20
métagénomique pour les microorganismes non cultivables ™~ .
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- Mers et Océans

Le milieu marin est resté trés longtemps inexploré du point de vue pharmacologique. Les
océans couvrent 70% de la surface de notre planéte™ et représentent le plus grand écosystéme
mais aussi le plus ancien de la planete Terre. Il apparait aujourd’hui comme une source tres
importante de nouvelles molécules téte de série et il est reconnu comme la source de
molécules a activité biologique présentant le potentiel le plus €levé.

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. Les molécules marines contiennent des atomes
comme le chlore, le soufre, le brome, le bore, le silicium, I’iode et 1’arsenic, ¢léments peu
présents dans les métabolites des organismes terrestres™.

Outre cette originalité chimique, les molécules marines présentent également une originalité
structurale. Par exemple, les terpeénes halogénés retrouvés chez certaines algues rouges (figure
18) n’ont pas d’équivalents terrestres™.

Enfin, les molécules isolées des mers et océans ont souvent des mécanismes d’action
particuliers et peu retrouvés chez les autres molécules anticancéreuses®” 2*. Par exemple, la
céphalostatine 1 (figure 19), induit D’apoptose via [D’activation des caspases. Le
salinosporamide A (figure 19) est un inhibiteur du protéasome. 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™”.

cl CHzBr

Br

Cl

Figure 18 : Structure de I’halomon issu de I’algue rouge Portiera hornemannii.
Cette molécule posséde une forte action cytotoxique sur différentes lignées cellulaires cancéreuses™
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Figure 19 : Structures de la céphalostatine 1 (A) et du salinosporamide A (B)

En 2004, 716 nouveaux composés d’origine marine a activité biologique étaient référencés,
812 en 2005, et 719 en 2006 ****. Un nombre croissant de composés sont actuellement en
phase pré-clinique ou clinique de développement pharmaceutique.

Premieres decouvertes en pharmacologie marine.

Méme si I'utilisation des algues marines apparait dans la pharmacopée chinoise (2800 ans
avant J-C), I'utilisation d’organismes marins dans les médecines traditionnelles reste tres
limitée et les recherches en pharmacologie marine ont débuté au milieu du XXeéme siccle,
avec deux découvertes majeures.

En 1948, les céphalosporines (figure 20) sont isolées par Brotzu d’un champignon
microscopique marin (Cephalosporium acremonium). Ces composés sont des antibiotiques
encore couramment utilisés de nos jours™.

H,N
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Figure 20 : Structure de la céphalosporine C

Au début des années 50, les arabinosides sont isolés par le chimiste américain Bergmann a
partir d’une éponge des caraibes Cryptotethya crypta. L’ARA-C est un anticancéreux
puissant®™ ** ?’. Les analogues de synthése des arabinosides sont notamment ’ARA-A et
I’ARA-C (figure 21). Suite a ces deux découvertes, des efforts considérables furent mis en
ceuvre pour découvrir des nouveaux produits naturels provenant des océans.
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Figure 21 : Structure de ’ARA C

Le ziconotide (Prialt®), issu du venin de Conus magus, a été autoris¢ en 2004 pour le
traitement de la douleur **?*. La trabectedine (Yondélis®) est une molécule anticancéreuse
qui a été approuvée en 2007 2%, Ces deux médicaments, issus du monde marin, sont les
premiers autorisés depuis une quarantaine d’année. De nombreuses autres molécules d’origine
marine sont en phase de développement clinique.

En 1998, 35 nouvelles molécules anticancéreuses issues du monde marin étaient identifiées et
caractérisées. En 2008, 136 produits naturels d’origine marine et appartenant a des classes
structurales diverses, incluant des polykétides, des terpénes, des stéroides et des peptides sont
référencés (Tableau 2)*°. Ces molécules proviennent de diverses sources comprenant les
invertébrés, les bactéries et les moisissures. Le travail de collecte de données bibliographiques
effectué par Mayer illustre les potentialités immenses qu’offre le monde marin en
cancérologie.

Tableau 2 : Nombre de molécules marines anticancéreuses identifiées et caractérisées
entre 1998 et 2006>°

Produits naturels marins en phase d’essai clinique

Année
ou preéclinique en oncologie
2006 136
2004 150
2002 97
2000 143
1999 31
1998 35
Total 592
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Anticancereux isolés a partir d’organismes marins

Le tableau 3 présente les différents anticancéreux d’origine marine approuvés ou en cours de
développement clinique.

Tableau 3 : Différents anticancéreux actuellement sur le marché ou en phase d’essais
cliniques26

Statut i Nom Classe
Nom du composé Origine
clinique commercial chimique
Approuvé ) .
Cytarabine, ARA-C Cytosar-U® Eponge Nucleoside
en 1969
en 2007 Trabectedine (ET-743) Yondelis® Tunicier Alcaloide
Phase IIT  Eribulin Mesylate(E7389) Eponge Macrolide
Soblidotine (TZT1027) Bactérie Peptide
Phase II Plinabuline (NPI2358) Fungus Diketopiperazine
Plitidepsine Aplidin® Tunicier depsipeptide
PM1004 Zalypsis® Nudibranche Alcaloide
Tasidotine, Synthadotine . .
Bactérie Peptide
(ILX651)
Phase I Bryostatine 1 Bryozoaire Polyketide
Hemiasterline (E7974) Eponge Tripeptide
Marimozide
) ] . Béta-lactone-
(Salinosporamide A, NPI- Bactérie
gammalactam
0052)

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 marché.

Molécules cytotoxiques

La trabectedine (Ecteinascidin-743, Yondelis®) est un alcaloide de la classe des
tétrahydroisoquinolines provenant de 1’ascidie Ecteinascidia turbinata®. Elle est maintenant
produite par hémi-synthése a partir de la cyanosafracine B, extraite aprés fermentation de la
bactérie marine Pseudomonas fluorescens® . Ce produit est un agent alkylant spécifique des
positions N2 des guanines du petit sillon de I’ADN agissant sur la machinerie de réparation de
I’ADN.

L’alkylation conduit & une courbure de I’ADN qui affecte différents facteurs de transcription
impliqués dans la prolifération cellulaire, particulierement concernant le systeme de
réparation couplé a la transcription par excision des nucléotides '*~2>*. L’effet antiprolifératif
da a la liaison avec I’ADN intervient pour de faibles concentrations (1 a 10 ng.ml-1). Pour des
doses plus importantes (10-100 ng.ml-1), il y a activation de 1’apoptose par relargage du
cytochrome C et activation de la caspase -3°**°. La structure chimique de la trabectedine est
représentée sur la figure 22.
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Figure 30 : Structure de la trabectedine et photographie de Ecteinascidia turbinata
[Photographie d’Ecteinascidia turbinata de PharmaMar PharmaMar Inc., Madrid, Espagne26

Les molécules de la famille des hémiasterlines (tripeptides), issues d’éponges du genre
Auletta™®, telles que le E7974 (figure 23) et la taltobuline (HTI286) (analogues de synthése) se
lient au site de liaison des vinca-alcaloides de la tubuline, provoquant I’inhibition de la
polymérisation de la tubuline ainsi que la dépolymérisation des microtubules existant,
I’inhibition de la mitose et donc de la prolifération cellulaire®”**.

Figure 23 : Structure de E7974 et photographie de Hemiasterella minor

[photographie de hemiasterella minor reproduite de Y. Benayahu et S. Perkol-Finkel®

Le kahalalide F (figure 24) a été isolé du mollusque Elysia rufescens. C’est un tridecapeptide.
La source naturelle de cette molécule est 1’algue Bryopsis spp, qui fait partie du régime
alimentaire de E. rufescens®™*'. Le kahalalide F est cytotoxique sur de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses et provoquerait leur nécrose ; par contre, les marqueurs de 1’apoptose
ne sont pas activés®’. Son mécanisme d’action est encore mal connu. L’elisidepsine
(PM02734, Irvalec®) est un dérivé du kahalalide F qui est en cours d’essai clinique*.
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Figure 24 : Structure du kahalalide F et photographie de Elysia rufescens.
[photographie de Elysia rufescens de PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne®®

Les dolastatines ont été isolées initialement du mollusque Dolabella auricularia **. En réalité,
elles proviennent des cyanobactéries du genre Symploca qui font partie du régime alimentaire
de D. auricularia. Les dolastatines sont des oligopeptides (pentapeptides), contenant des
acides aminés non conventionnels (dolavaline, dolaisoleucine, dolaproline, dolaphinine). Les
dolastatines 10 et 15 possedent une activité cytotoxique. La dolastatine 15 agit en se fixant au
site de liaison des vinca-alcaloides de la tubuline et inhibent la polymérisation des
microtubules, alors que la dolastatine 10 se lie au site de liaison des rhizoxine et maytansine
adjacent du site de liaison des vinca-alcaloides *****

En raison de faibles rendements de synthése chimique, mais aussi a cause d’une faible
solubilité en milieu aqueux, la dolastatine 15 n’a pas franchi I’étape des essais cliniques.
Cependant la synthadotine ou tasidotine (ILX651), dérivée de la dolastatine 15, est en cours
d’essais cliniques *®.

La dolastatine 10 (figure 25) montre une activité pro-apoptotique sur différentes lignées
cellulaires cancéreuses (sein, poumon, leucémie et lymphome) *. Elle agit en augmentant
I’expression de Bax et en diminuant celle des protéines proapoptotiques de la famille Bel-2**
7. Ce composé n’a pas franchi I’étape des essais cliniques, car 40% des patients traités avec
cette molécule ont souffert de neuropathie®™. Cependant, un de ses dérivés de synthése, la
soblidotine (TZT1027), soluble en milieu aqueux, est en cours d’évaluation clinique ***%.

Figure 25 : Structure de la dolastatine 10 et photographie de Symploca sp.
[Photographie de Symploca sp. de Raphael Ritson-Williams*® (Smithsonian Institute, Ft. Pierce, FL, USA)
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L’halichondrine B appartient a la famille des macrolides, elle a été isolée de I’éponge
Halichondria okadai®®. L’halichondrine B se fixe sur la tubuline via le site des Vinca-
alcaloides et empéche la dépolymérisation des microtubules’" *2. L’éribuline mésylate E7389
(figure 26) actuellement en cours d’essai clinique est I'un de ces dérivés™.

H,CO

Figure 26 : Structure de I’éribuline mésylate et photographie de Halichondria okadai.
[photographie de Halichondria okadai du Professor Yasunori Saito®.

La spisulosine (ES-285, figure 27), extraite du bivalve Spisula polynyma, agit en déstabilisant
les filaments d’actine du cytosquelette des cellules cancéreuses. Les cellules traitées avec
cette molécule présentent une morphologie particuliére® >*. Son mécanisme d’action n’est
pas encore totalement ¢lucidé.

Figure 27: Structure de la spisulosine et photographie de Spisula polynyma.
[photographie de Spisula polymina : http://marinebiotech.org].

Le Zalypsis® (PMO00104, figure 28) est un alcaloide synthétique inspiré par la jorumycine et
des molécules de la famille des renieramycines issues respectivement de mollusques et
d’éponges™. 1l présente une activité antinéoplasique qui s’explique par sa liaison réversible a
I’ADN, produisant ainsi une interférence dans les processus de réplication, de transcription et
de traduction®.
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Figure 28 : Structure du Zalypsis® et photographie de Joruna funebris.
[photographie de Joruna funebris de PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne?.

Pour sa part, la plinabuline NPI-2358 (figure 29), est un dérivé synthétique d’halimide issu
d’Aspergillus sp. CNC-139, cultivé a partir de I’algue verte Halimeda lacrimosa ; il présente
une activité antinéoplasique ** >’ et se lie sélectivement au site de liaison des colchicines de la
tubuline, provoquant un arrét du cycle cellulaire en phase M et un blocage de la division
cellulaire®® ** °°. 11 induit également la dépolymérisation de la tubuline des cellules

r1: . , o . . . 2
endothéliales vasculaires, et détruit sélectivement la vascularisation de la tumeur 6,38
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Figure 29 : Structure du NPI-2358 et photographie de Aspergillus sp. CNC-139.
[photographie de Paul Jensen (University of California, San Diego, CA, USA)*

Stimulants du systéme immunitaire

Le KRN 7000 (figure 30) est un dérivé d’agelasphines ; il s’agit d’un a-galactosylcéramide,
issu de I’éponge Agelas mauritanus®. 1l active la réponse immunitaire et stimule la
production de lymphocyte T tueur (ou NKT). Il présente également des activités
antimétastasiques *>°'.

Figure 30 : Structure du KRN 7000 et photographie d’Agelas clathrodes.

photographie d’Agelas clathrodes: http://marinebiotech.org
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Inhibiteurs de I’angiogenése
La squalamine est issue de I’estomac du requin Squalus acanthias® (figure 31). Elle inhibe

I’angiogenese en empéchant la liaison du VEGF a son récepteur ce qui bloque la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins®.

Figure 31 : Structure de la squalamine
photographie d’Agelas clathrodes: http://marinebiotech.org

Molécules intervenant dans les voies de signalisation cellulaire et le cycle cellulaire

Le panobinostat (LBH 589, figure 32), inspiré de la psammapline (issue de 1’éponge :
Psammaplysilla spp), présente une activité antinéoplasique. Il inhibe sélectivement les
histones déacétylases, ce qui conduit a I’hyperacétylation des histones et provoque une
modulation de I’expression des protéines du cycle cellulaire, 1’arrét du cycle en phase G2/M
et I’apoptose. Cette molécule module également I’expression des geénes impliqués dans
I’angiogénése, comme les facteurs HIF-1 et le VEGF %%,
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Figure 32 : Structure du panobinostat

Le salinosporamide A (NPI0052, figure 33) est un antinéoplasique issu de 1’actinomycete
Salinospora tropica® °°. Ce composé inhibe de maniére irréversible le protéasome et induit
I’apoptose chez les cellules résistantes au bortezomibe (inhibiteur du protéasome).

L’inhibition du protéasome conduit a I’accumulation de protéines poly-ubiquitinisées,

provoquant 1’arrét des processus cellulaires, du cycle cellulaire, 1’induction de I’apoptose,
I’inhibition de la croissance cellulaire et de I’angiogénése ** 2% %7,
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Figure 33 : Structure du salinosporamide A et photographie de salinospora tropica.
photographie de salinospora tropica de Sy Teisan (Nereus Pharmaceuticals, Inc., San Diego, CA, USA)*¢

Les bryostatines sont des lactones macrocycliques originellement isolées du bryozoaire
Bugala neritina ®. 11 existe de nombreux dérivés synthétiques de la bryostatine-1. Jusqu’a
présent, sa synthése compléte (figure 34) reste difficile®. Les bryostatines se lient et inhibent
la protéine kinase C (PKC), conduisant a DI’inhibition de la prolifération cellulaire et a
I’induction de I’apoptose chez les cellules cancéreuses. La bryostatine-1 inactive la protéine
Bcl-2 anti-apoptotique. Son effet pro-apoptotique est faible lorsqu’elle est utilisée seule. Par
contre, utilisée en combinaison avec le paclitaxel, elle stimule une augmentation de
I’activation des caspases, y compris chez les cellules cancéreuses présentant une
surexpression de la protéine Bel-x] 220 6% 70- 71
présentée sur la figure 34.

. La structure chimique de la bryostatine 1 est

HsC CHs

Figure 34 : Structure de la Bryostatine 1 et photographie de Bugula neritina.
photographie de Bugula neritina de Koty Sharp, (Ocean Genome Legacy, Ipswich, MA, USA)*¢

Inducteurs d’apoptose

La plitidepsine (aplidine®), analogue de la déhydrodidemnine B est un depsipeptide cyclique
1solé d’Aplidium albicans (tunicier). Il induit 1’apoptose en déclenchant le relargage du
cytochrome C, active la caspase-3 et provoque également 1’arrét du cycle cellulaire en phase
G1 et G2, ce qui inhibe la prolifération cellulaire. La déhydrodidemnine B est représentée sur
la figure 35°% 77,
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Figure 35 : Structure de la déhydrodidemnine B et photographie de Aplidium albicans.
photographie de Aplidium albicans de PharmaMar, Inc., Madrid, Espagne

De nombreuses molécules issues du monde marin et présentant des activités anticancéreuses
n’ont pas franchi toutes les étapes des essais cliniques. Par exemple, le discodermolide (figure
36) est sorti des essais cliniques en phase I, en 2000. Cette molécule est produite par 1I’éponge
Discodermia dissolute ™*; elle agit comme un immunosuppresseur ; elle induit I’arrét du cycle
cellulaire en G2/M et I’apoptose sur de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses. Elle se lie
a la tubuline et stabilise les microtubules avec d’autres agents stabilisants des microtubules
comme le paclitaxel.

Outre la stabilisation des microtubules, le discodermolide induit 1’activation tardive des
caspases-3 et -8, mais aussi le relargage de cytochrome C, provoquant 1’apoptose. Cette

molécule suscite toujours un intérét thérapeutique, notamment en association avec d’autres
24,75-77
1 .

traitements, notamment le paclitaxe

Figure 36 : Structure du discodermolide

5. MOLECULES MARINES ET MECANISMES D’ACTION

Les différentes molécules présentées ici montrent une grande variété d’effets anticancéreux.
Nombreuses sont celles qui induisent I’apoptose, comme la trabectedine, la dolastatine 10 et
ses dérivés, le salinosporamide A, la bryostatine-1, la déhydrodidemnine B et le
discodermolide. D’autres agissent sur le cycle cellulaire comme le panobinostat. La
spisulosine (ES-285) agit sur le cytosquelette et le KRN 7000 stimule le systéme immunitaire.
La squalamine est un inhibiteur de 1’angiogénése. Toutes ces molécules, avec leurs
mécanismes d’action, montrent le potentiel des molécules marines en cancérologie et
notamment dans le cadre des thérapies ciblées.

- Différents sites de liaison a la tubuline des agents ciblant les microtubules
Plus de 30 molécules différentes qui interagissent avec quatre sites principaux de liaison a la

tubuline sont actuellement répertori¢es : le site taxane/épothilones™™, le site
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laulidamide/peloruside A 8 le site colchicine ™, et le site Vinca-alcaloide (Figure 37). La
différence essentielle réside dans le fait que certains agents antimicrotubules se fixent
préférentiellement sur les dimeres libres de tubuline et d’autres plutét sur les microtubules
polymérisés. Néanmoins, la liaison de molécules sur les 2 premiers sites aura plutdt tendance
a stabiliser les microtubules alors que celle sur les 2 derniers sites induira préférentiellement
une dépolymérisation.

MICROTUBULE DESTABILIZERS MICROTUBULE STABILIZERS
Vinca alkaloids P
Vincristine Halichondrin B~ | 5

Vinblastine Eribulin mesylate 4. _LauIFmallde Laulima_lide
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- *CT-2103
j ‘ -J |Epothilones )
Colchicine - Ixabepilone
Patupilone
Epothil D
2-Methoxyestradiol pofiione Epothilone B BMS-310705
Sulphonamides *KOS-862 ABJ-879
Aspergillus derivatives *KOS-1584 ZK-EPO

Figure 37 : Les différents sites de liaison a la tubuline des agents ciblant les
microtubules®

Les vinca-alcaloides se lient préférentiellement aux diméres de tubuline libre, mais également
aux extrémités des microtubules. Le domaine de liaison des vinca-alcaloides a la f-tubuline
est en effet situé prés du site de liaison interchangeable du GTP.

Ces composés ont €té classés parmi les agents déstabilisateurs, ceux qui inhibent 1’assemblage
de la tubuline en microtubules, induisant ainsi la dépolymérisation des polymeéres déja formés.
La progression mitotique est alors bloquée et la cellule meurt par apoptose. Ils sont
communément utilisés en traitement de tumeurs solides ou de tumeurs hématologiques
malignes et ont montré leur efficacité aussi bien en utilisation individuelle que combinée a
d’autres agents cytotoxiques®’.

A Dorigine isolés a partir de la pervenche de Madagascar (Vinca rosae), la vinblastine et la
vincristine, aux structures presque identiques, sont les deux premiers vinca-alcaloides a avoir
¢été identifiés. Puis apparut la vinorelbine (Navelbine®, GlaxoSmithKline) qui est un dérivé
semi-synthétique de la vinblastine. Mais c’est la vinflunine, également un dérivé synthétique,
qui présente I’activité la plus élevée in vitro de tous les vinca-alcaloides, et dont I’efficacité a
été démontrée dans le cancer du poumon®’
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Des dérivés synthétiques d’autres composés naturels agissant au site de liaison des vinca-
alcaloides sont a I’étude™. L’éribuline mésylate (E7389, Havalen™, Eisai) qui est un dérivé
synthétique de I’halichondrine B, isolé de 1’éponge marine Halichondria okadaic ¥, a été
approuvé par la FDA en 2010 pour usage chez des patients atteints de cancer du sein
métastasique ayant précédemment recu au moins deux traitements chimiothérapeutiques a un
stade avancé de la maladie ; il a été approuvé par 1’agence européenne EMA en mars 2011
pour les mémes indications *°. Le LY355703 est un dérivé synthétique des cryptophycines,
des composés naturels isolés a partir d’une algue bleue-verte °', qui a démontré son efficacité
dans le cancer de I’ovaire réfractaire aux dérivés du platine °'.

De nombreuses dolastatines, isolées a partir d’un mollusque de I’océan Indien, Dolabella
auricularia, et dépistées pour une activité antitumorale, se lient prés du site de liaison des
vinca-alcaloides . Bien que de nombreux composés aient été testés, les résultats cliniques
restent décevants. Seule la Tasidotine (ILX651), un dérivé synthétique de la dolastatine-15,
inhibe la nucléation des microtubules a de faibles concentrations, et pourrait potentiellement
devenir un agent pharmacologique prometteur . Des études de phase II dans des mélanomes
et le cancer du poumon sont en cours.
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CHAPITRE 1

PRESENTATION DES
CRYPTOPHYCINES
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1. ISOLATION ET MODE D’ACTION DES CRYPTOPHYCINES

1.1-GENERALITES

Les cryptophycines sont des métabolites secondaires de la classe des macrocycles
depsipeptidiques, produits par les cyanobactéries du genre Nostoc’ Leur nom provient du fait
qu'elles sont hautement cytotoxiques vis-a-vis des levures du genre cryptococcus.

Les cryptophycines constituent I'un des meilleurs exemples récents dans la recherche de
thérapies anticancéreuses’. La structure, la formule générale ainsi que la numérotation des
atomes de carbone de ces composés, telle que décrite dans WO 98/08505, sont rappelées ci-
dessous (Figure 38):

R’ R

Figure 38 : Structure, formule générale et numérotation des atomes de carbone de
cryptophycines.

Les cryptophycines sont une nouvelle et puissante classe (tumeur-sélective) d'agents
antimitotiques tubuline-contraignants®®. Elles montrent une excellente activité contre les
lignées cellulaires des cancers multirésistants (MDR) et sont particuliérement actives contre

les tumeurs mammaires’ °°.

1.2-MECANISMES D'ACTION

Les cryptophycines sont des composés initialement identifiés en 1990 dans des extraits de
I’algue bleu-vert du genre Nostoc’. Elles constituent une famille unique de macrolides
antimitotiques a 16 chainons. Le mécanisme d'action de cette classe de composés a été associé
a une action sur les microtubules (antimicrotubules) (Figure 37, chap. 1) 99-106,

Leur cible thérapeutique moléculaire est la protéine tubuline dont elles suppriment
puissamment la dynamique de formation: en effet, elles ralentissent cette formation d’une
manicre dose-dépendante, ce qui aboutit a une dépolymérisation irréversible, sans doute a
cause de I’établissement d’une liaison covalente entre la drogue et le fuseau microtubulaire.
En outre, elles désactivent la protéine Bcl-2, provoquant ainsi une réponse inductrice de
I’apoptose plus rapide et a des concentrations beaucoup plus faibles que les composés utilisés

cliniquement'®.
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La présence de plusieurs fonctions amide et des liaisons ester dans le noyau cryptophycine
donne acces a des approches trés convergentes de synthése totale. Cependant, l'instabilité
hydrolytique in vivo de l'ester C5 constitue un obstacle majeur a la recherche d'un candidat a
usage clinique. Ce probléme a été quelque peu surmonté grace a la synthése totale de la
cryptophycine-52°7. Malgré l'enthousiasme initial découlant de la possibilité de voir les
cryptophycines surmonter la multirésistance des tumeurs aux médicaments dans les systémes
expérimentaux, cet engouement n'a pas ét¢ confirmé dans les essais cliniques. En outre, la
cryptophycine 52, tout en étant trés toxique, a montré une activité trés modérée chez les
patients atteints d’un cancer ovarien avancé et résistant au platine'**"'%. Cela fait que I’on s’en
sert plutét comme modele que comme support de synthése.

Des études ont montré que 1’inhibition des microtubules par les cryptophycines se fait par le
biais d’une forte liaison covalente, en rapport steechiométrique, et avec une tres forte affinité
(Kd nM 47), et non par association longiligne avec ces support'® ', Comme la plupart des
composés les plus testés au cours des dernieres années dans des essais cliniques pour
I’inhibition de la formation de microtubules, les cryptophycines ne sont pas affectées par la
surexpression de la glycoprotéine P'*” ', Des études pour évaluer la neurotoxicité ont permis
de suggérer des limites a la dose en phase I des essais cliques de la cryptophycine-52
(LY355703) administrée par voie intraveineuse'™ " ''°. Par ailleurs, il est utile de signaler
que ces substances présentent une activité prometteuse en combinaison avec la doxorubicine,
le paclitaxel, le 5-fluorouracile, et des analogues de platine''" 2.

Un analogue synthétique de la cryptophycine, la cryptophycine-52 (CR-52), a été¢ étudié
cliniquement en raison a la fois de sa puissante activité anticancéreuse préclinique et de sa
stabilité in vivo''*''®. Toutefois, en raison d’un nouveau mécanisme par lequel les
cryptophycines inhibent les microtubules, une étude clinique plus approfondie des analogues

de cryptophycine a été envisagée''”.

1.3-ISOLATION DES DIFFERENTES CRYPTOPHYCINES

Les cryptophycines ont été découvertes en 1990, les espoirs étaient grands qu'un de ces
produits naturels pourrait étre converti en drogue anticancéreuse utile''*'?°. La cryptophycine
1 (Cf. Figure 39), est le représentant principal de cette classe des drogues anticancéreuses.

L’espéce ATCC 53789 de Nostoc, est I'un des agents de déstabilisation des tubulines les plus
efficaces jamais trouvés''®. En outre, les cryptophycines, comme les épothilones, n'étaient pas
des substrats de la P-glycoprotéine, une pompe de flux qui immunise une variété de cellules
cancéreuses MDR contre une multitude de drogues anticancéreuses * ''#!18:121-123

L'analogue synthétique, Cr-52 a ¢été choisi parce qu'aucune méthode de production
biotechnologique a grande échelle des cryptophycines n’existe a ce jour. Par la suite, les cofits
de production élevés et les effets secondaires toxiques de la cryptophycine 52 ont arrété son
développement ainsi que celui de n'importe quel autre analogue de cette famille.
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1.3.1-Cryptophycines portant une fonction époxyde sur I’unité A

Le premier représentant de cette classe de molécules, la cryptophycine-1(Figure 39), a été
isolé en 1990 de cyanobacterium d'algues bleu-vert (Nostoc sp.). Elle en constitue aussi la
toxine majeure'>* '**, Elle a été initialement décrite comme agent antifongique'**. Ses valeurs
d’ICsq sont de l'ordre de pM95 }

Un composé de structure apparentée, la cryptophycine-24, (Cf. Figure 39), également appelée
arenastatin A), a été isolée de I'éponge marine Okinawa arenaria Dysidea '*° et plus tard a
partir de Nostoc sp., souche GSV 224'%7. (C’est aussi un puissant inhibiteur de la
polymérisation de la tubuline. Les cryptophycines-1, -52 et -292 (Figure 39), qui se
caractérisent par une fonction époxyde représentée ci- dessous, ont des propriétés
anticancéreuses'** '* qui ont permis de passer aux essais cliniques de phase II dans le cancer
du poumon (LY 355073) 114,116, 128 ,

l\\\\\O:CI
O)‘\(\N 0 OMe
Z H

R1R2

R; =CHj; R, =H, Cryptophycin-1 or A (1)
R, = CHj; R, = CHj; Cryptophycin-52 (3)

o
Qu

O HNl\\\\
OJ\/\N o) : ~OMe

H

Cryptophycin-24 or Arenastatin A
I\\Oim
0)17/,/\ N~ o OMe
Z H
H

Cryptophycin-292

Figure 39 : Structures des cryptophycines-1, 52, 292 et 24.
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1.3.2-Cryptophycines portant une fonction chlorhydrine sur I’unité A

La cryptophycine-55, prodrogue de la cryptophycine-52 (Figure 40), se caractérise quant a
elle par une fonction chlorhydrine en lieu et place de la fonction époxyde'*® comme les autres
cryptophycines-8, -249, -296, -309, et -283 (Figure 40)'’. Elle s'est avérée trés active mais
n'est pas stable en solution. Des dérivés de type glycinate de chlorhydrine tel que le composé

C-55gly et -283gly (Figure 40), ont également été décrits pour gagner en stabilité'>.

Cryptophycin-8
1\\\ Cl
O)‘\(\N o) : :OMe
2 H

Cryptophycin-55

HH

Cryptophycin-296

Cryptophycin-283
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R =COCH,NH,HCI
Cryptophycin-249

Oum

HN. cl
A\
0 0 l | |
OJ\FH 0 OMe

Cl Cryptophycin-55Gly
R = COCH,NH,HCI

Cryptophycin-309

R =COCH,NH,HCI
Cryptophycin-283Gly

Figure 40 : Structures des cryptophycines a fonction chlorhydrine et de type glycinate
de chlorhydrine.

1.3.3-Cryptophycines avec une insaturation sur ’unité A

Les cryptophycines-3 ou C, -4 ou -D et -51 représentées ci- dessous (Figure 41), et possédant
une activité antitumorale, se caractérisent par la présence d’une insaturation en lieu et place de
la fonction époxyde'*''**,
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] I\\Qix
(0] ) N (0] OMe
/H H

X = H, Cryptophycin-51

\C[X
O)J\l/\N 0 OMe
H

X =H, Cryptophycin D ou -4
X =Cl, Cryptophycin C ou -3

Figure 41 : Structure des cryptophycines-3, -4 et 51.

1.3.4-Autres Cryptophycines

Quant aux cryptophycines-38, -326, et -327 (Figure 42), il s’agit de trois nouvelles substances
isolées a I’état de traces a partir des mémes algues citées précédemment (Nostoc sp.). La
cryptophycine-38 est un stéréoisomére de la cryptophycine-1 et elle posséde naturellement un
époxyde de configuration (S,S) dans l'unité A. La cryptophycine-327 est un isomere
géométrique de la cryptophycine-1, dont elle differe par une double liaison cis dans ’unité A.
La cryptophycine-326 (Figure 42), est relativement proche de la cryptophycine-21 (Figure
43) ; cependant, elle contient deux atomes de chlore en ortho par rapport au méthoxy dans
I’unité B. Les stéréochimies absolue et relative du composé 2 (Figure 42) ont été liées a des

cryptophycines connues par hemi-synthése et / ou l'analyse spectrale'**.
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Figure 42 : Structure des cryptophycines-38, -326 et -327.

Des composés de structure apparentée a celle des cryptophycines-1, -39 et -77, (Figure 43),
possedent naturellement un époxyde de configuration (R,S) dans I’unité A. La Cryptophycine-
31 (Figure 43), est assez semblable a la Cryptophycine-1 (Figure 42), mais elle présente deux
atomes de chlore en ortho par rapport au méthoxy dans I'unit¢é B. La cryptophycine-21
(Figure 43), de structure proche de celle de la cryptophycine-24 (Figure 39), présente un

atome de chlore en ortho par rapport au groupe méthoxy dans 1’unité B"**.
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OJ\‘/\N o OMe

Cryptophycin-77

O
ot

o HN 1\\\ cl
OJYH 0 ; :OMe
R X

R =CH; X =Cl Cryptophycin-31
R = X =H Cryptophycin-21

Figure 43 : Structure des cryptophycines-39, -77, -31 et -21.

Les cryptophycines -46 (2), -175 (3) et -176 (4) (Figure 44), ont été identifiées a I’état de
traces comme trois nouveaux constituants de Nostoc sp. GSV 224. La cryptophycine-46 est
un épimere de la cryptophycine-3 (5) (Figure 44), et a ce jour, elle constitue 1’'unique analogue
naturel ayant une configuration (S) en C-10 (C-2 dans I'unité B) '*°.

Les cryptophycines-175 et -176 (Figure 44), différent également dans l'unité B, ou 3 est
l'analogue O-méthylé de la cryptophycine-45 (6), tandis que 4 est I'analogue O-déméthylé de
la cryptophycine-21 (8). Les stéréochimies relatives et absolues des trois nouveaux analogues

T - . . \ 135
ont été établies par comparaison avec des cryptophycines connues, obtenues par synthése ™.
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cryptophycin-1 1

OCHs

0. .0 H
DD N
OklﬂN

H

cryptophycin-46 2

cryptophycin-175 3 R=
cryptophycin-3 S R=
cryptophycin-45 6 R=

X

cryptophycin-176 4 Rj=H X=H R;=H
cryptophycin-31 7 Ry=CH; X=Cl R;=CHj
cryptophycin-21 8 Rj=CH; X=H R,=H
cryptophycin-16 9 Rj=H X=H R;=CH,
cryptophycin-23 10 Rj=H X=Cl R,=CH;

Figure 44 : Structure des cryptophycines-46, -175, -3, -45, 176, -16, -23.

2. SYNTHESE DES CRYPTOPHYCINES

La découverte des cryptophycines et la reconnaissance de leur activité exceptionnelle comme
agents anti-microtubules a entrainé 1’apparition d’un nombre relativement important de
travaux indépendants les uns des autres, et visant des syntheses partielles ou totales. La
complexité moléculaire des cryptophycines est modeste ; il semble donc probable que la
plupart de I'activité de recherche ait ét¢ conduite par une prise de conscience du potentiel que
ces composés constituaient une nouvelle classe d'agents chimiothérapeutiques contre les
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tumeurs solides. Bien que les défis intellectuels de la conception et de la réalisation d'une
synthése a l'échelle du laboratoire aient également été modestes, on ne peut pas en dire autant
de la conception d'une synthése stéréosélective ayant pour objectif la mise au point de
produits suffisamment efficaces a injecter dans des essais cliniques.

Un tel travail devait étre en mesure de produire des quantités multi-kilogramme de maticre, et
il s'agit clairement de la limite supérieure de ce qui est actuellement possible dans le
développement pharmaceutique. Que l'art et la pratique de la synthése organique aient atteint
leur maturité se refléte dans la diversité des méthodes et des stratégies qui ont été mises au
point pour la construction de 1'unité A. Celles-ci couvrent le spectre des réactions classiques
d’aldolisation et de Diels-Alder a des approches chimioenzymatiques ainsi que des méthodes
fondées sur liaison carbone-carbone, en ayant recours a la chimie des métaux de transition.
Etant donné le potentiel clinique de ce groupe de produits naturels, il est sensé de s’attendre a
ce que de nouvelles synthéses améliorées des cryptophycines continuent a étre développées
dans les années a venir.

2.1-Rétrosynthése

Pour les besoins de la rétrosynthése, la cryptophycine peut étre décomposée en deux grandes
unités. L’unité A, le seul fragment moléculaire polycétonique, représente le plus grand défi
synthétique. L unité inférieure est une séquence de trois acides aminés (Figure 45) que 1’on
peut facilement coupler les uns aux autres.

) o HNI\\Q:G
OJ\/\N o OMe

(o] Macrolactamization

\ (0]

\\\\\ Cl
Esterification / )]\/\ l\©:
O N o OMe

Oy__OH BocHN Cl
o) w
N ~ ? )]\/\ j\L
o ll}ll o OMe

H OMe

Sum

Figure 45: schéma rétro-synthétique de la cryptophycine.

2.2-Synthese d’Hawaii
Le groupe Hawaii a été le premier a publier en 1994, la stéréochimie relative et absolue des
cryptophycines'*®. En 1995, cette premiére synthése a corrigé les structures de cryptophycines
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1 et 3. La nature modulaire de la structure de depsipeptide rend l'approche synthétique
beaucoup plus simple qu’on ne le pensait auparavant.

L’unité B est la « O-méthyl-D-chlorotyrosine », alors que les unités C et D correspondent aux
acides (R)-3-amino-2-méthylpropanoique et (S)-2-hydroxy-4-méthylvalérique (acide L-
leucique), respectivement. Il existe un certain nombre d'alternatives intéressantes pour réaliser
la macrocyclisation. L'une des plus attrayantes consiste a joindre le bloc B a I'unité¢ C avec
une liaison amide au cours de I'étape clé. Cette approche tire profit de la faible géne stérique
du groupe amino primaire de I'unité C (Figure 46).

CH3 Fragment A

{k - M\\/jf’o

O
/j O
- O

Fragment [} OJH/\N
H

R
H.,C CH

3 3 Fragment C

Om

R = H Cryptophycin-1
CH, Arenastatin A, Cryptoph)

Figure 46: Déconnexion rétrosynthétique montrant les unités A, B, C et D.

La fonction époxyde de 1'unité A pose probleme. En effet, la forte réactivité de cet oxyde de
styréne suggere qu'il serait plus prudent de le construire le plus tard possible dans la séquence
synthétique, de préférence dans la derniére étape. On a supposé que dans un macrocycle du
type cryptophycine, une face diastéréotopique, la double liaison styrénique, serait protégée
par le volume de la molécule, laissant 1'autre face ouverte pour une réaction sélective avec des
réactifs électrophiles époxydation. Comme on le verra, cette hypothese est fausse.

Le schéma 01 résume la premiére approche réussie de l'unité A : la réactivité similaire de

I'atome de carbone benzylique de 1'unité A est un motif récurrent dans la chimie de la
cryptophycine.
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Schéma 01. (a) DIBAL-H, THF, —78 to 25°C, 90%; (b) L-(+)-DET, Ti(O-iPr),, t-BuOOH, CH,Cl,, —20°C, 94%;
(c) AlMes, hexane/CH,Cly, 0-25°C, 95%; (d) (MeO),CMe,, PPTS, CH,Cl,, 25°C, 97%; (¢) NBS, CCl,
(MeO),CMe, hv, 25°C; (f) DBU, 70°C, 80% (2 étapes); (g) 1% HCIMeOH aqueux, 25°C, 93%; (h)
Bu,Sn(OMe),, PhMe, Dean-Stark; TsCl, EtN, 0-25°C, 82%; (i) TBSOSO,CFs, Et;N, CH,Cl,, 25°C, 98%; (j)
KCN, DMSO, 60°C, 92%; (k) DIBAL-H, CH,Cl,, —78 to 25°C, 95%; (1) (MeO),POCH,CO,Me, TMG, THF,
~78 to0 25°C, 83%.

Cette premicre synthese de l'unité A est assez longue ; cependant, le rendement global en
aldéhyde dihydrocinnamique est ¢élevé (29%). En outre, aucune ces étapes ne nécessite
l'utilisation de réactifs spéciaux ou des conditions extrémes, et on dispose la d’une synthése
éminemment pratique de 1'unité A. Pour ces raisons, la synthese totale constitue le seul moyen
de disposer du matériel pour des essais cliniques. Le schéma 02 montre I'assemblage des

unités A et B.
HaMe o ci
OTBOMS i OCH,
2.2

- CO,CHy 2
OTEDMS *
1.9 2.1

Cl

o P

C}T BOMS HM e

= \@E ' A
Hg ?\ OCHs

Schéma 2: (a) LiOH, acétone, 25°C, 95%; (b) FDPP, DIEA, DMF, 25°C, 73%; (c) MeCN, 50% HF aqueux
(95/5), 25°C, 90%.

3-

La synthése Hawaii suit une stratégie trés convergente par laquelle le composé 2.4 a été li¢ a
I'unité¢ C + D fragment 3.6 (schéma 03).
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Schéma 3 : (a) NH;, MeOH, 50°C, tube scellé, 7 jours, 66%; (b) BH;—THF, THF, de 0°C a reflux, 77%; (c)
(Boc),0, Et;N, MeOH, 25°C, 100%; (d) RuCls, NalO,4, CCly, MeCN, H,0, 25°C, 74%; (e) DMAP, DCC,
CH,Cl,, 0-25°C, 92%; (f) THF, morpholine, Pd(PPhs),, 25°C, 100%.

L'assemblage des deux grands fragments et le macrolactamisation sont résumés dans le
schéma 4.

cryptophycin 1

o
D HN I\- \©: CI
cj\l/\xﬁ 0 OCH;
H
4.4

Schéma 04. (a) DMAP, DCC, CH,Cl,, 0-25°C, 94%; (b) Zn, THF, AcOH, sonicate, 25°C; (c) TFA (neat), 25°C,
89% (2 étapes); (d) FDPP, DIEA, DMF, 25°C, 64%; (e) m-CPBA, CH,Cl,, 0°C, ca. 2/1 cryptophycine 1/4.4.

La synthése Hawaii a été discutée en détail parce que les synthéses suivantes ont
invariablement, et a de degrés divers, emprunté ce méme schéma.
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2.3-Synthése de Leahy-Gardinier

La premiere synthése ayant comme objectif de résoudre le probléme posé par la
stéréochimique de 1'époxyde est ’ceuvre de Leahy et Gardiner'®’ et elle est résumée dans le
schéma 05. Il s'agit de la premicre synthése trés efficace de 1'unité A avec contrdle de
stéréochimie au niveau des atomes de carbone C7 et C8. Un diol a été utilisé comme
équivalent synthétique de I'époxyde et la stéréochimie au niveau des atomes de carbone C7 et
C8 a ¢été établie dés le départ, ce qui évite toute ambiguité quant a la stéréochimie de
'époxyde final. Il existe une limitation a cette stratégie, a savoir que la réaction de 1’aldol
d’Evans est sensible a la quantit¢ de réactifs utilisés. Sur une plus grande échelle, des
quantités croissantes de l'isomére indésirable 5.7 sont générées, ce qui a fait limiter les
quantités de réactifs injectés dans la réaction a environ 2 g.

B, B,
TIPS N PS —
CHO L’_(N\{D ? N\TL/O o
. — -
o O OH o O

541 5.2 5.3

Schéma 05. (a) Bu;BOTS, DIEA, 84%; (b) Me;Al, MeONHMe-HCl, 93%; (c) CH, JCHCH,MgBr, 92%: (d)
MeCHO, Sml,, 96%; (¢) PMBOC(NH)CCls, cat. TfOH, 70%; (f) DIBAL-H, 90%; (g) TIPSOT, DIEA, 93%;
(h) 0sO,, NMO; NalOy, 91%; (i) (Et0),POCH,CO,Bu, DBU, LiCl, 90%; (j) DDQ, 95%.

Leahy et Gardinier suivent une stratégie un peu différente pour 1'assemblage des unités B, C,

et D. L’aminoalcool protégé 6.1 (Schéma 06) a été préparé a partir de la réduction d’un amide
138

connu .
BocHM. . cl
BocHN._ .« I a-<
TBDPSU/\I/\NH, - B — '
HO,C H o} OCH,
OCH» H
6.1 6.2 6.3
|",,F"I'I r/F"h ||_‘
L8] o] ] BocHM. .« ] BocHM., .= Cl
d
. 0 - T
OH NTTO OCH, o N o OCH3
H H
6.4 6.5 6.6

Schéma 06. (a) EDC, HOBT, 97%; (b) TBAF, 96%; (c) RuCl;, NalO,, 83%:; (d) DCC, 95%; (e) Ra/Ni, H,, 84%.
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Les derniéres étapes de la synthése de Leahy-Gardinier sont résumées dans le schéma 07.
L’exposition de 7.4 a la triphénylphosphine en présence d’eau conduit a une réaction de
Staudinger avec génération d'un groupe amino primaire qui subit ensuite une réaction
intramoléculaire de lactamisation pour produire la chlorhydrine C7-C8. Une bréve exposition

de la chlorhydrine au carbonate de potassium dans I'acétone conduit a cryptophycine 1
(Schéma 07).

i\

0 BDCHNI~ |\“ el
N o Z0CH, T
H 6.5 5.6

7.4
cryptophycin i

CH3
M OCH3
OCH,
7.3

Schéma 07. (a) DIPEA, chlorure de 2,4,6-trichlorobenzoyle, 91%; (b) HCI, EtOAc; (c) hexafluorophosphate O-
benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-bis(pentaméthyléne)uronium, 76% (2 étapes); (d) TBAF, 95%; (e) 7.3, TMS—CI,
63%:; (f) PPh;, H,0, 63%; (g) K,COs, acétone, 98%.

La synthese de Leahy-Gardinier est exceptionnellement intelligente, et se préte
remarquablement bien a la résolution de plusieurs problémes qui sont posés par la structure
des cryptophycines. En effet, elle consiste en 1'utilisation de 1’aldol d’Evans avec un dérivé du
mandélaldéhyde 5.1, suivie de la réduction de Tishchenko du groupe cétone C5 et la
conception de I’azidoester 7.3 afin de surmonter les limites de la procédure de Sharpless
conventionnelle.
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2.4-Synthése de Tius-Li :

L’acide (R)-mandélique est la mati¢re premiere de départ dans la synthese de 'unité A. Il est
apparu possible d’élaborer cette unité en utilisant 1’acide mandélique comme seule source
d'asymétrie’*® (schéma 08).

b ﬁ f =
a b + . .,-““'I e c.d
PK™ "CO:Me —w P CO,Me - P CHO W ome .

8.1 8.2 8.3 B.4
H
EIO}\ Me P H P o
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. I 0TBS Hojf*f . H
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3.0 b o P oS
810 8.1

Schéma 08. (a) éther éthyl vinylique, PPTS; (b) DIBAL-H, éther, —=78°C; (c) MgBr,, THF, 36-42°C; (d) TFA,
THF, 8.6/8.7=10/1; (e) KF, alumine, MeCN, 8.6/8.7=1/4, 48% (rendement global de 8.7 a partir de 8.1; (f) L-
selectride, THF, —78°C, 93%; (g) BF;-Et,0, CH,Cl,, HS(CH,);SH, 0°C, 85%; (h) Me,C(OMe),, TsOH, acétone,
93%; (i) Mel, CaCOs;, MeCN, H,0, 70°C; (j) LiClO4, DIPEA, MeCN, (EtO),POCH,CO,CH,CHJCH,, 68%
from 8.9.

La réaction de Horner-Emmons avec I’allyldiéthylphosphonoacétate conduit a l'unité¢ 8.10 a
68% de rendement global pour les deux étapes de 8.9. Il est a noter que le groupe hydroxyle
C5 n'a, en aucun moment, été protégé au cours de cette synthése. L'ester allylique de 8.10 a
été clivé avec un rendement quantitatif en présence d’une quantité catalytique de palladium
(0) et de morpholine (schéma 09) 3 1e groupe de protection trichloréthyle dans 1'unité B sert
a activer l'ester au cours de la macrolactamisation. Les conditions de Lilly pour la
macrolactamisation ne nécessitent pas de réactifs de couplage peptidique cofiteux, et sont bien
adaptés aux travaux a grande échelle.
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crypho phydn 1

Schéma 09. (a) Pd(PPhs),;, morpholine, 100%; (b) Et;N, EDCI, CH,Cl,, 0°C to rt, 81%; (c) DCC, DMAP,
CH,Cl,, 81%; (d) TFA, CH,Cl,, 0°C; (e) 2-hydroxypyridine, PhMe, rt, 62% a partir de 9.2; (f) (MeO);CH,
PPTS, CH,Cl, rt; (g) AcBr, CH,Cl,, 1t; (h) KHCO3;, DME/EtOH/MeOH (6/4/1), 40°C, 70% a partir de 7.2.

Comme 1'un des objectifs des auteurs consistait a développer une synthése de cryptophycine
aussi simple que possible, ils décidérent de ne pas faire usage de 1’azido orthoformiate 7.3
(Schéma 07) pour obtenir le diol clé lors de la transformation de 1'époxyde. Tius-Li étaient
conscients de la labilité de la liaison ester entre I'unité C et I’'unité D vis-a-vis des bases. C’est
pourquoi ils utilisérent une modification du procédé de Sharpless. Cela consistait en un
traitement de 7.2 par I’orthoformiate et PPTS triméthyle, suivi par le bromure d'acétyle, pour
conduire a un formiate de bromhydrine sensible, qui n'a pas été purifié.

L'exposition de ce produit intermédiaire au bicarbonate de potassium en poudre dans un
mélange 6/4/1 de DME / éthanol / méthanol a 40 °C pendant 24 h conduit a la cryptophycine
1 avec 70% de rendement global a partir de 7.2. Les conditions pour la conversion du
formiate de la bromhydrine en époxyde ont été développées a travers un processus
d'optimisation minutieuse. La petite quantité de méthanol présent dans le mélange réactionnel
est nécessaire pour dissoudre partiellement le bicarbonate. Cependant, une plus grande
proportion de méthanol conduit a la méthanolyse de 1’ester formant la jonction entre ’unité C
et 'unit¢ D. En résumé, cette synthése de la cryptophycine est a la fois efficace (6,8% de
rendement global) et stéréospécifique (le (R)-mandelate de méthyle sert comme seule source
de l'asymétrie de l'unité A). L'élément clé de cette synthése est la réaction d’hétéro-Diels-
Alder stéréoconvergente qui est utilisée pour assembler 1'unité A.
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2.5-Synthese chimioenzymatique de Sih : Synthese de 'unité A

La synthése de 1'unité A par Sih repose sur une hydrolyse enzymatique d'un ester racémique
dans 1'é¢tape clé (Schéma 10)'*. Cette synthése fournit une illustration de l'utilité synthétique
d'une résolution cinétique médiée par des enzymes ; le rendement est inférieur a celui de la
premiére synthese Hawaii (29% pour l'unité A). En outre, la nécessité de séparer et recycler
10.6 a 10.7 en diminue [’utilit¢é. Néanmoins, Sih note que «la synthése d’Hawaii est
relativement longue et n'est pas facilement adaptable a la synthése de cryptophycines a
I’échelle du gramme ».

|
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@/\)\/V\CO:;BU +
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Schéma 10. (a) LDA, Me,SO,, THF, 92%; (b) Candida rugosa lipase traité par 1’isopropanol, 0.2 M tampon
phosphate, ta,(S)-10.3 45% (ee>96%), (R)-10.2 48% (ee>96%); (c) DIBAL-H, Et,O, —70°C, 95%; (d) Zn—Pb,
Et,0O/PhH (1/1), 10.622% (ee>96%), 10.7 18% (ee>96%), a-isoméres 25%; (e) acide 2,4-dinitrobenzoique,
DEAD, PPh;3, 10.8 15%, 10.9 59%; (f) K,CO;, MeOH, 30 min, 92%.

La déclaration de Sih doit étre interprétée a la lumiére des commentaires suivants par Moher,
Moore et leurs collegues : «Nous avons adopté la synthése de Moore-Tius pour accéder a la
synthése de la cryptophycine 52. Ceci nous a permis d’obtenir des fragments et intermédiaires

de 2 susceptibles d’étre engagés dans des essais cliniques et des études SAR ». (Figure 39)™'.

2.6-Synthese chimioenzymatique de Lilly
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Les chimistes de la société Eli Lilly ont décrit une approche chimioenzymatique réussie pour
obtenir 'unité A (Schéma 11)'*2,

OH OTBDM S OTEDMS
a b () f
— - — —_— i
2 :
11.1

11.2 1.3 11.4

OTEOMS @ oTEDMS i O/\/[\/V,\ ik
— —= H . COCHy =

11.5 11.6

. CO,CH,
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1.8
_WCD@HS
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Schéma 11. (a) Trigonopsis variabilis, pH 7 tampon, glucose, 50-62%; (b) TBDMSCI, DBU, DMF, 87%; (c)
0;, MeOH, CH,Cl,; (d) Ac,0, DMAP; (¢) NaOH, MeOH, 73% (3 étapes); (f) TEMPO (cat.), NaOCl, CH,Cl,,
87%; (g) CF;COsH, CH,Cl,, TFA (1/4), —15°C, 2h, 81%; (h) DIBAL-H, PhMe, -78°C; (i)
(Me0),POCH,CO,Me, TMG, THF, 66% (2 étapes); (j) TEMPO (cat.), NaOCl, CH,Cl,; (k) PhMgBr, —78°C,
67% (2 étapes); (1) 3 equiv. Ms,0, 9 equiv. Et;N, DMAP, CH,Cl,, 42 h, 53%. 67% (2 étapes); (1) 3 equiv. Ms,0,
9 equiv. EtsN, DMAP, CH,Cl,, 42 h, 53%.

2.7-Syntheése de 1'unité A via un réarrangement [2,3]-Wittig :

La synthése via un réarrangement [2,3]-Wittig de l'unité A est résumée dans le schéma 12'**

144
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Schéma 12. (a) bromure de propargyle, 50% NaOH agq., n-BusNHSO, (cat.), 86%; (b) n-BuLi, THF, de —90°C a
ta, 71%; (c) TBDPSCL, DMF, imidazole, 92%; (d) 2-méthyl-2-buténe, BH;-THF, 0°C; H,0,,
KH,PO4/K,HPO, aqg. (2.2 M), 0°C, 83%; (e) (MeO),POCH,CO,Me, TMG, THF, —78°C, 92%; (f) O;, CH,Cl,,
pyridine, Sudan 7B, —78°C; Zn, HOAc, 85%; (g) PhCH=PPh;, THF, de —78°C a ta; PhSH, VAZO 88, PhMe,
reflux, 82%; (h) HF aqueux, MeCN, rt, 93%.

Cette synthése de l'unité A, comme la synthése chimioenzymatique de Lilly, suit une
stratégie de «dernier phényle ». Bien qu’elle soit bien adaptée a la préparation de divers
analogues du cycle phényle de 1'unité A partir d'un précurseur commun, on peut se demander
si, dans le cas présent, une synthése plus efficace de 12.9 n’aurait pas été possible en intégrant
le groupe phényle au début de la séquence (Schéma 13). L’éther propargylique racémique
13.1 a été préparé d'une maniere simple a partir de la propenyl phénylcétone en deux étapes.
Dans ce cas, toutes les tentatives pour effectuer le réarrangement anionique [2,3] de Wittig
ont échoué.

W

13.3

13.4 COH

Schéma 13. (a) n-BuLi, PhLi or -BuLi, 13.2/13.3 ca. 1/2.5.
2.8-Crotylboration asymétrique.

La réaction de crotylboration asymétrique fournit un excellent moyen pour controler la
stéréochimie relative et absolue sur C5 et C6 de l'unité A'*'*. Michael Martinelli et
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collegues au sein du Groupe des procédés chimiques a Eli Lilly Company ont décrit une tres
breéve synthese de 1'unité A a base de cette stratégie (schémas 14 et 15).

2 P o \,/l\/\/
HO" ™""oH —= TBSO" ~""0OH i TBSO/\j\H R OTES
14.3

14.1 14.2

0..

\/k/\/ \‘)\/\CH o 22— = CO,CH; —=

14.5 ’DH 4.6 14.7 OH

Mco H

2

148 OH

Schéma 14. (a) NaH, TBSCI, THF, 0°C, 95%; (b) TEMPO (cat.), NaOCl, NaHCO;, CH,Cl,, (pH 9.0-9.2), 91%;
(¢) (E)-crotyldiisopinocampheylborane, Et,0, —=78°C; (d) H,O,, NaOAc, 67% a partir de 14.3; (¢) TBAF, 100%;
(f) TEMPO (cat.), NaOCl, NaHCO;, CH,Cl,, (pH 9.0-9.2), 100%; (g) (MeO),POCH,CO,Me, base; (h) KOH,
85% a partir de 14.4 (4 étapes).

%)\/\/DTBS il-— %/[\/\/OTES b* GHC/‘\/\/'DTBS _-C

oT8S AT
14.4 151 15.2 OT8S

Oie-
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Schéma 15. (a) TBSCI, imidazole, DMF, tt, 93%; (b) O3, —78°C; Me,S, TA, 62%:; (c) PhACH,PO(OEt),, n-BuLi,
THF, —78°C to tt, 79%; (d) HF-pyridine, THF, 99%; (¢) Dess-Martin, CH,Cl,, 98%; (f) Ph;PCHCO,/Bu,
CH,CL,, 85%.

La synthése de White est remarquable pour plusieurs raisons. Le rendement global est ¢levé:
20%. En outre, l'utilisation du diéthylbenzylphosphonate définit une alternative intéressante
au réactif de Wittig classique lors de I’introduction de la fonction de styréne. En plus de
I'approche crotylboration €nantiosélective, White a également mis en lumicre une stratégie
connexe, basée sur une allylation diastéréosélective d'un aldéhyde chiral non racémique.

51



2.9-Allylstannation diastéréosélective

La syntheése de I’allylstannation de l'unit¢é A par White et ses colleégues a eu recours a
I’aldéhyde (R) 16.1 (Schéma 16)'*®,

FMED\/LEHG — PMBO-\/]\/\j — F‘MBO\/!\/\/

GTBS
161 16.2 16.3
O\/J\/\ = FPM ED\/]\/_\/\ o 0\/]\/\/\
. CO, Bu CO,Bu
GIT BS GTBS l'..‘l'T BS
16.4 16 .5 16.6
s —
CO.Bu T - > comu
GTES OTES
16.8

Schéma 16. (a) Bu;SnCH,CH,CH,, SnCl,, CH,Cl,, —100°C, 76% (20/1); (b) TBSCI, DMF, imidazole, 91%; (c)
cat. 0sO,, NalO,, THF aqueux, 76%; (d) PhsP=CHCO,Bu, CH,Cl,, 95%; (¢) DDQ, CH,CL, H,0, 0°C, 92%; (f)
Dess—Martin, CH,Cl,, 92%; (g) CHIs, CrCl,, THF, 0°C, 92%; (h) PhSnMe;, PdCl,(MeCN),, DMF, 67%.

Bien que l'allylation de 1'unité A ait été réussie (14% de rendement global a partir de 16.1), la
modeste diastéréosélectivité de I'étape clé, et la nécessité de séparer le diastéréoisomere
mineur du mélange, ont contribué¢ a diminuer l'attrait de ce schéma, ce qui a incit¢ White et
ses collaborateurs a développer la synthése du schéma 15.

2.10-Synthése en passant par un auxiliaire chiral

Une stratégie distincte pour la synthése de 1'unité A a ét¢ développée par Kobayashi et ses
collaborateurs dans le cadre de 'amélioration de leur synthése de ’arenastatine A'*. Les
arenastatines ont été isolées a partir de 1'éponge Dysidea arenaria d’Okinawa, et elles sont
structurellement similaires aux cryptophycines.

Leur unité B est constituée par la D-O-méthyltyrosine, qui est facilement préparée a partir de
I'acide aminé non naturel disponible dans le commerce, alors que l'unité C est achirale (B-
alanine). Pour ces raisons, la synthése d’arenastatines est plus abordable que celle des
cryptophycines. Bien que les arenastatines aient une bonne activité anti-tumorale in vitro,
elles sont essentiellement inactives in vivo. C’est certainement dii en grande partie a leur plus
grande propension a la scission hydrolytique de la liaison ester (unité C-unité D). En raison de
cette activité moindre, leur synthése s’est limitée a se focaliser sur leur utilité en tant que
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simples analogues des cryptophycines. La synthése de Kobayashi et ses collégues est résumée
dans le schéma 17.

Schéma 17. (a) Bu,BOTf, Et;N, CH,Cl,; MeOCH,O(CH,),CHO, 95% (de>99%); (b) Bu;B, AcOH, LiBH,,
THF, 80%; (c) TsCl, pyr; (d) LiBEt;H, THF, 88% (2 étapes).

Une syntheése de l'unité A, étroitement liée a la précédente, a été décrite par Ghosh et
Bischoff, le principal point de différence avec les autres travaux étant l'utilisation de (+) - (/R,
28) -1 - (N -tosylamino)-2-indanol'*.

2.11-Hydrogénation de Noyori-alkylation Frater

Georg et ses collégues'® ont fait un usage intelligent de I'hydrogénation asymétrique de

Noyori afin de contrdler la stéréochimie absolue au C5 de 'unité A (Schéma 18) 132,

HsC OoBn a Hal OBn b Haca\'([\/\/':lﬁn c.d

o © o OH 0 OH
18.1 18.2 183
H, C OTBS ef oTBS
: e z
(8] OTes H DTES
18.4 15.2

Schéma 18. (a) Ha, (S)-BINAP-RuBr,, 97% (97% ee); (b) LDA, HMPA, Mel, THF, 74% (92% de); (c) H,, Pd/C,
THF; (d) TBSCI, DMF, imidazole, 93% (2 étapes); (¢) DIBAL-H, THF, —78 to —10°C, 90%; (f) TPAP, NMO,
CH,Cly/MeCN (10/1), 4 A tamis, 88%.

La synthése de Georg fournit une belle illustration de l'utilité¢ durable de cette méthode dans la
synthese.

2.12-L’anhydride (S) - (-)-2-Acétoxysuccinique en tant que matériau de départ pour
I'unité A.
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Une autre synthése a été décrite par Lavallée et ses collégues a BioChem Therapeutics, Inc.

(Schéma 19)'.
= l e
com o %" ' Q\\'}D
HT o'
18.3 19.4

a.fl ol

OTHP
19.8 10.6 19.11

Schéma 19. (a) Li-—phénylacétylure, THF, —78°C; (b) NaBH,4, EtOH, —78°C; (c¢) NaOH, 0°C, 73% (3 étapes); (d)
TsOH, PhH, 50°C, 63% a partir de phenylacetylene; 43% for 19.3, 45% for 19.4; (¢) DHP, TsOH, THF, rt,
92%; (f) LAH, Et,0, rt, 100%; (g) PivCl, pyr, DMAP, 0°C to rt; Ac,0, 59%; (h) HOAc, H,0, rt, 3 h, 100%; (i)
Me,CulLi, Et,0, 0°C, 34%; (j) DHP, TsOH, THF, rt, 98%,; (k) LAH, THF, 0°C, 97%; (1) DMSO, TEA, (COCl),,
CH,Cl,, =78 to 0°C; (m) PhsP=CHCO,Bu, CH,Cl,, 73% (2 étapes); (n) HOAc, H,O, 40°C, 80%; (o) H,,
Lindlar, quinoline, EtOAc, MeOH, 0°C, 85%; (p) MeLi, CuBr-Me,S, Et,0, —35°C; (q) DHP, TsOH, THF, TA;
(r) LAH, 0°C; (s) DMSO, TEA, (COCl),, =78 to 0°C; (t) PhsP JCHCO,Bu, CH,Cl,; (1) HOAc, H,0, 40°C, 23%
a partir de 19.9.

Certaines synthéses totales sont remarquables en raison de leur brieveté et/ou de leur
efficacité, tandis que d'autres se distinguent par une stratégie non évidente, ou par l'utilisation
de réactifs inhabituels ou des conditions de réaction relativement dures ou compliquées. La
synthése de Lavallée tombe dans la deuxiéme catégorie. L'utilisation d'anhydride
acétoxysuccinique non racémique constitue une synthése unique a ce groupe de recherche. On
soupgonne qu'il y a d'autres synthéses de I'unité A a découvrir, ce qui rend l'utilisation de ce
matériau de départ assez complexe.

Enfin, les deux voies d'acces a I'unité A qui ont été¢ résumées dans le schéma 19 auraient
probablement pu étre un peu plus courtes en renongant a la protection-déprotection de la C5
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hydroxyle (Schéma 19), des mesures de protection (j) et (q), et les étapes de déprotection (n)
et (u). A savoir, I'oxydation sélective du groupe hydroxyle primaire dans le diol 14.5 (Schéma
14) par les hypochlorites / TEMPO produit des réactifs avec un bon rendement, de méme que
la réaction de Horner-Emmons ultérieure qui méne a 14.7. Ces résultats suggerent que la
protection a C5 a 19.8 et 19.10 n’est pas indispensable.

2.13-Réduction de 1'époxyde de vinyle

Cette synthése est résumée dans le schéma 20" ;

ab cd 0 e
—= H . OPMB —= H OPME ——=
H OFMBE
20.2 o 20.3

20.1

Schéma 20. (a) PhsP=CMeCO,Et, THF, 0°C, >74%; (b) DIBAL-H, Et,0, 0°C, 97%; (c) Ti(OiPr)s, (+)-DET, -
BuOOH, CH,Cl,, —25°C, 4 A tamis, 95%; (d) DMSO, TEA, (COCl),, CH,Cl,, —~78°C, 1.5 h; Et;N, 1t, 1.5 h,
80%; () PACH=PPhs, ~100°C, THF, 10 h, rt, 67%; (f) Pd,dba;-CHCls, nBusP, HCO,H, TEA, 1,4-dioxane, TA,
10 h, 91%; (g) AICl;, CH,Cl,, 1t, 30 min, 75%; (h) TBSCI, DMAP, imidazole, DMF, tt, 8 h, 94%; (i) HOAc,
H,0, THF (1/172), 72 h, 1t, 85%; (j) DMSO, TEA, (COCI),, CH,Cl,, —78°C, 1h; EtN, TA, 1h; (k)
(Me0),POCH,CO,Me, NaH, THF, TA, 4 h, 72% (2 étapes).

2.14-Le complexe chiral cationique Planar de molybdéne

L'une des synthéses les plus insolites de l'unit¢ A est due a Kocienski et ses
collégues'™. 11 se sert du (S)-malate comme matériau de départ; cependant, le centre
stéréochimique dans le malate est utilis¢é comme un élément de commande pour une étape
d'alkylation diastéréosélective d'un complexe de molybdéne cationique chiral plan, et ne
figure pas dans l'unité A (schéma 21).

55



H, ac d.e D‘T/\\./\OHPS f
H:,DD:,C’\I/CO"C P . Hﬁecﬂ\l/\OTIPS PorE -

- O
214 OH 212 M 21.3 QX

Ph v .
D — D _—
21.4 D7< 215 DX 216 D\é/ho

21.8 Ph 219 Ph

129

Schéma 21. (a) BH;-Me,S, THF, TA; NaBH,, THF, TA, 89%; (b) TIPSCI, imidazole, DMF, —30°C, 71%; (c)
K,CO3, MeOH, chaleur, 70%; (d) H,C[I/CMeOMe, PPTS, CH,Cl,, 84%; (e) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C; pyr,
DMAP, Ac,0, 84%; (f) PhSH, ZnCl,, CH,Cl,, —30°C, 87%; (g) LDBB, Li, THF, —78°C; (h) Bu;SnCl, THF,
—78°C, 71% a partir de 21.4; (i) PhnCH(OMe),, TsOH, CH,Cl,, rt, 89%; (j) nBuLi, THF, —=78°C; (k) CuBr-Me,S,
—78°C; add 21.7; (1) O,, CHCIs, rt, 71% from 21.6;21.8/21.9=1.2/1; (m) TsOH, MeOH, rt, 63%; (n) separation
sur chromatographie; (o) NalO4, MeOH, H,0 (3/1), rt; (p) (MeO),POCH,CO,Me, TMG, THF, —78°C to rt, 83%
(2 étapes), (E/Z>25/1).

L'unité A synthétisée par Kocienski et collégues devrait étre évaluée dans cette optique.
L'absence de régiosélectivit¢ dans le 1'étape clé diminue l'utilité de préparation de cet
intermédiaire.

2.15-Addition diastéréosélective du (R)-mandélaldéhyde
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Une synthese de 'unité A qui contrdle la stéréochimie au C7 et C8 est due a Larchevéque et
ses collégues'®. La matiére de départ était I’éther méthoxyméthylique 22.1 de (R)-méthyl
mandélate (Schéma 22).

COzMe

=
- __
B(O oTBS

21.12

Schéma 22. (a) DIBAL-H, Et,O/pentane (1/1), —78°C; (b) BrMgCCCH,OTBDPS, Et,0, 87% (2 étapes); (c)
Red-Al, Et,0, —25°C, 72%; (d) 2 M HCI, MeOH, 40°C, 2 d, 92%; (e) CuSO, (anh), TsOH, acétone, TA, 2 d,
91%; (f) Ti(OiPr),, (+)-DIPT, —20°C, 4 A tamis , CH,Cl,, fBuOOH, 4 d, 76% (95/5); (g) hexane/CH,Cl,, (5/1),
Me;Al, —10°C, 1 h; TA, 20 h, 44+18% 22.6; (h) TMSCI, MeC(OMe);, CH,Cl,, 0°C, 1H, MeOH, K,CO;, 2 h,
65%; (i) MeCN (anh), LiClO,4, KCN, 70°C, 6 h, 70%; (j) TBSOTY, 2,6-lutidine, CH,Cl,, 0°C, 92%; (k) PhMe,
DIBAL-H, —78°C, 58%; (1) (MeO),POCH,CO,Me, TMG, THF, —78°C to rt, 78%.

L’avantage de cette synthése est de pouvoir contrdler la stéréochimie C7-C8 dés le début.

2.16-Dihydroxylation de la séco-cryptophycine 52

Une solution au probléme posé par la stéréochimie de I'époxyde dans l'unité A a été fournie
dans le cadre de la synthése totale de la cryptophycine 52, un analogue stable a 1'hydrolyse
(Schéma 23)"7.
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Schéma 23. (a) TFA (neat), rt, 15 min, 0.5 M NaOH; (b) 2-hydroxypyridine (2.0 equiv.), PhMe, 0.02 M, 20°C,
80% a partir de 23.1; (c) m-CPBA, CH,Cl,, 23.3/cryptophycin 52=1/2, 51% of cryptophycin 52 a partir de 23.1;
(d) K,0s0,(0OH),, (DHQD),PHAL, K,COs3, K3Fe(CN)g, MeSO,NH,, fBuOH/H,0 (1/1), rt, 20.5 h, 61%; (e)
TFA, CH,Cl,, 0°C, 1.5 h; K,COj5 aqueux; (f) 2-hydroxypyridine (2.0 equiv.), MeCN/PhMe (1/1), 40°C, 21 h,
82% (2 étapes); (g) PPTS, CH,Cl,, (MeO);CH, rt; aqueous NaHCO;; (h) CH,Cl,, 0°C, TMSI, 45 min; 10%
Na,S,0; aqueux, 93% (2 étapes) (i) THF/MeOH (1/1), K,COs, 0°C, 6 h, 98%.

Les protocoles qui sont résumés dans le schéma 23 soulignent une caractéristique inattendue
de la réactivit¢ des cryptophycines, notamment que la fonction styréne est maintenue a
proximité de I'unité D dans les composés cycliques, et n'est pas facilement accessible pour les
especes €lectrophiles.

2.17-1-Aza-cryptophycine 1, une cryptophycine instable.
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L'importance des cryptophycines comme agents chimiothérapeutiques contre le cancer et leur
propension a une désactivation in vivo par clivage hydrolytique des liaisons ester a poussé les
chercheurs a concevoir la synthése d'analogues qui permettraient de conserver l'activité élevée
du produit naturel tout en lui conférant une stabilité vis-a-vis de I’hydrolyse. La
cryptophycine 52 atteint cet objectif en introduisant un encombrement stérique dans 1'unité C,
ce qui stabilise la liaison entre I'unité C et I'unité D. Une stratégie alternative pour stabiliser
les cryptophycines contre le clivage hydrolytique consiste a remplacer les liens amide de
liaisons ester. Dans cette section, la synthése d’Hawaii et les aspects de la réactivité de la 1-
aza-cryptophycine 1 est discutée'®. Le schéma 24 résume la synthése de 24.11, l'analogue aza
de 1'unité A. Cette synthése controle la stéréochimie époxyde, dés le début, en utilisant le (R)-
mandélate de méthyle 24.1 comme mati€re premicre et comme source unique de l'asymétrie
de I'unité A.

H CH,
N.
CO,CH, 4 OCHy; b
. o B
24.1 24.2

TBS

TEBS

24.2 24.4

245 248 24.7

TBS

OH OTs

24.9

24.10 24.11

Schéma 24. (a) HNMe(OMe)-HCl, Me;Al, PhH, 0-5°C, 2 h; ajouter 24.1, rt, 12 h, 93%; (b) TBSOTf, Et;N,
CH,Cl,, 0°C, 3 h, 93%; (c) EtMgBr, THF, 5 h, 94%; (d) Bu,BOTf, DIPEA, CH,Cl,, —78°C, 15 min; 0°C, 2 h;
ajouter 3,3-diéthoxypropanal, —78°C, 1 h, 0°C, 2 h, MeOH, H,0,, 0°C, 2 h, 65%; (e) C13CCO,H, CH,Cl,/H,0
(20/1), TA, 1 h, 87%; (f) (EtO),POCH,CO,CH,CHLICH,, LiCl, DIPEA, MeCN, TA, ca. 4 h, 63%; (g) TsCl,
KOH (s), THF, 0°C to rt, 86%; (h) NaBH,, CeCl;-7H,0, EtOH, 0°C, 96%; (i) l’azide de
tétraméthylguanidinium, MeNO,, 70-80°C, 5 h, 69%; (j) PPh;, THF, H,0, 50-60°C, 12 h.

L’ensemble des unités de 1-aza-cryptophycine 1 est représentée dans le schéma 25.
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Schéma 25. (a) 3.6, DMF, FDPP, DIPEA, TA, 5 min, add 24.11, 1t, 4 h, 74% a partir de 24.10; (b) Pd(PPhy),,
THF, morpholine, TA, 4 h, 91%; (c) FDPP, DMF, ajouter 2.2, Et;N, rt, 5 h, 69%; (d) TFA (anhydre), 0°C to rt,

1 h; evaporate to dryness; 2-hydroxypyridine, PhMe, rt, 20 h, 50%; (¢) PPTS, (MeO);CH, CH,Cl,, rt, 2 h; (f)
MeCOBr, CH,Cl,, 6 h, t; (g) aqueous NaHCO;; DME, MeOH, EtOH, KHCOs;, 40°C, 15 h; (h) chromatographie
sur gel de silice, 62% a partir de 25.4.

Le réarrangement de la 1-aza-cryptophycine 1 en 25.5 n'était certainement pas prévu,
toutefois, le mécanisme suit probablement la voie indiquée dans le schéma 25. L'activation de
I'époxyde est suivie par l'ouverture du cycle par 1'oxygene du carbonyle de I’amide de l'unité
D, ce qui conduit & I’imino éther 25.5 sous forme d’un cycle a sept chainons. Une telle
réorganisation a lieu avec la cryptophycine 1. Par exemple, le traitement de la cryptophycine
1 avec le chlorure ferrique conduit a la cétone C7.
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3. Synthese des analogues de cryptophycine

Analogue de la benzophénone de cryptophycine-24

Une synthése efficace de la chaine latérale en C16, analogue de la benzophénone de la
cryptophycine-24 (figure 47), en utilisant une réaction de crotylboration et couplage de Heck
comme principales étapes est décrite par Ramdas Vidya et ses colégues'”. Dans un essai
d'assemblage de la tubuline in vitro, 1'analogue de la benzophénone b isomére (CI5S0 = 7,4
mM) est deux fois plus actif que la cryptophycine-24 (IC50 = 15 mM). Ci-dessous dans la
figure 29, est indiquée la structure de 1'analogue benzophénone de la cryptophycine-24.

=}
Qi

H

N

(o)
0 O)k/\N
H

(0}
(0] OMe

Figure 29 : analogue de 1a benzophénone de cryptophycine-24

Analogues amide de I’arénastatine A

Afin de sonder le métabolisme de ’arenastatine A, un depsipeptide cytotoxique de I'éponge
marine Dysidea arenaria, Murakami et collaborateurs ont synthétisé trois analogues dans
lesquels les liaisons ester ont été remplacées par des liaisons amide.

Parmi les trois analogues d'amide, seul le triamide II présentait une activité cytotoxique contre
les cellules KB (figure 30)'°,
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Figure 30 : analogues amides de I’arénastatine A

4. Objectifs de notre travail

L’objectif majeur de notre travail est la synthése de dérivés aziridinyle de la cryptophycine
(figures 31 et 32), ainsi que celle des analogues glucosylés correspondants. Ces derniers
seront traités plus en détail plus loin.
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Figure 31

62



O
(0]
O~ O HN .\
T i LT
(o) N (6]
o) OMe )Y\H OMe

Figure 32

0s__O HN
(0]

OJ\rN

H

Vinod F. Patel et collaborateurs'®" ont synthétisé des analogues de la Cryptophycine possédant
une bonne activité cytotoxique en modifiant leur unité B. Ci-dessous dans la figure 33, est
indiqué I’examen retro synthétique décrite par ce groupe.
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Figure 33
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En nous basant sur le travail du groupe de Vinod F. Patel, nous nous sommes proposé¢ de
synthétiser des dérives glucidiques de fragments de la cryptophycine (figure 34), ainsi que
celle d’autres fragments par modification du fragment B en utilisant des amino acides
différents de ceux de la structure naturelle (L-phénylalanine, L-proline, L-tryptophane...)
(figure 35).

CH3

2

Figure 35

Y o . . 161 - - . . .
Par référence au travail de Vinod F. Patel et collaborateurs ~ ainsi qu’a celui de Murakami et
collaborateurs, nous nous sommes fixé comme objectif de synthétiser aussi des dérivés

semblables a ceux du schéma 35, mais avec une liaison amide entre le fragment C et D (figure
36),
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Figure 36

L’analogue aziridinyle de 1’unité A constituait notre plus grand défi synthétique (figure 37).
En effet, notre schéma réactionnel est relativement long, mais a sa décharge, le rendement
global a partir du cinnamaldéhyde est bon. En outre, aucune des étapes ne nécessite
I’utilisation de réactifs treés spéciaux ou des conditions de réactions particulieres.
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Figure 37

L'analogue aziridinyle de I'unité A
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CHAPITRE 11

RESULTATS ET DISCUSSION
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PREMIERE PARTIE : PROTECTION DES AMINO-ACIDES

1. Généralités

Les acides aminés sont des composé€s qui possédent une fonction amine (basique) et une
fonction acide carboxylique (acide). Il existe deux familles importantes d’amino-acides : les
o-amino-acides (les fonctions amines et acides carboxyliques sont portées par le méme
carbone) et les f-amino-acides (la fonction acide est en 3 de la fonction amine).

o-amino-acides [B-amino-acides

COOH
(?‘LL COOH

Les amino-acides sont fondamentaux en chimie thérapeutique, biochimie et en biologie, car
c’est a partir eux que sont formés les protéines et plusieurs molécules naturelles
biologiquement actives ou a potentiel thérapeutique. Il est & noté que les amino acides naturels
ont une configuration absolue S ou L en présentation de Fischer, a I’exception de la cyctéine.

HO,C NH,
Hyy,, HO,C H
R NH, |

Souvent, les amino acides sont présentés sous forme ionique a cause de 1’échange acido-
basique intramoléculaire entre le groupe carboxyle et le groupe amino. Par conséquent, ces
composés sont en général plus acides que les acides carboxyliques ordinaires.

Liaison hydrogéne
intramoléculaire
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Le tableau suivant présente les amino acides naturels que nous avons utilisés avec leur pH
isoélectrique (pl), c’est-a-dire le pH auquel les concentrations des formes acides et basiques
sont égales. De fagon générale, la valeur de pl est déterminée par la relation :

R R
PKIA] + pK[B]
= |l= —
+H3N)\COZ' H,N )\COZ' — P 2
Al [B]

La détermination de cette valeur est trés importante puisqu’on détermine ce point pour les
protéines afin de les cristalliser. C’est au point isoélectrique que les molécules s’agrégent. Si
le pH augmente ou diminue, il y a apparition de charges, ce qui provoque une répulsion
¢lectrostatique entre entités chargées, avec comme conséquence un ¢éloignement de chaines
protéiques les unes des autres, empéchant toute cristallisation.

Formule Nom
Code a 3 lettres pKa (COOH) pKa (NH,) pl
Code a 1 lettre

CO,H Leucine
Leu 24 9.6 6.0
NH, L

HOOC Phénylalanine
Phe 1.8 9.1 5.5
H 111, F
NH,

COOH Proline

H Pro
//Ill,,, P 2.0 10.6 6-3
NH

HO Tyrosine
HOOC Tyr 22 9.1 5.6
H/II:,, Y
NH,

HOOC Tryptophane
Try
\ Ho, w 2.8 9.4 5.9
N NH,
H

HOOC Valine

Hiy,, Val 2.3 9.6 6.0
NH, v
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On peut cependant constater que la valeur du pl n’est pas toujours vérifiée car 1’acidité ou
labasicité de R influe sur ’acidité totale de I’amino acide.

2. Protection des acides aminés.

2.1-Protection de la fonction acide

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.

Pour éviter ou réduire la racémisation, on peut traiter le mélange d’acide et d’alcool par le
chlorure de thionyle.

R R
PR s RooH 22, o)
H,N™ * “COOH ! H,N™* "R,

0

Une méthode plus douce et qu’on utilise souvent consiste a traiter ’amino acide avec le
chlorure d’acétyle en présence de ’alcool.

0
0 R R4-OH 0
R 9 + Me e %O R%
on  C Me—xg O-R,

2.2-Estérification de la L-leucine et -alanine:

L’estérification de la L-leucine et la béta-alanine a été effectuée conformément a ce dernier
procédé et les rendements de la réaction sont élevés (schéma 26)
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CIHH,N

H,N
CO,H CO,Me
96%
MeOH

/\/COOH Cl_> /\/COOMe 97%
CIH.H,N

MeOH
2

Schéma 26
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)

Dans notre travail, nous avons utilis¢ des amino-acides protégés avec le groupe
tertiobutyloxycarbonyle (Boc) ', Ce groupe se préte bien a la protection du groupe amino
comme le montre le schéma suivant :

0
R t-BuO { o R
- + e - .
H,N~ “COOH © ANGTINT Scook
tBuO—( A -
0 Boc H
Le mécanisme de la protection par le Boc :
>
t-BuO—A < H \
R—NH + ,1 Y —_— _N_ + +
Hz /O/ ¢° R™ "Boc / OH CO;

-,

7( Y
\

Le groupe Boc est stable vis-a-vis d’une hydrogénation catalytique, du sodium dans
’ammoniac liquide, des bases et de I’hydrazine'®®. Cependant, son clivage s’effectue
facilement dans des conditions acides douces et a ce titre, 1’acide trifluoroacétique convient
parfaitement.
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Deux autres réactifs peuvent étre utilisés pour introduire le groupe Boc sur une fonction
amino, il s’agit du t-butylazidoformiate (Boc-azide) '**'** et du t-(butoxycarbonyloxyimino)-
2-phénylacétonitrile (Boc-ON) ' ' Sionalons qu’il est nécessaire de prendre des
précautions lors de 1’utilisation du Boc-azide a cause de sa forte tendance a exploser lors de la

distillation qui suit le processus de protection'®’.

Q@ (H;0) C-O—CICI)—O-N=C/CN
(H;C);C-0-C-N; 373

Boc-azide Boc-ON

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

Les dérivés fluorenylméthoxycarbonyle-aminoacides (Fmoc-AA) sont plus colteux que les
Boc AA, mais l'ensemble des opérations de clivage est plus doux pour le peptide et
l'utilisateur. Cette stratégie est la plus souvent employée et elle donne enticre satisfaction. La
déprotection de groupe Fmoc se fait selon le schéma suivant :

+ CO, + /]\

H,N~ ~COOH

2.3.3-Protection par le benzyloxycarbonyle (Cbz)

Nous avons également utilisé des amino acides protégé avec le groupe Cbz. Ce groupe est le
groupe protecteur le plus utilis¢ 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'®’.
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A la place de la soude caustique, d’autres bases comme le bicarbonate de sodium'”™® ou de
. 171 A e . . o
potassium'’' peuvent étre utilisées. Dans ce cas, les rendements en aminoacides protégés sont

sensiblement améliorés.

R o

0o R
base )J\ )\
COOH + ot ©Ao N"coon
I\ J

v
Cbz

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, CH;CO,H.

1 11 i,

S e H, / Pd HOY

T ~or “1?1 COOH —2——> Ph—CHj + o)é,rﬂ COOH —= H,N~ “COOH
N H H

—

2.3.4-Protection par ’anhydride phtalique et ’anhydride acétique

Dans notre laboratoire, les amino acides sont protégés par 1’anhydride phtalique en solution
dans 1’acide acétique glacial'’?, et par ’anhydride acétique dans les mémes conditions
opératoires (schéma 27).

Le choix de I’anhydre phtalique n’a pas été fait hasard, ce réactif est utilis¢ dans cette
protection pour deux raisons, premicerement parce qu’il est disponible dans notre laboratoire
et qui n’est pas onéreux, et deuxiemement, il présente une bonne stabilité dans les conditions
opératoires utilisées dans ce travail.

(0] (0]
R
R AcOH Glaciale N/
0O ——— >
N +
(0]
(o)
(o)
R AcOH Glaciale
e + anhydride acétique ——»
H,N /NH
R
Schéma 27
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3. Protections effectuées.

Le tableau suivant résume les conditions opératoires, les rendements obtenus et les méthodes

de purification des amino acides protégés :

Produit structure Conditions Purification Rendement
opératoires
0
N-phtalimido-B- N/\\ Anhydride Recristallisation 85%
alanine SooH phtalique, AcOH, | mélange eau-éthanol
o}
3 -reflux 2h “4:1)
0
N-acétyl-L- O)‘\OH Anhydride
proline N acétique, AcOH, Cristallisation dans le 88%
)\ -reflux 2h THF
CH,
d
4
N-phtalimido-L- i o Anhydride Recristallisation :
Phénylalanine di I phtalique, AcOH, | mélange eau-éthanol 94%
0 -reflux 2h 4:1
5
o COOH
N-phtalimido-L- N Anhydride Recristallisation:
tryptophane 5 ¢ phtalique, AcOH, | mélange eau-éthanol 92%
w —reflux 2h (4 :1) ou éther
6
HO,C
] )\E Recristallisation :
N-phtalimido-L- N , Anhydride mélange eau-éthanol 70%
tyrosine o) Q phtalique, AcOH, | (3:1)
- -reflux 24h
7
YO
HN.___CO,H Recristallisation :
N-acétyl-L- Anhydride mélange eau-éthanol 74%
tyrosine acétique, AcOH, | (4:1)
HO -reflux 2h
8
YO
HN CO,H Recristallisation :
N-acétyl-L- Anhydride mélange eau-éthanol 90%
phénylalanine acétique, AcOH, | (4:1)
-reflux 2h
1
0 Recristallisation :
N-acétyl-- )J\ COH Anhydride éther
alanine o acétique, ACOH, 88%
12 -reflux 2h
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4. Récupération de ’amine libre a partir du chlorhydrate de I’ester méthylique de la
L-leucine.

La récupération classique de I’amine libre a partir d’un chlorhydrate de I’ester méthylique de
I’amino acide est trés 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 trés efficace que nous avons développée dans notre laboratoire consiste a
traiter une suspension du chlorhydrate dans le THF anhydre avec un équivalent de
tri¢thylamine (TEA). Le mélange est agit¢ pendant 30min puis, on filtre le chlorure de
tri¢thylammonium et on évapore le filtrat pour récupérer I’amine libre.

NH,HCI  TEA, THF NH
R/ e . R/ 2

Dans notre cas I’amine libre de 1’ester méthylique de la L-leucine 13 (schéma 28) a été obtenu
avec un rendement de 90% a partir de composé 1.

NH,HCI NH,
TEA, THF
COZMe . COZMe
1 13
Schéma 28

5. Meéthoxylation de la fonction —OH de la L-tyrosine.

5.1-Conversion des alcools en fonction éther oxyde.

Le but d’une protection est de préserver une fonction intacte de toute réaction non souhaitée,
ce qui permet d’effectuer un certain nombre d’étapes de synthése et d’aménagement
focntionnel sur d’autres parties de la molécule. Ainsi, lors d’une ultime étape de déprotection,
on récupere, libre, la fonction protégée précédemment. Il apparait alors que les étapes de
protection et de déprotection sont des étapes qui doivent se dérouler avec des rendements
proches de 100% pour que le processus soit viable et économiquement rentable. Le tableau
suivant résume les déférentes méthodes de protection des alcools en fonction éther oxyde
ainsi que leur déprotection.
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Protection Déprotection

R H,C——= R—0—CH, HI : Température ambiante ‘ ‘
HBr : En chauffant ou BCl; (inconvénient c'est un
électrophile)
CF,COOH

3)

£ " s 0 F FeCl,
— 0 — 0-R 0O-R —2——» R-OH+
H

La protection ne résiste pas . H', anhydride acétique +
FeClg. BBI'g
Trityle "TrCI' CHs;COOH chaud

& La protection ne résiste pas : H . H' | H,O. [H,] catalytique
PhsC—Cl + R—OH ——~> R—0—CPh;

Meéthode sélective des alcools primaires par
rapport aux alcools secondaires.
Meécanisme de type Syl

R—OH + /\/Bf ﬂh— R\O/‘\/ tBUOK
DMSO H,0"
Rio™r R.g-™~ —— R-OH
RhCI(PPhy)s,

EtOH reflux 3h
[.a premiere étape réside dans l'isomérisation de la double
liaison. pour cela il existe deux méthodes. Puis 1'énol
vinylique est facilement hydrolysé en milieu acide.

5.2-Conversion en fonction éther benzylique

La protection est une réaction de substitution nucléophile classique et le meilleur solvant pour
cela reste le DMF. En ce qui concerne la déprotection, il existe plusieurs méthodes dont
notamment 1’hydrogénolyse ou bien encore I’action d’un acide de Lewis ou [’action des
métaux dissous (Na/NHjiiq -40°C).

%
H,0
oo @ %’" {Q_C(H%—R — = ¢ N _cH-0l + BOR = R—OH

m—‘ﬁl'—:l
Cl

La protection résiste aux bases, H', oxydants (pas tous), radicaux (pas tous), RMgX
La protection ne résiste pas a [H,] catalytique, BCls, acides de Lewis (FeCls, SnCly)

Cas du groupement PMB (paraméthoxybenzyle) : la déprotection de ce groupement se fait en
milieu aqueux ou biphasique a ’aide de CAN (donner le nom complet et la référence, idem
pour le schéma ci-dessous) ou bien par le DDQ (dichlorodicyanoquinone).
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5.3-Méthoxylation effectuée

Nous avons d’abord commencé par essayer la méthoxylation sur la L-tyrosine en utilisant le
diméthyle sulfate en présence de NaOH (schéma 29).

HoN HoN( W
(CH3),SO4 NaOH -
reflux 2h
HO (0] OH HO 0] OMe

Schéma 29

La réaction n’a pas bien marché et nous avons obtenu un trés faible rendement; par
conséquent, nous avons effectué¢ cette méthoxylation aprés protection de la fonction
amine (schéma 30). Et 13, le rendement s’est sensiblement amélioré.

O O
HN.__CO,H (CH),S0, NaOH HN.__CO,H
reflux 2h 90%
HO MeO
8 9
HO,C HO,C
O
Z (CH3),S0O4 NaOH 2
N 2 N 85%
reflux 2h
O @)
OH OMe
7 10
Schéma 30
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La méthoxylation sur les composés 7 et 8, réalisée aprés la modification mentionnée ci-
dessus, nous a permis d’obtenir les produits 9 et 10 avec des bons rendements.

6. DESCRIPTIF GENERAL POUR TOUS LES PROTOCOLES DE SYNTHESE

INDICATIONS GENERALES

Distillation des solvants

Les solvants anhydres sont préparés soit par distillation, en présence d’un desséchant juste
avant I’emploi, soit par conservation aprés purification sur tamis moléculaire 4A (200 - 300
mesh). Pour d’autres solvants, la distillation s’effectue sous atmosphére inerte, ou sous
pression réduite (16 mbar). L’éther éthylique et le toluene sont distillés sur sodium et
benzophénone, aprés coloration de cette derniére en bleu-roi. Le DMF, le CH,Cl, et
’acétonitrile sont distillés sur CaH,, tandis que la pyridine est distillée et gardée sur KOH.

Suivi des réactions et détection de produits

Lors des synthéses et purifications, la détection et I’avancement des réactions sont réalisés par
chromatographie analytique sur couche mince. Le support utilisé¢ est le gel de silice sur
support d’aluminium (MERCK DC - Autofolien Kiesegel 60 F,s4) et 1’élution est réalisée
avec diférents mélanges en proportions variables selon le cas: AcOEt - hexane, AcOEt -
cyclohexane, AcOEt - toluene, AcOEt - MeOH, CH,Cl, - Et,0, cyclohexane - CH,Cl, - Et,0.

La révélation est effectuée suivant quatre méthodes différentes (qui peuvent étre combinées) :

— observation en ultraviolet ;

— immersion de la plaque dans un mélange : éthanol - acide o-phosphomolybdique a 20%
dans 1’éthanol - H,SO4 a 96% (200 mL/5 mL/5 mL) ; séchage, puis chauffage jusqu’a
carbonisation des taches ;

— immersion de la plaque dans un mélange eau - H,SO4 a 96% - (NH4)4Ce(SO4)4.2H,0 -
(NH4)6M07024.4H,O (188 mL/12 mL/2,1 g/5,3 g), séchage puis chauffage jusqu’a
carbonisation des taches ;

— immersion de la plaque dans un mélange eau - NaOH a 5% dans I’eau - K,CO3; - KMnO,
(300 mL/5 mL/20 g/3 g), séchage puis jusqu’a disparition de la coloration rose des taches.

Purifications

-Chromatographie flash

Les séparations sont effectuées sur des colonnes en verre remplies de gel de silice ; ce dernier
est préparé en mélangeant la silice (GEDURAN SI 60, granulométrie 0,040 - 0,062 mm,
MERCK) avec I’hexane, le cyclohexane ou le CH,Cl,, selon le cas. Le brut est dissous dans
un minimum de solvant, ou adsorbé sur silice, puis déposé en téte de colonne. L’¢lution est
réalisée par passage d’un gradient d’éluant, sous pression d’air.
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Fabrication de CCM préparatives

Les CCM préparatives sont fabriquées a partir de plaques de verre de 20 x 20 cm, et du gel de
silice 60 GF;s4 (silice avec platre, référence MERCK 1.07730), dans des moules permettant
de déposer et d’égaliser 1’épaisseur de silice a 3,0 mm. Pour la fabrication de trois plaques
CCM, 160 g de gel de silice et 400 mL d’eau distillée sont agités treés vigoureusement. On
laisse reposer la suspension obtenue 10 min jusqu’a 1’obtention d’une pate beaucoup plus
épaisse ; cette dernicre est versée sur les plaques de verre disposées dans des moules.

Les moules sont ensuite dégazées en tapotant légérement dessus, ce qui permet également
I’égalisation de la surface de la silice. Les plaques sont laissées 6h dans leurs moules dans un
placard, a I’abri de la lumiére et des courants d’air. Elles sont ensuite démoulées, déposées sur
du papier absorbant, et on les laisse durcir de 12 a 16 heures a 1’abri de la lumicre et des
courants d’air. Les bords de la silice, sur la plaque de verre, sont ensuite coupés en biseau a
I’aide d’une régle. Enfin, les plaques finies sont placées dans une étuve a 85°C pendant 12 a
14 heures. Pour éviter toute craquelure sur la surface de silice, il est préférable, une fois les
plaques introduites dans I’étuve, de faire monter graduellement la température de I’étuve
jusqu’a 85°C, puis apres séchage, de laisser diminuer cette température avant de les sortir de
I’étuve.

Utilisation des CCM préparatives

Le brut réactionnel en solution est déposé sur la plaque CCM a I’aide d’un « pinceau »
fabriqué a partir de coton dans une pipette Pasteur. La plaque est alors disposée dans une cuve
contenant 200 mL d’¢luant, dans laquelle une des parois est entierement recouverte d’une
feuille de papier Joseph imbibée par le méme ¢€luant. L’¢élution est réalisée sur les 20 cm de la
plaque, la révélation se fait uniquement en ultraviolet.

Identification des composés

Point de fusion : Les points de fusion sont mesurés a I'aide d’'un appareil automatique
Biichi 535 (Laboratoire des Glucides-Amiens), les valeurs étant données sans correction,
ou avec un fusionometre digital de la série IA 9000 d’Electrotermal en utilisant des tubes
capillaires (Laboratoire COSNA).

Pouvoirs rotatoires (Laboratoire des Glucides-Amiens): Les pouvoirs rotatoires
spécifiques sont mesurés a l'aide d’'un micro-polarimetre digital Perkin-Elmer modele
343. La longueur d’onde utilisée est 589 mm (raie D du sodium). Les solutions sont
préparées par dissolution de 1 a 5 mg de produit dans 1 mL de méthanol ou de
chloroforme de grande pureté (pour HPLC). Les concentrations (c) sont exprimées en
grammes pour 100 mL de solvant.

Spectroscopie infrarouge : Les spectres dans l'infra-rouge ont été obtenus au Centre de
mesures du laboratoire COSNA sur un appareil Mattson Genesis II FTIR. Les échantillons
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étaient traités soit en solution dans le dichlorométhane (DCM) ou sous forme de
pastilles de KBr. Les principales fréquences d’absorption sont données en nombre
d’onde (cm1).

Spectrométrie de masse (Laboratoire des Glucides-Amiens) : Les spectres de masse sont
enregistrés sur un appareil simple quadrup6le (Micromass - Waters ZQ), équipé d’une source
¢lectrospray, sur un intervalle de masses de 0 a 4000 Da.

Les spectres de masse haute résolution sont enregistrés sur un appareil hybride quadrupdle -
temps de vol (Micromass - Waters Q-TOF Ultima Global) qui combine un analyseur
quadrupole (MS1), une cellule de collision et un deuxiéme analyseur (MS2) a temps de vol
(TOF). Le balayage est de 45 a 32000 Da en mode TOF-MS et de 40 a 40000 Da en mode
MS-MS. Cet appareil est équipé d’une source électrospray et d’une source MALDI.

Analyse RMN (Laboratoire de polyméres, Université d’Oran Es-Sénia, et Laboratoire
des Glucides-Amiens)

Les spectres RMN sont obtenus sur un spectrometre BRUCKER AG 300 MHz avec une
sonde QMP ('H, "°C, '°F, *'P) de 5 mm avec gradient, ou sur un spectrométre BRUCKER AG
500 MHz, équipé d’une sonde TXI ('H, "°C, °N) de 5 mm avec gradient pour les expériences
liquides, ou d’une sonde HRMAS de 4 mm pour les expériences solides.

Tous les composé€s sont caractérisés par acquisition et tracés de spectres en une dimension :
'H, 1C et DEPT 135. Les spectres °C sont enregistrés en découplage *C-'H par découplage
pulsé (CPD : Composite Pulse Decoupling). Les spectres DEPT (Distorsionless Enhancement
by Polarisation Transfer) sont obtenus a partir d’un programme permettant de répartir de part
et d’autre de la ligne de base, d’un co6té les groupements CH et CHj3, de l'autre les
groupements CH,, tout en supprimant des carbones quaternaires.

Nous avons également réalisé des acquisitions et tracés de spectres en deux dimensions en
vue d’obtenir des corrélations de type 'H-"H et 'H-""C. Les expériences les plus utilisées sont
la COSY (COrrelation SpectroscopY) pour déterminer les couplages 'H-'H, la HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) pour déterminer les couplages 'H-"C, et en cas
de difficultés ou d’ambigiiités, utilisation de I’expérience INADEQUATE 'H-'H et/ou de
I’expérience J résolue a été nécessaire.

Analyse élémentaire : Les microanalyses ont été effectuées sur un appareil (LECO CHN-
900).

- ¢étalonnage : acétanilide

- température four de réduction : 650°C

- température four oxydation : 1000°C

- gaz vecteur : hélium a une pression de 40 psi
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Partie expérimentale relative a la protection
des amino-acides

80



H-L-Leucine-OMe.HCI1 (1)

CIH.H,N
Solide blanc, Pf=153 °C ;
CO:Me Litt.% : Pf=151-153 °C.
[a]**/D +13°, ¢ =2 dans H,O.
CAS : 7517-19-3
C,H,,CINO,
MM.: 181,66

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit du méthanol (150ml) ; la solution est
refroidie a 0°C. On y ajoute goutte a goutte du chlorure d’acétyle (14,71ml). La solution est
agitée 5 min. Ensuite, la L-leucine (10g, 72,9mmol) est ajoutée en 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. 13,3 g (96%) du composé 1 sont
obtenus apres évaporation et séchage.

IR Vinay (KBr) em™: 1738,61; 2872,52; 2923,49; 2958,13; 3466,37.

H-B-alanine -OMe.HCI (2)

COOM ; — 104-106 ©
CliLH N/\/ e Sphde blanc, Pf=104-106 °C.
2 litt. : Pf=103-105°C.
C4H,,CINO, CAS :3196-73-4

MM: 139,58g.mol!

La synthése se déroule selon le méme protocole que pour la synthése précédente, mais avec
les proportions suivantes de réactifs :

Meéthanol : 150 ml ; Chlorure d’acétyle : 22,45 ml, B-alanine : 10g (72,9mmol ).
Apres séchage et évaporation finale du solvant, on obtient 15.2g (97%) du composé 2.

IR Vinay (KBr) em™: 1737.22, 2873.57, 2922.19, 2958.46, 3465.31.
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N-phtalimido-f-alanine (3)

N Solide blanc, Pf=138-140 °C ;

recristallisation éthanol-eau 1 :4.

o COOH

MM: 219.19 g.mol!

On distille I’anhydride acétique peu avant de commencer la réaction (eb=134°C). On
recristallise ensuite 1’anhydride phtalique dans cet anhydride acétique fraichement distillé.
Dans un bicol, on introduit la B-alanine (10g, /12,24 mmol). On ajoute I’anhydride phtalique
recristallisé (16,62g, 112,24 mmol), suivi d’acide acétique glacial (AcOH) (100 ml). On porte
a reflux pendant 2 h. On laisse refroidir et le produit cristallise a froid ; on filtre a la trompe a
eau en faisant des lavages avec I’eau froide pour entrainer AcOH. 20,9 g (85%) du composé 3
sont obtenus apres recristalisation dans un mélange eau-éthanol (4 :1).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 242.04 valeur calculée pour C1,HyNO4Na,
241.9 valeur trouvée.
IR Vipax (KBr) em’: 1063.85, 1712.67, 1770.67, 3205.87.

N-acétyl-L-proline (4)

o]

Solide blanc, Pf=117°C.
MCH Litt : Pf=115-117 °C.
| [ =-86 (c 1 ; EtOH).
O/‘\CHs CAS : 68-95-1
C;H;1NO3

MM: 157,17g.mol’!

Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit la L-proline (5g, 43,42mmol), I’anhydride
acétique (43,42mmol) dans I’acide acétique glacial (40ml), et on porte a reflux pendant 2h. On
chasse le solvant sous pression réduite a I’évaporateur rotatif. On obtient un produit pateux.
Une cristallisation dans le THF permet d’isoler 8,3g (88%) de cristaux blancs.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 180.16 valeur calculée pour C;H;;NOsNa,
179.9 valeur trouvée.

IR Vpay (KBr) em™: 3500-2500 (O-H acide), 1680 (C=0 acétyle), 1730 (C=O carboxyle).
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N-phtalimido-L-phénylalanine (5)

0 Solide blanc, Pf=162°C.
&N OoH [a]p? =-30.4 (c: 0.5, CHCls)
o 0}
C7H;3NOy

MM.: 295,29 g.mol ™!

Méme protocole que pour la synthése du produit 3, mais avec les proportions suivantes de
réactifs

- L-Phénylalanine : 10g (60,53mmol) ;
- Anhydride phtalique recristallisé 8,97g (60,53mmol) ;
- AcOH (100 ml).

A la fin, on obtient 17,9 g (94%) du composé 5 apres recristallisation dans un mélange eau
¢thanol (4 :1).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 318.07 valeur calculée pour C7H;3NO4Na,
318.1 valeur trouvée.

RMN-'H (8 : ppm, J: Hz, CDCL) : 3, 6 (d, 7,5, 2H), 5, 24 (t, 7,5, 1H), 7,25 (m, 5SH), 7, 79
(m, 4H), 9,71 (s, 1H).

IR Vinay (KBr) em™: 1669.00, 1748.75, 1771.95, 3269.29.

N-phtalimido-L-tryptophane (6)

Cﬁtz ) Solide jaune, Pf= 178 °C.
(0]

HN
C19H14N7O4
MM: 334,33g.mol’!

Premiére méthode : Méme protocole que ci-dessus, mais avec le L-tryptophane (5g,
24,48mmol) ; ’anhydride phatlique recristallisé (4,43g, 24,48mmol) ; AcOH (100 ml). 7,7 g
(92%) du composé 6 sont obtenus apres recristallisation dans un mélange eau éthanol (4 :1).
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Deuxiéme méthode: Méme protocole et méme concentrations des réactifs. Cependant, comme
la cristallisation prend beaucoup de temps, AcOH et une recristallisation dans 1’éther permet
d’isoler 6,9g (92%) de cristaux jaunes.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 357,32 valeur calculée pour C;oH;4N,O4Na,
357,3 valeur expérimentale.

RMN-'H (8: ppm, J: Hz, DMSO-d): 1,5 (s, 1H) 3,02 (d, 7.0, 2H), 4,3 (t, 7.00, 1H), 7,01
(m, 1H), 7,39 (m, 4H), 7,79 (m, 4H), 10,72(s, large, 1H).

IR Vpay (KBr) em™: 1707.51, 1742.75, 1778.46, 3284.37.

N-phtalimido-L-tyrosine (7)

HO,C
0 )\
N Solide blanc, Pf= 178 °C.
(6]
OH

C7H3NO5
MM: 311.28 g.mol!

Protocole identique a celui de la synthése de dérivés phtaloyles, sauf que le reflux est de 24h
avec une légere modification du processus de purification.

- L-tyrosine 10g (55, 19mmol).

- Anhydride phtalique recristallisé 8,17g (55,19 mmol),

- AcOH (100 ml).

- Reflux : 24 h. On chasse le solvant sous vide. Ensuite, on fait bouillir le produit dans
50ml d’eau (un trouble se produit), puis on ajoute goutte a goutte 1’éthanol a chaud
jusqu'a ce que toute la L-Ft-tyrosine passe en solution, puis on filtre a chaud. On laisse
se déposer le solide et on filtre a froid. Une recristallisation dans un mélange eau-
¢thanol (3-1) permet d’isoler 12g (70%) de composé 7.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 334.28 valeur calculée pour C;7H;3NOs,
334.3 valeur trouvée.

'H RMN (300 MHz, DMSO-dy) : 3, 33 (d, 7,6, 2H), 4.9 (t, 7,5, 1H), 5.05 (s, 1H), 6.53 (d,
7.8, 2H), 6.95 (d, 7.8, 2H), 7, 86 (m, 4H), 9,14 (s, 1H).

13C RMN (75,5 MHz, DMSO-dg) : 33.62, 53.68, 115.59, 123.84, 127.48 (2C), 130.08 (2C),
131.21 (3C), 135.40 (2C), 156.44, 167.44 (2C), 170.60.

IR Vyax (KBr) em™: 1725.16, 1694.64, 1771.78, 3360.82, 3663.42 (OH de phénol).
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N-acétyl-L-tyrosine (8)

(@]
HN -0 Solide blanc, Pf = 147-149°C.
litt : Pf= 149 °C.
Cas : 537-55-3
HO
C1Hi3NOy,

MM-=223.23 g.mol!

Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit la L-tyrosine (0,13 mol) et lanhydride
acétique (0,13mol) dans AcOH glacial (40ml) ; on porte a reflux pendant 2h. Ensuite, on
laisse refroidir le mélange et le solide cristallisé est filtré sous vide en faisant des lavages a
I’eau pour entrainer I’acide acétique.

On fait porte a reflux le produit dans 80ml d’eau jusqu’a I’obtention d’un trouble, puis on
ajoute goutte a goutte 1’éthanol a chaud jusqu'a ce que toute le solide passe en solution, puis
on filtre a chaud. On laisse cristalliser, on filtre a froid. Une recristallisation dans un mélange
eau-¢éthanol (4-1) permet d’isoler 21,4 g (74%) de composé 8.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 246.21 valeur calculée pour C;;H;3NO4Na,

246.2 valeur trouvée.

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

N-acétyl-L-tyrosine-OMe (9)

HN._ _CO,H

Solide blanc, Pf=203-205 °C.

MeO

C1oH sNOy
MM: 237,25g.mol’!

Synthése a partir du composé 8 :

Dans un bicol, on introduit la N-acétyl-L-tyrosine (2,82g, 11,89mmol) 8. On ajoute goutte a
goutte et sous agitation une solution de NaOH (3g de NaOH dans 25 ml d’eau). On ajoute
goutte a goutte, et durant 1h, du diméthylsulfate (2,46ml, 79,5mmol) avec une forte agitation.
On porte a reflux pendant 2h (une masse se forme).
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On refroidit dans la glace. On acidifie avec HCI concentré jusqu’a pH = 3. On dissout le
produit dans le dichlorométhane (DCM). On filtre le solide. On évapore le DCM. On séche
sur MgSQOy, on filtre et on évapore le solvant. Une recristallisation dans 1’ether permet
d’isoler 2,53 g (90%) de composé 9.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 260.09 valeur calculée pour C;,H;5sNO,Na,

260.1 valeur trouvée.

IR Vpax (KBr) em™: 3500-2500 (O-H de I’acide), 1682 (C=0 acétyl), 1731 (C=0 carboxyle).

N-phtalimido-L-tyrosine-OMe (10)

HO,C
e
N E
Q liquide jaune trés visqueux.
0
OMe
C15H15NO;5

MM: 325,32g.mol!

Synthése a partir du composé 7 : Dans un bicol, on introduit N-phtalimido-L-tyrosine (73,37g,
10,825mmol). On ajoute sous agitation et goutte a goutte une solution de NaOH (3g de NaOH
dans 25 ml d’eau) (le minimum pour dissoudre la N-phtalimido-L-tyrosine. On ajoute du
diméthyle sulfate (2,1 ml, 76,64mmol) goutte a goutte pendant 1h et sous une forte agitation.

On porte a reflux pendant 2 h (une masse se forme). On refroidit dans la glace. On acidifie
avec HCI concentré jusqu’a pH = 3. On dissout le produit dans le DCM. On filtre le solide, on
évapore le solvant. On séche avec MgSQOy, on filtre et on évapore le solvant.

> Obtention de 3 g (85%) du composé 10.
ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 348.31 valeur calculée pour C;3sH;sNOsNa,

348.2 Valeur trouvée.

'H RMN (300 MHz, CDCLy): 3.24 (d, 7,5, 2H), 3.73 (s, 1H), 4.85 (t, 7,6, 1H), 5.05 (s, 1H),
7.05-7.19 (m, 4H), 7.83 (m, 4H), 9,95 (s, 1H).

13C RMN (75,5 MHz, CDCl) : 33.85, 55.4, 56.11, 114.23 (2C), 127.32 (2C), 129.66 (2C),
131.8, 132.2 (2C), 133.12 (2C), 157.54, 167.68 (2C), 174.52

IR Vyax (KBr) em™: 1775.12, 174227, 1715.72, 1613.07, 1249.11 (O-Me).
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N-acétyl-L- phénylalanine (11)

Solide blanc, Pf=172-174°C.
HN_ _CO,H litt : Pf=171-173 °C.
[a]*/D +39.9°, ¢ = 1 dans le méthanol
litt [a]**/D +40.0°, ¢ = 1 dans le méthanol
Cas : 2018-61-3
Cy1H;3NO3,
MM=207.23 g.mol’!

Dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit 0,1 moles de L-phénylalanine, 0,1moles
d’anhydride acétique 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 a 1’eau pour entrainer 1’acide acétique.

On fait bouillir le produit dans 80ml d’eau (un trouble apparait), puis on ajoute goutte a
goutte 1’éthanol a chaud jusqu'a ce que toute la L-Ft-phénylalanine passe en solution, puis on
filtre a chaud. On laisse cristalliser et on filtre a froid. Une recristalisation dans un mélange
eau-¢thanol (4-1) permet d’isoler 18,2 g (88%) de compose 11.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 230.22 valeur calculée pour C;;H;3NO;Na,

230.1 valeur trouvée.

IR Vpax (KBr) em™: 3500-2500 (O-H de I’acide), 1681 (C=0 acétyl), 1732 (C=0 carboxyle)

N-acétyl-B-alanine (12)
o)

)J\ Solide blanc, Pf= 60-62°C ;
CO,H > 5
v Cas : 3025-95-4

CsHyNO;
MM: 131.13 g.mol!

Dans un bicol, on introduit 5g de B-alanine (52,/2mmol) dans 50 ml d’AcOH. On ajoute
5,73g d’anhydride acétique fraichement distillé (56, /2mmol) et on porte a reflux pendant 2 h.
Aprées évaporation du solvant, une recristallisation dans 1’éther permet d’isoler 7,6g (88%) du
produit 12.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 154.12 valeur calculée pour CsHoNO3Na,
154 valeur trouvée.

IR Vyax (KBr) em™: 3346,69 ; 3106,20; 1707,56 ; 1619,43.
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L-Leucine-OMe (13)

COMe Solide blanc, Pf= 178 °C.

C7H15N02
MM.: 145.2

Synthése a partir du composé 1 :

A une suspension de chlorhydrate de L-leucinate de méthyle (2g, 15,24 mmol) dans le THF
(30ml), on ajoute la tri¢thylamine (TEA) (1,3g, 16,77mmol, 1.1 equiv.) et le mélange est agité
pendant 1h. On filtre et on évapore le solvant pour récupérer 1’amine libre. Une
recristallisation dans I’ether permet d’isoler 2,53 g (90%) de composé 13.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z= 168,19 valeur calculée pour C;H;sNO,Na,

168,2 valeur trouvée.

RMN-'H (8: ppm, J: Hz, CDCL): 1,1 (d, 7.5, 6H), 1,83 (sl, 2H), 1.86 (m, 3H), 3.47 (d, 7.00,
1H), 3.71 (s, 3H).

BC RMN (75,5 MHz, CDCL3) : 22.41, 22.86 (2C), 42.98, 50.44, 51.93, 171.52.

IR Vpax (KBr) em™: 1738.26(C=0 de I’ester), 3379.63 (NH,).

Acide (R)-2-amino-3-(4-méthoxyphényl) propanoique (14)

HzN \\\\\\\\
:\L \O\ Solide blanc, Pf=136°C.
0) OMe

CoH3NO;
MM.: 195,22

HO

Dans un bicol, on introduit la L-tyrosine (/0mmol). On ajoute sous agitation et goutte a goutte
une solution de NaOH (3g de NaOH dans 25 ml d’eau). On ajoute du diméthyle sulfate
(2,1ml, 16 mmol) goutte a goutte pendant 1h de dans la solution précédente avec une forte
agitation. On porte a reflux pendant 2h (une masse se forme). On refroidit dans la glace. On
acidifie avec HCI concentré jusqu’a pH = 3. On dissout le produit dans le DCM. On filtre le
solide, on évapore le solvant. On séche avec MgSQy, on filtre et on évapore le solvant.

88



= Obtention de du composé 14 avec un rendement de 32%.

IR Vpax (KBr) em™: 1249.11 (O-Me) en plus par rapport au spectre de la L-tyrosine.
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CHAPITRE 11

SYNTHESE DES ANALOGUES DES
FRAGMENTS INFERIEURS (B-C-D) DE
LA CRYPTOPHYCINE
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1. STRATEGIES DE SYNTHESE

En nous basant sur le travail du groupe de Vinod F. Patel'”, nous nous sommes proposé de

synthétiser des analogues des fragments (B-C-D) par modification du fragment B, en utilisant
des amino acides différents de ceux de la structure naturelle (L-phénylalanine, L-proline, L-
tryptophane...). Ci-dessous dans la figure 38, est indiqué I’examen retro synthétique proposé.

\_0 N

O\
N

(0} H aw
Esterification / )J\/\ l
O INI O

( N\

0)

\\\\\ R

N
/OE: OI-IO Y W
O)]\/\N o)
H
.

Figure 38 : examen retrosynthétique

Par référence au travail de Vinod F. Patel et collaborateurs'” ainsi qu’a celui de Murakami et
collaborateurs, nous nous sommes fix¢ de synthétiser les dérivés semblables a ceux du
schéma 38, mais avec une liaison amide entre le fragment C et D. Ci-dessous dans la figure
39, est indiqué I’examen retro synthétique proposé.
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(0}
\\\\\\\\\\ R

U Epoxydation

Macrolactamisation

6

(o) \\\\\\\

JKA

Figure 39 : examen retro synthétique

Pour effectuer cette synthése, nous avons suivi deux chemins réactionnels. Le premier
(schéma 31) permet d’obtenir des analogues du fragment inférieur (B-C-D) et comporte
quatre étapes. Nous avons choisi la L-leucine comme réactif de départ. Le couplage de 1’ester
méthylique de la L-leucine avec N-phtalimido-B-alanine ou n-acétyl- B-alanine donne le
dipeptide protégé. Ensuite, le dipeptide déprotégé est couplé avec différents amino acides
pour générer un tripeptide dont on libére la fonction acide pour la coupler finalement avec le
fragment A.
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NH,

0 0 OMe/ o OMe
N 0
* COOMe_’ )k/\ ¢ )K/\
N N _—
o COOH H E NH,
o
0
N ‘\‘\\\\\\R
0 *
HO™ O
o e}
N \\\\R
1) OH o Y N L\\“\\\\\\\ R O. OM (e) K I\\m\\
J\/\ N)I\/\N 0
Schéma 31

Nous avons suivi le méme chemin réactionnel décrit auparavant, en partant de 1’acide L-
leucique comme produit de départ pour avoir d’autres analogues du fragment inférieur (B-C-
D) (schéma 32).

OH
o O M 0 OMe

(0]
N/\ " COOMe_» )k/\ ¢ )J\/\
O N —_—
o, COOH S o N

(0]

N “\\\\\\\R
0 *
Ho” O

0 (0]
\\\\\\\ R

0. OH N \\\\\\\\\\ R 0. oM 8 & AN W
J\ﬂ ) N~ 70
0 N o E H

Schéma 32

Le deuxiéme chemin réactionnel pour obtenir des analogues du fragment inférieur (B-C-D)
comporte quatre étapes (schéma 33). Premiérement, nous avons commencé par la préparation
des différents dipeptides ; ensuite, la libération de la fonction acide de ces dipeptides permet
de les coupler avec I’ester méthylique de la L-leucine. Enfin, on libére la fonction acide de ces
tripeptides pour les coupler avec le fragment A de la cryptophycine.
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Schéma 33.

Comme dans le cas précédent, 1’acide L-leucique a été choisi comme réactif de départ afin de
concrétiser le schéma 34.

(0]
0 N \\\\\\\\ R
w\! \\
N \\“\\\\ R H)N o \\\\\\\
o W + _— )J\/\
COOMe J\ﬂ
HO 0
OH
COOMe
(0]
N \““\\\\ 0. OMe N \\\\\\\\\\\\ R
L I ) L
)k/\
)k/\ o N 0

Schéma 34

2. Couplage peptidique

Les aminoacides sont utilisés lors de la synthése 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) sont aussi utilisés. Parfois, on ajoute aussi au milieu
réactionnel N-hydroxybenzotriazole (HOBt) afin d'éviter toute épimérisation des centres
stéréogenes.
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EDC HOBt
YA o
Et—N=C=N—(CH,)3—NMey.HC| == n cr- N
23 2- )\ \
N7 OSNTTS N
H N

Le mécanisme d’application dans ce cas est le suivant :

H _
0 @ N S i 0 H
H - RaNH2
R—{ + Et—N=C=N—(CH,);-NMe,HCl —= Et ATy Rz R-ﬁ(@ + Et/”\lfﬁ\;’
Q e
% ]

OH =} o -
l?[r }'._| w0
; l
O H
R4+ NN
HN—R> Y

3. Synthese de 2-(3-N-phtalimido-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (15)

Le couplage de la N-phtalimido-B-alanine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de la L-
leucine dans le dichlorométhane en utilisant le DCC et la triméthylamine pour libérer la
fonction amine in situ (schéma 35), conduit au dipeptide 15. Cette maniére de procéder évite
I’isolation de I’ester avec la fonction amino libre, pour la condenser ensuite avec le groupe
carboxyle de la phtalimido alanine.

NH;CI //»/ﬁ
COOMe

0
O« N d
N/w DCC, TEA
+ COOMe—————» 0
DCM., 24h
,  COOH

15

Schéma 35

Le tableau suivant résume les différents essais réalisés pour effectuer la réaction, avec
mention des rendements en fonction de nombre d’équivalents de TEA.

.....................................

.....................................

.....................................

..................................................................................

95



Par la suite, nous avons reconduit la méme réaction avec I’amine libre de I’ester méthylique
de la L-leucine 13 au lieu de chlorhydrate de I’ester méthylique. On a obtenu le produit 15, le
2-(3-N-phtalimido-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle avec un bon rendement
(schéma 36).

NH,

Q
COOMe
N
/ﬁ i COOMe™ oM, 24n
,  cooH

Schéma 36

4. Syntheése du 2-(3-N-acétyl-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (16)

Le couplage de la N-acétyl-B-alanine avec le chlorhydrate de 1’ester méthylique de L-leucine
dans le dichlorométhane en présence du DCC est effectué¢ en utilisant 5 équivalents de
triméthylamine pour libérer I’amine libre in situ. On obtient le produit 16 avec un bon
rendement (schéma 37).

o NH;CI Wﬁ
NH COOMe

0
)\N oM DCC, TEA 0
e—>
H,C H * DCM, 24h, .
COOH 3
16
Schéma 37

Le méme processus est reconduit avec I’amine libre de 1’ester méthylique de L-leucine 13
pour conduire au produit 16 avec un bon rendement (schéma 38).

NH,
H
3 [
)\N DCC (0) NH COOMe
H,C H

o
+ COOMe—r o 2an

COOH HsC

16

Schéma 38

5. Synthése de ’ester méthylique de I’acide L-leucique (41)

Deux voies de synthése sont développées pour obtenir le produit final 41. Dans la premicre,
I’estérification de la L-leucine est effectuée en présence du chlorure d’acétyle dans le
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méthanol. Dans 1’étape suivante, I’action du NaNO; sur le composé 1 n’affecte que la fonction
amino de I’ester méthylique, tout en préservant la stéréocimie du produit de départ. Le produit
41 a été obtenu avec un bon rendement global (schéma 39).

H,N CIHH,N OH
0
CO,H )j\Cl CO,Me CO,Me
—_— -
MeOH 1 41
Schéma 39

Dans la deuxieéme voie, I’action du NaNO, sur le composé 1 ne peut affecter que la fonction
amine, ce qui permet d’accéder a I’acide L-leucique avec un bon rendement. Dans 1’étape
suivante, 1’estérification de la L-leucine est réalisée avec le chlorure d’acétyle dans le
méthanol pour obtenir le produit 41 avec un bon rendement global (schéma 40).

H, OH

stO4 NaN02 Cl
CO,H MeOH CO,Me

41

Schéma 40

6. Synthése du 2-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoyloxy)-4-méthylpentanoate (42)

La N-phtalimido-B-alanine (3) est couplée avec le (R)-2-hydroxy-4-méthylpentanoate 41 de
méthyle dans le dichlorométhane en utilisant le DCC comme agent de couplage pour donner
le produit 42 avec un rendement de 86% (schéma 41).

//»/O
O N 0 COOMe
Me—>
€00 DCM, 72h ©
COOH

42

Schéma 41
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7. Déprotection de groupe phtalimido

Sous I’action de I’hydrazine (NH,NH;) sur le phtalimide on peut libérer I’amine selon le
mécanisme ci-dessous :

"

0
S T\

\NR T,

A~ HPNH

|\
0

8. Hydrolyse de la fonction ester

L'hydrolyse d'un ester est la réaction inverse de 1’estérification de Fischer. Elle conduit a
un acide carboxylique ou un ion carboxylate et un alcool. En I'absence de catalyse, 1'état
d'équilibre est atteint au bout d'un temps trés long. Comme un catalyseur catalyse aussi bien la
réaction directe que la réaction inverse, on peut utiliser les mémes catalyseurs que pour
l'estérification. Le plus simple est I'ion H'. En milieu acide, on obtient 1'acide carboxylique.
La transformation conduit a un équilibre :

0 o

)J\ A+ H LY )J\ + R'—0H

3 o R oH

En milieu basique, le produit final est l'ion carboxylate. Les ions OH ne sont pas des
catalyseurs car ils sont consommés dans la réaction. La transformation est totale :

0

0
)J\ AR o — R)J\O' + R—OH

R 0

L'hydrolyse des esters en milieu acide suit habituellement un mécanisme AAC2. 1l s'agit de la
réaction inverse de 1'estérification de Fischer.

0

0
+
/\)J\le/ + H:0 oH + CHa0H

2
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Certains esters comme le 2,4,6-triméthylbenzoate de méthyle ou mésitoate de méthyle sont
hydrolysés en milieu acide selon un mécanisme AACI.

Le mécanisme habituel de I'hydrolyse basique des esters est de type BAC2. Les étapes sont
les suivantes :

e addition de l'ion hydroxyde sur le groupe carboxyle de l'ester avec formation d'un
intermédiaire tétraédrique. Cette étape bimoléculaire est cinétiquement déterminante.
Comme les ions hydroxyde sont de bien meilleurs nucléophiles que l'eau, la
saponification est plus rapide que I'hydrolyse :

10l ol

I
\/ IOH

e fragmentation de l'intermédiaire tétraédrique avec élimination d'un ion éthanolate ;
ID‘ID [0}
_ — _ .+ CHI
/\\ 5 - )J\ TH B

e déprotonation de l'acide carboxylique par l'ion éthanolate avec formation d'un ion
carboxylate. Cette réaction quantitative rend la transformation globale totale.

121 [l

4 CHl ——= )J\_— + CHyOH
)J\OH 3 ol =

9. Premiere voie de synthése des analogues du fragment inférieur (B-C-D)
9.1-Synthése des composés 28, 29, 30, 31, 32, et 33.

Le premier chemin (schémas 42 et 43) permet d’obtenir des analogues du fragment inférieur
(B-C-D) et comporte trois étapes avec des bons rendements globaux. Le couplage de la N-
phtalimido-B-alanine (2) avec le chlorhydrate de 1’ester méthylique de L-leucine (1) dans le
dichlorométhane en présence de DCC et de la triméthylamine conduit au produit 15 avec un
rendement de 90%. Sous Dl’action de [I’hydrate d’hydrazine sur le produit 15 dans le
dichlorométhane, on récupere le produit 17 avec un rendement de 86%. Puis, le couplage de
ce dernier avec les composés 5, 10, 6, 4, 11, et 9 dans le dichlorométhane en présence de DCC
conduit aux produits correspondants 28, 29, 30, 31, 32, 33 avec des rendements respectifs de
92,93.5, 90, 94, 97 et 92.5% (schéma 42).
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Ces mémes produits 28, 29, 30, 31, 32, 33 sont obtenus avec des rendements globaux
respectifs de 71.2, 72.37, 69.66, 72.75, 75.1, et 71.6% a partir de la N-phtalimido-B-alanine 2.

NH;CI

COOMe -
COOH

17

17

17

17

17

17

[

+  N-phtalimido-L-phénylalanine 5

+ composé 10
+ composé 6
+ composé 4
+ composé 11
+ composé 9

92%

93,5%

92,5%

¢)0Me b HZN C)OMG

Eﬂw L0
EJ\A L,

OMITQ

\
1LY

oo

TZ

0)

O« _OMe HNC - &
i LU
NJ\/\N 0
H H 32
\fo
Ox-OMg Hl\l .
H)k/\g O\©\OMC
33

Schéma 42: (a) DCC, TEA, CH,CL,, TA, 90%; (b) NH,NH, CH,Cl,, TA, 86%; (c) DCC, CH,Cl.
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9.2-Synthése des composés 44, 45, 46, 47, et 52.

Nous avons suivi le méme chemin réactionnel décrit auparavant, en partant de 1’acide L-
leucique comme produit de départ pour avoir d’autres analogues du fragment inférieur (B-C-
D) (schéma 43). Le couplage de la N-phtalimido-B-alanine 2 avec le (R)- 2-hydroxy-4-
méthylpentanoate de méthyle 41 dans le dichlorométhane donne le produit 42 avec un
rendement de 86%. L’hydrate d’hydrazine convertit ce dernier en 43 avec un rendement de
83%. Puis le couplage de ce dernier avec les composés 5, 10, 6, 4, et 9 dans le
dichlorométhane en présence de DCC donne les produits 44, 45, 46, 47, et 52 avec des
rendements respectifs de 86, 79, 90, 95 et 94% (schéma 43).

Les produits 44, 45, 46, 47, et 52 sont obtenus avec des rendements globaux respectifs de
61.38, 56,4, 64.2, 67.81, 67.1% a partir de la N-phtalimido-p-alanine 2.

OH
(0] 0]
N a O N o COOMeb H2N COOMe
+ COOMe__,. 0
o COOH
2 41 42

43 4+  N-phtalimido-L-phénylalanine 5 ; E )]\/\ \©

86%

N

¢ O OMe o W
43 + composé 10 . 0O }
79% )J\/\ O M
0 45O e
43 + composé 6 o )1\/\ 0 N

¢ O O At
43 + composé¢ 4 > )K/\
O

47
(0]
(0) OMe HN_
i I L
composé 9 ¢ )K/\
43 + P 0 N OMe
94% H 52

Schéma 43: (a) DCC, TEA, CH,CL,, TA, 86%; (b) NH,NH, CH,Cl,, 83%; (c) DCC, CH,CL,, TA,
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Deuxiéme voie de synthése des analogues du fragment inférieur (B-C-D)

10.1-Synthése des composés 28, 29, 30, 31, et 32

Le deuxieme chemin réactionnel pour obtenir des analogues du fragment inférieur (B-C-D)
comporte trois étapes (schéma 44). Premi¢rement, le couplage des composés 5, 10, 6, 4, et 11
avec le chlorhydrate de 1’ester méthylique de P—alanine dans les mémes conditions
opératoires décrites ci-dessus donne les produits 19, 18, 21, 22, et 20 avec des rendements
respectifs de 76, 70, 76, 80 et 85% (schéma 44). Sous I’action d’une solution aqueuse 0,2M
d’hydroxyde de lithium sur les produits 19, 18, 21, 22, et 20 dans un mélange THF/eau (2/1),
on récupere les produits 24, 27, 25, 26, et 23 avec des rendements respectifs de 46.3, 78, 73,
52 et 41% (schéma 44).

e

19

s 4

a
COOMe_a b 0o 0
/é?i N 0 L\O\—’W J~ /L\Q
~ )I\/\ o HO N° 70 OMe

OMe H

0}
HN b HN

Y COOMe a W S\
HN COH + ClH.HZN/\/ T o L\@ e (0] N
85% )]\/\ 41% )j\/\
2 \O E (6] HO E (6]
20 23

Schéma 44: (a) DCC, TEA, CH,Cl,, TA, (b) LiOH 0.2N, THF-H,O, TA.
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Ensuite, le couplage des composés 24, 27, 25, 26, et 23 avec le chlorhydrate de 1’ester
méthylique de L-leucine 1 dans les mémes conditions opératoires décrites ci-dessus donne les
produits 28, 29, 30, 31, et 32 avec des rendements respectifs de 54, 74, 70, 62.5 et 71.4%
(schéma 45).

De cette maniére les produits 28, 29, 30, 31, et 32 sont obtenus avec des rendements globaux
respectifs de 19, 40.4, 38.83, 26, et 24.88% a partir de I’ester méthylique de B—alanine.

0 NH;Cl
OMe \\\\
W
j\ \O COOMe )K/\
4%
)K/\ N
H
0 NH;Cl
3 O \\\\
\\\\
COOMe /\k/\
)]\/\ 4% E OMe

0 NH,CI
N +
0o o COOMe J\A
)]\/\ / 70%
HO N 0O N
H H 1

30
NH;CI
>/ N/ﬁ * COOMe ""\“
)CI)\i\ i‘“\“ 62 e )k/\
HO N o 1
26 H
o NH;Cl
Y W\
o HNL\\Q + COOMe 7o J\/\ L\O
HO)I\/\N 0 1
}21 s 32

Schéma 45: DCC, TEA, CH,Cl,.
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10.2-Synthése des composés 44, 45, 46, et 47.

Le couplage des composés 24, 27, 25, et 26 avec le composé 41 dans les mémes conditions
opératoires décrites ci-dessus donne les produits avec des rendements respectifs de 77, 74,
68, 82% (schéma 46). De cette maniere les produits 44, 45, 46, et 47 sont obtenus avec des
rendements globaux respectifs de 27.1, 40.4, 39.7, et 34.1% a partir de I’ester méthylique de

la f—alanine.

O

N

0
Vi OH
(0] OMe AW
N W 0 O ™
O o0 ) COOMe —> M
7% 0 N 0
HO N7 o H
H 41
24

(0]
/7 OH o
(¢ N W 0 o «
(0] COOMe _ )K/\
% O N (6] OMe
HO N (0] OMe H
H 41

27

45
0
0 OH
Os__OMe N
N . O 0
0 o0 COOMe - )k/\ /

] Wi PNt N Sy

HO N7 0 N H H
H H 41 46

(§] >
: + (0] O  N\.w Wi
o O N\ it COOMe —_—
82%
)I\/\ O E O

Schéma 46: DCC, TEA, CH,CL.

10.3-Synthese des composés 34, 35, 36, 37, 38, et 39.

Par I’action de d’hydroxyde de lithium 0.2M sur les composés 28, 29, 30, 31, 32, et 33 dans
un mélange THF/eau (2-1), les composés 34, 35, 36, 37, 38, et 39 sont obtenus avec des
rendements respectifs de 88, 88, 83, 84, 82, et 82% (schéma 47).
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Schéma 47

10.4-Synthese des composés 48, 49, 50, 51, et 53

Par I’action de d’hydroxyde de lithium 0.2N sur les composés 44, 45, 46, 47, et 52 dans un
mélange THF/eau (2-1), les composés 48, 49, 50, 51, et 53 sont obtenus avec des rendements

respectifs de 81, 87, 83, 84, et 78% (schéma 48).
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Schéma 48
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Partie expérimentale relative a la synthése
des analogues du fragment (B-C-D) de la
cryptophycine.
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2-(3-N-phtalimido-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (15)

//»/H
N
O, N COOMe

? > o ° Solide blanc, Pf=150-152°C.

C13H3,N,05
MM.: 346,38 g.mol™!

Procédé A

Synthése a partir des composés 1 et 3 :

Dans un bicol refroidi a 0°C, on mélange la N-phtalimido-B-alanine 3 (8,44g, 38,53 mmol) et
le chlorhydrate de L- leucinate de méthyle (7 g, 38,53 mmol) dans le DCM. On ajoute la TEA
(20ml; 192,65mmol; 5éq). Une solution de dicyclohyexylcarbodiimide (DCC)
(7,95g, 38,53mmol) dans le DCM (20ml) est additionnée goutte a goutte sous une forte
agitation. Le mélange est agité a 0°C 1h, puis 24h a température ambiante. A la fin la
dicyclohexylurée (DCU) formée est éliminée par filtration. On seéche, on filtre puis on évapore
le solvant. Une recristallisation dans 1’ethanol permet d’isoler 12 g (90%) de composé 15.

-2 28
s e
B pa e
L -2 N A
g g

Procédé B

Synthése a partir des composés 3 et 13 :

Dans un bicol refroidi a 0°C, on mélange la N-phtalimido-B-alanine 3 (8,44g, 38,53 mmol) et
I’ester méthylique de L-leucine 13 (38,53 mmol) dans le DCM. On ajoute la TEA pour
solubiliser la N-phtalimido-B-alanine 3. On maintient la température a 0°C grace a un bain de
glace. Une solution de DCC (7,95g ; 38,53mmol) dans 20ml de DCM est additionnée goutte a
goutte avec une forte agitation durant 1h a 0°C, puis 24h a température ambiante. A la fin la
DCU formée est €liminée par filtration. On seche, on filtre puis on évapore le solvant. Une
recristallisation dans 1’éthanol permet d’isoler 10,54 g (79%) de composé 15.

ES-LRMS [M+Na] m/z=369.37 valeur calculée pour C;sH2,N,OsNa,
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369.3 valeur trouvée.

IR Vnax (KBr) em™: 1531.44, 1657.90, 1681.41, 1771.98, 3320.09 (-N-H)

2-(3-N-acétyl-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (16)

H
N
OTN/H/>/ coone Solide blanc, Pf=154°C.
C12H22N204
MM.: 258.31 g.mol!
Procédé A

Synthése a partir des composés 1 et 12 :

Dans un bicol refroidi a 0°C, on mélange la N-acétyl-pB-alanine 12 (0,3 mol) et I’ester
méthylique de L-leucine.HCI 1 (0,3 mol) dans le DCM. On ajoute la TEA (1,5 mol, 5¢q) et on
refroidit a 0°C dans un bain de glace. Une solution de DCC (0,3 mmol) dans 20ml de
dichlorométhane est additionnée goutte a goutte avec une forte agitation durant 1h a 0°C,
puis 24h a température ambiante. A la fin, la DCU formée est éliminée par filtration. On séche
le filtrat, le filtre puis on le débarrasse du solvant. Le solide qui se dépose est recristallisé dans
I’ethanol, ce qui permet d’isoler le composé 16 avec un rendement de 95%.

Procédé B

Synthése a partir des composés 12 et 13 : Dans un bicol a 0°C, on mélange la N-acétyl-p3-
alanine 12 (0,/ mmol) et I’ester méthylique de L-leucine 13 (0,/ mmol) dans le DCM. On
refroidit a 0°C dans un bain de glace. Une solution de DCC (0,1 mmol) dans 20ml de
dichlorométhane est additionnée goutte a goutte avec une forte agitation. Le mélange est agité
a4 0°C 1h, puis 24h & température ambiante. A la fin la DCU formée est éliminée par filtration.

On seche, on filtre puis on évapore le solvant. Une recristallisation dans 1’éthanol permet
d’isoler le composé 16 avec un rendement de 98%.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 281.3 valeur calculée pour Ci,H;,N,O4Na,

281.3 valeur trouvée.

IR Vyax (KBr) em™: 3300,13 ; 1743,53 ; 1687,27 ; 1653,52 ; 1215,75
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(R)-méthyl 2-(3-aminopropanamido)-4-méthylpentanoate (17)

H COOMe

N
HzN\/\‘( liquide jaune trés visqueux.

o

C10H20N203
MM : 216.28 g.mol™!

Synthése a partir du composé 15 :

On ajoute sous agitation 2,1 ml d’hydrate d’hydrazine (2,14g, 2 equiv.) a une solution de 7,8¢g
(21,4mmol) de 2-(3-N-phtalimido-propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle 15 dissous
dans un mélange de DCM et de méthanol (1/1, 40ml), a température ambiante pendant une
nuit. On filtre et on évapore le mélange pour obtenir un solide. On ajoute 5 ml d’eau distillée,
puis le résidu est alcalinisé a pH=11 avec une solution de NaOH a 0,1M, et extrait avec le
DCM. On obtient 4g (86%) de composé 17.

ES-LRMS [M+Na] m/z= 239.27 valeur calculée pour C;oH20N,03Na,

239.2 valeur trouvée.

"H RMN (300 MHz, CDCl3) : 0.99 (d, 7.1, 3H), 1.03 (d, 7.1, 3H), 1.36-1.98 (m, 3H), 2.1 (s,
2H, NH,), 2.20-2.99 (m, 4H), 3.86 (s, 3H), 4.20 (t, 7.5, 1H), 7.90 (d, 6.8, 1H, NH).

BC RMN (75,5 MHz, CDCLy) : 24.84, 25.41, 25.85, 32.24, 36.17, 40.91, 44.02, 50.68,
162.54, 176.84.

IR Vyay (KBr) em™: 1648.97, 1685.46, 1534.60, 3298.72 large (-N-H et NH,)
3-(2-N-phtalimido-2-méthoxybenzyl-acétamido)propanoate de méthyle (18)

Q\fc’

C2H3»N,04
MM : 410.42 g.mol!

Synthése a partir des composés 2 et 10 :

Dans un ballon, on introduit a 0°C la N-phtalimido-L-tyrosine-OMe 10 (1,5g; 4,61 mmol) et
le chlorhydrate de 3-aminopropanoate de méthyle 2 (0,64g; 4,6/mmol) dans 30ml de
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dichlorométhane, on ajoute la triéthylamine (3,27ml ; 23,5mmol ; 5éq) goutte a goutte avec
une forte agitation. Une solution de DCC (0,95g ; 4,6/mmol) dans 10ml de dichlorométhane
est additionnée goutte a goutte avec une forte agitation. Le mélange est agité de 0°C jusqu'a
température ambiante pendant 3 jours. A la fin, la DCU formée est éliminée par filtration et le
solvant est évaporé. 1,32 g (70%) du composé 18 sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 433.41 valeur calculée pour C;7H;3NO,Na,
433.3 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) cm™: 3417,97(N-H amide), 1651,90 (C=0 amide), 1715,69 (C=O ester),
1732,35 (C=0 phtalimido).

3-(2-N-phtalimido-2-méthoxybenzyl-acétamido)propanoate de méthyle (19)

Q\f"
o Nj;\\O Solide blanc, Pf=114°C.
AL

C21H20N205
MM : 380.39 g.mol!

Synthése a partir des composés 2 et 5 : synthése identique a celle du composé 18 avec :

- 2,5 g (8,46 mmol) du composé 5,

— 1,18 g (8,46 mmol) de composé 2,

— 60 ml de DCM,

= 3,1 ml (42,3 mmol, 5¢q) de TEA,

— 1,71 g (8,46 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— Cristallisation dans I’éther.

= Obtention de 4,35 g (76%) du composé 19.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 403,38 valeur calculée pour C;;HoN,O4Na,

403,3 valeur trouvée.

IR vpay (KBr) em’: 3391,31 (N-H amide), 1651,55 (C=0O amide), 1717,81 (C=0 ester),
1773,30 (C=0 phtalimido).
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3-(2-Benzyl-2-N-acétyl-acétamido) propanoate de méthyle (20)

(o}

HN o
0 Solide blanc, Pf= 88°C.
\OM”J\O\O

CsH3oN,04
MM : 292,33 g.mol!

Synthése a partir des composés 2 et 11 : synthése identique a celle du composé 18 avec :

— 2,96 g (14,32 mmol) du composé 11,

— 2,00 g (14,32 mmol) de composé 2,

— 60 ml de DCM,

— 5,26 ml (71,6 mmol, 5éq) de TEA,

— 2,95 g (14,32 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— Cristallisation dans 1’éther,

> Obtention de 3,55g (85%) du composé 20.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 315,32 valeur calculée pour C;sHo)N,O4Na,
315,3 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3259,86(N-H amide), 1639,07(C=0 amide), 1669,15(C=0 acetyl),
1738,83(C=0 ester).

3-(2-N-phtalimido-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)propanoate de méthyle (21)

o 4 I\[Q Solide jaune, Pf=107°C.
\o)l\/\” o N
H

C3H,1N305
MM .: 419,43

Synthése a partir des composés 2 et 6 : synthese identique a celle du composé 18 avec :

— 4,78 g (14,32 mmol) du composé 6,
— 2,00 g (14,32 mmol) de composé 2,
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— 60 ml de DCM,

— 5,26 ml (71,6 mmol, 5éq) de TEA,

— 2,95 g (14,32 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— Cristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 4.8g (80%) du composé 21.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 442,42 valeur calculée pour C,3H;;N305Na,
4423 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3343,75 (N-H amide) 1649,32 (C=0 amide) 1715,86 (C=O ester)
1772,87 (C=0 phtalimido).

3-(2-N-phtalimido-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)propanoate de méthyle (22)

=
o 4 :\L Solide blanc, Pf = 148°C.
Meo)k/\” (@]

C11H3N,04
MM : 242,27

Synthése a partir des composés 2 et 4 : syntheése identique a celle du composé 18 avec :

— 2,25 g (14,32 mmol) du composé 6,
— 2,00 g (14,32 mmol) de composé 2,
— 60 ml de DCM,
— 5,26 ml (71,6 mmol, 5éq) de TEA,
— 2,95 g) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— Cristallisation dans I’éther.
> Obtention de 2,78 g (80%) du composé 22.
ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 265,26 valeur calculée pour C;1HsN,O4Na,

265,26 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3394,99 (N-H amide), 1617,95 (C=0 amide), 1715,51 (C=0 acétyle),
1734,47 (C=0 ester)
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Acide-3-(2-benzyl-2-N-acétyl-acétamido)propanoique (23)
\fo
HN N
SPae
Ho)k/\H o Solide blanc, Pf=137°C

Ci4H3sN,04
MM : 278.3 g.mol’!

Synthése a partir du composé 20:

A une solution de de 3-(2-benzyl-2-N-acétyl-acétamido) propanoate de méthyle 20 (1g, 3,42
mmol, 1 équiv.) dans un mélange de THF/eau (2/1) refroidi a 0°C, sont ajoutés 172,2mg
(4,104mmol, 1,2 équiv.) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (0,2M). Apres une
nuit d’agitation a température ambiante, sont additionnés 5Sml d’une solution aqueuse d’HCl
IN. La solution est alors extraite trois fois avec 50 ml d’acétate d’éthyle puis la phase
organique est séchée, filtrée et évaporée sous pression réduite. Une recristallisation du produit
dans 1’éther permet d’isoler 0,38g (4/%) du composé 23.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 301.29 valeur calculée pour C4H;sN,O4Na,
301 valeur trouvée.

IR Vinay (KBr) em™: 3293,14 ; 3030,57; 1713,50; 1650,55 ; 1231,52.

Acide-3-(2-benzyl-2-N-phtalimido-acétamido) propanoique (24)

(0}

/
N O
o] 0 o
J L\O Solide blanc, Pf=107°C
HO H (0]

C,0HsN,05
MM : 366.37 g.mol!

Synthése a partir du composé 19: synthése identique a celle du composé 23 avec :

— 1,00 g (2,62 mmol, 1 éq.) du composé 19,

— 15 ml d’une solution THF/eau (2/1),

— 15,75 ml (3,15 mmol, 1.2éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (0,2M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,
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— Cristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 0,44 g (46,3%,) du composé 24.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 389.36 valeur calculée pour Cy0H 3sN,OsNa,
389.1 valeur trouvée.

IR Vpay (KBr) em™: 30361,73(N-H amide), 1663,35(C=0 amide), 1714,19(C=0 acide),
3282,26(0-H acide). 1232,60(C-0O-C).

Acide-3-(2-N-phtalimido-3-(1H-indol-3-yl)propanamido) propanoique (25)

; o

N

o O . .

Q_Q Solide jaune, Pf=109°C
HO N 0] H

Cy,H9N305
MM .: 405.4

Synthése a partir du composé 22:

La synthese est identique a celle du composé 23 avec :
— 1,00 g (2,38 mmol, 1 éq.) du composé 22,
— 15 ml d’une solution THF/eau (2/1),
- 0,12 g (2,86 mmol, 1.2éq) de LiOH, dans une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium
(0,2M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,
— Cristallisation dans 1’éther.
— Obtention de 0,7 g (73%,) du composé 25.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 428.39 valeur calculée pour C,,H9N,OsNa,
428.3 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3057,67(N-H amide), 1624,85(C=0 amide), 1713,67(C=0 acide),
3359,28 (O-H acide), 1771,78(C=0 phtalimido).
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Acide-3-(1-acétylpyrrolidine-2-carboxamido)propanoique (26)

Solide blanc, Pf=107°C

C1{H;gN, 04
MM : 242,27

Synthése a partir du composé 21:

La synthese est identique a celle du composé 23 avec :
= 29¢g (11,97 mmol, 1 éq.) du composé 21,
— 15 ml d’une solution THF/eau (2/1),
— 0,6 g (14,36 mmol, 1.2¢q) de LiOH, dans une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium
(0,2M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,
— Cristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 1,4 g (52%) du composé 25.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 251.23 valeur calculée pour C;oH;sN,O4Na,

251.2 valeur trouvée.
IR Vmax (KBr) em™: 3293,14 (N-H amide), 1626,60 (C=0 amide), 1713,50 (C=0 acide).
3328,21(0O-H acide).

Acide-3-(2-N-phtalimido-2-méthoxybenzyl-acetamido)propanoique (27)

AW
o] o »
HO ” (¢] OCH3;

C31H9N;O¢
MM : 396.39 g.mol’!

Syntheése a partir du composé 18:

La synthese est identique a celle du composé 23 avec :
= 0.71 g (1,74 mmol, 1 éq.) du composé 18,
— 15 ml d’une solution THF/eau (2/1),
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— 0,074 g (1,76 mmol, 1.2éq) de LiOH, dans une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium
(0,2M),

— 2 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de (78%) du composé 27.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 419.38 valeur calculée pour C2;H;yN,O¢Na,
419.3 valeur trouvée.

IR Vinax (KBr) em™: 3321,09 (N-H amide), 1631,09 (C=0 amide), 1732,35 (C=0
phtalimido), 1711,73(C=0 acide), 3463,25 (O-H acide).

2-(3-(2-benzyl-2-N-phtalimido-acétamido)propionamido)4-méthylpentanoate de méthyle
(28)

Q\fo

Os__OMe N &

o o) L\O

Euk/\u 0 solide blanc, Pf=132°C

C27H31N304
MM : 493.55 g.mol!

Procédé 1 :

Synthése a partir des composés 24 et 1 :

Dans un ballon on introduit 1’acide-3-(2-benzyl-2-N-phtalimido-acétamido) propanoique 28
(0,2g; 0,54 mmol) et le chlorhydrate de 2-amino-4-méthylpentanoate de méthyle 1 (0,1g;
0,54mmol) dans 30ml de DCM a 0°C, on ajoute la TEA (0,076ml ; 2,73mmol ; 5éq) goutte a
goutte avec une forte agitation. Un mélange de DCC (0,1126g ; 0,54mmol) avec 10ml de
dichlorométhane 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 12 jours d’agitation. Une
recristallisation du produit dans I’éther permet d’isoler 0,14g (54%) du produit 28.

Procédé 2 :

Synthése a partir des composés 17 et 5 :

Dans un bicol et a 0°C, on introduit 17 (1g, 4,62mmol) dans le DCM. On ajoute la N-
phtalimido-L-phénylalanine 5§ (1,365g, 4,62mmol). On ajoute goutte a goutte 0,952g de DCC
(4.62mmol) dans 20ml de DCM. On laisse agiter pendant 24 h. on filtre le solide. On seche,
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on filtre puis on évapore le DCM. Une recristallisation dans 1’éther permet d’isoler 0,14g
(92%) produit 28.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 516.54 valeur calculée pour C,7H3;N30¢Na,
516.5 valeur trouvée.
IR vpax (KBr) em™: 1640.21, 1666.62, 1715.55, 1775.06, 3290.13, 3380.07

2-(3-(2-N-phtalimido-2-méthoxybenzyl-acétamido)propionamido)-4-méthylpentanoate
de méthyle (29)

O
O OMe &N o
j\/o\ J\\Q\ Solide solide gris-vert, Pf=102°C.
N N o OCH,

C13H33N30,
MM : 523.58 g.mol!

Procédé 1 :

Synthése a partir des composés 1 et 27 :

La synthese est identique a celle du composé 28 avec :

= 0,3g (0,75 mmol) du composé 27,

— 0,13g (0,75mmol) de composé 1,

— 60 ml de DCM,

— 0,52ml (3,78mmol, 5éq) de TEA,

— 0,15g (0,75mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 72h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,29 g (74%) du composé 29.

Procédé 2 :
Synthése a partir des composés 17 et 10 :

La synthese est identique a celle du composé 28 avec :

— 1 g(4,62mmol) du composé 17,

= 1,5 g (4,62mmol) du composé 10,

— 60 ml de DCM,

— 0,95 g (4,62mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 2,4g (93,5%) du composé 29.
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ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 546.57 valeur calculée pour C3sH33N307Na,

IR Vmax (KBr) em™: 3267.22, 1774.50, 1737.54, 1715.30, 1647.21, 1248.25 (O-Me)

546.5 valeur trouvée.

2-(3-(2-N-phtalimido-3-(1H-indol-3-yl) propanamido)propanamido)4-méthylpentanoate

de méthyle (30)

e

(0]
Os__OMe N
j 4 H@ Solide jaune, Pf=104-106°C.

C19H3;,N406
MM : 532.59 g.mol!

Procédé 1 : Synthése a partir des composés 1 et 25 :

La synthese est identique a celle du composé 28 avec :

0,4g (0,98 mmol) du composé 25,

0,182 (0,98 mmol) de composé 1,

60 ml de DCM,

0,1375ml (4.93 mmol, 5éq) de TEA,

0,203g (0,98 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 72h de réaction,
recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,36 g (70%) du composé 30.

Procédé 2 : Synthése a partir des composés 17 et 6 :

Méme protocole que celui du composé¢ 28 avec :

1 g (4.62mmol) du composé 17,

1,57 g (4,62mmol) de composé 6,

60 ml de DCM,

0,952 g (4,62mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 2,21g (90%) du composé 3

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 555.58 valeur calculée pour C,0H3;N4O¢Na,

IR Vinay (KBr) em™: 1651.64, 1714.78, 1775.29, 1629.84, 3333.22, 3356.49, 3346.66.

555.5 valeur trouvée.

119



2-(3-(1-acétylpyrrolidine-2-carboxamido) propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle
(3D

0) OMe > N/w
(@] (0] I\\\
/E\:NJ\/\N o Solide gris, Pf = 82°C.
H H

C7H,9N305
MM : 355.43 g.mol!

Procédé 1 : Synthése a partir des composés 1 et 26 :

La synthese est identique a celle du composé 28 avec :

— 0,536g (2,34 mmol) du composé 26,
— 0,46 g (2,34 mmol) de composé 1,
— 60 ml de DCM,
— 1,6 ml (11,74 mmol, 5éq) de TEA,
— 0,48 g (2,34 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 72h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 0,5 g (62,5%) du composé 31.

Procédé 2 : Synthése a partir des composés 17 et 4 : synthése identique a celle du composé
28 avec :

- 1,19 g (5,50 mmol) du composé 17,

— 0,63 g (5,50 mmol) de composé 4,

— 60 ml de DCM,

— 1.13 g (5,50 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de (94%) du composé 31.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 378.42 valeur calculée pour C;7HN30¢Na,

378.3 valeur trouvée.
IR vyax (KBr) em’: 3336,87 ; 1747,92 ; 1698,08 ;1627,03 ;1260,14.
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2-(3-(2-benzyl-2-N-acétylacétamido)propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (32)

\fo
O-OMg SANIRY
J~ /L\O Solide blanc, Pf= 136°C.
H no°

C31H3N;305
MM : 405.49 g.mol’!

Procédé 1 : Synthése a partir des composés 1 et 23 : synthése identique a celle du composé
28 avec :

— 0,1g (0,36 mmol) du composé 23, (0,1g; 0,36 mmol)
— 0,065 g (0,36 mmol) de composé 1,
— 60 ml de DCM,
— 0,05 ml (1,79 mmol, 5¢q) de TEA,
— 0,074 g (0,36 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 72h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 0,1 g (71,4%) du composé 32.

Procédé 2 : Synthése & partir des composés 17 et 11 : synthése identique a celle du

compos¢ 28 avec :

- 1,19 g (5,50 mmol) du composé 17,

— 1,14 g (5,50 mmol) de composé 11,

— 60 ml de DCM,

— 1,13 g (5,50 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 2,16g (97%) du composé 32.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 428.48 valeur calculée pour C;;H3;N305Na,
428.4 valeur trouvée.

IR Vinay (KBr) em™: 3317,47 ; 1749,27 ; 1684,21; 1649,45; 1229,76.
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2-(3-((R)-2-acétamido-3-(4-méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthyl
pentanoate de méthyle (33)

N
OnOMe HN N
E J~ l\Q Solide blanc, Pf= 136°C.
H H O OMe

C2,H33N;04
MM : 435.51 g.mol!

Syntheése a partir des composés 17 et 9 : synthése identique a celle du composé 28 avec :

— 1,00 g (4,62mmol) du composé 17,

— 1,1 g (4,62mmol) de composé 11,

— 60 ml de DCM,

= 0,95 g (4,62mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 1,86g (92,5%) du composé 33.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 458.5 valeur calculée pour C,,H33N306Na,
458.5 valeur trouvée.

IR Vpox (KBr) em™: 3266.21, 1773.89, 1738.24, 1715.38, 1648.11.

Acide (8)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-phénylpropanamido)propanamido)-4-
méthylpentanoique (34)

O
Oy _OH &N W
Euk/\u 0 solide blanc, Pf=120°C

C26H29N304
MM : 479,52 g.mol!
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Synthése a partir des composés 28 :

A une solution de tripeptide protégé (1 g, 2,026mmol, 1 équiv.) dans 10 ml d’un mélange de
THF/eau (1/1) refroidi a 0°C, sont ajoutés 2,03 ml (2,03 mmol, 1,01 équiv.) d’une solution
aqueuse 1M d’hydroxyde de lithium (2,4g de LiOH dans 100ml). Apres 4 h d’agitation a
température ambiante, sont additionnés Sml d’une solution aqueuse d’HCI (1N). La solution
est alors extraite trois fois avec 50 ml d’acétate d’éthyle, puis la phase organique est séchée,
filtrée et évaporée sous pression réduite. Une recristallisation dans 1’éther du résidu qui reste
apres évaporation permet d’isoler 0,85g (88%) du produit 34.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 502.51 valeur calculée pour C,HN30¢Na,
502.2 valeur trouvée.

IR Vmay (KBr) em™: 30361,33(N-H amide), 1663,40(C=0 amide), 1714,20 (C=O acide),
3282,26(0O-H acide). 1232,80(C-0O-C).

Acide (8)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-méthoxyphényl)propanamido)
propanamido) -4-méthylpentanoique (35)

(0]
N Mo NL\Q Solide blanc, Pf=112°C
olide blanc, Pf= .
EHJ\/\H o OCH,

C,7H31N;30;
MM: 509,55 g.mol!

Procédé 1 :

Synthése a partir du composé 29 : synthése identique a celle du composé 34 avec :

— 1,7 g (3,24 mmol, 1 éq.) du composé 19,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 3,27 ml (3,27 mmol, 1.01ég) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 1,45 g (88%) du composé 35.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 532.54 valeur calculée pour C,7H3;N307Na,
532.5 valeur trouvée.
IR Vmay (KBr) em™:
3321,19 (N-H amide), 1631,04 (C=0 amide), 1732,32 (C=0 phtalimido), 1711,49(C=0).
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Acide (25)-2-(3-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)
propanamido) - 4-méthylpentanoique (36)

O
Oy _OH &N
3 H@ Solide jaune, Pf=110°C.

C,3H3)N4O6
MM : 518.56 g.mol’!

Syntheése a partir des composés 30 : synthése identique a celle du composé 34 avec :

= 0,79 g (1,48 mmol, 1 éq.) du composé 30,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 1,49 ml (1,49mmol, 1,01éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— reristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,64 g (83%) du composé 36.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 541.55 valeur calculée pour CysH30N4OgNa,
541.5 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3057,67(N-H amide), 1624,85(C=0 amide), 1713,67(C=0 acide),
3359,28 (O-H acide), 1771,78(C=0 phtalimido).

Acide (8)-2-(3-((R)-1-acétylpyrrolidine-2-carboxamido)propanamido)-4-
méthylpentanoique (37)

Os_ _OH o>‘ \
3. j\ Solide gris, Pf = 88°C.

C16H27N305
MM : 341.4 g.mol!

Syntheése a partir du composé 31 : La synthése est identique a celle du composé 34 avec :

- 1,3 g (2,81 mmol, I ég.) du composé 31,
— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),
— 2,82 ml (2,82mmol, 1.01éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
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— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— reristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 0,8 g (84%) du composé 37.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 364.39 valeur calculée pour C;7H,7N305Na,
364.3 valeur trouvée.

IR Vinay (KBr) em™: 3293,14 (N-H amide), 1626,60 et 1627.22 (C=0 amide), 1713,50 (C=0
acide). 3328,21(0O-H acide).

2-(3-(2-benzyl-2-N-acétylacétamido)propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (38)

HN
N
H

O
0. OHO L\\\
EHJK/\ O\© Solide blanc, Pf= 140°C.

C50H29N305
MM : 391.46 g.mol’!

Synthése a partir du composé 32 : synthése identique a celle du composé 34 avec :

- 1,14 g (2,81 mmol, 1 éq.) du composé 32,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 2,82 ml (2,82mmol, 1,01éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— reristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,88 g (82%) du composé 38.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 414.45 valeur calculée pour C,0HN305Na,
414.4 valeur trouvée.

IR Vmax (KBr) em™: 3292.3 (N-H amide), 1625.22 et 1626.88 (C=0 amide), 1713,42 (C=0
acide). 3328,65(0-H acide).
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2-(3-(2-benzyl-2-N-acétylacétamido)propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (39)

N
oMo HN N
E J~ l\Q Solide blanc, Pf= 140°C.
H H O OMe

C21H3,N;04
MM : 421.49 g.mol!

Syntheése a partir du composé 33 : synthese identique a celle du composé 34 avec :

— 1 g (2,3 mmol, I ég.) du composé 33,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 2,32 ml (2,32 mmol, 1.01éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,79 g (82%) du composé 39.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 444 .48 valeur calculée pour C,;H3;N30¢Na,
444 .4 valeur trouvée.

IR vpax (KBr) em™: 3292.35 (N-H amide), 1625.35 et 1626.56 (C=0 amide), 1714.15(C=0
acide). 3328,44(0-H acide), 1247.81 (O-Me).

Acide (R)-2-hydroxy-4-méthylpentanoique (40)

OH
Solide blanc, Pf= 80-82 °C;
CO,H Litt. : Pf=81°C.
CAS : 7517-19-3

C6H 1,03
MM : 132,16g.mol!

Dans un tricol, on introduit de 1’eau (40 ml) et on ajoute lentement sous agitation du H,SO4
concentré (7,6ml); la solution est ensuite refroidie a 0°C dans un bain de sel-glace. On y
ajoute la L-leucine (10g, 76,28mmol).

Ensuite, on ajoute goutte a goutte du NaNO, (7g, 101,25mmol) dissous dans 1’eau (15ml) en
maintenant la température entre 0 a 5°C. A la fin de I’addition, on continue 1’agitation a 0°C
pendant 45minutes, puis on chauffe a 95°C pendant 15 minutes. On laisse refroidir a
température ambiante. On neutralise avec une solution de NaOH a 50% jusqu’a pH=6.5-7(un
solide se dépose). On filtre le solide, et on le laisse sécher a 1’air libre.
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— Obtention de 9,6 g (95%) du composé 20.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 155,15 valeur calculée pour C¢H;,03Na,
155,1 valeur trouvée.

"H-RMN (& : ppm, J : Hz, CDCly) : 1.02 (d, 7.5, 6H), 1.68 (m, 2H), 4.33(m, 1H), 4.34 (d,
7.5, 1H).

BC-RMN (75,5 MHz, CDClL;) : 21.47, 23.19, 24.52, 43.26, 63.88, 167.5.

IR Vinay (KBr) em™: 1111.46, 1517.16, 1584.06, 1609.028, 2957.46, 3419.83.

(R)-méthyl 2-hydroxy-4-méthylpentanoate (41)

OH

CO,Me
produit pateux.

CsH140;
MM : 146.18 g.mol!

Procédé 1: Synthése a partir du composé 40:

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit du MeOH (50ml); la solution est
refroidie a 0°C, puis 1’acide (R)-2-hydroxy-4-méthylpentanoique 40 (5g, 37,83mmol) est
ajouté en une seule portion. Ensuite, on ajoute goutte a goutte du SOCI, fraichement distillé
(4,5g, 3ml, 37,83, lequiv.). La solution est agitée pendant 2 h, puis le solvant est chassé sous
pression réduite.

> Obtention de 5,1g (92%) du composé 41.

Procédé 2: Synthése a partir du composé 1:

Dans un tricol on verse 50ml d’eau, on ajoute lentement du H,SO,4 concentré (14g, 7,7ml; la
solution obtenue est refroidie a 0°C dans un bain de sel-glace. On ajoute 10g (55,05 mmol) de
produit 1. Ensuite, on ajoute goutte a goutte une solution de NaNO, (5,04g ; 73,07mmol) dans
I’eau (15ml) en maintenant la température de 0 a 5°C. A la fin de cette addition, on continue
I’agitation a 0°C pendant 45min, puis on chauffe vers 95°C pendant 15 min. On laisse
refroidir & température ambiante. On neutralise avec une solution de NaOH a 50% a pH=6.5-
7, puis on chauffe vers 60°C. On extrait la solution obtenue avec 1’acétate d’éthyle (4x50ml).

On seche avec CaSQy. On filtre et on chasse le solvant sous pression réduite.
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> Obtention de 5,63 g (70%) du composé 41.

Procédé 3: Synthése a partir du composé 13:

Dans un tricol, on verse 50ml d’eau et on y on ajoute lentement 7,6ml de H,SO4 concentr¢ ;
puis la solution obtenue est refroidie a 0°C dans un bain de sel-glace. On ajoute S5g
(34,43mmol) de produit 13. On ajoute ensuite goutte a goutte une solution de 3,15g
(45, 70mmol) de NaNO; dans 15ml d’eau en maintenant la température de 0 a 5°C. A la fin de
I’addition, on continue I’agitation a 0°C pendant 45minutes, puis on chauffe vers 95°C
pendant 15 minutes. On laisse refroidir & température ambiante. On neutralise avec une
solution de NaOH a 50% jusqu’a pH=6,5-7, puis on chauffe vers 60°C. On extrait la solution
obtenue avec I’acétate d’éthyle (4x50ml). On seéche avec CaSO4. On filtre et on chasse le
solvant sous pression réduite.

> Obtention de 3.97 g (79%) du composé 41.

Procédé 4: Synthése a partir du composé 40:

Dans un ballon sec et sous courant d’argon, on introduit du MeOH (10ml); la solution est
refroidie a 0°C. On ajoute goutte a goutte du chlorure d’acétyle (1,53 ml). La solution est
agitée 5 min. Ensuite, de ’acide L-leucique (1g, 7,57mol) est ajouté en 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.
1.02g (92%) du composé 41 sont obtenus aprés évaporation et séchage.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 169,17 valeur calculée pour C¢H403Na,

169,1 valeur trouvée.
RMN-'H (8 : ppm, J : Hz, CDCLy) : 1,03 (d, 7,5, 6H), 1,65-1,80 (m, 3H), 3,68 (s, 3H), 4,05
t, 7.1, 1H).

BC RMN (75,5 MHz, CDCl;) : 21.36, 23.23, 24.56, 44.12, 50.98, 69.12.88, 173.25.

IR Vpay (KBr) em™: 1752.15, 3392.25.
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(R)-méthyl 2-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoyloxy)-4-méthylpentanoate (42)

//>/0
o N COOMe

o
6%0 Solide blanc, Pf=69°C ;

C3H1NOg
MM = 247.36g/mol

Synthése a partir des composés 3 et 41:

Dans un bicol, a 0°C, on mélange la B-alanine protégée 3 (2,16g ; 9,82mmol) et le produit 41
(1,44g ; 9,82mmol) dans le DCM. On ajoute la TEA pour solubiliser la B-alanine. On ajoute
ensuite goutte a goutte le DCC (2,03g; 9,82mmol) dans le DCM (20ml). On laisse agiter
pendant 24 h.On suit la réaction avec I’infrarouge, et aprés 72h, on filtre la DCU, puis on
séche le filtrat et on finit par évaporer le solvant. Le solide obtenu est recristallis¢ dans 1’éther.

> Obtention de (86%) du composé 42.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 260,35 valeur calculée pour C;3H, NOgNa,
260,3 valeur trouvée.

IR Viay (KBr) em™: 1719.66, 1775.05, 1626.45, 3332.79, 3494.67, 3473.59, 719.33.

(R)-méthyl 2-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propanoyloxy)-4-méthylpentanoate (43)

COOMe

O
HzN\/\\(

(0] . A
produit pateux.

Cy9HyyNO,
MM : 217,26

Synthése a partir du composé 42:

On ajoute sous agitation 1’hydrate d’hydrazine (/,02 equiv.) a une solution de produit 42 (4g,
16,2mmol) dissous dans un mélange de DCM et de MeOH (1/1, 40ml). L’agitation est
maintenue a température ambiante pendant une nuit. On filtre et on évapore le solvant et un
résidu solide reste dans le ballon d’évaporation. On lui ajoute 5 ml d’eau distillée, puis on
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alcalinise a pH=11 avec une solution de NaOH a 0.1M. La nouvelle solution est extraite avec
le DCM et les extraits sont réunis, séchés, puis débarrassés du solvant..

> Obtention de 2,91g (83%) du composé 43.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 240,25 valeur calculée pour C;oH;oNO,Na,
240,1 valeur trouvée.

'H-RMN (300 MHz, CDCls) : 1.00 (d, 7.2, 3H), 1.04 (d, 7.2, 3H), 1.76-1. 88 (m, 3H), 2.03
(s, 2H, NH,), 2.45-2.96 (m, 4H), 3.79 (s, 3H), 4.79 (¢, 7.5, 1H).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCl3) : 24.52, 25.22, 25.92, 37.22, 37.77, 40.92, 50.7, 80.1, 170.24,
173.45.

IR Vinay (KBr) em™: 1715.25, 1657.51, 3220.26, 720.28.

(S)-méthyl 2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-phénylpropanamido)propanoyloxy)-

i L0
OJ\AN o solide blanc, Pf=105°C

H

Cy7H3)N, 04
MM = 494.54g/mol

Synthése a partir des composés 43 et 5 :

Dans un bicol, a 0°C, on introduit le composé 43 (1g, 4,60mmol) dans le DCM. On ajoute la
N-phtalimido-L-phénylalanine 5§ (1,36g ; 4,60mmol). Puis, on ajoute goutte a goutte du DCC
(0,947g, 4,60mmol) dissous dans le DCM (20ml). On laisse agiter pendant 24 h, puis on filtre
le solide. On seche le filtrat, le filtre, puis on évapore le DCM. Une recristallisation dans
I’éther permet d’isoler 0,14g (86%) produit 44.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 517.53 valeur calculée pour C,7H3N,07Na,
517.4 valeur trouvée.

IR Vinay (KBr) em™: 1641.01, 1665.54, 1714.98, 1778.12, 3290.55, 3381.24.
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(S)-méthyl 2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-phénylpropanamido)propanoyloxy)-
4-méthylpentanoate (45)

& O

e N A\ . .

ONM ¢ L\\O\ Solide solide blanc, Pf =98 °C.
ok/\m 0 OMe

Cy3H3,N, 05
MM = 524.56g/mol

Synthése a partir des composés 43 et 10 : synthese identique a celle du composé 44 avec :

— 1 g (4,60mmol) du composé 43,

— 1,49 g (4,60mmol) de composé 10,

— 60 ml de DCM,

— 0,94 g (4,60mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

= Obtention de 2,4g (79% de rendement) du composé 45.

ES-LRMS [MwLNa]Jr m/z = 547.55 valeur calculée pour CsH3,N,OgNa,
547.5 valeur trouvée.

IR Vmay (KBr) em™: 3267.22, 1775.01, 1736.89, 1716.11, 1647.81, 1248.44 (O-Me).

(285)-méthyl-2-(3-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propanamido)
propanoyloxy) -4-méthylpentanoate (46)

(0]
o8 oé m Solide jaune, PF=101°C
Ju s = *
EOJ\/\H ° N

C,9H;31N;07,
MM = 533.57g/mol

Synthése a partir des composés 43 et 6 : La synthése est identique a celle du composé 44
avec :

— 1 g(4,60) du composé 43,

— 1,54 g (4,60 mmol) de composé 6,

— 60 ml de DCM,

— 0,947 g (4,60 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 24h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 2,21g (90%) du composé 46.
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ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 556,56 valeur calculée pour Cy9H3;N307Na,
556,5 valeur trouvée.

IR Viay (KBr) em™: 1651.58, 1715.01, 1775.29, 1628.99, 3333.35, 3357.01, 3347.01 .

(S)-méthyl 2-(3-((R)-1-acétylpyrrolidine-2-carboxamido)propanoyloxy)-4-
méthylpentanoate (47)
(@] (@] ol
J Solide blanc, Pf = 86°C.

C17H28N,04
MM : 356.19 g.mol’!

Synthése a partir des composés 43 et 4 : synthése identique a celle du composé 44 avec :

— 1g (4,60 mmol) du composé 43,

— 0,719 g (4,60 mmol) de composé 4,

— 60 ml de DCM,

— 0,94 g (4,60 mmol) de DCC dans 5 ml de DCM ; 72h de réaction,
— recristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 1,55g (95%) du composé 47.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 379.18 valeur calculée pour C;7H3sN,07Na,
379.1 valeur trouvée.

IR Vpox (KBr) em™: 3336.74, 1748.88, 1698.12, 1627.12, 1260.25.
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Acide (5)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-phénylpropanamido)propanoyloxy)-4-
méthylpentanoique (48)

(@) OH Q N
(0] o) o \[ j
EO)I\/\HLO solide blanc, Pf— 1 120C

C,6H,3N,04
MM : 480.51 g.mol’!

Synthése a partir des composés 44 :

A une solution de composé 44 protégé (1g, 2,02mmol, 1 équiv.) et placé dans un mélange de
THF/eau (1/1) (10ml) refroidi a 0°C, est ajoutée une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium
IM (4ml, 4,04mmol, 2 équiv.). Apres 4h d’agitation a température ambiante, sont additionnés
Sml d’une solution aqueuse d’HCI1 1N. La solution résultante est alors extraite trois fois avec
50 ml d’acétate d’éthyle, puis la phase organique est séchée, filtrée et évaporée sous pression
réduite. Une recristallisation dans I’éther permet d’isoler 0,85g (8/%) du produit 47.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 503.50 valeur calculée pour CysHsN,O7Na,
503.4 valeur trouvée.

IR Vmayx (KBr) em™: 30361,27(N-H amide), 1663,38(C=0 amide), 1715.01 (C=O acide),
3282,23 (O-H acide). 1232,77(C-O-C).

Acide (8)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanoyloxy)-4-méthylpentanoique(49)

< E\,o
N 4 NL\Q Solide blanc, Pf=105°C
olide blanc, Pf= )
EOJ\/\H o OCH;

C,7H3)N,0g
MM : 510.54 g.mol!

Synthése a partir du composé 45 : synthese identique a celle du composé 48 avec :

1 g (1,90 mmol, 1 ég.) du composé 45,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 3,81 ml (3,81 mmol, 2éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,
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— recristallisation dans 1’éther.
> Obtention de 1,49 g (87%) du composé 49.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 523,53 valeur calculée pour C,7H3N,OgNa,
523,4 valeur trouvée.

IR vpax (KBr) em™: 332121 (N-H amide), 1631,15(C=0 amide), 1733.02(C=0 phtalimido),
1711,42(C=0 acide), 3463,39 (O-H acide), 1248.19 (O-Me)

Acide (25)-2-(3-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(1H-indol-3-
yl)propanamido)propanoyloxy)-4-méthylpentanoique (50)

O
Og_OH &N
O H@ Solide jaune, Pf = 105°C.
O H (0] H

C,3Hy9N307
MM : 519.55 g.mol!

Synthése a partir du composé 46 : La synthése est identique a celle du composé 48 avec :

1 g (1.87 mmol, I égq.) du composé 46,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 374 ml (3.74 mmol, 2 éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— Cristallisation dans 1’éther.

> Obtention de 0,64 g (83%) du composé 50.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 542,54 valeur calculée pour C,3HN307Na,
542,5 valeur trouvée.

IR Vpmay (KBr) em™: 3057,52 (N-H amide), 1624,77 (C=0 amide), 1713,63 (C=0 acide),
3359,11 (O-H acide), 1772.01 (C=0 phtalimido).
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Acide (5)-2-(3-((R)-1-acétylpyrrolidine-2-carboxamido)propanoyloxy)-4-
méthylpentanoique(51)

Os_ _OH %N/ﬁ
o O ln\\\
/E:OJ\AH o Solide blanc, Pf=94°C.

Ci6H26N206
MM : 342.39 g.mol!

Synthése a partir des composés 47 : synthese identique a celle du composé 48 avec :

— 1g (2,80 mmol, 1 éq.) du composé 47,

— 10 ml d’une solution THF/eau (1/1),

— 5,61 ml (5,61 mmol, 2éq) d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium (1M),
— 5 ml d’une solution aqueuse de HCI (1N); 12h de réaction,

— recristallisation dans 1’éther.

— Obtention de 0,8 g (84%,) du composé 51.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 364,39 valeur calculée pour C;7H,7N305Na,
364,3 valeur trouvée.

IR Vpmay (KBr) em™: 3293.25 (N-H amide), 1627.24 (C=0 amide), 1714.33 (C=0 acide).
3328.65 (O-H acide).

(S)-méthyl 2-(3-((R)-2-acétamido-3-(4-méthoxyphenyl)propanamido)propanoyloxy)-4-
méthylpentanoate (52)

e
O, OMS HNI\
/E\:O)I\/\H o i “oMe solide blanc, Pf=127°C

C,,H3;,N,04
MM-= 436.5g/mol

Synthése a partir des composés 43 et 9 :

Dans un bicol refroidi a 0°C, on introduit 43 (1g, 4,60mmol) dans le DCM. Ensuite, on ajoute
le produit 9 (1,1g; 4,60mmol). Puis, on ajoute goutte a goutte le DCC (952mg, 4,60mmol)
dans le DCM (20ml). La réaction est suivie par infrarouge ; on laisse agiter pendant 24 h et on
filtre le solide. On seche, on filtre puis on évapore le DCM. On rajoute le DCM, on séche sur
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MgSO,, on filtre, et on chasse le solvant sous pression réduite. Une recristallisation dans
I’éther permet d’isoler (94%) de produit 52.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 559.49valeur calculée pour C,,H3,N,O7Na,
559.4 valeur trouvée.

IR Vpox (KBr) em™: 3266.21, 1773.89, 1738.24, 1715.38, 1648.11.

(S)-méthyl 2-(3-((R)-2-acétamido-3-(4-méthoxyphenyl)propanamido)propanoyloxy)-4-
méthylpentanoate (53)

e
O, OHO HNX\\Q\
Eo)k/\u o OMe solide blanc, Pf=122°C

C,1H3N,0,
MM-= 422.47 g/mol

Synthése a partir du composé 52:

A une solution de tripeptide 52 (1g, 2,3mmol, 1 équiv.) dans un mélange de THF/eau (1/1) (10
ml) refroidi a 0°C, sont ajoutés 2,3ml (2,3mmol, 1équiv.) d’une solution aqueuse d’hydroxyde
de lithium 1M. Aprés 4h d’agitation a température ambiante, sont additionnés 5Sml d’une
solution aqueuse d’HCI IN. La solution est alors extraite trois fois avec 50 ml d’acétate
d’éthyle, puis la phase organique est séchée, filtrée et évaporée sous pression réduite. Une
recristallisation dans 1’éther permet d’isoler (78%) de produit 52.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 445,46 valeur calculée pour C,;H3N,0;Na,
545,4 valeur trouvée.

IR Vmayx (KBr) em™: 3292,22 (N-H amide), 1625,35 (C=0 amide), 1715,21(C=0 acide).
3328,42(0-H acide), 1247,69 (O-Me).
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CHAPITRE III

SYNTHESE STEREOSELECTIVE D’UN
ANALOGUE AZIRIDINYLE DU
FRAGMENT « A » DE LA
CRYPTOPHYCINE
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1. Introduction

Il existe huit familles d’agents alkylants dont nous avons déja parlé au chapitre 01'
notamment les moutardes a I’azote, les oxazaphosphorines (cyclophosphamide et ifosfamide),
les aziridines (thiotépa, mitomycine azinomycins, azicemicins et maduropeptin, les
nitrosourées (carmustine, lomustine), les sulfonates d’alkyle, les triazénes, la mitomycine C,
et les complexes du platine.

La figure 40 représente la structure chimique de la mitomycine C, appartenant a la famille
d’antibiotiques a activité antitumorale extraits du milieu de fermentation de Streptomyces
caespitosus .

Figure 40: Structure chimique de la mitomycine C

L'importance des aziridines comme agents chimiothérapeutiques contre le cancer (thiotépa,
mitomycine, azinomycins, azicemicins, et maduropeptin, et la mitomycine C...) nous a poussé
a concevoir la synthése des analogues de la cryptophycine qui contiennent une fonction
aziridine sur le fragment A. Notre objectif est d’améliorer 'activité et la sélectivité du produit
naturel par insertion d’une certaine rigidité dans sa structure. L’analogue aziridinyle de 1’unité
A constituait notre plus grand défi synthétique (Cf. figure 41). En effet, notre schéma

réactionnel est relativement long, mais a sa décharge, il convient de signaler que le
rendement global a partir du cinnamaldéhyde est bon. En outre, aucune des étapes ne
nécessite 1’utilisation de réactifs compliqués ou des conditions de réactions extrémes.

Figure 41 : dérivé aziridinyle de fragment A de la Cryptophycine

1.1-Synthése de I’iodure de méthyle 54.

La fonction méthyl aryle est souvent utilisée pour protéger la fonction phénol lors de réactions
sur le cycle benzénique. Il est clivé en phénol et iodure de méthyle, sous 1'action de HI, par
une réaction de type Sy2 qui implique I'atome de carbone du méthyle :
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Qo—cm P —E . Q—GH + CHl

Dans notre cas, la réaction du diméthyle sulfate avec I’iodure de potassium dans un milieu
basique (carbonate de potassium), donne I’iodure de méthyle avec un rendement de 57%.

base
(CH3)2SO4 + KI ——» Mel

65°C

1.2-Synthése des produits 55 et 56.

L’estérification de I’acide isophtalique et d’acide benzoique a été effectuée avec le chlorure
d’acétyle en présence de méthanol, et les composés 55 et 56 sont obtenus avec des
rendements respectifs de 91 et 56% (schéma 49) :

0

HO,C Cco,H MeOH.91% 1o c CO,Me
55
56

0
)1\0

—_—
CO,H MeOH, 56% CO,Me

Schéma 49

1.3-Synthése de benzoate de E (R)-méthyl 3-(2-méthyl-4-phénylbut-3-énoyle 65.

Pour effectuer cette synthése, nous avons suivi trois approches synthétiques différentes qui,
toutes, commencent a partir du frans-cinnamaldéhyde commercial. La prmicére permet
d’obtenir le produit 65 en 6 étapes.

1.3.1-Premiére approche
En 1901, le chimiste francais V. Grignard synthétisa le premier composé organomagnésien en
faisant réagir l'iodure d'isobutyle et le magnésium dans I'éther ordinaire anhydre

ou éthoxyéthane'””.

P I
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Cette découverte lui valut le prix Nobel de chimie en 1912 conjointement avec P. Sabatier.
Les organomagnésiens iodés, bromés et chlorés sont obtenus la plupart du temps par insertion
du magnésium dans la liaison carbone-halogene, en présence d'un solvant donneur d'électrons,
le plus souvent un éther comme I'éthoxyéthane ou le THF anhydre :

R—¥ + My —20  w R Mg—X

Au cours de cette réaction, il se produit souvent une réaction indésirable entre
'organométallique et le substrat qui a servi a le préparer, cette derni¢re appartient a la méme

catégorie que la réaction de couplage de Wurtz :
Etq0
R—Mgl + R—1 % = R—R 4+ Mgl

La réaction entre un organomagnésien et un aldéhyde, suivie d'une hydrolyse acide, conduit a
un alcool secondaire.

0 0OH

)]\ 1. iPrMgBr
H

2.H,0, [HY]

Notons, d'un point de vue expérimental, que les aldéhydes entre en ébullition a des
températures assez basses : 21 °C pour I'éthanal, - 21 °C pour le méthanal. Avec cet aldéhyde,
l'alcool obtenu est primaire :

1. HCHO
MgBr = »- CH,0H
2.Hg0

Les aldéhydes sont plus réactifs que les esters. La réaction suivante, effectuée a basse
température, suivie d'une hydrolyse, est une étape de la synthése du sulcatol, une phéromone
d'insecte. La fonction ester sert ici a protéger une fonction alcool secondaire :

| ﬁ'
T P
o 1. iPtMgBr

»- OH
P N 2.H,0, [H7] /\/:/|\

La stéréochimie de l'addition d'un organométallique sur les faces diastéréotopiques d'un
compos¢ carbonylé peut étre prévue en utilisant le modéle de Felkin-Anh sauf quand la
présence d'un groupe jouant le réle de base de Lewis sur le substrat entraine un controle par
chélation de I'addition. L'exces diastéréoisomérique en faveur du composé I vaut 92 %.

R e
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ﬁ
Ph 1 CHyMgBr /Bt - Ph : Ph
tBu/v./ 3 EEI’+ 1y . HSC/g__/ n H3C .
B 2. Hzo, H (3 ES
HeO  H H

En application de 1’utilisation des réactifs de Grignard, la réaction du frans-cinnamaldéhyde
avec l'iodure de méthylmagnésium dans le THF conduit au brut du (E) - (£) - 4 phénylbut-3-
en-2-ol 58. Ce dernier est trait¢é avec une solution de bisulfite de sodium aqueux afin
d’éliminer 1’aldéhyde restant. La couche organique est ensuite séchée sur le sulfate de calcium
anhydre et évaporée sous pression réduite pour donner le composé 58 avec rendement de 83%
(schéma 50).

NN
©/w0 a, N-N0H) N g NN

57 58 59 62

\ \
d e
ot O e
63

64

Schéma 50: (a) MeMgl, I, THF, 0°C, 83%: (b) PPh;.Br,, CH;CN, 120°C, 73%; (c) KCN, DMF, 90-150°C,
H,0, 89%; (d) 15% NaOH, EtOH, 120°C, H;0", 85%; (¢) SOCl,, reflux 2h, 89%; (f) 56, [,-DMF, 140°C 12h,
84%.

La réaction de 58 avec la triphénylphosphine et le brome dans I’acétonitrile conduit au (E) -
(¥) -1 - (3-bromobut-1-ényl) benzéne 59 avec un rendement de 73%, apres purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice ¢luée avec un mélange cyclohexane: EtOAc
(7/3, vIv).

Un exemple de greffage d’une fonction nitrile est donné par la synthése des nitriles de
Kolbe 75176

|NE&”£FH\ e

R —CHa— Br ® R —CHz—C=Hl + Brl
\ o
PhCH CH,Ph
— 4+ Humgp—Brl »>- INEC‘Q..H + Brl
IN=CI WA
\\"—/GSHE GSHE
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Dans notre cas, nous avons engagé le composé 59 dans une réaction avec du KCN dans le
DMF ; apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice avec cmme ¢luant
le mélange cyclohexane/Et,O (19/1, v/v), nous avons abouti au (E) - (£)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-4 enenitrile 62 avec un rendement de 89%. Signalons que la synthése de
I’énantiomeére (R, E)- de 62 par hydrocyanation des 1,3-diénes a été précédemment décrite par
Babu et ses collaborateurs'”’ et les données qu'ils ont fournies nous ont aidés a identifier ce
composé (schéma 50).

Afin d’accéder a 1’acide a partir du composé 62, nous avons procédé a I’hydrolyse de sa
fonction nitrile avec I'hydroxyde de sodium éthanolique suivie d'une acidification ; cela nous
permis d’obtenir l'acide 63 avec un rendement de 85% (schéma 50). Ici également, il convient
de mentionner les travaux de Hanekamp et ses collaborateurs' *. En effet, ce groupe a décrit la
syntheése de 1’énantiomeére (S, E)- de 63 et fourni ses données RMN, alors que Salamonczyk et
collaborateurs'” ont effectué la méme synthése pour l'analogue (R, E), sans fournir les
informations RMN correspondantes. Les données disponibles dans la littérature ont servi de
support a I’identification spectrale de notre acide. Par la suite, ce dernier, 1’acide (E) -2-
méthyl-4-phénylbut-3-énoique 63 est converti en 64 par traitement avec le chlorure de
thionyle en exces. Apres ¢élimination de 1'exces de réactif et de solvant, le composé 64 est
obtenu avec un rendement brut de 89% (schéma 50).

Par la suite, ce composé¢ a été immédiatement converti in situ en cétone 65 (84%) en utilisant
le complexe iode-diméthylformamide (I,.DMF) comme catalyseur d'acylation, selon un
procédé décrit dans la littérature (schéma 50) 180 Avec cette maniére de travailler, le composé
65 est obtenu avec un rendement global de 37.27% a partir du trans-cinnamaldéhyde (schéma
50).

1.3.2-Deuxieme approche.

Dans la deuxiéme approche que nous avons choisie et qui devait aussi nous mener a la cétone
65, nous avons traité¢ le trans-cinnamaldéhyde avec l'iodure de méthylmagnésium dans le
THF pour avoir 1’alcool (E) - (£) - 4 phénylbut-3-en-2-0l 58. Comme purification avant
engagement dans d’autres étapes, le produit obtenu est trait¢ avec une solution de bisulfite de
sodium aqueux afin d’éliminer 1’aldéhyde restant. La couche organique est ensuite séchée sur
le sulfate de calcium anhydre et évaporée sous pression réduite pour donner le composé 58
avec rendement de 83% (schéma 51). La différence par rapport a 1’approche précédente
consiste a convertir 1’alcool 58 en tosylate correspondant, avant d’effectuer la substitution de
ce groupe par les ions cynaure.
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©/\AO 2. OH b NNoTs_c NN

57 58 61 62

d N CO,H ¢ N"cocl f
62— — —
63 64

Schéma 51: (a) MeMgl, I,, THF, 0°C, 83%; (b) chlorure de p-toluénesulfonyle, TEA, TA, 95%; (c) KCN,
DMF, 90-150°C, H,0, 85%; (d) 15% NaOH, EtOH, 120°C, H;0", 85%; (e) SOCl,, reflux 2h, 85%; (f) 56, I,-
DMF, 140°C 12h, 84%.

Les ions tosylate sont de trés bons nucléofuges, ce qui peut étre mis en relation avec leur
caractere de bases tres faibles donc trés stables qui peuvent étre déplacés par de nombreux
nucléophiles. Ainsi, ils peuvent étre remplacés par les ions iodure, ou encore par des ions
cyanure dans la syntheése de Kolbe comme le montre le schéma suivant.

0oH OTs

+ TsCl

—_—————— =
) -PyHTCI™ g
AVO JYO

IN Etﬂ/_\

R —CHy— 0Tz » R—CHz—C=N + TsOl
N

Notons que cette réaction ne serait pas possible en milieu acide car l'ion cyanure serait
protoné pour donner HCN. La méthode est surtout valable pour les alcools primaires et
secondaires. En milieu biologique, les composés contenant des groupes hydroxyle peuvent
étre activés par transformation en groupes phosphates comme par exemple, par formation
d'uridinediphosphoglucose (UDPG).
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Pour notre part, nous avons mis a profit le bon caractére nucléofuge du tosylate pour
introduire la fonction nitrile sur le squelette de 58. En effet, la réaction du (£) - () - 4
phénylbut-3-en-2-ol 58 avec le chlorure de p-toluénesulfonyle en présence de triméthylamine
donne le (E£)-4-phénylbut-3-en-2-yl 4-méthylbenzeénesulfonate 61 avec un rendement de 95%.
Ensuite, la réaction de ce dernier avec le KCN dans le DMF et aprés purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange cyclohexane/Et,O (19/1, v/v),
nous a permis d’accéder au (E)-(£)-2-méthyl-4-phénylbut-3-enenitrile 62 avec un rendement
de 85%. Ce dernier est hydrolysé avec de 1'hydroxyde de sodium éthanolique, suivie d'une
acidification, pour conduire a l'acide (£) -2-méthyl-4-phénylbut-3-énoique correspondant 63
avec un rendement de 85% (schéma 51).

Cet acide est ensuite converti en 64 par traitement avec le chlorure de thionyle en exces.
Apres ¢limination de I'excés de réactif et de solvant, le composé 64 est obtenu avec un
rendement brut de 89%. Ce dernier est immédiatement converti in situ en cétone 65 (84%)
en utilisant le complexe iode-diméthylformamide (I,.DMF) comme catalyseur d'acylation,
selon la littérature '*. De cette maniére, le composé (65) est obtenu avec un rendement global
de 40.67% a partir du trans-cinnamaldéhyde (schéma 51).

1.3.3-Troisiéme approche

La troisieme approche pour arriver au composé 65 ressemble sensiblement aux deux
premigres en ce qui concerne le passage par I’alcool 58 (obtenu avec 83% de rendement) ainsi
que par le dérivé bromé 59. Par conséquent, nous avons ensuite engagé le (E) - () - 4
phénylbut-3-en-2-0l 58 dans une réaction avec la triphénylphosphine et le brome, dans
I’acétonitrile; aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice éluée avec
un mélange cyclohexane: EtOAc (7/3, v/v), on obtient le (£) - (£) -1 - (3-bromobut-1-ényl)
benzene 59 avec un rendement de 73%. Contrairement aux deux approches précédentes, c’est
ce dernier dérivé qui est transformé en organomagnésien pour pouvoir réagir avec 1’ester
isophtalique et conduire ainsi a la cétone 65 (schéma 52). Ce schéma est plus court que les
deux autres.

AN
O e e
58

59

57

59—
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Schéma 52: (a) MeMgl, I,, THF, 0°C, 83%; (b) PPh;.Br,, CH;CN, 120°C, 73%; (c) Mg, THF, 55, -80 °C,
H;0", 77%

Nous ouvrons une parenthése pour signaler que la réaction entre un ester et un
organomagnésien, conduit a un intermédiaire tétraédrique instable car I'ion éthanolate est un

nucléofuge moyen'™'.

Iy ||6ru|g|
J\ =—= R—C—CH
HaC—Mgl R OFt o
OFt

||Eru|g| 0

i
R—GC—CHy ————= R—C + Etolyg

GED CHa

La cétone qui provient de la fragmentation de cet intermédiaire réagit plus vite avec
l'organométallique que l'ester de départ et conduit ainsi a un alcool tertiaire dans lequel on
retrouve deux fois la chaine carbonée de I’organomagnésien.

é{@ OH
1. CH3Mgl / Et,0
R—C sMel/EO ol on
Y 2. (HH4)»304, H,0 |
CHz CHz

Un exemple d'application est la synthése du triphénylméthanol. Notons que cet alcool tertiaire
est facilement identifiable en milieu acide grace au carbocation triphénylméthyle auquel il
conduit

0 OH
)]\ | PAMgBTHE /\\
Ph OCH; 2y T Ph Ph

M

W. H. Perkin utilisa cette méthode dans sa synthese historique du terpinéol (1904).

1. CHzMgl / Et,0
HzC C0sEt e H=C oH
2. (NH4)25804,H;0

On peut cependant préparer des cétones a partir des esters en opérant dans un solvant de forte
constante diélectrique, trés polarisant et trés solvatant comme le HMPT. Dans ce solvant, la
cétone est transformée en énol. La réaction subséquente avec 1'organométallique n'a plus lieu.
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0 0
/\\/H\ 1. iPsMgBe fHMPT
o 2.H,0,H"

Dans notre cas, et pour minimiser le contrdle cinétique sur 1’addition de 1’organomagnésien
sur ’ester, nous avons procédé a -80 °C dans le THF et obtenu le composé 65 avec 77% de
rendement (schéma 52).

De cette manicre, le composé 65 est obtenu avec un rendement global de 46.65% a partir du
trans-cinnamaldéhyde.

1.3.4-Examen stéréochimique du composé 65.

Au début, nous avions prévu en toute logique, que le composé 65 serait un racémique.
Cependant, une analyse par HPLC chirale des échantillons provenant de deux voies a montré
que ces deux voies synthétiques étaient stéréosélectives. En effet, le chromatogramme montre
dans chaque cas deux pics avec des temps de rétention (Tr) 3.016 (Tr 1, composé majeur) et
5.783 (Tr2) minutes respectivement (88,9 % ee pour la voie au complexe I,.DMF et 74,8 % ee
pour la réaction avec 1’organomagnésien). Qui plus est, des échantillons de chaque procédé
ont affiché des valeurs de rotations spécifiques similaires dans l'acétate d'éthyle : [ az" -5.3 ©
(complexe L,.DMF) et [ o ]o” -5.2 © (addition du réactif de Grignard) respectivement, pour
une concentration égale (¢ 0,1 AcOEt).

La seule explication valable de I’induction asymétrique dans le cas de 1’addition de
I’organomagnésien ne peut provenir que de la différence dans la taille des substituants du
carbonyle, tout comme de la présence d’un atome de carbone chiral au voisinage du groupe
carbonyle. Cependant, cela ne pouvait pas étre vérifi¢ sur des modeles moléculaires. Par
contre, quand nous utilisons un catalyseur dans la réaction de Friedel-Crafts, et parce que
I'¢lectrophile est un complexe, il nous a été possible de recourir aux modeles moléculaires
ainsi qu’aux regles de Cram- Felkin-Anh afin d'attribuer une configuration raisonnable a la
cétone 65 comme le montre la figure 42. Aprés avoir examiné les deux stéréoisomeres (R) - et
(S) -, énantiomeres de 1’¢lectrophile, il s'est avéré que 1’acylation est plus favorisée pour
I’énantiomére (R) - que pour son analogue (E) -, suite a I’existence d’interactions stériques
majeures dans ce dernier. C’est pourquoi nous proposons la configuration prépondérante
(R,E) pour le composé 67.

146



\ / \_/

Me Me
Chlorure de (R,E)-2-methyl-4-phenylbut-3-enoyle Chlorure de (S,E)-2-methyl-4-phenylbut-3-enoyle
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(R)-electrophile (S)-electrophile
CO,Me

Figure 42

Il est important de souligner qu’avant d'effectuer toute analyse HPLC, l'instrument avait été
calibré avec des solvants analytiquement purs de telle maniére que seuls les pics des
¢chantillons a analyser soient affichés. Cela nous a permis d'observer les pics des produits
mineurs sans aucune interférence possible avec ceux des solvants.

1.3.5-Synthese des composés 66 et 67.

L'ion hydrure contient 1'¢lément hydrogéne au degré (-I). C'est donc un réducteur potentiel de
fonctions insaturées. Les hydrures alcalins LiH, NaH, KH sont connus depuis longtemps.
Cependant ces composés ne sont guere utilisables comme réducteurs car ce sont des bases tres
fortes et 1'ion H n'y manifeste pas de propriétés nucléophiles. En revanche, les complexes
d'hydrures d'aluminium ou de bore, réactifs gros et polarisables, permettent de transférer I'ion
H vers un substrat insaturé en exaltant sa capacité nucléophile.

L’hydrure de lithium aluminium (LiAlH4) est un composé ionique qui se présente sous la
forme d'un solide blanc, stable dans l'air sec mais extrémement réactif. Il a été préparé en
1947 par H. J. Schlesinger. On l'utilise dans 1’éther diéthylique ou le THF. 1l est absolument
incompatible avec 1'eau avec laquelle il réagit avec explosion a cause du dégagement brutal
d'hydrogene et du caractere trés exothermique de la réaction. On peut le préparer par la
réaction suivante :
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Le borohydrure de sodium (NaBHy) beaucoup moins réactif que LiAlH,4, offre, de ce fait,
'avantage d'une bien plus grande sélectivité. Pour les groupes carbonyle, 1'ordre de réactivité
est le suivant :ag-énones < cétones <a-énals (aldéhydes conjugués) < aldéhydes.
En général, un certain type de groupement carbonyle peut étre réduit sélectivement en
présence d'un autre groupe carbonyle d'une catégorie moins réactive. On réalise ces réactions
en utilisant un exces de NaBHy a - 78°C, dans des mélanges de solvants tels que le méthanol
ou 1'é¢thanol avec du dichlorométhane. A la différence de LiAlHy, il est compatible avec 1'eau

dans laquelle il se dissout assez bien'™.

Dans l'exemple suivant, le groupe nitro du substrat n'est pas altéré alors qu'il serait réduit en
groupe amino par LiAlHy.

CHO CH,0H

NaBH,, MeOH/H,0

OaM 0N

La réduction d'un composé dicarbonylé fournit au maximum quatre stéréoisomeres. Dans le

cas du dibenzyle, du fait de la symétrie de la molécule de départ, il se forme deux

. . \ / £, 182
cnhantiomeres €t un compose meso .

OH
I NaBH, / EtOH
0 OH
Ph Ph Ph
H—t+—0H | HO—f—H HO——H
__________________ E
HO——H H——OH HO—+—H
Ph Ph Ph

De nombreux réactifs permettant le transfert d'hydrure ont été préparés au cours des derniéres
décennies. Ainsi, le K-sélectride est un hydrure fortement encombré utilis¢ dans les
réductions diastéréosélectives. A ces réactions, on peut rattacher la réaction de Meerwein,
Ponndorf et Verley dans laquelle l'isopropylate d'aluminium permet le transfert d'un ion
hydrure vers un composé carbonylé. Les réactions de réduction des carbonylés impliquant
des organomagnésiens encombrés procedent d'un mécanisme assez comparable.
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Lorsque le groupe carbonyle est adjacent a un atome de carbone asymétrique, les faces
prochirales du carbonyle sont diastéréotopiques. L'influence exercée par cet atome de carbone
sur la stéréochimie de I'addition s'appelle induction asymétrique. Pour prévoir la stéréochimie
de l'addition, plusieurs mode¢les de 1'état de transition sont utilisés :

o en l'absence d'interaction d'acide-base de Lewis, on utilise le modéle de modéle de
Felkin-Anh (1977) ;
o dans le cas contraire, il faut envisager un controle de la stéréochimie par chélation.

La réaction entre les hydrures métalliques et les cétones cycliques est diastéréosélective. La
stéréochimie de l'addition est gouvernée par des facteurs stéréoélectroniques. Avec les
hydrures non encombrés comme NaBH,4 ou LiAlHy, le facteur électronique est prédominant et
la réaction normale se traduit par une approche axiale de l'ion hydrure, conduisant a 1'alcool
possédant un groupe OH €quatorial. Avec les hydrures encombrés, l'attaque €quatoriale peut
devenir prédominante. L'alcool diastéréoisomere du précédent est alors majoritaire.

OH
0

e _
[H] _ oH |
tBLI o tBu tBLI

Le cas des composés bicycliques pontés est plus délicat. Expérimentalement, on constate que
les facteurs stériques sont prédominants et I'hydrure est transféré de fagon préférentielle sur la
face la moins encombrée. L'exemple suivant concerne la réduction de la molécule
de camphre qui donne un mélange dans lequel l'isobornéol (composé A;) pour lequel le
groupe OH, situé sur la méme face que le pont (face exo), est largement majoritaire sur le
bornéol (composé Aj) pour lequel le groupe OH est situ¢ sur la face opposée au pont
(face endo).

0 OH ' H
NaBH,, EtOH/H,O +
H OH
“g"l "&"2
Compose A A,
NaBH,4 86 14
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L'exces diastéréoisomérique est de ’ordre de 72 %. Un mode opératoire pour cette réaction

. \ o 183
est donné a la référence .

En ce qui nous concerne, le composé 65, obtenu par la réaction de Friedel -Craft a été réduit
en alcools correspondants 66 et 67 (schéma 53). D’abord la réaction de 65 avec le NaBH4
dans CH,Cl, conduit, aprés recristallisation dans le méthanol, au composé¢ 66 avec un
rendement de 83%.

e,
O NN CO,Me
OH
Me
¢ 0 S
CO,Me + O CO,Me
H OH

0
67a 67b

Schéma 53: (a) NaBH,, CH,Cl,, 0°C, 83%; (b) NaBH,, CH,Cl,/CH;COOH, 0°C, 89%.

Le composé 66 a ét¢ soumis a une analyse par HPLC avec différentes proportions
d'isopropanol / hexane. La meilleure séparation a été réalisée avec un mélange 5:95 (v/v)eta
montré quatre pics chromatographiques avec des temps de rétention respectifs de 3.138 (Tr1)
et 4,040 minutes (Tr 2) pour la premicre paire et 5.136 (Tr3) et 6.765 (Tr4, composé
majoritaire). La premicre paire de stéréoisomeres a été formée avec 73% d’ee tandis que la
seconde était & 88% d’ee. Dans l'ensemble, 1'échantillon a donné une rotation spécifique
([o]p™ =- 6,3 ° (c 0,1 AcOEt ). Une tentative de recristalliser I'échantillon dans le méthanol a
donné des cristaux blancs avec un point de fusion de 105 ° C et une pureté optique de [a]p>" =
-6,2°(c0,1 AcOEt) (schéma 53).

Dans un autre essai distinct, la réduction de composé 65 a été réalisée avec un complexe
NaBH4-acide acétique dans le dichlorométhane ; ce complexe est bien connu comme agent de
réduction énantiosélective, et largement utilisée lors des réductions énantiosélectives'®*. C’est
de cette maniere que nous avons pu obtenir le benzoate de 3-(/R, 2R, E)-1-hydroxy-2-méthyl-
4-phénylbut-3-ényle sous forme d’un mélange de 67a et 67b avec un rendement de 89%. Une
analyse par HPLC chirale avec un mélange isopropanol / n-hexane 5:95 offrait les mémes
temps de rétention que ’alcool racémique (Tr 1 = 4.040; Tr 2 = 6.767). Un échantillon a été
recristallisé dans le méthanol pour obtenir des cristaux blancs avec un point de fusion de 102
°C et avec un [a]p™ = - 7,3 ° (¢ 0,1 AcOE). Cela suggére que les grands pics qui avaient été
observés auparavant a 4.040 et 6,767 minutes ont été formés a partir du stéréoismomere (R,
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E)- dont le composant principal serait le benzoate ((1S, 2R, E) 3 - 1-hydroxy -2-méthyl-4-
phénylbut-3-en-1-yl) 67b (schéma 53).

La projection de Newman de chaque énantiomére a montré la face préféretielle de la cétone
qui fixerait plus facilement I’hydrure que les autres, parce que le groupe de taille moyenne du
substituant chiral n’est pas ¢€lectroattracteur. Cette interprétation a été faite en conformité avec
celle que Lodge et Heathcock ont faite sur le modéle de Felkin-Anh ' ¥ Tout cela nous a
poussés a penser que l'addition d'hydrure sur 1’énantiomeére (R, E)- serait plus favorisée que
celle faite par le méme réactif sur son équivalent (S,E) (figure 43).

(R,E)-Enantiomere (S E) -Enantiomere

(e C
(O /&% oscHs
Favorisée \ 4
0 H
0 CH,

peu favorisée

Nu
Nu

Figure 43

1.3.6-Synthese de composé 68.

Les époxydes ou oxacyclopropanes sont des €thers cycliques a trois chainons. Le plus simple
des époxydes est appelé oxacyclopropane ou oxyde d'éthyléne. Les autres peuvent étre
considérés comme des dérivés substitués du précédent. Les époxydes sont des intermédiaires
trés souvent utilisés en synthése organique ou l'on met a profit leur grande réactivité. Ils
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combinent en effet 1'intérét de posséder une tension de cycle importante et d'avoir un atome
d'oxygene nucléofuge. IlIs peuvent étre ouverts dans des conditions douces par de tres
nombreux réactifs en milieu basique et en milieu acide. Il existe plusieurs voies d'acces aux
époxydes dont voici quelques-unes parmi les plus importantes.

e Le réactif est un peracide. La réaction est stéréospécifique et de stéréochimie syn.
Notons que 1'époxydation de liaisons éthyléniques d'alcools allyliques peut étre
rendue énantiosélective en utilisant un complexe de métal de transition (Ti) et un
tartrate comme auxiliaire chiral.

e A partir des composés carbonylés. Le réactif est un ylure de soufre. Cette réaction dite
de Corey-Chaykovsky a acquis une grande importance en synthése organique du fait
de sa stéréosélectivité.

e Les halohydrines sont des précurseurs d'époxydes quand elles sont traitées en milieu
basique par réaction de Williamson intramoléculaire.

e A partir des a-halogénoesters. La réaction entre un carbanion formé a partir d'un a-
halogénoester et un composé carbonylé est appelée réaction de Darzens. 11 s'agit d'une
méthode de préparation d'époxyesters (esters glycidiques).

Pour notre travail, I’époxydation du dérivé éthylénique avec une solution a 70% d’acide méta-
chloroperoxybenzoique (5g, 20,24mmol) dans 50 ml de dichlorométhane permet d’aboutir,
aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange
hexane/acétone (3/2, v/v), au 3-((1R,25)-1-hydroxy-2-(3-phényloxiran-2-yl)propyl) benzoate
de méthyle 68 avec un rendement de 89%. Quatre diastéréoisomeres sont formés avec des
temps de rétention respectifs 3.005 (Tr 1); 3.338 (Tr2 majoritaire), 5.819 (Tr 3) et enfin 6,303
minutes (Tr 4). Un exces énantiomérique de 86,5% a été observé au sein de la premiére paire
alors qu'il était de 80% dans la derniere paire. L’exces énantiomérique global était de 80 %
(schéma 54).

67a - >

68

Schéma 54: (a) m-CPBA, CH,Cl,, reflux 20h, 93%.

1.3.7-Synthése de composé 70
L'aziridine ou azacyclopropane est un compos¢ organique cyclique de formule brute C,HsN.
C’est aussi le composé parent des aziridines et du groupe fonctionnel qui correspond a
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un hétérocycle a trois chainons composé d'une amine et de deux groupes méthyléne'™’. Les
aziridines peuvent étre préparées de nombreuses fagons :

- Cyclisation d’haloamine et d’amino-alcools.
Un groupe amine peut déplacer un halogénure adjacent en B dans une réaction de substitution
nucléophile intramoléculaire pour former une aziridine. Les amino-alcools ont la méme
réactivité mais il faut tout d'abord convertir les groupes hydroxyde en meilleurs groupes
partants, par exemple en tosylate. La cyclisation d'un amino-alcool est appelé syntheése de
Wenker (1935) tandis que celle d’une d'haloamine en éthyléneimine constitue la méthode de
Gabriel (1888).

- Addition de nitréne

L'addition d'un nitréne sur un alcéne est une méthode bien établie pour la synthése des
aziridines. Photolyse et thermolyse d'azotures constituent une méthode de choix pour Ia
génération des nitrénes. Ceux-ci peuvent aussi étre formés in situ a partir du diacétate
d'iodobenzéne et des sulfamides, sulfamates, ou de I'é¢thoxycarbonylnitréne d'un précurseur N-

sulfonyloxy'®®.
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- Décomposition des triazolines

Sous traitement thermique ou par photolyse d'une triazoline, de l'azote est extrudé de la
molécule de départ et il se forme une aziridine'™. La triazoline requise pour ce genre de
réaction est obtenue par le biais d'une réaction de cycloaddition d'un azoture sur un alcene.

1 R R
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- Vial’ouverture d’un époxyde
Une autre méthode d’accés aux aziridines consiste a procéder a I’ouverture d’un
cycle époxyde avec l'azoture de sodium, suivie d'une réduction organique de l'azoture obtenu
avec la triphénylphosphine par expulsion d'azote gazeux'*’.

Q H OH COOEt
AN Phes,_ ¢ Phs /oA
H~ “COOEt ,"COQEt \Xw“
Ph H — .~ NJ L Y
NaN, NH,CI PPh, -N, H oo
65°C, 5 hrs. EtOH 83°C, 5 hrs. MeCN

- Réaction d’une oxime avec un réactif de Grignard

L'éthylénimine peut aussi provenir de la synthése de Hoch-Campbell, cette derniere décrit la
synthése d'aziridines par la réaction de certaines oximes avec des réactifs de Grignard "*".

1.3.8-Synthése de notre aziridine

Pour notre part, nous avons réalisé la synthése du motif aziridinyle de notre cible en traitant
une solution du composé 68 dans 1'é¢thanol et I'eau avec le chlorure d'ammonium et NaNs pour
fournir d’abord 1'azido alcool 69. Ce dernier est ensuite mis a réagir avec une solution de
triphénylphosphine dans le CH3;CN pour fournir le 3-((/R,2R)-1-hydroxy-2-(2R,3R)-3-
phénylaziridin-2-yl)propyl benzoate de méthyle 70 avec un rendement de 90%. Ce composé
a ¢été préalablement purifié par flash chromatographie sur colonne de gel de silice ¢éluée avec
un mélange du dichlorométhane -méthanol (v /v : 1:1 ). A la fin, on procéde a une analyse par
HPLC en utilisant un mélange 7:93 (v / v) isopropanol/n—hexane. Les temps de rétention
observés sont les suivants : Trl = 2981 ; Tr 2 = 3,334 ; Tr 3 = 5.800 (énantiomeére
majoritaire) et Tr 4 = 6,283 minutes. [o]p™ = - 1,9 ° (¢ 0,1 AcOEL) (schéma 55).

154


http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89poxyde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Azoture_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Triph%C3%A9nylphosphine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organomagn%C3%A9sien
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxime
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organomagn%C3%A9sien

Schéma 55: (a) NH4C1, NaN;, EtOH/H,0, 18h, 57%; (b) PPh;, CH;CN, 38°C, 2h, 90%.

Il est évident que 77b n'a pas la configuration souhaitée (syn) pour sa conversion dans la cible
mentionnée au début de ce travail. Mais cela peut étre réalisé par des méthodes enzymatiques,
comme décrit précédemment dans la littérature.

Conclusion partielle

Nous avons congu une syntheése stéréosélective d'un nouveau dérivé du fragment A de
cryptophycine-1 avec un rendement global raisonnable. Les premicres étapes de synthése ont
¢été effectuées en série racémique, alors que la stéréosélectivité de la voie de synthése a été
introduite plus tard. Cela a conduit a un anti-alcool intermédiaire comme stéréoisomere
majoritaire a la place du dérivé syn. Notre intérét principal dans ce travail était d'introduire
une certaine rigidité dans la structure finale, car ce dernier pourrait rendre le produit final plus
spécifique et sélectif, dans le cas ou il aurait une certaine une activité biologique.
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Partie expérimentale relative a la synthése
stéréoselective d’un analogue aziridinyle du
fragment « A » de la cryptophycine.
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Todure de méthyle (54)

! liquide transparent, Peb =41-43 °C ;
HiC Litt. Peb : 42.5°C.
MM=141.99 g.mol" Peb = 40 °C.
CAS : 74-88-4

Dans un bicol (montage de distillation), on introduit du KI (160g, 0,96mol) dans 86ml d’eau,
on ajoute du carbonate de potassium (K,COs3) (16,56g). On chauffe le mélange a 60-65°C
sous agitation. La température est maintenue 60-65°C, et 100ml de (CHj3),SO4 sont
progressivement ajoutés grace a une ampoule a décanter, le débit de 1’addition est telle que
I’iodure de méthyle distille régulierement. L’addition du diméthylsulfate nécessite environ
deux heures pour se terminer.

A la fin de I’addition, on augmente la température entre 65-70°C pendant environ 40min pour
compléter la distillation de Mel. Le produit est décanté et séché sur chlorure de calcium
anhydre. On filtre, et on ajoute quelques grains d’iode et on distille en utilisant un bain d’eau.

13,3 g (57%) du composé 54 sont obtenus apres évaporation et séchage.

Isophtalate de diméthyle (55)

Solide blanc, Pf= 66-68 °C.
litt. : Pf=65-68°C.
Pf=67.5°C.

CAS : 1459-93-4

MeO,C CO,Me

C;0H1904
MM= 194.184 g.mol!

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit du MeOH (200ml); la solution est
refroidie a 0°C. On y ajoute goutte a goutte du chlorure d’acétyle (33,43ml). La solution est
agitée 5 min. Ensuite, I’acide isophtalique 11g (69,121) est ajouté en 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.

> Obtention de 12,2 g (91%) du composé 55.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z= 217.17 valeur calculée pour C,0H;0O4Na,
216.9 valeur trouvée.

IR Vinax (KBr) cm™: 1722.30, 1441.66.
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Benzoate de méthyle (56)

Huile jaune claire.
COMe CAS : 93-58-3

CgHgO,
MM= 136.15 g.mol!

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit du MeOH (150ml); le solvant est
refroidi a 0°C. On lui ajoute goutte & goutte du chlorure d’acétyle (14,82 ml) et la solution
ainsi obtenue est agitée 5 min. Ensuite, I’acide benzoique (10g, 73,44mmol) est ajouté en 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.

> Obtention de 5.6 g (56%) du composé 56.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 159.14 valeur calculée pour CsHO,Na,
159.0 valeur trouvée.

IR Vyax (KBr) em™: 1723.56, 710.71, 687.81.

trans-Cinnamaldéhyde (57)

X N Liquide jaune, Péb = 105°C a pression réduite.
(6]

= CAS:104-55-2

CoHgO
MM-= 132.16 g.mol !
Distillation du cinnamaldéhyde a pression reduite.

IR Vo (KBr) em™: 1775.12, 174227, 1715.72, 1613.07, 1249.11 (O-Me).
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(E)-4-phénylbut-3-en-2-ol (58)

AN

OH Huile orange.

C1oH 120
MM = 148.202 g.mol!

On distille le trans-cinnamaldéhyde 57 sous pression réduite. Entre temps, on lave le Mg avec
le THF sec et on le laisse a 1’étuve pendant une nuit. Dans un bicol et sous courant d’azote,
on introduit du Mg (2,75g, 113,49mmol, 1,5 equiv), puis on verse dessus et sous courant
d’azote du THF sec (50 ml) et deux cristaux d’l,. Ensuite la solution est refroidie a -5°C. On
ajoute a I’aide d’une ampoule a pression constante 1’iodure de méthyle (16,11g, 113,49mmol,
1.5equiv, 191 mmoles) dans le THF 30 ml sec. On verse % de la solution puis on ajoute goutte
a goutte le reste. Il se développe un trouble blanc accompagné d’un dégagement de chaleur.

Apres ’ajout de tout I’iodure de méthyle, on laisse agiter pendant 1h30 a une temperature
comprise entre 0 et -10°C. Ensuite, on ajoute goutte a goutte le cinnamaldéhyde (10g, 75.66
mmol, lequiv.) dissous dans le THF 40 ml avec une forte agitation, tout en maintenant la
température entre 0 a -10°C. On porte a reflux pendant Sh. On refroidit, puis on verse cette
solution dans 100g d’eau glacée, et on ajoute 100ml d’une solution de H,SO4 a 15%. On
recueille la phase organique, puis on extrait la phase aqueuse 3 fois avec 50ml d’éther. On
lave la phase organique 2 fois avec une solution de bicarbonate de sodium a 5%, puis avec
une solution saturée de NaCl. On seéche sur CaSQy, et le solvant est chassé sous pression
réduite.

On dissout 1’alcool cinnamique dans le chloroforme. On ajoute a cette solution 50ml d’une
solution de bisulfite de sodium. On laisse agiter toute une nuit, un solide se dépose (le sel
bisulfitique de 1’aldéhyde qui reste). On filtre, on décante, on lave avec ’eau froide (pour
¢liminer le reste de solution bisulfitique). On séche, et le solvant est chassé sous pression
réduite.

> Obtention de 9,31 g (83%) du composé 58.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 171,19 valeur calculée pour C;oH;,ONa,

172.2 valeur trouvée.
RMN-'H ( & : ppm, J : Hz, CDClLy) : 1.25 (d, °J =7.8 Hz, 3H, Me), 2.37(brd, °J = 3.5 Hz,
1H, OH), 4.33 (dq, °J = 7.0 Hz, 7.7 Hz, 1H, CH-OH), 6.38 (dd, °J = 8.6Hz, 15.9 Hz, 1H, -
CH=), 6.58 (d, ’J = 15.9 Hz, 1H, Ph-CH=), 7.24-7.39 (m, 5H, Ph).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCl3) : 19.64, 58.84, 125.75, 126.36 (2C), 127.79, 128.68 (2C),
130.75, 136.74.

IR Vinay (KBr) em™: 3393.64, 746.65, 691.10.
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(E)-1-(3-bromobut-1-enyl)benzéne (59)

AN

Br Pateux marron.
CAS : 91861-49-3

CloHllBr
MM = 211.1 g.mol!

Synthése a partir du composé 58 :

Procédé A :

Dans un ballon rodé, on introduit le (£)-4-phénylbut-3-en-2-0l1 5 (3 g, 20,24mmol.). On ajoute
6ml de HBr a 45% goutte a goutte et avec agitation, puis on ajoute 2ml de H,SO4 goutte a
goutte avec une forte agitation. On porte a reflux pendant 3h. On observe la formation d’une
pate, séparée d’une solution jaune (le reste de HBr). On dissout 1’ensemble dans le
chloroforme. On lave 4 fois avec une solution de bicarbonate de sodium a 5%. On séche et on
évapore le solvant sous pression réduite.

= Obtention de 3,54 g (83%) du produit 59.

Procédé B :

Dans un ballon rodé, on introduit la triphénylphosphine (8,97g; 34,57mmol, 1,025 equiv)
dans I’acétonitrile (CH3CN) (100 ml). On refroidit la solution a 0°C, puis on ajoute du brome
(8,87 g ; 33,73mmol, 1 equiv) par petites portions sur une période de 15-20 min. On enléve le
bain de glace, puis on ajoute une solution de (E)-4-phénylbut-3-en-2-0l 58 (5g, 33,73mmol, 1
equiv) dans 25 ml de CH3CN par portions durant 15 min. On porte a reflux pendant 3h en
maintenant la température interne a 120°C grace a un bain d’huile. On évapore le solvant,
puis le produit est repris dans 100 ml d’éther, lavé 4 fois avec une solution de bicarbonate de
sodium a 5%. On séche et on évapore le solvant sous pression réduite. Apres purification par
chromatographie sur colone sur gel de silice ¢luée avec un mélange cyclohexane: EtOAc (7/3,
v/v), 5,2 g (73%) du composé 59 sont obtenus

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 234,09 valeur calculée pour CoH;;BrNa,
233,9 valeur trouvée.

RMN-'H ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.59 (d,°J = 7.6 Hz, 3H, Me), 4.30 (dq, °J = 6.9 Hz,
7.5 Hz, 1H, CH-OH), 6.40 (dd, °J = 7.9 Hz, 15.4 Hz, 1H, -CH=), 6.62 (d, °J = 15.4 Hz, 1H,
Ph-CH=), 7.21-7.45 (m, 5H, Ph).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCly) : 19.48, 54.89, 125.92, 126.37 (2C), 127.79, 128.54 (2C),

133.49, 134.73.
IR Vpay (KBr) cm™: disparition de la bande OH par rapport au produit 5 .
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(E)-1-(3-chlorobut-1-enyl)benzéene (60)

AN

cl Pate noire

CioH, C1
MM = 166.65 g.mol!

Synthése a partir du composé 58 :

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, d’'une garde et sous courant d’azote, on introduit le (£)-
4-phénylbut-3-en-2-ol 5 (1,5 g, 10,12 mmol). On ajoute goutte a goutte le SOCI, fraichement
distillé a 1’aide d’une ampoule d’addition a pression constante. On porte a reflux pendant 2h.
On refroidit, puis on ajoute du CCly et le solvant est chassé sous pression réduite.

On dissout le produit obtenu dans le 100 ml de CH,Cl,. On traite la solution précédente avec
3x30ml d’une solution de bicarbonate de sodium a 5%. On seéche, on évapore le solvant sous
pression réduite.

> Obtention de 1.18 g (70%) du composé 60.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 189,64 valeur calculée pour CoH;;CINa,
189,5 valeur trouvée.

RMN-'H (& : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.50 (d, 7.5, 3H), 4.22 (dq, 7.0, 7.5, 1H), 6.29 (dd, 7.7,
15.3, 1H), 6.60 (d, 15.7, 1H), 7.27-7.45 (m, SH)

BC-RMN (75,5 MHz, CDCl) : 25.89, 61.41, 123.55, 126.33 (2C), 127.98, 128.7 (2C),
132.1, 135.2.

IR Vpay (KBr) ecm™: 755.76, 697.18 et disparition de la bonde OH par rapport au produit 58.

(E)-4-phénylbut-3-en-2-yl 4-méthylbenzenesulfonate (61)

AN

oTs Pate noire

C17H1803S
MM = 302.39 g.mol™
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Synthése a partir du composé 58 :

Dans un bicol de 250 ml, on introduit le (£)-4-phenylbut-3-en-2-0l § (4 g, 26,99 mmol) dans
50ml de chloroforme. On refroidit la solution a 0°C et on ajoute sous agitation 5.5 ml de TEA,
puis du chlorure de p-toluénesulfonyle (10,29¢g ; 53,98mmol) par portions pendant 20 min. On
laisse agiter pendant 24h a température ambiante. On ajoute 30ml de chloroforme. On lave
avec une solution de NH4Cl, puis avec une solution saturée de NaCl. On séche sur MgSQOy,
puis on chasse le solvant sous pression réduite.

> Obtention de 7,75 g (95%) du composé 61.

ES-LRMS [MwLNa]Jr m/z = 325,38 valeur calculée pour C7H;303SNa,
325,2 valeur trouvée.

RMN-"H (& : ppm, J : Hz, CDCls) : 1.59 (d, 7.6, 3H), 2.35 (s, 3H), 5.45 (dq, 6.9, 7.5, 1H),
6.25 (dd, 7.8, 15.4, 1H), 6.58 (d, 15.6, 1H), 7.20-7.40 (m, 7H), 7.86 (d, 7.7, 2H)

BC-RMN (75,5 MHz, CDCLy) : 19.9, 24.62, 65.71, 125.22, 126.28 (2C), 127.82, 128.74
(2C), 129.59 (2C), 129.79, 130.6 (2C), 135.1, 138.15, 144.23.

IR Vimax (KBr) em™: 753.12, 814.67, 1596.29, 1613.24, 3028.98, 3060.61et disparition de la
bonde OH par rapport au produit 5.

(E)-2-méthyl-4-phénylbut-3-énenitrile (62)

AN

CN Produit huileux
CAS :913654-33-8

CyHy N
MM = 157.21 g.mol!

Synthése a partir du composé 59 :

Sécher le CaSQOy4 sur la flamme, puis laisser a 1’étuve jusqu'au lendemain. Mettre le CaSOq4
dans le DMF et laisser reposer tout le weekend. Installer sur un bain d’eau dans un tricol de
500ml muni d’une agitation magnétique, d’un réfrigérant a reflux, d’un thermometre ainsi que
d’une garde a CaCl,, 50 ml de DMF anhydre et y dissoudre du KCN anhydre (0,79g,
12,07mmol). Chauffer ce mélange a 90°C jusqu’a dissolution du sel, puis retirer le bain d’eau.
Ajouter lentement pendant 10 min. le produit 59 (2,55g ; 12,139mmol) dissous dans 10ml de
DMF grace a une ampoule a décanter de telle manieére que la température dans le ballon ne
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dépasse pas les 150°C. A la fin de ’addition, continuer 1’agitation jusqu’a ce la température
descende a 50°C. Verser le mélange dans I’eau et extraire avec 3x30 ml d’éther.

Laver les extraits organiques réunis avec 2x20ml d’une solution saturée de sel ; sécher sur
CaSOQy, puis chasser le solvant sous vide. L’analyse infrarouge montre qu’il ya toujours un
reste de DMF (1670,99 cm™). On dissout le produit dans 1’éther, on lave 3 fois avec 30ml
d’une solution de HCI a 10%, puis avec 3 fois 30ml d’eau, puis avec une solution saturée de
NaCl. Le produit obtenu est un liquide trés visqueux rouge foncé. Son analyse infrarouge
montre qu’il reste des traces de DMF. 3,31 g (89%) du composé 9 sont obtenus apres
purification par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange
cyclohexane/Et,O (19/1, v/v).

Synthése a partir du composé 61 :

Sécher le CaSOy4 sur la flamme, puis laisser a I’étuve jusqu’au lendemain. Mettre le CaSOg4
dans le DMF et laisser tout un weekend. Installer sur un bain d’eau dans un tricol de 500ml
muni d’une agitation magnétique, d’un réfrigérant a reflux, d’un thermomeétre ainsi que d’une
garde a CaCl,, 50 ml de DMF anhydre et y dissoudre du KCN anhydre (2g, 30.71mmol).
Chauffer ce mélange a 90°C jusqu’a dissolution du sel, puis retirer le bain d’eau.

Ajouter lentement pendant 10 min. le (£)-4-phénylbut-3-en-2-yl 4-méthylbenzeénesulfonate 61
(7,5g ; 24,80mmol) dissous dans 10ml de DMF grace a une ampoule a décanter de telle
maniére que la température dans le ballon ne dépasse pas les 150°C. A la fin de 1’addition,
continuer 1’agitation jusqu’a ce que la température descende a 50°C. Continuer 1’agitation a
50°C pendant une nuit. Verser le mélange dans I’eau et extraire avec 3x50 ml d’éther. Laver
les extraits organiques réunis avec 2x20ml d’une solution saturée de sel ; sécher sur CaSOs,
puis chasser le solvant sous vide. 1,68 g (85%) du composé 62 sont obtenus apres purification
par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange cyclohexane/Et,O (19/1,
v/v)

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 180,2 valeur calculée pour C;;H;;NNa,
179,9 valeur trouvée.

RMN-'H ( 8 : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.53 (d, °J= 7.5 Hz, 3H, Me), 3.52 (m, 1H, NC-CH-
Me), 6.01 (dd, >J= 6.5 Hz, 16 Hz, 1H, -CH=), 6.75 (d, *J= 16Hz, 1H, Ph-CH=), 7.30-7.44 (m,
5H, Ph).

BC RMN (75,5 MHz, CDCLy): 19.04, 28.39, 120.91, 124.42, 126.56 (2C), 128.32,
128.75(2C), 132.59, 135.75.

IR Vpay (KBr) em™: 2245.63 cm™ (C=N).
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Acide (E)-2-méthyl-4-phénylbut-3-enoique (63)

Solide blanc,
\ COOH
Pf=82°C
C11H,0, CAS: 143317-48-0 (25)

MM = 176.21 g.mol!

Synthése a partir du composé 62 :

On porte a reflux le (E)-2-méthyl-4-phénylbut-3-énenitrile 62 (3g, 19,08mmol dans 25ml
d’une solution de NaOH a 10% et 15 ml d’alcool dans un montage a reflux. Au bout
d’environ 1h, le reflux est poursuivi pendant encore 1h30. Au bout de ce temps, enlever le
réfrigérant a reflux et continuer le chauffage pendant quelques minutes sous la hotte pour
¢liminer I’ammoniac et ’alcool. Refroidir et ajouter du HCl concentré jusqu’a ce qu’un
précipité se dépose complétement. Filtrer puis laver le produit avec le DCM (le solide blanc
n’est pas I’acide obtenu). On séche la partie dissoute dans le DCM, et on évapore.

= Obtention de 2,85 g (85%) du composé 63.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 199,2 valeur calculée pour C;;H;,0;Na,
199,1 valeur trouvée.

RMN-'H ( 8 : ppm, J : Hz, CDCL3) : 1.38 (d, °J = 7.0Hz, 3H, Me), 3.34 (dq, °J = 7.0Hz,
7.8Hz, 1H, CH-CO,H), 6.26 (dd, °J =7.8Hz, 15.9Hz, 1H, -CH=), 6.51 (d, °J =15.9 Hz, 1H,
Ph-CH=), 7.17- 7.45 (m, 5H, Ph).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCly): 17.23, 40.18, 126.38 (2C), 127.67, 127.9 (2C), 128.6,
131.79, 136.74, 181.36.

IR Vpox (KBr) em™: 1701.9, 755.95, 800.44, 3027.19, 3060.03.

Microanalyses: Calculé pour C;;H;20, C 74.98 %, H 6.86 %. Trouvé C 74.88 %, H 7.06 %.
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Chlorure de (E)-2-méthyl-4-phénylbut-3-enoyl (64)

AN Pate noire,

COOcCI

C;1H;,C10,
MM = 206.66 g.mol!

Synthése a partir du composé 63 :

Dans un bicol muni d’un réfrigérant, d’une garde et lavé par un courant d’azote, on introduit
I’acide E-2-méthyl-4-phénylbut-3-enoique 63 (2,5 g ; 14,18mmol, 1 equiv.), On ajoute goutte
a goutte le SOCl, (5ml, 70,93 mmol, 5Sequiv.) fraichement distillé a 1’aide d’une ampoule
d’addition a pression constante. On porte a reflux pendant 2h. On refroidit, puis on ajoute le
CHCI;. Le solvant est chassé sous pression réduite. On ajoute le CHCIl;, on lave avec une
solution de carbonate de sodium a 10%, on séche avec CaSO,4 et on chasse le solvant a
pression réduite.

> Obtention de 2,45 g (89%) du composé 64.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 233.65 valeur calculée pour C;1H;;CIO;Na,
233.5 valeur trouvée.

IR Vpay (KBr) em™: 1727.62, 757.03, 805.00.

Benzoate de (E, R)-méthyl 3-(2-méthyl-4-phénylbut-3-énoyle) (65)

Pateux noir

[a]D=-5.3°(c 0.1 AcOEY).

C19}11803
MM = 294.34 g.mol’!

Synthése a partir des composés 55 et 58 :

Dans un ballon sec et sous courant d’azote, on introduit du Mg (6,53 g, 25,75 mmol, 1.1
equiv.) avec un cristal de 1’iode dans 50 ml de THF. La solution est refroidie a -5°C. On
ajoute goutte a goutte le (E£)-1-(3-bromobut-1-enyl)benzene 58 (5,43g, 25,75 mmol, 1.5equiv.)
dans 30ml de THF pendant 1h. Ensuite, on refroidit le mélange dans un bain constitué par un
mélange d’azote liquide-acétone a -96°C, puis on ajoute goutte a goutte, a -96°C, (5g, 25,75
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mmol, lequiv.) d’isophtalate de diméthyle 55 dans dans 10ml de THF avec une forte agitation
pendant 1h. Ensuite, on laisse remonter la température puis on laisse agiter une nuit.

A la fin, on hydrolyse avec une solution aqueuse de H,SO4 a 10%. On extrait 3 fois avec 30ml
d’éther. La phase organique est ensuite lavée avec une solution saturée de NaHCO;3, 1’eau, et
une solution saturée de NaCl. On seéche sur CaSOy et on chasse le solvant a pression réduite.

5,83g (77%) du composé 65 sont obtenus apres purification par chromatographie sur colonne
sur gel de silice dans un mélange hexane/Et,O (20/1, v/v).

[a]D =-5.3°(c 0.1 AcOEY).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 317,2valeur calculée pour C;9H;303Na,
317,1 valeur trouvée.

RMN-'H (& : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.24 (d, °J=7.8 Hz, 3H, Me), 3.90 (dq, ’J =7.2 Hz, 7.7
Hz, 1H, CH-C=0), 3.95 (s, 3H, CO,Me), 6.37 (dd, °J = 8.1 Hz, 15.2 Hz, 1H, CH=), 6.86 (d,
3J =152 Hz, 1H, Ph-CH=), 7.21-7.56 (m, 6H, Ph), 8.23 (dd, °J = 7.6 Hz, 7.8 Hz, 2H, Ph),
8.74 (ddd,’J = 2.0 Hz, *J =2.2 Hz, 2.4 Hz, 1H, Ph).

BC RMN (75,5 MHz, CDCl;) : 17.04, 47.29, 51.48, 115.32, 126.38 (2c), 128.16, 128.64,

128.74 (2C), 128.87, 130.46, 131.10, 133.1, 133.39, 134.35, 136.35, 167.30, 193.91.
IR Vpox (KBr) em™: 1726.33, 1769.98, 1685.35, 3422.01, 1246.19, 730.61, 699.32

Synthése a partir des composés 64 et 56 :

Sous courant d’azote et dans un ballon muni d’un réfrigérant, on introduit de benzoate de
méthyle 56 (4,19 g, 30,82mmol), le chlorure de (E)-2-méthyl-4-phénylbut-3-enoyle 64 (3 g,
15,41mmol), 1’iode (9,91g, 15,41 mmol) et 0,577 mL DMF. On chauffe a reflux (140°C),
avec une forte agitation pendant 12h. Le mélange est refroidi puis traité avec une solution
saturée de NaHCO; et extrait a I'AcOEt. La couche organique est lavée avec du thiosulfate de
sodium, puis avec une solution saturée de NaCl, et séchée sur MgSO,. On filtre et on chasse
le solvant sous pression réduite. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de
silice avec un mélange hexane/Et,O (20/1, v/v), 3,8g (84%) du composé 65 sont obtenus.

[a]D =-5.3 (c 0.1 AcOEY).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 317,2valeur calculée pour C;9H;30O3Na,
317,1 valeur trouvée.

RMN-'H (& : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.24 (d, °J =7.8 Hz, 3H, Me), 3.90 (dq, *J =7.2 Hz, 7.7
Hz, 1H, CH-C=0), 3.95 (s, 3H, CO,Me), 6.37 (dd, °J = 8.1 Hz, 15.2 Hz, 1H, CH=), 6.86 (d,
’J =15.2 Hz, 1H, Ph-CH=), 7.21-7.56 (m, 6H, Ph), 8.23 (dd, *J = 7.6 Hz, 7.8 Hz, 2H, Ph),
8.74 (ddd,’J = 2.0 Hz, *J =2.2 Hz, 2.4 Hz, 1H, Ph).
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BC-RMN (75,5 MHz, CDCL3) : 17.04, 47.29, 51.48, 115.32, 126.38 (2¢), 128.16, 128.64,
128.74 (2C), 128.87, 130.46, 131.10, 133.1, 133.39, 134.35, 136.35, 167.30, 193.91.

IR Voo, (KBr) em™: 1721.52, 1775.20, 1640.53, 1279.28, 3423.98, 713.40, 700.13

Rac Benzoate de —(E)-Méthyl 3-((2R,)-1-hydroxy-2-méthyl-4-phénylbut-3-enyle) (66)

O Solide marron clair.
CO,Me Pf=105°C

[a]D =-5.3 (c 0.1 AcOEY).

C19H390;3
MM = 296.36 g.mol!

Synthése a partir du composé 65 :

Installer sur un bain d’eau un ballon de 100ml muni d’une agitation magnétique. On introduit
le (E, R)-méthyl 3-(2-méthyl-4-phénylbut-3-énoyle) 65 (5g, 16,98mmol, 1 equiv.) dans 30 ml
de DCM. La solution obtenue est refroidie a 0°C. On ajoute le NaBH4 (1,92g, 50,94mmol, 3
equiv.) par portions en maintenant la température en dessous de 10°C. On laisse remonter a
température ambiante, puis on continue 1’agitation pendant 12h.

On ajoute de I’eau acidulée en agitant pour détruire I’excés de NaBH4. On sépare la phase
organique et on extrait la phase aqueuse 2 fois avec 30 ml de DCM. On réunit les phases
organiques. On les lave avec une solution saturée de NaHCOs, puis avec une solution saturée
de NaCl. On  seche avec MgSO4 on évapore le solvant sous pression réduite. Apres
recristallisation dans le methanol, 4,17 g (83%) du composé 66 sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 319,35valeur calculée pour C;9H»oO3Na,
319,3 valeur trouvée.

"H-RMN ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.17 (d, 6.8 Hz, 3H, Me), 1.70 (brd, 3.5 Hz, 1H, OH),
2.27-2.51 (m, 1H, CH-CHOH), 3.88 (s, 3H, CO,Me), 4.12 (d, 7.7 Hz, 1H, CH-OH) , 6.39
(dd, °J = 8.8 Hz, 16.0 Hz, 1H, CH=), 6.87 (d, °J = 16 Hz, 1H, Ph-CH=), 7.19-7.49 (m, 6H,
Ph), 8.16 (dd, °J=7.7 Hz, 7.8 Hz, 2H, Ph), 8.63 (ddd, °J=2.0 Hz, *J=2.2 Hz, 2.4 Hz, 1H).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCly) : 15.62, 42.12, 51.53, 82.16, 125.12, 127.6, 127.93, 128.40
(20), 128.62(2C), 128.76, 129.22, 130.3, 132.31, 132.44, 136.50, 138.38, 166.11.

IR Vinay (KBr) em™: 1724.22, 3438.86, 1609.32, 1635.99
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Benzoate de 3-((2R,E)-1-hydroxy-2-méthyl-4-phénylbut-3-enyl)méthyle (67a)

Solide marron clair.
Pf=102°C

[a]D =-7.3 (¢ 0.1 AcOEY).

C19H3903
MM = 296.36 g.mol!

Synthése a partir des composés 65 :

Installer sur un bain d’eau un ballon de 100ml muni d’une agitation magnétique et y
introduire le benzoate de (E,R)-méthyl 3-(2-méthyl-4-phénylbut-3-enoyle) 65 (5g,
(16,98mmol, 1 equiv.) dans 100 ml de DCM. La solution obtenue est refroidie a 0°C. On
ajoute 25ml d’AcOH. Par la suite, du NaBH4 (1,92g; 50,94mmol, 3 equiv.) est ajouté par
portions en maintenant la température en dessous de 10°C. On laisse remonter a température
ambiante, puis on continue 1’agitation pendant toute une nuit.

On ajoute I’eau acidulée en agitant pour détruire ’exces de NaBH4. On sépare la phase
organique et on extrait la phase aqueuse 2 fois avec 30 ml de DCM. On réunit les phases
organiques qu’on lave avec une solution saturée de NaHCOs, puis avec une solution saturée
de NaCl. On seche sur MgSO,4, on évapore le solvant sous pression réduite.

On ajoute 250 ml de dichlorométhane et la solution obtenue est refroidie a 0°C. On ajoute
25ml d’AcOH. Du NaBHy (1,52 g ; 40,25mmol, 1,0 equiv) est ensuite ajouté par portions en
maintenant la température en dessous de 10°C. On laisse remonter a température ambiante,
puis on continue I’agitation pendant 4h. La réaction est arrétée par addition d’une solution de
KHSO4a 10%. Apres apres une recristallisation dans le methanol, 4,47 g (89%) du composé
67 sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z=319,35valeur calculée pour C 9H,O:Na,
319,3 valeur trouvée.

"H-RMN ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.17 (d, °J = 6.9 Hz, 3H, Me), 1.70 (brd, °J = 3.5 Hz,
1H, O-H), 2.28-2.43 (m, 1H, CH-CHOH), 3.88 (s, 3H, CO,Me), 4.12 (d, °J=7.7 Hz, 1H, CH-
OH), 6.37 (dd, °J = 8.8 Hz,16.0 Hz, 1H, CH=), 6.87 (d, °J = 16 Hz, 1H, Ph-CH=), 7.21-7.49
(m, 6H, Ph), 8.15 (dd, °J = 7.7 Hz, 7.8 Hz, 1H, Ph), 8.61 (ddd, °J = 2.0 Hz, *J=2.4 Hz, 2.2
Hz, 1H, Ph).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCl;) : 15.63, 42.1, 51.50, 82.12, 125.08, 127.56, 127.91, 128.39
(20), 128.66 (2C), 128.74, 129.18, 130.37, 132.41, 132.44, 136.51, 138.34, 166.11.

IR Vinay (KBr) em™: 1724.22, 3438.86, 1609.32, 1635.99
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Benzoate de méthyl 3-((/R,25)-1-hydroxy-2-(3-phényloxiran-2-yl)propyle) (68)

Pateux noir.

[a]D =+0.7° (¢ 0.1 AcOER).

CoH2904
MM = 312.36 g.mol’!

Synthése a partir des composés 67a :

Installer sur un bain d’eau un tricol de 250 ml muni d’une agitation magnétique et d’un
réfrigérant a reflux, un thermometre ainsi que d’une garde a CaCl,. Introduire le mélange des
diastéréoisomeres compos¢ majoritairement du benzoate de 3-(2R, E)-1-hydroxy-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)méthyle 67a (4g, 13.49mmol), et une solution a 70% d’acide méta-
chloroperoxybenzoique (1,5¢quiv) (5g, 20,24mmol) dans 50 ml de dichlorométhane. Le
mélange obtenu est chauffé au reflux sous agitation pendant 20h puis refroidi. On lave avec
une solution saturée de NaCl. On séche sur MgSO4 on évapore le solvant sous pression
réduite. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice avec un mélange
hexane/acétone (3/2, v/v), 3,75g (89%) du composé 68 sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 335,35 valeur calculée pour C;9H»yO4Na,
335,3 valeur trouvée.

"H-RMN ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.04 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, Me), 1.73 (brd, °J = 3.6 Hz,
1H, O-H), 2.38-2.49 (m, 1H, CH-CHOH), 2.88 (dd, °J = 7.0 Hz,7.1 Hz, 1H, CH-epoxide),
3.81 (d, °J = 7.0 Hz, 1H, CH-epoxide), 3.88 (s, 3H, CO,Me), 4.48 (d, °J = 7.9 Hz, 1H, CH-
OH), 7.20-7.49 (m, 6H, Ph), 8.17 (dd, °J = 7.6 Hz,7.8 Hz, 2H, Ph), 8.63 (ddd,’J=2.0 Hz, *J =
2.2 Hz, 2.3 Hz, 1H).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCL) : 12.32, 37.49, 51.48, 56.13, 58.39, 73.34, 125.90, 127.16,
128.16 (2C), 128.38, 128.64 (2C), 129.37, 129.85, 133.31, 138.91, 139.24, 165.81.

IR Viay (KBr) em™: 1724.22, 3438.86, 1609.32, 1635.99.
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Benzoate de méthyl 3-(/R,2S5)-4-azido-1,3-dihydroxy-2-méthyl-4-phénylbutyle (69)

CO,Me Pateux noir
H OH

Olltne

[a]D =+0.8° (¢ 0.1 AcOEY).

C1oH1N304
MM = 355.39 g.mol’!

Synthése a partir des composés 68 :

Une solution de benzoate de méthyl 3-(/R,2S)-1-hydroxy-2-(3-phényloxiran-2-yl)propyle 68
(3g, 9,6mmol) dans I’éthanol (20ml) et I’eau (18ml) est traitée avec le chlorure d’ammonium
(0,55g, 10,5mmol) et I’azide de sodium (0,68g, 10,5mmol). Le mélange obtenu est chauffé au
reflux entre 70-75°C et sous agitation pendant 18h. Apres refroidissement, on traite le
mélange réactionnel avec une solution aqueuse de bicarbonate de sodium a 5%. On evapore
I’éthanol sous pression réduite. On extrait avec 1’acétate d’éthyle et la phase oraganique est
lavée avec une solution saturée de NaCl, puis séchée sur MgSO,4 On évapore le solvant sous
pression réduite. Apres purification par chromatographie sur colonne de gel de silice dans un
mélange hexane/AcOEt (7/3, v/v), 2,12 g (57%) du composé 69 sont obtenus

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 378,38 valeur calculée pour C;oH,N304Na,
378,4 valeur trouvée.

"H-RMN ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 0.96 (d, °J = 7.1 Hz, 3H, Me), 1.53 (brd, °J = 3.6 Hz,
1H, OH), 2.19-2.32 (m, 1H, CH-Me), 2.91 (d, °J = 6.9 Hz, 1H, CH-N3), 3.65 (dd, °J = 6.9 Hz,
7.1 Hz, 1H, N;CH-CH-CHOH), 3.88 (s, 3H, CO,Me), 4.44 (d, >J=7.8 Hz, 1H, CH-OH), 4.82
(brd, °J = 3.4 Hz, 1H, N;CH-CHOH), 7.20-7.54 (m, 6H, Ph), 8.17 (dd, °J = 7.7 Hz, 7.8 Hz,
1H, Ph), 8.63 (ddd, °J = 2.1 Hz, *J=2.2 Hz, 2.4 Hz, 1H, Ph).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCL) : 10.09, 39.21, 51.64, 62.13, 71.66, 75.14, 125.69, 127.34,
128.17 (2C), 182.48, 128.60 (2C), 129.30, 129.74, 132.35, 139.11, 140.23, 166.12.
IR Vmax (KBr) em™: 3387.31 (O-H), 1177.09 (C-O).

Benzoate de méthyl 3-((/R,2R)-1-hydroxy-2-552R,3R)-3-phénylaziridin-2-yl)propyle (70)

Huile marron.

[a]D =-1.9° (¢ 0.1 AcOEY).

C19H1NO3
MM = 311.37 g.mol !
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Synthése a partir du composé 69 :

Dans un bicol et sous courant d’azote, on introduit le benzoate de méthyl 3-(/R,2S)-4-azido-
1,3-dihydroxy-2-méthyl-4-phénylbutyle 69 (2g, 5,65mmol) dans le THF anhydre (40ml). On
lui ajoute goutte a goutte une solution de triphénylphosphine (1,5g, 5,70mmol) dans le THF
anhydre. Le mélange obtenu est chauffé au reflux a 70-75°C et sous agitation pendant 16h.
On évapore le solvant sous pression réduite. Apres purification par chromatographie sur
colonne de gel de silice avec come ¢éluant un mélange CH,Cl,/MeOH (6/4, v/v), 1,57 g (90%)
du composé 70 sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 334,36 valeur calculée pour C;oH, NNaOs,
334,3 valeur trouvée.

"H-RMN ( & : ppm, J : Hz, CDCL) : 1.02 (d, °J= 7.0 Hz, 3H, Me), 1.37 (s, I1H, N-H), 1.58
(brd, °J = 3.9 Hz, 1H, OH), 1.99 (dd, °J = 6.9 Hz, 7.0 Hz, 1H, CH-aziridine), 2.24-2.45 (m,
1H, Me-CH-CHOH), 2.90 (d, °J = 7.0 Hz, 1H, CH-aziridine), 3.89 (s, 3H, CO,Me), 4.47 (d,
3J=7.8 Hz, 1H, CH-OH), 7.23-7.51 (m, 6H, Ph), 8.18 (dd, °J = 7.7 Hz, 7.9 Hz, 2H, Ph), 8.64
(ddd, °J=2.1 Hz, °J = 2.3 Hz, 2.4 Hz, 1H, Ph).

BC RMN (75,5 MHz, CDClLy) : 13.77, 34.46, 39.54, 45.64, 51.54, 72.35, 125.87, 127.14,
128.12 (2C), 182.32, 128.59 (2C), 129.18, 129.87, 133.16, 138.89, 144.43, 165.86.

IR Vinax (KBr) em™: 3362.53 (N-H).
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CHAPITRE 1V

SYNTHESE DES ANALOGUES
GLUCIDIQUES DES FRAGMENTS DE
LA CRYPTOPHYCINE
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1. Introduction

Les glucides, les lipides et les protéines comptent parmi les biomolécules qui remplissent des
foncions majeures dans les organismes vivants. On les trouve soit sous forme individuelle,
soit sous forme d’associations diverses, souvent comme des hybrides. Les hydrates de
carbone servent souvent d’antennes de reconnaissance moléculaire a la surface des cellules.

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que les sucres jouent un role important dans les agents
responsables de maladies infectieuses bactériennes et que les polysaccharides médient les
interactions hote-pathogénes' ™.

En outre, les glucides ou leurs squelettes sont présents dans de nombreux composés
bioactifs'”*, et ils constituent la base de conception de nombreuses stratégies thérapeutiques
et diagnostiques, ce qui fait des hybrides glycosylés des cibles synthétiques parmi les plus

prometteurs, quoiqu’assez difficiles a mettre au point.

Signalons également que les sucres sont utilisés dans le développement des vaccins'* et des
sondes biologiques'””. Un groupe de chercheurs a également montré que de nombreuses
protéines dans le glycome humain sont impliquées dans la liaison aux hydrates de carbone et
la reconnaissance des sucres modifiés'’. Par exemple, les glycosaminoglycanes sulfatés se
retrouvent sur la surface des cellules et dans la matrice extracellulaire ou ils médient les
interactions au sein de cette superstructure et lui fournissent un soutien structurel'’®. Dans le
méme temps, l'acylation des glycanes conduit a des inhibiteurs hautement spécifiques des
transférases et les produits d'acylation peuvent jouer différents roles clés en immunologie
humaine, en pathogenése et dans la progression du cancer.

En dépit de ces effets indésirables, 1’acylation avec des anti ferulates peut contribuer, au
moins dans le régne végétal, a la défense de la plante contre les insectes et les maladies™”.
C’est pourquoi, nous avons pens¢ que la présence d'un fragment sucre dans une cible pourrait
apporter une contribution positive aux propriétés de reconnaissance moléculaire
supplémentaires de ce composé. En effet, nous supposons que l'incorporation de ces unités
dans des composés thérapeutiques connus ou potentiels pourrait ouvrir la voie a la mise au

point de nouveaux médicaments et / ou de nouveaux outils de diagnostic médical.

2. Stratégies de synthese

En nous basant sur les travaux du groupe de Vinod F. Patel, ceux du groupe de Murakami et
ainsi que sur d’autres travaux, nous nous sommes proposé¢ de synthétiser des dérivés
glucidiques de fragments (B-C-D), (B-C), D, et B de la cryptophycine (figure 44).

173



fragment A

& o
0 ©) o) HN_ W
o B
fragment D o ” o o}
fragment C fragment B
Figure 44

Premiérement, nous avons commencé par préparer des analogues glucidiques du fragment B,
congus a partir de I’analyse rétrosynthétique indiquée dans le schéma 45 suivant.

fragment A

fragment D
fragment B'
fragment C

HOzC MGOZC

Cﬁik ot
o L9

/@.\\\

Schéma 45 : analyse rétrosynthétique

Par la suite, nous avons congu la synthése des analogues glucidiques du fragment (B-C) a
partir de I’analyse rétrosynthétique illustrée dans le schéma 46.
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fragment A

fragment D

fragment C fragment B’

|
O O CH3
N 0
OH O OH OMe
CbzHN BocHN__ W
\O [j\ / a ~0 L [ j\ /-

Schéma 46 : analyse rétrosynthétique

L’étape suivante a consisté a préparer des analogues glucidiques du fragment (B-C-D) sur la
base de la rétrosynthese décrite dans le schéma 47.

fragment A

Jw I\Qﬁ

fragment B'

fragment D
fragment C

BocHNl\\\\©\

Schéma 47 : analyse rétrosynthétique
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Enfin, I’objectif final consistait a coupler les derniers fragments décrits ci-dessus avec le
fragment A de la cryptophycine, afin d’aboutir a une nouvelle cryptophycine portant le motif
glucose. Cette derniére approche a été réalisée sur la base du schéma de rétrosynthése 48.

fragment A fragment A

‘\\\Q

fragment D N-

fragment D H R H
( N | A
o OH 0 fe} O OH
. D ;N-
H H H
R
. /. J

Schéma 48 : analyse rétrosynthétique

3. Synthese de I’anhydride glucoronique (86) et ’anhydride galacturonique (87).

Concretement, nous avons procédé de la maniere suivante : 1’action de 1’anhydride acétique
en présence d’iode sur ’acide glucoronique permet d’arriver au dérivé 86 avec un rendement
de 89% aprées une recristallisation dans le cyclohexane (schéma 56). Il s’agit d’une réaction
classique d’acétylation des alcools et des acides carboxyliques avec I’anhydride acétique.

0 (@)
Q I
HO + A0 2 . 0
HO o AcO
OH 0°C a RT AcO
OH OAc
OAc
Rdt=89%
Schéma 56
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De méme, I’acétylation de 1’acide galacturonique en présence de I’iode conduit a I’anhydride
galacturonique 87 acétylé correspondant avec un rendement de 89% (schéma 57).

o o)
OH OH 0 )K
0] OA O
+ A0 L 0
HO o
OH 0°C a Ta AcO
OH OAc
OAc
Rdt = 83%

Schéma 57

4. Synthese de 1,6-glucopyranuronolactone 88.

Pour effectuer la syntheése de 88, nous avons suivi deux approches synthétiques: la
premiére’”, décrite dans le schéma 58, consiste & préparer la lactone 88 a partir de ’acide
glucoronique. La réaction se déroule pendant 10 min dans un synthétiseur a micro ondes

(mode openvisel) et a différentes températures.

@)
HO,C
2 0 MW ACO o
HO + I + At O o o
HO OH 03eq 8eq. 110°C,10min
OH
Rdt =43%
0]
HO,C 0]
(0] MW
HO + 2 + Ac,O —_— é(io
HO oH 03eq. 8eq. 115°C,10min
OH
1g AcO OAc
Rdt=49%
0]
HO,C 0]
0] MW
HO + I + Ac,O — éC/O
HO oH 03eq. 8eq. 140°C,10min
OH
Rdt =58%
Schéma 58
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Le facteur déterminant semble étre la température de réaction et le meilleur rendement est
obtenu a 140°C (58%) et le produit est purifié par recristallisation dans 1’éthanol.

La deuxiéme approche, décrite dans le schéma 59, permet d’obtenir 88 en deux étapes. En
premier lieu, I’acétylation de 1’acide glucoronique dans les mémes conditions décrites ci-
dessus conduit a D’anhydride glucoronique 86 avec un rendement de 89% apres
recristallisation dans le cyclohexane. Ensuite, le traitement de 86 avec le triflate de cérium
Ce(OTf); dans D’acétate d’éthyle et aprés recristallisation dans 1’é¢thanol donne le produit
désiré avec un rendement de 86%.

(0]
0 OH 7/
0 Ox—0
HO L AGO I . o)
HO o AcO
OAc OAc
Rdt=89%
O
07/ o
AcO
OO Ce(OTf); AcOEt o
O _—_—
AcO
AcO OAc
Sac OAG AcO
Rdt =86%
Schéma 59

De cette maniere, le 1,6-glucopyranuronolactone 88 est obtenu avec un rendement global de
76.54% a partir de I’acide glucoronique.

5. Synthese du (S5)-2-(3-(tert-butoxycarbonyl)propanamido)-4-méthylpentanoate de
méthyle 80.

Ce composé 80 est lui-méme un analogue du fragment (B-C-D) et le précurseur des analogues
glucidiques des fragments des la cryptophycine. Pour effectuer sa synthése, nous avons
d’abord procédé¢ a sa décomposition rétrosynthétique comme montré ci-dessous dans le
schéma 49.
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Schéma 60 : analyse rétrosynthétique

Dans un premier temps, le couplage de la Boc-B-alanine avec le chlorhydrate de I’ester
méthylique de la L-leucine 1 dans le dichlorométhane (DCM) en présence de DCC,
d’hydroxybenzotriazole (HOBt) et de la triméthylamine donne le produit 15 avec un
rendement de 88%. Le traitement de ce dernier par I’acide trifluoroacétique (TFA) dans le
DCM permet de récupérer le produit 79 avec un rendement quantitatif. Ensuite, le couplage
de ce dernier avec la Boc-L-tyrosine dans le DCM en présence du DCC et de HOBt conduit
au produit 80 avec un rendement de 85% apres purification par chromatographie sur colonne
de gel de silice. L’¢lution est faite avec un mélange DCM -méthanol (98-02 a 9-1). Le produit
80 est obtenu avec un rendement global de 75% a partir de la Boc-f-alanine (schéma 61).

H
NH;CI WN
BocHN COOMe

a o
+ COOMe —
COOH

BocHN

— 79

OMe BocHN

//>/O BocHN.__CO,H o W
H,N S COOMe . 0 5
* )]\/\
N N~ 0
N N OH

80

Schéma 61: (a) DCC, TEA, HOBt, CH,Cl,, TA, 88%; (b) TFA, CH,Cl,, TA, quantitatif; (¢) DCC,
TEA, HOBt, CH,Cl,, 85%.
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6. Synthése de  3-(2-(tert-butoxycarbonyl)-3-(4-hydroxyphényl)  propanamido)
propionate de méthyle 77.

Le couplage de la Boc-L-tyrosine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de la B—alanine
dans les mémes conditions de couplage décrites pour le produit précédent conduit a 77 avec
un rendement de 92% (schéma 62).

NHBoc
HO,C
MeO

H
N
MeO NH,.HCI
DCC, HOBt
= + —_—
BocHN ’:__ TEA, CH,Cl, o

O

O
i

TA
77

Rdt =929
OH %
HO

Schéma 62

7. Synthese de 3-(2-(benzyloxycarbonyl)-3-(4-hydroxyphényl)propanamido)
propionate de méthyle 81.

Les mémes conditions opératoires sont appliquées pour la synthése du dérivé
carbonylbenzyloxy (Cbz) de 81 (92%), (schéma 63). Dns ce cas, on utilise la N-CBz-L-

tyrosine avec le chlorhydrate de I’ester méthylique de la B—alanine
COOMe
COOH HNI

o
OJ\H CHHNT GO Me DCC, THOBt 0
T TEA, CH,Cl, o)
>\NH

(0]

OH

81 OH

Schéma 62

Par la suite, un traitement de 81 avec une solution aqueuse 0,2M de LiOH dans un mélange
THF/eau (2/1) permet d’arriver a 1’acide correspondant avec un rendement de 90%. Enfin, le
couplage de ce dernier avec le chlorhydrate de 2-amino-4-méthylpentanoate de méthyle 1
dans les mémes conditions de couplage déja décrites donne le 2-(3-(2-(benzyloxycarbonyl)-3-
(4-hydroxyphényl)propanamido) propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle avec un
rendement de 90% apres recristallisation dans 1’éther (schéma 64).
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N .~ o H

COOM N

j)\ ¢ 0 ~"">cooH

O/\O N a P

H — > ©Ao
81
OH

oH

COOMe

o
0 N~"coon
)L CIH. H2N COOMe
OAs :
@

Schéma 64: (a) LiOH 0.2M, THF-H,0, TA, 90%; (b) DCC, TEA, HOBt, CH,Cl,, 90%.

De cette manicre, le 2-(3-(2-(benzyloxycarbonyl)-3-(4-hydroxyphényl)propanamido)
propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle 28 est obtenu avec un rendement global de
74.52% a partir de la N-CBz-L-tyrosine.

8. Synthése des composés 89, 90 et 91.

Un premier essai de couplage de la 1,6-glucopyranuronolactone avec la N-phtalimido-L-
tyrosine (fragment B de la cryptophycine) dans 1’acétonitrile a température ambiante n’a pas
donné les résultats escomptés (schéma 65).

@)
o o HOZS\
AcO i:N E TA ,CH;CN
o~ + - rien!!!!
o) Q 24h
AcO OAc OH
Schéma 65

Par conséquent, il a fallu penser a une approche différente, en activant le substrat de départ
avec des acides de Lewis et en effectuant la réaction dans un synthétiseur a micro ondes,
comme suggéré par la littérature (schéma 66).
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l AcOf

2 min
SnC14 2 min m\
AcO AcO
AcO AcO

Schéma 66

Dans notre cas, I’activation de la 1,6-glucopyranuronolactone par FeCl; suivie de la conduite
de la réaction dans 1’acétonitrile sous microondes en présence de N-phtalimido-L-tyrosine
conduit au composé 89 avec un rendement de 45% sous forme d’un solide blanc. La
purification préalable avait été faite par chromatographie sur gel de silice en ¢luant avec un
mélange AcOEt- cyclohexane (1:1) (schéma 67).

o)
CO,H
e
o) o HOSC X
s 0 N)\/ o

OC/ + ; + FeCl; MW,CH;CN
—_

0 Q 20min,70°C o)

(@)
OAc 2 eq. OH 1 eq. o
AcO

AcO OH
OAc

AcO

Schéma 67

De méme, le traitement de I’anhydride glucoronique dans les mémes conditions permet
d’accéder au composé 90 avec un rendement de 42%, sous forme d’un solide blanc, apres
purification par chromatographie sur gel de silice, 1’¢lution étant faite avec un mélange
AcOEt-cyclohexane (7:3) (schéma 68).
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COzMe

BocHN
07/ Meoﬁ\ >
0 (0] N BocHN™ = + FeCls MW, DCM Q

(@]
AcO 20min, 44°C 0. O
AcO 1.2 e 0.3 eq. 0
-~ €q. OH
OAc OAc AcO
AcO OAc
OAc
Schéma 68

Nous avons essay¢ d’obtenir le composé 90 a partir de ’anhydride glucoronique et sous
différentes conditions opératoires. Le traitement avec la triméthylamine ou avec du
bicarbonate de sodium provoque une desacétylation du produit de réaction (schéma 69).

07/ MeOZS\

o (0] N BocHN™ = + TEA CH,Cl, o .
o —_— Désacétylation
AcO l.1eq. TA,48h
AcO 1e
q. OH
OAc OAc
07/ MEOZC
o) BocHN + DMF
o o + Na,CO; Désacétylation
AcO TA, 48h
AcO le 0.9 eq
q OH
OAc OAc
CO,Me
BocHN
O

0«0 BocHN)\ =z CH,Cl,
(0]

TA, 48h

AcO 5
Rdt = 74¢%
AcO oA 1 eq. bH dt="74%
OAc c AcO
AcO

CO,Me

0O

BocHN

TA, 48h

AcO )
AcO le
q. OH

Rdt =60%

o O BocHN )\’1 DMF
o + :

Schéma 69
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Le meilleur rendement, 74%, a été¢ obtenu dans le DCM a température ambiante, et 48h
d’agitation.

La réaction de I’anhydride glucoronique dans avec le composé 80 dans le DCM conduit au
composé 91 apres purification sur une colonne de chromatographie de gel de silice éluée avec
un mélange AcOEt-cyclohexane (1:1) avec un rendement de 57%, sous forme d’un solide
blanc (schéma 70).

MeO,C NHBoc
2
(0}
7/ H NHBoc
o o MeO,C N
o *t O o]
AcO T T Rdt=57%
AcO
OAcC OAc AcO
HO AcO OAc
OAc
91
Schéma 70

9. Synthése des composés 93, 94, 95, et 96.

Afin de coupler le fragment A de la cryptophycine avec des amino-acides, nous avons
commencg par utiliser des racémiques pour maitriser la réaction. Le schéma 71 résume toutes
nos tentatives avec, a la fois, les conditions opératoires, et les rendements des différentes
réactions.
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acide D-Glucoronique—— > AcO

DL-leucine
DCM, CH;CN

15h, 37%

HOOC
0 NH
(@]
AcO
AcO
OAc OAC
93

Ie) (6]
O
AcO
OAc OAc
86
o-phénylglycine
. DCM, CH;CN
DL-valine 171’1, 40%
DCM, CH;CN
17h, 45%
\j
HOOC HOOC
0 NH 0 NH
(0] O
AcO AcO
AcO AcO
OAc OAc OAc OAc
94 95
Schéma 71

Par la suite, nous sommes passés en série énantiopure afin d’obtenir un stéréoisomere final de
configuration bien précise. Pour cela, nous avons couplé I’ester méthylique de la L-leucine
(fragment D) de la cryptophycine avec I’anhydride glucoronique. La réaction se déroule
durant 24h sous agitation dans le DCM. Apres purification par chromatographie sur gel de
silice avec élution par un mélange AcOEt- cyclohexane (1:1), on obtient le composé 96 avec
un rendement de 70%, sous forme d’un solide blanc (schéma 72).

07_/
0 (e
(0]
AcO +
AcO
OAcC OAc

NH2 MeOOC
coMe DM _ O NH
TA, 24h o 96
AcO
AcO
OAcC OAc
Schéma 72

185



10. Synthése des composés 97, 98, 99, et 100.

La méme stratégie, consistant a tester la réaction en série racémique a également été appliquée
a I’anhydride galacturonique comme le résume le schéma 73.

(0]
(0] ;
OAc]—©
O
acide D-Galaronique —— > AcO oA
OAc c
87
DL-leucine ]
DCM, CH;CN a-phenylglycine
0 DL-valine DCM, CH;CN
24h, 32% DCM, CH;CN 24h, 24%
24h, 41%
\]
HOOC HOOC HOOC
0O, NH Oy _NH O, NH
OAc OAc OAc
O (0]
AcO AcO AcO
Oac  OAC OAac  OA¢ Oac  OAC
97 98 99
Schéma 73

A partir de 1la, nous sommes passés en série énantiopure, en utilisant 1’anhydride
galacturonique et I’ester méthylique de la L-leucine dans les mémes conditions opératoires et

la méme élution comme précédemment. On obtient ainsi le composé 100 avec un rendement
de 72%.

(@)
? NH, MeOOC
(0]
OAc]T—© beM
0 CO,Me .- 0 NH
+ > Ac 100
AcO oA TA,24h 0
A C
OAc AcO
OAc OAc
Schéma 74
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11. Greffage des phénols selon Michaél
11.1-Synthese du bromure de glycosyle

Le chemin décrit dans le schéma 75 permet d’obtenir le bromure de 2,3,4,6-penta-O-acétyl-D-
glucopyranose 76 et comporte deux étapes. L’acétylation du glucose en présence de pyridine
donne le 1,2,3.4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose 75 avec un rendement de 75% aprés une
double recristallisation dans 1’éthanol absolu. Le traitement de 75 avec une solution de HBr a
33% dans I’acide acétique a température ambiante donne le bromure de 2,3,4,6-penta-O-
acétyl-D-glucopyranose 76 avec un rendement de 86%. Le produit cristallise dans un mélange
le hexane-éther éthylique 70:30. Dans son ensemble, cette réaction conduit & un rendement
global de 73.5% a partir du glucose.

OAc
. 0o
Glucose + AcO pyridine > ‘i OAc
T.A, 75% OAC
OAc
75
OAc OAc
0 HBr/CH;COOH 33% 0
OAc OAc 3 - OAc
OAY T.A, 98% OAY L
OAc OAc
76
Schéma 75

11.2-Méthode générale de glucosylation.

Le procédé général applicable a la glucosylation des phénols se déroule de la maniére
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
glucosyle dans 1’acétone, sur une période de 30 min. L’agitation est maintenue a température
ambiante sous argon a 1’abri de la lumiére jusqu’a disparition totale du produit de départ.

A la fin de la réaction, on évapore 1’acétone et on extrait au dichlorométhane. La phase
organique est lavée a 1’eau, séchée sur Na,SO4 anhydre, filtrée et évaporée sous pression
réduite. Le résidu restant est purifi¢ 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
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méthanol puis on sépare le O-glycoside d’aryle par chromatographie liquide sur gel de silice
avec comme ¢luant un mélange AcOEt-MeOH.

11.3-Synthése des composés 82, 83, 84, et 85
Le greffage selon Michaél des composés boc-L-tyr-OMe, 77, 81, et 80 sur le bromure de

2,3.,4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose 76 dans un mélange acétone/eau, offre les composés
82, 83, 84, et 85 avec des rendements respectifs de 62, 79, 77, et 77 % (schéma 76).

OAc
(0]
OAc
OAc NHBoc
o OAc o)
OAc n NaOH OAc
OAC Br acetone/H2
OAc 1.5 équiv. o
82
O/
NHBoc
OAc
(0]
OAc
OAc NHBoc
O O N
7
OAc + j(\/ NaOH
(0] (6] _—
OAc Br acétone/H,O
OAc 1.2 équiv.
/\)\\ /
HO
NHBoc
(@)
OAc OAc
H H NHBoc
Oo. MeO,C N N
QAc + \f(\/ _ NaOH _
o o]
OAc Br acetone/H2
OAc 1.2 équiv. z
/”\\cone
HO
N HBoc
(@)
o. N OAc

N
~">coome
OAc fo)
©/\ acétone, NaOH OAc
—_—
THF/H,0
H
b T

MeOOC
e \\//\\”

1.2 &q

Schéma 76
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On purifie le composé 82 par chromatographie sur gel de silice avec, comme ¢luant, un
mélange AcOEt-cyclohexane (8:2), et on termine par une cristallisation dans [’acétate
d’éthyle. Les composés 83 et 84 sont purifiés par chromatographie liquide sur gel de silice
avec comme ¢luant un mélange AcOEt-cyclohexane (7:3). Enfin le composé 85 est purifié¢ par
chromatographie liquide sur gel de silice avec comme ¢éluant un mélange AcOEt-cyclohexane
(8:2).

11.4-Synthese du composé 92.
La synthése commence par une série de protections et déprotections afin d’obtenir le composé

73. Le composé 74 est obtenu apres une oxydation au TEMPO, qui est sélectif des hydroxyles
primaires (schéma 77).

74 73

Schéma 77

11.5-Protection totale du D-galactose

- Préparation du c-D-galactopyranoside d’allyle

Les conditions classiques d’obtention de I’a-D-galactopyranoside d’allyle consistent a faire
réagir le D-galactose anhydre dans de 1’alcool allylique au reflux, en présence de BF;.OEt,, et
de cristalliser ensuite le produit & partir du brut réactionnel obtenu'. Contrairement a ce qui
est indiqué dans la littérature, aucune cristallisation n’a pu étre amorcée. Les bruts sont
difficilement purifiés par chromatographie flash sur gel de silice dans avec comme ¢luant le
mélange CH,Cl, — MeOH. Dans ces conditions, le produit n’est alors obtenu pur qu’avec un
rendement allant de 10 a 35%.
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- Protection des positions 4 et 6 par un p-méthoxybenzylidene

L’a-D-galactopyranoside d’allyle commercial est mis en réaction en milieu acide avec le p-
méthoxybenzylidéne diméthyl acétal’”, a 45°C et sous 40 mbar. Le composé protégé est
obtenu par transacétalisation, et le méthanol formé in situ au cours de la réaction est évaporé
dans les conditions de température et de pression utilisées (schéma 78).

PMP PMP
o o
HO OH (0] (0]
(i) 0 (i) 0 (iii) o]
D-galactose ——» — —
HO HO BnO
HO HO BnO
OAIl OAIl OAIl
1 2 3

Schéma 78: (i) Allyl-OH, Amberlite IR-120+(H"), 1h30, 35% ; (ii) PMP-CH(OMe),, PTSA, DMF,
4h, 82%(iii) NaH, BnBr, DMF, 14h, 81%.

Le dérivé 2 est traité par NaH dans le DMF afin de former les alcoolates correspondants, puis
la substitution nucléophile par addition de bromure de benzyle’”, méne au composé 3 avec un
rendement de 81% (schéma 78).

- Ouverture régiosélective du p-méthoxybenzylidéne

Un trés grand choix de méthodes®® est disponible pour ouvrir sélectivement un benzylidéne

ou un p-méthoxybenzylidéne. Une méthode d’oxydation®” du benzylidéne en groupement
benzoate est possible, si on procede a la bromation sélective du carbone primaire (schéma 79),
I’ion bromure attaquant toujours le carbone le moins encombré. C’est une méthode
intéressante, mais dans ce cas une étape supplémentaire de substitution est nécessaire pour
¢changer le brome contre une fonction alcool.

Ph  en Ph 1*
o Br’%o % Br
o) (i) o) o|_/ BzO g
\ \ \ A
~ i - -~ ] -

Schéma 79: (i) NBS, CCly, C,H,Cls, BaCOs, reflux, 24h.
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Une autre méthode d’oxydation (radicalaire cette fois-ci) est réalisable en présence de DDQ
2%. 1 nucléophile utilisé lors de cette réaction peut étre un halogénure (Cl” ou Br), et un seul
produit est obtenu par un mécanisme similaire a celui précédemment décrit. Par contre si le
nucléophile est H,O, cette derniére s’additionne directement sur le benzylidéne. Dans ce cas,
I’ouverture n’est pas sélective et les deux isomeres de position en O-4 ou en O-6 peuvent étre
obtenus aprés réarrangement. De plus, il est connu®”’ que le DDQ oxyde les groupements
allyliques, si bien que cette méthode ne peut pas étre utilisée dans notre cas (schéma 80).

PMP
c
o \\:1/i> PMBzO Nu
NC L(§¥//%
- - -
lUD
H PMBzO OH
PMP_{~ Oy ~ 2
N -
7 \ T—__ HO opmB:
- Y

Shéma 80 : (i) DDQ, CuCl,, BuyNCI (Nu” = CI') ou DDQ, CuBr,, BusNBr (Nu” =Br) 7 ;
(ii) DDQ, AcOH, H,0 7.

La derniére grande voie d’ouverture sélective des benzylidénes consiste a effectuer leur
réduction en benzyles. Le benzylidéne est activé en présence d’un acide de Lewis permettant

de chélater les oxygenes, et I’ajout d’un donneur d’hydrure permet d’ouvrir 1’acétal (schéma
81).

e PMBO OH
\\\PMP s 2
Hf4<:8 ‘//////” \
b0
% HO  oPmB
-

Schéma 81
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La sélectivité’™ de I’ouverture se fait en fonction de la nature du solvant utilisé (aprotique ou
non), de I’acide de Lewis, mais aussi de I’encombrement stérique du composé et du donneur
d’hydrure utilisé. Les sélectivités de ces réactions sont en général bien supérieures a celles
obtenues en présence de DDQ.

L’une des méthodes les plus utilisées’™ **® emploie le couple NaBH;CN / TMSCL. 11 suffit en
général de faire la réaction dans I’acétonitrile ou le DMF pour inverser la sélectivité de
I’ouverture de I’acétal. D’autres variantes sont souvent utilisées en remplagant le TMSCI par
du TFA? 2% ou en utilisant des donneurs d’hydrures trés encombrés comme les boranes”'”,
afin d’obtenir la meilleure sélectivité possible. Cette ouverture de 1’acétal peut aussi étre
obtenue simplement par 'utilisation de DIBAL-H*'""?'2, dans ce cas la sélectivité est obtenue

simplement grace a I’encombrement stérique.

12. Travail effectué.

Les positions O-4 et O-6 de I’a-D-galactopyranoside d’allyle sont protégées par
transacétalisation avec le benzaldéhyde diméthylacétal en milieu acide, avec un rendement de
82% apres purification. Le composé 72 est obtenu avec 90% de rendement, par traitement de
71 en milieu basique en présence de bromure de benzyle et BuyNI (schéma 82).

HO HO 6] 6]
0 0 a  Phw( 0 b Phw( 0
HO%l)’OH — HO%;)"'O/\/ — QQ/;)...O/\/ . 0 N
( [e BnO  OBn

HO OH HO OH HO ©OH
71 72
|
BnO ‘OBn
(0]
%\/ @--.,OH
O “
C— e
C=o -
(e}
0 0 )\ 74 73
/\)LN/\COZMe
N H
H
BocHN 92

Schéma 82: (a) Ph-CH(OMe),, camphorsulfonic acid, CH;Cl, 4h, 82%(b) NaH 60%, DMF, 50°C (2h),
BnBr, Bu4NI, TA 14h, reflux 3h, 90%; (c) TFA-H,O (9-1), TA une nuit, reflux 4h (68°C), 72%; (d)
TEMPO, NaOCl, NaClO,, CH3CN, tampon phosphate de pH = 0,67 a 6,7M, 4 jours, 95% ; (e)
Composé 80, DCC, DMAP, CH,Cl,, TA, 39%.
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Apreés obtention de 72, le benzylidéne n’est plus ouvert régiosélectivement mais est
totalement déprotégé en milieu acide avec un rendement de 72% (schéma 79). Le composé 73
ainsi obtenu est oxydé dans les conditions (TEMPO, NaOClI, NaClO;) avec un rendement de
95%. C’est a partir du produit d’oxydation 74 qu’est obtenu I’analogue glucidique du
fragment (B-C-D) de la cryptophycine 92, par couplage avec le composé 80 en présence de
DCC et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) dans le CH,Cl,. Le composé 92 est obtenu
avec un rendement de 39%, sous forme d’un solide blanc, aprés purification par
chromatographie liquide sur gel de silice avec comme ¢éluant un mélange AcOEt-cyclohexane

(1:2).
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Partie expérimentale relative a la synthése
des analogues glucidiques des fragments de
cryptophycine
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4,6-0O-Benzylidéne-a-D-galactopyranoside d’allyle (71)

O
Ph4<o . Io/\/
Solide blanc, Pf=90,1 — 92,6 °C.
wd on [a]y =+102° (¢ 0,22 ; CHCI3).
C16H2005

308,33 g.mol"!

Dans un ballon monté pour une disillation, on mélange du a-D-Galactopyranoside d’allyle
commercial (2,0g ; 9.08 mmol, 1 éq.), le benzaldéhyde diméthylacétal (1,9 ml, 12.7 mmol, 1.4
¢q.) et ’acide comphorsulfonique (211 mg, 0.91 mmol, 0.1 éq.), dans 57.6 ml de chloroforme.
Apres 30 min de distillation, on récupere 45 ml de CH;CI-MeOH).

On ajoute encore 50 ml de chloroforme au mélange réactionnel, et on relance de nouveau la
distillation. Apres 1h, on laisse refroidir et on ajoute 600 pul de Et;N et on laisse le mélange
réactionnel a TA toute la nuit.

On évapore le solvant, et apres cristallisation dans AcOEt a -18°C, 2.3 g (82%) du composé
71 sont obtenus.

ES-HRMS [M+Na]+ m/z =331,1158 valeur calculée pour C;sH»0O¢Na,
331,1154 valeur trouvée.

'H RMN (300 MHz, CDCL) : § 7.50 (m, 2H, Hy,), 7.33 (m, 3H, Ha,), 5.91 (dddd, 1H,
T yusans 17.0 Hz, J 3eis 10.4 Hz, Jyar 5.3 Hz, Jiv2 6.1 Hz, H-2"), 5.50 (s, 1H, Ph-CH), 5.31 (dq,
1H, J> 3t5ans 17.0 Hz, Jgem 1.6 Hz, Jioy 1.6 Hz, H-3'a), 5.21 (ddt, 1H, Jy3¢is 10.4 Hz, Jyem 1.6
Hz, Jivy 1.3 Hz, H-3'b), 5.03 (d, 1H, Ji, 1.7 Hz, H-1), 4.22 (m, 2H, H-6a, H-1'a), 4.17 (d
large, 1H, Js 4 1.4 Hz, H-4), 4.05 (m, 1H, H-1'b), 4.00 (dd, 1H, Jyer, 12.4 Hz, J5 4 1.7 Hz, H-
6b), 3.93 (m, 1H, H-2), 3.91 (m, 1H, H-3), 3.65 (m, 1H, H-5), 3.10 (s large, 2H, OH).

BC RMN (75,5 MHz, CDCl;) : 8 137.6 (C-CH), 133.6 (C-2"), 129.0-126.2 (3 pics, Car-Ph),
117.7 (C-3"), 101.1 (CH-Ph), 98.2 (C-1), 75.9 (C-4), 69.5 (C-2), 69.3 (C-3), 69.2 (C-6), 68.6
(C-1'), 62.9 (C-5).

LR. en cm™ (ATR) : v 3344, 2910, 2359, 1651, 1452, 1404, 1366, 1342, 1251, 1220, 1141,
1087, 1043, 1028, 999, 930, 893, 837, 794, 775, 746, 697.
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2,3-di-O-Benzyl-4,6-O-benzylidéne-a-D-galactopyranoside d’allyle (72)

O
Ph4<o IO/\/
Solide blanc, Pf=49,3 — 50,1 °C.
B0 OBn [a]y =+77,1° (¢ 0,21 ; CHCls).
C30H3,05

488,57 g.mol’!

Synthése a partir du composé 71 : Une suspension du composé 71 (2 g, 6,48mmol) et de NaH
(1,04 g, 25.94 mmol ; 2 éq. / OH) dans 37 mL de DMF anhydre, sous agitation et atmosphére
d’argon, est chauffée 1h a 50°C jusqu’a homogénéisation, puis ramenée a 0°C pour lui ajouter
du bromure de benzyle (3,12 mL, 25.94 mmol,; 2éq./OH) et 0.16g d’iodure de
tétrabutylammonium (ITBA). Apres 14h d’agitation a TA, I’excés des réactifs est neutralisé
par I’ajout de 10.5 mL de MeOH, et les solvants sont évaporés. Le brut réactionnel est repris
dans Et,O puis lavé par une solution aqueuse saturée de NaCl. La phase organique est séchée
sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Apres purification par chromatographie flash sur gel de silice
avec un meélange cyclohexane - AcOEt (95/5, v/v), 2.85 g (90%) du composé 72 sont obtenus.

ES-HRMS [M+Na]" m/z =511,2097 valeur calculée pour C3oH3,06Na,
511,2109 valeur trouvée.

"H-RMN (300 MHz, CDCl3) : 6 7.63-7.25 (m, 15H, Ha,), 5.99 (dddd, 1H, J5 3trans 17.0 Hz,
Jracis 10.4 Hz, Jyw2 5.3 Hz, Jivo 6.4 Hz, H-2"), 5.53 (s, 1H, Ph-CH), 5.37 (dd large, 1H,
J2 3trans 17.0 Hz, Joem 1.4 Hz, H-3"a), 5.27 (d large, 1H, J> 3.is 10.4 Hz, H-3'b), 5.04 (d, 1H, Ji»
3.1 Hz, H-1), 4.92 (d, 1H, Jgem 12.0 Hz, CHHPh), 4.90 (d, 1H, Jeem 12.2 Hz, CHHPh), 4.80 (d,
1H, Joem 12.2 Hz, CHHPh), 4.73 (d, 1H, Jeem 12.0 Hz, CHHPh), 4.25 (d large, 1H, Jgem 12.4
Hz, H-6a), 4.23 (s large, 1H, H-3), 4.17 (ddd, 1H, Jgem 13.6 Hz, Ji422> 5.3 Hz, J1,3 1.2 Hz, H-
1'a), 4.13 (d large, 1H, J;, 3.1 Hz, H-2), 4.11 (m, 1H, H-1'b), 4.05 (s large, 1H, H-4), 4.04 (d
large, 1H, Joem 12.4 Hz, H-6b), 3.67 (s large, 1H, H-5).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCL3) : & 138.8 (C-CH,), 138.6 (Ci-CH,), 137.8 (C-CH), 133.7 (C-
2), 128.7-126.2 (7 pics, Ca-Ph), 117.9 (C-3"), 100.9 (CH-Ph), 96.9 (C-1), 76.0 (C-4), 75.4
(C-2), 74.9 (C-3), 73.5 (CH,Ph), 72.1 (CH,Ph), 69.3 (C-6), 68.3 (C-1"), 62.6 (C-5).

LR. en cm™ (ATR) : v 2911, 2853, 1496, 1454, 1403, 1368, 1341, 1251, 1221, 1155, 1136,
1098, 1081, 1052, 1026, 1002, 953, 931, 898, 842, 827, 796, 778, 742.
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4,6-0O-Benzylidéne-a-D-galactopyranoside d’allyle (73)

Solide blanc, Pf=72,5 - 73,1 °C.

and!  oen [a]® =+60,0° (c 0,21 ; CHCL;).
Cy3H,304 ?

400,46 g.mol’!

Synthése a partir du composé 72 : A une solution du composé 72 (700 mg, 7,64 mmol) dans le
DCM (80 mL) est ajoutée au goutte a goutte une solution TFA - H,O (90/10, v/v) (3.52 mL).
Le milieu est maintenu sous agitation et au reflux pendant 4h. Apres avoir été refroidi, celui-ci
est maintenu a 0°C pour étre neutralisé¢ par 25 mL d’une solution de NaOH a 30%. Les deux
phases sont séparées, puis la phase organique est lavée par une solution saturée en NaHCO;.
La phase organique est séchée par Na,SO, filtrée et évaporée. Apres purification par
chromatographie flash sur gel de silice dans un mélange cyclohexane - AcOEt (70/30, v/v),
473 mg (72%) du composé 73 sont obtenus.

ES-HRMS [M+Na]+ m/z =423,1784 valeur calculée pour C,3H»30¢Na,
423,1780 valeur trouvée.

'H-RMN (300 MHz, CDCL3) : § 7.45-7.24 (m, 10H, Ha,), 5.95 (dddd, 1H, J 3ans 17.1 Hz,
J2‘,3‘cis 104 HZ, Jl'a,2' 5.4 HZ, J1'b,2' 6.6 HZ, H-2'), 5.35 (dd large, lH, J2‘,3‘trans 17.1 HZ, Jgem 1.2
Hz, H-3'a), 5.27 (dd large, 1H, Jy3¢is 10.4 Hz, Jgem 1.2 Hz, H-3'b), 4.92 (d, 1H, J;,3.1 Hz, H-
1), 4.84 (d, 1H, Jygem 11.6 Hz, CHHPh), 4.81 (d, 1H, Jgem 12.1 Hz, CHHPh), 4.72 (d, 1H, Jgen
11.6 Hz, CHHPh), 4.68 (d, 1H, Jeem 12.1 Hz, CHHPh), 4.18 (dd large, 1H, Joem 13.0 Hz, Jya 2
5.4 Hz, H-1'a), 4.08 (d large, 1H, J;42.7 Hz, H-4), 4.05 (dd large, 1H, Jgem 13.0 Hz, Ji52 6.6
Hz, H-1'b), 3.94 (m, 1H, H-6a), 3.92 (dd, 1H, J,35.1 Hz, J342.7 Hz, H-3), 3.91 (dd, 1H, J; »
3.1 Hz, J,35.1 Hz, H-2), 3.83 (m, 1H, H-5), 3.67 (dd, 1H, Jem 10.4 Hz, J5 6, 4.1 Hz, H-6b).

BC-RMN (75,5 MHz, CDCl3) : § 138.3 (C-CH,), 138.0 (Ci-CHy), 133.7 (C-2"), 128.5-127.7
(5 pics, Car-Ph), 117.9 (C-3"), 96.2 (C-3"), 77.3 (C-1), 75.6 (C-3), 73.2 (C-2), 72.9 (CH,Ph),
69.1 (C-4), 69.2 (C-5), 68.3 (C-1'), 62.9 (C-6).

LR. en cm™ (ATR) : v 3483, 2903, 1497, 1454, 1354, 1208, 1144, 1099, 1029, 930, 819,
789, 737.
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Acide allyl 2,3-di-O-benzyl-a-D-galactopyranosiduronique (74)

Solide blanc, Pf=215,6 — 216,7 °C.

BnO 0Bn

Ca3Hy0, [a]2 =+64° (¢ 0,30 ; CHCl3).
414,45 g.mol’!

Oxydation par la méthode (chimique) C : Une solution du composé 73 (47,1 mg ; 1 éq.) et de
TEMPO (1,3 mg, 0,07 ¢q.) dans 0.225 mL d’acétonitrile et 1 mL d’une solution de tampon
phosphate a 0,67 M de pH = 6,7 est maintenue a 35°C sous vive agitation pour maintenir une

émulsion homogéne (>2500 tr.min™"). A cette solution sont ajoutés 117,7 uL (2 ég.) d’une
solution de NaClO, a 2 M dans I’eau, et immédiatement aprés 1.125 pL (0,02 éq.) d’une
solution de NaOCl a 2,1 M dans I’eau. Apres 48h de réaction a 35°C, le milieu est neutralisé
par 0.2 mL d’une solution aqueuse de Na,S,03 a 0,5 M, puis amené a pH = 1 par ajout de HCI
a 35%. Apres ajout d’AcOEt, le milieu est lavé par une solution saturée en NaCl. La phase
organique est séchée par Na SOy, filtrée et évaporée. Apres purification par chromatographie
flash sur gel de silice dans un mélange AcOEt - MeOH (50/50, v/v), (95%) du composé 74
sont obtenus .

ES-HRMS [M+Na]" m/z =437,1576 valeur calculée pour C23H,60,Na,
437,1580 valeur trouvée.

"H-RMN (300 MHz, CD;OD) :

d 7.25 (m, 10H, Ha,-Bn), 5.89 (ddt, 1H, J2 31mans 17.4 Hz, Jo 3cis 11.2 Hz, Jy 2 5.3 Hz, H-2"),
5.37 (s large, 1H, H-1), 5.32 (d large, 1H, J> 34ans 17.4 Hz, H-3'a), 5.13 (d large, 1H, J> 3is
11.2 Hz, H-3'b), 4.76 (d, 1H, Jgem 10.5 Hz, CHHAr), 4.71 (d, 1H, Jgem 11.4 Hz, CHHAr), 4.67
(d, 1H, Jgem 11.4 Hz, CHHAr), 4.64 (d, 1H, 10.5 Hz, CHHAr), 4.52 (s large, 1H, H-4), 4.35 (s
large, 1H, H-5), 4.20 (dd, 1H, Jgem 13.3 Hz, Ji,2 4.7 Hz, H-1'a), 4.07 (m, 2H, H-2, H-1'b),
3.90 (dd, 1H, J,5 10.0 Hz, J3 42.8 Hz, H-3).

13C RMN (75,5 MHz, CD;0D) : § 176.9 (CO,H), 139.8 (C;-CH, Bn), 139.7 (C;-CH, Bn),
135.3 (C-2"), 129.3-128.7 (4 pics, Ca-Bn), 117.6 (C-3"), 98.4 (C-1), 78.3 (C-3), 76.9 (C-2),
74.0 (CH,Ph), 73.9 (C-5), 73.0 (CH,Ph), 70.2 (C-1'), 70.0 (C-4).

LR. en cm™ (ATR) : v 1607, 1496, 1454, 1427, 1337, 1267, 1208, 1100, 1026, 934, 862,
850, 798, 787, 773, 734, 718.

198



1,2,3,4,6-penta-0-acétyl-D-glucopyranose (75)

Solide blanc, Pf= 110 °C (lit.: 110-111 °C).
[a]**/D +102°, ¢ = 1 dans le CHCl;.
litt [a]**/D 102°, ¢ = 1 dans le CHCl;.

OAc

Ci6H2,01¢
Mol. Wt.: 390,34

A une solution de glucose (10g, 55.5mmol) dans la pyridine (75ml), refroidie a 0°C est
additionné goutte a goutte ’anhydride acétique (28 ml, 0.296mol, 5.3 éq.). Le mélange est
agité une nuit a T.A., puis on ajoute de 1’éthanol (28 ml). Aprés évaporation du solvant, on
obtient un résidu solide qui est recristallisé 2 fois dans 1’éthanol absolu pour donner 16.24g
(75% de rendement).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 413.12 valeur calculée pour C;cH2,NaOy,

413.1 valeur trouvée.
"H RMN (300 MHz, CDCl3) :
§2.00 (s, OC(O)CH3), 2.02 (s, OC(O)CHs), 2.03 (s, OC(O)CHs), 2.08 (s, OC(O)CHs), 2.17
(s, OC(O)CHs), 4.14 — 4.06 (m, 2 H, H-5, H-6"), 4.25 (dd, 1 H, H-6, “J;5-= 12.5 Hz, *J; 5=
4.1 Hz), 5.13 (at, 1 H, H-4), 5.08 (dd, 1 H, H-2), 5.46 (dd, 1 H, H-3,°J;,=10.4 Hz, °J5,=9.5
Hz), 6.32 (d, 1 H, H-1, °J; ,= 3.7 Hz).

13C RMN (75,5 MHz, CDCL) : 5 170.77, 170.36, 169.79, 169.53, 168.89 (5 x OC(O)CHs),
89.18 (C-1), 69.94 (C-3, C-5), 69.31 (C-2), 68.00 (C-4), 61.57 (C-6), 21.00, 20.82, 20.79,
20.69, 20.57 (5 x OC(O)CHs).

Bromure 2,3,4,6-penta-0-acétyl-D-glucopyranose (76)

Solide blanc, Pf = 87-88°C, litt : 88-89°C.
[a]*/D +198°, ¢ = 2 dans le CHCL;.

OAc litt [a]**/D 198°, ¢ = 2 dans le CHCl;.
C14H19BrOy
Mol. Wt.: 411,2

Synthese a partir du composé 75 : A une solution de HBr a 33% dans 1’acide acétique (11.56
ml, 67 mmol, 4.3éq.), sous agitation et sous argon, est additionné par petite portions le
pentaacétate de glucose 75 (6g, 15.38 mmol). L’agitation est maintenue pendant 30 min au
bout desquelles on observe une disparition totale du produit de départ par CCM (hexane-
acétate d’éthyle 1/1). 150 ml de DCM puis 100 ml d’eau glacée sont alors additionnés au
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mélange. La phase organique est lavée successivement par une solution saturée de NaHCO;
puis h20, séchée (Na,SO,) et concentrée. Le sirop obtenu cristallise dans un mélange hexane-
éther diéthylique 70/30 pour donner 6.2g de cristaux blancs (98% de rendement).

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 433,01 valeur calculée pour C14H;9BrNaOo,
433,1 valeur trouvée.

'"H RMN (300 MHz, CDCly): & 2.03 (s, OC(O)CH;), 2.05 (s, OC(O)CHs), 2.09 (s,
OC(0O)CHs), 2.10 (s, OC(O)CHs), 4.14 — 4.10 (m, 1 H, H-6"), 4.34 — 4.29 (m, 2 H, H-6, H-5),
4.84 (dd, 1 H, H-2, °J53=10.0 Hz), 5.56 (at, 1 H, H-3), 5.16 (at, 1 H, H-4), 6.60 (d, 1 H, H-1,
3J,,=4.1 Hz).

13C RMN (75,5 MHz, CDCl5) : § 170.65, 169.99, 169.94, 169.61 (4 x OC(O)CHs), 86.69 (C-
1), 72.27 (C-5), 70.74 (C-2), 70.30 (C-3), 67.30 (C-4), 61.09 (C-6), 20.81, 20.79, 20.76, 20.69
(4 x OC(O)CH3).

3-(2-(tert-butoxycarbonyl)-3-(4-hydroxyphényl)propanamido)propanoate de méthyle
(77)

NHBoc

MeO. HV’/k
\[(\/ Solide blanc, Pf=104-106°C.

(o]
° [a/D +66.2°, ¢ = 1 dans le CHCI;,

i

C3Hy6N;04
Mol. Wt.: 366,41

HO

Apres dissolution de boc-L-tyr-OMe (2g; 7.11mmol ; 1 équiv.) et de 992 mg de chlorydrate
de I’ester methylique de beta-alanine (7.11mmol ; 1 équiv.) dans 10 mL de CHzClz, on ajoute

5 équivalents de TEA (4.94 ml, 35.55 mmol). Ensuite, 1,1 équivalent d’hydroxybenzotriazole
(HOBt) (1.06 g, 7.82 mmol) sont additionnés a la solution. Aprés 10 minutes d’agitation a
0°C, 7.82 mmol (1,1 équiv.) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1.61 g, 7.82 mmol.) sont
ajoutés. Le mélange réactionnel est laissé a cette température pendant 30 minutes, puis 10 h a
température ambiante. Apres filtration sous vide et évaporation, le résidu obtenu est repris par
10 mL d’acétate d’éthyle et de nouveau filtré. La phase organique est alors lavée
successivement par 10 mL d’une solution aqueuse d’acide citrique (5%), 10 mL d’une
solution aqueuse saturée de NaCl, 10 mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium
(5%) puis par 10 mL d’eau. La phase organique est séchée sur MgSO4, filtrée et évaporée

sous pression réduite. Finalement, une chromatographie sur gel de silice est effectuée avec
comme ¢luant le mélange dichlorométhane-méthanol (98-02). Enfin, le produit est
recristallisé dans I’acétate d’éthyle. 2.28 g (Rdt = 92%) de produit sont obtenus sous forme de
solide blanc.
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ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 389,17 valeur calculée pour C;sHcN>NaOeg,
389,1 valeur trouvée.

"H RMN (300 MHz, CDCl3) : 1.42(s, 9H, t-Bu), 2.41(t, 5.5 Hz, 2H, CH,COO), 2.92(d, 6.7
Hz, 2H, CH,CHCO), 3.42(t, 5.5 Hz, 2H, CH,NH ), 3.66(s, 3H, OCH3), 5.30(t, 5.6 Hz, 1H,
CHNH), 6.26(t, 6.3 Hz, 1H, NH), 6.75(d, 9 Hz, 2H, Ph), 7.01(d, 9 Hz, 2H, Ph), 7.64(br-s, 1H,
OH).

BC RMN (75,5 MHz, CDCL) : §28.30 (3C), 33.63, 34.68, 38.01, 51.81, 56.20, 79.98,
115.57 (2C), 130.43 (20), 132.1, 154.26, 155.92, 171.20, 172.61.

(S) 2-(3-(tert-butoxycarbonyl)propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (78)

MeO,C H NHBoc
\[(\/ Solide blanc, Pf =50-52°C.

o [a]**/D +7.5°, ¢ = 0.1 in CHCl;.

C15H23N,05
Mol. Wt.: 316,39

Apres dissolution de boc-f-alanine (2g, 10.57 mmol, 1 équiv.), et de chlorydrate de I’ester
méthylique du L-leucine (1.92g, 10.57 mmol, 1 équiv.) dans 10 mL de CH2C12’ on ajoute

7.34 ml (7 52.88mmol 5 équiv.) de TEA. 1.57g (11.63mmol, 1,1 équiv.) de HOBt sont
additionnés a la solution. Aprés 10 min d’agitation a 0°C, 2.4 g (11.63 mmol, 1,1 équiv.) de
DCC sont ajoutés. Le mélange réactionnel est laissé a cette température pendant 30 min, puis
10 h a température ambiante. Apres filtration sous vide et évaporation, le résidu obtenu est
repris par 10 mL d’acétate d’éthyle et est de nouveau filtré. La phase organique est alors lavée
successivement avec 10 mL d’une solution aqueuse d’acide citrique (5%), 10 mL d’une
solution aqueuse saturée de NaCl, 10 mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium
(5%) puis par 10 mL d’eau. La phase organique est séchée sur MgSO4, filtrée et évaporée

sous pression réduite. Finalement, on procéde a une chromatographie sur gel de silice, avec
comme ¢luant le mélange dichlorométhane-méthanol (95-05). Puis le produit est recristallisé
dans I’eau. 3.53 g (Rdt = 88%) de produit sont obtenus sous forme de solide blanc.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 339,19 valeur calculée pour C;sH3sN;NaOs,

339,1 valeur trouvée.
'"H RMN (300 MHz, CDCl) : 0.95(d, 6.0 Hz, 6H, CH;-Bu.;), 1.43(s, 9H, t-Bu), 1.54(m,
1H, CH-Bu.,), 1.64(m, 2H, CH,-Bu,), 2.44(m, 2H, CH,CH,;NBoc), 3.43(m, 2H, CH,NBoc),
3.74(s, 3H, OCHs;), 4.66 (m, 1H, (CHCO,), 5.17(br-s, 1H, B-Ala- NH), 5.99(br-s, 1H, Leu-
NH) ppm.

BC RMN (75,5 MHz, CDCL) : § 173.46, 171.52, 156.15, 77.22, 52.34, 50.76, 41.57, 36.73,
36.26, 28.41, 24.91, 22.78, 21.96 ppm.
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(S) 2-(3-aminopropanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle (79)

H
MeO,C N W NH,

° Produit brut.

CoH2N,0;
Mol. Wt.: 216,28

Rdt Quantitatif
Synthése a partir du composé 78 :

La solution de (S)- 2-(3-(tert-butoxycarbonyl)propanamido)-4-méthylpentanoate de méthyle
78 (2 g, 6,32 mmol) dans 22,6 mL de CH,Cl, a été traitée avec du TFA (52,66 ml) a 0 ° C
puis agitée a température ambiante pendant 2 h. Le mélange résultant a été concentré et séché
sous vide. Le produit brut (2,36 g, sel de TFA) a été utilisé directement dans la réaction
suivante.

(5)-2-(3-(tert-butoxycarbonyl)propanamido)-4-methylpentanoate de méthyle (80)

Boc
0) C|) HI!I W
o .
:\L\O\ Solide blanc, Pf=120°C;
H H o OH
H

[a]**/D +58.3°, ¢ =1 in CHClL.

Cy4H37N;04
Mol. Wt.: 479,57

Synthése a partir du composé 79 : Apres dissolution de (1.78 g, 6.32 mmol, 1 équiv.) de Boc-
L-tyrosine et de (6.32 mmol ; 1 équiv.) de composé 78 dans 10 mL de CH2C12, 6.93 mmol

(6.93g, 6.93 mmol, 1,1 équiv.) de HOBt sont additionnés a la solution. Aprés 10 min.
d’agitation a 0°C, 6.93 mmol (1,1 équiv.) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC) sont ajoutés.
Le mélange réactionnel est laissé a cette température pendant 30 min, puis 10 h a température
ambiante. Apres filtration sous vide et évaporation, le résidu obtenu est repris par 10 mL
d’acétate d’éthyle et est de nouveau filtré. La phase organique est alors lavée successivement
avec 10 mL d’une solution aqueuse d’acide citrique (5%), 10 mL d’une solution aqueuse
saturée de NaCl, 10 mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium (5%), et enfin avec
10 mL d’eau. La phase organique est séchée par MgSO4, filtrée et évaporée sous pression

réduite. Finalement, une chromatographie sur gel de silice avec comme ¢luant le mélange
dichlorométhane-méthanol est effectuée pour obtenir (98-02 a 9-1). 2.58g (Rdt = 85%) de
solide blanc..

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 502,25 valeur calculée pour C4H37N3NaO5,
502,2 valeur trouvée.
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'H RMN (300 MHz, CDCL) : § 0.96(d, 6 Hz, 6H, CH;-Bu.)), 1.42(s, 9H, t-Bu), 1.47 (m, 1H,
CH(CHs),), 1.71(m, 2H,CH, CH(CH;),), 2.44(t, 5.5 Hz, 2H, CH,CON), 2.92(d, 6.7 Hz, 2H,
CH,CHNHCO), 3.09(br-s, 1H, NH), 3.45(m, 2H, CH,NH), 3.77(s, 3H, OMe), 3.84(br-s, 1H,
NH), 4.62(m, 1H, CHCO,Me), 5.20(t, 5.6 Hz, 1H, CHNHCOBoc), 6.78(d, 9 Hz, 2H, Ph),
7.00(br-s, 1H, NH), 7.24(br-s, 1H, OH), 7.04(d, 9 Hz, 2H, Ph) ppm.

BC RMN (75,5 MHz, CDCl3) : § 21.32, 22.88, 24.96, 28.28 (3C), 36.55, 36.95, 37.19, 39.83,
51.36, 52.56, 56.77, 80.29, 115.61 (2C), 130.36 (2C), 130.51, 135.37, 155.92, 172.50, 173,
174.92.

3-(2-(benzyloxycarbonyl)-3-(4-hydroxyphényl)propanamido)propanoate de méthyle (81)

ICOOM&
HN

(@)

Solide blanc, Pf=133°C ;

(0]
>\NH

;\o [a]**/D +78.1°, ¢ = 1 in CHClL.
C21H34N, 06 OH

Mol. Wt.: 400,43

Apres dissolution de 1g (3.17 mmol ; 1 équiv.) de N-CBz-tyrosine-OMe et de 442 mg (3.17
mmol ; 1 équiv.) de chlorydrate de 1’ester methylique de -alanine dans 10 mL de CHzClz, et

5 equiv., la TEA. 3.487 mmol ; 1,1 équiv.), du HOBt sont additionnés a la solution. Apres 10
min d’agitation a 0°C, 3.487 mmol (1,1 équiv.) de DCC sont ajoutés. Le mélange réactionnel
est laissé a cette température pendant 30 min, puis 10 h a température ambiante. Apres
filtration sous vide et évaporation, le résidu obtenu est repris par 10 mL d’acétate d’éthyle et
est de nouveau filtré. La phase organique est alors lavée successivement avec 10 mL d’une
solution aqueuse d’acide citrique (5%), 10 mL d’une solution aqueuse saturée de NaCl, 10
mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium (5%) et enfin avec 10 mL d’eau. La
phase organique est séchée par MgSO4, filtrée et évaporée sous pression réduite. Apres

cristallisation dans 1’éther diéthylique, on obtient 1.17 g (Rdt = 92%) de solide blond.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 423.15 valeur calculée pour C,;H24N>NaOg,

422.9 valeur trouvée.
"H RMN (300 MHz, DMSO): 6 2.41(t, 5.6 Hz, 2H, CH,COOMe), 2.80(d, 6.7 Hz, 2H,
CH,CHNH), 3.43(t, 5.6 Hz, 2H, CH,NH), 3.61(3H, s, OCH3), 4.10(br-s, 1H, NH), 4.98(t, 5.6
Hz, 1H, CHNH), 5.04(d, 7,2 Hz, 2H, CH,Ph), 6.66(d, 9 Hz, 2H, Ph), 7.04(d, 9.0 Hz, 2H, Ph),
7.32(m, 5H, Ph), 8.05(br-s, 1H,NH), 9.20(br-s, 1H, OH).

BC RMN (75,5 MHz, DMSO) : § 35.29, 36.31, 37.5, 51.78, 55.2, 66.1, 115.8 (2C), 127.72
(20), 127.62, 128.9 (2C), 129.2 (2C), 132.1, 141.6, 155.8, 156, 170.89, 171.42.
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2,3,4,6-Tétra-0O- acétyl-o-D-glucopyranosyl-L-tyrosine méthyl ester (82)

Ohe Solide blanc, Pf=165°C.
[a]*/D -33.6°, ¢ = 1 in MeOH.

Ca9H3gNOyy 0
Mol. Wt.: 625,62 \goc

Syntheése a partir du composé 76 :

2 g de bromure 2,3,4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose 76 ; 2.153g de boc-tyr-OMe (1.5
€q); 291 mg de NaOH (1.5 €éq); 15 ml d’eau; et 15 ml d’acétone. 48 h d’agitation.
Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle- cyclohexane (8-2), puis une cristallisation
dans I’acétate d’¢éthyle, (Rdt = 62%) de solide blanc sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 648,23 valeur calculée pour Cyo0H39NNaO 4,
448.3 valeur trouvée.

'"H RMN (300 MHz, DMSO): § 1.33 (s, 9H, t-Bu), 2.02 (s, 3H, OC(O)CHj3), 2.03 (s, 3H,
OC(O)CH3), 2.08 (s, 3H, OC(O)CHj3), 2.17 (s, 3H, OC(O)CH3), 2.92 (d, 6.7 Hz, 2H,
CH,Ph), 3.65 (s, 3H, OMe), 4.09 (m, 1H, CHOC(O)CHs), 4.21 (m, 2H, CH,OAc), 5.01 (m,
2H, CHCH,OC(O)CH;, CHNHBoc), 5.19 (d, 7.2 Hz, 1H, CHOC(O)CH3), 5.25 (m, 1H,
CHOC(O)CH3), 5.79 (d, 10 Hz, 1H, OCHOPh), 6.61 (d, 9 Hz, 2H, Ph), 6.95 (d, 9 Hz, 2H, Ph)
ppm.

BC RMN (75,5 MHz, DMSO) : § 20.56, 20.7, 20.72, 21.03, 28.28 (3C), 36.75, 51.4, 52.56,
61.58, 68.04, 69.35, 69.94, 70.02, 89.29, 98.24, 115.41 (2C), 130.22 (2C), 130.68, 154.21,
155.82, 169.9, 169.95, 170.01, 170.52, 171.44.

2,3,4,6-Tétra-0- acétyl-a-D-glucopyranosyl-N-Boc-L-tyrosyl-B-alanine méthyl ester (83)

Solide blanc, Pf=218°C.
o 0 [a]*/D +32.6°, ¢ = 1 in MeOH.
A~
N (0]
NHBoc

C3,HyuN, 045
Mol. Wt.: 696,7
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Svynthése a partir du composé 76 et 77:

1.51 g de bromure 2,3,4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose 76 ; 1.615 g de 77 (1.2 €q); 176
mg de NaOH (176 mg, 4.4 mmol,1.2 éq) ; 10 ml d’eau ; et 10 ml d’acétone. 72 h d’agitation.
Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle- cyclohexane (7-3). (Rdt = 79%) de solide
blond sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 719,26 valeur calculée pour C3,H44N,>NaO; s,
719,3 valeur trouvée.

"H RMN (300 MHz, DMSO): 1.33 (s, 9H, t-Bu), 2.01 (s, 3H, OC(O)CHs;), 2.04 (s, 3H,
OC(O)CH3), 2.08 (s, 3H, OC(O)CH3), 2.11 (s, 3H, OC(O)CH3), 2.41 (m, 2H, CH,COOMe),
2.80 (d, 6.7 Hz, 2H, CH,CHNH), 3.40 (m, 2H, CH,NH), 3.65 (s, 3H, OCH3), 4.01 (m, 1H,
CHOC(0O)CH3), 4.09 (m, 2H, CH,OC(O)CH3), 5.11 (m, 2H, CHCH,Ph, CHCH,OC(O)CH3),
5.22 (d, 7.2 Hz, 1H, CHOC(O)CH3), 5.24 (m, 1H, CHOC(O)CHj3), 5.49 (d, 10 Hz, 1H,
OCHOPh), 6.65 (d, 9 Hz, 2H, Ph), 6.75 (brs, 1H, NH), 6.98 (d, 9 Hz, 2H, Ph), 7.92 (br-s, 1H,
NH) ppm.

BC RMN (75,5 MHz, DMSO) : § 20.5, 20.73, 20.75, 21.1, 28.31 (3C), 33.83, 36.7, 38.2,
51.8, 56.25, 61.55, 68.1, 69.4, 69.94, 70.04, 79.81, 98.3, 115.54 (2C), 130.01 (2C), 130.7,
154.33, 155.94, 169.89, 169.96, 170.11, 170.5, 171.34, 172.71.

2,3,4,6-Tétra-0- acétyl-a-D-glucopyranosyl-N-Cbz-L-tyrosyl--alanine méthyl ester (84)

OAc
0.

OAc
OAc o)
OAc
Solide blanc, Pf= 134°C.
' OVO [a]*/D -17.2°, ¢ = 1 in McOH.
MeOOC\/\ \IC])/
N o

C21Hz4N, 05
Mol. Wt.: 400,43

Synthése a partir du composé 76 et 81:

lg de bromure 2,3,4,6-penta-O-acétyl-D-glucopyranose 76 (2.43 mmol) ; 1.75 g de 81 (1.46
g, 3.65 mmol, 1.5 éq); 146 mg de NaOH (146 mg, 3.65 mmol, 1.5 éq) ; dans 4 ml de
THF/eau (1-1) ;10 ml d’eau ; et 10 ml d’acétone. 72 h d’agitation.

Chromatographie sur gel de silice cyclohexane -acétate d’éthyle (7-3). (Rdt = 77%) de solide
blond sont obtenus.

ES-LRMS [MwLNa]Jr m/z = 753,25 valeur calculée pour C3sH4,NoNaO s,
753,4 valeur trouvée.
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'H RMN (300 MHz, DMSO): & 2.02 (s, 3H, OC(O)CHj), 2.04 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.08 (s,
3H, OC(0)CHs), 2.10 (s, 3H, OC(O)CH3), 2.43 (t, 5.6 Hz, 2H, CH,COOMe), 2.84 (d, 6.7 Hz,
2H, CH,CHNH), 3.42 (t, 5.6 Hz, 2H, CH,NH), 3.67 (s, 3H, OCHs), 4.09 (m, 2H,
CH,CHOC(O)CH3), 4.96 (t, 5.6 Hz,1H, CHNH), 4.01 (m, 1H, CHOC(O)CH3), 5.11 (m, 2H,
CHOC(O)CH;, CHOC(O)CH3), 5.24 (d, 2H, 5.6 Hz, CH,Ph), 5.22 (m, 1H, CHOC(O)CHs),
6.24 (d, 10 Hz, 1H, OCHOPh), 6.67 (d, 9.0 Hz, 2H, Ph), 6.80 (br s, 1H, NH), 6.95 (d, 9.0 Hz,
2H, Ph), 7.00 (br-s, 1H, NH). 7.23 (m, SH, Ph) ppm.

BC RMN (75,5 MHz, DMSO) : § 20.55, 20.69, 20.71, 21.03, 33.96, 34.83, 38.08, 51.84,
56.38, 60.41, 63.37, 67.03, 67.76, 70.38, 72.46, 91.98, 115.66, 117.29, 128.01 (2C), 128.2,
128.54 (2C), 130.42 2C), 135.45, 139.26, 155.27, 155.87, 169.45, 169.88, 169.99, 170.05,
170.73, 171.23.

2,3,4,6-Tétra-0- acétyl-a-D-glucopyranosyl-N-Cbz-L-tyrosyl--alanyl-L-leucine méthyl
ester 2 (85)

OAc
(o)
OA

OAc
c o)
OAc
)\ Solide blanc, Pf=108.5°C.
o o < [a]**/D -14.2°, ¢ = 1 inMeOH.
/\)\\N/\COZMe
H H

NHBoc
C33Hs5N3046
Mol. Wt.: 809,85

Synthése a partir du composé 76 et 81: 0.755 g de Bromure 2,3,4,6-penta-O-acétyl-D-
glucopyranose 76 ; 0.880 g de 80 (1.2 éq) ; 73.34 mg de NaOH (73.34 mg, 1.2 éq) ; 10 ml
d’eau; et 10 ml d’acétone. 72 h d’agitation. Chromatographie sur gel de silice acétate
d’éthyle- cyclohexane (8-2). (Rdt = 77%) de solide blanc sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 832,35 valeur calculée pour C3sHssN3NaOjg,
832.5 valeur trouvée.

'H RMN (300 MHz, DMSO): § 0.96 (d, 6 Hz, 6H, CHsi-Bu), 1.32 (s, 9H, t-Bu), 1.47 (m,
1H, CH(CHs),), 1.71 (m, 2H,CH, CH(CH;),), 2.01 (s, 3H, OC(O)CH3), 2.04 (s, 3H,
OC(0)CHs), 2.06 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.08 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.44 (t, 5.5 Hz, 2H,
CH,CON), 2.80 (d, 6.7 Hz, 2H, CH,CHCON), 3.62 (s, 3H, OMe), 3.46 (m, 2H, CH,NH),
4.01 (m, 1H, CHOC(O)CHs), 4.08 (m, 2H, CH,0Ac), 4.28 (m, 1H, CHCO,Me), 5.10 (m, 2H,
CHOC(O)CH;, CHOC(O)CH3), 5.25 (m, 1H, CHOC(O)CH;), 539 (t, 5.6 Hz, IH,
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CHNHCOBoc), 6.66 (d, 9 Hz, 2H, Ph), 5.50 (d, 1H, 10 Hz, OCHOPh), 6.75 (br-s, 1H, NH),
7.00 (d, 9 Hz, 2H, Ph), 7.89 (br-s, 1H, NH), 8.29 (br-s, 1H, NH) ppm.

13C RMN (75,5 MHz, DMSO) : § 20.5, 20.77, 20.86, 21.1, 21.79, 23.16, 24.96, 28.62 (3C),
35.55, 36.95, 39.18, 39.46, 50.70, 52.26, 56.53, 68.2, 69.4, 69.94, 70.03, 71.22, 78.73, 98.3,
115.54 (2C), 128.64, 130.49 (2C), 155.60, 166.40, 169.82, 169.87, 170.11, 170.5, 171.11,
172.18, 173.59.

Anhydride glucoronique (86)

07/
0 0 .
o Solide blanc,
AcO Litt. :
AcO
OAc OAc
Cy6H3001,
MM.: 404,32

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 5,26 ml d’Ac,0 et on ajoute 0,065g d’1,
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
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,SOy, filtré et évaporé. Le produit est recristallisé dans le cyclohexane.

> Obtention de 1.85 g (89%) du composé 86.
ES-LRMS [M+Na]" m/z = 427,31 valeur calculée pour C;sHyNaO;,,
427,3 valeur trouvée.
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Anhydride galacturonique (87)

)

o )

0AN—C
o)

AcO Pateux.
OAc CAc

Ci6H20012
MM.: 404,32

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 5.26 ml d’Ac,0 et on ajoute 0.065g d’1,
et 1 g d’acide galacturonique (5.15 mmol); la solution est ensuite refroidie a 0°C dans un bain
de sel-glace. Le milieu est agit¢ a 0°C pendant 2h, puis on laisse refroidir a température
ambiante. On chauffe a 60°Cpendant 3 h puis on laisse agiter a TA toute la nuit.

Le milieu est ensuite séché au rotavap, puis le mélange réactionnel est dissous dans le CH,Cl,,
lavé avec une solution saturée de Na,S,03 (2x100ml), puis avec une solution saturée de NaCl.

Séchage sur Na,SQOy, filtration et évaporation. Obtention de 1.7 g (82%) du composé 87.
ES-LRMS [M+Na]" m/z = 427,31 valeur calculée pour C;6HyNaOj,,

427,3 valeur trouvée.

1,6-glucopyranuronolactone (88)

AcO
Solide blanc.

AcO OAc

C12H 409
MM : 302,23

Procédé A

Synthése a partir des composés 86 :

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 11.9 ml d’acétate d’éthyle au mélange de
produit 86 (1.6g; 3.96mmol ; 1 equiv.) et Ce(OTf); (0.96g ; 1.17mmol, .03 eqiv.). Le milieu
est agité a 0°C pendant 20 h a température ambiante. On chauffe a reflux pendant 5 h.

Le mélange réactionnel est lavé avec I’eau. La phase organique est ensuite lavée avec une
solution saturée de NaCl, séchée sur Na,SOy, filtrée et évaporée. Apres recristallisation dans
I’éthanol on obtient 1g (86%) du composé 88 sous forne d’un solide blanc.
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Procédé B

Synthése a partir de 1’acide glucoronique:

Dans un ballon, on introduit 3.9 ml d’Ac,O (0.041mol ; 8 équiv.) et on ajoute 0.065g d’I,
(0.015 mol ; 3 équiv.) et 1 g de I’acide glucoronique (5.15 mmol); le milieu est placé dans la
microonde (mode openvisel), et on chauffe a 110°C pendant 10 min.

Le milieu est ensuite séché au rotavap, puis le mélange réactionnel est dissous dans le CH,Cl,,
lavé avec une solution saturée de Na,S,03 (2x100ml), puis avec une solution saturée de NaCl,

Séchage sur Na,SOy, filtration et évaporation. Aprés une recristallisation dans 1’éthanol, on a
obtenu 0.9 g (58%) du composé 86.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 325.22 valeur calculée pour C,H;4NaOo,
325.2 valeur trouvée.

2,4,6-Tri-0O- acétyl-a-D-glucopyranosyl-N-Phtaloyl-L-tyrosyine (89)

o
o ;Q Solide blanc, pf = 123°C.
o [a]*/D +18.2°, ¢ = 1 inMeOH.
AcO
AcO OH

OAc

C291-127N()l4

MM.: 613,52

Synthése a partir de composé 88:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit de N-phtalimido-L-tyrosine (0.66 mmol,
2 équiv.) et on ajoute duFeCl, (0.33 mmol, lequiv.), et 0.1 g de composé 88 (0.33 mmol, 1
equiv). Le milieu est placé dans un four a microondes (mode openvisel), on chaufe a 77°C
pendant 20 min.

Le milieu est ensuite séché au rotavap, puis le mélange réactionel est dissous dans le CH,Cl,,
lavé avec une solution saturée de NaCl. Séché sur Na,SOy, filtré et évaporé. Chromatographie
sur gel de silice acétate d’éthyle- cyclohexane (1-1). On obtient le produit 89 avec un
rendement de 45%, sous forme d’un solide blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 636,51 valeur calculée pour Cy9H7NNaO 4,
636,5 valeur trouvée.
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2,4,6-Tri-O- acétyl-a-D-glucopyranosyl-/N-Boc-L-tyrosyine méthyl ester (90)

CO,Me
BocHN

~
N

Q Solide blanc, pf= 144°C.

0}

° 5 [a]**/D +7.5°, ¢ = 1 inMeOH.
AcO
AC(&\OAC

OAc

C9H37NO;5
MM: 639,6

Synthése a partir de composé 86:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit de Boc-L-tyrosine-OMe (0.25 mmol, 1
€quiv.) et on ajoute 10 ml de CH,Cl,, et 0.1 g de composé 86 (0.25 mmol, 1 equiv). Le milieu
est agité¢ a 0°C pendant 20h a température ambiante. Le mélange réactionnel est dissous dans
le CH,Cl,, lavé avec une solution saturée de NaCl, séché sur Na,SO,, filtré et évaporé.
Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-cyclohexane (7-3). On obtient le produit 90
avec un rendement de 77%, sous forme d’un solide blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 662,59 valeur calculée pour Cy9H37NNaOs,
662,5 valeur trouvée.

2,4,6-Tri-O- acétyl-a-D-glucopyranosyl-N-Boc-L-tyrosyl-f-alanyl-L-leucyl méthyl ester
o1

Solide blanc, pf= 122°C.
[a]*%/D +2.6°, ¢ = 1 in MeOH.

OAc

OAc

C33Hs3N;047
Mol. Wt.: 823,84

Synthése a partir de composé 86 et 80:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.25 mmol de composé 80 (1 équiv.) et
on ajoute 10 ml de CH,Cl;, et 0.1 g de composé 86 (0.25 mmol, 1 équiv.). Le milieu est agité
a 0°C pendant 20h a température ambiante. Le mélange réactionel est dissout dans le CH,Cl,,
lavé avec une solution saturée de NaCl.
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Séché sur Na,SOs, filtré et evaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On a obtenu le produit 91 avec un rendement de 57%, sous forme d’un
solide blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 844,81 valeur calculée pour CsgHs;N3NaOy7,
844,7 valeur trouvée.

3,4-Di-0-benzyl-2-0-allyl-o-D-glucopyranoate de -N-Boc-L-tyrosyl-f-alanyl-L-leucyl

méthyl ester (92)
BnO 0Bn
o Solide blanc, pf = 102°C.
[a]**/D +13.1°, ¢ = 1 in CHClL.
o) 9 i)\
H/\)\H/—\COQME
NHBoc
Cy7Hg1N3013
Mol. Wt.: 876

Synthése a partir de composé 74 et 80:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 g de composé 74 (0.24 mmol, 1
équiv.) dans 10 ml de CH,Cl,, et 0.243 mmol de composé 80 (1.01 équiv), ensuite on ajoute
0.24 mmol de DCC (1 équiv.) et 0.048 mmol de 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP) (0.2
equiv.). Le milieu est agité pendant 20h a température ambiante. On filtre le solide qui se
forme, puis on évapore le solvant. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-2). On a obtenu le produit 92 avec un rendement de 39%, sous forme d’un
solide blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 898,99 valeur calculée pour C47He;N3NaO3,
899.1valeur trouvée.

Composé (93)

HOOC

O« _~NH Solide blanc, pf = 105°C.

AcO

AcO

OAc OAc
CoH,7NO

Mol. Wt.: 461,42
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Synthése a partir de composé 86:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de DL-valine et on ajoute 10
ml de CH,Cl, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé 86 (1 équiv.). Le milieu est agité pendant
20h a température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de
NaCl, séché sur Na;SOy, filtré et évaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On obtient le produit 93 avec un rendement de 37%, sous forme d’un
solide blanc.

ES-LRMS [MwLNal]Jr m/z = 484,41 valeur calculée pour C9H,7NNaO,,
484.,4 valeur trouvée.

Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-leucylamide (94)

HOOC

O —NH Solide blanc, pf=100°C.
(0]
AcO
AcO
OAG OAc
C20H3oNO,

Mol. Wt.: 475,44

Synthése a partir de composé 86:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de DL-leucine et on ajoute 10
ml de CH,Cl, et CH;CN, et 0.1 mmol de composé 86. Le milieu est agité pendant 15 h a
température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaCl.

Séchage sur Na,SQO,, filtration et évaporation. Chromatographie sur gel de silice acétate
d’éthyle-cyclohexane (4-6). 94 est obtenu avec un rendement de 45%, sous forme d’un solide
blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 498,43 valeur calculée pour Cy0Hy9yNNaO;,
498,5 valeur trouvée.
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Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-phénylalanylamide (95)

HOOC\/©
Solide blanc, pf = 112°C.

NH

(0)
(0]
AcO
AcO
OAc

OAc

Cy,HypsNOy,
Mol. Wt.: 495,43

Synthése a partir de composé 86:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol d’a-phénylglycine et on
ajoute 10 ml de CH,Cl, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé 86. Le milieu est agité pendant
20 h a température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de
NaCl, séché sur Na;SOy, filtré et évaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On a obtenu le produit 95 avec un rendement de 40%, sous forme d’un
solide blanc.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 518,42 valeur calculée pour C5,HsNNaO,,
518.4 valeur trouvée.

Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-leucylamide méthyl ester (96)

0w _~NH Solide blanc, pf= 88°C.

OAG OAc

CyH3NOy,
Mol. Wt.: 489,47

Synthése a partir de composé 86 et 13:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de composé 13 et on ajoute
10 ml de CH,Cl, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé 86. Le milieu est agité pendant 20 h a
température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaCl.

Séché sur Na,SOy, filtré et evaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On obtient le produit 96 avec un rendement de 70%, sous forme d’un
solide blanc.
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ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 512,46 valeur calculée pour C;;H3;NNaO,,
512,5 valeur trouvée.

Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-valinylamide (97)

HOOC\J\

onc— 1 Solide blanc, pf=98°C.

+

AcO
OAc

C19H,7NOy,
Mol. Wt.: 461,42

Synthése a partir de composé 87:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de DL-valine et on ajoute 10
ml de CH,ClI, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé 87. Le milieu est agit¢ pendant 24h a
température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaCl.

Séchage sur Na,SQO,, filtration et évaporation. Chromatographie sur gel de silice acétate
d’éthyle- cyclohexane (1-1). On obtient le produit 97 avec un rendement de 32%, sous forme
d’un solide blanc.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 484,41 valeur calculée pour C9H7NNaO,,
484,5 valeur trouvée.

Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-leucylamide (98)

HOOC

W
OAc

0 Pateux.

AcO

OAc OAc

C2HoNO
Mol. Wt.: 475,44

Synthése a partir de composé 87:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de DL-leucine et on ajoute 10
ml de CH,Cl, et CH3CN, et 0.1 mmol de compos¢ 87. Le milieu est agit¢ pendant 24 h a
température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaCl,
séché sur Na,SO., filtré et évaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (4-6). On obtient 98 avec un rendement de 41%, sous forme d’un solide blanc.
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ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 498,43 valeur calculée pour Cy0Hy9yNNaO;,
498,5 valeur trouvée.

Composé (99)

HOOC

NH Solide blanc, pf = 87-89°C.

AcO

Cy,HysNOyp
Mol. Wt.: 495,43

Synthése a partir de composé 87:

Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.Immol d’a-phénylglycine et on
ajoute 10 ml de CH,ClI, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé 87. Le milieu est agité pendant
24 h a température ambiante. Le mélange réactionel est lavé avec une solution saturée de
NaCl, séché sur Na;SOy, filtré et evaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On a obtenu le produit 99 avec un rendement de 24%, sous forme d’un
solide blanc.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 518,42 valeur calculée pour C,,HysNNaO,,
518.4 valeur trouvée.

Tétra-1,2,3,4-0-acétylglucopyranoyl-6-phénylalanylamide (100)

OACEW Pateux.

Cy1H3NOy,
Mol. Wt.: 489,47

AcO

Synthése a partir de composé 87 et 13:
Dans un ballon et sous courant d’argon, on introduit 0.1 mmol de composé 13 et on ajoute 10
ml de CH,Cl, et CH3CN, et 0.1 mmol de composé¢ 87. Le milieu est agit¢ pendant 24 h a
température ambiante. Le mélange réactionnel est lavé avec une solution saturée de NaCl,
séché sur Na,SOy, filtré et évaporé. Chromatographie sur gel de silice acétate d’éthyle-
cyclohexane (1-1). On obtient 100 avec un rendement de 72%, sous forme d’un produit
pateux.
ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 512,46 valeur calculée pour C;;H3;NNaO,,

512,5 valeur trouvée.
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CHAPITRE V

SYNTHESE DES ANALOGUES DE LA
CRYPTOPHYCINE
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1. Synthése d’un analogue de la cryptophycine (104).

Les derniéres étapes de notre synthése pour avoir 1’analogue 104 de la cryptophycine sont
résumées dans le schéma 83. Le couplage du composé 67 avec le composé 35 dans le DCM
en présence de DCC et de la triméthylamine conduit a 101 avec un rendement de 90%. Sous
I’action d’une solution aqueuse d’hydroxyde de lithium 0,2M sur 101 dans un mélange
THF/eau (2 :1), on récupere 102 avec un rendement de 88%. Le traitement de ce dernier avec
I’hydrate d’hydrazine dans le DCM permet d’arriver a 103 avec un rendement de 42%. Enfin,
la réaction de ce dernier dans le DCM en présence de DCC donne le produit 104 avec un
rendement de 66% apres recristallisation dans 1’éther.

Schéma 83: (a) DCC, TEA, CH,CL,, TA, 90%; (b) LiOH 0.2M, THF-H,0, TA, 88%; (c) NH,NH,,
CH,CL, TA, 42%; (d) DCC, CH,Cl,, TA, 66%.

2. Syntheése de I’analogue 108.

Enfin, les derniéres étapes de notre syntheése pour avoir I’analogue 108 de la cryptophycine
sont résumées dans le schéma 84. Le couplage de 67 avec 34 dans le DCM en présence de
DCC et de la triméthylamine conduit au produit 105 avec un rendement de 90%. Sous 1’action
d’une solution aqueuse 0,2M d’hydroxyde de lithium sur 105 dans un mélange THF/eau
(2 :1), on arrive au produit 106 avec un rendement de 77%. Enfin, le traitement de ce dernier
avec I’hydrate d’hydrazine dans le DCM permet d’obtenir le produit 107 avec un rendement
de 67%. Finalement, la réaction de ce dernier dans le DCM en présence de DCC conduit
a 108 avec un rendement de 54% apres recristallisation dans 1I’éther.
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Schéma 84: (a) DCC, TEA, CH,Cl,, TA, 90%; (b) LiOH 0.2M,  THF-H,O, TA, 77%; (c) NH,NH,,
CH,Cl,, TA, 67%; (d) DCC, CH,Cl,, TA, 54%.
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Partie expérimentale relative a la synthése
des analogues de la cryptophycine
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3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoate de méthyle (101)

L\\@\ Solide jaune claire, Pf = 113°C.
) OCHj

C46H49N309
Mol. Wt.: 787,9

Synthése a partir de composé 67 et 35:

Dans un bicol, a 0°C, on introduit le tripeptide 35 (1,19g; 5.5 mmol) dans le DCM. On y
ajoute le 3-((/R, 2R E)-1-hydroxy-2-méthyl-4-phénylbut-3-enyl)benzoate de méthyle 67
(0,63g ; 5.5mmol), suivi de la TEA (3 équiv.). On ajoute ensuite goutte a goutte le DCC
(1,13g ; 5.5 mmol) dissous dans 20ml. On laisse agiter pendant 24 h ; on filtre le solide. On
séche, on filtre puis on évapore le DCM, ce qui donne lieu a 3.9 g (90%) de solide jaune
clair.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 810,89 valeur calculée pour C4sH49N3NaOo,
810,7 valeur trouvée.

Acide 3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-methyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoique (102)

O
— o g N; y Solide blanc, Pf=119-121°C.

C45sH47N;30,
MM.: 773,87
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Synthése a partir de composé 101:

A une solution de composé 101 (0,5g; 0.63 mmol, 1 équiv.) dans 6 ml d’un mélange de
THF/eau (1/1) refroidi a 0°C, sont ajoutés 2ml (0.126mmol, 2 équiv.) d’une solution aqueuse
d’hydroxyde de lithium (0.2M). Aprés 4 h d’agitation a température ambiante, sont
additionnés Sml d’une solution aqueuse d’HCI IN. La solution est alors extraite 3 fois avec 50
ml d’acétate d’éthyle puis la phase organique est séchée, filtrée et évaporée sous pression
réduite. Une cristallisation dans 1’éther permet d’isoler 0.43 g (88%) de cristaux blancs.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 796,86 valeur calculée pour C45H47N3NaOo,
796,6 valeur trouvée.

Acide 3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-amino-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoique (103)

00 HZNI\ Pateux.
ENJ\/\N o : ~OCHj4

H H

C37H45N307

MM: 643,77

Synthése a partir de composé 102:

On ajoute sous agitation et 1’hydrate d’hydrazine (0,1 ml; 2 équiv.) a une solution de
composé¢ 102 (0,4g ; 2,14mmol) dissous dans un mélange de DCM-MeOH (1/1, 4 ml) ; le
mélange est maintenu a température ambiante pendant une nuit. On filtre et on évapore le
mélange pour obtenir un solide. On ajoute 5 ml d’eau distillée, puis le résidu est alcalinisé a
pH=11 avec une solution de NaOH, et extrait avec du DCM. Aprées séchage et évaporation du
solvant, 0,18g (42%) de produit pateux sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 663,75 valeur calculée pour C3gH44N2NaO7,
663,5 valeur trouvée.
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Analogue de la Cryptophycine (104)

W
J\/\ l \©\ Pateux.
N NT Yo OCHs

C37H43N;304
MM.: 625,75

Synthése a partir de composé 103:

Dans un bicol, a 0°C, on introduit de 1’acide 3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-amino-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-methylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-phénylbut-3-
enyl)benzoique 103 (119mg, 0,55mmol) dans le DCM. On ajoute goutte a goutte le DCC
(113mg, 0,55mmol) dans 2 ml de DCM. On laisse agiter pendant 4 jours ; on filtre le solide.
On seche, on filtre, puis on évapore le DCM. 0,23g (66%) de produit pateux sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 648,74 valeur calculée pour Cs7H43N3NaOg,
648.6valeur trouvée.

3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoate de méthyle (105)

COQMG

0O
o) fﬁi@

C4sHy47N304
MM.: 757,87

Solide blanc, pf=92°C.

Synthése a partir de composé 67 et 34: Dans un bicol, a 0°C, on introduit le tripeptide 34
(1.19g, 5.5mmol) dans le DCM. On ajoute ensuite le 3-((/R,2R,E)-1-hydroxy-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoate de méthyle 67 (0,63g, 5.5mmol), suivis de TEA (3 équiv.). On
ajoute goutte a goutte le DCC (1,13g, 5.5 mmol) dissous dans 20ml de DCM. On laisse agiter
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pendant 72 h. on filtre le solide. On seche, on filtre puis on évapore le DCM. 3.75 g ( 90%)
de cristaux blancs sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 780,86 valeur calculée pour C4sH47N3NaOsg,
780,6 valeur trouvée.

Acide 3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoique (106)

(0]
0 &N; Solide blanc, Pf= 134°C.
R\

Cy44HysN;05
MM.: 743,84

Synthése a partir de composé 105:

A une solution de composé 105 (0,5g, 0,066mmol, 1 équiv.) dissous dans 6 ml d’'un mélange
de THF/eau (1/1) refroidi a 0°C, sont ajoutés 2,Iml (0.13 mmol, 2 équiv.) d’une solution
aqueuse de LiOH 0,2M. Aprées 4h d’agitation a température ambiante, sont additionnés Sml
d’une solution aqueuse d’HCI 1N. La solution est alors extraire trois fois par 50 ml d’acétate
d’¢éthyle puis la phase organique est séchée, filtrée et évaporée sous pression réduite. Une
cristallisation dans I’éther permet d’isoler 0.38 g (Rdt = 77%) de cristaux blancs sont
obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 766,83 valeur calculée pour C44H45N3NaOsg,
766,5 valeur trouvée.
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Acide 3-((2R,E)-1-((S)-2-(3-((R)-2-amino-3-(4-
méthoxyphényl)propanamido)propanamido)-4-méthylpentanoyloxy)-2-méthyl-4-
phénylbut-3-enyl)benzoique (107)

HoN Pateux.

O O o L\\@
NJ\/\N 0
H H

C36H43N304
Mol. Wt.: 613,74

Synthése a partir de composé 106:

On ajoute sous agitation 1’hydrate d’hydrazine (0,09 ml, 0.8 mmol, 2eq.) a une solution de de
composé¢ 106 (0,3g 0,4 mmol) dissous dans un mélange de DCM-MeOH (1/1, 4 ml). Le
mélange est maintenu a température ambiante pendant une nuit. On filtre et on évapore le
mélange, ce qui laisse un résidu solide. On ajoute 5 ml d’eau distillée, puis le résidu est
alcalinis¢ a pH = 11 avec une solution de NaOH, et extrait avec Cl,CH,. 0.33 g (Rdt = 67%)
de produit pateux sont obtenus.

ES-LRMS [M+Na]" m/z = 636,73 valeur calculée pour C3¢H43N3NaOe.
636,5 valeur trouvée.

Analogue de Cryptophycine (108)

N O
O °~° o HNI\\Q Péteux.
N)J\/\N o
H H

C36H41N305
Mol. Wt.: 595,73

Synthése a partir de composé 107:

Dans un bicol refroidi a 0°C, on introduit le composé 107 (0,1g ; 0,16 mmol) dissous dans le
DCM. On ajoute goutte a goutte le DCC (34mg, 0,16 mmol) dans 2 ml de DCM. On laisse
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agiter pendant une semaine. On filtre le solide. On séche, on filtre puis on évapore le DCM.
53mg (54%) de produit pateux sont obtenus.

ES-LRMS [MJrNa]+ m/z = 618,72 valeur calculée pour C3sH4;N3NaOs,
618. 0 valeur trouvée.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les efforts actuels de recherche dans le traitement des cancers se tournent vers les thérapies
ciblées. L’objectif de ces thérapies est d’agir plus spécifiquement sur les cellules cancéreuses
afin de limiter la toxicit¢ des médicaments et de palier les phénomenes de résistance
apparaissant lors des traitements en chimiothérapie.

Les cibles de ces nouvelles thérapies sont :

- les voies de signalisation cellulaire impliquées dans la prolifération et la
différenciation des cellules.

- Le cycle cellulaire qui contrdle la division des cellules.

- Les phénomeénes qui contrdlent I’angiogeneése.

- Larestauration du phénoméne d’apoptose.

Les microalgues marines, organismes unicellulaires, déja utilisées dans des secteurs tels que
la nutraceutique, la cosmétique ou I’agroalimentaire, sont une source présentant un fort
potentiel pour la découverte de nouvelles molécules anticancéreuses. En effet,

- les algues marines sont représentées par quatre lignées (bleu, rouge, verte et brune),
alors que les végétaux terrestres ne sont représentés que par la lignée verte et les
cyanobactéries.

- les cyanobactéries et les dinoflagellés ont déja montré un fort potentiel pour la
découverte de molécules a activités biologiques,

- les microalgues marines sont cultivables en photobioréacteur,

- les microalgues marines présentent une grande biodiversité.

Les cryptophycines sont des composés initialement identifiés en 1990 dans des extraits de
I’algue bleu-vert du genre Nostoc, elles constituent I'un des meilleurs exemples récents dans la
recherche de thérapies anticancéreuses,

Le but du travail de recherche assigné et présenté dans cette thése portait sur plusieurs volets,
notamment :

- la synthése des analogues des fragments (B-C-D) de la cryptophycine,

- la syntheése stéréosélective d’un analogue aziridinyle du fragment A de la
cryptophycine,

- la synthése des dérivés glucidiques des fragments de la cryptophycine,

- la synthese de dérivés de la cryptophycine.

Dans la premiere partie de cette these, 1’objectif était la syntheése de fragment (B-C-D) de la
cryptophycine, et ses analogues. Les fragments synthétisés on ¢été obtenus avec des bons
rendements et par des voies synthétiques abordables:
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Ces informations ainsi que nos résultats permettent d’envisager plusieurs perspectives de
recherche et une projection intéressante dans 1’avenir :

1. Pour chaque analogue de fragment (B-C-D) on peut envisager la synthése de trois
analogues de la cryptophycine, en espérant ainsi améliorer ’activité anticancéreuse de

la cryptophycineinitiale.

2. Pour chaque analogue du fragment (B-C-D), on peut aussi aboutir a un analogue de la
cryptophycine-52, en prenant comme référence les travaux déja lancés par Vinod F.
Patel et Murakami, en gardant intact, le fragment A de la cryptophycine.
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Cryptophycine 52

3. La seconde partie de cette theése a, pour sa part, été consacrée au développement de
méthodologies efficaces pour la synthése stérioséléctive d’un analogue aziridinyle du
fragment A de la cryptophycine.

Nous avons congu une synthese stéréosélective d'un nouveau dérivé du fragment A de
cryptophycine-1 avec un rendement global raisonnable. Les travaux se poursuivent
pour améliorer la stéréosélectivité de l'ensemble du processus et explorer d’autres
potentialités synthétiques.

4. Une fois 1’analogue aziridinyle obtenu, on peut envisager, en guise de perspectives
supplémentaires, de lui greffer différents substrats comme les aminoacides, les sucres,
I’acide bromopurivique, 1’acide valproique... pour obtenir les molécules suivantes :

O = aminoacide ou sucre
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Toutes ces polécules nous permettront de mettre au point des hybrides originaux qui,
nous I’espérons, verront leur activité biologique globale augmentée, en méme temps
que leur sélectivité sera plus pointue.

5. Une perspective intéressante serait la synthése des analogues de la cryptophycine qui
contiennent une fonction aziridine sur le fragment A dans 1’espoir d’améliorer
l'activité et la sélectivité du produit naturel par insertion d’une certaine rigidité dans sa
structure.

6. Une autre partie de cette thése a été consacrée a la synthese de dérives glucidiques des
fragments (B-C-D), (B-C), D, et B de la cryptophycine. L’objectif consistait a coupler
ces fragments avec le fragment A de la cryptophycine, afin d’aboutir a une nouvelle
cryptophycine portant des motifs sucres. La présence d'un fragment sucre dans une
cible pourrait contribuer aux propriétés de reconnaissance moléculaire
supplémentaires de ce composé. En effet, nous supposons que l'incorporation de ces
unités dans des composés thérapeutiques connus ou potentiels pourrait ouvrir la voie a
la mise au point de nouveaux médicaments et / ou de nouveaux outils de diagnostic
médical.

Au vu de tout ce qui précede et des résultats obtenus, ce travail nous ouvre des perspectives
trés intéressantes en matic¢re de synthése organique et de recherche en chimie bio organique et
thérapeutique, notamment dans le domaine de la découverte de nouveaux principes actifs.
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	Pouvoirs rotatoires (Laboratoire des Glucides-Amiens) : Les pouvoirs rotatoires spécifiques sont mesurés à l’aide d’un micro-polarimètre digital Perkin-Elmer modèle 343. La longueur d’onde utilisée est 589 mm (raie D du sodium). Les solutions sont préparées par dissolution de 1 à 5 mg de produit dans 1 mL de méthanol ou de chloroforme de grande pureté (pour HPLC). Les concentrations (c) sont exprimées en grammes pour 100 mL de solvant.

	Spectroscopie infrarouge : Les spectres dans l’infra-rouge ont été obtenus au Centre de mesures du laboratoire COSNA sur un appareil Mattson Genesis ΙΙ FTIR. Les échantillons étaient traités soit en solution dans le dichlorométhane (DCM) ou sous forme de pastilles de KBr. Les principales fréquences d’absorption sont données en nombre d’onde (cm-1).

	Spectrométrie de masse (Laboratoire des Glucides-Amiens) : Les spectres de masse sont enregistrés sur un appareil simple quadrupôle (Micromass - Waters ZQ), équipé d’une source électrospray, sur un intervalle de masses de 0 à 4000 Da.

	Analyse RMN (Laboratoire de polymères, Université d’Oran Es-Sénia, et Laboratoire des Glucides-Amiens)

	Analyse élémentaire : Les microanalyses ont été effectuées sur un appareil (LECO CHN-900).
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	- Préparation du -d-galactopyranoside d’allyle 
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