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Loin.
Loin et ailleurs.

Vague odeur de café et de citronnelle.
Le vol d'un moustique,

Friselis velouté du silence.
Déchirures de papier noirci.
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Tentation de l'orage.
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De tout temps, la maladie, la souffrance et la mort ont constitué des soucis majeurs
pour 'homme. Les remeédes, dans des temps trés reculés, consistaient en des priéres, des
incantations. Bien souvent, il trouvaient également leur origine dans la nature et étaient connus des
populations par le fait de simples observations. Au 19M€ sigcle, le développement des sciences
(biologie, biochimie...) a permis de découvrir des principes actifs a partir de ces modéles naturels. Par
la connaissance de leur formule chimique, les scientifiques se sont alors lancés dans la synthése de
composés analogues (isostéres) ou plus récemment dans des techniques telles que la modélisation
moléculaire pour identifier des pharmacophores. Lintérét pour le chimiste, en partant d'une structure
chimique nouvelle, est de développer des molécules plus actives et/ou moins toxiques dans la
pathologie considérée et de découvrir de nouveaux "lead compounds".

Jusque dans les années 70, un grand nombre de molécules médicamenteuses a été trouvé par des
observations accidentelles, des trouvailles fortuites ou un tri systematique. A l'heure actuelle, les
approches se montrent plus rationnelles (drug design) et reposent sur la connaissance des enzymes,
récepteurs, de la nature des désordres biochimiques impliqués dans les pathologies.
Plusieurs démarches sont suivies pour la découverte de molécules conduisant a des chefs de file
médicamenteux :

- tri systématique de molécules synthétisées,

- valorisation d'observations du monde animal, végétal ou minéral,

- modifications de molécules actives connues,

- approches rationnelles (cette demiére catégorie étant étroitement

reliée aux modifications de molécules actives connues).

Le tri systématique peut s'effectuer verticalement (un nombre limité de molécules est étudié de
maniére approfondie sur différentes pathologies) ou horizontalement (un grand nombre de molécules
est évalué sur un modéle expérimental bien défini (cancer par exemple)).
Les informations issues de la nature représentent une contribution majeure a la découverte de
nouveaux principes actifs. La reproduction par synthése totale de substances naturelies puis la
synthése d'analogues permettent ia mise en évidence de pharmacophores.
Les modifications de molécules actives connues constituent la pratique la plus répandue dans le

domaine de la recherche pharmaceutique. Elles s'appuient sur des principes bien connus de
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bioisostérie et permettent de trouver de nouveaux pharmacophores ou d'affiner ceux existants. Il est
alors possible de concevoir des composés plus actifs et/ou moins toxiques.

Par ailleurs, les progres de la pharmacologie, dus au développement de méthodes biochimiques
(utilisation d'éléments marqués...), limpact de la biologie moléculaire pour une meilleure
caractérisation des récepteurs, ainsi que les méthodes informatiques ont permis de concevoir des
médicaments sur des bases plus scientifiques. L'élément clé rendant possible ces approches
rationnelles est la connaissance de I'étiologie de la maladie ou des processus biochimiques perturbés.
La recherche médicamenteuse a donc connu une grande évolution au fil du temps. La lutte contre le
cancer en est un bon exemple et, en particulier une famille d'anticancéreux : les inhibiteurs de
topoisomérase Il. En effet, a l'origine de cette famille se trouve un produit d'origine naturelle
antimitotique, la podophyliotoxine. Par des travaux d'hémisynthése ont émergé deux composés
utilisés en clinique, I'étoposide et le téniposide, inhibiteurs d'une enzyme alors inconnue : la
topoisomeérase |l. Diverses expériences avec ces deux composés ont permis de mieux connaitre leur
cible et de découvrir des composés intercalants variés a activité d'inhibition de I'enzyme. De nombreux
analogues structuraux de I'étoposide et du téniposide synthétisés ont permis I'élaboration de relations
structure-activité. Enfin, une approche exclusivement rationnelle, par conception indirecte assistée
par ordinateur a permis I'émergence d'une nouvelle structure inhibitrice de topoisomérase |l qui
semble prometteuse : I'azatoxine.

Notre intérét s'est donc porté sur ces modeles d'inhibiteurs de topoisomérase Il. Nous avons ainsi
décidé, sur les bases des relations structure-activité existantes et de pharmacomodulations, de

concevoir et synthétiser de nouveaux inhibiteurs potentiels de topoisomérase |l



CHAPITRE 1

TOPOISOMERASES : ENZYMES CLES DANS LA
TOPOLOGIE DE L'ADN
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Les topoisomérases constituent une famille d'enzymes modifiant la topologie de I'ADN. Elles
changent I'ADN superhélicoidal en ADN circulaire fermé (fig.1). Des études utilisant des
topoisomé_rases purifiées ont montré d'autres actions telles que le "nouement-dénouement” et
"caténation-décaténation” de 'ADN (fig.1) (Hsieh et Brutlag, 1980 ; Llu et coll., 1976 et 1980). Ces
enzymes interviennent ainsi dans des processus cellulaires trés variés, tels que la transctiption, la
réplication et la ségrégation chromosomique. Elles sont nécessaires pour la viabilite de tous les
organismes, de la bactérie a I'homme (Binaschi et coll., 1995 ; Corbett et Osheroff, 1993 ; Pommier,

1993 ; Wang, 1996 ; Watt et Hickson, 1994).

caténation / décaténation

)

nouement / dénouement

~\,
1

™
~r

relaxation / surenroutement

A

X

.

figure 1: Représentation schématique des activités de relaxation, de "nouement-dénouement” et da

"caténation-décaténation” de 'ADN par la topoisomérase |l (d'aprés Watt et Hickson, 1994)

Ces enzymes pauvent étra classées en deux grandes catégories suivant leur mode d'action Les
topoisomérases de type ! induisent des cassures monabrin de I'ADN, parmettant le passage d'un ADN
monobrin intact au travers du brin coupé, alors que les topoisomérases de type Il provoguent des
cassures double-brins d'ADN, pernmettant le passage d'une autre hélice d'ADN au travers des
segments coupés avant de resoudsr ceux-ci.

En plus de leurs modes d'action différents, les topoisomérases se démarquent dans leur spécificité

pour les différentes conformations de 'ADN : les topoisomérases procaryotes de type | et Il sont
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spécifiques des ADN surenroulés respectivement négativement et positivement. Les topoisomérases
eucaryotes de type 1 et Il , quant a elles, sont aussi actives sur chacune des formes d'ADN surenroulé.
Les enzymes de type | peuvent étre regroupées en deux sous-classes distinctes :

- les topoisomérases de type IA (Wang, 1996) (topoisomérases il et V), enzymes "procaryote-
like" (Watt et Hickson, 1994) se lient a 'ADN en formant des liaisons 3'-phosphotyrosyle et ne
requiérent pas la présence de cation divalent pour relaxer les surenroulements négatifs et positifs de
leur substrat,

- les topoisomérases IB (Wang, 1996), enzymes “eucaryote-like" (Watt et Hickson, 1994)
forment des liaisons 5'-phosphotyrosyle avec 'ADN et requiérent la présence d'ions Mgz‘* pour
effectuer leur cycle catalytique et relaxer les surenroulements négatifs de leur substrat (Sharma et
Mondragon, 1995).

Les enzymes de type I, enzymes homodimériques, sont représentées par les topoisomérases |l
(eucaryotes), la gyrase (topoisomérase 1l bactérienne) et la topoisomérase V. Celles-ci ont besoin
d'ions Mg2+ et d'ATP (contrairement aux topoisomérases de type 1) (Wigley, 1995) pour effectuer leur
cycle catalytique. La topoisomérase 1V, la plus récemment découverte, ressemble beaucoup d'un
point de vue structural a la gyrase bactérienne (les deux génes parC et parE codant pour la
topoisomerase |V sont analogues des génes gyrA et gyrB codant pour la gyrase) (Wang, 1996), mais
elie ne peut, contrairement a celle-ci, effectuer des surenroulements négatifs. La topoisomérase IV
apparait donc plus proche, dans son action, de la topoisomérase Ii eucaryote (Wigley, 1995).

Les topoisomérases |l eucaryotes sont présentes dans les cellules sous deux formes qui différent
l'une de V'autre par leurs séquences primaires. La purification de topoisomérase Il eucaryote fournit
deux polypeptides de 170 et 180 kDa (isoformes o et ). Les proportions de I'un par rapport a l'autre
différent selon les lignées cellulaires considérées. La forme « n'est pas un produit de protéolyse de la
forme B, puisque les produits de digestion des deux protéines sont différents et que'des anticorps
réagissant avec I'une des formes ne réagissent pas avec l'autre (Binaschi et coll., 1995 ; Capranico et
Zunino, 1995 ; Wait et Hickson, 1994). Ces deux types de topoisomérase Il ont des propriétes
biochimiques différentes et elles ne subissent pas la méme régulation dans les cellules : dans un
certain nombre de lignées cellulaires en culture, la forme « est prépondérante dans les cellules en

croissance rapide, alors que la forme § est dominante dans les cellules en croissance plus lente.
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Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons plus particuliérement aux topoisomérases |

eucaryotes, cibles de nombreux agents anticancéreux.
| - Cyel talyti fe | . ; I

Le cycle catalytique de la topoisomérase Il peut étre séquencé en différentes étapes

successives :

1°/ La topoisomérase Il se lie de maniére non covalente en des points de
juxtaposition hélice-hélice (Wang, 1996). Le binding s'effectue sur des séquences d'acides aminés
préférentielles et ne requiert aucun cofacteur (Corbett et Osheroff, 1993). L'enzyme se présente alors
sous forme d'un "collier" ouvert (Binaschi et coll., 1995 ; Capranico et Zunino, 1995).

2°/ En présence d'un cation divalent (souvent M92+), la topoisomérase |l
établit un é:quilibre de clivage/resoudure en coupant les deux brins de I'ADN a lintérieur de sa
séquence de reconnaissance (Corbett et Osheroff, 1993). Chaque sous-unité de I'enzyme est alors
attachée, par des liaisons covalentes, aux extrémités 5'-phosphate formées via une liaison O-
phosphotyrosyle et aux extrémités 3' coupées (Binaschi et coil., 1995 ; Capranico et Zunino, 1995).
A cause de la nature transitoire de linteraction covalente entre 'enzyme et I'ADN double-brin,
l'addition d'un composé dénaturant tel que le sodium dodécylsulfate est nécessaire pour détruire
I'équilibre clivage/resoudure réalisé par I'enzyme et piéger celle-ci dans son état de complexe avec
I'ADN (Corbett et Osheroff, 1993).

3°/ La topoisomérase |1, de par le binding de son cofacteur ATP, est soumise a
une changement conformationnel (Corbett et Osheroff, 1993). Celui-ci a pour effet de fermer la
structure en "collier" aprés capture d'une deuxiéme paire de brins d'ADN.

4°/ Le segment d'ADN intact est transporté au travers de I'ADN clivé et peut
étre ensuite libéré de la protéine.

5°/ L'hydrolyse de I'ATP régénére la conformation de 'enzyme en "collier”
ouvert, permettant a celle-ci de se dissocier de 'ADN et d'initier un nouveau cycle catalytique (“tum-

over").
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Trés récemment encore, dans le cadre des topoisomérases |l eucaryotes, les meécanismes de
transport de I'ADN intact, au travers de I'ADN clivé, couplés au binding et a I'nydrolyse de I'ATP étaient
meconnus. Des études sur la gyrase bactérienne ont montré que l'enzyr?ne homodimérique forme une
cavité entre ses deux parties monomériques, tapissée de résidus basiques et d'un diameétre d'environ
20A. Cette cavité est d'une taille suffisante pour permetire le passage d'un ADN double-brin. Des
changements conformationnels apportés par le cofacteur ATP pourraient ouvrir et fermer cette cavité.
Par ailleurs, une série d'expériences sur une topoisomérase Il de levure ont suggéré que l'enzyme
utilise 'ATP pour former un "collier" fermé qui bloque I'ADN.

Une ambiguité demeurait toutefois sur la fagon dont 'ADN double-brin intact était capable de quitter le
complexe ADN-enzyme. Deux hypothéses avaient ét6 émises (fig.2). La premisre envisageait un
mécanisme dans lequel le premier ADN (nommé G) entrait dans la cavité et était coupé par I'enzyme.
Le second ADN (nommé T) entrait par cette méme cavité. Aprés resoudure de G par la topoisomérase
I, L'ensemble T-G quittait I'oenzyme par la méme ouverture.La deuxiéme hypothése envisageait, quant
a elle, la formation d'une deuxieéme ouverture apres capture de T par le collier fermé, cet ADN quittant
ators le complexs par le coté opposé (Orphanides et Maxwell, 1994). Des travaux de Roca et Wang
(Roca et Wang,1992) ont permis de trancher en faveur du second modeéle grace a des expériences de
binding de topoisomérase |l eucaryote a 'ADN en présence d'un analogue non hydrolysable d'ATP

(fig.3 p.9).

sortle du complexe pour
le segment T

modale “one gate”

ADP + P

;ggg,@g .
(&

&

Y

sortie du complexe pour
le segment T

figure 2 : Représentation schématique des deux modéles hypothétiques

de cycle catalytique ds la topoisomérase |l (d'aprés Orphanides et Maxwsll, 1994)



segment G
ATPase

figure 3 : Représentation schématique du modsle "two-gate" retenu pour le cycle catalytique de la

topoisomérase i (d'apres Maxwell, 1396)

2 - Principales fonctions biologigques de la topoisomérase 1l (Wang, 1996 ; Watt et

Hickson, 1994)

Les topoisomerases |l interviennent dans de nombreux ' processus cellulaires de par leur

capacité a modifier la topologie de I'ADN. Leurs fonctions biologiques sont donc multiples.

2.1 - réplication et transcription

La réplication est le processus cellulaire le mieux connu générant des surenroulements d'ADN
Intracellulaires. Les topoisomérases Il sont capables d'enlever ces surenroulements et permsttent
ainsi la séparation des brins d'ADN "parents". Un second exemple de processus cellulaire engendrant
des surenroulements est la transcription, mais le rdle des topoisomérases Il dans celle-ci est moins

clair.
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2.2 - condensation st décondensation chromosomique - condensation de la chromatine

Les topoisomérases Il affectent la condensation et la décondensation chromosomiques. Néanmoins,
les mécanismes concemant ces effets sont encore mal connus. Il semblerait toutefois que la
phosphorylation et la déphosphorylation de I'enzyme (cf p.14 et 15) puissent entrer en jeu dans ces
mécanismes. Ces enzymes participent également a la condensation de I'ADN en chromatine, puis de
la chromatine en chromosomes mitotiques. De plus, elles sont nécessaires a la décondensation de
ces structures. Enfin, les topoisomérases |l sont capables d'intervenir dans des processus de

recombinaison d'ADN et de s'associer a d'autres protéines (protéine-kinases, caséine-kinase 1l...).

3 - Structure de la topoisomérase Il eucaryote

3.1 - homologies de séquence primaire entre les différentes topoisomérases de type i

Il existe un grand degré d'homologie de séquences en acides aminés entre les différentes
topoisomérases |l eucaryotes et procaryotes (Capranico et Zunino, 1995 ; Sharma et Mondragon,
1995 ; Wigley, 1995), ainsi qu'entre les isoformes a et f (Austin et coll., 1993), excepté en ce qui
conceme le domaine C-terminal de ces enzymes. Ainsi, différents domaines structuraux ont pu étre

mis en évidence sur la base d'homologies avec la gyrase bactérienne.

3.2 - domaines structuraux des topoisomérases Il eucaryotes

Trois domaines structuraux ont été décelés pour les topoisomérases ll.

Le domaine N-terminal, contenant le site de binding de I'ATP, est la région la misux conservée
dans toutes les topoisomérases de type |l. Cette région est homologue de la sous-unité gyrB de la
gyrase bactérienne. La structure d'un fragment de celle-ci correspondant au domaine ATPase a été
elucidée par diffraction de RX et montre la présence d'une cavité centrale de diamétre suffisant pour

contenir un ADN double-brin (Sharma et Mondragon, 1995 ; Watt et Hickson, 1994 ; Wigley et coll.,
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1991) (cf fig.4 p.12). Les acides aminés 103 & 126 de la sous-unité gyrB participent au binding de
FATP et incluent une séquence conservée dans toutes les topoisomérases |} (Capranico et Zunino,
1995). Dans I'enzyme humaine, les acides aminés 150 a 166 correspondent aux acides aminés 103 &
119 de gyrB (Wigley et coll., 1991).

Le domaine central, homologue de la sous-unité gyrA, contient le site actif tyrosine essentiel a
l'établissement de I'équilibre clivage/resoudure effectué par 'enzyme. Trois motifs EGDSA, PLRGK et
IMTDK sont conservés dans celui-ci. Les deux premiers motifs correspondent 4 des "boucles" que
T'on trouve dans a structure de 1a y 6 resolvase, une protéine capable de transférer un brin d'ADN vers
une extrémité d'ADN accepteur (Capranico et Zunino, 1995 ; Watt et Hickson, 1994). Des insertions
de courtes chaines prés de ces motifs font chuter 'activité de la topoisomérase il de la drosophile. De
plus, des mutations a l'intérieur ou a proximité de la séquence PLRGK conduisent & des enzymes
résistantes aux composés inhibiteurs de topoisomérase Hl. Tous ces résultats suggérent que ces
régions conservées sont impliquées dans le binding de I'ADN et/ou la phase de clivage/resoudure et
dans le binding des inhibiteurs au complexe ADN-enzyme (Capranico et Zunino, 1995).

Le domaine C-terminal, domaine le plus variable des topoisomérases I, est important pour Ia

régulation de l'activité enzymatique et fortement phosphorylé (cf p.15).

A la connaissance des domaines structuraux relativement bien définis de ces topoisomérases de type
It est venue s'ajouter I'élucidation de structures tridimensionnelles de certains de leurs fragments. La
connaissance de ces structures tridimensionnelles peut permettre de mieux comprendre les
mécanismes par lesquels ces enzymes, et en particulier la topoisomérase Il humaine, interagissent

avec leurs inhibiteurs et I'ADN.

3.3 - structures tridimensionnelles de fragments de topoisomérases de type Ii

Ces derniéres années, des structures tridimensionnelles de fragments de topoisomérases ont été
élucidées par cristallographie et par RMN. Sont concemés un fragment de 67 kDa de topoisomérase
de type 1A (E.Coli), deux fragments de 9 et 26 kDa d'une topoisomérase de type 1B (topoisomérase |

de levure), un fragment de 43 kDa de la sous-unité gyrB d'E.Coli et un fragment de 92 kDa d'une
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topoisomérase Il de levure. Ces deux fragments de topoisomérases Il différentes représentent des

régions bien conservées dans ce type d'enzymes.

3.3.1 - fragment de 43 kDa de la sous-unité gyrB d'E.Coli (Sharma et Mondragon,

1995 ; Wang, 1996) (fig.4)

Ce fragment comprend 392 acides aminés a lintérieur desquels se trouve le domaine ATPase de la
gyrase. ll peut étre divisé en deux sous-domaines. Les acides aminés 2 a 220 contiennent le site de
binding de I'ATP {N-terminal). Le C-terminal est formé en particulier d'un feuillet § et de quatre hélices.
Les parties extrémes des N- et C-terminaux de I'un des monomeéres (résidus 2 & 15 et 366 a 392)
forment des “"bras" qui effectuent des contacts avec les extrémités correspondantes du second

monomeére. Ces contacts définissent une cavité de 20 A dans le dimére.

domaine 1

figure 4 : Structure du fragment de 43 kDa de gyrase d'E.Coli (d'aprés Sharma et Mondragon, 1995)

3.3.2 - fragment de 92 kDa d'une topoisomérase |l de levure (Berger et coll., 1996 ;

Maxwell, 1996 ; Wang, 1996) (fig.5 p.13)

Ce fragment comprend les résidus 410 a 1202 de cette enzyme de 1429 acides aminés. Sa structure

cristalline montre une nature dimérique et la présence d'une large cavité. Ce fragment peut étre divisé
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en deux sous-parties. La sous-partie B' (résidus 410 a 660) est homologue de la moitié C-terminale de
gyrB, la sous-partie A' étant elle homologue de gyrA dépourvue de ses 250 demiers acides aminés C-
terminaux.,l__es contacts dimeériques impliquent les résidus 1036 a 1128. Le fragment se présente
sous forme d"un V composeé des deux parties A', I'ouverture de ce V étant coiffée d'une "arche"
composée des deux parties B' créant une large cavité. Les deux sites actifs tyrosines sont positionnés
a proximité de l'ouverture du V. Dans un modele ou I'ADN clivé par I'enzyme fait partie de la structure
cristalline, deux paires de "sillons" semi-circulaires de 20-25 A chacun, situés prés de 'ouverture du V,
peuvent accueillir 10 a 12 paires de bases d'ADN avec, en surplomb, l'extrémité 5'-phosphoryle liée a
la tyrosine 783 (tyrosine du site actif) au travers d'un tunnel étroit composé de résidus des parties A' et
B

Des considérations du méme type ont été faites en visualisant par microscopie électronique la
structure et les changements conformationnels d'une topoisomérase |l humaine (Schutz et coll.,

1996).

figure 5 : Structure du fragment de 92 kDa de topoisomérase |} de levure (Maxwell, 1996)

Une notion importante concernant l'activité des topoisomérases 1, abordée succinctement dans
I'énoncé de leurs différents domaines structuraux (cf domaine C-terminal p.11) est la phosphorylation
subie par ces enzymes. La phosphorylation est en effet une réaction cruciale rencontrée dans les

mecanismes de prolifération et de transformation cellulaires (Markovits et coll., 1989).
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4.1 - généralites

L'activité de la topoisomérase Il est régulée par phosphorylation pendant le cycle cellulaire, ainsi que
sa sensibilité vis-a-vis de ses inhibiteurs (Watt et Hickson, 1994). Les plus forts taux de
phosphorylation se situent en phases G2 et M du cycle cellulaire (Bojanowski et coll., 1993 ; Cardenas
et Gasser, 1993 ; Corbett et coll,, 1992 ; Corbett et Osheroff, 1993 ; Crenshaw et Hsieh, 1993 ; De
Vore et coll., 1992). Les résidus modifiés de I'enzyme sont pour la plupart des sérines mais peuvent
étre aussi des thréonines (Corbett et Osheroff, 1993 ; De Vore et coll.,, 1992). L'activité catalytique de
la topoisomérase Il est généralement augmentée par les processus de phosphorylation (Shiozaki et
Yanagida, 1992), ceci par stimulation de I'hydrolyse de I'ATP (Bojanowski et coll.,, 1993 ; Corbett et

coll., 1992).
4.2 - mise en évidence des protéine-kinases impliquées dans la phosphorylation de 'enzyme

La topoisomérase il est phosphorylée in vitro et in vivo principalement par la caséine kinase !l (notée
CK-1) et plus faiblement par la protéine-kinase C (PKC) (Alghisi et coll., 1994 ; Bojanowski et coll.,
1983; Capranico et Zunino, 1995 ; Cardenas et Gasser, 1993 ; Corbett et coll., 1992 ; Crenshaw et
Hsieh, 1993 ; De Vore et coll., 1992 ; Watt et Hickson, 1994).

La CK-li (Bojanowski et coll., 1993 ; Cardenas et Gasser, 1993), agent principal de la phosphorylation
de l'enzyme, est une kinase ubiquitaire sérine-thréonine, exprimée chez les eucaryotes. Elle entre en
jeu dans des processus liés & la croissance et a la différenciation cellulaires. Elle posséde de
nombreux substrats biologiques incluant des enzymes, des protéines du cytosquelette, des facteurs
de transcription, des produits d'oncogénes...

Cette enzyme et, dans une moindre mesure la PKC, phosphorylent la topoisomérase I surtout sur sa

partie C-terminale.
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4.3 - phosphorylations de la partie C-terminale de la topoisomérase Il
Il a ét6 montré que l'activité de décatenation d'une topoisomérase |I d; levure in vitro est restaurée
lorsque CK-iI phosphoryle la partie C-terminale sur de multiples résidus sérines et thréonines
(Cardenas et Gasser, 1993 ; Cardenas et coll., 1993 ; Crenshaw et Hsieh, 1993). Toutefois, ces sites
de phosphorylation ne sont pas encore identifiés de maniére univoque (Watt et Hickson, 1994) (il
pourrait aussi exister des sites de phosphorylation au niveau de la partie N-terminale de I'enzyme (Watt
et Hickson, 1994)).
La partie C-terminale, la plus variable dans les topoisomérases de type Il (comme précisé p.11), est non
essentielle a I'activité enzymatique. Elle constituerait un domaine de régulation négative neutralisé par
phosphorylation (Alghisi et coll., 1994 ; Capranico et Zunino, 1995 ; Cardenas et Gasser, 1993 ;
Cardenas et coll., 1993 ; Crenshaw et Hsieh, 1993 ; Watt et Hickson, 1994).
Par ailleurs, la phosphorylation de ce C-terminal pourrait servir de signal de localisation nucléaire de
I'enzyme (Capranico et Zunino, 1995 ; Wigley, 1995). En effet, la topoisomérase |1 d'un virus eucaryote
responsable d'une fiévre africaine (ASP) a été clonée et séquencée : elle est plus petite que les
autres topoisomérases |l eucaryotes car elle ne posséde pas le domaine C-terminal habituellement
phosphorylé. Ceci serait di au fait que cette enzyme n'a pas besoin d'étre transportée dans le noyau
et doit demeurer dans le cytoplasme au moment de la réplication du virus (Wigley, 1995).
Enfin, la phosphorylation du domaine C-terminal modulerait la sensibilité de I'enzyme vis-a-vis de ses

inhibiteurs.



CHAPITRE II

TOPOISOMERASE 1II: CIBLE D’INHIBITEURS
VARIES
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1 _-_iantroduction

Les composés inhibant I'activité de ia topoisomeérase Il sont trés nombreux et trés variés. Leurs
modes d'action et leurs effets sur les activités de I'enzyme sont également tres divers.
Historiquement, ces inhibiteurs étaient classés selon leur caractére d'intercalation ou de non-
intercalation de I'ADN. Dans la plupart des cas, ceux-ci possédent un systéme polycyclique aromatique
plan qui interagit par "stacking" avec les paires de bases de I'ADN. Cependant, cette classification n'est
plus représentative car ces composés, intercalants ou non, partagent un mode d'action commun
(méme s'il semble que leurs sites récepteurs soient en partie seulement superposables) : ils
interférent avec le cycle catalytique de 'enzyme en formant un complexe temaire ADN-topoisomérase
ll-agent et stimulent ainsi le clivage d'ADN. Au contraire, d'autres composés inhibent I'activité de
l'enzyme sans stimuler ce clivage.
La classification des inhibiteurs de topoisomérase 1l adoptée actuellement les différencie suivant leur
caractére de "clivant" d'ADN (stabilisation du complexe clivable par formation d'un complexe ternaire et
stimulation du clivage d'ADN) ou de "non-clivant” d'ADN (pas de stabilisation du complexe clivable, pas
de stimulation du clivage d'’ADN). Toutefois, les mécanismes d'action de nombreux composés
inhibiteurs de I'enzyme récemment apparus sont encore trés obscurs. Ainsi, aprés avoir présenté ces
composés suivant leur caractére de "clivant” ou "non clivant" d'ADN et montré les ambiguités et limites
de cette classification, nous tenterons d'adopter une nouvelle approche fondée plus particuliérement

sur la connaissance des mécanismes d'action et de la structure de la topoisomérase Il.

2.1 - diversité des composés

Les inhibiteurs de topoisomérase |l ‘clivants” représentent la majorité des inhibiteurs de
topoisomeérase Il connus actuellement. Les principaux composés de cette classe sont regroupés
dans les figures 6 a 8 (p.18 a 20). Certains d'entre eux sont des intercalants purs (eliipticines), d'autres

sont non-intercalants (déméthylépipodophyliotoxines, azatoxine) ou ligands du petit sillon



(streptonigrine). Enfin, certains composés possédent des caractéristiques muitiples (partie

intercalante + chaines latérales s'insérant dans le petit sillon : anthracyclines, actinomycine D...).

OH —N

QL0

OH O HN _A~_N

piroxantrone

mitoxantrone

streptonigrine

CP-115,953

figura 6 : Structures chimiques d'inhibiteurs "clivants" de topoisomérase |l




19

E - :i: @/NHSOZM‘B
HO @ ON @ O @

Me

9-hydroxyellipticine mAMSA

- O .
doxorubicine  ps. geénistéine

OH

N
H (] j
N/<N
! i
N H

(d

QUL

N

i
N
H’N\< j
N
H

bisantrene clérocidine

figure 7 : Structures chimiques d'inhibiteurs "clivants" de topoisomérase ||



20

\N/

amonafide

Ro 15-0216

0]

Q)

OH O
plumbagine

Me

OH
OH

OH

(+)-catéchine (F29)

MeO OMe
OH
azatoxine
H
S O
\ I ©
HO
OH

MeQ Me
OH

téniposide (VM-26)

figure 8 : Structures chimiques d'inhibiteurs "clivants" de topoisomérase I

2.2 - mise en évidence de spécificités de clivage

Les agents “clivants” inhibiteurs de topoisomérase [l stimulent le clivage d'’ADN engendré par I'enzyme

suivant des modes de clivage spécifiques. lls possédent en effet des sites de clivage préférentiels
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reconnus par I'enzyme et en particulier au niveau de nucléotides spécifiques situés aux abords de
liaisons phosphodiesters d'ADN coupés.

Ainsi, la plupart des agents clivants stimulent le clivage d'ADN en positions -1, +1 ou +2 (Capranico et
Zunino, 1995). Cependant, il existe des différences non négligeables dans les modes de clivage de
ces molécules, ce qui laisse supposer des sites d'intercalations différents ou, tout au moins, ne se
recouvrant que partiellement. Par ailleurs, on peut admettre que deux molécules montrant des modes
de clivage similaires interagissent dans le complexe ternaire en des sites identiques.

Les variations dans les modes de clivage peuvent étre reliées a des modes d'interaction particuliers.
Ainsi, trois modeéles d'interaction des agents "clivants" dans le complexe ternaire ont été proposes par

Capranico et Zunino (Capranico et Zunino, 1995).

2.3 - modeles de sites d'interaction dans le complexe temaire pour les agents "clivants"

Trois modeles peuvent étre imaginés selon que linhibiteur considéré stimule le clivage d'ADN en
position -1, +1 ou +2. Toutefois, dans chacun de ces modéles, l'agent se place a linterface
protéine/ADN du site actif de I'enzyme et effectue des contacts étroits avec les bases de I'ADN au
niveau des liaisons phosphodiesters rompues (des positions -2 & +2).

Les modéles présentent des sites d'interaction dans le complexe binaire ADN-enzyme se recouvrant
partiellement. Dans les modéles A et B (fig.9 p.22) représentatifs de la plupart des inhibiteurs
"clivants", I'agent interagit avec I'ADN par intercalation (modéle A) ou stacking avec les paires de bases
(modéle B). Dans le modéle C (représenté jusqu'a présent uniquement par la streptonigrine), l'agent
interagit dans le petit sillon de 'ADN.

Malgrés ces différences, dans les trois cas de figure, une partie de I'agent est liée aux extrémités 3"
et/ou 5'- des brins d'ADN rompus, permettant ainsi une interférence avec la phase catalytique de
cassure/resoudure de I'enzyme. Cette partie peut étre constituée par des chaines latérales présentes
dans certains inhibiteurs et essentielles a 'activité d'inhibition de la topoisomérase |l (Chourpa et coll.,
1995 ; De Isabella et coll., 1995 ; Hsiang et coll., 1989 ; Mc Connaughie et Jenkins, 1995 ; Rene et

coll., 1996 ; Sami et coll., 1996).
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figure 9 : Modéles de complexes temaires avec superposition des sites récepteurs des agents. Les
brins d'ADN sont représentés par les traits fins et les composés par les formes noires (Capranico et

Zunino, 1995).

Dans ces représentations schématiques de modeles (fig.9) n'apparaissent pas les interactions
enzyme-agent car la structure du site actif de l'enzyme est encore mal connue. Néanmoins, des
études menées avec lintoplicine (inhibiteur mixte de topoisomérase | et Il) (fig.10) suggérent qu'une
partie de cette molécule se situerait dans une poche hydrophobe de I'enzyme. Aprés binding a I'ADN,
lintoplicine serait expulsée de I'enzyme et formerait des liaisons de type hydrogene et du stacking

avec I'ADN (Capranico et Zunino, 1995).

intoplicine

figure 10 : Structure chimique de l'intoplicine
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A ces modsles d'interaction peut étre ajouté un modéle hypothétique de pharmacophore unifi@ pour

les inhibiteurs de topoisomérase Il "clivants".

2.4 - modele hypothetique de pharmacophore unifié (Mc Donald et coll., 1991).

Des études de modélisation moléculaire ont été menées afin de mieux comprendre la nature du site

d'association des inhibiteurs dans le complexe ternaire. Un pharmacophore présumé a été construit

par superposition de différents inhibiteurs de topoisomérase 1l intercalants et de I'étoposide (fig.11)

OCHx

HNSOLCH

figure 11 : Modéle hypothétique de pharmacophore unifié (Mc Donald et coll., 1991)
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Trois domaines ont pu étre identifiés (fig.12) :
- une partie polycyclique plane qui correspond & la partie plane des molécules intercalantes (1),
- un cycle aromatique parahydroxy ou sulfonylamino correctement orienté par rapport & la partie
pléne (appelé encore cycle pendant) (1),
- une région beaucoup plus variable (ex : résidu glycosyle des anthracyclines et des

épipodophyllotoxines) comrectement orientée par rapport & la partie plane (lli).

(m)

XH

(1) ()

figure_12: Pharmacophore hypothétique de l'inhibiteur de topoisomérase |

Pour les domaines situés de part et d'autre de la partie plane, une stéréochimie rigide est requise.
Seule la classe des déméthylépipodophyllotoxines posséde des sous-structures occupant chacun
des domaines, bien que cette classe ne posséde qu'un domaine d'intercalation "tronqué".

Les anthracyclines définissent les limites du domaine d'intercalation et possédent un substituant dans
le domaine variable.

Les aminoacridines possédent des substituants dans le domaine plan et un groupement phényle

parasubstitué.
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Les anthracénediones ont des substituants dans le systéme plan et dans le domaine variable, et un
substituant situé dans le domaine du groupement phényle parasubstitué et qui contient peut-étre les
éléments structuraux requis.

Les ellipﬁcines, quant & elles, ne possedent que des éléments du domaine d'intercalation.

Le pharmacophore obtenu par superposition requiert donc un site de binding qui, paradoxalement,
montre peu de restrictions pour les ligands qui s'associent a lui, et, cependant, montre, dans
l'occupation des différents domaines, une spécificité considérable pour la production du complexe
temaire ADN-enzyme-agent.

Les différents modéles d'interaction et le pharmacophore supposé des inhibiteurs de topoisomeérase 1
“clivants" refiétent deux aspects trés importants. D'une part, il semblerait que les exigences
structurales requises pour obtenir une bonne activité d'inhibition de l'enzyme soient trés diverses et
trés souples (tous les inhibiteurs ne possédent pas des éléments dans tous les domaines du
pharmacophore). D'autre part, des modifications structurales parfois trés légéres peuvent conduire a

des activités et des modes de clivage trés différents.
2.5 - diversité des activités diinhibition de I'enzyme et des sites d'interaction

Si des molécules trés différentes structuralement sont capables d'inhiber I'activité de la topoisomérase
Il et parfois avec des modes de clivage et des sites d'interaction similaires, il n'en reste pas moins, a
I'opposé, que de faibles modifications de structures (et ceci dans une mémse famille de composés)
peuvent aboutir a de grands bouleversements dans l'action des agents. Ainsi, on peut citer en
particulier limpact, dans une famille donnés, de lintroduction ou des modifications de chaines
latérales agissant au niveau du petit sillon de 'ADN, ou de substitutions diverses sur les noyaux

aromatiques, par exemple, d'une famille de composés.
2.5.1 - exemples de l'influence des chaines latérales

La 3“-epidaunorubicine (fig.13 p.26) qui ne différe de la daunorubicine que par la position d'un

groupement aming situé sur la partie glycosyle, posséde un mode de clivage totalement different de la
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molécule mére. Ce composé interagit avec une guanine de I'ADN en position -2, ce qui n'est pas le cas

pour la daunorubicine (Capranico et Zunino, 1995).

daunorubicine 3'-épi-daunorubicine
OH OH

figure 13 : Structures chimiques de la daunorubicine et de la 3'-épi-daunorubicine

Des molécules hybrides congues a partir du squelette anthracénedione avec des chaines comportant
des acides aminés divers modifiés sur leur extrémité C-terminale (fig.14) (Cummings et coll,, 1995 ;
Meikie et coll., 1995) s'avérent étre, suivant les cas, des inhibiteurs de topoisomérase | ou i, "clivants”

ou "non-clivants".

0] AA
@‘@ AA = acide aminé modifié sur sa partie C-terminale
o OH

figure 14

2.5.2 - exemples d'influence des substitutions

Dans le cas des composés flavones ou isoflavones (fig.15 p.27) (Constantinou et coll., 1995), des

substituants hydroxyles situés en différentes positions des cycles benzéniques conduisent a des

composés inhibiteurs de topoisomérase | ou i, "clivants” ou "non-clivants".
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-
o) o
Ho‘@gg/©C ) '
o] o) H

flavones isoflavones

figure 15 : Formules générales de flavones et isoflavones

Le passage de molécules "clivantes" & des molécules "non-clivantes" est également observé dans le

cas des terpénoides et triterpénoides (Kawada et coll., 1991).
3 - Aut inhibit fe t i : I
3.1 - inhibiteurs "clivants" mixtes topoisomérase | et Il et inhibiteurs "non-clivants"

Ces classes d'inhibiteurs de topoisomérase Il concernent les composés présentés figures 16 et 17
page 28.

Les agents "non-clivants” (Boritski et coll., 1988 ; Hasinoff et coll., 1995 ; Ishida et coll., 1995 ; Tanabe
et coll., 1991 ; Takasuga et coll., 1995) ne stabilisent pas le complexe clivable. lis inhibent I'activité
catalytique de I'enzyme et empéchent le clivage d'ADN stimulé par le téniposide et mMAMSA (Capranico
et Zunino, 1995). Les mécanismes par lesquels ces agents affectent la topoisomérase Il ne sont pas
connus.

Cependant, I'action d'ICRF-193 (fig.17 p.28) vis-a-vis de la topoisomérase Il a été récemment élucidée
(Roca et coll., 1994). Ce composé se lie a I'enzyme sous forme de "collier" fermé en présence d'ATP,
empéche ainsi son "tumn-over" et bloque son activité catalytique (Hasinoff et coll., 1995 ; Roca et coll.,

1994).
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figure 16 : Structures chimiques d'inhibiteurs mixtes "clivants” de topoisomérase | et Il
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ICRF-193

fostriécine

figure 17 : Structures chimiques d'inhibiteurs de topoisomérase Ii "non clivants”

3.2 - autres inhibiteurs de topoisomérase i

Quelques composés inhibiteurs de topoisomérase 1l sont récemment apparus, mais il n'est pas

possible de définir actuellement leur mode d'inhibition. lls sont représentés dans la figure 18 page 29.
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Les composés diarylfurannes dicationiques (fig.18) (Boykin et coll., 1995) sont des ligands du petit
sillon se liant sur des séquences riches en séquences A-T (certains d'entre eux possédant en plus
une capacité d'intercalation en G-C) et actifs contre un certain nombre d'infections microbiennes.
Le produit BE 10988 (fig.18) (Moody et Swann, 1993 ; Suda et coll., 1993) est un composé naturel.
Les adociaquinones et xestoquinones (fig.18) (Concepcion et coll., 1995), métabolites d'une éponge
des Philippines Xestospongia , sembleraient exercer leur activité d'inhibition de topoisomérase Il par

stabilisation du complexe clivable.

%o, cean

(ex:R= C

+
2

diarylfuranne dicationique BE 10988

secoadociaquinone 15-méthoxyxestoquinone

figure 18 : Structures chimiques de quelques inhibiteurs de topoisomérase If récents

4 - lusion parti

Les mécanismes par lesquels les inhibiteurs de topoisomérase Il exercent leur action sont encore trés

flous. Il est possible d'envisager de multiples hypothéses d'interaction de I'agent dans le complexe

ternaire, de multiples pharmacophores.

Cependant, les aspects importants qui émergent de toutes les données disponibles actuelilement
sont :

- de multiples sites d'interaction dans le complexe ternaire se recouvrant plus ou moins,
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- des actions diverses suivant les composés (stabilisation du complexe clivable ou non),
- des exigences structurales relativement souples doublées, paradoxalement, de
bouleversements importants dans l'activité apportées par de faibles modifications de
structure (positions de substituants par ex.).
Il est donc nécessaire de prendre beaucoup de précautions quant aux conclusions sur les
mécanismes d'action, les différences ou similitudes de ces inhibiteurs, et de faire preuve d"humilité"
el de prudence dans les démarches rationnelles concemant de nouveaux inhibiteurs de
topoisomérase |.
Une fagon rationnelle d'aborder la conception de nauveaux inhibiteurs de topoisomérase Il pourrait
étre leur classement selon leurs "cibles" précises sur la topoisomérase li, 'ADN ou le complexe ADN-

enzyme.

5 - Tentative d lle classification des inhibit e topoisomé i

Il est possibie d'envisager quatre mécanismes d'action principaux des inhibiteurs de topoisomérase 1l
sur la base des connaissances de la structure de I'snzyme, de son mécanisme d'action et de ses
interactions avec I'ADN :
- modification locale de la structure de I'ADN,
- blocage de ia phosphorylation de I'enzyme nécessaire & son
activité (cf.p. 14 et 15),
- blocage du site ATP de l'enzyme,

- blocage de I'enzyme dans son état de "collier" fermé.

5.1 - modification locale de la structure de 'ADN

Une premiére facon de modifier localement la structure de I'ADN est de concevoir un composé

intercalant ou effectuant du stacking avec les paires de bases de I'ADN. Ceci est le cas de bon nombre

dlinhibiteurs connus : les anthracénes-diones, I'amsacrine (MAMSA), lellipticine, le bisantréne,
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l'intoplicine, la saintopine et l'azalQD pour les intercalants, les déméthylépipodophyllotoxines et
I'azatoxine pour les "pseudo-intercalants” (cf fig.6 a 8 p.18 a 20).

Il est également possible de concevoir un ligand du petit sillon (streptonigrine, diarylfurannes
dicationiques) ou un hybride comportant une partie intercalante et une partie capable de se loger dans
le petit sillon.

Par ailleurs, des composés susceptibles de générer des radicaux libres tels que les
épipodophyliotoxines, I'azatoxine ou les anthracénediones peuvent provoquer des coupures d'ADN

et apporter une certaine cytotoxicité.

5.2 - blocage de la phosphorylation de I'enzyme

Deux types de composés peuvent étre évoqués dans ce cadre : les inhibiteurs de protéine-kinases et
les agents comportant des substituants susceptibles de subir @ la place de l'enzyme une
phosphorylation. Le premier cas est représenté en particulier par la génistéine, inhibiteur de protéine
kinase C et inhibiteur de topoisomérase Il. Les épipodophyliotoxines et I'azatoxine, par la présence
dans leurs structures d'un cycle diméthoxyphénol, et I'amsacrine, par sa chaine sulfonylamino,

constituent de bons exemples du second aspect évoqué.

5.3 - blocage du site ATP de I'enzyme

Il est possible d'envisager, pour bloquer le site ATP de I'enzyme des composés de petite taille tels que

la génistéine ou des analogues d'ATP plus encombrants (Assairi, 1995).

5.4 - blocage de I'enzyme dans son état de "collier" fermé

Ce type d'inhibition de I'enzyme est effectué en particulier par les bisdioxopipérazines (ex : ICRF-193)
(Capranico et Zunino, 1995 ; Hasinoff et coll., 1995 ; Watt et Hickson, 1994).

Cette tentative de nouvelle classification offre I'avantage de se fonder sur les connaissances actuelles
de I'enzyme. Toutefois, elle ne permet pas d'intégrer tous les inhibiteurs de topoisomérase ||

existants, les mécanismes d'action de bon nombre d'entre eux étant encore inconnus.



6.1 - généralités

Les résistances aux inhibiteurs de topoisomérase Il constituent un obstacle majeur & la mise au point
d'une chimiothérapie performante. Elles peuvent étre classées en deux grandes catégories :

- résistances associées a des changements membranaires de glycoprotéine P, protéine
provoquant l'expulsion des agents anticancéreux des cellules (les niveaux d'expression de
glycoprotéine P sont souvent trés élevés dans les cellules tumorales) (Abramson et coll., 1989),

- résistances indépendantes de la glycoprotéine P, mettant en jeu des altérations des niveaux
de topoisomérase Il ou I'expression d'enzymes mutantes.

Ce deuxiéme type de résistances associées directement a la topoisomérase 1l inclut quatre catégories
d'alterations :

- changements spécifiques de clivage de la topoisomérase 1,

- baisse des niveaux d'expression de topoisomérase I,

- modes de phosphorylation de l'enzyme altérés,

- mutations de l'enzyme.

Nous ne parlerons, ici, que des mutations et des liens entre phosphorylation et résistance.
On ne sait pas encore clairement, & 'heure actuelle, si une augmentation ou une baisse de la
phosphorylation de l'enzyme contribue au phénoméne de résistance. I semblerait que Ia
phosphorylation de la topoisomérase 1l par la CK-ll ou la PKC provogque une atténuation des effets de
stabilisation du complexe clivable par I'étoposide et mMAMSA (De Vore et coll., 1992 ; Watt et Hickson,
1994).
Dans le cadre du demier type d'altérations de I'snzyme induisant des résistances aux inhibiteurs, trois
positions de mutations ont été décelées :

- & proximité du site de binding de I'ATP,

- & proximité du site actif tyrosine,

- dans la partie C-terminale.
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Des mutations dans les deux premiers domaines conduisent a une baisse des taux de clivage d'ADN
induits par l'enzyme. Les mutations dans la partie C-terminale (représentées par des domaines

tronqués) ont une incidence moins claire.
6.2 - mutations a proximité du site de binding de I'ATP

Ces mutations se situent entre les acides aminés 430 et 490. Elles entrainent une baisse de la
capacité de la topoisomérase 1l a lier 'ATP et ainsi une diminution générale de l'activité enzymatique.

Néanmoins, on ne sait pas si cette région interagit directement avec les inhibiteurs.
6.3 - mutations a proximité du site actif tyrosine

Les mutations & lintérieur du domaine du site actif de la topoisomérase Il modifient les modes
d'interaction des agents avec 'enzyme 6t I'ADN mais n'engendrent pas de résistances pour tous les
inhibiteurs. Ainsi, des mutations sur la tyrosine 783 d'une topoisomérase |l de levure entrainent un
mode d'interaction de mAMSA avec l'enzyme et I'ADN difféerent (Vassetzky et coll., 1995), le
remplacement de la serine 741 de la topoisomérase Il de drosophile par un résidu tryptophane conduit
a une enzyme mutante résistante aux fluoroquinolones et hypersensible vis-a-vis de ['étoposide
(Hsiung et coll., 1995). Enfin, le remplacement de I'histidine 1012 d'une topoisomérase 1l de levure par
un résidu tyrosine conduit a une enzyme mutante résistante aux fluoroquinolones et a I'étoposide,

sensible 8 MAMSA et hypersensible & I'ellipticine (Elsea et coll., 1395).
6.4 - mutations dans la région C-terminale

Ces mutations donnent lieu a des enzymes comportant une partie C-terminale tronquée. Les études
associées a ce domaine sont trés récentes et montrent en particulier que les enzymes "tronquées" ne
pourraient plus atteindre le noyau cellulaire et interagiraient avec les inhibiteurs a ce stade précocs,

entrainant les phénomenes de résistance (Vassetzky et coll., 1995).
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La poursuite de ces études de mutagénése, mis & part leur intérét de mise en évidence de
phénoménes de résistance, devrait permettre de mieux connaitre les interactions de l'enzyme avec

les différents inhibiteurs.

La compréhension encore succincte des interactions des inhibiteurs de topoisomérase Il sur
I'enzyme, I'ADN ou le complexe ADN-enzyme, ainsi que la méconnaissance des mécanismes d'action
de certains d'entre eux découverts récemment rendent trés complexe le design de nouveaux
composés inhibiteurs. Cependant, il est intéressant de noter que l'inhibition de l'activité de I'enzyme,
pour la plupart des molécules existantes, s'effectue par des mécanismes multiples (intercalation +
liison dans le petit sillon de I'ADN, inhibition de la phosphorylation de l'enzyme + "stacking" +
génération de radicaux libres...).

Ainsi, dans notre étude, nous nous sommes plus particuliéerement intéressé a deux modéles
d'inhibiteurs de topoisomérase |, I'étoposide et I'azatoxine, qui, par leurs structures, sont capables
d'agir en opérant du stacking avec les paires de bases de I'ADN, en se liant dans le petit sillon de celui-

ci,en bloquant probablement la phosphorylation de I'enzyme et en générant des radicaux libres.
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7 _- Dérijvé 'ét
7.1- Généralités

L ’étoposide ( VP-16 ) et le téniposide ( VM-26 ) sont des composés semi-synthétiques dérivés de la
podophyliotoxine, produit naturel extrait de racines et de rhyzomes de Podophyllum peltatum et de P.
emodi . Les colons américains ont utilisé cette podophyllotoxine comme émétique et elle fut inscrite
dans la premiére pharmacopée américaine en 1820. En 1946, I'activité antimitotique de cette molécule
fut reconnue.

Bien que cet agent soit trés efficace contre certaines tumeurs, il ne peut étre utilisé en clinique de par
sa trop grande toxicité. C’est pourquoi la firme Sandoz, en 1963, a commencé un programme de
synthése et d'étude de dérivés semi-synthétiques de la podophyllotoxine, qui a donné lieu a la
découverte du VP-16 et du VM-26. Dés 1970, ils arrivent en clinique et s’avérent étre de trés bons
agents anticancéreux (Creaven et coll., 1975 ; Dombernowsky et coll., 1972 ; Eagen et coll., 1979 ;
Issel, 1982 ; Nissen et coll., 1972 ; Stahelin, 1970, 1972 et 1973) .

lis sont utilisés notamment dans le traitement du cancer du poumon, du carcinome du testicule, de la
leucémie, du lymphome et du sarcome de Kaposi (Bunn, 1984 ; Creaven et coll., 1975 ;
Dombernowsky et coll., 1972 ; Dombemowsky et Nissen, 1976 ; Eagen et coll., 1979 ; Issel, 1982 ;
Issel et coll., 1984 ; Jardine, 1980 ; Mathe et coll., 1974 ; Nissen et coll., 1972 ; Stahelin, 1970, 1972

et 1973 ; Williams et coll., 1984) .

Leurs structures chimiques sont données ci-dessous :

o -7 ~Me
R= —O (o} étoposide
HO

S
o~Lre W)
R= —O\I/ﬁ} \ 4 téniposide
HO
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Une unique substitution d’un groupe méthyle de la partie glucopyranoside par un groupe thiényle les
différencient. -
lis sont peu solubles dans 'eau et sont pour cela administrés par voie intraveineuse, ou par voie orale,

pour VP-16 sous forme de capsules gélatineuses.

7.2- Mécanisme d’action

Bien que proches structuralement de la podophyliotoxine, VP-16 et VM-26 possédent des
mécanismes d’action antitumoraux totalement différents. En effet, ce ne sont pas des poisons du
fuseau (Loike et Horwitz, 1976a) . Contrairement & la podophyllotoxine qui arréte la division cellulaire
en métaphase (Kelly et Hartwell, 1954 ; Loike et Horwitz, 1976a) , VP-16 et VM-26, a faible
concentration, empéchent les cellules d’entrer en mitose et les bloquent en phase G2 ou S du cycle

cellulaire.

7.2.1- mise en évidence de la cible de VP-16 et VM-26

Il a été montré que ces composés interagissaient avec ’ADN. En effet, ils provoquent des cassures de
celui-ci, simple et double-brin (Kalwinsky et coll.,, 1983 ; Loike et Horwitz, 1976b ; Long, 1986 ; Long
et Stringfellow, 1988 ; Long et Brattain, 1984 ; Long et coll., 1984, 1985 et 1986) . Il a alors été
suggéré que la toxicité de ces molécules était liée a ces cassures d’ADN. Neanmoins, ces cassures ne
s’observaient que lors de I'incubation du noyau isolé avec I'agent a 37°C, et non a 4°C.

Par ailleurs, des expériences en cinétique ont montré que le nombre de cassures augmentait
rapidement dans la cellule jusqu'a un plateau dépendant de la concentration en agent (Long et coll.,
1985 et 1986) . Cependant, si le milieu qui contient ces agents est remplacé par un milieu frais, les
cassures disparaissent. Cette observation ne semble pas due & une réparation d’ADN, car les
inhibiteurs classiques de réparation n’ont pas d'effet sur la disparition des cassures.

Toutes ces données sont en faveur de I'intervention d’'une enzyme. L'inhibition de la topoisomérase ||
par VP-16 et VM-26 a été ensuite démontrée par des expériences utilisant de la topoisomérase Il

partiellement puis hautement purifiée.
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7.2.2- inhibition de la topoisomérase I - cassures d’ADN

il est maintenant reconnu que VP-16 et VM-26 stabilisent un intermeédiaire covalent qui se forme
normalement entre 'enzyme et I'ADN. Dans cette situation, une ou les deux sous-unités de I'enzyme
sont liées de maniére covalente a 'ADN au travers d'une liaison phosphodiester, formée entre une
tyrosine du site actif de Penzyme et P'extrémité 5’-phosphate d’un brin d’ADN cassé (Liu et coll., 1983) .
Cet intermédiaire est instable et facilement réversible en I'absence de l'agent (Liu et coll., 1983), aprés
élimination des cellules de I'agent (Long, 1987 ; Long et Brattain, 1984 ; Long et coll., 1984 et 1985 ;
Rowe et coll., 1985), ou par augmentation de la concentration saline ou dilution du milieu réactionnel,
quand I'enzyme purifiée est incubée avec de I’ADN en présence d’inhibiteur (Tewey et coll., 1984a) .
Cependant, le complexe est stabilisé dans des conditions dénaturantes fortes telles que pH trés
basique ou présence de détergents (dodécyl-sulfate de sodium par exemple) (Chen et coll., 1984 ;
Marshall et coll., 1983 ; Neison et coll., 1984 ; Rowe et coll., 1985 ; Tewey et coll., 1984a et 1984b) .
Plus précisément, on sait maintenant que VP-16 et ses analogues, au travers de la stabilisation du
complexe clivable, inhiberaient I'activité de resoudure de brins de la topoisomérase 1l (Chen et coll.,
1984 ; Glisson et coll., 1986 ; Long et Brattain, 1984 ; Long et coll., 1984 ; Nelson et coll., 1984 ;
Rowe et coll., 1985 ; Wozniak et Ross, 1983). Cependant, le mécanisme précis par lequel la formation
de ce complexe clivable conduit a la cassure de 'ADN et a la mort cellulaire n’est pas connu.

Par ailleurs, la cytotoxicité de VP-16 et de ses analogues n’est corrélée qu’avec les cassures d’ADN
double-brin (Pommier et coll., 1985) , et non avec les cassures simple-brin et F'inhibition de I'activité de
la topoisomérase Il. Ces résultats suggérent que les deux sous-unités de la topoisomérase il doivent
étre inhibées pour obtenir un caractére cytotoxique (Long, 1987 ; Long et coll., 1986 ; Pommier et
coll., 1985), et que le mécanisme d’inhibition de la topoisomérase Il n’est pas seul responsable de la

cytotoxicité des composés considérés.

7.2.3- activation métabolique de VP-16

Avant méme que ne soit montrée 'implication de la topoisomérase I, il avait été suggéré qu’une

activation metabolique était indispensable a VP-16 pour produire ses effets cytotoxiques et de

degradation de ’ADN (Clark et Slevin, 1987 ; Loike et Horwitz, 1976b) . En effet, VP-16 induit des
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dégradations intracellulaires d'ADN de cellules de Hela, alors que Pincubation d’ADN purifié avec
I'agent ne conduit pas a des dégats perceptibles d’ADN. De plus, certains métabolites de VP-16 et
analogues sont tres cytotoxiques.

Le métaboiite le plus important de VP-16 identifié chez 'homme est ’hydroxyacide (Evans et coll.,
1982 ; Strife et coll., 1980) (fig.19). On peut citer d’autres métabolites, comme le picroétoposide et
I'acide glucuronique conjugué (D'Incalci et coll., 1986) (fig.19).

Par ailleurs, VP-16, en présence de traces de base, est peu stable. L’épimérisation en cis-lactone est
possible via un intermédiaire énolate et donne le picroétoposide (Colombo et coll., 1985 ; Evans et
coll., 1981 et 1982 ; Gensler et coll., 1977 ; Sinkule et Evans, 1984) (fig.19). Ce dernier peut
s’hydrolyser en cis-hydroxyacide inactif (Allen et Creaven, 1975 ; Creaven et Allen, 1975a et 1975b ;

Pelsor et coll., 1978 ; Strife et coll,, 1980 ; Van Maanen et coll., 1988a) (fig.19).

picroéloposide

&s-hydroxyaddoe

figure 19 : Métabolites de I'étoposide

La facilité d’épimérisation et d’hydrolyse des déméthylépipodophylictoxines dépend de la nature et
de la configuration du groupe en position 4, et des substituants du cycle E (Aso et coll., 1989) . Ainsi,
afin d’obtenir des composés ayant un temps de demi-vie plus long, des molécules analogues de VP-

16 contenant un atome de chlore en position 2’ du cycle E ont été synthétisées (Wang et coll., 1992) :
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elles sont trés peu cytotoxiques et faiblement inhibitrices de topoisomérase Il. On a suggéré qu’elles
conduiraient peut-étre plus difficilement a des métabolites actifs. Par ailleurs, le cycle E est capable de
subir de nombreuses transformations métaboliques.
La présence du OH en position 4’ de ce cycle est nécessaire pour la dégradation de 'ADN (Haim et
coll., 1986 et 1987a ; Sinha et Myers, 1984 ; Sinha et coll., 1985 ; Van Maanen et coll., 1988b ;
Wozniak et coll., 1984) . Wozniak et Ross ont observé que des inhibiteurs de déshydrogénase tels
que le disulfiram et le diéthylthiocarbamate, des "scavengers" de radicaux tels que le benzoate de
sodium, empéchaient VP-16 d’induire des coupures d’ADN et inhibaient sa cytotoxicité dans les
cellules L1210, suggérant le role d’'une déshydrogénase dans des réactions de type oxydation-
réduction (Wozniak et coll., 1983) .
D’autres expériences ont montré également que VP-16 inhibait la peroxydation lipidique induite par
des anthracyclines telles que la daunomycine ou I'adriamycine (Sinha et coll., 1983 et 1985) . En effet,
les anthracyclines conduisent a la formation de radicaux O2~ et OH , qui induisent la peroxydation
lipidique impliquée dans la cardiotoxicité de ces agents (Myers et coll., 1977) . Il apparait que VP-16
forme un radical libre oxygéné stable, durant I'activation peroxydative, et inhibe aussi la peroxydation
lipidique induite par les anthracyclines. Cette inhibition résulte de l'interaction de VP-16 avec OH
formé.
Il est a noter, par contre, que VP-16 ne réagit pas avec les radicaux O2~ . En effet, si on incube VP-16
avec un mélange xanthine-xanthine oxydase ( la xanthine donnant en présence de xanthine oxydase

des radicaux O2~ ), on n’observe pas de radicaux issus de VP-16 (Sinha et coll., 1985) .

I a été rapporté ensuite (Haim et coll., 1987b) que VP-16 subissait une O-déméthylation par les
microsomes de foie de souris et de rat et par les cytochromes P-450 purifiés de foie de rat. Le produit
de O-déméthylation a été identifi€ comme étant le dérivé catéchol ( DHVP-16 ) (Haim et coll., 1987b ;
Van Maanen et coll, 1986 et 1987) (fig.20 p.40). Ce composé peut étre ensuite oxydé en
orthoquinone ( VP16-Q ) en présence d’'oxygéene (Van Maanen et coll., 1988a) (fig.20 p.40). D’autres
systémes enzymatiques tels que les systémes peroxydase de raifort / HoO2 (Haim et coll., 1986),
prostaglandine synthétase / acide arachidonique (Haim et coll., 1986), myéloperoxydase / H2O2,

permettent d’obtenir in vitro ce VP16-Q, ainsi que de nombreux autres composés.
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D’autres radicaux OH ont été observés quand DHVP-16 est mis en présence de fer et de H2O2 (Sinha

et coll., 1988) . Les structures catéchol sont connues pour chélater les ions métalliques, pour former

des radicaux semi-quinones et pour générer des radicaux libres oxygénes toxiques.

peroxydase /H,0,
PE——

4loposide cytochrome
P-450
HCHO

semi-quinone

DHVP-16 VP16-Q

07> CH
R - —o\/;"%o >

HO

figure 20 : Mécanisme d'activation du cycle diméthoxyphénolique de I'étoposide

VP16-Q et DHVP-16 se lient de fagon irréversible a des protéines et a ’ADN (Haim et coll., 1987a ; Van
Maanen et coll., 1985, 1986 et 1987 ; Wang, 1985) . Par contre, VP-16 s’associe trés faiblement a
I’ADN purifié et, biologiquement, ne le désactive pas (Kalyanaraman et coll., 1989) .

DHVP-16 est cytotoxique pour les cellules tumorales MCF-7, bien que moins actif que VP-16 lui-
méme. Ceci peut étre di a la plus forte polarité de DHVP-16 (Sinha et coll., 1988) . La production de
OH’ rend compte de cette cytotoxicité. Il est a noter que les OH pourraient éventuellement oxyder les
groupements SH de la topoisomérase |1, causant ainsi son inactivation (Sinha et coll., 1988) .

De plus, la réaction de passage du radical phénoxy & VP16-Q pourrait libérer des radicaux CH3', qui
sont hautement réactifs et capables d’alkyler I’ADN et bon nombre de protéines (Haim et coll., 1986) .
A cause de I'implication de radicaux libres dans ces processus, un mécanisme d’action médié par un

radical a été suggéré pour expliquer les dégats effectués par VP-16 sur I’ADN.
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Cependant, l'importance de la réaction directe entre les radicaux de VP-16 et 'ADN a été réfutée par
des études de résonance paramagnétique électronique (Kalyanaraman et coll.,, 1989) . En effet, ni le
radical phénoxy primaire, ni le radical secondaire de VP-16, ne réagissent avec une molécule d’O2 ou
d’ADN. ll a alors été suggéré que l'activité observée entre le radical semi-quinone de VP-16 et 'ADN

serait médiée par la liaison de la quinone ( VP16-Q ) a 'ADN (Zhang et coll., 1992) .

D’autre part, il a été montré (Zhang et coll.,, 1992) que les orthoquinones de VP-16 et analogues
peuvent inhiber la topoisomérase Il. Ces composés empécheraient I'activité normale de 'enzyme par
deux processus biologiques différents.

Un des mécanismes consisterait en la stabilisation d'un complexe transitoire entre la topoisomérase Il
et FADN clivé. Ceci provoquerait la cassure de 'ADN associé a une protéine, comme le fait VP-16.
Dans ce cas, les agents sembleraient interagir avec ce complexe par une liaison non covalente.

Dans un deuxiéme mode d’interaction, les orthoquinones sembleraient inactiver directement 'enzyme
par une liaison covalente. En général, I'activité d’inhibition de topoisomérase Il baisse quand les
orthoquinones sont substituées en position 4 (par une aniline par exempie). Pourtant, on peut parfois
observer une augmentation de la formation de complexe protéine-ADN. Ceci montre que les deux
modes d’action mis en jeu ont des preférences structurales différentes I'une de l'autre pour les

déméthylépipodophyliotoxines.

Ainsi, la cytotoxicité apparente des composés analogues de VP-16 serait la résuitante d’'un
mécanisme impliquant une liaison non covalente avec le complexe topoisomérase 1I-ADN clivé, et de la

formation d’un adduit chimique covalent avec des protéines et 'ADN (Sinha et Myers, 1984) .
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7.3- Relations structure-activité

Bien que VP-16 et VM-26 constituent deux trés bons agents inhibiteurs de topoisomérase li, leur

toxicité indéniable a suscité la synthése de nombreux analogues structuraux.

-—

Les principales modifications ont été effectuées en position 4 afin de remplacer le groupe
glucopyranoside de VP-16 et VM-26 par un substituant de structure plus simple (Gautret, 1994).

Les études de relations structure-activité ont permis de mettre en évidence des caractéristiques
structurales intéressantes (Hu et coll., 1992 ; Keller-Jusien et coll., 1971 ; Lee et coll., 1989 ; Thurston
et coll., 1986 ; Wang et coll., 1990 et 1992 ; Zhou et coll.,, 1991). La structure de VP-16 obtenue par
radiocristallographie RX, ainsi que ia modélisation moléculaire d’analogues actifs, montrent que le
systéme tétracyclique A,B,C,D est giobalement plan. Les atomes en positions 1,3 et 4 doivent avoir la
méme configuration que dans VP-16 et VM-26. En effet, une inversion de cette configuration induit
une perte quasi totale de I'activité d’inhibition de la topoisomérase ll. Si le cycle C est aromatisé, ses
substituants se retrouvent dans le méme plan que lui, et la géométrie de la molécule n’est plus alors
compatible avec l'inhibition de la topoisomérase Il. La molécule doit donc posséder un systéme
tétracyclique A,B,C,D plan et des substituants en positions 1 et 4, bien positionnés de part et d’autre
de ce plan.

Sur le cycle E, le OH en position 4’ apparait essentiel pour I'activité. En effet, le composé contenant
trois groupes méthoxy est inactif. L'introduction d’'un atome de chlore en position 2' baisse I'activité
d’inhibition de la topoisomérase Il. Cet atome empéche la libre rotation du cycle autour de axe 1-1°. |l
a été suggéré que cette rigidification contrarierait ia formation de métabolites actifs sur le cycle E (Wang

et coll,, 1992) . Il semblerait plus probable que cette rigidification empéche la molécule d’adopter une
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conformation compatible avec linteraction avec I'enzyme. L'activation métabolique, quant a elle,
fournit des composés catéchol et orthoquinone qui, selon la nature du substituant en position 4, ont

parfois une meilleure activité que la déméthylépipodophyllotoxine cor_respondante.

Le groupe méthylenedioxy en positions 6,7 semble également trés important, quoique la forme
catéchol qui en dérive soit parfois aussi active. Par contre, la présence de deux groupes méthoxy en
positions 6,7 conduit a de faibles inhibiteurs de topoisomérase Il.

On peut supposer que les cycles A et B interagissent avec ' ADN par semi-intercalation et que, dans ce
cadre, une forme catéchol puisse convenir. La perte d’'activité conférée par la présence de deux
méthoxy en positions 6,7 pourrait, elle, s'expliquer par les systemes de liaisons H différenis, conféré
par ces deux substituants (peut-étre par les orientations différentes des systémes de doublets libres).
Afin de juger de l'influence de l'allongement du systéme polycyclique plan ABCD, des analogues de
I'étoposide dans lesquels le noyau benzodioxole a été remplacé par un systéme phénazine ont été
synthétisés (Cho et coll,, 1996). Ces composés présentés ci-dessous sembleraient posséder un

mécanisme d'action différent de celui de I'étoposide.

pos sog

G

s
coees
B

OH
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Il est possible d’obtenir de meilleurs inhibiteurs de topoisomérase Il que VP-16 en remplacant le
groupe glucopyranoside en position 4 par des substituants beaucoup plus simples, mais le
basculement du substituant de Ia position 4 a la position 5 donne des produits beaucoup moins actifs,
voire inactifs. Néanmoins, des études de modélisation moléculaire ont montré que, par un choix
judicieux de la chaine aminée, il est possible d’atteindre les mémes points clefs de liaison & I'enzyme

en position 3 qu’'en posltion 4.

L'étude détaillée des relations structure-activité des composés (Gautret, 1994), ainsi que la
modelisation moléculaire des composés actifs, mettent en évidence des caractéristiques structurales
communes entre les différents substituants greffés en position 4. De maniére générale, un atome
accepteur de liaisons H est présent sur un chainon, aliphatique ou aromatique, occupant dans chaque
cas une position de 'espace quasi identique, ceci quelle que soit la molécule active. La distance entre
cet atome et le reste de la molécule est prasque constante.

De plus, atome relié a la position 4 doit jouer un rle important dans linteraction avec Fenzyme. En
effet, si l'on remplace le NH par ses isostéres O ou S, les composés obtenus s’avérent beaucoup
moins actifs, voire inactifs. Les angles de liaison formés par O,S ou NH étant identiques, c'est e
caractere donneur de liaisons H, que ne posséde que le groupe NH, qui pourrait étre essentiel pour
cette interaction avec 'enzyme.

Une autre hypothése consisterait & consgidérer la forme protonée NHo* au pH physiologique. Il pourrait
donc ainsi y avoir une interaction ionique entre ce NHo* et un site anionique de I'enzyme.

A proximité de cette position 4, il semble qu'une poche enzymatique volumineuse existe. En effet,
cette poche doit étre capable de contenir les groupements encombrants, en cette position, de VP-16
et VM-26. Néanmoins, les différences de réactivité entre un composé A contenant un substituant
3,4,5 triméthoxyaniline et un composé B contenant un substituant 3,4 diméthoxyaniline (B étant plus
actif que A) pourraient laisser supposer I'existence de contraintes stériques supplémentaires a la base

de la poche.

T
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Les principales exigences structurales requises pour une bonne activité d'inhibition de topoisomérase
Il s’avérent donc étre (Gautret, 1994) (fig.21) :

- systéme polycyclique A,B,C,D plan

- substituants en positions 1 et 4 de part et d’autre du plan AB,C,.D et
correctement disposés

- cycle E : diméthoxyphénol, catéchol ou orthoquinone essentiels : implication
via le groupe OH ou C=0 en position 4’ par liaison H, bien que la position du doublet de I'oxygéne du
carbonyle en 4’ doive étre différente de celle du doublet de 'oxygéne du groupe OH phénolique.

- en position 4 : un substituant soumis a certaines contraintes stériques,
comportant un capteur de liaison H, et un donneur de liaison H ou un groupe protonable a pH
physiologique, & des distances définies du reste de la molécule, et en des points de I'espace

adéquats.

figure 21 : Modéle hypothétique du site d’interaction ADN-topoisomérase Il avec les composés de la

famille de I'étoposide (Gautret, 1994)
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8 - Dérivés de l'azatoxine

8.1 - introduction

L'azatoxine (fig.22) constitue un bon exemple de composé congu entisrement de maniere rationnelle
sur les bases du pharmacophore modéle d'inhibition de topoisomérase Il (cf fig.12 p.24) et par des
études de  conception indirecte  (superposition  d'anthracyclines, d'acridines, de

déméthylépipodophyllotoxines, dellipticines et d'anthracénediones).

OMe

azatoxine

figure 22 : Structure chimique de l'azatoxine

Ce composé est un hybride d'étoposide et d'ellipticine (Leteurtre et coll., 1992). |l posséde un
systeme palycyclique plan qui ne s'intercale pas mais se lie par stacking entre deux sites de clivage de
la topoisomérase Il et un cycle "pendant" aromatique diméthoxyphénol (fig.22). Il est un puissant
inhibiteur de topoisomérase |l et posséde également une activité d'inhibition de polymérisation de la

tubuline (Leteurtre et coll., 1995).

8.2 - activités de I'azatoxine (Leteurtre et coll., 1992)

Diverses études ont été menées sur l'action de I'azatoxine sur I'ADN. Il apparait que cet agent induit
des cassures double-brin d'ADN en de multiples sites de cellules HL-60 a partir de concentrations de
l'ordre de 5 a 10 uM, avec une puissance comparable a celle de I'étoposide. Comme pour ce dernier
composé, les clivages d'ADN induits par I'azatoxine ne sont pas supprimés a des concentrations

supérieures @ 1mM, ce qui indique une absence d'intercalation de la molécule. Cet aspect est renforcé
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par lincapacité de I'azatoxine & dérouler 'ADN. Enfin, I'azatoxine génére des sites de clivage plus
nombreux que la mitoxantrone ou I'étoposide et montre des différences locales dans les modes de
clivage comparativement a l'étoposide.

L'azatoxinevconstitue donc un inhibiteur de topoisomérase 1l trés actif possédant un mode de clivage

unique.

8.3 - relations structure-activité (Lehnert et coll., 1994 ; Leteurtre et coll., 1992 et 1995)

Un certain nombre d'analogues de l'azatoxine ont été synthétisés. Les principales modifications
(fig.23) par rapport au chef de file ont été effectuées sur:

- la stéréochimie du carbone porteur du cycle pendant aromatique,

- le cycle indolique,

- les substituants du cycle pendant aromatique,

- la substitution en position 11,

- le cycle oxazolone.

azatoxine

figure 23 : Positions des modifications effectuées sur l'azatoxine

Les resultats de ces modulations concernent I'activité d'inhibition de la topoisomérase Il et de la

polymeérisation de la tubuline.
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8.3.1 - influence de la stéréochimie

Les composés aza i1, aza i2 et aza i3 (fig.24) s'avérent inactifs quant a l'inhibition de la topoisomérase
Il. Il apparait clairement que I'orientation spatiale du cycle "pendant" aromatique par rapport au systeme

polycyclique plan est essentielle a I'activite.

MeO
HO
OMe
azatoxine
MeO
HO

figure 24 : Structures chimiques de trois isomeéres d'azatoxine

L'inactivité du composé aza i3 est intéressante. En effet, une simple variation d'incurvation sans
altération de l'agencement spatial du cycle indolique par rapport aux autres cycles différencie celui-ci
de l'azatoxine. Le seul changement important réside dans l'orientation de I'atome d'azote du cycle
indolique.

Il semble donc que l'activité d'inhibition de la topoisomérase |l par les dérivés de type azatoxine soit
trés sensible aux altérations structurales et qu'une liaison hydrogéne, par le biais de la fonction amine

de l'indole, soit importante pour cette activité.
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8.3.2 - modification du cycle indolique

Le remplacement du cycle indolique par un autre systéme cyclique (fig.25) conduit & un composé

inactif. La substitution du cycle indolique en position 9 (fig.25) par un groupement hydroxyle ou un

indole —3p» . inactivité

R=H ~—3® R=F OH : inactivité

atome de fluor entraine une inactivité.

- figure 25 : Remplacement du cycle indolique ou substitution de celui-ci en position 9

8.3.3 - modification du cycle "pendant” aromatique

Le remplacement du cycle diméthoxyphénol par un cycle triméthoxybenzéne fait basculer I'activité
mixte dinhibition de topoisomérase I et d'inhibition de la polymérisation de la tubuline vers une
inhibition pure de la polymérisation de la tubuline. Ainsi, comme pour les dérivés de I'étoposide, un
groupement hydroxyle en position 4' du cycle benzénique est essentiel a l'activité.

Si l'on enléve un groupement méthoxy, on divise l'activité par cinq, l'eniévement des deux
groupements méthoxy aboutissant & une perte totale d'activité d'inhibition de topoisomérase II.

Enfin, si I'on remplace le cycle diméthoxyphénol par un cycle pendant de type mAMSA, on supprime

Factivité.
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8.3.4 - substitution en position 11

Diverses substitutions ont été faites en position 11 de l'azatoxine (fig.26). Celles-ci suppriment le

caractére d'inhibiteur de la polymérisation de la tubuline.

R = OH : inactif
MeO
R= HN—@»X
HO
(X=F,CN,NO,)

OMe

figure 26 : Différentes substitutions en position 11 de I'azatoxine

La présence d'un groupement hydroxyle conduit a un composé inactif (alors que l'activité pour une
telle substitution n'est que diminuée dans le cas des dérivés de I'étoposide) (Leteurtre et coll., 1992).
Des substitutions par des chaines anilinées (fig.26) sont acceptables. Le meilleur composé est

obtenu avec une chaine paracyanoaniline (Leteurtre et coll., 1995).

8.3.5 - modification du cycle lactame (Lehnert et coll., 1994)

Des analogues "tronqués" de I'azatoxine ont été synthétisés (fig.27 p.51) (Lehnert et coll., 1994) afin
d'affiner le modéle de pharmacophore des agents "clivants" inhibiteurs de topoisomérase Il (cf fig.12
p.24). Ceux-ci (des aryltétrahydro-p-carbolines) représentent des analogues mobiles de l'azatoxine,
contenant un cycle indolique ou benzodioxole. lls ont été soumis a des tests d'induction de
complexes clivables en présence de plasmide d'ADN pUC18 et de topoisomérase |l de placenta
humain. Les composés les plus actifs (fig.27 p.51) possédent un cycle "pendant" aromatique

diméthoxyphénol. lls stimulent les clivages d'ADN a des concentrations de 25 uM.
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OMe
o N
MeO : :
HO (@)
OMe OJ
AT1: R,=R;=0Me; R,=0H AT6

AT2: R,=R;=H;R,=0H

AT3: R;=R,=R;=0Me

AT4: R,=H;R,=NHSO,Me ; R; =OMe
AT5: R,=H; R;=NH,; R;=0Me

figure 27 : Structures chimiques de quelques B-carbolines

Néanmoins, les composés AT4 et AT5, comparés a leurs homologues d'azatoxine, gardent une
certaine activité, ce qui montre que la flexibilité des p-carbolines permet des substitutions variées sur le
cycle pendant aromatique.

Par ailleurs, il est intéressant de noter que le composé AT1 s'intercale, contrairement a I'azatoxine.

La flexibilité de ces composés leur permet de s'associer a I'ADN en induisant des déformations
reconnues par I'enzyme avec des modes de clivage uniques (composés AT4, AT5 et AT6) ou
similaires a ceux d'autres agents inhibiteurs de topoisomérase Il connus (composé AT 1) (azatoxine,
étoposide, mMAMSA).

Les modes de clivage type mAMSA du composé AT1 suggérent que leurs cycles "pendants"
aromatiques se superposent, dans le petit sillon de I'ADN au-dessus du systéme polycyclique plan.
Ces p-carbolines auraient donc un mécanisme d'interaction bimodal, contrairement aux composés les
plus rigides qui ne posséderaient qu'un seul mode d'association a I'ADN susceptible de mener a la
formation de complexes clivables stabilisés. Elles représentent donc un pharmacophore minimal pour

la conception d'inhibiteurs de topoisomérase Il dérivés de I'azatoxine ou de I'étoposide.



CHAPITRE II1

SYNTHESE D’'ANALOGUES DE L’ETOPOSIDE
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1 - t _con ]

L’intérét présenté par les structures du type étoposide et téniposide se traduit, comme nous

'avons vu précédemment par :

- Pexistence de propriétés d’inhibition de topoisomérase ll,
- I'activation métabolique du cycle E, responsable d'une grande partie de leur

cytotoxicité.

L'originalité de ces structures et leurs propriétés cytotoxiques nous ont incité a envisager la création

de molécules analogues, s’appuyant essentiellement sur la pharmacomodulation suivante :
o
A — L)

(On peut remarquer que le changement de lipophilie du systéme, par cette modulation, est minime,
mais que i'on perd par l'intermédiaire de I'atome d'oxygéne la possibilité d'une liaison hydrogéne peut-
étre cruciale.)

Le remplacement d'un carbone par un azote a déja été effectué dans le cadre de la synthése de
dérivés de 2-azapodophyliotoxine (Bosmans et coll., 1989 ; Pearce et coll., 1989 ; Tomioka et coll.,
1989a et 1989b). Des dérivés d'azapodophyliotoxine dépourvus de fonction carbonyle ont été
également synthétisés (Liénard et coll., 1991 et 1993). Ces deux types de composés apparaissent ci-

dessous.

N
MeO.
RO : : o)
OMe o—/
R, =H, OH R,=H, OH

R, =H, Me R,=H, Me
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Nous voulons, par la pharmacomodulation choisie, atteindre plusieurs objectifs :

- évaluer le pouvoir inhibiteur de topoisomérase I de nos analogues structuraux et leur
caractére cytotoxique,

- affiner les relations structure-activité existantes.

Ces motivations nous ont conduit & envisager la conception et la synthése de 2-aza-10-désoxy

épipodophyliotoxines diversement substituées sur leurs noyaux aromatiques et sur leur carbone Cy4.

Une série de composés avec R” = OH a été synthétisée, afin de permettre la substitution ultérieure en
position 4 par une chaine aminée judicieusement choisie (cf. chap.lli-paragraphe 3.4). Ces produits

sont diversement substitués par des groupements R et R’ tels que :

* - R = 3",.4’,5’-triméthoxy, ce qui laisse la possibilite de créer un groupe
diméthoxyphénol par déméthylation sélective,
- R’ = 6,7-méthylénedioxy, ce qui peut conférer a la molécule des propriétés semi-
intercalantes.
* - R = R’= 3" 4'-méthylénedioxy, ce qui permet de conserver le caractére semi-
intercalant et d’ajouter un groupement susceptible d’étre clivé en fonction diphénol,

intéressante dans le cadre de I'activation métabolique du cycle E.

Dans une optique un peu différente, nous nous sommes intéressé a la conception du composé
présenté figure 28 page 55.En effet, par l'intermédiaire de ia fonction phénol en position 5, il nous
sera possible de greffer un bras espaceur et de coupler notre analogue de I'étoposide a une autre
molécule antitumorale telle un intercalant , un alkylant ou un ligand du petit sillon, afin de créer une

action bimodale avec 'ADN (et, dans le cas d’un ligand du petit sillon, une spécificité de liaison).
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2 - Stratéqie chimi

L'étude des relations structure-activitt des podophyllotoxines et des 4-
démeéthylépipodophyliotoxines souligne l'importance des configurations 1,2-cis et 2,3-trans pour
Pactivite antitumorale (fig.29). De telles exigences représentent un obstacle majeur pour la synthése
totale de ces composés. La podophyliotoxine est en fait extraite des racines et rhizomes de
Podophylium Peltatum et de P. Emodi . L’ étoposide et le téniposide sont, quant 4 eux, synthétisés a

partir de celle-ci (fig.29).

OMe o/ OMe o/

Podophyilotoxine

R= étoposide
OH
-

—O\Ao

figure 29 : Structures chimiques de la podophyllotoxine, de I'étoposide et du téniposide
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Nous avons ainsi envisageé la synthése de dérivés originaux du type :

Les pharmacomodulations effectuées nous permettent, d’'une part de nous affranchir d’'un carbone
asymeétrique, ce qui rend les synthéses plus aisées, d’autre part de travailler avec un synthon de base

optiquement actif : I'acide pyroglutamique, peu onéreux et d’origine naturelle (fig.30).

4@{
= 0
N

I

H

COOH

figure 30 : Structure chimique de l'acide pyroglutamique
Les étapes-clés de cette synthése sont les suivantes :

-la synthése de benzhydrols par réaction d’organolithiens et organomagneésiens,

OH

- la N-alkylation du pyroglutamate de méthyle ou de I'acide pyroglutamique N, O-disilylé

par les benzhydrols obtenus,
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- la cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire des acides suivants en cétones.

Dans le cas particulier du composé ou R = 3',4’,5'-triméthoxy et R’ = 3,4-méthylénedioxy, une autre

étape-clé consiste en une déméthylation sélective du groupe méthoxy en position 4'.

La chimie étudiée au cours de ce travail utilise les composés silylés et permet une synthése “one pot”
de la cétone DL5a avec de tres bons rendements.
De plus, la déméthylation du groupe méthoxy en position 4’ a été effectuée par action de HBr formé in

situ, et non HBr gazeux, rendant les manipulations plus faciles.
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Br@
1

1. Mg/THF/ 55°C ou BuLi/THF/-78°C

OH
o . o
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SCHEMA DE SYNTHESE GENERAL DES SERIES ANALOGUES DE PODOPHYLLOTOXINE
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3.-_Méthodes et voies de synthése

La chimie développée dans le paragraphe 3 a été menée pour une grande partie en collaboration
avec P. Gautret (Gautret, 1994), excepté les études concernant les synthéses des composés 2f,
DL3f DL4fet DL 51 ot I'optimisation de la cyclisation de l'acide DL 4a en cétone DL 5a.

Par ailleurs, les cétones 5 et alcools 6 apparaissent avec une stéréochimie particuliére en position 7
qui n'a pas été vérifiée dans tous les cas (position du carbone porteur des deux noyaux benzéniques
substitués). La notation choisie rend compte du fait que ces produits sont obtenus sous forme d'un
unique isomeére. De plus, les molécules synthétisées a partir de dérivés de l'acide DL-pyrogiutamique
sont dessinées, par souci de simplification, sous forme L et non sous forme de leur mélange

racémique, mais sont précedées,dans leur numérotation du préfixe DL.

3.1 - N-alkylation du pyrogiutamate de méthyle N-silylé ou de I'acide

pyroglutamique N,O-disilylé
3.1.1 - N-alkylation par les dérivés halogénés

Il est possible d’alkyler des esters pyrogiutamiques N-silylés par des dérivés halogénés. En effet, la

réaction suivante a été décrite (Rigo et Couturier, 1985) :

Cl
OQ\C 150°C g Q
OOMe + — N COOMe

' 40h
SIM93 02 71%

NO,

Effenberger et coll. ont ensuite généralisé le méme type de réaction avec les bromures de benzyle et
de benzhydryle (Effenberger et coll., 1987 et 1990). li est & noter que la stéréochimie du composé

pyroglutamique de départ est conservée.
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Afin de vérifier que ce type de réaction était réalisable avec des acides pyroglutamiques N,O-disilyiés,

nous avons préparé a 150°C et sans catalyseur les produits suivants (Rigo et coll., 1994) :

O’Q\coosnvle3 o

(X=Me,H) apartirde

Néanmoins, dans le cas des benzhydrols, les dérivés halogénés ne sont pas toujours simples a
synthétiser (fig.31). En effet, les benzhydrols contenant des groupements électrodonneurs et
devant donner lieu aux dérivés halogénés sont sensibles aux milieux acides. lis subissent en effet

une réaction de dismutation (Gautret et coll., 1996).

OH X
O — QO
2

X =BrouCl

figure 31 : Passage des benzhydrols 2 aux dérivés halogénés correspondants
Nous nous sommes donc tourné vers une autre voie, celle des benzhydrols silylés.
3.1.2 - N-alkylation par les benzhydrols silylés
3.1.2.1- formation des benzhydrols
La synthése de benzhydrols peut s'effectuer par réaction d'un chlorure d'acide avec un dérivé

aromatique au moyen du chlorure d'aluminium, puis réduction de la fonction cétonique par le

borohydrure de sodium (fig.32 page.63).
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| 1. AlCly
R " R ——» R R
2. NaBH,

figure 32 : Formation des benzhydrols 2 par réaction du chlorure d'aluminium suivi du borohydrure de

sodium

Ce schéma réactionnel a été utilisé dans la littérature (Cushman et coll.,, 1992), en particulier pour la

synthése du composé 2 b (fig.33)

CH
MeO

MeO : : OMe

OMe
2b

figure 33 : Structure chimique du benzhydrol 2 b

Toutefois, la synthése de certains benzhydrols par cette technique, n'est théoriquement pas possible
(mauvaise orientation de la substitution électrophile). Cet aspect a été vérifié par une réaction modéle,
mettant en jeu le chlorure d'acétyle et le 1,2,3-triméthoxybenzene. Un mélange brut de deux
composeés de type cétonique a été obtenu, le spectre de RMN TH de ce mélange montrant une forte
prépondérance d'un branchement en ortho (80%) par rapport au branchement méta (20%). On
visualise effectivement un doublet de doublet pour les deux protons aromatiques dans le cas d'un
branchement en ortho, contrairement au branchement en méta qui donne un singulet pour ces deux

mémes protons.
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L'utilisation du 2,6-diméthoxyphénol, en remplacement du 1,2,3-triméthoxybenzéne, qui nous
semblait susceptible de favoriser I'orientation désirée lors de la substitution, ne nous donne que 15%

d'un produit A, 5% du produit désiré B (fig.34) et 80% de 2,6-diméthoxyphénol.

o o OMe
H,C Me ; HC H

HO OH OMe

figure 34 : Structures chimiques des composés A et B

Il était donc nécessaire d'envisager une autre démarche pour la synthése des benzhydrols,
généralisable a toute sorte de composés aromatiques diversement substitués.
Deux types de réactions mettant en jeu, d’une part un organolithien (fig.35), d’autre part un

organomagnésien (fig.35), ont été menés.

OH

Br
R@ 1. BULI-78°C/THF ou Mg/55°CITHF R R
>
5. OHC  THF )
<

3.H,0

figure 35 : Formation des benzhydrols 2 par réaction d'organolithien ou organomagnésien

Dans la premiére méthode, le dérivé bromé est traité par le butyllithium dans le tétrahydrofuranne a
-78°C. Celui-ci est dosé dans les conditions opératoires avant chaque manipulation et est utilisé sans
exceés, afin d’éviter une réaction parasite sur I'aldéhyde.

Le passage par les organomagnésiens a été tente, quant a lui, sur le 5-bromo-1,3-benzodioxole. | est
alors possible de travailler avec un excés de magnésium et a 55°C.

Les dérivés bromés employés sont tous commerciaux, excepté le 5-bromo-1,3-benzodioxole (1 a)

qui a été préparé a partir du 1,3-benzodioxole au moyen du brome dans P'acide acétique (Feugeas,
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1964) (fig.36) et le 5-bromo-1,2,3-timéthoxybenzéne qui a été préparé en deux étapes : bromation
du 2,6-diméthoxyphénol par la N-bromosuccinimide en présence d'une quantité catalytique de
méthylate de sodium (2 b)et méthylation de la fonction phénol par le sulfate de diméthyle (2 ¢) (fig.36)

{Jung et coli., 1985).

Br, /CH;COOH Br
_.._.._____)
o 0
o—/ ot
1a
Br Br
NBS/MeONa Me,SO,
— T
40°C
MeO OMe MeO oMe NEOHHLO v OMe
OH OH OMe
1b 1c

figure 36 : Préparation des composés1a,1betic

Il est a noter que la bromation du 2,6-diméthoxyphénol par la N-bromosuccinimide n'est pas une
réaction radicalaire mais ionique. En effet, la formation d'un ion phénolate par {'attaque du méthylate de
sodium fait apparaitre, par mésomérie, une charge négative en position méta des groupements

méthoxy et donc une bromation préférentielle en cette position (fig.37).

—

—
(o]
© y
MeO OMe
OMe
H

&/
OH Br
MeONa
+ —_— —
MeO M OMe

o O\ OH
| N—Br 1
MeO
e}

. —rrned

Figure 37 : Mécanisme réactionnel de la bromation du 2,6-diméthoxyphénol par la N-

bromosuccinimide
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Néanmoins, il est nécessaire de réaliser une cristallisation dans I'heptane de I'huile brute aprés
traitement de la réaction, afin d'obtenir le produit désiré pur, car il se forme des sous-produits de type
polybromés.
Les différents dérivés bromés sont ensuite condensés sur les aldéhydes R’-substitués par réaction

d’organomeétallique.
3.1.2.2- cas particulier de la formation du composé 2 f

Une premiére tentative d'obtention du composé 2f (fig.38) a été menée par réaction

d'organomagnésien.
OH
MeO OMe

MeO : : OMe

OMe OMe
2f

figure 38 : Structure chimique du composé 2 f

Aprés traitement classique de la réaction, un produit a été isolé par cristallisation dans l'acétate d'éthyle
avec un rendement faible de 25%. L'analyse du spectre de RMN13c (pic a 195,0 ppm) de cette
poudre montre que le produit obtenu contient une fonction cétonique. L'analyse élémentaire
correspondante prouve sans ambiguité la présence de la forme oxydée 2'f du composé désiré

(fig.39).

O
MeO : : OMe
MeO OMe
OMe OMe
2'F

figure 39 : Structure chimique du composé 2'f
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Nous pensions 6tre confrontés a une réaction de dismutation (cf. paragraphe 3.1.2.4 p.69).
Néanmoins, cette idée a 6té abandonnée, car il n'y a aucune trace, en RMN 1H, du groupe méthyiéne

du composé 2"f qui devrait accompagner 2'f (fig.40). Il semblerait que 2'f soit issu d'une simple

MeO : : OMe
MeO OMe
OMe OMe
2"f

oxydation de 2f.

figure 40 : Structure chimique du composé 2" f

Toutefois, il est possible de synthétiser le produit attendu 2f par réduction de 2'f au moyen du
borohydrure de sodium (rdt : 75%).

Dans lintention de synthétiser directement 2f, nous avons tenté ensuite une réaction d'organolithien.
Cette alternative nous a permis d'obtenir, avec un rendement de 60%, un mélange, en quantités
équimolaires, de 2f et 2'f, qui peut étre réduit dans sa totalité par le borohydrure de sodium.

La meilleure méthode envisagée pour l'obtention de 2f demeure donc !'utilisation d'une réaction

d'organolithien suivie d'une réduction par le borohydrure de sodium du mélange (2f +2'f).
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3.1.2.3 - tableau récapitulatif des benzhydrols 2 formeés

Méthode(s)
benzhydrols 2 formés Rdt
utilisée(s)
OH
MeO
oo, | |
MeO 0]
OMe O—/
2a
OH

MeO

g

Q

©
3

OMe
2b
OH
MeO
O O N s
MeO
OMe
2c
OH

g
LO©
§

2
o

Q
i

3
LO©
g

\_o o)
2
OH
MeO OMe c 19%
MeO : : OMe
OMe OMe D 45%

2f

: méthode par organolithiens

: méthode par organomagnésiens

: méthode par organomagnésiens suivie d'une réduction par le borohydrure de sodium
: méthode par organolithiens suivie d'une réduction par le borohydrure de sodium
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3.1.2.4- silylation des benzhydrols

Des essais de silylation de benzhydrol ont été effectués antérieurement au laboratoire, a reflux de
l’hexamémyldisilazane (130°C), sans catalyseur. Ces essais se sont soldés par des échecs. Des
catalyseurs divers ont ensuite été utilisés, tels que le chlorotriméthylsilane et l'acide triflique qui
permettent la silylation. Néanmoins, quand les benzhydrols sont porteurs de groupements
électrodonneurs, on observe avec lacide triflique une réaction de dismutation (cf 3.1.1 p.62) et non

de silylation (fig.41).

OH ,
@ © CF3SOH o)
MeO - N OMe : @ @
MeO “OMe

Figure 41 : Réaction de dismutation d'un benzhydrol porteur de groupements électrodonneurs

Dans le cadre de nos travaux, nous avons utilisé le chlorotriméthylsilane en tant que catalyseur. Le
benzhydrol silylé obtenu quantitativement, aprés environ 20 minutes de chauffage, est suffisamment
pur pour étre utilisé tel quel pour la suite de la synthése. De plus, la formation du benzhydrol silylé est

facilement visualisable par RMN (groupe OSiMe3 & environ 0,1 ppm).
3.1.2.5 - condensation sur le pyroglutamate de méthyle N-silylé

Des essais de N-alkylation de benzhydrols silylés sur le pyroglutamate de méthyle ont été effectués a
130°C, sans sotvant, aucune N-alkylation n’a été observée. Par contre, & la méme température et en
présence d'un catalyseur de type acide vrai (CF3SO3H, CISO3H...), acide de Lewis (HgCl2, AICI3,
SnClg...) ou I, la N-alkylation a pu étre obtenue. Des observations RMN ont montré que la
condensation faisait intervenir tout d’abord une réaction entre le catalyseur et le pyroglutamate de

méthyle (fig.42 p.70).
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A
o’Cu}\COOMe Eifl;& © N 0OMe ——3 SiMe;0 COOMe
1 rapiae
. SiMeg P H "
+ +
CF,SO, H CFsS0; SiMe, CF3SOzH
OSiMe,
Ar, Ar, 130°C
_ O™\ OOMe
CF,SO;H +SiMesO-SiMe; +

-
- Ar, Ar,

figure 42 : Mécanisme réactionnel de condensation d'un benzhydrol silylé sur le pyroglutamate de

méthyle N-silylé

Dans le cadre de nos études, nous avons utilisé I'acide triflique comme catalyseur.

Il est & noter que, dans ce cas, on n'observe pas la réaction de dismutation (citée auparavant) du
benzhydrol. La seule présence du pyroglutamate de méthyle silylé permet d’augmenter
considérablement la stabilité du benzhydrol silylé vis-a-vis de I'acide triflique. Ceci pourrait étre di a la
transformation, en présence de pyroglutamate de méthyle, de I'acide triflique en triflate de silyle,
composé moins acide que I'acide triflique et d'une vitesse de dismutation pius lente.

Nous avons également réalisé¢ une N-alkylation a I'aide de I'iode, catalyseur beaucoup plus simple a
manipuler que I'acide triflique. Cette réaction fournit les esters 3 avec un rendement équivalent a celui
obtenu avec l'acide triflique.

Pour chaque N-alkylation formant des esters dissymétriques, nous obtenons généralement un

meélange equimolaire de deux produits isoméres pour les composés L-pyroglutamiques (fig.43 p.71)

e
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et un mélange de deux racémiques pour les composés DL-pyroglutamiques (fig.44). Ceux-ci sont

visualisables en RMN TH.

) ~
(@] N OOMe (@) N OOMe
+
Arg" ' kAr2 Ar1)\Ar2

figure 43 : Esters obtenus a partir de benzhydrols silylés et de L-pyrogiutamate de méthyle

o} OOMe ; (o] OOMe

N

N
Argt kAr2 Ar,)\Ar2
O N OOMe , @] N OOMe
Ar1)\Ar2 Arg"! kAr2

figure 44 : Esters obtenus & partir de benzhydrols silylés et de DL-pyroglutamate de méthyle

Nous ne sommes geénéralement pas parvenus a séparer ces isoméres qui possédent des
comportements trop proches vis-a-vis des solvants pour étre cristallisés séparément, et des rapports
frontaux en CCM identiques, empéchant une éventuelle séparation par flash chromatographie.

Il nous a été possible dans un unique cas (composé DL3b) de séparer, avec un rendement de

seulement 10%, I'un des isomeéres par cristallisation dans l'acétate d'éthyle (fig.45).

|\\H
N COOMe
MeO
O Q
MeO 'OMe
OMe
DL3b

Figure 45 : Structure chimique du composé DL3b
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3.1.2.6 - tableau récapitulatif des esters 3 formés a partir des benzhydrols 2

correspondants

esters 3 formés numéros Rdt

AL

(0] N OOMe

MeO :

MeO : O
OMe o—/

DL3a 96%

L
N\
0Ny OOMe Sb =%
MeO
@ @ DL3b 94%
MeO OMe
OMe

L\
o COOMe 3c 95%

N
MeO

@ © DL3c 97%
MeO

OMe

g 3d
0 OOMe 04%
@ @ DL3d 95%
MeO O
o/

AL
®) N OOMe
: : DL3e 97%

@) (@)
o O

AN
0=\ OOMe
MeO @ @ OMe DL3f 82%
MeO OMe

OMe OMe
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3.2 - Cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire des acides ou acides

silylés pyroglutamiques en cétone
3.2.1 - préparation des acides silylés

Nous avons vu dans le paragraphe 3.1.1 page 61 que le pyroglutamate de méthyle N-silylé et I'acide
pyroglutamique N,O-disilylé pouvaient étre N-alkylés par les réactifs halogénés. De la méme maniére,

ils peuvent I'étre par les benzhydrols silylés (fig.46).

OSiMe, O ;SiMe,
oﬂQ\cozswne3 _ e
|

figure 46 : Préparation des acides silylés 4"
3.2.2 - préparation des acides
3.2.2.1 - préparation

Les acides 4 peuvent étre obtenus instantanément et quantitativement en traitant les acides silylés
par une petite quantité de méthanol. lis peuvent étre également facilement obtenus par saponification
des esters 3 dans la soude aqueuse (fig.47 p.74) ; I'ajout lent d’HCI aboutit & la précipitation de I'acide
désiré. Il est a noter qu’un ajout trop rapide d’HCI conduit & une mauvaise précipitation. En effet, dans
ce cas, l'acide a tendance a prendre 'aspect d’'une pate collante, qui peut étre solubilisée dans le
chlorure de méthyléne et lavée a I'eau acide. La phase organique séchée et évaporée donne I'acide

sous forme d'une d’huile suffisamment pure pour étre utilisée telle quelie pour la cyclisation ultérieure.



R & R
X = Me 5
X=Me:3 1. NaOH
X = SiMes : 4" 2. HCI

figure 47 : Synthése des acides 4 a partir des acides silylés 4' ou des esters 3
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3.2.2.2 - tableau récapitulatif des acides 4 formés a partir des esters 3

correspondants

acides 4 formés

numéros

Rdt

PN
o COOH

DL4a

81%

4b

DL4b

92%

90%

4c

79%

LS Q

Dt.4d

74%

Dt.de

81%

DLAt

80%
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3.2.3 - cyclisation en cétone & partir des acides

De nombreuses réactions de Friedel-Crafts intramoléculaires ont été menées dans la série des acides

| pyroglutamiques (Rigo et Couturier, 1985). Le passage par le chlorure d’acide grace au chlorure de

thionyle ou au chlorure d’oxalyle, suivi de la cyclisation par le chlorure d'aluminium, fournit les cétones

présentées dans la figure 48 avec de bons rendements.

SOCl, AICk
—_— —_—
A ou
(cocly, R R

R =H, Me, Cl, OMe...

J figure 48 : Synthése de différentes cétones pyrogiutamiques par le chlorure d'aluminium

Il est également possible de réaliser cette cyclisation dans les mémes conditions a partir d'acides
silylés. Ceux-ci se comportent comme les acides vis-a-vis du chlorure de thionyle. De plus, ils

conduisent a des produits plus propres.

Néanmoins, certaines cétones ne peuvent étre obtenues par cyclisation par le chiorure d'aluminium
(fig.49). It est nécessaire d’utiliser un acide de Lewis plus doux. En effet, les essais menés avec le
chlorure d'aluminium conduisent & un clivage partiel des éthers aromatiques de ces cétones (Buckley

et Rapoport, 1983 ; Lee et coll., 1989).

OMe

- JOIOL,

figure 49 : Composés ne pouvant étre obtenus par cyclisation par le chiorure d'aluminium
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Afin de synthétiser des cétones pyrogiutamiques porteuses de groupements méthoxy aromatiques,
nous avons activé la fonction acide grace a I'anhydride trifiuoroacétique et employé un acide de Lewis
plus doux, le trifluorure de bore en solution dans I'éther (BF3/Et20). En effet, le mélange anhydride
trifluoroacétique/trifiuorure de bore dans I'éther apparait comme une méthode de choix (Bhatt et
Kulkami, 1983 ; Yasuda et coll., 1988) pour les cyclisations que nous désirons effectuer. Toutefois, il
faut noter que dans le cas de la présence d'un groupement méthoxy proche de la fonction cétonique
formée, il se produit une déméthylation en cette position (Dean et coll., 1966) suivant le mécanisme

présenté dans la figure 50.

F
» ] H
o@ow o OrndZ
M

e, 2
e (CRCO), BFEL,O e
—
80°C
- Me OMe
OMe OMe

H0

OMe

figure 50 : Mécanisme de la déméthylation par BF3/Et20 lors de la cyclisation de Friedel-Crafts

Par ailleurs, la cyclisation d'acides pyroglutamiques possédant deux noyaux aromatiques
dissymetriques doit, théoriquement, nous foumnir deux produits de cyclisation (fig.51)

O N OOH @) N O N

figure 51 : Produits attendus par cyclisation de type Friedel-Crafts
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La cyclisation des acides DL4a, DL4d, DL4e et DL4f confirme les différents points abordés ci-
dessus (présence de deux cétones par cyclisation d'acide dissymétﬂque, déméthylation éventuslle)
(tableau 1)f I est & noter, toutefois, une particularité dans le cas de la cyclisation de l'acide DL4f. La
cétone DL5f obtenue précipite directement dans le milieu réactionnel sous forme d'une poudre
jaune. I est nécessaire de laver cette poudre a l'eau, d'une part afin d'éliminer des traces acides
provenant des réactifs utilisés en excés, et d'autre part afin de détruire le complexe s'établissant entre

les fonctions cétonique et phénolique du composé et I'acide de Lewis choisi (Dean et coll., 1966).

acides 4 Produits de cyclisation obtenus Rdt

DLSa :32%

DLS'a :30%

DL5d :38%

DL5'd 5%

DL5e :76%

DLSf :57%

o Me

tableau 1 : Produits de cyclisation des acides 4

Les essais de cyclisation sur les différents acides 4 précités ont été menés en fort excés de BF3/EtoO

et d'anhydride trifluoroacétique, a reflux de ce demier. Nous avons tenté d'optimiser ces conditions de
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cyclisation en faisant varier les quantités de réactif et la température du milieu réactionnel (les temps de
réaction, quant & eux, sont régis par la disparition de l'acide de départ en CCM).

les résulta_ts de ces variations sur la cyclisation de I'acide DL 4a sont résumés ci-dessous (tableau 2).

COOH
MeO

MeO
OMe OMe O—J
DL4a DiL5a

a: (CRCOXD, BFs/El,O, CICHCHCI , 40°C

(CFLO)O]| BF:/Et O
(en nombre | (en nombre Durée du chauffage Résuitats
d'eq./DLd4a) | d'eq./DL4a)
obtention de DL5a et DL5'a en quantités
8 8 4 heures
équimolaires
obtention de DL5a et DL5'a en quantités
4 8 7 heures
équimolaires
obtention de DL5a et DL5'a en
11 8 9 heures
quantités  équimolaires
pas de tracas de DL.5a et DL5'a en CCM
1.1 4 9 heures
mélange de produits non identifié
pas de fraces de DL5a et DL5'a en CCM
11 6 9 heures
mélange de produits non identfié

tableau 2 : Optimisation des conditions de cyclisation du composé DL4a en DL5a et DL5'a, pour 1g

de produit et 10 mi de solvant
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La formation de I'anhydride mixte correspondant a I'acide DL4a est donc effective avec 1,1 équivalent
d'anhydride trifluoroacétique. Par contre, il est nécessaire de conserver un large excés de BF3/Et20
(8 équivalents). En effet, 'acide DL4a posséde de nombreux doublets libres, capables de complexer

le catalyseur.

Par ailleurs, nous avons réussi a séparer les cétones DL5a et DL5"a en mettant & profit la solubilité de
DL5'a dans une solution de soude 2N. Cette méthode est plus aisée que les séparations effectuées

auparavant (flash chromatographie et cristallisations) (Gautret, 1994).

De maniére générale, les rendements globaux des produits de cyclisation de type Friedel-Crafts
(avant séparation des différentes cétones éventuelies) apparaissent relativement faibles (<70%). Les
purifications par flash chromatographie nous ont permis de metire en évidence une série de produits
non séparés mais ayant perdu le noyau pyroglutamique des acides 4 (un produit de ce type a été isolé
dans une série voisine avec un faible rendement : cf p.134). Ces fractions représentent environ 30 a
40% du mélange brut des réactions effectuées. La liaison N-benzhydryl semblerait trés sensible au
milieu acide inhérent a ces cyclisations. Cette sensibilité est particulierement accrue dans la tentative
de cyclisation de l'acide 4i présenté figure 52. Le spectre de RMN 1H montre une faible proportion de
protons pyroglutamiques (présents habituellement entre 2 et 3 ppm) comparée a celle des protons
aromatiques ou des groupes méthoxy, ainsi qu'un trés faible pourcentage de produit cyclisé, qui n'a

pu étre isolé.

0 COOH

N

Q' ©

4i

MeO OMe

figure 52 : Structure chimique de l'acide 4i
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3.3 - Formation des alcools : réduction stéréosélective des cétones

3.3.1 - préparation

Les alcools 6 sont synthétisés a partir des cétones 5 et 5’ par réduction stéréosélective (fig.53). La
littérature montre que celle-ci peut étre effectuée par I'hydrure de lithium et de tri-t-butyloxyaluminium
(Pearce et coll., 1989) ou par le borohydrure de zinc (Bosmans et coll., 1989 ; Gensler et coll., 1960).
Ces réducteurs sont volumineux. L'attaque de la fonction cétone est donc orientée par
'encombrement stérique induit par le noyau aromatique E : I'approche ne pouvant s’effectuer que par
le coté opposé a ce noyau, I'hydrure ne peut se positionner qu’'en trans par rapport a celui-ci. Les
composés 6 possédent la méme stéréochimie que la podophyllotoxine. La valeur de la constante de
couplage entre le proton 11 et le proton 12 n'infirme pas I'nypothése de cette orientation.

La réduction de telles cétones pyroglutamiques par le borohydrure de sodium, quoique réducteur
moins volumineux que l'hydrure de lithium et de tri-t-butyloxyaluminium, donne les composeés

alcooliques correspondants sous forme du méme isomére.

1. AILIH(OtBu)s
THF

2. H,0

figure 53 : Synthése des alcools 6 a partir des cétones 5

Notons qu'il est possible d'obtenir trés aisément ces alcools par cristallisation, ceci méme a partir d'une
cétone sous forme d'huile non purifiée. Les alcools obtenus sont recristallisés dans I'acétate d’éthyle

et donnent de belles poudres blanches.
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3.3.2 - tableau récapitulatif des alcools 6 formés

réactifs cétoniques 5

produits alcooliques 6

Rdt

92%

92%

S0%

89%

91%
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3.4 - Tentatives de fonctionnalisation des composés 6 en position 4 par une chaine

aminée

3.4.1 - rappel

Les relations structure-activité concernant VP-16 et VM-26 montrent lintérét de la présence d'un
substituant de type aniliné en position 4, comportant un groupe donneur et un groupe accepteur de

liaison hydrogéne judicieusement placés (fig.54).

MeO
X = accepteur de liaison H en méta ou en para

HO

OMe O——-/

figure 54 : Structure chimique des composés C

Nous nous sommes ainsi intéressé a la synthése des composés D présentés figure 55 a partir de

DLé6a.

MeO

MeO RO

OMe O—/

DL6a D

figure 55 : Structure chimique des composés D

Les composés D constitueraient ainsi des analogues stricts des produits C.
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3.4.2 - données de la littérature

De nombreux dérivés de type C ont été synthétisés a partir de la podophyliotoxine (E) ou de la 4'-

déméthylépipodophyliotoxine (F) (Lee et coll., 1990) (fig.56).

MeO :
i
i
t
MeO :
OMe O——-/ ; MeO
1 1.HBrgaz
E e
{ 2. ArNH,,
i RO
E OMe 0‘-/
1 G
- i
!
-—=d R=HouMe
MeO
HO

OMe OJ

figure 56 : Synthése des produits G a partir de la podophyllotoxine (E ) et de la 4'-

démeéthylépipodophyliotoxine (F)

E et F sont tout d'abord traités par HBr gaz, afin de substituer le groupement hydroxyle par un atome

de brome. Le produit bromé est ensuite mis en présence d'un dérivé aniliné ArNH2 et de carbonate

de baryum. On obtient alors les composés G. La formation de ces molécules s'effectue suivant une

réaction SN1. Le cycle pendant aromatique trés encombrant en position 1 oriente la substitution de

fagon stéréosélective.

Des analogues de structure présentée figure 57 page 85 ont également été synthétisés selon le

méme principe (Wang et coll., 1992).



MeO

RO

OMe OH

figure 57 : Structure chimique des composés H

3.4.3 - premiére tentative de branchement de chaine anilinée en position 4

En nous fondant sur les données de la littérature rappelées page 84, nous avons décidé de traiter le
composé DL6a par HBr formé in situ, afin d'obtenir un produit bromé susceptible de subir une
substitution nucléophile ultérieure par des dérivés anilinés judicieusement choisis (cf 3.4.1 p.83) (fig

.58), puis une déméthylation sélective en position 4' (composés D ou R = H).

MeO MeO

RO™ # MeO
OMe OJ

D |
4
4

MeO
MeO

OMe O—-/

DL6a

figure 58 : Synthése envisagée des composés D a partir de DL6a
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L'utilisation d'HBr formé in situ nous a paru plus simple a mettre en oeuvre que celle d'HBr gaz. Nous

l'avons formé de la maniére suivante :

@) (@)

/I\BI' + MeOH e HBr + /I\OMG

Néanmoins, lors de cette tentative, nous n'obtenons pas le composé | mais un composé ayant subi
une démeéthylation en position 4' (visualisable par RMN) et ne comportant pas d'atome de brome
(confirmation par analyse élémentaire). Celui-ci n'a pu étre purifié.

Cet échec nous a toutefois permis de synthétiser le composé DL8a par traitement par HBr formé in
situ (fig.59). Il posséde une structure quasi plane et un cycle pendant aromatique de type

diméthoxyphénol qui en font un bon candidat pour des tests d'inhibition de la topoisomérase I1.

MeO

DL8a

figure 59 : Structure chimique du composé DL8a

3.4.4 - 6 g : un modele utilisable pour la synthése des composés D

Dans le but de mettre au point le branchement de chaine anilinée en position 4 de nos molécules,
nous avons synthétisé le composé 6 g a partir de la cétone 5g au moyen d'une réduction de la

fonction cétonique par le borohydrure de sodium (fig.60).

| /42\©f0 OQKE&OH
N NaBH, !
e e
Sg 6g

fig 60 : Synthése du composé 6 gapartrde5g
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Nous obtenons 6 g sous forme d'un unique isomére.
Les premiéres tentatives de branchement de chaine anilinée sur ce composé ont été menées sur le
principe de formation des composés intermédiaires possédant un meilleur groupe partant en position

4 qu'un groupement hydroxyle.
3.4.4.1 - présence d'un meilleur groupe partant en position 4

a - remplacement d'un groupement hydroxyle par un atome de chlore ou de

brome

* traitement par HBr formé in situ, HBr concentré ou chlorure de

thionyle

Un atome de chlore ou de brome est un meilleur groupe partant qu'un groupement hydroxyle. Nous

avons ainsi tenté la synthése des composés J et K de diverses maniéres (fig.61).
: | O/(%
N
K

figure 61 : Structures chimiques des composés J et K

Le premier essai de synthése de J a été mené en ftraitant 6 g par HBr formé in situ. A I'ajout de 6 g
dissous dans un minimum de chlorure de méthyléne dans le mélange CH3CO2Me/HBr formé par
réaction du bromure d'acétyle sur le méthanol, il se forme un précipité jaune. Celui-ci persiste aprés 20
heures d'agitation a température ambiante (et ne se dissout pas par reflux). La filtration de cet insoluble
et son analyse par CCM et RMN nous révélent la présence de la totalité du produit de départ 6 g. Nous

obtenons confirmation de l'impossibilité de substituer la fonction alcoolique en position 4 par un atome
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de brome suivant la méthode décrite dans la littérature (Lee et coll., 1990 ; Wang et coll., 1992) et déja
tentée sur DL6a.

Le traitement de 6 g par HBr concentré dans l'acétone a reflux pendant 12 heures aboutit au méme
résuitat.

Nous avons alors essayé de synthétiser le composé K par traitement de 6 g par le chlorure de thionyle
dans le chlorure de méthyléne. Dans ce cas également nous n'obtenons, aprés reflux pendant 12

heures, que le composé 6g de départ.

* traitement par le mélange CISiMe3/BiCl3 (Labrouillére et coll., 1995)

Le chlorotriméthylsilane est en général incapable d'effectuer la chloration des alcools. Toutefois, le
comportement de ce demier accompagné d'une quantité catalytique de BiCl3 comme agent chiorant
est remarquable. En effet, ce mélange est capable de transformer des alcools secondaires, réputés
moins réactifs que les tertiaires, en composés chlorés avec deux équivalents de chlorotriméthylsilane

et BiCl3 en quantité catalytique, suivant le schéma réactionnel suivant :

ROH + CISiMe;  ———»  HCl+ROSMe, (1)
ROSiMe; + CiSiMe; ——3 RCl+Me;SiOSiMe, (2)
ROH + 2CISiMe; —— HCl+RCl+Me;SiOSiMe, (3)

Le mélange CISiMe3/BiCl3 est également un puissant agent de chloration des alcools benzyliques.
Dans cette série, les alcools secondaires réagissent a température ambiante avec un seul équivalent
de chlorotriméthylsilane.

Le pouvoir chlorant de ce mélange serait di & une activation trés forte de la liaison Si-Cl par BiCl3, ceci
grace & une interaction probablement peu stable, dans laquelle BiCl3 jouerait le role d'un accélérateur

electrophile (fig.62).

+ -

) S
\Si-— - —Ck—==-BiCl,

“I

figure 62 : Interaction entre CISiMe3 et BiCl3
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Nous avons été confronté, lors de I'application de cette méthode de chloration, & des problémes de
solubilité de 6 g dans le chlorotriméthylsilane. Nous avons donc adjoint au mélange réactionnel du
chloroforme et porté le tout & refiux pendant 12 heures. Néanmoins, la réaction n'a pas évolué
(présence uniquement de 6g en CCM). Nous avons alors tenté le méme type de réaction en
remplacant le chlorotriméthylsilane par le bromotriméthylsilane. En effet, le bromotriméthylsilane est
capable de réaliser des bromations d'alcools secondaires en présence de BiX3 (X = Cl ou Br) plus
facilement que le chlorotriméthylsilane. Néanmoins, cette fois encore, nous n'avons pu obtenir le

dérivé halogéné espéré.

b - remplacement d'un groupement hydroxyle par un groupement tosyle

Suite aux échecs d'obtention des composés J et K, nous avons décidé de synthétiser la forme

activée tosyle de 6 g.

Deux syntheses de dérivés tosylés ont été essayées, par action du chiorure de tosyle (2 équivalents /

69)
- en présence de pyridine (2 équivalents / 6 g) dans le chlorure de méthyléne anhydre,
- en présence de triethylamine (2 équivalent / 6 g) dans le méme solvant.

Dans les deux cas, nous n'obtenons que le produit de départ 6 g.

A ce stade de I'étude, nous avons décidé de tenter un passage par une forme d'alcool silyié,

susceptible de réagir par des mécanismes différents sur des dérivés anilinés plus ou moins activés.

3.4.4.2 - autres tentatives

a - synthéses des composés 7g et DL7a

La silylation de l'alcool 6 g s'est effectuée de maniéere classique, dans I'hexaméthyldisilazane, a 130°C,

la reéaction étant catalysée par le chlorotriméthylsilane (fig.63 p.90).
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Une particularité a été la présentation de 7 g sous forme de poudre blanche et son insensibilité a

I'numidité (contrairement aux benzhydrols silylés, huiles colorées trés sensibles aux traces

d'humidité).

OSiMe

HMDS/CISiMe s & st =

e
130°C

79

figure 63 : Synthése du composé 7 g a partirde 6 g

Nous avons également synthétisé le composé DL7a a partir de DL6a (fig.64). Néanmoins, il faut
remarquer que, dans ce cas, il est nécessaire d'ajouter dans la réaction de l'imidazole, inducteur de
silylation, en quantité catalytique, afin d'obtenir le produit désiré. Cette fois encore, DL7a est obtenu

sous forme de poudre et se montre insensible a I'humidité.

HMDS/CISiMe 4
MeO imidazole MeO
130°C
MeO MeO
OMe OJ
DL6a DL7a

figure 64 : Synthése du composé DL7a & partirde DL6a
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b - réactivité de 7 g vis-a-vis de la benzylamine silylée

Afin d'obtenir des composés comportant un substituant aminé en position 4, nous avons imaginé la

condensation de 7 g sur la benzylamine silylée (fig.65) utilisée comme modéle.

+ @—-(}12 —NH—SiMe

figure 65 : Condensation envisagée du composé 7 g sur la benzylamine silylée
L'emploi de la benzylamine silylée offre l'avantage de la présence d'un groupement méthyléne

facilement visualisable par RMN.

La méthode de synthese pouvait ensuite étre élargie au branchement d'anilines silyiées

X = accepteur de liaison H en méta ou en para

judicieusement substituées (fig.66).

figure 66
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Le mécanisme attendu de la réaction est donné ci-dessous (fig.67).

e |
H)i\SiMes
| e |
: 5 e

H+

79

figure 67 : Mécanisme hypothétique de la condensation d'une amine silylée sur le composé 7 g

La benzylamine silylée est un liquide qui est utilisé comme réactif et comme solvant dans la réaction. A
90°C, nous obtenons un mélange homogéne. Nous catalysons alors la réaction par l'acide triflique.
Néanmoins, apres 6 heures de chauffage a 160°C, nous ne voyons ni appariton de pics
caractéristiques en RMN du siloxanne, sensé se former pendant la réaction, ni disparition des pics
caractéristiques OSiMe3 et NHSiMe3 des produits de départ (respectivement a 0,29 et 0,25 ppm).

Une augmentation des quantités de catalyseur ne permet pas, par ailleurs, d'effectuer cette réaction.
C - réactivité de 7 g vis-a-vis d'un amide aromatique silylé

Suite a I'échec de condensation d'une amine silylée sur le composé 7 g, nous avons entrepris de
réaliser la condensation d'un amide silylé, composé plus réactif, sur notre alcool silylé 7 g. Nous avons

choisi I'amide L présenté figure 68 qui posséde un groupe méthoxy facilement visualisable par RMN.

(@]
r\IJ)I\Me
SiMe,

MeO
L=

figure 68 : Structure chimique du composé L
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Nous avons également tenté d'obtenir le composé M par une réaction analogue a celle employée lors
de la formation des esters 3 (cf 3.1.2.5 p.70). Il devait étre possible ensuite de transformer la fonction
amide de S en fonction amine par chauffage dans le mélange méthanol/méthylate de sodium, afin
d'obtenir Ié chaine anilinée désirée sans modifier la fonction amide cyclique du composé

pyroglutamique (fig.69).

Me Me L'* Me

o= <> = <= Mesio—(

N—Ph

N—Ph N—Ph
L | |
SiMe, H
+ +
CF3SOgH CF3S0sSiMes
(o]
i%

79

9
F

R il e e R ——

S
COMe
I
HPh N—Ph
o N 0 "
b e + CF;SOzH
+ MesSiOSiMe 5

M

figure 69 : Mécanisme de condensation d'un amide silylé sur le composé 7 g

Neanmoins, une fois encore, nous n'observons pas de réaction, a 160°C, pendant 6 heures, entre

I'alcool silylé 7 g et I'amide silylé L.
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d - réaction de Mitsunobu sur le composé 6 g (Walker, 1995)
* données de la littérature

La réaction de Mitsunobu permet d'alkyler directement les amides par des alcools suivant le schéma

réactionnel présenté figure 70. Cette réaction s'effectue dans des conditions douces.

0 0
N + ROH —0ths o NAR
DEAD
0 0

figure 70 : Alkylation de la maléimide par des alcools selon la réaction de Mitsunobu (Walker, 1995)

it est nécessaire de respecter certains paramétres afin d'obtenir des rendements de réaction optimum :

- il faut conduire la réaction de telle sorte que I'amide ne soit pas exposée a PPh3 ou
au métange PPh3.DEAD. En effet, PPh3 est un nucléophile puissant capable dans le cas de la
maléimide d'attaquer la double liaison et il semble important de faire réagir le mélange PPh3.DEAD
avec ['alcool avant d'ajouter la maléimide.

- il faut débuter {a réaction a -78°C avant le retour a température ambiante.

- i faut éviter de travailler en excés de PPh3, de DEAD ou de maléimide. Par contre, les
meilleurs rendements de réaction sont obtenus en utilisant 1,5 équivalents d'alcool ROH. L'intérét de
cet excés apparait dans la figure 71 page 95 : dans ['étape initiale, a est formé rapidement et, en
présence d'alcool, est transformé en . Un équilibre h= ¢ se met en place aprés addition de la
malsimide. L'excés d'alcool permet de consommer e composé a_résiduel qui, sans cela, inhibe la

réaction. g peut également réagir avec la maléimide pour donner d.




o

95

ROH OB
PPhy + E—N==N—F —3 E—N—N—E — PhP{_
OR
a b
PhsP +
ROH o
NH
0 [ o ]
o
+
NR PhsP —OR . N-
o} o]
e
o [ o]
N+ E=N—N—E = o E—N —N—E . [ N-
a Hg
o PhyP + PhP + 0

figure 71 : Mécanisme de la réaction de Mitsunobu (Walker, 1995)

On peut en particulier utiliser 1 équivalent d'aicool effectuant la réaction de Mitsunobu et 0,5
équivalent d'un deuxiéme alcool (tertiaire), appelé "ligand froid” car il ne peut effectuer que trés

lentement une substitution SN2, ce demier favorise la formation de ¢.

* applicaton a6 g

Nous avons tenté la réaction de Mitsunobu en prenant pour alcool le composé 6 g et le composé N,
porteur d'un groupement méthoxy visualisable par RMN (fig.72 p.96). Nous espérions ainsi obtenir le
compose M qui serait ensuite transformé en son dérivé aminé par chauffage dans le mélange

méthanol/méthylate de sodium.
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O OH
OYMe
N
6g PPh,
————————p
DEAD
+
o) M
MeO—@—!\H /“\Me
N

figure 72 : Synthése envisagée du composé M a partir de 6 g et de N par la méthode de Mitsunobu

L'ordre d'ajout et les quantités de réactifs, ainsi que la température ont été choisis de maniére a se
situer dans les conditions optimales de la réaction de Mitsunobu. Néanmoins, aprés 24 heures
d'agitation & température ambiante et 10 heures a reflux du tétrahydrofuranne, nous n'avons isolé que

les réactifs de départ. \
e - tentatives de synthéses d'imines & partir de 5 g !

Une altemative de branchement de chaines anilinées en position 4 de nos molécules consistait en un

passage par un composé imine O puis réduction de celui-ci par le borohydrure de sodium (fig.73).

———— ———-

5¢g o]

Ar= —-@ . X = accepteur de liaison H en méta ou en para
X

figure 73 : Synthése envisagée de composés aminés en position 4 a partir de 5 g par l'intermédiaire

d'imines O
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Nous avons utilisé une procédure standard de préparation d'imines (Hutchins et coll., 1983), mettant
en oeuvre un mélange de 5¢, d'amine primaire choisie et d'une quantité catalytique d'acide
paratoluénesulfonique, a reflux dans ie toluéne. La réaction est menée dans un appareil Dean Stark
permettant d'éliminer I'eau formée au cours de la réaction.
Toutefois, aprés 18 heures de reflux, nous n‘obtenons que la cétone 5g ainsi que 'amine choisie
(dans notre cas : la paraméthoxyaniline).
Suite & cet échec, nous nous sommes tourné vers un deuxiéme type de synthése d'imines, utilisant
'amine comme réactif et comme solvant, a reflux de celle-ci, la réaction étant catalysée par HCI
concentré.
Nous avons utilisé ici la 4-fluoroaniline qui se présente sous forme liquide, ceci afin d'obtenir un milieu
plus homogéne a l'ajoutde 5 9.
Aprés 3 heures de chauffage & 190°C (disparition de 5¢g en CCM), nous nous affranchissons de
I'exces d'amine utilisée en solubilisant celle-ci dans I'éther. Le résidu obtenu est alors dissous dans le
chlorure de méthyleéne, lavé a l'eau. La phase organique est séchée et évaporée. La RMN TH de I'huile
rouge obtenue montre I'absence de protons pyroglutamiques, visualisables habituellement entre 2 et
3 ppm sous forme de multiplets. Cependant, on distingue 2 triplets porteurs chacun de 2 protons
entre 3 et 4 ppm. Ceci est caractéristique d'une forme de réarrangement de cétone pyroglutamique
(Gautret, 1994 ; Vendeville, 1996). Néanmoins, nous ne sommes qu'en mesure de formuler une

hypothése quant & la structure du produit formé P (fig.74), celui-ci n'ayant pu étre purifié.

figure 74 : Structure chimique hypothétique du composé P




98

Une autre structure hypothétique pour le composé P est présentée dans la figure 75. Elle provient

d'une ouverture du cycle lactame.

figure 75 : Seconde structure hypothétique du composé P

3.4.4.3 - conclusion sur les tentatives de branchements de chaine aminée en

position 4

Les tentatives de branchement de chaine aminée en position 4 de nos composés pyroglutamiques
polycycliques avaient pour but d'obtenir des analogues de produits dérivés de I'étoposide possédant
ce méme type de chaine. Les essais effectués se sont avérés infructueux. Néanmoins, il serait
intéressant de synthétiser des composés pyroglutamiques polycycliques comportant une chaine
aminée disposée dans une position proche (fig.76) dont les groupements donneur et accepteur de
liaison hydrogéne se situeraient dans I'espace aux endroits judicieux. Cette approche sera discutée

dans le paragraphe 3.6 pages 111 a 116.
@X

(L
X = accepteur de liaison H en méta ou en para

OMe O—/

figure 76
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1_- Aspect conceptuel

L'azatoxine présente, comme nous l'avons vu précédemment, des propriétés d'inhibition de la
topoisomérase Il
L'intérét de cette structure et ses propriétés cytotoxiques nous ont incité & envisager la création de

molécules analogues s'appuyant essentiellement sur les pharmacomodulations suivantes :

D — LD
Q) — QO

(M est a noter que le changement de géométrie spatiale du systéme, par ces modulations, est minime,
mais que I'on perd par l'intermédiaire de I'atome d'oxygéne et la fonction amine de l'indole la possibilité

de deux liaisons hydrogéne peut-étre cruciales.)

L'isostérie indole/naphtaléne a déja fait ses preuves, en particulier dans la création d'analogues de la
mélatonine (Depreux et coll., 1994).
Par ailleurs, Cho et coll. (Cho et coll., 1996} ont synthétisé des composés cytotoxiques comportant

des noyaux "polybenzéniques” en remplacement du noyau benzodioxole de I'étoposide (cf. p.43).

Nous voulons de cette fagon atteindre plusieurs objectifs :
- évaluer le pouvoir inhibiteur de topoisomérase Il de nos analogues structuraux et leur
caractéere cytotoxique,

- affiner les relations structure-activité existantes.
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Ces considérations montrent I'intérét d'obtenir des composés suivants :

(e}
MeO MeO MeO
HO H” HO HO
OMe
composé 1 composé 2 composé 3
(o]
o=k
MeO MeO MeO
HO HO H
OMe OMe
composé 4 composé 5 azatoxine

il est connu que le composé 6 n'a pas d'activité d'inhibition de topoisomérase Il (fig.77) (cf p.48).

OMe

composé 6

figure 77 : Structure chimique du composé 6

L'analogue strict du composé 6, c'est-a-dire le composé 2, ainsi que le composé 5 qui doit adopter
une géometrie spatiale trés proche, sont tout de méme intéressants a synthétiser et a tester dans le
cadre d'une inhibition de topoisomérase ll. En effet, les pharmacomodulations envisagées sont
susceptibles de modifier de maniére non négligeable Iimpact potentiel sur la topoisomérase Il ou le
complexe ADN-topoisomérase Il. Par ailleurs, comparer les composés 2 et 5 aux composés 1, 3 et 4

peut permettre une meilleure compréhension des relations structure-activité existantes.
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La synthese de l'azatoxine (Leteurtre et coll., 1992) n'est pas chose aisée. Celle du compose 1,
analogue strict de I'azatoxine, pose des problémes chimiques importants (celle-ci fait l'objet d'une
étude actuellement au laboratoire), par la nécessité d'obtention de précurseurs indoliques
foncﬁonﬁalisés en position 2 de ce noyau; position défavorable. Nous avons apporté notre
contribution a cette étude par la synthése d'un composé indolique simple (fig.78) susceptible de servir
de support aux synthéses des composés 1 et 2 (cf p.101). Par ailleurs, nous avons choisi de

synthétiser, dans le cadre des analogues naphtaléniques, le composé 5 (fig.78).

figure 78 : Structures chimiques du composé 5 etde 1 1
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> - Stratégie d hen. O I st TNl

Les étapes-clés de la synthése du composé 1 1 (fig.79) s'avérent étre la formation de l'ester
méthylique 9 et la cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire du produit de saponification de

l'ester 9.

\\H
O=™\ OOMe
SN (
o 0= ™7 “coome OMe
9 |l
N

W |

I

“

figure 79 : Rétrosynthése du composé 1 1

La chimie utilisée dans cette série a par ailleurs permis d'étudier la réactivité de la cétone 1 1 vis-a-vis

de silylations, réductions et traitement par HBr concentré.
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g
(o) OMe +

g

N
kOMe
0=y~ cooEt 90°C 0=y OOMe
33 heures
| [
Q 9 I
H H
LN\
0= >y ScooH
1. NaOH / H,0/ ] 1. NaOH/H,0
2. HCl o 2. HCl

1. (CFLO)0. BF,;/ELQ, 40°C, 2 heures

COOH
130°C. 24h
OH
N
Q NaBH /EtOH
—H reflux. 5h

HMDS/CISiMe,
Imidazole, 130°C

o OSiMe,

SCHEMA DE SYNTHESE DE LA SERIE "INDOLIQUE"
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3.1 - esters pyroglutamiques

3.1.1 - résultats antérieurs du laboratoire

Le composé N-(3-indolyiméthyl)pyroglutamate d'éthyle Q a été synthétisé au laboratoire en faisant

réagir le glutamate de diéthyle, le formol et l'indole dans les conditions de la réaction de Mannich

OQ\COZB
AcOH k
Etooc—/\—-cooa + CH0 + || —» |
- NH, B N
H

(fig.80)(Miocque et Vierfond, 1970).

0 I~

figure 80 : Synthése du composé Q par réaction de Mannich

Néanmoins, le rendement de la réaction est faible (31%). Ceci s'explique par l'obtention d'une

quantité importante de bisindolylméthane lors de la réaction (fig.81).

o7 O

figure 81 : Structure chimique du bisindolylméthane

Par ailleurs, la cristallisation du produit est peu aisée puisque celle-ci s'effectue dans I'eau , a raison de

4 g d'ester Q par litre d'eau a I'ébullition.
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3.1.2 - synthése de l'ester méthylique 9 par une méthode originale

Afin d'augmenter le rendement de formation d'ester “indolique" et de faciliter la cristallisation, nous

avons mis en présence le N-méthoxyméthyl pyroglutamate de méthyle et lindole, la réaction étant

catalysée par l'acide triflique (fig.82).

/QX | oo 0//\—1\)\002%3
o CO-Me + —_— K
L |
OMe H

90°C
33h

I-—

figure 82 : Synthése du composé 9

Celle-ci est suivie par RMN 1H. En effet, il nous est possible de visualiser, par cette technique, la
disparition de pics caractéristiques du N-méthoxyméthylpyroglutamate de méthyle (protons Hi, H2 et

H7), ainsi que l'apparition de pics caractéristiques du produit final désiré (protons Hg, H15 et MeOH

formé) (fig.83 p.107).
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7 15
CFgSO;H
0 OOMe _GFSOH 0=\~ CooMe Moo
90°C
- : O
1
I
H
H7 H1
H K
oo [ y
=0: 77
4,88 4,60 3,72 3,27 ppm
H; H,
Fhis MeOH
H H H K l
O<t<33h: “ “ ” L ]l,/ I
5,18 4,88 4,60 4,29 3,72 3,61 3,50 3,27 ppm
Hs  MeOH
H9 "_l9
| I I 9y
5,18 4,29 361 3,50 ppm
figure 83 : Représentation schématique de l'avancement de la réaction de formation de 9 suivi par

RMNTH

Apres 33 heures de chauffage & 90°C, le produit est traité par des lavages a I'eau, puis & l'eau saturée

en chiorure de sodium. Nous obtenons avec un rendement de 95% une huile rouge, qu'il est possible

de cristalliser dans l'acétate d'éthyle.
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3.2 - synthése de l'acide N-(3-indolylméthyl)pyroglutamique 10

L'acide 1 0 a été tout d'abord obtenu a partir de I'ester éthylique correspondant par saponification par

la soude 2N puis acidification par HCI concentré (fig.84).

o

figure 84 : Structure chimique du composé 1 0

Il est & noter que l'obtention de ce produit par saponification de I'ester méthylique est plus ardue. En
effet, une pureté insuffisante de l'ester méthylique contrarie le bon déroulement de la réaction. Par
ailleurs, il est essentiel de diluer fortement la phase aqueuse basique avant acidification afin de réaliser

une bonne précipitation de I'acide désiré.
3.3 - cyclisation de l'acide 10 en cétone 11

La cétone 1 1 est obtenue par une cyclisation de type Friedel-Crafts a partir de 'acide 10 (fig.85) dans

les mémes conditions que les autres cyclisations déja réalisées.

A O :

N
k (CF,CO),0
————
Ol od
N
|
H
10 11

figure 85 : Synthése du composé 1 1 a partir de l'acide 1 0
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Dans ce cas, nous utilisons 1,1 équivalent d'anhydride trifluoroacétique pour former I'anhydride mixte

et 4 equivalents de BF3/Et20 pour obtenir le produit cyclisé. Celui-ci précipite directement dans le

milieu réactionnel, aprés 2 heures de chauffage a reflux .
Il est filtré et lavé a l'eau, ceci afin de détruire le complexe créé entre les fonctions cétonique et amine
de la molécule et I'acide de Lewis.
3.4 - réactivité du composé 11 vis-a-vis d'HBr concentré
3.4.1 - résultats antérieurs du laboratoire
Différentes études de réarrangements par action d'acides sur des cétones pyroglutamiques
polycycliques ont été menées au laboratoire.

Le traitement de la cétone 5 g par HCI concentré a reflux pendant 24 heures foumnit trois produits de

rearrangement (Vendeville, 1996) (fig.86).

CH,CH,COLoH —
N 2 N7 N
HC'CC +
reﬂux

40% traces

figure 86 : Réactivité de 5 g vis-a-vis de HCI concentré
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Le traitement de cette méme cétone ou de 5 h par HBr concentré a 130°C pendant 24 heures donne

deux composés de réarrangement (fig.87) (Vendeville, 1996).

CH,CH,CO,H
NT N NT N
HBr cc
reﬂux
R

R=H:5g R=H:52% R=H:5%
R=Me:5h R=Me:71% R=Me:12%

figure 87 : Réactivité de 5 g et 5 h vis-a-vis de HBr concentré
Nous avons donc décidé de réaliser ce type de réaction a partir de la cétone 1 1.
3.4.2 - réactivité de 1 1 vis-a-vis d'HBr concentré

Contrairement aux résultats obtenus antérieurement au laboratoire (fig.87), le composé 11 traité par

HBr concentré ne fournit qu'un produit de réarrangement 1 1 R avec un rendement de 60% (fig.88).

COOH R,
10
H
N : OH R, N/
H )
N/
11R
R4 R

Ry, Ry, Rz etR;: Meou H

figure 88 : Structures chimiques du composé 11R et de composés synthétisés par Molina et coll.

(Molina et coll., 1996)
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Ce produit est extrémement intéressant, dans le sens ou I'on peut faire une analogie entre sa formule
et les formules de certains composés synthétisés par Molina et coll. (Molina et coll., 1996) (fig.88

p.110), intercalants et cytotoxiques sur des lignées cellulaires de carcinome humain.
3.5 - réduction du composé 11 en alcool 12

La réduction de la cétone 1 1 par le borohydrure de sodium s'effectue au moyen de 2 équivalents de

ce réactif dans I'éthanol et conduit au composé 1 2 (fig.89).

12
figure 89 : Structure chimique du composé 1 2
La réaction est suivie par CCM et nous observons bien la disparition du produit de départ. Cependant,
il faut noter que le rendement en composé cristallisé est assez faible (55%). La présence de produits
secondaires n'a pu étre mise en évidence.

L'alcool 1 2 obtenu peut étre silylé et donner le composé 1 3 avec un rendement quantitatif (fig.90).

OSiMe;

figure 90: Structure chimique du composé 1 3
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It faut souligner toutefois qu'une silylation classique dans Fhexaméthyldisilazane, catalysée par le
chlorotriméthylsilane ne donne pas de résultat. Il est nécessaire d'ajouter un catalyseur dans le milieu
réactionnel (imidazole).
Par ailleurs, le composé 1 3 précipite directement dans le milieu et, comme les autres éthers silylés de

formule proche, est stable a I'air.

3.6 - tentatives de silylation du composé 11

11

3.6.1 - intérét

Suite aux échecs rencontrés lors de la synthése des composés D et R présentés figure 91 , il nous
semblait intéressant d'envisager la synthése de dérivés tels qhe la chaine anilinée soit branchée, non
pas en position 12, mais en position 11 (avec ajout d'un groupe méthyléne intermédiaire) (fig.92

p.113).

et

figure 91 : Structures chimiques des composés D et R
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R' R

figure 92 : Formule générale de produits contenant une chaine anilinée en position 11

Nous espérions ainsi conserver les points d'attache importants au complexe enzyme-ADN, & savoir un
groupement donneur et un groupement accepteur de liaison H judicieusement placés.

Nous avons choisi de travailler a partir de la cétone 1 1, plus facilement disponible que les cétones
possédant un cycle pendant aromatique, ceci dans le but d'appliquer ensuite les réactions employées
aux cétones DL5a et DL20 (cf p.78 et 120).

Nous pouvions envisager le branchement de telles chaines en position 11 de diverses maniéres, et

en particulier par l'intermédiaire d'éthers d'énols silylés.

3.6.2 - résultats antérieurs du laboratoire : fonctionnalisation de la cétone 5 g

en position 11

3.6.2.1 - réaction de Michaél

Les premiéres introductions de chaines en position 11 de la cétone 5 g ont été réalisées par réaction

de Michaél (Rigo et Kolocouris, 1983) (fig.93).

R
0 O o > (o}
N Triton B N
CH>=CHR
5g R =CN, COMe, CO,Et

figure 93 : Premiéres fonctionnalisations en position 11 de la cétone 5g
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Cependant, cette méthode n'est plus applicable quand la géne stérique devient trop importante, avec

loxyde de mésityle par exemple (Rigo et Kolocouris, 1983).
3.6.2.2 - réaction de Mannich
La réaction de Mannich a également été utilisée pour fonctionnaliser 5 g en position 11 (Kolocouris et

coll., 1993 ; Poulain, 1996) (fig.94).

(HNMe,, HCI) ; CH,0

EtOH, 36 heures , refiux
58%

5g

morpholine ; CH,0 ; CH,COCI
5g >
EtOH, 26 heures, refiux

50%

figure 94 : Fonctionnalisations en position 11 de 5 g par réaction de Mannich

Néanmoins, cette réaction n'est pas généralisable aux branchements d'amines aromatiques
secondaires. En effet, la synthése du produit S présenté figure 95 n'a pu étre réalisée dans ces
conditions. Lors de la réaction, outre la cétone initiale, n'est récupéré qu'un produit aromatique,

probablement un dimére de I'amine de départ.

figure 95 : Structure chimique du composé S
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3.6.2.3- passage par les éthers d'énols silylés

Les techniques usuelles de synthése d'éthers d'énols silylés font appel au chlorotriméthylsilane

(Colvin, 1981) (fig.96).

OSiMes OSiMe,

1. CISiMe , DMF, NEt,
2. NaHCO,, H,0

<

22% 78%

OSiMes OSiMes

1. LDA, DME
2. CiSiMe,

>

A

99% 1%

figure 96 : Synthése d'éthers d'énols silylés par CISiMe3

Ces composés sont plus stables que les éthers silylés correspondants (Colvin, 1981). lls résistent

mieux a priori a I'hydrolyse et a 'oxydation a Fair. 2

Une autre synthése possible d'éthers d'énols silylés est présentee dans la figure 97.

L'iodotriméthyisilane utilisé est généré in situ a partir de Nal et de CiSiMe3.

o OSiMes
. R' 4 Nal + NEt, 4+ CISiMe, » p="N
30 minutes
25°C

figure 97 : Synthése d'éthers d'énols silylés par ISiMe3 généré in situ
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Le composé T a pu étre préparé de cette maniére (fig.98).

OSiMe,
o A

figure 98 : Structure chimique du composé T

La réaction est suivie par RMN (transformation du doublet de doublet des protons H7 de 5g en

singulet pour T).

Néanmoins, ce composé T est trés sensible a I'humidité, en particulier lors de la filtration du

chlorhydrate de triéthylamine (ainsi, 50% du produit formé est hydrolysé).

Ce composé a été également synthétisé par une réaction faisant intervenir I'nexaméthyldisilazane

(réaction catalysée par le chlorotriméthylsilane et la saccharine) qui ne nécessite pas d'extraction du

produit.

Il devrait étre alors possible de brancher des amines secondaires en position 11 tel que suit (fig.99).

o OSiMe,
N7 Oﬁ/Me
. —R,
le) (@]
N
+ —_————
Me,
rR—NN_-cCI

o)
MeONa N
———e

figure 99 : Branchements envisageables d'amines secondaires en position 11 a partir d'éthers d'énols

silylés
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3.6.3 - tentative de silylation de la cétone 1 1

Nous avons tenté de synthétiser I'éther d'énol silylé correspondant a la cétone 1 1 par réaction dans
I'hexaméﬂ‘Mdisilazane, catalysée par le chlorotriméthyisilane. Cependant, nous nous sommes heurtés
a des problémes de solubilité de 1 1 dans I'hexaméthyldisilazane : aprés 24 heures a 130°C, nous
n‘obtenons que le produit de départ.

It serait nécessaire d'envisager une silylation par Nal/CISiMe3/NEt3 dans l'acétonitrile, en prenant
garde de filtrer le chlorhydrate de triéthylamine sous atmosphére d'azote, ceci afin d'éviter une

éventuelle hydrolyse a {'air du produit désiré.
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4 - Stratégie chimi le la_séri htaléni

Dans le cas de la synthése du composé 5 (fig.100), nous avons opté pour un schéma de

synthése similaire a celui utilisé pour I'obtention de nos analogues de I'étoposide (cf p.58).

compose 5

figure 100 : Structure chimique du composé 5

La chimie étudiée dans cette série utilise une fois encore les composés silylés et a permis pour la
premiére fois de réaliser la cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire sur des acides
dissymétriques se présentant sous forme d'un unique isomeére, et non d'un mélange équimoiaire de
diasteréocisomeres, permettant ainsi de préciser les hypothéses meécanistiques précédemment

envisagées au laboratoire.
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OMe
DL15b

1. NaOHH0
2. HCI

1. (CELON0, BFJELO

@ @ OMe 40°C. sh
—_—
@ oMe 2. HO

OMe

DL16Db

1. (COCI), . t° amb.
2. benzylamine/pyridine

SCHEMA DE SYNTHESE DE LA SERIE

HBrcc
110°C
6h

NaBH, /E{OH
reflux
5h

© CMe

DL.26

Et,SiH/TFA
2] & ©° amb. puis
2h a reflux

"NAPHTALENIQUE" ISSUE DE DL15b



1. NaOHM,0/80°C/4h
2. HCI

DL16a

1. (CFL0)0. BFJELO, 40°C, 9h
2. HO

MeO MeO
DL18 + + +
MeQ MeQ
OMe
DL20 DL19 DL21
CHLOBMeOH CHALOBMeCH
t° amb., 3j t> amb., 2§
MeO MeO
HO HO
OMe
DL22
MeO
HO

composé 5

SCHEMA DE SYNTHESE DE LA SERIE "NAPHTALENIQUE™ ISSUE DE DL152




De nombreux produits de ce paragraphe apparaissent avec une stéréochimie particuliére en position 7
qui n'a pas été vérifiée excepté pour les composés DL15a, DL 19et DL20 par des expériences de
cristallographie et de RMN (position du carbone porteur des deux noyaux benzéniques substitues).
La notation choisie rend compte du fait que ces produits sont obtenus sous forme d'un unique
isomére. De plus, les molécules synthétisées a partir de dérivés de l'acide DL-pyroglutamique sont
dessinées, par souci de simplification, sous forme L et non sous forme de leur mélange racémique,

mais sont précédées,dans leur numérotation du préfixe D L.

5.1 - formation du benzhydrol 14

Le benzhydrol 1 4 est synthétisé selon la réaction suivante :

Br @ OH
1 Mg OMe
—>
2. triméthoxybenzaldéhyde
OMe

3. HO

14 OMe

Il est obtenu avec un bon rendement (89%) et est suffisamment pur pour étre utilisé tel quel pour la

suite de la synthése.

5.2 - silylation du benzhydrol 14 (Gautret et coll., 1996)

Le benzhydrol silylé est obtenu quantitativement par action de I'nexaméthyldisilazane, catalysée par le

chlorotriméthylsilane. Sa formation est, par ailleurs, facilement visualisable par RMN (groupe OSiMe3 a

0,09 ppm). Il est suffisamment pur pour étre utilisé directement pour la réaction suivante.
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5.3 - condensation sur le pyroglutamate de méthyle N-silylé DL

5.3.1 - rappel sur les condensations antérieures

Nous avons évoqué I'obtention d'un melange équimolaire de deux isomeéres pour chaque N-alkylation
donnant lieu & des esters dissymétriques. Ces isoméres sont visualisables en RMNTH mais non

separables ou séparables partiellement.

5.3.2 - cas du composé DL15

La condensation du benzhydrol silylé "naphatalénique" sur le pyroglutamate de méthyle N-silylé DL
s'effectue comme dans les autres cas a 130°C avec l'acide triflique comme catalyseur et conduit au

mélange des deux racémiques DL 15 (fig.101).

0% N Scoome

DL15

figure 101 : Structure chimique du composé DL 15

Nous suivons la réaction de N-alkylation, de maniére générale, par :

- la distillation de I'nexaméthyldisiloxanne formé lors de celle-ci,

- la disparition en RMN du pic caractéristique d'alcool silylé a environ 0,1 ppm
ainsi que par l'apparition d'un pic correspondant aux protons de la fonction ester du produit final a

environ 3,4 ppm.

La RMN TH de I'huile granuleuse, mélange des deux racémiques, obtenue apres traitement de la

réaction, dans le cas de DL 15, nous a quelque peu surpris. En effet, si la présence d'un mélange de
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deux isomeéres apparait clairement, il était difficilement imaginable de trouver un des pics de fonction
ester a 2,45 ppm (c'est-a-dire prés d'1 ppm plus blindé que dans les produits habituels).

Des études de cristallographie RX ont montré que le groupe ester d'un des isoméres (que nous
appelons DL15a ou isomére 1) se trouve dans le cone de blindage du noyau naphtalénique (cf. page
123bis).

Les differences notables de spectres 1H entre ces deux isoméres se rapportent a une différence
structurale assez importante (ceci contrairement aux esters 3 déja abordés), ce qui nous a permis
d'envisager leur séparation. Celle-ci est réalisée en ajoutant a I'nuile granuleuse de l'acétate d'éthyle a
température ambiante. Ceci fait précipiter d'une maniére pratiquement quantitative l'isomére que nous
nommons isomére 2 (DL 15b), sous forme de poudre blanche (fig.102). L'isomére 1 (DL15a), quant
a lui, se solubilise dans l'acétate d'éthyle (fig.102).

La méme séparation peut étre effectuée en remplacant I'acétate d'éthyle par le méthanol.

®) COOMe o} N COOMe

e OMe ' : : OMe
OMe OMe
OMe OMe

DL15a DL15b

figure 102 : Structures chimiques des composés DL15aetDL15b

Les deux isoméres adoptent des comportements différents vis-a-vis des solvants. Néanmoins, il faut
noter que l'ajout d'acétate d'éthyle sur un mélange brut trop chaud réduit la qualité de la séparation,
ainsi qu'un refroidissement trop important du mélange qui prend alors en masse.

Par ailleurs, les rapports frontaux en CCM des deux esters demeurent identiques, ce qui empéche

toute séparation éventuelle par flash chromatographie.
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REPRESENTATION CRISTALLOGRAPHIQUE DU COMPOSE DL15a
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Ces deux isomeéres, apres séparation, outre leur différence de comportement vis-a-vis des solvants,
montrent également de grands écarts de points de fusion (68°C pour lisomére 1 ; 212°C pour

l'isomeére 2).
5.4 - saponification des esters DL15a et DL15b

Les esters DL15a et DL15b peuvent étre saponifiés au moyen d'une solution de soude 2N.
La précipitation des acides DL16a et DL16b s'effectue aisément par acidification de la phase

aqueuse basique par HCI concentré (fig.103).

m M
(@] COOH

N O N COOH
I'.I OMe OMe
OMe : : OMe
OMe OMe

DL16a DL16b

figure 103 : Structures chimiques des composés DL16aetDL16b

Ces deux acides isomeéres possedent, comme leurs esters respectifs, des caractéristiques physiques
tres différentes :
- les points de fusion de DL16aet DL 16b sont respectivement de 237°C et
187°C.
- DL 16b se dissout beaucoup plus facilement que DL 16a dans le méthanol.

: DL16aetDL16b se distinguent par leurs spectres 1H et 13C.
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5.5 - formation de I'amide DL17
Une premiére tentative de synthése de I'amide DL 17 a été effectuée par mise en présence de l'ester

DL15b et de la benzylamine & 75°C. Néanmoins, aprés 18 heures de chauffage a cette température

et 24 heures de chauffage a 110°C, nous n'avons pu obtenir le produit désiré (fig.104).

<: :>_CH§—NHa

DL15b %

DL17

figure 104 : Tentative de synthése de DL 17 apartrde DL15b

Nous avons donc tenté la synthése de DL 17 de la fagon suivante (fig.105).

Ry
@] 11 CTOOH
OMe
1. (COCl),
—_)
2. benzylamine

/Qf 15
®) 11 CO—NH—CH;
: : OMe

OMe pyridine
OMe

DL16b

OMe
OMe

DL17

figure 105 : Synthése de DL17 apartrde DL16b
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Nous observons, aprés 18 heures a température ambiante, la formation du chlorure d'acide (H{ 1
déblindé en RMN 1H). DL16b, en suspension dans le chlorure de méthyléne, a laissé place a une
solution marron, limpide, de ce chlorure d'acide. Aprés ajout de la benzylamine dissoute dans le
chlorure de méthylene et de la pyridine, et 3 jours d'agitation a température ambiante, nous obtenons
une huile marron, cristallisable dans I'acétone.

Une analyse HPLC de ce produit recristallisé dans I'acétate d'éthyle montre une pureté supérieure a
99%, ceci sur quatre longueurs d'onde différentes.

L'analyse élémentaire confirme I'obtention de DL 17.

Par ailleurs, nous visualisons, en RMN 1H, un couplage franc entre le méthyléne H1 3 et le proton de la
fonction amine de la molécule. En effet, H{ 3 apparait sous forme de deux doublets de doublet, et le

proton de la fonction amine sous forme d'un triplet.

5.6 - cyclisation en cétones des acides DL16a et DL16b

5.6.1 - rappel sur les cyclisations réalisées auparavant

Nous avons précisé les conditions expérimentales de cyclisation des acides 4 :
- 1,1 équivalent d'anhydride trifluoroacétique,
- 4 a 8 équivalents de BF3/Et20 suivant les acides,

- reflux de l'anhydride trifluoroacétique.

Dans le cas ou l'acide comporte un noyau aromatique substitué par 3 groupes méthoxy en positions

3,4 et 5, il se produit une déméthylation du groupe méthoxy situé en ortho de la fonction cétone

formée.
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5.6.2 - cas du composé DL16b

L'acide DL16b a été placé dans les conditions de cyclisation citées précédemment (avec 8 eq en
BF3/Et20). Aprés 9 heures de chauffage, il ne reste plus d'acide de départ en CCM.

Une particularité inattendue (car uniquement présente dans le cas de cyclisations d'acides
symétriques ou ne comportant qu'un seul noyau aromatique) a été la précipitation directe dans le
milieu réactionnel d'une poudre jaune, avec un rendement de 70%. Cette poudre a été filtrée et lavée
a l'eau jusqu'a neutralité des eaux de lavage.

La RMN 1H de celle-ci montre l'obtention du composé DL 18 (H phénolique aisément reconnaissable

a 12,24 ppm) (fig.106).

DL18

figure 106 : Structure chimique du composé DL 18

L'analyse du spectre de RMN 1H du filtrat montre que la cétone DL 20 (fig.107) ne s'est pas formée.
On peut, par contre, mettre en évidence la présence de composés provenant de la coupure de la
liaison N-benzhydryle et ne contenant pas I'ensemble pyroglutamique ; il n'a pas été possible de

purifier le mélange de composés obtenus.

MeO

MeO

DL20

figure 107 : Structure chimique du composé DL 20
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5.6.3-cas ducomposé DL16a

L'acide DL16a a subi une réaction de cyclisation dans les mémes conditions que DL16b (méme
nombre d'équivalents d'anhydride trifluoroacétique (2 eq.) et BF3/EtoO (8 eq.), et méme nombre
d'heures de chauffage (9 heures a reflux)).

En fin de réaction, il n'apparait pas de précipité. Aprés traitement, nous obtenons une huile marron
dont la RMN 1H est trés complexe. On remarque en particulier la présence de 3 massifs susceptibles
de correspondre au proton "angulaire” (Hq 1).

L'obtention d'un premier précipité par cristallisation dans l'acétate d'éthyle, avec un rendement de
15%, dont le spectre de RMN1H contient 8 protons aromatiques, 4 protons de type pyroglutamique, 1
proton de type "ArCHAr " (communément appelé Hy dans nos cétones cyclisées) et pas de proton
phénolique laisse supposer la présence du composé DL20 (fig.107 p.127).

Néanmoins, le spectre 13C montre la présence d'une unique fonction carbonyle a 173,25 ppm : la

fonction carbonyle lactame du noyau pyroglutamique.
Nous avons alors imaginé la formation du composé DL 19 qui posséde toutes les caractéristiques

fonctionnelles pour une adéquation parfaite aux spectres 1H et 13C obtenus (fig.108).

L'analyse éiémentaire de ce produit confirme totalement notre hypothése.

MeO

MeO

OMe

DL19

figure 108 : Structure chimique du composé DL 19
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Des décarbonylations lors de la cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire d'acides
pyroglutamiques ont déja été remarquées dans des travaux antérieurs (El Ghammarti, 1995 ; Rigo et
coll., 1989 et 1996).

Il est important dans notre cas de rappeler que I'acide DL16a provient de 'ester DL15a, dont la
fonction ester doit se positionner dans le cone de blindage du noyau naphtalénique. On peut alors
supposer que, lors de la formation du carbocation, aprés passage par I'anhydride mixte, le noyau
naphtalénique se trouve idéalement placé pour qu'une décarbonylation suivie d'une attaque de ce
noyau en position 11 puisse s'effectuer.

Ce composé DL19 posséde une particularité notable en RMN 1H : H{1 est fortement déblindé
(passage de 4-4,2 ppm pour les produits de cyclisation habituels a 5 ppm pour DL 19).

I est recristailisable dans Facétate d'éthyle et le méthanol.

Une deuxiéme cristallisation dans l'acétate d'éthyle du mélange brut fournit, avec un rendement de
15%, un composé dont les RMN 1H, 13C et r'analyse élémentaire permettent d'élucider la structure :

DL20 (fig.107).

MeO

MeO

figure 107 : Structure chimique du composé DL 20

Les stéréochimies des composés DL 19 et DL 20 au niveau du carbone porteur des deux noyaux
aromatiques ont été élucidées par des études de cristallographie (cf. pages 129bis et 129ter).

Une demiére cristallisation dans l'acétate d'éthyle du mélange brut permet, enfin, d'obtenir, avec un
rendement de 30%, le composé DL 18, déja isolé lors de la cyclisation en cétone de l'acide DL16b

(fig.106 p.130).
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REPRESENTATION CRISTALLOGRAPHIQUE DU COMPOSE DL19
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REPRESENTATION CRISTALLOGRAPHIQUE DU COMPOSE DL20




figure 106 : Structure chimique du composé DL18

Un fois encore, il est possible de visualiser par RMN TH, un mélange de produits de coupure ayant
perdu le noyau pyroglutamique, constituant I'ensemble de I'huile marron résiduelle (soit 40% du
melange brut de base).

Contrairement a toutes les cyclisations jusqu'alors effectuées sur les différents acides, il est possible
d'isoler par précipitation des huiles résiduelles dans I'heptane et recristallisation dans l'acétate
d'éthyle, un de ces produits de coupure (rdt = 2%).

Le spectre TH de ce demier montre la presence de 7 protons aromatiques (dont 6 protons de type
naphtalénique), de 9 protons de type méthoxy et de 2 protons équivalents, situés vers 4 ppm.

Nous avons alors emis I'hypothése de la formation d'un des deux produits cyclisés présentés dans la

DL21 DL21'

figure 109.

figure 109 : Structures chimiques des composés DL21etDL21’
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Un mécanisme plausible de formation de ce type de composé serait le suivant :

DL21 DL21'

L'analyse éléementaire de la poudre obtenue ne permet pas de déterminer si nous sommes en
présence de DL21 oude DL21’, mais elle confirme la formule brute du produit.
Le spectre de RMN 1H de ce composé (DL21 ou DL21") effectué dans I'acétone deutérée fait
apparaitre quatre massifs importants pour I'ensemble des deux noyaux benzéniques que l'on peut
séparer de la maniére suivante :

- un triplet de doublet d'intensité 1 a 7,45 ppm (J 1=8,2Hz ; J2 = 1,4 Hz),

- un triplet de doublet d'intensité 1 a 7,54 ppm (J1 =8,2Hz; J2 = 1,4 Hz),

- un doublet d'intensité 1 a 7,90 ppm (J = 8,6 Hz),

- un doublet d'intensité 1 & 7,95 ppm (J = 8,6 Hz),

- un doublet d'intensité 1 a 8,01 ppm (J = 8,6 Hz),

- un doublet d'intensité 1 a 8,20 ppm (J = 8,6 Hz).
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L'ambiguité sur la structure obtenue (DL21 ou DL21") peut étre levée par une expérience RMN de
double irradiation. Par celle-ci, li est possible dlirradier un massif connu et d'observer les modifications

qui surviennent sur les massifs environnants.

Ainsi, si fon considére DL21 et DL21' (fig.109), lirradiation des protons Ho» et Hax (triplets) de
DL 21 devrait transformer les protons H{» et H4» (doublets) en singulets, en conservant les protons
H3' et Hq' sous leur forme de doublets. Au contraire, l'irradiation des protons Hs: et Ha» (triplets) de
DL 21’ devrait conduire a la transformation des protons Ho, Hg', Hon et Hg (doublets) en singulets.
Pour résumer, l'irradiation des triplets du composé devrait permetire de visualiser deux doublets et

deux singuiets pour DL 21, et quatre singulets pour DL21".

figure 109 : Structures chimiques des composés DL21 etDL21’

L'irradiation & 7,50 ppm, au centre du massif de triplets de doublets situés a 7,45 et 7,54 ppm, conduit
a la transformation des deux doublets situés a 7,95 et 8,01 ppm en singulets, les doublets situés a
7,90 et 8,20 ppm demeurant, quant a eux, inchangés. La structure obtenue correspond donc au
produit DL 21. Par ailleurs, Firradiation au centre du doublet situé a 8,20 ppm modifie uniquement le

doublet situé a 7,45 ppm : les deux protons correspondant a ces doublets sont donc H3' et Ha.
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Afin de prouver le mécanisme réactionnel suggérsé, il serait intéressant de synthétiser ce produit de

maniére différente en utilisant par exemple le schéma réactionnel de la figure 110.

OH
OMe

1. TsCl/ pyridine
—> DL21
OMe 2. BF3/EL0O
OMe

14

figure 110 : Schéma réactionnel envisageable pour la synthése de DL21ouDL21’
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5.6.4 - récapitulatif des résultats concemant la cyclisation des acides DL.16a et

DL16b
Réactifs Produits Rdt
0= ™\ cooH
OMe
oL © rox
OMe
OMe
DL16b
30%
Nk 15%
O= ™" Ncoon
: i OMe
OMe
OMe
DL16a
15%

2%
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5.6.5 - conclusion sur les réactions de cyclisation d'acides pyroglutamiques par

réaction de type Friedel-Crafts intramoléculaire

5.6.5.1 - mécanisme proposé antérieurement au laboratoire (Gautret, 1994)

Les acides DL4a et DL 4d ont subi une cyclisation de type Friedel-Crafts intramoléculaire sous forme
de leur mélange de diastéréoisoméres racémiques. En effet, il n'a pas été possible de séparer ceux-ci
(fig.111). Par cyclisation de DL4a sur le noyau benzodioxole, on pouvait s'attendre & obtenir le
composé DL5a, accompagné de sa forme isomeére au niveau du carbone 7 : DL i5a (raisonnement

identique pour DL5'a et sa forme isomére DL i5'a) (fig.111).

wH : DL i5a

- :DL5a

wiH : DL i5'a

- :DL5%

-utH :DLI5d
«-gH :DLSd

DL4Ad
s : DL i5'd

- :DL5'd

figure 111 : Produits de cyclisation attendus a partir des acides DL4a etDL4d
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Néanmoins, pour chaque type de cétone, un seul des diastéréoisomeéres est isolé. Les stéréochimies
des différentes cétones obtenues ont été déterminées par des études de RMN indirectes (Gautret,
1994) menées sur le composé DL6a (fig.112) (en effet, les expériences de NOESY menées sur

DL 5a restaient ambigies). Celles-ci sont représentées dans la figure 112.

O
Me I,|7
MeO

OMe

DLS5a

figure 112 : Produits de cyclisation effectivement obtenus & partir de DL 4a et structure chimique du

composé DL6a

Deux hypotheéses mécanistiques ont alors été emises (Gautret, 1994). La premiére consiste a imaginer

qu'un diastéreoisomeére acide fournit un seul composé de cyclisation (fig.113).

MeO " MeO
—>
MeO 0 MeO

OMe O—/

figure 113 : Premiére hypothése concernant le mécanisme de cyclisation
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La deuxiéme hypothése consiste, quant & elle, a supposer que les deux diastéréoisomeres
fournissent quatre produits de cyclisation, dont deux d'entre eux seraient instables dans le milieu
réactionnel acide et s'épimeriseraient au niveau du carbone 7 pour conduire aux deux cétones citées

auparavant (fig.114).

N
MeO.
oo
MeO™ o)
OMe o—
DL4a

figure 114 : Deuxiéme hypothése concermnant le mécanisme de cyclisation
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Cette hypothése d'épimérisation du C7 est inspirée des travaux de Tomioka (Tomioka et coll., 1989a

et 1989b).

5.6.5.2 - évolution des hypothéses avec la cyclisation des acides DL16a et
DL16b

Le mélange de diastéréoisoméres de l'ester "naphtalénique” DL 15apu étre séparé par cristallisation
(cf 5.3.2 p.122 ot 123) (fig.115). DL15a et DL 15b ont ainsi été saponifiés séparémenten DL16a et
DL16b (fig.115).

Ry
o OOMe

o OMe
OMe
OMe
DL15a
O ™\7 ~coone
OMe
Or O
OMe
‘::)l OMe
DL15
d H

N \

o COOMe

OOH

(o]
OMe OMe
OO — OO
"D OMe OMe
OMe OMe

DL15b DL16b

figure 115 : Produits de saponification des esters DL 15a et DL 15b préalablement séparés
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L'acide DL16b, par cyclisation, ne conduit qu'a une seule cétone DL 18 (fig.116), alors que l'acide
DL 16a donne deux cétones DL18et DL20 (fig.116) (nous n'insisterons pas ici sur l'obtention lors
de la cyclisation de cet acide des composés DL 19 et DL 21 qui ne constituent pas des produits de

cyclisation cétoniques).

OmCWH

N
: : OMe
OMe
OMe

DL16b

o N COOH

: " OMe
OMe
OMe

DL16a

figure 116 : Produits cétoniques de cyclisation issus de DL16aetDL16b

La premiére hypothése est donc prise en défaut : un diastéréoisomére ne donne pas forcément par
cyclisation une seule cétone. La deuxiéme hypothése, par contre, ne peut étre exclue.

En outre, il est possible d'envisager une troisidme hypothése : l'acide DL16a pourrait subir une
coupure de la liaison N-C7 et ainsi se racémiser, ce qui expliquerait 'obtention de deux produits
cetoniques dans ce cas (fig.117 p.140). Ceci serait en parfait accord avec la présence non négligeable
de composés de type DL 21 ayant perdu le noyau pyroglutamique (fig.118 p.140) (cf 5.6.3 p.130 et
133).
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figure 117 : Mécanisme de racémisation en milieu acide envisagé pour DL16a

-

MeO OMe

DL21

figure 118 : Structure chimique du composé DL 21
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5.7 - étude de la réactivité de DL18 vis-a-vis des réductions et des acides

5.7.1 - vis-a-vis des réductions

5.7.1.1 - réduction de DL 18 par le borohydrure de sodium

La réduction de la fonction cétonique de DL 18 en alcool peut étre réalisée au moyen de borohydrure

de sodium. Nous obtenons une poudre jaunatre, recristallisable dans l'acétate d'éthyle, avec un

rendement quantitatif : DL 26 (fig.119).

DL26

figure 119 : Structure chimique de DL 26

Il est intéressant de noter que, méme sans utiliser de réducteur encombrant (contrairement aux
réductions effectuées avec le tri-t-butyloxyaluminium de lithium sur les cétones 5 et §'), nous
n'obtenons qu'un seul alcool et non pas un mélange d'isoméres. Nous ne sommes toutefois pas en

mesure de connaitre la stéréochimie de cet alcool.
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5.7.1.2 - réduction de DL 26 par Et3SiH/ TFA

Une réduction de la fonction cétone du composé DL5a en CHo (West et coll.; 1973) avait été tentée

sans succeés antérieurement au laboratoire (fig.120) (Gautret, 1994).

DL5a

figure 120 : Tentative de réduction de DL 5a par Et3SiH/ TFA

Nous avons décidé d'essayer une réduction dans les mémes conditions, mais a partir de l'alcool
correspondant DL26 (Hong et coll., 1994). Celle-ci a pu étre réalisée dans l'acide trifluoroacétique, en
présence de 2 équivalents de triéthylsilane.

Aprés traitement de la réaction, nous obtenons une poudre jaunatre, recristallisable dans I'acétate

d'éthyle auquel on ajoute quelques gouttes d'heptane : DL 27 (fig.121).

figure 121 : Structure chimique du composé DL 27
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5.7.2 - vis-a-vis des acides

5.7.2.1 - résultats escomptés

Suite aux réactions de réarrangements effectuées antérieurement au laboratoire et a celle effectuée
sur la cétone 1 1, nous avons décidé de réaliser les deux types de réaction (HCI et HBr concentrés) a
partir de la cétone DL 18 (fig.122), espérant synthétiser les composés originaux suivants et ainsi
genéraliser los réactions de réarrangements a des cétones pyroglutamiques possédant un noyau

aromatique pendant.

CH,CH.CO.H

O
HNT N

OH

HCl cc
reflux )
OMe
OMe

CH,CH,COH
(o] A3
OH
HBr cc
DL18 —— -
reflux
OMe

figure 122 : Produits de réarrangements envisageables a partir de DL 18 par action dHCI ou d'HBr

concentré
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3.7.2.2 - réactivité de D L 1 8 vis-a-vis d'HCI concentré

Une premié_re tentative de réarrangement du composé DL 18 a été menée en placant celui-ci en
suspension dans I'HCI concentré a reflux.

DL 18 se solubilise trés faiblement et méme aprés 18 heures de chauffage, nous n'isolons pas de
produit de réarrangement.

Nous avons alors mis en oeuvre un second essai en ajoutant, dans le milieu réactionnel, de I'éthanol,
afin de permettre une meilleure solubilisation du produit. Cependant, 1a réaction n'évolue pas.

Nous avons alors remplacé I'éthanol par le diméthylformamide, solvant fortement polaire. DL18 se
solubilise dans ce solvant mais, apres ajout de I'HC! concentré, la solution se trouble et nous n'isolons,

aprés 48 heures de chauffage a reflux, que le produit de départ DL 18.
3.7.2.3 - réactivité de DL 1 8 vis-a-vis d'HBr concentré

Aprés 6 heures de chauffage a reflux dans HBr concentré, nous ne trouvons plus trace de DL 18 en
CCM. Nous filtrons alors un précipité que nous lavons a I'eau jusqu'a neutralité des eaux de lavage.

Le spectre de RMN 1Hde ce composé montre, non pas la présence d'un produit de réarrangement,
mais celle d'un diphénol issu d'une déméthylation partielie de DL18 : DL25 (fig.123). La position du
deuxiéme groupement phénolique formé par déméthylation a pu étre déterminée par une étude

succincte de RMN (cf. chapitre V p.169).

figure 123 : Structure chimique du composé DL 25
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Cette molécule est obtenue avec un rendement de 40%, sous forme de poudre verdétre.
Nous avons ensuite évaporé la phase HBr et effectué un spectre_1 H du résidu. Celui-ci est soluble
dans le diméthylsulfoxyde et montre en particulier deux triplets entre 2 et 3 ppm qui suggérent la
présence d'un groupe CH2CH2CO2H. Cependant, il ne nous a pas été possible de purifier ce résidu

et d'isoler un produit pur.

5.8 - déméthylation en position 4' des composés DL19 et DL20

5.8.1 - données de la littérature

Les clivages d'éthers constituent un ensemble varié de réactions de dégradation ou de transformation
de produits naturels.

De nombreux agents sont capables de cliver les éthers, certains, cependant, avec leur utilisation
limitée.

Bhatt et Kulkarni ont en particulier dressé un "état des lieux" concernant ce type de réactions (Bhatt et

Kulkarni, 1983).

Les agents de clivage peuvent étre regroupés en différentes catégories :
- les agents acides,
- les agents basiques,

- les autres cas.

5.8.1.1 - les agents acides

Dans cette premiere catégorie, il faut dissocier les acides de Bronsted des acides de Lewis.

a - acides de Bronsted

Un des acides de Bronsted les plus utilisés pour le clivage des éthers est HBr aqueux ou HBr dans

I'acide aceétique. Son efficacité augmente quand on lui adjoint un catalyseur de transfert de phase.
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Par ailleurs, des réactifs tels que les sels d'ammonium ou de pyridine et I'acide trifluoroacétique clivent

les éthers. Néanmoins, cet acide pur est incapable de cliver les groupes meéthoxy.

b - acides de Lewis

La capacité de clivage des éthers par AIX3 suit l'ordre de la force acide de ces agents :
AICI3<AIBr3<All3. Les composés BX3 représentent également une classe trés intéressante de
réactifs de clivage. BBr3 en est le réactif de choix. En effet, il permet d'effectuer ces réactions dans
des conditions douces (température ambiante, dans le chlorure de méthyléne) sans affecter un certain

nombre de groupements fonctionnels (esters, doubles liaisons, méthylénedioxy...).

5.8.1.2 - réactifs basiques

Ces composés sont nombreux, nous n'en citerons que quelques exemples : NaNH2, CoHgNa, NaCN

/ DMSO et Lil.

5.8.1.3 - autres cas

Les dérivés silylés sont capables de cliver les éthers. Leur représentant principal est
liodotriméthylsilane. I clive les éthers sans affecter les groupements esters, méthylénedioxy,
carbonyles, aminés, ies doubles et les triples liaisons ainsi que les halogénes aromatiques.

Il est intéressant de noter que le mélange chlorotriméthylsilanefiodure de sodium clive les éthers

encore plus efficacement que liodotriméthylsilane.

Enfin, on peut citer I'hydrogénolyse comme méthode de clivage réductif d'éthers, le clivage oxydatif
de ceux-ci pouvant s'effectuer, par exemple, au moyen de l'oxyde d'argent Ago2O et du nitrate

d'ammonium cerrique (Ce(NH4)2(NO2)s.
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5.8.1.4 - tableau récapitulatif sur le clivage des éthers (d'aprés Bhatt et
Kulkarni, 1983)

réaciita types d'éthers groupes compatibles groupes non
clivés compatibles
HI dialkyle, arylalkyle carboxyle B Actel, Sm), aleabl,
cétone, cyclopropyle
dialkvi talkvi boxvl ester, acétal, C=C, alcool,
i e, arylalkyle carboxyle
e v R Y cétone, cyclopropyle
dialkyle, arylalkyle
HCI naphtyle, benzyle carboxyle ester, acétal, cyclopropyle
benzhydryle
TFA benzyle éther, ester acétal, glycol
sejls‘ cf'e dialkyle, arylalkyle =C, cétone acétal, glycol
pyridinium
: Ar-l, Ar-Br, carboxyle
AlC dialkyle, arylalkyle| =~ ' 2
' Y Liansd cétone, aldéhyde, ester HERL e
AlBr, dialkyle, arylalkyle Ar-l, Ar-Br, carboxyle acétal, glycol
icétone, aldéhyde, ester
All, dialkyle, arylalkyle carboxyle aceétal, glycol, alcool
BCl, dialkyle, arylalkyle| ©=C. C=C, cétone, acétal, glycol, alcool
aldéhyde
) C=C, C=0, carboxyle, )
BBr; dialkyle, arylalkyle | piprije. méthylénedioxy, acétal, glycol
nitro, ester
NaNH, arylalkyle i i
NaCN/DMSO arylméthyle nitrile, carboxyle, A
sulfide
Lil arylméthyle C=C, cétone, aldéhyde, e
carboxyle, lactone
ISiMe, dialkyle, arylalkyle| C=C, C=C, cétone ester, acétal, carbamate
alcool
hydrogénolyse REAZE, TCyie - —
benzhydryle
éthers benzyliques
Ce(NH,),(NO,)¢ ) i N
éthers d'o- et p-
dihydroxybenzéne
AGO éthers d'o- et p- c=C
dihydroxybenzéne
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5.8.2 - premiers essais de déméthylation spécifique

Les premiers essais de déméthylation spécifique en position 4' ont ét¢é menés sur les composés

DL6aetDL5a. Le produit DL8a a ainsi été obtenu a partir de DL5a (fig.59).

DL8a

figure 59 : Structure chimique du composé DL8a

L'obtention de ce composé s'accompagne de celle d'un produit secondaire de type diphénolique,

non isolé et difficile a séparer du produit désiré (fig.124).

MeO

HO

figure 124 : Structure chimique du produit secondaire formé lors de la réaction de déméthylation de

DL5aenDL8a

Nous avons alors imaginé la synthése du produit DL8a a partir de DL 5a au moyen du mélange iodure
de sodium/chiorotriméthylisilane (fig.125 p.149), réaction qui pourrait étre appliquable aux

déméthylations de DL19etDL20 (fig.126 p.149).



do SR,

149

MeO Nal/CISiMe, MeO

MeOQO” 4

OMe O~/

DL5a DL8a

figure 125 : Synthése de DL 8a a partir de DL 5a envisagée avec le mélange Nal/CISiMe3

MeO MeO
————— >
MeO™ 4 DL19 HO™ 4 DL22
OMe OMe
MeO MeO
----- »
MeO~ 2 HO %

DL23

figure 126 : Produits de déméthylation attendus des composés DL19etDL20

Lors du premier essai réalisé avec le composé DL5a, nous avons effectué la réaction a reflux de
l'acétonitrile pendant 30 heures. La RMN TH du produit brut traité montre une absence de
groupements meéthoxy et ainsi la formation d'une déméthylation totale.

Nous avons alors opéré un second essai dans lequel, aprés 5 heures d'agitation a temperature
ambiante et 8 heures de reflux, nous observons la disparition en CCM du produit de départ.
Néanmoins, dans ce cas, la RMN TH montre un mélange de produits de déméthylation non sélective,

que NOUS Ne SOmmes pas parvenus a separer.
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5.8.3 - déméthylation de DL19 et DL 20 par HBr

Suite aux _essais de déméthylation et bromation du composé DL6a par HBr ainsi qua ceux de
déméthylation de DL5a par différentes méthodes (cf 3.4 p.83 a 98), nous avons tenté la
déméthylation de DL 19 et DL 20 par HBr/CH3CO2H, préparé in situ.

Cette réaction réalisée de la méme maniére que pour le composé DL 5a (cf 3.4.3 p.86) conduit, aprés
deux a frois jours & température ambiante, a un précipité (DL22 ou DL23) identifié par Ia
4 transformation, en RMN TH, des deux singulets correspondant aux groupes méthoxy des produits de
départ en un seul singulet porteur de 6 protons pour les produits d'arrivée. Néanmoins, celui-ci est
| contaminé par une impureté de type diphénolique, de méme rapport frontal en CCM que le produit
désiré, mais dont les protons des groupes méthoxy en positions 3' et 5' ainsi que les protons 2' et 6'

se distinguent de maniére non ambigue en RMN TH.

figure 127 : Structures chimiques des composés DL22¢tDL23

Dans le cas de la déméthylation du composé DL189, il est possible disoler cette impureté

diphenolique DL 24 (fig.128). Ce composé s'avere trés intéressant dans le cadre des analogues de

l'azatoxine.

MeO

figure 128 : Structure chimique du composé DL 24
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Les déméthylations par HBr ‘formé in situ constituent donc des réactions aisément réalisables,
quoique de rendements assez faibles et sélectives sans étre spécifiques.
Il serait intéressant d'envisager des tentatives de déméthylation par BBr3, agent de clivage des éthers
utilisables dans des conditions douces, afin d'augmenter les rendements des réactions et la sélectivité

de clivage en position 4'.



CHAPITRE V

ETUDES DE RESONANCE MAGNETIQUE
NUCLEAIRE
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1 - Remargues générales

L'attribution des déplacements chimiques des protons H1g et H{{ du composé 11 (fig.129)

ainsi que celle des protons Hg et Hg du composé DL19 (fig.129) est faite par analogie avec de

nombreux produits pyroglutamiques.

11 DL19

figure 129 : Structures chimiques des composés11etDL19

Ces protons se présentent globalement entre 2 et 3 ppm, sous trois formes différentes possibles :
- un massif de quatre protons (cas du composé 1 1),
- deux massifs de deux protons chacun (un massif pour chaque groupe méthyléne
pyroglutamique),
- trois massifs d'intensités 1-2-1, porteurs respectivement des protons Hgg, Hg et Hgp

(numérotation correspondant au composé DL 19).

Un groupement méthyléne tel que Hg du produit 11 dans des séries pyroglutamiques analogues se
présente sous forme de deux doublets d'intensité 1. La valeur de déplacement chimique de Hgoaxial
est toujours plus petite que celle de Hggquatorial (Daich et Decroix, 1996). En outre, il est parfois
possible de visualiser un couplage longue distance de 1.5 Hz a 2.5 Hz entre Hggxial et H13, ce qui
permet d'assigner une configuration trans indolizine (Daich et Decroix, 1996).

Le déplacement chimique de H13 (H11 pour le produit DL 19) est défini par comparaison avec des

molécules de séries analogues et apparait sous forme d'un multiplet.
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Dans le cas du composé DL 19, le proton H7 est identifié grace a l'intensité de son singulet. |l en est

de méme pour les protons Ho' et Hg' et les protons des groupements méthoxy.

L'attribution des déplacements chimiques des carbones Cg, C10, C11, C12, C13 et C14 du

composé 11 s'effectue par analogie avec des séries pyroglutamiques analogues (EI Ghammarti,

1995). Il en est de méme pour les carbones C7 a Cq11, Co2', C3', Cs', Cg' et los carbones des

groupements méthoxy.



2 - Anaiyse RMN du composé 11
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2.1 - analyse de la RMN 1H (déplacements chimiques exprimés en ppm)

2,2-2,6
(m, 4H)

43-46| 4,43
(m, 1H) | (d,1H)

5,35
(d,1H)

7.1
(t,1H)

73
(t, 1H)

7.5
(d, 1H)

7.7
(d, 1H)

11,06
{s, 1H)

Hro

Hy

His

NH

* : déplacement chimique attribué sans ambiguité

o : déplacement chimique attribué avec ambiguité

A ce stade, les protons Hg, H1 g, H{ 1, H1 3 et NH sont connus.
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2.2 - analyse de la RMN 13C (déplacements chimiques exprimés en ppm)

26,4 29,9 36,8 60,0 }1133 {1205 | 1211 | 1234 |1244 (1270 | 129,2 | 1389 | 1737 | 1876

* : déplacement chimique attribué sans ambiguité

A ce stade, les carbones Cg, C10, C11, C12, C13 et Ci4 sont connus.
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2.3 - analyse du spectre DEPT (différenciation des carbones suivant leur état : primaire,

secondaire, tertiaire, quatemaire)

204 29,9 36,8 60,0 }1133 (1205 }|121,1 |1234 |1244 | 1270 {1292 ]138,9 | 1737 | 1876

- contirmation de I'absence de carbones primaires
- les carbones déja connus apparaissent dans le DEPT dans l'état

voulu



2.4 - analyse du spectre NOESY (corrélations dans l'espace entre 2 protons)

158

7,7
Ces (5.35) *
75 7,7
H, *
H, *

Cg connu permet d'attribuer les déplacements chimiques des protons Hg et Hy

2.5 - analyse par double irradiation (irradiation d'un massif connu et observations des

perturbations engendrées sur d'autres massifs)

71 7,3 7,5 7.7
H, *
Hs *
He *
H, *

L'irradiation de Hq et H7 connus permet d'attribuer Hs et Hg
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2.6 - analyse du spectre HETCOR classique (corrélations proton-carbone a une liaison de

distance) _
113,3 |120,5 | 121,1 | 127,0
H, (7.5) Cs
Hs (7.3) Cs
He (7.1) Cs
7
H;, (7.7) G

Les protons H4, Hs, Hg et H7y connus permettent d'attribuer les déplacements

chimiques des carbones C4, C5, Cg et C7.
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2.7 - analyse du spectre HETCOR 7 Hz (corrélations proton-carbone a 3 liaisons de distance

ou éventuellement 2 fiaisons de distance)

1234 1244 | 12092 | 1389
C, *
o} *
G *
G *

Les protons H4, Hs5, Hg, Hy et Hg connus permettent d'attribuer les déplacements

chimiques des carbones C{, C3, C3 et Cg.

e e e
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2.8 - récapitulatif de I'attribution des protons et carbones du composé 1 1 (deéplacements

chimiques exprimés en ppm)

2,226 {4346 | 443 535 71 73 75 7.7 11,06
& | (maH) {{m 1K) [ (d1H) | (M) | 1H) | (¢ 1H) |, 1H) |(d. TH) | (s, TH)
Hx | Hiot1 | His Ho He Hs Hg Hy NH
‘ d 20,4 29,9 36,8 60,0 1133 1205 121,1 | 1234 | 1244 127,0 | 1202 }138,9 173,7 | 187,6
Cx Ciwo Cu | Cs Ca | C Cs c, Cs c, Cs C, G Cs Cis




3 - Analyse RMN du composé DL19

3.1 -analyse de laRMN 1H (déplacements chimiques exprimés en ppm)

162

2,08 -
231
(m, 1H)

2,48-
2,69
(m, 2H)

2,70 -
2,93
{m, 1H)

3,65

(s, 6H)

3,79

(s, 8H)

4,88

{t. 1H)

6,30

(s, 2H)

6,66

(s, 1H)

7,33

(, 1H)

7,38

d, 1H)

7.52

{t. 1H)

754

@, 1H)

7,85

(d, 2H)

H1A

His

e

3-OMe

4-OMe

5-OMe

A ce stade, les protons H7, Hg, Hg, H{ 1, H2', Hg', 3'-OMe, 4'-OMe et 5-OMe sont

connus
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3.2 - analyse de la RMN 13C (déplacements chimiques exprimés en ppm)

20,4

31,5

53,6

54,8

56,2

60,8

105,6

121,3

LI25,5

125,9

126,0

127,4

127,7

[131,7]133,4|135,8{137,0 137,4153,4 73,é

H 1O 1o

0

L |1H L |H P

[ T T T T T 1

A ce stade, les carbones C7, Cg, Cg, C10, C11, C21,

et 5'-OMe sont connus

C3, C5', Cg', 3'-OMe, 4'-OMe



164

3.3 - analyse du spectre DEPT (différenciation des carbones suivant leur état : primaire,

secondaire, tertiaire ou quaternaire)

20,4 131,5 1536 |54,8 | 562 |60,8 p056 }121,3[125,5 [125,9 [126,0 [127,4 [127,7 | 131,7 }133,4 }135,8]137,0 137,6%53,4 732
CH, * *
cH,| * *
CH * * * | * * | * * * | *
c * § * * * | x | % | *

- les carbones connus apparaissent dans le DEPT dans I'état voulu
3.4 - analyse du spectre NOESY (corrélations dans l'espace entre 2 protons)

L'analyse du NOESY montre I'absence de corrélation entre les protons H7 et H{ 1.

Il est ainsi possible de déduire la stéréochimie du carbone en position 7.
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3.5 - analyse du spectre COSY (corrélations proton-proton)

7,52 7,54 H He,
'8a
(t, 1H) | @, 1H)

Le spectre COSY ne nous permet pas d'attribuer de nouveaux protons, mais il nous

apprend que les 2 protons se présentant comme doublet a 7,85 ppm sont couplés

avec 2 protons se présentant sous forme de triplet a 7,52 et 7,54 ppm.
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3.6 - analyse du spectre HETCOR classique (corrélations proton-carbone a une liaison de

distance)
127,4 | 127,7
121,3 | 1255 | 125,9 ] 126,0 | (Gs0u |(C, 0u
Ci9 | GCis)
Hy d) | *
Hy () %
Hy (d) " *
(7,85)
His (d) *
Hia () *
Hys (d) ,
% %
(7,85)
733 | 738 | 752 | 7,54 | 7,85
121,3 {1255 |125,9 | 126,0 | 127,4 | 127,7
(d, 1H) | (d, 1H) | (&, 1H) | (t, 1H) | (d, 2H)
G o o H o o
G o o H, o o
5 o o H c
Cis o) o His (] o
014 (o] o] HI4 (o] (o]
Css o o Hys o
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ou éventuellement 2 liaisons de distance)

3.7 - analyse du spectre HETCOR 7 Hz (corrélations proton-carbone a 3 liaisons de distance

Ce Ci2 c/ Ce 131,7 | 133,4 | 135,8| 137,0 | 137,6

HS C1 *
‘ H, * * Cs o o
|
| Hy * C *
} H, * Ciz ) )

He * o *

Cs *
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3:8 - récapitulatif de I'attribution des protons et carbones du composé DL 19 (déplacements

chimiques exprimés en ppm)

208- | 248-] 2,70- | 3,65 3,79 | 4,98 630 | 666 733 7,38 7,52 754 | 785
<) 2,31 2,69 2,93

(m, 1H) {(m, 2H) | (m, 1H) }(s,6H) | (s, 3H) | & 1H) | (s,2H) | (s, 1H) [ (d.1H) | (d, tH) ] (L 1H) | 1H) | . 2H)

3OMe Ho ou |Hp ou [Hg ou [Hg ou
H H H £-0Me H, H
X "h ] 8 5LOMe HH 2.6 7 Hl3

6 20,4 1315536 |54,8 | 56,2 |60,8 {1056 |121,3[125,5 [125,9 |[126,0 [127,4 [127,7 {131,7 |133,4 |135,8 [137,0 {137,6[153,4 {173,2

b OMe C |G |G [C |G | C
GG |G |G} & L onel OMe Cre]ou |ou fou fou tou ou} G
C13 C13 Q4 C14 C15 C!S

C8,1' C4' CJ‘.S' q []

0o
OHRH

2 2

L'analyse RMN du produit DL19 n'a pas permis d'attribuer totalement les
carbones de la molécule. Il demeure un certains nombre d'ambiguités qui pourraient

étre levées par des techniques du type INADQT (corrélations carbone-carbone).
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4 - Analvse RMN du composé DL25

L'analyse de RMN effectuée sur le composé D L 25 est succincte. Elle comporte des analyses
de spectres COSY et NOESY. Cette étude a 6t6 menée pour attribuer la position du second
groupement phénolique de la molécule présentée ci-dessous (position 3 ou 4) L'attribution compiéte

des protons de la molécule se trouve en partie expérimentale page 266.

6,86 | 7,40 | 7.60
@1H) | @ 1H) | @2H)
740 |
(t.1H)
7.85
*
(d,1H)
7,93
*
(d,1H)
8,60
*
(d,1H)
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Les protons H3', Ho et H3» se présentent sous forme de triplets, Ho', Hg', H{» et Hq" sous forme de
doublets. Les protons Ho etH7, singulets, ont des déplacements chimiques connus, respectivement
6,77 ot 7,12 ppm.

Les corrélations proton-proton obtenues montrent en particulier que le triplet situé a 7,40 ppm,se

situant a proximité de deux doublets, ne peut correspondre qu'au proton H3'. Les deux doublets
voisins situés a 6,86 et 7,85 ppm représentent donc les protons Ho' et Hg'. Ainsi, les deux doublets
restant (7,93 et 8,60 ppm) peuvent étre associés aux protons Hq» et Hq» et les deux triplets restant
(7,60 ppm) aux protons Hor et Hgv.

En résumé, les protons naphtalénique de la molécule sont attribués "deux par deux" : il reste des

ambiguites a lever.

4.2 - analyse du spectre NOESY (corrélations dans l'espace entre deux protons)

L'analyse du spectre NOESY a pour but principal d'attribuer la position du second groupement

phénolique de DL 25.

Le triplet correspondant aux protons Ha+ et Ha» est corrélé avec le doublet 4 7,93 ppm On peut donc
en déduire que ce doublet est associé au proton Hg4*. Ainsi, H4* a pour déplacement chimique 8,60
ppm. Hq" déterminé a l'instant est corrélé avec le proton situé a 7,85 ppm (doublet). On peut donc en
déduire que le proton Hg' a est associé a ce doublet. Ainsi, H2' a pour déplacement chimique 6,86
ppm. On peut également remarquer des corrélations entre H7 et Hq», ainsi qu'entre H3' et Hg".

Enfin, le singulet correspondant au groupement méthoxy situé a 3,79 ppm est corrélé avec le singulet
représentatif de Ho. On en déduit que le groupement méthoxy se situe en position 3 et non en

position 4.




CONCLUSION
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L'objectif de notre travail était de concevoir et synthétiser des analogues de

I'étoposide et de l'azatoxine, afin :

- d'évaluer leur pouvoir inhibiteur de topoisomérase i et leur caractere

cytotoxique,

- d'affiner les relations structure-activité existantes.

La conception de nos molécules s'est appuyée sur les pharmacomodulations suivantes,

LD LD

X=CH20uN

: @p—*

ce qui nous a permis de créer deux familles originales d'inhibiteurs potentiels de la topoisomérase |II.

La premiére famille (fig.130) est synthétisée suivant un schéma de synthése genéralisable a tout type

de substituants R et R', et peut s'effectuer des benzhydrols 2 aux cétones 5 en "one pot".

figure 130 : Stucture chimique générale de la premiére famille

Le branchement d'une chaine aminée en position 4 a partir des alcools 6 s'est avéré difficile a mettre
en oeuvre (fig.131 p.173). Néanmoins, un branchement de ce méme type de chaine en position
proche devrait étre réalisable et conduire a des composés possédant des groupements donneur et

attracteur de liaison hydrogéne judicieusement placés (fig.131 p.173).
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X = accepteur de liaison H

figure 131 : Branchements de chaine aminée

Le composé DL5f, par lintermédiaire de sa fonction phénolique (fig.132), pourra étre couplé avec
d'autres molécules antitumorales telles qu'intercalants, alkylants ou ligands du petit sillon, afin
d'exercer une action bimodale sur I'ADN, et, dans le cas précis d'un ligand du petit sillon, d'ajouter une

spécificité de liaison aux bases nucléiques.

figure 132 : Structure chimique du composé DL5f

Les molécules de cette premiere famille ont été soumises au National Cancer Institute (excepté DL5f

et ses précurseurs). Le composé présenté figure 45 page 174 s'est avéré étre un poison du fuseau
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présentant une activitt du méme ordre de grandeur que celle des meilleurs inhibiteurs de la

polymérisation de la tubuline.

o N OOMe

MeO gt! K@\
MeO :': OMe
OMe

figure 45 : Structure chimique du composé DL3b

La deuxiéme famille (famille "naphtalénique”) a donné lieu a plusieurs structures intéressantes dans le

cadre d'une inhibition possible de topoisomeérase !l (fig.133).

MeO

HO
CMe OH

DL22 DL24

figure 133 : Structures chimiques des composés DL22,DL23etDL24

Par ailleurs, la séparation des diastéréoisoméres esters et acides (fig.115 p.175) a permis d'affiner les
hypothéses mécanistiques imaginées précédemment au laboratoire sur la cyclisation de type Friedel-

Crafts inframotéculaire.




N N
0= ™\ “coome COOH

DL15a DL16a

eN oL I
O= ™7 “coome OOH

oo — oo

DL15b DL16b

figure 115 : Structures chimiques des diastéréoisomeéres esters et acides naphtaléniques

Ces composés naphtaléniques feront l'objet de tests d'inhibition de topoisomérase il et de
cytotoxicité. Leurs formules ont été soumises au National Cancer Institute, ainsi qu'au TAACF
(Tuberculosis Antimicrobial Acquisition Coordinating Facility) dans le cadre des infections

opportunistes liées a la pathologie du SIDA.



PARTIE EXPERIMENTALE
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Remarques générales

Chromatographie sur colonne
Les chromatographies sur colonne sont réalisées avec le gel de silice 60 (230-400 mesh), reférence
9385.5000 Merck.
Chromatographie sur couche mince
La pureté de la plupart des produits a été vérifiee par chromatographie sur couche mince dans les
conditions suivantes :
- support : gel de silice 60 (0,2mm-indicateur de fluorescence), référence :
Macherey-Nagel (SIL-20 UV254)
- révélation : UV (254 et 366 nm)
- systéemes de solvant utilisés (SS) : SS1 : acétate d'éthyle/heptane (2/3)
- SS2 : acétate d'éthyle/heptane (1/1)
SS3 : acétate d'éthyle pur
Points de fusion
Les points de fusion sont déterminés a l'aide d'un appareil Electrothermal. lis ne sont pas corrigés et
sont exprimés en °C.
Microanalyses
Les microanalyses ont été réalisées par le service Central d'Analyses de CNRS (Vemaison)
Spectroscopie infra-rouge (IR)
Les spectres infra-rouge sont réalisés sur un spectrographe "Perkin Eimer 1600", en dispersion dans
KBr. Les fréquences d'absorption sont exprimées en nombre d'onde (cm'1).
Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)
Les HPLC sont réalisées sur un appareil KONTRON a barette de diode (colonne : Cg lichrosphére,
granulométrie du support 5um, diamétre 4.6mm, longueur 25cm)
Les solutions utilisées sont de deux types :
- solution A : 80% d'eau, 15% de méthanol et 5% de pic Bg (acide octanesulfonique =
solution tampon)
- solution B : 85% de méthanol, 10% d'eau et 5% de pic Bg.

Le débit est d'1mi/min, la durée d'élution est de 30 minutes.
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Résonance magnétique nucléaire (RMN)
Les spectres de RMN TH sont enregistrés sur un appareil "Briicker AC300" & 300 MHz ou “Gémini
2000" (Varian) a 200 MHz, avec le tétraméthylisilane (TMS) pour référence interne. Chaque signal est
repéré par son déplacement chimique (exprimé en ppm), sa morphologie (s : singulet; d : doublet; m :
massif) et son intensité.
Les spectres de RMN 13C sont enregistrés sur un appareil "Briicker AC300" & 300 MHz ou "Gémini
2000" (Varian) a 200 MHz, avec le tétraméthyisilane (TMS) pour référence interne.
Les spectres de RMN 2D, de DEPT et d'irradiation double sont enregistrés sur un appareil "Gémini
2000" (Varian) a 200 MHz.

Pouvoirs rotatoires (a)
Les pouvoirs rotatoires sont déterminés a l'aide d'un polarimétre POLAX-L équipé d'une source
lumineuse (diode lumineuse (LED) + filtre interférentiel 589nm). La gamme de mesure d'angle s'étale
de -179,5° a +180° avec une résolution de 0,05°. Les mesures sont effectuées a 20°C.

Abréviations utilisées
BF3/Et20 : trifluorure de bore dans l'éther ; DMSO : diméthylsulfoxyde ; Ar : aromatique ; Rdt :

rendement ; Anal. : analyse élémentaire ; E : point d'ébullition ; F : point de fusion.
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PRECISIONS CONCERNANT LA PARTIE EXPERIMENTALE

Les réactions donnant lieu a la formation des esters 3 et des acides 4 foumnissent, a partir du L-

pyroglutamate de méthyle N-silylé, deux diastéréoisomeres :

(@) COOX (@) COOX

E
o i )

X =H ou COOMe

Par souci de simplification, ces deux diastéréoisomeéres seront notés sous la forme suivante :

| H
o 00X

H

, X=HouCOOMe

La dénomination L ne sera pas précisée pour ces produits (exemple : ester formé a partir du

benzhydrol 2 b et du L-pyroglutamate de méthyle N-silylé sera appelé 3 b)
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Les réactions donnant lieu a la formation des esters 3 et des acides 4 foumissent, & partir du DL-

pyroglutamate de méthyle N-silylé, deux diastéréoisomeéres racémiques :

H
L AL X
e} 00X o} N COOX

R H H' ; R H 1

H
oA P
0 CcoOX o cooX

N

Par souci de simplification, ces deux diastéréoisomeéres seront notés sous la forme suivante :

 H
o 00X

, X=HouCOOMe

La dénomination DL sera précisée pour ces produits (exemple : ester formé a partir du benzhydrol 2 b

et du DL-pyroglutamate de méthyle N-silylé sera appelé DL3b)
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Les RMN correspondantes seront attribuées par les conventions suivantes :

- ester A (ou acide A) pour 3 (ou4):

X =H ou COOMe

- ester B (ou acide B) pour 3 (ou 4) :

\
07\ “oox

R H R

X =Hou COOMe

- ester A (ou acide A) pour DL3 (ouDL4):

H
H
o CooX o COOX
H e m

X =H ou COOMe

R

- ester B (ou acide B) pour DL3 (cuDL4):

X =H ou COOMe
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Les numérotations des protons et des carbones des différentes molécules figurant sur les dessins de
celles-ci et utilisées dans les caractérisations par RMN ne correspondent pas a la numérotation de la

nomenclature mais sont choisies de maniére a conserver une homogénéité entre les composés.

Les caractéristiques données sans précision A ou B (pour les esters et acides) sont
représentatives du mélange d'esters (ou d'acides) A et B aprés recristallisation

dans le solvant indiqué.

Dans la série "naphtalénique", la stéréochimie des composés DL15a DL18, DL20, et DL22 3
DL 27 en position 7 est une convention. En effet, celle-ci n'a pas été vérifiée par des études de
rayons X. Néanmoins, cette convention rend compte du fait qu'il n'existe dans ces cas qu'un

diastéréoisomere.
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* 5-bromo-1,3-benzodioxole (1a)

Br

o)
o—/'

On ajoute goutte a goutte 93,4 ml ( 290 g; 1,815 mol ) de brome dissous dans 320 ml d’acide
acétique a 200 g ( 1,638 mol ) de 1,3-benzodioxole en solution dans 200 ml d’acide acétique . Dés la
fin de l'addition, on concentre, puis on ajoute du chlorure de méthyléne et du carbonate de
potassium. Aprés avoir lavé a I'eau et séché sur sulfate de sodium, on concentre la solution. L’huile
obtenue est purifiée par distillation sous pression réduite. On obtient ainsi 275 g ( 1,368 mol ) du

produit désiré (Feugeas, 1964).

Rdt > 83,5%

E ; 60°C ( sous 0,18 mm Hg )
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* 4-bromo-2,6-diméthoxyphénol (1b)

Br

MeO OMe
OH

On refroidit a -40°C sous agitation 77g (500 mmol) de 2,6-diméthoxyphénol, 30 gouttes de
méthylate de sodium a 40% dans le méthanol et 7,5 ml de méthanol anhydre dans 500 ml de chlorure
de méthyléne. On ajoute alors 94,4g de N-bromosuccinimide (530 mmol) et on laisse agiter pendant 3
heures. On filtre la succinimide formée et on neutralise la solution par 30 gouttes d'HCI concentré. On
ajoute du chlorure de meéthyléne et on lave a I'eau. La phase organique est ensuite séchée sur sulfate
de sodium et concentrée. On obtient une huile qui est extraite plusieurs fois avec de 'heptane
bouillant : I'insoluble est un mélange de produits polybromés, la phase heptane contenant le produit

desiré cristallise a froid dans ce solvant. On recristallise la poudre obtenue dans I'heptanse.(Jung et

coll., 1985).

Rdt > 62%

F (heptane) : 90-94°C
Rf (SS1) - 0,60

RMN TH (CDCl3) : 3,86 (s, 6H); 5,5-5,8 (s, large, OH); 6,74 (s, 2H)

JPRIETI



185

* 5-bromo-1,2,3-triméthoxybenzéne (ic)

Br

MeO OMe
OMe

On refroidit a 10°C 69,2g (297 mmol) du composé 1b et 29,1g (721 mmol) de soude dans
785 ml d’eau. On ajoute alors 42,1 ml (446 mmol) de sulfate de diméthyle. On porte & reflux pendant 3
heures, on ajoute de nouveau 42,1 ml de sulfate de diméthyle et on replace le tout a reflux pendant 3
heures. On laisse enstuite refroidir la solution pendant une nuit : le produit se solidifie. On filtre celui-ci
et on le dissout dans 1| d’éther. On filtre quelques impuretés non solubilisées, lave avec une solution
de soude a 5%, puis avec de 'eau, et enfin avec de I'eau saturée en chlorure de sodium. La phase
organique est séchée et concentrée. On obtient un solide rosatre qui est recristallisé dans I'heptane

et donne des cristaux blancs (Jung et coll., 1985).

Rdt M 72%
Rf (SS1) : 0,76
F (heptane) : 75-77°C

RMN TH (CDCI3) : 3,84 (s, 9H); 6,75 (s, 2H)
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PREMIERE PROCEDURE GENERALE DE SYNTHESE DES BENZHYDROLS (2a-e)

CHO OH
Br. Li R
« 1. Buli . 2
R 2 R !
.._.—> ’
THF 3.H0

-78°C

On dissout 343 mmol de dérivé bromé dans 1 | de tétrahydrofuranne anhydre. Le mélange est
refroidi & -78°C. On additionne alors 343 mmol de n-butyl-lithium.
La solution est agitée pendant 1 heure a -78°C et on ajoute alors 343 mmol d’aldéhyde dissous dans
200 mi de tétrahydrofuranne.
A la fin de I'addition, on laisse la solution revenir a température ambiante et on ajoute 10 ml d’eau. On
évapore ensuite le tétrahydrofuranne. On additionne & nouveau 10 mi d’eau. On dissout le résidu
dans le chlorure de méthyléne puis on lave la phase organique & I'eau jusqu’a neutralité des eaux de
lavage. On séche la phase organique sur sulfate de sodium et on évapore le solvant. Le précipite
obtenu est recristallisé dans I'acétate d’éthyle. On obtient ainsi le benzhydrol désiré sous forme de

cristaux blancs.
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* 3,4-méthylénedioxy-3’,4’,5-triméthoxy benzhydrol (2a)

Mode opératoire général utilisé avec 69g (343 mmol) de 1a, 185.5ml (343 mmol) de BulLi a 1,85 N et

67,3g (343 mmol) de 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde.

Rdt
F (ACOEt)

R(ecm ) ~

RMN 1H (CDCI3)

RMN 13C (cDClg)

Anal. (C17H180¢ : 318,33) :

72%

111-112°C

3330 (large), 3320 (O-H, large), 1590,1485,1465,1435 (C=C), 1125
(C-0)

2,90 (s, échangeable par D20, 1H, OH); 3,80 (s, 9H, OMe); 5,61 (s,
1H, H7); 5,90 (s, 2H, OCH20); 6,56 (s, 2H, Ho' et Hg'); 6,72-6,82 (m,
3H, H2, Hs et Hg)

56,1 (3'-OMe et 5'-OMe); 60,9 (4-OMe); 76,0 (C7); 101,2 (3,4
OCH20); 103,4 (C2' et Cg'); 107,3 (C2); 108,2 (Cs); 120,1 (Cg); 137,2
(C1); 138,1 (C1); 139,8 (C4Y); 147,2 (C4); 147,9 (C3); 153,4 (C3' et
Cs)

Calculé ; C, 64.14; H, 5.70; O, 30.16

Trouvé : C, 63.95; H, 5.68; O, 30.12
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* 3,4,5,4’-tétraméthoxybenzhydrol (2b)

Mode opératoire général utilisé avec 6g (32 mmol) de 4-bromoanisole, 20ml (32 mmol) de BuLia 1,6 N

et 6,3g (32 mmol) de 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde.

Rdt
F (AcOEt)
IR (cm1)

RMN TH (CDCI3)

RMN 13cC (cDCl3)

Anal. (C47H2005 : 304,35) :

82%

102-103°C

3490 (OH), 1590, 1510, 1435 (C=C), 1130 (C-O)

2,89 (s, échangeable par D20,1H, OH); 3,73 (s, 3H, 4-OMe); 3,76 (s,
6H); 3,77 (s, 3H, 4-OMe); 5,62 (s, 1H, H7); 6,54 (s, 2H, H2' et Hg");
6,82 (d, J=8.7 Hz, 2H, H2 et Hp); 7,24 (d, J=8.7 Hz, 2H, H3 et H5);
55,3 (4-OMe); 56,1 (3'-OMe, 5'-OMe); 60,9 (4'-OMe); 75,9 (C7); 103,4
(C2retCg); 114,0 (C3 et Cs); 128,0 (C1); 136,1 (C2 et Cg); 137,2
(Cq1); 139,9 (C4); 153,3 (C3' et Cs'); 159,2 (Cg)

Calculé ; C, 67.09; H, 6.62; O, 26.28

Trouvé : C, 66.91; H, 6.59; O, 26.48
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* 3,4,5-triméthoxybenzhydrol (2c)

Mode opératoire général utilisé avec 50g (318 mmol) de bromobenzéne, 200 mi (318 mmol) de BuLi &

1,6 N et 62,5g (318 mmol) de 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde.

Rdt
F (ACOE)
IR(cm™1)

RMN 1H (CDCI3)

RMN 13c (cDCI3)

Anal. (C16H1804: 274,32) :

85%

113-114°C

3485 (OH), 1595, 1505, 1460, 1450 (C=C), 1125 (C-O)

3,25 (s, échangeable par D20, 1H, OH); 3,74 (s, 6H, 3'-OMe et 5-
OMe); 3,77 (s, 3H, 4-OMe); 5,63 (s, 1H, H7); 6,54 (s, 2H, H2' et Hg');
7,19-7,34 (m, 5H, H2, H3, Hg, Hs et Hg)

56,0 (3'-OMe et 5-OMe); 60,8 (4'-OMe); 76,2 (C7); 103,6 (C2: et Cg);
126,6 (C2 et Cp); 127,7 (C4); 128,6 (C3 et Cs5); 137,1 (C11); 139,9
(C47); 143,9 (C1); 153,3 (C3' et Cs)

Calculé : C, 70.06; H, 6.61; O, 23.33

Trouvé 3 C, 70.14; H, 6.75; 0,23.17
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* 4-méthoxy -3’,4’-méthylénedioxy benzhydrol (2d)

Mode opératoire général utilisé avec 62,3g (333 mmol) de 4-bromoanisole, 180 mi (333 mmol) de BuLi

a 1,85 N et 50g (333 mmol) de pipéronal. 2 d n'a pu éire cristallisé.

Rdt
IR (cm™1)
RMN TH (CDCI3)

RMN 13c (cDCI3)

Anal. (C15H1404 : 258,28) :

96%

3490 (OH), 1590, 1500, 1440 (C=C), 1125 (C-O)

2,3 (s, échangeable par D20, 1H, OH); 3,69 (s, 3H, 4-OMse); 5,58
(s,1H, H7); 5,79 (s, 2H, OCH20); 6,71-6,75 (m,3H, H2, Hs et Hg); 6,79
(d, J=8.7 Hz, 2H, H2' et Hg'); 7,21 (d, J=8,7 Hz, 2H, H3' et H5')

55,2 (4-OMe); 75,5 (C7); 101,0 (3,4-OCH20); 107,2 (C2); 108,1 (C5);
113,9 (C3' et Cs'); 119,9 (Cg); 127,8 (C1'); 128,4 (C2' et Cg'); 134,6
(C1); 146,9 (Cg); 147,9 (C3); 159,1 (C4)

Calculé : C, 69.76; H, 5.46; O, 24.78

Trouvé : C, 69.50; H, 5.70; O, 24.80
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* Bis-(3,4-méthylénedioxyphényl)carbinol (2e)

Mode opératoire général utilisé avec 67g (333 mmol) de 1 a, 166.5 ml (333 mmol) de BuLi a 2N et 50g

(333 mmol) de pipéronal.

Rdt : 93,5%

F (AcOEL) ] 90-91°C

IR(cm1) - 3310, 3225 (O-H large), 1500, 1485, 1440 (C=C), 1035 (C-O)

RMN TH (CDCI3) : 2,50 (s, échangeable par D20, 1H, OH); 5,58 (s, 1H, H7); 5,87 (s, 4H,
OCH20); 6,69-6,81 (m, 6H, Ho, Hg, Hg, Ho', H5' et Hg?)

RMN 13C (CDCl3) 75,7 (C7); 101,1 (3,4-OCH20 et 3',4-OCH20); 107,1 (C2 et C2y);
108,1 (Cs5 et Cs); 119,9 (Ce et Cg'); 138,2 (C1 et C1'); 147,0 (C4 et
Cgq); 147,9 (C3 etC3)

Anal. (C1sH1205:272,26) : Calculé : C, 66.17; H, 4.44; O, 29.38

Trouvé : C, 66.07;: H, 4.48; 0,29.41
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DEUXIEME PROCEDURE GENERALE DE SYNTHESE DES BENZHYDROLS (2)

CHO H
Br BrM R
. 1. Mg R' 2 R R'
S >
THF 3. HoO

55°C

Dans un fricol de 500 ml, on introduit 6,5 g de magnésium ( 267 mmol ) recouvert de 140 ml de
tétrahydrofuranne anhydre. L’attaque du métal est amorcée par quelques gouttes de dibromoéthane.
On ajoute ensuite goutte a goutte 249 mmol de dérivé bromé dissous dans 50 ml de
tétrahydrofuranne en préservant la température du milieu inférieure a 55°C. On chauffe ensuite a 55°C
pendant 2 heures.

A I'organomagnésien formé, on ajoute goutte & goutte 249 mmol d’aldéhyde dissous dans 150 ml de
tetrahydrofuranne et on chauffe & 60°C pendant 1 heure.

On concentre puis hydrolyse la solution avec 300 ml d’eau contenant 70 g de chlorure d’'ammonium.
On extrait au dichlorométhane. On lave la phase organique a I'eau jusqu’a neutralité des eaux de
lavage. On séche sur sulfate de sodium, filtre sur célite et évapore les solvants. Le précipité obtenu
est recristallisé dans I'acétate d’éthyle. On obtient finalement le benzhydrol désiré sous forme de

cristaux blancs.
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* 3,4-méthylénedioxy -3’,4’,5’-triméthoxybenzhydrol (2a)

Les propriétés physiques de ce produit sont identiques a celles décrites précédemment.
Mode opératoire général utilisé avec 50g (249 mmol) de 1 a, 6.5g (267 mmol) de magnésium et 48,8g

(249 mmol) de 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde.

Rdt : 71%
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CAS PARTICULIER DE LA SYNTHESE DU BENZHYDROL 2f

Lors de la réaction d'organomagnésien (17 procédé de synthése des benzhydrols 2), c'est le
composé 2'f, forme oxydée du composé 2 f, qui est obtenu.
Lors de la réaction d'organoclithien (Zé"‘e procédé de synthése des benzhydrols 2), un mélange des

composés 2f et 2'f en quantités équimolaires est obtenu.

* 3,4,5,3',4',5'-hexaméthoxybenzophénone (2'f)

Mode opératoire général utilisé avec 48g (194 mmol) de 1 ¢, 5.1g (209 mmol) de magnésium et 38,1g
(194 mmol) de 3,4,5-triméthoxybenzaldéhyde. Le produit est isolé de maniére classique selon le

mode opératoire général de synthése des benzhydrols.

Rdt - 25%

F (AcOEY) : 138-142°C

Rf ( SS2) : 0,27

Rf (SS3) : 0,86

IR (cm1) : 1640 (C=0), 1580, 1500, 1460 (C=C), 1130 (C-O)

RMNTH (CDClg) - 3,9 (s, 12H, 3-OMe, 5-OMe, 3'-OMe et 5-OMe); 3,95 (s, 6H, 4-OMe et

4'-OMe); 7,1 (s, 4H, H2, Hg, H2' et Hg")

RMN 13C (CcbCig) : 56,4 (3-OMe, 5-OMe, 3'-OMe et 5-OMe); 61,0 (4-OMe st 4'-OMe);
107,7 (C2,Cg, C2' 6t Cg'); 132,8 (C1 et C1?); 142,0 (C4 et Cgq'); 153,0
(C3,Cs,Cg'etCs'); 194,9 (C7)

Anal. (C19H2207:362,37): Calculé : C, 62.98; H, 6.12; O, 30.91

Trouvé : C, 62.60; H, 6.11; 0,30.68
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* 3,4,5,3',4',5'-hexaméthoxybenzhydrol (2f)

On dissout 16,8g de cétone 2'f (46,36 mmol) dans 300 ml d'éthanol. On ajoute lentement
3,5g de borohydrure de sodium (92,72 mmol). Aprés 2 heures de chauffage a reflux du solvant, on
ajoute 50 ml d'acide acétique glacial et on évapore le solvant. Le résidu est ensuite dissous dans du
chlorure de méthyléne , lavé a l'eau, puis a 'eau saturée en bicarbonate de sodium. On séche enfin la

phase organique sur sulfate de sodium et évapore les solvants.

On obtient une poudre blanche recristallisable dans l'acétate d'éthyle.

Rdt s 75%

F(AcOEt) : 98°C

Rf (SS3) : 0,70

IR (cm’1) : 3450 (OH), 1600, 1510, 1470 (C=C), 1130 (C-0)

RMN 1H (CDCl3) : 2,3 (s large, 1H, échangeable par D20, OH); 3,85 (s, 18H, OMe); 5,71

(s, 1H, H7); 6,60 (s, 4H, Ho, Hg, Ho' et Hg')

RMN 13¢ (CDCl3) : 56,2 (3-OMe, 5-OMe, 3'-OMe et 5'-OMe); 60,9 (4-OMe et 4'-OMe);
76,5 (C7); 103,7 (C2, Cg, C2r et Cg); 137,5 (C1, C1'0ou C4, Cg);
139,3 (C1,Cq'ou Cyq, Cg); 153,4 (C3,Cs,C3' 6t C57)

Anal. (C1gHp407 : 364,39) : Calculé : C, 62.63; H, 6.64; O, 30.73

Trouvé : C, 62.68; H, 6.68; O, 30.64
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PROCEDURE GENERALE DE SYNTHESE DES ESTERS (3b, 3¢, 3d, DL3a, DL3b,

DL3c, DL3d, DL3e et DL3f)

H
N
o} OMe
* M
OH
1. HMDS, CISiMg
130°C H
R R’ > = R R'
2 \\H
(o} O:Me
|
SiMe,
CFSOH, 180°C

Dans un bicol de 250 ml muni d’un refrigérant et d'un bouchon & jupe rabattable, on met, sous
azote, 126 mmol du benzhydrol considéré et 50 ml d’hexaméthyldisilazane (237 mmol ). Aprés avoir
ajouté quelques gouttes de chlorotriméthylsilane, on porte le tout 130°C. On observe un dégagement
d’ammoniac et la formation d’'un dépét de chlorure d’'ammonium a la base du réfrigérant.

Lorsque le départ de gaz est terminé (environ 45 minutes), on distille Fexces d’hexaméthyldisilazane
sous le vide d'une tfrompe a eau (le chlorure d’ammonium formé sublime). Le milieu réactionnel est
alors remis sous pression atmosphérique et sous azote.

On introduit & la seringue 32,4 g ( 150,5 mmol ) de L-pyroglutamate de méthyle N-silylé puis 0,05 mi
d’acide triflique. On porte & 130°C.

Deés la fin de la distillation de I'hexaméthyldisiloxanne ( 15 minutes environ ), on ajoute 50 ml de
chlorure de méthyléne et 100 ml d’eau (si I'nexaméthyldisiloxanne ne se forme pas en 15 minutes, il
est nécessaire de rajouter de l'acide friflique). On sépare la phase organique qui est lavée a 'eau
jusqu'a neutralité des eaux de lavage. On séche la phase organique sur sulfate de sodium et on

evapore le solvant. On obtient une huile qui est cristallisée et recristallisée dans I'acétate d’'éthyle.
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* N-(3,4-méthylénedioxy-3’,4’,5’-triméthoxybenzhydryl)pyroglutamate de méthyle
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