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Résumeé :

Le paclitaxel (Taxol®) et son analogue hémisynthétique le docetaxel (Taxotere”™)
appartiennent a une famille d’agents antitumoraux dont 1’originalité réside dans leur structure
tétracyclique inusuelle et complexe, et surtout dans leur mécanisme d’action. Ils ont en effet
pour cible principale une protéine constitutive du fuseau mitotique, la tubuline.

Bien que tres utilisés en clinique (cancers du sein, de ’ovaire, du poumon), ils présentent
un inconvénient majeur pour leur emploi : leur grande toxicité et leur mode d’administration
induisent de graves effets secondaires. De plus, des phénoménes de résistance apparaissent
¢galement.

Une méthode efficace d’amélioration de ces composés est de les transformer en
prodrogues moins cytotoxiques et plus hydrosolubles. L’intérét prépondérant de cette
transformation apparait dans la possibilité de délivrer ces produits de maniére mieux ciblée,
plus spécifique des tumeurs. Elles pourront alors étre utilisés dans le cadre du concept PMT
(Prodrug Mono Therapy) ou dans une stratégie immunociblée de type ADEPT (Antibody
Directed Enzyme Prodrug Therapy).

Dans cette optique, des prodrogues glucuronylées du paclitaxel et du docetaxel ont été
congues et synthétisées. L’espaceur employé est un espaceur double, reliant un carbamate de
p-hydroxybenzyle a une chaine diamine. Ces prodrogues ont été¢ évaluées biologiquement
(stabilité, cytotoxicité, hydrolyse enzymatique) pour valider cette approche. L utilisation du
nouvel espaceur a donné des résultats satisfaisants, en particulier pour les hydrolyses
enzymatiques qui ont ¢été améliorées par rapport a celles des prodrogues décrites
précédemment. La conception et la synthése de différents espaceurs applicables a la

préparation d’autres prodrogues sont également présentées.

Mots-clefs : paclitaxel ; docetaxel ; chimiothérapie ; prodrogues; espaceurs; [-D-

Glucuronidase ; ciblage ; ADEPT ; PMT.

Laboratoire: Institut Curie, Section de Recherche
Laboratoire de Pharmacochimie
UMR 176 CNRS-IC
26 rue d’Ulm
75248 Paris cedex 05



Sum up :

Paclitaxel (Taxol®), and its semisynthetic analog docetaxel (Taxotere®), belong to a
family of antitumoral agents whose original features include an inusual tetracyclic core and an
innovative mechanism of action. Indeed, they target tubulin, a protein of the mitotic spindle.

Though they are widely used in clinic (breast, ovary and lung cancers), yet they display a
major drawback : their acute toxicity and way of administration induct severe side-effects.
Also, some problems of drug resistance appear as well.

An efficient way of improving these compounds is to transform them in less cytotoxic
more hydrophilic prodrugs. This allows a more target-directed delivery, more specific for
tumors. These prodrugs could be then used in such strategies as PMT (Prodrug Mono
Therapy) or an immuno-targeted one like ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug
Therapy).

To this end, glucuronated prodrugs of paclitaxel and docetaxel have been designed and
synthesized. The spacer used is a double one, connecting a p-hydroxybenzyl carbamate with a
diamine tether. In order to validate this approach, these prodrugs have been biologicaly
evaluated (stabilities, cytotoxicities, enzymatic hydrolyses). The double spacer showed good
results, especially efficient release of the drug from the prodrug when incubated with the
proper enzyme. Compared to former spacers used, it showed improved properties. The design
and synthesis of other spacers suitable for the preparation of such prodrugs are also

described.

Key words : paclitaxel ; docetaxel ; chemotherapy ; prodrugs ; spacers ; B-D-Glucuronidase ;
targeting ; ADEPT ; PMT.

Laboratory : Institut Curie, Section de Recherche
Laboratoire de Pharmacochimie
UMR 176 CNRS-IC
26 rue d’Ulm
75248 Paris cedex 05
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Introduction

INTRODUCTION

Depuis 1’Antiquité, la nature constitue la source et la base de la médecine
traditionnelle. Les premiers rapports faisant état de 1’utilisation de plantes dans un but
médicinal proviennent de Mésopotamie et sont datés de 2600 av. J.C. environ. Bien que les
médecines chinoise et égyptienne relatent I’emploi de plantes comme médicament, cette
médecine traditionnelle s’est largement développée sous I’impulsion gréco-romaine.

L’isolement de certaines substances responsables d’effet(s) thérapeutiques(s) observé(s) a
¢té permis par I’évolution des connaissances et des techniques. Ainsi des composés tels que la
strychnine, I’atropine, la morphine ou encore la colchicine ont été isolés au début du XVIII®
siécle. Ceci a par exemple permis la commercialisation de la morphine par E. Merck en 1826,
ou encore la production et la vente par Bayer du premier médicament semi-synthétique obtenu
a partir d’un compos¢ naturel : I’aspirine.

De nos jours, de nombreux médicaments commerciaux sont découverts ou dérivent de
I’isolement de composés issus de plantes ou d’animaux ; une analyse des prescriptions
médicales, menée aux Etats-Unis entre 1959 et 1980, a montré que 25% d’entre elles
contenaient un principe issu du régne végétal. C’est donc tout naturellement que la diversité
chimique offerte par le monde végétal s’est révélée une aide précieuse dans la lutte contre un

des grands fléaux de notre époque : "le cancer".

Le cancer constitue 1’'une des principales causes de déces dans I’ensemble des pays
développés puisqu’il représente la deuxieme cause de mortalité apres les maladies cardio-
vasculaires. De par I’importance du nombre de personnes qu’il atteint, il constitue un
probléme majeur de santé publique. En effet, en France on dénombre 278 000 nouveaux cas

de cancers diagnostiqués et 150 000 déces chaque année (données 2000 consolidées).

Le cancer appartient au groupe des maladies néoplasiques, c’est-a-dire liées a une
prolifération cellulaire anormale de type anarchique. Ce déréglement de la division de
quelques-unes des milliards de cellules qui constituent I’organisme humain échappe donc au
mécanisme normal du contrdle par les cellules voisines et par I’ensemble de 1’organisme. Si
les cellules se divisent sans besoin, il y a apparition d’une masse de tissus excédentaires
nommeée tumeur.

Aujourd’hui plus de cent types de cancers, dont les causes, les évolutions et les
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conséquences s’averent trés diverses, ont été décrits. Ils peuvent étre répartis en deux groupes
principaux : les tumeurs solides et les maladies hématologiques malignes. Ces derniéres
affectent le sang et le systetme lymphatique ; par conséquent, les cellules malignes sont
disséminées dans l’organisme dés leur apparition. Quant aux tumeurs solides, elles se

localisent dans un tissu ou un organe. Deux cas se présentent :

¢ Si cette prolifération se fait sans envahissement destructif des tissus environnants ni

dissémination, la tumeur est dite bénigne.

¢ Si, au contraire, la tumeur s’accroit aux dépens des tissus adjacents, il s’agit d’une
tumeur maligne. Il y a un phénomeéne de métastase lorsque des cellules
cancéreuses se détachent de la tumeur primaire et sont transportées par le sang ou
le systeme lymphatique vers un autre organe ou des tissus plus ¢loignés ou elles
vont pouvoir se diviser pour former une tumeur secondaire. Ceci constitue 1'une

des principales difficultés dans le traitement du cancer.

Dans cette optique, le paclitaxel 1 (Taxol®), issu de I’if, et son analogue semi-
synthétique, le docetaxel 2 (Taxotere®), représentent deux anticancéreux (Figure 1) trés
importants qui, ces derniéres années, ont permis de nettes améliorations dans le traitement de

certains cancers.

Paclitaxel 1 (Taxol®) :Ry=Ph,R,=Ac
Docetaxel 2 (Taxotere®) : R; =OtBu, R, =H

Figure 1

Ces deux composés appartiennent a une famille de diterpénes connus sous le nom de
"taxoides" ou "taxanes". Les propriétés remarquables du paclitaxel ont fait de cette famille un
sujet de recherche parmi les plus étudi¢ depuis 1970 dans le domaine du cancer. Les trés

nombreux travaux réalisés (synthese totale, hémi- et bio-synthése, analogues structuraux) ont
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mis en exergue de précieux renseignements sur les relations structure-activité (SAR) ainsi que

sur la chimie de ces composés.

Comme la majorit¢ des antitumoraux, ces composés ne sont pas utilisés aux doses
optimales par suite d’effets secondaires indésirables dus a leur cytotoxicité propre ou a leur
mode d’administration. L’amélioration de la sélectivité des agents anticancéreux vis-a-vis des
cellules tumorales représente en effet un objectif majeur en chimiothérapie anticancéreuse.
Pour augmenter la solubilit¢ et la sélectivité, une méthode consiste a transformer en
prodrogue ce type de composé oncostatique. Une technique efficace de ciblage consiste a
utiliser une stratégie de type ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy). Ce type
de stratégie vise a modifier la distribution d’un agent cytotoxique en le générant sélectivement

au niveau de la tumeur aprés vectorisation d’une enzyme a la surface de la cellule tumorale.

L’objet de cette thése s’inscrit dans cette optique d’amélioration de 1’efficacité des
antitumoraux paclitaxel et docetaxel. Les objectifs sont donc de synthétiser différentes
prodrogues de ces agents anticancéreux dans le cadre de stratégies thérapeutiques améliorant
leurs performances curatives.

La premicre partie de ce manuscrit présentera d’abord de fagon générale la famille des
taxoides (notamment leur mécanisme d’action) et plus particulicrement son représentant
phare, le paclitaxel. En second point seront abordées les stratégies ADEPT et PMT
(Prodrogue MonoTherapy) dont les tenants et les aboutissants seront discutés en détails.

Dans un deuxiéme temps, I’ensemble des résultats des travaux personnels de cette thése
seront exposés. Les points clefs seront la conception, la synthése et les études biologiques in

vitro des prodrogues obtenues.
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PARTIE | : CANCER et PACLITAXEL

I) Cancer et cibles thérapeutiques

Le cancer est un mot d’origine grecque signifiant crabe ; ainsi Galien, médecin grec de
I’époque romaine, le définissait-il par ces mots : "Une tumeur qui s’étend des deux cotés par
des prolongements anormaux qui envahissent les tissus adjacents. Cela ressemble aux pattes
d’un crabe qui sont elles aussi présentes tout le long de la téte et du corps de I’animal”.

Actuellement, un cancer sur deux en moyenne (toutes localisations confondues) peut
étre guéri a condition d’€tre traité précocement. De maniére générale, les traitements
antitumoraux combattent la croissance incontrdlée de la tumeur, 1’invasion des tissus sains et

la formation des métastases.

La premicre thérapie utilisée dans la lutte contre le cancer, en particulier pour les tumeurs
solides, est la chirurgie. Malheureusement, celle-ci ne garantit pas 1’¢limination des
extensions microscopiques souvent associées au cancer. La chirurgie s’intégre donc
maintenant dans des stratégies pluridisciplinaires. Chirurgiens, chimiothérapeutes et
radiothérapeutes décident ensemble de la chronologie de leurs différentes interventions. Le
médecin a le choix entre différents protocoles et choisira le plus adapté selon plusieurs
critéres : le type et la taille de la tumeur, la tumeur localisée ou non, 1’existence ou non de
I’atteinte d’un autre organe, savoir si le patient a déja recu ou non de la chimiothérapie, selon

les résultats des prises de sang et des examens complémentaires.

La radiothérapie, comme la chirurgie, est un traitement local utilisant 1’effet des
radiations ionisantes délivrées sur une zone définie, donc sur les tissus biologiques atteints, en
préservant le plus possible les tissus sains. Souvent, la dose qui serait efficace ne peut étre

délivrée, car elle entrainerait des effets secondaires au niveau des tissus avoisinants.

Le cas de I'immunothérapie, qui représente une nouvelle approche du traitement des
cancers et fait I’objet de nombreux travaux de recherche récents, sera traité dans la partie II ci-

apres.
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A T’heure actuelle, la chimiothérapie anticancéreuse, indispensable pour le traitement
des leucémies et des métastases, reste tres utilisée grace a ses indications de plus en plus
étendues, les produits disponibles étant également de plus en plus nombreux et performants.
L’objectif de cet outil thérapeutique est de traiter le malade par des molécules capables de
réduire la prolifération des cellules cancéreuses. Il s’agit donc de 1’absorption de médicaments
qui pénetrent les vaisseaux sanguins pour détruire les cellules cancéreuses, soit directement
dans le sang, soit en étant distribués vers les organes touchés par le cancer. Cette méthode
présente ’avantage de pouvoir traiter des cancers localisés tout autant que des cancers

circulants.

Parmi les composés anticancéreux, il convient de distinguer les produits dits cytotoxiques
(destruction de la cellule in fine) interagissant avec les cibles dites "classiques", et les
cytostatiques (réduction de la prolifération cellulaire en bloquant facteurs de croissances ou
oncogenes) en interaction avec de nouvelles cibles thérapeutiques mises en évidence

récemment.

1) Nouvelles cibles thérapeutiques

Ces nouvelles cibles potentielles décrites pour la recherche de molécules
anticancéreuses mettent en jeu des mécanismes pouvant &tre rassemblés dans 1'une des

catégories suivantes :

0 Transduction du signal : les différents facteurs de croissance et leurs récepteurs ou les

sérines/thréonines kinases intervenant dans les cascades de transduction cellulaire sont
fortement impliquées dans la prolifération cellulaire; leur surexpression a été observée
dans nombre de cancers.

0 Cycle cellulaire : faisant suite a cette transduction du signal, des protéines kinases

dépendantes des cyclines (par ex. cdk2) interviennent dans D’initiation du cycle
cellulaire ; ces protéines sont également surexprimées dans la plupart des cancers.

O Apoptose : la surexpression d’oncoprotéines anti-apoptotiques telle Bcl-2, ou bien
Mdm?2 inhibitrice du gene suppresseur de tumeur p53, est aussi constatée dans la

majorité des cancers
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0 Angiogenése, métastases et matrice extra-cellulaire : il apparait essentiel, en paralléle

a la lutte contre la division cellulaire, d’empécher la progression et 1’extension de la
maladie vers d’autres zones de 1’organisme que la tumeur initiale. L’inhibition de
I’angiogenese permet ainsi de limiter la vascularisation des tumeurs (point critique

lorsqu’elles croissent) et diminue leur pouvoir métastatique.

2) Cibles thérapeutigues classiques

De facon générale, I’emploi de médicaments aujourd’hui en chimiothérapie
anticancéreuse met a profit 'une des caractéristiques les plus spécifiques des cellules
tumorales ; il s’agit de leur reproduction anarchique et rapide. Les médicaments ont pour but
de bloquer la reproduction du cycle cellulaire, leur phase d’action dépendant de leur
mécanisme d’action (Figure 2 et cf. § I11.2 Cycle cellulaire). Ces médicaments sont classés en
fonction de leur mode d’action cellulaire. On compte ainsi quatre grandes familles
d’anticancéreux : les agents alkylants, les antimétabolites, les substances interagissant avec

I’ADN et/ou les complexes ADN-enzymes (les antibiotiques) et les poisons du fuseau.

Poisans Cisplatine
du fuseau

Taxanes

Bleomycine

MTX
Alkylants

Intercalants  Anti-
topoisomérase

Figure 2

Si I’arsenal thérapeutique s’est enrichi au fil des années, il faut cependant remarquer que
la plupart des médicaments antitumoraux récents plus actifs ont principalement permis
d’améliorer la tolérance et I’efficacité de la chimiothérapie, comparativement aux anciennes

molécules.
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a) Les agents alkylants ou électrophiles

Les agents alkylants agissent sur la duplication de I’ADN ou sur sa transcription en
formant des ponts intramoléculaires entre deux bases appartenant au méme brin ou a des brins
opposés de I’ADN. Ces alkylations (lien chimique covalent fort) sur les brins d’ADN ont pour
conséquence d’interdire leur duplication, de créer des altérations immédiates ou des mutations
géniques et, éventuellement, de bloquer la mitose.

Historiquement, les moutardes a 1’azote (MBA 3 et cyclophosphamide 4) furent les
premiers représentants de cette classe. Le cis-platine 5, utilis€ contre un large éventail de

tumeurs solides, entre également dans cette catégorie (Figure 3).

Cl |
Ya s cl Q P/8 H3N’-Pt\}
N\/\C| N/H \/\C| H3 7
MBA 3 Cyclophosphamide 4 Cis-platine 5

Figure 3

b) Les antimétabolites

Les antimétabolites inhibent la synthése des acides nucléiques en se substituant aux
bases puriques et pyrimidiques indispensables a cette synthése. La synthése des acides
nucléiques étant la premiére étape nécessaire a la reproduction cellulaire, les antimétabolites
sont donc responsables de la mort de la cellule incapable de se reproduire. Ces substances
possedent une structure similaire a celle de composants métaboliques intermédiaires
indispensables et sont acceptées comme substrat leurre bloquant au final la synthése de
I’ADN.

Un exemple ancien et bien connu est le méthotrexate 6 (Figure 4), un analogue de I’acide
folique, qui inhibe la dihydrofolate-réductase (DHFR) provoquant ainsi 1’arrét de la synthése

de la thymine, de la méthionine et des bases puriques.
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M thotrexate 6 ﬁ)l\

c) Agents intercalants et/ou anti-topoisomérases I et I1

Figure 4

Les substances intercalantes forment le groupe le plus important de molécules
interagissant avec I’ADN. Ces molécules, présentant une structure plane toujours constituée
de noyaux aromatiques condensés, s’insérent dans la double hélice de I’ADN entre plateaux
de bases, plus parfois une interaction supplémentaire avec petit ou grand sillon, induisant ainsi
allongement et distorsion.

Les nombreux dérivés de I’acridine 7 et de ’ellipticine 8 (Figure 5) sont des composés

aux propriétés intercalantes connues.

o Qo

Acridine 7 Ellipticine 8

’ Figure 5

Cependant ce phénomene ne suffit pas a expliciter la toxicité de ces agents. Un des
¢léments essentiels est en effet leur role d’inhibiteur des ADN-topoisomérases I et II.

Les ADN-topoisomérases I et II gerent les contraintes topologiques de I’ADN lors des
processus de réplication, transcription, réparation, condensation des chromosomes et leur
ségrégation lors de la mitose. Pour ce faire, elles rompent un seul brin (topoisomérase I) ou
deux brins (topoisomérase II) de la double hélice, les décroisent puis les relient ensuite
immédiatement. Les inhibiteurs empéchent cette religation, entralnant des cassures qui, si

elles sont trop nombreuses, font entrer la cellule en apoptose.



Introduction

La camptothécine 9 et ses dérivés sont des inhibiteurs de la topoisomérase I, de méme

que la B-lapachone 11 ou la ménadione (vitamine K3) 12 (Figure 6).

R,=R,=H Camptoth” cine 9
O
%) Irinot” can ™ 10
Rz =Et
o
(0]
B-Lapachone 11 M"nadione (vitamine K;) 12
Figure 6

La daunorubicine 13 et la doxorubicine 14 (Figure 7) appartiennent a la famille des
anthracyclines et sont des inhibiteurs de la topoisomérase II. Le probléme majeur de cette
série de composés tres actifs est leur toxicité cardiaque. Néanmoins, la doxorubicine reste
encore tres utilisée dans le traitement de nombreux cancers (sein, poumon, diverses
leucémies) et reste 1’objet de nombreuses études, notamment comme « proof of principle » de

stratégies diverses et variées.

R=CH;, Daunorubicine 13

R =CH,0H Doxorubicine 14

J Figure 7

d) Poisons du fuseau

Lors de la division cellulaire, la migration des chromosomes au cours de 1’anaphase

est assurée par le fuseau mitotique. Celui-ci est constitué de 1’assemblage de microtubules

10
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résultant elles-mémes de la polymérisation d’une protéine hétéro-dimérique : la tubuline (vide
infra).

Cet assemblage de la tubuline en microtubules est inhibé par certains composés tels la
vinblastine 15, la vincristine 16 et la colchicine 17 (Figure 8), qui bloquent la cellule en
métaphase prolongée et déclenchent I’apoptose. C’est pourquoi le fuseau mitotique a été et

. . . 1
reste une cible oncologique de premier ordre.

V@nblgst‘ine 15 R =Me Colchicine 17
Vincristine 16 R = CHO

Figure 8

Le paclitaxel, le docetaxel, ainsi que de nouveaux composés trés prometteurs tels les
¢épothilones A 18 et B 19, 1’¢leuthérobine 20, le laulimalide 21 ou la (+)-discodermolide 22
(Figure 9), favorisent au contraire 1’assemblage et inhibent le désassemblage des

microtubules. Comme précédemment ils bloquent la division cellulaire en métaphase.

* Ces chiffres renvoient a1 a bibliographie en fin d’ouvrage.

11
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Epothilone A 18 R =H
Epothilone B 19 R =Me

OH

(/ OH
O

OAc

Eleuth” robine 20 Laulimalide 21

Figure 9

I1) Systeme tubuline-microtubule et cycle cellulaire

Le terme microtubule apparu assez récemment (début des années 60) provient des
recherches de la biologie cellulaire. Ce sont les travaux autour du systéme tubuline-
microtubule qui ont mené a la découverte du mécanisme d’action de la colchicine, mécanisme

a I’époque trés original.

1) Le systéeme tubuline-microtubule

a) Description’

Avec les filaments d’actine (7 nm) et les filaments intermédiaires (10 nm), les
microtubules forment les trois filaments protéiniques majeurs du cytosquelette de la cellule.
Ils se présentent sous la forme de tubes creux de diametre externe de 25 nm et ont pour
principales fonctions de modeler la cellule, d’assurer le transport d’organites et les

mouvements cellulaires et enfin, point qui nous intéresse plus particulierement, de séparer les

12
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chromosomes lors de la mitose.

Les microtubules sont constitués de molécules de tubuline qui est un polypeptide
globulaire hétérodimérique formé lui-méme de deux sous-unités distinctes, mais possédant
des séquences aminées trés proches, de 55 kDa et 4 nm environ chacune : la tubuline o et la
tubuline 3. Les diméres a3 de tubuline se joignent bout a bout, avec la tubuline § d’un dimeére
liée a la tubuline o du dimeére suivant, créant ainsi des protofilaments. L’arrangement latéral
de 13 de ces protofilaments forme une cavité cylindrique vide (diamétre interne de 14 nm) qui

est dénommé¢ microtubule (Schéma 1).

ee4ubulin
- O — G U8

feobulin () heterodimer protofilament

microtubule

Schéma 1

b) Dynamique des microtubules

L’assemblage de tubuline en microtubule se fait spontanément in vitro et
s’accompagne de I’hydrolyse d’un nucléotide 1ié, en I’occurrence un GTP (Guanosine
TriPhosphate). L’hydrolyse du nucléotide posséde une influence critique sur la cinétique de
polymérisation.

Ce processus dépend d’un échange constant entre les molécules de tubuline du
microtubule et une réserve cytosolique de tubuline. Typiquement dans des cellules en culture
soumises a des conditions de croissance normale, on estime a 50% le pourcentage de tubuline
polymérisée. La stabilité des différentes structures microtubulaires varie grandement, 1’une
des plus fragile étant le fuseau mitotique, d’ou sa grande sensibilité aux composés perturbant
la dynamique de polymérisation.

Les microtubules oscillent constamment entre allongement et raccourcissement, ce qui a

¢té caractérisé par le terme d’instabilité dynamique. Cet équilibre est régi par une

13
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concentration critique en tubuline (Cc)’ : lorsque la concentration en tubuline du milieu est
supérieure a Cc 1’équilibre va vers I’allongement du microtubule (sens 1), dans le cas

contraire 1’équilibre est déplacé dans le sens d’hydrolyse du microtubule (sens 2) (Schéma 2).

K,
Microtubule, + Monom, re de tubuline —1‘ Microtubule , ,
2
avec K = Cc™!
Schéma 2

D’autres facteurs rentrent en ligne de compte pour cet équilibre :

> L’assemblage est optimal pour un pH de 6.9, a 37°C, en présence d’ions Mg”", de
GTP et de protéines associées aux microtubules (MAP’s).

> Le désassemblage est favorisé par la présence d’ions Ca’" ou par refroidissement

(4°C).

Il est intéressant de noter que les microtubules présentent une structure polaire due a
I’arrangement de leur sous-unité asymétrique. Les deux extrémités du polymeére sont ainsi
différenciées ; il a en effet été observé que 1’'une des deux parties terminales du polymeére
(nommée extrémité +) grossit trois fois plus vite que ’autre (nommée en conséquence

extrémité -). Il a de fait été établi une Cc pour chacune des extrémités.

2) Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire de la majorité¢ des cellules eucaryotes se décompose en quatre
phases distinctes appelées, dans ’ordre, G;, S, G, et M. Les phases Gj, S et G, constituent
I’interphase, période durant laquelle la cellule duplique son matériel génétique pour pouvoir
se diviser. L’interphase représente environ 90% du temps total du cycle cellulaire, temps qui
peut varier de 16 a 24h.

La phase M (pour Mitose) correspond a la division cellulaire proprement dite, phase au
cours de laquelle une cellule mére va donner naissance a deux cellules filles génétiquement

rigoureusement identiques (Figure 10).

14



Introduction

Croissance et
réplication de

Croissance

Figure 10

Au cours de ce processus de mitose, I’instabilité dynamique des microtubules augmente,
leur demi-vie chutant de quelques minutes a quelques secondes.

Les profondes réorganisations morphologiques de la cellule au cours de la mitose
incluent la création du fuseau mitotique. Ce dernier est accroché par son extrémité négative au
centrosome (centre initiateur et organisateur des microtubules dans la cellule) et par son
extrémité positive aux chromosomes. Il induit 1’alignement équatorial de ces derniers lors de
la métaphase. Ensuite, lors de I’anaphase, la dynamique intrinséque des microtubules
s’accélere, raccourcissant de fait la longueur du fuseau mitotique et donc générateur de la
migration des chromosomes. Cette migration est primordiale puisqu’elle permet la séparation
en deux lots identiques du matériel génétique de la cellule pour conduire aux deux cellules
filles.

Il ressort manifestement de ce qui précéde que la dynamique des microtubules s’avere
capitale pour le bon déroulement de la mitose et donc de la division cellulaire. Il en résulte
que toute altération de ce processus induira un arrét de la mitose pouvant conduire a

I’apoptose.
Le systéme tubuline-microtubule s’est donc révélé une cible privilégiée dans le

traitement du cancer, maladie qui se caractérise par des cellules en divisions rapides. C’est

pourquoi ces derni¢res années ont vu le développement d’agents antitumoraux majeurs tels le

15
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paclitaxel 1 et son analogue docetaxel 2, ainsi que la Navelbine®, qui sont venus s’ajouter 4 la

vinblastine 15 et la vincristine 16.

3) Mécanisme d’action des taxoides

Apres la découverte de ’activité d’un dérivé de I'if, la percée de premicre importance
fut I’élucidation par Susan Horwitz et coll. de la cible biologique du paclitaxel.* ° s ont en
effet démontré que ce composé d’une part accélére 1’assemblage de la tubuline en
microtubule, et d’autre part inhibe le désassemblage de ces microtubules induit par le froid ou
la présence d’ions Ca®". La Figure 11 représente le paclitaxel dans son site d’action sur la

tubuline.

Dimere de tubuline a f

Extrémite
plus

a p PDB 1TUB
Site d'action du taxol wis-a-vis de la tubuline

Figure 11

Les nombreuses études réalisées par la suite ont mis en évidence plusieurs points
d’intérét :
1. Le paclitaxel se fixe de maniére stoechiométrique et réversible sur son site d’attache aux
microtubules, mais pas sur I’hétérodimére de tubuline af.’
ii. Les cellules exposées au produit répliquent convenablement leur ADN (phase S) mais se

bloquent au stade G, ou M du cycle cellulaire.”

16
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iii. En présence de paclitaxel la concentration critique en tubuline Cc et le temps d’initiation

d’assemblage sont réduits.> *

iv. La structure des microtubules avec le paclitaxel est anormale : diameétre externe de 22 nm
au lieu de 24, protofilament constitué¢ de 12 hétérodimére off au lieu de 13.%®
v.Le site de fixation du paclitaxel differe de celui des vinca-alcaloides inhibant

I’assemblage de tubuline en microtubule.®

Le Schéma 3 récapitule 1’assemblage de la tubuline en présence ou en absence de

paclitaxel (reproduction tirée du site internet d’Ojima).

Microtubules Formation and
the Mechanism of Action of Paclitaxel (Taxol®)

Polymerization /
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I11) Le Paclitaxel

1) Généralités sur les taxoides

L’histoire de I’If est au moins aussi ancienne que celle de la civilisation occidentale.
Les pieds femelles de cet arbre de taille moyenne a croissance lente produisent des graines
entourées par un arille rouge. Sa résistance et sa longévité exceptionnelles en font un attribut
fréquent des parcs et des jardins. Son classement taxonomique n’est pas aisé. En effet,
d’apparence semblable aux coniferes, certains caracteres morphologiques (absence de cones
et d’écoulement de résine) I’en éloignent, d’ou son placement dans 1’ordre des "Taxales". Le
genre taxus (famille des taxacées) est répandu dans toutes les zones tempérées de
I’hémispheére nord et comprend une dizaine d’espéces dont I’if européen (Taxus baccata L.),
I’if japonais (Taxus cuspidata Sied. & Zucc.) ou encore I’if du pacifique (Taxus brevifolia
Nutt.).”

En raison de sa grande toxicité et de son utilisation pour faire des armes, I’if était dans les
anciens temps associé¢ a la mort. De fait, Homere relatait déja il y a environ 3 000 ans son
emploi pour la confection d’arcs. Les propriétés toxiques de toutes les parties le constituant
(écorce, épines, graines), rapportées déja par Théophraste au IV® siécle avant notre ére ou
encore Pline I’Ancien, sont connues des naturalistes. Malgré cette toxicité a priori contre-
indiquée, I’if européen est réputé pour ses nombreuses et variées propriétés médicinales
(cardiotonique, expectorant, antispasmodique, diurétique, antiseptique, emménagogue”).'’
Nous voyons apparaitre ici la dualité entre 1’utilisation de substances actives dans un but

thérapeutique et leur contrepartie de toxicité inhérente.

Aujourd’hui plus de 250 composés présents dans 1’if ont été identifiés. La majorité
présente le squelette diterpénique tricyclo [9.3.1.0] pentadécane communément appelé

squelette taxane (Figure 12). Ces molécules qui forment un groupe homogeéne sont regroupées
sous le vocable général de taxoides (taxanes diterpénoides). La numérotation des carbones du

squelette taxane recommandée par I’'TUPAC sera respectée tout au long de ce manuscrit.

* . . r . s \
Qui favorise ou régularise I’écoulement des régles.
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Figure 12

2) Isolement du Paclitaxel*

L’origine de I’histoire du paclitaxel remonte aux années 60 lorsque le National Cancer
Institute (NCI) américain lance un vaste et ambitieux programme de recherche de composés
anticancéreux d’origine végétale. Au cours de ce dépistage massif, des centaines d’extraits
bruts de plantes de toutes provenances verront leur activité évaluée in vitro et in vivo.

Un extrait de I'if du pacifique se révélera toxique sur la lignée de cellules murines
leucémiques L1210 et le carcinome Walker 256. L’isolement du composé responsable de
cette activité débute en 1965 au laboratoire de Monroe Wall au "Research Triangle Institute"
de Caroline du Nord. Aprés seulement quatre années, le paclitaxel est obtenu sous sa forme

pure et sa structure publiée en 1971."

Le nom chimique "taxol" est attribué par Wani et Wall
a ce composé, mais par la suite les laboratoires Bristol-Meyers Squibb (BMS) enregistreront
le nom Taxol® pour leur formulation pharmaceutique, le nom générique paclitaxel étant alors

dévolu au composé 1.

Paclitaxel (Taxol®) 1

A cause de son tres mauvais rendement d’extraction (0.014% a partir de I’écorce de T.
brevifolia)'? et a sa faible solubilité aqueuse, I’importance pharmacologique du paclitaxel ne

sera pas reconnue immédiatement. Les travaux de Fuchs et Johnson qui découvrent son
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activité antimitotique'* complétés par ceux de Susan Horwitz qui trouve que cette molécule
provoque ’assemblage de la tubuline en microtubules et stabilise ces derniers® vont étre a
I’origine de 1’expansion exponentielle des études au sujet du paclitaxel et de la famille des
taxoides. En effet, ce mécanisme d’action original et unique a 1I’époque différe de celui de
tous les antimitotiques alors connus (alcaloides de la pervenche, colchicine) qui agissent eux
en tant qu’inhibiteurs de 1’assemblage de la tubuline. Une publication trés récente' indique
que le paclitaxel exerce un effet antitumoral, au moins en partie, par inhibition de la kinase
p70S6K (kinase ribosomale de 70 kDa). Il reste donc du travail dans la compréhension des
modes d’action du paclitaxel qui permettrait son utilisation optimum ; une publication tres

1.16

récente de Seiden et coll.”” relate les différents mécanismes d’action identifiés du paclitaxel

ainsi que les problémes de résistance rencontrés dans son emploi en clinique.

Le NCI lance alors une campagne d’essais cliniques sur des patientes atteintes d’un
cancer incurable de I’ovaire et des patientes atteintes d’un cancer du sein. Les résultats (1989-
1991) mettent en avant la bonne activité¢ du paclitaxel contre les tumeurs solides.

Le développement confi¢ a BMS aboutit en 1993 a son AMM (Autorisation de Mise sur
le Marché) par la FDA (Food and Drug Administration, autorité régulatrice aux Etats-Unis)
pour le traitement du cancer des ovaires, AMM suivie en 1996 de celle du cancer du sein et en
1998 de celle du cancer du poumon non a petites cellules. Son utilisation clinique n’a cessé
d’augmenter depuis lors et il fait I’objet de trés nombreuses évaluations pour le traitement

d’autres cancers, seul ou en association avec d’autres antitumoraux (polychimiothérapie).”

3) Approvisionnement en paclitaxel

Les ¢études et les essais cliniques menés pas le NCI ont rapidement fait émerger un
probléme majeur li€¢ au paclitaxel : celui de son approvisionnement. De fait, les rendements
d’extraction particulierement faibles déja cités conjugués a une demande exponentielle ont eu
tot fait de menacer de disparition I’if du pacifique.

Pour pallier cette difficulté, plusieurs approches paraissaient possibles dont certaines sont

décrites ci-dessous.
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a) Syntheése totale

La synthése totale du paclitaxel représente une tiche formidable pour le chimiste
organicien de par son architecture complexe et inusuelle (par ex. le cycle oxétane), ses onze
centres stéréogéniques, ses groupes fonctionnels €élaborés et son extréme fragilité¢ a différents
réactifs acides ou basiques conduisant & de nombreux réarrangements.'®

Aujourd’hui six synthéses totales seulement ont été décrites,'” les deux premiéres (Holton
et Nicolaou) intervenant a peu pres a la méme époque en 1994. La synthése la plus courte est
celle de Wender qui nécessite 37 étapes. Evidemment aucune de ces synthéses n’est viable a
I’échelle industrielle, mais elles ont largement contribué¢ au développement de nouvelles
méthodologies et stratégies synthétiques. Ces travaux ont par ailleurs grandement facilité la

conception et la synthése d’analogues divers et variés autour du squelette taxane.
b) Hémisynthése

Les difficultés rencontrées lors de la synthese totale du paclitaxel ont rapidement mis
en avant le potentiel résidant dans son hémisynthese. C’est au cours de travaux a ce sujet que
la découverte, plus ou moins fortuite, du docetaxel 2 a eu lieu.

Tirant parti de 1’abattage de nombreux if européens, I’équipe de Pierre Potier en a profité
pour extraire les différentes parties de cet arbre. L’extraction des feuilles a notamment permis,
grace a un test tubuline mis au point dans ce laboratoire, d’isoler la 10-désacétylbaccatine III
23 (10-DAB) (Figure 13). Ce composé¢ déja décrit par Wani et Wall comme produit
d’hydrolyse du paclitaxel'? a pu étre extrait avec le rendement, comparativement excellent, de
lg par kg de feuilles fraiches.” Cette molécule s’est rapidement imposée comme un
précurseur modele pour la synthése du paclitaxel ou d’analogues. En effet, d’une part son
approvisionnement est assuré¢ puisque la récole des feuilles ne nuit pas a I’arbre ; d’autre part

il est obtenu en quantité assez importante et sa structure est trés proche de celle du paclitaxel.

10-D”sac"tylbaccatine I 23

’ Figure 13
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La production de paclitaxel au départ de la 10-DAB peut s’effectuer par estérification
d’une chaine de type N-benzoyl-3-phénylisosérine de stéréochimie convenable par
I’hydroxyle en 13 de la 10-DAB. La synthése énantiosélective de la chaine latérale du
paclitaxel a été réussie par aminohydroxylation, époxydation asymétrique, ou encore
hydrogénation.

Les études de cette acylation ont montré que la réactivité des différents hydroxyles

secondaires portés par la 10-DAB était dans 1’ordre décroissant : OH-7>OH-10>0H-13 2"

La premiere acylation en position 13 effectuée sur la 10-DAB a ¢été réalisée dans le
laboratoire de Pierre Potier.?! Au cours du travail effectué a cette occasion, un composé
montrant une meilleure cytotoxicité, et surtout une meilleure activité sur le systeme tubuline-
microtubule, a été identifié : le docetaxel.”> > Cette molécule sera développée par le CNRS et
Rhone-Poulenc Rorer sous 1’appellation Taxotere®. La FDA I'a approuvée en 1996 pour le
traitement du cancer du sein résistant a la doxorubicine ; il est également employé dans le
cancer du poumon non a petites cellules et fait I’objet de nombreux essais cliniques, seul ou
en association, pour diverses tumeurs.'’

Les méthodes hémisynthétiques les plus performantes conduisant au paclitaxel ou au
docetaxel font appel a des couplages mettant en jeu des chaines latérales énantiomériquement
pures sous la forme d’oxazolines, d’oxazolidines ou de 3-lactames.

La production industrielle de ces deux agents s’effectue par I’'une de ses méthodes,

respectivement une oxazoline pour le docetaxel et un B-lactame pour le paclitaxel, permettant

une fourniture adéquate, par rapport a la demande, de ces deux produits.

Le point noir de 1’utilisation de ces deux composés demeure leur galénique. En effet, en
raison de leur faible solubilité aqueuse n’autorisant pas une administration usuelle par voie
intraveineuse, des formulations spécifiques ont été mises au point. Ainsi le paclitaxel est
formulé dans 50% d’éthanol et 50% de Cremophor EL®, une huile de ricin polyéthoxylée, et
le docetaxel dans du polysorbate 80 (Tween 80%). Ces formulations sont a I’origine de
nombreux effets secondaires, particuliérement des allergies®, nécessitant des pré-régimes
médicamenteux a base d’anti-histaminiques et de corticostéroides.

Pour remédier a ces difficultés, il est envisageable d’améliorer leur solubilité aqueuse par

greffage de groupements polaires, mettre au point de nouvelles formules galéniques ou bien
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les transformer en prodrogues. Toutefois, avant d’entreprendre de telles modifications, il faut
attentivement regarder les relations structure-activité (SAR) des taxoides, ce qui fait I’objet du

paragraphe suivant.

¢) Etudes SAR

La recherche d’analogues avec de meilleures activités, la propriété de surmonter la
MDR (Multi Drug Resistance) qui peut étre liée a la surexpression de la glycoprotéine-P,
associées au besoin d’entreprendre des études conformationnelles et de « binding », ont
conduit a la synthése d’un nombre impressionnant de dérivés du paclitaxel.” Les études SAR

. . . . , . . . . \ s e . 1
ont permis I’identification et la caractérisation de traits essentiels a 1’activité du paclitaxel.” '
25,26

1- La chaine latérale

Cette chaine en position 13 est un groupe essentiel et doit contenir un hydroxyle libre
en 2°, a tout le moins une liaison ester hydrolysable. Des modifications en C-3" et N-3” ont
produit quelques analogues avec d’excellentes activités.

L’importance de cette chaine apparait également au travers des trés nombreuses
méthodologies développées pour sa préparation et son couplage avec une baccatine

correctement protégee.

2- L’hémisphére sud

Cette partie contient I’hydroxyle tertiaire en 1, le benzoate en 2 et I’acétate en 4.

Le 1-déoxy paclitaxel synthétis¢é a montré le role relativement peu important de cette
fonction hydroxyle dans ’activité du paclitaxel. En revanche, 1’absence d’un acyl en position
2 ou 4 résulte en une activité significativement réduite des composés. Un groupe hydrophobe
acyl ou aryl est requis en 2 pour l’activité, une débenzoylation ou une désoxygénation
compléte en cette position 2 menant & des analogues inactifs. La substitution sur le noyau
phényl donne des résultats intéressants, reliés notamment a la position de substitution. Ainsi

une substitution par un azido en para réduit I’activité alors qu’en meta elle I’augmente.

* Le docetaxel, par nature hémi-synthétique et protégé par de nombreux brevets, a re¢u beaucoup moins
d’attention que le paclitaxel.
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3- L’hémisphére nord

Les résultats convergent pour montrer que, d’une manicre générale, les hydroxyles 7 et
10 et la cétone 9 peuvent étre enlevés ou dérivés sans changement substantiel d’activité. Ces
deux positions ont donc été souvent employées pour moduler la pharmacologie de taxoides
actifs. Par exemple un dérivé thiométhoxyméthyl en 7 de BMS est actuellement en essais

cliniques.
4- Le cycle oxétane

Les données concernant ce cycle s’aveérent un peu contradictoires. Au début, la
présence de I’oxygeéne semblait nécessaire a 1’activité par suite de la formation d’une liaison
hydrogéne au site de fixation. Une autre hypothése était qu’il favorisait la rigidité du cycle C,
maintenant en cela I’acétyle 4 dans sa conformation active. Le remplacement de 1’oxygene
par un soufre réduit la cytotoxicité et I’affinité tubuline, probablement parce que la taille plus
imposante du soufre induit des modifications de conformation, et éventuellement par sa plus
faible capacité d’accepteur de liaison hydrogene.

Des études plus récentes, aidées par la modélisation moléculaire informatique, ont
suggéré que les composés délestés de cet oxétane pouvaient avoir des activités similaires a
celles du paclitaxel. Ceci est appuyé par la synthése d’un analogue 5(20)-déoxydocetaxel
possédant la méme activité que le paclitaxel27 ; la conservation de I’activité serait due a la
rigidification induite par le cycle cyclopropyle, a I’instar de 1’oxétane. Toutes ces données

(non exhaustives) sont résumées dans la Figure 14 ci-dessous.
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Figure 14

Il semble également que le paramétrage de 1’hydrophobicité des taxoides joue
grandement sur leur capacité d’interaction avec la tubuline,”™ étant également connu que le
paclitaxel, en solution, forme des dimeres ou divers agrégats qui seraient partie prenante de

- «,, 20
son activite.
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PARTIE Il : CIBLAGE de CONJUGUES®*3?

Dés 1906, Paul Ehrlich a proposé le ciblage spécifique de médicament grace a
’emploi d’anticorps obtenus a partir du systéme immunitaire humain.”’ La premiére
application dans le domaine du cancer verra le jour 50 ans plus tard avec la mise au point par
Mathé d’un conjugué méthotrexate-anticorps.”* Ce n’est qu’avec I’avénement des anticorps
monoclonaux (en abrégé mAb)* que ce concept va étre réactualisé®; les progrés de la biologie
cellulaire et moléculaire, permettant la meilleure caractérisation des structures en jeu et la
production d’immunoglobulines, donneront toute sa dimension a cette approche. L’ingénierie
des anticorps,3 6 avec la production de fragments mono- (Fab) ou bi-valents (Fab’), ou encore
I’obtention de simples chaines (ScFv), ont également permis bien des avancées et donné de

grands espoirs.

Du fait des faibles différences biologiques et physiologiques entre cellules saines et
cellules cancéreuses, la fenétre thérapeutique d’un cytotoxique est trés réduite puisqu’il sera
tres difficile a cet agent de différencier les cellules et donc d’étre sélectif.

C’est pourquoi la découverte d’antigénes associés a des tumeurs a insufflé un renouveau
dans le champ du ciblage de compos¢, particulicrement par le biais de la stratégie TAP
(Tumor Activated Prodrug).’’ Cependant, lorsqu’il est apparu que, encore une fois, ces
antigénes étaient parfois seulement quantitativement différents entre tissu sain et tissu
tumoral, la question de 1’exploitation thérapeutique de ces antigénes s’est posée. Les progres
dans ce domaine ont été entravés par les difficultés a définir des voies d’activation de
prodrogues restreintes a la population cellulaire tumorale.

De maniére générale une prodrogue peut étre définie comme un composé qui, apres
administration, se voit transformé, soit de maniére métabolique, soit par clivage chimique

spontané, en une espece pharmacologiquement active.

* Cette abréviation dérive de I’anglais "monoclonal Antibody" et est utilisée a la place de ’abréviation francaise
mAc qui peut porter a confusion avec I’abréviation chimique des acétyles Ac.
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1) Immunoconjugués

L’hypothése de départ est que la conjugaison d’un composé cytotoxique a un anticorps
désactive cette drogue” (en limitant sa diffusion) sans modifier I’affinité de I’anticorps pour
son antigéne, permettant ainsi la localisation du conjugué sur les cellules cibles, son

internalisation et in fine la libération de la drogue.

Trois stratégies peuvent étre définies pour le ciblage de tels conjugués.

» La premiére approche consiste a attacher la drogue de telle sorte que le relargage soit
issu d’un processus non spécifique (hydrolyse ou dissociation par exemple, pH-
dépendance) conduisant a un temps de demi-vie pour le clivage de la prodrogue.
L’intérét de la facilit¢ de relargage est largement contrebalancé par le fait que le
composé se retrouve partout dans 1’organisme, ainsi une part importante de ’efficacité

se trouve perdue tant que la localisation au niveau de la tumeur n’a pas eu lieu.

» Une autre possibilité prend avantage de certaines propriétés du milieu extracellulaire
(acidité accrue, présence de protéases) pour cibler directement I’agent sur le tissu
tumoral. Bien que présentant dans une certaine mesure un "bystander effect" (propriété
de la drogue d’étre active sur les cellules antigéne négative présentes au voisinage des
cellules antigéne positive), la rapidité et la spécificité de délivrance au niveau des

cellules tumorales peuvent s’avérer insuffisantes.

» La troisiéme tactique se présente par [’internalisation puis 1’endocytose de
macromolécules contenant le principe actif ainsi libéré par dégradation lysosomiale.
C’est la plus employée des trois. Elle possede 1’avantage de ne toucher que les cellules
présentant 1’antigéne cible, mais inversement souffre du fait que les autres cellules ne
pourront étre touchées efficacement. Le meilleur moyen d’attacher une drogue a une
macromolécule consiste a employer un espaceur stable dans le sérum mais clivé

spécifiquement dans le milieu intracellulaire par une enzyme.

* 11 faut ici, et pour toute la suite de ce document, prendre le mot drogue dans ’acception anglo-saxonne d’un
compos¢ ayant une activité biologique.
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Un immunoconjugué du taxol a été reporté par Guillemard et Saragovi.*® Le taxol est
d’abord modifié par action de ’anhydride glutarique, ce qui lui donne un lien ester clivable,
puis directement couplé & un anticorps au moyen de DCC. Les ratios moléculaires
drogue/anticorps des conjugués étaient évalués a 1.

Les tests de cytotoxicité ont montré des cytotoxicités supérieures ou égales des conjugués
par rapport au paclitaxel ; in vivo ces immunoconjugués ont manifesté une petite mais
significative réduction de croissance tumorale de neuroblastomes xénogreftés.

Plus récemment, des conjugués par pont disulfure du paclitaxel avec trois anticorps
monoclonaux dirigés contre ’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) ont montré de

bonnes activités antitumorales sélectives in vivo.*

Il est clairement établi que des avancées importantes et fructueuses ont été faites dans
la derni¢re décennie au sujet du ciblage d’antitumoraux par des anticorps. En particulier, la
réduction de la réponse immunitaire a la protéine usitée et ’amélioration de la sélectivité ont
diminué voire éliminé certains effets secondaires. Ainsi le Mylotarg® (Figure 15), conjugué
entre la calichéamycine et une IgG, humanisée dirigé contre le CD33, a été approuvé en 2001
dans le traitement de la leucémie myéloide aigué. Le surcroit d’intérét ici est I’emploi d’une

énediyne particuliérement cytotoxique (de 1’ordre du nanomolaire).
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Mylotarg®

Figure 15

Auparavant, seulement quatre anticorps, utilisés en tant que tels sans conjugaison, avaient

déja été approuvés comme médicaments (Tableau 1).%

Anticorps . _
. Antigene Type Strategie ]
commercial ) ) ] Tumeur cible
) cible d’anticorps employée
(nom générique)
Campath D 52 hu TG Cellule B, leucémie
u 1gl -
(alemtuzumab) lymphocytaire chronique
Herceptin ERBR2 hu oG Combinaison avec Cancer du sein
u 1gl
(trastuzumab) la chimiothérapie surexprimant ERBB2
Panorex Combinaison avec
EpCam | mulIgGo, o ' Cancer colorectal de Duke
(edrecolomab) la chimiothérapie
Rituxan Combinaison avec o
o CD20 ch IgG, o | Lymphome non Hodgkinien
(rituximab) la chimiothérapie
Tableau 1
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Cependant de nombreux progres restent a faire ; les facteurs limitant 1’application et
40

I’efficacité de ces conjugués sont résumés ci-dessous " :

Hétérogénéité de 1’expression antigénique dans les populations cellulaires situées dans
les tumeurs”’

Faible diffusion du conjugué dans les tumeurs**

Libération inefficace de 1’agent cytotoxique, notamment dans le cas des
chimioimmunoconjugués®

Faible internalisation des chimioimmunoconjugués et des immunotoxines

Faible concentration du conjugué dans la tumeur™

Immunogénicité des conjugués interdisant 1’'usage de doses répétées

Destruction des chimioimmunoconjugués et des immunotoxines dans les lysosomes
Hétérogénéité du conjugué®

La quantit¢é de molécules, de substances actives ou de toxines conjuguées aux
anticorps limite le nombre de molécules toxiques délivrées

Hétérogénéité antigénique des masses tumorales, mais également faible concentration
d’antigeénes

Instabilité et immunogénicité des conjugués précédemment cités

En conclusion, il semble donc que les thérapies de tumeurs solides basées sur des

anticorps se sont montrées une vraie gageure, d’une part par la difficulté des macromolécules

a pénétrer I’intérieur des tumeurs, et d’autre part par I’hétérogénéité de 1’antigéne cible. Ceci

a suscité des recherches considérables pour trouver des stratégies de ciblage alternatives,

notamment en dissociant 1’agent oncologique de I’anticorps. C’est en particulier le cas de

I’ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy) qui est discutée en détails dans la

partie suivante.

I1) Stratégies anticancéreuses de type TAP (Tumor Activated Prodrug)

1) Principe
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Alors que des prodrogues d’agents cytotoxiques ont déja été utilisées en
chimiothérapie anticancéreuse (esters de la cytarabine®, cyclophosphamide®’), celles-ci
subissent une activation non spécifique et ont été congues essentiellement pour modifier
distribution ou pharmacocinétique du cytotoxique employé par la modification de ses
propriétés physicochimiques.

Dans I’espoir de contourner les problémes liés a I’utilisation d’immunoconjugués tout en
conservant les qualités intrinseéques de ciblage des anticorps monoclonaux, de nouvelles
stratégies thérapeutiques ont été¢ développées. Pour surmonter les écueils précédents, une
enzyme ciblée sera utilisée et jouera le role de facteur multiplicateur par catalyse enzymatique

d’une réaction chimique démasquant une prodrogue non toxique en drogue cytotoxique.

Ces TAP doivent remplir un certain nombre de critéres. Tout d’abord ils doivent se
distribuer efficacement dans Dintérieur (hypoxique) des tumeurs pour y subir une
métabolisation cellulaire spécifique ; I’espece active ainsi générée doit pouvoir diffuser a une
distance limitée pour obtenir un “bystander effect”.

Sans prendre en compte le mécanisme impliqué dans leur activation, il est utile de
considérer ces prodrogues comme constituées de trois parties distinctes (Figure 16) : une
partie déclenchante (« trigger ») et un effecteur (une cytotoxine) reliée par un espaceur ; il
faut noter que la présence d’un lien entre les deux premiéres unités n’est pas obligatoire ni
nécessaire dans la construction de la prodrogue mais se montre utile pour des considérations

de cinétique enzymatique.

- ——
-

D~ clencheur —«; Espace ur: Effecteur

~ e

m” tabolisation d” sactivation cytotoxine
s” lective de leffecteur  efficace et diffusive Figure 16

Le role de la partie déclenchante est de subir la métabolisation par un des mécanismes
spécifiques de la tumeur, ce qui correspond a la premicre étape conduisant a la libération de
I’effecteur. L’espaceur quant a lui doit désactiver la prodrogue jusqu’au déclenchement du
processus de libération, et ensuite rapidement transmettre ce changement jusqu’a I’effecteur
pour le délivrer de maniére efficace.

L’extension et la généralisation du concept de pro-prodrogue (ou double prodrogue)

équivalent de prodrogue tripartite et ses applications remontent aux années 80."*
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2) Prodroqgues utilisant une spécificité tumorale intrinséque. Cas de la PMT

a) Expression enzymatique sélective dans les cellules tumorales

Bien qu’il y ait de fortes évidences de régulation enzymatique variant dans les tumeurs
par rapport aux cellules saines, 1’¢lucidation de schémas bien établis d’expression n’ont pas
encore pu étre clairement mis a jour par les recherches. Par conséquent, les essais de
développement de prodrogues ciblant des enzymes tumeur-spécifiques n’ont pas été toujours
trés concluants.

Il y a de méme des enzymes connues pour étre préférentiellement produites et
sécrétées par les cellules tumorales (exemple du PSA, Prostate Specific Antigen, des tumeurs
de la prostate).

Le cas de la B-glucuronidase humaine, habituellement concentrée dans la partie
lysosomale cellulaire, et donc masquée, nous intéresse plus particuliecrement. En effet, il a été
montré qu’elle se retrouvait en revanche dans le milieu extracellulaire dans le cas de tumeurs
nécrotiques, non pas par lyse des cellules comme suggéré au début®® mais par un recrutement
important, au niveau du site inflammatoire, des mono- et granulocytes, riches en B-
glucuronidase.”® Cette enzyme se trouve donc étre surexprimée au niveau tumoral. Il s’ensuit
que des prodrogues dérivées de I’acide B-D-glucuronique pourraient se préter a cette

"prodrogue monothérapie" ou PMT" *!

qui est envisagée dans un certain nombre de cancers
comme méthode alternative et/ou complémentaire de I’ADEPT (vide infra).

De telles prodrogues libéreraient spontanément leur principe actif au niveau des tumeurs
solides (Schéma 4), qui sont connues pour donner une nécrose des qu’elles atteignent une
taille suffisante (de I’ordre de 5 mm). De plus, ’enzyme est présente a la surface des régions
nécrotiques d’une grande gamme de tumeurs comme le carcinome du sein, de 1I’estomac ou du

colon, et d’activité accrue par comparaison avec les tissus sains adjacents,” ce qui étend un

peu plus ce concept.

33



Introduction

P. M. T.
® () (PRODROGUE) ®

® AL
f N\
; @
B- glucur onidase Acide ®

‘
.

Espaceur Cellule nécrotique
auto- immolable

® Principe actif (drogue)

Schéma 4

Un premier exemple fut I’emploi de 5-aziridinyl-2,4-dinitrobenzamide (CB1954) pour
guérir le carcinome Walker 256 du rat. De fait, ce carcinome exprime un taux élevé de DT
diaphorase™ qui active la prodrogue par réduction du groupement nitré en 4°* (Schéma 5). Les

résultats dans ce domaine se sont montrés décevants et les progres insuffisants.

Oz 02 NO,
DT
CONH, ] CONH, CONH,
diaphorase
| - >
ADN
O:N HOHN >

24 25 26

Schéma 5

De méme, plusieurs cancers a croissance rapide ou agressifs expriment des enzymes
protéolytiques telles les cathepsines B et L, des métallo protéinases matricielles ou encore des
activateurs du plasminogéne. Elles représentent autant de cibles potentielles pour la
chimiothérapie. Quelques exemples de couples formés entre des antitumoraux et ces enzymes

sont donnés ci-dessous.

La production d’enzymes protéolytiques est de plus en plus souvent relice a la

malignité des tumeurs.” De fait, cette activité est requise pour que les cellules tumorales
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deviennent invasives ou bien forment des métastases.

- Aminopeptidases : une série de prodrogues dans laquelle le méthotrexate (MTX) est 1i¢ a des

aminoacides par son groupement amino en 2 a été rapportée.>

- PSA : des dérivés peptidiques de la 7-amino-4-méthylcoumarine puis de la doxorubicine ont

ror Lo x . p N 57
¢été synthétisés pour cibler cette protéase a sérine.

- Cathepsines : ces protéases a cystéine, notamment la B, sont surexprimées dans les tumeurs ;
elles dégradent directement la matrice extracellulaire ou activent le systéme u-PA (urokinase-
type Plasminogen Activator). Le groupe de Dubowchik a rapporté la syntheése de dérivés
dipeptidiques du paclitaxel en position 7 27 ou 2’ 28 par I’entremise d’un espaceur p-
aminobenzyloxycarbonyl (PABC) (Schéma 6).°® La position 7 a été préférée au vu du clivage
non spécifique des dérivés en 2’ par des estérases ubiquitaires. Cependant le désavantage de
cette position est qu’elle est moins importante pour la cytotoxicité du paclitaxel que la
position 2’, résultant en des prodrogues moins détoxifiées.

De plus, la comparaison des mémes dérivés mais de la doxorubicine et de la mytomycine
C cette fois, a révélé des demi-vies d’hydrolyse enzymatique bien plus faibles dans ces deux

derniers cas, indiquant un effet de géne stérique imposée par le squelette paclitaxel.
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27
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Schéma 6

- Plasmine : 1’idée de cibler une prodrogue peptidique activée par la plasmine fut proposée la
premiére fois en 1980.” Des prodrogues carbonates ou carbamates en 2’ du paclitaxel

(Schéma 7) congues pour étre activées par la plasmine ont été synthétisées.*
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Schéma 7

b) Tumeur hypoxique

Il est maintenant bien connu que la mauvaise (néo)vascularisation dans les tumeurs
solides en croissance donne un réseau sanguin limité et inefficace, et un débit sanguin réduit
et souvent chaotique. Ce phénoméne, conjugué aux pressions interstitielles élevées et
changeantes induites par la croissance tumorale, conduit a la présence variable mais
significative de cellules en hypoxie.

Cette propriété apparemment commune et spécifique aux cellules de tumeurs solides est
un probléme majeur dans le traitement du cancer. Elle est a I’origine du ralentissement ou de
I’arrét de la progression cellulaire par une croissance fondée sur ce cycle cellulaire. Et comme
la plupart des agents anticancéreux sont efficaces contre les cellules en division rapide, ces
cellules en hypoxie seront bien moins touchées par ces agents.

Toutefois, cela représente un mécanisme potentiel d’activation de prodrogues tres
intéressant. Comme les enzymes généralement exploitées se retrouvent dans toutes les

cellules, la discrimination entre tissu sain et tissu tumoral s’opére de la fagon suivante :

37



Introduction

I’initiateur (le « trigger » ci-dessus) subit tout d’abord une réduction initiale pour former un
intermédiaire nommé adduit a 1-électron ; effectivement capable d’étre efficacement réoxydé
par ’oxygeéne moléculaire (ce qui se passe dans les cellules saines) ; mais par suite d’une
réduction plus poussée, restreinte aux tissus hypoxiques, il conduit a la libération de la

cytotoxine (Schéma 8).
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3 familles de composés se détachent pour ces applications:

- Quinones : les membres les plus éminents de cette classe sont la mytomycine C et le EO9.
Leur mode d’action se base sur la réduction mono-¢€lectronique (semi-quinone) ou bi-
¢lectronique (hydroquinone) suivie de la création d’un centre électrophile qui doit participer

au cross-linking observé de I’ADN.
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Schéma 9

Des prodrogues utilisant la réduction de la quinone comme facteur initiateur ont
¢galement été synthétisées, comme par exemple 1’ester méthylique du melphalan 33 (Schéma

10) qui par cyclisation intramoléculaire forme la lactone 35 et libere la drogue 36.
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- N-oxides : le plus prometteur de ces agents est la tirapazamine 37 Q-

. o . . L : tN
qui, en milieu hypoxique, forme un radical hautement réactif qui \j\ 37
cause des cassures simple et double brin(s) de I’ADN. .,.l|\|/ NH,

O -—

- Nitroaromatiques : dans les conditions d’hypoxie, ces composés, du type 38, peuvent étre
réduits en nitroso 39 (2 électrons), hydroxylamine 40 (4 électrons) ou amine 41 (6 électrons).
Les nitroanilines moutardes ont été particuliérement étudiées. Elles sont activées lorsque le
substituant nitro, fortement électro-attracteur, est transformé en groupement ¢€lectro-donneur

type hydroxylamine ou amine (Schéma 11).
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Une autre approche prometteuse utilise ces nitroaromatiques comme commutateur
¢lectronique suivi d’une fragmentation pour libérer la drogue. Ceci est approfondi dans la

partie consacrée aux espaceurs.

11 est possible d’inclure ici I’emploi de radiations thérapeutiques. En effet, en principe, les
especes réductrices produites par la radiolyse de I’eau due aux rayons ionisants peuvent &tre
utilisées pour activer des prodrogues comme précédemment, restreignant ainsi 1’activation
aux cellules tumorales en hypoxie. Le probléme majeur ici est la faible quantité d’équivalents
de réducteurs délivrés par une dose thérapeutique de radiations, requérant de fait la libération

d’espéces particuliérement actives et efficaces.”’

¢) Différence de pH

Une autre conséquence du flux sanguin limité dans les tumeurs solides s’observe par
un pH extracellulaire généralement plus faible. Ceci serait en partie di a la clairance
insuffisante d’acides métaboliques produits par glycolyse, un phénoméne pouvant faire chuter

le pH externe de la cellule d’environ une unité (ca. 6.3).6% 3

En corollaire, il a ét¢ montré que
comme les cellules cancéreuses utilisent des pompes a protons pour tenter de maintenir un pH
cytosolique proche de la normale, ces pompes peuvent fournir une cible thérapeutique.®
Ainsi, des prodrogues incapables d’entrer dans le milieu intracellulaire mais
potentiellement activable par ce faible pH ont été décrites. Toutefois le concept n’a regu que

peu d’attention.

Cependant, de récents résultats viennent compliquer les traitements possibles de ces
deux derni¢res approches puisqu’il semblerait que les tumeurs retournent ce manque
d’oxygene 4 leur avantage.® De fait, des études cliniques® ont prouvé une corrélation entre la
présence de zones tumorales hypoxiques et un mauvais pronostic associé a une plus grande
virulence et un risque accru de métastases. Une publication récente® a ainsi mis en lumiére
une voie de signalisation moléculaire activée par un faible taux d’oxygéne et responsable de

I’agressivité de la tumeur.

d) Conclusion

Dans le cas de I’approche PMT, il s’agit donc d’un ciblage passif avec un mécanisme
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spécifique aux tumeurs ; la prodrogue diffuse dans tout 1’organisme, mais n’est activée que
dans les cellules cancéreuses par un mécanisme qui réalise la coupure de la prodrogue
efficace seulement dans le milieu intercellulaire tumoral. Par ce biais on peut obtenir une
certaine sélectivité.

Pour les prodrogues choisies dans le cas de I’hypoxie, le choix de I’effecteur, notamment
la valeur de son potentiel de réduction, est de prime importance. Dans le cas du ciblage
d’enzymes associées aux tumeurs, I’incorporation d’espaceurs qui permettent une meilleure
hydrolyse de la prodrogue a montré tout son intérét.

Bien qu’aucune prodrogue tumeur-sélective n’ait été approuvée pour un usage clinique en
PMT, il existe néanmoins un immense potentiel pour 1’application de telles prodrogues dans

cet élégant concept.

3) Emploi d’une enzyme exogéne

Plus précisément, 1’activation sélective de prodrogues dans les tissus tumoraux par des
enzymes exogeénes en vue d’une chimiothérapie anticancéreuse peut s’accomplir par
différents moyens : GDEPT (Gene Directed Enzyme Prodrug Therapy), VDEPT (Virus
Directed Enzyme Prodrug Therapy) et ADEPT. Les deux parties centrales de ces stratégies
reposent sur la délivrance d’un géne codant pour I’enzyme activant la prodrogue (GDEPT et
VDEPT) ou un conjugué protéinique (ADEPT), suivi dans tous les cas de 1’administration

systémique d’une prodrogue.

a) GDEPT

Dans cette approche en deux temps, connue aussi sous le vocable de thérapie par géne
suicide, le géne d’une enzyme est ciblé pour s’intégrer dans le génome des cellules tumorales.
Apres expression de ’enzyme, une prodrogue substrat est administrée qui sera activée
intracellulairement par cette enzyme.

Ceci implique que I’enzyme doive étre exprimée de manicre stable par les cellules, en
conservant un bon turnover par rapport a la prodrogue. Cette dernicre doit quant a elle
impérativement pouvoir étre internalisée et ensuite sélectivement activée.’’” De plus, comme
un transfert de géne dans toutes les cellules visées n’est pas possible, le composé actif libéré

doit montrer des propriétés de "bystander effect".
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L’avantage prépondérant de cette stratégie réside dans le fait que les enzymes a
disposition sont trés variées, notamment parce qu’y sont incluses les enzymes a co-facteur qui
sont trés nombreuses, mais est largement contrebalancé par le probléeme du besoin

d’internalisation de la prodrogue.

Pour la premicre étape, les moyens les plus employés de transferts de génes sont les
lipides cationiques, les peptides et également de ’ADN nu. Cette difficulté de transfection
commune & toute la thérapie génique a fait I’objet de mises au point®™ et ne sera donc pas
détaillée ici.

Un des systemes les plus étudiés et faisant 1’objet d’un certain nombre d’essais cliniques
est le couple thymidine kinase (Tk) dérivée de I’herpes simplex virus (HSV) associée a des
nucléosides type ganciclovir (GCV) 42 (Schéma 12) ou acyclovir.”’ A I'inverse des kinases
humaines qui phosphorylent faiblement ces prodrogues, cette Tk les phosphoryle fortement
(43), induisant leur conversion subséquente en nucléosides triphosphates pour au final inhiber
la synthése de I’ADN. On peut citer les exemples d’une nitroréductase associ¢e au CB1954,
de la cytosine déaminase (Cd) qui convertit la 5-fluorocytosine (5-FC) en 5-FU (5-
fluorouracile), de la carboxypeptidase G avec le CMDA (dérivé d’une moutarde a 1’azote
aromatique), ou encore 1’utilisation de la famille des cytochromes P (CYP) qui convertissent

le cyclophosphamide ou I’ifosfamide (IFA) en agent alkylant.

\ HSV_Tk Kinases
ceIIuIalres Triphosphate
N> cytotoxique

H 0 H,0 3P

42 Schéma 12
On peut toutefois dire que le niveau de sélectivité requis pour une délivrance systémique
de matériel génétique et une transcription subséquente ne sont pas encore disponibles. Ainsi la
transfection de tumeur in vivo est généralement effectuée de maniére locorégionale. Les

possibles risques de mutagénese ou de formation d’anticorps contre I’ADN limitent également

I’utilisation du GDEPT.

b) VDEPT

Cette approche differe peu de la précédente dans le sens ou seul le moyen de

42



Introduction

transfection change puisqu’il s’agit d’un vecteur viral. Plusieurs sortes de virus ont été
employés : des rétrovirus, des adénovirus, des lentivirus, le virus d’Epstein-Barr (EBV).
Les associations enzymes-cytotoxines utilisées sont souvent les mémes que

précédemment ; de récentes monographies pour approfondir le sujet sont disponibles.”

I11) La stratégie ADEPT

1) Principe

Cette approche thérapeutique présentée indépendamment par deux groupes’' s’inscrit
dans le contexte d’améliorer la sélectivité¢ donc 1’efficacité des traitements anticancéreux en
utilisant le potentiel des immunoconjugués. L’objectif principal est de modifier la distribution
d’un agent cytotoxique en le générant et le concentrant sélectivement au niveau de la tumeur.
Pour cela, on utilise I’'immunociblage d’une enzyme sur la tumeur, enzyme qui jouera le role
de facteur multiplicateur par catalyse enzymatique d’une réaction chimique se réalisant a la
surface de la cellule tumorale et non plus a I’intérieur de cette cellule. Cette réaction aura
pour but de démasquer une prodrogue non ou peu toxique en agent cytotoxique. Ainsi, dans
ce mécanisme d’activation, c’est le turnover de 1’enzyme ciblée qui sera 1’¢1ément clef de la
libération du composé cytotoxique qui, une fois libéré, sera internalisé par diffusion passive.
Pour une rapide mise au point et une vue synthétique d’ensemble, on pourra se reporter a la

.. 2
mini-revue de Jung.’

Le protocole thérapeutique de I’ ADEPT se déroule en deux phases bien distinctes’ :

1- Dans un premier temps une enzyme sous forme de conjugué avec un anticorps
monoclonal ou de protéine de fusion™ recombinante est vectorisée a la surface des cellules
tumorales. L’immunoconjugué peut étre préparé en liant chimiquement le mAb ou un
fragment de mAb a I’enzyme d’intérét ; la protéine de fusion peut s’obtenir par recombinaison
entre le géne de la région variable du mAb et le géne codant pour I’enzyme.

Le conjugué se lie aux antigénes exprimés préférentiellement a la surface des cellules

\

cancéreuses. Apres un certain temps de latence (de quelques heures a quelques jours)
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permettant la localisation dans le tissu cible et I’élimination du conjugué des tissus non

cible,” la deuxiéme phase peut avoir lieu.

2- Dans cette phase, une prodrogue d’agent anticancéreux est administrée de manicre
systémique. Cette prodrogue, peu ou pas cytotoxique, est reconnue et clivée spécifiquement
par I’enzyme. Le principe actif, libéré rapidement de maniere définie a la surface de la cellule
cancéreuse, est alors internalisé dans les cellules exprimant I’antigéne de surface, mais
¢galement dans les cellules voisines antigéne-négative par un mécanisme de diffusion passive,
provoquant la mort cellulaire (Schéma 13). Un "bystander effect" est donc assuré dans tous
les cas ce qui représente un avantage certain par rapport aux stratégies présentées

précédemment.
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VECTORISATION de la HYDROLYSE ENZYMATIQUE
PROTEINE DE FUSION PENETRATION INTRACELLULAIRE

Schéma 13: Les deux phases de I’ADEPT (cas d’une prodrogue glucuronylée)

L’intervalle optimum entre administration du conjugué et administration de la
prodrogue est un compromis entre le pic de concentration tumoral de I’enzyme et le meilleur
ratio de distribution entre tissu sain et tissu tumoral.

Les avantages présumés de cette stratégie sont notables :

v Un effet catalytique di a I’enzyme qui permet, méme si un seul conjugué (ou protéine

de fusion) est localisé sur la tumeur, d’activer un nombre important de prodrogues
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Une spécificité anticorps/antigene a I’origine de la sélectivité de la prodrogue pour les
cellules malignes, permettant ainsi 1’¢largissement de la fenétre thérapeutique d’agents
antitumoraux a la toxicité non-spécifique trop élevée

La libération d’une substance toxique, de faible poids moléculaire par construction,
capable de diffuser dans toute la tumeur et d’étre internalisée

L’obtention de concentrations en agent oncostatique plus ¢levées que celles obtenues
en thérapie conventionnelle

Découlant du point précédent, 1I’éventuelle diminution de chimiorésistance acquise en

particulier par perte de I’antigéne cible

Le succes thérapeutique de cette approche dépend de différents critéres (la stabilité et

la pharmacocinétique de la prodrogue, le "turnover" de ’enzyme, anticorps monoclonal

utilisé, etc...) qui sont discutés en détails ci-dessous.

Une approche efficace requiert donc le choix raisonné de tous les parameétres, qui,

interdépendants les uns des autres, doivent étre considérés dans leur ensemble par rapport au

systéme choisi in fine.

2) Choix de I’antigéne : I’ACE

ror P 1124 . , criz . 6
De fagon générale, les antigénes ciblés doivent posséder les propriétés suivantes’® :

Ils doivent bien évidemment étre exprimés de maniére prépondérante dans les tumeurs
par rapport aux tissus sains (densité souhaitable de 10° par cellule).

Les antigénes associés aux tumeurs cibles présentent généralement une nature
hétérogéne qui doit étre la plus faible possible ; cependant ici cet inconvénient est en
partie surmonté par la diffusion possible de 1’espéce active, générée dans le milieu
extracellulaire, dans 1’ensemble des cellules du tissu tumoral.

Pour une efficacit¢ optimum, [’antigéne doit présenter une certaine densité
d’expression au niveau cellulaire. Le cas des antigénes sécrétés, donc circulants, est a
proscrire puisqu’ils conduisent inévitablement a une activation non spécifique dans
toutes les parties de 1’organisme ou ils se distribuent. C’est pourquoi les antigénes
membranaires sont employés puisqu’ils permettent une action locale et un ratio de

clairance de I’immunoconjugué favorable au tissu les exprimant (ie le tissu cible).
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e Leur internalisation n’est pas souhaitée dans le cas de la stratégie ADEPT car les

bénéfices du « bystander effect » seraient perdus.

Notre choix s’est porté sur 1I’Antigene Carcino-Embryonnaire (ACE) qui a fait I’objet

de recherches intensives du groupe de Bosslet avec qui nous avons travaillé.

En 1965, Phil Gold et Samuel Freedman découvrirent’’ une protéine de haut poids
moléculaire (d’environ 180 a 200 kDa) fortement glycosylée, qu’ils nommerent antigéne
carcino-embryonnaire (ACE). Prés de 60% de son poids moléculaire est constitué¢ d’hydrates
de carbone. Il a été montré que ¢’était presque exclusivement une molécule d’adhésion.”®

Chez I’adulte, I’antigéne carcino-embryonnaire est synthétisé principalement dans
certaines portions du tube digestif. On le retrouve a la surface apicale des cellules de
I’épithélium de la langue, de la portion distale de I’oesophage, de 1’estomac, de I’intestin
gréle, du colon et du rectum.” Cette protéine est présente sur le glycocalyx® de cellules
¢épithéliales normales, mais se retrouve également sur toute la surface de la cellule tumorale.

Elle est formée abondamment dans les tumeurs du colon et dans le cdlon foetal.

3) Choix de I’ anticorps monoclonal

Le choix de [D’anticorps monoclonal obéit aux méme contraintes que celles
développées dans le cas des imunoconjugués. La plupart des mAb usités font partie de la
famille des y-immunoglobulines (IgG) bien que des immunoglobulines mu (IgM) soient aussi
employées, notamment lorsque des vecteurs liposomiques ou polymériques sont utilisés (ce
qui sort du cadre du concept présentement discuté).

On peut rapidement résumer les points clefs fondamentaux concernant le choix de
I’anticorps:
- il doit étre le plus pur possible (avancées des biotechnologies)
- il doit avoir une spécificité maximale (par définition; affinité Ka de 1’ordre de 10°-
10'°) et cibler un antigéne hautement spécifique non internalisé
- 1l doit présenter une bonne stabilité dans les conditions physiologiques de 1’étude, et

en méme temps posséder une clairance rapide de la circulation

* Un glycocalyx est charactéristique d’un réseau matriciel polysaccharidique situ¢ a 1’extérieur d’une bicouche
lipidique (ici la membrane cellulaire).
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- il doit induire le moins d’imunogénicité possible (voir ci-dessous)

Le seul moyen d’éviter des réactions immunes trop aigués, voire déléteres, par I’'usage
de mAD est de les humaniser. Le paradigme est ’anticorps complétement humanisé, mais des
anticorps chimériques se sont montrés intéressants. Par contre les anticorps murins utilisés
dans les premiers temps sont a proscrire. Dans ce dernier cas, la production d’anticorps
dirigés contre 1’anticorps murin (nommés HAMA pour Human Anti-Mouse Antibody) est
souvent observée lors des essais cliniques, notamment chez les patients ayant des tumeurs
solides.® En outre, cela représente un obstacle a la répétition de cycles de thérapie, diminuant
de fait I’efficacité du traitement. Ce probléme des HAMA semble toutefois avoir été surmonté
en clinique par I’utilisation de mAb chimériques ou humanisés,®' ce qui représente une percée

trés importante dans ce champ d’action (Figure 17).

‘:s,tg? ‘%\fl

Anticorps humain _ Anticorps chimenique
ANtCorps murin Anticorps humanisé
Figure 17

Une bonne technique pour améliorer les qualités de 1’anticorps est d’en utiliser des
fragments bien choisis. Ainsi les fragments Fab (monovalents) et F(ab’), (bivalents) obtenus

par digestion de I’anticorps, respectivement par la papaine et la pepsine (Figure 18),
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présentent plusieurs avantages. Tout d’abord ils se trouvent délestés de la "queue" de
I’anticorps, riche en chaines saccharidiques, qui est la portion la plus immunogene des IgG et
qui est également largement responsable de leur assimilation par le foie. De plus, ces
fragments se localisent usuellement plus vite et pénétrent mieux les tissus tumoraux.

En contrepartie la clairance rénale se trouve augmentée due a leur taille plus faible que
celle d’exclusion du rein, pouvant conduire a une certaine néphrotomie ; cependant, dans le
cas de ’ADEPT, la taille entre peu en considération puisque le fragment sera li¢ a une partie

imposante qui est I’enzyme.
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VH 7 @

CNCHL 7]
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: LharerL site de coupure
site de coupure | Ao A de la pepsine
de la papaine Fc ¢ BB

CH3\/ \/ |
Carbo hydrate
Carbo hy drate
Figure 18

4) Sélection de I’enzyme

Dans le cadre de 1’approche ADEPT, I’enzyme est vectorisée sous forme de conjugué
ou de protéine de fusion reconnaissant I’antigéne choisi exprimé par les cellules tumorales
cibles. Le choix de cette enzyme remplit un cahier des charges précis de contraintes.

Les principaux points d’importance sont résumés ci-dessous' :
¢ D’enzyme doit étre impérativement différente d’une enzyme endogéne, sans quoi
une activation prématurée de la prodrogue est a peu pres certaine
¢ elle doit bien siir se montrer stable et active dans les conditions physiologiques
impliquées (pH interstitiel) et sous sa forme vectorisée
¢ clle doit catalyser une réaction non réversible (par construction de la prodrogue)
¢ clle doit se montrer hautement spécifique (K, faible ou K.y élevé) sans nécessiter

la présence d’un cofacteur car elle agit en surface des cellules, et non a I’intérieur
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¢ elle doit étre dépourvue d’activité d’inhibition ou de métabolisation de substrats
endogenes
¢ sa capacité a activer un large éventail de prodrogues de composés oncostatiques

dénote un avantage indéniable

Parmi les enzymes répondant a ces criteres et utilisables en ADEPT, trois classes peuvent

A .« . , 31
étre distinguées” :

1- Les enzymes de microorganismes Sans analogue chez I’humain

Leur avantage dominant consiste a éviter une activation des prodrogues par des
enzymes endogenes dans les tissus normaux, ainsi que toute interaction avec des substrats ou
inhibiteurs d’origine humaine. De plus, vu que la plupart des enzymes de cette classe sont
d’origine bactérienne, ou facilement exprimables dans les bactéries, elles sont disponibles en
quantités importantes. En revanche, 1’inconvénient essentiel sera 1’induction possible (surtout
trés probable) et inéluctable d’une réponse immune chez 1’homme, qu’il faudra combattre ou
contourner.

Dans cette catégorie se retrouvent la cytosine désaminase (CD), la carboxypeptidase Gy

(CPGy), la Blactamase (BL), les pénicillines G- ou V-amidase (PGA, PVA).

2- Les enzymes de microorganismes avec analogue chez I’humain
Ces enzymes doivent étre choisies de telle sorte que leur équivalent endogeéne soit
présent en faible quantité dans le sang. On peut également jouer sur le fait que certaines de
ces enzymes different suffisamment de leur analogue humain pour que des prodrogues
congues spécialement pour une activation par cette enzyme puissent étre développées (cas
d’une nitroréductase™). Comme dans la classe 1, la limitation prépondérante provient de
problémes d’immunogénicité.
Dans cette catégorie, la fglucuronidase (BGlu) discutée plus particuliérement (vide infra),
la nitroréductase (NR), la phosphatase alcaline (AP), la carboxypeptidase A (CPA) et

I’agalactosidase (ag) appartenant a des microorganismes ont été utilisées.

3- Les enzymes de mammiferes
Il est fortement probable ici que les problémes d’immunogénicité seront faibles voire
inexistants, permettant 1’'usage de plusieurs cycles de thérapie. Bien évidemment, la

contrepartie fondamentale sera la possibilité d’activation non spécifique des prodrogues
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puisqu’il existe les enzymes endogénes de méme nature. Cependant, le conjugué comportant
une telle enzyme présentera un caractére immunogene plus restreint, toutes choses égales par
ailleurs, que s’il comportait une enzyme de microorganisme (c.-a-d. que le caractére
immunogene propre du mAb choisi pour la conjugaison se trouvera atténué). Le cas de la

Bglucuronidase entrant dans ce cadre est discuté en détails dans le paragraphe suivant.

4- Le cas de la B-D-Glucuronidase

L’enzyme envisagée dans notre approche est la B-D-glucuronidase humaine. Cette
exoglycosidase clive, comme son nom I’indique, les liaisons O-glycosidiques. Elle a
précédemment été sélectionnée pour 1’activation de prodrogues de la doxorubicine 14, de

moutarde a I’azote phénolique 44 ou encore de composés particuliers tel le thioglycoside 45

(Figure 19).

HO N\/\Cl

Moutarde [l'azote 44

O NH,*
H,C O N_\\
HO 4
H&/S _N
HO  NH, OH
NVN H
Doxorubicine 14 Thioglycoside 45

Figure 19

Sur le plan structural, la p-D-glucuronidase humaine est une glycoprotéine
tétramérique d’environ 310 a 380 kDa. Elle présente un axe de symétrie diedre, qui sépare
deux dimeres liés par un pont disulfure, présentant ainsi quatre sites catalytiques. La structure

par diffraction aux rayons X a été¢ déterminée en 1996 (Figure 20).
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Figure 20

La B-D-glucuronidase est présente dans beaucoup d’organes et de fluides de
I’organisme, tels que les macrophages et la plupart des autres cellules sanguines, le foie, la
rate, les reins, les intestins, les poumons, les muscles, la bile, I’urine et le sérum. L’activité de
cette enzyme est relativement élevée dans certains tissus, notamment le foie ou elle sert dans

le processus de détoxification des xénobiotiques glucuronylés.

Cependant, il s’agit d’une enzyme lysosomale, donc non circulante, ce qui en fait un
candidat de choix pour une stratégie ADEPT car elle devrait permettre d’éviter les
phénoménes d’activation non spécifiques et prématurés de la prodrogue, a condition de
concevoir des prodrogues suffisamment hydrophiles pour que leur pénétration intracellulaire
soit nulle ou négligeable. D’autre part, en sélectionnant une enzyme humaine et un anticorps

humanisé, on limitera sensiblement les réactions d’immunogénicité de la protéine de fusion.
L’enzyme humaine présente un maximum d’activité a pH 4,5 et une activité résiduelle

d’environ 20% a pH 6.5, c’est-a-dire au niveau du liquide interstitiel de tissus tumoraux. La

B-D-glucuronidase d’Escherichia coli présente un maximum d’activité a pH 6.5 et pourrait
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donc servir de modele a la construction d’une B-D-glucuronidase chimérisée (par mutagénese
dirigée par exemple) de type humain mais possédant une activité optimale dans les conditions

ou I’on désire 1’utiliser.

La B-D-glucuronidase intervient ¢également dans le métabolisme des
glycosaminoglycanes. Ces oligosaccharides sont dégradés par perte des résidus f-
glucuronosyles terminaux. Sur le plan catalytique, il a ét¢ montré que 1’encombrement
stérique de I’aglycone rend difficile I’hydrolyse enzymatique de ces composés.** Seulement,
I’introduction d’un espaceur de type para-aminobenzyloxycarbonyle entre 1’acide
glucuronique et I’aglycone améliore 1’affinité et la cinétique d’hydrolyse du glucuronide. Ceci
a été vérifié, en particulier dans le cas de dérivés glucuronylés de la doxorubicine et a
également été démontré dans le cas d’une prodrogue de moutarde a 1’azote.®

Cette information, plus celles issues de 1’expérience accumulée au laboratoire, nous a

guidés lors de la conception de la synthése des prodrogues envisagées dans ce concept.

5) Choix du moyen de vectorisation de I’enzyme

Comme décrit précédemment, la question se pose de choisir le meilleur vecteur entre

conjugué anticorps-enzyme ou protéine de fusion.

Les premieres approches réalisées dans le cadre de I’ADEPT ont reposé sur
I’¢laboration de conjugués enzyme-mAb. Les techniques et agents de couplages
hétérobifonctionnels utilisés (par ex. groupement maléimido couplé a des résidus lysine ou
thiol) dérivent directement du champ de la construction d’immunotoxines exposées en début
de chapitre. En effet, la synthése du conjugué ne doit en aucun cas s’accompagner de la perte
d’activité de I’enzyme. De plus, cette liaison doit se montrer stable in vivo puisque, comme on
I’a vu, le temps entre les deux phases de la stratégie est variable (généralement supérieur a
une journée) et correspond au temps de clairance du conjugué. Ainsi les liaisons thioéthers ont
6té préférées aux ponts disulfures.®

Parmi ceux-ci, 'immunoconjugué résultant du couplage entre un fragment F(ab’) du
mAb anti-CEA A5B7 a la carboxypeptidase G2 (CPG2) a montré tout son potentiel lors des

premiers essais cliniques dans le cadre de I’ ADEPT.” ®®
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Cependant, le conjugué anticorps monoclonal-enzyme peut présenter une certaine
immunogénicité et ne permet donc pas une utilisation répétée. De plus, la clairance
insuffisante du conjugué et la stabilité inappropriée dans le plasma des prodrogues proposées
jusqu’a présent, peuvent induire une forte toxicité, celle-ci pouvant étre étendue aux tissus
sains. Pour pallier ce dernier écueil plusieurs techniques ont vu le jour.

Il a ét¢ démontré que des mAb galactosylés chimiquement ou enzymatiquement, étaient
facilement ¢€liminés par les hépatocytes exprimant le récepteur asialoglyprotéine. Ce
processus peut étre bloqué temporairement par 1’adjonction d’un inhibiteur, autorisant ainsi
dans un premier temps la localisation du conjugué galactosylé qui se trouve rapidement
éliminé dés que 1’ajout de cet inhibiteur est arrété.™

Des stratégies ADEPT a trois étapes ont méme été proposées. Ici un deuxiéme anticorps
monoclonal dirigé contre le conjugué est administré une fois que la localisation de celui-ci a
eu lieu dans I'optique d’éliminer le conjugué non fixé. Un mAb anti-B-D-glucuronidase
(mAb-105) a ainsi été reporté.”

Ceci rend toutefois le protocole thérapeutique encore plus lourd qu’il ne I’est déja. Cette
complexité du systéme s’ajoute aux difficultés de bonne reproductibilité lors de la

conjugaison chimique qui induisent une variabilité¢ de la reconnaissance antigéne-anticorps.

C’est pour ces différentes raisons, dans la visée de les atténuer, qu’un second moyen

de vectorisation a €été¢ mis au point, en I’espece une protéine de fusion.

Les protéines de fusion sont préparées par génie génétique (souris transgéniques) et
donc parfaitement définies. Il s’agit de composés hybrides dans lesquels un mAb ou un de ses
fragments, dirigé contre ’antigéne associ¢ a certaines tumeurs, est prolongé par une enzyme,
humaine dans le meilleur des cas. Les protéines hybrides ainsi obtenues possedent a la fois les

caractéristiques d’un anticorps et celles de 1’enzyme.

De telles protéines de fusion ne devraient présenter qu’une antigénicité treés réduite, voire
nulle. L’antigénicité se traduit en général par une neutralisation rapide du conjugué par
réponse immune du malade et nécessite au préalable un traitement immunosuppresseur.

L’avantage de I’utilisation d’une protéine de fusion réside essentiellement dans la grande
homogénéité de la population obtenue par expression d’un géne de fusion, en comparaison

avec le caractere hétérogene d’une population de conjugués chimiques.
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La premiére protéine de fusion de ce type a été congue et produite par les biologistes
de I'Institut Behring.”*°'. Le laboratoire travaille depuis plusieurs années en fonction de cette
protéine de fusion ou les chaines lourdes d’un anticorps monoclonal humanis¢ Mab BW
431(fragment Fab) dirigé contre ’ACE sont prolongées par la glycosidase humaine
lysosomale décrite ci-dessus, la B-D-glucuronidase.

Le choix d’une enzyme humaine lysosomale donc non circulante doit permettre d’éviter
les phénoménes d’activation non spécifique, a condition de concevoir des prodrogues
suffisamment hydrophiles pour que leur pénétration intracellulaire soit nulle ou négligeable.
Ceci influe donc directement sur la conception des prodrogues envisagées (voir paragraphe ci-

dessous).

6) Caractéristiques de la prodrogue

De tous les développements précédents découlent nombre de propriétés requises par
une prodrogue pour entrer dans le champ de la stratégie ADEPT. Il est rappelé que les
prodrogues correspondent a des formes pharmacologiquement inactives de médicaments,
spécifiquement activables par 1’enzyme préalablement vectorisée afin de libérer le principe
actif. Les exigences primordiales sont les suivantes’:

1. La prodrogue doit se voir détoxifier d’un facteur au moins 100 par rapport a 1’agent

antitumoral de départ.

ii. La prodrogue doit étre stable dans les conditions physiologiques (ie le plasma
humain).

1ii.  Son hydrophilie est un facteur critique car il doit étre élevé pour permettre une
administration relativement aisée et prévenir 1’internalisation cellulaire.

iv. L’espéce active engendrée doit avoir une durée de vie assez courte, un fort pouvoir
d’internalisation, et étre trés cytotoxique. Ainsi la premicre prodrogue d’énediyne décrite

utilisant la nitroréductase d’E. coli a démontré tout son potentiel.”

7) Avantages et inconvénients de la stratégie ADEPT

Le succes thérapeutique d’une approche de type ADEPT dépend, comme nous venons de

le voir, de différents facteurs : le choix de I’anticorps, la sélection de I’enzyme, la nature du

54



Introduction

conjugué anticorps-enzyme et le choix de 1’agent antitumoral. Il nous semble intéressant de
résumer, avant de poursuivre, les avantages et les inconvénients de cette stratégie, pour bien

. . 40
en clarifier les tenants et les aboutissants.

% Avantages :

* La spécificité anticorps / antigéne est a 1’origine de la sélectivité de la prodrogue vis-

a-vis des cellules malignes ;
* Le conjugué ne doit pas étre internalis¢;

* Chaque enzyme est capable d’hydrolyser un grand nombre de molécules de

prodrogues ;

» L’amélioration de la solubilité¢ plasmatique est un avantage notable dans le cas
d’agents cytotoxiques non-ionisables ou trés peu hydrosolubles, et posant probléme

quant a leur administration en phase aqueuse ;

* Une variation de la pharmacocinétique peut correspondre au prolongement de
I’action d’un médicament via la régulation de sa libération, cette derniére permettant
d’assurer une concentration constante en agent actif dans le plasma (cas d’un dérivé de
la camptothécine, I’Irinotécan”, métabolisé en drogue antitumorale par plusieurs

carboxylestérases plasmatiques) ;

» La substance active de faible masse moléculaire, libérée sélectivement sur une

tumeur, est capable, par diffusion, de pénétrer dans la tumeur ;

* La diminution du phénoméene de chimiorésistance peut étre espérée dans le cadre de
la stratégie ADEPT au vu de I’augmentation rapide de la concentration intracellulaire
en composé cytotoxique apres activation de la prodrogue a la surface de la cellule
cancéreuse. Ce phénomene devrait permettre de limiter la chimiorésistance acquise par
sensibilisation des cellules au cours d’une administration répétée de 1’agent

antitumoral ;

* Le premier essai clinique réalisé au Charing Cross Hospital entre 1990 et 1992 a

démontré la faisabilité de cette approche en clinique®’ ;

 [’agent antitumoral, libéré au niveau des cellules exprimant un antigéne donné, peut

¢galement diffuser dans les cellules voisines qui n’expriment pas cet antigéne ;
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* Cette stratégie permet d’obtenir des concentrations de substance active plus élevées
au niveau des cellules tumorales que celles obtenues par des thérapies
conventionnelles ;

* Récemment, il a été mis en évidence que ’ADEPT peut agir en synergie avec
I’immunité du patient pour accroitre son efficacité thérapeutique, ouvrant ainsi de

nouvelles perspectives intéressantes, notamment pour les applications cliniques.”

Inconvénients :
* Le protocole thérapeutique en deux phases est relativement lourd a mettre en oeuvre;

» La substance active et toxique libérée sur le site tumoral, aprés hydrolyse
enzymatique, peut se disperser et tuer des cellules normales voisines;

» L’usage des prodrogues peut étre délicat car le métabolisme peut présenter une
certaine variabilité d’un individu a I’autre.

* L’essai au Charing Cross Hospital a été arrété au bout de trois cycles pour cause de
violentes réactions immunes en dépit de 1’administration concomitante de ciclosporine

(on notera que le mAb utilisé était murin)
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

Dans les stratégies ADEPT et PMT exposées en début de document, 'utilisation de
prodrogues tripartites repose sur trois ¢léments : le déclencheur, choisi en fonction de la voie
métabolique prévue pour I’activation de la prodrogue, I’agent cytotoxique employé et
I’espaceur proprement dit. Lorsque les deux premiers sont déterminés en fonction du but
poursuivi, le point critique devient donc 1’espaceur qui focalisera toute I’attention.

Dans notre cas, le choix de I’acide glucuronique comme déclencheur provient de la
sélection de la B-D-glucuronidase comme enzyme de ciblage. Notre option d’agent
anticancéreux s’est portée sur les deux taxoides particulierement exploités en clinique et dont
I’efficacité thérapeutique pourrait étre améliorée. En fonction des données de la littérature et

des travaux du laboratoire, il nous a donc fallu définir un espaceur adapté.

I) Choix de I’espaceur

La premicre propriété¢ de I’espaceur est qu’il doit étre auto-immolable de maniere
irréversible. Sa conception doit inclure la faisabilit¢ de cette libération et analyser les
¢léments qui vont influer sur la cinétique générale de la réaction.

Nous avons opté pour un espaceur aromatique a fermeture de cycle (Figure 1-1). L agent

. . A . . 195
cytotoxique employé peut étre une amine, un alcool ou encore un peptide.
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Activation
* Specifier e Espaceur @— Cytotoxique >
Enzymatique
mactif
) spontan”ment
+ Espaceur @— Cytotoxique >
. inactif
cyclisation
[ Espaceur ] + Cytotoxique
X .
Y actif
# Auxiliaire de sp” cificit”
compos” cyclis” ou d” clencheur
Figure I-1

Des différences de réactivité au niveau de cette réaction de cyclisation ont été imputées

a I’agent cytotoxique employé, notamment a son aptitude a jouer le réle de groupe partant.

Ainsi des espaceurs inefficaces avec la daunorubicine se sont révélés bien appropriés avec le

paclitaxel’® *’

influe, aussi, largement sur la cinétique enzymatique.

(Figure 1-2). Les auteurs font également remarquer que le composé¢ actif usité
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J Figure 1-2

Un autre espaceur, formé sur un squelette 2-amino-4-nitrophénol, a prouvé son

efficacit¢ avec 1’obtention de plusieurs prodrogues dont les cinétiques de libération

enzymatique et de cyclisation étaient satisfaisantes’™ *° (Figure 1-3).
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Figure 1-3
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Notre hypothése de travail était qu’un espaceur ad hoc puisse se fonder sur le
déplacement d’un groupe partant alcoolate a partir d’un carbamate par attaque

intramoléculaire d’un groupe ortho-phénolate (Schéma I-1).

HO:Q—X Ka (oﬁ
—
R'N R'N
~ o
0

0]

X
k
- O X
O

RO R'N

Schéma I-1
Dans le cas des espaceurs oOrtho-aniline utilisés précédemment, 1’adjonction d’un
groupement nitro fortement électroattracteur en para ou meta avait pour but d’augmenter le
ratio phénate/phénol au pH physiologique, améliorant ainsi les vitesses de cyclisation. Nous
avons décidé de substituer un fluor a ce nitro pour plusieurs raisons.
Notons tout d’abord que le fluor est électroattracteur et qu’il a prouvé son efficacité a la

place du nitro dans des espaceurs a élimination 1,6 (voir Chapitre II).'"

De plus le nitro pose
souvent des problémes de mutagénése et les industriels développent rarement des molécules
le comportant. Surtout, le fluor permet une plus grande souplesse par rapport a la chimie
développée puisque toutes les conditions réductrices de type hydrogéne sur Pd/C sont
maintenant permises. Enfin, des études de cinétique sur la cyclisation des N-(2-

101
o par

hydroxybenzyl)carbamates ont montré la faible influence des substituants sur le cycle.
conséquent nous avons décidé de développer un espaceur de type 4-fluoro-2-

aminométhylphénol (Figure 1-4).

HO F

RHN R=HouMe

Figure 1-4

On remarquera que cette amine benzylique est largement plus nucléophile que I’aniline
correspondante, ce qui peut s’avérer crucial pour la réussite de certains couplages délicats
dans lesquels la réactivité de certains composés se montre faible. De plus il se forme un cycle
a 6 chainons par cyclisation et non plus a 5 comme précédemment.

Des espaceurs libérant des drogues par formation d’un cycle a 6 (lactonisation,'** création

de coumarine'®) sont décrits et efficaces pour cette application.
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La molécule cible a synthétiser dans un premier temps sera donc celle de la Figure 1-5,

ou les groupements protecteurs P, et P, seront compatibles, en terme chimique, avec la drogue

utilisée.

OP,

P,0O

OoP,

NHR
R =H ou Me

Figure I-5

Le schéma rétro-synthétique de départ est assez évident (Schéma 1-2); il s’agit d’un

couplage stéréosélectif entre un aminophénol et un bromoforme ; cet aminophénol dériverait

du benzaldéhyde correspondant préparé au départ du fluorophénol 48 commercial ; quant au

bromosucre il proviendrait de la glucurono-3,6-lactone 46 commerciale.

OP,
Py
]
OP;
PP u NHR
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P
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On prendra bonne note du fait que I’acide glucuronique posséde la particularité d’étre tres
sensible aux bases ; de fait, lorsqu’un groupement protecteur suffisamment labile est présent
sur I’hydroxyle en position 4, une réaction d’élimination 4,5 est toujours possible en milieu
méme faiblement basique (Schéma 1-3). Cela est d’autant plus prononcé que le solvant est
polaire et que la température est élevée. Ceci s’est malheureusement vérifié tout au long des

syntheses ou les produits d’élimination ont été réguliérement isolés et caractérisés.

Schéma -3

I1) Formylation de I’aromatique

Deux voies ont été envisagées pour obtenir, en quantité importante, 1’aldéhyde 47. Il
est possible de formyler directement le phénol libre, ou bien de passer par un intermédiaire

fluoroanisole.

1) Formylation du phénol

a) Bibliographie

En 1960 Rieche applique I'utilisation de dichlorométhoxyméthyléther en compagnie
d’un catalyseur de type Friedel et Craft (TiCly, AICl;, etc...) pour la formylation

% Le 2-fluorobenzaldéhyde est notamment synthétisé. En 1963, Gross

d’aromatiques.
emploie la méme méthode sur des phénols diversement substitués; une certaine
régiosélectivité est observée (par ex. 40% d’ortho et 12% de para au départ du 3-
méthylphénol). Cependant, avec I’emploi d’orthoformiate d’éthyle cette sélectivité devient

\ 1
trés bonne, par contre les rendements chutent.'”
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Suzuki décrit la synthése d’aldéhydes par action du HMTA en présence d’un acide fort
(PPA, MsA ou TFA) sur des phénols désactivés par des substituants électroattracteurs.'®
Seulement, les rendements sont moyens, et particulierement faibles pour 1’aldéhyde cible 47
(respectivement, suivant 1’acide employé¢, 14, 4 et 16%). Toutefois, les produits sont décrits
purifiés, soit par chromatographie, soit par recristallisation. Les mémes conditions avec deux
équivalents ’HMTA conduisent a la bis-formylation des phénols, par contre les anisoles

correspondants ne subissent qu’une mono-formylation.'"’

Une bonne méthode d’ortho formylation des phénols emploie le formaldéhyde et
Mg(OMe), comme base, contre-ion et centre de coordination orienteur de la réaction.'® Les
résultats des trois isomeres possibles du fluorophénol sont rassemblés dans le Tableau 1-1. On
en déduit que le fluor en position ortho/para défavorise la formylation et que sa présence en
position 2 est rédhibitoire au bon déroulement de la réaction. L’inconvénient réside dans la

non purification des produits, les rendements étant calculés par RMN avec étalon interne.

Phénol de départ Rendement aldéhyde (%) Phénol récupéré (%)
2-Fluoro 5 72
3-Fluoro 72 1
4-Fluoro 46 36

Tableau 1-1

De maniére plus anecdotique, I’installation d’un formyle a partir d’'un méthyle a été
réalisée en trois étapes : acétylation du phénol, dibromation du méthyle puis hydrolyse pour
conduire 4 I’aldéhyde.'” Dans le dessein de produire de 1’acide 5-fluorosalicylique, Sharma' "
décrit la production de 47 en quatre étapes avec un rendement global de 16% a partir du 4-
fluorophénol : amidoalkylation régiosélective (mono/bis-6/1), acétylation, saponification et

enfin oxydation au permanganate.
b) Résultats
Comme il fallait produire 1’aldéhyde 47 en quantité importante, notamment parce que

le couplage glycosidique n’a pas forcément de bons rendements, le rendement mais aussi la

facilit¢ du mode opératoire et la non toxicité des réactifs ont été pris en compte.
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Nous avons donc d’abord suivi la procédure de Suzuki, qui avait déja été expérimentée au
laboratoire. Les rendements ont été un peu optimisés, mais la formation de bis-aldéhyde 50 a

¢galement été accrue (Schéma 1-4).

CHO

40%
F OH
+

N TFA 47
F—< >—OH + ,\Il/(\/\l >
LN\/\I 1001C, 4h CHO
20%
48 49 F OH

50

CHO

Schéma 1-4

Pour raison de facilité, la procédure de Hofslokken a ensuite été adaptée a 48. Le premier
essai avec de 1’acétonitrile pur pour synthése 99.5% n’a pas été concluant ; cette méthode
semble en effet sensible a la présence d’eau et se déroule convenablement avec de
’acétonitrile conservé sur tamis moléculaire 3A et la triéthylamine séchée 24h sur sodium.
Apres mise au point, un rendement honorable de 56%, a notre connaissance le meilleur décrit,

a été obtenu (Schéma I-5).

reflux CH;CN anh.
F—QOH + (HCHO), » F OH
TEA/Na

48 56% 47 Schéma 1-5

Des essais avec la méthode de Gross ont été effectués mais n’ont pas été concluants,
menant a I’obtention du formiate correspondant (Schéma 1-6). Ce formiate 51 est en fait un
intermédiaire dans la réaction de formylation, et il doit conduire en se réarrangeant au produit
formylé désiré. Une possible explication de 1’obtention de ce formiate est que I’atome de fluor

désactive le cycle aromatique et le réarrangement ne peut se produire.

Cl,CHOMe, CH,Cl, 39%
. < > oH > F_< >—OCH0
(78% / cv. 48)

TiCly (1ou2q.), 0LC
48 51

Schéma 1-6
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2) Passage par le 4-fluoroanisole

a) Bibliographie

La formylation des phénols est bien plus facile a réaliser lorsque 1’hydroxyle est
protégé sous forme d’éther ; en effet le cycle est alors activé par I’effet ¢lectrodonneur du
substituant ainsi créé, et de plus I’orientation se fait en ortho. Le 4-fluoroanisole 52 est un
produit commercial qui se vend au méme prix que le 4-fluorophénol 48 (pour 25g, resp' 17.4€
et 15.4€, catalogue Alfa Aesar 2003). En cas d’urgence, 52 se synthétise trés facilement''' &
partir de 48 (Schéma 1-7) mais cela nécessite un agent alkylant type iodure de méthyle, peu

cher (50g 12€, ibidem) mais a la toxicité reconnue.
Ac”tone, Mel 10 " q.
FOOH > FOOMe
K,CO;,, reflux 8h

48 76% 52 Schéma 1-7

En ce qui concerne la formylation de 52, deux méthodes efficaces ont été¢ décrites. La
premiére utilise la lithiation au BuLi suivi d’un piégeage de I’anion par le DMF."? Si a TA le
n-BulLi et le sec-BuLi ne donne que le régioisomeére 53, par contre a -78°C, le sec-BuLi donne

un mélange 3/1 d’ortho et meta formylation (Schéma 1-8).
CHO OH

sec-Bul.i
FOOMe » [ OMe + F OMe
DMF
52 53 54
T=TA 1
T=-78[C 3 1

Schéma 1-8

La seconde méthode emploie les conditions classiques du mélange

dichlorométhoxyméthyléther et TiCly.'"

Récemment, le 5-fluoro-2-méthoxybenzaldéhyde 54 a été commercialisé par Aldrich (5g
134.7€). C’est une bonne alternative si I’on veut gagner du temps, mais le prix a payer est
assez cher, ce qui peut étre d’autant plus limitant si des quantités conséquentes de produit sont

requises.
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b) Résultats

. , . . .113 . L, .. ,
C’est ’option décrite par Mancini ~ qui a été choisie pour préparer 53, avec dans notre

cas un rendement quantitatif (Schéma 1-9).

CHO
CH,CL, C1,CHOMe
FOOMe > F OMe
TiCl,, 0[C
52 quant. 53 Schéma 1-9

Dans un deuxi¢me temps, il faut déméthyler le composé 53 pour aboutir au produit
cible 47. La littérature se montre trés fournie pour cette réaction (cf. Protective Groups in
Organic Synthesis) et nous avons pour notre part, tenant compte des habitudes et des produits
en réserve, effectué deux sortes de déméthylations.

Premiérement ’usage d’un halogénure de bore a été utilisé¢''', mais le mauvais rendement
nous a conduits a changer de stratégie. L’emploi d’une solution aqueuse d’acide
bromhydrique''* a ensuite été mis en place avec succés (Schéma 1-10).

BBI'3,CH2C12, -78C- 0LC
CHO

29% \
95% F OH

HBr aq. 40%, reflux 47

Schéma 1-10

On remarquera dans ce dernier cas la facilité de mise en ceuvre couplée a un moyen de
purification inattendu ; en effet, comme le benzaldéhyde 47 posséde un point de fusion
relativement bas de I’ordre de 80°C, et qu’il n’est pas soluble dans I’eau, il cristallise dans le

réfrigérant et est simplement récupéré par lavage de ce dernier.

Maintenant que 1’approvisionnement en benzaldéhyde 47 est assuré, il faut le transformer

pour le coupler avec le bromosucre.

Les deux parties suivantes ont pour objet la synthése du composé cible 58 au départ de

47. Pour ce faire, deux chemins synthétiques peuvent étre empruntés. En effet, il est possible

soit de coupler le bromosucre 55 avec 1’aromatique 56 ou la fonctionnalité aminométhyle est
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déja introduite, soit d’abord coupler 47 et 55 puis installer la fonction méthylamine

subséquemment (Schéma 1-11).
HN—

e /7 ] HO@F
F@OH 56
47 MeO, MeO,
AcO ACO o F
AcO
AcO
OAc OA
55 B ¢
\

r 58

OH
MeO,

AcO 0 F 57
AcO

OAc
Schéma 1-11

La partie III s’attachera a la synthése des intermédiaires nécessaires et la partie IV sera

consacrée au couplage proprement dit.

I11) Synthése des intermédiaires

Le composé cible des paragraphes 1 et 2 est I’aminophénol 56 ; la préparation des

analogues avec I’amine protégée est également décrite.

1) Préparation de I’aminophénol 56 par amination réductrice

a) Bibliographie

L’amination réductrice est une méthode aisée de conversion des composés carbonylés
en amine secondaire ou tertiaire. Du fait de leur grande réactivité et de leur facilité d’acces,
les aldéhydes ont particulierement été¢ employés dans ce genre de réaction.

Schématiquement, cette réaction passe par un intermédiaire imine qui dérive de la

déshydratation d’un hémiaminal, cette imine étant dans un second temps réduite. Les moyens
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de réduction utilisés sont nombreux et vari€s (hydrogénation catalytique, hydrure de bore,
acide formique®, ...).

L’isolement de I’imine intermédiaire est possible dans un certain nombre de cas, ie si
I’imine est assez stable et ne se décompose pas pour retourner a 1’aldéhyde de départ ; et
lorsque c’est possible les données caractéristiques des imines sont alors données dans la partie

expérimentale.

La découverte et I’emploi d’anion cyanohydroborate par Borch''®> comme agent réducteur
sélectif des composés carbonylés ou certains de leur dérivés type oxime a fondé de nombreux
travaux. Ainsi il rapporte ’emploi de méthyl- et diméthyl-amine avec NaBH3;CN sur le 3,4-
diméthoxybenzaldéhyde 59 pour conduire aux amines correspondantes (Schéma 1-12).

Me Me

MeOH abs, HCI RN— R=H 51%
MeO CHO + RMeNH » MeO R=Me 59%

NaBH,CN (2 *q. H)

59
Schéma 1-12

L’emploi de ces conditions, avec le sel de la méthylamine, sur I’aldéhyde 60 a présenté
I’inconvénient de donner comme sous produit le composé de bis-alkylation réductive de
’amine''® pour former 61 (Schéma 1-13). L’emploi des conditions de Kametani''
(hydrogénolyse sous pression concomitante a la formation de 1’imine puis emploi de NaBHy,,

rendement de 80%) a permis de résoudre le probléme.

Bn
HN—
Bn MeO
MeOH 61
MeO CHO + MeNH,xHCl ——> +
NaBH,CN
60 Bn | Bn
MeO OMe
62
Schéma 1-13

* réaction de Wallach.
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L’utilisation de LiAlH; a la place du borohydrure pour la réduction d’imines
intermédiaires  d’ortho-hydroxyacétophénones ou d’ortho-hydroxybenzaldéhydes est

. 118
¢galement efficace.

Plus récemment, Kitson a publié la synthése en deux étapes de 1’ortho-
méthylaminométhylphénol 65 a partir du salicylaldéhyde 63 (Schéma 1-14). Des problémes
de séchage de 1’aminophénol 65 synthétis¢ sont mentionnés, forcant son utilisation directe

sans purification (rendement non donné).'"’

OH OH OH
MeNH, 25% aq. N— EtOH HN—
CHO > / E——
83% NaBH,
63 64 65
Schéma 1-14

Enfin la préparation "one-pot" d’amines secondaires méthylées par amination réductrice

de carbonyles au moyen de titane (IV) a été décrite (Schéma 1-15).'%

De nombreux aldéhydes
aromatiques ont été utilisés, notamment 59, le bromo, le nitro, le méthoxy en position 3, avec
des bons rendements (71-84%). Une publication postérieure tire partie de ces résultats pour
publier une méthode d’accés aux énimines par condensation d’amines sur des arylénones en

présence de TiCl4.121

VA 1) EtOH, TEA, Ti(iPrO), / HN—
S )meHO - MeNH, xHCI - & )
2) NaBH,
X =3,4-MeO, 3-Br, 3-NO,, 3-MeO Rd'= 71-84%
Schéma 1-15
b) Résultats

La méthode au titanate a tout d’abord été employée, mais les mauvais rendements
(26% au mieux) et la procédure un peu astreignante de traitement de la réaction nous ont
orientés vers une autre technique. Il est raisonnable de penser que la présence du phénol est a
I’origine de ces résultats, peut-&tre par complexation du titane ou bien par formation d’une

liaison hydrogene intramoléculaire forte avec 1’aldéhyde.
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Il a alors été décidé de passer par un intermédiaire imine qui serait isolé avant d’étre
réduit. La procédure la plus simple, utilisant la méthylamine aqueuse, a ét¢ employée avec
succeés. Puis I’amine cible 56 a été obtenue soit par réduction au borohydrure, soit par
hydrogénation catalytique (Schéma 1-16).

MeOH, NaBH,

_/

/
CHO 0 NH
MeOH m
F OoH ——— > F OH F OH
47 MeRth 2 66 W >0

95%

MeOH, H,, Pd/C 10%
Schéma 1-16

Plusieurs remarques peuvent étre tirées de ceci. Premi¢rement, il est clair que la méthode
de choix pour obtenir 56 a partir de 47 est I’hydrogénation catalytique de I’imine 66, sachant
que le passage one-pot de 47 a 56 s’effectue facilement avec un rendement de 90%.
Deuxi¢mement, il semble que le borohydrure ne soit pas particulicrement efficace pour la
réduction de cette imine, et par conséquent que le faible rendement observé avec la procédure

de Neidigh lui est peut-étre imputable.

Une autre remarque d’importance concerne cet aminophénol qui est en fait une sorte
d’aminoacide. En effet, il faut bien voir que cette molécule 56 est en fait un zwittérion
(Schéma 1-17). Par ailleurs le spectre RMN '"H montre un pic unique pour les deux protons
échangeables OH et NH indiquant un équilibre rapide entre eux (a 1’échelle de la RMN). Des
études sur I’analogue nitré'>> 67 ont mis en évidence ce caractére aminoacide de telles

molécules (Schéma 1-17).

%

| @

- H o

% F o~ 4—> F XS]

-

.

.

%

- / / /

. NH, NH, NH

% ® K, ® K,

%zN OH <——> O, 060 <— 0N 00O

-

%

|| 67 pH=35 68 pH=8.0 69 pH=13.4
Schéma 1-17
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2) Protection de I’aminophénol 56

La glycosylation de 56 pouvant poser de nombreux problémes dont nous voulions
nous affranchir, nous avons décidé de protéger I’amine de 56. En effet, la protection de cette
benzylamine secondaire peut étre envisagée pour faciliter une O-glycosylation sélective par
rapport a une possible N-glycosylation ou éviter une possible géne de 1’amine secondaire.

C’est pourquoi I’amine de 56 a été protégée sélectivement par deux groupements

protecteurs ad hoc.

a) Protection de 56 par un BOC

De par sa facilit¢ de mise en place, sa résistance en milieu basique, et sa facile
déprotection par les acides, le groupement t-Butyloxycarbonyl (BOC) est un des groupements
protecteurs parmi les plus utilisés et les plus populaires en synthése organique.

Son utilisation concerne essentiellement la protection des amines primaires et
secondaires ; la protection des phénols par le BOC est anecdotique (Protective Groups” p281)
car le carbonate résultant est de toute fagon trés fragile. Il a trouvé de nombreuses applications
notamment dans le champ de la synthése sur support solide. Ses propriétés en tant que

groupement réactif a part entiére ont fait récemment 1’objet d’une mise au point.'*

En tenant compte du caractére acidobasique de I’amine 56, nous avons utilisé une
procédure d’introduction de BOC sur les aminoacides.'** Dans un premier essai, 2.6 éq. de
BOC,0 ont été utilisés pour conduire a I’intermédiaire di-BOC 70 qui est ensuite remis en
solution dans le méthanol en présence de K,CO; pour cliver le carbonate de phénol. En fait, il
est possible de jouer sur la sélectivité de 1’agent de protection BOC,0 ; la mise en ceuvre de

1.1 éq. de cet anhydride permet 1’obtention directe de 71 (Schéma 1-18).

* Protective Groups se référe a I'ouvrage suivant : Greene, T. W. ; Wuts, P. G. M. Protective Groups in Organic
Synthesis Wiley-Interscience (IlIrd Ed®), 1999, New York USA.
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/ / /
NH N N
THF-H,0/1-1 BoC  MeOH BOC
F OH + BOC20 —_— > F oBOC —mMM > F OH
267q.  K,CO,57q. K,CO, 4 “q.
56 70 71 67%

NH N\
THF-H,0/1-1 BOC
F OH + BOC,0 ——» F OH

1.1 "q.  K,CO;2"q.
56 71 55%

Schéma 1-18
b) Protection de 56 par un TFA

Le groupe BOC pouvant imposer une certaine géne stérique a I’endroit du phénol, ce
qui pourrait compromettre le couplage glycosidique, une autre protection a également été
envisagée. La protection sous forme d’amide des amines est moins usitée que le BOC
(carbamate) ou le carbonyloxybenzyl (groupe Z ou Cbz), mais la grande stabilité des amides
non activés peut se révéler un critére d’importance dans le choix de leur emploi (Protective
groups p550).

Ici cependant, le but est d’obtenir un groupement protecteur relativement peu encombrant
et facilement hydrolysable. Dans la série des acétylamides, le trifluoro amide se révéele 1’un
des plus facilement clivable, et ce d’autant plus facilement que la molécule comporte un

hydroxyle dans le voisinage capable d’aider a I’hydrolyse (ibidem).

Le mode opératoire est une adaptation de celui appliqué a des aminoacides et des
peptides, dont la tyrosine.'? Cette derniére nécessite I’emploi d’une base plus appropriée que
la TEA utilisée dans les autres cas, en I"occurrence la tétraméthylguanidine (TMG). Cette

méthode s’est trouvée tout a fait satisfaisante en termes de faisabilité et de rendement

(Schéma 1-19).

NH N
1) MeOH, CF,;CO,Et, TMG \
F OH > F OH

2) Dowex 50x2-200
56 72 quant gehgma l-19
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Le choix de cette protection de 1’azote par le TFA semblait d’autant plus judicieux que
son efficacité est décrite dans la glucuronylation de tyrosine et di-iodotyrosine N-protégées de
la sorte.'?®

Avec les trois aminoacides 56, 71 et 72, dont deux N-protégés, le couplage
glycosidique conduisant au composé cible 58 de cette partie peut avoir lieu.

V) Couplage glycosidique entre acide glucuronique et aminophénol

1) Bibliographie

a) Introduction'?’

L’époque ou les glucuronides pouvaient étre considérés comme simple produit
biologique inutile est maintenant révolue. La meilleure compréhension des processus
métaboliques a conduit a une plus grande appréciation du role des métabolites secondaires,
tout particuliérement les glucuronides.

Non seulement ces composés représentent fréquemment la forme finale d’élimination des
xénobiotiques, jouant ainsi un réle majeur dans la détoxification, mais ils peuvent montrer une
activité biologique significative inhérente. A ce titre, I’exemple de la morphine est instructif :
le glucuronide en 3 74 possede une meilleure activité analgésique que la morphine 73 elle-

méme (Figure 1-6).

OH

NMe

74
HO"

Figure 1-6
De plus, il existe un besoin d’échantillons hautement purs de ces glucuronides pour

conduire les analyses, analyses demandées notamment par les autorités sanitaires lorsque une
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demande d’AMM est déposée pour un médicament métabolisé de la sorte. Il s’avére donc

nécessaire d’avoir a disposition des méthodes efficaces de syntheése de glucuronides.

Dans le cas qui nous intéresse, il s’agit de O-glucuronides, et nous nous focaliserons donc
sur cette sous-famille qui est de loin la plus importante tant biologiquement que
synthétiquement.

Les O-glucuronides peuvent étre divisés commodément en trois classes : les aryles, les

alkyles et les acyles (représentés typiquement, dans I’ordre, par 75, 76 et 77) (Figure 1-7).

O

HO
du parac”tamol HO
H Glucuronide
HO
o \n/CH(n-C3 H,),
OH
o) de I'hydroxyprogest” rone

77 de l'acide valproesque
Figure 1-7

D’une manicére générale, les mémes méthodes de synthése sont applicables aux
glucuronides d’aryles et d’alkyles. Ces deux classes sont naturellement abondantes,
notamment les aryles ; ainsi la majorité des composés phénoliques donnent en effet lieu chez
I’humain a un conjugué glucuronide.

Bien qu’également assez répandu, les glucuronides d’acyles montrent une grande
instabilité chimique, car ils sont hydrolysés aussi bien en milieu acide que basique, et sont

sujets a réarrangement.

D’un point de vue synthétique, il est clair que la plupart des techniques employées pour la
synthése de glucuronides trouvent leur équivalent pour les glucosides. Cependant, les
glucuronides possédent un chimie propre et sont habituellement plus difficiles a préparer que
leurs équivalents glucopyranosides. De fait, il est décrit que de tous les sucres, les

28 Dun point de

glucuronates requierent 1’activation la plus haute pour une aglycone donnée.
vue mécanistique, le groupe alcoxycarbonyl en position 5 posseéde un effet déstabilisateur sur

la formation d’un cation en C;.
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Pour des raisons de facilit¢ d’acces et de connaissances de ces compos€s, nous nous
sommes focalisés sur des glucuronates protégés par des groupements esters lors des couplages
glycosidiques envisagés. En effet, la présence d’un groupe participant en C, conduit a une
stéréochimie 3 de la liaison glycosidique (a tout le moins, la forme o n’a jamais été détectée),
stéréochimie qui est systématiquement celle rencontrée dans les conjugués glucuronides
naturels. Il faut en outre garder a 1’esprit que dans notre travail le but est de préparer des

molécules hydrolysées par la -D-glucuronidase, donc cette stéréochimie B est indispensable.

L’emploi de groupements protecteurs éthers (classiquement éther de benzyle) sur le
glucuronate mene invariablement a des mélanges o/ et ne sera pas traité ici. Toutefois, ces
composés sont plus réactifs, et ils sont indispensables pour coupler certaines aglycones ne
supportant pas les conditions usuelles d’hydrolyse basique des esters. Dans ce genre de cas,
une stratégie de contournement consiste a coupler le glucose a 1’aglycone puis oxyder la

position 5 en acide pour obtenir le glucuronide correspondant désiré.
b) Préparation des intermédiaires nécessaires

La trés grande majorité des glucuronides a €té synthétisée au moyen d’intermédiaires
glucuronates d’ester méthylique protégés par des acétyles. La formation des éléments les plus

utilisés est représentée dans le Schéma 1-20, ils dérivent tous de la D-Glucurono-3,6-lactone

46 commerciale.
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Y M 602
HO\ AL i
/%O_?“OH > A%Ro OAc 78

46 OH OAc
1ii .
il
\J
MeO, ) MeO,
v
AcO < AcO
Am H AcO 55
OAc OAc
79 Br
\%
\J
MeO, R™actifs: 1) MeONa, MeOH puis Ac,0, Pyr. ii) HBr-AcOH
AcO 111) BU3SHOMC ou N2H4 IV) AgZ CO3, H20 V) CC13CN, base
AcO
OA
CCly
80 O\n/
NH

Schéma 1-20
¢) Avec le bromosucre 55

Ce dérivé bromé est sans doute encore l’intermédiaire le plus employé ; il est
disponible commercialement, mais cher (69€ le gramme chez Fluka). Il se prépare toutefois
aisément en quantité importante. Par contre son instabilité est démontrée, et pour de longues

périodes il faut le conserver au sec a -20°C.

La méthode de Koenigs-Knorr reste trés populaire pour son utilisation ; typiquement les
catalyseurs employés sont des sels d’argent I (Ag,O, AgCO3), Hg(CN), ou encore CdCO:s.
Les solvants utilisés en premier étaient le benzéne et la quinoléine, souvent remplacés

maintenant par CH,Cl, et CH3CN.

Les premiers travaux d’importance sur le sujet sont décrits par Bollenback.'*’ Plusieurs
méthodes de glycosilation du phénol par 55 sont décrites ; étonnamment le meilleur résultat
provient d’un couplage direct entre le sel du phénol et le bromure (Tableau 1-2). 11 est apparu

par la suite que le phénol n’était pas le meilleur substrat hydroxyaryle pour cette réaction.
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Plus récemment, des catalyseurs par transfert de phase ont été employés, permettant
d’effectuer certains couplages inefficaces dans les conditions précédentes. Différents travaux

en la matiére sont rassemblés dans le Tableau 1-2.

Aryle Catalyseur Solvant Rd". (%) | Réf.
PhOH Ag,COs Benzéne 31
PhOH Quinoléine PhOH 23 129
PhONa - EtOH 75
OH
Ag,O Quinoléine 57 130
(0]
81
PhOH - 49
MG_Q_OH ) 40 131
82 Hg(CN),
OH
- 10
CHO 63
EtOH
Morphinate de Li ou K - i-PrOH 0
tert-BuOH
Morphinate de Li - MeOH 24 132
Morphinate de Li KI MeOH 30
Addition du bromo au
- MeOH 53
morphinate de lithium
O,N OH 133
Ag,O CH;CN 90
NO, 83
BzQ
HO F BuyNHSOy, CH,Cl, 33 134
N
\ 84
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OH . ,. 135
Ag,COs Quinoléine 81
NC NGO, gg
HOQCI Ag:CO; CH,Cl I
oHC 86 2,4,6-collidine ™™ 3A
S _-NO:
aatl
N
(@] -
OR Ag20 CHzClz
R =H (Tizoxanide) 87
R=Li88
BnO 137
O
- MeOH 24"
OLi
89
BnO
O
Ag,O Quinoléine 61
OH
90
Bu4NHSO4 CH2C12 ou CHC13
OH O ou NaOH ou K,COs 0293
@iu\ BnNBu;Cl aqueux ou en poudre
OH 91 CHCI;
BnNBu;Cl 93
K,COj; en poudre
CHCl; 1%
HO OMe BnNBu;Cl 46
92 K,COj; en poudre
CHCI;
HO CHO BnNBu;Cl 81
93 K,CO; en poudre
CHCI;
HO Cl BnNBu;Cl 45
94 K,CO; en poudre
Tableau I-2

" Le produit isolé est le glucuronide désacétylé.
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Le bromosucre 55 a également été engagé dans des réactions de couplage avec des

thiophénols ou dérivés : avec le thiophénol sur des bromodisaccharides par transfert de

phase,"’ avec un dérivé de N-oxypyridine pour conduire & 95 (Schéma 1-21).'*

@)
MeO.
o 2 N/O solvant MeO, \N
Ao + </:>—8Na ———> AcO —O 95
OAc — AcO Ny =
Br
95 DMF: 55%, mauvaise puret”

MeOH: 38%, bonne puret”
Schéma 1-21

Des exemples de N-glucuronylation de dérivés 1-arylsulfonyl du 5-FU par transfert de

phase (Schéma 1-22) sont également décrits.'*!

o]
MeO
e AR cHOYNaOH veo, 0=
c > N—
AcO * A | ACO N SOLAr
OAc O~ >N Bu,NBr Ac

OAC ©

55 Br SO,Ar
Ar=4-1Ph 34%
Ar=4-MeOPh 50%

Schéma 1-22

d) Avec le tétra-acétyle 78

L’utilisation de ce composé, lorsqu’elle est efficace, permet de s’affranchir de 1’étape
fastidieuse de la bromation en 55, et donc s’aveére un bon moyen d’économiser temps et
matiere. De nombreux glucuronides d’aryles ont été préparés a partir de ce composé de
manicre simple et assez efficace.

Il faut tout de suite remarquer que I’emploi de I’anomeére B est crucial puisque I’anomeére

a est peu voire pas réactif (Tableau 1-3).'%

Anomere de 78 Catalyseur Solvant Rd". (%)
B TsOH Phénol 55
B ZnCl, Phénol 30
o ZnCl, Phénol 5
Tableau 1-3
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Comparé¢ au bromo, I’emploi du dérivé tétra-acétylé peut étre bénéfique ou inintéressant.
Ainsi le couplage acido-catalysé entre 78 et I’ester benzylique de 1’acide salicylique 90 n’a
pas pu étre réalisé,”’” ce qui confirme I’observation de 1’échec du couplage avec I’ester
méthylique de D’acide salicylique cette fois au moyen d’Ag,CO;."*° Une forte liaison
hydrogéne intramoléculaire est sans doute a 1’origine de ces €checs et requiert donc des sucres
plus activés. L’éventualité de probleme d’ordre stérique peut étre écartée ici car la bis-
substitution en 2,6 des phénols n’est pas en soi une barriére comme le prouve la synthése du

dérivé dihydrobenzopyrane 96'** (Schéma 1-23).

PhNO,
AcO OAc + HO ——> A7
AcO APTS

78 23%
Schéma 1-23

Pour les phénols plus acides, type 4-nitro ou 2-chloro, qui sont moins réactifs, 1’emploi
d’un acide de Lewis fort est nécessaire. Ainsi SnCly s’est montré utile dans la glycosidation

de phénols (dont des dérivés estradiol) par 78 (Schéma 1-24).'*

DCE MeO,
78 + HO—<;>—NO2 _ AcO
SnCl, AcO

0
97 28%

Schéma 1-24
e) Avec I’hydroxyle en 1 (79)

L’emploi de 79 devient de plus en plus commun non seulement parce qu’il est d’un
acces relativement aisé a partir de 78 ou 55, mais surtout parce qu’il autorise plusieurs
méthodes de couplage différentes.

Des O-aryle glucuronides ont ainsi été obtenus par couplage de Mitsonobu direct avec le
phénol approprié ; ici les phénols les plus acides sont les plus réactifs (50% de rendement
avec le 4-nitrophénol). L’obtention du sous produit orthoester tel 99 a été observé dans

. ’ 1 144
certains cas (Schéma 1-25).""

79



Chapitre |

MeO,
AcO
R T BT
AcO 74
AcO m DIAD )5 o \g /
o NO,
79 99

Schéma 1-25

Plus couramment, on utilise un acide de Lewis pour le couplage, particulie¢rement le
TMST.'* Toutefois, suivant I’aglycone en jeu, la stéréochimie de la liaison glycosidique est
affectée ; les phénols peu acides menent pratiquement exclusivement a 1’anomere 3, quant

aux phénols trop acides, ils ne réagissent pas dans ces conditions.
f) Méthode au trichloroacétimidate 80

La glycosidation au moyen d’un trichloroacétimidate introduite par les travaux de
Schmidt et coll.'*® a un nombre d’applications croissant pour la glucuronylation.
La valeur de cette méthode apparait clairement dans ’excellent rendement de préparation

du conjugué 4-nitrophénol (Schéma 1-26) par rapport aux rendements donnés ci-dessus.
MeO,

ACO BF EtQO
OAcO C

I3

80 " 97 98 88%

Schéma 1-26

Cette liste de méthodes de glycosylation n’est bien sur pas exhaustive mais se veut
refléter les tendances majeures du domaine. Il est toujours possible, et souhaitable d’un point
de vue méthodologique, d’adapter des techniques de glycosylation a la glucuronylation (pour

. ror \ . 147
CCS premicres on pourra Se€ référer a la récente revue de Jensen

), par exemple la bis-
glycosylation hautement efficace de biphénols, binaphtols, biphényldiols par action du

palladium sur des carbonates de glycales.'**
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2) Résultats

Vu les quantités conséquentes de bromosucre 55 a synthétiser, une réaction de
bromation plus rapide et moins fastidieuse du tétra-acétyle 78 que la méthode HBr dans
AcOH'” a été essayée. 11 s’agit de I’adaptation d’un mode opératoire usuellement employé en
série glucose, mannose et galactose. Cela consiste a traiter 78 par PBr; dans 1’anhydride
acétique.

Les temps de réaction décrits’ sont de Dordre de la demi-heure. Avec Dacide
glucuronique, un mélange 1/1 entre produit de départ et bromure attendu est obtenu, méme
lorsque les conditions sont forcées (plus d’équivalents de PBr3, durée allongée). Comme 55
s’hydrolyse partiellement sur colonne, il n’était pas purifiable ici sans perte notable ; il a donc

6té préparé suivant la seule procédure employée jusqu’a présent.'”’

Le couplage entre 55 et 56 éventuellement protégé a donc été ensuite entrepris.
Rapidement il a semblé que la structure de notre amine s’avérait rédhibitoire au couplage. Les
différents et nombreux essais effectués n’ont jamais conduit a I’obtention d’un produit de

couplage. Les expériences menées dans cette entreprise sont regroupés dans le Tableau 1-4.

Amine Catalyseur Solvant
/ Ag,0 CH;CN
NH
BHNBU.3C1, K2C03 CHCI3
F OH
TBAB CHCI3/NaOH
N Ag0 CH;CN
BOC
F OH TBAB CHCI3/NaOH
Q
y_CFs
N A0 CH;CN
F OH
Tableau 1-4

* . . . \ L
Cahier de laboratoire interne a 1'unité.
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Nous pensions pourtant circonvenir les problémes, déja observés auparavant au
laboratoire, de couplage d’un acide glucuronique sur les composés diméthylés 100 et 101. En
effet dans ces dernier cas, une instabilité du phénol engagé dans le couplage a été observée et
attribuée a la facilité de former le cation benzylique tertiaire. Ceci a été mis en évidence par
I’isolement du produit 102 (Schéma 1-27) en présence d’un acide de Lewis, et par la non-

réaction dans les couplages a I’argent (Ag,O ou Ag,COs) ou par transfert de phase.

NHBOC N ' _ O
Acide de Lewis o
OH ou OH Q OH
100 101 102
-o.—Br
MeO, _OAc NR / MeO, RN
AcO X< -a—OC(NH)CCl » AcO F
AcO * (NH)CCs  + OH AcO ©
OAc $-5¢ OAc
-OH
Schéma 1-27

Pourtant dans notre cas, la formation d’un cation benzylique primaire est moins favorisée.
Il semble donc bien que I’acidité prononcée conjuguée au caractére de paire ionique (cf.
Schéma 1-17 ci-dessus) de 1’aminophénol ne permette pas un couplage glycosidique, du
moins avec un bromosucre comme 55.

Suite a ces échecs, notre voie de secours comme annoncée précédemment a donc due étre
empruntée (cf. partie VI ci-dessous). Cependant, pour mettre mieux en lumicre les
phénomeénes liés a ces problémes, des travaux portant sur le 3-fluoro-4-hydroxybenzaldéhyde

103, isomere de 47, ont été entrepris.

V) Glycosylation de 103

1) Synthése de 103

La méthode la plus directe d’acces a 103 serait de formyler un précurseur comme le 2-

flurorophénol. La formylation en para des phénols est cependant peu développée, moins
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sélective que la formylation en ortho, et conduit donc fréquemment a des mélanges
d’isomeres.

Ces méthodes ont donc été peu développées et restent assez peu employées. Un exemple
est 'utilisation de PEG (polyéthyléneglycol) dans les conditions de Reimer-Tiemann”; le
meilleur ratio obtenu para/ortho est de ’ordre de 1, ce qui n’en fait pas une méthode trés

efficace.'®’

La méthode de choix pour I’introduction d’un groupement formyle en position para d’un
phénol semble plutdt étre la formylation du dérivé éther méthylique correspondant suivi de
I’hydrolyse de I’éther. Les conditions de Vilsmeier™ donnent de bons résultats dans ce

150
Sens.

Cependant, le plus rapide est certainement de partir du dérivé 104 commercial et de faire

I’hydrolyse classique en milieu acide. C’est ainsi que nous avons procédé pour obtenir 103
(Schéma 1-28).

R R

HBr aq 47%

MeO CHO HO CHO

110LC, 48h
104 103 98%  Schéma 1-28

Il faut maintenant préparer dans un second temps la méthylamine 107 isomére de 56.

2) Amination réductrice de 103

Pour synthétiser cette amine nous avons appliqué la méthode de choix ressortie du
paragraphe III.1.b.
La premicre étape est la formation d’une imine par action de la méthylamine aqueuse.
Alors que dans le cas précédent cette imine était isolable et purifiée par chromatographie, le
composé 106 n’a jamais été obtenu. En fait cette imine (Figure 1-8) s’avére instable et

s’hydrolyse en aldéhyde de départ lors du traitement et de la chromatographie. Ceci implique

* Historiquement une des premiéres formylation du phénol par action de la soude concentrée sur le chloroforme.
** Réaction entre un dérivé formylamine et un électrophile type POCI;.
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que I’imine 66 est stabilisée d’une fagon ou d’une autre, et il trés vraisemblable qu’une forte
liaison hydrogéne soit a 1’origine de cet effet (Figure 1-8).

\

K N=
Vol
06 HO HO F 66
Figure 1-8

L’opération d’une procédure one-pot d’amination réductrice a confirmé que 1’imine 106

se formait bien mais n’était pas stable avant d’étre réduite en I’amine correspondante (Schéma

1-29).

R R
i) MeOH, MeNH, HN—
HO CHO » HO

i1) Pd/C 10%, H, 10 bars
103 107 74%  Schéma 1-29

Par rapport a la glycosidation de 56, ’amine de 107 ne peut pas étre a 1’origine de géne
stérique ou ¢lectronique ; seules ses propriétés intrinséques d’amine peuvent intervenir. Pour

s’affranchir de ces derniéres cette amine a donc été protégée par un groupement BOC.

3) Protection de 107

L’utilisation des conditions décrites précédemment a mené sans probléme particulier a

I’obtention de I’amine N-BOC 108 (Schéma 1-30).

R R \
HN— THF-H,0/1-1 N—BOC
HO > HO

BOC,0 (1.1 "q.), K,CO, (2 " q.)
107 108 94%

Schéma 1-30

4) Glucuronylation de 107
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Un essai avec le bromosucre 55 n’a rien donné sur I’amine libre. Il semblerait donc
que la présence d’une amine benzylique secondaire soit nuisible au couplage glycosidique
envisagé.

Il est toutefois a noter que le couplage avec 1’aldéhyde 103 dans les mémes conditions
fournit le produit de couplage attendu 109 (Schéma 1-31). Il y a donc bien un probléme de

réactivité lorsque I’on passe de I’aldéhyde a 1’amine.

R R

>\: MeO, CH;CN, Ag,0 MeO, C
HO CHO AcO > CHO

+ CACO ACA.i;O
OAc 56%
OAc
Br
103 55 109
Schéma 1-31

Ce composé 109 a également été synthétisé dans 1’optique d’en faire 1’analogue fluoré

d’un espaceur double nitré qui fait ’objet du chapitre II.

Le couplage entre une aniline mono protégée par un BOC a également été réussi au

laboratoire (Schéma 1-32).°% %

JBOC BOC

RN MeO RN

- 2 o) CH,CN, Ag,0 MeO,
C
HO NO, + "“Xco > AcO NO,
OAc AcO
Br OAc
R =H, Me
Schéma 1-32

V1) Amine a partir du benzaldéhyde couplé 57

Dans un premier temps il faut assurer un couplage glycosidique entre un dérivé
glucuronique et I’hydroxybenzaldéhyde 47. Puis ensuite la fonctionnalité amine devra étre

introduite en utilisant 1’aldéhyde de 57.

1) Synthése de 57
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Nous avons commencé par ['utilisation des conditions classiques de couplage a
I’oxyde d’argent I dans le solvant acétonitrile. La réaction ne marche pas trés bien, mais par
retouches successives du travail expérimental au fur et a mesure des essais, il a été possible
d’¢lever le rendement a 40% (Schéma 1-33).

En partant de quantités suffisantes de réactifs (classiquement 10g de bromo et 5g

d’aldéhyde), cela permet d’avoir a disposition un stock conséquent de produit de couplage 57.

MeO CHO OH
. ©22 CH,CN, Ag,0 MeO,
CAcO +F OH g ACA(\)CO F
4h, TA .

OAc
Br

55 47 40% 57
Schéma 1-33

2) Amination réductrice de 57

Pour obtenir le composé cible 110, il faut transformer le groupement formyle en
groupement méthylaminométhyle. Pour ce faire, I’option la plus simple était d’utiliser une
réaction d’amination réductrice précédemment employée sur le benzaldéhyde 47.

La méthode au titanate de Neidigh'*® et celle de Kitson''” avec la méthylamine aqueuse

ont toutes les deux ét¢ essayées mais sans réussite (Schéma 1-34).

AouB HN—
AcO o) F 7L> Aco/%o F
AcO . \ AcO
OAcC
57 A i) EtOH, MeNH,xHCI, TEA, 110

Ti(iPrO), ii) NaBH,
B 1) MeNH, aq 11) NaBH,
Schéma 1-34

Il est vraisemblable que la méthylamine aqueuse des conditions B clive les acétates ;
aucun produit n’a pu étre isolé dans ce cas. Pour les conditions A, la méme hypothése peut-
étre émise, doublée du fait que le titane peut se complexer sur le sucre, ne permettant pas ainsi

I’obtention de 1’amine visée.
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3) Synthése d’un synthon pivaloylé

Des paragraphes précédents il ressort que le bromosucre acétylé 55 ne se couple pas
avec un dérivé aminophénol type 56 et seulement moyennement bien avec 1’hydroxyaldéhyde
47.

De plus la stabilité relative des glucuronides acétylés et leur propension a former des
orthoesters type 99 nous ont conduits a développer en parallele I'utilisation d’un dérivé

glucuronate protégé par des groupements acyles supérieurs aux acétyles.

L’un des rares composés décrits dans ce sens est un acide glucuronique protégé par des
groupements pivaloyles (t-butylcarbonyl) développé par Vlahov."”! Le bromosucre 111 est
plus stable que son analogue acétylé 55, mais une limitation de cette stratégie réside dans la
déprotection parfois laborieuse de ces groupements protecteurs. A notre connaissance, une
seule méthode de glucuronylation de phénol par 111 existe dans la littérature (Schéma I-
35).1%

MeO, R=23-Cl 76%

CH,CN, -10[C MeO,
PivO n HO@ T PivO @ R =3,4-Cl 74%
PIvO ‘|‘ PivO ‘|‘ R=2,6-Cl 29%

PVO gy R Ag,CO;, TM 411 OPiv R

111
Schéma 1-35

Nous avons donc suivi la procédure décrite par Vlahov pour synthétiser 111 et I’appliquer

a la glucuronylation de 47 (Schéma 1-36).
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M602
Me CHCL, PivCl CH,Cl,, 0LC
HO H » PIVO Piv >
HO PivO
OH

5 jours OPiv HBr 33% AcOH
112 42% 113 73%
OH OH
MeO, CH,CN MeO,
Pi\lg(_) 5 + HO F ———> P\O F
iv
Agzo PivO -
PivO g, OPiv
111 47 15% 114
Schéma 1-36

Une tentative de bromation de 113 par PBr; (cf. IV-g) a également échouée, résultant en
un mélange 5/1 de produit de départ et de bromo souhaité. De plus la longueur de la réaction
de pivaloylation, ajoutée au faible rendement de couplage et aux résultats corrects obtenus par

ailleurs avec les acétyles, nous a poussés a ne pas persévérer dans cette voie.

4) Conclusion

Au vu des nombreuses difficultés rencontrées émaillant les parties IV et V

précédentes, nous avons choisi de travailler sur un espaceur 115 avec une amine primaire

(Figure 1-9).
NH,
MeO,
ACO%O i
AcO
115

OAc

Figure 1-9

Deux avantages se dégagent de ce choix. Le premier est la plus grande flexibilité de
synthése qui permet, a partir de I’amine 115, de synthétiser éventuellement la méthylamine
58. Bien que souvent délicate, cette monométhylation n’est a priori pas impossible.
Deuxiemement le chemin synthétique menant d’un benzaldéhyde type 57 a une amine
benzylique type 115 est solide et bien documenté. La partie suivante s’attachera donc a la

synthese de I’amine 115.
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VI1) Synthése de I’amine 115

La stratégie la plus adéquate qui s’est dégagée pour convertir 1’aldéhyde 57 en amine,
vu les échecs d’amination directe, est de synthétiser un intermédiaire azido qui par réduction
fournirait ’amine. Cet azoture proviendrait du déplacement d’un alcool activé ou converti en
groupe partant, 1’accés a cet alcool en provenance de I’aldéhyde ne devant pas poser de
probléme particulier.

Le chemin synthétique suivi fut donc celui du Schéma 1-37.

OH
OH o
MeO, r’duction MeO, activation
AcO F —> AcO F >
AcO AcO d"placement
57 116

OAc OAc nucl”ophile

NH,

N3
MeO, r’duction MeO,
AcO F AcO F
AcO AcO
17

OAc 1 OAc 115

\,

Schéma 1-37

1) Réduction de 57

Pour la réduction de ce genre de composé, la technique utilisée au laboratoire pour des

. 100
composés analogues,

emploie simplement NaBH4 dans un mélange de solvant, ’'un polaire,
pour la solubilisation du borohydrure, et I’autre apolaire pour la solubilisation des composés.
Le mélange i-PrOH-CHCI; ayant fait ses preuves, ce mode opératoire a été appliqué avec

succes a 57 (Schéma 1-38).

H
OH
MeO, CHCl;-i-PrOH/5-1 MeO,
—Cz >—F > AcO _j >_F
%o NaBH, AcO
OAc OAc
57 116

87%
Schéma 1-38
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2) Conversion de 116 en azido puis réduction en amine

a) Bibliographie

1- Formation d’un azido a partir d’un alcool

Il existe deux possibilités communément employées pour transformer un hydroxyalkyl
en dérivé azido.

La premiere utilisée passe par un intermédiaire carbocation qui subit ensuite une attaque
nucléophile de I’anion azoture N3". Cette technique marche bien uniquement dans les cas ou la
formation du cation est favorisée, c’est-a-dire principalement les positions benzyliques
comme dans le composé 116. Un acide fort type Bronsted ou un acide de Lewis sont
généralement utilisés pour engendrer le cation. Quelques exemples sont rassemblés dans le

Tableau I-5.

Alcool Acide Solvant Rd". (%) Ref.
" CHCI 90-95
Ar TFA 3 B 153
ol n=0,1et2 reflux pas de purification

85

Dioxane

<

O

BF;.Et,O 86 154

CHCl;
TFA 91 interne
reflux
seh

reflux

OH
OH 118
acd
OH
119
H
HOQJ 4
120

Tableau I-5

Ces conditions sont toutefois assez drastiques et ne peuvent convenir aux substrats trop

fragiles en milieu acide, a haute température qui plus est.
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La deuxiéme voie de conversion d’un alcool en azido procéde en deux étapes. La
premicre est une étape de conversion de 1’alcool en halogénure ou d’activation sous forme de
dérivé sulfoné. Ensuite dans un second temps, le groupe partant ainsi constitué est déplacé par
substitution nucléophile de I’azoture Ns'.

155, 156

Ceci a d’abord ét¢ appliqué a des alcools benzyliques,

pot'*” (Schéma 1-39).

OH Br N3
Tolu ne DMF-benz, ne
Ar OBu ———> Ar OBu > Ar OBu

parfois en procédure one-

PBr, NaN;
9798% 93-94%
OH N
1) SOCI,
OMe > OMe
2)NaN,, DMF
OH INaN; N,
121 90% 122
Schéma 1-39

Pour des hydroxyles moins réactifs une activation par des groupement sulfonates a ¢té

utilisée. Ainsi 1’azidation en 5 d’un mannose a été décrite par passage par un tosyle (Schéma

1-40)."
PH oBn 1) CH,CL,,TsCl, TEA, quant. s oBn
BnO < » BnO R
BnO BnO
2) DMF, NaN;, 93%
123 OMe 124 OMe g phema 1-40

L’azidation d’aglycone 1,3-dibromopropane a également été reportée dans les conditions
classiques DMF, NaN3." On peut noter qu’un azoture benzylique a été préparé a partir du

méthyle correspondant par bromation radicalaire suivi d’une substitution nucléophile par

NaN;. '

2- Réduction d’un azido en amine
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Les procédés pour une telle réduction sont pléthore™: LiAlH,, NaBH,, PPh;™, H, en
présence d’un catalyseur...

Les réductions suivantes font, entre autres, suite a la préparation d’azido décrits au
paragraphe précédent. Balderman a utilisé¢ du nickel de Raney avec des rendements d’autant
meilleurs que la position benzylique était substituée,'> alors que Tomas a employé le Redal®
(82-90%) mais sans purification des produits.'>

Hiruma a utilisé la réaction de Staudinger pour réduire presque quantitativement ’azide
en 5 du mannose 124"% et la conversion directe d’un o-azido alcool en o-N-BOC
aminoalcool a été décrite.'®" Alors que Mikata employait I’hydrogénation sur oxyde de platine
avec de bons rendements, > I’hydrogénation sur palladium sur charbon marche aussi trés bien
(Schéma 1-41).'

OAC OAc

EtOH

OAc
Aco/ﬁ\ -
AcO N

o/

125

OAC
ACO/E\
AcO

H,, Pd/C 10%

S 126
pas isol
RHN RHN
N, EtOH NH,
H,, Pd/C 10%
RHN S RHN
o pas de purification 0
N, NH,
EtOH
- s r'f rence
HO F H,, Pd/C 10% HO F interne
127 67% 128
Schéma 1-41

NH
ot

D’autres réductions moins conventionnelles, notamment par des métaux de transition,

sont rassemblées dans le Tableau 1-6.

* March, J. Advanced Organic Chemistry Wiley-Interscience 4th Ed®, 1992, New York USA, p1219-1220.
** Réaction de Staudinger.
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Azide Réducteur Solvant Rd". (%) Ref.
N3
o 95
N3 ' 163
MeO LiCl, NaBH4 THF 94
129
N3
OZN—Q—/ 86
130
N3
o ss
N
Meo—©—/ ’ In, HCI THF 95 164
129
N3
PhsJ 131 %0
N * 165
FGC13, Nal CH3CN 85
Tableau -6

Le choix du systéme de réduction pour 1’azide est donc vaste et doit pouvoir Etre

convenablement adapté a notre composé.
b) Synthése de I’amine 115
Notre premicre tentative d’accés a 115 a été le passage one-pot de 1’hydroxyle a

I’amine en employant la méthode de Reddy.'®® Dans ces conditions ’azoture de sodium s’est

montré assez basique pour conduire au produit d’élimination 132 (Schéma 1-42).

H H
Me2 DME-CCl -1 102
AcO -~
Aco O F F
OAC NaN3 , P(I)3 , 90 C 5
AcO OAc
116 30% 132

Schéma 1-42

" Ce systéme ne réduit pas les nitroaryles.
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Dans un second temps, la technique par formation d’un carbocation (cf. Tableau I-5) a
¢té essayée mais sans succes. Ces conditions ne semblent pas assez drastiques pour la

conversion de notre alcool puisque le produit de départ est récupéré intact.

Il a donc fallu s’orienter vers un processus en deux étapes avec formation d’un bon
groupe partant suivi du déplacement nucléophile. La premicre tentative en ce sens a €été une
réaction one-pot avec mésylation de 1’alcool puis ajout d’azoture de sodium. Le produit 117 a
bien été obtenu, mais de cette fagon du mésylate d’éthyle est également récupéré dont il n’est
pas treés aisé de se départir. C’est pourquoi le mésylate intermédiaire a dans une seconde

tentative été purifié pour conduire proprement a 1’azide 117 (Schéma 1-43).

H Ms
Mﬁ& g CH,Cl,, MsCl M&/ é
Ao F > A% © F
TEA, 01C oA
133

O
OAc
116 52%
N3
DMENaN; g"eoz
> Ao 0 F o117
83% OAcC
Schéma 1-43

La réactivité singuliére de cette position benzylique a encore été démontrée dans 1’étape
de réduction de 1’azoture en amine. En effet, une premicére hydrogénation catalytique sous
pression sur Pd/C 10% a fourni un mélange dont le composé 134 a pu étre séparé et
caractérisé. Il a donc fallu dans un deuxiéme temps opérer avec des conditions plus douces

pour obtenir enfin I’amine cible 115 (Schéma 1-44) quantitativement, mais sans purification.

MeO, Mg
MeOH, Pd/C 10%, H, 10 bars
Ne , %o O F
A C'\;' P OAc 134
(,:ACO 0 F
OAc NH>
117

> MeO,
AcOEt, Pd/CaCOy 5%, H, | x.q
ACO. 0 F

quant. OAc 115

Schéma 1-44
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V1I1) Synthese d’une prodrogue de moutarde

Dans le but de valider de maniére expérimentale la conception de notre espaceur, il a
¢té envisagé de faire une prodrogue modele sur une moutarde a 1’azote phénolique. Deux
avantages se dégagent de ce choix.

Premieérement, d’un point de vue purement synthétique, I’hydrolyse basique des
groupements acétates et de 1’ester méthylique sont compatibles avec la moutarde. En effet,
dans 1’optique d’appliquer ce bras espaceur a des taxanes, il faut opérer un changement de
groupements protecteurs sur la partie sucre, ce qui demande un nombre conséquent d’étapes
supplémentaires. Secondement, de nombreuses prodrogues de moutarde a 1’azote phénolique
sont décrites ce qui permet de comparer les efficacités des différents espaceurs utilisés. On
remarquera également que les premicres prodrogues testées en clinique dans le cadre de

I’ADEPT ¢étaient des prodrogues de moutarde a I’azote.3 197

La synthése de cette prodrogue va se dérouler en deux temps ; d’abord un couplage entre
les deux parties constitutives de la prodrogue puis ensuite la déprotection de la partie

glucuronique de la prodrogue protégée (Schéma 1-45).

Meo, couplage
u
+ AcO p &
\ / AcO

MeO )J\ @ /7 ‘o @ e
Ry % é}

OAC d”protections
135

Schéma 1-45
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1) Synthése de la moutarde a |’azote protégée

Dans un premier temps il faut synthétiser la drogue modele. La littérature sur les
moutardes a 1’azote est vaste et nous avons limité les références aux moutardes a 1’azote
phénoliques.'®*'"

Cette moutarde a d’ailleurs déja été synthétisée au laboratoire ainsi que des analogues
fluorés.® *® Comme le phénol libre est instable, la moutarde est conservée sous sa forme éther

de benzyle 142 et n’est déprotégée que pour I’utiliser immédiatement (Schéma 1-46).

OH EtOH, BnBr

AcOH-H,0/1- 1 Vaud ’
—<::>—NH2 /A - Ho—<::>—N_JpH >
138

48h TA KOH, reflux 2h
40% 139

: _Q_N\_PH i) Pyr, MesCl, 70(C, 1/4h @_P‘@‘ s

140 62% 11) LlCl 70@: 1/4h 59%,

1) HCl sec, EtOH
—@—NH cl

i1) Hy, Pd/C 10%

quant.

Schéma 1-46

2) Synthése de 135

Avec les deux entités 115 et 142 en main, il faut maintenant les coupler en formant un
lien carbamate. Il y a possibilité¢ d’activer soit ’amine soit le phénol pour réunir les deux
parties.

Nous avons commencé par activer la moutarde sous forme d’un carbonate de 4-
nitrophénol 144 (Schéma 1-47)."”° Puis nous avons essayé de faire réagir ce carbonate activé
sur I’amine 115. Aucun couplage n’a été observé avec ces deux composés que ce soit dans

I’acétonitrile avec de la DMAP ou dans le DMF en présence de TEA.

i Q e cl
cr, A “—cI CHCL;, TEA ) S
HOON\H_/U + OZN@O ‘02N4©7o O@NUCI
75%
142 143
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Schéma 1-47

Devant ce probléme de réactivité, des expériences modeles ont été entreprises pour cerner
I’origine des problémes de couplage. Ainsi les expériences menées avaient pour objectif de
vérifier si notre amine n’était pas le cceur du probléme et si la réaction envisagée se faisait
avec succes sur une amine simple telle la benzylamine. Nous avons donc entrepris de
synthétiser le composé 145 par réaction de la benzylamine sur le chloroformiate 143. Cette
réaction ne pose aucun probléme particulier (Schéma 1-48). Nous avons alors fait réagir le
méme chloroformiate sur 1’amine 115 cette fois. Le carbamate 146 a bien été obtenu, mais la

formation de I’urée 147 a également été observée, dans le rapport 3/1 (Schéma 1-48).

O
Q
Y—ci NH,  CcHC, TEA )k
O O S o O
85% L@
143 145
0,

NH, o
Me Mo cHel, TEA
AcO .
‘Aco O P OzN_Q_O
OAc
115 143

0
)cj)\ I
N O_Q_NOZ MeO 2
MeO, A Oe 2
Aco%o - 146+ %o Fl 147
AcO OAC
OAc 3 1
2

Schéma 1-48

Un carbamate activé 148 de la méme espece est d’ailleurs été décrit et utilisé en tant que
tel pour la synthése d’une prodrogue urée 150 dans le cadre MDEPT (Melanocyte-Directed

Enzyme Prodrug Therapy) (Schéma 1-49).""
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H Cl
oyt X
o + HCIXHZN—Q—N _
HO NO; At TEA
Cl
148 149
H H
O 7T CL
150
o o ~_C
52%
Cl
Schéma 1-49

Nous avons conclu de cela que le carbonate activé de la moutarde n’était pas adapté au
couplage avec I’amine 115. Par conséquent nous avons opté pour 1’activation de I’amine sous
forme d’isocyanate qui réagirait directement sur le phénol créé extemporanément. Les
premiers essais effectués dans cette voie consistaient a former 1’isocyanate 151 par action du
phosgene puis a le piéger par le méthanol pour s’assurer au premier chef que cet isocyanate se

formait bien et réagissait convenablement (Schéma 1-50).

NH, NCO
W%é : %: CH,Cl,, COCl,, TEA %%é:i&/)%:
AcO E » AcO E
Ac AcO
OAc
115 151

ou tolu, ne, COCl,, TEA OAc
NHCO, Me
h “ thanol MeO,
quench au m" thano
- A%@E:SEE:;;Sx/AD F o152
OAc

Schéma 1-50

Il s’est avéré impossible d’isoler le carbamate 152 attendu ; par contre ’'urée 147 a une
nouvelle fois été identifiée comme produit de la réaction. Face a de telles difficultés, notre
cartouche ultime a due étre employée : il s’agit de préparer le chloroformiate de la moutarde
pour le coupler sur 1’amine. Ce chloroformiate'® est instable, d’ou les précautions
manipulatoires contraignantes, et de fait les rendements sont rarement bons lorsqu’il est
utilisé. Toutefois, heureusement, cette méthode a enfin permis le couplage tant désiré, avec un

rendement certes modeste (Schéma 1-51).
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C' THF, DIPEA

cr /_+,C' THF, COCl,, TEA ’/U\
HO_Q_N\H_/C' : e 115

80-95%
142 29%

i A
HN)J\o—Q—N Cl
MeO, —/
AcO E
AcO 135

OAcC

Schéma 1-51

Il reste maintenant a déprotéger 1’acide glucuronique pour accéder a la prodrogue désirée

136.

3) Déprotections

La premicre déprotection au méthanolate de sodium est classique ; les rendements sont
rarement excellents en série glucuronate, alors qu’ils sont quantitatifs en série glucose,

mannose etc..., et il y a toujours formation du produit d’élimination 155 (Schéma 1-52).

H NJ\O —@—N Cl
MeO, —/ MeOH, MeONa R
AcO
ACS%O F 135 _15[C-0[C

OAc
Cl Cl
j\—@—N Cl foMe /ﬁ\O—Q—N Cl
HN HN
e -
H%MO F o 154 + HO I F 155

OH
62% 10-20%
Schéma 1-52

La derniére étape de cette synthese est I’hydrolyse de 1’ester méthylique. Les réactions de
saponification par la soude ou par Ba(OH), sont usuellement employées dans ce genre de

situation. Le compos¢ 154 a donc été dissous dans ’acétone, refroidi a -15°C par un bain
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acétone-glace puis additionné d’une solution molaire de soude. La premiére CCM effectuée
au bout d’un quart d’heure a vite révélé que le produit avait été dégradé ; les produits

d’hydrolyse du carbamate ont en effet été isolés apres traitement (Schéma 1-53).

O Cl
)k04< >7N Cl —2 >—F
oo HN | J /%
€2 Ac” tone, NaOH
HO
RO o] F 154
ok -15(C, 1/2h
CI
< > N { 157

Schéma 1-53

Ceci s’explique par la déprotonation du carbamate secondaire puis passage par
I’isocyanate et hydrolyse avec relargage de la partie moutarde 157 et de la partie aminée 156

(Schéma 1-54).

HO,

HO
OH “NaoH % 4@
136

O

m@ mé}

Schéma 1-54

_ HO

Une méthode trés douce mais parfois délicate a mettre au point, en particulier sur des
quantités importantes, est d’utiliser une hydrolyse enzymatique. Un premier essai a été fait
dans ce sens sur une petite quantité de produit 154 avec de la PLE (Pig Liver Esterase) ; cela
n’a malheureusement pas apporté grand chose, le produit de départ n’étant aucunement

consommeé dans les conditions utilisées (acétone, tampon phosphate a pH 8, 37°C, 5 jours).

Ces échecs, conjugués au manque de temps, ne nous ont pas permis d’aller jusqu’au bout

de la synthese et de la caractérisation de la prodrogue 136. On peut cependant penser que la
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mise au point de I’hydrolyse enzymatique permettrait d’obtenir la prodrogue cible ; il est
¢galement possible de synthétiser un carbamate tertiaire, qui éviterait les problémes lors de la

saponification, par exemple en monométhylant I’amine 115.
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CHAPITRE II

INTRODUCTION

L’axe central du travail de synthése porte sur I’accroissement de 1’efficacité¢ des
stratégies ADEPT et PMT par la conception et la synthése de nouveaux espaceurs. Ces
derniers ont pour objectifs de diminuer la toxicit¢ des prodrogues correspondantes et
d’améliorer la cinétique de libération des composés antitumoraux par suite de I’hydrolyse

enzymatique et de I’auto-immolation.

Le but poursuivi consiste a obtenir des prodrogues du paclitaxel et de son analogue hémi-
synthétique le docetaxel stables dans le plasma, mais facilement hydrolysables in vivo aux
concentrations de B-glucuronidase accessibles dans une des deux stratégies ci-dessus.

Une prodrogue 158 avec espaceur cyclisant a déja été obtenue précédemment au

laboratoire et caractérisée in vitro.!”?

L’accrochage de I’espaceur en position 2’ (Figure 11-1)
avait permis d’avoir une prodrogue qui libérait bien le paclitaxel, mais a des concentrations
d’enzyme, en I’occurrence la B-glucuronidase, trop élevées (190 U/mL) par rapport a ce que

1I’on peut trouver in vivo dans le cadre de la PMT ou de I’ ADEPT.

HO,
HO
HO

Comme la structure cristalline de la B-glucuronidase humaine est décrite,'”” des études de

Figure 11-1

modé¢lisation moléculaire d’interaction de la prodrogue avec le site actif de ’enzyme ont été
entreprises. Des résultats préliminaires permettent de se faire une idée sur la géométrie de la
prodrogue a I'intérieur du site actif. Ainsi le probleme précédent serait di a des difficultés

d’approche entre prodrogue et enzyme.
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En accord avec ces calculs, deux possibilités sont envisageables pour permettre une
meilleure pénétration dans le site actif de I’enzyme et par la suite améliorer la cinétique
enzymatique. La premiére consiste a fixer ’espaceur utilis¢ pour 158 sur I’hydroxyle en 7 du
paclitaxel et non plus en 2’ comme précédemment (cf. Figure 11-1) ; ceci sera I’objet du
chapitre III. Pour la deuxiéme possibilité, il s’agit de changer d’espaceur et ce sera la
thématique développée dans ce chapitre avec en point de mire des prodrogues du paclitaxel 1
et du docetaxel 2. Ainsi, au début de notre projet de préparer une prodrogue glucuronide du
paclitaxel avec une meilleure cinétique enzymatique, notre attention s’est dirigée sur un

espaceur capable d’¢éloigner la partie glucuronique de I’encombrant squelette taxane.

I) Choix de I’espaceur

Au chapitre I les espaceurs a fermeture de cycle ont été présentés. Il existe également
un deuxiéme type d’espaceurs dits a cascade électronique qui sont historiquement les
premiers apparus. Enfin, il est tout a fait possible, ce qui se trouve justifié¢ par I’amélioration
des cinétiques pour un méme agent anitcancéreux,'’’ d’employer des enchainements
d’espaceurs de méme type ou de types différents ou des espaceurs mixtes comportant

juxtaposés espaceur(s) a fermeture de cycle et espaceur(s) a cascade électronique.

1) Espaceur a cascade électronigue

L’emploi d’un espaceur donnant lieu a une €élimination 1,6 a été proposé la premicre
fois par Katzenellenbogen'” sur un modéle de prodrogue de para-nitroaniline 159 (Schéma
I1-1). Ce type d’espaceur a connu par la suite des emplois trés diversifiés et demeure le plus

utilisé dans cette approche.
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HsN
159 *TIHB
(HZ )4 O-
7% g e ——
NH O (@]
S o
+ -
o—f H,0 OH
@ on] + v, w9 o, naDve
Schéma I1-1

Les processus d’élimination 1,4 ou 1,6 sont déclenchés par le démasquage d’un
groupement amino ou hydroxyle présent dans la molécule. Ces groupements peuvent étre

masqués de manieres fort diverses (Schéma 11-2).

Y X YH OH
Elimination 1.6 O d'masquage / H,0
> > »
XH X XH
YH
d"masquage H,0
o = . .
amams (L (0 o
XH XH
(" NO,
_N3
NHC(O)R
aniline ou ph™nol masqu™ : = < -NHC(O)OR Y = groupe partant
-OR
-OC(O)R
(_ -OC(O)OR
Schéma 11-2

Sur des prodrogues glucuronylées de la doxorubicine, les espaceurs a ¢limination 1,6 se
: . \ 100 A :
sont montrés plus performants que leurs isomeres 1,4.”" Ce méme constat est fait par

¢ 11 faut noter que le remplacement du

Leenders sur des prodrogues de la daunorubicine.
noyau phényle de I’espaceur par un noyau naphtaléne ou biphényle, qui conduirait a des
cascades d’¢limination 1,8 et 1,10 respectivement, s’est révélé inefficace sur des modeles de

prodrogues de benzylamine et para-hydroxyméthylaniline.'™
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2) Cascade d’espaceurs

Plus récemment, des prodrogues comportant plusieurs espaceurs enchainés ont été

congues. Ces espaceurs peuvent étre indifféremment a cascade électronique ou a cyclisation.

Le premier exemple de conception d’une telle prodrogue a consisté a lier a un résidu
acide glucuronique un espaceur 1,6 puis un espaceur a cyclisation a une moutarde a I’azote.'”’
Quoique la stabilité de la prodrogue 160 fut moyenne (décomposition de la partie moutarde
notamment) dans un tampon phosphate (65% aprés 90 mn.), I’hydrolyse enzymatique a bien
licue et in fine la moutarde est libérée. On remarquera que si la partie espaceur se résume a la
chaine diamine, la prodrogue obtenue 161 est non seulement moins stable (50% apres 90

mn.), mais surtout il n’y a pas d’hydrolyse enzymatique (Schéma 11-3).

H
0 O2N _é) / cl
N
HO~ C P o < > N/_/ 160
OH / d —
OH C

Hoga L\/\ I /_f |
HO =\ ,\,J\O_Q_N 161
o) | \_\
cl
Schéma 11-3

Plus récemment, le groupe de Scheeren a appliqué cette stratégie a des prodrogues du

paclitaxel et de la doxorubicine activées par la plasmine protéase (Schéma 11-4).%°

O o}
[ ad del _( _< .
Jastmine prot-a ]‘N‘<j>_)3 HNQJ O—2'-paclitaxel 162
plasmine prot™ ase H
7o
adresseur de la —4 _/_ ' )
plasmine prot” ase }H‘@J /N O)‘ O— 2'-paclitaxel 163

O
adresseur de la o n=2 164
plasmine prot” ase H NH-doxorubicine
n=3 165
n
Schéma 11-4
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Ces quatre prodrogues se sont révélées tres stables (pas de dégradation au bout de 3 jours)
et surtout possédent des cinétiques d’hydrolyse enzymatique supérieures aux prodrogues ne
contenant qu’une unité dans leur espaceur. Ici encore, la combinaison des deux types
d’espaceurs s’avere trés fructueuse, en particulier pour des composés liés par une fonction

hydroxyles tel que 163.

3) Espaceur choisi

Dans le cadre défini de I’utilisation des prodrogues, nous avons envisagé en particulier
des aromatiques ou 1’acide glucuronique est en para par rapport au point d’ancrage du
paclitaxel. Une autre solution pour améliorer les cinétiques serait d’allonger la distance entre
I’acide glucuronique et I’aromatique ou entre le paclitaxel et ’aromatique en intercalant par
exemple une chalne aliphatique susceptible de se libérer spontanément. [’avantage
supplémentaire de cet espaceur est la flexibilité qu’apporte cette chaine aliphatique.

Nous avons décidé d’employer un espaceur double de structure suivante : un acide
glucuronique rattaché par un lien carbamate a un 4-hydroxy-3-nitro-benzylalcool (¢limination
1,6) réuni a une chaine N,N’-diméthyléthylénediamine elle-méme reliée au composé

antitumoral. L’hydrolyse de la prodrogue se déroulerait donc comme décrit au Schéma 11-5.

I N ,é) { o-cytotoxi Glucuronidase
HO N—/_N\[( -Cytotoxique
HO / o)
OH Y

cascade O,N
O,N 0 y electronique 1,6 :
@) N O-Cytotoxique HO + CO,
0 N_/_ \[( H,O OH
A / e}
N/ O-Cytotoxique o
N e .
A — » TN N7+ | Cytotoxique
Cyclisation
Schéma I1-5

La position 2’ du paclitaxel et du docetaxel a été sélectionnée car il est connu que sa
modification conduit & une baisse sensible d’activité de ces composés.”® '"® De plus cette

position est plus réactive que les autres hydroxyles libres présents.'”
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I1) Considérations sur les groupements protecteurs de I’acide glucuronique

Il y a plusieurs points d’importance a souligner avant d’entrer dans le vif du sujet.
Tout d’abord, on remarquera que la liaison entre 1’acide glucuronique et le phénol doit
impérativement étre de configuration 3 pour pouvoir étre reconnue et hydrolysée par la B-D-
glucuronidase.

Le deuxieme point d’importance, qui a fait surgir le plus de difficultés, est I’introduction
sur le sucre des groupements protecteurs dont les méthodes de déprotection sont compatibles
avec les squelettes fragiles du paclitaxel et du docetaxel. En effet, la structure de ces deux
molécules est sensible aussi bien aux milieux basiques (saponification des esters, rétro-
aldolisation en 7,9) qu’acides (nombreux réarrangements de carbocations, ouverture de

I’oxétane).'™ 1%

Pour circonvenir ces problémes, des groupements TBS sur les hydroxyles et un ester
benzylique ont été choisis comme groupements protecteurs. De fait, ce choix a montré sa
compatibilité et son efficacité dans la synthése de la prodrogue 158.'”* Deux voies pour y
parvenir apparaissent dans cette optique.

Il est envisageable d’introduire ces groupes sur 1’acide glucuronique avant le couplage
glycosidique avec le phénol ; cependant, a I’inverse des acétates, les groupements TBS ne
sont pas participants, et la réaction de glucuronylation du phénol risque de conduire aux
anomeres o et 3. Ce mélange devra absolument pouvoir étre séparé, ce qui n’est pas acquis,
sans quoi cette approche serait abandonnée.

La deuxiéme voie consiste a partir de I’intermédiaire connu 166, de configuration 3 bien

établie, puis de changer les groupes protecteurs (Schéma I1-6).

e BN BnO O.N
pr’curseur __, TBSO 5 couplage 850 2
acide glucuronique TBSO E—— TBSO CHO
OTBS
OTBS
Voie 2 m”lange [purifier
ACO TBSO
TBSO
OTBS
R=0 167
R=H,OH 181
Schéma I1-6

108



Chapitre 11

La voie 2 a déja été empruntée mais a partir d’un composé possédant une aglycone

différente (Schéma 11-7) dont le chapitre III traite plus en détails.

BOC
_ 5 —NH
MeO, N 4~ tapes BnO,
C
OAC 28% OTBS
169 170

Schéma I1-7

Pour tester la faisabilit¢ et 1’efficacité de D’approche synthétique de la voie 1, des

expériences préliminaires ont été entreprises.

1) Ester benzylique

Le groupement acide de I’acide glucuronique est le principal point d’achoppement
dans la manipulation de ces composés. Ainsi dans la littérature, les dérivés dont I’acide est
libre et les hydroxyles protégés sont rarement chromatographiés alors que du moment que
I’acide est bloqué les purifications sont grandement facilitées.

De plus, dans I’optique de la voie 1, il est possible de coupler un sucre acétylé ester de
benzyle pour n’obtenir que I’anomére B, ce qui ferait déja un changement de groupe

protecteur en moins.

Notre premier essai se fonde sur une publication décrivant I’ouverture de lactone par des

181

orthoesters. = Nous avons donc pens¢ ouvrir la glucurono-3,6-lactone de la sorte en

182 hour conduire au composé 172 (Schéma 11-8). Dans ces

employant un formiate de benzyle
conditions la lactone ne s’ouvre pas ; de fait, il n’y a pas de procédure décrivant I’ouverture

de cette lactone par un alcoolate supérieur au méthanolate.

O
, LiCl
HO + HC(OBn), —o<bho0C \/. H

O OH OH
/\ BnO
OH OH

46 171 172
Schéma 11-8

BnO,
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L’estérification de I’acide galacturonique 173 par I’alcool benzylique est décrite,'®*

18 avec benzylation concomitante de la position anomérique (Schéma 11-9).

OH co,H OH B
2 1) BnOH, APTS, 60(C, 24h GEn
H > OBn
HO on 2) DOWEX 1-X8 HO on
173 94% 174

Schéma 11-9

Nous avons donc transposé cette réaction a I’acide glucuronique 175. Cependant dans
notre cas, la quantité de résine voulue étant trop importante nous avons dii basifier le milieu a
la soude. Or ceci n’est pas la meilleure des choses a faire puisque les risques de saponification
de I’ester sont non négligeables. Quoi qu’il en soit, aprés chromatographie, le composé obtenu
n’a pas pu étre correctement caractérisé. Ce dernier produit a donc ensuite été acétylé dans les
conditions classiques et la lactone 176 a pu étre isolée et caractérisée (anomere [ tres

majoritaire > 90%) (Schéma 11-10).

HO 1) i-BnOH, TsOH, 80(C, 4h
Lo ii-DOWEX 1-X8, NaOH Aco” TN
HO OH > O OBn
OH 2) Ac,0, Pyridine
175 2 176 OAc
Schéma 11-10

La formation de ce produit confirme que la premiére étape méne a 1’acide uronique
benzyl¢ en position anomérique. La structure supposé€e du produit intermédiaire n’est pas
facilement établie. En effet, pour obtenir 176 par acétylation il faut partir de la lactone déja
formée puisque ces conditions ne permettent pas la refermeture de [’acide libre sur
I’hydroxyle 3.

L’anomére a de 176 est bien décrit dans la littérature,'™* ainsi que certains analogues,'™
mais a partir de la glucurono-3,6-lactone. Dans le cas de 176, on part de 1’acide glucuronique ;
il faut donc que d’une maniere ou d’une autre le bicycle lactonique puisse se former et nous

n’avons pas d’explication précise pour cela.
Ces tentatives peu encourageantes nous ont incités a abandonner 1’idée d’introduire tot

dans la synthése un ester benzylique sur 1’acide glucuronique. Il reste néanmoins les seconds

groupes protecteurs auxquels nous pouvons nous intéresser, les éthers de silyles.
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2) Ethers de silyles

Au vu des difficultés précédentes, une seule tentative de silylation d’un dérivé
glucuronique non protégé a été envisagée.

Au départ de 112, nous avons donc utilisé une procédure de silylation classique pour

obtenir le composé persilylé 178. Seul un produit de mono-silylation de type 177 a pu étre

clairement identifié par masse (Schéma 11-11).

MeOZ MeoZ eOZ

OH Pyr., DMF OTBS
112 traces 178

Schéma 11-11

Etant donné le peu de réussite de ces tentatives et les moyens a mettre en ceuvre pour
éventuellement trouver une stratégie adéquate d’introduction précoce des groupements
protecteurs définis comme compatibles avec notre chemin synthétique, notre travail s’est

résolument orienté vers la voie 2 définie ci-dessus.

I11) Synthese de I’intermédiaire avancé 181

Cette partie va s’attacher a la synthése du composé 181 a partir de 166. Comme dit
précédemment, tout le jeu consiste a changer les groupements protecteurs de la partie
glucuronique.

Deux chemins différents ont été suivis pour cela (Schéma 11-12). Le premier consiste a
hydrolyser en une seule étape les groupements acétyles et ester méthylique a remplacer ; le

second a recours a une déprotection séquentielle de ces mémes groupes.
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O,N
HO, 2

HO o
HO . . .
OH interm“diaire 179

MeO, 02N BnO, 02N OH
AcO C\/o CHO TBSO C\/O
AcO TBSO

OAc OTBS

166 W 181
O.N
MeO, 2 H
HO o
interm“diaire 180 HO i j
OH

Schéma 11-12

1) Préparation de I’intermédiaire 168

Le couplage entre le bromo et le 4-hydroxy-3-nitrobenzaldéhyde a été décrit par le
laboratoire,'™ et son exécution n’a posé aucun probléme (rendement de 89% aprés
cristallisation) (Schéma 11-13).

Un premier essai dans la voie 1, en ’occurrence une saponification a la soude de 166
dans I’acétone a froid, a conduit & une dégradation du produit. Nous avons pensé que ce
probléme provenait de 1’aldéhyde aromatique activé susceptible de subir une réaction de
Cannizzaro dans ces conditions.

C’est pourquoi cet aldéhyde a d’abord été réduit au borohydrure pour fournir le composé

cible 168 (Schéma 11-13).

MeO, O,N O1N
AcO CH;CN, Ag,0O Me:
AcO + HO CHO > ACSO CHO
C!
OAc Br 89% OAC
55 182 commercial 166

O,N
CHCL+-PrOH/A-1 MeO, o OH
AcO 0
NaBH,, 0[C, 1h AcO
OAc
168 94%

Schéma 11-13
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2) Essais sur 168

Quelques tentatives préliminaires ont été effectuées sur I’alcool 168 pour fournir des
renseignements utiles dans la suite de la synthése par déprotection séquentielle.

Ainsi, un essai de transestérification par 1’alcool benzylique en milieu basique a été
effectué. La premicre tentative a bien conduit a I’ester benzylique, certes en faible rendement,
mais paradoxalement les acétates n’ont pas été hydrolysés (Schéma I1-14). De plus une
seconde expérimentation, dans les mémes conditions opératoires a 10°C pres et une plus
grande quantité d’hydrure de sodium, a fourni le trés inattendu composé 184 (Schéma 11-14).

1) i-PrOH, BnOH,

MeO, OH NaHO0.1q.0[C BnO,
AcO » AcO
AcO AcO

2) DOWEX 50X8-200

<10%

\( 184

O

1) i-PrOH, BnOH,

MeO, : oH NaH 0.25 *q. -10(C
AcO >
AcO H

2) DOWEX 50X8-200

24%

(@]

Schéma 11-14

Outre la plus grande quantité catalytique de NaH qui pourrait expliquer la désacétylation,
I’estérification par 1’iso-propanol est vraiment singuliére. L’éthérification de la position
benzylique par 1’alcool benzylique est également a premiere vue trés surprenante (et peut-étre
due a I’emploi de résine neuve pour la neutralisation). En tout cas, ceci indique que le
carbocation benzylique du nitro aromatique se forme assez aisément, validant par la-méme sa
réactivité appropriée d’espaceur donnant lieu & une élimination 1,6. On peut d’ailleurs
remarquer que les spectres de masse de 184 montrent les pics correspondant a la perte d’un

benzyle par notre molécule (cf. Partie Expérimentale).

Du fait des pertes de rendements liées a la formation des produits d’élimination 4,5
notamment lors de I’hydrolyse des acétates, une méthode plus douce de désacétylation
sélective a été recherchée.

De plus, puisque la transestérification de 168 semblait fonctionner, il fallait ensuite

trouver un moyen pour hydrolyser les acétates et les remplacer ensuite par les groupements
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silyles. Or la méthode classique au méthanolate de sodium n’est pas applicable sur 183
puisque cela aurait re-transestérifié pour donner 1’ester méthylique.

La seule méthode disponible pour réaliser ce projet était 1’utilisation de méthanol
ammoniacal. Ainsi le composé 168 a été mis en suspension dans le méthanol puis additionné
d’un peu de solution méthanolique saturée par I’ammoniac. Le produit ne disparaissant pas, la
solution saturée a été ajoutée jusqu’a dissolution compléte du produit. Apres traitement, le
compos¢ désacétylé a bien été obtenu, mais I’ester a dans le méme temps été transformé en

amide (Schéma 11-15).

O,N O,N
MeO, 2 OH MeOH H,NO 2 oH
AcO HO
OAC NH; sat MeOH OH
168 185

60%, 80% / cv. 168
Schéma 11-15

Ceci a dé&ja été observé' sur le dérivé thioglycoside 95 (voir Ch I IV.1.c). La tactique
consistant a changer 1’ester avant les acétates, ou du moins en conservant ces derniers, ne
s’avere donc pas viable. Avec ces informations dans nos mains, la synthése du composé cible

de cette partie III a été entreprise par la voie de déprotection unique.

3) Acces a 181 par déprotection unique

Cette approche repose sur la possibilité¢ de déprotéger sé€lectivement un silyle primaire
par rapport a des silyles secondaires de méme genre. La littérature trés fournie a ce sujet
procure un grand nombre de procédures qui seront discutées en détails au paragraphe b.1. ci-

dessous.

a) Préparation de I’intermédiaire 186

Ici, en nous appuyant sur un espaceur d’une prodrogue du paclitaxel décrite
précédemment,'’* les groupements Ac et Me sont enlevés en méme temps.

Dans ce dessein, de la soude 1M est ajoutée a une solution refroidie a 0°C de 168 dans

I’acétone. La réaction est quasi instantanée et la purification du composé trés polaire obtenu

assez mal aisée. En effet, il faut effectuer une colonne avec 1’éluant CH3CN-H,0/8-2 et
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essayer ensuite d’éliminer le maximum de silice, dissoute par cet éluant, en filtrant le produit

repris dans MeOH bouillant.

Les hydroxyles sont alors silylés puis le brut comportant 1’acide libre estérifi¢ avec
I’alcool benzylique par la méthode au DCC. Il n’y a pas de purification intermédiaire car des
problémes de dégradation d’un dérivé glucuronique silylé sur les hydroxyles mais avec
I’acide libre ont été observés.'”?

Au cours des différentes manipulations effectuées, il n’a jamais été possible d’obtenir une
silylation compléte, comme décrit sur un autre dérivé de I’acide glucuronique, '*® au moyen
du TBSCI. Lorsque ce réactif était utilisé, il a toujours fallu compléter la silylation par le
TBSTY. 1l faut également noter qu’une nouvelle silylation était nécessaire apres estérification
pour augmenter sensiblement le rendement, ce dernier restant désespérément médiocre
puisque de 7% en trois étapes a partir de 168 (Schéma 11-16). De plus si la réaction de

silylation est trop prolongée, le produit d’¢limination d’une molécule de tert-

butyldiméthylsilanol 187 peut étre observé (Schéma 11-16).

MeO, 2N H 5 HO, O=N OH
AcO HO
OAc OH
168 179

NaOH 1M, 5min

1) Pyr, OCC-TA, 24h O,N

TBSTf DMAP BnO,
TBSO o
TBSO

2) CH,Cl,, 0[C-TA, 24h OTBS
BnOH, DMAP, DCC 186 7%

Schéma 11-16

L’étape suivante consiste a déprotéger sélectivement le silyle primaire de 186 en position

benzylique sans toucher aux silyles secondaires sur la partie osidique.
b) Désilylation sélective
Apres quelques rappels bibliographiques sur les différentes maniéres de déprotéger un

TBS primaire en présence de TBS secondaire, les réactions appliquées a 186 seront

présentées.
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1- Bibliographie

L’éther de tert-butyldiméthylsilyle est devenu 1’'un des groupements protecteurs les
plus populaires en chimie organique. Il est facilement introduit par un grand nombre de
réactifs, posseéde la propriété d’étre stable a un grand nombre de réactions et est facilement
hydrolys¢ par des conditions ne touchant pas d’autres groupes fonctionnels. Relativement
stable en milieu basique, il est assez sensible aux milieux acides. Les facilités d’introduction
et d’enlévement de ces éthers sont largement influencées par les contraintes stériques
(Protective Groups p127).

Les méthodes les plus développées pour enlever sélectivement un TBS primaire en

, . , o . 187
présence d’un TBS secondaire se déroulent en milieu acide.

Des conditions basiques sont
parfois employées, mais leur utilité sera limitée dans notre cas vu la sensibilit¢ du motif
glucuronique aux bases. Des conditions douces et diverses sont également rapportées.

Quelques exemples tirés parmi pléthore sont regroupés dans le Tableau I1-1 ci-dessous.

Composés Réactifs Réf.
Milieu acide
. HCI 1M EtOH 188
Nucléoside )
TBAF non sélectif
. 189
Adénosine
. TFA aqueux
TBS 2" sur un pyrane 190
Aliphatique AcOH 70% THF 191
Sucres J et y lactones,
! BCl;, THF 192
galactose et mannose
Autres possibilités : TSOH cat.,193 CSA substoechio.,194 amberlite acide,195 et PPTS.196
Synthése totale de :
197
(+)-Calyculine A HF-Pyr, Pyr, THF
(+)-Carbonolide B HF, Pyr. 198
(+)-Mycotrienine I HF-Pyr, THF 199
Avermectine A HF, CH;CN 200
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Autres réactifs fluorés : HF—TEA,201 NH4F ,202 et HZSiF(,.203
Milieu basique, neutre ou conditions nucléophiles
Alicyclique KOH 10% MeOH 204
TBS benzylique
Réaction défavorisée si groupement CeCl5.7H,0, CH5CN 205
¢lectro-attracteur en meta
Sucres CBr4, MeOH, UV 206
Aliphatique Alumine hydratée 207
Ethers benzyliques,
S Oxone® 50% MeOH 208
inactif sur sucre
Miscellanées
B lactame NBS, DMSO humide 209
Uridine 210
S Cyclohexéne, PdO
(sélectivité cinétique)

Nucléotide H,, Pd/C 5% 2
Aliphatique, nucléoside LiBr, éther couronne 212
Aliphatique, benzylique LiCl, H,O, DMF 213

Tableau 11-1

L’emploi d’anions fluorure, dont I’affinité pour le silicium est connue, est une méthode
trés répandue de coupure des éthers de silyles. Le complexe HF-Pyridine semble une source
d’ions fluorure de choix dans le projet qui nous intéresse. Toutefois ce réactif est d’un emploi
moins aisé, et moins répandu, que le TBAF, notamment parce que la steechiométrie employée
ne peut pas étre déterminée précisément, a 1’inverse des volumes des solutions titrées de
TBAF ou de la pesée de sa forme trihydrate. Ce dernier présente cependant un caractére
basique assez prononcé qui I’écarte de certaines utilisations. En plus du caractére acide

marqué de HF-Pyridine, la différence majeure entre ces deux réactifs communément
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employés est que le TBAF, sous toutes ses formes, contient de 1’eau alors que HF-Pyridine

est une source anhydre d’anions fluorures.
2- Résultats

Les premiers essais ont été effectués avec un moyen permettant le controle de la
stoechiométrie employée. Ainsi le TBAF sous forme de trihydrate solide avec une goutte
d’acide acétique ou bien en solution molaire dans le THF a été utilisé (1.1 éq. de fluorure, 4h,
TA dans les deux cas).

Ces expériences n’ont pas permis d’isoler le produit désiré ; il semble plutdt d’apres les

spectres RMN et de masse que des polydésilylations se soient produites.

Dans un second temps, le complexe HF-Pyridine a ét¢ employé. Il a permis d’obtenir le
produit désiré mais également un composé ayant subi une bis-désilylation (dans le rapport
2/1) (Schéma I1-17). Malheureusement aucun des €luants testés n’a permis de séparer ces
deux composés ; cependant, en jouant sur la température et la durée de réaction, il devrait étre

possible de pouvoir récupérer trés majoritairement le produit mono-désilylé.

BnO,
TBSO
TBSO
BrO: PTBS OTBS
TBSO
TBSO O,N

THF, HF-Pyr exc,s g,

O
OTBS TA, 2 heures %@JOH 1/3
2 TBSO } /

1HO

Schéma 11-17

Suites a ces difficultés, ajoutées au faible rendement d’acces a 186, et en tenant en plus

compte de 1’avancement dans la voie 2, cette approche synthétique a été abandonnée.

4) Accés a 181 par déprotection séquentielle

Comme on I’a vu précédemment, le besoin d’un schéma synthétique robuste s’est fait

sentir, puisque notamment la silylation de 1’acide libre semble poser probléme. C’est pourquoi
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cette deuxiéme voie, assez documentée, a été entreprise.
Le plan d’action est assez simple : une désacétylation sélective est effectuée suivie d’une
protection par les silyles ; puis la substitution de ’ester a lieu, suivie d’une désilylation pour

conduire au composé¢ cible 181.
a) Désacétylation

La désacétylation au méthanolate de sodium s’avére délicate a mettre au point pour
plusieurs raisons. La premicre est qu’elle représente typiquement le genre de réaction
conduisant a des produits d’élimination (cf. composé 188); la seconde réside dans des
difficultés de solubilisation des réactifs, sachant de plus qu’il faut se garder spécialement de

I’humidité qui fait chuter sensiblement les rendements (Schéma 11-18).

MeO

2 >: PH  McONa, MeOH, -10.C MeOZ
AcO
AcO.

MeO, 579%

OH

5-20%
HO OH 188 °

Schéma 11-18

Une publication récente rapporte le fait surprenant de [’'utilisation seule de méthanol

214

conservé sur TM 3A comme condition désacétylante.”* Il semble en effet que le tamis

\

moléculaire puisse engendrer du méthanolate a partir du méthanol. Ainsi I’utilisation de
méthanol conservé sur ce tamis comporterait le double avantage de garder anhydre le solvant

et d’éviter I’emploi de MeONa, réactif hygroscopique potentiellement vecteur d’eau.

Avec en notre possession le produit désacétylé 180, une tentative de transestérification
par ’alcool benzylique en milieu basique ( NaH, i-PrOH) a été tentée mais a échoué, le
produit ne réagissant pas dans ces conditions. Nous sommes donc passés a 1’étape suivante de
notre plan.

b) Groupements silyles indifférenciés

A ce stade, quand nous avons commencé a nous attacher a la silylation de 180, les
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résultats des essais de désilylation sélective sur 186 n’étaient pas effectués.

C’est pourquoi nous avons commenceé par protéger tous les hydroxyles de 180 par des
TBS. De méme que dans le paragraphe 3.a précédent, la silylation au TBSCI n’a pu étre
compléte ; seul le triflate s’est montré assez puissant pour silyler complétement le composé et
avec un bon rendement. Le méme probléme de silylation partielle avec TBSCI mais compléte
avec TBSTf d’un dérivé de la glucunolactone a d’ailleurs été rencontré.’’> De plus,
186

I’application du changement d’ester suivant la procédure de Tanaka ™ s’est révélée

infructueuse (Schéma 11-19).

O,N
Micﬁ/ H CH,Cl,, Pyr i&/ FTBS
HO o_z >_/ » TBSO
HO TBSO
TBSTf, DMAP
180 M OTBS 85%
1) NaOH, THF BnO,
TBSO
2) (E10),PCl, TEA / \

OTBS
BnOH, DMAP

Schéma 11-19

Les conclusions logiques des résultats précédents ajoutés a ceux du paragraphe 3 sont de
deux ordres. Tout d’abord la séquence de déprotections par étapes apparait comme la
meilleure stratégie. Deuxiémement, la nécessit¢ d’introduire des groupements silyles

différents pour permettre une désilylation sélective aisée apparait nettement.

¢) Groupements silyles différenciés

Dans le but de singulariser I’hydroxyle en position benzylique, une Iégere
modification a été apportée au schéma réactionnel du paragraphe précédent.

Nous nous sommes en effet orientés vers 1’introduction d’un groupement TPS sur cette
position en gardant des TBS sur la partie glucuronique. Les raisons sous-jacentes a ce choix
sont d’une part I’introduction sélective assez aisée d’un TPS sur un hydroxyle primaire en
présence d’hydroxyles secondaire ; d’autre part la sélectivité bien documentée du clivage d’un

TPS 1%" en présence de TBS 2™,
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1- Introduction du groupement TPS

Le groupe TPS est environ 100 fois plus stable a I’hydrolyse acide que le groupe TBS,
mais il se montre moins stable en présence de base. Ainsi cet éther n’est pas clivé par une
solution d’acide acétique a 80% qui hydrolyse les éthers de TBS, tétrahydropyrane ou
triphénylméthyle. Par contre la soude éthanolique 5SM I’hydrolyse alors qu’un TBS est stable
dans ces conditions (Protective Groups p142).

.y , 1 7 . . : 216
La premiére méthode utilisée pour introduire ce silyle

est également celle que nous
avons employée avec succes sur le composé 180 (Schéma 11-20). Elle demeure la méthode la

plus employée a ce jour.

O,N
MeO, OH DMF, TPSCI (1.7 *q.) 'V'eoz OTPS
HO -
HO
Imud.
OH 180

85%

Schéma 11-20

2- Silylation de 190

A partir du composé 190, la silylation dans les conditions classiques ne pose pas de

probléme ; plus les quantités mises en jeu sont importantes, meilleurs sont les rendements

obtenus (Schéma 11-21).

O,N
eOz oTPs CH,Cl, Pyr MeO, OTPS
s TBSO
TBSO
TBSTE OTBS
191  quant.
Schéma I1-21

Ensuite, conséquence des différents échecs concernant les essais de substitution de 1’ester
méthylique en ester benzylique, nous avons appliqué une procédure de transestérification en

conditions douces.

3-Préparation de 192 par transestérification

Lors des recherches bibliographiques concernant une méthode efficace de

transestérification du substrat 191, ’emploi d’un catalyseur au titane (notamment le titanate
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d’iso-propyle) s’est rapidement détaché.*'” Cependant les exemples avec 1’alcool benzylique
sont plutot rares ; de plus son emploi semble malais¢ dans ce genre de réactions.
Une procédure efficace de transestérification d’un phénylacétate d’éthyle par 1’alcool

benzylique a toutefois été décrite.”®

Bien que le substrat soit peu encombré et activé, le
groupement silyle TBS s’est montré stable dans les conditions employées (Ti(OEt), reflux de
I’alcool transestérifiant). S’appuyant sur ces travaux, une publication plus récente décrit la

transestérification par le 2-chloroéthanol d’un glucuronate de méthyle, silylé par des TBS.*"”

Pour notre part, nous avons appliqué le mode opératoire de cette réaction au substrat 191.
Lors du premier essai, il a €té observé que les deux esters 191 et 192 avaient le méme Ry dans
I’¢luant utilisé ; cependant apres 20h, I’ester benzylique a été obtenu avec 50% de rendement
mais pollué¢ par 6% d’ester méthylique (détermination RMN). Pensant qu’il s’agissait d’une
question de durée, notre deuxiéme essai a duré 36h, et du TM 4A a en plus été ajouté au
milieu réactionnel pour déplacer 1’équilibre vers la formation de 1’ester benzylique ; ici I’ester
192 a été isolé pur (72%).

La meilleure technique opératoire s’est avérée I’emploi d’un montage avec un Dean-
Starck contenant du TM 4A ; ce procédé permet d’obtenir en une nuit le composé benzylé

avec un rendement pratiquement quantitatif (Schéma 11-22).

O;N O,N
MeO, oTtps Tolu, ne, BnOH BnO, OTPS
TBSO » TBSO
TBSO ' TBSO
OTBS Ti(OEt)y, TM 471 OTBS
191 192 quant.
Schéma 11-22

Jusqu’a 192, les différentes étapes ont été bien optimisées et ’emploi de quantité
conséquente de produits a été possible (de I’ordre de la dizaine de grammes). Le point délicat
de la désilylation sélective du TPS par rapport aux TBS est maintenant arrivé, ou 1’on verra si

notre choix s’atteste judicieux et efficace.
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d) Désilylation sélective de I’intermédiaire 192
1- Bibliographie

La littérature concernant 1’hydrolyse d’un groupement TPS primaire en présence de
groupements TBS secondaires est fournie, méme si elle a fait 1’objet de peu de données
méthodologiques. Ainsi dans la revue de Nelson et Crouch,'™’ cette partie est traitée en 15
lignes alors que la déprotection d’un TBS 1™ par rapport a un TBS 2 * regoit toute leur
attention.

L’emploi de TBAF est majoritaire dans les procédures relevées, mais I’utilisation du
protocole de Shekhani*® ou de ses dérivés a prouvé tout son avantage. Les exemples les plus

marquants ou pionniers sont recueillis dans le Tableau 11-2.

Compose Conditions opératoires Réf.
Carbapénéme TBAFx3H,0 1.5 éq., AcOH 5 éq., THF, 68-75% | >
Acide Pseudomonic C TBAF, THF, 70% 222

TBAF 1¢q., AcOH <1éq., THF, 98%
TBAFxH,0 1€q., AcOH <1¢éq., DMF, 99%

TBSO
TBSO /\ME\OH 194 223
/MZ\OTPS

TBAF 1éq., AcOH >4éq., THF, 99%

193
TBAFxH,0 1¢q., AcOH >4¢q., DMF, 97%
HO/\(\/)E\OTPS 195
(-)-Phytocassane D TBAFxH,0, THF, quant. 224
TPSO |
Ho NaH, HMPA, O°C, 10 mn., 83-84%
OTBS 196 225
TBSO |
Lo NaH, HMPA, O°C, 10 mn. Rd' ND
oTPS 197
(+)-Thiazinotrienomycine E DMPU, NaOH, H,0, 91% 226
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Vitamine D3 NaOH 10% MeOH, reflux, 87% 227
Diol aliphatique PPTS 0.3¢éq., EtOH, 1-2h, >95% 228
Déoxyadénosine NH,F 10éq., MeOH, 76% * 229
Calichéamicine A-B-E TAS-F 1.2éq., DMF, 84% 230
Pentan-1,5-diol Ce(OTf)4 10%, MeOH 231
Tableau 11-2
2- Résultats

Vu la certaine ressemblance, en dehors de la présence d’un hydroxyle libre, entre 192
et les glycals 196-197 utilisés comme modéle par Shekhani,”" *** notre premier choix de
conditions opératoires a ¢ét¢é NaH dans le DMPU. Le DMPU a été choisi parce que le méme

groupe a démontré son efficacité dans I’hydrolyse de TBS ou TPS,*

et d’autre part ce réactif
est beaucoup moins toxique que le HMPA connu pour étre carcinogene. Nous avons suivi le

protocole publi¢ mais seul le produit de départ a été récupéré (50%).

Nous nous sommes alors penchés sur les résultats, quelque peu surprenants, publiés
par Higashibayashi.”> Le fait que le nombre d’équivalents d’acide acétique employé renverse
la sélectivité 194/195 est a priori insolite mais peut s’expliquer. En effet, comme rappelé dans
le paragraphe c.1. ci-dessus, le groupement TPS est bien moins sensible que le TBS en milieu
acide. Or, lorsque de I’acide acétique est ajouté en plus grande quantité que le TBAF, le
milieu devient acide donc plus propice au clivage des TBS, CQFD.

Notre premicre tentative sur une petite quantité¢ (13mg) de 192 a bien fourni le produit
désiré 181, ainsi qu’un produit plus polaire caractérisé en masse comme étant 192 ayant perdu
son TPS et un groupe TBS. Sur des quantités plus importantes, le composé 198 dont les TBS
en 2 et 3 du sucre ont été clivés a été isolé et caractérisé (Schéma 11-23). Avec optimisation,
les rendements de cette réaction ont été portés a 85% ce qui nous satisfait complétement et

valide notre hypothése de départ.

: plus 11% de produit de départ et 6% de produit bis-désilylé.
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o,N BnO,
BnO, o TPS THF, TBAF 1“
TBSO TBSO
TBSO TBSO

AcOH 17 q OTBS
oTBS 192 e 181 85%

n02 E OH
TBSO

Schéma 11-23

Nous avons donc atteint 1’objectif de cette partie en synthétisant 181 a partir de 166 en
5 étapes et un rendement global de 47%. Une procédure trés efficace de transestérification par
I’alcool benzylique a été¢ mise au point, ainsi qu’une déprotection sélective délicate d’un éther

de TPS en présence d’éthers de TBS.

L’étape suivante consiste a introduire la chaine diamine de I’espaceur puis de coupler
les entités espaceurs et agent cytotoxique cible.

Il est parfaitement possible d’activer le paclitaxel et le docetaxel a des fins de couplage.
C’est par exemple la stratégie développée par de Groot et al. dans la préparation de la
prodrogue 163."* Ainsi le paclitaxel sous forme de carbonate activé en position 2” est couplé
a la diamine 199 (Schéma 11-24). Apres déprotection, le sel de I’amine est mis en réaction
avec un carbonate activé pour conduire a la prodrogue voulue.

e TS T

Paclitaxel-2" j H
acitaxe @ E——— \/\II\I O "2-Paclitaxel —> 163

200 3) d”protection

Schéma 11-24

Pour des raisons d’approvisionnement en matiére premiere, en particulier cherté¢ du
paclitaxel et délai de livraison avec notre fournisseur chinois, nous avons opté pour le
couplage entre drogue et espaceur activé. La partie suivante va donc s’attacher a la

préparation de 1’espaceur prét a coupler 218 qui est un chlorure de carbamoyle.
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V) Synthese du chlorure de carbamoyle 218

Note liminaire : dans toute cette partie IV la partie acide glucuronique sera mis sous

forme abrégée Glu dans les schémas (Figure 11-2).

BnO,

TBSO o
TBSO

= QGlu

oTBS Figure 11-2
A partir de I’alcool 181, la synthése du composé cible de cette partie se fait en trois

étapes. Il faut en premier lieu introduire la chaine diamine, puis enlever le groupe BOC et

enfin activer ’amine pour obtenir 218.

1) Introduction de la chaine diamine

Entre I’espaceur aromatique et la chaine aliphatique, un lien carbamate doit étre
installé. Ici aussi I’activation peut se faire soit du coté de I’alcool 181 soit du coté de la
diamine.

Les deux approches ont été effectuées au départ de la diamine mono-protégée 202.%*
a) Par activation de ’amine

Il faut d’abord préparer la diamine activée. Ceci se fait a partir de la N,N’-
diméthyléthylénediamine 201 commerciale en deux étapes. La mono-protection par un
groupement BOC de 202 est décrite.** Ensuite nous avons utilisé des conditions classiques de
chlorocarbamoylation des amines avec une solution de phosgene environ 2M dans le toluéne.
Ainsi nous avons préparé 203 en deux étapes et un rendement global moyen de 22% (Schéma
11-25).

H THF, O[C-TA | CH,Cl,, COCl, | 0
AN~y + BOGO ———>  goc™oNy ——— > BoCT TN g
H H TEA, O'C
201 74% 202 30% 203
Schéma 11-25
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Certes le rendement de la seconde étape n’est pas vraiment bon, mais en deux étapes a
partir d’un produit commercial peu cher ceci n’est pas un grand inconvénient pour

I’approvisionnement en 203.

La carbamoylation de 1’alcool benzylique peut maintenant avoir lieu. Ceci s’effectue par

une catalyse avec la DMAP, en présence de TEA (Schéma 11-26).
O,N O,N 0

H | j\ CH,Cl,, TEA o4
Gl + BOCT N"SNT N ——————> Gl AN
181 203 40% 204
Schéma 11-26

Des difficultés de plusieurs ordres apparaissent dans cette réaction. Tout d’abord la
réactivité de 203 ne semble pas trés adaptée puisque méme en exces, la moitié de la quantité
de départ de 181 est récupérée. De surcroit, la purification des produits est malaisée ; le moins
mauvais éluant trouvé est un peu exotique” puisqu’il s’agit du di-iso-propyléther.

Nous nous sommes alors orientés vers une activation classique de I’alcool sous forme de

carbonate.

b) Par activation de 1’alcool

La seconde maniére envisagée de former la liaison carbamate entre alcool 181 et
diamine 202 est d’activer ce premier sous forme d’un carbonate de para-nitrophénol.

Les conditions classiques de réaction du chloroformiate 143 sur 1’alcool 181 ont conduit a

la formation du carbonate activé 205 (Schéma I11-27). Le rendement est moyen et la

purification assez délicate car il reste toujours des traces de para-nitrophénol.

O,N O,N 0O
2 o CH,Cl,, Pyr. 0_4
cl 54%
181 14323 "q. 205
Schéma 11-27

* En tout cas par sa forte odeur de menthol !
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On fait alors réagir ce carbonate sur la diamine 202 pour obtenir le produit 204

comportant la chaine diamine fixée (Schéma 11-28).

O,N 0 o,N
0_4 CH,Cl,, Pyr. O,f y
Gl 04<i>7No2 + 202 ———> Gl NN
205 XG5 45% 204 noe
Schéma 11-28

Le carbonate intermédiaire 205 étant assez sensible, cela nous a mené a réaliser ces deux
étapes en one-pot. Ceci s’est vérifié fondé puisque le rendement de la réaction one-pot est de
64%, ce qu’il faut comparer au 24% de rendement global lorsque 205 est isolé ; on évite de

plus une étape de purification par chromatographie.

2) Hydrolyse du BOC de 204 et synthése de 218

Le composé 204, qui posséde des groupements silyles sur le sucre, doit avoir son
groupement BOC enlevé. Ceci s’effectue classiquement en milieu acide mais la complication
ici est double. D’une part, il ne faut pas hydrolyser concomitamment les silyles présents ;
d’autre part la libération d’une amine libre implique une cyclisation possible avec le
carbamate en position benzylique a I’autre extrémité. Le moyen d’éviter cette cyclisation,
voulue par construction (Schéma 11-29), est de libérer I’amine en en faisant le chlorhydrate en

méme temps.

O,N _@ O,N 0
o) d“protection
Glu—@—/ N/\,,\{ _— GIu—@—P Q,\ﬁ
204 / °o¢ 206 /instable
O,N 0
cyclisation OH
N e
181 207

Schéma 11-29
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a) Hydrolyse d’un BOC en présence de TBS
1-Bibliographie

Une premicre méthode pour réussir cette déprotection sélective est de passer par un
intermédiaire N-silyloxycarbonyl type 209, ce dernier étant ensuite hydrolysé par le TBAF
grace a un contrdle stoechiométrique. Le premier protocole a été décrit par Ohfune (Schéma
11-30),** et a recu peu d’attention par la suite. La sélectivité par rapport a un groupe TPS est

; o, 234
également décrite.”

0
_BOC
NH CH,Cl,, TBSTf ,NH)LOTBS THF NH,
)\/\.-A CO,Et > )\/\;/\COzEt > )\/\;/\C02Et
208 209 95% 210
Schéma 11-30

Il apparait en fait clairement que la méthode de choix pour cette réaction est I’emploi
d’un acide de Bronsted en milieu anhydre. Une des premicres publications de méthodologie a
ce sujet est parue en 1994, ou une solution saturée d’HCI dans I’ AcOEt est utilisée a cette
fin. La méme année Boger utilise cette méthode dans la synthése de Bouvardines (Schéma 11-
31).2° On prendra bonne note du fait que, sur un dérivé similaire, les conditions de

température et de temps (TA, 50 mn.), cette sélectivité peut étre abolie et les TBS hydrolysés.

OTBS OTBS
I § HCI 3.5M AcOEt I N
CO,Me > CO,Me

—N —NH
211 'BOC OIC,20mn  93% 919

Schéma 11-31

Un TBS aromatique 213 s’est également montré stable dans ces conditions (Schéma I1-
32) et I’emploi du dioxane comme solvant a aussi démontré son efficacité”’ ; une
modification de 1’acide employ¢ a également permis la mono déprotection sélective d’une
amine di-BOC 214 (Schéma 11-32).%** Le méme genre de conditions est d’ailleurs décrit pour

enlever un seul BOC d’une amine di-BOC en présence d’un TES.*
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BOC CN 4 GN
TBSO _N .oT1Bs  CH,Cl _N OTBS
co,Me | BOC -~ -, sBOC

_NBOC BnO TFA 5°q., -30-0/C, 3h  BnO
213 BOC BOC

214 93% 215
Schéma 11-32

Plus anecdotiquement, Bose a publi¢ une méthode sélective d’hydrolyse des BOC par
AlICl;, avec™ ou sans®*! micro-ondes, qui ne touche ni au TBS primaire ni a I’acétate de 216

(Figure 11-3).

TBSO Ne~oac 216
Figure 11-3

2- Résultats

D’aprés ce que nous venons de voir, la sélectivité d’hydrolyse du BOC par rapport a
un TBS est réalisable, cependant il faut attentivement en contréler le déroulement. Il faut
mettre ’accent sur I’emploi d’un milieu parfaitement anhydre car les silyles sont d’autant plus
sensibles aux milieux acides que ceux-ci contiennent un nucléophile.

Pour apprécier la faisabilit¢ de cette réaction, nous avons testé les conditions HCI
anhydre 3M dans I’AcOEt a 0°C pendant une demi-heure. Le produit désiré 217 a été
caractérisé par spectroscopie de masse mais il restait du produit BOC de départ. Finalement le
suivi CCM de l’avancement de la réaction permet d’obtenir de maniere satisfaisante le

chlorhydrate 217 (Schéma 11-33).

O,N 0 O,N 0
? v/ / HCI 3M AcOEt ? v/ )
Gl NN > Gl NN,
BOC orc Cl
204 quant, 217
Schéma 11-33

b) Activation de I’amine 217 par le phosgene
L’acces au chlorure de carbamoyle 218 a partir du chlorhydrate 217 se fait a I’aide du

phosgeéne en solution dans le toluéne en présence de TEA (Schéma 11-34). Cette réaction

repose sur le fait que I’amine libérée par la TEA réagit suffisamment vite avec le phosgéne
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avant que de pouvoir cycliser de maniére intramoléculaire. Le rendement d’obtention de 218 a

partir de 204 est de 1’ordre de 90%.

O S _/2) / CH,CL,, COCl, N S _[2 /
GIu—@—/ /N/\/NH2+C|_ > Gm—©—/ /N/\/N»/CI
217 TEA, 0TC, 3h 90% 218 @)
Schéma 11-34

Nous avons maintenant en main le composé prét a subir un couplage avec les composés
antitumoraux sélectionnés. A partir du produit 166 décrit, I’obtention de ce chlorure de

carbamoyle a nécessité 10 étapes avec un rendement global de 25% (Schéma 11-35).

O,N . O,N o)
MeO, 2 10 tapeS BnO, o 2 O_{ N/
AcO CHO > |TBso v~ )¢
AcO — | TBSO / J
6

OAc 16 25% OTBS 218

Schéma 11-35

V) Synthese et évaluation biologique de la prodrogue 221

A partir de 218, la synthése de 221 s’effectue en deux phases; premicrement un
couplage sur le paclitaxel puis dans un deuxiéme temps la déprotection des groupements

protecteurs du sucre.

1) Couplage de 1 et 218

Pour réaliser ce couplage les conditions classiques avec TEA et DMAP dans le
dichlorométhane ont été¢ employées. Il s’est avéré nécessaire de mettre environ 2 équivalents

de 218 par rapport a 1.

131



Chapitre 11

La quantit¢ de DMAP mise en jeu a également fait montre de singularité puisque son
emploi en large excés est apparu primordial (Tableau I1-3). Les différents essais et leurs

résultats sont répertoriés dans le Tableau 11-3.

219 Ph)l\_NH o

0 ='
1+218 > BnO, O,N ya
TBSO Q —/<N_/§N1fO

TBSO / 5

OTBS
Paclitaxel 1 218 TEA DMAP | Conditions opératoires Rd".
23mg 1.3 éq. exces 2 €&q. TA 24h, reflux 3h 35% +33%1
Produit a
30mg 2 €q. exces 1 éq. Reflux 8h, TA 12h squelette
taxoide
32mg 2.2 &q. exces 10 €q. TA 8h 87%
86mg 2.2 éq. _ 15 éq. TA 6h 95%
Tableau I1-3

Les conditions opératoires les meilleures sont mises en exergue dans la derniere ligne du
Tableau 11-3 ; il ressort que 'utilisation de TEA est superflue et que la bonne régiosélectivité
du couplage se conjugue a un excellent rendement.

Les résultats avec I’emploi de seulement 1 équivalent de DMAP ne sont pas trés clairs.
La RMN du proton montre clairement I’absence de silyles mais la masse ne correspond pas a
219 qui serait désilylé. Il semble donc que ces conditions, avec du dichlorométhane distillé
conservé sur TM 4A, aient été assez acides pour désilyler le produit de couplage et induire un

(des) réarrangement(s) du squelette paclitaxel.

Les étapes suivantes pour accéder a la prodrogue sont I’hydrolyse des silyles suivie de

I’hydrogénolyse du benzyle.
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2) Déprotections de 219

a) Désilylation de 219

Comme mentionné plus haut, I’hydrolyse des silyles permet d’obtenir un composé 220
ou I’acide glucuronique estérifi¢ est facilement chromatographié. Pour ce faire, les conditions
usuelles avec le complexe HF-Pyridine dans I’acétonitrile anhydre ont été utilisées (Schéma

11-36). Le produit voulu est préparé et purifié¢ facilement avec un bon rendement.

CH,CN, Pyr
BnO 2 R »
TBSO-N 5 HF-Pyr, 0:TA
TBSO
220 76%
Schéma 11-36
b) Hydrogénolyse de 220

L’hydrolyse de I’ester benzylique de 220 a été planifiée en fonction de la fragilité¢ du
paclitaxel et des fonctionnalités de notre espaceur. Ainsi 1’utilisation de cyclohexa-1,4-di¢ne

en hydrogénation catalytique par transfert a montré son efficacité dans la syntheése de 158

(Schéma 11-36).'"
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EtOH 40[C, Pd/C 10%

>

cyclohexadi, ne 10™q.

54% 158

HO,

HO
HO

Schéma 11-36

Nous avons alors appliqué les mémes conditions au composé 220. En présence de 45
équivalents de cyclohexa-1,4-diéne, a 45°C, le produit de départ restait inchangé au bout de
Sh. 15 équivalents supplémentaires de diéne étaient alors ajoutés et la réaction poursuivie une
nuit ; au matin 220 avait été entiérement consomme.

Apres analyses spectroscopiques, il a été confirmé que le produit obtenu était 221 ou le

benzyle est bien absent mais ou il faut surtout remarquer la réduction du nitro en amine

(Schéma 11-37).

220 EtOH 457C, Pd/C 10%
>
O,N cyclohexadi,ne 60 ~ q.
HO 0 24%
OH
221
0O
HO, H2N o
TR
HO /
OH

Schéma 11-37
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Les explications de ce résultat inattendu ne sont que des hypothéses et s’appuient

notamment sur la lecture de deux articles.”*?

Il ressort ainsi que le choix du solvant, du
catalyseur, de la température de réaction et le nombre d’équivalents du donneur d’hydrogene

peuvent faire varier la sélectivité des groupements réduits (Schéma 11-38).

0
O\\s’p EtOH, TA A
S \O ~ [ Y, R=3No,
R/ & R/ Z Raney Ni, N, H, R// R/ Z  R=4NO,
R =3-NO,
R =4-NO,
0 0
\\s’p EtOH, reflux O\\s”
R// R// Raney Ni, N,H, R// R// R=4-NH,
R =3-NO,
R =4-NO, Schéma 11-38

On peut également envisager un probléme de concentration qui, lorsqu’elle est trop
faible, induit des vitesses de réaction lentes, d’ou éventuellement 1’apparente non-réactivité de
220 dans les conditions initiales.

Toutefois des tentatives postérieures ont confirmé ces observations et il n’a pas été
possible d’obtenir une prodrogue avec un groupement nitro sur I’aromatique. Cette discussion

sera reprise et étoffée grace aux résultats du paragraphe VI suivant.

Pour les besoins de la HPLC, il a fallu synthétiser 223b qui est le produit d’hydrolyse de
la méthyléne quinone issue de 1’élimination 1,6 de 1’espaceur. Il est possible de préparer 223b
soit en deux étapes avec purification de I’intermédiaire 223a, soit en une étape, a partir du 4-
hydroxy-3-nitrobenzaldéhyde 182 (Schéma 11-39).

O,N O,N H,N

MeOH, NaBH, oH MeOH, Pd/C 10% H
HO CHO >  HO > HO

02TA, 4h H,, 4h
70% 40%

182

EtOH, Pd/C 10%

H,, 2h 25%
Schéma 11-39
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Les tests biologiques in vitro et in vivo ont été mis en ceuvre sur la prodrogue 221. Le
point crucial pour nous était de savoir si 1’espaceur avec un groupement amino ¢€lecro-
attracteur mais mésomere donneur pouvait libérer efficacement le paclitaxel alors qu’un nitro,
¢lectro-attracteur et mésomere attracteur, avait été prévu initialement. De fait, il est souvent
décrit qu’un tel groupe induit une bonne élimination 1,6 des systémes 4-hydroxybenzylalcool

243

mais n’est pas forcément nécessaire,”~ alors que les 4-aminobenzylalcool n’en ont pas besoin.

En tout cas nous ne pouvions préjuger de 1’effet contraire de I’amine.

3) Etudes biologigues de 221

a) Stabilité

Avant d’entreprendre des études plus approfondies, il faut en premier lieu s’assurer
que la prodrogue est suffisamment stable pour les études biologiques qui n’auraient sinon pas
grand sens.

La stabilité¢ a été mesurée par suivi HPLC d’une solution de 221 en milieu tamponné
(tampon phosphate 0.02 M a pH 7.2) a 37°C. La prodrogue est stable plus de 24h et aucune

trace de paclitaxel libéré prématurément n’a pu étre mise en évidence pendant ce temps.

Maintenant que nous nous sommes assurés de la bonne stabilité de 221 les études

biologiques peuvent étre menées plus avant.

b) Cytotoxicité

Une des exigences de I’ADEPT et de la PMT est qu’une prodrogue relativement peu
cytotoxique libére une drogue cytotoxique. Les ratios de cytotoxicité entre prodrogue et
drogue libre dépendent de la nature de la lignée cellulaire utilisée, de la stabilit¢ de la
prodrogue et de sa structure.

En regle générale, plus les prodrogues sont hydrophiles moins elles sont capables de
traverser la double couche lipidique constituant la membrane des cellules pour atteindre leur

cible biologique ; leur action cytotoxique est alors diminuée.
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Les mesures de cytotoxicité ont été réalisées sur des cellules L1210 qui désignent une
lignée de leucémie d’origine murine. Elles s’expriment par un nombre noté ICsy qui
représente la concentration du composé inhibant de 50% la croissance des cellules par rapport
a un témoin. Les ICsy du paclitaxel et de la prodrogue 221 sont regroupées dans le Tableau I1-
4. On remarquera que la cytotoxicité du paclitaxel est restaurée lorsque la prodrogue est

incubée en présence de B-D-glucuronidase, ce qui valide notre approche.

Lignée L1210 Prodrogue 221 Paclitaxel 1
_ 1500 nM 9.8 nM
en présence de B-D-glucuronidase de E. coli 11 nM 9.8 nM
Tableau I1-4

Le comptage des cellules suivant la phase du cycle cellulaire ou elles se trouvent permet
de mieux préciser 1’action de I’agent cytotoxique. Pour le paclitaxel, il est rassurant de

constater que son action a bien lieu en phase M, tout comme pour la prodrogue 221 (Tableau

11-5).

% cellules
Cycle
Gl S G2 8N=M
Paclitaxel 1 8N +++ 250 - 500 5 7 17 70
Prodrogue 221 8N +++5-10 4 6 18 71

Tableau 11-5

La prodrogue est donc détoxifiée d’un facteur 153 par rapport au paclitaxel, ce qui est
acceptable puisqu’il est considéré qu’un facteur 100 est nécessaire en stratégic ADEPT.

Ce résultat est cohérent avec ceux déja décrits pour des prodrogues stables du paclitaxel
(Tableau 11-6). Les meilleures détoxifications obtenues jusqu’ici ont été atteintes avec des
prodrogues activées par la plasmine. Ceci n’est pas surprenant puisque comme le trigger de
ces prodrogues est un tri peptide sous forme de plus d’un bis-chlorhydrate, elles sont par

conséquent tres hydrophiles.

Enzyme activatrice Ratio cytotoxique ® Lignée cellulaire Réf.

B-lactamase 10 SK-BR-3 244
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95
B-D-glucuronidase 1.1 OVCAR-3 77
135
MCF-7 M19
Plasmine 1100 —20000 EVSA-T A498 60
(8000 en moyenne) WIDR H226
IGROV
H226  |GROV
Bioréduction 1-462 MCEF7 M19 245
EVSA-T A498
WIDR
MCF-7 M19
Plasmine 1.6 -213 EVSA-T  A498 174
WIDR H226
IGROV
B-D-glucuronidase 722 LoVo 172
* Mesuré comme ICs, (prodrogue)/ICsq(drogue)
Tableau 11-6

La détoxification de 221 est plus faible que celle de 158 ; une explication partielle peut

provenir des log P* relatifs du paclitaxel et des deux prodrogues qui ont été calculés par ClogP

de ChemDraw® (Tableau 11-7):

Paclitaxel 1

Prodrogue 158

Prodrogue 221

LogP

4.7308

3.5745

4.0620

Tableau I1-7

158 de log P plus faible est ainsi caractérisée comme plus hydrophile donc moins

cytotoxique que 221.

¢) Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique de la prodrogue 221 a été effectuée avec la B-D-glucuronidase

d’E. coli, a 37°C, a pH 7.2 dans un tampon phosphate 0.02 M. Partant de 221 trois pics

apparaissent successivement (Figure 11-4).

* Coefficient de partition octanol/eau.
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Hydrolyse enzymatique

1,000
0,800
—&— Prodrogue 221
0,600 —B— Espaceur 223b
0,400 —a&— Intermédiaire 224
—e— Paclitaxel 1
0,200
0,000 )
0 50 100 150
Minutes
Figure 11-4

Colonne Lichrospher - RP18e, 250 x 4.5 um

Détection par PDA a 226 nm

Incubation a 37 °C

Tampon Phosphate pH 7.2, 0.02 M

Prodrogue: 22.9 pumol

B-D-glucuronidase (E. coli): 2.5 pg/ml (12 unités/mL)

Isocratique : Tampon Phosphate pH 3, 0.02 M 50%
Acétonitrile 50%

Débit : I ml/mn

Le premier correspond au composé 223b par comparaison avec un échantillon synthétisé.

Le troisieéme est identifi¢ comme le paclitaxel par comparaison HPLC avec un échantillon du

paclitaxel acheté. Enfin, le second est un intermédiaire puisqu’il apparait puis disparait

progressivement. Pour identifier sans ambiguité ce compos¢ instable, des études de LCMS ont

¢té menées. Le spectre de masse de ce produit a été obtenu et il a été caractérisé comme étant

224, paclitaxel lié a la chaine diamine (Figure 11-5).

224

Figure 11-5

La demi-vie de I’intermédiaire 224 a été mesurée en utilisant un excés d’enzyme de telle

sorte que le résidu acide glucuronique soit entiérement clivé presque instantanément et que
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I’élimination 1,6 semble a peu pres instantanée. La courbe correspondante (Figure I1-6)

fournit une demi-vie de 13 minutes.

—&— Intermédiaire 224 ‘

30
25
20 \\
15 \
10

»

0 20 40 60 80 100

Time in minutes

Figure 11-6

Ce temps est a comparer avec celui de 47 minutes trouvé pour le méme intermédiaire par
Scheeren et al en partant d’une prodrogue différente (163).'"* Cette différence peut
s’expliquer par la concentration initiale de prodrogue, également par la nature du tampon

(Tris/acide chlorhydrique 0.1 M dans leur cas) et de I’enzyme en solution.

d) Comparaison entre 158 et 221 et conclusion

Deux tendances différentes apparaissent entre ces prodrogues. En effet, I’hydrolyse de

221 requiert une concentration en [-D-glucuronidase bien plus faible que 158, mais une
espece intermédiaire est détectée et identifiée.

La demi-vie de la prodrogue 221 est de 10 minutes pour une concentration en enzyme de

12 U/mL. Pour pouvoir comparer les deux prodrogues, des mesures de cinétique sur 158 ont

¢été effectuées avec la méme concentration de prodrogue ; dans ce cas la concentration

d’enzyme nécessaire fut de 240 U/mL pour une demi-vie de 5.5 heures. Dans ces conditions,

le clivage de 221 est quasi instantané.

Deux enseignements peuvent étre tirés de ces résultats. Premi¢rement, la conception de
notre espaceur se trouve justifiée et validée puisque le but initial d’améliorer les cinétiques de
libération du paclitaxel a été atteint. Deuxiémement, c’est la premicre fois qu’un espaceur a

¢limination 1,6 comportant un groupe amino prouve son efficacité. La compatibilité
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d’espaceurs avec des amines substituées comme NEt,, NHAc ou encore NHC(O)CF; avait
déja été rapportée,”*® mais c’est la premiére fois, 4 notre connaissance, que ceci est décrit avec

une amine libre aromatique.

V1) Synthese et évaluations biologiques des prodrogues 225 et 226 du

docetaxel

Au commencement de notre projet, la conception et la synthése de prodrogues du
paclitaxel et du docetaxel avaient pour finalité de permettre une comparaison entre ces deux
agents et de préciser également le comportement de 1’espaceur 1ié¢ a deux drogues différentes.

Suite aux problémes de réduction du groupement nitro rencontrés avec le paclitaxel, la
synthése des prodrogues du docetaxel a pris en compte cet événement pour permettre, si

possible, la synthése des prodrogues avec groupement amino et avec groupement nitro (Figure
1-7).

R =NO, 225
R =NH, 226
R
HO,
HO
OH

Figure 11-7

1) Schéma de synthése

Tout d’abord, il faut noter que nous avons travaillé avec 1’espaceur 218 sur le
docetaxel, et non sur un intermédiaire baccatine devant ensuite étre couplé a la chaine latérale
ce qui représente la technique la plus employée lors de la synthése d’analogues structuraux.””

247.248 Ceci est dbi au fait que nous souhaitons accrocher I’espaceur en position 2.
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Pour la préparation de 225, le méme schéma synthétique que celui appliqué pour la
synthése de 221 a été envisagé (Schéma 11-40), en espérant cette fois maitriser la
débenzylation sélective.

En ce qui concerne 226, deux options ont été¢ examinées. La premicre consistait a utiliser
I’intermédiaire nitro benzylé 229 préparé pour 225 puis a le soumettre a une hydrogénation
sur palladium. L’autre voie tirait parti de la déprotection de groupements Troc installés
antérieurement sur 1’intermédiaire 228 (7,10-ditroc-baccatine ) qui nous a été fourni (Schéma
11-40). En effet les conditions de déprotection des Troc sont incompatibles avec un groupe
nitro et le réduisent en amino. Ainsi le couplage entre 218 et le 7,10-ditroc-docetaxel 228 a

été accompli avant d’effectuer toutes les déprotections pour conduire a 226.

Tr
°}R_f  QTroc mtroduction
cha’he lat" rale
HO!» - >
>
o écogﬁ 227
d“protection
s
O,N
BnO, o
TBSO @J
Y TBSO
OTBS
| 218 |
Y \J

e,

hydrog” nation BnO, O2N _( /i
palladium HO%OO_}) N—
HO
OH / O
229

d“benzylation s”lective

Tz

225

Schéma 11-40
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Avant d’opérer la synthése des prodrogues proprement dite, il faut en premier lieu

préparer la drogue, ie le docetaxel et I’intermédiaire d’intérét 228.

2) Préparation de 2 et 228

Comme mentionné précédemment, la 7,10-ditroc-10-DAB 227 ainsi que 1’oxazoline

230 nous ont été gracieusement données”. Les deux opérations a accomplir pour obtenir 228

sont d’abord I’estérification de I’hydroxyle en 13 de 227 suivie de I’ouverture en milieu acide
de I’isoxazoline.

Le protocole d’estérification suivi est celui décrit par Commergon et al ; il a fait 1’objet

9

de mise au point expérimentale®”’ et s’applique aussi bien a la 10-DAB protégée par des

silyles®*® qu’a une oxazoline comportant une amine libre.>° L ouverture de 231 s’effectue en
milieu légérement acide, avec I’emploi de TsOH préférentiellement a MsOH>* ; les
conditions d’hydrolyse des troc ouvrent également le cycle oxazolidine.”

Enfin I’hydrolyse des groupements Troc se fait classiquement avec du zinc pulvérulent en
présence d’acide acétique.”

Le Schéma I1-41 récapitule la synthése du docetaxel a partir de 227 et 230.

* Dr. Alain Commergon (Aventis).
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OMe

Tolu, ne

>

DMAP 1.5°q, DCC 1.5°q
93%

>

TsOH 1.1"q
73%

AcOEt, 451C

>

Zn (xs), AcOH (xs) }

63%

Schéma 11-41

3) Synthése de 225

Le chemin suivi pour produire 225 est trés similaire a celui menant a 221, a la
différence prés que 1’agent cytotoxique est le docetaxel 2 et non le paclitaxel.
2 comporte un hydroxyle libre en position 10 supplémentaire par rapport au paclitaxel.
Les réactivités des hydroxyles 7 et 10 sont assez proches, et la protection sélective de I’un ou
de Dlautre, en particulier par des groupes silyles, a partir de la 10-DAB, est tout a fait

possible.”" #** Une sélectivité en 10 lors de 1’acylation de la 10-DAB est réalisable,”" *>* par

contre elle est perdue sur le substrat 2’-troc-docetaxel.”®
Il reste que, de maniére analogue au paclitaxel, I’hydroxyle en position 2’ du docetaxel
est le plus réactif de tous. La synthése de 225 s’est donc déroulée comme détaillée dans le

Schéma 11-42.
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O,N y

BnO, 0 N CH,Cl,
Docetaxel + TBSO N—/_>— >
TBSO / o DMAP (xs), TEA

2
OTBS 218 1.1 q.
73%
939 229
1) AcOEt, HF-Pyr, Pyr  87%
BnO, >
TBSO 4 2 0 v
B0 ) EtOH, Pd/10%, 10"q
OTBS

53%

225 r(:’\u

Schéma 11-42

Comme attendu, la régiosélectivité du couplage avec le chlorure de carbamoyle est totale
et la désilylation ne pose aucun probléme particulier. Toutefois, on prendra bonne note de
I’étape de débenzylation au cyclohexadiéne qui, contrairement au substrat 220, aboutit bien au
composé nitré 225.

Des études de modélisation moléculaire (logiciel HyperChem®, champ de force MM+)
apportent un début d’explication. En effet, on constate que pour la prodrogue du paclitaxel
220 le cycle aromatique du benzyle donne des interactions de type m-stacking avec le phényle
du benzoate en 2 et des interactions avec la chaine latérale (Figure 11-8). L approche de I’ester
benzylique est donc assez obstruée sur les deux faces, par contre le nitro de I’espaceur est
accessible. Ainsi, puisqu’il a fallu forcer les conditions pour obtenir cette débenzylation, le
nitro serait d’abord réduit en amino, puis la débenzylation pourrait se produire. Il n’est pas
exclu qu’un changement de conformation induit par la réduction du nitro soit a I’origine de

I’hydrogénolyse subséquente de 1’ester benzylique.
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Benzyle

Nitro

\ Benzoate 2

Figure 11-8

Dans le cas de la prodrogue du docetaxel 229, I’absence de phényle sur 1’azote de la
chaine latérale induit un changement conformationnel majeur selon la modélisation, avec une
interaction de m-stacking entre le benzyle et le nitroaryle de 1’espaceur mais laisse une face
complétement libre d’acces (Figure 11-9). Ainsi, une plus grande facilit¢ d’approche du
benzyle et des conditions douces autorisent le maintien du nitro et réussissent a réduire ce
benzyle. Il faut toutefois rester prudent avec ces résultats car les divergences de
comportement entre paclitaxel et docetaxel, notamment leurs différences conformationnelles,

ne sont pas tres faciles a appréhender.
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Benzyle

Nitroaryle

Figure 11-9

L’origine des difficultés rencontrées lors de 1’hydrogénolyse du benzyle de la prodrogue
221 est bien d’ordre conformation elle puisque la réaction modele effectuée sur

I’intermédiaire 192 ne pose aucun probléme (Schéma 11-43).

o,N o,N

BnO, >: OTPS EtOH, Pd/C 10% HO, >: OTPS
TBSO » TBSO
TBSO TBSO
OTBS @ OTBS
192 82% 255

Schéma 11-43

4) Syntheése de 226

Dans I’optique de faire d’une pierre deux coups, la synthése de la prodrogue amino
226 a été envisagée au départ du docetaxel protégé en 7 et 10 par un groupement troc.
Deux avantages se dégagent de ce choix. Premiérement, la régiosélectivité du couplage

sur ’hydroxyle 2’ est assurée puisque les hydroxyles 7 et 10 sont protégés, 1’hydroxyle
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tertiaire en 1 étant trés peu réactif. Deuxiémement, les conditions de déprotection des Troc
sont également utilisées pour réduire un nitroaryle en I’amino correspondant (March
p1216).>* La séquence de réactions conduisant a la prodrogue 226 est dépeinte au Schéma 11-

44,

BnO, CH, (],
7,10-ditroc-docetaxel + TBSO >
TBSO v
298 DMAP (107q)
71%
AcOEt, 451C

>

Zn (xs), AcOH (xs)
56%

i-AcOEt, HF-Pyr, Pyr
ii-THF, TEA.3HF

20%

EtOH, H,, Pd/C 10%

st ' S
\n’o i OAC 67%
HO / o

»

OH
BO
226 ~
p
o)
H,N
H02 2 (@)
HO o J<NIN
HO /
OH

Schéma 11-44

Il n’y a pas de difficulté¢ lors du couplage et le nitro est effectivement réduit lors de la
déprotection des Troc. Par contre la désilylation s’est montrée beaucoup plus contrariante que
précédemment pour 219 ou 232 ; ainsi 'utilisation du complexe HF-Pyridine n’a pas pu
conduire au composé entierement désilylé, méme en forcant les conditions (large exces de

HF-pyr, durée de réaction rallongée). Tout a alors été repris et remis en réaction dans les
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conditions de Pirrung employant TEAx3HF pour désilyler nucléosides et nucléotides,” ¢’est
pourquoi le rendement indiqué est médiocre (et non optimisé d’ailleurs).
La meilleure voie d’acces a 226 a donc été établie comme celle utilisant ’hydrogénation

de 'intermédiaire 229 de la syntheése de 225 (Schéma 11-45).

EtOH
> 226

H,, Pd/C 10%  quantitatif

Schéma 11-45

5) Evaluations biologigues des prodroques 225 et 226

a) Stabilité

La stabilit¢ a ét¢ mesurée comme précédemment pour 221 par suivi HPLC de
solutions de 225 et 226 en milieu tamponné (tampon phosphate 0.02 M a pH 7.2) a 37°C. Les
prodrogues sont stables plus de 24h et aucune trace de docetaxel libéré prématurément n’a pu
étre mise en évidence pendant ce temps.

Les mesures de cytotoxicité et d’hydrolyse enzymatique peuvent alors étre entreprises.
b) Cytotoxicité
¢) Hydrolyse enzymatique
L’hydrolyse enzymatique des prodrogues 225 et 226 a été effectuée avec la [-D-
glucuronidase d’E. coli, a 37°C, a pH 7.2 dans un tampon phosphate 0.02 M. Les résultats

pour ces deux composés sont trés similaires puisque dans chaque cas deux pics apparaissent

successivement(Figures 11-10 et 11-11).
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120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
-20,00

Nitrodocetaxel 225

Time

100

—&— Prodrogue 225
—— Espaceur 223a
—a&— Docetaxel 2

Figure 11-10

Colonne Lichrospher - RP18e, 250 x 4.5 um
Détection par PDA a 226 nm

Incubation a 37 °C
Tampon Phosphate pH 7.2, 0.02 M

Prodrogue: 29.6 umol

B-D-glucuronidase (E. coli) : 2.5 pg/ml (12 unités/mL)
Isocratique : Tampon Phosphate pH 3, 0.02 M 53%
Acétonitrile 47%

I ml/mn

Débit :

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
-20,00

Aminodocetaxel 226

Time

—&— Prodrogue 226
—— Espaceur 223b
—a&— Docetaxel 2

Figure 11-11

Colonne Lichrospher - RP18e, 250 x 4.5 um
Détection par PDA a 226 nm
Incubation a 37 °C
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Tampon Phosphate pH 7.2, 0.02 M

Prodrogue: 29.6 pmol

-D-glucuronidase (E. coli) : 2.5 ug/ml (12 unités/mL)

Isocratique : Tampon Phosphate pH 3, 0.02 M 53%
Acétonitrile 47%

Débit : 1 ml/mn

Les premiers correspondent, respectivement par rapport a 225 et 226, aux composés 223a
et 223b par comparaison avec les échantillons synthétisés. Le second est identique dans les
deux cas et se trouve identifi¢é comme le docetaxel par comparaison HPLC avec le docetaxel
synthétisé.

Les demi-vies calculées sont de I’ordre de 10 mn pour les deux prodrogues, ce qui est
cohérent avec les résultats obtenus pour 221 dans les mémes conditions (notamment méme

nombre d’unités par mL).

Malgré des études approfondies (variations du taux d’enzymes, temps de prélevement) il
n’a jamais été possible d’identifier un intermédiaire analogue a 224 mais comportant le
docetaxel et non le paclitaxel. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cela.
La décomposition de I’intermédiaire docetaxel-chaine diamine est trop rapide pour étre
repérée ; la conformation du docetaxel serait ici a la base de la différence de comportement
observé entre paclitaxel et docetaxel. D’autre part, la possibilité d’avoir un pic pour cet
intermédiaire trop proche de celui du docetaxel pour pouvoir étre détecté convenablement ne
peut pas étre totalement exclue. On peut toutefois faire remarquer que le comportement des
prodrogues est bien dépendant de plusieurs facteurs, dont le composé cytotoxique qui leur est
associé. Seules les différences de réactivité et de comportement entre les dérivés du paclitaxel

et du docetaxel pourraient expliciter ce résultat.
d) Comparaison des prodrogues 221, 225 et 226

Les hydrolyses enzymatiques de ces trois prodrogues sont rassemblées dans une méme
figure (Figure 11-12). L’évolution générale est similaire pour les trois composés, mais on

notera que les ressemblances les plus fortes s’observent entre les deux prodrogues du

docetaxel.
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Prodrugs

120,00

100,00

80,00 —&— Nitro Taxotere

—i— Amino Taxotere
—&— Amino Taxol

60,00

40,00

20,00

0,00

Time

Figure 11-12

Il faut remarquer également la non influence des groupements nitro et amino sur la
cinétique de coupure de la liaison glycosidique. Toutefois, la prodrogue 221 du paclitaxel
montre une vitesse d’hydrolyse légérement inférieure aux prodrogues 225 et 226 du
docetaxel. Ceci souligne encore une fois I’importance de la drogue dans la constitution de la
prodrogue, 1’explication de ces derniers résultats pouvant avoir pour origine les différences de

conformations induites par la différence des deux agents antitumoraux.

En résumé, la synthése de prodrogues tripartites du paclitaxel et du docetaxel avec
espaceur double et résidu acide glucuronique a ét¢ menée a terme. Ce systéme montre de
meilleurs résultats au niveau de la libération de la drogue que 1’espaceur simple a cyclisation
de la prodrogue 158. I’approche que nous avons développée s’avere ainsi parfaitement
validée. On prendra bonne note du bon comportement des espaceurs a élimination 1,6
présentant un groupement amino. Cela remet en perspective 1’idée souvent admise que de tels
espaceurs 4-hydroxybenzyle nécessitent un groupement fortement électro-attracteur pour étre
efficient.

Dans ce chapitre, nous nous sommes orientés vers la synthése d’un nouvel espaceur,
applicable a des drogues de squelette fragile, pour améliorer les caractéristiques des
prodrogues. Une autre possibilité, a partir d’un systéme connu, est de modifier le site

d’accroche de I’espaceur ; ceci est I’objet du chapitre suivant.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

Comme suggéré dans D’introduction du Chapitre II, un moyen d’améliorer les
cinétiques d’hydrolyse des prodrogues du paclitaxel est de modifier la position d’accrochage
du bras espaceur. Par rapport a la prodrogue 158 décrite précédemment, les études de
modélisation moléculaire ont montré que I’approche de 1’enzyme pour son substrat pouvait
étre favorisée par ligation de I’espaceur en position 7.

Ainsi nous espérions pouvoir améliorer la cinétique d’hydrolyse enzymatique de la

prodrogue et obtenir un systéme plus efficace en synthétisant la prodrogue 236 (Figure 111-1).

HO
HO

158 236

Figure 111-1

L’espaceur employé¢ est du type a cyclisation ou le motif 4-nitrophénol se décompose de
manicre irréversible apreés hydrolyse enzymatique de 1’acide glucuronique par la B-D-
glucuronidase (Schéma I11-1). Dans cette cyclisation, I’espéce active est I’ion phénate, forme
présente a pH physiologique, notamment grace a la présence du groupement nitro attracteur.
Ceci favorise donc I’attaque nucléophile intramoléculaire sur la fonction carbamate, libérant

in fine le principe actif.

Paclitaxel-o>: :g}Paclitaxel
HO, Y © ) Oj N %\ /
HO Q B-Glucuronidase  _ d
HO O > @) _> + Paclitaxel
OH
NO, N NO,

O,

Schéma I11-1
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La N-méthylation accélére la réaction de cyclisation.””® De plus la tertiarisation de
I’aniline permet de s’affranchir d’éventuels problémes de décomposition des N-
phénylcarbamates en milieu alcalin par un mécanisme E;cB (Schéma I11-2). En effet, ceci

pourrait se traduire par une libération prématurée de la drogue dans le systéme circulatoire.”’

H R
RO N RO N
AN base \F\ NCO
\I(I)/ | ) —_ | \© — | N + ROH
/\ o) ,\ X
Y Y Y

Schéma I11-2
Ce chapitre concerne donc la synthése de la prodrogue 236. Les difficultés attendues

seront le couplage en 7 pour former une liaison carbamate tertiaire aprés protection adaptée de

I’hydroxyle 2°.
1) Bibliographie et rétrosynthese

1) Bibliographie

A ce jour, les protocoles décrits de carbamoylation en 7 du paclitaxel ou de ses
analogues relévent tous du travail de Greenwald.'”™ Le premier est la réaction d’un isocyanate

sur un taxoide correctement protégé en présence de quantité substoechiométrique de

178, 258

dibutyldilaurate d’étain Bu,SnLau, ; toutefois, 'utilisation du catalyseur en quantité

. r . N . y . . . . 1
stoechiométrique s’avére parfois nécessaire pour obtenir des rendements satisfaisants.'”™ Le
faible nombre d’isocyanates clefs commerciaux et les problémes de reproductibilité ont

conduit a opter pour une autre stratégie.

Ainsi, dans un second temps, une autre route explorée est 1’activation directe de la
position 7 par le bis(trichlorométhyl)carbonate (triphosgene), un équivalent du phosgéne. Les
problémes de stabilité des composés obtenus et leur non-isolement ne font pas de cette voie
une approche générale des carbamates en 7.'™

Un bon substitut a ce qui précéde est I’emploi de CDI (Carbonyl Dilmidazole) qui
représente la tactique la plus utilisée.'”® % 2°° Ceci consiste a activer la position 7 par le CDI
puis déplacer le carbamate intermédiaire par un exces d’amine primaire (Schéma I11-3). On

prendra bonne note du fait que [I'intermédiaire activé relativement stable est
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chromatographiable.
Pmi_l}lH
P N YO
OGP
interm” diaire
activ”
RNH, exc, s
»
GP: groupe
protecteur

Schéma I11-3

Le Tableau I11-1 ci-dessous réunit les différents carbamates préparés en 7 du paclitaxel ;

le groupement protecteur se réfere a la protection de I’hydroxyle en 2°.

GP Amine/lsocyanate (éq.) Conditions opératoires Rd". Réf.

Sur I’hydroxyle 7 libre

PEG-NCO (3) Bu,SnLau, (1.5 éq.), CHCl;
Ac 65%
(2000 et 5000) 50°C, 48h 178
BUQSHLale (1 éq), CH2C12
MeOAc Ph-NCO (2) 53%
reflux 18h
O
237
Bu,SnLau; (0.3 €q.)
NCO 2 2 258
MeOAc J\/\/\/ ND
TMSO THF 16h
(10)
Sur I’hydroxyle 7 activé par le CDI
MeOAc PhNH, (48) i-PrOH, 40°C, 12h 60% |
NH; 60-70%
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N\ NH,
i, N 50-55%
—/ 238
NaO;S(CH»);NH; 239 DMSO, 40°C, 12h 50%
MeOAc PEGQO()()NHZ (1) i-PI‘OH, reflux 21h 50%
7 Acide sialique- (OCH,);NH, i-PrOH - CH,Cl,/3-2 reflux |  85% 259
MeOAc R(OCH,);NH, (10) i-PrOH reflux 5h 82% | 2%
sur I’hydroxyle 7 activé sous forme de chlorure d’acyle
Triphosgene, pyridine
Ac PEG5()()()NH2 (2) 31% 178
CH,Cl,, 2h
Tableau I11-1

On peut constater d’emblée que tous les carbamates synthétisés sont secondaires, dérivant
du fait que les amines couplées sont toutes primaires (ou sous forme d’isocyanate). Les

o ees : i 178
rendements sont moyens dans I’ensemble et la reproductibilité parfois assez aléatoire.

2) Rétrosynthése de 236

L’approche rétrosynthétique envisagée se décompose comme suit (Schéma 111-4). La
prodrogue cible 236 proviendrait, aprés déprotection exhaustive du motif glucuronique et du
paclitaxel, du couplage entre 1’alcool en 7 du noyau taxane protégé et le centre carbonylé
activé du synthon 240 correctement protégé. Ce dernier découlerait du couplage glycosidique
entre I’acide glucuronique 55 et le phénol 241 suivi du changement des groupes protecteurs
du sucre.

Le composé 241 serait issu du 2-amino-4-nitrophénol commercial 242 et le bromosucre

de la glucurono-3,6-lactone 46 (cf. Chapitre I).

" La position 2' est déprotégée apres activation de la position 7 par le CDI et avant couplage avec 1'amine libre.
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/BOC
MeOz —N

AcO
5 TAco + HO NO, 241
U OAcBr U
o) H,N
HO VL \-
OH

Schéma I11-4

I1) Protection du paclitaxel

D’un point de vue chimique, comme mentionné précédemment, I’hydroxyle en 2’ est
le plus réactif des trois présents sur le paclitaxel. Il convient donc d’abord de le protéger pour

pouvoir ensuite envisager le couplage avec la partie espaceur 240.

1) Bibliographie

La protection de I’hydroxyle 2’ du paclitaxel par un éther de TBS est bien connue et
s’effectue dans des conditions classiques. Malgré le nombre important d’équivalents d’agent
silylant employ¢, la position 7 n’est jamais touchée et les rendements sont excellents (Tableau

11-2).
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L’introduction d’un TES sur cette méme position est également documentée. Le nombre
d’équivalents de réactif silylant est généralement moindre que dans les cas du TBS, de plus
les rendements sont inférieurs car du paclitaxel est récupéré (Tableau 111-2). Ceci s’explique
en partie par la possible silylation de I’hydroxyle 7 ; ainsi il est préférable d’arréter la réaction
avant la formation de ce produit non désiré, méme si le paclitaxel n’a pas complétement réagi.

On remarquera que la silylation de la position 7 par un TES de composés déja protégés en

2’ se fait dans des conditions plus dures que la simple silylation en 2’ (Tableau 111-2).

Produit de départ Conditions réactionnelles Rd". Réf.

2’-TBS-Paclitaxel

. TBSCI (10éq), Imid. (10éq) 261
Paclitaxel 1 quant.
DMF, TA, 12h
TBSCI (10éq), DMAP (10¢
Paclitaxel 1 (105 (1050 95% 262
CH,Cl,, TA, 20h

2’-TES-Paclitaxel

TESCI (15¢€q), Pyridine (exces) 81% 263
CH,Cl,, TA, 20h +17%de 1

Paclitaxel 1

Silylation en 7 par TESCI

TESCI (10¢q)
2’-TBS-Paclitaxel - 90% 261
Pyridine, TA, 12h
TESCI (5¢éq)
2’-Bz-Paclitaxel o a 72% 263
Pyridine, 55°C, 15h
Tableau I11-2

L’importance d’un TBS en lieu et place d’un TES en position 2’ est soulignée par le fait
que la réactivité des composés est différente ; en particulier avec un TES, les phénomenes de

type coupure de la chaine latérale sont plus importants.*"'

La protection de I’hydroxyle en 2’ a été réalisée grace a deux groupements silylés

différents : le triéthylsilyle (TES) et le tert-butyldiméthylsilyle (TBS). Les avantages du
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second sur le premier sont sa meilleure stabilité¢ et un meilleur contréle de la régiochimie de
I’hydroxyle protégé ; par contre il peut, par son encombrement stérique, poser des problémes

de réactivité ou de conformation sur le composé protégé obtenu.

2) Protection par le TBS

Les premiers essais de protection du paclitaxel par du chlorure de TBS (TBSCI), a
25°C, que ce soit dans du CH,Cl, avec de la DMAP ou dans le DMF avec de I’imidazole, se
sont étonnamment révélés infructueux. Devant ce manque de réactivité, il a été¢ décidé
d’employer un réactif silylant plus puissant, en Ioccurrence du TBSTf. En solution dans
CH,Cl,, le paclitaxel s’est montré sensible au TBSTT et se décompose. Ceci est évité lorsque
la réaction a pour solvant la pyridine, mais le paclitaxel ne réagit pas. En fin de compte, la
protection a pu étre effectuée en faisant réagir du TBSTT sur du paclitaxel en solution dans du
CH,Cl; et en présence de pyridine. L’inconvénient de la méthode est que le TBSTT est peu
ais¢ a manipuler, surtout en petites quantités, et que, plus réactif que le TBSCI, il pourrait
potentiellement silyler la position 7.

Ainsi, aprés qu’il elt été observé que, méme en présence d’un grand exces de réactif
silylant, seul I’hydroxyle en 2’ était protégé, la méthode de choix qui s’est imposée a été de

faire réagir un exceés de TBSCI, en présence d’imidazole, dans CH,Cl, en chauffant a 40°C
(Schéma I11-5).

1 + TBSCI+ Imidazole CH,Cl, R
S0°q 307a 40¢on, 75%
Schéma I11-5

On peut déja s’apercevoir ici de la difficulté d’accéder a la position 7, dans des conditions

pourtant usuelles pour la silylation d’un hydroxyle secondaire (Protective Groups p127-132).
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3) Protection par le TES

En ce qui concerne la protection par le TES, la problématique est opposée a la
précédente. En effet, le TESCI est plus réactif que son homologue TBSCI du fait en particulier
de sa taille plus réduite ; la difficulté n’a pas été de protéger la position 2’ mais d’éviter de
toucher a la positon 7. Ceci étant d’autant plus mal aisé qu’il fallait quand méme chauffer un
peu le milieu pour avoir une réaction et donc jongler entre consommation du paclitaxel et
formation du produit de bis-silylation. La mise au point de la réaction a toutefois permis
d’obtenir les résultats satisfaisants, cohérents avec ceux décrits par ailleurs, détaillés dans le

Schéma I11-6.

1 + TESCI +Imidazole >
1.67q. 107q. 40LC, 1h, 80%
Schéma I11-6

I11) Préparation de I’intermédiaire 240

Le premier intermédiaire visé est celui issu du couplage glycosidique mais comportant
les bons groupements protecteurs compatibles avec le paclitaxel.
Il faut en premier lieu obtenir 1’analogue 246 avec les groupes acétates et ester

méthylique sur le sucre.

1) Préparation de I’intermédiaire 246

Il faut d’abord protéger convenablement le phénol 242 puis opérer un couplage avec le
bromure 55.
A partir du phénol commercial 242, la premiére étape est une monométhylation, réaction

assez délicate a effectuer. En effet dans les conditions d’Hoffman (Mel en présence de base),
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le produit de bis-méthylation est trés souvent obtenu, et de manic¢re non négligeable. Des

aménagements expérimentaux permettent toutefois d’avoir de bons rendements.***

D’autres protocoles sont utilisés, du type Leuckart-Wallach reprenant la procédure

65

d’Eschweiler-Clarke®, hydrogénation d’une imine intermédiaire® ou encore N-formylation

.. , . 266
suivie d’une réduction au borane.

L’inconvénient de ces modes opératoires est que le
groupement nitro serait réduit dans ces conditions ; ils ne sont par conséquent pas applicables
a notre cas.

Nous avons opté pour une méthylation classique au Mel sur un produit de départ
commercial peu colteux (Schéma I11-7). L aniline résultante 245 a ensuite été protégée par

un BOC.

/BOC
H,N —NH —N
MeOH, Mel THF, H,0
HO NO, > HO NO, > HOONOZ
TEA, 40.C BOC,0, K,CO;
242 39% 245 90% 241
Schéma 111-7

L’étape suivant est un couplage glycosidique classique entre un bromure et le phénol 241.
Les conditions usuelles de Kdenigs-Knorr conduisent avec un bon rendement au composé 246

attendu (Schéma 111-8).%% %

BOC BOC
/ /
M 602 —N M O —N
ACO . CH,CN, Ag,0 €O,
AcO HO NO, > A(:‘O\O o NO,
C
OAc Br 85% OAC
55 241 246

Schéma I11-8

Il faut a présent changer les groupements protecteurs puisque nous nous trouvons dans la

méme situation qu’au Chapitre II avec le produit 168.

* 7 . . . , . . . . . .y
Me¢élange d'acide formique et de formol, ce premier réduisant 1'imine issu de la condensation de ce deuxi¢me
sur l'amine de départ.
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2) Changement de groupements protecteurs

Le groupement BOC de 246 est d’abord hydrolysé en milieu acide dans des conditions

douces, puis le produit résultant est saponifié par la potasse dans I’acétone (Schéma I11-9).
BOC

/
—N —NH
MeO, CH,Cl,, TFA MeO,
AcO NO, > AcO NO,
AcO o AcO
OAc 65% OAc
246 247
—NH
KOH, ac”tone HO,
> HO NO,
o HO
91% oH
248

Schéma 111-9

Comme au paragraphe I11.3 du Chapitre II, silylation et estérification sont opérées 1’'une a
la suite de I’autre (Schéma I11-10). Cependant ici le rendement des deux étapes est correct,

bon méme si on le compare au résultat du paragraphe sus-cité.

—NH e —NH
HO, 1) Pyridine, TBSTf BnO,
HO NO, » TBSO NO,
HO TBSO
OH 2) CH2C12, BI’IOH, OTBS
248 DMAP, DCC 42% 249

Schéma 111-10

Enfin I’amine est activée classiquement par le phosgeéne pour mener au chlorure de

carbamoyle 240'"* (Schéma 111-11) chromatographiable prét a étre couplé.

Q
Yo
—NH —N
BnO, CH2C12, COClz BnO,
TBSO NO, » TBSO NO,
TBSO TBSO
oTBS TEA, OIC oTBS
249 93% 240

Schéma 111-11

Nous possédons a présent tous les éléments pour le couplage permettant 1’acces a la

prodrogue cible.
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V) Couplage

Pour le couplage, deux stratégies s’offrent a priori a nous. En effet, il faut dans cette
réaction activer un des deux partenaires ; les deux voies correspondent donc a 1’activation de

[’un ou de ’autre.

1) Activation du paclitaxel

Nous avons d’abord pensé former un chloroformiate en position 7 pour le faire réagir
sur ’amine 242 et établir le lien carbamate. Ceci est notamment utilisé pour la création de
liaison ester ou carbonate sur cette position.'”® Le groupe de Dubowchik utilise ainsi le
diphosgeéne pour former des liaisons carbamates en cette position, notamment lorsque
I’emploi d’un carbonate activé se montre inefficace.™

Le chloroformiate intermédiaire n’est évidemment pas purifié, le seul traitement est
I’évaporation a la pompe a palettes du milieu réactionnel. Les essais avec du phosgéne n’ont
pas permis d’isoler le produit de couplage attendu, méme lorsque une amine mode¢le simple
comme la pipérazine était employée.

Par contre, une premicre tentative en utilisant cette fois le chloroformiate de
trichlorométhyle (diphosgéne) sur 243 puis addition d’une amine primaire, en 1I’occurrence la
butylamine, a permis 1’obtention du carbamate 252 caractérisé par RMN 'H et SM (Schéma

111-12). Cependant les limitations de cette procédure sont le faible rendement et I’emploi

d’une amine primaire, qui semble un point important.

a3 AJ\ ey + 7O, -
O 0[C-TA, 1h
2°q exc,s
250 251 252
Schéma 111-12

Ce protocole a toutefois été ensuite adapté a I’amine 249 ; aucune tentative, aussi bien sur
le paclitaxel protégé par un TBS que par un TES, n’a permis I’obtention du carbamate visé.

Les essais effectués n’ont donc pas permis de trouver des conditions satisfaisantes pour le
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couplage et sont restés infructueux de par le controle délicat de la formation du
chloroformiate intermédiaire et sa fragilité, et aussi largement du fait de la faible réactivité

nucléophile de I’amine aromatique 249.
Une activation par le choloformiate de 4-nitrophénol a aussi été envisagée sur 244, mais

le composé ne semble pas assez réactif dans ces conditions (CH,Cl,, TEA ou DIPEA, TA
24h) pour créer le carbonate activé. Enfin la méthode au CDI avec le 2°-TBS-paclitaxel en
one-pot avec I’amine 249 n’a rien donné non plus.

Tout cela nous a conduits a abandonner cette approche pour nous tourner vers 1’activation

de ’amine.

2) Couplage avec I’amine activée

Notre seconde stratégie a alors consisté a utiliser la fonction amine de 249 activée sous
forme d’un chlorure de carbamoyle 240.
Les différents essais avec 243 et le chlorure de carbamoyle 240 sont rassemblés dans le

Tableau 111-3.

H N
ph/\,)‘\om TBSO
: + TBSO
/o OTBS
/ NO
S 2
™ 240
Réactifs Solvant Produits
DMAP (2¢q.), TEA (2¢q.) CH(Cl, Amine 240
DMAP (xs) DMF 243
DMAP (XS) CH(Cl, 243
DMAP (xs), DCC (5éq.) reflux CH,Cl, 18h 243

Tableau 111-3
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L’usage de DCC et DMAP est trés courant pour la formation d’esters en 7 du paclitaxel
c’est pourquoi nous 1’avons envisagé.'” *” Malgré les nombreuses tentatives, le paclitaxel

protégé par un TBS en 2’ se montre peu réactif.

Paradoxalement, le couplage avec 244 dans les conditions DCC et DMAP a permis
d’obtenir le carbamate 253 tant voulu (Schéma I11-13). Certes le rendement est assez faible et

le produit, méme apres chromatographies, encore impur (présence de DCU/DCC).

C/I\:
0
Bn02 \N CH2C12 BI"IOZ O
-
TBSO S >\No
244 + TBSO A\ © DMAP, DCC TBSC OTBS 2
0TBS —N
NO,
240  27q.

Schéma 111-13

Maintenant que la prodrogue cible protégée a été obtenue, il faut effectuer les réactions

de déprotections qui conduiront a 236.

3) Déprotections de 253

Les deux hydrolyses successives, silyles puis ester benzylique, s’effectuent dans les

conditions classiques déja décrites dans ce document (Schéma 111-14).
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BnO,
TBSO
TBSO

OTBS \N
0]
Pyrldme, HF-Pyr h)J\
N D
0[3TA, 18h P
~ 55% 254

EtOH, Pd/C 10%

s

Schéma 111-14

La prodrogue 236 a été obtenue sous sa forme déprotégée mais des problémes majeurs de
purification et de caractérisation, dus en partie aux faibles quantités mises en jeu, se posent
encore. En effet, malgré les multiples chromatographies effectuées, la RMN 'H n’est pas
enticrement exploitable, seuls les spectres de masse effectués sur chaque intermédiaire
permettant de s’assurer de la présence du bon produit et d’avancer un peu plus slirement.
L’acquisition d’une HPLC préparative moderne permettrait peut-étre de résoudre ces
problémes de purification qui sont d’ailleurs souvent rencontrés avec des composés

comportant un acide glucuronique libre.
Vu la faible quantit¢é de prodrogue 236 isolée, et sa pureté insuffisante, aucune

caractéristique biologique aussi bien in vitro qu’in vivo n’a été effectuée. Cependant, c’est a

notre connaissance, a ce jour, le seul carbamate tertiaire obtenu en position 7 du paclitaxel.
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1- Solvants

a) Séchage

o Le dichlorométhane et I’acétate d’éthyle anhydres sont recueillis apres reflux

prolongé sur pentaoxyde de diphosphore (P,O;).

» Le tétrahydrofurane et I’éther éthylique sont obtenus apres distillation sur un

mélange sodium/benzophénone sous atmosphére d’argon.

* Le diméthylformamide et I’acétonitrile sont conservés sur TM 4A activé par
chauffage au four & micro-ondes, le méthanol sur TM de 3A activé identiquement, et

conserves sous atmospheére d’argon.
« La pyridine est distillée sur hydrure de calcium et conservée sur TM 4A.

* Le toluéne anhydre est obtenu par réduction du volume approprié de toluene "pure

pour synthése".
b) Chromatographies

Pour les chromatographies, les solvants (dichlorométhane, cyclohexane, acétate

d’éthyle,...) de qualité "pure pour synthese" sont utilisés tels que.

2- Chromatographies

Les analyses par chromatographie sur couche mince (CCM) ont été réalisees sur
plaques de silice prétes a I’emploi : gel de silice Kieselgel Merck 60 F,, d’épaisseur 0.2 mm,
déposé sur feuille d’aluminium. Elles sont utilisées, soit pour suivre I’avancement des
réactions, soit pour optimiser le choix d’un mélange de solvants chromatographiques. Les
produits sont élués avec des mélanges volume a volume de solvants.

La position des composés sur plaque est visualisée a I’aide d’une lampe Ultra-Violet (A=
254 et 356 nm) et par usage d’un des révélateurs suivants (trempage puis chauffage au
décapeur) :

- solution d’acide sulfurique a 5% dans I’éthanol (révélateur assez universel,

carbohydrates).

- solution de 1.23g de p-anisidine et 1.66g d’acide phtalique dans 100 mL d’éthanol
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95% (détection de carbohydrates ; tdche marron pour les acides uroniques).

- solution éthanolique & 1.2 g.L™ de ninhydrine (amines et dérivés).

- solution a 1% massique de tétrachloro-p-benzoquinone dans le toluéne (révélateur des
phénols)

- vanilline sulfurique 1% (entre autres pour les taxoides)
Sauf mention spéciale, les séparations par chromatographie sur silice ont été réalisées

sur des gels de silice 60 A C.C 35-70 um avec une masse de 50 a 100 fois celle du produit

brut. Les fractions sont contr6lées par CCM dans les conditions énoncées précédemment.

3- Analyses physico-chimiques

» Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire ont été enregistrés sur un
appareil BRUKER Avance 300. Les spectres proton *H ont été enregistrés a 300 MHz, tandis
que les spectres *C ont été enregistrés a 75 MHz. Le solvant deutérié employé est celui
indiqué dans la section RMN de la partie ANALYSES de description des composés. Les
déplacements chimiques des spectres proton sont exprimés en ppm (partie par million) et
référencés par rapport au pic résiduel du solvant deutérié utilisé : 7.26 pour le chloroforme,
2.50 pour le diméthylsulfoxyde, 3.31 pour méthanol et 4.79 pour I’eau. Les déplacements
chimiques des spectres carbone 13 sont exprimés en ppm et référencés par rapport au pic
central du solvant deutérié utilisé : 77.1 pour CDCl;, 39.5 pour (CD,),SO et 49.0 pour

CD,OD.

La multiplicité des signaux est indiquée par les abréviations suivantes :

s pour singulet se pour singulet d pour doublet dd pour doublet de
élargi doublet
ddd pour doublet de t pour triplet dt pour doublet de ~ ABq pour quadruplet
doublet de doublet triplet a effet toit
gt pour quintuplet ht pour heptuplet m pour multiplet

Les constantes de couplage sont exprimées en Hertz (Hz). La numérotation des signaux

des molécules a été choisie de maniére arbitraire sauf en ce qui concerne le paclitaxel, le
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docetaxel et leurs dérivés, pour permettre une uniformisation et une comparaison entre les

différents composés synthétisés.

« Les spectres de masse d’ionisation chimique (IC+NHs") et de Fast Atom
Bombarding (FAB) avec matrice MB (Magic Bullet) ou NBA (NitroBenzylic Acid) ont été
effectués sur un spectrometre de masse NERMAG R10-10C.

Les spectres électrospray (ESI) en mode positif ou négatif suivant la nature des
composés, ont été effectués sur spectrométre de masse LCTOF (Micromass, Manchester,
UK) équipé d’une source électrospray orthogonale (Z-spray) et d’un analyseur de temps de

vol avec un réflectron réglé pour une résolution isotopique égale a 5500.

* Les spectres d’infrarouge ont été enregistrés sur un spectrométre a transformée de

Fourier Perkin-Elmer 1710 en solution de CDCI; ou sur pastille de KBr ou de NaCl. Les

fréquences d’absorption sont exprimées en cm™ a leur maximum d’intensité.

* Les points de fusion ont été mesurés en tube capillaire sur appareil a point de fusion

numerique Electrothermal et sont non corrigeés.

* Les pouvoirs rotatoires [ ]D20 ont été déterminés au moyen d’un polarimetre

Perkin-Elmer 241, pour la raie D du sodium (589 nm), a 20°C avec une concentration

exprimée eng/100 mL.

* Les études biochimique et analytique ont été effectuées sur un appareil de HPLC
Waters avec une pompe 600, un détecteur a barrettes de diodes 996, un injecteur manuel

Rhéodyne et comme logiciel, Millenium3? version 3.2.

4- Conditions des études biochimique et analytique

* Les solutions employées pour I’appareil de HPLC ont été un tampon phosphate 0.02

M a pH 7.2 pour les études de stabilité et pour les études de cinétique enzymatique.

La colonne employeée est une colonne LiChrospher® RP18e (250x4.5 m).
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* Les mesures de cytotoxicité (1Cy;) ont été réalisées a I’ Institut de Recherche Servier

a Suresnes. Elles ont été mesurées sur des cellules de la lignee L1210 (cellules leucémiques

de la souris) en utilisant le test MTA (Microculture Tetrazolium Assay).
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Cette partie comporte les modes opératoires, les données spectroscopiques et analytiques
des produits préparés. Les descriptions des composés se trouvent aux pages suivantes :

Composé | Page Composé | Page Composé | Page
47 177 140 205 204 237
50 177 141 206 217 239
51 177 144 207 218 240
52 180 145 208 219 242
53 181 146 209 220 244
66 182 153 210 221 246
56 183 135 211 223a 248
71 185 155 212 223b 249
72 186 171 213 230 250
78 187 176 214 227 251
55 188 166 215 231 252
103 189 168 216 228 254
107 190 184 217 2 256
108 191 185 218 232 257
109 192 186 219 229 259
57 193 187 219 225 261
112 194 180 222 233 263
113 195 188 222 234 265
111 196 189 224 235 267
114 197 190 226 226 268
116 198 191 228 255 270
132 199 192 230 243 271
133 200 181 232 244 273
117 201 198 232 252 275
115 202 202 233 253 276
134 203 203 235 254 278
139 204 205 236 236 280
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Cette partie comporte les modes opératoires, les données spectroscopiques et analytiques
des produits préparés. Les descriptions des composés, classés par ordre croissant de numéro,

se trouvent aux pages suivantes :

Composé | Page Composé | Page Composé | Page
2 256 135 211 204 237
47 177 139 204 205 236
50 177 140 205 217 239
51 177 141 206 218 240
52 180 144 207 219 242
53 181 145 208 220 244
55 188 146 209 221 246
56 183 153 210 223a 248
57 193 155 212 223b 249
66 182 166 215 225 261
71 185 168 216 226 268
72 186 171 213 227 251
78 187 176 214 228 254
103 189 180 222 229 259
107 190 181 232 230 250
108 191 184 217 231 252
109 192 185 218 232 257
111 196 186 219 233 263
112 194 187 219 234 265
113 195 188 222 235 267
114 197 189 224 236 280
115 202 190 226 243 271
116 198 191 228 244 273
117 201 192 230 252 275
132 199 198 232 253 276
133 200 202 233 254 278
134 203 203 235 255 270
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5-Fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde 47

N S C/HsFO,
Mol. Wit.: 140.11
F OH Cristaux blancs en aiguille T;°=82-83°C
b ¢ R¢(CH,Cl,-Cyc/8-2) =0.60

Meéthode o : 25g (223 mmol) de 4-fluorophénol 48 commercial sont dissous dans 140 mL
de TFA. 63g (2¢q.) ’HMTA (hexaméthylénetétramine) sont ajoutés et le milieu chauffé a
100°C pendant 4 heures. Apres refroidissement, le sirop orange obtenu est versé sur 55 mL
d’H,SO4 dilué dans 750 mL d’eau et I’agitation poursuivie 1/2 heure. Aprés extraction par
3x300 mL de CH)Cl,, lavage a 1’eau, séchage sur MgSO,4 et concentration de la phase
organique, le composé est purifi¢ sur colonne de gel de silice (éluant CH,Cl,-Cyc/8-2).
12.51g (89.2 mmol, 40%) de produit 47 sont isolés ainsi que 6.5g (44.6 mmol, 20%) du

produit de bis formulation 50. IIs sont tous les deux recristallisés dans 1’heptane.

Meéthode & : Une solution du phénol 48 (2.24g, 20 mmol) dans 80 mL de CH,Cl, est
refroidie par un bain eau-glace-sel et mis sous argon. 4.4 mL (2 éq.) de TiCl4 sont additionnés
goutte-a-goutte (solution rouge sanguin) suivis de méme de 3.0 mL (1.5 ¢éq.) de
dichlorométhylméthyléther (important dégagement gazeux). Une fois revenu a TA et ce
dégagement fini, le milieu est de nouveau refroidi par un bain et 20 mL d’HCIl 5% ajoutés.
Aprés décantation et séparation, la phase aqueuse et extraite par 3x20 mL d’éther. Les phases
organiques réunies sont lavées par K,CO; g et concentrées sous vide puis le résidu
chromatographié¢ (¢luant CH,Cl,-MeOH/95-5). 1.13g (50%) du phénol de départ et 1.09¢g
d’une huile incolore a I’odeur forte (7.8 mmol, 39%) identifiée comme le formiate de 4-

fluorophénol 51 (voir analyses ci-dessous) sont récupérés.

Méthode — : A une solution de 48 (5g, 44.6 mmol), de MgCl; ann (6.37g, 66.9 mmol, 98%
anh., séché sur P,Os) et de TEA (23.5 mL, 167.3 mmol, séchée sur sodium) dans 223 mL de
CH3CNyy, sont ajoutés 9.4g (226 mmol) de paraformaldéhyde (96%, séché sur P,Os). Les
dissolutions sont légérement exothermiques et le mélange est agité vigoureusement 1/2 heure.
Puis le milieu est porté a reflux 3 heures avec une montée en température progressive car la

réaction peut devenir vive. Apres retour a TA, le milieu est acidifié par HCl 5% et extrait a
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I’éther diéthylique, séché sur MgSOy et chromatographié (éluant CH,Cl,-MeOH/95-5). 3.50g

(56%) du benzaldéhyde sous forme de solide blanc floconneux sont obtenus.

Meéthode c : 10.4g (67.4 mmol) de 4-fluoroanisole 53 dissous dans 10 mL de CH,Cl, sont
refroidis a -78°C par un bain éthanol-carboglace puis additionnés de 10 mL d’une solution
molaire de BBr; dans CH,Cl,, suivi de 10 mL de BBr3; on laisse revenir a ’ambiante durant
la nuit. L hydrolyse du milieu s’effectue par ajout trés précautionneux de méthanol, le tout est
ensuite évaporé sous pression réduite (Tmax du bain = 40°C). Le résidu est lavé par de la
soude 2N et la phase aqueuse acidifiée par HCl concentré. On extrait ensuite a I’éther, lave par
NaClgy jusqu’a pH = 4 et évapore. 2.7g (29%) d’un solide marron-beige sont récupérés ; une

tentative de recristallisation dans I’heptane ne donne rien ; cependant la RMN est correcte.

Méthode € : 5g (32. mmol) de I’anisole 53 sont suspendus dans 140 mL d’HBr aq. 40%.
On porte a reflux (110°C), et une fois que la déméthylation a eu lieue, 1’aldéhyde désiré
s’évapore et recristallise dans le réfrigérant. Ce dernier est alors lavé au CH,Cl,, et la phase
organique est extraite une fois par de I’eau puis séchée sur MgSQO,. Par évaporation, le 5-
fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde est obtenu de manicre quantitative sous forme de cristaux

blancs.

ANALYSES :

5-Fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde 47 :

RMN *H (CDCL) : & = 10.78 (s, 1H, OH) ; 9.85 (s, 1H, CHO) ; 7.26 (m, 2H, Hayp) ;
6.96 (dd, ] = 8.7 et 4.1 Hz, 1H, H.).

RMN C (CDCl;) : 6 =195.5 (d, J = 1.9 Hz, CHO) ; 157.9 (C,-OH) ; 155.7 (d,J =
240.1 Hz, C-F) ; 124.7 (d, J = 23.7 Hz, Cas) ; 120.1 (d, J = 6.1 Hz, Cq-CHO) ; 119.3 (d, J =
5.9 Hz, Co); 118.1 (d, J = 22.6 Hz, Cap).

Analyse élémentaire (%) :
Calc. C: 60.01 H:3.60 F:13.56
Exp. C:59.23 H:3.47 F:13.38
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5-Fluoro-3-formyl-2-hydroxybenzaldéhyde 50 :

CHO CgHsFO4
Mol. Wt.: 168.12

F OH Cristaux jaunes duveteux

Ti°= 104-105°C
CHO R, (CH,Cl,-Cy/8-2) = 0.30

RMN *H (CDCI) : 6= 11.37 (s, 1H, OH) ; 10.18 (s, 2H, CHO) ; 7.66 (d, J = 13.5 Hz,
2H, Haro).

RMN £C (CDCly) : 8= 191.1 (CHO) ; 159.8 (Cq-O) ; 155.5 (d, J = 243.6 Hz, Cq-F) ;
123.8 (Cq-CHO) ; 123.6 (d, J = 23.7 Hz, CHo).

Analyse eélémentaire (%) :
Calc. C:57.15 H:3.00 F:11.30
Exp. C:57.01 H:2.98 F:11.09

Formiate de 4-fluorophénol 51 :

b_a C;HsFO,

F—@—OC HO Mol. Wt 140.11

Huile incolore
R¢ (CH,Cl1,-MeOH/97.5-2.5) = 0.70

RMN *H (CDCI5) : § = 8.24 (s, 1H, CHO) ; 7.06 (m, 4H).

RMN C (CDCls) : §=160.4 (d, J = 335.2 Hz, Cq-F) ; 159.3 (CHO) ; 145.6 (d, J =
3.4 Hz, Cq-0) ; 122.6 (d, ] = 8.6 Hz, C,) ; 116.2 (d, ] = 23.5 Hz, Cy).

MS (CI*+NH3) : m/z = 158 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

4-Fluoroanisole 52

3 2 C;H;FO
. C O/ Mol. Wt.: 126.3
Liquide incolore
3 2 Rt (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) =0.75

A une solution de 5g (44.6 mmol) de 4-fluorophénol 48 dans 185 mL d’acétone sont
additionnés 30.72¢g (5 éq.) de K,CO; et 27.8 mL (10 €q.) de Mel. Le milieu est mis a reflux 1
nuit. Apres filtration et évaporation le résidu est repris dans CH,Cl, puis lavé a I’eau pour
¢liminer le carbonate de potassium résiduel. On séche sur MgSOj, et concentre sous vide pour

obtenir 4.25g (76%) de I’anisole 52 sous forme d’un liquide incolore.
ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : § =6.91 (m, 2H, Hy") ; 6.85 (m, 2H, H33) ; 3.73 (s, 3H, CH;0).

RMN C (CDCI) : 8 = 157.1 (d, J = 237.3 Hz, Cq-F) ; 155.8 (d, J = 1.5 Hz, Cq-0) ;
115.5 (d, J = 23.1Hz, Cs3) ; 144.6 (d, J = 7.9 Hz, C22") ; 55.0 (CH;0).
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Partie Expérimentale

5-Fluoro-2-méthoxybenzaldéhyde 53

Une solution de 4.25g (33.7 mmol) de 4-fluoroanisole 52 dans 25 mL de CH,Cl,,
refroidie a 0°C et sous argon, est additionnée goutte-a-goutte de 6.17 mL (1.67 éq.) de TiCly
suivi, précautionneusement, de 3.4 mL (1 éq.) de dichlorométhylméthyl éther. La solution
rouge sang est laissée revenir a TA et agitée 8h de plus, apres quoi elle prend une coloration
verdatre foncé. La mixture est versée sur un mélange eau-glace, extrait une fois par 65 mL de
CH,Cl,. Les phases organiques sont lavées a 1’eau 3x25 mL, par NaClg, et séchées sur
NaSOy. 5.10g (quant.) d’un liquide rouge sanguin qui se solidifie au bout d’un moment a TA

sont récuperes.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : § = 10.40 (d, J = 3.1 Hz, CHO) ; 7.48 (dd, J = 8.3 et 3.3 Hz, Hy) ;
7.25 (ddd, J=10.9, .1 et 3.3 Hz, Hy) ; 6.95 (dd, J=9.1 et 3.8 Hz, H) ; 3.91 (s, 3H, CH;0).

RMN £C (CDCls) : § = 155.9 (d, J = 237.3 Hz, Cq-F) ; 152.1 (Cq-O) ; 123.5 (d, J =
5.7 Hz, CCHO) ; 118.0 (d, J = 2.0 Hz, Co); 117.9 (d, J = 22.5 Hz, Cap); 116.1 (d, J = 22.5
Hz, Cap) ; 49.0 (CH;0).
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Partie Expérimentale

5-Fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde-N-méthylimine 66

5.30g (37.9 mmol) de 5-fluorosalicylaldéhyde 47 sont mis en suspension dans 30 mL
de méthanol. Puis 4.27 mL (61.1 mmol) d’une solution aqueuse a 40% de méthylamine sont
additionnés. La solution se colore immédiatement en jaune et devient limpide au bout de 5
minutes. On peut noter une légeére exothermie. Le milieu réactionnel est agité une heure a TA;
son pH est de I’ordre de 8.

Ensuite on verse le tout sur 60 mL de NaClg, et extrait par 5x30 mL de chloroforme. La
phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée sous vide. 5.50g (95%) de I’imine 66

sous forme d’une huile incolore sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 13.18 (se, 1H, OH); 8.27 (d, ] = 1.3Hz, 1H, HCN) ; 7.01(m,
1H, Hy) ; 6.92 (m, 2H, H) ; 3.49 (d, ] = 1.4 Hz, 3H, CH;N).

RMN C (CDCIy) : § = 165.2 (d, J = 2.4 Hz, HCN) ; 157.2 (Cq-O) ; 155.3 (d, J =
236.2 Hz, Cq-F) ; 119.0 (d, J = 23.2 Hz, Cv) ; 118.6 (d, J = 7.1 Hz, Cq-CN) ; 118.0 (d, J = 7.4
Hz, Co); 116.2 (d, J=23.2 Hz, C,) ; 46.1 (CH;N).
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Partie Expérimentale

(5-Fluoro-2-hydroxybenzyl)méthylamine 56

a N\H CgHyoFNO
Mol. Wt.: 155.17
F H
© Solide brun
At R; (CH,Cl,-MeOH/1-1) =0.13

M¢éthode @ : A 500mg (3.57 mmol) de 5-fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde 47 dans 5
mL d’EtOH,ps, sous argon et a TA, sont ajoutés 1 mL (2 éq.) de TEA (la solution devient
jaune canari) puis 2.14 mL (2 éq.) de Ti(i-PrO), (la solution devient rouge orangé) et enfin
486 mg (2 éq.) de MeNH,xHCI. Aprées agitation pendant Sh, 206 mg (5.4 mmol) de NaBH4
sont ajoutés par portions et 1’agitation poursuivie une nuit. Puis la réaction est quenchée par
15 mL d’ammoniaque 2M et extraite par 30 mL de CH,Cl,. Les phases organiques sont
acidifiées par HCl 1M, la phase aqueuse extraite par 30 mL de CH,Cl, puis basifiée par
NaOH 2M et extraite une nouvelle fois par 30 mL de CH,Cl,. Apres lavage par NaClgy,
séchage sur MgSOj, et chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/1-1), 145mg (26%) de I’amine

sont récuperes.

Méthode @ : A 1g (6.54 mmol) de I’imine 66 dissoute dans 50 mL de MeOH (solution
jaune) sont additionnés 250mg (6.6 mmol) de NaBH4. La solution devient blanche et se
trouble. La réaction est terminée (suivi CCM) au bout de 3 heures. Le milieu est évaporé,
repris dans 100 mL d’AcOEt et lavé par 10 mL de K,COs . Apres traitement et purification
sur colonne de gel de silice, éluant CH,Cl,-MeOH/1-1, 300mg (30%) d’amine (huile beige-

marron) sont obtenus.

M¢éthode — : A 1g (6.54 mmol) de I'imine 66 dissoute dans 60 mL de MeOH sont
ajoutés 30mg de charbon palladi¢ a 10%. Puis le milieu réactionnel est mis sous pression
d’hydrogeéne (1 bar). Au bout d’une nuit, le milieu est filtré, concentré et purifié comme
précédemment. L’amine est récupérée sous forme de 970mg (97%) d’une huile beige clair qui

cristallise.

ANALYSES :
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Partie Expérimentale

RMN *H (CDCls) : & = 6.84 (dt, J = 8.7 et 3.0 Hz, 1H, Hp) ; 6.71 (m, 2H, H,) ; 5.61
(se, 2H, NH,") ; 3.90 (s, 2H, CH,N) ; 2.44 (s, 3H, CH3N).

RMN 2C (CDCls) : § = 155.9 (d, J = 236.0 Hz, Cq-F) ; 154.1 (Cq-O) ; 123.0 (d, J =
7.3 Hz, Cq-CHa) ; 116.8 (d, J = 7.7 Hz, C) ; 114.8 (d, J = 23.6 Hz, C) ; 114.7 (d, J = 22.5
Hz, Cap) ; 54.2 (CH,) ; 35.0 (CHs).
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Partie Expérimentale

N-tert-Butoxycarbonyl-(5-fluoro-2-hydroxybenzyl) méthylamine 71

C13H1gFNO3

{
a .
\COZ < Mol. Wt.: 255.29
F OH Huile incolore
b c

R, (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5)= 0.79

Méthode @ : A 1g (5.5 mmol) de ’amine 56, dans 12.5 mL de THF, sont ajoutés
3.12g de BOC,0 (2.6 €q.), puis 3.8g (27.5 mmol) de K,COs; et en dernier 12.5 mL d’eau. La
solution jaune pale obtenue est laissé sous agitation 24h.

I1 est alors procédé a une acidification par NH4Clgy, suivie d’une extraction par 3x30 mL
d’ AcOEt, séchage sur Na,SOy et concentration sous pression réduite. La RMN 'H effectué sur
cet extrait montre la présence du produit 70 N- et O-BOC. L’huile récupérée est remise en
solution dans 30 mL de MeOH en présence de 3g de K,COs3; pendant 3h, a TA. Le méme
traitement que ci-dessus est réalisé. Le produit obtenu est purifi¢ sur colonne de silice (éluant
CH,Cl; puis CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5). 1.05g (67%) du composé N-BOC 71, sous I’aspect

d’une huile incolore, est récupéré.

Méthode @ : 1g (5.5 mmol) de 56 dissous dans 15 mL de THF est additionnée de
1.66g (1.1 éq.) de BOC,0 et de 1.52g (2 éq.) de K,COs. Le méme traitement que

précédemment fournit 772 mg (55%) de I’amine 71.

ANALYSES :

RMN *H (CDClg) : & = 9.19 (se, 1H, OH) ; 6.84 (m, 2H, Hyy) ; 6.79 (dd, 1H, J = 8.7
et 2.9 Hz, Hypo) 5 4.30 et 4.26 (s, 2H, CH,N) ; 2.88 (s, 3H, NCH3) ; 1.47 (s, 9H, (CH3);C).

RMN £C (CDCl,) : 6 = 157.9 (NCO,) ; 155.9 (d, J = 234.0 Hz, Cq-F) ; 152.1 (Cq-
0); 123.6 (d, J = 5.5 Hz, Cq-CH,) ; 118.1 (d, J = 6.1 Hz, C); 116.9 (d, J = 22.6 Hz, Cap) ;
116.1 (d, J = 22.1 Hz, Cap) ; 49.0 (CHa) ; 34.1 (NCH) ; 28.3 ((CHz):C).
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Partie Expérimentale

N-Trifluoroacétyl-(5-Fluoro-2-hydroxybenzyl)méthylamine 72

N/ O CyoHoF4NO,
a Mol. Wt.: 251.18
CF;
F OH Solide beige
=/ R, (CH,Cl,-MeOH/1-1) = 0.57

A 1g (6.4 mmol) de méthylamine libre 56 dissous dans 5 mL de MeOH et purgé a
I’argon sont ajoutés 1.25 mL (1.6 €q.) de tétraméthylguanidine (TMG) puis 6.7 mL ( 56.3
mmol) de trifluoroacétate d’éthyle. Lorsque tout est bien dissous, cinq autres mL de MeOH
sont rajoutés et le milieu refroidi a 10°C. Alors 2.56g de résine Dowex 50X2-200, lavés
préalablement 3 fois au méthanol, sont versés. Aprés 10 minutes d’agitation, le milieu est
filtré, concentré sous vide et chromatographié sur colonne de silice (¢luant CH,Cl,-MeOH/8-

2). 1.7g (quant.) d’une huile brun rouge qui cristallise a TA est récupéreé.

ANALYSES :

RMN *H (CDCIy) : § = 7.64 (s, OH) ; 6.97 (dd, J = 8.6 et 2.5 Hz, Hy) ; 6.87 (m, 2H,
H..) ; 4.06 (s, 2H, CH,N) ; 2.61 (s, 3H, NCHs).

RMN £C (CDCl) : 5 = 167.8 (g, J = 34.8 Hz, NC(0)) ; 161.6 (d, J = 236.6 Hz, Cq-
F): 158.3 (Cq-OH) ; 124.3 (CqQCH,N) ; 123.0 (d, J = 23.7 Hz, Cap) ; 122.8 (d, J = 22.9 Hz,
Can) ; 122.5 (q, J = 292.6 Hz, CF3) ; 122.1 (d, ] = 7.8 Hz, C.) ; 44.5 (CH,N) ; 37.8 (NCH3).
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Partie Expérimentale

1,2,3,4-Tetra-O-acétyl-D-glucopyranoside uronate de méthyle 78

CisH200y;
Mol. Wt.: 376.31

Mousse pulvérulente rose marron
R¢(Act-Cyc/1-1) = 0.64

37¢g (0.16 mmol) de D-glucopyranoside uronate de méthyle 112 sont dissous dans 150
mL de pyridine distillée. Le milieu est refroidi par un bain de glace et 100 mL d’anhydride
acétique sont additionnés goutte-a-goutte (1.5 h). On laisse revenir a TA pendant la nuit, sous
argon. Le milieu réactionnel est alors refroidi a 0°C puis versé sur 200 mL de glace et extrait
par 2x150 mL de CHI[],Cl,. La phase organique est lavée par 6x100 mL de H,SOs 1 M
(jusqu’a pH=1), puis par 100 mL d’eau et enfin par 2x100 mL de NaHCOj . Il est important
de bien garder la phase organique a basse température lors des lavages. Aprés séchage sur
MgSOs, le milieu est concentré, ce qui donne une soixantaine de grammes d’une huile noire.
Cette huile est reprise a chaud par 100 mL de CH[1,Cl; 150 mL d’ i-PrOH sont ajoutés et
la mixture mise au réfrigérateur. Le précipité récupéré est filtré sur fritté et lavé par i-PrOH.
Aprées séchage a I’étude sous vide, 24.3g (40%) de produit tétraacétyle78, une mousse rose

marron fine et 1égere, sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 5.75 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H)); 5.30 (t, J = 8.9 Hz, 1H, Hs)
522 (t,J=9.3 Hz, 1H, Hy); 5.12 (t, ] = 8.3 Hz, 1H, Ha) ; 4.17 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Hs) ; 3.72
(s, 3H, CH;0) ; 2.10 (s, 3H, CH3C(0)) ; 2.02 et 2.01 (s, 9H, 3 CH;C(O)).

RMN £C (CDCly) : 8= 169.9, 169.4, 169.1 et 168.8 (MeCO,) ; 166.8 (CO,Me) ; 91.3
(C1); 72.9 (Cs); 71.8 (Ca); 70.1 (Cs); 68.9 (Cs); 53.0 (CH;O); 20.7, 20.5 et 20.4
(CH3C(0)).
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Partie Expérimentale

Bromure de 2,3,4-tri-O-acétyl-a-D-glucopyranoside uronate de

meéthyle 55

Ci3H;7BrOy
Mol. Wt.: 397.17

Cristaux blancs T,° =105-106°C
R¢(CH,Cl1,-MeOH/97.5-2.5) =0.62

10g (26.6 mmol) de 1,2,3,4-tétra-O-acétyl-B-D-glucopyranoside uronate de méthyle
78 est additionné par spatulées a 100 mL d’une solution d’acide bromhydrique 33% dans
I’acide acétique glacial refroidie a 10°C au moyen d’un bain de glace. Le retour a TA fournit
une huile brune foncée visqueuse. Le milieu réactionnel est de nouveau refroidi a 10°C et 100
mL de CH)Cl, sont ajoutés. Le tout est versé sur 150g de glace. Aprés décantation et
extraction par 2x50 mL de CH,Cl,, la phase organique est lavée par 100 mL d’eau puis 2x100
mL de NaHCOj; g, séchée sur MgSO4 et concentrée sous vide. L’huile brune obtenue qui
cristallise au réfrigérateur fournit, par recristallisation dans EtOH, 8.42g (78%) de cristaux

blancs du composé bromé 55.
ANALYSES :

RMN 'H (CDCly) : 6 = 6.64 (d, J = 3.2 Hz, 1H, Hy); 5.61 (t, ] = 9.9 Hz, 1H, Hs)
4.85 (dd, J = 10.0 et 3.5 Hz, 1H, Hy); 4.58 (d, J = 10.3 Hz, 1H, Hs); 3.76 (s, 3H, CH;0) ;
2.10, 2.05 et 2.04 (s, 3H) (CH;C(O)).

RMN 2C (CDCls) : § = 169.6 (2C) et 169.4 (MeC(0)) ; 166.6 (CO:Me) ; 85.3 (C) ;
72.0 (Cs) ; 70.3 (Ca) ; 69.3 (C3) ; 68.5 (C4) ; 53.1 (CH;0) ; 20.6 (2C) et 20.4 (CH5C(O)).
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Partie Expérimentale

3-Fluoro-4-hydroxybenzaldéhyde 103

R a C,HsFO,
Mol. Wt.: 140.11
HO‘@’CHO Solide brun T°= 164-165°C

c b R; (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) = 0.78

2.25g (14.6 mmol) de 3-fluoro-4-méthoxybenzaldéhyde 104 sont dissous a froid dans
32 mL d’une solution aqueuse hydrobromique a 47%, puis mis au reflux a 110°C pendant 2
jours. Aprés évaporation a la trompe a eau et reprise dans I’eau, le produit est
chromatographié sur gel de silice (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5). 2g (98%) d’un composé

brun-ocre sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : 6 =9.76 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, CHO) ; 7.58 (m, 2H, Hy,) ; 7.05 (m,
1H, H,).

RMN £C (MeOD) : § = 199.0 (CHO) ; 153.1 (d, J = 244.0 Hz, Cq-F); 152.9 (d, J =
13.4 Hz, Cq-OH) ; 130.6 (d, J = 4.8 Hz, Cq-CHO) ; 129.4 (d, J = 2.3 Hz, Cy); 118.9 (d, J =
2.8 Hz, Co); 117.1 (d, T = 18.6 Hz, Cy).
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Partie Expérimentale

(3-Fluoro-4-hydroxybenzyl)méthylamine 107

R a CgH1oFNO
HN— Mol. Wt.: 155.17
HO _
Solide brun ocre T(°= 133-134°C

c b R, (CH,Cl,-MeOH/1-1)=0.17

1.55g (11.0 mmol) de 3-fluoro-4-hydroxybenzaldéhyde 103 dissous dans 15 mL de
méthanol sont additionnés de 1.2 mL de MeNH; aq. 40% et agités 1.5h a TA. Puis ’ensemble
est transvas¢ dans un réacteur d’hydrogénation, 48.9mg de Pd/C 10% ajoutés et le volume
ajusté a 150 mL de méthanol. Le tout est vivement agité sous atmosphére d’hydrogéne a 10
bars de pression durant une nuit. Apres filtration sur Célite 545 et chromatographie (¢luant

CH,Cl,-MeOH/1-1), 1.26g (74%) d’un solide beige clair est récupéré.

ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : § = 6.98 (dd, J = 12.1 et 2.0 Hz, 1H, H,); 6.90 (dd, J= 8.3 et 1.8
Hz, 1H, Hp) ; 6.79 (m, 1H, He) ; 3.67 (s, 2H, CHLN) ; 2.41 (s, 3H, NCH3).

RMN £C (MeOD) : § = 153.7 (d, J =239.5 Hz, Cq-F) ; 148.8 (d, J = 12.8 Hz, Cq-
0); 127.5 (d, J = 5.5 Hz, Cq-CH,) ; 126.2 (d, J = 2.8 Hz, Cp); 119.7 (d, J = 3.6 Hz, C,) ;
117.1 (d,J=19.2 Hz, C,) ; 54.9 (CH,) ; 34.4 (CHs).
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Partie Expérimentale

N-tert-Butoxycarbonyl-(3-fluoro-4-hydroxybenzyl) méthylamine 108

K 0 C13H18FNO;3
a \N—< Mol. Wt.: 255 29
HO O—é . A
Cristaux blanchatres T;°= 79-80°C
c b R¢(CH,Cl,-MeOH/1-1) =0.25

230mg (1.27 mmol) de (3-Fluoro-4-hydroxybenzyl)méthylamine 107 en solution dans
10 mL de THF sont additionnés de 304mg (1.1 éq.) de BOC,0, 350mg (2 éq.) de K,COs et 10
mL d’eau. On laisse une nuit a TA. Le milieu est alors acidifié par NH4Cl, extrait par 3x30
mL d’AcOEt; la phase organique est séchée sur Na,SO4 et concentrée sous vide. Une
chromatographie sur silice (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) conduit a 270mg (94%) du

composé N-TFA 108 sous forme d’une huile qui cristallise.

ANALYSES :

RMN iH (CDCIy) : 6 =7.00 (se, IH, OH) ; 6.90 (m, 2H, Hy) ; 6.80 (dd, J=8.3 et 1.3
Hz, 1H, H,) ; 4.29 (s, 2H, CH,N) ; 2.78 (s, 3H, NCH3) ; 1.47 (s, 9H, (CHj3);C).

RMN £C (CDCL) : & = 156.1 (NCO,) ; 151.3 (d, J = 245.4 Hz, Cq-F) ; 143.4 (d, ] =
13.4 Hz, Cq-O) ; 130.0 (d, J = 4.7 Hz, Cq-CH>) ; 123.5 (Cy) ; 117.6 (d, J = 1.7 Hz, Co) ; 114.9
(d,J=16.9 Hz, C,) ; 80.4 ((CH3);C) ; 51.9 (CHaN) ; 33.9 (NCH3) ; 28.4 ((CH;);C).

MS (CI*+NHs) : m/z = 256 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

[(2-Fluoro-4-formylphényl)-2,3,4-tri-O-acétylcarbonyl]-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 109

F
MeO,
AcO CHO
AcO

OAc

R; (CH,Cl,-AcOEt/9-1) = 0.58

A une solution de 6.37g (16 mmol, 1.5 €q.) de bromosucre 55 additionnée de 16g
(40.13 mmol, 3.75 éq.) d’Ag,0O dans 100 mL de CH3;CN,,, sont ajoutés par spatulées 1.5g
(10.7 mmol) de 3-fluoro-4-hydroxybenzaldéhyde 103. On laisse agiter 24h a TA, a I’abri de la
lumiére. Apres évaporation et reprise dans CH,Cl,, on filtre sur Celite 545 et chromatographie
sur silice (¢luant CH,Cl,-AcOEt/9-1—585-15). 3.7g d’une poudre blanche sont récupérés

montrant la présence de deux composés (les isomeres a et ) et de trace du bromo de départ.

ANALYSES :

RMN *H (CDCL) : & = 9.84 (m, 1H, CHO) ; 7.58 (m, 2H, H, 1) ; 7.25 (m, 1H, H) ;
5.25 (m, 4H, Hy 2, 3 e 4) ; 4.21 (m, 1H, Hs) ; 3.67 (s, 3H, CH;0) ; 2.03, 2.01 et 2.00 (s, 3H)
(CH3C(0)).

RMN £C (CDCly) : & = 189.8 (CHO); 170.0, 169.1 et 168.0 (CH;CO); 166.7
(CO:Me) ; 153.1 (d,J = 251.8 Hz) et 152.4 (d, J = 249.5 Hz) (Cq-F) ; 149.2 (d,J = 11.1 Hz) et
148.4 (d, T = 10.9 Hz) (Cq-0) ; 132.7 (d, J = 5.1 Hz, Cq-CHO) ; 127.4 et 126.9 (Cp) ; 125.7
(d, J = 6.1 Hz, Cq-CHO) ; 118.9 (m, C¢); 118.3 (d, J = 20.0 Hz) et 116.5 (d, J = 18.9 Hz)
(Ca); 99.4 et 99.2 (C1); 72.5 (Cs); 71.2, 69.1 et 68 .7 (Caza) ; 53.0 (CH;0) ; 20.7, 20.5 et
20.4 (CH;C(0)).

MS (CI*+NH3) : m/z = 474 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-formylphényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-B-D-glucopyranoside

uronate de méthyle 57

Me02 OH
4 5 N Ca0H21F Oy
AcO Mol. Wt.: 456,37
AcO R~ -0 F
3 OAC Solide poudreux blanc T;°= 186-190°C
c b R; (CH,Cl,-AcOEt/9-1) = 0.67

A une solution de 13.29g (33.46 mmol) de bromosucre 55 additionnés de 18.13g
(778.25 mmol) d’Ag,O dans 200 mL de CH3;CN,,, sont ajoutés par spatulées 4.7g (33.55
mmol) de 5-fluoro-2-hydroxybenzaldéhyde 47. On laisse agiter 24h a TA, a I’abri de la
lumiere. Apres filtration sur Celite 545 et chromatographie sur silice (éluant CH,Cl,-
AcOEt/95-5), le produit est recristallisé dans 1’éthanol pour fournir 6.06g (40%) du composé
de couplage 57.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : § = 10.28 (1H, CHO) ; 7.50 (dd, J = 8.1 et 3.2 Hz, 1H, H,) ; 7.25
(ddd, J=9.1,7.4 et 3.2 Hz, 1H, Hp) ; 7.15 (dd, T = 9.1 et 4.1 Hz, 1H, H,) ; 5.35 (m, 3H, Ha, 3
4);5.20(d,J=6.8 Hz, 1H, H); 4.22 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H;) ; 3.74 (s, 3H, CH;0) ; 2.07, 2.06
et 2.05 (s, 3H) (CH3C(0)).

RMN C (CDCIy) : & = 188.0 (CHO); 170.0, 169.4 et 169.2 (CHsCO); 166.6
(CO,Me) ; 158.8 (d, J = 246.1 Hz, Cq-F) ; 154.7 (d, J = 2.0 Hz, Cq-0) ; 127.7 (d, J = 6.3 Hz,
Cq-CHO) ; 122 .6 (d, J=24.2 Hz, Cy); 118.7(d, J = 7.5 Hz, C) ; 114.2 (d, ] = 23.8 Hz, Cy) ;
99.6 (Cy) ; 72.6 (Cs) ; 71.4, 70.7 et 68 .9 (Ca3.4) ; 53.3 (CH;0) ; 20.6 et 20.5 (CH;C(0)).

MS (CI*+NHs3) : m/z = 474 [M+NH,]"
HRMS : (C20H2701NF) m/z = 474.1412 calculé ; 474.1422 trouvé
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Partie Expérimentale

D-Glucopyranoside uronate de méthyle 112

Ve

MeO,C

C7H1 207
Mol. Wt.:208.16

Résine jaune-orangé
R¢(Act-Cyc/2-1) = 0.10

La D-glucurono-6,3-lactone 46 (28g, 0.16 mmol) est ajoutée par spatulées, durant
environ une demi-heure, a une solution de 250mg (exces) de MeONa dans 210 mL de MeOH.
Le milieu réactionnel est agité¢ pendant une heure a TA. La solution devient jaune orange
foncée.

Aprés concentration sous pression réduite (bain d’eau a 45°C), le résidu obtenu est séché a
la pompe a palettes. 37g (quantitatif) d’une résine orange marron sont obtenus. Le composé

112 est mis en réaction tel quel.
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Partie Expérimentale

1,2,3,4-Tetra-O-tert-butylcarbonyl-D-glucopyranoside uronate de
méthyle 113

Cy7Hy404,
Mol. Wt.: 544,63

opiv Crstaux beige clair T,° = 153-154°C
R¢(Act-Cyc/1-1) = 0.73

A 41.6g (0.18 mol) de D-glucopyranoside uronate de méthyle 112 dissous dans un
mélange CHCl3/Pyr (215 mL/125 mL) sont additionnés goutte-a-goutte, durant 1.5h, 134 mL
(15.55 mol) de chlorure de pivaloyle, en faisant bien attention a ce que la température ne
dépasse pas les 50°C. Une vive agitation est maintenue pendant 5 jours. Aprés évaporation, le
résidu est extrait par 5x200 mL de Et,O. Ensuite il est procédé a plusieurs lavages: 200 mL
H,SO4 2N, 300 mL NaHCOs ¢ et H,O jusqu’a neutralité du jus aqueux; on seche alors sur
MgSO4. Une fois concentré sous pression réduite, le produit est recristallisé dans 1’éthanol

pour fournir 48.8g (49%) de cristaux beige clair de bonne taille et d’aspect rhomboédrique.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 5.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hy); 5.39 (t, ] = 9.3 Hz, 1H, Hs);
5.21 (m, 2H, Hy4) ; 4.15 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H;) ; 3.66 (s, 3H, CHz0) ; 1.13 (s, 9H, (CH)s3) ;
1.08 (s, 9H, (CHs)s) ; 1.06 (s, 18H, (CHs)s).

RMN £C (CDCly) : §=176.9, 176.5, 176.4 et 176.2 (CO:Piv) ; 166.8 (CO:Me) ; 91.6
(C1); 73.2 (Cs) ; 71.6 (C3) ; 69.8 et 69.2 (Cas) ; 58.3 (C(CHs)s) ; 38.7 (CH;0) ; 27.1, 27.1,
27.0 et 26.8 ((CH;);0).

Analyse élémentaire (%) :
Calc. C:59.54 H:8.14
Exp. C:59.38 H:8.08
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Partie Expérimentale

Bromure de 2,3,4-tri-O-pivaloyl-a-D-glucopyranoside uronate de
méthyle 111

C22H35 BI'Og
Mol. Wt.: 523,41

Cristaux incolores T¢° = 89-90°C
R;(CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) =0.72

48.8g (89.7 mmol) de 1,2,3,4-tétra-O-pivaloyl-B-D-glucopyranoside uronate de
méthyle 113 sont dissous dans 55 mL de CH,Cl, et refroidis a 0°C sous forte agitation. 83 mL
d’une solution d’acide bromhydrique 33% dans I’acide acétique sont additionnés goutte-a-
goutte et I’agitation poursuivie 20h a TA. Aprés concentration, le résidu est repris dans 400
mL de CH,Cly, lavé par NaHCOj; ¢ et HyO glacés, séché sur MgSQOy, évaporé et recristallisé

dans I’éthanol. 34.3g (73%) de cristaux incolores de produit bromé 111 sont collectés.
ANALYSES :

RMN *H (CDCl;) : 5 =6.58 (d, J = 4.1 Hz, 1H, Hy) ; 5.60 (m, 1H, H3) ; 5.23 (m, 1H,
H);4.79 (dd, T=9.9 et 4.1 Hz, 1H, H») ; 4.50 (dd, J = 10.3 et 5.9 Hz, 1H, Hs) ; 3.67 (s, 3H,
CH;0); 1.12, 1.10 et 1.07 (s, 9H) ((CHz)C).

RMN £C (CDCls) : 6= 177.0, 176.4, 166.7 et 166.2 (Cq) ; 85.6 (C1) ; 72.2 (Cs) ; 70.3
(C,) ; 68.8 (C3) ; 68.1 (Cy) ; 52.9 (CH;0) ; 38.7 et 38.6 (CMe3) ; 27.1, 27.0 et 26.9 ((CHa)s).
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-formylphényl)-2,3,4-tri-O-tert-butyl]-p-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 114

OH

a CyoH39FO
Mol. Wt.: 582,61

R¢ (CH,CL-MeOH/97.5-2.5) = 0.75

7.5g (14.3 mmol) de bromure 111 sont mis en solution dans 200 mL de CH3CN anh.,
sous argon. 14.5g d’Ag,0 sont versés et 3.20g (1.6 éq.) de 5-fluor-2-hydroxybenzaldéhyde 47
additionnés rapidement par cuillerées. L’agitation est poursuivie une nuit, la solution étant
mise a I’abri de la lumiére au moyen de feuilles d’aluminium toujours sous atmosphere
d’argon.
Le milieu réactionnel est filtré deux fois sur Célite 545, concentré sous vide puis
chromatographié (éluant Cyc-CH,Cl,/7-3 puis CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) pour fournir 1.25¢g
(15%) d’un solide beige.

ANALYSES :
RMN H (CDCly) : 8 = 10.27 (s, 1H, CHO) ; 7.50 (dd, J = 8.1 et 3.2 Hz, 1H, H,)

7.26 (m, 1H, Hy) ; 7.07 (m, 1H, H,) ; 5.46 (m, 2H, H,3) ; 5.35 (m, 1H, H,) ; 5.18 (m, 1H, H,) ;
4.20 (m, 1H, Hs) ; 3.73 (s, 3H, CH30) ; 1.14 (m, 27H, (CH3);C).

RMN £C (CDCIy) : § = 188.2 (CHO); 177.1, 176.6 et 176.4 (MesC(O)) ; 166.6
(COMe) ; 158.7 (d, J = 248.2 Hz, Cq-F) ; 154.7 (Cq-0) ; 127.5 (d, J = 5.8 Hz, Cq-CHO) ;
122.6 (d, J = 24.2 Hz, Cy) ; 117.9 (d, T = 7.5 Hz, C,) ; 114.2 (d, ] = 22.9 Hz, C,) ; 99 .8 (C1) ;
73.0 (Cs) ; 71.1, 70.5 et 69.0 (Ca34) ; 53.1 (CH30) ; 27.2 et 27.1 ((CHz);C).

MS (CI*+NHs3) : m/z = 600 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-(hydroxyméthyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-B-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 116

H
MeO, Ca0H23F 011
4 5 a Mol. Wt.: 458,39
AcO
AcO ! F Solide blanc T°= 170-171°C
3 OAC b R; (Cyc-AcOE/6-4) =0.10
C

A 1g (2.2 mmol) de I’aldéhyde 57 en solution dans 102 mL d’un mélange CHCls-i-

PrOH/5-1, en présence de 10g de silice fine, sont ajoutés, a 0°C, 227mg (6.0 mmol) de
NaBHj, par spatulées. Au bout de 2h a 0°C, de I’eau est versée dans le milieu. Apres filtration,
décantation et séchage sur MgSOQOs, le produit est purifi¢ sur silice (€luant Tol-Act/2-1).

870mg (87%) d’un solide blanc platreux sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : § = 7.00 (dd, J = 8.9 et 2.9 Hz, 1H, H,) ; 6.88 (dd, J = 8.9 et 4.5
Hz, 1H, H,) ; 6.77 (m, 1H, Hy) ; 5.27 (t, ] = 9.3 Hz, 1H, H3) ; 5.16 (m, 2H, Hy4) ; 4.99 (d, J =
7.7 Hz, 1H, H,) ; 4.46 (ABq, J = 13.6 Hz, 2H, CH,OH) ; 4.11 (d, J = 9.7 Hz, 1H, Hs) ; 3.58 (s,
3H, CH;30); 3.33 (se, 1H, OH) ; 1.97, 1.93 et 1.93 (s, 3H) (CH3C(O)).

RMN £C (CDCl) : § = 171.0, 169.8 et 169.3 (CH5CO3) ; 166.8 (CO,Me) ; 158.8 (d,
J =242.4 Hz, Cq-F) ; 149.7 (d, ] = 2.0 Hz, Cq-0) ; 134.3 (d, J = 7.1 Hz, Cq-CH,OH) ; 117.9
(d,J=83Hz, Co); 115.3 (d, ] =23.7 Hz, C) ; 114.6 (d, J = 23.6 Hz, Cy) ; 100.0 (C1) ; 71.7
(Cs); 71.4 (Cs); 70.7 et 68.8 (Ca4); 59.2 (CH,OH); 52.8 (CH;0); 20.7, 20.3 et 20.1
(CH;C(0)).

MS (CI"+NHs) : m/z = 476 [M+NH,]"
HRMS : (C0H270,1NF) m/z = 476.1568 calculé ; 476.1575 trouvé
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-(hydroxyméthyl)phényl)-2,3-di-O-acétyl]-4,5-déhydro-$-

D-glucopyranoside uronate de méthyle 132

M602 PH
a C]_SH 19F09
Mol. Wt.: 398,34
4 F
N R, (AcOEt) = 0.15
AcO

700mg (1.53mmol) du dérivé hydroxylé 116, 12.0mg (1.84 €q.) de NaNj et 84.2mg
(2.1 éq.) de Pds sont chauffés a 90°C dans 10 mL d’un mélange 4/1 DMF/CCl,. Lorsque tout
le produit de départ a disparu (suivi CCM), le milieu est quenché, a TA, par 5 mL d’eau.
Apres dilution par 25 mL d’Et,O et lavages répétés a ’eau, la phase éthérée est triturée pour
faire cristalliser P(|)3O et filtrée subséquemment. La phase séchée sur Na,SO, et concentrée est

chromatographiée (éluant CH,Cl,-MeOH/1-0 — 97.5-2.5) pour fournir 200mg (30%) du

produit d’élimination 132 sans désacétylation.

ANALYSES :

RMN *H (CDCl3) : § = 7.16 (dd, ] = 8.9 et 4.4 Hz, 1H, H,) ; 6.99 (dd, J = 8.5 et 3.0
Hz, 1H, H,) ; 6.92 (m, 1H, Hy) ; 6.26 (d, J = 4.7 Hz, 1H, Hy); 5.82 (d, J = 2.6, 1H, H}) ; 5.30
(m, 1H, H3) ; 5.25 (m, 1H, Ha) ; 4.55 (ABq, J = 13.3 Hz, 2H, CH,OH) ; 3.76 (s, 3H, CH;0) ;
2.98 (se, 1H, OH) ; 2.13 et 2.10 (s, 3H) (CH;C(O)).

RMN £C (CDCI) : & = 169.8 et 169.5 (CH:CO,) ; 161.71 (CO:Me) ; 159.2 (d, J =
242.3 Hz, Cq-F) ; 149.8 (d, J = 2.3 Hz, Cq-0) ; 132.6 (d, J = 6.9 Hz, Cq-CH,OH) ; 115.9 (d, J
=72Hz, Co); 115.7(d, ] =229 Hz, C,) ; 115.1 (d, J = 23.2 Hz, Cy) ; 107.2 (C4) ; 94.1 (Cy) ;
67.8 (C3) ; 63.8 (C2) ; 61.1 (CH,OH) ; 52.7 (CH;0) ; 20.7 (CH5C(O)).

MS (CI"+NHs) : m/z =416 [M+NH,]"
HRMS : (CigH2309NF) m/z = 416.1357 calculé ; 416.1360 trouvé
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-(méthanesulfonyloxymeéthyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-

B-D-glucopyranoside uronate de méthyle 133

T Cp1H25FO13S
IV‘IleOZ 0] Mol. Wt.: 536,48
AcO N
AcO > 1_o F Solide blanchétre
3 OAC =/ R (CH,Cl,-AcOEt/8-2)=0.70

A une solution refroidie a 0°C de 1.9g (4.15 mmol) de ’alcool 116 et 0.85 mL de TEA
dans 120 mL de CH,Cl, est ajouté a la seringue 0.71 mL de MsCIl. Aprés une nuit au
réfrigérateur, le milieu réactionnel est versé sur un mélange de 30 ml de glace et 50 mL d’eau,
extrait au dichlorométhane (2x100 et 1x50 mL) puis séché sur MgSO,. Par purification sur
colonne (¢lution successive CH,Cl,/AcOEt 8/2, 7/3 puis AcOEt pur) est récupéré 1.16g (52%)

d’une huile blanche qui cristallise.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 7.03 (dd, J = 8.5 et 2.9 Hz, 1H, H,) ; 7.00-6.88 (m, 2H, Hy..) ;
5.32-5.14 (m, 3H, Ha34) ; 5.10 (s, 2H, CH,0) ; 5.06 (m, 1H, Hy); 4.18 (d, J = 9.5 Hz, 1H,
Hs) ;3 .60 (s, 3H, CH;0) ; 2.95 (s, 3H, CH;S) ; 1.93, 1.92 et 1.90 (s, 3H) (CH5C(O)).

RMN £C (CDCl) : 6 =169.6, 169.2, 169.2 et 166.6 (3 MeCO, et CO,Me) ; 158.8 (d,
J=2429 Hz, Cq-F) ; 150.1 (d, J =2.3 Hz, Cq-O) ; 125.7 (d, J = 7.7 Hz, Cq-CH») ; 117.2 (d,J
= 8.2 Hz, C,); 116.7 (d, J = 23.0 Hz, Cy); 1164 (d, J = 24.2 Hz, Cy); 99.2 (Cy); 72.0
(Cs);71.2,70.5 et 68. 8 (Cz34) ; 52.7 (CH30) ; 37.2 (CH3S) ; 20.3, 20.2 et 20.1 (CH3C(O)).

MS (CI*+NH3) : m/z = 554 [M+NH,]"
HRMS : (C,1H29013NFS) m/z = 554.1344 calculé ; 554.1349 trouvé
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-(azidométhyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-B-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 117

N3
CaoH22FN3O19
. Mol. Wt: 483,40
F Solide blanc T = 90-92°C
c b Rf (CHQClz) =0.89

Un mélange de 1.15g (2.14 mmol) du dérivé mésylé 133 et de 209mg (1.5 éq.) de
NaNj dans 25 ml de DMF,,;, est agité Sh a TA. Apres dilution par 30 mL d’eau, extraction a
I’AcOEt (3x50 mL), séchage sur Na,SOs, le produit est purifié sur colonne (¢luant CH,Cl,-
AcOEt/9-1). 856mg (83%) d’un solide blanc sont obtenus.

ANALYSES :
RMN *H (CDCls) : § = 7.01-6.96 (m, 2H, H...) ; 6.90 (m, 1H, Hy) ; 5.34-5.20 (m, 3H,

Has4); 5.05 (d, J=7.2 Hz, 1H, Hy) ; 4.26 (ABq, J = 14.2 Hz, 2H, CH,N3) ; 4.17 (d, ] = 9.4
Hz, 1H, Hs) ; 3.65 (s, 3H, CH;0) ; 2.01, 1.97 et 1.96 (s, 3H ) (CH5C(O)).

RMN %C (CDCI,) : § = 170.9 (CO,Me) ; 169.2, 169.1 et 166.7 (MeCOy) ; 158.1 (d, J
=242.5 Hz, Cq-F) ; 150.1 (d,J = 2.2 Hz, Cq-O) ; 129.0 (d, J = 7.6 Hz, Cq-CH,) ; 117.1 (d, J =
7.9 Hz, Co); 117.0 (d, J = 24.0 Hz, Cy); 116.2 (d, J = 23.1 Hz, Cy); 99.0 (Cy); 71.9 (Cs) ;
71.3,70.4 et 68.8 (Ca3.4) ; 52.7 (CH:0) ; 39.9 (CH,N3) ; 20.4, 20.2 et 20.1 (CH5C(O)).

MS (FAB* MB+Nal) : m/z = 506.2 [M+Na]"
HRMS : (C20H2010N3FNa) m/z = 506.1187 calculé ; 506.1182 trouvé
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-(aminométhyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-B-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 115

NH,
MeO, CooH24FNO;
a Mol. Wt.: 457 40
AcO
AcO L O F
R¢(AcOEt-MeOH-NH4,OH/98-2-1) = 0.14
c b

5
3 2 0Ac

100mg (0.207mmol) d’azide 117 et 26mg de Pd/CaCO; 5% en solution dans 10 mL
d’AcOEt sont agités 3h a TA sous pression d’hydrogene (1 bar). Par suite d’une filtration sur

Célite 545, ’amine 115 est récupérée quantitativement.

ANALYSES :

RMN *H (CDCL) : § = 7.05-6.97 (m, 3H, Hap,) ; 5.342 (m, 3H, Ha34); 5.07 (d, J =
6.3 Hz, 1H, H)); 4.31 (ABq, J = 14.2 Hz, CH,N) ; 4.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Hs) ; 3.72 (s, 3H,
CH;0) ; 2.08, 2.03 et 2.03 (s, 3H) (CH5C(O)).

RMN £C (CDCls) : § = 170.1, 169.4 et 169.3 (MeCO,) ; 166.7 (CO:Me) ; 158.7 (d, J
=243.2 Hz, Cq-F) ; 150.4 (d, ] =2.3 Hz, Cq-O) ; 127.9 (d, J =7.2 Hz, Cq-CH,) ; 117.4 (d,J =
8.3 Hz, C.); 116.6 (d, J = 23.9Hz, C,p) ; 116.0 (d, J = 23.2 Hz, Cap) ; 99.8 (Cy) ; 72.6 (Cs) ;
71.7,70.9 et 69.1 (Cz,3¢t4) 5 53.1 (CH30) ; 49.0 (CH2N) ; 20.7, 20.7 et 20.6 (CH3C(0O)).

MS (FAB* MB) : m/z = 458.3 [M+H]"
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Partie Expérimentale

[(4-Fluoro-2-méthylphényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-B-D-glucopyranoside

uronate de méthyle 134

MeO M
4e z 5 a Ca0H23FO19
AcCO Mol. Wt.: 442 39
AcO 1 F
! Solide blanc T = 136-137°C
OAc c b R; (CH,ClL,-MeOH/97.5-2.5) = 0.64
ANALYSES :

RMN *H (CDCl,) : & = 6.98-6.93 (m, 1H, Hao) ; 6.87-6.79 (m, 2H, Hao) ; 5.32 (m,
3H, Hass); 4.98 (m, 1H, Hy); 4.13 (m, 1H, Hs); 3.74 (s, 3H, CH;0) ; 2.17 (s, 3H, CHs) ;
2.07,2.05 et 2.04 (s, 3H) (CH;C(O)).

RMN £C (CDCls) : § = 170.2, 169.4 et 169.2 (CH;C(0)) ; 166.9 (CO,Me) ; 158.7 (d,
J =241.6 Hz, Cq-F) ; 151.1 (Cgq-0) ; 130.6 (d, J = 8.0 Hz, Cq-CH3) ; 117.5 (d, J = 23.7 Hz,
Cap); 117.4 (d, J =9.4 Hz, C.); 113.1 (d, J = 23.0 Hz, Cap) ; 100.2 (C)); 72.6 (Cs) ; 71.9,
71.0 et 69.2 (Ca34) ; 53.1 (CH30) ; 20.7, 20.7 et 20.6 (CH3C(0)) ; 16.2 (CH3).

MS (CI"+NHs) : m/z = 460 [M+NH,]"

MS (FAB* MB+Nal) : m/z = 465.2 [M+Na]"
HRMS (C1*+NHs) : (C20H2706N,F) m/z = 460.1619 calculé ; 460.1613 trouvé
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Partie Expérimentale

4-[Bis-(2-hydroxyéthyl)amino]phénol 139

a b C10H15NO3

/\/OH Mol. Wt: 197,23
H < > N\/\OH Solide rosé T°= 129-132°C

R; (AcOEY) = 0.22

Dans un erlenmeyer a fermeture SVL, une solution de 10.9g (0.lmol) de 4-
aminophénol 137 dans 500 mL d’un mélange 1/1 AcOH/H,O est additionnée de 45.4 mL
(0.91mol) d’oxyde d’éthyléne. Au bout de 48h, le milieu est concentré a sec a la pompe a
palettes. La gomme brune obtenue est chromatographiée (¢luant AcOEt) et le solide récupéré

recristallisé dans CHCls/EtOH pour fournir 8.35g (40%) de triol 139.
ANALYSES :

RMN *H (DMSO-dq) : & = 8.47 (se, 1H, OHyo) ; 6.56 (ABq, J = 9.2 Hz, Hy) ; 4.65
(t, J=5.3 Hz, 2H, CH,OH) ; 3.47 (m, 4H, CH,OH) ; 3.27 (t, ] = 6.4 Hz, 4H, CH,N).

RMN £2C (DMSO-dg) : § = 148.1 (Cq-0) ; 141.6 (Cg-N) ; 115.8 (C,) ; 113.4 (Cp) ;
58.5 (CH,OH) ; 54.1 (CH,N).
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Partie Expérimentale

4-Benzyloxy-N,N-bis-(2-hydroxyéthyl)aniline 140

@—\ a b Mol W28 35
Ol. .. s
o~ Solide beige T 2= 92-93°C
OH

R (AcOE() = 0.29

A une solution de 8.35g (42.3mmol) de triol 139 et de 5.1 mL (1 €q.) de BnBr dans 80
mL d’éthanol sont ajoutés 2.80g (1 €q.) de potasse et le tout porté a reflux durant 3h. Apres

concentration a sec, le résidu est repris dans I’eau et extrait par 3x40 mL d’AcOEt et séché sur

Na,S0g. Le produit recristallisé dans EtOH/EP donne 8.06g (66%) d’un solide beige.
ANALYSES :
RMN *H (DMSO-dg) : & = 7.43-7.30 (m, 5H, H Bn) ; 6.85 (d, ] = 8.9 Hz, 2H, H,) ;

6.62 (d, ] = 9.0 Hz, 2H, Hy) ; 4.98 (s, 2H, CH, Bn) ; 4.69 (t, ] = 5.3 Hz, 2H, CH,OH) ; 3.50
(m, 4H, CH,OH) ; 3.33 (m, 4H, CH,N).

RMN £C (DMSO-dg) : & = 149.3 (Cq-O) ; 142.8 (Cq Bn) ; 137.8 (Cq-N) ; 115.9
(Ca) ; 112.6 (Cp) ; 69.8 (CH, Bn) ; 58.3 (CH,OH) ; 53.8 (CH,N).
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Partie Expérimentale

4-Benzyloxy-N,N-bis-(2-chloroéthyl)aniline 141

Q_\ —_ Mol W 32424
| ol. Wt.: !
< > e
N\/\Cl Solide brun T;°= 103-104°C

R; (Cyc-AcOEY3-1) =0.70

0.55 mL (exces) de MsCl sont ajoutés goutte-a-goutte a une solution refroidie a 0°C de
440mg (1.53mmol) de 4-benzyloxy-N,N-bis-(2-hydroxyéthyl)aniline 140 dans 2 mL de
pyridine. Le milieu réactionnel est chauffé a 70°C pendant 1/4 d’heure ; on additionne alors
prestement 129mg (2 €éq.) de LiCl et chauffe de nouveau pendant 1/4 d’heure a 70°C. Apres
dilution par 20 mL d’AcOEt, une solution aqueuse saturée d’acide citrique est versée a la
mixture résultante. Puis il est procédé a deux extractions par 20ml d’AcOEt, au séchage sur
NaySO4. Suite a une chromatographie (éluant Cyc-AcOEt/3-1), le composé est recristallisé

dans EtOH/EP pour fournir 292mg (59%) du dérivé chloré benzylé 141.

ANALYSES :

RMN *H (DMSO-dg) : & = 7.41 (m, 5H, H Bn) ; 6.90 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H,) ; 6.70 (d,
J=8.2Hz, 2H, Hy) ; 5.00 (s, 2H, CH,0) ; 3.66 (m, 8H, CH,N et CH,Cl).

RMN £C (DMSO-dg) : § = 150.5 (Cq-O) ; 140.8 (Cq Bn) ; 137.6 (Cq-N) ; 116.0
(Ca) ; 113.7 (Cy) ; 69.6 (CH,0) ; 52.7 (CH,N) ; 41.3 (CH,CY).

204



Partie Expérimentale

Carbonate de 4-[N,N-bis-(2-chloroéthyl)Jaminophénol et de 4-
nitrophénol 144

Cl7 H16C|2N205

b
0= i - A1 Mol. Wt: 399,22
O,N (@) O
? < > < > N\/\C| R, (Cyc-AcOEt/3-1) =0.43

Par barbotage d’HCI (H,SO4 sur NaCl), le composé benzylé 141 (1.55g, 4.78mmol)

est dissous dans 30 mL d’EtOH ; 250mg de charbon palladié 10% sont alors ajoutés et le
milieu agité¢ a TA sous atmosphere d’hydrogene (1 bar). Lorsque est réaction est terminée
(suivi du volume d’hydrogéne absorbé), on filtre sur Célite 545 et évapore pour recueillir
1.26g (quant.) du sel 142 sous 1’aspect d’un solide blanc-gris. Ce dernier est alors mis en
suspension dans 35 mL de chloroforme avec 1.07g (1.11 €q.) de 4-nitrophénylchloroformiate,
et 1.70 mL de TEA sont alors additionnés goute-a-goutte. Au bout de 2h, le milieu est
concentré et chromatographié (éluant CH,Cl,-MeOH/1-0 — 97.2-2.5) pour fournir 1.83g d’un

mélange comprenant le carbonate activé 144 (75%) et du 4-nitrophénol.

ANALYSES :

RMN H (CDCls) : & =9.28 (d, ] = 9.1 Hz, 2H, Hy) ; 7.46 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H,) ;
7.14 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H,) ; 6.68 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Hy) ; 3.74 (m, 4H, CH,CI) ; 3.60 (m,
4H, CH,N).

RMN £C (CDCly) : 8= 171.1 (CO») ; 155.4, 151.6, 145.5 et 144.6 (Cquro) ; 125.3
(Cg); 121.8 et 121.7 (Ca) ; 112.5 (Cy) 3 53.6 (CHaN) ; 40.3 (CH,CI).
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Partie Expérimentale

4-Nitrophénylbenzylcarbamate 145

Cl 4H12N 204

HN—{) PR Mol. Wt.: 272,26
Q_/ © < > NO2 R (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) = 0.93

50mg (0.47 mmol) de benzylamine et 94mg (1éq.) de chloroformiate 143 sont
suspendus dans 5 ml de CH3CN anhydre puis additionnés de TEA (0.318 mL, 1.1 éq.) pour
donner une solution limpide puis jaune. Apres 24h d’agitation, le milieu est concentré, repris
dans 20 mL de CH,Cl,, lavé a I’eau, NaHCO; et NaCl sat. Aprés séchage sur Na,SO4 et
chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5), 109mg (85%) du carbamate 145 sont

récupéres.
ANALYSES :

RMN iH (CDCls) : 6 = 8.24 (m, 2H, Hap) ; 7.36 (m, 7H, Hyp et Hyo Bn) ; 5.50 (se,
1H, NH) ; 4.47 (d, ] = 6.0 Hz, 2H, CH,).

RMN £C (CDCls) : 6= 155.9 (NCO,) ; 153.3, 144.9 et 137.4 (Cquro) ; 129.0 (Corm) ;
128.0 (Cp) ; 127.8 (Com) 5 125.2 et 122.0 (Cyop) ; 45.5 (CH).

SM (CI"+NHs) : m/z =290 [M+NH,]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z=1793.9 [M+Na]"; 1794.9 [M+Na+1]"
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Partie Expérimentale

4-Nitrophényl-[5-fluoro-2-(0-2, 3, 4-tri-O-acétylméthyl

glucopyranurosiduronate)]benzylcarbamate 146

Q d e

/U\O—< >—NO

bIN 2 C27 H27FN 2014

MeO, a Mol. Wt.: 622,51
AcO ¢ (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) =0.27
OAc c b

28mg (44 pmol) de I’amine 115 sont dissous dans 3 mL de CH3;CN anhydre puis
additionnés de 13.7mg (1.1 éq.) de chloroformiate 143 suivis de 60 pL. de TEA (2.2 éq.). Le

milieu réactionnel est concentré sous vide et le résidu chromatographié sur colonne de gel de
silice et plaque préparative (éluant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) pour fournir 12mg (44%) du

carbamate 146 ainsi que ['urée symétrique 147.

ANALYSES :

RMN H (CDCls) : & = 8.15 (m, 2H, Hoq) ; 7.26 (s, 1H, H,) ; 7.01 (m, 2H, Hy o o) ;
6.90 (m, 2H, Heg) ; 6.58 (se, 1H, NH) ; 5.34 (m, 3H,Ha 3 «c4) ; 5.10 (m, 1H, H,) ; 4.47 (ABq, J
— 143 Hz, 2H, CH) ; 4.15 (m, 1H, Hs) ; 3.73 (m, 3H, MeO) ; 2.13-2.05 (m, 9H, Ac).

RMN £C (CDCls) : 6 =170.2, 169.6, 169.5 et 166.9 (CO,) ; 161.7 (NCO,) ; 150.4,
141.6, 125.2, 117.5 et 116.6 (Cqaro) ; 126.3 et 115.8 (Caere) 5 122.1 (Ca) 5 117.4 (Cy) ; 116.2
(Ce) 5 99.9 (Cy) ; 72.6,71.8,70.9 et 69.2 (Ca.3.40r5) ; 53.2 (MeO) ; 49.1 (CH,) 20.8, 20.7 et
20.6 (CH;CO).

SM (FAB* MB) : m/z = 623.2 [M+1]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 645.2 [M+Na]"
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Partie Expérimentale

Chloroformiate de 4-bis-(2-chloroéthyl)aminophénol 153

0
C*O—@—NZZII

Dans une suspension de phénol 142 (75 mg, 278 mmol) dans 5 mL de THF anhydre a
0°C sont ajoutés 1.2 mL (exces) de phosgene en solution dans le toluéne suivi de 0.15 mL de
TEA. Apres agitation a 0°C pendant 1h et & TA pendant 2h, la mixture est filtrée, le filtrat
évaporé a la pompe a palettes pour donner 80mg (93%) d’une laque jaune utilisée telle quelle

par la suite.
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Partie Expérimentale

4-Bis-(2-chloroéthyl)phényl-[5-fluoro-2-(0-2, 3, 4-tri-O-acétylméthyl

glucopyranurosiduronate)]benzylcarbamate 135

Mol. Wt.: 717,52

MeOZ
AcO 0
AcO Ry (CH,Cl,-MeOH/98 5-1.5) = 0.54

OAc c b

Jy;
HN O_Q_N cl Cs1H35CLFN;O 4,
/
a
F

A une solution du chloroformiate de phénol 153 (80mg, 269mmol) dans 5 mL de THF
anhydre est ajoutée I’amine 115 (91mm, 199 mmol) et 0.1 mL de DIPEA. On porte alors le
milieu a reflux pendant 2h. Le tout est évaporé puis chromatographié¢ sur colonne de gel de
silice (éluant CH,Cl,-MeOH/98.5-1.5). 42mg (29%) de la prodrogue protégée 135 sont

obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : 6=7.18 (d,J = 8.3 Hz, 1H, H,) ; 6.97 (m, 4H, Hy_ ¢ g t) ; 6.63 (d,
J=9.1 Hz, 2H, Hye) ; 6.02 (dd, J = 7.2 et 5.4 Hz, 1H, NH) ; 5.33 (m, 3H,Hy. 3 4) ; 5.09 (d, J =
7.4 Hz, 1H, H)) ; 4.40 (dd, ] = 14.8 et 7.7 Hz, 1H, CH,) ; 4.28 (dd, J = 14.8 et 5.2 Hz, 1H,
CH,); 4.12 (d, J = 9.5 Hz 1H, Hs) ; 3.73 (m, 4H, CH,Cl) ; 3.67 (s, 3H, MeO) ; 3.62 (m, 4H,
CH,N) ; 2.12, 2.07 et 2.05 (s, 3H, Ac).

RMN £C (CDCl) : § = 169.9, 169.6, 169.5 et 166.7 (CO,) ; 158.9 (d, J = 243.8 Hz,
Cq-F) ; 155.5 (NCO,) ; 150.4, 143.6 et 142.6 (Cq) ; 131.8 (d, J = 7.6 Hz, Cq-CH,) ; 122.8 et
112.5 (Cgere); 117.9 (d, = 8.4 Hz, Co); 117.4 (d, T = 23.5 Hz, C,) ; 115.5 (d, ] = 23.6 Hz,
Co); 100.6 (Cy); 72.4 (Cs); 71.5, 71.1 et 69.0 (Ca, 5. e 4) 5 53.8 (CHaCl) ; 53.2 (MeO) ; 40.4
(CHLN) ; 39.8 (CH,NH) ; 20.7, 20.6 et 20.4 (CH;CO).

SM (CI"+NH3) : m/z=717.2 [M+1]"; 734.2 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

4-Bis-(2-chloroéthyl)phényl-[5-fluoro-2-(0O-méthyl-4,5-déhydro-B-D-

glucopyranurosiduronate)]benzylcarbamate 155

d e Cl
CO,Me /— CysH,,CLFN, O
Mol. Wt.: 573,39

s . Wt.: 573,
Z>0
R; (ACOEt) = 0.64

Oll

ANALYSES :

RMN *H (CDCl) : § = 7.32 (m, 1H, H,) ; 7.01 (m, 4H, Hp. ¢ ¢/¢) ; 6.64 (d, J=9.1 Hz,
2H, Hye) ; 6.16 (d, T = 3.0 Hz, 1H, Hy) ; 5.88 (m, 1H, NH) ; 5.35 (d, ] = 6.6 Hz, 1H, H) ; 4.42
(m, 1H, Hs) ; 4.30 (CH,NH) ; 3.96 (m, 1H, H,) ; 3.81 (s, 1H, MeO) ; 3.77 (m, 2H, OH, ¢ 3) ;
3.70-3.59 (m, 8H, CH,Cl et CH,N).

RMN £C (CDCl,) : 5 = 162.1 (CO) ; 150.5 (d, J = 224.7 Hz, Cq-F) ; 156.0 (NCO,) ;
143.9, 141.0 et 112.3 (Cq) ; 122.8 et 112.7 (Ca et o) ; 117.0 (m, Ca b er o) 5 112.4 (Cy) ; 102.3
(C1);71.4 (Cy) ; 68.0 (C3) ; 53.9 (CHACI) ; 52.8 (MeO) ; 51.0 (CH,NH) ; 40.5 (CH,N).

SM (CI"+NHs) : m/z =573 (100%) [M+1]"; 575 (67%) [M+1+2] " ; 591 [M+NH,]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 595.1 (100%) [M+Na]"; 595.1 (63%) [M+2+Na]"
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Partie Expérimentale

Orthoformiate de benzyle 171

C2 2H22 03

Mol. Wt.: 334,41

74.1g (0.5 mol) d’orthoformiate d’éthyle et 216.28g (2¢q.) de BnOH sont chauffés a
80°C. L’¢éthanol formé extemporanément est distillé pour déplacer les équilibres vers le
produit désiré. Lorsque 85 mL (69g, 1.5 mol) d’éthanol ont été recueillis, le chauffage est

arrété.
ANALYSES :

RMN *H (CDCIy) : § = 7.46-7.36 (m, 15H, Hawo §) ; 5.55 (s, 1H, HCO3) ; 4.77 (s, 6H,

CH,).

RMN C (CDCly) : 6 = 128.3 et 127.7 (CHy, m) ; 127.7 (CHp) ; 127.5 (Cq) ; 111.3
(CH) ; 66.1 (CHs).

SM (CI"+NH3) : m/z = 352 [M+NH,]"
SM (FAB* MB) : m/z =335.1 [M+1]"
SM (FAB* MB + Nal) : m/z = 357.2 [M+Na]"
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Partie Expérimentale

Benzyl-2,5-di-O-acétyl-D-glucurono-3,6-lactone 176

C17H; 503
Mol. Wt.: 350,32

R;(CH,Cl,) = 0.17

5g (23.6 mmol) d’acide glucuronique 175, 100 mL de BnOH et 900mg (0.2 éq.) de
TsOH sont chauffés 4h a 80°C. Lemilieu est alors neutralisé par une résine basique, la Dowex
1-X8. L’alcool benzylique est enlevé a la pompe a palettes et le résidu chromatographié sur
colonne (éluant CH,Cl,-MeOH/9-1). Un composé de Ry = 0.22 est récupéré mais sa formule
ne peut étre déterminée.

Ce dernier produit est utilisé directement dans une seconde étape d’acétylation par 3 mL
d’Ac,0 dans 5 mL de pyridine, pendant 20h a TA. Le tout est versé sur de la glace puis extrait
au CH,Cl,. Aprés acidification par H,SO4 IN, lavage a 1’eau et NaHCO; g, on
chromatographie le produit sur silice (éluant CH,Cl,). La lactone 176 décrite ci-dessous est

récupéree.
ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 7.33 (m, SH, Bn) ; 5.28 (m, 2H, Hs«s) ; 5.19 (d, J = 5.2 Hz,
1H, Hs); 5.16 (s, 1H, H)) ; 5.00 (d, ] = 5.1 Hz, 1H, Hy) ; 4.64 (ABq, ] = 11.8 Hz, 2H, CH)) ;
2.25 (s, 3H) et 2.08 (s, 3H) (Me).

RMN C (CDCly) : & = 170.0, 169.5 et 169.2 (CO,); 136.1 (Cq); 128.5 et 128.2
(CHo o m) ; 128.1 (CHp); 105.3 (Cy); 83.2 (Cs) ; 81.7 (Cap) ; 75.8 (Ca); 70.0 (CHy) ; 69.0
(Ca3) ; 20.6 et 20.3 (Me).

SM (CI"+NHa3) : m/z = 368 [M+NH,]"
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Partie Expérimentale

(2-Nitro-4-formylphényl-2,3,4-tri-O-acétyl)-B-D-glucopyranoside

uronate de méthyle 166

a
C,0Hy NO 5
Mol. Wt.: 483.38
CHO
Cristaux blancs T;°> =181-182°C
c b R;(CH,Cl1,-MeOH/97.5-2.5) =0.42

5.4g (13.5 mmol) de bromure 55 sont mis en solution dans 140 mL de CH3CN,pp, sous
argon. 13.5g¢ d’Ag,O sont versés et la solution devient vert foncé. Le 4-hydroxy-3-
nitrobenzaldéhyde 182 (3.6g, 1.6 éq.) est additionné rapidement par cuillerées. L’agitation est
poursuivie une nuit, la solution étant mise a I’abri de la lumiére au moyen de feuilles
d’aluminium, sous atmosphére d’argon.
Le milieu réactionnel est filtré deux fois sur Célite 545, concentré sous vide puis
chromatographié deux fois également (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5 puis CH,Cl,-AcOEt/95-5).
Apres recristallisation dans EtOH, 5.3g (89%) du produit de couplage 166 sont obtenus sous

forme de cristaux blancs.

ANALYSES :

RMN *H (CDCI3) : §=9.97 (s, 1H, CHO) ; 9.31 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H,) ; 8.08 (dd, ] =
8.6 et 2.0 Hz, 1H, Hy) ; 7.50 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ho) ; 5.41 (m, 2H, Hy4) ; 5.30 (m, 2H, Hy3) ;
432 (d,J = 8.4 Hz, 1H, Hs) ; 3.70 (s, 3H, CH;0) ; 2.18, 2.08 et 2.07 (s, 3H) (CH5C(O)).

RMN £C (CDCly) : § = 188.7 (CHO); 170.0, 169.3 et 169.2 (MeC(0)); 166.7
(COMe) ; 153.4, 141.2 et 134.4 (CQaro) ; 134.4 (Cy) ; 126.8 (Ca) ; 118.8 (Co) ; 98.6 (Cy) 5 72.7
(Cs) ; 70.2 et 69.8 (Caer3) ; 68.2 (C4) ; 52.3 (CH;0) ; 20.6 (CH;5C(0)).
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Partie Expérimentale

[(2-Nitro-4-(hydroxyméthyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl]-p-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 168

OH CyoHy3NO, 5
Mol. Wt.: 485.39

Solide blanc T;°= 174-176°C
Ry (Tol-Act/2-1) = 0.53

1.45g (3 mmol) de I’aldéhyde 166 sont dissous dans 20 mL de CHCI; et 5 mL d’i-
PrOH et la solution dégazée a 1’argon. Aprés ajout de 2.25g de silice fine, le milieu est
refroidi a 0°C et NaBHy4 (230mg, 12 €q.) ajouté par portions. Apres 1 h a 0°C on laisse revenir
a TA. La solution est filtrée sur Célite 545 et lavée par 20 mL de CH,Cl,. Le filtrat est
concentré sous vide, et le produit recristallis¢é dans I’éthanol; 1.36g (94%) de cristaux

poudreux du produit de réduction 168 sont collectés.
ANALYSES :

RMN *H (DSMO-dg) : 6 = 7.80 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H,) ; 7.62 (dd, ] = 8.3 et 1.3 Hz,
1H, Hy) ; 7.38 (d, T = 8.7 Hz, 1H, H) ; 5.71 (d, ] = 7.8 Hz, 1H, H)) ; 5.45 (m, 2H, H et OH) ;
5.11 (m, 2H, Ha,y) ; 4.72 (d, ] = 9.9 Hz, 1H, Hs) ; 4.51 (s, 2H, CH,OH) ; 3.64 (s, 3H, CH;0) ;
2.01 (s, 9H, CH;C(0)).

RMN %C (DSMO-dg) : § = 169.5, 169.3 et 168.8 (MeC(0)) ; 167.0 (CO:Me) ; 146.9,
140.2 et 138.6 (Cquro) 3 132.0 (Cp) ; 122.3 (Co) 5 117.7 (Co) 5 98.1 (Cy) ; 71.0 (Cs) ; 70.8 (C3) ;
70.0 (C») ; 68.7 (C4) ; 61.3 (CH,OH) ; 52.7 (CH;0) ; 20.6 (CH5C(O)).

Analyse élémentaire (%) :
Calc. C:49.49 H:4.78 N:2.89 0:42.85
Exp. C:49.75 H:4.381 N:2.96
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Partie Expérimentale

[2-Nitro-4-(benzyloxyméthyl)phényl-4,5-déhydro]-3-D-

glucopyranoside uronate d’isopropyle 184

s

Cy3HysNOg
Mol. Wt.: 459,45

b R; (CH,CL,-MeOH/9-) = 0.34

A une solution de 0.5 mL de BnOH,,;, et 20mg (0.25 €éq.) d’une suspension de NaH a
60% w/w dans I’huile dans 5 mL d’i-PrOH,y;, refroidie a -15°C sont ajoutés 100mg (0.2

mmol) de  [(2-Nitro-4-(hydroxyméthyl)phényl)-2,3,4-tri-O-acétyl-B-D-glucopyranoside]
uronate de méthyle 168. Aprés 48h, le milieu, toujours a -15°C, est neutralisé par une résine
acide Dowex 50x2-200 ‘‘neuve’’. La chromatographie (gradient d’¢luant CH,Cl,-
MeOH/97.5-2.5 [1 9/1) fournit 18mg (24%) du composé benzylé 184.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : 6 =7.96 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H,) ; 7.62 (dd, J = 8.7 et 1.9 Hz, 1H,

Hy) ; 7.55 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ho) ; 7.32 (m, SH, Huo §) 5 6.38 (dd, J = 4.7 et 1.0 Hz, 1H, Hy) ;
5.90 (d, J=2.7 Hz, 1H, H)) ; 5.08 (h, J = 6.3 Hz, 1H, CHMe,) ; 4.70 (s, 4H, CH,0) ; 4.27 (s,
1H, Hy) ; 4.12 (s, 1H, H3) ; 1.29 et 1.27 (d, ] = 6.2 Hz, 3H) (CH;CH).

RMN £C (CDCL) : § = 161.3 (COy) ; 148.6, 140.9, 139.7, 139.5 et 136.6 (4 Cdaro €t

Cq=CH) ; 133.6 (Cy); 128.7 et 127.1 (CHom ) ; 127.8 (CH, $); 124.5 (Cy); 117.9 (Co) ;

1123 (C4) ; 97.7 (C1) ; 69.9 (MesCH) ; 69.1 (C2) ; 65.5 (CH, §) ; 65.0 (C3) ; 63.4 (CH2) ; 21.8
(CHa).

SM (CI"+NHs) : m/z =477 [M+NH,]; 387 [M+NH,-Bn]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 392.2 [M+Na-Bn]"
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Partie Expérimentale

[2-Nitro-4-(hydroxyméthyl)phényl]- 3-D-glucopyranoside uronamide
185

a Cl 3H16N209
H Mol Wt.: 344,27

R, (CH,CN-H,0/9-1) = 0.10

A 100mg (0.2 mmol) du composé 168 dans 4 mL de MeOH.,, est ajoutée une solution
ammoniacale de méthanol (=1.7 M) jusqu’a dissolution compléte. Le milieu est laissé une nuit
sous argon. Apres évaporation et chromatographie (éluant CH3;CN-H,0/9-1), 18mg (18%) de
produit de départ et 45mg (65%, 80% / cv) d’amide 185 sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : § = 7.79 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H,); 7.58 (d, ] = 8.6 et 2.1 Hz, 1H,
Hy); 7.40 (d, T = 8.7 Hz, 1H, H,); 5.14 (d, T = 7.4 Hz, 1H, H)) ; 4.61 (s, 2H, CH,OH) ; 3.93
(d,J=9.2 Hz, 1H, Hs) ; 3.53 (m, 3H, Ha.4).

RMN £C (MeOD) : § = 173.9 (CONH,) ; 149.9, 142.5 et 138.3 (Caro) ; 133.2 (Cb) ;
124.1 (C,) ; 119.2 (Co) 5 102.6 (C1) ; 77.4, 76.2 et 73.1 (Ca.4) ; 74.2 (Cs) ; 63.5 (CH,OH).

SM (FAB* MB) : m/z = 345.4 [M+NH,]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 367.4 [M+Na]"
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Partie Expérimentale

[(2-Nitro-4-(O-tert-butyldiméthylsilylméthyl)phényl)-2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)]-B3-D-glucopyranoside uronate de benzyle 186

a CyH,;NO, (Si,
OTBS Mol. Wt.: 892.42

Huile jaune brun
R (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) = 0.81

1.6g (3.3 mmol) d’alcool benzylique 168 est dissous dans 40 mL d’acétone, a 0°C. 25

mL d’une solution molaire de soude aqueuse sont additionnés goutte-a-goutte et I’agitation est
poursuivie 5 minutes. Le milieu est ensuite neutralisé¢ par HCI 1M. Le produit est alors purifié
sur colonne de gel de silice (¢luant CH;CN-H,0O/7-3).

Le composé récupéré est dissous dans 15 mL de pyridine distillée en présence de 5.6mg de
DMAP. Apres refroidissement a 0°C et mise sous argon, 15 mL de TBSTf sont ajoutés
goutte-a-goutte au milieu. On laisse la réaction se poursuivre 18 h a TA. Le milieu réactionnel
est alors concentré, le résidu repris dans 120 mL de toluene et le sel insoluble de triflate de
pyridinium filtré. Le filtrat est lavé par 20 mL d’eau, décanté et séché sur MgSO,. Enfin la
phase organique est concentrée sous pression réduite.

Le résidu est ensuite remis en solution dans 10 mL de CH,Cl, anhydre, sous argon, en
présence de 200mg de DMAP. Le mélange est mis a 0°C, 0.4 mL d’alcool benzylique (1 €q.)
ajouté ainsi que 770mg (1 €éq.) de DCC, en solution dans 3 mL de CH,Cl, anhydre. On laisse
tourner & TA une nuit. La solution est concentrée, repris dans le cyclohexane, 1’urée insoluble
filtrée, et le produit chromatographi¢ deux fois: CH,Cl,-CyH/5-1 puis Tol-MeOH/1-0 —
97.5-2.5. 230mg (7%) d’une huile jaune sont finalement obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : 6 =7.73 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H,) ; 7.38 (dd, J = 8.7 et 2.1 Hz, 1H,
Hy) ; 7.30 (m, 5H, Bn); 7.08 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Ho) ; 5.52 (d, J = 5.7 Hz, 1H, Hy); 5.11 (s,

2H, CH,0) ; 4.65 (s, 2H, CH,08i) ; 4.44 (d,J = 1.8 Hz, 1H, H3) ; 4.37 (m, 1H, Hs) ; 4.03 (d, J
=5.6 Hz, 1H, Hy) ; 3.82 (d, J = 3.7 Hz, 1H, Hs) ; 0.90, 0.87, 0.83 et 0.80 (s, 9H) ((CH;);C) ;
0.14 (s, 3H), 0.11 (s, 3H), 0.03 (s, 3H) et -0.02 (s, 3H) et 0.07 (s, 6H) (CH;Si).

217



Partie Expérimentale

RMN £C (CDCl;) : 6 = 168.6 (COy) ; 149.1 et 140.2 (Cdaro) ; 135.3 (2 CqareC) ; 131.4
(Cb) ; 128.6, 128.4 et 128.4 (CHayo) 5 123.1 (Ca) ;3 116.9 (Co) 3 99.7 (C1) ; 78.8 (C3) 5 77.0 (Cs) ;
75.2 (C2) ; 72.3 (C4) ; 67.0 (CH, Bn) ; 63.6 (CH,OTBS) ; 26.0, 25.9 et 25.8 ((CH3);C) ; 18.5,
18.1 et 18.0 (MesCSi) ; -4.4, -4.5, -4.6, -4.7, -4.9, -5.0 et -5.2 (CH;Si).

SM (CI"+NHs) : m/z=909.5 [M+NH,]"

Au cours de cette synthése peut également se former le produit par élimination en 4,5
d’une molécule de tert-butyldiméthylsilanol du [2-Nitro-4-(O-tert-
butyldiméthylsilylméthyl)phényl-2,3-di-(O-tert-butyldiméthylsilyl)-4,5-déhydro]-B-D-

glucopyranoside uronate de benzyle 187 :

C;5Hg NO,Si;
Mol. Wt.: 760,15

OTBS Huile brun caramel
R¢(Tol)=0.31

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : 6 =7.74 (d, ] = 1.7 Hz, H,) ; 7.46-7.35 (m, 7H, Haxo) ; 7.21 (dd, J
=4.6et1.1 Hz, 1H, Hy); 5.55(d, J = 1.4 Hz, H)) ; 5.28 (ABq, J = 12.4 Hz, CH,Bn) ; 4;72 (s,
2H, CH,0Si) ; 4.24 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H»); 4.09 (d, J = 4.6 Hz, 1H, Hs); 0.90 (m, 27H,
(CH3);C) ; 0.15 (m, 18H, CH;Si).

RMN £C (CDCly) : & = 162.7, 149.1, 14227, 139.8, 138.2 et 135.8 (Cq); 131.5,
129.0, 128.8, 128.7, 128.4, 122.9 et 122.6 (CHay) ; 129.4 (C,) ; 113.9 (C4) ; 100.5 (Cy) ; 71.3

(Cs); 67.5 (CH, ) ; 66.8 (C3); 63.9 (CH,08Si) ; 26.3, 26.2 et 26.1 (CH3):C) ; 18.8, 18.5 et
18.3 (CMe;) ; 4.2, -4.3 et -4.9 (CH;Si).
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SM (CI"+NHs) : m/z =777 [M+NH,4]"

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 782.5 [M+Na]"
SMHR : (C38H6109N18i3Na) m/z = 782.3552 calculé ) 782.3559 trouvé
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[2-Nitro-4-(hydroxyméthyl)phényl]-B-D-glucopyranoside uronate de
méthyle 180

r

MeO,

a C,,H;;NO,,
OH Mol. Wt.: 359,29

Cristaux blancs T°=175-176°C
R;(CH,C1,-MeOH/9-1) =0.14

A une solution de 2g (4.12 mmol) de I’alcool benzylique triacétylé 168 dans 40 mL de
méthanol refroidie -15°C (bain glace-acétone) sont ajoutés 84mg (0.5 éq.) de MeONa. On
laisse revenir a TA durant une nuit. Le milieu est ensuite neutralisé par une résine Dowex
50X8-200 et le produit chromatographi¢ sur colonne de gel de silice (¢luant CH,Cl,-MeOH/9-
1). Aprés recristallisation dans 1’éthanol, le produit désacétylé 180 est obtenu sous forme d’un

solide blanc pulvérulent (958mg, 65%).
ANALYSES :

RMN 1H (MeOD) : § = 7.80 (d, J = 2.0, Hz, 1H, Hy) : 7.56 (dd, ] = 8.7 et 2.1 Hz, 1H,
Hy); 7.36 (d, J =8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.16 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H,) ; 4.61 (s, 2H, CH,OH) ; 4.08
(d, J=9.7 Hz, 1H, Hs) ; 3.76 (s, 3H, CH;0) ; 3.64 (t, ] =9 .4 Hz, 1H, H,) ; 3.56-3.46 (m, 2H,
Hy et3).

RMN £C (MeOD) : 8 = 171.1 (CO,) ; 1503, 142.7 et 138.5 (Cque) ; 133.5, 124.6 ct
119.3 (CHao) ; 103.0 (Cy) ; 77.5 (Ca) ; 77.2 (Cs) ; 74.8 (Ca) ; 73.1 (Ca) ; 64.0 (CH,OH) ;
58.7 (CH;0).

SM (CI"+NHs) : m/z=377.2 [M+NH,]"

Par le mécanisme d’¢élimination en 4,5 se forme toujours, en quantité plus ou moins
importante (5-20%) du [2-Nitro-4-(hydroxyméthyl)phényl]-4,5-déhydro-B-D-glucuronate de
méthyle 188 :
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OH Ci4HisNOy
Mol. Wt.: 341,27

Aiguilles jaunes
c b Rf (CH,CL,-MeOH/9-1) = 0.38

ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : 5 =7.89 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H,) ; 7.63 (dd, J = 8.6 et 2.1 Hz, 1H,
Hy); 7.55 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H,); 6.28 (m, 1H, Hy); 5.89 (m, 1H, Hy); 4.62 (s, 2H,
CH,OH) ; 4.09 (m, 2H, Hs «3) ; 3.77 (s, 3H, CH;0).

RMN £C (MeOD) : § = 163.8 (CO,); 149.5, 141.9 et 138.9 (Cqar) ; 140.9 (Cs);
133.8 (Cp); 124.6 (C); 120.0 (Co); 113.9 (Cs); 99.9 (Cy); 70.3 (Co); 66.5 (C3); 63.4
(CH,OH) ; 53.0 (CH;0).

SM (CI*+NHs) : m/z = 359 [M+NH,]"
SMHR : (C4H19O9N;) m/z = 359.1091 calculé ; 359.1088 trouvé
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(2-Nitro-4-(O-tert-butyldiméthylsilylméthyl)phényl)-2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)]-B3-D-glucopyranoside uronate de méthyle 189

a C3 8H73NO 1OSi4
8BS Mol. Wt.: 816,33

Cristaux Blancs T;°=90-91°C
R;(CH,Cl,)=0.44

A 470mg (1.3 mmol) du produit désacétylé 180 dans 10 mL de DMF sont ajoutés
875mg (5.8 mmol) de TBSCI, 792mg d’imidazole et 79mg de DMAP. La solution est portée a
80°C pendant 2 jours, puis apres retour a I’ambiante, 5g de TBSTT sont additionnés goutte-a-
goutte suivis de 5 mL de pyridine anhydre. Aprés évaporation, le résidu est repris dans le
toluéne et le triflate de pyridinium insoluble filtré. Aprés lavage a 1’eau et NaClgy puis
séchage sur MgSQOy, le composé est purifi¢ sur silice (¢luant CH,Cl,). Une huile est obtenue,
qui cristallise ; aprés recristallisation dans I’éthanol, 900mg (85%) de cristaux blancs de

I’ester méthylique 189 sont collectés.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : 6 =7.79 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H,) ; 7.47 (dd, J = 8.7 et 2.1 Hz, 1H,
Hy); 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.58 (d, J = 5.9 Hz, 1H, Hy) ; 4.70 (s, 2H, CH,0) ; 4.51 (d,
J=14Hz, 1H, Hs); 4.39 (d, T = 6.0 Hz, 1H, H,); 4.04 (d, J = 5.9 Hz, 1H, H,) ; 3.84 (d, ] =
3.8 Hz, 1H, Hs) ; 3.72 (s, 3H, CH;0) ; 0.94 (s, 18H), 0.87 et 0.83 (s, 9H) ((CHz);CSi) ; 0.17-
0.09 (m, 18H), 0.07 et 0.00 (s, 3H) (CH;Si).

RMN £C (CDCls) : & = 169.6 (CO); 149.1, 140.0 et 135.3 (Cqar) ; 131.5 (Cy);
123.2 (Cy) ; 116.4 (Ce) ; 99.4 (Cy) ; 79.0 (C3) ; 77.0 (Ca) ; 75.4 (Cs) ; 72.5 (C4) ; 63.6 (CH0) ;
52.5 (CH;0) ; 26.0, 25.9 (2C) et 25.8 ((CH3);C) ; 18.5, 18.1 (2C) et 18.0 (MesCSi) ; -4.4, -
4.5,-4.6,-4.6,-4.7-5.0, -5.1 et -5.2 (2C) (CH;Si).

SM (CI™+NHs3) : m/z = 833.6 [M+NH,]"
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Analyse élémentaire (%) :
Calc. C: 5591 H:9.01 N:1.72 Si:13.76
Exp. C:55.62 H:9.17 N:1.74 Si:13.85
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[2-Nitro-4-(O-tert-butyldiphénylsilylméthyl)phényl]-3-D-

glucopyranoside uronate de méthyle 190

C;yH;5NO,,S1

O,N
MeOg 2 a Mol. Wt.: 597,69
HO . oS
HO 2 1O Mousse blanche T;°= 60-61°C
OH
c b 0

3 R;(CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) =0.05

m

A 400mg (1.11 mmol) de I’ester méthylique 180 et 173mg (2.3¢éq.) d’imidazole en
solution dans 10 ml de DMF,;, sont additionnés goutte-a-goutte 0.49 mL (1.7 éq.) de TPSCI ;
au bout de 3 heures 0.1 mL supplémentaire est ajouté. Aprés en tout Sh d’agitation a TA, 30
mL d’eau sont versés au milieu qui est conséquemment extrait par 4x20 mL d’AcOEt. Suivant
le séchage sur MgSO, et a la pompe a palettes, le composé est chromatographié sur colonne
de gel de silice (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5). 676mg (quant.) du composé monosilylé

(mousse blanche) sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : 6 =7.68 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H,); 7.61 (dd, ] = 7.5 et 1.4 Hz, 4H,

Ho §,Si) ; 7.42 (dd, J = 8.8 et 1.7 Hz, 1H, Hy) ; 7.35 (m, 6H, Hnnp $2Si) ; 7.26 (d, ] = 8.7 Hz,
1H, Ho); 5.17 (s, 1H, OH); 5.07 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H,); 4.83 (s, 1H, OH); 4.67 (s, 1H,
OH); 4.64 (s, 2H, CH,0) ; 4.12 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Hs); 3.89 (m, 1H, Hy); 3.79 (m, 2H,
H,3) ; 3.76 (s, 3H, CH30) ; 1.05 (s, 9H, (CHz);CSi).

RMN £C (CDCly) : & = 168.9 (CO,) ; 148.9, 140.1 et 136.1 (Caro) ; 135.1 (CHopm

$:Si) ; 132.8 (Care $2Si) ; 131.7 (Cb) ; 129.9 (CH, §,Si) ; 127.8 (CHom $5i) ; 122.7 (Co) ;
118.1 (Co); 101.9 (Cy); 75.2 (Cas); 75.0 (Cs): 72.7 (Cas); 71.0 (Cs); 64.0 (CHy) ; 52.7
(CH;0) ; 26.7 ((CH3)5C) ; 19.2 (MesCSi).
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SM (CI"+NHs) : m/z= 615 [M+NH4]"
SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 620 [M+Na]"
SMHR : (C350H39010N,S1) m/z = 615.2374 calculé ; 615.2369 trouvé

225



Partie Expérimentale

[(2-Nitro-4-(O-tert-butyldiphénylsilylméthyl)phényl)-2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)]-B3-D-glucopyranoside uronate de méthyle 191

a CygH77NO,Si,
OTPS Mol. Wt.: 940,47

R, (CH,Cl,) = 0.76

568mg (0.95 mmol) du produit monosilylé 190, 6.25 mL de pyridine et 187.5mg de
DMAP sont dissous dans 50 mL de CH,Cl, fraichement distillé, mis sous argon et refroidis
par un bain eau-glace. 5.5 mL de TBSTT sont précautionneusement ajoutés goutte-a-goutte.
Le milieu réactionnel est laissé revenir a TA pendant une nuit. Aprés évaporation, le résidu est
repris dans le toluéne, I’insoluble filtré, la phase organique lavée a NaClgy et séchée sur
MgSO4. Apres chromatographie (éluant CH,Cly), 775mg (84%) d’une huile légerement

teintée de jaune sont récupérés.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : 6 =7.77 (d, ] = 2.1 Hz, 1H, H,) ; 7.69 (m, 4H, Ho $,Si) ; 7.48 (dd,

J=8.8 et 2.0 Hz, 1H, Hy) ; 7.42 (m, 6H, Hpp $5Si) ; 7.15 (d, 1= 8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.61 (d, ] =
5.8 Hz, 1H, H)) ; 4.73 (s, 2H, CH,0) ; 4.53 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, H3); 4.43 (dd, J=3.6 et 1.6
Hz, 1H, Hy); 4.10 (d, ] = 5.8 Hz, 1H, H») ; 3.88 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, Hs) ; 3.74 (s, 3H, CH;0) ;
1.11 (s, 9H, (CHs);CSid,) ; 0.96, 0.90 et 0.86 (s, 9H, (CHs);CSiMe) ; 0.19 (s, 6H), 0.17,
0.16, 0.10 et 0.04 (s, 3H) (CH;Si).

RMN £C (CDCly) : & = 169.6 (CO,); 149.1, 140.1 et 134.9 (Caro) ; 135.6 (CHopm

$2Si) ; 133.1 (Caro $2Si) ; 131.5 (Cp) ; 130.0 (CH, §,Si) ; 127.9 (CHom $,Si) ; 123.3 (C,);
116.5 (Co); 99.5 (C1); 78.9 (Cs); 77.0 (Cs); 75.4 (Cy); 72.5 (Cs); 64.3 (CHy); 52.4
(CH;0) ; 26.9 ((CH3)5CSidy) ; 25.9 et 25.8 (CHs);CSiMes) ; 19.3 (MesCSidy) ; 18.1, 18.0 et
18.0 (CH3);CSiMey) ; -4.4, -4.5, -4.6, -4.7, -4.9 et -5.0 (CH;Si).
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SM (CI"+NHs) : m/z = 957.5 [M+NH,]"
SMHR : (C48H81010sti4) m/z = 957.4968 calculé ) 957.4977 trouvé
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[(2-Nitro-4-(O-tert-butyldiphénylsilylméthyl)phényl)-2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)]-3-D-glucopyranoside uronate de benzyle 192

a Cs4HgNO,; (Siy
OTPS Mol. Wt.: 1016,56

R,(CH,Cl,) = 0.75

775mg (0.827 mmol) d’uronate de méthyle 191, 2 mL. de BnOH, 0.2 mL de Ti(OEt)4
pract. sont portés au reflux de 30 mL toluéne anhydre dans un montage équipé d’un Dean-
Starck rempli de 5g de tamis moléculaire 4A. Au bout de 24h, la mixture est diluée par 50 mL
d’eau et extraite par 5x30 mL d’Et,0, lavée successivement par de 1’eau et NaClg,, et enfin
séchée sur MgSO, et longuement tirée a la pompe a palettes. Aprés chromatographie (éluant
CH,Cl,) 836mg (quant.) de I’ester benzylique 192 sont obtenus sous forme d’une huile

incolore.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : § = 7.71 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H,) ; 7.66 (m, SH, Hy $,Si et Hy) ;

7.42 (m, 6H, Hnp $2Si) ; 7.31 (m, SH, CH,0) ; 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.56 (d, ] = 5.6
Hz, 1H, Hy) ; 5.15 (s, 2H, CHa0) ; 4.69 (s, 2H, CH,0) ; 4.52 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H3) ; 4.42 (m,
IH, H4); 4.07 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H,); 3.86 (d, J = 3.6 Hz, 1H, Hs); 1.10 (s, 9H,
(CH;)3CSidy) ; 0.91, 0.88 et 0.85 (s, 9H) (CH;3);CSiMe») ; 0.17, 0.12, 0.07 et 0.03 (s, 3H),
0.13 (s, 6H) (CH3Si).

RMN £C (CDCly) : & = 168.6 (CO,); 149.1, 140.2, 135.4 et 134.9 (Cqar) ; 135.6

(CHom 0:5i) ; 133.1 (Cquro $2Si) ; 131.4 (Cb) ; 130.0 (CHp 02Si) ; 128.6 et 128.4 (CHo Bn) ;
128.4 (CHp Bn) ; 127.9 (CHom $28i) ; 123.2 (Co); 117.0 (Co); 99.7 (C1) ; 78.8 (Ca) ; 77.0
(Cs); 75.2 (Ca) ; 72.4 (C4) ; 67.1 (CH, Bn) ; 64.3 (CH,0Si) ; 26.9 ((CH3):CSithy) ; 25.9 (2C)

et 25.8 ((CH3);CSiMey) ; 19.4 (MesCSidhy) ; 18.1, 18.1 et 18.0 ((CH3):CSiMey) ; -4.4, -4.5, -
4.6,-4.7,-4.9 et -4.9 (CH;Si).
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SM (CI"+NHs) : m/z = 1033.6 [M+NH,]"
SMHR : (Cs4Hgs019N»Sis) m/z = 1033.5281 calculé ; 1033.5288 trouvé
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[(2-Nitro-4-hydroxyméthylphényl)-2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)]-B3-D-glucopyranoside uronate de benzyle 181

C38H6 3N01 OSi3
OH Mol. Wt.: 778,16

Solide blanc T,® = 111-112°C
b R¢ (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5)= 0.40

276mg (0,298 mmol) de 192 et 17 puL (1 éq.) d’acide acétique glacial sont solubilisés
dans 15 mL de DMF,;, et mis sous argon. 298 uL (1¢q.) de TBAF 1M dans le THF sont alors
additionnés goutte-a-goutte. La réaction est controlée par suivi CCM ; elle est notablement
plus longue si de plus grandes quantités sont employées. Le milieu réactionnel est alors
quenché par 15g de glace et extrait par 6x20 mL d’éther. Apres lavage par NaHCOj ¢ puis
H,0, séchage sur MgSO; et concentration a sec, le composé est purifié¢ sur colonne (éluant
CH,Cl,-MeOH/98-2) pour fournir 198mg (85%) de 1’alcool benzylique 181 sous la forme

d’un solide blanc.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : 6 =7.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H,) ; 7.44 (dd, ] = 8.7 et 2.1 Hz, 1H,

Hyp) ; 7.31 (m, 5SH, CH20) ; 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.56 (d, ] = 5.7 Hz, 1H, H;) ; 5.14 (s,
2H, CHa0) ; 4.66 (s, 2H, CH,OH) ; 4.52 (d, ] = 1.5 Hz, 1H, H3) ; 4.41 (m, 1H, Hy) ; 4.05 (d,J

— 5.6 Hz, 1H, H,) ; 3.85 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, Hs) ; 2.03 (se, 1H, OH) ; 0.91, 0.88 et 0.83 (s, 9H)
(CH3);CSiMey) ; 0.16, 0.11, 0.06 et 0.00 (s, 3H), 0.12 (s, 6H) (CH;Si).

RMN C (CDCly) : § = 168.6 (CO,) ; 149.4, 140.1, 135.3 et 134.8 (Cquro) ; 132.3
(Cy) ; 128.6 et 128.4 (CHom Bn) ; 128.4 (CH, Bn) ; 123.8 (Ca) ; 116.9 (Co) ; 99.6 (C1) ; 78.9
(Cs); 76.8 (Cs); 75.2 (Ca) ; 72.2 (C4); 67.1 (CH, Bn); 63.7 (CH,OH) ; 25.9 (2C) et 25.8
((CH3);CSiMey) ; 18.1 (2C) et 18.0 ((CH:3);CSiMey); -4.4, -4.5, -4.6, -4.7, -5.0 et -5.0
(CH;Si).

SM (CI"+NHs) : m/z = 795.5 [M+NH,]"
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SMHR : (C33He7010N,Si3) m/z = 795.4104 calculé ; 795.4096 trouvé

Sur de grandes quantités, I’ajout du TBAF se fait a 0°C, de méme que I’hydrolyse de fin de
réaction. De plus il a été possible d’isoler un sous produit, dii a une polydésilylation, dont les

caractéristiques sont données ci-dessous.

[(2-Nitro-4-hydroxyméthylphényl)-3-O-tert-butyldiméthylsilyl]-R-D-glucopyranoside

uronate de benzyle 198:

C,HiNO,,Si
OH Mol. Wt.: 549,64

Huile jaune orangée
R¢ (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) = 0.19

ANALYSES :

RMN H (CDCIy) : 5 =7.81 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, H,) ; 7.44 (dd, ] = 8.7 et 2.1 Hz, 1H,

Hy) ; 7.36 (m, SH, Hao Bn) ; 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Hy) ; 5.26 (s, 2H, CH,Bn) ; 4.88 (d, ] =
7.3 Hz, 1H, Hy); 4.67 (d, J = 2.9 Hz, 2H, CH,OH) ; 4.02 (d, J = 9.7 Hz, 1H, H;) ; 3.83 (m,
1H, Hy) ; 3.69 (m, 1H, Hy) ; 3.64 (d, = 7.6 Hz, 1H, H3) ; 3.14 (d, ] = 3.2 Hz, 1H, OH,) ; 2.82
(d, T =3.0 Hz, 1H, OH,) ; 2.27 (se, 1H, CH,OH) ; 0.92 (s, 9H, (CH:);CSiMe») ; 0.16 et 0.14
(s, 3H) (CH;Si).

RMN £C (CDCl,) : 5 = 168.5 (CO,) ; 149.5, 140.3, 136.7 et 135.0 (Cqaro) ; 132.7
(Cy) ; 128.8 et 128.3 (CHom Bn) ; 128.7 (CH, Bn) ; 123.7 (Ca) ; 119.2 (Co) ; 103.3 (C)) ; 76.4
(Co); 747 (Cs); 73.6 (C3); 718 (Cs); 677 (CH, Bn); 63.5 (CH,OH); 25.9
((CH3);CSiMe,) ; 18.4 ((CH3);CSiMey) ; -4.3 et -4.6 (CH;Si).

SM (CI"+NHs) : m/z =567 [M+NH4]"
SMHR : (Cy6H39010N,Si;) m/z = 567.2374 calculé ; 567.2372 trouvé
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N-BOC-N,N’-Diméthyléthylendiamine 202

Ve

N )OJ\ J< Mo W 18827
N ol. Wt.: y
/ \/\N -

Huile jaune
R¢(CH,Cl,-MeOH/4-1) =0.11

A une solution de 5 mL de N,N’-Diméthyléthyléndiamine 201 dans 100 mL de THF
refroidie 0°C est ajoutée g. a g. pendant une heure environ une solution de BOC,0O dans 25
mL de THF. Apres une nuit & TA, le THF est évaporé et le résidu partitionné entre NaClg, et
AcOEt. On lave a NaClgy, séche sur Na,SOy4 et chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/9-1)

pour récupérer 1.914g (74%) d’une huile incolore.
ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 3.23 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH,NBOC); 2.78 (s, 3H,
CH:;NBOC) ; 2.63 (t, J = 6.6 Hz, 2H, CH,NH) ; 2.35 (s, 3H, CH;NH) ; 1.94 (s, 1H, NH) ;
1.36 (s, 9H, (CH;);0).

RMN C (CDCIy) : § = 155.2 (CO»); 78.6 (MesC): 49.1 (CH,NBOC ); 47.8
(CH,NH) ; 35.7 (CH;NBOC) ; 34.1 (CH;NH) ; 27.8 ((CH3);C).
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Partie Expérimentale

Chlorure de carbamoyle de N’-BOC-N,N’-diméthyléthylendiamine
203

Solide incolore T;° =49-50°C
R; (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) = 0.16

j\ J\ | Mol Wi 2502
N cl ol. Wt.: R
| ;

A une solution refroidie a 0°C, et sous argon, de la diamine mono-BOC 202 (1.128g, 6
mmol) dans 20 mL de CH,Cl, ,u sont ajoutés successivement 6 mL (= 1.5-2 €q.) d’une
solution de phosgeéne dans le toluéne et 3.22 mL (2 éq.) de TEA. La température est
maintenue 2h a 0°C puis 15 mL d’eau sont versés au milieu. Apres lavage a NaClg,, séchage
sur Na,SO4 et colonne (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5), 450mg (30%) d’une huile, qui

cristallise au réfrigérateur, sont obtenus.

ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : & = 3.43 et 3.30 (m, 2H) (CH,NBOC et CH,NC(0)) ; 2.97 et 2.75
(m, 3H) (CHsNBOC et CH;NC(0)) ; 1.31 (s, 9H, (CH;);C).

RMN £C (CDCIly) : & = 155.6, 155.4 et 155.02) (CO,) ; 149.7, 149.2 et 148.5(2)
(CCI) ; 79.8, 79.6(2) et 79.4 (MesC) ; 50.4, 50.3, 49.0 et 48.2 (CHa) ; 46.6, 46.0, 45.8 et 45.1
(CH) ; 39.2, 38.6, 37.3 et 36.8 (CHs) ; 35.1, 34.4, 34.3 et 34.1 (CHs) ; 28.0 ((CH;)5C).

SM (CI"+NH3) : m/z = 268 [M+NH,]"
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Carbonate de 4-nitrophénol et de [l'alcool 4-[2,3,4-tri-(O-tert-
butyldiméthylsilyl)-B-D-glucopyranosyl uronate de benzyl]-3-nitro-4-
hydroxybenzylique 205

a CysHgeN,0,,4Si5
o} Mol. Wt.: 943,27
o) NO,
Laque jaune

b d € Rf (CHzClz) = 041

145mg (0,187 mmol) de 181 additionnés d’une goutte de pyridine anhydre sont
dissous dans 5 mL de CH,Cl; 4 et placés sous argon. 85mg (2.3 €q.) de chloroformiate de 4-
nitrophényle sont versés au milieu en une fois. Apres une nuit a TA, de ’eau est ajoutée et la
phase organique soigneusement lavée par NaHCOj3 ¢ puis H>O et enfin séchée sur MgSOs.
Aprés chromatographie sur silice (¢luant CH,Cl,) 95mg (54%) du carbonate activé 205 sont

obtenus sous la forme d’une laque jaune.
ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : & = 8.27 (d, J = 9.2 Hz, 2H, H.) ; 7.90 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H,)

7.53(dd, J=8.7 et 2.1 Hz, 1H, Hy) ; 7.38 (d, T = 9.2 Hz, 2H, Hy) ; 7.31 (m, SH, CHa) ; 7.19

(d, J = 8.7 Hz, 1H, Ho); 5.60 (d, ] = 5.6 Hz, 1H, Hy); 5.23 (s, 2H, CHa0) ; 5.13 (s, 2H,
CH,0); 4.52 (d, ] = 1.2 Hz, 1H, H3) ; 4.41 (m, 1H, Hy) ; 4.06 (d, ] = 5.5 Hz, 1H, H>) ; 3.86
(d,J=3.6 Hz, 1H, Hs) ; 0.90, 0.88 et 0.83 (s, 9H) (CH;);CSiMe>) ; 0.16, 0.11, 0.06 et 0.01 (s,
3H), 0.12 (s, 6H) (CH;Si).

RMN 2C (CDCls) : 5 = 168.4 (CO,); 155.4, 152.4, 150.6, 145.5, 140.1 et 135.1
(Cquro €t CO3) 5 134.3 (Cy) ; 128.5 et 128.4 (CHomp Bn) ; 127.8 (Cqar) ; 126.1 (Cy) ; 125.4
(Co); 121.8 (Ca) ; 115.7 (Co); 99.5 (C1) 5 78.9 (C3) ; 76.6 (Cs) 3 75.1 (Ca); 72.1 (Cy) ; 69.2
(CH, Bn); 67.1 (CH,0); 25.8 (2C) et 25.8 ((CH3):CSiMey); 18.0 (2C) et 18.0
((CH3);CSiMe,) ; -4.5, -4.6, -4.6, -4.8 et -5.0 (2C) (CH;Si).

SM (CI"+NHs) : m/z = 960.3 [M+NH,]"
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N,N’-diméthyl-N-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R-D-
glucopyranoside uronate de benzyl)-3-nitrobenzyloxycarbonyl)]-N’-

(tert-butoxycarbonyl)éthylene diamine 204

>g CysHg N3O, 3Si3
J Mol. Wt.: 992,43

Laque jaune pale
R; (CH,Cl1,-MeOH/97.5-2.5)= 0.50

M¢éthode @ : 50mg (0.054 mmol) de I’alcool benzylique 181 et 24.4mg (1.5 éq.) du chlorure
de carbamoyle 203 en solution dans 5 mL de CH,Cl; ,, sont additionnés d’une goutte de
TEA, de 5mg (0.5 éq.) de DMAP, puis le tout est porté a reflux pendant 4h. Apres un lavage a
I’eau et séchage sur MgSQO,, le produit est purifié par chromatographie sur silice (¢luant
CH,CI,-MeOH/97.5-2.5). 17mg (27%) du produit de couplage désiré et 19mg (38%) du

produit de départ sont récupérés.

Méthode @ : a 81mg (0.085 mmol) du carbonate activé 205 et 170mg (11 éq.) de I’amine
mono-BOC 202 en solution dans 5 mL de CH,Cl; 4, sont ajoutées 3 gouttes de pyridine. Le
mélange est agité Sh a TA. Apres dilution par 20 mL de CH,Cl; et 10 mL d’eau, on extrait par
3x30 mL d’une solution de NaHCO; g et seche sur Na,SO4. 38mg (45%) du composé
diamino sont obtenus apres purification par chromatographie (éluant CH,Cl,-MeOH/98.5-

1.5).

M¢éthode © : 600mg (0.771 mmol) de I’alcool benzylique 181 et 4 gouttes de TEA sont
solubilisés dans 30 mL de CH,Cl, . et mis sous argon. 250mg (1.265 mmol) de
chloroformiate de 4-nitrophényle 143 en solution dans 5 mL de CH,Cl; ., sont ajoutés
goutte-a-goutte. Apres 2.5h d’agitation a TA, 1.5g (exce€s) d’amine 202 est additionné au
milieu et I’agitation poursuivie une nuit. Le méme traitement que dans la méthode @ ci-

dessus est utilisé pour fournir 488mg (64%) du composé de couplage 204.

ANALYSES :
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RMN H (CDCL3) : & = 7.81 (s, 1H, H,) ; 7.44 (m, 1H, Hy); 7.31 (m, 5H, CHy0) ;

7.14 (d,] = 8.7 Hz, 1H, H,) ; 5.57 (d, J = 5.7 Hz, 1H, H) ; 5.13 (s, 2H, CHa0) ; 5.06 (s, 2H,
CH,0) ; 4.51 (s, 1H, H3) ; 4.40 (m, 1H, Hy) ; 4.05 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Hy) ; 3.85 (d, J = 3.2 Hz,
1H, Hs) ; 3.38 (m, 4H, N(CH,),N) ; 2.95 (s, 3H, CH;N) ; 2.87-2.80 (m, 3H, CH3N) ; 1.43 (s,
9H, (CH3);CO) ; 0.90, 0.87 et 0.83 (s, 9H) (CH;);CSiMe,) ; 0.16, 0.06 et 0.01 (s, 3H), 0.11 (s,
9H) (CH;Si).

RMN £C (CDCIy) : § = 168.5 (CO») ; 155.8 et 149.9 (NCO,) ; 140.1, 135.3 (2C) et
130.5 (Cqaro) ; 133.5 (Cb) ; 128.6 et 128.4 (CHomp Bn) ; 125.1 (Cy) 5 117.0 (Co) ; 99.4 (Cy) ;
79.7 (MesCO) ; 78.8 (C3); 76.8 (Cs); 75.2 (Ca); 72.2 (C4); 67.1 (CH, Bn); 65.7 et 65.4
(CH,0) ; 46.8 (m, 2C, CH,N) ; 35.5, 35.0 et 34.6 (2C, CH;N) ; 28.5 ((CH3);CO) ; 25.9 et 25.8
(2C) ((CH3);CSiMey) ; 18.1 (2C) et 18.0 ((CH;);CSiMey) ; -4.4, -4.5, -4.6, -4.7, -4.9 et -5.0
(CH;Si).

SM (CI"+NHs) : m/z = 1009.4 [M+NH,]"
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Chlorhydrate de N,N’-diméthyl-N-[4(-2,3,4-tri-O-tert-
butyldiméthylsilyl-R-D-glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylene diamine 217

a _{O / Cy3H;,CIN;O,, Sis
0 N_/—NH Mol. Wt.: 928,77
/ x HCI Solide amorphe

b R; (i-Pr,0) = 0.00

270mg (0.27 mmol) du composé BOC 204 sont mis en suspension dans 20 mL d’HCl
~ 3M dans I’AcOEt préalablement refroidis a 0°C. On laisse agiter a cette température jusqu’a
disparition complete du composé BOC (suivi CCM). Le milieu réactionnel est alors évaporé a

sec et le sel obtenu quantitativement utilisé tel quel par la suite.

ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : & = 7.91 (s, 1H, H,); 7.64 (m, 1H, Hy); 7.36 (m, SH, CHy0) ;

7.27(d,J=8.2 Hz, 1H, H) ; 5.65 (d, ] = 6.0 Hz, 1H, Hy) ; 5.16 (s, 4H, CH,¢ et CH,0) ; 4.71
(s, 1H, Hy) ; 4.46 (d, ] = 3.5 Hz, 1H, Hy); 4.01 (d, ] = 6.0 Hz, 1H, Hy) ; 3.91 (d, J = 3.5 Hz,
1H, Hs); 3.63 (m, 2H, CH,N); 3.21 (m, 2H, CH,N); 3.00 (s, 3H, CHsN); 2.72 (s, 3H,
CH:N) ; 0.94, 0.90 et 0.85 (s, 9H) (CH);CSiMe,) ; 0.16, 0.15, 0.08 et 0.00 (s, 3H), 0.14 (s,
6H) (CH;Si).

RMN £C (MeOD) : § = 170.0 (CO); 150.5 (NCO,) ; 141.5, 136.6 (2C) et 129.6
(Caro) 5 132.2 (Cp) ; 129.5 et 129.4 (CHomp Bn) ; 129.2 (C,) ; 117.4 (C) ; 100.4 (Cy) ; 80.3
(Cs); 78.2 (Cs); 77.1 (Ca) ; 73.5 (Ca) ; 68.3 (CH, Bn) ; 67.1 (CH,0) ; 49.4 (m, 2C, CHoN) ;
34.0 (2C, CH3N) ; 26.4, 26.3 et 26.2 ((CH3);CSiMey) ; 18.9 ((CH3);CSiMey) ; 4.2, -4.2, -4.5,
4.6, -4.6 et -4.8 (CH;Si).

SM (FAB* MB) : m/z = 892.2 [M+H-HCI]"
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Chlorure de N,N’-diméthyl-N’-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R3-
D-glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamine carbamoyle 218

Cy3H72CIN3045 815
Mol. Wt.: 954,76

Huile teintée de jaune
R;(AcOEt) =0.41

250mg (0.027 mmol) du sel 217 et 0.1 mL (exces) de phosgeéne en solution dans le
toluéne sont suspendus dans 50 mL de CH;Cl; a1, mis sous atmosphére d’argon et refroidis a
0°C. 3 gouttes de TEA sont alors ajoutées et la température maintenue a 0°C durant 2.5h apres
quoi le milieu réactionnel est concentré a sec. Par purification sur colonne (¢luant AcOEt),
230mg (90%) de chlorure de carbamoyle 218 sont obtenus sous I’aspect d’une huile

légerement teintée de jaune pale.

ANALYSES :

RMN H (CDCls) : & = 7.82 (s, 1H, H,) ; 7.47 (m, 1H, Hy) ; 7.31 (m, 5H, Bn) ; 7.15

(d, J = 8.6 Hz, 1H, H,); 5.58 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H,); 5.13 (s, 2H, CH,Bn) ; 5.07 (s, 2H,
CH,0) ; 4.51 (s, 1H, H) ; 4.40 (m, 1H, Hy) ; 4.05 (d, ] = 6.0 Hz, 1H, H,) ; 3.85 (d, J = 3.6 Hz,
1H, Hs); 3.75-3.35 (m, 4H, CH,N) ; 3.13-2.96 (m, 6H, CH;N) ; 0.90, 0.87 et 0.83 (s, 9H)
(CH;);CSiMey) ; 0.16, 0.12, 0.11, 0.07, 0.06 et 0.01 (s, 3H) (CH;Si).

RMN £C (CDCIy) : & = 168.1 (CO,) ; 156.0, 155.8, 155.4 et 155.3 (NCO,) ; 149.9,
149.7, 149.5 et 149.5 (NCOCI) ; 148.5, 139.8 et 135.0 (Cquso) ; 133.9, 133.4 et 133.2 (Cp) ;
130.4, 130.3, 130.1 et 130.0 (Cqaro) ; 130.0 (CHom Bn ) ; 128.3 (CHym et CHp Bn) ; 125.3,
125.2, 124.8 et 124.8 (Co); 116.6 (Co); 99.1 (Cy); 78.6 (C3); 76.6 (Cs); 75.0 (Ca); 71.9
(Cy) ; 66.3 (CHa Bn) ; 65.7, 65.5, 65.4 et 65.3 (CH,0) ; 50.4, 50.1, 48.9 et 48.2 (CHoN) ; 46.8,
46.4, 46.0 et 45.7 (CH,N) ; 38.9, 38.6, 37.0 et 36.8 (CHzN) ; 35.2, 35.0, 34.9 et 34.4 (CH3N) ;
25.6 (2C) et 25.5 ((CH3);CSiMey) ; 17.8 (2C) et 17.7 ((CH3);CSiMey) ; -4.7, -4.8, -4.9, -5.0, -
5.2 et -5.3 (CH;Si).
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SM (CI"+NHs) : m/z=971.5 [M+NH,]"
SMHR : (C44H76012N4>ClSi3) m/z = 971.4456 calculé ; 971.4451 trouvé
(C44H76012N437C18i3) m/z = 973.4427 calculé ; 973.4450 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R-D-
glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]paclitaxel 219

C9 1H122N40268i3
Mol. Wt.: 1772,21

Poudre blanche T° = 183°C-déc. NHCOPh
R¢ (CH,C1,-MeOH/97.5-2.5)=0.13 z

80mg (0.083 mmol) de chlorure de carbamoyle 218 et 116mg (= 10 éq.) de DMAP
sont dissous dans 10 mL de CH,Cl, fraichement distillé sur P,Os. Sous argon, 32mg (0.037
mmol) de paclitaxel sont alors ajoutés puis, goutte-a-goutte, 0.2 mL de TEA. Au bout de 6h,
la solution est diluée par 20 mL de CH,Cl, puis lavée par H,O et NaClg, et séchée sur
NayS04. La purification, effectuée sur colonne de silice fine (Gel de Silice 60, 0.015-0.040
mm, Merck) (éluant CH,Cl,-MeOH/98-2), permet d’isoler 57mg (87%) du produit de

couplage 212 sous forme d’une mousse blanche.

ANALYSES :

RMN %H (CDCl5) : 6 =8.53 (d, J = 9.7 Hz, 1H, NH3') ; 8.15 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H,
Bz,); 7.78 (m, 3H, Hy Bz et Hy) ; 7.65-7.15 (m, 17H, Hay) ; 7.10 (m, 1H, H) ; 6.30 (m, 2H,
Hjo et Hi3); 6.12 (m, 1H, H3-) ; 5.66 (m, 1H, H») ; 5.57 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H;») ; 5.48 (d, J =
2.7 Hz, 1H, Hy’); 5.13 (m, 2H, CH; Bn) ; 4.98 (m, 1H, Hs) ; 4.64 (ABq, J = 12.6 Hz, 2H,
CH;0) ; 4.50 (m, 1H, Hj3~) ; 4.47 (m, 1H, Hy) ; 4.40 (s, 1H, Hs») ; 4.17 (ABq, J = 8.6 Hz, 2H,
Hy); 4.05 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hy»); 3.84 (m, 2H, H; et Hs») ; 3.65-3.02 (m, 4H, CH,N) ;
2.95-2.89 (m, 6H, CH3N) ; 2.58 (s, 3H, CH3; Acs); 2.52 (m, 1H, Hgo) ; 2.42 (d, J = 2.3 Hz,
2H, Hi4) ; 2.21 (s, 3H, CH3 Acyo) ; 2.09 (m, 3H, Hyg) ; 2.00 (m, 1H, Heg) ; 1.68 (s, 3H, Hy) ;
1.22 (s, 3H, Hie) ; 1.11 (s, 3H, Hy7) ; 0.90, 0.87 et 0.83 (s, 9H) (CH3)3;CSiMe,) ; 0.16, 0.06, et
0.00 (s, 3H), 0.12 (s, 9H) (CH3Si).

240



Partie Expérimentale

RMN 2C (CDCl5) : & = 204.1 (Co) ; 171.4, 170.1, 169.0, 168.4, 168.3 et 167.1 (MeC

(0)C4, MeC(0)Cio, $CO,, BC(O)N3,, C1- et CO,Bn) ; 155.9 et 149.9 (NCO,) ; 154.9, 143.3,
140.1 (Cy2), 137.6, 135.2, 134.6, 132.5, 130.0 et 129.3 (7 Cqaro et C11) ; 133.6, 133.3, 131.4,
130.3, 129.0, 128.8 (2C), 128.6, 128.4, 128.1, 127.9, 127.1, 126.7 et 125.0 (14 CHyo) ; 116.8
(Co); 99.4 (C1) ; 84.5 (Cs) ; 81.0 (Cs); 79.2 (C1) ; 78.9 (Cs+) ; 76.7, 75.7 (2C) et 75.2 (2C)
(Ca. 10,22 et5) 5 72.2 (Creav) 3 714 (C13) 5 76.5 (Cap) ; 67.1 (CHz Bn) ; 65.5 (CH,0) ; 58.5
(Cs) ; 52.8 (Cy) ; 47.4 et 46.1 (CH,N) ; 45.6 (C3) ; 43.2 (Cys) ; 35.7 (CH3N) ; 35.6 (Cg) 5 26.8
(Ci6) 5 25.9 (2C) et 25.8 ((CH;);CSiMes) ; 22.8 (Cy4 et CHs Acy) ; 22.4 (Ci7); 20.9 (CH;
Acio) ; 18.0 (2C) et 18.0 ((CH;)3CSiMey) ; 14.9 (Cis) ; 9.7 (Cio) ; -4.5, -4.6, -4.6, -4.8, -5.0 et
-5.0 (CH;Si).

SM (FAB* MB+Nal) : m/z= 1793.9 [M+Na]"; 1794.9 [M+Na+1]"
SMHR : (C91H122026N4Si3Na) m/z = 1793.7553 calculé N 1793.7540 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4-(3-D-glucopyranoside uronate de benzyl)-

3-nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylénediamin]paclitaxel 220

C73HgoN4Os6
Mol. Wt.: 1429,43

Mousse blanche Ty° = 154°C-déc.
R; (CH,Cl1,-MeOH/95-5)= 0.15

150mg (0.085 mmol) de prodrogue protégée 219 dissous dans 5 mL de CH3CN,y, et
0.3 mL de Pyridine,,, sont additionnés goutte-a-goutte, a 0°C et sous argon, de 0.8 mL de
complexe HF-Pyridine a 70%. Aprés 3h a 0°C, on laisse la température remonter et poursuit
I’agitation une nuit. L’hydrolyse s’effectue a 0°C par 125 mL de NaHCOj3 ¢4, puis le milieu est
extrait par 3x50 mL d’AcOEt, séché¢ sur Na,SO,, concentré et chromatographié sur silice
(¢luant CH,Cl,-MeOH/95-5). 90mg (76%) d’une mousse blanche correspondant au composé

désilylé 220 sont ainsi isolés.

ANALYSES :

RMN 2H (CDCls) : 8 = 8.43 (d, ] = 9.5 Hz, 1H, NH5) ; 8.13 (2H, H, Bzy) ; 7.78 (m,
3H, Hy Bz et Hy) ; 7.65-7.24 (m, 18H, Hyy) ; 6.28 (m, 2H, Hjp et Hy3) ; 6.12 (dd, J=9.3 et 3.0
Hz, 1H, H3") ; 5.66 (m, 1H, H,) ; 5.46 (d, J =2.9 Hz, 1H, Hy') ; 5.23 (2H, CH; Bn) ; 4.94 (m,
1H, Hs); 4.88 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H,»); 4.64 (ABq, J = 13 Hz, 2H, CH,0) ; 4.50 (m, 1H,
Hs»); 447 (m, 1H, H7); 4.10 (ABq, J = 8.4 Hz, 2H, Hy); 3.95 (1H, Hs»); 3.88 (m, 1H,
Hy») ; 3.80-3.05 (m, 9H, Hs H3», CHoN et OHy» 30 ¢t 4) ; 2.93-2.88 (m, 6H, CH3N) ; 2.55 (s,
3H, CHjs Acy) ; 2.45 (m, 1H, Heo) ; 2.39 (m, 2H, Hi4) ; 2.21 (s, 3H, CH3 Acyo) ; 1.98 (s, 3H,
Hig) ; 1.88 (m, 1H, Heg) ; 1.67 (s, 3H, Hio) ; 1.18 (s, 3H, Hie) ; 1.11 (s, 3H, Hy7).

RMN £C (CDCl3) : & = 204.0 (Co); 171.4, 170.1, 169.0, 168.4, 168.2 et 167.1

(MeC(0)Cs, MeC(0)Co, $COs, GC(O)N3:, C et CO,Bn); 155.9 et 149.9 (NCO,) ; 154.9,
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143.2, 140.3 (Cy2), 137.5, 134.9, 134.5, 132.6 132.1 et 129.3 (7 Cqaro et C11) ; 133.7, 131.5,
130.4, 128.8 (2C), 128.7 (2C), 128.7, 128.3, 128.1, 128.0, 127.1, 126.7 et 124.7 (14 CHy) ;
119.1 (Co) ; 102.7 (Cy) ; 84.5 (Cs) ; 81.0 (Cy) ; 79.3 (C1) ; 75.7 (2C), 75.2, 75.0 et 74.8 (Ca. 10,
2. 23 e 5) 3 76.8 (Ca) ;3 72.8, 72.1, 71.4 et 70.9 (Cy. 13, 23~ o 4») ; 67.7 (CHa Bn) ; 65.4
(CH,0) ; 58.5 (Cs) ; 53.0 (Cx) ; 47.4 et 46.1 (CH,N) ; 45.7 (C3) ; 43.2 (Cys) ; 35.7 (CH3N) ;
35.6 (Cs) ; 26.8 (Cig) 5 22.8 (C17) 3 22.6 (C14) ; 22.3 (CH; Acs) 5 20.9 (CHs Acyo) ; 15.0 (Cig) ;
9.7 (Co).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 1451.3 [M+Na]"
SMHR : (C73HgyO26N4Na) m/z = 1451.4959 calculé ; 1451.4979 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4-(3-D-glucopyranoside uronate)-3-amino

benzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]paclitaxel 221

C66H76N4024
Mol. Wt.: 1309,32

Mousse blanche T¢ = 190°C-déc.
R¢ (CH5CN-H,0/9-1) =0.17

90mg (0.063 mmol) de composé benzylé 220 et 100mg de Pd/C 10 % sont suspendus
dans 10 mL d’EtOH abs. 0.3 mL (50¢€q.) de cyclohexadi¢ne 1,4 sont alors ajoutés et le milieu
chauffé a 45°C pendant 24h. Apres filtration sur Célite 545, le produit est chromatographié
sur colonne de gel de silice (¢luant CH3CN-H,O/9-1) et lyophilisé ; 20mg (24%) de la

prodrogue aminée 221 sont obtenus.

ANALYSES :

RMN tH (MeOD) : & = 9.12 (m, 1H, NH3") ; 8.13 (2H, H, Bz,); 7.81 (m, 2H, Hp,
Bz) ; 7.67-7.28 (m, 10H, Hay) ; 7.05 (m, 1H, Hy); 6.67 (m, 1H, H,); 6.50 (m, 1H, H,); 6.46 (m,
1H, Hjp); 6.15 (m, 1H, Hj3) ; 6.05 (m, 1H, Hs); 5.64 (m, 1H, H») ; 5.40 (m, 1H, Hy’) ; 4.99 (m,
1H, Hs) ; 4.76 (m, 1H, H;»); 4.70 (m, 2H, CH,0); 4.35 (m, 1H, H); 4.19 (m, 4H, Hy et
CH,0) ; 3.83 (m, 2H, Hs et Hs>) ; 3.60-3.34 (m, 7H, Ha» 3> &4 €t CHN) ; 2.99-2.81 (m, 6H,
CH;3N) ; 2.49-2.39 (m, 4H, He, et CH3 Acy) 5 2.19 (m, 2H, Hi4) ; 2.16 (s, 3H, CH3 Acyo) 5 1.97
(m, 3H, Hig) ; 1.80 (m, 1H, Hep) ; 1.66 (s, 3H, Hi9) ; 1.12 (s, 6H, His et Hy7).

RMN £C (MeOD) : & = 205.3 (Cy) ; 171.6, 171.3, 171.0, 170.9, 167.7 (MeC (O)Cs,

MeC(0)C1o, $CO,, PC(O)N3- et Cy') ; 158.0 et 146.6 (NCOy) ; 156.7, 142.5 et 138.3 (Cllaro);
135.7, 134.8, 133.8, 131.4, 131.1, 130.5, 130.0, 129.5, 129.1, 128.7, 128.4, 128.1 et 124.4
(Caro); 118.6 (Cp et Co) 3 117.4 (C,); 104.6 (Cy-) ; 85.9 (Cs) ; 82.2 (C4) ; 78.0, 77.4, 76.9 (2C)
et 76.3 (2C) (Ca. 10,20, 2", 3= et 57) 3 74.6, 73.3, 72.7 et 72.2 (C7. 13 2 a4) ; 69.7 (CH,0) ; 59.2
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(Cg) ; 54.8 (C3) ; 47.5 (C3) ; 47.1 et 46.9 (CH2N) ; 44.5 (Cys) ; 37.5 (Ce); 37.1-35.2 (CH3N) ;
27.2 (Clﬁ) ) 23.3, 22.5et22.4 (C14, C17 et QH} AC4) ) 20.8 (QH3 AC]()) , 14.7 (C]g) ; 10.5 (Clg).

SM (ESI") : m/z = 1309.5 [M+H]"
SMHR : (CeeH77024Ny) m/z = 1309.4928 calculé ; 1309.4926 trouvé
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2-Nitro-4-hydroxymeéthylphénol 223a

O3N
a C;H;NO,
OH Mol. Wt.: 169,13
HO L
Aiguille jaune T = 94-96C
o b R¢ (CH,Cl,-MeOH/97-3) = 0.50

Une solution de 200mg (1.19 mmol) de 4-hydroxy-3-nitrobenzaldéhyde 182 dissous
dans 20 mL de méthanol est refroidie a 0°C par un bain de glace; 100mg (exces) de NaBH4
sont ajoutés par spatulées. On laisse remonter a TA et agiter 4h. Le milieu est quenché par 50
mL d’eau et le méthanol évaporé. Aprés extraction par 3x50 mL d’AcOEt puis séchage sur
Na,S0y, le brut est chromatographié¢ (éluant CH,Cl,-MeOH/97-3) et pour fournir 141mg

(70%) du solide 223a cristallisant sous forme d’aiguilles jaunes.

ANALYSES :

RMN *H (CDCIy) : § = 10.56 (se, 1H, OH) ; 8.11 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H,) ; 7.60 (dd, J
=8.6¢t2.2 Hz, 1H, Hy); 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Hy) ; 4.69 (s, 2H, CH,).

RMN £C (CDCl,) : & = 154.5 (Cq-0) ; 136.3 (Cy) ; 135.6 et 133.2 (Cq) ; 123.0 (Co) ;
120.2 (Ce) ; 63.6 (CHa).

SM (CI" + NH3) : m/z = 170 [M+H]"
SMHR : (C7HoNO,) m/z = 170.0453 calculé ; 170.0459 trouvé
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2-Amino-4-hydroxyméthylphénol 223b

H,N
a CHyNO,
OH Mol. Wt.: 139,15
HO
Poudre marron T;° = 142-144°C
o b R¢ (CH,Cl,-MeOH/95-5) = 0.05

Méthode @ : 205mg (1.23 mmol) de nitrobenzaldéhyde 182 dissous dans 20 mL d’EtOH abs.
avec 206mg de Pd/C 10% sont agités sous atmosphere d’hydrogene pendant 2h. Apres
filtration sur Célite 545 et chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/95-5), 60mg (25%) d’une

poudre marron correspondant a 1’amino alcool 223b sont récupérés.

Méthode @ : 141mg (0.833 mmol) du nitrophénol 223a et 96mg de Pd/C 10% en suspension
dans 20 mL de méthanol sont placés sous atmosphere d’hydrogéne durant 4h. Le méme

traitement que précedemment fournit 47mg (40%) du composé 223b.
ANALYSES :

RMN *H (MeOD) : § = 6.75 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H,) ; 6.66 (dd, J = 8.0 Hz, 1H, H) ;
6.58 (dd, J = 8.0 et 1.7 Hz, 1H, Hy) ; 4.42 (s, 2H, CH,).

RMN *H (DMSO-dg) : & = 8.80 (se, 1H, OH) ; 6.56 (m, 2H, Haero) ; 6.33 (dd, J = 7.9
et 1.4 Hz, 1H, Hy) ; 4.80 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, CH,OH) ; 4.4 (se, 2H, NH,) ; 4.25 (d, J = 5.5 Hz,
2H, CH).

RMN C (MeOD) : § = 145.6 (Cg-0) ; 135.6 et 133.8 (Cq) ; 119.2 (Cy) ; 116.5 (Cy) ;
115.1 (C.) ; 65.2 (CHo).

RMN £C (DMSO-dg) : 5 = 142.8 (Cq-0) ; 136.2 et 133.5 (Cq) ; 114.9 (C) ; 113.8 et
113.4 (Caerc) ; 63.2 (CHy).

SM (CI" + NH3) : m/z = 140 [M+H]"
SMHR : (C7HoNO,) m/z = 140.0712 calculé ; 140.0710 trouvé
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Ester 3-tert-butyligue de I'acide 2-(4-Méthoxyphényl)-4-phényl-
oxazolidine-3,5-dicarboxylique (POMA) 230

OMe

CyoH25NOg
Mol. Wt.: 399,4370

R; (Hept-AcOEt/7-3)= 0.05

ANALYSES :

RMN *H (CDCI5) : & = 8.54 (se, 1H, CO,H) ; 7.39 (m, 7H, 5H ¢;3 et 2H MeO9) ; 6.92

(d, J= 8.7 Hz, 2H, MeOd) ; 6.38 (s, 1H, Hy) ;5.39 (s, 1H, H) ; 4.61 (d, J = 4.3 Hz, 1H, Hy) ;
3.81 (s, 3H, MeO) ; 1.06 (s, 9H, BOC).

RMN 2C (CDCl,) : & = 172.8 (CO,H) ; 1660.5 (NCO,) ; 151.8 (Cq) ; 129.0, 128.4,
128.2, 126.4 et 114.0 (CHao) ; 92.5 (C1) ;82.6 (Cs) ; 81.2 (MesC) ; 63.7 (C3) ; 55.4 (MeO) ;
27.9 (Me3).
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7,10-Ditroc-10-déacétylbaccatine lll

227

.

7

|
~&e
O b

C35H35ClgO14
Mol. Wt.: 895,3840

R; (Hept-AcOEt/7-3)= 0.10

ANALYSES :

RMN 2H (CDCls) : & = 8.08 (m, 2H, H,
(m, 2H, Hn Bzy) ; 6.26 (s, 1H, Hyo) ; 5.63 (d, J
Hz, 1H, Hs); 4.98 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H;) ; 4.9
11.8 Hz, 1H) (ABq, CH,CCls) ; 4.77 (ABq, J =
Hz, 2H, Hy) ; 3.96 (d, J = 6.9 Hz, 1H, H3); 2

Bz,); 7.61 (t,J = 7.4 Hz, 1H, Hy Bz,) ; 7.45
= 6.8 Hz, 1H, Hy); 5.59 (dd, J = 10.6 et 7.2
1 (m, 1H, H;3); 4.90 (m, 1H) et 4.60 (d, J =
11.9 Hz, 2H, CH,CCl;) ; 4.23 (ABq, ] = 8.4
.62 (m, 1H, Heq) ; 2.31 (m, SH, Hy4 et CHs

Acy) ; 2.15 (s, 3H, Hyg) ; 2.03 (m, 1H, Heg) ; 1.98 (s, 3H, Hyo) ; 1.70 (s, 1H, OHy3) ; 1.14 (s,

3H, Hy7) ; 1.10 (s, 3H, Hyg).

RMN £C (CDCl3) : § = 201.3 (Co) ; 170.9 et 167.0 (MeC(0)Cs et $CO;) ; 153.3 et

153.2 (COs) ; 146.6 (C1) ; 133.9 (CH, Bzy); 130.9 (Cyy); 130.1 (CH,) 5 129.2 (Cq) ; 128.8

(CHp); 94.3 et 94.3 (CCls); 83.8 (Cy); 80.4

(Cs); 79.8 (Ci); 78.7 (C1); 77.4 et 77.1

(CH,CCl3) ; 76.7 (Cs) ; 76.3 (Ca0) ; 74.2 (Ca) ; 67.9 (C13) ; 56.3 (Cs) ; 47.4 (C3) ; 42.7 (Cys) ;
38.4 (C14) 3 33.3 (Co) ; 26.6 (C16) ; 22.6 (CHs Acy) ; 20.2 (C17) 3 15.5 (Cis) 5 10.7 (Cio).
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POMA-ditroc-10-DAB 231

C57H6l CI6N019
I Mol. Wt.: 1276,8058
Cl
Cl

R; (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5)= 0.28

197.7mg (0.221 mmol) de ditroc-10-DAB 227 en solution dans 10 mL de toluene sec
sont ajoutés 40.6mg (1.5 éq.) de DMAP et 114.0mg (1.5 éq.) de DCC. Puis une solution de
176.4mg (2éq.) de POMA 230 dans 10 mL de toluéne sec est versée au milieu. Apres 1h a
TA, on lave par 30 mL d’eau, séche sur Na,SO4 et concentre la phase organique. Le brut est
chromatographi¢ deux fois sur colonne de gel de silice (¢luant Hept-AcOEt/7-3 et éluant

CH,Cl1,-MeOH/98.5-1.5) pour fournir 263mg (93%) du produit 231.
ANALYSES :

RMN H (CDCL3) : 6 =8.01 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H, Bz,) ; 7.63 (1, J = 7.4 Hz, 1H, H,

Bz,) ; 7.50 (m, 2H, Hy Bzy) ; 7.41 (m, 7H, Haw) ; 6.92 (d, J = 8.7 Hz, Hom MeOQ) ; 6.38 (se,
1H, Hy) ; 6.10 (m, 2H, Hyo,13) ; 5.60 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hy) ; 5.49 (dd, J = 10.7 et 7.1 Hz, 1H,
Hs) ; 5.41 (se, 1H, Hs) ; 4.91 (m, 1H, Hy) ; 4.87 (m, 1H) et 4.60 (m, 1H) (CH,CCls) ; 4.77 (s,
2H, CH,CCls) ; 4.57 (m, 1H, H») ; 4.17 (ABq, J = 8.5 Hz, 2H, Hy) ; 3.81 (s, 3H, MeO) ; 3.78
(m, 1H, H3); 2.57 (m, 1H, Hgy) ; 2.26-2.08 (m, 2H, Hj4) ; 2.02 (m, 1H, Hep) ; 1.95 (s, 3H,
CHj Acs) 5 1.84 (s, 3H, Hyo) ; 1.63 (s, 3H, Hys) ; 1.22 (s, 3H, Hye) ; 1.13 (s, 3H, Hy7) ; 1.04 (s,
9H, CH;3; BOC).

RMN £C (CDCI3) : § = 200.8 (Co) ; 170.1, 169.5 et 166.8 (MeC(O)Cs, $CO; et Cy) ;
160.5 (NCO,) ; 153.2 et 153.1 (CO3); 151.5 (Cq POMA) ; 142.8 (C1y) ; 134.0 (CH, Bzy) ;
131.7 (C11) 5 130.1 (CHom) ; 129.0, 128.7, 128.6, 128.2 et 126.6 (CHayo) ; 114.0 (CHom) ; 94.2
(CCly); 92.6 (C1); 83.7 (Cy); 83.3 (Ca); 80.9 (C4): 80.4 (MesC); 79.0 (Cy. 10); 77.4
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(CH,CCLy) ; 763 (Cs); 76.2 (Cao); 74.3 (C2); 71.5 (Ci3); 63.6 (Cy); 56.0 (Cs); 55.4
(MeO) ; 46.9 (Cs); 43.0 (C1s); 35.5 (C14); 33.1 (Co); 27.8 (Me BOC); 26.3 (Cyq); 21.5
(CH; Acs) ; 21.1 (C17) 5 14.0 (Cys) 3 10.8 (Cio).

SM (FAB* MB) : m/z = 1276.2 [M]"

SMHR : (Cs7Hg010N*’Clg) m/z = 1274.2047 calculé ; 1274.1997 trouvé
(Cs7Hg,010N*°Cl5*'Cl) m/z = 1276.2018 calculé ; 1276.2028 trouvé
(Cs7Hg010NCLY'CL) m/z = 1278.1988 calculé ; 1278.2037 trouvé
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7,10-Ditroc-docetaxel 228

C49H55C|6N018
Mol. Wt.: 1158,6731

R; (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5)= 0.54

263mg (0.206 mmol) de 1’oxazoline 231 dissous dans 20 mL de méthanol anhydre
sont additionnés de 43.1mg (1.1 éq.) de TsOH. Au bout de 2h d’agitation a TA, le milieu
réactionnel est concentré a sec puis repris dans 30 mL d’AcOEt. Apres lavage par H,O et
NaClg, et séchage sur NaySOy, les 355mg de brut récupérés sont purifiés sur colonne (éluant

CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) pour fournir 172mg (73%) du compos¢ ditroc-docetaxel 228.
ANALYSES :

RMN *H (CDCls) : 8 =8.08 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H, Bz,) ; 7.61 (m, 1H, H, Bz,) ; 7.49
(m, 2H, Hp Bzy) ; 7.34 (m, 5H, Haro Bn) ; 6.38 (se, 1H, Hy+) ; 6.20 (m, 2H, Ho, 13) ; 5.67 (d, J
= 6.8 Hz, 1H, H) ; 5.54 (m, 1H, Hs) ; 5.47 (se, 1H, NH) ; 5.26 (m, 1H, Hz) ; 4.96 (m, 1H,
H7); 4.90 (m, 1H) et 4.62 (m, 1H) (CH,CCls) ; 4.77 (s, 2H, CH,CCl3) ; 4.58 (m, 1H, Hy) ;
4.24 (ABq, J = 8.5 Hz, 2H, Ha) ; 3.89 (d, ] = 6.6 Hz, 1H, Hs); 3.41 (s, 1H, OHy) ; 2.62 (m,
1H, Heo) ; 2.39 (s, 3H, CH; Acy) ; 2.31 (m, 2H, Hyy) ; 2.02 (m, 1H, Hep) ; 1.94 (s, 3H, Hig) ;
1.84 (s, 3H, Ho) ; 1.33 (s, 9H, CH; BOC) ; 1.22 (s, 3H, Hy¢) ; 1.18 (s, 3H, Hy»).

RMN £C (CDCI3) : § = 200.8 (Co) ; 172.9, 170.4 et 166.9 (MeC(O)Cs, $CO; et C1-) ;
155.4 (NCO,) ; 153.3 et 153.2 (CO3); 142.6 (Ca); 138.3 (Cq); 133.9 (CH, Bzy) ; 132.0
(C11) 5 130.2 (CHom) ; 128.9, 128.9, 128.8, 128.1 et 126.8 (CHay) ; 94.2 et 94.2 (CCL) ; 83.7
(C7) ; 80.7 (C4) ; 80.3 (MesC) ; 79.2 (Cyo) ; 78.6 (Cy) ; 77.4 et 77.1 (CH,CCLy) ; 76.4 (Cs) ;
76.3 (Ca0) ; 74.2 (Ca) ; 73.6 (C2) 5 72.2 (C13) ; 56.2 (Cy) ; 53.5 (Cs) ; 46.9 (C3) ; 43.1 (Cys) ;
35.3 (Cia) ; 33.3 (Ce) ; 28.2 (Me BOC) ; 26.3 (Ci6) ; 22.6 (CH; Acy) ; 21.1 (Cy7) ; 14.7 (Cig) ;
10.7 (C1o).
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SM (FAB* MB) : m/z=1158.1 [M+2+1]"
SM (FAB* MB+Na) : m/z = 1178.1 [M+Na]", 1180.0 [M+2+Na]"
SMHR : (C4Hs50,sN*’Cl¢Na) m/z = 1178.1448 calculé ; 1178.1439 trouvé

(Cs7Hs2019N3Cls*’CINa) m/z = 1180.1418 calculé ; 1180.1439 trouvé
(Cs7Hg2019N3Cly* C1,Na) m/z = 1182.1389 calculé ; 1182.1455 trouvé
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Docetaxel 2
o ?NH o Cu3Hs3NOq4
Mol. Wt.: 807,88
>
PMO""‘

R (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5)= 0.05

500mg (0.475 mmol) de ditroc baccatine 228 en présence de 1g de Zinc pulvérulent et
de 5 mL d’AcOH en suspension dans 100 mL d’AcOEt sont chauffés a 45°C sous atmosphere
d’argon durant environ 5h. Apres filtration, on lave a I’eau et séche sur Na,SO4 puis

chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5). 245mg (63%) de docetaxel 2 sont obtenus.
ANALYSES :

RMN 2H (CDCI5) : § =8.07 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H, Bz,) ; 7.59 (m, 1H, Hp Bz,) ; 7.47
(m, 2H, Hy Bzy) ; 7.36 (m, SH, Hyo Bn) ; 6.18 (m, 1H, Hi3) ; 5.69 (se, 1H, NH) ; 5.63 (d, J =
6.9 Hz, 1H, H,) ; 5.25 (m, 2H, Hy¢, 3°) ; 5.26 (m, 1H, H3-); 4.92 (d, J = 9.4 1H, Hs) ; 4.60 (s,
1H, Hy’) ; 4.28-4.14 (m, 3H, H7,20) ; 3.85 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H3) ; 2.50 (m, 1H, He,) ; 2.34 (s,
3H, CHs Acy) ; 2.15 (m, 2H, Hi4) ; 1.83 (s, 3H, Hig) ; 1.81 (m, 1H, Hep) ; 1.70 (s, 3H, Hyo) ;
1.31 (s, 9H, CH3; BOC) ; 1.20 (s, 3H, Hy6) ; 1.09 (s, 3H, Hy7).

RMN £C (CDCl3) : §=211.2 (Co) ; 172.9, 170.4 et 170.0 (MeC(O)Cs, $CO; et C1-) ;
155.6 (NCO,) ; 138.5, 135.9¢t 129.2 (Cyy, Cya et Cq); 133.7 (CH, Bzy); 130.2 (CHom) ;
128.8, 128.7, 128.0, et 126.8 (CHao) ; 84.3 (Cs) ; 81.1 (MesC) ; 80.2 (Cy) ; 78.8 (Cag) ; 75.0
(Ca) ; 74.5 (Co.3) ; 73.8 (Ca) ; 72.2 (C13) ; 71.8 (C7) ; 57.7 (Cs) ; 46.5 (C3) ; 43.1 (Cys) ; 36.7
(Cs: 35.6 (C14) ; 28.2 (Me BOC) ; 26.5 (Cy6) ; 22.6 (CH; Acs) ; 20.8 (C17) ; 14.3 (Ci5) ; 9.9
(C1o).

SM (FAB* MB) : m/z = 830.4 [M+Na]"
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R-D-
glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]docetaxel 232

e )

Cg7H124N4026Si3
Mol. Wt.: 1726,18

R; (CH,Cl,-MeOH/95-5)= 0.17

200mg (0.248 mmol) de docetaxel 2 et un large excés de DMAP (300mg) sont dissous
dans 20 mL de CH,Cl, fraichement distillé et mis sous atmosphéere d’argon. Puis 284mg (1.1
€q) du chlorure de carbamoyle 218 sont ajoutés, et 0.2 mL de TEA additionnées goutte a
goutte. Au bout de 6h, le milieu est dilué par 20 mL de CH,Cl,, lavé a I’eau et NaClgy, et le
produit purifié sur colonne (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5—95/5). 267mg (73%) du produit

de couplage 232 sont obtenus.
ANALYSES :

RMN H (CDCI,) : & = 8.15 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.85 (m, 1H, H,) ; 7.48 (m, 4H, H, Bz,
Hp Bz et Hy) ; 7.30 (m, 10H, Ha) 5 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H¢); 6.99 (d, J = 9.5 Hz, 1H,
NH) ; 6.32 (m, 1H, Hy3) ; 5.65 (m, 1H, Hj3-) ; 5.58 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H,») ; 5.48-5.24 (m, 3H,
Hy, 3 et 10) ;3 5.13 (m, 2H, CH; Bn) ; 5.09 (m, 2H, CH,0) ; 4.98 (m, 1H, Hs); 4.50 (m, 1H,
Hs») ; 4.40 (s, 1H, Hy») ; 4.29-4.06 (m, 3H, H7 et Hyg) ; 4.17 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H,~) ; 4.00
(m, 1H, Hy); 3.89 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hs») ; 3.62-3.02 (m, 4H, CH;N) ; 2.92-2.81 (m, 6H,
CH;3N) ; 2.52 (m, 4H, Heq et CH; Aca) ; 2.43-2.15 (m, 2H, Hy4) ; 1.96 (s, 3H, Hig) ; 1.84 (m,
1H, Hep) ; 1.73 (m, 3H, Hi9) ; 1.28 (m, 9H, Me BOC) ; 1.21 (s, 3H, Hi¢) ; 1.10 (s, 3H, Hy7) ;
0.89, 0.87 et 0.83 (s, 9H) (CH3);CSiMey) ; 0.16, 0.11, 0.11, 010, 0.05 et 0.01 (s, 3H) (CH3Si).

RMN £C (CDCly) : § = 211.5 (Cy) ; 169.8, 168.9, 168.3 et 167.0 (MeC(O)Cs, $CO,,

Cy> et CO,Bn); 1559, 154.9 et 149.9 (NCO,) ; 140.1, 139.3, 138.0, 135.4, 135.1 et 129.3
(Cqaro» Ci1 et Cy2) 5 133.9, 133.5, 130.2, 128.7, 128.5, 128.3, 127.7 et 126.3 (CHgy) ; 125.5
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(Ca); 116.8 (Ce); 99.3 (Cy-); 84.4 (Cs); 81.0 (Cy); 79.5 MesC) ;5 78.9 (Cy); 78.8 (Cs);
76.6 (Cao) ; 77.8, 75.8 et 75.5 (Cajio, Cov et Cs») 3 75.2 (Cs) ; T4.5 (Cao) 3 72.2 (Ca) 3 T1.7
(Ci3); 71.5 (C7); 67.0 (CH; Bn); 65.7 (CH20) ; 57.5 (Cs) ; 54.2 (C3); 50.6, 47.4, 47.0 et
46.2 (CH,N) ; 46.5 (Cy); 43.1 (Cys); 36.8 (Ce); 35.6 et 35.5 (CH;3N) ; 28.2 et 28.2 (Me
BOC) ; 26.3 (Cy6) ; 25.8 (2C) et 25.7 ((CH3);CSiMey) ; 22.7 (CH; Acs) ; 22.6 (Cia); 21.0
(C17) ; 18.0 (2C) et 17.9 ((CH3);CSiMes) ; 14.3 (Cig) ; 10.0 (Cio) ; -4.5, -4.6, -4.7, 4.8, -5.0 et
-5.1 (CH;Si).

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 1747.8 [M+Na]; 1748.8 [M+Na+1]"
SMHR : (C87H124026N4Si3Na) m/z = 1747.7709 calculé 5 1747.7657 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-R-D-glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]docetaxel 229

Ce9Hg2N4O26
Mol. Wt.: 1383,40

Ry (CH,Cl,-MeOH/9-1)= 027

267mg (0.155 mmol) du composé silylé 232 sont dissous dans 10 mL de CH3CN,y;, en
présence de 0.5 mL de pyridine anhydre. Le milieu réactionnel est mis sous argon et porté a
0°C par un bain de glace. On ajoute alors goutte a goutte 1.5 mL du complexe HF-pyridine a
70% et laisse revenir a TA pendant une nuit. Le lendemain on refroidit de nouveau la
solution, la dilue avec 50 mL d’AcOEt puis verse 50 mL de NaHCOj 4. Apreés extraction par
2x50 mL d’AcOEt et séchage sur Na;SOy, le brut réactionnel est purifié¢ sur colonne de gel de
silice (éluant CH,Cl,-MeOH/95-5—9/1) pour fournir 185mg (87%) de composé désilylé 229,

ainsi que 10mg de produit de départ et S0mg d’un composé monosilylé.
ANALYSES :

RMN H (CDCl3) : 8=128.07 (s, 2H, Hy Bz») ; 7.79 (m, 1H, H,) ; 7.56 (m, 1H, Hy, Bz) ;
7.48 (m, 3H, Hy Bz, et Hy) ; 7.32 (m, 11H, Hyy,) 5 6.63 (m, 1H, NH) ; 6.19 (m, 1H, H;3) ; 5.60
(s, 1H, H3") ; 5.50-4.94 (m, SH, Hz, 3.5, 10t 1) ; 5.17 (m, 4H, CH; Bn et CH,0) ; 4.46 (s, 1H,
H7);4.26 (s, 1H, H3) ; 4.14 (s, 1H, Hys») ; 4.26 et 4.14 (s, 1H) (Hyo) ; 3.87 (m, 2H, Hy' ¢t 5>) ;
3.76 (m, 4H, Hy» on 2,3 et4’) 5 3.33-3.00 (m, 4H, CH,N) ; 2.91-2.76 (m, 6H, CH3N) ; 2.67 (m,
1H, Heg) ; 2.60-2.20 (m, 2H, Hj4) ; 2.44 (s 3H, CH; Ac4); 1.88 (s, 3H, Hig); 1.86 (m, 1H,
Hep) ; 1.28 (s, 9H, Me BOC) ; 1.14 (s, 3H, Hje) ; 1.05 (s, 3H, Hy).

RMN £C (CDCl3) : § = 211.5 (Co) ; 170.1, 169.0, 168.4 et 167.0 (MeC(O)Cs, $CO,,
Cy- et COBn); 155.7, 155.2 et 149.8 (NCO,) ; 140.2, 139.4, 137.8, 135.4, 135.1, 131.9 et
129.4 (Cquro, C11 €t C12) ; 133.6, 130.2, 128.8, 128.6, 128.4, 128.1 et 126.5 (CHay) ; 124.9
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(Co); 118.4 (Co); 101.7 (Cy+) ; 84.4 (Cs); 81.0 (Cy) ; 80.3 (MesC) ; 78.9 (Cs) 5 76.5 (Cao) ;
75.2, 75.0, 74.5, 72.7, 71.7 et 70.8 (Ca. 7 10, 13, 2. 3. 4 et 5) : 67.4 (CH, Bn) ; 65.7 (CH,0) ;
57.5 (Cs) ; 54.5 (C3) ; 46.5 (Cy) ; 47.7 et 46.3 (CH,N) ; 43.1 (Ci5) ; 36.6 (Co) ; 35.4 (CH3N) ;
34.5 (C14) ; 28.3 et 28.2 (Me BOC) ; 26.4 (Cyq) ; 22.6 (CH; Acs); 21.0 (C17) ; 14.3 (Cis) ;
10.1 (Cyo).

SM (FAB* MB+Nal) : m/z = 1405.8 [M+Na]"
SMHR : (CgHs,026N4Na) m/z = 1405.5115 calculé ; 1405.5145 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-R-D-glucopyranoside-uronate)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]docetaxel 225

Ce2H76N4O26
Mol. Wt.: 1293,28

Rf (CH3CN-H20/9-1): 0.38
T, = 160°C-déc

64mg (46 pmol) du composé benzylé nitré 229 en solution dans 4 mL d’EtOH abs en
présence de 60mg de Pd/C 10% est chauffé a 40-50°C. 50 puL de cyclohexadie¢ne (10 éq.) sont
ajoutés au milieu, au bout de 2h 50 uL de diéne sont de nouveau versés et la réaction est
poursuivie une nuit @ TA. Un troisieme équivalent de diéne est rajouté et au bout de 24h
d’agitation supplémentaire on procéde au traitement. Apres simple filtration sur Célite 545, le
produit est chormatographié sur silice (éluant CH;CN-H,0/9-1) pour fournir 43mg (53%) de
la prodrogue nitro 225.

ANALYSES :

RMN 2H (CDCIls) : § =8.12 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H, Bz) ; 7.83 (m, 1H, H,) ; 7.63-7.39
(m, 9H, Hp et m Bz, Haro €t Hp) ; 7.24 (1H, Hc) ; 6.09 (m, 1H, H;3); 5.63 (d, J = 6.4 Hz, 1H,
Hj') ; 5.46 (se, 1H, NH) ; 5.29 (s, 2H, Hi ¢t 10) ; 5.16-5.00 (m, 5H, Hy 51 et CH20) ; 4.19 (s,
3H, H7 et Hy) ; 3.82 (m, 2H, Hy' ¢t 5>7) ; 3.75-3.50 (m, 8H, Hy» 3> ¢4 €t CH,N) ; 3.02-2.78 (m,
6H, CH3N) ; 2.41 (m, 4H, Hg,, et CH; Acy) ; 2.60-2.20 (m, 2H, Hy4) ; 1.93 (s, 3H, Hig) ; 1.82
(m, 1H, Hep) ; 1.68 (s, 3H, Hi9) ; 1.38 (s, 9H, Me BOC) ; 1.14 (s, 3H, Hie) ; 1.12 (s, 3H, Hi7).

RMN C (CDCl3) @ § = 211.4(Cy) ; 171.5, 171.0, 167.7 (MeC(0)C4, $COy, et C1) ;
157.9, 157.1 et 151.2 (NCO,) ; 141.7, 140.0, 139.8, 139.0, 137.7 et 130.0 (Cqaro, C11 €t C12) ;
134.7 (Cy) ; 132.7, 131.4, 131.2, 129.8, 129.6 et 128.2 (CHaro) ; 123.1 (Ca) ; 117.5 (Co) ; 102.3
(C1+); 82.2, 80.8 et 79.2 (C; 4 et MesC) ; 77.5, 77.2, 76.6, 76.5, 75.6, 74.5, 73.4 et 73.1 (Ca. 7,
10, 20, 3. 2. 3%, 4% et 5+) : 66.9 (CHL0) ; 58.8 (Cs) ; 56.4 (C3) ; 49.6, 49.3 et 49.0 (CH,N) ; 47.7
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(Ca); 44.4 (Cis) ; 37.5 (Cs) ; 36.6 (CH3N) ; 28.8 (Me BOC) ; 28.0 (Cie) ; 23.3 (CH; Acy) ;
21.9 (Cy7) ; 20.5 (C14) ; 14.8 (Cys) 5 10.5 (C1o).

SM (ESI") : m/z = 1291.5 [M-H]
SMHR : (C62H76026N4) m/z = 1291.4670 calculé ) 1291.4608 trouvé
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R-D-
glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

nitrobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]-7,10-ditroc-docetaxel 233

CozHi26ClgN; O30Si3
Mol. Wt.: 2076,98

R; (ACOEY) = 0.74

100mg (97 umol) de ditroc-docetaxel 228 et 174mg de DMAP solutionnés dans 15
mL de CH,Cl, sont additionnés de 131mg (1.3 éq.) du carbamoyle 218 dissous dans 1.5 mL
de CH,Cl,. Apres 2h, le milieu est dilué par CH,Cl; puis lavé a I’eau et NaCl g et enfin séché
sur Na,SO4. Apres chromatographie (¢luant CH,Cl,-MeOH/98-2) 187mg (93%) du produit de

couplage 233 sont récupérés.

ANALYSES :

RMN H (CDCls) : & = 8.11 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.86 (m, 1H, H,) ; 7.60 (m, 1H, Hp
Bz); 7.52 (m, 3H, Hn Bz, et Hy) ; 7.31 (m, 10H, Hay) ; 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H,) ; 7.04 (d, J =
10.6 Hz, 1H, NH) ; 6.34 (m, 1H, Hj3) ; 6.26 (s, 1H, Hjo) ; 5.70 (s, 1H, Hy) ; 5.58 (m, 2H, Hs ¢
1) 5 5.36 (m, 2H, CH,0) ; 5.23 (m, 1H, Hs); 5.13 (s, 2H, CH; Bn) ; 5.00 (m, 2H, H7, »’);
4.89 (m, 1H) et 4.59 (m, 1H) (CH,CCls) ; 4.76 (m, 2H, CH,CCls) ; 4.50 (s, 1H, H3~) ; 4.40 (s,
1H, Hy») ; 4.33 et 4.18 (m, 1H) (Hy) ; 4.05 (d, J = 5.6 Hz, 1H, H,») ;3.94 (m, 1H, H3) ; 3.84
(d, J = 3.6 Hz, 1H, Hs»); 3.75-3.00 (m, 4H, CH,N) ; 2.88 (m, 6H, CH3N); 2.67 (m, 1H,
Heo) ; 2.62 (s, 3H, CH3 Acy) ; 2.43 (m, 2H, Hi4) ; 2.09 (s, 3H, His) ; 2.05 (m, 1H, Heg) ; 1.85
(s, 3H, Hyo) ; 1.34 (s, 3H, Hie) ; 1.27 (s, 9H, Me BOC) ; 1.18 (s, 3H, H;7) ; 0.90 (m, 9H), 0.87
et 0.83 (s, 9H) ((CH3);CSi) ; 0.16, 0.05 et 0.00 (s, 3H) et 0.11 (s, 9H) (CH3S1).

RMN C (CDCl) : § =201.1 (Co) ; 170.1, 169.1, 168.4 et 167.0 (MeC(O)Cs, $COx,
Cy et CO,Bn); 156.0, 154.8, 153.3, 153.1, et 150.0 (NCO,) ; 143.8, 140.2, 138.0, 135.2 et
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129.1 (Cqare, C11 et C12) 5 133.9 (Cp) ; 131.4, 130.3, 128.8, 128.6, 128.4, 127.8, 126.4 et 125.6
(CHaro) ; 125.1 (Cy) ; 116.9 (Co); 99.4 (C1»); 942 (CCls); 83.8 (Cs); 80.7 (C4); 80.3
(Me3C) ; 79.6 (Cio) ; 79.3 (C314) ; 75.8 (CH20) ; 75.2 (C3) ; 74.4 (Cy) 5 72.2 (Csopa0) ; 71.4
(C4) ; 67.1 (CH, Bn) ; 65.8 (Cy) ; 76.8 (CH2CCls) 5 76.5 (Cs») ; 75.2 (Cag) ; 74.4 (Co) ; 56.1
(C3); 50.9 (Cy) ; 46.9 (m, CH,N) ; 43.2 (Cys) ; 35.6 (m, CH3N) ; 33.3 (Ce) ; 28.3 et 28.2 (Me
BOC) ; 26.3 (Ci¢) ; 25.9 (2C) et 25.8 ((CH3)3CSi) ; 22.7 (CHs Acy) ; 22.6 (C14) ; 21.3 (Cy7) ;
18.0 (2C) et 17.9 ((CH;3);CSi); 14.7 (Cis); 10.8 (Cyo); -4.5, -4.6, -4.6, -4.7 -4.9 et -5.0
(CH3Si).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 2097.8 [M+Na+2]" (88%), 2098.8 [M+Na+3]"

(88%), 2099.8 [M+Na+3]" (100%)
SMHR : (C139H126030N435C16Si3Na) m/z = 2095.5794 calculé; 2095.5823 trouvé
(32%)
(C130H126030N4Cls>"ClSisNa) m/z = 2097.5764 calculé ; 2097.5806 trouvé (77%)
(C130H126030N4Cl;*"C1,Si3Na) m/z = 2099.5837 calculé ; 2099.5734 trouvé (100%)
(C130H126030N4°Cl3*'C13Si3Na) m/z = 2101.5702 calculé ; 2101.5823 trouvé (67%)

262



Partie Expérimentale

2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4(-2,3,4-tri-O-tert-butyldiméthylsilyl-R-D-
glucopyranoside uronate de benzyl)-3-

aminobenzyloxycarbonyl)]éthylenediamin]-docetaxel 234

Cg7H126N4024Si3
Mol. Wt.: 1696,20

R; (ACOEY) = 0.74

Le produit 233 (187mg, 0.09 mmol) dissous dans 20 mL d’AcOEt est soumise a une
vive agitation en présence d’un trés large exces de zinc (environ 250mg) et 2 mL d’AcOH.
Aprées chauffage a 45°C pendant 4h, le milieu réactionnel est filtré sur fritté puis quenché a
I’eau et extrait par 2x30 mL d’AcOEt. Les phases organiques sont lavées a 1’eau et par NaCl
sat puis séchées sur Na;SO4. Une chromatographie avec 1’AcOEt comme ¢luant permet

d’obtenir 85mg (56%) du composé aminé 234.
ANALYSES :

RMN *H (CDCl;) : §=8.11 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.52 (m, 1H, Hp Bz,) ; 7.48 (m, 2H, Hp,
Bz); 7.31 (m, 11H, Hy,o et NH) ; 6.82-6.70 (m, 3H, Ha b etc) 5 6.30 (m, 2H, Hy3) ; 5.67 (m, 2H,
Hset10) 3 5.47 (m, 1H, Hy») ; 5.24 (m, 1H, H3) ; 5.12 (s, 2H, CH; Bn) ; 4.98 (m, 1H, Hs) ; 4.80
(m, 2H, CH,0) ; 4.44 (m, 1H, H3~) ; 4.29-4.13 (m, 5H, H7, 20, 2 et4>) 5 3.96 (m, 2H, H3 ¢t 2>) ;
3.84 (m, 1H, Hs~) ; 3.60-3.00 (m, 4H, CH,N) ; 2.88-2.80 (m, 6H, CH3N) ; 2.58 (m, 1H, Hey) ;
2.54 (s, 3H, CHs Acy) ; 2.44 (m, 2H, Hi4) ; 1.97 (s, 3H, Hig) ; 1.85 (m, 1H, Hep) ; 1.74 (s, 3H,
Hyo); 1.31 (s, 3H, Hye) ; 1.25 (s, 9H, Me BOC) ; 1.11 (s, 3H, H;7) ; 0.88 (s, 18H) et 0.82 (s,
9H) ((CH3)3CSi) ; 0.15 et 0.11 (s, 3H) et 0.09 et 0.05 (s, 6H) (CH3S1).

RMN £C (CDCls) : § = 211.6 (Cy) ; 171.2, 169.9, 168.8 et 167.1 (MeC(O)Cs, $CO,,

Cy et CO,Bn); 156.4, 155.9, 155.2 et 154.9 (NCO,) ; 144.5, 139.4, 138.5, 138.2, 135.3,
131.5 et 129.4 (Cqaro, C11 et Cy2); 133.5, 130.2, 128.7, 128.5, 128.3, 128.3, 127.6 et 126.4
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(CHaro) ; 118.4, 116.0 et 115.9 (Ca b erc) 3 100.3 (Cy) ; 84.4 (Cs) ; 81.0 (C4) ; 80.0 (C1) ; 79.2
(C3+) 5 76.6 (Ca0) ; 76.5 et 75.4 (Ca e 4+) 3 76.1 (C1o0) ; 74.9 (Ca) ; 74.5 (C3) ; 72.5 (Cr et 2) ;
71.7 (C13) ; 67.9 (CH, Bn) ; 67 ;4 (Cs+) ; 66.9 (CH,0) ; 57.6 (Cs) ; 47.7 et 46.4 (CHoN) ; 43.2
(Cis); 46.5 (C3); 43.1 (Cis) ; 35.5 (CH3N) ; 29.7 (Co) ; 28.2 (Me BOC) ; 25.9 (2C) et 25.8
((CH3):CSi) ; 25.6 (C1a) ; 22.7 (CHs Acs) ; 21.0 (Cy7) ; 18.0, 18.0 et 17.9 ((CHs)sCSi) ; 14.3
(Cis); 115 (Co) ; 4.1, 4.6, -4.6, -4.7 -4.8 et -5.0 (CH;Si).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 1718.5 (100%) [M+Na+1]"; 1717.5 (100%) [M+Na]"
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-[4-(3-D-glucopyranoside uronate de benzyl)-

3-aminobenzyloxycarbonyl)]éthyléenediamin]-docetaxel 235

C69H84N4024
Mol. Wt.: 1353,42

Ry (CH,Cl,-MeOH/95-5) = 0.05

110mg (0.80 mmol) de I’amine 234 dissous dans 5 mL de CH3CN anhydre et 0.5 mL
de pyridine, refroidis a 0°C, sont additionnés goutte a goutte de 1 mL de complexe HF-
Pyridine. On laisse remonter en température et 1’agitation est poursuivie 48h. la réaction
n’arrive pas a complétion, des produits de polarité intermédiaire ayant subi des désilylations
partielles sont isolés et caractérisés par masse.

L’ensemble des produits est repris, dissous dans 5 mL de THF anh (TM 4A) puis
additionné de 0.1 mL (1.5 €éq.) de TEAX3HF. Au bout de 4h, aprés ajout de TEA, le milieu est
concentré et chromatographié (éluant CH,Cl,-MeOH/95-5 ] 9-1) permettant d’isoler 22mg
(20%) du composé désilylé 235. Les problémes rencontrés lors de la mise en réaction et de
purification du produit final ne permettent pas de présenter une caractérisation complete de

235 ; seule I’analyse de spectroscopie de masse est présentée.

ANALYSE :

SM (FAB* MB) : m/z = 1353.9 [M+1]"
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2'-O-[N,N’-diméthyl-N’-(4-3-D-glucopyranoside uronate)-3-

aminobenzyloxycarbonyl)éthylénediamin]-docetaxel 226

Ce2H78N4O25
Mol. Wt.: 1279,29

Ry (CH3CN-H,0/9-1) = 0.29
T = 202-déc.

M¢éthode @ :18mg (13 umol) du composé benzylé 235 sont dissous dans 5 mL d’éthanol
absolu en présence de 60mg de Pd/C 10% puis agité 24h sous atmosphere d’hydrogéne (1 bar
de pression). Aprés filtration sur Célite 545 et concentration du filtrat, le composé est

chromatographié (¢luant CH;CN-H,0/9-1) pour fournir 11mg (67%) de la prodrogue 226.

Méthode @ : 35mg (25 pmol) de produit nitrobenzylé 229 sont mis en suspension dans 5 mL
d’EtOH abs avec 60mg Pd/C 10% puis agité 4h sous atmosphere d’hydrogéne (1 bar de
pression). Aprés filtration sur Célite 545 et concentration du filtrat, le composé est

chromatographié (¢luant CH;CN-H,0/9-1) pour fournir 32mg (quant.) de la prodrogue 226.
Les deux quantités préparées de 226 sont réunies et lyophilisées.
ANALYSES :

RMN *H (CDCls;) : & =8.12 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.64 (m, 1H, H, Bz,) ; 7.57 (m, 2H, Hp,
Bz) ; 7.38 (m, 4H, Ha) ; 7 ;10 (m, 1H, Hyyo) 5 6.99-6.64 (m, 3H, Hy betc) 5 6.09 (m, 2H, Hy3) ;
5.64 (m, 1H, Hy) ; 5.44 (m, 2H, Hjp ¢ 3') ; 5.12 (m, 1H, Hs) ; 5.01 (m, 2H, CH,0) ; 4.65 (m,
1H, H;~) ; 4.19 (m, 3H, H7e20) 5 3.88 (m, 2H, H3) ; 3.72 (m, 1H, Hy) ; 3.50 (m, 4H, Hy» 3 4~
et57) 3 3.39-3.01 (m, 4H, CH,N) ; 2.86 (m, 6H, CH3N) ; 2.44 (m, 1H, He,) ; 2.40 (s, 3H, CH3
Acy) ;5 2.18 (m, 1H, Hiso) ; 2.05 (m, 1H, Hisg) ; 1.93 (s, 3H, Hig) ; 1.86 (m, 1H, Hep) ; 1.68 (s,
3H, Hy9) ; 1.39 (s, 9H, Me BOC) ; 1.15 (s, 3H, Hyg) ; 1.12 (s, 3H, Hy7).

266



Partie Expérimentale

RMN C (CDCl5) : § =211.3 (Cy) ; 171.5, 170.3 et 167.8 (MeC(0)Cy, $CO; et Cy) ;

157.8 (m, NCO,) ; 146.8, 145.0, 139.9, 139.6, 137.7 et 135.0 (Cquo, Ci1 et C12) ; 134.5, 131.4,
131.2, 129.9, 129.7, 129.3, 128.3 et 127.9 (CHyo) ; 118.8, 118.2 et 113.9 (Co b et o) ; 104.6
(C1+) ; 86.0 (Cs) ; 82.2 (Cs) ; 80.8 (C1) ; 79.2 (Cao) ; 77.6, 77.5, 74.7 €t 73.4 (Ca. 3 4= et 5)
76.5 (Ca) ; 75.6 (C10); 73.0 (C13); 72.6 (Co); 68. 9 (Ca) ; 68.4 (CH,0); 58.8 (Cs); 56.4
(Cy); 47.9 (C3); 44.5 (Cis); 46.5 (C3); 43.1 (Cis); 39.7 (m, CH,N); 37.5 (Cg); 35.3
(CH;N) ; 28.7 (Me BOC) ; 23.3 (CH; Acy) ; 22.1 (C1a) ; 21.7 (C17) ; 14.8 (Cys) 3 10.5 (C1o).

SMHR (ES|+) . (C139H126030N4) m/z = 1263.5096 calculé N 1263.5084 trouvé
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Acide [(2-Nitro-4-(O-tert-butyldiphénylsilylméthyl)phényl)-2,3,4-tri-
(O-tert-butyldiméthylsilyl)]-R-D-glucopyranoside uronique 255

a CyH75NO, (S,
OTPS Mol. Wt.: 926,44

R, (CH,CL,) =0.05

114mg (0.112 mmol) de I’ester benzylique 194 et 108mg de Pd/C 10% sont suspendus
dans 5 mL d’EtOH absolu et le milieu porté a 45°C. 0.106 mL de cyclohexadi¢ne (10 éq.)
sont alors ajoutés en une seule fois. Au bout d’une heure et demie le milieu est filtré sur Célite
545. Apres évporation, 85 mg (82%) d’une huile jaune correspondant a 1’acide libre sont

recueillis.

ANALYSES :

RMN H (CDCls) : 6 = 7.79 (s, 1H, H,) ; 7.67 (m, 4H, Ho §,Si) ; 7.49 (m, 1H, Hy) ;
7.41 (m, 6H, Hnp §,Si) ; 7.03 (d, T = 8.6 Hz, 1H, He) ; 5.69 (d, ] = 6.5 Hz, 1H, Hy) ; 4.73 (s,
2H, CH,0) ; 4.45 (s, 1H, H3) ; 4.36 (m, 1H, Hy) ; 4.00 (d, ] = 6.4 Hz, 1H, Hy) ; 3.86 (d, T =3.5
Hz, 1H, Hs); 3.71 (se, 1H, CO,H); 1.11 (s, 9H, (CHs);CSid,) ; 0.94, 0.86 et 0.83 (s, 9H)
(CH;);CSiMe;) ; 0.21, 0.16, 0.15, 0.11, 0.08 et 0.01 (s, 3H) (CH;Si).

RMN C (CDCly) : § = 170.4 (CO,) ; 148.5, 140.4, 135.8 et 131.7 (Cquro) ; 135.6

(CHom $:Si) ; 132.9 (Cp) ; 130.0 (CH, §,Si) ; 127.9 (CHom 02Si) ; 1233 (Cy) 5 116.0 (Co) ;
99.6 (C1) ; 80.0 (C3) ; 77.1 (Cs) ; 76.5 (C2) ; 72.5 (Cy) ; 58.4 (CH,08i) ; 26.9 ((CH3):CSidy) ;

25.9, 25.8 et 25.8 ((CH;);CSiMey) ; 19.3 (MesCSidh) ; 18.1, 18.0 et 18.0 ((CH;);CSiMey) ;
4.6,-4.7,-4.8,-4.92C) et -5.0 (CH;Si).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 970.5 [M-H+2Na]" (40%), 948.5 [M+Na]" (100%)

SMHR (FAB* NBA+Nal) : (C47H75010NSisNa) m/z = 948.4366 calculé ; 948.4377

trouvé
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2'-O-tert-Butyldiméthylsilylpaclitaxel 243

Mol. Wt.: 968.17

Poudre blanche
R; (CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5) =0.10

Méthode @ : 20mg (23.4 umol) de paclitaxel 1 sont dissous dans 3 mL de CH,Cl,
fraichement distillé, avec 2-3 gouttes de pyridine distillée, le tout soigneusement mis sous
atmosphere d’argon. 5 pL. de TBSTT sont ajoutés. Au bout d’une heure le milieu est concentré

et le composé purifié sur colonne de gel de silice (éluant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5). 13mg
(67%) du produit 243 sont obtenus.

Méthode @ : 20mg (23.4 umol) de paclitaxel 1 sont dissous dans 3 mL de CH,Cl,
fraichement distillé, en présence de 8mg d’imidazole (50 €q.) et de 17mg (50 €q.) de TBSCI.
Le milieu est 1égerement chauffé (40°C) pendant 2 heures et la réaction se poursuit une nuit.

On procede a la méme purification que précédemment pour un rendement de 75% en produit

silylé 243.
ANALYSES :

RMN *H (CDCL;) : 6 =8.15 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Ho $COy) ; 7.75 (d, J = 7.1 Hz, 2H,

Ho $CONH) ; 7.61-7.26 (m, 11H, Hyyo) ; 7.07 (d, J = 9.1 Hz, NH) ; 6.30 (s, 1H, Hyy) ; 6.27 (t,
J=9.1Hz, 1H, Hi3);5.74 (dd, J =1.5¢t 9.0 Hz, 1H, H3-) ; 5.69 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hy) ; 4.98
(d, J=7.9 Hz, 1H, Hs) ; 4.67 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Hy) ; 4.42 (dd, J = 6.5 et 10.9 Hz, 1H, Hy) ;

433 (d,J = 8.4 Hz, 1H, Hao,) ; 423 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Haop) ; 3.83 (d, ] = 6.9 Hz, 1H, H3) ;
2.57 (s, 3H, CH; Acy) ; 2.41 (dd, J = 9.5 et 15.4 Hz, 1H, Hey) ; 2.35 (t, J = 9.6 Hz, C4H)) ;

2.22 (s, 3H, CHs Acio) ; 1.91 (s, 3H, CigHs) ; 1.87 (d, J = 11.1 Hz, 1H, Hep) ; 1.69 (s, 3H,
CioHs) ; 1.24 (s, 3H, Ci6Hs) ; 1.14 (s, 3H, C17Hs) ; 0.80 (s, 9H, (CH;);CSi) ; -0.04 et -0.28 (s,
3H, CH;Si).
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RMN C (CDCLj) : & = 203.7 (Ci3); 171.4 (Cr); 171.3 (MeC(O)Cio); 170.1

(MeC(0)Cy) ; 167.0 (C(O)N) ; 166.9 ($CO,) ; 142.5 (Cy,) ; 138.2, 134.0, 132.9 et 129.1 (3
Cdaro €t C11); 133.7, 131.8, 130.2, 128.7 (3C), 128.0, 127.0 et 126.4 (9 CH,y) ; 84.4 (Cs) ;
81.1 (C4); 79.2 (C1); 77.2 (Ca0) ; 75.5 (Cio) ; 75.2 (Cy); 75.1 (Cy); 72.1 (C13); 71.4 (Co) ;
58.5 (Cs) 5 55.6 (C3) ; 45.5 (C3) ; 43.2 (Cis) ; 35.8 (Ci4) 5 35.5 (Cs) 5 26.8 (Cie) 5 25.6, 25.5 et
25.3 ((CH3)3CSi) ; 23.0 (CH; Acy) ; 22.3 (Ci7); 20.8 (CH3 Acyo) ; 18.1 ((CH3)3CSi) ; 14.9
(Cig) ; 9.6 (C1o); -3.6, -5.3 et -5.8 (CH;Si).

SM (DCI'+NHs3) : m/z = 985.6 [M+NH,] ; 871.7 [Paclitaxel+NH,]"; 854.5

[Paclitaxel]" ; 586.4 [Baccatine]' ; 526.4 [Déacétylbaccatine] " ; 286.3 [Chaine latérale+H]".
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2'-O-Triéthylsilylpaclitaxel 244

Mol. Wt.: 968.17

Poudre blanche T;* =114-117°C
R (CH,CI,-MeOH/97.5-2.5) =0.71

20mg (23.4 pumol) de paclitaxel 1 sont dissous dans 3 mL de CH,Cl, fraichement
distillé, en présence d’imidazole (17.5mg, 11 €q.), le tout bien dégazé a 1’argon. Le TESCI
(5.7 uL, 1.6 €q.) est additionné lentement au moyen d’une seringue, & TA. La mélange est
agité vivement pendant 4 heures qui comprennent 2 heures de chauffage a 45°C. La solution
est diluée par 5 mL de CH,Cl,, quenchée par 5 mL d’eau; la phase organique est séchée sur
MgSO., concentrée sous vide. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice (éluant

CH,CI,-MeOH/97.5-2.5). 17.8mg (80%) du composé 244 silylé en 2’ sont récupérés.

ANALYSES :

RMN *H (CDCLg) : & = 8.12 (d, ] = 7 Hz, 2H, Ho $CO,) ; 7.73 (d, J = 7.0 Hz, 2H,

Ho ¢CONH) ; 7.59-7.31 (m, 11H, Hypo); 7.12 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NH) ; 6.45 (s, 1H, Hyo) ;
6.22 (t, J=9.1 Hz, 1H, Hj3) ; 5.71 (m, 2H, H, et H3") ; 4.95 (d, J =7.9 Hz, 1H, Hs) ; 4.70 (d, J
=2.0 Hz, 1H, Hy’) ; 4.47 (dd, J = 6.5 et 10.3 Hz, 1H, Hy) ; 4.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hyq,) ; 4.22
(d, J=8.1 Hz, 1H, Hep) ; 3.83 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, H3) ; 2.53 (s, 3H, CH3 Ac4) ; 2.37 (dd, J =
9.4 et 15.5 Hz, 1H, Hyg) ; 2.19 (s, 3H, CH;3 Acyo) ; 2.01 (m, 2H, Ci4Hy) ; 1.90 (m, 1H, Hep) ;
1.85 (s, 3H, CigH3) ; 1.70 (s, 3H, CioH3) ; 1.22 (s, 3H, Ci6H3) ; 1.18 (s, 3H, C17H3) ; 0.81 (t, J
= 8.0 Hz, 9H, CH3CH,Si) ; 0.45 (p, J = 8.1 Hz, 6H, CH3CH>Si).

RMN C (CDCLsj) : & = 201.7 (Co); 171.6, 170.0, 169.3, 167.0 et 167.0 (MeC

(0)C4, MeC(O)Cio, $CO,, GC(O)N3- et Cy) ; 140.1 (Crp) ; 138.4, 134.0, 133.5, et 129.2 (3
Cqaro €t C11) 5 133.7, 131.7, 130.2, 128.3 (3C), 127.9, 127.0 et 126.4 (9 CHyo) ; 84.2 (Cs) ;
81.1 (Cy); 78.8 (C1); 77.2 (Ca0) 5 75.6 (Ci0) ; 74.9 (C) ; 74.8 (Ca); 72.2 (C13) 5 71.5 (Cy) ;
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58.4 (Cs); 55.7 (Cx) ; 46.6 (C3); 43.3 (Cys); 37.2 (C14) ; 35.5 (Co) 5 26.5 (Cy6) ; 23.0 (CHs
Acs); 21.5 (C17) ; 20.8 (CH; Acyo) ; 14.1 (Cyg) 5 10.1 (Cio) ; 6.7, 6.5 et 6.5 (CHsCH,Si) ; 5.7,
5.3 et 4.3 (CH;CH.Si).
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2'-O-tert-Butyldiméthylsilyl-7-O-carbonyl-(N-butylamino)paclitaxel
252

/\/\ CssH74N>0,5S1

Mol. Wt.: 1067,30

R, (CH,CL,-MeOH/97.5-2.5) = 0.13

20mg (21 pumol) de 243 dissous dans 5 mL de CH,Cl, en présence de 0.1 mL de
pyridine sont refroidis a 0°C sous atmosphere d’argon. 12 uLL de diphosgene 250 sont ensuite
ajoutés et le milieu réactionnel agité 1h jusqu’a remontée de température ; un large exces de
n-butylamine est alors additionné. Apreés chromatographie (éluant CH,Cl,-MeOH/97.5-2.5),
Smg (24%) du carbamate 252 sont isolés.

ANALYSES :

RMN *H (CDCI5) : & = 8.15 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.76 (m, 2H, H, N3-CO®) ; 7.63-7.33
(m, 11H, Hao) 5 7.11 (d, J = 8.8 Hz, 1H, NH) ; 6.45 (s, 1H, Hjo) ; 6.27 (m, 1H, Hy3) ; 5.72 (m,
1H, Hy) ; 5.51 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H3°) ; 5.00 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hs) ; 4.69 (d, J = 1.9 Hz, 1H,
Hy); 4.62 (m, 1H, Hy) ; 4.28 (ABq, J = 8.5 et 8.3 Hz, 2H, Hy) ; 3.99 (d, J = 6.8 Hz,1H, H3) ;
3.27 (m, 2H, CH,NH) ; 2.43 (s, 3H, CHj3 Acy4) ; 2.17 (m, 1H, Heg) ; 2.16 (s, 3H, CH; Acyo) ;
2.05 (s, 2H, CH,CH,NH) ; 1.90 (m, 1H, Hep) ; 1.80 (s, 3H, Hig) ; 1.61 (s, 3H, Hyg) ; 1.30 (m,
2H, Hyus); 1.22 (s, 3H, Hie); 1.19 (s, 3H, Hy7); 0.94 (m, SH, CH,CHs); 0.81 (s, 9H,
Me;CSi) ; -0.00 et -0.30 (s, 3H) (MeSi).

SM (FAB* MB) : m/z = 1067.5 [M+H]"

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 1089.4 [M+Na]"
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2'-Triethylsilyl-7-O-Carbonyl-[N-méthylamino-[2(-2,3,4-tri-O-tert-
butyldiméthylsilyl-R-D-glucopyranoside uronate de benzyl) ]-5-
nitrophényl]paclitaxel 253

OTBS __

Mol. Wt.: 1771,34

Bn02
TBSO O‘Q’NOZ
TBSO CooH127N3024S14

R, (CH,Cl,-MeOH/95-5) = 0.62

30mg (36 mmol) de 2’-triéthylsilylpaclitaxel 244 et 10mg de DMAP sont dissous dans
10 mL de CH,Cl, fraichement distillé, dégaz¢é a 1’argon puis additionnés de 60mg (2 éq.) de
240 et de 15g (2 €q.) de DCC. Le tout est porté a reflux durant une nuit. Apres
chromatographie (éluant CH,Cl,-MeOH/1-0 [ 97.5-2.5), 12mg (22%) du produit de couplage

253 sont récupéres.

ANALYSES :

RMN *H (CDCly) : 6 =8.13 (d, ] = 7.1 Hz, 2H, Ho Bz,) ; 7.75 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H,

N3:CO¢) ; 7.54-7.28 (m, 19H, Hyyo) 5 7.12 (d, J = 8.9 Hz, 1H, NH) ; 6.45 (s, 1H, Hyo) ; 6.26 (4,
J=9.0 Hz, 1H, Hy3); 5.70 (m, 3H, Hy, 3 ¢ 1) ; 5.14 (m, 2H, CH, Bn) ; 4.95 (d, J = 9.5 Hz,
1H, Hs) ; 4.70 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hy") ; 4.50 (m, 1H, Hy) ; 4.27 (ABq, J = 8.5 et 7.9 Hz, 2H,
Hj) ; 4.11 (m, 3H, H3» 47 ¢t 5) 5 3.84 (m, 2H, H3¢¢2) ; 3.47 (m, 3H, CH3N) ; 2.54 (s, 3H, CH3
Acy) ; 2.52 (m, 1H, Heq) ; 2.42 (dd, J = 15.2 et 9.5 Hz, 1H, Hi4) ; 2.17 (s, 3H, CH3 Acyo) ;
2.10 (m, 1H, Hu4p); 1.90 (s, 3H, Hig); 1.81 (m, 1H, Hep) ; 1.70 (s, 3H, Hyo) ; 1.22 (s, 3H,
Hie); 1.18 (s, 3H, Hy7) ; 0.98-0.80 (m, 27H, MesCSi). 0.81 (t, J = 8.0 Hz, 9H, CH3CH,Si) ;
0.47 (m, 6H, CH3CH,Si) ; 0.13 (m, 18H, MeSi).

RMN £C (CDCly) : § =201.8 (Co) ; 171.7, 170.2, 169.4, 167.2 et 167.1 (MeC(0)Cy,

MeC(O)Cio, $CO,, GC(O)N3- et C1) ; 160.6 (CO,Bn) ; 156.8 (NCOy) ; 151.3, 145.9, 140.3
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(C1), 140.0, 138.5 et 134.2 (Cq) ; 133.8, 133.7, 131.9, 130.3, 129.3, 128.8 (2C), 128.6, 128.5,
128.4, 128.1, 127.1, 126.6, 124.1 et 122.7 (CHas) ; 99.0 (C1») ; 84.3 (Cs) ; 81.3 (C4); 78.9
(C1);77.3,77.2,77.0 et 76.1 (C2», 37,47 et57) 3 76.7 (Ca0) 5 75.1, 75.0 et 74.9 (Ca, 101 27) 5 72.3
(C7); 71.6 (C13) ; 67.9 (m, CH,Bn) ; 58.5 (Cg) ; 55.8 (C3) ; 47.4 et 46.1 (CH,N) ; 46.8 (C3) ;
43.4 (Cys) ; 38.8 (CH3N) ; 37.3 (C14) ; 35.6 (Ce) ; 29.0 (Ci6) ; 25.8 et 25.7 (2C) ((CH3)3CSi) ;
23.2 (CH;3 Acy) ; 21.0 (C17) ; 18.0 (CH;3 Acyo) ; 18.0 (2C) et 18.0 ((CH3)3CSi) ; 14.3 (Cig) ;
10.2 (C1o) ; 6.8 et 6.6 (CH;CH,Si) ; 5.4 et 4.5 (CH3CH,Si) ; -4.7 et -4.9 (m, CH;Si).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 1792.9 (91%) [M+Na]"; 1793.9 (100%) [M+Na+1]"
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7-O-Carbonyl-[N-méthylamino-(2-3-D-glucopyranoside uronate de

benzyl)-5-nitrophényl]paclitaxel 254

NO,

CosH71N3024
Mol. Wt.: 1314,30

R, (CH,CL,-MeOH/97.5-2.5) = 0.07

50mg (28.3 umol) de 253 dissous dans 2 mL de pyridine anhydre sont refroidis a 0°C
et mis sous atmosphére d’argon. 1 mL (large exces) de complexe HF-Pyridine est alors
ajoutée précautionneusement goutte a goutte. Aprés 3h d’agitation a cette température puis
15h a ’ambiante, le milieu réactionnel est concentré et purifié (¢luant CH,Cl,-MeOH/97.5-

2.5) pour donner 16mg (55%) du composé désilylé 254.
ANALYSES :

RMN *H (CDCl3) : & = 8.15 (m, 2H, H, Bz,) ; 7.89 (m, 1H, H,); 7.75 (m, 2H, H,

N3:CO¢) ; 7.70-7.28 (m, 18H, Hay) ; 7.13 (d, J = 8.9 Hz, 1H, NH) ; 6.29 (s, 1H, Hjo) ; 6.25
(m, 1H, Hj3) ; 5.81 (dd, J=9.0 et 2.4 Hz, 1H, H3) ; 5.69 (d, J =7.1 Hz, 1H, H,) ; 5.28 (m, 1H,
H;»); 5.01 (s, 2H, CH, Bn) ; 4.97 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hs) ; 4.81 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Hy") ; 4.40
(dd, J =10.8 et 6.6 Hz, 1H, Hy) ; 4.33 (m, 1H, Hs») ; 4.25 (ABq, J = 8.5 Hz, 2H, Hy) ; 4.13
(m, 1H, Hy»); 3.81 (d, J = 6.9 Hz,1H, H3); 3.72 et 3.48 (m, 1H) (H3» & 5); 3.30 (s, 3H,
CH;3N) ; 2.60 (m, 1H, He,) ; 2.40 (s, 3H, CH3 Acs); 2.19 (s, 3H, CH3 Acig); 1.95 (m, 1H,
Hisa) ; 1.91 (m, 1H, Hep) ; 1.82 (s, 3H, His) ; 1.70 (s, 3H, Hyo) ; 1.26 (s, 3H, Hi¢) ; 1.20 (m,
1H, Hisp) ; 1.16 (s, 3H, Hy7).

RMN £C (CDCl3) : & = 203.8 (Co); 172.9, 171.4, 170.5, 169.1, 167.3 et 167.1

(MeC(0)Cs, MeC(0)C1o, PCO2, GC(O)N3:, Cy:, et CO,Bn); 152.3 (NCOy) ; 149.7, 142.1,
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138.1, 136.2, 136.0, 134.6, 133.8, 133.7, 133.2, 132.1, 131.0, 130.3, 129.9, 129.3, 129.1 (2C),
128.8, 128.8, 128.6, 128.4, 127.7, 127.2 et 127.1 (Cq et CHuo) ; 84.5 (Cs) ; 81.2 (C4) ; 79.2
(CH»Bn) ; 79.1 (C1) 5 76.9 (Cao) ; 75.7 (Cig) 5 75.0 (Cy) 5 73.39 (Co) 5 72.4 (Cy) ; 72.3 (C13) ;
67.2 (C1~); 58.7 (Cs); 552 (C3): 45.7 (C3); 43.3 (Cis); 34.0 (CH3N); 29.8 (Co); 27.3
(C14) ; 26.9 (Cig) ; 22.7 (CH; Aca) ; 21.9 (C17) ; 21.0 (CH; Acig) ; 14.9 (Cig) ; 9.7 (Cro).

SM (FAB* NBA+Nal) : m/z = 1336.3 [M+Na] "
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7-O-Carbonyl-[N-méthylamino-(2-R-D-glucopyranoside uronate)-5-
nitrophényl]paclitaxel 236

HO,
HO _</ >—No2
HO OH

C61H65N3024
Mol. Wt.: 1224,17

R, (CH,Cl,-MeOH/9-1 = 0.07

16mg (12 pumol) de 254 sont mis en suspension dans 0.5 mL d’EtOH abs en présence
de 20mg de Pd/C 10% puis dégazé a I’argon. 12uL de cyclohexadiéne sont alors ajoutés
goutte a goutte. Le milieu réactionnel est ensuite chauffé¢ a 45°C pendant 24h puis filtré sur
Célite 545. Le filtrat est évaporé et le résidu est chromatographié (éluant CH,Cl,-MeOH/1-0
I19-1) pour fournir 4mg (25%) de la prodrogue 236.

ANALYSES :

RMN 2H (CDCl) : 8 = 8.13 (m, 2H, H, Bzy) ; 7.74 (m, 2H, H, N;:CO¢) ; 7.60 (m,

1H, H,) ; 7.53-7.35 (m, 13H, Ha) ; 7.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH) ; 6.27 (s, 1H, Hjo) ; 6.23 (m,
1H, Hy3) ; 5.80 (m, 1H, Hs3) ; 5.68 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H,) ; 5.34 (m, 1H, H;~») ; 4.95 (d, ] =8.6
Hz, 1H, Hs) ; 4.79 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Hy") ; 4.40 (m, 1H, Hy) ; 4.32 (m, 1H, Hys») ; 4.25 (ABq,
J=8.7 Hz, 2H, Hy) ; 4.08 (m, 2H, Hy» &3~) ; 3.79 (d, J = 7.3 Hz,1H, H3) ; 3.67 (m, 1H, Hs>) ;
3.48 (m, 3H, CH3N) ; 2.55 (m, 1H, He) ; 2.39 (s, 3H, CH3 Acy) ; 2.30 (m, 2H, Hy4) ; 2.24 (s,
3H, CHs Acio) ; 1.85 (m, 1H, Heg) ; 1.80 (s, 3H, Hig) ; 1.66 (s, 3H, Hio) ; 1.22 (s, 3H, Hie) ;
1.12 (s, 3H, Hy7).

RMN £C (CDCI) : § =203.7 (Co) ; 173.3, 172.8, 171.3, 170.4 et 167.0 (MeC(0)Cy,

MeC(0)Cig, §CO,, PC(O)N;: et Cy) 5 156.9 (NCO») ; 142.1, 138.2, 133.8, 133.3, 132.6 (20),
132.0, 130.9, 130.3, 129.3 (2C), 129.1, 128.9, 128.8, 128.7 (2C), 128.4, 127.2 et 127.1 (Cq et
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CHaro) 3 84.5 (Cs) ; 81.3 (C4) ; 79.1 (C1) ; 76.9 (Cao) 5 75.7 (Ci0) 5 75.0 (Co) ; 73.3 (Co) ; 72.4
(C13); 72.3 (C7) 5 69.0 (C1») ; 62.2, 58.7, 56.5 et 55.4 (Cy». 3 47 et 57) 3 57.1 (Cg) 5 55.2 (C3) ;
45.8 (C3) ; 43.3 (Cy5) ; 33.9 (CH3N) ; 29.8 (Ce) ; 27.5 (C14) 5 26.8 (C16) 5 21.9 (CH3 Acy) 5 20.9
(Ci17) ; 18.6 (CH3 Acyp) ; 14.9 (Cig) 5 9.6 (Cpo).

SM (ESI* +KI) : m/z = 1261.7 [M+K-H] " ; 854.5 [paclitaxel +1]"
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