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INTRODUCTION



Fréquent et grave, le cancer représente la prernaarse de mortalité prématurée et la
seconde cause de mortalité aprés les maladiesocasdulaires. Son incidence est en
augmentation permanente, méme si le taux de mértalbyen est en Iégére baisse. Le cancer
de la prostate est, chez 'homme, la seconde aigdéceés par cancer.

Une meilleure connaissance de la pathologie, dgesux outils de diagnostic (IRM...) et
de traitement (radiothérapie, chimiothérapie...) dboent a 'amélioration de la lutte contre
cette maladie, méme si, dans leur grande majdete traitements disponibles manquent
encore fortement de sélectivité envers les celltdasorales. De plus, le taux de mutations
extrémement élevé des cellules cancéreuses fajudmment apparaitre de nouvelles
résistances, augmentant le besoin de découverteodeelles molécules et de voies de
traitement.

Dans le cas précis du cancer de la prostate, dénmeoises mutations et surexpressions,
notamment enzymatiques, ont été mises en évideasederniéres années, et c'est en
particulier le cas de la cyclooxygénase. Cette mezympliquée dans la métabolisation de
I'acide arachidonique semblerait, d’aprés un nomtrassant d’'études épidémiologiques,
précliniques et cliniques, constituer une cibleéiessante dans le traitement de cette
pathologie. Toutefois, d’'une part le mécanisme tibac antitumoral des inhibiteurs de
cyclooxygénase est loin d’étre déterminé de mareghaustive et, d’autre part, une toxicité
inhérente a ces composés anti-inflammatoires rénoigiens fait actuellement débat dans le
monde de la santé (toxicités gastrique, cardiovaseu..). Comme toutes les autres formes
de cancer, le ciblage des cellules cancéreuseas aest un objectif majeur de recherche, les
effets secondaires dus a l'action des thérapewtigue les cellules saines étant la source
majeure de la déficience des chimiothérapies emewrd’activité et de toxicité. Une des
caractéristiques de la prostate est la productionedprotéase appelée « antigene spécifique
prostatique », enzyme libérée de facon non spéefidans I'organisme mais présentant la
particularité de n’étre active qu’au niveau de taspate. A I'heure actuelle, cet « outil » de
vectorisation n’a encore été envisagé que par [Enuighes et uniquement pour réaliser des
prodrugsd’agents cytotoxiques tels que les taxanes. Nwaasachoisi de nous intéresser a
cette possibilité de vectorisation d’'un inhibitele cyclooxygénase par un peptide, en nous
focalisant surtout sur la conception d’'un espacewateur permettant de coupler ces deux
entités chimiques et donc éventuellement adaptahie grand nombre de structures actives
originales.

Par ailleurs, afin d’envisager une optimisationndevelles structures « anti-COX » c’est
a dire d’en augmenter l'activité tout en essaydeh dliminuer les effets indésirables, nous
avons décidé de leur adjoindre un groupement dordedO. En effet, il a été montré qu’en
régulant un grand nombre d’éléments cellulairedigugs plus ou moins directement dans le
cancer, le monoxyde d’azote (NO) joue lui-aussr@la dans la progression de la maladie (en
plus de ses propriétés vasodilatatrices bien ca)n&®ur vérifier la bonne prise en charge,
par les systemes enzymatiques, de meslrugs et afin de mieux comprendre le devenir
métabolique de ce type de composés, plusieurs quiet expérimentaux ont été mis en
place, allant de ih vitro par résonance paramagnétique électroniquexavivopar la mesure
de la relaxation d’aorte de rats.

Le travail rapporté dans ce mémoire a donc étéeprsrnon seulement pour aboutir a la
synthése de nouvelles molécules a visée anticamsgraais surtout pour fournir de nouveaux
outils pharmacochimiques utilisables pour améliteezoncept de I'utilisation des inhibiteurs
de cyclooxygénase dans le traitement du cancex pkate.
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Chapitre | :

Principales caractéristiques du cancer et
implications pour le traitement de cette pathologie
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A - LA PATHOLOGIE

Depuis le début du XXeme siéecle, les pays industéis ont vu la fréquence d’apparition
des cancers augmenter de maniére extrémement anpart.’allongement de la durée de la
vie et les changements dans les habitudes de v#®r@nes principaux responsables, ce qui
s’est traduit par une explosion du taux de moédi& a cette maladie durant ces cinquante
derniéres années.

1. Incidence et causes du cancer

a) Quelques chiffres

En 2004, 2,9 millions de nouveaux cas de cancegétintiagnostiqués et 1,7 million de
patients atteints d’'un cancer sont decédés en EyBpyle P. et Ferlay J., 2005). D’aprés un
rapport de I'Organisation Mondiale de la Santé (QM8rtant sur 'année 2000 dans le
monde, 5,3 millions d’hommes et 4,7 millions de fees ont développé une tumeur maligne
(Fig. 1). Pour cette méme année, 6,2 millions dsgmes en sont mortes, soit 12% des
quelques 56 millions de déces survenus dans le entndes causes confondues. Selon ce
méme rapport, d’ici a 2020, la fréquence d’appamities cancers pourrait augmenter de 50%
en vingt ans pour atteindre 15 millions de nouvezaspar an, pour les raisons abordées dans
la suite. La modification de la pyramide des agester la raison principale de cette
augmentation.

Si, malgré les quatre années de différence, on ammies chiffres au niveau mondial
(Fig. 1) et ceux limités au territoire francaisgF2), on peut constater une énorme disparité.
En effet, si en France, les cancers de la prostae 'homme et du sein chez la femme sont
prédominants en fréquence d’apparition (le canaer@on est aussi extrémement important),
le cancer du poumon reste en premiére positioeremet de nouveaux cas au niveau mondial.
Il existe donc probablement des prédispositionsétigmes en fonction de l'origine des
individus et surtout certains facteurs environnetaex et culturels jouent un rdle trés
important dans la formation du cancer.

b) Les principales causes du cancer

Un rapport extrémement détaillé intitul@ttributable causes for Cancer in France in the
year 2000» a été rendu public en septembre 2007 par 'ObtfBjointement avec d’autres
organismes nationaux) et insiste sur le fait quFeance, on ne trouve une cause spécifique
que pour la moitié des cancers. Il est basé sgohapilation d'un grand nombre d’études
épidémiologiques ayant été réalisées entre 1986 (tlaprécédent rapport) et 2000. Il est fait
état du nombre croissant de nouveaux cas, maid dasstaux de mortalité en baisse
significative : le cancer est donc plus présengr(ldu’on puisse constater un ralentissement
de cette progression) mais mieux pris en chargei @eut également étre di a un
« glissement » vers des types de cancers dontiessi®n est plus fréquente contrairement
aux cancers des voies aérodigestives qui reprégeanieore la plus grande part de mortalité.
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Nouveaux cas de cancer diagnostiqués en 2000 dans |
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Fig. 1 : Nouveaux cas de cancers diagnostiguésidanende en fonction de I'organe touché

(Source : rapport de 'TOMS)
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Néanmoins, et vu l'incidence de certains cancerdesterritoire, ce rapport a pu aboutir a
guelques conclusions, en particulier sur l'aliméataet I'hygiéne de vie. Il faut ici bien
séparer les causes avérées, qui peuvent étradestpar un nombre important de données et
les causes hypothétiqgues. L'intérét d'un tel class® est fondé sur limportance
actuellement donnée a la prévention et au dépigtagpece des premiers signes de tumeurs.

Il existe deux origines de modification du patrimmigénétique d’'une cellule pouvant
conduire a un cancer. Bien gue les mutations spéataou provoquées entre autres par des
especes réactives de l'oxygene soient courantess (assez bien réprimeées), les origines
exogenes de la maladie sont tres importantes conoug I'a indiqué le rapport de 'OMS.
On constate donc que les causes de la maladie mieétve vari€es mais aboutissent au méme
résultat : une prolifération dérégulée de cellglesainant la formation d’une tumeur.

i Les causes avérées

Le tabac arrive en téte, causant 30% des cancersltiomme (poumon, gorge, langue,
vessie...). Suivent l'alcool (9%), mais égalemenkd&s de poids et le manque d’activité
physique. Il est également fréquent que des exposiprolongées et/ou non protégées aux
rayons solaires et autres rayonnementsy(X) soient la cause de différents cancers (peau,
ganglions...). En paralléle, I'exposition & des piitgluancérogenes de fagcon répétée pendant
la vie professionnelle (chose qui tend actuellendegire réglementée de fagon trés stricte) est
fréquemment la cause du développement de la pafieolo

Quant aux facteurs environnementaux, leur impodasst facilement démontrable. Les
études portant sur les populations migrantes letraoinbien : par exemple, en moins de deux
générations, le risque de cancers colo-rectawa gmpulation migrante devient identique a
celui du pays d’accueil. De plus, une cause frétguda cancer, principalement dans le Tiers-
Monde est la mutation provoquée par contaminatamup germe infectieux ou par un virus,
ce qui est également lié a I'environnement.

ii. Les causes hypothétiques

L’alimentation et ses dérivés (apport trop imporm graisse notamment) est mentionnée
dans ce rapport comme étant une cause hypothétauaancers. Cependant, il faut noter que
le parti-pris épidémiologique de I'enquéte ne ppug difficilement prouver l'influence de tel
ou tel changement de comportement alimentaire &ecalu nombre tres important de
variables (aussi bien au niveau de la compositetachourriture gu’au niveau des capacités
digestives des individus). De plus, la pollutiombée étre un facteur de risque difficile a
guantifier. Méme si son impact est certain, c’@stcbnjonction avec d’autres risques qui
souligne son importance.

En paralléle a ces considérations exogenes, eada mature du cancer, il est primordial

de s'intéresser également a la prédisposition gireét la maladie (déficience enzymatique,
etc.) méme si le champ d’étude du rapport de I'OQMEomporte pas ces objectifs.
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2. Le cancer : progression de la maladie

Le cancer est une maladie génétique acquise dradeit par la prolifération anormale et
« anomique » de certaines cellules d’un tissu nEment sain de I'organisme. Ceci entraine
la concentration d'une grande quantité de cellubesées appelée tumeur, qui peut évoluer
vers un stade malin devenant ainsi une menacel@asurvie de I'organisme. La rapidité de la
prolifération de ces cellules, leur grand « appetén oxygene entrainant la formation de
néovaisseaux en réseaux tres denses autour déureder, et le manque de rétrocontrole par
la mort cellulaire programmeée des cellules norédéfiiciées justifient cette menace. Dans un
stade plus avancé encore, certaines de ces ceHalgscapables d'utiliser la circulation
sanguine comme un vecteur pour coloniser d'autmggmnes et former des métastases,
tumeurs secondaires mettant également en danggaiisme.

Le risque de cette maladie est réel, et si ellestnpms traitée au plus toét entraine
frequemment la mort par les conséquences de eetibandance de cellules et la fragilité du
réseau sanguin nouvellement formé : accumulaticiwxiaes, dénutrition ou hémorragie. Les
personnes agees sont les premieres touchées,skesngg veérifiant la viabilité des cellules
semblant se détériorer avec I'age et les facteairisque se cumulant.

En résumé, R. Weinberg et D. Hanahan (2000) ongérégque la transformation
cellulaire initiee au niveau génique passe pargliggition de plusieurs propriétés que I'on
peut regrouper comme suit :

- prolifération illimitée, favorisée par I'indépendanvis a vis des signaux stimulant
la prolifération et I'insensibilité aux signaux ibfteurs

- abolition de la mort cellulaire programmeée (apop}os

- stimulation de I'angiogenese

- acquisition d’'un pouvoir invasif.

La perte de pouvoir de réparation de la cellulengtra ces anomalies de perdurer et de
déboucher sur une tumeur. Nous allons donc voavbrment I'impact de ces transformations
sur la progression de la pathologie et les éveletielbles qu’elles peuvent constituer pour le
traitement du cancer.

a) Le rble des genes

Il existe deux types de genes influant sur la fgddtion cellulaire : les proto-oncogenes,
qui, une fois activés en oncogénes, favorisentéjaliqation ; et les anti-oncogenes ou
« suppresseurs de tumeurs » , dont le role esbuledter le renouvellement cellulaire. Des
mutations spontanées ou provoquées peuvent ver@t@&rer le bon fonctionnement. Une
surméthylation de ces genes peut eégalement en dildguranscription. Généralement, une
seule altération ne suffit pas et plusieurs élémeaht nécessaires pour parvenir a une réelle
et dangereuse dérégulation du cycle de renouvetien@@est une des principales sources
d’hétérogénéité de la pathologie : les différengscers présentent des caractéristiques
géniques différentes et ceci rend une approcheykétique globale difficile. En principe,
toutes les modifications fonctionnelles résultard des mutations devraient entrainer
I'apoptose de la cellule et donc éviter qu'une n@ode mutants ne se forme, mais il arrive
que certaines cellules échappent a ce contrélesquame cellule mutante échappe a ce
mécanisme, et si elle possede un caractere domswantes cellules normales, alors un
processus de croissance tumorale peut commencer.
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b) La prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire est un processus comg@leassocié a un nombre important de
facteurs limitant et déclenchant. Les principauxtses facteurs de croissance, véritables
signaux de départ de la division cellulaire, capsh’initier les voies de transduction du
signal mitogéne, en particulier la voie Ras-Raf-Miiase. Dans le cas des cellules
cancéreuses, ces facteurs peuvent étre produila patlule elle-méme, qui entre alors dans
une phase d’auto-entretien générant des foyersrauroParmi les facteurs importants, on
note aussi les kinases cycline-dépendantes (CCiHs$ enicrotubules qui régulent la division
cellulaire et constituent ainsi des éléments esderau bon déroulement du cycle cellulaire.

Il est également important de signaler a ce staseog phénoméne d’emballement est
entretenu par I'allongement de I'extrémité des ofwsomes, appelés télomeéres, censés servir
de contréle de la réplication. En effet, dans usbBule normale, le cycle de réplication
comporte une phase de délétion d’'une partie dumiéle. Aprés un certain nombre de
multiplications, s’il n’est pas régénére, le télameéevient trop court et la cellule rentre en
sénescence car elle interprete cette absence cammeorruption de I'ADN, ce qui va
entrainer I'apoptose. Dans une cellule normaldggllamérase, enzyme transcriptase inverse
spécialisée (associée a un fragment d’ARN) permiektareconstitution des télomeres, a une
activité qui dépend des besoins du tissu en nas/aiellules. Dans le cas d’'un cancer
relativement avancé, la télomérase peut étre stmeép et donc permettre aux cellules
d’échapper a cette voie de signalisation de I'apsgt

c) L’apoptose ou mort cellulaire programmg@ég. 3)

La plupart des tissus sont capables de se renowlelacon réguliere. Cette création de
cellules doit étre contrebalancée par la mort des pd vieilles » cellules, ce qu'on appelle
I'apoptose. Cet équilibre, appelé homéostase pestaimental et assure le bon fonctionnement
des organes. Entre autres, les cellules présemgardysfonctionnements au niveau de I’ADN
ou de son expression doivent étre amenees a leg@pet ainsi éliminées sans dégats pour
les cellules viables voisines.

Il existe principalement deux voies conduisant @ntat cellulaire programmeée :

- une voie extrinseque, impliquant principalement desepteurs membranaires
portant une structure caractéristiqgue dite « a diloende mort » qui couple ces
récepteurs a une cascade d’activation d’enzymesfspes a 'apoptose. Les
systemes de ligands et récepteurs les plus commig-as, TNF (tumor necrosis
factor), TRAIL (TNF-related apoptosis inducing Irgh.

- une voie intrinseque, dont l'origine est mitochoald, mettant en jeu des
protéines de la famille Bcl-2 (protéines antiaptiptees Bcl-2, BclX, ou
proapoptotiques Bax, Bad, Bak).

Dans les deux cas, on observe le déclenchemeng dastade de signalisation conduisant
a l'activation des caspases, protéases a cystaingrent une protéolyse. L'AIF (Apoptose
Inducing Factor) constitue une autre voie indépetelales caspases et aboutissant a la
condensation de la chromatine.

Ces voies peuvent étre activées par différentsasignextracellulaires : hormones,
monoxyde d’azote, facteurs de croissance, cytokimnms intracellulaires (atteinte ADN,
réponse a un stress). Il faut ici bien différendiapoptose de la nécrose, qui est une mort
cellulaire traumatique accompagnée d’une inflamomagt débouchant sur la rupture de la
membrane plasmique et donc I'exocytose.
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Dans un cancer, ce mécanisme dapoptose est dimiresg voies de signalisation de
'apoptose présentent des dérégulations importaatesniveau des tumeurs et c’est en
particulier la protéine suppresseur de tumeur gb8t les altérations interviennent dans plus
de la moitié des cancers qui est responsable de sitation. En effet, 50% des cellules
cancéreuses humaines ont une p53 mutée qui a pesdoapacités antiprolifératives et
apoptotiques qui dans une cellule normale perntetbercette protéine « gardienne du
génome » de maintenir l'intégrité de la cellule@s de stress, par induction de l'arrét du
cycle cellulaire ou de I'apoptose (via I'activatida I'expression des génes Bax). Il est de plus
a noter que la p53 est indispensable a la répoissa-vis de certaines molécules anti-
canceéreuses.

En parallele, l'attention de la recherche se padtiellement sur la compréhension et
I'exploitation thérapeutique de l'intégralité devaie PI-3 Kinase / Akt (Fig. 4) qui influe sur
un nombre important de paramétres de [|'apoptose, particulier par répression
transcriptionnelle de genes proapoptotiques darfalle Bcl-2. Dans certains cas de mutation
de la protéine Ras, cette voie peut méme étreéecn permanence et sans l'aide de signaux
extracellulaires.

d) L’angiogenése

L’angiogenése est le processus physiologique dissenoce de nouveaux capillaires a
partir de vaisseaux sanguins déja existant afidingéamter un tissu en sang. C’est un
phénomeéne normal dans le cadre de la croissanieeréparation de tissus abimés, mais |l
devient rapidement problématique dans le cas dumeur. Cet afflux massif en sang et donc
en oxygene est primordial dans le développementuiesurs malignes. Au dela d’une taille
d’environ 2 mni, une tumeur a un tel besoin en oxygéne qu'elld dopérativement
construire une dérivation dans le réseau sanguin gubvenir a ses besoins. De plus, de par
son activité prolifération importante, il est nésage que ce réseau nouvellement forme
puisse évacuer la grande quantité de déchets psquhrices cellules.

Parmi les nombreux inducteurs et inhibiteurs, pitsdaussi bien par les cellules normales
que les cellules tumorales, le « facteur de craossales fibroblastes-2 #ibroblast Growth
Factor, FGF-2) et le «facteur de croissance de I'endatheélvasculaire » \(ascular
Endothelium Growth FactorVEGF) représentent les régulateurs clés de lagegiese, en
particulier :

- le FGF intervenant dans la prolifération des cefulendothéliales et leur
organisation ;

- le VEGF (Goto, F. et al., 1993) favorisant la nplitiation et le déplacement des
cellules endothéliales, et activant la NO Synth@aseuisant le NO.

L’angiogenése est également favorisée par 'aétidéds enzymes MMP (MétalloProtéases
Matricielles) favorisant la pénétration des capila dans les matrices extracellulaires.

La formation de ces vaisseaux provoque, en plutadacilité d’alimentation pour la
tumeur, un terrain favorable a l'invasion d’autresgganes par des métastases car ces
capillaires sont extrémement fragiles.

Dans le cas d’'un cancer, I'inhibition de I'angiogea est intéressante, car elle pourrait
conduire a l'asphyxie de la tumeur de maniere ikaatent ciblée. Ce type de traitement fait
partie des voies de recherche en phase cliniquegp®-Ching J. B., Dahut W. L., 2008) et en
cours de mise sur le marcheé.
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e) L’invasivité

Une étape importante dans la progression canceestigénvasion d’autres organes avec
formation de métastases, qui sont des foyers deéleelcancéreuses en provenance d’autres
tissus. Selon le site de la tumeur primaire, il yrge sélectivité de localisation de ces
métastases et il est fréequent que les cellulesstasigues soient légérement différentes des
cellules de la tumeur primaire.

Pour que cette invasion soit possible, il est reaies que les cellules de la tumeur initiale
se détachent, qu’elles migrent a distance, et epfialles adherent a un nouveau tissu. Ceci
impliqgue notamment des modifications au niveau a#ités des cadhérines (qui effectuent
la transduction membranaire cellule-cellule) etidésgrines (impliquées dans les interactions
cellule-matrice).

L’ensemble des mécanismes d’invasion sont sangdoytarfaitement connus, mais on
sait que les MMP sont indispensables a la digestes matrices et des parois vasculaires,
permettant ainsi la progression de la cellule cause vers son site d’invasion. Leur
inhibition peut limiter la formation de métastas®sie fois libérées, les cellules cancéreuses
peuvent facilement passer dans la circulation gaegurincipalement, méme si les
disséminations lymphatiques et intra-cavitairesomt pas a négliger (Fig. 5). Certains tissus
(dépendants du type de cancer, mais frequemménieldes os, le cerveau, et le poumon qui
sont des organes tres fortement et finement irsgaénstituant « des lits vasculaires ») sont
alors des terrains favorables pour une adhésioralkdes et la création d’'un nouveau foyer
tumoral. Dans les différents cancers, certaine®rs®s d’intégrines sont surexprimées, ce
qui explique les disparités de capacités invasevefonction de I'organe touché par la tumeur
primaire, et « I'agressivité » de certains cancerame celui de la prostate a un stade avancé.

En paralléle de ces voies existantes dans un @mansain mais déséquilibrées dans le
cas du cancer, il existe plusieurs médiateurs s&cpar les cellules cancéreuses favorisant la
formation de métastases. Il faut ici noter qu’iist& au moins une douzaine de protéines
censées empécher ou au moins ralentir la formagométastases, en limitant 'adhésion des
cellules présentant une différence marquée averelkges de I'organe touché.

f) Cancer, inflammation et systeme immunitaire

Il est évident que la prolifération anarchique debBules se fait avec le déclenchement
d’'une réaction inflammatoire et donc une réponsmumitaire sur le lieu de la tumeur. Le
clonage et le séquencage des antigenes tumorauXienté leur présence dans ces tissus. En
revanche, l'importance de cette prolifération merque le systéme immunitaire est pris en
défaut et ne peut répondre de maniére efficacequieest d’une grande importance en
particulier dans la perspective des cellules matigistes, qui ne seront pas efficacement prises
en charge lors de leur séjour dans la circulatlbrest vraisemblable que cela soit d0 a
'absence de complexes majeurs d’histocompatibliligé la surface de ces cellules, ce qui
empéche leur reconnaissance par les lymphocytés&ade( M. et al., 2002 ; Zhang H. et al.,
2003).

D’autre part, l'augmentation du risque d'apparitioctle cancer dans les états
inflammatoires chroniques est bien caractériséea llen particulier été montre, par
I'intermédiaire du modeéle animal, l'importance de Joie de NkB (Nuclear FactokB)
(activé par des cytokines inflammatoires et a ¢jme de signaux anti-apoptotiques) dans la
pathologie. Ceci confirme la capacité de I'inflantima a protéger de I'apoptose et justifie le
traitement de la rectocolite hémorragique, assari@gparition d’adénocarcinomes coliques,
par des anti-inflammatoires non stéroidiens
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Fig. 5 : Formation de métastases
(adapté de Merck Bioscienc
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3. Les spécificités du cancer de la prostate

La prostate est une glande de l'appareil urogénitakculin, située sous la vessie,
traversée par l'uretre et partiellement entouréesplincters striés. Son fonctionnement
normal (synthése et stockage du liquide séminaldépendant de la testostérone. Elle est
principalement le siege de trois affections :

- la prostatite, qui est une inflammation de la @testtraitable par antibiotiques

- I'adénome ou hypertrophie bénigne de la prostatg;hant 80% des hommes de plus

de 50 ans, correspondant au vieillissement du fsestatique et dont la chirurgie
vient aisément a bout quand les symptémes le igrstif

- le cancer de la prostate, qui est un adénocarcinome

Comme tout cancer, le cancer de la prostate esprotéeration anarchique de cellules,
mais le cancer de cette glande est particulieraes@ progression lente et le taux important
d’hormone circulant dans sa périphérie.

a) Incidence et mortalité

Le cancer de la prostate se développe le plus sowlez les hommes de plus de
cinquante ans et est le plus commun avec celuibthnc I'age est ici le premier facteur de
risque. Parmi les facteurs prédisposants, on pdat :cles facteurs environnementaux
(professionnels et alimentaires), I'origine ethmqg(cancer fréquent chez les populations
noires-americaines) et les facteurs génétiquesnésrfamiliales dans 20% des cas). Son
dépistage est aujourd’hui systématique (méme renmon organis€) dans la tranche d’age
la plus sujette a ce cancer. Le plus souvent, ceecareste asymptomatique, mais en cas
d’échappement hormonal résultant de résistanceiscgquite a une thérapie, il peut devenir
extrémement virulent.

Une étude assez récente portant sur I'évolutiohiredence du cancer de la prostate en
France (Bauvin E. et al., 2003) conclut, apres ymealde 9 registres hospitaliers, que
I'incidence de ce cancer ne cesse d’augmenter ancér(environ 40000 nouveaux cas en
2000). En revanche, le taux de mortalité est statile en légere baisse depuis les années 90.
Il est difficile d’attribuer cette baisse a I'unigjintensification du dépistage.

b) Evolution du cancer de la prostate

Généralement, I'apparition de la tumeur se faipénphérie de I'organe. C’est pour cette
raison que le contrdle médical de la glande pachteurectal reste la principale méthode de
dépistage de la maladie. Il est fréquent que laetunme se développe que trés peu et soit
asymptomatique pendant une longue période, d'ouélét d'un dépistage basique par le
dosage du taux de PSRrpstate Specific Antigeantigéne spécifique prostatique) sanguin.

Durant les premiers stades, la prolifération deules cancéreuses prostatiques est
stimulée par les hormones circulantes comme ladddigstostérone : en effet, au départ ce
cancer est tres sensible a son environnement hatrf@nqui a conduit a développer dans un
premier temps les thérapies hormonales).

En fait, I'évolution de ce cancer est caractérigégeux stades bien distincts : le premier
stade hormono-dépendant qui, en particulier suitlteeéthérapie hormonale, va évoluer vers
un stade hormono-indépendant, les cellules déveldppne résistance a la thérapie
(typiguement 18 mois apres le début de cette hoothénapie). Au stade d’échappement
hormonal, le diagnostic vital est mis en dangeoartcterme car le cancer va rapidement
évoluer et former des métastases, particulieremi@ms les ganglions lymphatiques, les os et
le cerveau.
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B - APPROCHES THERAPEUTIQUES DU CANCER DE LA PROSTATE

1. Dépistage par la PSA

La prostate sécréte une glycoprotéine bien spéeifigppelée PSA dont le réle normal et
de fluidifier le liquide séminal. Normalement, oe Ia retrouve pas ou tres peu circulant dans
le sang. Dans le cas d’'un cancer, la productioneti® protéine par I'ensemble des cellules
cancéreuses prostatiques est environ dix fois muypéra celle d’'une cellule normale. Le taux
de PSA dans le sang devient donc généralement dhien élevé : c’est une méthode de
dépistage basique souvent employée lors d’anabmeguines chez les hommes de plus de 50
ans. Il faut ici noter I'existence aussi bien dexfgositifs (un échappement anormalement
haut de PSA dans le sang avec une prostate norquaeje faux négatifs (échappement bas
avec une présence de tumeur localisée). C’est aisenr pour laquelle certains auteurs
préconisent de suivre le rapport PSA libre / PS#e laux protéines du sérum : dans un
organisme présentant une tumeur de la prostateapmgort diminue fortement. Il est ici
important de noter que la PSA liée voit son rolepdatéase completement désactivé et cet
aspect sera développé et explicité dans le chaflireonsacré a la vectorisation des
molécules nouvellement synthétisées.

2. Prostatectomie totale

L'intervention chirurgicale consistant en I'ablatitotale de la prostate n’est intéressante
que si la tumeur est bien localisée, avec la qesitude de 'absence de métastases. Dans ce
cas, elle offre de grande chance de rémission &tedonc réservée a des cancers peu
avances, et sur des patients dont I'espéranceede yustifie. Cette ablation est frequemment
réalisée sous célioscopie, mais une nouvelle méthdel cryoablation (par cycles de
congélation a I'azote liquide en endourétral) espllis en plus utilisée.

Méme si une intervention de ce type est extrémeiieBt et, si réalisée a temps, permet
une totale rémission du cancer, il est tres importéen signaler le grand risque de perte
massive de qualité de vie du patient. En effegstl fréquent qu’une telle opération entraine
des troubles de la miction avec incontinence, régaement des troubles de I'érection et un
dysfonctionnement de [I'humeur. Actuellement, cedaitraitements post-opératoires
permettent d’atténuer I'incidence de ces effetesdaires.

3. Radiothérapie

Le principe de cette technique est d’utiliser deiations ionisantes pour venir a bout des
cellules tumorales. Généralement utilisée a lagp(dans le cas de patients fragiles) ou aprés
une chirurgie, ou encore pour traiter les métastésealisées de ce cancer, la radiothérapie
donne de bons résultats en particulier si elleuéBsée conjointement avec un traitement
hormonal avec ou sans chimiothérapie.

Il existe différents moyens d’amener les rayonndmesur la tumeur, non-invasifs et
invasifs.
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non invasifs : il s’agit simplement d’exposer pemtdan certain temps la tumeur a des
rayonnements de haute énergie. Ce type de traiteesnadministré en séances
quotidiennes pendant plusieurs semaines ;

invasifs : I'implantation de petites aiguilles (dmges millimétres de long environ)
contenant des isotopes radioactif&l( 1Pd...) directement dans la tumeur permet
une diffusion prolongée des rayons X au cceur derfegncéreux, avec des effets
secondaires limités pour les organes voisins delgparature des rayons X émis
(rayons X a courte distance). Les risques surdemrge du patient sont considérés
comme nuls, et méme si ces aiguilles deviennermtiues, elles sont laissées dans la
prostate.

4. Hormonothérapie

Comme il y a une relation directe entre la quarditiormones males produites et la
rapidité de croissance des cellules cancéreusestraii@ment limitant la production
d’androgenes a semblé intéressant pour combastprdeniers stades de la maladie.

La testostérone est synthétisée sous linfluenda dél (uteinizing hormong hormone
produite par I'hypophyse et elle-méme induite paktH-RH (uteinizing hormone releasing
hormoné@ produite par I'nypothalamus. Une petite quandtéormones males (10 %) est
d'origine surrénalienne. L'objectif du traitememrimonal est de limiter la production de la
forme active de la testostérone, la dihydrotestos&: pour ce faire, il existe plusieurs
solutions possibles :

la castration chirurgicale, consistant en I'ablatte la partie des testicules produisant
les hormones (pulpectomie), est une solution exdrémais peu utilisée car les
nouveaux traitements permettent de I'éviter ;

les agonistes de la LH-RH permettent de diminug@rdaluction de testostérone autant
qu'une castration chirurgicale (d’ou son appeliatie « castration chimique ») et
représentent aujourd’hui un des traitements de xclaviec des molécules type
décapeptides comme la Triptoréline ou la Gusérélifig. 6). Il est basé sur
I'induction d’un rétrocontréle au niveau du comméxypothalamo-hypophysaire ;

les oestrogenes, auparavant traitement dominard augourd’hui utilisé en seconde
intention, sont de fagon similaire des inhibitedesl’axe hypothalamo-hypophysaire
et limitent donc la production de testostéronel@atesticules ;

les anti-androgénes, soit stéroidiens au niveatrateet périphérique (acétate de
cyprotérone par exemple) soit non stéroidiens #@raainiquement périphérique
(comme le flutamide) bloquent 'activité résiduetles androgénes synthétisés par des
glandes surrénales aprés castration chimique owrgrdale. lls sont également
utilisés, a court terme, au début du traitementl@aragonistes LH-RH pour limiter
I'effet « flush » lié a 'immédiate hypersécrétida testostérone.

Tous ces traitements, bien que généralement tfieaads en terme de ralentissement de
la croissance voire en diminution de la taille @éumeur (taux de réponse de 80%) présentent
des problemes majeurs d'effets secondaires. Enaatréa production d’androgénes d’'un
patient, on constate une diminution notable deuUalitg de vie par perte de la libido et
apparition d'impuissance, s’associant a de profotrdables de I'humeur pouvant aller
jusqu’a la dépression, les hormones jouant uningp®rtant dans la régulation du
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du cancer de la prostate
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comportement. De plus, il existe, lors de la pdes oestrogeénes et des anti-androgenes, des
risques thromboemboliques qui constitue un factenitant & leur utilisation et qui ne
doivent pas étre négligés.

Sur le long terme, il faut savoir qu’environ 80%sdmatients développent une résistance
au traitement hormonal en moins de deux ans eemntians un stade d’échappement
hormonal. Ceci dégrade considérablement le pranostal : non seulement la thérapie
classique devient inutile, mais le taux de mogadist accru : 50% des patients dont le cancer
devient hormono-indépendant décedent dans I'aretéa,grande majorité voit son espérance
de vie devenir inférieure a quelques années, mé&yiétence de chimiothérapies.

5. Chimiothérapie

La chimiothérapie est généralement utilisée darsateer de la prostate quand celui ci
commence a se développer en dehors de I'organguicest généralement traduit par une
forte hausse du taux de PSA sérique. Généraleiihest,adjoint au traitement hormonal déja
en place aprés cet échappement hormonal. De piugaitement « simple » ne donnant pas
de bons résultats, il est nécessaire d'utilisesiplirs molécules en association.

Les grandes classes d’anticancéreux peuvent e&uétisées avec plus ou moins de

succes selon I'avancement du cancer et le pa@éedt-a-dire (Fig. 7) :

- les antimétabolites : comme le Méthotrexate (Matyemhibiteur de la dihydrofolate
réductase, qui empéche la synthése et I'incorpmrates nucléotides dans I’ADN ;

- les alkylants de 'ADN, comme la Dacarbazine (Dé&ti€), métabolisée in vivo par
N-déméthylation, donne une réaction d’alkylation IS4DN par le diazométhane, ce
qui va rendre sa réplication impossible ;

- les ligands du petit sillon de 'ADN comme la Blégecine (Bléomycin®) qui est un
antibiotique cytotoxique, pouvant dégrader la dedtdlice de I'ADN ;

- les intercalants comme la Doxorubicine (Adriamy&nqui bloque la synthése de
I'’ADN et de 'ARN ;

- les inhibiteurs de la topoisomérase Il comme leokéintrone (Novantrort® ;

- les poisons du fuseau, composés empéchant la pabatién de la tubuline
(Vinflunine...) ou sa dépolymérisation (taxanes). tasanes (Taxotere par exemple)
(Guéritte F., 2001) sont des composés naturelséouidynthétiques qui bloquent la
division cellulaire et favorisent la phosphorylatiode Bcl-2, ce qui a pour
conséquence de relancer I'apoptose.

Il est clair ici que ces traitements ne sont pasidigues des cellules cancéreuses et vont
toucher la totalité des cellules de I'organisme,lear action se situe au niveau de la division
cellulaire. On peut arguer que la prolifération daedlules cancéreuses est extrémement
rapide, ce qui rend statistiguement plus probablarg cellule tumorale soit affectée par ce
traitement. Néanmoins, ces types de chimiothérgmesedent des effets secondaires
extrémement lourds : a c6té des effets généraleassaciés a une chimiothérapie tels que la
perte des cheveux et d’'important probléemes digestitrainant I'affaiblissement du malade,
des problemes hématologiques (anémie, thrombopénispénie) surviennent fréquemment,
et comportent des risques bien plus importants fosurvie du patient. Leur toxicité peut
concerner tous les systémes vitaux (cardiovaseslgirulmonaires, veinaux...) en fonction de
la molécule utilisée.
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A I'heure actuelle, les associations MitoxantromePeednisone (un corticostéroide) ou
Taxotere / Prednisone sont les traitements deemédéren phase d’échappement hormonal
(Gilbert D. C., Parker C., 2005) On peut constatez baisse du niveau de PSA circulant et
une amélioration de la qualité de vie grace auateffecondaires limités. La survie médiane
est de 11 mois.

Plus spécifique au cancer de la prostate, le plassphEstramustine (Estra&)tprésente
de bons résultats associé a un protecteur gastatue une prévention des thromboses
veineuses. Il possede une activité dalkylant maissi d’antinéoplasique. Il présente
également une potentialisation de l'action de aestanhibiteurs du fuseau, mais ses lourds
effets secondaires en font un traitement de secontdation, qui peut étre utilisé avec le
Taxotere.

6. Voies de recherche

Nous pouvons constater que les traitements promasépatients présentant un cancer de
la prostate sont peu satisfaisants, peu séleptiésentant des effets secondaires importants et
une amélioration limitée du pronostic vital. Ce @anreste donc un des moins bien pris en
charge. De par son incidence, il est néanmoinsheame de recherche important au niveau
mondial.

a) Dépistage

Une voie de recherche évidente, méme si souvers-estimée, est 'amélioration des
techniques de dépistage actuellement en placeorbhinaison d’examens meédicaux (toucher
rectal) et de dosages sanguins (PSA) permettenbid’ane premiere idée de I'existence
d’'une tumeur avant contréle par biopsie, ce quiténke champ d’action a un constat de
cancer déja relativement avancé (présence d’'uneuummacroscopique), avec en plus le
risque d’avoir des faux négatifs et des faux pissitDans l'idéal, il serait intéressant de
pouvoir prévoir voire de prévenir I'apparition deitumeur.

Certaines équipes préconisent déja, a la place slmple dosage de la PSA, de suivre
I’évolution du taux de PSA circulant pour pouvoittiaiper le dépassement du seuil critique
et permettre une prise en charge plus rapide. bisreste lié a I'existence d’'une tumeur !
Le dépistage génétique constitue un espoir impbrtan effet, une étude (Dhanasekaran S.
M. et al., 2001) a permis d’identifier plus de 2f#hes ou fragments de genes associés a cette
maladie, dont certains sont trés présents dangidsgs précancéreux. Une autre équipe
(Jeronimo C. et al., 2001) a pu mettre en placeépistage basé sur la présence d’'un gene
issu d’'une mutation propre a ce cancer, et conoéfaaglutathion-S-transférase (GST). Le
gene de la GST-1 est caractérisé chez 90% dessasitteints d’'un cancer de la prostate par
une hyperméthylation de sa séquence (non retrodaés les tissus normaux ou chez les
sujets présentant une hypertrophie bénigne deoktaie) (Meiers I. et al., 2007). L'intérét est
ici évident : plus la maladie est prise en cham@edans son stade d’évolution, plus les
chances de rémission voire de guérison sont élevées

28



b) Traitements physiques

Au niveau de la destruction directe des cellulesamies, une méthode est en cours de
mise au point et présente des résultats tres ptemnst le traitement par ultrasons focalisés
de haute intensité (HIFU) ou AblathéfmAprés repérage par échographie de la masse
tumorale, une sonde endorectale est introduite aeémettre des ultrasons extrémement
focalisés en traversant sans conséquences les éigsisinants. Au point focal, la température
peut atteindre 100°C : les cellules touchées vamtcdétre détruites. Contrairement a la
radiothérapie, ce type de traitement peut étreueglé autant que nécessaire.

c) Chimiothérapie : vers moins de toxicité

Déja couramment utilisé dans d’autres cancers,tdganes ont été étudiés pour une
application au cancer de la prostate pendant piissiannées, et leur intérét est aujourd’hui
prouvé. Le Docétaxel (ou Taxot8)een particulier présente de bons résultats : diasede
facon stable a la tubuline, ce composé issu daitaie des produits naturels va empécher la
mitose. Deux études ont montré que le docétaxehgiait d’apporter un bénéfice en survie
(étude SWOG 9916 et étude TAX-327 exposées lorsamgrés de I’American Society of
Clinical Oncology 2004). La survie médiane a étéllmee et ce de facon significative pour
les patients bénéficiant du docétaxel par rappodcnéma classique associant Mitoxantrone
et Prednisone (gain de 3 mois). Fin 2004kd@d and Drug Administratiom autorisé son
utilisation sur le territoire américain.

Ces traitements, bien qu’apports non négligeabdass dlarsenal thérapeutigue moderne,
restent peu novateurs et sont toujours basés sumeéeanismes non sélectifs présentant
d’'importants effets secondaires. Il se développrecddes thérapies paralléles basées par
exemple sur I'inhibition de mécanismes enzymatigpedsentant I'avantage d’'une toxicité
généralement réduite par rapport aux agents cyitpiex classiques.

On peut citer plusieurs voies d’intérét qui sontipeertaines abordées au laboratoire :

- Iinhibition des tyrosines kinases membranaires aytoplasmiques : protéines de
phosphorylation, signaux de transduction importgasr la cellule. Elles jouent un
réle crucial lors de la prolifération et de la diiénciation cellulaire (Telliez A. et al.,
2007)

- Iinhibition de Il'activité farnésyltransférase ingliée dans les voies MAPK et PI-
3K/Akt (Millet R. et al., 2004) qui, comme indiquy&récédemment, contrblent la
prolifération et I'apoptose

- Ilinhibition de la métabolisation de l'acide aragbnique, en particulier de la
cyclooxygénase (Pommery N. et al.,, 2004, Goossen®tlLal. 2007) qui sera
développée dans la suite de ce travalil.

- linhibition de I'angiogenese qui est une des pipates voies de recherche actuelles,
avec de nombreux candidats médicaments a toudddsssd’étude (Oehler M. K.,
Bicknell R., 2000 ; Ryan C. J. et al., 2006).

- et bien sur, de nouveaux cytotoxiques (intercaldetSADN...) présentant des effets
secondaires moins marqués.

On constate que les champs de recherche sontaséssy et pour la plupart prometteurs.

Néanmoins, il est toujours difficile d’anticipersleésultatsn vivo a partir de résultais vitro,
vu le nombre important de facteurs supplémentangsu.
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Dans le cadre de cette recherche de nouvelles pibéraanticancéreuses a effets
secondaires limités, il nous a semblé intéressennals pencher sur l'inhibition d’une
enzyme, la cyclooxygénase, dont I'implication ddasphénomeéne d’inflammation et de
cancérogenése est importante.
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Chapitre I :

La cyclooxygénase et son inhibition
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Apres une utilisation empirique pendant plusieuiltémaires des feuilles et de I'écorce de
saule pour soulager fiévre et douleurs, c’est eB318u’'un chimiste allemand (Felix
Hoffmann) employé chez Bayer fut le premier a sgtiler l'acide acétylsalicylique mieux
toléré que I'acide salicylique extrait de la plarita marque Aspirinéest déposée en 1899 et
les premiers comprimés sont fabrigués en 1900 @ O@Bnes sont produites par an
actuellement). En 1971, J. R. Vane a publié ddaisire (Vane J. R., 1971) la découverte du
mode d’action de la famille des anti-inflammatoinesn stéroidiens (AINS) a laquelle
appartient I'acide acétylsalicylique : I'inhibitiode la cascade de métabolisation de l'acide
arachidonique par inhibition de la cyclooxygénakes AINS sont aujourd’hui une des
classes de médicaments les plus utilisés dansrneeno

La cyclooxygénase (COX), également appgbéestaglandin endoperoxide G/H synthase
(PGHS) est une enzyme dont la fonction principatdaesynthese des prostanoides a partir de
'acide arachidonique (AA). Son inhibition grace d&s molécules comme l'aspirine et
'indométacine, soulage donc des symptomes deldiimination et de la douleur. Son réle
dans le cancer a été récemment souligné, et acéelanrecherche de nouveaux composeés
actifs et de nouvelles applications thérapeutiqgumes cette cible.

Apres avoir présenté un résumé de [l'état actuel desnaissances concernant
I'implication de cette enzyme et de ses inhibitalass la pathologie qui nous intéresse, nous
reporterons dans ce chapitre nos choix de coneeptide synthése concernant les inhibiteurs
COX retenus pour la réalisation de notre objedtbgl.

A-LA CYCLOOXYGENASE: DEUX SITES CATALYTIQUES,
PLUSIEURS ISOFORMES

1. Fonction principale : formation des prostanoides imligués dans 'inflammation

a) Cascade métabolique et role physiologique au tasab

La fonction principale de COX est la métabolisatitenl’acide arachidonique en PGH2 en
deux étapes. Tout d'abord, aprés hydrolyse par h@sgholipase A (PLA;) des
phospholipides membranaires pour libérer 'AA, C@e dans son site de cyclooxygénation,
former PGG, un intermédiaire peroxydé instable. Cette réactixydation est possible
grace a une tyrosine (Tyr385) présente a I'étatadaire qui va arracher un proton a I'’AA et
ajouter deux molécules d’oxygene (Fig. 8, 9).

PGG va ensuite étre réduit via Tyr385 et avec la pigdition de 'héme du sous-site
catalytique voisin présentant une activité peroggdapour donner PGH endoperoxyde
également instable. Immédiatement, une série dmagyprennent le relais pour synthétiser
différents médiateurs (Fig. 8) comme la prostagladPGE, le thromboxane TXAou la
prostacycline PGJ qui sont également appelés prostanoides. Le dgpeomposé produit
dépend de plusieurs facteurs, le plus importanitdeatype de cellule : par exemple, les
cellules épithéliales produisent principalement R@lors que la COX plaquettaire produit
principalement TXA comme nous le verrons plus en détails dans la.suit
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Contrairement aux hormones, ces médiateurs sodujpsopar beaucoup de tissus et ont une
fonction autocrine ainsi que paracrine passantpax classes de récepteurs : la famille des
récepteurs nucléaires PPAR, @3, ety), et des récepteurs cytoplasmiques (Forman B.tM. e
al., 1996). Ces derniers (par exemple EP1-2-3-4, HP..) sont spécifiques a certains
prostanoides, et possedent des voies de transduumgo différentes (Narumiya S. et al.,
1999) (Fig. 10).

Il est important de noter I'existence d'une deuxéewoie de métabolisation de I'acide
arachidonique qui fonctionne en paralléle de leeviés COX : la voie des lipoxygénases
(LOX), qui transforme I'AA en leucotriénes, eicosiles partageant certaines fonctions
physiologiques avec les prostanoides: ce sontcipalement des médiateurs de
linflammation. De plus, en cas d'utilisation d’'aspe, une réaction conjointe de cette
molécule et de I'enzyme sur 'AA peut conduire auttes médiateurs de l'inflammation a
effets opposés que sont les lipoxines.

Du fait de la multiplicité¢ des récepteurs et desesode transduction du signal, les
prostanoides possedent des fonctions physiologidif&sentes voire opposées (que nous
résumerons plus bas). Ces molécules ont toutefoisoenmun leur intervention dans le
phénomeéne inflammatoire.

b) La réaction inflammatoire et la douleur

La réponse inflammatoire est bénéfique et partiéipa défense de l'organisme. En
revanche, dans le cas d’'une réponse non contrdist;a-dire chronique ou étendue induite
en particulier par les prostanoides (Narumiya Salet 1999), il y a apparition d’'une
pathologie. De plus, l'inflammation est généralemassociée a la douleurubpor, calor,
dolor, tumo). Lors de la réaction inflammatoire, le taux degpaglandines augmente, ce qui
a pour effet de sensibiliser les récepteurs delgedr (Dray A., Urban L., 1996). De plus, les
prostaglandines sont suspectées d’'agir au niveala deoelle épiniére et d'y favoriser la
transmission des signaux de douleur (Ahmadi S..,e2@02).

2. COX: plusieurs isoformes

a) Découverte et expression des isoformes

Depuis la découverte du mécanisme d’action deiliagppar J. R. Vane, de nombreuses
recherches se sont penchées sur la cyclooxygédasgu'a la fin des années 80, il était
communément admis que la production des prostaglesich’avait comme limite que la
qguantité d’AA a disposition. Cependant, certaimvanux ont mis en avant 'augmentation de
la quantité en COX dans les tissus inflammés coatipament aux tissus normaux (Raz A. et
al. ; 1988), ce qui a conduit a I'nypothése quexdsaformes de cette enzyme existaient et
gu’elles avaient des modes d’expression differe@®X-1, exprimée de fagon constitutive et
responsable du taux basal en prostanoides, et COq@&imée de facon inductible et
responsable en particulier de la réaction d'inflaation. Ceci a été prouvé peu de temps
apres, par clonage du gene inductible responsabla tbrmation de COX-2 (Xie W. et al.
1991). Des études plus poussées ont montré queystdmes de régulation des genes de
COX-1 et COX-2 étaient entierement distincts, langcription de COX-2 pouvant étre
activée par des hormones, des facteurs de crosssaes cytokines ou encore d’autres
messagers de I'inflammation (Wadleigh D. J. eR@00). Par la suite, il a par contre été
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Fig. 10 : Résumé des voies d’action des métabagdAA
(adapté de Jouzeat-Y. et al., 2004
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démontré que certains tissus exprimaient COX-2agerf constitutive, notamment le cerveau
et la prostate (Katori M., Majima M., 2000).

Il existe également une variante de COX-1, queaoertappellent COX-1b ou encore
COX-3 (Chandrasekharan N.V. et al., 2002) exprirdéas le cerveau, qui est en fait le
produit d’'un épissage différent du gene de COX-4ultdnt de l'action de différentes
cytokines. Son inhibition (notamment par le paracetl) pourrait étre a I'origine d’'une partie
de I'effet antalgique de certains AINS. COX-3 étdahc une variante tres proche de COX-1,
et & cause de sa distribution tres spécifique, n@wquerons dans la suite que les données
connues sur COX-1 et COX-2.

b) Structures de COX-1 et COX-2 : similitudes et tiffiées

COX-1 et COX-2 ont une masse de 71 kDa environslARN messager qui leur est
associé differe fortement : il fait 2,8 kb pour CQt 4,5 kb pour COX-2, et I'activation de
leur transcription se fait de maniere tres difféeercomme nous l'avons évoqué
précédemment.

Aprés traduction, cette enzyme se retrouve dansidenbrane luminale du réticulum
endoplasmique ainsi que dans les feuillets intestesxternes de I'enveloppe nucléaire des
monocytes, des cellules endothéliales et des fiastds. Cependant, on peut noter une
localisation préférentielle et une activité COX{2gimportante dans I'enveloppe nucléaire
(Spencer A. G. et al., 1998).

Au niveau structural, on peut constater a touslesaux aussi bien des similitudes que
des différences marquées entre les 2 isoformess Rastructure primaire, la séquence en
acides aminés présente une homologie d’environ 6@%,acides aminés nécessaires a
I'interaction avec I'acide arachidonique étant tooaservés.

Les structures 3D ont été publiées au milieu deges 90 aussi bien pour COX-1 (Picot
D. et al., 1994) que pour COX-2 (Luong C. et ab9d). Ces enzymes, organisées en
homodiméres, sont globalement identiques, et ptésetrois sous-domaines (Kurumbail R.
G. etal., 2001) (Fig. 11) :

- un domaine N-terminal kpidermal Growth Factor like

- un motif en hélice de liaison a la membrane

- un domaine catalytique en C-terminal représentavit@n 80% de la protéine.

Ce domaine catalytique se présente sous la forme kbng tunnel hydrophobe dont
I'entrée se situe a proximité du domaine de liaidda membrane. Dans le cas de COX-2, le
site de cyclooxygénation est légérement plus gl celui de COX-1 d’environ 17% en
présentant en plus une poche hydrophobe latéraltir{g R. M., 2006).

Dans la suite nous allons utiliser la numérotatlea acides aminés de COX-1 appliquée a
COX-2 (bien que COX-2 présente une insertion deatiles aminés dans la partie C
terminale non utiles a I'activité catalytique).

Il existe deux acides aminés essentiels a l'aétidé cyclooxygénation sur l'acide
arachidonique (Garavito R. M., DeWitt D. L. 1999) :
- ¥Tyr : situé au sommet du canal, il initie la réactenzymatique et sert de passerelle
vers le site de peroxidation, il est le principdkrvenant de la réaction d’oxydation ;
- '%Arg : son groupement guanidine intervient dans liaison électrostatique avec la
fonction acide de I'AA (ou de certains inhibiteules type anti-inflammatoires non
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Fig. 11 : Modeéle 3D de COX, comportant un noyau ééem rouge) dans le site peroxydase
et un site COX occupé ici par le Flurbiprofene fj@u
(adapté de Kurumbail R. G., 20i
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stéroidiens) en entrée de tunnel et assure la wosigon du ligand, cet acide aminé
étant « le » plus important pour I'activité de C@&Xedockingdes AINS.

Un noyau heme présent dans un site voisin totalenmeépendant du site de
cyclooxygénation, est également indispensablechiVité peroxydase.

Bien que ces acides aminés indispensables soiéasems dans les deux isoformes, il
existe des différences notables dans la séquenp®ip alentour, qui conduisent a de
subtiles modifications de I'environnement électoud et de 'encombrement stérique dans le
site actif (adapté de Garavito R. M., DeWitt D. 1999 et de Garg R. et al., 2003) (Fig. 12) :

- *Ple et*le de COX-1 sont remplacées par des valines d&%-2. Ceci entraine,
aprés déplacement des acides aminés voisins, ucbe pbydrophile latérale
supplémentaire par déplacement®f®he, donnant accés &Arg ce qui permet la
création d’'une liaison hydrogene ;

- Le remplacement d&”Phe par une leucine permet le déplacement d&llau au
sommet du canal de COX-2, engendrant la formatiomedcavité lipophile.

Ces différences ne conduisent pas a une modificakéol’activité de 'enzyme vis-a-vis
de son substrat naturel qu’est l'acide arachidamigEn revanche, au point de vue
pharmacologique, ce type de modifications va pdrmain design efficace de nouveaux
médicaments plus sélectifs de telle ou telle isufar

c) Fonctions spécifiques de COX-1 et COX-2 (BottinyIR2006)

Les isoformes COX-1 ou COX-2 aboutissent a la ®sdhd’eicosanoides agissant sur les
mémes fonctions (Fig. 10) mais avec une localisatioune intensité souvent bien différentes.

(a) Systeme cardiovasculaire

Les plaquettes n’expriment que COX-1 qui ici nedoib que TXA2, un agrégant
plaquettaire. A linverse, COX-1 localisé dans lellules endothéliales exprime
majoritairement la prostacycline, dont un des réés$ de limiter certaines étapes de
I'agrégation plaquettaire. On se trouve donc icefa un systéeme équilibré de contrdle, qui
va, entre autres, permettre la réparation de tisswdommagés tout en ralentissant la
formation de thromboses.

Dans les vaisseaux normaux, I'expression de COXt2res faible, méme si elle participe
a la fabrication de prostacycline PGI2. En revandre constate d’'importants niveaux de
COX-2 dans les vaisseaux néoformés et les pladatgdomes.

(b) Tractus gastro-intestinal

Le tractus gastro-intestinal est protégé princimalet par deux types de prostanoides :
essentiellement par PG&t en partie par les prostacyclines. Ceux ci soodypts en majorité
par COX-1 au niveau de la muqueuse gastriqgue eteledes musculaires lisses du tractus
gastro-intestinal, et vont avoir pour effet 'augrtegion de la circulation sanguine par
dilatation des vaisseaux au niveau de cette mugueug en réduisant la production des
acidifiants gastriqgues. Dans le c6lon cependantpeut constater une forte expression de
COX-2.
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(c) Reins

Au niveau rénal, on retrouve principalement BG&nsi qu'une quantité moindre de
TXA; et de prostacyclines, dont I'origine est prinogmaént liée a COX-1. A ce niveau, la
production de prostanoides n’est pas indispensabfenctionnement normal de I'organe ; en
revanche, en cas de pathologie méme mineure, ileggEmement important que les
prostaglandines vasodilatatrices puissent venireddaciliter le fonctionnement du rein.

(d) Systeme nerveux central

La quasi-totalité du cerveau exprime COX-1 ou sefion principale est la production de
PGE visant au contréle du systeme nerveux périphérigus qu’a la bonne transmission de
l'information du toucher et de la douleur. COX-2upétre exprimée dans les vaisseaux de
I'hnypothalamus et induire de la fievre par formatide PGE Une forme constitutive de
COX-2 est également présente lors du développenherderveau et jouerait un role dans
I'organisation nerveuse.

L’altération de toutes ces fonctions physiologigpes les inhibiteurs non sélectifs de la

cyclooxygénase sont sources d’'effets secondairepaywvent étre plus ou moins importants
lors de prises rapprochées et a hautes dosestyigecde composés.

40



1.

B - INHIBITEURS DE LA CYCLOOXYGENASE

Inhibiteurs non sélectifs

a) Classification des AING-ig. 13)

Les métabolites de 'AA résultant de I'action enatigue de la cyclooxygénase sont des
médiateurs indispensables au mécanisme de linfi@iom Inhiber la cyclooxygénase
semble une solution intéressante pour le traitendmtlinflammation, en particulier
chronique, par la limitation de la quantité de maéglirs pro-inflammatoires produits. Ce sont
les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) gquassedent a la fois une activité anti-
inflammatoire et analgésique, en inhibant la cycj@@nase de fagon non sélective.

Depuis la fin du 19" siécle, de trés nombreuses molécules ont été &jgéhs afin
d’augmenter la spécificité par rapport a l'aspiriee de diminuer les effets secondaires,
notamment gastriques. Ces composés sont générdlelasses par famille chimique, tout en
présentant certaines analogies structurales.

les fénacs : diclofénac, indométhacine, sulinda@rtamt une fonction acide

les profénes : ibuproféne, kétoproféne, naproxengont la particularité est de porter
une fonction acide sur un carbone asymétrique

les oxicames : piroxicam, tenoxicam... dérivés caanoxles du benzothiazine
dioxyde

les acétylants de I[2°Ser : aspirinep-(acetoxyphenyl)hept-2-inyl-sulfide et certains
dérivés de I'acide salicylique.

La plupart de ces composés présentent un groupecaguatble de créer une liaison
ionique avec l'arginine 120 qui se situe en enthésite actif.

On peut également classer les AINS en fonctionedesl interactions avec I'enzyme
(Kurumbail R.G. et al., 1996).

inhibiteurs irréversibles de COX-1 et 2 : c'esths de I'aspirine, qui acétyté®Ser,

ce qui empéche I'AA de se loger dans la cavitéyddooxygéenation ;

inhibiteurs compétitifs réversibles COX-1 et 2 est' le cas des oxicames et de la
majorité des profénes ;

inhibiteurs réversibles dépendant du temps: c'&st cas entre autres de
lindométhacine et du flurbiproféne, qui par I'inaetion avecd®°Arg se logent dans le
site catalytique et bloquent la configuration dam¥yme.

b) Effets secondaires des AINS

Il a été mentionné précédemment le réle importenC@®X-1 dans nombre de processus
de régulation, particulierement gastriques. Les \sbnt des inhibiteurs non sélectifs, et
entrainent donc des effets secondaires assez enport

saignements et ulcérations gastriques : PGE2 eR BGht des protecteurs de la
muqueuse gastrique. Leur diminution, consécutivé@nhibition de lactivité de la
COX, fragilise cette muqueuse et entraine des smignts voire des ulcérations au
niveau de I'estomac. Pour cette raison, la prigeNiS doit préférentiellement se faire
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Figure 13 : Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les valeurs d’inhibition enzymatique sont détermi@ partir d’expériences sur sang tc
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au cours des repas. Différentes associationmagrugs sont également envisagees,
comme des composés a libération lente, ou encareataposés mixtes possédant un
groupement donneur de monoxyde d’azote (NO) peamietie protéger le tractus
gastrointestinal, en particulier par ses propriéigglilatation des vaisseaux sanguins
de I'estomac.

- diminution de I'activité rénale : les prostaglareirsont également des modulateurs de
la filtration glomérulaire, et la diminution de leuproduction entraine une
augmentation de la rétention hydrosodée pouvarduiona une insuffisance rénale.

- bronchoconstriction : PGEétant un bronchodilatateur assez puissant, sandiron
peut entrainer des crises d’asthme.

- ralentissement de I'agrégation plaquettaire : cieista thromboxane TXA2, facteur
d’agrégation plaquettaire, qui entre en jeu. Loesla prise d’AINS, le temps de
formation d’'un agrégat de plaquettes est augmeeté&ui allonge donc la durée de
saignement. Il faut noter que l'aspirine présemeetfet antiagrégant plaguettaire
exacerbé : étant un inhibiteur irréversible, et pdsquettes ne pouvant synthétiser
COX, son effet est d’autant plus important. Ceeteffecondaire est utilisé dans la
prévention des thromboses, par la prise quotidielenaibles doses d’aspirine.

Il existe d’autres effets secondaires qui, mémengins fréquents, sont importants et
peuvent entrainer des contre-indications : allergigusqu’a l'cedéeme de Quincke),
insuffisance hépatique (syndrome de Reye), prolddmenatologiques...

Tous ces effets secondaires découlent d'une atigrate la fonction physiologique
normale de la cyclooxygénase, qui est attribué iddpa années 90 a l'isoforme COX-1. La
recherche pharmaceutique s’est donc naturellentgrtée vers la conception d’inhibiteurs
sélectifs de COX-2.

Pour compléter cette liste on peut citer l'intédés inhibiteurs mixtes COX / LOX qui

vont éviter, par un effet de bascule, la formatiereucotriénes aux effets pro-inflammatoires
proches de ceux des prostaglandines (Goossensal., 2007).

2. Inhibiteurs sélectifs (Singh P. et Mittal A., 2008)

a) Les différentes classes

Avant [lidentification de [isoforme inductible dea cyclooxygénase, un anti-
inflammatoire puissant avait été identifié, le D&®%. Il ne possédait cependant pas le méme
profil d’inhibition que ses homologues (Gans K.Rak, 1990). La découverte de COX-2 a
permis d’identifier le mode d’action de ce compaostga souligné l'intérét d’une inhibition
sélective de cette isoforme.

N\ —0
—S
O C_|51° (i:é»;/ll Premier représentant de la classe des
DuP-697 A\ OH coxibs. Son temps de demi-vie est trop
| Br Cles COX-2 long (292 h) pour étre utilisé autrement
O S _500 06uM gue comme outil pharmacologique.

F
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Les inhibiteurs sélectifs COX-2 sont devenus lan@pale voie de recherche pour les
maladies de I'inflammation, avec plus de 500 corpatecrits en une dizaine d’années, dont
seulement trois ont été mis sur le marché. lls sgaez hétérogenes et posseédent plusieurs
structures types.

(e) Structures de type diaryléthers, tels que le NS-398

X=0ouS \
Ots\ e
[ >NH NS-398 : Nimésulide

\\NH EWG = electron withdrawing group
[e} ou groupement attracteur d'électrons o
X o Clg, COX-1 = 4,81 pM
\‘/ R = alkyle Clgy COX-2 = 0,47 uM
Aromatique, hétérocycle substitué, COX-2 / COX-1 = 0,097
cycloaliphatique
EWG NO,

Ce sont les premiers composés découverts : éthmiaither, ils ont tous en commun un
groupement sulfonamide possédant un —NH acide equbke indispensable a I'activité. Le
premier représentant de cette classe est le nildésuDe nombreux composés ont été
synthétisés et ont permis de mettre en avant digtgores structure - activité (De Leval X. et

al., 2000).

() Structures d’AINS modifiés

Cette approche peut sembler la plus logique et lls [ntéressante, méme si les
groupements indispensables a I'activité ne sorg [@s mémes. En particulier, I'arginine 120
n'est plus un acide aminé de premiere importances danteraction ligand - récepteur. La
stratégie classique utilisée ici est I'augmentatilen’encombrement des composés afin de
tirer profit de I'élargissement du site, en patieudans le fond du tunnel hydrophobe. Des
études de modifications structurales ont été adissur plusieurs composés, en particulier
sur I'indométhacine (Dannhardt G., Laufer S., 20@0mme présenté dans la figure ci-contre
(Fig. 14). Ceci a permis entre autres de fournimdavelles pistes de recherche pour les
Coxibs.

(g) Les dérivés du cis-stilbéne

Ces composés présentent une orientation vicinalelelex aryles, ainsi qu’un groupement
sulfonyle, comme les coxibs (Blac C. et al., 199&urs orientations dans I'espace sont
également assez similaires.

oQS//o
r1” R1 = CH, ou NH,
R2  R2=CH,OH, COCH,...

R3 = CH,0H, COOH, COOCH,...
R3
R4 O R4 = 3-4-F ou 3.4-diF

(h) Structures de types diaryles vicinaux (Coxibs)

La structure est caractérisée par la présence weatgles, I'un portant généralement un
groupement sulfonylé, liés a un hétérocycle, poultarméme étre de natures différentes

44



o
o
~
N
N
cl
o
cl
Cl H/CBHN
oH L-748,780 S
Cl;, COX-1 > 100uM O \
o o Clg, COX-2 = 0,50uM
N Amidification °
(@]
cl
cl Composé A
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Les valeurs d'inhibition enzymatique sont déterminéearéir’expériences sur sang total humain.

Fig. 14 :_Modification de I'indométhacine en vue dauselectivité COX-2
(adapté de Dannhardt G. et Kiefer W., 2001)
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(pyrazole, furanone...). Cet hétérocycle a pour fionctorientation de la molécule dans le
site actif (cf structure du DuP 697).

C’est la classe d’'inhibiteurs sélectifs COX-2 qususcité le plus grand intérét et la mise
sur le marché de plusieurs composés comme le Gété@BelebreX) (Penning T.D. et al.,
1997), ou le Rofécoxib (Viox® (Ehrlich E.W. et al., 1999), pour le traitemest lthrthrite
rhumatoide. Cette classe est encore prometteugdusieurs candidats « médicament »
existent; c’est pour cette raison que nous avaienu cette classe comme exemple
d’inhibiteurs sélectifs COX-2 dans la suite de tragaux.

Actuellement, plusieurs coxibs sont ou ont été cenemalisés [Cy obtenues sur sang
total humain (Riendeau D. et al., 2001)].

o)
H N)\S§O Premier inhibiteur COX-2 approuvé par
z Clsp COX-1 laFood and Drug Administratio(FDA)
Célécoxib \©\ N =6.7uM en 1998 pour le trait_ement de
Celebreﬁ?’ N7\ cF, I'ostéoarthrite et de I'arthrite rhumatoide
S Clgo COX-2 (Goldenberg M.M., 1999), et en 2000
=0,87uM pour la réduction des polypes
adénomateux colorectaux.
N\.—=0
—S C Commercialisé en 1999 pour le
ls COX-1 . " ; -
o O - 18.8uM tralte[nent dg I'inflammation aigug, Qe
Rofécoxib, ' I'ostéoarthrite et de la dysménorrhée
Vioxx® | o Cl.cOx.p  (PrasitP.etal., 1999) et en 2002 pour
50 - ’ . . . .,
O - 0,53uM I'arthrite rhumatglde, mais retirée du
0 ’ marché en 2004.
% _o
AN . .
2 Clsp COX-1  Approuvé en 2001 pour le traitement des
Valdécoxib O =26.1uM maladi_eg ’rhumatismales par la FDA. Sa
Bextrd ' = 5 solubilité aqueuse est faible, comme
= Clso COX-2 celle du Rofécoxib et du Célécoxib
O =0,87uM (Talley J. J. et al, 2000a).

. Prodrogue du Valdécoxib présentée sous
Sodium Na Lo forme ionique, elle présente une grande
P Similaire au S A
Parécoxib . solubilité aqueuse et peut ainsi étre
Valdécoxib R X
Dynastaf 0 utilisé en intramusculaire ou en
O N intraveineuse (Talley J. J. et al, 2000b).

C\J 0 Composé commercialisé (Belgique -
S @
y Cle, COX-1 Arco?qa} .._.) ou en cours de
= 116uM commercialisation dan_s plusieurs pays
L 7 (France, USA...) (Martina S. D. et al.,
Etoricoxib . - ;
c 2005). Efficace contre I'inflammation et
_ ls COX-2 lad ) .
AN _ a douleur, peu d’effets sur le TGI, mais
N N =1,1uM . .
| effets cardiovasculaires encore mal
= explicités.
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b) Les effets secondaires d’une inhibition sélectv&®dX-2

Les effets secondaires gastriques présentés pANKs peut-étre a I'exception du
nimésulide (Suleyman H. et al., 2008), ne sonttpdement disparus, méme s'ils sont bien
moins importants (Fig. 15). En revanche, d’autfést€secondaires se sont manifestés a plus
long terme.

Certains des effets secondaires constatés ont patenimettre en évidence le réle de
I'isoforme COX-2 dans la régulation du systeme Rént Angiotensine (Harris R.C. et al.,
1994). Ce sont des effets hypertenseurs, des dygfon rénales, et des effets de retard sur la
cicatrisation des plaies de type ulceres.

Enfin, cette isoforme étant exprimée de manierestitoive dans certaines parties du
cerveau, il est possible mais trés rare de voiraegfe certaines pathologies touchant le
systeme nerveux central comme des vertiges.

L’effet secondaire qui a donné et qui donne entieteaux plus nombreuses études est le
risque de complications cardiovasculaires. L'étalileique VIGOR {loxx Gastrointestinal
Research Outcomiea mis en évidence une augmentation des risquiesadtus et de
thrombose lors de prises répétées de Rofécoxibaptement due a la baisse de production
de PGE, prostaglandine vasodilatatrice. La mort de cestgatients a déclenché une plus
large étude clinique, appelée APPROYelénomatous Polyp PRevention on Vjakant les
conclusions ont entrainé le retrait du marché dieédxib par Merck Sharp & Dohme-
Chibret le 30 septembre 2004. Apres 18 mois déetrant, le risque relatif de problemes
cardiovasculaires augmente d’'un facteur 2 versaseplo : la recherche s’oriente donc
actuellement vers des composés mixtes (donneumd@einhibiteurs 5-LOX...) pouvant
éviter au maximum ces effets secondaires. Une waéressante réside dans l'ajout d’'un
groupement donneur de NO, élément capable en pigtic’entrainer une vasodilatation et
ainsi de diminuer les risques cardiovasculairesdi€utilisation des coxibs.

Il faut noter que ce probléme semble propre au ¢ai® et non aux COX-2 sélectifs
dans leur ensemble. L'étude CLASSe{ecoxib Long-term Arthritis Safety Studya pu
déceler aucune différence entre un AINS classiqudeeCélécoxib pour les mémes
occurrences cardiovasculaires. Ceci pourrait ingliqque c’est un métabolite spécifique du
Vioxx qui serait a I'origine de ses effets délésere

3. Inhibition de COX-2 : les autres applications

Bien que possédant des effets secondaires, ldstalns sélectifs COX-2 pourraient
disposer d’'un intérét thérapeutique renouvelér. lgilité dans d’autres pathologies comme la
maladie d’Alzheimer et notamment le cancer étattedlement I'objet de beaucoup de
réflexion.

Dans certaines parties du systéme nerveux ce@-2 est exprimée de fagon
constitutive, en particulier dans certains neuraxastateurs. De plus, elle est également
exprimée de facon inductible dans d’autres neuranesours de stimuli excitateurs type
ischémie. Des expériences ont montré que les iehits COX-2 exercent leurs effets a doses
thérapeutiques a la fois en périphérie, dans heegr, et dans la moelle épiniere. L’analgésie
consécutive a leur prise serait donc en partieadure effet central.

L’homéostasie neuronale peut étre associée a urbtsal en PG dans le SNC, taux basal
lui-méme associé au développement du cerveau (dglis. et al., 2000). En patrticulier,
COX-2 semble présent dans la glie de certainegepate I'hippocampe et du cortex associées
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a la cognition. De plus, la surexpression de COeét2associée a la cascade de
I'inflammation : il semble alors possible que COXeRe un réle dans les maladies
neurodégénératives type choc, Alzheimer, Parkinsgmang X. et al., 2007) Ces hypotheses
sont actuellement en cours de veérificatiowitro etin vivo car il existe une controverse
(Firuzi O. Pratico D., 2006)

La plaque d'athérome, siége d'une inflammationraquee, exprime l'isoforme inductible
de la cyclooxygénase (COX-2) qui produit préfémdtgment de la PGE2. Il est donc
plausible que la production de PGE2 dans cetteuplagit I'un des mécanismes du potentiel
thrombogéne de cette plaque : inhiber COX-2 peraiettionc a ce niveau de limiter les
complications de I'athérosclérose, méme si ces ltedsusont actuellement également
controversés (Cipollone F. et al., 2008).

Une autre voie de développement pour les inhitsteGOX-2 sélectifs en cours

d’exploration est le traitement du cancer. En effetoforme de cette enzyme est un acteur
important dans cette pathologie.
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C- IMPLICATION DE COX-2 DANS LA PATHOLOGIE
CANCEREUSE

Des étuden vitro etin vivo ont montré que la régulation de COX-2 était une éapes
clés de la cancérisation (DuBois R. N. et al., 19P&scott S. M., Fritzpatrick F. A., 2000 ;
Liu C. H. et al., 2001). A titre d’exemple, un @n nombre d’études précliniques et/ou
cliniques ont exploré ce sujet dans le cas du c@arionakopoulos N., Karamanolis D. G.,
2007), du sein (Agrawal A. Fentiman I. S., 2008) faie (Breinig M. et al., 2007), de la peau
(Rundhaug J. E., Fischer S. M., 2008), ou encogegliemes de haut grade (Hau P. et al.,
2007). Pour ce qui est du cancer de la prostatenatabreuses études ont souligné
I'implication de COX-2 dans la pathologie et doremd les possibilités d’intervention (revue
dans Goossens L. et al., 2007). COX-2 est surexeridans le cancer de la prostate (Gupta S.
et al., 2000) tout au long du processus cancérepxiid le stade précoce de I'hyperplasie
jusqu’au stade meétastasique (Aparicio Gallego Galet 2007). En amont, COX-2 est
également impliquée dans le lien tres étroit eristantre inflammation et néoplasie
prostatique (Sciarra A. et al., 2007).

Par la voie des cyclooxygénases, un apport dAAP@E (Hughes-Fulford M. et al.,
2001), ou méme de graisse animale (source d’aideique précurseur de I’AA) permettent
de favoriser la prolifération des cellules cancéesu prostatiques au stade hormono-
indépendant du cancer (Tjandrawinata R. R. el@87). De plus, I'acide arachidonique peut
induire au niveau de la moelle osseuse, et vidiViae COX-2, une libération de TNE&-
favorisant la communication entre cellules progtsgs et cellules osseuses (Angelucci A. et
al., 2008). Les prostaglandines ont également wiwitaé stimulatrice sur la sécrétion
hormonale ce qui influence la encore la genese damcer. De facon réciproque, il a été
montré que I'hormonothérapie (agonistes LH-RH, -antirogénes) pouvait avoir comme
effet secondaire d’induire I'expression de COX-2oeknter le processus tumoral vers le
stade d’hormono-indépendance (Cai Y. et al., 20D8)t ceci a conduit a penser que COX-2
jouait un réle au niveau de toutes les étapes gedgression tumorale et de nombreuses
études (Telliez A. et al., 2006) ont cherché a ieipl I'influence de cette enzyme dans
chaque étape de la cancérogenese, tout en s’efforda proposer des alternatives
thérapeutiques (Liao Z. et al., 2007).

1. Rodle de la cyclooxygénase dans les différents asigede la pathologie(Fig. 16)

a) Initiation et promotion de la tumeur.

Le métabolisme de l'acide arachidonique en lui-mées une source d’'agents
cancérogenes de par sa nature : en utilisant wimmediaire peroxyde, on se trouve en
présence d’une source potentielle de radicauxdjlarei sont dangereux pour I'organisme car
pouvant former des adduits avec 'ADN (Nikolic D/an Breemen R. B., 2001). Les
cyclooxygénases peuvent également activer certajdstances « pro » cancérigenes
d’origines environnementales ou alimentaires (amingomatiques et hétérocycles,
hydrocarbures polycycliques...) au niveau des siktsadnépatiques et provoquer ainsi des
altérations au niveau de I'ADN ou des protéinesutates impliquées dans la progression
tumorale (Wiese F. W. et al., 2001).
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La production de PGHpar COX-1 ou par COX-2) va par la suite étre actdur influencant
I'installation du processus tumoral et ce prinagmaént par deux voies :
- I'activation de la voie PI-3K/Akt qui va induire &urvie cellulaire
- Il'activation des récepteurs des facteurs de crosgHan C. et Wu T., 2005), qui va
stimuler l'intervention des voies de signalisatiRas/MAPK, JAK/STAT, PI3K)
(Telliez A. et al., 2006).

A noter également le réle déterminant de COX-2 ed técepteurs EP2 et EP4 dans
I'expression de I'aromatase qui catalyse la syrhtes oestrogenes a partir des androgénes
apres la ménopause (Subbaramaiah K. et al., 2006).

b) Apoptose

Plusieurs études ont démontré que des rats préseami@ surexpression de COX-2
montraient également une surexpression en pro#tieapoptotique Bcl-2 qu’un traitement
par un AINS permettait de contrebalancer (Tsujij BluBois R. N., 1995). La protéine pro-
apoptotique Bax est quant a elle présente en bienfaible quantité (Liu C. H. et al., 2001).
De plus, COX-2 participe a la régulation en NO, quun effet dose dépendant dans la
régulation de I'apoptose, ce qui sera étayé dagad&rieme partie du travail.

Enfin, cet effet anti-apoptotique est surtout méuiéle cross-talk existant entre COX-2 et
p53 (de Moraes E. et al., 2007). Selon le typeateer et le contexte biologique, la protéine
p53 peut contrbler I'expression de COX-2 via KB-qui, en retour, contrdle I'activité
transcriptionnelle de p53.

c) Angiogenese

Nous avons vu que la création de vaisseaux deséinBsrigation d’'une tumeur est
indispensable pour que cette tumeur puisse dépassetertaine taille. Or, la production de
prostanoides va pouvoir activer des médiateursapgiegéniques, en particulier VEGF et
FGF, ce qui va avoir un effet important sur la s& de formation des vaisseaux autour de la
tumeur (Ininguez M. A. et al., 2003). Ceci a étéymeé par I'utilisation de Célécoxib dans un
modele animal, ou I'on a pu observer une diminutignla taille des vaisseaux formés au
cours de I'angiogenese (Masferrer J. L. et al.,020Ce sont donc essentiellement VEGF et
les intégrines, responsables de I'adhésion desleglendothéliales et de la MEC (également
sous le controle de COX-2) qui médient l'angiogenéamorale COX-2 dépendante
(Dermond O. et Riegg C., 2001) (Fig. 17).

d) Invasion et métastases

Tout d’'abord, il a été prouvé que la surexpressienCOX-2 induisait la synthése des
MMPs et donc facilitait la mobilité des cellulesrtarales dans la matrice (Tsujii M. et al.,
1997). De plus, COX-2 induit une diminution de pe&ssion de la E-cadhérine (Okamoto A.
et al., 2008). Un mécanisme plus indirect impligiteun effet modulateur des inhibiteurs de
COX et des antagonistes EP4 sur l'activité desulesll NK responsables de la lyse des
cellules transformées (Fulton A. M. et al., 200B)ut ceci va expliquer I'effet inducteur de
COX-2 sur le détachement des cellules cancérelesespassage et leur progression dans la
circulation sanguine ou le réseau lymphatique.

e) COX-2, systeme immunitaire et inflammation.
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La PGEZ2 induit directement l'interleukine-10, quuia effet immunosuppresseur, et inhibe la
production de lymphokines, la prolifération deslides B et T et I'activité cytotoxique des
cellules NK (Huang M. et al. 1998), ce qui créeaspace favorable a la prolifération des
cellules non différenciées.

2. Les inhibiteurs de cyclooxygénase comme anticancépe

Avant d’évoquer quelques études clinigues menéeliament avec des AINS ou avec
le Célécoxib, il faut préciser que la question sgiipose a I'heure actuelle est de savoir si cet
inhibiteur sélectif COX-2 présente ses activitésitamorales uniquement via son effet
inhibiteur enzymatique ou s'’il possede d’autredesbau niveau de la cellule transformée
(Schonthal A. H. 2007). Il est en effet surprengue des analogues structuraux trés proches
du Célécoxib (Fig. 18) mais dépourvus de cettevidetinhibitrice COX-2 (tels que le 2,5-
diméthyl Célécoxib ; Schonthal A. H. et al., 200R)ient capables de mimer toutes les
activités antitumorales du Célécoxib,vitro etin vivo (Song X. et al., 2002 ; Kulp S. K. et al,
2004). Méme si le role de COX-2 est indéniable dammathologie cancéreuse (Flrstenberger
G. et al., 2006), il est tout autant évident quetyg® de molécules interfére avec d’autres
cibles intracellulaires. Le groupement sulfonampaeirrait orienter vers un effet inhibiteur
des anhydrases carboniques. Ces métalloenzymesoiesnes CAs IX et XII en particulier,
sont impliqguées dans la croissance tumorale (Rdgivoa S. et al., 2007) et on a pu noter in
vitro que le Célécoxib et le Valdécoxib inhibaidi@nzyme contrairement au Rofécoxib
portant un groupement méthylsulfone (Weber A. et28104).

L’inhibition de PDK-1 (3-phosphoinositide-depend&irtase-1), enzyme cruciale dans les
voies de signalisation de la croissance et derldesaellulaire, a aussi été évoquée (Arico S.
et al., 2002 ; Kulp S. K. et al.,, 2004). Cette hyygse reste toutefois controversée, et la
recherche sur des dérivés de Célécoxib apparent&®SdJ-03012 (inactif sur COX-2,
inhibiteur de PDK-1 et efficace en inhibition delfération cellulaire) continue. Cette cible
est par ailleurs étudiée au laboratoire (GluszoR®)7).

Le Célécoxib pourrait également présenter un effés précoce sur I'ATPase
transmembranaire qui maintient le grandient de iwacentre cytosol et réticulum
endoplasmique (Pyrko P. et al., 2007).

En conclusion, méme si le mécanisme d’action egacCélécoxib et de ses analogues
structuraux reste a éclaircir, leur intérét comrgena anticancéreux se démontre de plus en
plus :

a) En traitement préventif

Il a été montré que l'aspirine ainsi que des irtkilnis sélectifs de la cyclooxygénase
pouvaient présenter des propriétés intéressanté'agparition de la pathologie, au niveau du
cancer du c6lon notamment. Plusieurs études poeantparticulier sur les polyposes
adénomateuses familiales (PAF, une des principaases de cancer du célon) ont montré
gue l'utilisation de Sulindac (Giardiello F. M. &t, 1993 ; North G. L. 2001) ou encore de
Célécoxib (Steinbach G. et al., 2000) avaient diet eétardant sur I'apparition de ce type de
pathologie. Le Célécoxib est aujourd’hui fréquemmatilisé en prévention spécifique dans
les cas de risque de développement de PAF. Ceperiddiisation de tels composés de
facon généralisée et réguliere est rendue diffipde les nombreux effets secondaires que
nous avons évoques précedemment.
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b) Les inhibiteurs de cyclooxygénase en association

Des 1994, une expérience relativement large a &@ééensur des patients présentant
différents cancers meétastasés, étude consistatte ewtres, a évaluer l'influence de
I'administration d'indométhacine sur la maladie Kidholm K. et al., 1994). Il en résulte que
'indométhacine a non seulement une influence passgur le contréle de la douleur, mais
également sur la durée de vie du patient.

Toutefois, bien que trés prometteurs, il est évidgue des inhibiteurs enzymatiques
utilisés en monothérapie n'auront pas une incidesutBsante sur la prolifération cellulaire
pour étre administrés a des patients présentantudesurs avancées et les essais cliniques
sont maintenant orientés vers leur utilisation cio@® avec d’autres chimiothérapies.

(i) Essais précliniques

L'utilisation  d’inhibiteurs  sélectifs conjointementavec des chimiothérapies
conventionnelles a donné de bons résultats, mattamtvant une synergie d’action avec les
différents composés évalués, par exemple sur deele®du cancer du poumon (Teicher B.
A. et al., 1994). De méme, en association avecradmthérapie poussée, toujours sur le
modele de Lewis du cancer du poumon, I'équipe d&.B.eicher a pu constater une synergie
d’action. Ceci a déclenché d’autres recherchesymmmientin vivo qui ont conduit aux mémes
conclusions (Pyo H. et al., 2001).

L'utilisation d'inhibiteurs COX-2 dans le cadre d'& castration chimigque est également
envisagée (Cai Y. et al.,, 2008), principalement @atte castration chimique entraine une
surexpression de COX-2 conduisant a une prolif@émadiccélérée.

(ii) Essais cliniques

Les résultats encourageant des essais préclinapteancé une série d’études cliniques
au début des années 2000, dont les résultats sontgpplupart encore en cours d’analyse ou
simplement confidentiels, bien que plusieurs re@aesparticulier dans le cas du cancer du
sein) en présentent un nombre important (Méric ét-8., 2006 ; Gasparini G. et al., 2003).

Dans le cancer de la prostate, des résultats st@nés en terme de baisse du taux de PSA
circulant ont été obtenus avec un traitement aeco&ib des patients ayant suivi une ablation
de la prostate ou une radiothérapie complete (PRutB. et al., 2004).
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D- CONCEPTION DE NOUVEAUX INHIBITEURS DE
CYCLOOXYGENASE

Pour essayer d’'optimiser I'activité des inhibitedes cyclooxygénase au niveau de leur
cible et donc ainsi d’en diminuer la toxicité sysi@ue, nous avons choisi de retenir les
pharmacophores les plus représentatifs des AINIBtoxibs.

1. Proféenes

Dans un premier temps, nous avons voulu utiliseradenposés dont le profil d’inhibition
est déja bien connu afin de valider les concepésrpus allons amener dans la suite. Leurs
Clsg d’inhibition sur COX-1 et COX-2 sont, dans le satmjal humain de l'ordre du
micromolaire. Dans l'optique de pharmaco-modulajoa classe des profenes présente un
intérét important : une fonction acide carboxyligyé permettra de moduler chimiqguement
par le biais d’'une fonction ester, facilement métslable par des estérases sanguines et
conduisant & une libération du proféene initial.

Il existe une grande quantité de profenes dispesilCependant, certains présentent des
caractéristiques particuliéres qui en font de bmargdidats pour des modifications chimiques
ultérieures. C’est notamment le cas du kétoprofdnesuproféne et du carproféne (Fig. 19),
composes ayant retenu notre attention pour plusi@isons, en particulier :

- Clso intéressantes (méme si le carprofene a une @ctmidindre que les 2 autres

profenes, il présente un début de sélectivité CPX-2

- différences de rigidité (cétone cyclique ou non)

- isomérie de position de la fonction acide carbayyei.

Un point commun notable est la présence d'un cati®ymétrie sur le carbone portant
cette fonction acide. Commercialement, pour avo#& autorisation de mise sur le marché, il
est nécessaire d’obtenir un seul des isomémegitro, sur des enzymes isolées, I'isomére S
présente une activité supérieure au R, nmaigvo le profene optiquement pur sera rapidement
racémisé. Pour cette raison, nous utiliserons uamgé racémique dans nos synthéses et dans
nos évaluations biologiques.
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2. Diarylpyrazoles

a) Conception

Comme nous avons vu précédemment, la classe déstenhs sélectifs COX-2 type
Coxib est basée sur le schéma suivant :

R
1
R
3
R

La modulation des groupements, R® et R permet de toucher & la biodisponibilité, au
devenir métabolique, a I'affinité et a la spéctficiles molécules, le schéma global des coxibs
reste cependant le méme.

Il est généralement admis que trois fonctions duiétre présentes dans la molécule pour
lui conférer une activité sélective COX-2 :

- I'hétérocycle central, responsable de l'orientatas la molécule dans son site de
liaison, il peut étre de nature diverse : pyrrtiegzole, imidazole... Il semble que les
cycles pyrazole et cyclopentone donnent les medleésultats ;

- la substitution en para d’'un des cycles benzénigaesun sulfonamide augmente la
sélectivité pour COX-2 (Fig. 20). Le remplacemeat pn hydrogene conduit a une
perte de la spécificité, mais l'utilisation d’unifemylméthyl ne semble pas diminuer
I'affinité tout en augmentant la biodisponibilité {. J. et al., 1995) ;

- I'encombrement important de la molécule, apportél’pgout d’'un troisieme cycle du
type benzyle, permet de profiter des différencestdecture entre les isoformes de la
cyclooxygénase et ainsi d’augmenter la sélectolét® produits envers COX-2.

Ces estimations empiriques ont plus récemmentustéi¢es par des études de docking
faites avec le Ceélécoxib dans le site actif de COMMichaux C. et al., 2006) ainsi que par
des études cristallographiques réalisées sur ceenm@hibiteur co-cristallisé avec COX-2
(Ermondi G. et al., 2004). Il en ressort que (Rib) :

- l'oxygene du groupe sulfonamide (-208H,) interagit avec la fonction amide de

*%phe, dont le positionnement dans I'espace estfapéeia COX-2,

- le second aromatique établitt des interactionsalekig avec les résidus aromatiques

de la protéine présents dans le sitéPhe également, entre autres).

- le groupement -Gfva se loger dans la cavité en entrée de siteirection de*?°Arg

méme s’il n’existe pas ici d’interactions.

En paralléle de ces études bibliographiques, dgdserehes conduites au laboratoire sur
les composeés mixtes inhibiteurs COX-2 / 5-LOX (PaamyrN. et al., 2004) ont mis en avant

un dérivé de Celecoxib comme structure de baséitnbe COX-2. En mettant de coté la
structure particuliere pharmacophore 5-LOX, on mkeurtc proposer les structures suivantes :

Q R : -(CH,)-OH ; -(CH),..-COOH ; et leurs dérivés fonctionalisés

) R?:H : -SQCHs ; -SONH,
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Fig. 20 : Importance du groupement sulfonamidesufonylméthyl dans la sélectivité
COX-2 (ici I'exemple du Rofécoxib)

(adapté de Jouzeau J.-Y., 2004)
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Fig. 21 : Docking du Célécoxib obtenu par diffraatide rayons X
(adapté de Michaux C. et al., 2006 )




Il est ici important de souligner le choix de fdpos en R : nous allons principalement
utiliser cette position pour poursuivre notre étudeus avions donc besoin de formes stables,
fonctionalisables, et permettant aprés métabadisatie libérer le produit de départ. Bien
entendu, les différents groupements utilisés vamti gpermettre d’étudier leur influence sur
nos cibles biologiques. De plus, modifier I'espaeamentre I'hétérocycle et la fonction
alcool / acide carboxylique semble intéressantsdanmesure ou il existe une arginine a
proximité dans le site de liaison: amener un gemognt capable d’établir des liaisons
hydrogenes pourrait augmenter I'affinité de nogpits.

Concernant R il nous a paru intéressant de vérifier les aliéga concernant la présence
d'un groupe sulfonamide a cette position, compeaeatent a un hydrogene ou a un
sulfonylméthyl.

b) Stratégie de synthése
La méthode la plus utilisée pour obtenir un cygjeapole est la condensation d’'ufie
dicétone et d'une hydrazine. Dans notre cas, cetie de synthese est utilisable et
intéressante, la modification des substituants et 5 du cycle pyrazole étant aisée. Le
résume de la voie de synthese choisie pour oldEsgomposés est présenté Fig. 22.

(a) Synthese de-dicétones

Synthése du 2,4-dioxo-4-phénylbutyrate d’éthijle (

é?
&
Y
il
>
O;:f
)

QM e
62 %

Pour arracher le proton em de l'acétophénone il faut utiliser un base fortei:
I'éthanolate de sodium parait judicieux, de pafoste basicité mais aussi par le fait qu'il est
régénéreé en fin de réaction.

L’éthanolate ne peut réagir que sur I'acétophénbmeglate de diéthyle ne possédant pas
d’hydrogene basique. On peut cependant noter queo@uit final présente deux atomes
d’hydrogéne trés labiles car positionnés entre o@é®ne et un ester. Les réactifs étant
introduits en rapport stoechiométrique, on éviteekction d’une seconde molécule d’oxalate
surl et on obtient donc peu de produits secondairegli¢étone s’obtient assez facilement
apres neutralisation du milieu par HCI.

Il faut ici noter que le 2,4-dioxo-4-phénylbutyrapmssede deux formes tautomeres
énoliques :

(o] o (0]
Z O/\ B O/\ —_— AN O/\
OH (@] o O (¢] OH
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Fig. 22 : Stratégie de synthése des composés de iypdpgrazole
les composés entre parenthése n’ont pu étre synthétisés
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La présence des formes énoliques est favoriséarpamilieu acide, et également par une
liaison hydrogene entre I'oxygene de la cétonesgirbton de I'énol formant un cycle a 6
atomes.

La réaction est assez propre pour que le prodisspiétre utilisé sans purification dans la
suite des réactions.

Syntheése du 3,5-dioxo-5-phénylpentanoate d'étlayle (

NV ladeizas

Nous utilisons a nouveau la mobilité d'un hydroge&men d’'une cétone. Le carbanion
résultant de I'arrachement du proton par le diispglamidure de lithium va pouvoir attaquer
le centre électrophile qu'est le carbonyle de €estu benzoate d'éthyle, qui va, apres
réarrangement, générer I'éthanolate de lithium.

Mais l'acétoacétate d’éthyle présente d’autres txyelnes labiles : ceux situés directement
entre les fonctions ester et cétone, qui en cagédetion conduiraient a des produits
secondaires. C’est pour cette raison que I'onsetiline base trés encombrée, qui réagira plus
facilement avec les hydrogénes en bout de chaiagr#ces précautions, la réaction fournit
de nombreux produits secondaires et aprés neatfralis du milieu réactionnel, il est
nécessaire d’effectuer une purification par chragephie sur gel de silice.

(b) Cyclisation en pyrazole a partir d'une hydrazinedeine dicétone 3, 4)

(Singh S.K. et al., 2005)
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Cette cyclisation se fait dans I'éthanol a reflsans ajout d’autres réactifs. Les hydrazines
sont sous forme de chlorhydrates : ceci donne Uieurfaiblement acide (1 €g de HCI). Ces
ions H contribuent a la réaction car ils facilitent lesbgdratation lors de la cyclisation, par
protonation des hydroxyles.

La cyclisation est irréversible et se fait spontaagt, en quelques heures a reflux dans
'éthanol. Il se forme cependant un produit secaoedaqui résulte de la réaction
« symétrique » : l'azote le moins encombré de liaygthe peut réagir sur la cétone
benzylique, ce qui engendrera le pyrazole subsgtitug,3.

Ces composés étant des isomeres de position,stegent des propriétés physiques assez
proches et leurs rapports frontaux sont tres veidieur séparation est alors difficile : seule
une chromatographie sur gel de silice dans un &l polaire suivie d’'une recristallisation
permet de s’assurer d’avoir un produit pur pourmnaea dans le schéma de synthese. Dans
certains cas, il faut attendre une étape ultéripate pouvoir séparer les deux isomeéres.

Une méthode de discrimination permettant de s’assde |'obtention du bon isomére
apres la purification est la réalisation d’un sped®MN « azote-proton » permettant de voir
les couplages entre les atomes d’'azote et les atalimydrogene. En effet, 'azote non
substitué du cycle pyrazolique voit deux environaeta électroniques facilement
distinguables en RMN selon que I'on a substitué,8mou en 1,5.

Il faut noter que les quantités relatives des isesi@btenus sont principalement fonction
du substituant de l'aryle en position 1 du pyraddie 20 % a 50 % environ de I'isomeére 1,3),
et la différence de vitesse d’élution, de la valéeirc n ». On a pu remarquer que sin =1, les
composeés sont excessivement difficiles a sépadesi@urs chromatographies suivies de
recristallisations fractionnées sont nécessairas pas forcément suffisantes, et I'on obtient
des mélanges qui seront purifiés au fur et a medesectapes réactionnelles — dans le cas ou
I'obtention d’un intermédiaire pur est nécessairg fraction est isolée et triturée pour éviter
un trop grande perte de quantité).

Des essais de modification des conditions réactibes ont été effectués pour tenter de
pallier le probléme d’'obtention des deux régioismaépar changement des conditions de
pH : ajout d’acides chlorhydrique ou paratolueniesudjue ou d’'une base, la triéthylamine
(Humphries P.S., Finefield J.M., 2006). Ces essant pas permis d’avoir une cyclisation
régiosélective, ni méme d’améliorer le rapport démition des deux composés. D’autres
essais ont été réalisés par changement de I'otdie la vitesse d’introduction des réactifs, de
la température, etc... sans résultats.

Des travaux sont actuellement en cours pour ateicdt objectif, notamment en se
basant sur une nouvelle voie de synthése du Cékeamattant en jeu une addition entre une
nitrilimine et une énamine (Oh L. M., 2006), lesideéactifs étant facilement accessibles :

i iy Q CF3/\

N\
N
N N
+ > D —
@
o

SO,NH, SO,NH, SO,NH,
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La synthese micro-onde serait une autre méthodeéaetion intéressante a exploiter
méme si relativement longue a optimiser, en rédtisa temps de réaction a quelques
minutes au lieu de plusieurs heures.

(c) Saponification des esters éthyliques de diarylmiea®, 6)

N N N
) d ) J )
N 80% N
y o o
OH
no n Sabc ng-

) Y R

Cette saponification a lieu avec de la soude eremdlcoolique, la seule fonction réactive
dans ces conditions étant I'ester. Les rendemeo$ sés bons, d’autant plus que la
purification se fait simplement : apres évaporationsolvant, le résidu est repris dans I'eau.
L’acide carboxylique passe sous forme carboxyktten lavage par I'acétate d’éthyle permet
d’éliminer tout excédent d’ester. L’acidificatiomip I'extraction par I'acétate d’éthyle permet
d’obtenir l'acide carboxylique pur, qui cristallispres évaporation.

(d) Réduction des esters en alcodlsd)

-0

7ab,c n
8a,(b).c

La réduction d'un ester en alcool se fait classigeiet par un hydrure (ici 'hydrure de
lithium et d’aluminium) dans un solvant anhydredake le THF fraichement distillé. L'ester
étant ici encore le groupement le plus réactifitibduction d’'un nombre d’équivalents limité
en hydrure permet de limiter la formation de prtglgecondaires. Aprés neutralisation du
milieu réactionnel, il est néanmoins nécessaire pueifier le mélange obtenu par
chromatographie sur gel de silice.

Dans le cas ou n = 1, les rendements sont tregegaiprincipalement a cause d’'une
purification délicate.

Ces différentes étapes de synthése permettentediobes composés initiaux qui seront
testés en inhibition enzymatique de COX et endafihhibiteurs de la prolifération cellulaire
des cellules cancéreuses prostatiques dans la dwiiteotre travail, comme référence par
rapport a nos composés modifiés.
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3. yCarbolines

a) Conception

Comme il est possible que les effets secondairda déasse des coxibs sur le systeme
cardiovasculaire soient un effet de classe, il denmiéressant de concevoir des inhibiteurs
sélectifs COX-2 différents et novateurs. En conséga, sur la base de relations structure-
activité des diaryles, certains auteurs se sonth@Ensur la possibilité de modifier des
inhibiteurs non sélectifs afin de les rendre sdkecten particulier en modulant
lindométhacine (Fig. 23) (Dannhardt G., Laufer Z00).

Le principe général de ces modifications est defjaur 'encombrement de la molécule
pour tirer profit de la poche latérale présentesdasoforme COX-2. Différentes modulations
ont donc été réalisées sur le squelette de l'indloacne, avec plus ou moins de réussite.
L’introduction d’un trichlorobenzoyle en lieu etgole du parachlorobenzoyle comme sur le
composé L-748,780 a énormément réduit son affipgé@r COX-1. L’ajout sur I'acide
carboxyligue d'une chaine butyrique, conjointemeavec le remplacement du
parachlorobenzoyle par le parabromobenzoyle, a wbrad d’excellents résultats avec le
composé L-761,066. Par contre, il a été observélgugroupement 2-méthyle sur 'indole
était indispensable a I'activité inhibitrice denfelécule.

A partir de ces études, nous avons pu dégagerupgefapints structuraux essentiels pour
la conception d’'un inhibiteur sélectif COX-2. En kasant sur le motif diaryle, celui de
lindométhacine et celui du carprofene, il paraitéressant de conserver une structure
polycyclique rigide, et, dans cette optique, leifdé la N-aroyly-carboline, peut sans doute
étre utilisé et modifié pour conduire a une inhdritsélective :

-OMe
halogénobenzoyle

Rl
R2
R, = amine fonctionnalisable

Le groupement méthoxy permet de mimer celui deléméthacine. L’introduction d’un
groupement benzoyle sur I'azote indolique permetsderapprocher du motif diaryle, et
'amine va permettre la fonctionalisation de ce posg pour y apporter les modifications
utiles au sujet.

On peut remarquer que la structure de-tzarboline est bien plus rigide que celle des
diaryles classiques et de I'lndométhacine : laes@alrtie ayant une capacité de rotation dans
le motif diaryle étant le groupement benzoyle.

b) Synthese du noygacarboline(9)

Dans la suite, les modulations se baseront suoyaun8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydro-1H-
pyrido[4,3-b]indole (ow-carboline) que nous modulerons sur les deux antiimes.
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Encombrement de I'acide par
esterification, amidification...

Allongement de la chaine
carbonée portant I'acide

Encombrement du benzoyle

v

Cl

Fig. 23 :_Modifications possibles de I'indométhacerevue d'une sélectivité COX-2
(adapté de Dannhardt G. et Kiefer W., 2001)
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La y-carboline 9 se synthétise par la réaction de Fisher en comdidcide. Nous
effectuons un traitement basique a la fin de latiéa pour obtenir lg-carboline sous forme
base. Ce type de réaction est bien documenté @igchJourdan F., 1883 ; Brown D. W. et
al., 1993) et a éte réalisé au laboratoire. Cétetron présente I'avantage de donner de tres
bons rendements (de I'ordre de 85 %) apres undesipn@cipitation.

Iz
Iz
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E- EVALUATION DES DERIVES DIARYLPYRAZOLES COMME
INHIBITEURSDE CYCLOOXYGENASE

Apres avoir synthétisé plusieurs séries de molécut®us avons voulu évaluer leur
potentiel d’inhibition de la cyclooxygénase surgaotal selon un protocole mis en place au
laboratoire (Pommery J. et al., 2005 ; voir anngxkss résultats sont présentés dans le
tableau 1 sous la forme de pourcentages d'inhibiti@surés a une concentration dé M
La référence choisie est le Célécoxib, présentantdme type de squelette et conduisant a de
trés bons résultats sur notre modéle.

La premiere constatation est l'influence évidente gloupement R1 sur la spécificité
envers une isoforme. En effet, on constate quglarfkl est un hydrogene, I'inhibiteur n’a
aucune affinité pour COX-2 méme s'il peut inhibeéDXG1. Le groupement sulfonylméthyl
est relativement « neutre », alors que le sulfodanpiermet une sélectivité COX-2, ce qui
tend a confirmer les informations tirées de I'étbdsiographique.

Concernant les différents groupements présentsZ2pdir n=0, on peut constater que
I'alcool présente une activité mesurée supériewella des acides correspondants. Ceci peut
s’expliquer de plusieurs fagons. Tout d’abord,id@sbn avec I'enzyme peut étre défavorisée
par la présence d’'un groupement ionisable a ceis#fipn, et nous ne pouvons pas créer
d’interactions avec l'arginine présente en entréeside sur la COX. Mais il est possible
€également que ces résultats négatifs découlent’etieprisonnement de ces composés
particuliers dans certains compartiments sangwéts due les protéines. Ceci entraine une
disponibilité limitée du principe actif, et doncauactivité mesurée moindre. Nous ne pouvons
donc pas mettre de coté ce type de composés datenait, et leur modification dans la suite
du travail permettra d’apporter des éclaircissesent leur activité réelle.

Le seul composé ayant pu étre testé sur notre mati@hibition de la cyclooxygénase
avec n=1 6a) ne présente pas de différence significative amthomologue n=06§), en
étant actif sur COX-1 mais pas sur COX-2. Il setéressant de pouvoir évaluer par la suite
l'activité du dérivé n=1 possédant un sulfonamiée),(afin de constater l'influence de
I'éloignement de la fonction acide de I'hétérocysie ledockingdans le site de COX-2.
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N
N )
n R2
i . o Spécificite

Molécule R1 R2 n Inhibition de COX21nhibition de COX-2 CO)F()-1/COX—2
Célécoxib - - . Clo= 13 UM Cho= 0,8 M 16,3

7a H -CH,OH 0 69 0 0

S5a H -COOH 0 44 0 0

6a H COOH 1 37 0 0

7b -SO,CHg -CH,OH 0 60 32 0,5

5b -SO,CH; -COOH 0 56 15 0,3

7c SONH, -CH,OH 0 61 90 15

5C -SO,NH, -COOH 0 0 10 n/a

apourcentage d’inhibition & une concentration d¢*M (ou Ckq pour le

Tableau 1 : Inhibition de I'activité de la cyclo@ménase
par les dérivés de diarylpyrazoles
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F - INHIBITION DE LA CYCLOOXYGENASE .
CONCLUSION

La cyclooxygénase, existant sous deux isoformesoiaples pharmacologiquemment,
est la cible d'une grande quantit¢é de médicamentsirdlammatoires. La découverte
relativement récente de l'implication de cette eneydans la pathologie cancéreuse, en
particulier le cancer de la prostate, a relancééiiét de la recherche d’inhibiteurs présentant
moins d’effets secondaires. Nous avons par conséqoacu, puis synthétisé des inhibiteurs
novateurs basés sur le squelette diarylpyrazoleatboline.

Les dérivés de diarylpyrazole ont présenté deslprdiinhibition intéressants sur notre
modele d’évaluation de l'activité enzymatique degsl@aoxygénase, tout en possédant des
groupements chimiques assez facilement fonctioseialies pour envisager de conduire une
chimie plus poussée sur cette base.

De par la présence dans tout l'organisme de régept€OX-1, et 'omniprésence
potentielle de COX-2, il est permis de se demangeile fraction d’'un principe actif sera
réellement active sur le site tumoral. Pour renrédiee probléme récurrent des inhibiteurs
enzymatiques, la méthode de vectorisation paraiptéd. Dans le cancer de la prostate en
particulier, I'existence d’'une protéase particudi@at active uniquement dans I'organe rend
envisageable le ciblage par un vecteur de natupidigue. Nous nous sommes donc
intéressés a cette protéase afin d’adjoindre, @nkibiteur de cyclooxygénase, un peptide
permettant de cibler la tumeur.
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Chapitre Il :

La conception d’'une prodrug vectorisable
par activation par I'antigene spécifique prostatigu
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Dans les années 70, la recherche des antigendfiqgm@scdans le sperme a conduit a la
découverte de trois antigenes « spécifiques adsiqiie » : lg-protéine séminale (Hara M. et
al.,, 1971), la protéine E (Li T. S., Beling C. G&973) et la protéine p30 (Sensabaugh G. F.,
1978) ; elles ont plus tard été identifiées comneniiques et appelées « Prostate Specific
Antigen » (PSA) (Wang M. C. et al., 1979).

Lorsque nous avons évoqué le suivi de I'évolutiarcdncer de la prostate, la mesure du
taux de PSA circulant comme marqueur a été repodérne un outil pratique et accessible.
Bien que principalement connue du grand public pette raison, cette protéase a sérine
possede un role physiologique important, et matgréains déreglements de son activité dans
plusieurs pathologies, son activité enzymatiquetal attractive dans la conception de
prodrugsvectorisées par un peptide potentiellement recqamua PSA.

A - STRUCTURE, EXPRESSION ET FONCTION DE LA PSA

1. Les protéases a sérine

Les protéases sont des enzymes capables de es/Baisons peptidiques, ce qui les rend
indispensables a la majorité des organismes vivaatplupart sont synthétisées d’abord sous
la forme de zymogenes, précurseurs inactifs carésdad’'une séquence peptidique
additionnelle qu’il suffira alors de cliver pourtaer 'enzyme (Khan A. R, James M. N.,
1998). Il existe principalement deux types de @s¢s a sérine : les « trypsin-like » et les
« subtilisin-like » (Creighton T. E., 1992). Le nahe cette famille d’enzymes provient de
'acide aminé responsable de l'action métaboliqeelal protéine : ici, sérine indique que
I'hydrolyse de la liaison amide va se faire graaaa triade catalytique : sérine (nucléophile),
aspartate (€lectrophile), et histidine (base) aurate site actif (Neurath H., 1984).

Dans la famille des protéases a sérine, il exigeus-familles qui sont différenciées par
la position des introns sur les genes dont elles soginaires. Par exemple, la sous-famille
des kallikréines présente un intron aprés le catipbhistidine ainsi qu’apres celui de I'acide
aspartique, et un troisieme intron avant le codotadsérine.

2. Les kallikréines

Les genes codant pour la famille des kallikréinms situés sur le chromosome 19, plus
particulierement dans la région 19913.4 (YousefG.Diamandis E. P., 2001).

Initialement, les kallikréines ont été présentéamme des protéases a sérine capable de
digérer certaines protéines de masse molaire imup@ten vue de produire des peptides
bioactifs appelés kinines. Elles sont aujourd’Hassées en deux catégories : les kallikréines
plasmatiques et les tissulaires.

La seule kallikréine plasmatique connue ou KLKBhé&yé la bradykinine, et est produite
par le foie. Jusque récemment, trois enzymes d@mdle des kallikréines tissulaires étaient
connues : hK1, hK2 (kallikréine glandulaire) et hEBSA). Cependant, les études portant sur
le séquencage de 'ADN semblent indiquer I'exiseede 15 kallikréines pour cette famille,
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présentant de 40 a 80% d’homologie entre elles $€bG. M., Diamandis E. P., 2001). Les
seules possédant une activité enzymatique impertaaoht hK1 (« human kallikrein 1 »)
située dans le pancréas et les reins, et la PS#jne&e de fagon trés majoritaire dans la
prostate.

Au niveau structural, ce sont en fait des glycofirms trés stables composées d’'une
unique chaine peptidique, de taille relativemeitiléa(20-40 kDa environ) (Clements J. A.,
1989 ; Borgofio C. A. et al., 2004). Elles présenitéen sir la triade catalytique classique des
protéases a seérine.

3. Expression de la PSA et activation

a) Le géne de PSA et son expression

Comme pour les autres kallikréines tissulairegjelee codant pour PSA se trouve dans la
région chromosomique 19913.4. Sa transcriptionr@&gtilée positivement par un récepteur
aux androgenes, qui est un récepteur a hormon®@idigfine se liant sous forme
d’homodimeére a certaines séquences spécifiqueabalidu géne de la PSA (Riegman P. H.
et al., 1991 ; Schuur E. R. et al., 1996 ; ClewtjgnB. et al., 1997).

La PSA est exprimée, contrairement a ce qu’indgpre nom, dans d’autres tissus que la
prostate — bien qu’a des concentrations beaucaugpfaibles. On la retrouve notamment dans
le sein (en particulier en cas de cancer), la ilkdgrole colon, les reins, le foie, les poumons,
les glandes salivaires... (Diamandis E. P., Yu H9719Zarghami N. et al., 1997 ; Magklara
A. et al., 2000a ; Darling M. R. et al., 2006 ; MaD. et al., 2006). Il faut noter que la source
principale de PSA chez la femme (retrouvée notamimenc dans le sein) est probablement
la glande de Skene également appelée « prostateifiéns» (Zaviacic M., Ablin R. J., 2000).

Chez 'homme, la production de PSA a destinatiorliguide séminal se situe dans les
cellules épithéliales recouvrant les tissus glaamides (Fig. 24), situés en majorité dans la
zone périphérique, et va présenter au final uneadmation de 0.5 a 2.0 mg/mL en PSA
(Lovgren J. et al., 1999). Son action sur ses saisshaturels [principalement la semenogeline
| et 1l (Sgl et Sgll) ainsi que la fibronectine]rauit a la décompaction du sperme, afin de
faciliter le déplacement des spermatozoides (Hljzet al., 1987). Il est possible que cette
enzyme présente d’autres fonctions, telles quédalation de certains facteurs de croissance
(Peehl D. M. et al ., 1995).

b) Activation de la PSA

Avant de pouvoir exercer son action, il est impaortde noter que la PSA n’est pas
produite mature par les cellules prostatiques, rsaiss la forme de prépro-PSA nécessitant
plusieurs clivages pour étre active. En effet,deBules épithéliales recouvrant les glandes
prostatiques vont synthétiser la PSA adjointe d'wséguence de 17 acides aminés
supplémentaires, rapidement clivés pour donneradpré-PSA (Lundwall A. et Lilja H.,
1987), qui est dotée de 7 acides aminés supplémenfar rapport a la PSA active (Fig. 24
et 25).

La libération de la PSA active se fait aprés clevantre 'arginine en position 7 et
l'isoleucine en position 8 par une trypsine sérignecas d’échappement dans la circulation
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Fig. 24 :_Synthése et migration de la PSA
(adapté de Balk S. P. et al., 2003)
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Fig. 25 :_Evolution de la structure primaire dé’BA
(adapté de Balk S. P. et al., 2003)

75



ou plus communément par hK2 dans la prostate, @gggule une activité enzymatique proche
et est exprimée a proximité (Takayama T. K. et1897 ; Balk S. P. et al., 2003) ou encore
par hK4 (Takayama T. K. et al.,, 2001). Il faut motpie seulement 30% de la PSA se
retrouvant dans le sperme est active enzymatiquieheereste étant inactivé soit par couplage
avec un inhibiteur de la protéine C (ChristenssoretALilja H., 1994), soit par clivage au
cceur de la séquence, probablement di a diverséSapes présentes dans les sécrétions
(Zhang W. M. et al., 1995) (Fig. 24 et 25).

Toutefois, la totalité de la PSA produite ne seotete pas dans le sperme. En effet, il est
fréequent qu’une partie de la PSA sécrétée puisserser la barriére cellulaire et se retrouver
dans la circulation sanguine, PSA qui est normatgémapidement liée a des inhibiteurs de
protéases (principalement I'antichymotrypsirel ou ACT) est alors désactivée. De plus, il
est possible que de la PSA déja inactivée (paintbiteurs aussi bien que par des clivages
internes) passe dans la circulation. Chez un hosairg il existe tres peu voire aucune PSA
circulante dans sa forme active (Fig. 24), de mpoe la pro-PSA.

4. Structure de la PSA et activité

a) Structure

L’enzyme mature est une glycoprotéine composéeedthmine de 237 acides aminés,
dont la chaine polysaccharide est liée a 'aspaeadb, et totalise un poids d’environ 30 kDa
(26 kDa pour la chaine peptidique et 4 kDa pouthaine carbohydrate) (Schaller J. et al.,
1987). Sa séquence a été décomposee a la fin déesa80 (Schulz P. et al., 1988 ; Klobeck
H. G. et al., 1989), et la comparaison avec cedlg autres kallikréines a permis de mieux
comprendre les modes d’actions des enzymes defaetike (Fig. 26).

La PSA pure n'a pas été cristallisée. Cependanisigurs modélesiri silico ou de
cristallographie classique aprés liaison d’'un sabstans le site actif (Ménez R. et al., 2008)]
sont disponibles, de méme que les données contdenBSA de cheval (Carvalho A. L. et
al., 2002), qui partage de grandes similitudes daaeeSA humaine (60 % de la séquence
environ). Dans un environnement physiologique, A M’est pas dimérisée. Les conditions
nécessaires a sa cristallisation tendent ceperadanéder un dimére factice. Un exemple de
structure modélisée est présenté sur la figur@@Ton voit la triade catalytique ainsi que le
tryptophane 215 qui est important dans la struaursite de liaison, comme nous le verrons
dans notre partie « conception ».

Cette structure semble confirmer les hypothesesaldulation d’activité de I'enzyme et
les acides aminés essentiels a cette activité.

b) Activité

Son activité est proche d’'une chymotrypsine etgggrtla triade catalytique His-Asp-Ser
des protéases a sérine. Dans ce cas, il s’agihidadine 57, 'aspartate 102 et la sérine 195
(Watt K. W. et al., 1986). Elle va donc pouvoirvel les extrémités C terminales de certains
résidus Tyrosine et Leucine, sans montrer d'aétiitpe trypsique. Lors des premieres
évaluations de I'activité enzymatique de la PSAg gertaine activité trypsine avait pu étre
détectée, mais elle résultait de la contaminateméthantillons « purifiés » par hGK-1 (Watt
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Fig. 26 :_Structures primaires de différentes kedlines
(adapté de Ménez R. et al., 2008)

Boucle kallikréine

Triade catalytique

Fig. 27 :_Structure modélisée de la PSA

(adapté de Hassan M. . et al., 2007)



K. W. et al.,, 1986 ; Malm J. et al., 2000). Cett#ian enzymatique peut étre régulée de
plusieurs facons dans le systeme reproducteuprelmiere étape de contrdle de I'activité de
PSA est son activation par clivage des acides arsopplémentaires de la pro-PSA comme
indiqué précédemment. De plus, il existe une imatibn par clivage a l'intérieur de la chaine

peptidigue. Les glandes sécrétant la PSA ne dispaspendant pas d’'inhibiteurs de protéase
pouvant se lier a cette enzyme.

In vitro, il a été montré que des ions, en particulief*Z@étaient capables d'inhiber
l'activité enzymatique de la PSA (Malm J. et aD0Q), ce qui a été confirmé par des études
cristallographiques (Ménez R. et al., 2008). Cietitébition a été identifiee comme mettant en
jeu en premier lieu la complexation entre I'iorlest substrats naturels de la PSA comme Sgl
(Jonsson M. et al., 2005), ce qui rend plausiliigdothése d’'une régulation de PSA in vivo
par un contrdle du taux de Zrtirculant par Sgl et Il (Fig. 28)

Encore aujourd’hui, les données sur la régulatienl’dctivité de la PSA semblent

incomplétes et font I'objet de recherches approisdqui sont en partie motivées par les
spéculations sur le role réel de cette enzyme l@acencer de la prostate.
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C-terminal

Triade calytique

Fig. 28 :_Structure de la PSA : site de liaisonardtue
(adapté de Hassan M. I. et al., 2007)
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B - LA PSA DANSLE CANCER DE LA PROSTATE

Lorsque nous avons évoqué le cancer de la prostaten dépistage, la mesure de la
guantité de PSA circulant est apparue comme ut foétjuemment utilisé. En effet, en cas
d’anomalie au niveau de l'organe, I'expressionestdévenir métabolique de cette enzyme
subissent des perturbations caractéristiques.

1. Expression et métabolisation de la PSA dans le casrade la prostate

a) Expression au stade hormono-dépendant

La PSA est exprimée de maniere généralisée paesodes cellules dans les tissus
cancéreux prostatiques, méme si la quantité pregait chaque cellule est inférieure a ce que
peut produire une cellule prostatique normale (Magk A. et al., 2000b). Ceci semble
principalement di a l'activation continue des réees aux androgenes, méme si d’'autres
facteurs d’activation ont été identifiés (Yeungdt.al., 2000). C’est une des raisons pour
lesquelles la production de PSA n’est pas compleierarrétée lors d’hormonothérapies. A
l'inverse, une diminution du taux de PSA n’indiquas forcément une diminution du nombre
de cellules cancéreuses prostatiques.

b) Expression au stade hormono-indépendant

Expérimentalement, on constate que la PSA estuoajexprimée en cas d’échappement
hormonal du cancer de la prostate. Dans ce cafde=urs régulant 'expression du gene de
la PSA sont encore mal connus, mais il semble guédepteur aux androgénes commandant
la transcription de ce gene demeure activé en pemuz, potentiellement par mutation
(Taplin M. E. et al., 2003). Cette activation seenbésistante aux essais antagonistes du
récepteur aux androgenes. Cependant, le lien gmtduction de PSA et prolifération
cellulaire semble, dans le cas de cancer de lagtedsormono-indépendant, assez flou.

c) Devenir du PSA en cas de cancer de la prostate

Par rapport aux tissus normaux de la prostate, mrstate une nette différence de
répartition des différents « dérivés » de la PSAégm-PSA, PSA clivée, etc.) en cas
d’existence de tissus tumoraux.

Tout d’abord, la PSA clivée dans sa séquence (& tendue inactive) semble disparaitre
a la fois du liquide séminal et de la circulatipmpbablement a cause de la diminution de
l'activité des protéases dans ce liquide (MikolgicS. D. et al.,, 2000a), alors que sa
concentration augmente fortement en cas d’hypeepkEnigne de la prostate (Linton H. J. et
al., 2003).

Une nouvelle forme de PSA spécifigue au canceagedstate, résultant du clivage entre
la leucine 5 et la sérine 6 du pro-PSA, a été démbel assez récemment (Mikolajczyk S. D.
et al., 2000b). Cette forme stable est inactiveyeraiquement et peut circuler sous forme de
PSA libre car elle n’est pas reconnue par ACT. @emdnduit a la découverte d’autres formes
clivées de pro-PSA probablement spécifiques auetumprostatiques (Peyromaure M. et al.,
2005). L'origine de ce type de dérivés est encacertaine, méme si une diminution de
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I'activité de hK2 dans les tissus prostatiquesrppport a l'activité d’autres protéases semble
la raison la plus plausible.

Ces différentes formes de PSA (y compris la PSA 3¢ ACT) se retrouvent en bien plus
grande quantité dans la circulation dans le cas d@ancer. La raison principale est la
détérioration des couches de cellules basales letgiroi de la prostate, qui rendent I'organe
beaucoup plus poreux et propice a une fuite deépres. Ceci fait de la mesure des quantités
en différentes formes de PSA circulantes un outi€ressant en premiére approche de
détection d’hyperplasie prostatique et de cancer.

2. Role de la PSA dans la pathologie

La PSA présente dans la circulation est en trésdgranajorité inactive pour les raisons
gue nous avons évoquées. Cependant, dans le migireinement entourant une tumeur, la
PSA conserve son réle de protéase et peut influelesnétabolisme d’'un nombre important
de protéines liées a I'évolution de la pathologtar exemple, une cible bien connue de la
PSA est la protéine de liaison 3 du facteur desseoicensulin-like qui est un facteur de
croissance important pour le cancer de la prog@itabe E. et al., 1999). Ceci va résulter en
un taux circulant en IGFIrsulin-like Growth Factor plus important, entrainant une
prolifération plus importante.

La PSA est également capable d'influer sur la foionade métastases. En I'occurrence,
cette enzyme peut cliver les glycoprotéines madies telles que la fibronectine, et I'ajont
vitro d’anticorps neutralisant la PSA résulte en la dirtion des capacités migratoires de
certaines cellules cancéreuses (Ishii K. et aD420

Il semble également que la PSA soit impliquée daneegulation de I'expression de
plusieurs génes, la prolifération cellulaire, I'apase et I'angiogenese. En effet, plusieurs
expériences sur difféerentes lignées cellulairesessiu cancer de la prostate ont indiqué que
prés de 800 genes sont régulés par la PSA (BindakdBn et al., 2005), que ce soit par
surexpression ou par diminution d’expression, €l glagisse de pro- ou d’anti-tumoraux.
On a donc, a ce niveau, un réle bivalent de la B@Aa croissance tumorale.

En parallele, la PSA aurait une action mitogémevitro sur certaines autres cellules
comme par exemple les ostéoblastes, probablematiéengar activation de certains facteurs
de croissance (Killian C. S. et al., 1993). Ceaygare un réle direct de la PSA dans la
formation de meétastases, en particulier osseusds,sant fréquentes et rapides apres
échappement hormonal d’une tumeur prostatique.

Si les résultats obtenirs vitro permettent d’approfondir la connaissance de lagagjie,
limportance de tous ces facteurs sur le dévelogmtrde la maladien vivo doit encore étre
clairement établie. En périphérie de la tumeumileu est tres particulier, ce qui rend I'étude
de l'influence du taux de PSA sur les cellulesipalierement difficile. De plus, les modéles
animaux reflétant ces conditions sont pratiquemeeakistants. L’'obtention de composés
inhibiteurs ciblant directement I'enzyme reste demcore actuellement au stade recherche
(Koistinen H. et al., 2008).
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3. La mesure du taux circulant des différentes formesde PSA : le
dépistage

La PSA dispose de 6 sites principaux pouvant faffee d’antigénes. Un d’entre eux
peut étre masqué par ACT lors de l'inactivationlalé®SA dans la circulation, ce qui rend
possible unscreeningspécifique PSA libre / PSA liée. Pour les mesuhegaux global de
PSA circulant, il reste possible d'utiliser les btras sites présents avec les anticorps
correspondants.

Il existe de nombreuses utilisations et interprétat des taux de PSA circulants comme
marqueurs des différents stades du cancer de $sapepet les débats sont encore vifs quant a
la meilleure utilisation de cette protéase et denggation dans la circulation sanguine pour
juger de I'évolution de la pathologie et de I'impdtun traitement.

a) Taux de PSA total pour la détection précoce du eade la prostate

Suite a une large étude épidémiologique, la vdieite du taux de PSA total (soit PSA
libre et PSA liée), avant d’'étre orienté vers ur@bie et un toucher rectal pour confirmer la
présence d’'une tumeur (Catalona W. J. et al., 1394)é fixé a 4 ng/mL. La conséquence de
I'utilisation d’'une valeur unique pour un large pande population d'origines et de
comportements différents, est bien entendu unecead® nombreux faux positifs et de faux
négatifs. Ce manque de spécificité montre le remuent important des taux de PSA chez
les patients sains ou présentant une hyperplasigrie® de la prostate et les patients
présentant un cancer de la prostate, ce qui n'astsprprenant étant donné les taux de
production en PSA des différentes cellules.

Il faut toutefois noter que I'explosion du nombe chncers de la prostate déclarés deés la
fin des années 80 et au début des années 90 esipplement liée a la généralisation du
dépistage et de la méthode du dosage du taux deirRG#hant.

b) Modification des criteres et détection précoce dancer de la
prostate

Les résultats mitigés de dépistage obtenus pardage du taux de PSA circulant total ont
conduit a chercher de nouvelles méthodes ou irdons d’analyses sanguines.

Une des premieres modifications apportée a ételdhia un facteur de risque lié a I'age,
en diminuant le seuil conduisant a des examens plussés chez les jeunes et en
'augmentant chez les personnes plus agées. Quainais de dépister un nombre de cancers
plus important dans la population jeune, maisdgque de faux négatifs semble accru dans la
population agée et donc a risques (Crawford Et Bl £1999).

Une autre possibilité est de prendre en compteailte tde la prostate (mesurée par
échographie trans-rectale) : on en déduit alorsdansité de PSA », dont la valeur seuil avant
biopsie est fixée a 0,15 (Kundu S. D. et al., 200€s limites de cette méthode se situent
dans la variabilité entre la taille effective ddangles prostatiques et la taille apparente de
'organe, ce qui entraine une controverse impoetant les faux négatifs obtenus.

La vitesse d’augmentation du taux de PSA circustitun parametre dont l'utilité est

actuellement en passe d'étre prouvée, avec un smitiue situé a 0.75 ng/mL
d’augmentation par an. Une fois de plus, cette oddhest sujette a débat dans la
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communauté scientifique avec des résultats proudidintiiement son utilité méme lors de
tests a grande échelle (Connolly D. et al., 200B)e autre fagcon d’aborder la variation du
taux de PSA circulant est de I'exprimer en tempeagaire pour doubler sa valeur.

c) Formes de la PSA et détection du cancer de la ptest

Nous avons vu que la PSA pouvait se trouver sdiéreintes formes dans la circulation :
la PSA liée (a I'ACT), et la PSA libre, qui peutetérivée de la pro-PSA, de la PSA clivée,
etc.. On peut alors s’intéresser au ratio PSA U*SA totale : ceci peut servir a compléter la
mesure du taux de PSA total circulant. Plus lerast élevé, plus le risque est faible, vu que
les clivages a l'intérieur de la séquence de la B&# beaucoup moins fréquents dans le cas
d’'une tumeur.

Récemment, et au vu de la découverte de la pro-Bl¥8e comme forme existant
uniquement dans le cas d’un cancer, la recherdneste vers la mesure du taux circulant de
cette forme particuliere dans le dépistage du catheda prostate (Mikolajczyk S. D. et al.,
2004).

d) Taux de PSA et suivi de traitement

La PSA provient presque uniquement des cellulestatigues. Il est donc logique que
I'ablation de la prostate conduise a une diminutientaux de PSA circulant : ceci constitue
un moyen de vérification de I'efficacité d’une intention chirurgicale, 92% des patients
présentant une augmentation de cette valeur déuahbpune rechute (Sandler H. M.,
Eisenberger M. A., 2007).

Dans le cas de castration chimique, le taux de &&#e généralement assez rapidement,
ce qui s'accompagne d’améliorations des symptonues|g patient pouvait présenter. De
plus, le suivi dans le temps de ce taux permettidiger un échappement hormonal et donc
de commencer une chimiothérapie plus lourde, miais gdaptée, plus tét dans le stade de
développement de la tumeur.

On peut donc constater que l'utilisation, désormgéséralisée, de la PSA comme
marqueur d’'apparition et de développement du cadedn prostate est toujours soumise a
controverse. Il est intéressant de noter la difféeed’activité entre la PSA circulante, toujours
inactive, et la PSA confinée a la prostate, core®rgon activité enzymatique. Ceci permet
d’envisager l'utilisation de cette activité a dessfde ciblage de thérapie au moyen de
prodrug en utilisant un vecteur peptidique potentiellemesconnu, clivé, et libérant le
principe actif ainsi vectorisé uniquement sur te diintérét thérapeutique.
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C- UTILISATION DE LA PSA POUR LA VECTORISATION
D’UN PRINCIPE ACTIF

1. L'émergence des vecteurs ciblant la PSA : étude Hibgraphique
résumée

L'utilisation d’'un peptide capable d’amener une éwile pharmacologiquement active
sur le site d’intérét, et obtenir que la libératide cette entité se fasse uniquement a cet
endroit est I'un des objectifs majeurs de la rechercontre le cancer. Cette thérapie ciblée
nécessite non seulement une bonne connaissance abld, mais également une chimie
aboutie permettant de réunir peptide et princif#, gmar le biais ou non d’'un espaceur, tout
en prédisant le devenir métabolique du composé fina

Depuis la fin des années 90, plusieurs équipeslomtdé cette thématique dans l'optique
de vectoriser des molécules déja commercialiséasnepanticancéreux en se focalisant sur
'optimisation de séquences peptidiques afin dditeccla reconnaissance par la PSA, sans
forcément utiliser une chimie novatrice pour liex thgcon covalente les deux fonctions
(Denmeade S. R. et al, 199Denmeade S. R. et al, 1998 ; Coombs G. S. et38 1Khan
S. R., Denmeade S. R., 2000 ; DeFeo-Jones D.,e20410 ; DeFeo-Jones D. et al., 2002 ;
Brady S. F. et al., 2002 ; Mhaka A. et al., 20@#Paola R. S. et al, 2002 ; Denmeade S. R. et
al., 2003 ; Kratz F. et al., 2005 ; Kumar S. K. 2DQ.e choix de chaque partie de la molécule
finale conduisant a autant de propriétés différgnt®us allons nous intéresser a quelques
exemples les plus aboutis dans le cancer de lagbeopour essayer d’en souligner les
principaux aspects.

De maniere géneérale, il est important de préeciserlg ciblage des cellules cancéreuses
présente un avantage décisif dans la recherchieédapeutiques a effets secondaires limités.
En effet, en arrivant a prolonger la durée de ddatprodrug partout dans I'organisme sauf
sur le site tumoral, ou elle sera rapidement mdbgour libérer son principe actif, il
devient possible de limiter fortement les effetsoselaires dus a I'action du principe actif sur
les organes périphériques. De plus, en éliminatté emie d'action (et donc de dégradation
potentielle) d’'un composé, il est possible de diminla dose efficace, ce qui constitue le
premier moyen de diminution des effets secondaioess,ceci en gardant, sur le site d’intérét,
la méme efficacité.

a) Prodrug de la doxorubicinDenmeade S. R. et al., 1998)

Ici, un peptide tiré de la séquence de Sg |, reequar la PSA [His-Ser-Ser-Lys-Leu-GIn
(HSSKLQ)] a été exploité pour vectoriser la doxacuie (Dox), en le protégeant en N-
terminal par acétylation (Ac-HSSKLQ) ou par morphotcarbonylation (Mu-HSSKLQ). Ce
peptide a ensuite été greffé a la doxorubicine rpaction d’amidification sur son amine
primaire libre (Fig. 29), de facon directe pour AESKLQ ou par l'intermédiaire d’'une
leucine supplémentaire pour Mu-HSSKLQ [en s’ingpirde travaux préalables d’'une autre
equipe (De Jong J. et al., 1992)].

Dans ces cas, la PSA devait cliver entre GIn et @okeu, en fonction du peptide utilisé.
Les résultats obtenus (chromatogrammes HPLC erBB)gont montré que la PSA n’était pas
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R =H ,soit Dox
R = Ac-HSSKLQsoit Ac-HSSKLQ-Dox
R = Mu-HSSKLQLsoit Mu-HSSKLQL-Dox

OH H

Fig. 29 :_Doxorubicine vectorisée
(adapté de Denmeade S. R. et al., 1998)

A : Ac-HSSKLQ-Dox (24h, PSA purifié)
B : Mu-HSSKLQL-Dox (24h, PSA purifié)
C : Mu-HSSKLQL-Dox (72h, LNCaP)
avec 1 = Dox, 2 = Leu-Doxet3 =

« peptide-Dox »

AU 100 |

2 2 z 8N 8 1 % & L 8§ %
Temps (min)

Fig. 30 :_Métabolisation des dérivés de doxorulgi¢gntubés a différents temps
(adapté de Denmeade S. R. et al., 1998)
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capable de cliver directement entre un acide amtiné doxorubicine, méme si le peptide est
bien reconnu par I'enzyme. En revanche, avec ltamdide la Leu comme espaceur entre le
peptide et le principe actif, le clivage a bienuliéplus de 90% de clivage aprés 72h
d’'incubation avec la lignée cellulaire LNCaP, issie cancer de la prostate hormono-
dépendant et exprimant la PSA). En revanche, leposi libéré est alors Leu-Dox, qui

possede des propriétés trées similaires a la doxongbseule au niveau antiprolifératif sur

cette lignée cellulaire.

On a donc ici un premier exemple de vectorisatienmgttant la libération d’'un composé
anticancéreux sur le site tumoral. En revanchecarstate que le principe actif libéré est
différent de celui envisagé au départ : les comieai chimiques et biologiques ont orienté la
synthese et ne permettent pas la libération derdbimne intacte. Bien que sans effets sur
l'activité du produit utilisé dans cette étude emtigulier, ceci limite de fagon considérable la
généralisation de la méthode.

b) Vectorisation de la vinblastin®eFeo-Jones D. et al., 2002)

Lors du clivage enzymatique d’un peptide, les dpegtides de taille inférieure obtenus
présentent une amine primaire libre et un acidbaatique libre résultant de I'hydrolyse de
'amide. Ces deux fonctions, systématiquement ptéselors de I'action d’'une protéase sur
un peptide, peuvent étre percues comme des gromperaesceptibles de réagir de fagon
intramoléculaire. L’amine primaire, notamment, e un caractere nucléophile assez
marqué : on peut donc envisager sa réaction ssit@iglectrophile voisin.

Dans le cas de la PSA, et en utilisant la séqueacennue spécifiquement par cette
enzyme résultant des travaux préalables non putlkél méme équipe (Ac-Hyp-Ser-Ser-
Chg-GIn-Ser-Ser-Pro), le couplage de la 4-O-désoxjastine avec ce peptide (Fig. 31) a été
étudiéin vitro etin vivo.

Le processus de métabolisation doit amener legdiventre les deux sérines adjacentes a
la proline portant la vinblastine. Le composé ainsbtenu [4-O-(Ser-Pro)-
désacétylvinblastine] doit alors, selon le mécaeigroposé, réagir selon un réarrangement
intramoléculaire pour libérer d’'une part le prireipctif, d’autre part la sérine et la proline
cyclisées sous forme de dicétopipérazine (Fig. 32).

In vivo, on constate que, bien que cette réaction soibnitesiye, un nombre important de
produits secondaires de dégradation subsistenter@apt, la perte de masse tumorale
engendrée par I'administration de cegitedrug a des animaux xénogreffés est supérieure a
celle obtenue par simple injection de vinblasticee,qui suggere un effet plus ciblé et donc
une vectorisation effective.

c) Vectorisation du PaclitaxdKumar S. K. et al., 2007)

Ici, la vectorisation est envisagée pour deux resopour toucher en priorité I'organe
ciblé évidemment, et permettre a une molécule figds soluble comme le paclitaxel d’étre
soluble dans I'eau. Pour parvenir a ce but, cenexa été greffé sur plusieurs peptides
différents, obtenus lors d’études préalables,geésMu-HSSKLQ.

Dans ce cas, un espaceur a été utilisé afin d’angmk cinétique de clivage par le PSA :
en effet, l'utilisation de diamines (ici I'éthylémgamine ou I'alcool para-aminobenzylique) va
permettre au PSA de cliver aprés le dernier acida@ De facon similaire aux travaux
présentés précedemment (DeFeo-Jones D. et al.),28@¥clisation intramoléculaire de
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Fig. 31 : 4-O-(Ac-Hyp-Ser-Ser-Chg-GIn-Ser-Ser-Pékacétylvinblastine
(adapté de DeFeo-Jones D. et al., 2002)
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Fig. 32 :_Métabolisation de la 4-O-(Ac-Hyp-Ser-$&rg-GIn-Ser-Ser-Pr)-
désacétylvinblastine
(adapté de DeFeo-Jones D. et al., 2002)
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I'espaceur va conduire a la libération du princgéf intact selon le mécanisme présenté sur
le figure 33.

Dans le cadre de notre travail, nous avons chasiretenir I'approche « peptide —
espaceur — molécule pharmacologique » permettasmtcydisation intramoléculaire afin de
libérer I'inhibiteur de cyclooxygénase apres cligggar la PSA. Notre attention s’est d’abord
portée sur la conception d’'un espaceur novateamt lin dérivé diarylpyrazole a un peptide,
puis sur la construction du peptide retenu, peaneit’aborder une étude de métabolisation
in vitro.

2. Notre conception deprodrug

a) Couplage a I'inhibiteur de cyclooxygénase : un €spa novateur

(a) Conception de I'espaceur

L’élaboration de I'espaceur doit satisfaire a pduss conditions. Tout d’abord, sa
synthése doit présenter le moins de risques pessild formation de produits secondaires, et
doit nécessairement étre accessibles aux foncpio@sentes sur le peptide ainsi que sur
I'inhibiteur de cyclooxygénase retenu.

En envisageant I'espaceur suivant, comprenant udeaaminé, en symbolisant
l'inhibiteur de cyclooxygénase par iCOX :

o) o)
N
| Pentide reconnu par la PSA I/ N @
H
R

et en considérant un peptide reconnu par la PSAlj\& entre ses deux derniers acides
aminés, ceci conduirait a une réaction de ce type :

(o]
PR N
HN NH
s — M e
NH, J .
R étant fonction du dernier acide aminé de la chaiaptidique.

Ce type de cyclisation intramoléculaire conduid #drmation de deux composés :
- I'inhibiteur de cyclooxygénase, qui doit donc goir, apres ce réarrangement, étre
libéré sous sa forme active
- un dérivé d’hydantoine, composeés bien connusljrainés rapidement par
I'organisme. Un de leurs effets secondaires esteutain pouvoir tératogene, ce
qui parait, dans le cas du traitement d’un caneda grostate, peu relevant.

L'utilisation d’'un acide aminé naturel présentevéiatage de former, en cas de cyclisation
intramoléculaire sur notre espaceur, un hétérogyciaq atomes, ce qui est énergétiguement
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Fig. 33 :_Mécanisme de libération du Paclitaxel ggsé
(adapté de Kumar S. K. et al., 2007)
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favorable. Il sera toutefois intéressant, dansiite sd’effectuer une comparaison de cinétique
de cyclisation entre un « cycle a 5 », que l'ontjpaur exemple obtenir avec une glycine en C
terminal, et un « cycle a 6 », résultant de laisgtion d’'un composé tygealanine sur notre
espaceur.

Un autre facteur pouvant influer sur la vitessecgelisation est 'encombrement du
carbonea du dernier acide aminé. Il sera donc intéressamis da suite de synthétiser
différents cas de figure, avec une glycine ou uaeiae coté C-terminal.

(b) Choix de I'inhibiteur de cyclooxygénase

La conception d’inhibiteurs de cyclooxygénase sdte€OX-2 présentée dans la partie
précédente a mis en avant le squelette diarylpigaians nos schémas de synthése. Il nous a
paru intéressant de tenter de vectoriser ces psoden effet, leurs propriétés chimiques et
biologiques permettent d’envisager plusieurs sgiag de synthése pour I'obtention de
I'espaceur voulu.

Plus spécifiguement, si on prend en compte la sé&éed’avoir une fonction protonable
pouvant en plus porter la liaison type amide depéeeur, un inhibiteur fonctionnalisé en
alcool semble intéressant pour la suite. Le 1-(4haréesulfonylphényl)-3-hydroxyméthyl-5-
phényl-H-pyrazole 7b) correspond a ces criteres (Fig. 34).

b) Séquence peptidique retenue

Plusieurs peptides sont communément admis comme @izables par la PSA. Dans le
cadre de notre travail, il nous a semblé plus @ésgaint de focaliser I'étude sur la synthése et
le devenir métabolique de I'espaceur. Nous nousnsesrdonc dirigés vers un peptide assez
court, présentant les caractéristiques requisaséimireconnu puis clivé par la PSA entre ses
deux derniers acides aminés. Pour sa conceptiest ihécessaire de s’intéresser en détail au
site catalytique de I'enzyme. Nous allons donciagil la homenclature classique des sites
d’interaction et de clivage des protéases (Fig. 35)

En nous basant sur une étude approfondie, a larfadico et par essais de digestion
menés par I'équipe de D. R. Corey (Coombs G. 3.,e1298) et portant sur I'importance de
chaque acide aminé de la chaine du peptide, etslenteractions dans le site de clivage du
PSA, nous allons envisager un pentapeptide. Cel@ncplus de permettre des modulations
chimiques afin de vérifier nos hypotheses, doitpknies conditions suivantes dans les sites
P4aP1l:

- P4 : L'affinité substrat - PSA est augmentée gy@gtide est acétylé, par création de
liaisons hydrogene. Si I'acide aminé pdiranché, I'affinité chute. Il peut se créer
dans le site une interaction de Van der Waals Ev@&g215. Une alanine semble
convenir.

- P3 : Une liaison H avec 'acide de Glu218 de S3 pouvoir se faire afin
d’augmenter I'affinité et la sélectivité envers P3@, une sérine parait optimale (et
est d’ailleurs retrouvée fréequemment dans les satisstonsensus en P3), et une
asparagine présente également les capacités stnlig@quises.

- P2 : A ce niveau, plusieurs interactions jouentale dans la reconnaissance ligand
—enzyme. Tout d’abord, un effet de stacking elitfis57 de la PSA (faisant partie
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OH

1-(4-méthanesulfonylphényl)-3-
hydroxyméthyl-5-phényl-1H-pyrazole

Fig. 34 :_Diarylpyrazole retenu pour la vectorisatmeptidique

Substrat
p4 p3 pz P1 F’1’ pZJ
O O O O O O

= | I I !
— NHCHC ~NHCHC — NHCHC — NHCHC — NHCHC —~ NHCHC

Protéase

Site de clivage

Fig. 35 :_Site de clivage d'une protéase : dénotitinales sites et des acides
aminés du substrat
(adapté de Coombs G. S. et al., 1998)
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de la triade catalytique) et un acide aminé présgnin cycle aromatique sur la
chaine latérale est possible. Ce méme cycle arqueagirofite ainsi de la poche
située entre Tyr99 et Trp215. Il semble donc irggaet d’utiliser en P2 un acide
aminé doté d’'un cycle aromatique sur sa chainealatéel que la phénylalanine.

- P1: Siles parois de S1 sont hydrophobes, le denid cavité est polaire. Toutefois,
la taille de ce site est réduite, ce qui encoulagifisation d’acides aminés
faiblement ramifiés tels que la sérine. Cependapérimentalement, on constate
gue l'utilisation de la glutamine permet une boogeupation du site, et a tendance
a « forcer » le PSA a cliver aprés cet acide arnarsgue la séquence peptidique est
courte, et donc par essence peu spécifique.

- P'1 : A cause d'une taille de site S’1 réduitecit®e aminé situé apreés le site de
clivage doit étre de petite taille. Au vu de catt®rmation, et en tenant compte de
la glutamine présente en P1, I'utilisation d’ungcgie ou d’une alanine a cette
position parait judicieuse.

Enfin, les sites adjacents S5 et S’2 sont de tails réduite, ce qui participe a la
sélectivité de la PSA. Dans notre étude, I'utilmatd’'un acide aminé en P’2 est impossible
car elle compromettrait la cyclisation de I'espacées interactions entre P5 et le site S5 sont
guant a elles trés limitées, et jouent plus un r@ke discrimination qu'un réle de
reconnaissance. L'utilisation d’'un sixieme acideir@ndans notre séquence peptidique ne

parait donc pas indispensable au vu de I'objeetifidtre étude.

En plus de ces interactions directement dépendahtehoix des acides aminés utilisés
pour la synthese du peptide, le site de clivagea (RSA crée spontanément des interactions de
plusieurs natures avec les fragments de peptidésbolésés. Ceci est di aux interactions
nombreuses qui se forment entre les atomes d’atotBoxygéne composant les liaisons
peptidiques.

Au final, nous avons choisi de retenir les peptslasants :

Ac-Ala-Asn-Phe-GIn-(Gly/Ala)-OH

Il faut noter ici qu’en plus de favoriser les irgtetions dans le site actif de la PSA,
'acétylation du N terminal de notre séquence priesel’autres avantages : la protection de
cette extrémité augmente la stabilité face aux ap@ptidases présentes dans les milieux
biologiques, tout en fournissant une protectiomitue adaptée lors de nos syntheses.
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D- STRATEGIE DE SYNTHESE

Le but du travail de vectorisation entrepris idi @s montrer I'efficacité de notre espaceur
dans une situation de réarrangement aprées clivag@retique, tout en se focalisant sur une
chimie permettant I'application la plus large pbsside la méthode.

1. Voies de synthése possibles

Nous avons vu que I'espaceur visé est le suivant :

(e} (e}
N
| Peptide reconnu par la PSA I/ N @
H
R

En premiéere approche, il peut sembler intéressarifide réagir un acide-azide porté par
le peptide sur un thioacide, ici porté sous fornee thiocarbamate par linhibiteur de
cyclooxygénase.

L’activation du C terminal du peptide en acide-azigeut se faire facilement et
sélectivement par addition de diphénylphosphorgiafDPPA) :

_N
/N
N~ R
7

+7
R
)\H/OH o.l_o N
Ac—A N F QTN * ©/ ﬁ \© — Ac—A N F Q—N)\‘( :
o o Hool

L'inconvénient de cette activation est linstafdlitdu produit obtenu, qui doit
généralement étre remis en réaction directemepsagar formation.

Concernant linhibiteur de cyclooxygénase il exiglesieurs voies de synthese pour
fonctionnaliser un alcool en thiocarbamate. Toatbdrd, la réaction a température ambiante
et a pression atmosphérique du monoxyde de carttode soufre élémentaire sur un alcool
primaire, en s'aidant d’'une base telle que le dig8abicyclo[5.4.0lJundécéne-7 (DBU),
conduit au sel de thiocarbamate (Mizuno T. et28l05):

R o s”
RR_OH *+ co * s 22U \/\”/ *  DBU,H*
(@]

Cependant cette réaction présente deux inconvénieajeurs : d’'une part, le sel formé
est instable (les équipes travaillant avec cettthou® formant généralement I'ester par S-
méthylation avec I'iodure de méthyile situ) et va devoir étre remis en réaction directement
apres sa formation. Comme il en est de méme pacidk-azide dérivé du peptide, ceci pose
un probleme pratique conséquent. D’autre partjlisation de monoxyde de carbone, gaz
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toxiqgue inodore et incolore, présente dimportarisgues au niveau de la sécurité de
manipulation dans un laboratoire.

Une autre voie de synthese met en jeu la réactosutfure de carbonyle SCO en milieu
basique sur I'alcool (Bean M. et Kohn H., 1983 zlho T. et al., 2002) :

_/—\‘ _s base R\/O\H/S
—_—
O

R

~° * Q{

Ici encore, le sel obtenu est trés instable, ndlgeant a synthétiser les deux réactifs
nécessaires pour le couplage et a les faire r@agitu, ce qui est peu pratique et source de
mauvais rendements.

Suite aux recherches bibliographiques présentées, avons décidé de nous orienter vers
la stratégie de synthése « opposée », a savoiivBion de I'alcool en azidoformate, et
I'activation du peptide en thioacide que nous alpnésenter ci-apres et selon le schéma de
synthése présenté dans la figure 36.

2. Synthése des peptides

Les peptides ont été réalisés sur un synthétismuplé a un micro onde, en utilisant une
résine de Wang que nous avons greffée avec le @reanide aminé de facon classique. La
méthode utilisée est de type « FMOC » (fluorényhmgycarbonyl), en utilisant comme
activateurs leN-[(1H-benzotriazol-1-yl)diméthylaminométhylensiméthylméthanamonium
hexafluorurophosphatd-oxyde (HBTU) et la N,N-diisopropyléthylamine (DIBA La
protection du N-terminal a également été effecpeel’appareil, en utilisant de I'anhydride
aceétique.

Nous récupérons alors la résine chargée en pemfige,nous clivons en utilisant un
mélange d’acide trifluoroacétique (TFA) et de peege carbocations servant a piéger les
groupements protecteurs ainsi libérés. Aprés pitatign et lyophilisation, la suite de la
synthese peut étre amorceée.

Sur un peptide assez court (5 acides aminés &s),réndements sont trés bons apres
lyophilisation (de I'ordre de 80%), et les prodwitstenus sont purs a plus de 95%.
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R2 = boc ou Ac-ANFQ-
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Fig. 36 :_Stratégie de synthése des inhibiteursyd®oxygénase vectorisés
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3. Activation de l'inhibiteur de cyclooxygénase

Dans la suite, pour plus de clarté dans les schémagnthese, nous allons symboliser le
1-(4-méthanesulfonylphényl)-3-hydroxyméthyl-5-phébi-pyrazole par DAP-CHOH :

O\\S/
/y Z
(0]
N
/
Naw \ = par” oH

OH

a) Préactivation par le triphosgene

Les premiéres manipulations abordées pour obteaidbformate nécessitent I'utilisation
de triphosgene comme électrophile (faisant appardit phosgene dans le milieu, lui aussi
réactif) afin de fonctionnaliser I'alcool tout emrmettantin situ la réaction de l'azide de

sodium (Patil R. T. et al., 2002) afin d’obtenirftanction recherchée, selon le mécanisme
suivant :

o (e}
M e
CIBC\"O\)k _Ccl, DAP/\O o~

O NEt
N + 3

DAP OH I 0o
J]\ - CI,COH J\
PN
ai al HCI DAP o] Cl

La fonction alcool du diarylpyrazole peut ‘réagir Eutriphosgene, ou sur le phosgene, qui
résulte de la dégradation du triphosgéne en présimquantités catalytiques de. Cl

Ensuite, I'azide de sodium présent en solutionaavpir réagir par une réaction d’attaque
sur un site électrophile, par les doublets librdgs par I'azote :

/\/—\

e 1
—_—
)k I_ pap” o7 W,
A N
AP o

R

Cette réaction a conduit a la formation d’un sewldpit majoritaire, avec un rendement
de l'ordre de 80%. Cependant, les analyses du pirothtenu par LC/MS notamment ont
révélé une différence de masse importante avembuji attendu : au lieu de retrouver MH
= 398 g/mol, nous avons obtenu une masse d€ MI347 g/mol. Le profil isotopique
conduisant & soupgonner la présence d’'un halogeeechlore sur la molécule, nous pouvons
proposer le mécanisme de formation suivant poaoteposé obtenu :

Z:Z
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DAP/QO R DAP/\C| + —JJ\

cl” + o R

R =-Clou-OCCl,

Il est en effet vraisemblable que I'activation pamphosgéne ou le triphosgene de notre
composé permette une attaque de type nucléophithldie sur le carbone portant la fonction
type carbamate. De par cette fonction, et en ptegracompte la délocalisation des électrons
sur le cycle pyrazole voisin, ce carbone préserdbgblement un caractéé marqué.

Nous avons donc la réaction suivante, avec un readede 80 % :

o
Cl,e JJ\ ~CCly
pAP” OH o0 oap” al

En plus de poser probleme lors de notre syntheséest un frein a la généralisation de la
meéthode, un nombre important de médicaments étami/p de cycles ou d’hétérocycles dans
leurs squelettes.

Suite & ces essais, NOUS NOUS SOMMeES en ConséquUEtés vers une activation plus
« douce » de I'alcool pour éviter ce type de réacti

b) Preéactivation par le carbonyldiimidazole

La réaction de type attaque nucléophile sur leaaytliimidazole est bien connue, et se
déroule selon le mécanisme suivant en milieu basiyec libération d’'imidazole :

Jas X :
pap” oH * @N Q . o o Q + &z

Cette réaction se fait trés bien a température ami et le produit obtenu est stable.
Aprés un lavage aqueux, le dérivé de diarylpyrazalbonylimidazolé est remis en réaction
avec l'azide de sodium (Yuan P. et al, 1995) :

(o}

- . ]
N y N
DAP/\OJJ\GNS b —— o /\OJ\Ng + « //
N
— N

L'utilisation d’'un milieu acide va permettre de ilger la réaction et de déplacer
I'équilibre par neutralisation de I'imidazoliniunbére, son pK se situant autour de 7. Nous
nous sommes donc placés aux alentours d’un pHpdeidréaliser cette seconde étape.

Il est intéressant de constater ici qu’un lavageeaq rapide permet d’éliminer tous les
produits secondaires de la réaction, ainsi quédiae de sodium en exces. La réaction étant
totale, nous obtenons le produit pur, dont lesyaeal classiques confirment ici la structure. A
I'air, ce produit est stable, ce qui permet d’évits inconvénients d’un schéma de synthése
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nécessitant trop de réactionssitu dues aux intermédiaires instables. De plus, leglitions
particulierement douces de cette synthése suggénergénéralisation aisée de la méthode.

4. Synthése d'aminothioacides

Il nous a semblé judicieux, lors de nos syntheses,ommencer par procéder a des essais
de synthese de thioacide sur des acides aminéségpsot par un groupement
tertbutyloxycarbonyle (BOC) en C-terminal pour tasons suivantes :

- évaluer les conditions de syntheses choisies pathidacidification ;

- procéder a des essais de synthése et mise awpsinbnditions de formation de
I'espaceur sur des composés moins onéreux ;

- pouvoir ensuite, en déprotégeant, étudier le régament intramoléculaire.

Puis I'élargissement de la méthode aux peptidesngus avons choisis et le couplage
avec l'inhibiteur de cyclooxygénase ont été realisé

a) Thioacidification d’acides aminés protégés par u®@@ en N-
terminal (11)

A température ambiante et avec un temps de réatrésrcourt, il est possible de former
un thioacide a partir d'un acide carboxylique (LeTH et al., 1996 ; Zhu X. et al., 2004).
L’activation de I'acide carboxylique par le chlooofiate d’éthyle en milieu basique conduit
a un anhydride disymétrique trés réactif, qui vavmar étre libéré par I'action du sulfure
d’hydrogéne :

R 0 R
bOC\ OH ’>JJ\ —— boc (@] (@]
H/(J\)}H/ + 4 O/\ -CI, -H* \H o \”/ v
o o] 0
I /\
H H,O HO
boc\N . vO Ov . ls/ 2 boc\N/H\)TSH + CO, + ~
H \”/ H H
Y 11

R
n
0
o ab.c

Lors de cette réaction, le milieu réactionnel preme teinte jaune, et il se forme une
guantité de bulles importante a cause de la lilmérate dioxyde de carbone gazeux
notamment. Cette réaction se fait avec des rendsnuenl’ordre de 90% aprés un simple
lavage aqueux suivi d'une évaporation sous vidanptant d’isoler le produit final pur.

Ces composeés thioacides sont assez stables etnpeéire conservés, méme s’ils
présentent une certaine sensibilité a I'eau coadtiid la dégradation en acide carboxylique.

b) Thioacidification des peptid€d?2)
Nous avons voulu utiliser la méme méthode de sgethile thioacides sur les peptides.

Cependant, I'activation de la fonction acide cagbioxie par le chloroformiate a température
ambiante conduit a la dégradation de la séquenptdmpie, ce qui a été résolu par une
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diminution de la température. En effet, nous avmnsstaté une quantité moindre de produits
secondaires en réalisant cette réaction a —45°Gs [douvons alors, apres quelques minutes,
laisser le mélange remonter a température ambiantr un barbottage de sulfure

d’hydrogéne. La réaction suit le méme mécanismecglie présenté pour les acides aminés

simples.

L’apparition de plusieurs produits secondairegjltéat probablement en partie du clivage
de la chaine peptidigue mais également de la rectiod de I'acide carboxylique, nécessite
de réaliser une CLHP préparative pour essayer ehibte thioacide pur. Cependant, nous
avons constaté une hydrolyse rapide de cette fonctie qui interdit l'utilisation de cette
technique. La réalisation d’'une chromatographieshflasur nos composés est également
problématique. Nous avons donc décidé d'utiliser @@mposés bruts pour le couplage avec
l'inhibiteur de cyclooxygénase activé, ce qui cah@un produit bien plus stable et donc
potentiellement purifiable.

5. Couplage des thioacides et des azidoformates : skate de I'espaceur

a) Couplage avec les acides aminés act{(\i¥

Au vu des propriétés physico-chimiques des compadage réagir, nous nous sommes
placés en milieu basique pour faciliter le couplaggre un thioacide d’acide aminé et
'azidoformate de diarylpyrazole, ceci afin de g@éde proton libéré au cours de la réaction.
Le mécanisme est encore non élucidé, toutefois pousons proposer le schéma suivant, en
nous inspirant de travaux réalisés sur des compsigdéifaires (Kolakowski, R. V. et al.,
2006 ; Shangguan, N. et al., 2003) :

(e}

+

1
kDAP

H
R
/N o R ’il
boc\N - SH + +=N—N_—< —_— boc\N S\NéN
H o H
o \

n
6
DAP
o 0. _-DbaP
R R /N\\
boc N o DAP H boc = T
18S, + ~ ~N7 -~ ~

8 N, + H n 80 % H n \!S

0 0 COH

13a,b,c

On constate expérimentalement que cette réactidamtdacilement, avec des rendements
aprés CLHP préparative supérieurs a 80%.

Pour déprotéger le N-terminal, on utilise communémen meélange d’acide
trifluoroacétique et de dichlorométhane. Ici, lpadection se fait tres facilement. En prenant
garde a rester en milieu trés acide afin de coesdi@mine protonée, un lavage agueux
permet de purifier le produit de cette déprotection

b) Couplage avec les peptid€sd)
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Nous avons voulu nous inspirer des essais reaigss les acides aminés simples, ce qui
n'a pas été entierement possible a cause de laaflarmde produits secondaires lors de la
synthese du thioacide. Nous avons donc remis estiohaavec le DAP activé le peptide
thioacide sans purification préalable pour obtemirmeélange contenant I'inhibiteur vectorisé
par un peptide, selon la réaction bilan suivante :

(o}

(0] (0]
. PGP
- 1/NMM, Chloroformiate N
Ac—A N F Q SH Ac—A N E Q7 N O/\DAP
2/INMM, H2S H
R

R
o)
3/NEt3,
Na)LO/\DAP

Il est nécessaire de purifier ce mélange en CLH#parative. Ces purifications sont
délicates, plusieurs produits présentant des dasadiélution assez proches. Afin d’obtenir
des puretés exploitables dans les évaluations iniaghes prévues, nous avons dd procéder a
deux purifications successives sur deux types dmeasg différentes (C18 et C4), ce qui
conduit a un rendement plus faible, de I'ordre @%4
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E- EVALUATIONS PHARMACO-CHIMIQUES

1. Réarrangement aprés déprotection dans le cas desid®s aminés
simples

Nous avons vu comment obtenir l'inhibiteur de cgaipgénase couplé a un acide aminé
dont le N-terminal est protégé par une fonction BOQMus avons également vu sa
déprotection par un mélange contenant I'acideutiibacétique en grande quantité, qui va

conduire a :
R1
/Q\)\[(“ o.__DAP
NH3+ n \/
.

On constate ici que I'amine est protoné, ce quinesimal et voulu a pH acide. Si I'on
place le composé en milieu présentant un pH phygigle (soit 7,4), I'amine va se trouver
déprotonée de fagcon non négligeable (1% enviranjloac avec un doublet non liant sur
'atome d’azote. On peut alors avoir la réactiomamoléculaire suivante, qui est irréversible
et entropiquement favorable :

H _(
/Q\)\[( - O%{T)/NH * Ho” Dap
n
0O o

Nous avons voulu étudier différents aspects de c¢étction : sa cinétique, l'influence de
R1 ainsi que la variation de vitesse de cyclisaéintrte n= 1 et n= 0, et comparer les produits
en milieu tamponné a pH = 7,4 et a pH = 2,5 (danna libre présente et amine protonée
presque exclusivement).

Nous avons réalisé par CLHP plusieurs suivis duemid’incubation des différentes
molécules, en identifiant les composés formés guar profil d’absorption UV, leurs temps de
rétention ainsi que leurs masses détectées patttzode electrospray.

Les chromatogrammes (détection a 265 nm) normadiméisprésentés sur les figures 37 et
38. On peut proposer les premieres conclusionsistes :

- Les 3 composeés étudiés sont stables a pH 2,5 pepldareurs heures sans présenter
de dégradation notable (les chromatogrammes obtgras 4h d’incubation ne sont
pas présentés ici).

- Pour les composeés cyclisant en « cycle a 5 » @ipleur temps de demi-vie a pH =
7,4 est trop court pour étre mesuré. Les injectsupposant symboliser le mélange
initial présentent déja une cyclisation presqualéoties produits (en réalité, le temps
de manipulation nécessaire entre le mélange, tiige effective et I'arrivée sur la
téte de la colonne est d’environ 5 minutes). Liuefice d’un groupement -GH
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A | pH =2,5; 2h d'incubation
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Fig. 37 :_Profils chromatographigues obtenus appr@sbation de
l'inhibiteur de cyclooxygénase couplé a une glyciAggu a une alanine
(B) via I'espaceurX = 265 nm)

(Les conditions chromatographiques sont donnéemerxe, l'identification des pics
ayant été faite par LC/MS)
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supplémentaire en positiende I'acide aminé (donc la différence entre uneighy
et une alanine) sur la vitesse de cyclisation rpastmesurable dans nos conditions
experimentales.

- Concernant la cyclisation du dérivé pourvu d'@isgla (Fig. 38), son temps de
demi-vie a pH = 7,4 est d’environ 1h. Ceci confditkee de poursuivre ce travail
sur des acides aminés et peptides naturels poseoar la formation d’un cycle un
peu plus tendu, cyclisant plus rapidement.

A 265 nm, on ne voit que les dérivés portant unecgcomatique, dont le diarylpyrazole.
Si on se place a une longueur d’onde plus faiblramae 215 nm pour pouvoir détecter les
composeés linéaires, on constate que l'acide amingi gue I'hydantoine sortent dans
l'injection, car ils sont polaires et trés solubles

Parmi toutes les informations obtenues concernamipdrtance du pH, du temps
d’incubation..., la possibilité que nous avons acgud®btenir et de contrdler une rapidité
maximale de cyclisation est trés intéressantefaisadans le cadre d’une étude de digestion
enzymatique sur un peptide compietvitro, et sur l'utilisation de ce type de compoges
vivo.

Dans le cadre des études utilisant la PSA purifd@ej va nous permettre de pouvoir
suivre directement la cinétique de clivage de npépgtide, la vitesse de la deuxieme étape de
métabolisation qu’est la cyclisation rendant saédunégligeable par rapport au temps
nécessaire a la digestion du peptide.

De plus, en cas d'utilisation dans un organismesdanbut de thérapie ciblée, ce type de
structure chimique va permettre d’amener la moksur le site, de cliver le peptide vecteur,
et de conduire immédiatement a la cyclisation puss libération du principe actif sans laisser
le temps a l'intermédiaire de se propager dangdnisme, ce qui invaliderait I'objectif final
de ce type de thérapie.

2. Etude de la vectorisation de l'inhibiteur de cyclogygénase par un
peptide

Les résultats obtenus lors des essais de cyclisatwec les acides aminés simples
présentés dans la partie 1. nous ont permis d’'agerisi’étude de la métabolisation de notre
peptide portant un inhibiteur de cyclooxygénase.

Nous avons donc procédé dans un premier tempsopguaraison entre la dégradation /
meétabolisation du composé Ac-ANFQG-COX dans uneauilcontenant du PSA, et dans le
méme milieu dépourvu de PSA. Les conditions cheisant les suivantes :

- Concentration en composé Ac-ANFQG-COX =40 uM

- Concentration en PSA (si applicable) = 10 pg/mit, 5% de celle du peptide
vecteur

- Milieu tamponné a pH = 7,8 (tampon Tris / NaCl)

- Température d’incubation = 37°C

- Temps d’incubation = 15h
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Fig. 38 :_Profils chromatographiques obtenus apr&sbation de l'inhibiteur
de cyclooxygénase couplé a yhalanine via I'espaceui.= 265 nm)
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Nous avons ainsi obtenu apres 15 heures d’incubd¢i® chromatogrammes présentés
figure 39.

Nous pouvons constater une nette différence easreéux milieux. En présence de PSA,
la quasi-totalité du composé initial est métabelisgour libérer principalement le
diarylpyrazole, ainsi qu’'un produit encore non d#ieé présentant une MH: 352 g.mof-
Dans le milieu témoin, il reste encore majoritaiesinle composé de départ, malgré la
présence a la fois du diarylpyrazole et du prodait identifié.

Il est probable que le peptide lié a I'espaceusgriise décomposer par une réaction de
cyclisation intramoléculaire mettant en jeu I'azdtene liaison peptidique et I'espaceur selon
ce mécanisme :

o

\\S/ O\ \ /
/ S,

o /)

Y \ﬂ/@) HO o)/_/

Bien que cette réaction ne soit pas favorisée duatpme vue énergétique ainsi que
stérique, la présence intramoléculaire de cengadtifs la rend vraisemblable.

Ces premiers résultats sont donc encourageantse Naptide semble reconnu par
lantigene spécifique prostatique, et son clivaga yermettre le réarrangement
intramoléculaire tel que nous lavions prévu. llbsiste néanmoins une réaction de
dégradation secondaire, qui reste encore a explicdans les manipulations futures, en
commencant par lidentification du produit qu’eti@nére. Toutefois, dans I'ensemble, nos
objectifs ont été atteints.

Plusieurs expériences sont maintenant prévues,aeicylier pour effectuer un suivi
cinétigue précis de la digestion de nos vecteursl’pazyme. Les connaissances ainsi
accumulées devraient permettre de continuer I'dpétion de ce type de vectorisation, en
essayant de généraliser la méthode a d’autresscible
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F- CONCLUSION DU TRAVAIL DE VECTORISATION

La conception de stratégies thérapeutiques pemattacibler les cellules tumorales est
la priorité actuelle de la recherche contre le eandmener une molécule possédant des
propriétés anticancéreuses sur le site de la tuestde meilleur moyen de diminuer les effets
secondaires qui restent la limitation majeure dewiothérapies.

Le travail réalisé au niveau bibliographique a permiaboutir a la conception d’un
espaceur novateur permettant de lier un principé gltarmacologiqguement (dans notre cas
un inhibiteur de cyclooxygénase) a un peptide pouésre reconnu puis clivé par la PSA.
Ceci va ensuite entrainer, comme nous l'avons réqoar I'étude de dérivés possédant un
unique acide aminé, un réarrangement intramol@eukaxtrémement rapide de I'espaceur
libérant ainsi le diarylpyrazole vectorisé. Ce@té confirmeé par la métabolisation par la PSA
de notre peptide couplé a un dérivé de diarylpyeazo

Dans la suite, d’autres études de digestion enigues doivent étre menées afin de
confirmer nos résultats et d'en apprendre d’avangag ce nouvel espaceur et les nombreuses
possibilités d’utilisation qu’il comporte, que ceitsdans le cas d’'un cancer ou d'autres
maladies présentant une hyperactivité enzymatipéeifique. En paralléle, I'étude de I'effet
antiprolifératif de notre composé sur des cellidssies du cancer de la prostate produisant de
la PSA (type LNCaP) est envisagée. Si les résudtaiserent concluants, d’autres études
vitro etin vivo permettrait de confirmer le potentiel de ciblagela molécule en donnant une
idée de la sélectivité du clivage par la P@&#&susd’autres protéases.

Bien que ce ciblage des cellules tumorales restepuiorité, la conception de nouvelles
entités chimiques dotées d’une plus grande acttitBeffets secondaires plus restreints reste
un objectif important de la recherche. En considéles effets secondaires des inhibiteurs de
cyclooxygénase, la libération par le biais d'upedrug d’'une seconde entité active
permettant & la fois de limiter ces effets indddes tout en augmentant l'activité de nos
inhibiteurs est intéressante. C’est un messagequithire de nature radicalaire, ayant fait
I'objet de nombreuses études et d’un prix Nobeludepa découverte dans les années 1980,
qui a suscité notre intérét : le monoxyde d’'azoie,NO. Bien que son utilisation la plus
répandue soit celle de vasodilatateur, il présdasecaractéristiques d’intérét dans le cadre de
la lutte contre le cancer. Aprés avoir étudié smotiporation dans nos molécules, un large
panel d'études pharmacochimiques va pouvoir étreduid pour tenter d’en comprendre
l'intérét antiprolifératif a travers I'étude des cadismes de sa libération.
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Chapitre IV :

La conception de composes mixtes
inhibiteurs COX / donneurs de NO
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Le monoxyde d’azote, également appelé « oxydegnier»s (NO) est un radical libre trés
réactif. De charge neutre, il possede un électiam apparié qui lui permet de jouer le role
d’oxydant radicalaire (donneur djeu d’anti-oxydant (accepteur dieSon spin électronique
total vaut 1/2. En milieu biologique, son tempsdeeni-vie est estimé entre 1 et 5 secondes,
voire 30 secondes dans certaines conditions, caegdant laquelle ce médiateur ubiquitaire
peut assumer un grand nombre de roles, allant gasladilatation a la neuromédiation. Son
intérét dans la pathologie cancéreuse est maintdmam argumenté et nous insisterons bien
sUr ici sur cet aspect. Coupler un « donneur desNQles inhibiteurs de cyclooxygénase, en
premier lieu pour contrer les effets secondaires AMNS, repose sur le principe d'une
prodrug: la partie comportant une fonction capable déréb le NO va reposer sur une
métabolisation ou une décomposition du composgliniui devra déboucher sur la libération
de linhibiteur parent. C’est sur ce principe gquFosit construits nos composeés, et sur ces
aspects qu'ils seront évalués.

A - NO_: DECOUVERTE, ORIGINE ENDOGENE ET ROLE
PHYSIOLOGIQUE

C’est au cours d’expériences sur la relaxationwage que la capacité de I'endothélium
a libérer un composé vasodilatateur a été décauyeurchgott R. F., Zawadzki J. V., 1980).
En l'absence de connaissances quant a la natureedenédiateur, il a été nommé
« Endothelium-Derived Relaxing Factor » (EDRF)alfallu plus de sept ans pour que deux
eéquipes arrivent a la conclusion qu’un polluanidye tel que le NO était a I'origine de ces
effets. (Ignarro L. J. et al., 1987a,b ; PalmeMRet al., 1987).

1. Biosynthése de NO

Assez rapidement aprés la découverte de ce médidtel-arginine a été identifiée
comme la source de sa biosynthese (Palmer R. Bl.,e1988). Cet acide aminé est présent
dans le sang, dans le liquide extracellulaire rAgeement, et a haute concentration, dans les
cellules. La réaction a 5 électrons (passage dat I8 a +2) est catalysée par une « Nitric
Oxide Synthase » (NOS) et présente une équatian bimple, cachant un grand nombre de
cofacteurs tels que la tétrahydrobioptérine {Bidn heme ou encore la calmoduline (CAM)
qui se couple a I'enzyme (d'ou une certaine fornreedépendance vis a vis du taux de
calcium), et dont la quantité a disposition jouerdie important. Cette réaction se déroule en
2 étapes principales, la transformation de la liremg en N-hydroxyarginine, puis en NO et
citrulline (Fig. 40). Ces deux oxydations passeat fheme du site catalytique, seuls les
substrats sont différents.

Les NOS ont des structures complexes, et troioists ont été découvertes a ce jour
(Papapetropoulos A. et al., 1999), associées clkaeauntissu dans lequel elles ont été
découvertes :

- la NOS neuronale (nNNOS, ou NOS ), exprimée de erargonstitutive dans les
neurones et les poumons ; elle intervient dansai@tien du niveau basal en NO
et comme source de NO neuromédiateur, et est dépende la voie G&CaM
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Fig. 40 : Biosynthése de NO
(adapté de Sennequier N. et Vadon-Le Goff S., 1994)
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- la NOS inductible (iNOS ou NOS II), indépendante ldevoie C&'/CaM,
principalement exprimée par les macrophages massi alans les cellules
cancéreuses (Blaise G. A. et al., 2005) ; ellerektite par I'effet des cytokines
(TNFa, IL) sur la synthese et la stabilité de TARNm ;

- la NOS endothéliale (eNOS ou NOS Ill), qui est @axge de maniére
constitutive dans les cellules endothéliales, Ekiles musculaires du coeur et
les neurones pyramidaux de I'hippocampe, est sinpl la voie Cd/CaM ;
c’est la seule qui peut s’accrocher a la membrafialaire car celle-ci possede
des résidus acides gras liés de facon covalergesé@dggience.

Méme si ces appellations et localisations asso@éathlent restrictives, il est fréquent
gu'une cellule exprime plus d’'une isoforme, chacypoeivant se retrouver dans un grand
nombre de tissus (Fig. 41). L'existence d'une deate isoforme présente dans les
mitochondries a été évoquée mais la quantité dimébions a disposition n’est pas encore
suffisante. Ces isoformes ont une similarit¢ desplie 50% entre elles, qui présentent
également une similitude structurelle avec les dytomes P450 qui sont également des
enzymes d’oxydation. Il est important de précisge tgs niveaux de NO produits par NOS |
et NOS Il sont environ 100 fois inférieurs a celont NOS Il est responsable aprés induction
par des stimuli extérieurs, et que NO lui-mémecegtable d’inhiber les NOS en se fixant
transitoirement a I'atome de fer.

Nous allons donc aborder les principaux réles mhggiques du monoxyde d'azote
produit par les NOS, et les applications pharmagiqlees qui en découlent.

2. Principaux effets physiologigues

Ces différentes isoformes possédent chacune plgsiéles physiologiques, qui peuvent
nécessiter des intermédiaires différents ou le etétlement de diverses cascades de
signalisation :

NOS | NOS Il NOS Il

Neurotransmetteur Réponse immunitaire non Régulation de la pression sanguine
Protection du tractus gastrointestingpécifique Inhibition de I'agrégation
Correction de la dysfonction de | Réponse inflammatoire plaguettaire

I'érection

Relaxation des sphincters

Le messager le plus important qui médie le plusysoules effets du NO est le 3'-5'-
guanylate monophosphate cycligue ou GMPc : NO adavguanylate cyclase (par liaison
entre le NO et le noyau héme de cet enzyme) etgiaamsi la synthése de GMPc a partir de
guanosine triphosphate (GTP) (Ma X. et al., 20@MPc joue surtout un role dans la
relaxation des muscles lisses, l'agrégation pldgiret ainsi que la neurotransmission ;
cependant, il n'est pas systématiquement implicarés cchacune des fonctions reportées ci-
dessus.
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Isoforme Organe / Tissu Cellules
NOS-I Cerveau, systeme Neurones
nerveux périphérique
Rétine Cellules
photoréceptrices
Poumon Cellules épithéliales
Pancréas lI6ts de Langerhans
Rein Macula Densa
Endomeétre Epithélium
columnaire
Estomac Muqueuse gastrique
NOS-II Systéme immunitairg Macrophages,
lymphocytes,
neutrophiles
Os Ostéoblastes
Foie Cellules de Kipffer,
hépatocytes
Vaisseaux sanguins | Cellules musculaires
lisses
Cerveau Cellules macroglialeq
et microgliales
Sang Plaguettes
NOS Il Vaisseaux sanguins | Endothélium
Cerveau :
hippocampe, Cellules pyramidales
cervelet, bulbe
olfactif
Sang Plaguettes
Coeur Myocytes
Poumon (pendant 15 Cellules épithéliales
jours apres la alvéolaires
naissance)
Rein Cellules épithéliales
tubulaires

Fig. 41 : Localisation des isoformes de NOS
(adapté de Sennequier N. et Vadon-Le Goff S., 1994)

a) ROle au niveau de la circulation sanguine

Le NO a été découvert par son action sur la ralaxaartérielle, et NOS Il est
aujourd’hui reconnue comme la principale enzymerirgnant dans la régulation de la
pression sanguine. Le NO produit a ce niveau var ggoncipalement deux actions :
I'inhibition de l'activation des plaquettes et desicocytes, ainsi qu’une vasorelaxation par
lintermédiaire du GMPc (Fig. 42).

(a) Effet de NO sur les cellules musculaires lisses

Il N’y a pas a proprement parler de récepteur geuNO. Il va exercer son action
directement sur la guanylate cyclase.
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Il existe plusieurs mécanismes d’activation pourN (oestrogenes, ATP...) mais le
plus important est la simple activation par stresscanique di au flux sanguin, qui fait
pression sur les cellules endothéliales. Il enltésyu’a chaque battement cardiaque, une
faible quantité de NO va étre libérée et va exesoer action vasodilatatrice (Boo Y. C., Jo
H., 2003) par catalyse de la guanylate cyclaseysadt le GMPc.

Dans le cas des mécanismes de vasodilatation, cbatedr peut avoir plusieurs
fonctions. Tout d’'abord, I'induction de la protéikimase G, qui va phosphoryler les résidus
tyrosine et sérine de certaines protéines et anifier leurs activités (Minzel T. et al.,
2003) : elle inhibe en particulier la protéine lsaaRho A dont le r6le est la phosphorylation
de la myosine, elle méme favorisant I'action dectlize qui va permettre la contraction
musculaire (Fig. 43). De plus, NO va favoriserplaosphorylation des canaux calciques
(BKcg ce qui va avoir un important effet décontractaotir les cellules musculaires lisses.
Ce sont les deux principales voies d’action pagueies NO va pouvoir exercer son effet
vasodilatateur.

(b) Effet sur les plaquettes

NO est capable de diffuser a courte distance dargr¢ulation sanguine et peut donc
avoir une influence sur les plaquettes situéesueface du vaisseau, qui expriment elles-
méme NOS lII.

Il semble que I'action de NO sur les plaguettes@gmr la phosphoprotéine sensible a la
vasodilatation (Vasodilator Sensitive Phosphopmte/ASP), qui est indispensable a
'adhésion via la polymérisation de I'actine. Cpeisse probablement par GMPc (Wanstall J.
C. et al., 2005). Lors des phases d’agrégationugelégjre, un grand nombre de médiateurs,
dont le NO, sont libérés pour moduler cette phaside role de NO semble étre de limiter cet
agrégat a la taille suffisante pour couvrir lesaé@ux vaisseaux sans se propager de maniéere
extensive sur les cellules saines (Radomski M. tV&l.£1990).

b) Effet sur le tractus gastro-intestinal

L'importance de NO dans la protection du TGI eshbétablie (Wallace J. L. et al., 2000).
Il est intéressant de constater que l'influence N\fle a ce niveau recoupe celle des
prostaglandines, ce que la recherche thérapeusigge empressé d'utiliser : modulation de
l'activité des immunocytes des muqueuses, réduateminteractions d’adhérence entre les
leucocytes et I'endothélium, augmentation du flaxguin, diminution de la perméabilité,
stimulation de la production de mucus et de bicaab® particulierement (Boughton-Smith
N. K. et al., 1990). De plus, NO participe a laadéfe de la muqueuse gastrique par son action
cytotoxique que nous développerons plus tard.
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Fig. 42 :_Action du NO produit par les cellules etitéliales
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Fig 43 : Contraction (A) / Relaxation (B) de la cé#l musculaire lisse et réle du NO
(adapté de Frayon S. et al., 2005)
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Dans le cas d’'une inflammation de la muqueuseigastrles réles de NO sont plus débattus,
principalement a cause des réactions possibleslaxggene pour former des peroxynitrites,
qui ont un fort pouvoir inflammatoire. Cependahg été montré que la libération progressive
et prolongée de monoxyde d'azote en cas d’inflanonatiu TGl permet de réduire de
maniére importante I'étendue du déreglement (Wellad.. et al., 1999).

Il est important de noter ici qu'en cas de blocagel'action de NO, les NOS sont
capables de produire d’autres espéces réactives tple I'anion superoxyde,Oengendrant
le peroxyde d’hydrogéne B, (Vasquez-Vivar J., 2003) qui peuvent selon la tjt@amavoir
des effets similaires ou non a la production dedi¥3sique.

c) NO et ses réactions in vivo

() NO et les protéines

Comme nous I'avons abordé précédemment, NO esbleada réagir sur les protéines,
comme par exemple se lier avec I'héme qu’elles peugontenir. Dans certains cas, NO peut
egalement se lier de facon covalente avec lesstbiolfaible quantité : sur un récepteur ou un
canal calciqgue par exemple, ceci peut conduire raaivation (Fig. 44). Le mécanisme
réactionnel est encore discuté (bien qu'on suppeseaéactions préalables du NO engendrant
'apparition des différents intermédiaires de rédtets variables), tout comme l'importance
de la présence (physiologique ou pathologique) e intermédiaires. Il est néanmoins
vraisemblable que cette réaction ait un impact l&agativité des protéines touchées, en
particulier sur le transport de I'oxygene par I''egiobine (Gow A. J., Stamler J. S., 1998).
En effet, de plus en plus de données semblentuedique la S-nitrosylation des protéines
constitue une voie de signalisation a part entibesée sur des réactions redox, dont la
dérégulation pourrait conduire a des dysfonctiorsr@s cellulaires importants (Foster M.
W.et al.,, 2003). C'est le type de mecanisme im@iglans la relaxation des cellules
musculaires lisses induite par l'acétylcholine. plas, dans la relaxation endothélium-
dépendante, un grand nombre de protéines desdtifés cellules influant sur la circulation
peuvent voir leur activité modifiée par addition N® sur une cystéine (Gow A. J. et al.,
2002). Ceci n’est qu’une partie des roles que peair la nitrosylation des protéines.

A une plus grande échelle, la S-nitrosylation deagges protéines circulantes permet le
relargage de NO dans différents organes et tissu®mplément d’une production locale, ou
comme apport unique si le tissu ou compartimendispose pas de NOS, permettant a NO
d’agir comme messager a distance ou encore comnilede I'activité des dites protéines.

(b) Espéces réactives de I'oxygéne, especes réactviégazdte

La formation et la présence d'especes réactive®rggene dans les cellules sont bien
connues, et comme elles sont potentiellement tesigiorganisme peut et doit les prendre en
charge et les dégrader en particulier par lI'actienla superoxyde dismutase (SOD). La
cinétique de cette métabolisation est cependarntanyguatre fois plus lente que la réaction
de @~ avec NO qui va donner un produit extrémement toexigt responsable d‘un grand
nombre d’effets attribués au NO, le peroxynitrBe¢kman J. S. et al., 1990).

NO + Q' — ONOO°
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Canal fermé

Canal ouvert

Fig. 44 :_Activation d'un canal calcique par fixatide NO sur une cystéine du canal
(adapté de Yoshida T. et al., 2006)
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Cette espece peut se dégrader trés rapidement wen aenposés tres différents mais
potentiellement dangereux.

ONOOH— OH +NO;*  ou ONOOH— OH+ NOy
d) Activité de la NOS Il présente dans les macrophages

L’exposition des macrophages, des cellules NK straitrophiles a des microorganismes
d’origine extérieure conduit & la réaction immuinéaUne part de cette réaction consiste en
I'activation de la NOS II, qui va produire une gdanquantité de NO, ce qui va en paralléle
engendrer une importante quantité d’'anions supeexyParmi les mécanismes d’action
proposeés, on retrouve la S-nitrosylation conduisanine désactivation des enzymes de
réparation ou de réplication, ou encore la fornmatte peroxynitrites qui vont pouvoir
détruire les cellules cibles, méme si certains miggaes, comme la Salmonelle ont développé
des résistances a ce type de défense (Nathan Shikeh M. U., 2000 ; Tripathi P. et al.,
2007). Il faut noter que différents systemes dellbaek existent pour NOS Il : en particulier,
un faible taux de NO a proximité des macrophagggidtiement induit par les cytokines
(Liew F. Y. et al., 1997)] va stimuler NOS Il ; dgsantités trop importantes pouvant quant a
elles conduire a l'inhibition de cette enzyme (Gree J. et al.,, 1994 ; Appleton I. et al.,
1996).

En plus de ces effets sur les corps étrangersQl@ Nne action sur les cellules du systeme
immunitaire, en particulier en recrutant des leytex tout en favorisant la production
d’anticorps (Bogdan C., 1997).

Il faut noter qu’une réaction exagérée a ce niveavoque en plus une vasodilatation
pouvant faciliter I'apparition de pathologies plysives comme les septicémies.

e) Effet du NO produit par nNOS

NO peut étre libéré dans la fente synaptique paBN@our véhiculer I'information, et
possede un intérét certain par rapport a d’auteesatransmetteurs : de par sa nature, il peut
diffuser et toucher plusieurs neurones voisins Eangment, voire méme différents tissus
(vaisseaux, ...) et ainsi acceélérer le transfertfdiimations. Il est également responsable de la
plasticité des neurones (Bicker G. 2005). Cependd@S | n’est exprimé que par quelques
pourcents de neurones, et est généralement actwgsécutivement a l'activation du
récepteur NMDA (Garthwaite J., Boulton C. L., 19953 relation entre les concentrations en
NO et en glutamate est extrémement importante, &@bkant avoir un effet dose dépendant
sur la libération de ce transmetteur (Sequeira Setval., 1997). Ceci pourrait avoir une
influence notamment sur le fonctionnement de la oig(O’Dell T. J. et al., 1994).

Le NO ainsi produit exercera une tres vaste infteesur quasiment tous les types de
neurotransmetteurs (voir la review de Guix F. Xakt 2005) : effet dose dépendant pour
GABA et le glutamate (Getting S. J. et al., 199#®¢ration de noradrénaline (Feldman S.,
Weidenfeld J., 2004), de sérotonine (Kaehler StTal., 1999), d’adénosine [également par
activation du récepteur NMDA (Saransaari P., Oj&$.2004)], diminution de la libération
d’histamine dans I'hypothalamus (Prast H. et &96)

En plus, il semble que NO soit capable d’augmelatesurvie neuronale, notamment en
cas d’ischémie temporaire (Thippeswamy T., MorrisIR97). Ceci a permis de s’apercevoir
gue moduler I'action de NOS | permettait d'influentapoptose des cellules neuronales. Par
la suite, le rdle de NO dans de nombreuses malatheso-dégénératives a été mis en
evidence. En effet, une surproduction locale deramical [par exemple a cause d'une
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suractivation de nNOS (Chabrier P. E. et al., 1pp8iirrait le faire passer de neuromédiateur
a neurotoxique rapidement. Dans ce cas, le plusdgdanger proviendrait de la production

engendrée d’especes radicalaires réactives du pgvexynitrites, et conduirait & des

pathologies telles que les maladies d’AlzheimerafiTM. H. et al., 2003), de Parkinson

(Torreilles F. et al., 1999) ou encore la sclérereplaques dans laquelle la INOS jouerait
également un réle (Kahl K. G. et al., 2003).
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B - ROLE DU MONOXYDE D’'AZOTE DANSLE CANCER

L’influence de NO sur la progression tumorale abdi@ été constaté sur I'apoptose
cellulaire, mais des études plus poussées ont pimena® avant le réle de ce médiateur dans
plusieurs aspects du processus tels que la slmveplifération cellulaire et I'invasion : sur
les cellules saines, I'oxyde nitrique peut avoireuaction cancérogéene. Une fois la
tumorigenése enclenchée, ce radical peut avoir inflaence sur l'angiogenése mais
également sur les cellules cancéreuses comme nteaiute I'apoptose.

Il est dores et déja important de noter I'importam taux de NO a proximité de ces
cellules. La quantité grandissante de littératudésposition sur ces sujets fait de plus en plus
état d’'un impact dose dépendant de cette moléculeoss les facteurs qu’elle peut toucher ;
ceci n’étant pas uniquement dd a sa nature padreul

1. NO et cancérogenéséFrig. 45)

Nous avons vu que lors de la réponse immunitaime, quantité importante de NO peut
étre libérée. En cas de présence de grandes @sadiiixygene, ces espéeces réactives type
peroxynitrites peuvent se former in situ et endogenales cellules saines voisines, en
endommageant leur ADN et leur ARN (Xu W. et al.02p Par exemple, les peroxynitrites
peuvent s'attaquer au squelette du simple brin dNADu encore oxyder et nitrer ses bases.
Une des plus fréquentes modifications est la meatifin d’'une paire G : C vers une paire A :
T (Zhuang J. C. et al.,, 2000). L'oxydation partiete d’une guanine en C8 provoque la
transversion G: T qui est frequemment retrouvéesdan certain nombre de différents
cancers (Fig. 46) (Klaunig J. E., Kamendulis L. 2004). Ceci est fréquemment appelé le
stress oxydant.

Dans une situation normale, ces altérations de NAI2vraient étre reconnues et prises en
charge par I'enzyme Poly-ADP Ribose Polymérase (P)Adui doit arréter la réplication lors
des phases de mitoses en présence d’ADN modifdgadencher la cascade de réparation des
bases modifiées. Le NO est capable de désactiviagda irréversible les enzymes impliqués
dans ces deux étapes, en particulier les enzymeipdeation de type « doigt de zinc » (Wink
D. A, Laval J., 1994) principalement par S-nitdasipn des cystéines.

Une voie indirecte de dégradation du patrimoineétjigoe cellulaire est la réaction des
especes activees de l'azote avec les thiols, anenkgides présents naturellement dans les
cellules. La réaction de J9; avec les amines par exemple débouche sur la flormde
nitrosamines qui sont des cancérogenes connusaréautier a cause de leur métabolisation
en alkylants électrophiles qui peuvent réagir aV&DN et induire des transitions G : A
(Marnett L. J., Burcham P. C., 1994).
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2. NO et angiogenese

Le VEGF est un des principaux médiateurs du proses&ngiogenése tumoral, et sa
cascade de signalisation peut déboucher sur le dQoge alors le réle de promoteur de
croissance des néovaisseaux, en particulier paprigwiétés sur les cellules endothéliales
(prolifération et mobilité) du NO produit par NOB, la taux basal (soit environ 10 nmol/L).
En revanche, une forte concentration de NO proguateles macrophages (>300 nmol/L) va
conduire a la phosphorylation de p53 des celluledothéliales, et donc a l'arrét de leur
prolifération. C’est par exemple le cas lors d'édiss inflammatoires importants (Roberts D.
D. et al., 2007). On peut donc constater un efteteddépendant du NO déja au niveau de
'angiogeneése.

Il est important de noter que les cellules can@&eelles-méme peuvent produire du NO

dans le but de conserver un taux basal a proxueit@ tumeur pour y « attirer » ces cellules
endothéliales et ainsi entamer un processus dssarie de néovaisseaux.

3. NO et apoptose(Fig. 47)

C’est a ce niveau que le NO exerce son role le phymrtant, mais également le plus
controversé. En effet, NO est a la fois pro- et-apoptotique, avec un effet dose dépendant
marqué et fluctuant selon son environnement redox.

Nous ne mentionnerons pas ici tous les effets eél&letdes espéces réactives de I'oxygene
et de l'azote sur 'ADN abordés précédemment, lgjetil soit évident qu’ils jouent un réle
dans la mort cellulaire.

a) NO et la mitochondrie

La production cellulaire de NO par les NOS se @@héralement dans le cytoplasme
(NOS | et 1) ou sur la face interne de la membralamique. Lorsque la diffusion de ce gaz
le permet, il arrive qu’une partie du NO ainsi pridchtteigne la mitochondrie ou il va avoir
plusieurs effets.

Nous avons déja abordé la liaison facile entre W@ &r d’un héme, et les protéines de
la mitochondrie ne font pas exception. Dans cea&tte liaison va aboutir a une inhibition de
ces enzymes servant principalement a la respiratoa la fabrication d’ATP : un afflux
important de NO dans la mitochondrie conduirait d@otentiellement a I'asphyxie de la
cellule.

De plus, NO et le peroxynitrite sont capables dbeh la SOD : ceci va conduire, a
l'intérieur de la mitochondrie, a une accumulatiespéeces radicalaires et a I'auto-entretien
de leur formation.

En paralléle de ces actions directes sur le mésmbel de la mitochondrie, le NO est
capable de procéder a I'ouverture du mégacanalchotadrial et de libérer par cette voie
certaines molécules impliqguées dans I'apoptose ahentytochrome c. Ceci débouche sur
'activation de certaines caspases, dont la casBasplii est pro-apoptotique. De plus,
'ouverture du canal déclenche une libération deiwa, ce qui va faire s’effondrer le
potentiel membranaire de la mitochondrie et dé¢tlentapoptose (Hortelano S. et al., 1997).
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Fig. 47 :_Condensé des voies d’'actions du NO dap®ftose

L'effet sur le mégacanal est dose dépendant : inegaétudes ont montré qu'a doses
physiologiques, NO inhibait cette méme ouvertune{Be P. S. et al., 2000).
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b) NO et la p53

NO conduit dans divers cas a une expression praiwgeéne suppresseur de tumeur p53,
qui sera potentiellement entretenue car le génmgieur de eNOS possede un domaine de
liaison pour p53. Cette expression résulte engdes dégats causés a I’ADN par ce radical.

Il a été montré que l'influx de p53 déclenché p& &l pour conséquence une diminution
de la production de Bcl-2, la libération de cytashe c et l'activation des caspases
(Brockhaus F., Brune B., 1999) ainsi qu'une augsort de I'expression de Bax. En
revanche, dans le cas d’'une p53 mutée, il semi@ddagproduction de NO par iNOS favorise
la prolifération cellulaire (Ambs S. et al., 1998).

c) NO et la voie PI-3 kinase / AKEig. 48)

Il est important de noter que concernant I'apopt®® joue également sur la voie PI-
3K/Akt, et ce de deux facons. Tout d’abord, cedanggerent une activité de NO sur RE--
avec ici aussi un effet dépendant de la conceatrdtslockzin S., et al., 1999). De plus, Akt
peut phosphoryler NOS Il et ainsi stimuler soniwdig catalytique (Dimmeler S. et al.,
1999). On peut donc conclure que la voie Akt peurt sur les concentrations de NO, et ainsi
utiliser cette voie pour moduler les signaux apbgtes.

d) NO et les caspasé€Kim P. K. et al., 2002)

Ici encore, NO et ses « dérivés » peuvent avoix déles dans la voie de signalisation des
caspases et en modifier les proprietés enzymatiqieedacon directe ou indirecte. Ceci
dépend en grande partie des tissus et des typadidies étudiés.

La plus grande partie des travaux justifiant urtevié€ de stimulation des caspases a été
réalisée avec des composés chimiques pouvantdidardlO, ce qui résulte en une quantité
bien supérieure a celle pouvant étre présente plogsijuement. Par exemple, sur des cellules
HL-60, l'apport de NO conduit a une augmentation l@etivité des caspases-3 pro-
apoptotiques (Yabuki M. et al., 2000). Il faut notpie I'activation des caspases par NO
conduisant & I'apoptose est indirecte, NO ne semhipias se lier a 'enzyme.

Concernant I'inhibition des caspases, il semblgum NO exerce un effet direct qui serait
un des modes d’action anti-apoptotique majeursedeadical. Utilisé seul sur des caspases
isolées, NO a déclenché une diminution voire umetimation de leur activité enzymatique
(Li J. et al., 1997) ce qui est probablement din@ 8-nitrosylation d’'un ou plusieurs acides
aminés, en particulier [I#*Cys dans le cas de la caspase-3 (Maejima Y. e2G05). Cette
nitrosylation serait fréquente avec un taux basaN@®, alors qu’une plus forte concentration
(typiguement due & iINOS) dans certaines lignédslares conduirait a la dénitrosylation par
activation d’autres enzymes de réparation (Pekt 8t al., 1996).

e) Mécanismes GMP dépendant ?

Nous avons évoqué précédemment la grande affiaitd@ pour le fer des noyaux heme,
en particulier celui des guanylates cyclases. [paumseurs types de cellules, la production de
GMPc va avoir un effet anti-apoptotique par plussetpies de signalisation dont la voie des
caspases. L'importance de la voie du GMPc dansoddutation de I'apoptose par NO a été
montrée par I'étude de modeles comportant un daftlequeur de NO et un
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Fig. 48 :_NO et la voie PI3-K / Akt
(adapté de Sheu M. L. et al., 2005)
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bloqueur/analogue de GMPc (Kim Y. M. et al., 1999 .production de GMPc va notamment
avoir une action sur la voie PI3K/Akt (Ha K. Saét 2003).

D’autres médiateurs sont néanmoins possibles egé@ntrouvés de la méme maniere
(Shen Y. H. et al., 1998). En particulier, la voe&ramide — caspase peut étre régulée par NO
(Lievremont J. P. et al., 1999) ce qui va débousheda modulation de I'apoptose induite par
le TNF-o.

4. NO etinvasion(Xie K., Huang S., 2003)

Le role de NO dans la formation des nouveaux vaiss@&voque précédemment est déja
une part de son influence dans le phénomene mstastalié au développement de la
pathologie cancéreuse, les néovaisseaux étankgaseux ». D'autre part, I'activité de NOS
Il dans les macrophages constitue un frein a lgrpssion de la pathologie, en particulier a la
formation de métastases par utilisation du systimmeunitaire lorsque cela est possible. De
méme, le NO produit par les cellules endothéliaktssuspecté avoir une action cytotoxique
sur les cellules tumorales qui se seraient échapgees la circulation sanguine, méme si les
mécanismes ne sont pas encore entierement élytidésM. et al., 1991). Il s’agirait ici de
diffusion chimique depuis la paroi endothélialegua la circulation, pour toucher les cellules
cancéreuses s'échappant dans la circulation samgHinfin, certaines études (Lala P. K.,
Orucevic A., 1998) montrent que NOS Il est fortemexprimé dans les cellules
métastasiques : un taux basal en NO semble doec jourdle dans la survenue et la survie
de ces nouveaux foyers.

Tous ces points montrent bien que NO est un médiaigalent dans les mécanismes du
cancer, et en particulier dans l'apoptose cellalaiBien que les efforts concernant
I'élucidation de toutes les voies d’action du NO & cycle cellulaire et la progression
tumorale doivent se poursuivre, il semble acquie tps effets de cette entité radicalaire
seraient doses-dépendants. Ceci conduit a penseluilisation pharmacologique de NO
dans le cas d'une pathologie cancéreuse est epalsley dans la mesure ou les doses
apportées seront bien supérieures au taux basglegtiétre promoteur de tumeurs. Dans ce
cas, une étude sur les effets antiprolifératifsorguels » ainsi qu’'une étude sur la
pharmacocinétique, si possible en cas de prisé&s&egp devront étre menées de front.
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C- INTEGRATION DANS UN CONTEXTE D’'INHIBITEUR
ENZYMATIQUE : NO ET COX

1. Intérét pharmacologigue

D’aprés les données présentées ci dessus, il appaeale concept de molécules mixtes
« inhibiteurs COX / donneurs de NO » peut en fai# éonsidéré dans différentes pathologies
et avec différents objectifs. C’est pour cetteaaigu’il est important de noter en préambule
gue ces deux entités peuvent influer 'une surttaull existe un cross-talk entre les
meétabolites produits par les enzymes NOS et COXo(Kinet al., 2004 ; Borda E. et al.,
2007) mais les résultats des études menées stwsetalk sont bien souvent contradictoires.

a) Influence de NO sur la cyclooxygénase

In vitro, il a été montré que l'inhibition sélective de iIS@ar I'aminoguanidine diminue
la quantité de NO produite sur le site inflammata@msi que celle de PGESalvemini D. et
al., 1993). Cet effet est réversible par simpletamtdde L-arginine dans le milieu de culture,
reconduisant a la production de NO ainsi qu’a ladpction de PGE ce qui suggére que la
production de cette prostaglandine est dépendaeteetle de NO. Si I'on cherche a
augmenter la production de PGEZ2, I'ajout d'un siengpdnneur de NO tel que le nitroprussiate
de sodium ou la trinitrine dans le milieu sembligcate que ce soit sur cellule entiere ou sur
enzyme recombinante (COX-1) ce qui suggere un eifett du radical sur 'enzyme sans
passer par le GMPc : NO augmenterait la formates grostaglandines par activation directe
de PGHS. En revanche, il semble que NO soit capbiminuer la formation de P&des
cellules endothéliales (Doni M. G. et al., 1988).

Au niveau moléculaire, la modification de l'act&itle la cyclooxygénase par la présence
de NO semblerait due a la liaison du radical sufelede 'hnéme du site peroxidase de
'enzyme, de facon similaire a I'activation de laagylate cyclase par NO. Cependant,
plusieurs équipes avancent d’autres explicatiomsnnee la protection de I'enzyme par
réaction de NO avec les radicaux libres pouvar gtoduits par I'activité enzymatique de
COX ou une influence allostérique de NO sur I'engyi@tamler J. S., 1994) (Fig. 49).

Sur COX-2 particulierement, NO apparait comme ayamt effet dose dépendant :
l'inhibition de la NOS résultant en I'absence dextdasal en NO dans le milieu, tout comme
'ajout en doses contrélées (largement supérieares taux basal) ont conduit a une nette
diminution de l'activité de I'enzyme (Stadler J.akt, 1991). Ces observatioimsvitro ont été
confirmées sur plusieurs modéles de lI'inflammatiowivo (Sautebin L. et al., 1995a et b).

b) Influence des prostanoides sur les voies de sggt@in du NO

Ici encore, les données sont assez vagues et dmtdiees concernant l'influence des
produits de métabolisation de la cyclooxygénaselaswascade de signalisation de I'oxyde
nitrique. Il semble néanmoins se dégager une adtbibitrice des prostaglandines sur la
INOS (Tetsuka T. et al., 1994). La raison invogestle plus souvent une modulation de la
NOS par 'AMPc (Mullet D. et al., 1997 ; Galea E Feinstein D. L., 1999) (Fig. 50).
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En parallele de 'action des prostanoides sur la smnalisation de NO, il est intéressant de
rappeler que l'autre voie de métabolisation deidl@carachidonique (par la lipoxygénase)
conduit a des métabolites exercant également umenagur cette cascade de signalisation
(Hashimoto T. et al., 2003).

c) Inhibiteurs de cyclooxygénase, donneurs de NO agdtus gastro-
intestinal

Dans un premier temps et suite aux effets secaxlamportants des AINS sur le TG, la
recherche s’est orientée vers l'adjonction d’'un posg& permettant de pallier ces effets
néfastes (Fig. 51). Les larges études menéesssurddeles animaux portant sur la protection
des muqueuses du TGl lors de I'administration dapmsés mixtes donneurs de NO / AINS
(NO-AINS) ont montré que bien que les propriétég-imflammatoires soient conservées,
'apparition d’'ulceres est retardée voire inexiggarCeci est dd au réle que peut jouer NO
dans la protection de ces muqueuses, a la fois eordgulateur de la perméabilité épithéliale
et comme régulateur de I'adhésion des leucocytebdK P., McCafferty D. M., 2000). Ces
deux propriétés s’ajoutent bien sir a la propfiétélamentale de vasodilatation de NO.

Etant desprodrugs ces composés possedent une cinétigue de lib&rajio va éviter
lafflux massif de linhibiteur de COX dans l'est@m Ceci a été montré pour différentes
doses d’administration chez le rat avec des déded®Aspirine et du Naproxene et contribue
a la diminution des effets secondaires (Fioruc@t®l., 1999).

d) Utilisation dans le cancer

Les NO-AINS développés dans le cadre de la reckeodntre les effets secondaires
gastrigues des anti-inflammatoires ont vu leurréttéenouvelé aprés que des essais aient
montré leurs effets sur la prolifération de lignée#iulaires du cancer du célon (Williams J.
L. et al., 2001). En effet, bien que les effets desx entités soient connus, les résultats
obtenus laissent penser qu’une synergie d’actissteedans le cadre de cette pathologie. Par
la suite, plusieurs équipes ont pu constater goiuence de ces composés sur la prolifération
n’était pas limitée aux seuls cancers du colonsregalement a d’autres lignées cellulaires
telles que celles issues de cancers du pancréda, mtestate, du poumon et de la langue
(Kashfi K. et al., 2002) ; certains composés domele NO étant plus de 10 fois plus actifs
gue leur équivalent dépourvu du radical.

Ces données expérimentales, en plus des hypotpeassacologiques, montrent I'intérét
gue le développement de ce type de thérapie peétiralans le traitement de différents
cancers.

2. Les inhibiteurs de cyclooxygénase / donneurs de NAGu CINOD
(COX-Inhibiting Nitric Oxide Donor)

Comme nous l'avons reporté dans la partie du ménu#diée a la cyclooxygénase, cette
enzyme présente deux isoformes d'intérét pharmgmple. Les effets secondaires d’'une
inhibition non sélective de COX par les AINS cortidiuides effets secondaires importants,
dont la diminution a été le souci de la recherameiaflammatoire pendant longtemps. Une
des méthodes envisagées a été l'obtention d'urectsdlé COX-2, qui a présenté ses
avantages et ses inconvénients ; une autre méthétkel’ajout d’'une seconde entité
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pharmacologiqguement active a I'AINS (ou a l'inhéit sélectif COX-2) aboutissant & une
molécule de typgrodrug Dans cette optique, le monoxyde d’azote a semiéile départ
intéressant pour la protection de la muqueuseigastpendant la prise d’AINS. Ensuite, la
recherche contre le cancer a pu s’apercevoir dgriargie d’action entre 'inhibition de COX
et la libération de NO sur la croissance tumortkresi se joindre a la recherche d’inhibiteurs
sélectifs COX-2 / donneurs de NO.

a) Association AINS et NO

(c) NO-AINS : développemer(Fig. 52)

Les premiers développements de ces composeés osisieorn la fonctionnalisation des
inhibiteurs de COX les plus connus, tels que I'aspj le diclofénac et le naproxéene, par des
groupements chimiques capables de libérer du NOddhors de la différence structurale
évidente qu’entraine cette modulation, une des igresm modifications constatée entre le
composeé parent et celui modulé est la differences ¢lpharmacocinétique : en effet, comme
ces molécules nécessitent une ou plusieurs étapaséthbolisation, on peut constater un
délai dans l'apparition du pic de concentratiorsplatique. Ceci va participer a la différence
d’'activité (Wallace J. L. et al.,, 2002) en partieuldans la protection de la muqueuse
gastrique. Encore maintenant, 'immense majorit mteduits issus de cette recherche est au
stade de I'évaluation clinique.

Avanceée des
Type de composé mixte Inconvénients recherches et essais Références
dans I'inflammation

. Naproxcinod en phas Schhnitzer T. etal.,
Effets a long terme non 3 : HCT1026 en phas 68" ACR/ARHP

prouves > Annual Scientific
Meeting, 2004

AINS avec nitrosothiol Composés instables Prédlieiq Ban(;zi\razggog.K. et

MW

AINS avec ester nitrique|

Effets secondaires des Préclinique Lolli M.L. et al.,

AINS et furoxanes f 5 éval
uroxanes a évaluer 2001

Libération spontanée in

dia?tlal:l\ﬁjg\é?glate vivo de NO, effets Précliniaue Velasquez C. et al.,
(NONOates) secondaires des diazenium q 2007
a évaluer

"Les avantages et les inconvénients respectifs mesgments donneurs de NO seront exposés en détail
dans le chapitre présentant la conception de nogcodes.

Deux études cliniques de phase | ont pu d’oresgt donfirmer que les NO-AINS (le
NO-Aspirine et le Naproxcinod) (Fiorucci S. et &Q03 ; Hawkey C. J. et al., 2003) étaient
dénués d’effets gastriques, voire méme dotés dfien gastroprotecteur malgré la conversion
guasi-totale de lprodrugen AINS.

En phase I, dans le cadre du traitement de I'bethfa comparaison Naproxcinod et
Naproxene n’a montré aucune différence dans leetr&int de la pathologie. En revanche, le
composé pourvu d'un groupement donneur de NO @&ricbre épargné le tractus gastro-
intestinal (Lohmander L. S. et al., 2005). Ceciuacpnduire le Naprox-CINOD en phase llI,
ou ses effets sur les systemes cardiovasculammat sont évalués (Drugs R&D, 2006). Les
premiers résultats tendent a montrer un certaet bffpotenseur du composé 2 heures apres
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Naproxcinod (HCT 3012)

NO-Aspirine (NCX 4016)

NO-Flurbiprofen
(HCT 1026)

NO-NO-ibuproféne Ibuproféne-furoxane

Fig. 52 :_ Exemples de NO-AINS en développement
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la prise, résultat auquel on pouvait s'attendrewades propriétés du NO (Lohmander L. S. et
al., 2005). Au niveau rénal, aucune vasodilatati@n devrait étre constatée aux doses
efficaces, la concentration dans cet organe dduegiguement étre tres faible (Huledal G. et
al., 2005). De méme, au niveau analgésique, urde éyu confirmer I'efficacité du composé

fonctionnalisé (Schnitzer T. J. et al., 20005).

(d) NO-AINS et cancer

Les AINS donneurs de NO ont montré un certain gakedans la chimioprévention du
cancer. Leurs effets en chimiothérapie sur deségrcellulaires de plusieurs cancers (célon,
prostate, poumon, pancréas, langue) ont été mo(Kigshfi K. et al., 2002 ; Rigas B et
Kashfi K., 2004).

Une étude plus poussée a été réalisée sur 'asmlidnneur de NO (NO-ASA) (Kashfi K.,
Rigas B., 2005a).

X Veqeay

Aspirine : Cky (LNCaP) = 4825uM NO-Aspirine : Cky (LNCaP) = 0,uM
LNCaP : cellules cancéreuses prostatiques hormopeaedantes

Ce composé mixte a montré des propriétés antifpratives sur des lignées cellulaires du
cancer du colon, pancréas, prostate, poumon, peauet sur la leucémie, de I'ordre de 6000
fois plus importantes que celles de I'aspirine se@es effets sont dus a l'influence du
composé sur plusieurs aspects du cancer :

- progression tumorale : ce compose inhibe la pralifén cellulaire, induit I'apoptose,

et bloque le cycle cellulaire a la transition 1S

- signalisation cellulaire : en inhibant I'activatiale NFB, et I'expression de NOS Il

(Fig. 48).

Tout ceci revient a cumuler, sur le plan de laiff@tion aussi bien que sur celui de
'angiogenese, les aspects bénéfiqgues des deuypgrmnts composant la molécule dans la
pathologie qui nous intéresse (Parinandi N. L.1.e2&07) : expérimentalement, on démontre
un fort potentiel pour de futurs NO-AINS dans lancioprévention et la chimiothérapie du
cancer, en particulier celui de la prostate (Hugu&net al., 2004).

Il existe toutefois une polémique importante conaat ce type de composé, polémique se
basant principalement sur des études pousséedadda@haque entité chimique composant
ces aspirines donneurs de NO. En effet, plusieutsligations présentent des résultats
opposeés, et suggerent des raisons différentes lamtivité anti-proliférative exacerbée du
composé mixteersug’aspirine :
- voie difféerente de la voie COX-2 (Kashfi K., RigBs, 2005b ; Hulsman N. et al,
2007)

- role prédominant de I'espaceur, qui serait un pmactif en lui-méme (Kashfi K.,
Rigas B., 2007) par métabolisation en dérivé deane, générateur de radicaux libres
en milieu biologique.

132



Dans ce contexte, il est évident qu’exemplifierdesposés afin de disposer d’'un champ
d’étude plus large, et ainsi recouper des résufiagsitifs comme positifs, est primordial pour
la bonne compréhension de I'intérét des NO-AINSsdarpathologie cancéreuse.

b) Sélectivité COX-2 et donneur de NEg. 53)

Le Rofécoxib a été le premier inhibiteur sélect®XG2 a étre doté d'un groupement
donneur de NO. Apres de bons résultats (Engeliardf. et al., 2006), le contexte (la
mauvaise presse des Coxibs) a contraint les équipeaillant sur le sujet a arréter les
recherches et a abandonner les évaluations clmigunecours. Cependant, ces composes
semblent prometteurs et certaines équipes contingéentreprendre la synthése et
I'évaluation de certains dérivés, principalementaea au stade deit’ vitro / modéle animal,
certains possédant des groupements donneurs deotdenrs (del Grosso E. et al., 2005 ;
Velazquez C. et al., 2005). Il est envisageable lgueasodilatation que ce type de produits
entraine contrebalancerait les risques thrombdigg@upconnés des inhibiteurs sélectifs
COX-2.

Il faut noter qu’au cours de la derniére année ateertravail, ce type de composés a fait
'objet d’'un nombre important de publications, caei gqnontre I'espoir suscité par leurs
applications dont les plus importantes (Abdell&tifet al., 2008 ; Wey S. J. et al., 2007 ;
Chegaev K. et al., 2007) montrent la validité docapt dans le cadre de la conception d’anti-
inflammatoires dénués d’effets secondaires.
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Dérivé sélectif COX-2 / Donneur de
NO de I'indométhacine
(Wey S.-J. et al., 2007)

Fig. 53 :_Principaux inhibiteurs sélectifs COX-2 doarsede NO
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D- CONCEPTION DE COMPOSES ORIGINAUX
INHIBITEURS DE CYCLOOXYGENASE DONNEURS DE NO

L'objectif de ces travaux consiste donc en la cptioa, la synthése et I'étude de
molécules mixtes possédant deux parties fonctites)efune inhibitrice de COX et l'autre
donneuse de NO. Il est nécessaire d’envisager uel me composés important rendant
possible a la fois I'étude de chacun de ces paraméate maniere la plus indépendante
possible et d’évaluer leurs effets synergiques. desx parties « efficaces » de la molécule
sont connectées par une liaison chimique appefsgcesr qui préserve la structure de base et
I'activité de l'inhibiteur COX. Ceci conduit a umeolécule tripartite du type :

Inhibiteur Donneur
Espaceur de NO

Une structure de type mixte apporte plusieurs aga# notables observables des les
premiers tests pharmacologiques. Il est ainsi ptessie tester les deux activités biologiques
simultanément a des doses voisines, et d'étudier éwentuelle synergie. De la méme
maniere, ceci rend I'étude des effets secondaitesfacile en la limitant a un seul composé.
De plus, lors des essais cliniques, I'approche el'onmolécule mixte apporte un confort certain
pour les patients en diminuant la quantité de naédents a prendre lors de chimiothérapies
déja lourdes.

Nous nous sommes basés sur les squelettes inintbiteda COX que nous avons abordés
dans les parties précédentes, en tentant de leglenqgubur obtenir un composé final capable
d’étre métabolisé et de libérer ses deux entitésemcque sont I'inhibiteur COX et le NO,
tout en optant pour un espaceur le plus inactisipes au point de vue biologique. Il est
important également dés cette étape de conceponisager les méthodes pour I'évaluation
pharmacologiques, lgsrodrugs nécessitant souvent des procédures spécifiquesiidiede
métabolisation.

Afin d’orienter nos synthéses, nous avons soigmeasé relevé dans la littérature les
différents groupements donneurs de NO et les difitdrespaceurs utilisés pour en connaitre
les principaux avantages et inconvénients. Cetbeleéfpréalable a également inclus les
moyens (techniques analytiques, enzymatiques...) spedisables pour suivre la
métabolisation nécessaire des composés mixtesésigith

1. Les différents donneurs de NO

Il existe plusieurs groupements chimiques capatiéebbérer soit spontanément du NO,
soit aprés une réaction chimique pouvant se preduvitro / in vivo(Wang P. G. et al, 2002)
soit aprés une dégradation spontanée en solution.

De par sa forme gazeuse instable, le traitemenkepgaz NO n’est pas utilisé en dehors
d’'une hypertension localisée aux bronches (Gr#fih. J., Evans T. W., 2005) et chez les
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nouveaux nés dans certains cas (Greenough A., 200@yrand probléme est ici le temps de
demi-vie du radical (quelques secondes) qui remdusitisation par inhalation impossible au
dela de la circulation sanguine des bronches. @ast cette raison que des donneurs de NO
chimiques, dont le principe est de stabiliser thaa dans le temps, ont été développés.

a) Complexation du NO

Le meilleur exemple de complexation de NO a viéé€eapeutique est le nitroprussiate de
sodium (SNP) :

(o]
“
N, | =N
2 Na* — /.,Fen‘/
 d \\%

N
"

N

Ce complexe d’'un ion ferreux avec 5 G un NO nécessite une réaction de réduction
avant de pouvoir libérer le NO, réaction qui seodé& généralement avec un thiol avoisinant
le site d’action (Bates J. N. et al., 1991 ; GrdassD'Angelo S., 2005), ou qui peut également
résulter d'une action de la lumiére (Harrison D, Bates J. N., 1993). Bien que la libération
de NO entraine celle de cyanure avec ce compokg;ccest trés rapidement pris en charge
par le systeme enzymatique et éliminé. De plu§N® est efficace a des doses ou CN n’est
en aucun cas un probléeme.

Ce produit n'est généralement utilisé qu’en millespitalier pour contréler une hyper
constriction artérielle en application locale. Eavanche son utilisation est quasi-universelle
dans les laboratoires, ou il fait figure de vasatdileur de référence pour les expérienges
vitro etex vivo

b) Groupement nitrooxy

C’est ce type de produit qui fut I'un des premigtitisés dans les cas d’hypertension, avec
la triglycérine ou trinitrine :

R/O\w//o

o

N ONO
aussi noté R” 2

Il est évident que la libération de NO doit paspar des étapes de métabolisation
enzymatiques avant d'étre compléte (Torfgard K. Ahlner J., 1994). Prenons ici pour
exemple la métabolisation d’'un groupement esteiqoi de la trinitrine :

\\ + -
N—O

/ -

O Estérases /O Cytochromes e
-_— - + —_— O=N
O,NO 0=N
\Y

ONO, o

On note qu’elle se fait en deux étapes : I'acties dstérases sur une liaison oxygene —
carbone permettant la libération de ONQ@uis la prise en charge de cet anion par des
cytochromes avec formation de NO°. Lors des esphmmacologiques, il sera donc
nécessaire de s’assurer que les deux équipemenysnatigues sont présents. |l n'est
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cependant pas encore connu de sous-groupes diesténa de cytochromes responsables
particulierement de la métabolisation d’estersiques : il est possible que certains soient
intra- et d’autres extra-membranaires. On peutes@pque 'encombrement autour des esters
nitriques a une influence non négligeable sur tesge de métabolisation du groupement, qui
est généralement d’'une cinétique acceptable emyatatogie (quelques heures).

Le principal inconvénient des esters nitriques cemiionneurs de NO est le
développement d’'une accoutumance, dans le cadre ditilisation comme vasodilatateur,
due a la diminution de la quantité de thiols a dssion sur le site de libération du NO, ces
thiols participant au mécanisme d’action (Ignarrall, 2002). Cette accoutumance peut étre
résolue par des pauses de fréquences variables lgamnaitement, ce qui peut étre un
probleme dans le cas d’hypertension chronique.dde® nature de « triple donneur » a temps
de demi-vie trés court (15 minutes environ), cédtérance est bien plus marquée chez les
patients utilisant de la Trinitrine. L’augmentatidas doses n’est pas une solution, les autres
effets des donneurs de NO n’étant peu ou pas teymdrécette accoutumance.

Comme nous l'avons vu dans les parties précéderieesst, un groupement fréquent dans
la conception de molécules hybrides.

c) Groupement sydnonimine

Le zwiterrion suivant, présent sous deux formesoméses, est I'entité active des
donneurs de NO fonctionnalisés par la sydnonimine :

NH NH™

(6]
{ .
N

+ N\
N
H H

/ZI =0

Lors de la prise de composés médicamenteux teldagMmlsidomine, la métabolisation
hépatique conduit a I'intermédiaire suivant qui estfait le véritable donneur de NO, la
Molsidomine étant unprodrug:

o/ﬁ o
L =
1 — N
N— 0, Il NH,
O \___ N
0
Molsidomine 3-morpholino-sydnonimine (SIN-1)

Une fois cet intermédiaire obtenu, il doit passartpois étapes avant de pouvoir aboutir a
'oxyde nitrique (Singh R. J. et al., 1999): hyls®e enzymatique, oxydation et enfin
décomposition spontanée.

Un important inconvénient de ce type de donneulN@eest la possibilité de synthéese
d’autres composés a partir de SIN-1 tels que la#eas et nitrates, mais surtout les ions
peroxydes connus depuis longtemps (Feelisch M.,e1389). En plus des dommages directs
aux cellules, ceci va perturber les voies de sigadbn directes de NO. La faible
concentration de Ocirculant dans le corps limite toutefois cette rédualité, qui peut étre
problématique dans les cas d’ischémie/reperfusidm.plus, les réactions permettant de
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libérer du NO a partir de SIN-1 peuvent potentielat se dérouler en solution, ce qui rend la
synthese et la conservation de ce type de moléifiale.

d) Groupement nitrosothiol (SNO)

Cette fonction donneuse de NO est basée sur $aiaiovalente entre le NO et un atome
de soufre, comme on peut le voir dans des moléceilles que le SNAP :

(e}

HN SNO
N

HO
Groupement nitrosothiol o

S-Nitroso-N-acétylpénicillamine (SNAP)

L'activité de ce type de composés est grandemdhieimcée par leur environnement
biologique et chimique. Il existe plusieurs mécaras d’action pour libérer le NO a partir
d’un nitrosothiol, mais le plus répandu semble &rkbération en premier lieu de N@Zai
A. et al., 1999) par une chimie relativement comelévoir la revue de Al-Sa’doni H., Ferro
A., 2000a). Cette libération peut étre causée parambre important de facteurs, que ce soit
la lumiere, la chaleur, la complexation avec desaméde transition, la réaction avec des
thiols, et bien évidemment, la réaction avec déifés enzymes. Ceci est en fait le plus grand
avantage de SNO: la multitude de voies de libgmatdu principe actif induit une
accoutumance bien plus faible qu'avec des compéesgjue les esters nitriques (Miller M.
R. et al., 2000). Il faut noter également que li&osothiols sont de tres bons antiagrégants
plaguettaires a des doses extrémement faiblesdliieBA. J. et al., 1994).

Malgré ces avantages, les SNO n’ont pas encorglitagions cliniques et restent pour le
moment des outils pharmacologiqui@esvitro et in vivo, tout en présentant des résultats
prometteurs, dans les modéles animaux, pour lémloglies cardiovasculaires « classiques »
type angine de poitrine et hypertension ainsi gaasdla prévention de I'athérosclérose
(Krieger M. H. et al., 2006) et la neuroprotect{®auhala P. et al., 2005).

La recherche actuelle sur ce type de composégltadt leur étude dans le cadre d’'une
utilisation clinique, en particulier en s’intéressa différentes formes de libération contrblée.
On peut citer ici une forme de libération rapide support de polyéthylene (Katsumi H. et al.,
2005), ou encore lincorporation de nitrosothiolsliatérieur de couches de polymeres
permettant la libération du radical NO mais pas aléses produits de dégradation (Frost M.
C. et al., 2005).

e) Groupement diazenium diolate (NONOates)
Un des premiers composes décrits portant cetteifonest le diéthylamine NONOate

(DEA/NO) (Drago R. S., Paulik F. E., 1960) qui est adduit formé par la DEA et 2
équivalents de NO :
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Diéthylamine NONOate (DEA/NO)

Il est relativement aisé de diversifier les struesuportant la fonction NONOate, la
réaction y conduisant se faisant par condensagodiaate [N(ON=O] sur un nucléophile,
typiguement une amine primaire ou secondaire.

La décomposition des NONOates est spontanée a pingerature physiologique, et sa
cinétique dépend de la structure de I'amine portarfonction réactive (Hrabie J. A et al.,
1993), ce qui a conduit a la synthése d’une imptetaollection de NONOates dont les temps
de demi-vie varient de quelques secondes a plssieures (Morley D., Keefer L. K., 1993).

Un des avantages de cette classe de composésdstlipération de NO se fait avec une
cinétique de premier ordre sans nécessiter deiogdashzymatique, ce qui rend la vitesse de
libération facilement prévisible (Kavdia M., Lewis S., 2003) tout en évitant une partie des
phénomenes d’accoutumance. La corrélation entreXpérienced vitro et les applications
in vivode ce type de composé est ainsi plus prévisible.

A I'heure actuelle, les NONOates n’ont pas d’udéitisn pharmacologique approuvée chez
lhomme malgré des résultats prometteurs sur diff(r modeles de troubles
cardiovasculaires (Pluta R. M. et al.,, 1997 ; Mild. R. et al., 2004). Des études de
vectorisation chimique et physique similaires desekeffectuées sur les nitrosothiols sont
également en cours sur ces composés (Mowery Kt &.,&2000).

f) Groupement furoxane

p' o CN
R' +
N, -
_ \O O/\(gNi_o
=~/ N—gd
N OCOCH,

Fonction furoxane Exemple d'Aspirine-Furoxane

Le groupement furoxane intéresse les chimistes isigf® nombreuses années, mais la
complexité de sa chimie a rendu son utilisationlpariologistes assez rare jusqu’a présent
(Gasco A. et al., 2005). Cependant, et dans leegtmrécent de recherche de NO-AINS plus
efficaces, certains composés sont synthétiséséeepient un certain intérét, que ce soit des
dérivés de I'aspirine (Turnbull C. M. et al., 20@8) encore des dérivés d’inhibiteurs COX-2
(del Grosso E. et al., 2005). Le principal obstaclse utilisation plus large des furoxanes est
le grand manque d’informations concernant leur cantigonent en milieu biologique, qui
suscite actuellement un certain nombre de recheré¢hsemble cependant qu’un équipement
enzymatique important soit nécessaire a la libématie NO, et que le furoxane soit stable en
milieu aqueux tamponné (Turnbull C. M. et al., 2006

g) Utilisation de I'ester nitrique dans le cadre desrgynthéses
Aprés avoir fait le bilan des différents groupensecdpables, en condition physiologique,

de libérer un ou plusieurs équivalents de NO, rexans choisi de nous orienter vers les
esters nitriques. Chimiquement, plusieurs voiesyighése sont possibles pour obtenir cette
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fonction, ce qui permet de modifier suffisammerg tnditions opératoires pour pouvoir
moduler des structures assez disparates en éutamombre trop important de réactions
secondaires.

Mais ce sont surtout les perspectives biologigueisngus paraissent attrayantes : un
temps de demi-vie modulable par encombrement, Issipitité de modifier le nombre
d’équivalents relargués, et surtout les multiplesssibilités de suivre la cinétique de
meétabolisation. En effet, cette métabolisationasieein deux étapes qui permettent chacune de
suivre la progression de la libération des prirgipetifs. Dans le cadre de notre étude, nous
nous sommes également penchés sur cette libédgmprincipes actifs (donc de I'inhibiteur
de cyclooxygénase et du NO).

(e) Cinétigue de libération de l'inhibiteur de cyclogénase

En milieu biologique, une analyse quantitative treéanent simple & mettre en place et
permettant une bonne reproductibilité avec un fonoement en routine est la
chromatographie liquide haute performance (CLHRyudNallons donc synthétiser a la fois
l'inhibiteur COX donneur de NO et l'inhibiteur COR¢l qu’il doit se retrouver aprées clivage
du groupement portant le NO, afin de disposer diéfiérence pour pouvoir ensuite estimer
les quantités relarguées en plus du pourcentagmatabolisation. Ce type d’analyse est
réalisable a la fois en milieu sanguin et en mitieLculture cellulaire.

(H Cinétique de métabolisation de 'ester nitrique

La libération de NO a partir de I'ester nitriguespa par deux étapes. Pour chacune, il
existe plusieurs moyens de mesurer la vitesseggenfquantitative ou non, destructrice ou
non) de la métabolisation.

- Libération des nitrates et nitrites

Lors de la métabolisation, la production deNgeut conduire a la génération de Nén
solution (les deux pouvant étre pris en chargdgsmcytochromes pour donner NO), et il est
donc nécessaire pour étre précis de mesurer latfib@ de ces deux entités simultanément.
Une méthode classique pour y arriver est la méthamésreiss qui est en fait un dosage
colorimétrique (virant au rouge) de la présencee ions (Young D. V. et al., 2005). En
milieu « chimique » simple type solution aqueusestcune excellente méthode pour accéder
aux informations concernant l'action des estéram@sl|’ester nitrique. Néanmoins, nous
n’utiliserons pas cette méthode car elle ne pepastd’accéder a la cinétique de formation
des produits actifs, nécessite de sacrifier leemiti’incubation pour effectuer les mesures, et
enfin l'utilisation d’'un test de coloration rougeards un milieu sanguin nous parait peu
pertinente.

Il existe d’autres protocoles permettant la mesdies nitrates et nitrites circulants,
principalement colorimétriques, mais qui sont bdus adaptés a des milieux simples (type
mesure de polluant) qu’a des milieux biologiques.

- Libération du radical NO

De par sa nature, il existe plusieurs moyens deireefa libération de NO. Tout d’abord,
la spectroscopie UV / Visible permet de détectar,ym pic d’absorption caractéristique, toute
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libération de NO. Cette mesure n’est toutefois gpaamntitative, et la comparaison entre deux
mesures (par exemple dans le cas d'un suivi ciné€}iggst impossible, ce qui rend cette
méthode totalement inadéquate pour nos exigences.

Une meéthode assez spécifique et présentant déréinest « I'électrode a NO », une
électrode spécifiqgue permettant de suivre les tians de quantités de ce radical présentes en
solution aprés étalonnage (Wink D. A. et al.,, 199b)y a deux facons d’accéder a ces
données : une électrode réduisant ou oxydant leQ¥9.deux méthodes de mesure présentent
des interférences avec d’autres especes potenteriteprésentes dans le milieu biologique
comme l'acide ascorbique ou I'oxygene ce qui leslrdifficilement exploitables en milieu
sanguin.

Nous avons mentionné préecédemment que, de patwe m radical, le NO présente un
électron non apparié et a donc un spin électronigue nul. La méthode de résonance
paramagnétique électronique (RPE) permet de déteetiype de composes dans des milieux
extrémement complexes et sans interférences netaddlda température de mesure est
suffisamment basse. Dans le cas d’'un milieu sanggpendant, I'oxyde nitrique se complexe
trés facilement avec le fer présent dans I'hémeetaines protéines et change ainsi son état
de transition, ce qui va aboutir a la disparitiansignal présenté par le NO. L'utilisation de
piégeurs (« scavengers ») de radicaux libres paimetéger les radicaux formés, ce qui dans
notre cas peut permettre de conserver le signaN@usans perturbations par I'heme.
Concernant le NO, une étude détaillée (SamouilovzZieier J. L., 2002) a montré que
I'utilisation de N,N-diéthyldithiocarbamate de sonh (stabilisé par addition de dithionite)
permettait d’obtenir une complexation suffisammstatble avec le NO et visible en RPE,
pour étre utilisée en milieu biologique.

s o\ /o
\ { . s—s 2Na’
N Na // \
_/ S_ (@] O
N,N-diéthyldithiocarbamate de sodium Dithionite de sodium

Les spectres obtenus en RPE peuvent, aprées traitema&thématique, aboutir a des
équivalences de quantité de fagon reproductiblep&n donc ainsi suivre une libération.

C’est cette méthode que nous avons choisie, cplusrde permettre le suivi efficace de la
libération de NO dans le sang, elle est assez nowatlans le cadre de I'utilisation de
prodrugsdu type inhibiteurs COX / donneurs de NO.

2. Choix des espaceurs

Dans certains cas il est possible de greffer diraent un ester nitrique sur un inhibiteur
de cyclooxygénase et de retrouver un alcool aprésbuolisation par les estérases. Dans
d’autres cas, il est nécessaire d’adjoindre, ehimbibiteur de cyclooxygénase et I'ester
nitrique, un espaceur. |l existe plusieurs typessplceurs, certains étant de simples
molécules qui seront prises en charge trés rapidepa I'organisme afin d’étre éliminées
(type alcool), et d’autres plus complexes (souwdmttype peptidiqgue) nécessitant encore
plusieurs étapes de métabolisation avant d’étrels&ps.

Dans un souci de simplicité, et pour se focaliseles cibles pharmacologiques que nous
nous sommes imposeées dans le cadre de ce travhiésks nous avons choisi d’approcher les
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espaceurs comme de simples supports chimiguesqu@gient, nous avons pu séparer les
espaceurs qui nous intéressaient en deux famidsgaceurs aliphatiques et aromatiques.

a) Espaceurs aliphatiques

Dans un premier temps, nous nous sommes intérasggsespaceur de type aliphatique
possédant un nombre limité de carbones. Celuidtipiymettre un encombrement minimal,
donc favoriser la métabolisation de I'ester nitdgtout en possédant un minimum d’effets
biologiques. Un espaceur de type alcool ou di@dire semble permettre ce type d’approche
et a déja été envisagé dans d’autres composés, edendO-Naproxen ou AZD3582 et le
NO-flurbiproféne (Fig. 54) ou il a donné des réstdtintéressants. Dans le cas des profenes,
la fonction chimique pouvant étre utilisée pour liespaceur a I'entité inhibitrice de COX
peut étre un ester réalisé sur I'acide carboxylideda molécule parent : ceci a I'avantage de
permettre une métabolisation simple et relativenrapide du composé pour restituer le
proféne initial.

Concernant le NO-flurbiprofene, sur lequel reposttec approche, une étude de la
cinétique de métabolisation a été effectuée (Sa@tiet al., 1996) et a fait ressortir les points
suivants :

- 1 h d’incubation dans le sang total humain conduénviron 35 % de libération de

flurbiproféne & partir du NO-flurbiprofene ;

- 24 h dincubation sont nécessaires a la restitutdenla totalité du flurbiprofene

engageé.

Il semble donc que cette approche puisse étreuetdans la conception d’inhibiteurs
mixtes COX / donneurs de NO.

En paralléle, 'encombrement autour de I'esteriguie a, comme nous le verrons par la
suite, une influence sur sa cinétique de métahalisal semble alors intéressant de comparer
les propriétés chimiques et biologiqgues de compgséssédant des esters nitriques
« primaires » et leurs équivalents « secondaieon ce schéma :

Inhibiteur ONO, Inhibiteur ONO,
COX COX

Ester nitrique “primaire” Ester nitrique “secondaire”

Nous allons donc retenir ces deux approches etcoesparer dans les évaluations
pharmacologiques réalisées. Les espaceurs empdeyést donc les 1-nitrooxyéthane et 2-
nitrooxypropane.

L'étude sur les dérivés du naproxene donneurs de(YDing D.V. et al., 2005) et les
données récoltées concernant l'influence dose digmerde NO sur le cancer conduisent a
envisager des composés capables de donner pluéguivalents de NO, de maniéere similaire
au NMI-1182 (Fig. 54). Les résultats de cette é&atatun mettent en avant une augmentation
presque deux fois supérieure du taux de GMPc larsl'dilisation du NMI-1182 en
comparaison a celle obtenue avec I'utilisation’ €D 3582.

On peut envisager deffectuer des modulations aimes pour obtenir des doubles
donneurs de NO : on peut se baser sur des espaeetyfse glycérol, qui pourront étre
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NO-flurbiproféne

HCT-1026
z z ONO,
A O~ A O\)\/ONOZ
e L
0 0
\O \O
NO-naproxéne NO-naproxéne double donneur de NO
AZD3582 NMI - 1182

Fig. 54 : Exemples d’espaceurs aliphatiques
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modulés pour donner a la fois un ester nitriquengitie et un secondaire, ou deux esters
nitriques primaires :

ONO,
Inhibiteur ONC: Inhibiteur ONO:
COX COX
ONO,
Double donneur Double donneur de NO
de NO “primaire” “primaire + secondaire”

b) Espaceur aromatique

Dans le cas deg-carbolines, nous nous sommes intéressés a labpibésil’utiliser un
espaceur de nature aromatique, en s'inspirant al@ux effectués sur I'aspirine et ayant
conduit a plusieurs composés dont certains sordtete clinigue dans le cancer du célon
comme la série des NCX (Fig. 55).

La différence dans ces espaceurs réside dans i@opade I'ester nitrique : ortho (NCX
4060), méta (NCX 4016) ou para (NCX 4040). Les égnsnces de ces variations ont fait
'objet de deux publications, une concernant legetefsur I'inhibition de la prolifération
cellulaire (Kashfi K. et Rigas B., 2005a), et ur@tant sur I'influence de I'espaceur sur la
métabolisation (Gao J. et al., 2005). Il en resqad la métabolisation la plus rapide est de
loin celle de 'isomére en para (30 minutes) deaslies des ortho (2 h) et méta (incompléete
au bout de 5 h), ce qui justifie de considérepohirie de position comme facteur influencant
fortement la cinétique de métabolisation. De phexi peut étre corrélé a l'activité de ces
molécules sur les cellules cancéreuses du colon.
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ONO

A PN

NCX 4060 NCX 4016
Clg,= 4,8uM Clg,= 500uM
o)
o)
o)\
NCX 4040
Cl,,=5,0uM

Les valeurs d'inhibition de prolifération cellulairergaléterminées a partir d’expériences sur cellules isalée
cancer du colon HT-29.

Fig. 55 :_Modulation de 'aspirine avec espaceur atque
(adapté de Kashfi K. et al., 2004)
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E- STRATEGIE DE SYNTHESE : INHIBITEURS DE COX /
DONNEURS DE NO

Nous allons présenter les stratégies de synthesalitférentes séries de produits telles
gue nous les avons abordées au laboratoire. Elgs gour la plupart, de type convergent :
ceci permet d'utiliser des synthons qui sont plasilément modifiables, et permet une
modulation plus rapide des composés. En début tegrzhe, le schéma de synthése sera
présenté et les équivalents pour les différentaggments « R » y seront explicités.

1. Synthése des espaceurs et de I'ester nitrigue

L’ester nitrigue peut étre obtenu principalement pzaction sur deux centres réactifs
différents que sont les alcools et les halogérgs;tions relativement sélectives et présentant
des conditions assez différentes pour pouvoir &rdoitées indépendamment. L'utilisation
de synthons est ici favorisée quand c’est posslalsynthese de I'ester nitrique se faisant
dans des conditions soit trés dures (sur un aleoil)modérément dures (sur un halogene).

a) Synthese d’un ester nitrique a partir d’un alcool

HNO, + 2H,SO, NO,> + HO* + 2HSO,

AR Pof
Br\)\ H 4 +=Q Bl’\)\ N -
o) g — o7 Yo
) "
'R
'R

]

H
CH,

On commence ici par former un ion nitronium parctiéen acide — base entre I'acide
nitrique et I'acide sulfurique. Son azote électitgpkia ensuite étre le lieu privilégié pour une
attaque par un doublet de I'oxygene pour conduilester nitrique. Le risque encouru dans
ces conditions est la substitution d’'un cycle arbeou@ adjacent par un groupement nitro,
c’est pour cette raison que cette réaction selia@dipratiquement uniquement sur un synthon
simple (1-bromoéthan-2-ol ou 1-bromopropan-2-o8.réaction a lieu a froid (T =0 °C) ou a
température ambiante selon la réactivité en méieide des autres fonctions de la molécule.
Elle est quantitative et, dans ces conditions,|dhane n'a pas de caractére nucléofuge
suffisant.

Nous avons cependant rencontré a cette étape dimulth dans l'identification du
produit. En effet, bien qu’ayant visualisé en infoaige la formation d’un produit comportant
un groupement —ON£Let vérifié sa structure par RMN, celui-ci n’estat#é en LC/MS que
dans I'UV. La technique APCl(ionisation chimique a pression atmosphérique) rnenta
technique électrospray en spectrométrie de mass® pas permis d’identifier le produit
nitré, celui-ci étant probablement trop instablempee type d’analyse.
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b) Synthése d’un ester nitrique a partir d’'un halogéne

0. .0
Y
| 0
O, Ag”" H*
RoX —= R D07 Yo7t AKX
N
R = Moaitif inhibiteur de cyclooxygénase

X=Cl,Broul

Une substitution de I'halogéne par le nitrate déagest possible sans toucher la fonction
alcool. La précipitation de I'halogénure d’argent @urs de la réaction permet de déplacer
I'équilibre et explique les bons rendements. llpat@ent cependant de 'encombrement du
carbone sur lequel la substitution est effectuéndgment de 50 % pour un carbone
secondaire, 80 % pour un carbone primaire envicerqui est attendu pour une substitution
nucléophile). Les conditions opératoires sont désrsur différents composés aliphatiques
(Shan R. et al., 2004). Un reflux dans un solvamiaipe aprotique tel que l'acétonitrile
pendant plusieurs heures facilite la réaction, amiqulier dans le cas de carbones encombrés
(20 h environ de reflux dans I'acétonitrile).

c) Synthese d’'un double donneur de NO a partir d’uasragallyle

La dihalogénation d'un ester d'allyle par I'lioderpet, quant a elle, de préparer les
composés porteurs de deux esters nitriques :

R\”/o\/Olgl R\”/O

o] v
C|) 0 . Ag"
. z
N, O, (o) +
. o7 X \\H/ A9 ! > .
R o\)\/o el 0 R o) A o_ .0
\n/ ~ \”/ \/\/ \N

N -

[l - Agl i g
o o 20 %

R = Motif inhibiteur de cyclooxygénase

Nous procédons ici sur des composes « inhibite@X € déja fonctionnalisés par un
ester allylique, pour pouvoir purifier directememt produit fonctionnalisé « encombré », ce
qui est généralement plus aisé que de purifieroumposé saturée linéaire.

Il est possible d'ioder in situ car cette réactsm fait trés bien a froid, le diiode étant
introduit goutte a goutte sur le composé allyliqaeur donner tout d’abord un ion ponté
iodonium, puis le dérivé diiodé. Cet halogene étanbon groupement partant, la premiére
nitration (sur le carbone primaire) se fait quastantanément, méme a 0 °C. En revanche, la
seconde nitration (sur le carbone secondaire) isg@ltss difficlement comme nous I'avons
abordé précédemment et nécessite un chauffagéua pfndant plus de 24 h. Nous avons
ainsi pu isoler et identifier certains composés oiothés, mononitrés ainsi que dinitrés, et
ainsi justifier le mécanisme de la réaction.

Il faut noter ici que cette synthese conduit a wmpgosé présentant un carbone
asymetrique. N'ayant pas d’information sur I'ordiela réaction de substitution par le nitrate,
nous ne pouvons conclure quant a la stéréochimie.
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Ce type de réaction marche trés bien sur la plugarhos composés, mis a part le
carprofene sur lequel la réaction de l'iode donnegtand nombre de produits secondaires
ayant des caractéristiques d’élution CCM prochesjus rend leur purification impossible.

2. Synthése des profénes donneurs de NO

Ayant a disposition les profenes (kétoproféne, sigme et carproféene) commerciaux, la
principale réaction utilisée ici est I'estérificati de I'acide propionique du proféne.

a) Profenes « monodonneurs » de KKy. 56) (18, 19)
Les synthons utilisés, le 1-bromo-2-nitrooxyéthah& 1-bromo-2-nitrooxypropane, sont

relativement stables. La fonction acide carboxyiqies profenes réagit par substitution
nucléophile en milieu basique avec les dérivés Bsom

o~ Br‘) i N
R)ﬁ( \\J'))\ONOZ o )ﬁ( \)\

O  18abc
19a,b,c

Le brome étant un bon groupement partant, la gubeti par un carboxylate est possible
a température ambiante en 24 h environ, la batiséetiétant le carbonate de césium. Elle
présente un double avantage : le césium est umeemmt assez volumineux qui facilite la
formation du carboxylate, tout en piégeant cormeetet le brome. L'utilisation d’'une base
possédant OH(type soude) est déconseillée puisqu’elle pourmainer une réaction de
substitution directe de I'hydroxyle sur le carbdwemé. Le bromonitrooxyalcane est mis en
défaut, un lavage aqueux acido-basique suffit pawifier le milieu réactionnel. La réaction
présente de trés bons rendements et une bonné.puret

b) Profénes « doubles donneurs » de (¥@. 57)(22)

Une voie analogue d’obtention d’'un ester a étésatl pour obtenir les esters allyliques
des profénes, avec l'utilisation du bromure d'&lyll existe cependant une différence dans le
mécanisme, la stabilisation du carbocation formetrdzuant fortement a une substitution
d’ordre 1 :

A~ cwn

B N7 <
)ﬁ( Cs,CO,

50 %

CH,*
- \/

X
20a,b,c

Cette réaction présente de tres bons rendememspetification par chromatographie sur
gel de silice se fait facilement, les écarts deptente rétention des quelques produits obtenus
étant suffisamment différents.
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R:

Cc

18a:R:AR:H

R 18b:R:B,R':H

oH oNo,  Estérification o\)\ 18c:R:C,R':H
R Br/\( - R ONO;  19a:R:A R':CH,
° R ° 19b:R:B, R : CH,
16:R:H 19c:R:C,R:CH

17:R": CH,

Fig. 56 :_Stratégie de synthése des profénes monoedosn de NO

OH = Estérification 20a:R: A
R)W e T g I 20b:R:B
o] o 20c:R:C
Di-addition
électrophile
puis substitution
ONO, Substitution |
)ﬁ(o\)\ nucléophile )Wo\)\
R - R
o ONO, o} ONO,
22a:R:A 2la:R:A
22b:R:B 21b:R:B

Fig. 57 :_Stratéqgie de synthése des profénes doubieedirs de NO
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Ensuite, l'utilisation de diiode et de nitrate djant comme expliqué précédemment va
permettre I'obtention des doubles donneurs de Néndiils concernant le suproféne et le
kétoprofene, la réaction avec le carprofene prés¢mtop de produits secondaires.

ONO,
o
R
o} ONO,

22a.b

3. Synthese des diarylpyrazoles (DAP) donneurs de NEig. 58)

Dans la partie sur la cyclooxygénase, nous avorsune part la synthése des squelettes
type diarylpyrazoles en tant qu’archétypes d'ineibis sélectifs COX-2, et d’autre part les
voies de synthéses visant une fonction alcool adeaen position 3 de I'hnétérocycle. Nous
allons donc pouvoir fonctionnaliser ces groupemedgsmaniere a obtenir un composé
donneur de NO capable de libérer I'entité inhibérde cyclooxygénase apres métabolisation.

a) Bromation des alcools de diarylpyrazdontalbetti C., Falque V.,
2005) @3

B |

O+0 ~ 00 — OFO -
> O C

‘ 60-85 %
o
Il
P
R‘\/Br +
(R' = diarylpyrazole)
23a,b.c

Le mécanisme d’obtention supposé des dérivés brestgmésenté ci-dessus et met en jeu
la triphénylphosphine et son affinité pour le bromNeus avons obtenu lors de cette réaction
un produit secondaire que nous n'avons pas igbkst probable qu’il soit d( a la réaction de
PPh sur le proton aromatique du cycle pyrazolique.

L’obtention de ces composés bromés permet d’oblesidérivés nitrooxg4a, b, cpar la
méthode décrite préalablement et dans des conslitissez douces. Cette réaction se fait bien
car le dérivé bromé est primaire, ce qui permetaitague facile par I'ester nitrique.

b) Dérivés esters des DAP portant des donneurs de NO
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N

. . e

N N
[\ - [\ " {
NQ Bromation N Nitration «
_— _—
OH Br ONO
2
7a:R=H 23a:R=H 24a:R=H
7b: R = SQCH, 23b: R = SQCH, 24b: R = SQCH,
7c: R = SONH, 23c: R = SONH, 24c: R = SONH,
R R
Estérification
M\ - N { 25a:R=H
NS + BI'\/\ NS 2_5b R:SQCHS
ONO, 25c: R = SQNH,
T 0P o ONC:
R R
Estérification 26a:R=H
Y | T 26b: R = SOCH,
Naw + B,J AN 26c: R = SONH,
/v/
(0] OH © °©
R
N
N/\ \ 27a:R=H
27b: R = SOQCH,
27c: R=SONH
0” o oNno, T QNH,

Fig. 58 :_Stratégie de synthése des composés de iampdpgdrazole donneurs de NO
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Suite aux synthéses réalisées sur les profenes, amans choisi de nous orienter vers le
méme type de réaction sur les dérivés acides @eglmlrazole, avec les mémes conditions
opératoires légérement basiques permettant I'atagucarboxylate sur I'halogéne porté par
'espaceur. Dans le cas des dérives monodonrghad,c aussi bien que dans le cas des
dérivés doubles donneurd7a,b.c cette substitution nucléophile se fait facilemesit
proprement.

4. Synthése desy-carbolines donneurs de NO a espaceur aliphatigue

(Fig. 59)

a) Synthese du 3-(8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydropyri@pj}indol-2-
yl)propionate d’éthyl€28)

NH N
(|3 ( /—M (|) 4 o
+ B!J O/\ - = 28
N 91% N

N H

On utilise la méme méthode pour obtenir cet éthuer celle utilisée précédemment. On
utilise I'ester bromopropionique et non pas I'acm@respondant pour éviter toute réaction
conduisant a une condensation par réaction du bsaméacide. De plus, les réactifs sont
introduits en quantité stoechiométrique pour évitee réaction d’amidification. On peut donc
effectuer la réaction a une température élevéeoldrent ici de tres bons rendements, de
I'ordre de 75 %.

b) Synthese de lacide 3-(8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahyyhido[4,3-
blindol-2-yl)propionique(29)

75 % N

Iz
I

Cette saponification se fait tres bien car la séailson sensible a un milieu basique est la
liaison ester. Il suffit ensuite de concentrer Idieu réactionnel, de reprendre a I'eau et de
laver par un solvant organique pour effectuer Idfigation. L'acide carboxylique précipite
lors de la neutralisation de la phase aqueuse.
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ﬁ>/’°\/

N | N
\©:§> /\/ﬁ\ N-alkylation O\©f@ o
+ Br (o)
¥ N

N 28
N/’—>.OH .pe .
| Saponification

Substitution N T

nucléophile 5
Br/\/ONoz - HO/\/ r

Acylation

| N//>/'”°\,\
o \ o oNo cl o)
@:@ 2 T
N

\Fo 31
32 | Nf}o\’\

3_3a:R=©/ 3_3b:R=/©/ &::R;@
Cl Cl Cl

Fig. 59 :_Stratégie de synthéseydearbolines donneurs de NO
a espaceur aliphatique
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c) Synthese du 3-(5-formyl-8-méthoxy-2,3,4,5-tétrabyyido[4,3-
b]indol-2-yl-propionate de 2-nitrooxyéthy(81)

L’estérification se fait en passant par le chlordi@cide que I'on obtient par réaction sur
le chlorure de thionyle. Deux essais ont été réalisen isolant ou non le chlorure d’acide.
L’ester attendu n’a été caractérisé dans aucunddes cas. Il est possible que ces échecs
soient dus soit a la dégradation de I'ester nigjgoit a I'’hydrolyse accidentelle du chlorure
d’acide.

Apres lavage basique et séparation par chromatoigragur gel de silice, le produit
majoritaire de la réaction d’estérification a &eélé et analysé.

Le spectre IR présente les bandes caractéristiugsoupement NO ainsi que celles du
groupement C=0 de l'ester. Le spectre de RMN g@ahti correspond a la structure du
produit attendu mis a part la présence d’'un signahe valeur correspondant a un atome
d’hydrogéne porté par un carbone aldéhydique, atsénce de signal correspondant a
I’hydrogene indolique, ce que confirme I'analyse/MS. L'analyse RMN 2D de type HSQC
a confirmé la présence d’'un atome d’hydrogene paatéin carbone aldéhydique.

La substitution de I'azote « indolique » par leygement formyle devrait faire intervenir
le DMF utilisé comme solvant: une réaction ana@ffectuée dans un autre solvant
permettra de confirmer cette hypothése avant degioproposer un mécanisme réactionnel.

Cette méthode de synthése ne permet donc pas d&cae produit attendu. Il a alors été
décidé de s’orienter vers la préparation d’'un gsée&rune réaction de substitution plutét que
par une réaction d’estérification.

d) Synthese du 3-(8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydropyrideplindol-2-yl)-
propionate de 2-nitrooxyéthy(82)

| N//>-o_/—\ | N//%O\—’—\
Br
O O
D
32
N K CO;, N -
H H

76 %

On utilise ici le bromonitrooxyéthane dont la syggl a été décrite précédemment pour
réaliser I'estérification par la méthode utiliséeup les esters nitriques de profenes. Cette
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estérification a été réalisée en milieu Iégéreniasique et, aprés lavage aqueux, le produit
unique de cette réaction a été isolé avec de lmmements.

e) Synthese du 3-(5-benzoyl-8-méthoxy-2,3,4,5-tétrapyddo[4,3-
b]indol-2-yl)propionate de 2-nitrooxyéthyéd ses dérivé38)

| N//%O\/\ | N//>,O\_’_\
O o 0. o
NH N
%
R

| { e
ot
3;©/ N\ ONO,
cl N
cl >:o
R
X
Cl Cl
Ces composeés seront obtenus par I'utilisation dimglde sodium suivie d’une acylation
par des chlorures de benzoyle substitués.
Les essais réalisés pour le moment sur les fatplastités d’estersbtenus ont conduit a
des mélanges de plusieurs composés en quantitésvalégies. Une diminution de

température ou l'utilisation d’'un autre solvant sdas parametres qui pourraient permettre de
favoriser la seule réaction de benzoylation attendu

(98]

(98]

5. Synthése desgy-carbolines donneurs de NO a espaceur aromatiqgue
(Fig. 60)

Le schéma général de cette synthése comporte @sétgpi sont détaillées ci-apres.
L’option prise d’utiliser un schéma de synthesetygee convergent plutét qu’'un schéma de
synthése linéaire (avec tout d’abord la N-alkylatipuis substitution sur le motif méthoxy-
carboline alkylé) résulte d’essais préliminaires &ffet, les produits formés lors de la
réaction de N-alkylation risquent d’étre plus nombx, et la possibilité de double substitution
(deux motifs méthoxy-carboline substituant la chaine propyle) est aceen

a) Synthese du 3-(3-chloropropyloxy)benzaldéh(@de

r/_\HO cl 0
Npo K,CO, NN Xo
B " ot _
90 % 34

Cette substitution nucléophile fait intervenir f@ité de I'hnydrogéene phénolique du 3-
hydroxybenzaldéhyde et s’effectue sur le brome-8uoino-3-chloropropane. Le bromure
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Fig. 60 :_Stratégie de synthéseydearbolines donneurs de NO a
espaceur aromatigue
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étant un meilleur groupement partant, la réactienfast dissymétriquement. Le chlorure
interviendra dans I'étape suivante de N-alkylation.
L’exces de 3-hydroxybenzaldéhyde est éliminé parlaeages successifs a la saude

b) Synthése du 3-[3-(8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydro-yHeo[4,3-
b]indol-2-yl)propyloxybenzaldéhydé}5)

H
N
(L \ /:Rb/\/o @f@
KCO
¥ =

20 %

L’alkylation de la carbolingar le dérivé chloré s’effectue par le centre nyalhéle qu’est
'amine secondaire. On utilise ,RO;, base assez faible, pour favoriser une réaction
chimiosélective.

La méthoxyy-carboline est soluble uniquement dans le DMF,useend l'isolement plus
difficile car ce solvant est plus difficile a élingr. Nous avons réalisé de nombreux essais
dans d'autres solvants plus ou moins polaires contiagtonitrile, le toluene ou le
dichlorométhane, sans succes, en raison d’un matwaelubilité de la carboline.

Le rendement est assez faible car il se forme wdysr secondaire de masse molaire
supérieure de 44 a celle du produit attendu. Caxcespond a la masse d’'un motif O-C=0.
Nous avons donc envisagé la formation du carbamates analyse des spectres IR et de
RMN, mais sans pouvoir le justifier. Il est égalengossible que soit impliquée I'attaque par
I'amine sur le carbone aldéhydiqgai est également un centre électro-attracteur.

c) Synthese du {3-[3-(8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydrogeo[4,3-
blindol-2-yl)propyloxy]phényl}méthangB6)

| N//O> NBH
¢} al
\
" 35

La réduction d’'un aldéhyde par un hydrure (NaBptut se faire dans un solvant polaire
anhydre tel que le THF fraichement distillé ou ead@thanol. L’alcool primaire en résultant
est obtenu avec un tres bon rendement.

Des essais préalables ont été réalisés pour réblalidéhyde par la voie classique de
I'hydrogénation catalytique sur palladium / charbt®fo. lls ont conduit & I'alcool, non
seulement avec un rendement moindre, mais égaleev&at un temps de réaction plus
important (72 heures contre 1 heure pour la rédngiar I'hydrure).

d) Synthese du 8-méthoxy-2-(3-{3-[(nitrooxy)méthylmhé/}propyl)-
2,3,4,5-tétrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indol8)

| ﬁ? | L)
O o (o]
—_—
N N
"o Ho 38
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La nitration d’'un alcool par I'acide nitrique esédtite dans la littérature (Rigas B.,
Williams J. L., 2002) avec de tres bons rendemdddsis notre cas, plusieurs essais ont éte
réalisés.

Le premier a été réaliseé a -10°C. Apres une heure r@hction, I'analyse par
chromatographie LC/MS a identifié des composés dssm M+46 et M+92 g.miblpar
rapport au composé mononitré attendu. Ceci pewpkpier par la nitration du cycle
aromatique dans une réaction de substitution élglele. A une température plus basse, -
20°C, les produits obtenus sont similaires a céagrus a —10°C.

Cette voie de synthése amenant a la formation ddupis secondaires difficilement
purifiables, il a été envisagé de former le déhéoré pour ensuite effectuer la substitution
par le nitrate d’argent. Ces conditions sont dowinsifavorables a la formation de produits
secondaires résultant de la nitration du cycle ataue.

e) Synthese du 2-[3-(3-chlorométhylphénoxy)propyl]-@mxy-
2,3,4,5-tétrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indol7)

| Nﬁ} | N//>
o) 0, o) o]
36 37

La chloration de l'alcool par le chlorure de thiypeut se faire, méme a faible
température. Dans ce cas, hous n’avons pu isof@obkuit attendu dont la présence en fin de
réaction a néanmoins été vérifiée par LC/MS, ettexlitions d’accés au chlorure de benzyle
sont en cours de mise au point.

Apres purification, cette réaction serait suivie k& substitution nucléophile grace a
AgNO; afin d’obtenir le produit nitré (Sheng H. et 41997).

f) Synthése des dérivés du 5-benzoyl-8-méthoxy-2-[3-(3
nitrooxymeéthylphénoxy)-propyl]-2,3,4,5-tétrahydradg[4,3-
blindole (39)

0, o 0
© \ ONO, tfaHE N\ ONO,
NH -
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L'utilisation de I'hydrure de sodium pour créerrian sur I'atome d’azote indolique
devrait favoriser I'attaquim situ du chlorure de benzoyle.

Nous n'avons pas réalisé ces réactions, la cabala départ devant étre purifieée. En
revanche, des réactions de benzoylation surydearbolines ont déja été réalisées au
laboratoire dans ces conditions. Cependant, legposés possédant un ester nitrique assez
instable n'ont pas encore été soumis a ces conditiéactionnelles et nous ne pouvons
prévoir I'issue de cette réaction. De maniére galeéla benzoylation de I'azote indolique
donne un composé trés sensible au pH : la liaigoteandolique-carbonyle est susceptible de
se cliver dés pH 9. C’est la raison pour laguetlashavons choisi d’effectuer cette réaction le
plus tard possible dans le schéma de synthese.
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F - EVALUATIONS CHIMIQUES ET
PHARMACOLOGIQUESDES COMPOSES MIXTES

1. Les Profénes

La synthése de profénes donneurs de NO a conptitwénous une premiere étape dans la
synthése de composés novateurs fonctionnels, es apportant des données essentielles
autant sur le plan chimique que pharmacologique.

Nous avons donc procédeé sur ces composés a uaalsddsts, a savoir la mesure de :

- inhibition enzymatique des deux isoformes COX-1C&X-2, sur
sang total. Les résultats sont exprimés sous faten€k, (UM) (le protocole
figure en annexe)

- taux de clivage de l'ester dans ce méme milieu iplogique a la fin
de I'incubation avec concentration initiale en mteur de 10 uM (la technique
CLHP est donnée en annexe).

- inhibition de prolifération cellulaire sur lignéeCB (issue de
meétastases osseuses du cancer de la prostatedauhstanono-indépendant).
Les résultats sont présentés sous forme de poageeutinhibition a 100 puM,
ou de Ci.

Les résultats sont présentés dans le tableau 2.
a) Evaluations sur sang total

Tout d’abord, les valeurs d’inhibition enzymatiqgabtenues pour les proféenes parents
sont conformes a celles présentées dans la littétahu niveau sub-micromolaire pour le
kétoprofene et le suproféne, et de I'ordre de 50poMr le carproféne. Ceci permet de valider
notre modeéle pour la suite du travalil.

Ensuite, si on s'intéresse au pourcentage de tibéralu proféne parent a partir des
composeés fonctionnalisés, on peut constater querdksurs obtenues sont presque toutes
supérieures a 70% (mis a part une valeur pouvanblee aberrante pour le compokgéb).
Ceci confirme que le clivage de I'espaceur portasdter nitrique par les estérases se fait
correctement, ce qui permet au proféne d’exercerastion inhibitrice. Dans la plupart des
cas cependant, on ne retrouve pas lintégralitépiene attendu. Plusieurs raisons sont
possibles : tout d’abord, le sang posséde un éougipe enzymatique important. Il est
probable que, pendant les 22 heures que dure lexpe, une partie du profene soit dégradé
par métabolisation et donc ne se retrouve pasue en fin de manipulation. Ensuite, une
marge d’erreur relativement importante est intiguse a notre protocole : le calcul d’'une
guantité aprés étalonnage dans un milieu aussi lesmgue le sang comporte une part de
variabilité conséquente. Il est également possjblé existe un effet de dose limite dans la
métabolisation : 'équipement enzymatique présansde sang ne serait pas capable de cliver
lintégralité des produits présents, et au dessuisedcertaine quantité d’esters nitriques ne
serait plus efficace. Ce type de probleme pouéiaé résolu dans un modéle plus proche de
I'in vivo, et/ou sur un temps d’expérience plus long, mathesement non compatible avec
les mesures d’inhibition enzymatique de la cyclagnase.
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(0]
o
SRR
N
I e
A C
Kétoproféne Suproféne Carprofene
T
RZ)WO\)\RS
o
Composé R R R® Inhibitionde COX-1  Inhibition de COX-2 Libération du proféne  Prolifération PC3
Clso, pM? Clso, UM? %, 10uM° (% inhibition & 100 uM)

Ketoproféne - - - 0,33 0,69 100 0

18a H A -ONG, 0,45 0,77 73 26

19a Chg A -ONG; 0,60 0,73 70 26

22a -ONO A -CH20NG; 0,58 0,74 79 21

Suproféne - - - 0,56 2,75 100 0

18b H B -ONQ: 0,58 5,80 46 7

19b CH; B -ONG, 0,57 4,56 86 13

22b -ONG B -CHONO, 0,48 2,70 73 33

Carprofene - - - 59 38 100 5
18c H C -ONG, 110 65 88 Gh=48uM
19c CH; c -ONG, 123 45 100 Gh=48uM

#Les valeurs de @ présentées sontla moyenne d’au moins quatreierpés.
PLes pourcentages de libération sont mesurés apriésiihcubation, en utilisant les mémes échamiide sang que pour l'inhibition enzymatque.
‘Moyenne de trois expériences, temps d'incubatione.

Tableau 2 ; Métabolisation et activités des dérde&s profénes
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Ces bons résultats de libération conduisent a ésé8sser a [linhibition de la
cyclooxygénase par les composés fonctionnaliségddhconstater que leurs valeurs dg Cl
d’inhibition sur les deux isoformes sont extrémemgroches de celles obtenues avec les
profénes commerciaux dans le cas du kétoprofeda stiproféne : ceci confirme a la fois la
bonne libération, et le fait que NO n’influence @asx concentrations qui nous intéressent la
cyclooxygénase exprimée. Dans le cas du carprofi@semodulations par estérification
conduisent a une baisse des capacités d’inhikdgola cyclooxygénase par un facteur 2, qu'il
parait difficile d’expliquer sans une étude méckmie poussée, a moins de prendre ici en
compte une influence de NO sur I'expression dezleme. De plus, il faut rappeler que les
valeurs de libérations sont mesurées a une coatientinitiale en donneur de NO de 10 uM
bien supérieure a la §la cause des contraintes de sensibilité de déateeticCLHP, ce qui a
probablement une influence sur la vitesse et |atiidade métabolisation possible dans le laps
de temps qui nous intéresse ici.

Enfin, il faut noter que ces expériences sont séak sur du sang vitro : on peut donc
mesurer l'influence directe de nos composés sucakcade enzymatique, mais pas leur
influence quantitative sur I'expression de ces erey. Une éventuelle synergie des fonctions
gue présentent nos molécules ne peut étre mesuegenatre protocole, alors qu’elle est
attendudn vivo dans le cadre de composés mixtes inhibiteurs deayygénase / donneurs
de NO.

b) Inhibition de la prolifération des cellules PC3

(a) Mesures effectuées aprés 72h d’incubation

Lors de nos essais de prolifération cellulaire,sn0ous sommes basés en premier lieu sur
un temps d’incubation de 72 heures, classiqueméiséuen pharmacologie cellulaire.

Lors de ces expériences, nous avons été surpris gas constater d’activité de la part du
kétoprofene ainsi que du suproféne malgré leursqié@®valeurs d’inhibition en évaluation
enzymatique, le carprofene présentant une faibtevitéc Il semble alors exclu de lier
directement inhibition de la cyclooxygénase et hition de la prolifération cellulaire. En
revanche, I'ajout d’un donneur de NO a ces molé&cpkrmet de leur conférer une certaine
activité antiproliférative, que I'on pourrait domassocier uniquement a la libération du NO.
Les Cko des dérives du carproféng8t et 19¢ fonctionnalisé semblent particulierement
intéressantes, compte tenu de la grande résistienieglignée cellulaire PC3.

La différence chimique entre un ester nitrique impire » et un ester nitrique
« secondaire » ne semble pas étre retranscriteléarativités pharmacologiques mesurées.
En revanche, les résultats obtenus avec les dodbleseurs de NO sont mitigés : en effet, le
kétoprofene double donne@Ra ne présente pas une activité supérieure a son lbguo®
monodonneufl8aou19a alors que dans le cas du suproféne cette différest significative.

Il semble alors nécessaire ici d’augmenter le nentdler molécules a disposition pour essayer
de corréler 'activité antiproliférative de nos és de proféne au nombre de groupements
ester nitrique présents sur la molécule. Ceci ptrande déterminer si I'ajout du NO a un
effet « équivalent-dépendant » ou s’il existe uafgrid aux bénéfices que nous pouvons en
tirer.

(b) Cinétique d’inhibition de prolifération cellulaire
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Si on prend en compte le temps de demi-vie de pogosés en milieu sanguin et les
résultats de prolifération cellulaire, il est légieé de se demander quels sont les effets de nos
composés a différents temps d’incubation avec édales de type PC3. Nous avons donc
cherché a connaitre I'impact de certains profenasneurs de NO sur la prolifération
cellulaire aprés 24 et 72 heures d’'incubation.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

24h d'incubation
120
100
<
‘g’ 80 1 O19a
g 60 B19b
£ 40 4 @19c
20
0 E Vv
1 10 100
Concentrations (UM)
72h d'incubation
120
100
= 80
s Mb19a
s 60 E19b
e} E19c
S 40
20
0
1 10 100
Concentrations (UM)
S

Il est alors évident que nos composés présententactivité bien plus importante si elle
est mesurée aprés 24 heures d’incubation et no®7peut alors obtenir dessgte I'ordre
de 10 uM sur notre lignée cellulaire pour un conégpie$ que |1€L9b. Ceci est probablement
da a l'activité métabolique des cellules : en efiledst probable que pendant les 24 premieres
heures d’incubation la quantité de NO présente danmilieu soit importante et donc
conduise a des effets antiprolifératifs importgraprés 72 h d’incubation, la quantité de NO
diminue de fagon importante et les cellules se temea se diviser de fagon incontrélée. I
semble finalement intéressant de se pencher siivlté desprodrugsa temps de demi-vie

court en utilisant des protocoles d’évaluationsddeée limitée afin de se rapprocher des
conditions qui seraient obtenuasvivo.

163



En plus de ces manipulations et au vu de ces atsuit aurait été intéressant de se
pencher sur I'action de nos composés administréaateére séquencée. Par exemple, I'ajout
toutes les 24 h d’une dose inférieure et le sutviadsurvie cellulaire pourraient présenter un
certain intérét.

2. Diarylpyrazoles

a) Inhibition enzymatique

Dans le chapitre concernant la cyclooxygénase, a@o8s pu présenter les premiéres
évaluations pharmacologiques de nos composeés dédwéiarylpyrazoles. Nous pouvons
donc maintenant les comparer aux résultats obtapgs ajout d’'un donneur de NO (tableau
3).

Il est tout d’abord intéressant de constater querationnalisation des alcooka,b,c en
esters nitrigueg4ab,c influe assez peu sur 'activité inhibitrice desmposés, et ce malgré
un relargage de l'alcool a partir de I'ester niiegmesurée située entre 10 et 16%. Ceci
indiquerait que les valeurs d’inhibition mesuréestsiues pour 80% aux esters nitriques, qui
posséderaient alors une activité propre (difficdetefois a estimer a cause du processus
permanent de métabolisation). Il est cependantildesgue cette libération estimée soit
faussée : en effet, les diarylpyrazoles ont un tedgrétention moyen tres proche de celui de
certains composants du sang, ce qui rend I'expioitalu chromatogramme obtenu délicate.

Les diarylpyrazoles estérifiés par une chaine iieéalkyle portant un donneur de NO
(25b,c) présentent une activité significative comparé aguivalents acides carboxyliques.
Ceci peut étre da a l'estérification, qui empéche interaction des acides avec les protéines
du sang, le composé circule alors plus facilemenpeut alors se lier a la COX, avant ou
apres clivage de la liaison ester par les estéréisest effectivement possible que I'ester ne
soit pas clivé rapidement, et qu’il présente ungacaé inhibitrice intrinseque, méme si cela
parait peu probable a cause de la forte activeéedérases dans le sang.

Les composés présentant un double donneur de N@éapwr le biais d’'une fonction
ester R7ab,c) n'ont quant a eux qu’une faible activité sur ilbl€, et les résultats semblent en
contradiction avec les autres évaluations pharmgaples. La chute d'activité peut
néanmoins étre expliquée, si on considere queelatvient trop encombré pour se lier de
facon stable et efficace a la cyclooxygénase. Rartas, I'activité mesurée ne correspondrait
gu’a la faible activité des acides résultant deédabolisation de ces composeés.

Ici encore, la mesure exacte de linteraction enteNO et I'expression de la
cyclooxygénase (en particulier COX-2) est diffid@stimer. A ce niveau, il serait intéressant
de se pencher sur le relargage des composés de faé€oise, en mettant au point une
technique permettant de I'estimer sans perturbgienmla composition du sang. Ainsi, nous
serons capables de déterminer quel est le compm#éndus mesurons l'activité, et d’en
déduire la part d’activité de chaque métabolite.

b) Inhibition de prolifération cellulaire (lignée PC3)
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R1

NN
n R2

Molecule  R1 R2 n MEoxr’t  MCoxe " coXlcox-2

Célécoxib - - - Clg=13 uM Cko=0,8 uM 16,3
7a H -CH,OH 0 69 0 0
24a H -CH,ONO; 0 75 0 0
5a H -COOH 0 44 0 0
25a H -COO(CH,);0NO; 0 41 0 0
27a H -COOCH,(CHONO;)CH,ONO, O 0 0 0
6a H COOH 1 37 0 0
7b -SO,CH3 -CH,OH 0 60 32 0,5
24b -SO,CH; -CH,ONO, 0 32 59 1,8
5b -SO,CH3 -COOH 0 56 15 0,3
25b -SO,CH; -COO(CH,),0ONO, 0 23 59 2,6
27b -SO,CH; -COOCH,(CHONO,)CH,ONO, O 0 60 n/a
7c -SO;NH; -CH,OH 0 61 90 1,5
24c -SO,;NH; -CH,ON O, 0 96 80 0,83
5c -SO;NH; -COOH 0 0 10 n/a
25¢ -SO,;NH; -COO(CH),0NO, 0 71 66 0,9
27¢c -SO;NH,; -COOCH,;(CHONO;)CH,ONO, 0 30 0 0

@Pourcentage d'inhibition & une concentration de*Mou (Ck,pour le Célécoxib)
n/a : non applicable

Tableau 3 ; Activité inhibitrice de cyclooxygénassdiérivés de diarylpyrazoles donneurs de NO
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Au vu des résultats obtenus avec les dérivés demes, nous avons dés le début opté pour
une étude cinétique de la prolifération cellulafapres 24 et 72 heures d’incubation). Les
résultats des essais menés sur nos moléculesadegifdépliant de quatriéeme de couverture)
sont présentés sous forme d’histogramme sur lafi§.

Les résultats obtenus avec les comp@seb,cne sont par reportés sur les histogrammes
car nous n‘avons observé aucune inhibition de f@maliion apres incubation avec ces
molécules. Méme le compodé, qui donne de bons résultats en inhibition enziguat ne
présente aucun signe d’activité. Par contre, lesvé@® acides5a,b,c qui possédent un
potentiel inhibiteur Iégérement plus faible, ontntré un trés léger pouvoir antiprolifératif.
Ces résultats confirment la difficulté qu’il y ata@ujours associer inhibition de COX-2 et
inhibition de la prolifération cellulaire.

Cependant, on constate immédiatement l'activitéoirgmte des donneurs de NO, voire
plus importante pour les compos&a,b,cque le Célécoxib utilisé ici comme références{Cl
~ 40 pM). On retrouve donc ici la tendance initiées |des essais sur les dérivés de profenes,
avec une forte activité induite par la libératioa NO, méme si l'effet temps est moins
marqué.

Les dérivés possedant un ester nitrique directem@sin de I'hétérocycl@4 montrent
une activité bien meilleure que les composés pasgéath espaceur attaché par une fonction
ester. Ceci peut étre expliqué par une métabalisatinoins complexe, comportant
uniguement 2 étapes pour aboutir a la libérationratlical. On sent bien ici que cette
métabolisation est la principale responsable depadiés obtenues entre les différents
composés porteurs de NO : entre la s@deet la série25, la quantité de NO pouvant
potentiellement étre libérée étant la méme, engengourtant des résultats bien différents.

Ici encore, on observe que les dérivés porteurs dloupement sulfonamide, meilleurs
inhibiteurs COX-2, semblent Iégérement moins bomsaetivité antiproliférative que leurs
homologues présentant des groupements,€8®9ou dépourvu de substituants en position
para.

Au vu des résultats, il apparait comme nécessardéedter de mieux comprendre le
mécanisme de métabolisation et de pénétration slenadécules dans la cellule, pour essayer
de mieux comprendre les disparités que les modukatchimiques engendrent dans les
résultats.

3. Cinétigues de libération de NO

Les évaluations pharmacologiques de nos composespadiculier en prolifération
cellulaire, ont révélé un effet dose dépendanugbat temps dépendant pour les composés
portant un donneur de NO. Il nous a donc sembkressant de chercher a comprendre les
mécanismes sous-jacents a la libération de NO d#fésents milieux : nous avons donc,
apres avoir évalué la décomposition chimique d’ennds composés, procédé au suivi de
cette libération par résonance paramagnétiqueréhegtie (RPE), ainsi que par relaxation de
l'aorte de rat.
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Fig. 61 :_ Evaluations d’inhibition de prolifératiaellulaire des dérivés de
diarylpyrazoles donneurs de NO aprés 24 et 72 Beligcubation

(moyenne de 3 expériences)
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a) Stabilité chimique

En premier lieu, il nous a semblé intéressant dasnpencher sur la cinétique de

décomposition d'un de nos composeés type en miimponné. Nous avons choisi la réaction
suivante :

NH NH
O\\ Ak O\\ /2
25 25
O O Q
/N \ Esterases /N \
NN ﬁ' NN
ONO, NOy OH
24c 7c

A des intervalles de temps choisis en fonction’depErience et pour la cohérence, la
guantité de composé dans chacun des milieux est mesuré par CLHP, iksant les aires
sous la courbe.

La concentration en produit initiale a été cho@si®0° M pour deux raisons : la premiére
est qu’elle est proche dessgsur enzymes ; la seconde est qu'elle est assezecfour étre
détectable par UV en CLHP.

Nous avons donc pu évaluer cette étape de métatimtisde nos composés, et les
résultats sont résumeés dans le graphique suivant :

Relargage de 7¢c_
0,35
03 403
0,25
/ 0,23

0,2 0,2
s
7 0,15
o
< 12
e
S 01
] —e— Tampon pH=7,5
c
8 0.0 —a— Milieu de culture pH=7,8
c 0,05
o
O 0,03

0,015
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Temps (h)
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On peut constater une certaine dégradation de arapasés sur les temps d’expériences
choisis (pH = 7,8 mimant la solution dans laqublégnent les cellules, et pH = 7,5 pour un
tampon mimant le sang). Cette dégradation restencigmt relativement lente et modeste.

D’autre part, ces résultats sont intéressantslggrermettent de remettre en question la
validité des évaluations pharmacologiques pouraomsposés particuliers tygeodrugs La
présence de certaines enzymes étant nécesséang, slassurer que toutes les évaluations que
nous avons ou gque nous allons effectuer sont repies/es, ou suffisamment proches des
conditionsin vivo auxquelles nos produits seraient soumis.

Concernant cet essai de libération, il faut notex gertaines hypothéses ont été émises et
gu’elles n'ont pour le moment pas été vérifiées :
- la premiére étape de métabolisation est le clidg&ester nitrique
pour libérer I'alcool, comme nous I'avons écritphaut
- la seule étape de métabolisation que nous pouvoserer pendant
la durée des mesures est la libération du NO reafdria produit de référence.

Ces deux hypotheses majeures sont réfutables. f&f) lelen que tres probable, rien ne
nous assure que la premiére réaction que subitoluji 24c est celle des estérases sur son
ester nitrique. De plus, il est vraisemblable qredmposérc, une fois libéré, subisse une
autre réaction de métabolisation qui empécheramesurer sa libération de facon totale : un
maximum de concentration serait observé, pendafingqupartie de cet alcool serait
transformé en un métabolite secondaire qui netspaai pris en compte pour la mesure de
concentration. Enfin, il est possible que le taugutant de nos composeés soit tres inférieur a
la quantité réellement disponible et que nos codpa®ient parfois piégés dans d'autres
compartiments (récepteurs, protéines plasmatiques...)

Néanmoins, ces mesures cinétiques de libérationaddrune idée de ce qu'il advient de
nos composés dans chacune de nos évaluations, rreetfEnt de mieux apprécier la
signification de nos résultats.

b) Libération de NO par RPE

La RPE permet de suivre la présence d’atomes cdergates électrons non appariés sur
leurs couches électroniques. Typiquement, un rhgigsente ce type de propriété avec un
spin non nul. Le NO, de par sa nature radicalaise donc un candidat idéal pour des études
de RPE : sa libération a partir de nos composégpeétre suivie dans le temps, et nous allons
pouvoir estimer la durée nécessaire a une métakiolisoptimale.

Le plus intéressant est de se pencher sur la détgradies composés dans le sang, qui est
le meilleur modelein vitro quand il s’agit d’approcher le devenir métaboligd@n
médicament, en particulier quand il s’agit d'upeodrug Le probléeme majeur de cette
approche est que le sang comporte des protéiressqant un noyau heme (en particulier
I’'hémoglobine) donc un ion ferreux, ce qui est des raisons pour laquelle le NO a un temps
de demi-vie aussi court (quelques secondes). Oibosont tendance a piéger les radicaux et
a les rendre silencieux en RPE. Une maniere deooomdr ce probléme est d'utiliser un
capteur de radicaux librescavengerplus efficace que le fer et permettant de coresetn
signal important. Plusieurs équipes ont travaillé Is sujet, et il nous a semblé intéressant
d’utiliser pour nos expériences le N,N-diéthyldittarbamate (Samouilov, A. et Zweier, J. L.,
2002) comme nous l'avons précisé précédemment.
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Le protocole retenu consiste en une mesure de datigs de NO libérée a partir du
composé kétoprofene mono donneur de NI@ dans le sang, et ce sur une durée de 12 h
environ, aprés avoir vérifié que le sang ne pospadeale signal propre.

Aprés accumulation des données, nous avons obtsnedurbes suivantes pour une
concentration initiale de T0M en composé :

/M

4h

6 h

T T T T T T T T T T T T T T T T T
3325 3330 3335 3340 3345 3350 3355 3360 3365
G

Le NO présente bien le triplet attendu centré a5334 Un traitement mathématique
particulier nous permet de présenter la courbeasiévd’évolution de la concentration en NO
en fonction du temps :
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On peut constater que la mesure du NO dans leunphésente son maximum autour de 6
heures d’'incubation. On peut analyser la présenae maximum de plusieurs fagons. Tout
d’abord, la libération de NO semble se faire de igranprogressive sur plusieurs heures. La
meétabolisation de nos composeés serait donc rehaéme lente dans le sang. Ensuite, apres 6
heures d’'incubation, la dégradation naturelle duglexescavenger NO prend le pas sur la
libération effective du radical

Il faut noter ici que la courbe s’organise selos daantités relatives et non pas absolues.
En effet, pour avoir acces a la quantité reell&@elibéré, il serait nécessaire de réaliser une
abaque afin d’avoir un étalon pour nos mesuresepample en utilisant du nitroprussiate de
sodium.
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En conclusion, la libération de NO a partir de wosmposés semble efficace. Il serait
intéressant de continuer I'étude pour tenter doibteées valeurs quantitatives, et de constater
(ou non) un recoupement avec les valeurs de rajarda la molécule parent. Toutefois, la
mise au point de cette méthode de détection vagirara I'avenir une étude systématique de
la métabolisation de ce type geodrug dans le sang, et de justifier la variation de®uwed
obtenues en fonction du temps lors des essais\déquie de prolifération cellulaire.

c) Mesure de l'activité vasodilatatrice sur aorte igelde rat

Afin d’essayer d'apprécier I'effet d’'une libératiade NO au niveau de la circulation
sanguine, ainsi que de sa pénétration dans ladexlinous avons voulu évaluer I'action de
Nnos composes en tant que vasodilatateurs. Ceciéar@uéalisé par des essais sur un modele
ex vivode dilatation artérielle, sur des trongons aogfjde rat. Aprés mise au point du
protocole, nous avons pu tester certains de nopaes@s diarylpyrazoles dans le laboratoire
de pharmacologie du Pr. R. Bordet.

(a) Principe du modéle et mise en place

L’'action du NO sur les cellules musculaires lissgassant par la guanylate cyclase,
conduit a une vasodilatation en influant sur untésye en équilibre permanent. Cette
propriété du monoxyde d’'azote est exploitée dansi@lrs pathologies, comme nous I'avons
vu au début de ce chapitre. Nous avons donc méswiatation engendrée par certains de
Nos composés, ce qui revenait a constater la tibardu NO en périphérie d’'un organe, et
donc la bonne métabolisation de I'ester nitrique.

Ceci est réalisable en isolant des troncons d'at@teat dont la contraction (extrapolée de
la variation de dilatation du trongon) est suivagsl d’ajout de composés dans le bain
d’incubation. Un systeme d’étriers couplé a uneriiace informatique permet de suivre cette
variation qui sera mesurée en « grammes force » (gFtroncon doit étre placé dans un
milieu thermostaté contenant suffisamment de neinis pour permettre a l'organe de
demeurer dans le méme état physiologique pendat ta durée de I'expérience (liquide de
Krebs, composition en annexe).

_ Tenseur

Etriers

Trongon
aortique

Les aortes sont prélevées sur des rats vivantsaiéerne suffisamment rapide pour éviter
une mort tissulaire trop importante au niveau derte, mais en évitant un stress mécanique
excessif pour ne pas lyser les cellules et pertuthe matrice extracellulaire. Aprés
prélevement et placement en milieu de survie,igss1$ conjonctifs et graisseux sont retirés
précautionneusement afin de ne conserver que lagdesemusculaires lisses (ainsi que
'endothélium dans la majeure partie des expérigndtar aorte, entre 2 et 4 trongons viables
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sont obtenus, et les expériences présentés omfstétd réalisées sur au moins 2 animaux sur
lesquels au moins 2 troncons ont été prélevés. sApréntage sur les étriers et application
d'une légere tension, l'organe est laissé au repesdant une heure (détails de la
manipulation en annexe).

La contraction de I'artere est réalisée par dehangléphrine (PE) (Fig. 62), un agoniste
des récepteurs-adrénergiques. Dans un organisme vivant, son tedgpglemi-vie est
d’environ 3h (chez ’lhomme). Dans un organe iso&temps est considérablement allongeé.
La PE peut donc étre utilisée pour contracter Bomgyen début d’expérience, et permettre a un
vasodilatateur donneur de NO d’agir, en considéuwantemps d’expérience inférieur a 3h,
sans dégradation de PE (et donc décontraction)rrpprtante.

L’étalon de vasodilatation choisi est le nitropiass de sodium (SNP) (Fig. 62), qui en
tant que donneur de NO va agir sur les cellulescolases lisses. De part sa grande activité,
il va nous permettre d’établir une valeur de «tdifan maximale » en fin d’expérience.

Un autre moyen d’obtenir une vasodilatation impueaest de passer par une action de
'endothélium vasculaire. Ceci peut étre réalisé lfgout d’acétylcholine (ACh) (Fig. 62)
dans le milieu, qui est un neurotransmetteur dantdas effets est de déclencher une
vasodilatation par des récepteurs associés situes lendothélium. Ce protocole permet de
s’assurer d’'un prélévement correct de I'organedathélium étant le premier tissu touché en
cas de mauvaise manipulation.

Les résultats sont présentés soit sous forme de &ppliquée au tenseur, soit en terme de
pourcentage de décontraction par rapport a la vateximale obtenue en fin d’expérience
avec une concentration de™lBl en SNP, en utilisation la formule :

% Relaxation = (tension maximale — tension mesurée) / (tension maximale — tension minimale)

Apres vérification de la validité de nos procédéspdélevement d’organe, la valeur de
tension de repos optimum et la quantité de PE peanted’obtenir la meilleure sensibilité
vont étre déterminées. Ceci nous a permis de tphktsieurs dérivés de diarylpyrazoles dans
les meilleures conditions de reproductibilité pblesi

(b) Vérification d’'une manipulation correcte pour l¢gages de dissection et de
montage

Afin de vérifier que la méthode choisie ainsi gaeréalisation de la dissection et du
montage sont valides, des expériences de dilatationtraction de I'aorte ont été réalisées.

Pour ce faire, nous avons tendu les organes deemneagxagérée, a environ 3,5 gF. L’ajout
d’'une grande quantité de PE f1®) a conduit & une contraction de I'organe a delsws
pouvant atteindre 6,5 gF (cf. valeurs a concemtnatiulle en ACh présentées page suivante).

Nous avons ensuite procédé a une mesure « d'affet xl de I’ACh sur la relaxation des
troncons (obtention d’une concentration croissaCh par ajouts successifs des l'atteinte
d’'une valeur palier de tension).
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Fig. 62:_ Composeés de référence utilisés lors dpéréences de
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Nous pouvons alors conclure que les aortes B, Gntl#té prélevées correctement, I'ACh
exercant son effet décontractant. L'aorte A présemie faible contraction apres ajout de PE,
et tres peu de dilatation lors de I'ajout de d#féties concentrations d’ACh. Ceci montre que,
lors de la dissection, I'aorte a subi un stressamiggie important et n’a pas été prélevée assez
rapidement, I'artere ayant été retirée apres la o@it’animal. Le sang a donc pu former des
caillots, et les différents tissus n’ont pas ét¢amiement préserves.

(c) Détermination de la tension de repos optimale

Lors de cette mise au point, le but était de naseala tension appliquée a l'aorte aprés
montage sur les étriers et avant ajout de PE, g@uetrouver dans des conditions permettant
de détecter toute réponse des tissus sans pount @mgendrer de stress mécanique risquant
de perturber les mesures.

Il s’agit donc de mesurer la variation de la dimensde la lumiere aortique apres
modification de la force appliquée par le tensequigant les étriers. Lorsque le diametre ne
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varie plus malgré une augmentation de la forceiqu@é, c’est donc que l'organe est déja
tendu : on doit se placer initialement a la fongHisante pour permettre un bon contact tissu /
étrier sans déformation. Ceci revient a annuledéaivée de la fonction «diametre = f

(force) », donc a atteindre le palier de la courbgrésentant la variation de diametre en
fonction de la force appliquée :

Variation de la taille de la section en fonction de la force appliquée
1,20 —o—Aorte A
—l— Aorte B
1,00 E% —&—AorteC [ |
- Aorte D
£ 080
E
2 0,60
B
£
.8 0,40 N
o
< \‘\\
0,20 - . _
— hu$ 1 T
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
Force (gF)

On peut constater que la valeur permettant ddfaia¢isette condition se situe a 1,5 gF.
Dans la suite, nous nous sommes donc placés a unieé initiale appliquée de 1,5 gF.

(d) Quantité de phényléphrine utilisée

Lors de manipulation de décontraction aortique, desditions de contraction sont
importantes et peuvent grandement influer surdssltats. Aprés avoir établi une tension de
repos convenable, il est nécessaire d'établir gupllntité de PE va permettre d’'assurer une
bonne contraction des tissus sans exagération pdamse. Concretement, la quantité de PE
permettant d’obtenir environ 90% de contractionr (@port & une contraction maximale
obtenue avec une grande quantité de PE) est conmembéadmise comme standard de
mesure.

Nous avons donc procédé, sur une aorte prétendife gk, & une mesure d’'effet/dose de
la phényléphrine.
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On constate que sur les quatre aortes utilisées, aomcentration de TOM en
phényléphrine permet d’obtenir la contraction veulu

Dans la suite, les expériences de relaxation aortig ont été conduites avec une
tension de repos de 1,5 gF, aprés contraction pame concentration de 16 M en
phényléphrine.

Nous avons en paralléle tenté de retirer I'endaihéldes aortes, pour essayer de
maximiser la réponse aux différents composés. tem, & systéme vasculaire est en équilibre
permanent entre contraction / dilatation, équilidens lequel I'endothélium joue un role
important. Retirer cette couche cellulaire auraitnpis de se focaliser sur I'action des cellules
musculaires lisses, et de calculer ungoQle nos composés valable sur ces cellules.
Cependant, bien qu'utile dans le cadre d'une étialngpharmacologique totale, ce type
d’expériences n’est que peu corrélable avec deérexjees in vivo et perd donc ainsi une
partie de son intérét. De plus, les manipulaticeguises sont extrémement délicates, les
premiers essais réalisés ayant conduit a une detton trés importante de la couche de
cellules musculaires lisses.

(e) Comparaison d’'un composé donneur de NO avec le asénparent

Nous avons commencé par appliquer la techniqueais@oint, sur un « couple » de
molécules, c'est-a-dire DAP / DAP couplé a un dankde NO 7cd/240).

Apres ajout du compos&ic dans le milieu d’incubation, nous avons obtenuclmsrbes
suivantes sur des trongons provenant de 4 aoffégedites :
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On peut constater sur le graphique que les aontielsien réagi, avec un effet dose marqué
avec le compos@4c (Fig. 63). Cependant, de par la nécessité d'unetish enzymatique
pour libérer le NO, les temps d’attente de palartt selativement longs, temps qui augmente
avec la quantité introduite : avec des concentaten donneur de NO supérieures a 3140
il est nécessaire d’attendre la stabilisation deghne pendant plus de 15 minutes. L’allure
des courbes pour de fortes concentrations témomg@hers d’'une Iégére altération des tissus.

Cependant, on peut considérer que les mesureyvalaies autour de 50% de relaxation
et ceci permet de calculer lasgtlu produit, qui se situe autour de 8,5 uM.

Pour vérifier que l'effet était bien médié par Niiyus avons testé le métabolite 24c
apres libération du donneur de NO, c'est-a-dicmiaposérc.

De la méme maniére que précédemment, le pourcerdageelaxation est mesuré
comparativement a la dilatation maximale obtenwezawne grande quantité de SNP.

On obtient les courbes suivantes :

Effet dose : 24c_vs 7c
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—e— 24c

100% —m—7cC /
80% //

60%

40% ]

20% /-/-/- E
0% h— : : :
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Les expériences ont été réalisées en doubletréehipps couplés ayant été testés sur des
trongons aortiques provenant du méme animal.

On obtient de nouveau pour le comp@4€ le méme type de courbe que précédemment
avec ici une Gp se situant a 15uM environ. Une incubation avec équivalent dépourvu
d’ester nitrique n’a pas permis d’atteindre 50%ddatation méme a trés forte concentration,
ce qui souligne I'importance du NO dans 'obtentinl’effet pharmacologique.

Cependant, nous avons observé une dilatation ngligeéble a partir de 10M pour le
composé/c. Ceci peut étre da a plusieurs raisons :
- un effet intrinséque de la molécule sur I'aodaj serait donc dotée d'un faible effet
vasorelaxant
- une altération des tissus, résultant en une ditioin de sa résistance
- une diminution de la quantité de PE présente tamsilieu par métabolisation de cet
outil pharmacologique.

Il est peu probable que notre composé soit un agesudilatateur, puisqu’il ne présente
aucune analogie structurale avec ces familles dgposés connus. En revanche, connaissant
le temps de demi-vie de la PE, il est probable spealégradation soit a I'origine de cette
« relaxation », sans doute amplifiée par une gdiatr> des tissus due au stress mécanique qui
leur est appliqué. Il est important de préciseriajiégalement le temps d’expérience est
relativement long.

() Confirmation d’un effet lié au radical NO

L'ODQ (ou 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-I1ie) est un inhibiteur de la
guanylate cyclase. Il est donc possible d'utilisette molécule pour paralyser les voies
d’actions de NO dans la vasodilatation, qui meteanfeu GMPc (Fig. 43B).

Nous avons donc voulu, aprées les résultats obtemwasdes expériences de relaxation
vasculaire avec les compos&sc et 7c, utiliser de 'ODQ pour vérifier que I'effet dilateur
était bien da a I'action de NO sur les cellules culmires lisses. La quantité d’ODQ utilisée
ici est de 2,5 uM, correspondant a sg.Cl

Effet dose 24c et ODQ
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»
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On constate que les courbes obtenues sont simsilaielles exposées précédement. Ici
encore, une certaine relaxation est constatéeté doncentration, qui peut s’expliquer de la
méme maniéere que précédemment.

Expérimentalement, nous nous sommes intéressés aodebes d'effets doses afin de
pouvoir calculer les G de nos composés. Elles ne peuvent donc retramdesrdifférents
temps d’attente de palier. Ici particulieremend, deurbes d’effets dose semblent indiquer que
'ODQ ne parvient pas a annuler tout I'effet du Nilgrs que la littérature est unanime sur le
sujet. Il convient alors de préciser que dans lees contenant cet inhibiteur de la guanylate
cyclase, les temps d’attente de palier sont extn@&né longs (plus d’'une heure). En plus de la
fatigue des tissus et de la métabolisation de laoREpeut considérer qu’une partie de 'OQD
est également métabolisée, ce qui va se traduirelgsmvaleurs de relaxation supérieures a
celles attendues.

Il existe plusieurs moyens de contourner ce problebe premier est de prendre les
mesures a un temps fixe ou dés que la premiére médaente une valeur stable, ce qui est
délicat dans le cas de nos composeés car le temapterde varie considérablement selon les
guantités introduites dans le milieu de survie.

Une seconde option est la réalisation de courliBsftet temps », ou une simple dose de
produit (typiqguement permettant d’atteindre sgydst ajoutée, afin de suivre I'évolution de
la relaxation en fonction du temps. Il serait ie&ant de faire ce type de manipulations plus
rigoureuses dans le cadre d’'une étude de relaxatisculaire plus poussee.

(g) Comparaison 24c/7c/27¢/25c

Malgré le I1éger pourcentage d’erreur inhérent augmole suivi, nous avons vu et prouve
gue l'effet de vasodilatation obtenu aprés ajoutdmposé4c était di principalement a la
libération de NO dans le milieu. Dées lors, l'ut@iiieon de composés permettant la libération de
plusieurs équivalents de ce messager radicaladsepte un intérét évident, qui peut étre mis
en évidence par I'évaluation, sur notre modeleiea,\de dérivés de diarylpyrazoles doubles
donneurs de NO comme2&c

Nous avons donc voulu comparer dans des mesuréist « elose » et en prenant le
composé/c comme référence, les molécules suivantes :

- le compos@4c déja évoque

- le composé5¢c monodonneur possédant une liaison ester modifentttapes de

métabolisation

- le compos&7c double donneur de NO.

Les courbes suivantes obtenues sont présentéesuyiagete.
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Effet dose : 7¢_ - 24c - 25c¢ - 27¢
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En plus de la bonne reproductibilité des testsggpgriences ont permis de déboucher sur
un certains nombre de conclusions.

On constate, sur ces courbes, que les com@asxet 24c ont des profils assez similaires,
méme si 'augmentation de I'effet du comp@&E semble plus progressive. Le groupement
actif ici est le NO, qui est présent en quantité@iéaente dans ces deux molécules : il est
possible que la métabolisation se fasse plus faeite sur le compos&e En effet, le clivage
de la liaison ester présente sur cette molécuiepdavoir se faire avant la libération de NO,
ce qui aurait pour résultat de faciliter la métaailon de I'ester nitrique grace a un
encombrement moindre autour de la fonction d'iritérérs de nos expériences, nous avons
constaté une attente de palier moins longue porortgosé&@5ccompare ak4c

Au niveau du composg7¢ on constate immédiatement qu’il entraine une phasde
activité de relaxation de I'aorte. On peut établie Cky d’environ 3 uM pour ce composé sur
cette expérience, alors que celle2iic se situe autour de 8 uM. La molécule possédant un
double donneur de NO est bien deux fois plus acfivela molécule ne possédant qu’un ester
nitrique, ce qui confirme le potentiel de nos malés.

(h) Conclusion des expériences de vasodilatation

Apres avoir établi un protocole de dissection pétan¢ une bonne viabilité des trongons
aortiques préleveés, ainsi que les conditions opéspour réaliser nos expeériences, diverses
molécules ont été testées.

Tout d’abord, nous avons pu mettre en évidenceypaaté vasodilatatrice d’une de nos
molécules possédant un ester nitrique. La comparagec I'équivalent dépourvu de donneur
de NO a pu montrer I'importance de ce médiateursdanréponse des tissus, ce qui a été
confirmé par les méme expériences conduites avsanst inhibiteur de la guanylate cyclase,
empéchant ainsi le NO d’exercer son action au niviss cellules musculaires lisses. Enfin,
I'évaluation de la Gb de divers composés a permis de mettre en avandifigsences
d’efficacité de relaxation induites par des molésuprésentant un ou plusieurs donneurs de
NO.
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Ceci confirme la bonne libération de NO a partir des composés en milieu
physiologiquesx vivg ce qui est une étape importante dans la compséredes mécanismes
chimiques et pharmacologiques de ce type de coraposé

De plus, nous avons soulevé dans I'étude biblidgocae de la cyclooxygénase et de ses
inhibiteurs le probléme récurrent de certains regméants de la classe des coxibs, leur action
délétére au niveau vasculaire ayant entrainé tairetu marché d’'un de leur téte de file. Il
semble alors judicieux, dans ce contexte, de poliésede de I'impact de la libération de NO
simultanée a la prise de ce type de médicamengffeéfy nous pouvons anticiper une possible
« annulation » de l'influence sur le réseau art@ieseineux d’'un coxib couplé a un donneur
de NO, type d’effet auquel la recherche s’intérelsplus en plus.
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G- CONCLUSION SUR LES COMPOSES MIXTES
INHIBITEURSDE CYCLOOXYGENASE DONNEURSDE NO

Aprés avoir constaté dans la littérature l'intédét monoxyde d'azote dans un certain
nombre de fonctions physiologiques normales aing gans certains déreglements, en
particulier le cancer, nous avons vu lintérét gles molécules présentant a la fois un
potentiel d’inhibition de COX ainsi qu'un groupentezhimique capable de libérer du NO
pouvaient apporter.

Dans le cadre de nos syntheses, l'incorporation dster nitrique pouvant remplir cette
fonction a été envisagée. Tout d’abord, la modohatie profénes déja connus a permis de
mettre en place une chimie particuliére, qui a cina des composés présentant des résultats
pharmacologiques intéressants : en inhibition emigue sur sang total, nous avons pu
constater la bonne libération du profene parentlet valeurs de @J conservées. Les
expériences d’inhibition de prolifération celluiont confirmé l'intérét de NO dans le
traitement du cancer, tout en nuancant l'efficaci& I'inhibition pure de COX-2 dans la
pathologie. Aprés avoir constaté que ces effetgerdtaortement dépendants du temps
d’incubation, il nous a paru judicieux de nous pecsur la cinétique de libération de NO
dans le sang a partir d’'un profene comportant uerestrigue. Retenir la RPE comme
approche permet le suivi et la comparaison des tgésanibérées de facon efficace et
novatrice.

Sur les dérivés de diarylpyrazoles, le méme typé&ralail a été conduit. Ici encore, les
bons résultats d’inhibition enzymatique de la phigle nos composés nous ont amené a
conduire des expériences d’inhibition de prolifémnatcellulaire. Les résultats sont ici plus
complexes que ceux obtenus avec les profenesinedas composés étant mesurés plus
actifs apres 24 h d’'incubation alors que d’autregprésentent pas de difféerences marqués. Ici
également, I'intérét de l'inhibition pure de COXdans la pathologie cancéreuse peut étre
remis en guestion. Nous avons donc cherché a noeuner les cinétiques liées a la libération
de NO pour ces composés de maniere la plus proassibte de Ih vivo: I'approche de
relaxation vasculaire sur aorte de rat isolée nausinsi permis de vérifier que la
métabolisation des produits conduit efficacemelat ldbération de NO actif et de fagon dose
dépendante.

Suite a ce travalil, et au vu des résultats préhimiés obtenus concernant la vectorisation
d’'une molécule par un peptide, nous nous sommeésgesges a I'ajout sur le peptide vecteur
d’'un groupement capable de libérer du NO en milieysiologique, en essayant d’opter pour
une chimie facilement généralisable a d’autresesibl
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Chapitre V :

Vectorisation par action de la PSA et
ajout d’un groupement donneur de NO
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Nous avons vu tout l'intérét que comportaient lesnposés possédant un groupement
capable de libérer du NO dans les conditions plygigues, que ce soit au point de vue de
l'activité anti-tumorale aussi bien qu’au niveau ldediminution des effets secondaires des
inhibiteurs de cyclooxygénase. De méme, le trangalisé sur la vectorisation de ce type
d’inhibiteur par un peptide montre que cette appeoest prometteuse.

C’est donc dans la continuité de notre travail gu'été abordées la conception, puis la
synthése d’un peptide présentant un groupementedorde NO et permettant par la suite de
vectoriser un de nos composes, par le mécanisrogctieation de I'espaceur présenté dans le
chapitre IIl.

A - TRAVAUXEXISTANTS

Il existe tres peu de travaux relatant la synthésepeptide portant un groupement
chimique capable de libérer du monoxyde d’azotexlste cependant une certaine somme
d’'informations concernant la S-nitrosylation destpmes et des peptides au cours de la prise
de donneurs de NO de type vasodilatateur, ou aes différents processus physiologiques
normaux (cf. chapitre concernant le NO). Il senddtas logique que les travaux concernant
le couplage d’'un peptide et d’'un donneur de NO esgclpent presque exclusivement sur la
chimie de S-nitrosylation de certains peptides.p@ént en effet comprendre I'intérét limité
d’un seul peptide portant un groupement donnel@ecomparativement a un compose bien
plus simple pouvant libérer du NO tel que la tring, sauf dans le cas de vectorisation
spécifique.

1. S-nitroso-peptide

Il est évident que la S-nitrosylation ne peut padasre sur n'importe quel acide aminé
mais néecessite la présence d’'une cystéine suriaelpeptidique. Plusieurs types de réaction
sont disponibles pour conduire a cette fonctiondas protéines de toutes tailles (Taldone F.
S. et al., 2005), la majeure partie étant basédesurtransfert » d’'un NO par un donneur de
NO en solution sur le thiol de la cystéine, paliggtion de NO gazeux ou de NONOates. Une
autre voie de synthése classique nécessite latitis de nitrite de sodium (Al-Sa’doni H. H.
et al., 2000b), mais les rendements sont d’autast imauvais que la chaine peptidique est
plus longue.

Dans tous les cas, la synthese de peptides Syhsogonduit a des composés
extrémement instables. Plusieurs équipes se smgh@es sur cette stabilité dans différents
milieux (Butler A. L. et al.,, 1998). Tout d’abortlanalyse méme de ces composés pour
établir leur présence est problématique, étant éapril est connu qu’une détection en masse
de type electrospray clive cette fonction. Ensuéde;onservation de ces produits est rendue
difficile par les différentes réactions qu’ils peum déclencher. Nous pouvons notamment
citer la formation de ponts disulfures (Al-Sa’déhiH. et Ferro A., 2000a), la transnitrosation
(Peterson L. A. et al., 2007), la photo-décomposi{iNamiki S. et al., 1999), ou bien sdr la
décomposition thermique. Ces réactions de dégmadaemblent catalysées par la présence
de cations métalliques tels que les ions cuivrésk@A. P. et al., 1996).
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Au niveau pharmacologique, plusieurs composés Ené¢alués comme vasodilatateurs
(Al-Sa’doni H. H. et al., 2000b ; Jia L. et StamlerS., 1999), ou plus rarement comme
inhibiteurs des phosphatases (Xian M. et al., 2000)

2. Vectorisation du NO par un substrat de la PSA

Dans le cas du cancer de la prostate, nous avordans les chapitres précédents le
potentiel thérapeutique des donneurs de NO, ausilgtilisation pouvant étre faite de la
PSA. En tenant compte de la chimie particuliere dezeniumdiolates, une équipe a
développé un concept de peptide vecteur permedfants clivage par la PSA la libération de
NO, donc théoriqguement uniquement dans la progleaag X. et al, 2001). Les quelques
composeés synthétisés reposent sur le mécanismensuiv

(o]
Estérase
)J\ NS N —_— - Ny /D Ny +/D NO
R” ~o7 ~o7 w i o o7 Xy -H,CO o~ Xy

I -RCO, I |
o~ o o

On retrouve ici I'intérét d’'une vectorisation veless cellules cancéreuses, permettant
d’éviter les effets vasodilatateurs sur le systeareliovasculaire du NO. Cependant, et pour
cette raison, l'action de NO se limitera a la pasiet n'aura pas d’effets sur les métastases et
dans une moindre mesure sur I'angiogenése.

Dans le cadre de notre travail, et apres avoir mdi@pport d’'un donneur de NO couplé a
nos molécules dans le cancer de la prostate, &sagwvoir exploré les possibilités de
vectorisation, nous avons voulu combiner les dgyx@hes en proposant la synthese d’'un
composé inhibiteur de cyclooxygénase donneur dev@iforisé.
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B - CONCEPTION DE LA MOLECULE

Nous nous sommes basés sur le méme inhibiteuradeosygénase que dans le chapitre
sur la vectorisation, c’est a dire le comp@$e qui sera lié au peptide choisi de la méme
maniere et selon la méme chimie. Cependant, la adétlque nous avions utilisée pour
coupler le donneur de NO a linhibiteur de cyclog&gase n’est ici plus envisageable,
I'alcool de7b servant a porter le groupement ester nitriquet @éja engagé dans la liaison
avec le peptide. Il va alors étre nécessaire dae farter un donneur de NO par la séquence
peptidique, qui devra étre dans notre cas légeremedifiée pour permettre d'y ajouter ce
type de fonction.

1. Modification de la séquence peptidique

Le choix de la séquence en acides aminés du peptigau dans le chapitre sur
I'utilisation de la PSA en vectorisation ne compopias de site facilement modulable. Nous
allons donc devoir en modifier légérement la ségaegan prenant en compte les interactions
nécessaires et suffisantes dans le site de cld@adienzyme. Si on se réfere a la nomenclature
présentée figure 35, et en reconsidérant les ttters présentées, il semble intéressant de
remplacer I'acide aminé en C-terminal par une dystéui prendra donc la place P’1l. En
effet, la cystéine devrait étre capable de formes khisons de Van der Waals en fond de
poche S'1 avec Hi$ tout en formant un couple intéressant avec laaglite en P1, qui
« forcerait » la PSA a cliver le peptide entre 2excides aminés (Coombs G. S. et al., 1998).
Le peptide serait donc facilement reconnu et gia€la PSA.

De plus, au point de vu chimique, le thiol préssat la cystéine permet d’envisager
différentes modulations, que ce soit par thioalkgtaou encore par S-nitrosylation.

2. Incorporation du groupement donneur de NO

Nous avons vu que les S-nitrosothiols portés paraystéines présentent une tres faible
stabilité. Au vu de la chimie et des évaluationarptacologiques nécessaires, nous n'allons
pas utiliser ce type de fonctionnalisation.

En revanche, la thioalkylation d’une cystéine s véaction pouvant se faire dans des
conditions suffisamment douces, et conduisant aliaison assez stable pour envisager de
poursuivre un schéma de synthése tout en la cargesur la molécule. Nous avons, dans le
chapitre sur les donneurs de NO, présenté le ldndmtrooxyéthane comme synthon
permettant des alkylations tout en étant capablédeer du NO de maniere efficace dans les
évaluations pharmacologiques. Nous pouvons donisager la thioalkylation de la cystéine
par ce produit.

Bien que cette option permette probablement d’amgenda stabilité du produit, il sera
intéressant de mesurer l'influence de la thioallkgtasur la reconnaissance par la PSA du
peptide. De méme, la stabilité réelle du peptidegmd la fonction donneurs de NO devra étre
évaluée avant de pouvoir envisager la suite despmlations : ceci pourra étre effectué apres
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modulation d’'un peptide-amide, présentant I'avaatdvoir un groupement moins réactif
gu’un peptide-acide classique en C-terminal.

La suite de la synthese pourra alors étre conddie maniére similaire apres
fonctionnalisation de la cystéine. Aprés clivagelpaPSA, et cyclisation intramoléculaire, un
dérivé d’hydantoine devrait étre libéré de facamilgsire aux travaux présentés dans les
chapitres précédents : dans ce cas particulistagira d'une hydantoine pouvant porter un
donneur de NO susceptible de se métaboliser eplalecstructure suivante :

(0]

(o]
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C- SYNTHESE ET ETUDE DE LA STABILITE DU PEPTIDE
DONNEUR DE NO

Apres obtention du peptide Ac-ANFQC-NHet apres nous étre assurés de sa structure
ainsi que de sa pureté, nous avons abordeé sakiyletain.

Le thiol étant une fonction acide, le thiolate \aupoir réagir par substitution nucléophile
sur le carbone portant le brome du bromonitrooxaégh pour conduire au thioéttgs:

O (o]

H Br O:< (0]
N—A N F Q—N\)I—NHZ * Q/\ONOZ — N—A N F Q_H\)l_NH
H -Br- H v 2
Y N
39
k/orxlo2

Les essais réalisés sans base et reposant sulliiénue présence entre le thiol et le
thiolate dans I'eau n’ont pas été concluants casgmtant une cinétique tres lente. Différents
essais ont alors été conduits afin de mesurerluéntce du pH sur la réaction (tampon
phosphate a pH 7, 1 équivalent de triéthylaminesiplrs équivalents de carbonate de
césium) et du solvant (eau, DMF, mélange de sadvaht Nous avons pu constater la
formation du thioether, mais ces différentes maaipons n'ont pas été concluantes a cause
de la formation de ponts disulfure dans le miliéactionnel, avec une cinétique concurrente a
celle de la formation du thioether. Aprés avoirbétgue I'association carbonate de césium
dans un mélange d'eau et de DMF conduisait auxenedl résultats (disparition du réactif de
départ en quelques heures), nous avons alors gavda limiter cette réaction secondaire
dans le milieu. Ceci est possible avec [I'utilisaticle composés tels que la tri-(n-
butyl)phosphine, qui va empécher I'oxydation deslsh

_//\DP
Nous avons alors constaté une nette diminutionad®rimation de ponts disulfure au
cours de la réaction. Cependant, il est alors plessi'observer la formation d’'un autre

produit, que nous avons pu identifier comme le piodie dégradation résultant de la
libération de NO a partir de I'ester nitrique :

P VN
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La formation de ce produit semble spontanée efpienidante des parametres réactionnels,
nos essais pour en faire diminuer I'apparition afgtypas abouti. Nous avons donc entrepris,
aprées précipitation du milieu réactionnel danshigtpour en retirer les réactifs insolubles en
exces, de purifier le mélange obtenu par chromafige préparative.

Malgré la relative facilité de séparation des pitsedobtenus, nous avons constaté une
dégradation rapide et spontanée deés le passade solonne du peptide donneur de NO. Il
nous a alors semblé étre intéressant de procéalee @tude de cinétique de dégradation, qui
nous a permis de constater un temps de demi-aguenent court (2h) du peptide possédant
un ester nitrique, rendant difficile la suite deslnthese ou toute purification. Les essais
d’amélioration des conditions de synthese et ddigation n'ont pu nous faire parvenir pour
linstant a une pureté satisfaisante, et les diffiés solvants utilisés ont tous conduit a une
dégradation du composé.

Ces résultats sont assez surprenants. En effetdes évaluations de stabilité des esters
nitriques sur nos composeés organiques inhibitedscytlooxygénase, ces groupements
n'avaient présenté qu’une faible dégradation apfeseures d’incubation dans des milieux
tamponnés a pH physiologique, ce qui laissait g&sane stabilité suffisante pour le travalil
envisagé sur le peptide. Obtenir plus de détailxstie dégradation pourrait nous permettre
dans la suite de mieux appréhender ce type deiogaet de moduler notre schéma de
synthése de facon a parvenir au composé final #8uha

Malgré ces résultats préliminaires décevants sayghése d’'un peptide donneur de NO
permettant de vectoriser un inhibiteur de cyclo@nase, persévérer dans cette voie semble
prometteur dans la conception de nouveaux compaséisancéreux. La modification
eventuelle du peptide envisagé au départ (par eeepgyv remplacement de la cystéine par
une sérine, directement fonctionnalisable en estegue), le réarrangement du schéma de
synthese (avec thioalkylation en derniere étapeprmore le choix d’'un autre groupement
donneur de NO sont des possibilités présentanesodés avantages et des inconvénients
chimiques comme pharmacologiques, qu’il convient méeux documenter avant de
poursuivre le travail sur cet objectif.
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Conclusion et
perspectives
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L’inhibition de la cyclooxygénase, en particuliee don isoforme COX-2 surexprimée
dans le cancer de la prostate, est présentée cquoteatiellement intéressante dans la
chimioprévention et la chimiothérapie de cette oplathie, aussi bien au niveau de la
prolifération des cellules cancéreuses que deneasivité.

Les inhibiteurs de COX, sélectif ou non de lisof@r 2, sont nombreux sur le marché ou
dans les laboratoires, et principalement utilisésrpeurs propriétés anti-inflammatoires.
Ainsi, I'optimisation du concept d’inhibition de tte enzyme dans le traitement du cancer de
la prostate nous est apparu comme un objectif ptemeet s’inscrivant dans I'effort de
recherche international contre le cancer.

Dans le cadre de ce travail de these, nous avarss eierché a progresser dans la
résolution de deux problemes majeurs inhérents ulilidation des inhibiteurs de
cyclooxygénase, a savoir :

- eviter les troubles systémiques, en particulietrgastestinaux et cardiovasculaires

liés a la modification du métabolisme de I'acidachidonique

- augmenter le potentiel antiprolifératif de ceti@ssle de molécules.

Tout d’abord, la conception et I'étude de nouvemnbiteurs sélectifs COX-2 nous ont
permis de distinguer, grace a leur évaluation &ibition enzymatique sur sang total, certains
dérivés de diarylpyrazoles voisins du célécoxib mmrbase de modulations intéressantes en
terme de synthése chimique et d’intérét pharmaapleg

Conscient de la difficulté récurrente a utilisers dahibiteurs enzymatiques dans un
contexte de pathologie localisée, nous avons aloesché a vectoriser un de nos composes
afin de limiter son activité a la prostate. L'igdtion d’'un espaceur novateur reliant vecteur
peptidique, reconnu par un protéase spécifique JP8A inhibiteur, devait permettre la
libération de ce principe actif a proximité de ldble. La cinétique du réarrangement
intramoléculaire mise en jeu a donc été etudiéeestessais sur PSA purifiée ont été
concluants en aboutissant a une libération effea I'inhibiteur de cyclooxygénase. Notre
volonté d’orienter la chimie nécessaire a la sysghde I'espaceur vers une chimie de peptide
déprotégé dans des conditions relativement douessgh d’espérer une généralisation du
procédé dans plusieurs pathologies présentanturagpession spécifique d’'une protéase.

Par ailleurs, en vue de l'utilisation de ce typecdenposés dans le traitement de fond de
pathologies longues telles que le cancer, il aégtigué dans la littérature que I'adjonction
d’'un groupement capable de libérer de I'oxyde apitei permettait de diminuer certains des
effets secondaires, en particulier au niveau denlmueuse gastrique. Cesodrugs les
« CINODs », ont également montré des proprietégpratifératives intéressantes que la
connaissance de I'implication du NO dans différeagpects du cancer permet d’expliquer.
Sachant que ces effets sont extrémement dose-d&penet encore sujets a débats, il est
apparu crucial de tenter d'élargir le panel de cosés a disposition afin d’explorer les
mécanismes chimiques et physiologiques sous-jacetigstivité de ces CINODs. Apres la
conception et la synthese d’'un certain nombre dgmrugs leur évaluation en inhibition
enzymatique et prolifération cellulaire sur dedute$ issues du cancer de la prostate au stade
hormono-indépendant ont été réalisées. Elles omhipede souligner I'intérét d’'un apport
massif de NO sur les cellules cancéreuses, tonuancant I'intérét d’'une simple inhibition
de COX-2.

Fort de ces nouvelles informations sur I'importamte NO, il nous a ensuite semblé
indispensable de comprendre les mécanismes etquiagtde libération de ce radical a partir
de I'ester nitrique, aprés s’étre bien slOr assweésal stabilité en solution et de la bonne
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métabolisation des composés dans le sang. L'didisade la technique de Résonance
Paramagnétique Electronique a permis de réaliseétceles de facon originale et directe. Les
données ainsi collectées nous ont conduits & naéeesser a la pénétration de NO dans la
cellule a partir de nos diarylpyrazoles modulés. @Eitisant une approchex vivq la
vasorelaxation d’'aortes de rat, nous avons pu goafid’une part une métabolisation dans le
tissu aortique et, d’autre part, la possible wtisn du radical NO dans la diminution des
effets secondaires cardiovasculaires des coxibs.

Enfin, nous avons tenté de réunir la vectorisgtianun peptide et la libération de NO sur
un seul composeé trifonctionnel. L'instabilité duppide donneur de NO par dégradation de
I'ester nitrique en alcool n'a pas permis pourdtent d’envisager I'aboutissement du projet
tel que concu initialement.

Le travail présenté ici a donc permis d’apportes diéments de réponse nouveaux en vue
de l'utilisation d’inhibiteurs de cyclooxygénasendde traitement du cancer de la prostate.
Cependant, il reste une quantité importante deatrava conduire pour valider certains
concepts.

Tout d’abord, au niveau de la vectorisation peqtidi il semble important d’exemplifier
la chimie en utilisant des séquences d’acides adiféérentes. En effet, il est essentiel de
montrer la possibilité de généralisation de la ¢hideveloppée ici. De plus, ceci permettra a
terme de développer des peptides ligands plus fapées des protéases ciblées et ainsi
d’améliorer la sélectivité de la vectorisation.

Du point de vue de lintérét pharmaco-chimiquesest nécessaire de poursuivre les
évaluations démarrées sur I'inhibiteur vectorisgutld’abord, I'étude de la métabolisation du
composé par une PSA non plus introduite de factficalle dans le milieu d’incubation
mais produite par des cellules humaines telleslalignée cancéreuse prostatique hormono-
dépendante LNCaP, sera déterminante. Ceci permetrala suite, de s’orienter vers la
validation du concept sur des modélesivo, de type souris xénogréffées, une fois le peptide
vecteur optimisé pour n'étre reconnu que par la.PSA

Concernant les inhibiteurs de cyclooxygénase danmku NO, la synthese deg
carbolines donneuses de NO sera poursuivie et dif@mp L'utilisation de différents
espaceurs sur I'ensemble de nos molécules nouwvatlesynthétisées nous permettra de
mieux comprendre les hypotheses publiées quaatchtvité de certains dérivés de I'aspirine.
De méme, l'utilisation de donneurs de NO différedisvrait permettre de moduler la
cinétique de libération du radical et d’optimis@ctivité desprodrug sur nos modeles. Les
résultats ainsi obtenus permettront de reprendeenaeption de la molécule tripartite peptide
vecteur — inhibiteur de cyclooxygénase — donneud@ede facon plus rationnelle.

La diversification chimique de nos composés regfgleinent possible. Au dela de la
« simple » modulation des groupements, il serédr@ssant, dans la continuité des travaux du
laboratoire, de synthétiser des composés de typliteurs mixtes de cyclooxygénase (par un
motif diarylpyrazole) et de lipoxygénase (par untimdérivé du ZD-2138, inhibteur de 5-
LOX) donneurs de NO. Ces travaux sont actuelleraerours, sur des structures du type :
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En prenant en compte les difféerents commentairadegés par la communauté
scientifique sur la validité de I'utilisatioim vivo d’anticancéreux basés sur le NO, une étude
in vitro plus large de l'influence de nos composés sudiiéérents aspects de la pathologie
est primordiale pour confirmer ou infirmer les demiexprimés. En effet, la mise en évidence
de l'influence réelle des CINODs sur des modeél@svdsion et d’angiogenése, ainsi que par
des tests plus significatifs d’apoptose parait mhéiteant pour compléter les connaissances
acquises lors de simples tests prolifération callel De méme, la réalisation de spectres RPE
a partir de suspensions cellulaires nous fera peitcée devenir métabolique réel de ces
prodrugs

Enfin, nous avons constaté en confrontant les taisutles évaluations enzymatiques et
ceux de mesure de prolifération cellulaire, uneeabs de corrélation entre I'inhibition de la
cyclooxygénase et I'inhibition de la croissancelutaire, ce qui confirmait bien sdr grand
nombre de données de la littérature. Il sera datécessant de tester certains de nos composeés
sur un large panel de cibles (telles que PDK-1) al¢ déterminer si une autre voie de
signalisation est impliquée dans les effets phaotogajues constates.

En conclusion, notre travail présente différentessbilités d’amélioration du concept
d’inhibition de la cyclooxygénase dans le traitetréencancer de la prostate. Il reste
cependant indispensable de poursuivre la rechel@he les directions indiquées afin
d’évaluer définitivement I'avenir de ce type d’appie thérapeutique.
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Appareillages et techniques d’analyse

1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

L'avancement des réactions est contrélé par chmgnaphie sur couche mince sur
plaques de silice 6Qk d'épaisseur 0,2 mm (réf. 1.05735.0001 Merck). éaétation est
effectuée par une détection UV (254 et 366 nm) fdearproduits possédant une liaison
conjuguée, et par coloration a I'iode dans touséess L’éluant et le rapport frontal (Rf) sont
précisés dans les protocoles chimiques.

2. Chromatographie sur colonne

Les purifications par chromatographie sur colonmeat séalisées sur gel de silice 60, de
granulométrie 0,040 - 0,063 mm (réf. 1.11567.902&rd¥). L'éluant est choisi de facon a
obtenir un Rf compris entre 0,20 et 0,25 sur plaqhEM.

3. Points de fusion

Les points de fusion sont réalisés sur un appBiahi 530. lls sont exprimés en degrés
Celsius (°C) et ne sont pas corrigés.

4. Spectrométrie infrarouge

Les spectres infrarouges sont réalisés sur unrepeetre a transformée de Fourier Bruker
Vector 22. Les produits sont déposés directemeanedlisque en germanium de I'appareil de
mesure. Les fréquences caractéristiques sont ep@a¥ leur nombre d’onde éxprimé en

-1
cm-).

5. Résonance magnétigue nucléaire

Les spectres RMRH sont enregistrés & 300 MHz sur un appareil &foeamée de Fourier
Bruker AC 300P du laboratoire d’application de RN®&rvice Commun de Physico-Chimie
de I'Université de Lille 2). Le TMS (triméthylsilah est utilisé comme référence interne. Les
spectres sont enregistrés a température ambiame. signaux sont repérés par leur
déplacement chimiqué €n ppm), leur intensité (nombre de H), leur miittife (s, singulet ;

d, doublet ; t, triplet; g, quadruplet ; qt, quiptet ; m, massif ou multiplet ; dd, doublet
dédoublé ; sl, singulet large) et éventuellememt tmnstante de couplage (J en Hz). Pour les
massifs, celle-ci n’est pas mesurable.

6. Chromatographie liguide couplée a la spectrométriele masse (LC-MS)

Les spectres LC-MS sont enregistrés sur un appahgtmo Electron Surveyor MSQ
(Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses ddniVersité de Lille 2). La
chromatographie liquide haute performance (coldDbBs, phase mobile : eau / acétonitrile /
acide formique en mode gradient) est couplée aétecteur UV et & un détecteur de masse,
type APCT (lonisation Chimique a Pression AtmosphériqueE&l (lonisation par Electro-

Spray).
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7. Synthése peptidigue automatisée

Les peptides sont synthétisés sur automate CEMbertyi couplé a un réacteur a micro-
ondes CEM - Discover. Les programmes utilisés pogintegrés au logiciel d’exploitation,
et choisis en fonction de la quantité et de la eséqge peptidique voulues.

8. Chromatographie liguide haute performance et spectmétrie de masse pour les
peptides et composés 10 a 15

Les chromatogrammes sont réalisés sur un appasgérd/2695, muni d'une colonne
phase inverse (C18, 5um), de phase mobile eauraitéedTFA (Tampon A : eau — 0,05 %
TFA ; Tampon B : 80 % acétonitrile, 19,95 % ea050% TFA). La détection est effectuée a
l'aide d’'un détecteur UV Waters 2996 balayant uecse allant de 215 a 280 nm. Les
spectres sont enregistrés avec le logiciel Empostédes résultats sont exprimés dans les
modes opératoires sous forme de « % tampon B sggeptant le pourcentage minimum de
tampon B permettant de faire migrer le produitlawgolonne. Ceci permet d’accommoder les
différences de gradient utilisés (de 30 minutesmum).

La détection de masse est effectuée par un appareiant étre couplé a la CLHP Waters
Micromass ZQ a détection ESCI

9. Détection de masse MALDI / TOF

Les spectres MALDI/TOF sont réalisés sur un appafeyager-DE STR de PerSeptive
Biosystem, sur plaques inox avec pour matricedad,5-dihydroxybenzoique.

10.Résonance Paramagnétigue Electronigue (RPE)

Les spectres RPE ont été enregistrés sur un spedte Bruker ELEXYS E580
fonctionnant a 9,5 GHz avec une haute fréquencanddulation de 100 kHz et une
modulation d’amplitude de 1 G. Les échantillons été examinés dans des tubes de quartz
insérés dans une cavité standard thermorégulédepkaizote liquide. Le signal RPE du NO
piégé par le N,N-diéthyldithiocarbamate consiste uen triplet présentant une constante
hyperfine de 13 G. Les quantités libérées ont eaduées par double intégration en prenant
comme référence interne le 2,2,6,6-tétraméthylgbqdinyloxy (TEMPO).
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Matériel et méthodes :

1. Mesure des activités COX-1 et COX-2

Les tests sur sang total humain ont été réalisésJpan Pommery (Laboratoire de
Toxicologie, Faculté de Pharmacie, Université diel?). Le sang veineux, fraichement
collecté sous héparine (moins de 5 h), provenaiotlentaires sains.

a) Protocole d’incubation

Les molécules & tester solubilisées dans le DMSBcgntration de IHa 10’ M; le
pourcentage de DMSO doit rester < 1 % dans l'inttwbial) sont incubées dans 1 mL de
sang 15 min a 37 °C.

Pour évaluer l'activité COX-2, il est nécessairgdecéder a une stimulation, d’'une durée
de 24 h, par le lipopolysaccharide (LPS) (1Q0d’une solution & 5 mg/mL dans le PBS —
tampon phosphate salin-).

L’éicosanoide marqueur (12-HTTr) est extrait pan3 d’acétate d’éthyle. Aprés 5 min
de centrifugation a 2500 tr/min, le surnageantréstipéré, puis évaporé a sec sous courant
d’azote, a 40 °C. Le résidu sec est repris pah#&se mobile puis analysé en CLHP.

b) Analyse chromatographique

La pompe utilisée (CLHP Waters, modele 600 Cordrpkst couplée a un détecteur UV
(modele 2487) et la colonne (Hypersil C18u, 12,5 x 0,48 mm) est protégée par une
colonne de garde de méme phase stationnaire. Ls& phabile est constituée par un mélange
de méthanol (contenant 0,05 % d’acide acétique 1&tM’eau (contenant également 0,05 %
d’acide acétique 18 M) ; cette solution est tamgena pH = 6 par NM¥DH (a 25 % dilué au
dixiéme). Le débit est de 1 mL.nin

Le gradient d’élution et la longueur d'onde de dBte UV sont détaillés ci-apres, en
fonction du temps :

Phase mobile (%) Longueur d'onde

Temps (min.)

méthanol eau A (nm)

0 70 30 270
10 80 20 234
18,1 100 0 234
22,9 100 0 234
23 70 30 234
30 70 30 234
31 70 30 270

c) Interprétation des chromatogrammes

Si COX-2 n’est pas induite par le LPS, le marquEZ#HHTT est représentatif de I'activité
COX-1 ; sinon, il reflete I'ensemble des activitiess deux isoformes COX-1 et COX-2.

Le resultat est exprimeé par le ratio de l'intensitésignal de I'éicosanoidemglques) SUr
celui du standard internesghdard : K = Imarqueur’ lstandard
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d) Mesure de libération de I'inhibiteur de cyclooxygéa a partir du donneur de NO
de la molécule mixte

Cette mesure est également faite par CLHP, avenélme protocole que les mesures
d’activité d’inhibition enzymatique, avec 2 différees majeures :
- I'étalonnage est alors effectué en utilisant unengte égale d’inhibiteur de
cyclooxygénase dépourvu de sa partie donneuse de NO
- la longueur d’onde de la mesure est celle du maximdiabsorption pour
linhibiteur.

Le pourcentage d’inhibiteur relargué (% relargaggt)alors évalué par le rapport de I'aire
sous la courbe du chromatogramme du produit éVeMUC, ¢iarqud €t de celle du produit
standard (AUGy), Soit :

% relargage = 100 X BarguéArer

2. Mesure de l'inhibition de la prolifération cellulaire

Les mesures d’inhibition de la prolifération cedlue ont été réalisées a l'Institut de
Chimie Pharmaceutique Albert Lespagnol par Amékenbine, sous la direction de Nicole
Pommery.

L’activité antiproliférative des molécules est m@&susur la lignée cellulaire cancéreuse
humaine PC3 (métastases osseuses du cancer destat@prau stade hormono-indépendant).
La croissance cellulaire est déterminée par medume activité enzymatique (test MTT).
Les cellules sont ensemencées dans leur milieultlee respectif en plaques de 96 puits. On
les laisse adhérer et se diviser pendant 72 hs Btiat ensuite cultivées pendant 24 h dans un
milieu dépourvu de sérum, ce qui leur permet da&nttans une phase de différenciation
appelée phase de quiescence. Les molécules adestealors mises au contact des cellules
pendant 72 h, & différentes concentrations (d&4a0° M généralement). A lissue de ce
traitement, leur activité est évaluée grace auNEST. Ce test met en jeu le bromure de 3-
(4,5-diméthylthiazolyl)-2,5-diphényltétrazolium (M7, sel de couleur jaune soluble dans
'eau. Les cellules vivantes possedent des déshgdeses mitochondriales, enzymes
capables de cliver ce sel en un dérivé formazanpdkeur bleue, insoluble en milieu aqueux.

La réaction qui se produit est la suivante :

N
Q\(/ \N/Q succinyl déshydrogénase H
! mitochondriale (SDM) N — N s

MTT MTT-Formazan
(jaune) (bleu - violet)

Le MTT est laissé au contact des cellules traipmasdant 4 h, puis les cristaux bleus de
formazan sont solubilisés dans une solution de $@lécylsulfate de sodium) / HCI,
pendant 8 h a 37 °C. On mesure alors I'absorbafscey contenu du puits a 570 nm, avec
une correction a 630 nm, absorbance proportionaelleombre de cellules vivantes. On peut
ainsi déterminer le pourcentage de croissance :
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% croissance = (Ayzn— Ag) / (Ag) X 100

On obtient ensuite des pourcentages d’inhibitiaasvis de la croissance du témoin, ce
qui va permettre de calculer, quand cela est plessds Ci, des produits.

3. Manipulations de Vasorelaxation

a) Liquide de Krebs

Ce liquide est préparé a partir d’'eau distilléen afiobtenir la composition suivante :
NaCl 118,50 mM ; NaHC©25,00 mM ; KCI 4,75 mM ; MgSg'H,0 1,19 mM ; CaGRH,O
1,36 mM ; KHPO, 1,18 mM ; glucose 11,10 mM. Il est ensuite ajustgH = 7,4 par de
I'acide chlorhydrique dilué ou de la soude diluée.

b) Vasorelaxation

Les aortes sont prélevees sur des rats de 200 g 2R0s placées dans des bains de
liquide de Krebs oxygénés par un mélange 95 24 ®% CQ refroidis a 5°C. Elles y sont
alors nettoyées des tissus graisseux et conjongtifs découpées en trongcons de 2 a 3 mm de
long qui sont montés sur les étriers de mesurptaeés dans les bains de I'appareil Radnoti
Glass Technology contenant 40 mL de liquide de &rtlermostaté a 37°C. L'appareil de
mesure de force est relié par une interface infaogue vers le logiciel Workbench, et est
préalablement étalonné par des poids de 2 grammes.

Apres 1 h d’équilibrage a cette température, diffi€s concentrations et volumes sont
ajoutés au bain d’incubation afin d’atteindre lemaentrations voulues, les mesures étant
prises lorsque la force exercée par I'aorte sterseur se stabilise.
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Modes opératoires

Svynthése des peptides

?H
Ac—A N F Q C—NH,

Ac—A N F Q G—OH

Ac—A N F Q A—OH
®,

+»+ Protocole expérimental :

Le synthétiseur est chargé avec de la résine TGRIp@eptide amide Ac-ANFQC-NHou de la résine de
Wang portant le premier acide aminé dans le capéeptdes acides Ac-ANFQG-OH et Ac-ANFQA-OH. Il est
programmeé de maniére a protéger par acétylatipepéide en N-terminal.

La résine chargée récupérée en fin de synthésdogstlavée par des quantités de solvant permettatd

recouvrir, une fois par le DMF, trois fois par [€€Bl pendant 2 minutes. Elle est ensuite séchéeapagé par
I'éther (3 x 2 minutes), puis 1 heure sous vide.

Le mélange de clivage est alors versé de maniéegeauvrir la résine, qui est mise sous agitationdpet
1h30. La solution ainsi obtenue est filtrée puiscgpitée au goutte a goutte dans un mélange d’'éslemL) et

d’heptane (50 mL). Aprés centrifugation a 3500 tipeéndant 10 minutes, le précipité est isolé, seains I'eau
puis lyophilisé.

Peptide Mélange de clivage Rendement
Ac-ANFQC-NH, TFA (94 %), HO (2,5 %), (1,2)-éthanedithiol (2,5 %), 70 %
triisopropylsilane (1 %)
Ac-ANFQG-OH TFA (95 %), HO (2,5 %), triisopropylsilane (2,5 %) 78 %
Ac-ANFQA-OH TFA (95 %), HO (2,5 %), triisopropylsilane (2,5 %) 75 %
% Caractéristiques :

Peptide Formule brute Masse molaire (g.iol Aspect
Ac-ANFQC-NH, CyeH3sNgOsS 622 Poudre blanche
Ac-ANFQG-OH Cu5H3sN,Oq 577 Poudre blanche
Ac-ANFQA-OH Co6H37N;Oq 591 Poudre blanche

< Analyses:
LC/IMS :

Peptide % tampon B MH+ (g.mdl Pureté % Jmax (NM)
Ac-ANFQC-NH, 23,7 623 85 215
Ac-ANFQG-OH 26,7 578 96 215
Ac-ANFQA-OH 30,6 592 98 215
MALDI / TOF :

Peptide Masses détectées (g.Mol
Ac-ANFQC-NH;, 645,4 (+N&), 661,3 (+K)

Ac-ANFQG-OH 600 (+Nd), 613 (+K)
Ac-ANFQA-OH 614 (+Nd), 630,3 (+K)
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Synthése du 2,4-dioxo-4-phénylbutyrate d’éthyle 1

®,

+»+ Protocole expérimental :

On introduit par petits morceaux le sodium (6,20&,7 mol, 2 éq) dans I'éthanol absolu (200 mL). Un
mélange d’acétophénone (16,36 g, 0,14 mol, 1 &d)aalate de diéthyle (39,8 g, 0,27 mol, 2 églyé&dans
I'éthanol (100 mL) est ajouté au goutte a goutteniilieu réactionnel est ensuite porté a refluxdaen 2 h.

Aprés évaporation du solvant, le mélange obtenuegsts dans I'eau glacée (500 mL), neutraliségjant
de HCI 1N, puis extrait par I'éther (3 x 250 mL)a phase organique ainsi obtenue est lavée parda&auvée en
NacCl, séchée sur MgSQ@uis concentrée.

Le 2,4-dioxo-4-phénylbutyrate d’éthyle ainsi obteaec un rendement de 62 % est utilisé brut damis le
réactions suivantes.

% Caractéristiques :

Formule brute :C;5H1,0,4
Masse molaire 220 g.mof*
Aspect :huile acajou

Rf (Hept 6 / AcOEt 4)0,47

o,

< Analyses:

IR : 1735 crit v (ester)
1600 cn v (cétone)
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Synthése du 3,5-dioxo-5-phénylpentanoate d’éthyle 2

o}
o o ©)‘\o
)]\/U\ + k LDA, TMEDA
o

o,

«+ Protocole expérimental :

Une solution de diisopropylamidure de lithium estgarée par addition de diisopropylamine (5 g, @045
2,5 éq) dans le-butyllithium (1,6 M dans I'hexane, 31 mL, 0,05 md@,5 éq) a 0 °C. Aprés ajout de
tétraméthyléthylénediamine (2 mL) dans I'éther (8l0), un mélange d’acétoacétate d’'éthyle (2,6 g2 Ondl, 1
€q) et de benzoate d'éthyle (3,75 g, 0,025 mok £&§) dilué dans I'éther (50 mL) est ajouté sousoaphere
inerte.

Aprés 17 h de réaction, I'acide acétique (6 g,Mdl, 5 éq) dilué dans I'éther (75 ml) est ajouténalieu
réactionnel avant que I'eau (50 mL) ne soit ajodt€e’C. La phase éthérée est ensuite séchée SOMgpres
évaporation du solvant, le résidu est purifié gamomatographie sur gel de silice (éluant : HeptAtOELt 2)
pour donner le 3,5-dioxo-5-phénylpentanoate d'&laylec un rendement de 86 %.

o,

%+ Caractéristiques :

Formule brute :C;3H140,
Masse molaire 234 g.mof*
Aspect :Huile orange

Rf (Hept 6 / AcOEt 3) 0,46

< Analyses :

IR : 1739 cnit v (CO ester)
1629 cnt v (CO cétone)
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Synthéese des 1-aryl-5-phénylH-pyrazole-3-carboxylates d’éthyle 3a,b,c

13
10 7 6

=
[
IS
o
3]

+»+ Protocole expérimental :

Le 2,4-dioxo-4-phénylbutyrate déthyle (0,9 g, 4 odml éq) est solubilisé dans I'éthanol (25 mL).
L’hydrazine (4 mmol, 1 éq) est ajoutée sous agitedit a température ambiante,.

Apres 4 h de réaction a reflux, le milieu réactieinest concentré sous vide. Le résidu ainsi obéstuepris
dans I'éther, puis filtré. La purification est affeée comme précisé dans le tableau suivant.

Composé R Nom Purification Rendement
3a H 1,5-diphényl-H-pyrazole-3- Chromatographie : 70 %
carboxylate d'éthyle (Cyclo 9/ AcOEt 1)
3b SO.CHs 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényl- Recristallisation dans 60 %
1H-pyrazole-3-carboxylate d’éthyle EtOH 95%
3c SO,NH, 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)- - 68 %
1H-pyrazole-3-carboxylate d'éthyle

R/

« Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol  Masse ()
3a Chlorhydrate de phénylhydrazine 144 0,58
3b Chlorhydrate de 4-méthanesulfonylphénylhydrazine 222 0,9
3c Chlorhydrate de 4-aminosulfonylphénylhydrazine 223 0,9

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fnol Aspect Rf
3a CigH17N50, 292 Poudre orange (Cyclo 5/ AcOEt 5) 0,64
3b CigH1aN>04S 370 Poudre beige (Cyclo 4 / AcOEt 6) 0,44
3c CigH17N30,S 371 Poudre orange (Cyclo 4 / AcOEt 6) 0,35
% Analyses:
IR :
Composé v (cmit) Fonctions
3a 1713 CO ester
3b 1714 CO ester
3c 1723 CO ester
RMN™H :
Composé Solvant J (ppm)
3a CDCls 7,45 -7,20 (m, 10H, ) ; 7,06 (s, 1H, K ; 4,46 (9, 2H, B, J =7,1 Hz) ;
1,44 (t, 3H, H, J =7,1 Hz)
3b DMSO-ds 8,00 (d, 2H, Hy 15, J = 8,7 Hz) ; 7,60 (d, 2H,H, J = 9,0 Hz) ; 7,44 — 7,40
(m,3H, He7;7,35-7,30 (M, 2H, ) ; 7,18 (s, 1H, B ; 4,35 (q, 2H, H, J
=7,0Hz) ;3,29 (s,3H,4) ; 1,33 (t, 3H, H, J = 7,0 Hz)
3c CDCl, 7,87 (dd, 2H, K11, I = 8,8 Hz, 4= 2,0 Hz) ; 7,45 (dd, 2H, {1, J, = 8,8
Hz, J,=2,0 Hz) ; 7,40 — 7,33 (m, 3HzklY) ; 7,24 — 7,20 (m, 2H, k) 7,04
(s, 1H, H) ; 5,26 (s, 2H, K) ; 4,45 (q, 2H, K, J=7,1 Hz) ; 1,43 (t, 3H, H
J=7,1Hz)
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Synthéese des 1-aryl-5-phénylH-pyrazole-3-carboxylates d’éthyle 4a,b,c

(@] O

o,

«+ Protocole expérimental :

Le 3,5-dioxo-5-phénylpentanoate d’éthyle (1,4 gnéol, 1 éq) est solubilisé dans I'éthanol (100 mL).
L’hydrazine (6 mmol, 1 éq) est ajoutée sous agitegdit a température ambiante,.

Aprés 16 h de réaction a reflux, le milieu réaatieinest concentré sous vide. Le résidu ainsi obestu
repris dans I'éther, puis filtré. La purificatiosteffectuée comme précisé dans le tableau suivant.

Composé R Nom Purification Rendement
4a H 2-(1,5-diphényl-1H-pyrazol-3-yl)acétate  Chromatographie : 70 %
d’éthyle (Hept 8 / AcOEt 2)
4b SO.CHs 2-(1-(4-(methylsulfonyl)phényl)-5-phenyl-1H- Chromatographie : 60 %
pyrazol-3-yl)acétate d’'éthyle (Hept 5/ AcOEt 5)
4c SONH, 2-(1-(4-(aminosulfonyl)phényl)-5-phenyl-1H- Chromatographie : 25%
pyrazol-3-yl)acétate d’'éthyle (Hept 5/ AcOEt 5)

o,

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol  Masse ()
4a Chlorhydrate de phénylhydrazine 144 0,86
4b Chlorhydrate de 4-méthanesulfonylphénylhydrazine 222 1,3
4c Chlorhydrate de 4-aminosulfonylphénylhydrazine 223 1,3

®,

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fol Aspect Rf
4a CygH1sN-0, 306 Poudre orange (Hept 5/ AcOEt 5) 0,61
4b CyoH20N-04S 384 Poudre beige (Hept 5/ AcOEt5) 0,11
Ac CigH1N30,S 385 Poudre orange (Hept 5/ AcOEt5) 0,14

« Analyses:

IR :
Composé v (cm?) Fonctions
4a 1738 CO ester
4b 1734 CO ester
4c 1733 CO ester
RMN'H :
Composé Solvant J (ppm)
4b DMSO-d; 7,9 (d, 2H, Hy 13 J = 6,7 Hz) ; 7,51 (d, 2H, 16k J = 6,7 Hz) ; 7,39 — 7,36
(m, 3H, K79 ; 7,28 = 7,25 (m, 2H, &}) ; 6,56 (s, 1H, ) ; 4,27 (q, 2H, K, J
=7,0Hz) ;3,80 (s, 2H, §; 3,06 (s, 3H, H) ; 1,33 (t, 3H, H, J = 7,0 Hz)
4c CDCl, 7,75 (d, 2H, Hy13 J = 8,8 Hz) ; 7,35 (d, 2H, 413 J = 8,8 Hz) ; 7,33 — 7,19
(m, 5H, H) ; 6,56 (S, 1H, k) ; 5,60 (s, 2H, k) ; 4,25 (9, 2H, K J = 7,1
Hz) ;3,81 (s, 2H, k) ; 1,33 (t, 3H, H, J = 7,1 Hz)
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Synthése des acides 1-aryl-5-phényHtpyrazole-3-carboxylique 5a,b,c

12

©

8
\ NaOH

R/

+»+ Protocole expérimental :

L'ester éthylique (5,4 mmol, 1 éq) est solubilisns le méthanol (50 mL) avant d’ajouter NaOH (0,675
27 mmol, 5 éq) diluée dans un minimum d’eau.

Aprés 16 h de réaction, le milieu réactionnel estcentré. Le résidu ainsi obtenu est repris daaul{100
mL) puis lavé par l'acétate d’éthyle (50 mL). Laagk aqueuse est alors amené a@par ajout de HCI 1N.
Aprés extraction par I'acétate d'éthyle (3 x 40 m&gchage sur MgSCet concentration, on obtient 'acide
carboxylique sous forme solide.

Composé R Nom Purification Rendement
5a H acide 1,5-diphénylH-pyrazole-3- Recristallisation dans 71 %
carboxylique l'isopropanol
5b SO.CH; acide 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5- Recristallisation dans 85 %
phényl-H-pyrazole-3-carboxylique EtOH 95%
5c SONH, acide 1-(4-aminosulfonylphényl)-5- Recristallisation dans 79 %
phényl-H-pyrazole-3-carboxylique I'éther
% Réactifs :
Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol ~ Masse ()
5a 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate d'éthyle 292 1,58
5b 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényipyrazole- 370 2
3-carboxylate d’'éthyle
5¢ 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)Htpyrazole-3- 371 2
carboxylate d’éthyle
% Caractéristiques :
Composé| Formule brute  Masse molaire (g:Hol Aspect Rf Fusion (°C)
5_a Ci6H12N205 264 Poudre jaune (MeOH 1/ CHC'Z 185-186
9)0,2
5b C1H1N0,S 342 Poudre jaune (MeOH 1/ CHCI, 189-190
9)0,2
5c C16H1aN30,S 343 Poudre jaune (AcOEt5/Hept5) décomposition
0,5
< Analyses:
IR :
Composé v (cm?) Fonctions
5a 1704 CO acide
5b 1696 CO acide
5¢ 1700 CO acide
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RMNH :

Composé Solvant 0 (ppm)
5a DMSO -dg 13,00 (sl, 1H, K) ; 7,47 — 7,23 (m, 10H, &) ; 7,07 (s, 1H, B
5b DMSO -dg 13,15 (sl, 1H, H) ; 8,00 (d, 2H, K10 J = 8,8 HZ) ; 7,56 — 7,29 (m, 7H,
Hsg11) ; 7,11 (s, 1H, B) ; 3,27 (s, 3H, kb)
5c DMSO -dg 13,14 (sl, 1H, H) ; 7,86 (d, 2H, K10, J = 8,5 Hz) ; 7,52 — 7,29 (m, 9H,
Hsg1119 ; 7,09 (s, 1H, b)
LC/MS :
Composé tr (min) MH(g.mol") Jmax(NM) Pureté
5a 3,63 265 250 98,5 %
5b 3,13 343 250 96 %
5¢ 2,98 344 250 99 %
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Synthése de 'acide 2-(1,5-diphényl-1H-pyrazol-3-ydcétique 6a

o,

<+ Protocole expérimental :

L'ester éthylique (0,3 g, 0,99 mmol, 1 éq) est boise dans le méthanol (30 mL) avant d’ajouter MaO
(0,2 g, 4,95 mmol, 5 éq) diluée dans un minimunad.e

Aprés 16 h de réaction, le milieu réactionnel éstdddans I'eau (200 mL), lavé par I'acétate d'éhf2 x
50 mL). La phase aqueuse est alors acidifiée a gtpar une solution de HCI concentrée. Apres etitragar
l'acétate d’'éthyle et évaporation du solvant, otiesth un solide qui recristallisé dans un mélange 8/EtOH 2
donne I'acide carboxylique pur.

Caractéristiques :

Formule brute Ci7H14N505
Masse molaire 278 g.mof*
Aspect :Poudre orange
Ne migre pas en CCM.

< Analyses:
IR : 1736 cnt v (CO acide)

RMN'H (DMSO - @) : 5 (ppm) :
12,48 (s, 1H, k) ; 7,42 — 7,20 (m, 10H, H2) ; 6,57 (s, 1H, B) ; 3,65 (s, 2H, B).

LC/MS:

tr : 3,53 min
MH* : 279 g/mot
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Synthese des 1-aryl-3-hydroxyméthyl-5-phénylH-pyrazoles 7a,b,c

« Protocole expérimental :

L'ester éthylique de diarylpyrazole (4,8 mmol, ) éqt solubilisé dans le tetrahydrofurane (20 mii¥ pne
suspension de LiAI(0,37 g, 9,6 mmol, 2 éq) dans le tétrahydrofrdnml) est ajoutée lentement.

Apres 3 h de réaction a température ambiante, oluian aqueuse de HCI 1N est ajoutée goutte atgout
jusqu'a pH neutre. Aprés concentration du milieurdsidu est repris par I'acétate d’éthyle (100 ,ndyée par
'eau (100 mL) puis par I'eau saturée en NaCl (b@l0. La phase organique est ensuite séchée sur g0
concentrée. Le produit est obtenu sous forme ddrgou

Composé R Nom Purification Rendement
7a H 1,5-(diphényl)-3-hydroxyméthylH- Recristallisation 84 %
pyrazole dans EtOH 95 %
7b SO.CH; 1-(4-méthanesulfonylphényl)-3- - 95 %
hydroxyméthyl-5-phényl-#i-pyrazole
7c SONH, 1-(4-aminosulfonylphényl)-3- Recristallisation 84%
hydroxyméthyl-5-phényl-#i-pyrazole dans ACN

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fol Masse (g)
7a 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate d'éthyle 292 1,4
7b 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényiHi 370 1,78
pyrazole-3-carboxylate d’éthyle
7c 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)Htpyrazole- 371 1,78
3-carboxylate d’'éthyle

% Caractéristiques :

Composé| Formule brute  Masse molaire (g:Hol Aspect Rf Fusion (°C)
7a C1eH14N0 250 Solide blanc ~ (Hept5 / AcOEt 5) 113-115
0,14
7b C17H16N505S 328 Solide blanc  (Cyclo 8/ AcOEt2) 133-134
0,22
7c Ci1eH15N305S 329 Solide blanc  (Cyclo 8/ AcOEt2) 186-188
0,18

< Analyses:

IR :
Composé v (cmit) Fonctions

7a 3361 CO alcool primaire
1507 C=C pyrazole

7b 3134 CO alcool primaire
1591 C=C pyrazole

7c 3298 CO alcool primaire
1595 C=C pyrazole
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RMN'H :

Composé Solvant 0 (ppm)
7a DMSO —ds 7,45—-7,33 (m, 6H, Kby ; 7,24 —7,20 (M, 4H, &) ; 6,60 (s, 1H, B) ;
5,22 (t, 1H, H,J = 5,8 Hz) ; 4,51 (d, 2H,41J = 5,8 Hz)
7b DMSO —ds 7,88 (d, 2H, Ho 13, J = 8,5 Hz) ; 7,49 (d, 2H,H, J = 8,8 Hz) ; 7,42 - 7,34
(m, 3H, H); 7,33 7,21 (m, 2H, H) ; 6,56 (s, 1H, B ; 5,22 (t, 1H, H, J
=5,8 Hz) ; 4,80 (s, 2H, £t 3,06 (s, 3H, kk)
7c DMSO —ds 7,79 (d, 2H, Ho 1, J = 8,4 Hz) ; 7,45 - 7,41 (m, 7TH,khd ; 7,28 — 7,25 (m,
2H, Hy 1) ; 6,64 (s, 1H, B ; 5,27 (t, 1H, H, J = 5,8 HZ) , 4,76 (s, 2H,H
LC/MS :
Composé tr (min) MH Amax (NM) Pureté
7a 3,46 251 250 99 %
7b 3,22 329 250 98,9 %
7c 2,86 330 250 99,7 %
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Synthéese des 1-aryl-3-hydroxyéthyl-5-phénylHl-pyrazoles 8a, ¢

o

dab.c

o,

« Protocole expérimental :

L'ester éthylique de diarylpyrazole (4 mmol, 1 &g} solubilisé dans le tétrahydrofurane (50 mL} puie
suspension de LiAI(0,46 g, 12 mmol, 3 €q) dans le tétrahydrofraien() est ajoutée lentement.

Aprés 4 h de réaction a température ambiante, oluticn aqueuse de HCI 1N est ajoutée goutte atgout
jusqu’a pH neutre. Apres concentration du milieurdsidu est repris par I'acétate d'éthyle (150 ,nfdyée par
'eau (100 mL) puis par I'eau saturée en NaCl (b@l0. La phase organique est ensuite séchée sur g0
concentrée.

Composé R Nom Purification Rendement
8a H 1,5-(diphényl)-3-(2-hydroxyéthyl)H- Recristallisation 95 %
pyrazole dans Heptane
8c SONH, 1-(4-aminosulfonylphényl)-3-(2- Recristallisation 94 %
hydroxyéthyl)-5-phényl-H-pyrazole dans ACN

o,

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fnol Masse (g)
8a 2-(1,5-diphényl-1H-pyrazol-3-yl)acétate d'éthyle 306 1,23
8c 2-(1-(4-(aminosulfonyl)phényl)-5-phenyl-1H- 388 1,55

pyrazol-3-yl)acétate d’'éthyle

o,

% Caractéristiques :

Composé| Formule brute  Masse molaire (g:ol  Aspect Rf Fusion (°C)
8a Ci17H16N2O 264 Solide jaune (Hept 2/ AcOEt8) 0,64 119-121
8c C1H17N305S 343 Poudre (Hept 2/ AcOEt 8) 0,06 196 - 198

blanche

< Analyses:

IR :
Composé v (cm?) Fonctions
8a 3289 CO alcool primaire
1506 C=C pyrazole
8c 3293 CO alcool primaire
1595 C=C pyrazole
RMN'H :
Composé Solvant 0 (ppm)
8a DMSO —ds 7,34-7,32 (m, 6H, K ; 7,23 -7,18 (m, 4H, &) ; 6,51 (s, 1H, B ;
4,71 (t, 1H, H, J =5,7 Hz) ; 3,76 (g, 2H,4J = 5,7 Hz) ; 2,78 (t, 2H,41J
=5,7 Hz)
8c DMSO —ds 7,79 (d, 2H, Hy 15 J = 8,4 Hz) ; 7,45 - 7,38 (M, 7THs kho 13 ; 7,25 (S, 2H,
His) ; 6,56 (s, 1H, B ; 4,73 (t, 1H, B, J = 5,8 Hz) , 3,74 (q, 2H,H) = 5,8
Hz) ; 2,80 (t, 2H, H, J = 5,8 Hz)
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LC/MS :

Composé tr (min) MH Amax (NM) Pureté
8a 3,55 265 250 98 %
8c 3,04 344 255 95 %
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Synthése du 8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydroH-pyrido[4,3-blindole 9

9

« Protocole expérimental :

La 4-méthoxyphénylhydrazine (10 g, 57 mmol, 1 ét)lae4-pipéridone (8,8 g, 57 mmol, 1 éq) sont
dissoutes dans I'éthanol saturé en HCI (100 mL)nliléeu réactionnel est ensuite porté a reflux sagisation
pendant 1 h.

Apres refroidissement, le précipité est isolé gélpar I'acétonitrile chaud. Ce précipité est etesniis en
suspension 30 min dans une solution d€® a 10 % (100 mL) afin de neutraliser I'acide chiattique
restant.

Apres filtration et lavage, on obtient un solidecdeleur beige (86 %).

®,

% Caractéristiques :

Formule brute :C;,H14N>O

Masse molaire 202 g.mof*
Aspect :Solide beige

Rf (DCM 9/MeOH 1 ; Nb : 0,51

< Analyses:

IR : 1592 cnt v (NH indolique)
1460 cnt v (méthoxy)

RMN'H (DMSO — @) : & (ppm) :

10,50 (s, 1H, | ; 7,14 (d, 1H, B, J = 8,9 Hz) ; 6,81 (d, 1H,44J = 2,2 Hz) ; 6,63 (dd, 1H,7H1, = 8,9 Hz,
Jn=2,2Hz) ;3,81 (s, 1H,M; 3,73 (s, 3H, B ; 3,00 (t, 2H, H, J = 5,5 Hz) ; 2,64 (t, 2H,31J = 5,0 HZ) ;
2,27 (s, 1H, H)
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Azidoformate de 1-(4-méthanesulfonylphényl) 5-phénylH-pyrazole-3-méthyle 10

O,
\\s/ o\\S/
/ /
Y Y
10
N 11
/ \ 1/CDlI, pyridine
—_—
NN 2/DMF, NaN,, HCI
OH
b0 10

o,

« Protocole expérimental :

A une solution de 1-(4-méthanesulfonylphényl)-3toygyméthyl-5-phényl-H-pyrazole (100 mg, 0,3 mmol, 1
€q) solubilisé dans le toluéne (2 mL) est ajoutgaidonyldiimidazole (98,9 mg, 0,6 mmol, 2 éq) daipyridine
(75 pL, 0,9 mmol, 3 éq) a température ambiante.

Apres 4 h de réaction, l'acétate d'éthyle est &eutl0 mL), et lavée par une solution aqueuse é&atem
NaCl (3 x 50 mL). La phase organique est séchédMg®0, puis concentrée. Le résidu est alors repris dans |
DMF (3 mL). Apres ajout de NajN100 mg, 1,5 mmol, 5 éq), le milieu réactionnel asdifié & pH = 3,5 par
une solution d’acide chlorhydrique molaire. Apré® unuit de réaction, le milieu réactionnel estd@itlans I'eau
(40 mL), et les composés organiques extraits paetate d’éthyle (3 x 30 mL), qui est ensuite lapéel'eau
(50 mL) puis I'eau saturée en chlorure de sodiuthrtl). Aprés séchage sur Mg$Puis concentration sous
vide de la phase organique, le produit est obtemyar reprise dans I'éther avec un rendement .96

o,

% Caractéristiques :

Formule brute :CigH15Ns04,S
Masse molaire 397 g.mof*
Aspect :poudre jaune

Rf (AcOEt 8 / Cyclo 2)0,46
Pureté CLHP: 98 %

« Analyses :
RMN'H (DMSO —¢) : & (ppm) :
7,90 (d, 2H, H1, J = 8,6 Hz) ; 7,50 (d, 2H,dH;, J = 8,6 Hz) ; 7,43 — 7,39 (m, 3H, kD ; 7,30 — 7,27 (m,
2H, H;7) ;6,79 (s, 1H, B ; 5,31 (s, 2H, KB ; 3,26 (s, 3H, Kb
MH* = 398 g.mof*
RMN™C (DMSO - ¢) : & (ppm) :

46,87 ; 66,68 ; 112,48 ; 128,84 ; 131,62 ; 132,182,39 ; 132,50 ; 132,73 ; 143,04 ; 146,56 ; 187,7
151,42
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Synthése acides aminés thiocarboxyliques 11a,b,c

R
boc < OH 1/ NMM, Chloroformiate boc\N - SH
N n 2/ NMM, H,S H

0 o

o,

< Protocole expérimental :

A une solution d’acide aminé protégé par une famcBOC en N-terminal (3 mmol, 1 éq) solubilisé dins
DCM (5 mL) est ajouté la N-méthylmorpholine (0,72.,n6,6 mmol, 2,2 éq) puis le chloroformiate d’'étayl
(0,31 mL, 3,3 mmol, 1,1 éq). Aprés 5 minutes datiiin a température ambiante, un bullage ¢& &bt lancé.
Aprés 5 minutes, la N-méthylmorpholine (0,72 mL§ &mol, 2,2 éq) est ajoutée, en maintenant le gelide
H,S. Aprés 10 minutes d’agitation, le milieu réactiehest concentré, le résidu repris dans 'acététiyle (10
mL) et lavé par une solution de HCI molaire (10 mBRprés séchage sur Mg@Qa phase organique est
concentrée. Le produit est conservé tel quel ppsuite des réactions.

Composé R n Nom Rendement
lla H 1 BOC-glycine acide thiocarboxylique 85 %
11b CHs 1 BOC-alanine acide thiocarboxylique 99 %
1llc H 2 BOC- B-alanine acide thiocarboxylique 98 %

o,

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fnol Masse (g)
1lla BOC-glycine 175 0,525
11b BOC-alanine 189 0,567
1ic BOC--alanine 189 0,567

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fol Aspect
1lla C;H13NOsS 191 Huile jaune
11b CgH1sNOsS 205 Huile jaune
1ic CgH1sNOsS 205 Huile jaune

< Analyses:

LC/MS :

Composé % tampon B MHg.mol®) Amax (NM) Pureté
1lla 37 192 222 98 %
11b 44 206 223 99 %
1llc 50,6 206 223 96 %
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Syntheses des peptides thioacides carboxyligues Pa

R

OH
Ac—A N F Q-N

(0]

« Protocole expérimental :

1/ NMM, Chloroformiate

2/ NMM, H2S

A une solution de peptide acétylé en N-terminadd%0nmol, 1 éq) solubilisé dans un mélange de DMF- (1
mL) et d’ACN (5 mL) est ajouté la N-méthylmorphddir(16,5 uL, 0,15 mmol, 3 éq) puis le chloroformiate
d’éthyle (9,5 pL, 0,1 mmol, 2 éq) a —45°C. AprésniButes d'agitation, un bullage de%lest lancé et le milieu
est laissé remonter a température ambiante. Apnéisdes, la N-méthylmorpholine (16,5 pL, 0,15 mn®Eq)
est ajoutée, en maintenant le bullage d8.H\prés 10 minutes d’agitation, le milieu réactiehest concentré.
Le produit est utilisé tel quel immédiatement plausuite des réactions.

Composé R Nom Rendement
12a H Ac-ANFQG thioacide carboxylique n/a
12b CH; Ac-ANFQA thioacide carboxylique n/a

% Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g-fol Masse (mg)
12a Ac-ANFQG-OH 577 28,8
12b Ac-ANFQA-OH 591 29,5

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fhol Aspect
&a C25H35N7OSS 593 Huile jaune
&b C26H37N7OSS 607 Huile jaune

< Analyses:
LC/MS :

Composé % tampon B MHg.mol") Pureté (%) Jmax (NM)
12a 29,3 594,6 89 215
12b 33,3 607,7 92 215
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Synthése des acides aminés couplés a un diarylpyode 13a,b,c

(o]
o \Y4
/ S
\\S Vi
Vi (e} —
o 2N /
11
R
/N \ NEt,
N + boc \N S SH _— is o o
0 H H
o /N 14
boc n N
o N, 16 H
1
1 llab.c 7 R 13ab.c

< Protocole expérimental :

L'acide thiocarboxyliqgue (0,25 mmol, 2 éq) est dpa une solution d’azidoformiatdd (50 mg, 0,125
mmol, 1éq) solubilisé dans le DMF (9 mL). Apresiwajde triéthylamine (26,5 pL, 0,19 mmol, 1,5 ég)nlilieu
est laissé a réagir a température ambiante pe@tant

Le milieu réactionnel est alors versé dans l'eduir8.), et les composés organiques extraits paetae
d’éthyle (3 x 25 mL). La phase organique est lgvéel’eau (50 mL), I'eau saturée en sel (50 mL)sméchée
sur MgSQ et concentrée. Le résidu ainsi obtenu est pysdiéchromatographie préparative.

Composé R n Nom Rendement
13a H 1 Ester {2-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényHtpyrazol-3- 65 %
ylméthoxycarbonylamino]-2-oxo-éthyl}tert-butylique
13b CHs 1 Ester {2-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényHtpyrazol-3- 86 %
ylméthoxycarbonylamino]-1-méthyl-2-oxo-éthyl}tertitylique
13c H 2 Ester {2-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényHtpyrazol-3- 84 %
ylméthoxycarbonylamino]-3-oxo-propylitert-butylique

% Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjlol  Masse (mg)
13a BOC-glycine acide thiocarboxylique 191 47,7
13b BOC-alanine acide thiocarboxylique 205 51,2
13c BOC- B-alanine acide thiocarboxylique 205 51,2

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fnol Aspect
13a CosHeN4O,S 528 Poudre blanche
13b CoeH3oN4O,S 542 Poudre blanche
13c CoeH3oN4O,S 542 Poudre blanche

< Analyses:

RMN'H :
Composé Solvant J (ppm)
13a CDCl, 7,83-7,78 (d, 2H, 1o J = 8,6 Hz) ; 7,67 (s, 1H,1H) ; 7,42 — 7,38 (d, 2H,
Hg 11, J =8,6 Hz) ; 7,31 — 7,23 (m, 3H,44} ; 7,16 — 7,12 (m, 2H, ) ;
6,51 (s, 1H, B) ; 5,21 (s, 2H, k) ; 5,07 (s, 1H, k) ; 4,26 (d, 2H, K, J =
5,4 Hz) ;2,96 (s, 3H, H) ; 1,36 (s, 9H, k)
13b CDCl, 8,24 (s, 1H, k) ; 7,85 - 7,80 (d, 2H, §o J = 8,6 Hz) ; 7,44 — 7,40 (d, 2H,

Hg11, J = 8,6 Hz) ; 7,33 = 7,26 (M, 3H,4,60 ; 7,19 — 7,14 (m, 2H, §) ;
6,56 (S, 1H, B) ; 5,24 (s, 2H, b ; 4,97 (s, 1H, k) ; 4,60 (qt, 1H, Ky, J =
6,7 Hz) ;2,98 (s, 3H, H) ; 1,37 (s, 9H, k) ; 1,36 (d, 3H, k, J = 7,0 Hz)
13c CDCl; 7,93 -7,89 (d, 2H, k4o J = 8,6 Hz) ; 7,58 (s, 1H,.8) ; 7,52 — 7,49 (d, 2H,
Hgi1, J =8,6 Hz) ; 7,42 — 7,36 (M, 3H, 60 ; 7,27 = 7,2 (m, 2H, ) ; 6,61
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(s, 1H,H) ;5,30 (s, 2H, B ; 5,11 (s, 1H, k) ; 3,46 (9, 2H, K4, J =5,8
Hz); 3,07 (s, 3H, i) ; 3,00 (t, 2H, H,, J =5,8 Hz) ; 1,44 (s, 9H,:H
RMNYC:
Composé Solvant 0 (ppm)
13a CDCl, 30,04 ; 46,27 ; 47,08 ; 63,34 ;110,10 ; 127,080,19 ; 130,55 ; 130,74 ;
130,98 ; 131,15 ; 140,79 ; 145,58 ; 146,71 ; 150, %/7,716
13b CDCl, 17,41 ;28,22 ;44,48 ; 61,31 ; 109,29 ; 125,197,831 ; 128,38 ; 128,75 ;
128,92 ;129,14 ; 129,44 ; 138,93 ; 143,83 ; 144 848,71 ; 150,63
13c CDCl, 28,36 ; 36,90 ; 44,50 ; 61,37 ; 109,16 ; 125,198,411 ; 128,76 ; 128,97 ;
129,21 ;139,01 ; 143,83 ; 144,91
LC/MS :
Composé % tampon B MHg.mol") Jmax (NM) Pureté
13a 64,3 529 262 96 %
13b 64,8 543 262 100 %
13c 65,5 543 262 96 %
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Couplage diarylpyrazole et peptide 14a,b

o)
o \\/
\\S/ //S
// 0
o)
N
R /- \
I\ NEt \NS
SH 3 0 0
_ _ + NN
Ac—A N F Q-N o —— H )]\
Ac—A N F Q—N
0 J\ c Q N o
12ab (¢} N, R
10 14ab

®,

+»+ Protocole expérimental :

A une solution de peptide thioacide carboxyliquéd%0mmol, 1 éq) solubilisé dans le DMF (9 mL) est
ajouté I'azidoformiate (20 mg, 0,05 mmol, 1 éq)ullisé dans du DMF (1 mL). Aprés ajout de triétgine
(22 pL, 0,15 mmol, 3 éq), le milieu est laissé agré & température ambiante pendant 2 heures. Aprés
évaporation du solvant, le résidu est purifié gamomatographie préparative sur colonne C18 puisApdes
lyophilisation, le produit est obtenu pur.

Composé R Nom Rendement
1l4a H Ac-ANFQG-N-(C=0)-DAP 41 %
14b CH; Ac-ANFQA-N-(C=0)-DAP 32%

% Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fol Masse (mg)
14a Ac-ANFQG-SH 593 29,5
14b Ac-ANFQA-SH 607 30,3

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fol Aspect
l4a Cu4Hs5oN16015S 944 Poudre blanche
14b CysHs5aN10015S 958 Poudre blanche

< Analyses:
LC/MS :

Composé % tampon B MHg.mol®) Puretée Jmax (NM)
14a 47,6 945 99 % 263
14b 53,6 959 99 % 262
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Acide aminé lié a un diarylpyrazole 15a,b,c

o)
A\{ / O, /
S, \
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N
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N - N
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/F /[( N R1 ]
o N n N (]
H H,N A \n/
0 o)
o) o)
13a,b,c 15a,b,c

+»+ Protocole expérimental :

L'acide aminé lié a un diarylpyrazole protégé patboc (0,1 mmol) est solubilisé dans un mélangb &
(2 mL) et d’acide trifluoroacétique (2 mL). Apré8 Bin d’agitation a température ambiante, le sdlesh
évaporé. Le résidu est repris dans de I'eau a8denl), qui est lavée par de I'acétate d'éthyle @ mL).
Aprés lyophilisation de la phase aqueuse, le ptatiprotégé est obtenu pur et est trés hygroscepiqu

Composé R n Nom Rendement
15a H 1 1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényl-1H-pyrazol-3- 95 %
ylméthylate de 2-aminoacétyle

15b CH; 1 1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényl-1H-pyrazol-3- 97%
ylméthylate de 2-aminopropionyle

15¢ H 2 1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phényl-1H-pyrazol-3- 92 %
ylméthylate de 3-aminopropionyle

% Réactifs :
Composé Réactant Masse molaire (g-fjiol  Masse (mg)
15a 2-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phénylH-pyrazol-3- 528 52,8
ylméthoxycarbonylamino]-2-oxo-éthylate de tert-
butyle
15b 2-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phénylH-pyrazol-3- 542 54,2
ylméthoxycarbonylamino]-1-méthyl-2-oxo-éthylate de
tert-butyle
15¢c 3-[1-(4-méthylsulfonylphényl)-5-phénylH-pyrazol-3- 542 54,2
ylméthoxycarbonylamino]-3-oxo-propylate de tert-
butyle
% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fol Aspect
15a CooHooN4OsS 428 Poudre jaune
1_5b Cy1H2oN4OsS 442 Poudre jaune
@ Cy1H2oN4OsS 442 Poudre jaune

% Analyses:
LC/MS :

Composé % tampon B MHg.mol®) Amax (NM)
15a 45,9 429 261,1
15b 46,4 443 261,2
15¢ 46,4 443 261,1
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Synthése des bromonitrooxyalcanes 16, 17

1
oH  H,S0,, HNO, >_oNo,
R Ry 16,17

®,

+»+ Protocole expérimental :

L'alcool B bromé (8 mmol, 1 éq) est versé goutte a goutte dammélange 80, 90 % (3 mL) / HNQ 70
% (1,5 mL) préalablement refroidi a 0 °C. Aprés Benréaction a cette température, le milieu réangb est
repris par I'eau (100 mL).

Le produit est extrait par le dichlorométhane (35& mL), qui est ensuite séché sur Ga@lant
concentration. Le produit est utilisé dans lestiéas suivantes sans purification préalable.

Composé R Nom
16 H 1-bromo-2-nitrooxyéthane
17 CH; 1-bromo-2-nitrooxypropane

R/

« Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fnol Masse (g)
16 2-bromoéthanol 125 1
17 1-bromopropan-2-ol 139 1,11

0,

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fhol Aspect
16 C,H,BrNO; 170 Huile jaune
17 C3HeBrNOg 184 Huile jaune

< Analyses:

IR:
Composé v (cmit) Fonctions
16 1635 - 1279 ester nitrique
17 1632 - 1278 ester nitrique
RMN'H :
Composé Solvant o (ppm)
16 CDCl, 4,76 (t, 2H, H, J = 6,4 Hz) ; 3,56 (t, 2H, £J = 6,4 Hz)
17 CDCl; 5,25 (m, 1H, H), 3,48 (d, 2H, K, J = 4,4 Hz), 1,48 (d, 3H,3HJ = 6,0 H2)
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Synthése des esters nitrooxyéthyligues de proféng8a,b,c

4
1
OH ONO K,CO,4 O 2
RJW( + BI'/\/ 2 I R” 3 \/\ONOZ
(o]

(o]
1 18a.b.c

+»+ Protocole expérimental :

L’acide carboxylique (1,15 mmol, 1,1 éq) est sdigBidans le diméthylformamide (15 mL), en présatee
K,CO; (0,32 g, 2,3 mmol, 2,2 éq). Aprés 15 min d'agitatia température ambiante, le 1-bromo-2-
nitrooxyéthane (0,18 g, 1,05 mmol, 1 éq) est ajouté

Aprés 20 h, le milieu réactionnel est dilué daesii (100 mL). La phase organique est extraite’ ped¢thte
d’'éthyle (3 x 50 mL), lavée par I'eau (100 mL) ppar une solution aqueuse saturée en NaCl (100 Agrks
séchage sur MgS(@t concentration, le mélange obtenu est purifiecheomatographie sur gel de silice.

Composé R Nom Purification Rendement
18a A 2-(3-benzoylphényl)propionate de 2- (Hept 8/ 16 %
m O nitrooxyéthyle AcOEt 2)
18b ’ ' 2-[4-thiophéne-2- (Hept 8/
S N carbonyl)phényl]propionate de 2- AcOEt 2) 45 %
Ne nitrooxyéthyle
18c 0 AR, 2-(6-chloro-H-carbazol-2-yl)propionate de  (Hept 65/ 47 %
9 2-nitrooxyéthyle AcOEt 35)
cl 8 7 6

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fnol  Masse (g)
18a Kétoprofene 254 0,29
18b Suproféne 260 0,3
18c Carproféne 273 0,31

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fol Aspect Rf
18a CigH17/NOg 343 Huile jaune (Cyclo 5/ AcOEt 5) 0,64
18b C16H15sNOeS 349 Huile jaune (Cyclo 5/ AcOEt 5) 0,64
18c C17H15CIN,O5 362 Poudre blanche (Cyclo 5/ AcOEt 5) 0,55

< Analyses:

IR :
Composé v (cm?) Fonctions
18a 1740 CO ester
1636 et 1281 Ester nitrique
18b 1738 CO ester
1633 et 1280 Ester nitrique
18c 1733 CO ester
1639 et 1284 Ester nitrique
RMN'H :
Composé Solvant J (ppm)
18a CDCl, 7,85—7,46 (m, 9H, Kb ; 4,65 (t, 2H, H, J =4,3 Hz) ; 4,39 (t, 2H,HJ =
4,6 Hz) ; 3,85(q, 1H, §#J =7,3 Hz) ; 1,55 (d, 1H,4J = 7,0 Hz)
18b CDCl, 7,75 (d, 2H, Hg, J = 8,2 Hz) ; 7,68 (d, 1H,44J = 5,0 Hz) ; 7,66 (d, 1H,:k
J=50Hz):7,44(d,2H, 44, I =8,2Hz) ;7,17 (s, 1H,.H ; 4,66 (t, 2H, H,
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J=4,3Hz); 4,40 (t, 2H,5J =4,3 Hz) ; 3,85 (q, 1H,4HJ = 7,0 Hz) ; 1,61
(d, 3H, H, J=7,0 Hz)
18c CDCl, 8,08 (sl, 1H, Hy) ; 8,00 (m, 2H, Bon) ; 7,39 — 7,17 (m, 4H, B ;
4,64 (m, 2H, H) ; 4,39 (m, 2H, H) ; 3,95 (q, 1H, B J = 7,5 Hz) ; 1,59 (d,
3H, H;, J=7,5 Hz)
LC/MS :
Composé tr (min) MHg.mol%) Amax(nNm) Pureté
18a 4,07 344 250 98 %
18b 3,97 350 255 97 %
18c 4,31 391 255 97 %
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Synthése des esters 2-nitrooxypropyliques de profés 19a,b,c

< Protocole expérimental :

Le proféene (1,5 mmol, 1 éq) est solubilisé dardineéthylformamide (20 mL) en présence dedt3; (0,98
g, 3 mmol, 2 éq). Apres 15 min d’agitation a tenapdre ambiante, le 1-bromo-2-nitrooxypropane (©42,25
mmol, 1,5 éq) est ajouté.

Aprés 6 h de réaction, le milieu réactionnel ess&alans I'eau (100 mL), puis extrait par 'acétditgthyle
(3 x 50 mL). La phase organique est alors lavéel'pau saturée en NaCl (50 mL), séchée sur MgBads
concentrée. L'huile ainsi obtenue est purifiée gaomatographie sur gel de silice.

Composé R Nom Purification Rendement
19a o 0 2-(3-benzoylphényl)propionate de 2- (Hept 75/ 54 %
” O O nitrooxypropyle AcOEt 25)
19b g 2-[4-thiophéne-2- (Hept 75/ 50 %
A & carbonyl)phényl]propionate de 2- AcOEt 25)
NS nitrooxypropyle
19¢c " R 2-(6-chloro-#H-carbazol-2- (Hept 75/ 34 %
1 yl)propionate de 2-nitrooxypropyle AcOEt 25)
cl ° v

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:ol  Masse (g)
19a Kétoprofene 254 0,38
19b Suproféene 260 0,39
19c Carproféne 273 0,41

% Caractéristiques :

Composé| Formule brute  Masse molaire (g:Hol Aspect Rf
19a C1oH1oNOg 357 Huile jaune (Hept 5/ AcOEt 5) 0,73
19b C17H17:NOgS 363 Huile jaune (Hept 75 / AcOEt 25) 0,57
19c C1gH17CIN,Og 376,5 Huile jaune (Hept 75 / AcOEt 25) 0, 56

< Analyses:

IR :
Composé v (cm?) Fonctions
19a 1731 CO ester
1630 - 1275 Ester nitrique
19b 1740 CO ester
1630 - 1278 Ester nitrique
19c 1740 CO ester
1631 - 1279 Ester nitrique
RMN™H :
Composé Solvant J (ppm)
19a CDCl; 7,83 -7,42 (m, 9H, kb ; 5,29 (m, 1H, K) ; 4,20 (m, 2H, K) ; 3,86 (g, 1H,
Hs J=7,3Hz); 1,56 (d, 3H,44 = 7,3 Hz) ; 1,31 (d, 3H,,HJ = 6,4 Hz)
19b CDCl; 7,87 (d, 2H, H7,J=8,2Hz) ; 7,75 (d, 1H,,5 3 =5,0 Hz) ; 7,67 (d, 1H,:H J
=5,0Hz):7,43(d, 2H, b, J=8,2 Hz) ; 7,18 (t, 1H,:d J = 5,0 Hz) ; 5,31
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(m, 1H, H) ; 4,33 (M, 2H, B) ; 3,86 (q, 1H, K, J = 7,0 Hz) ; 1,58 (d, 3H,H
J=7,0Hz); 1,32 (d, 3H,4J = 6,5 Hz)

19¢ CDCl; 8,08 (sl, 1H, Hy) ; 7,97 (d, 2H, Ky 13, I = 7,9 Hz) ; 7,37 (sl, 3H,H9 ; 7,18
(d, 1H, K, J=7,8 Hz) ; 5,30 (m, 1H,H; 4,34 (m, 2H, H) ; 4,16 (q, 1H, 4 J
=7,0Hz) ;1,61 (d,3H, §J=7,0Hz); 1,28 (d, 3H,41] = 6,4 Hz)
LC/MS :
Composé tr (min) MH(g.mol?) Amax (NM) Pureté
19a 4,22 358 250 99 %
19b 4,10 364 255 99 %
19c 4,43 377 245 96 %
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Synthéese des esters allyliques 20a,b,c

5
Cs,CO 2
R)W(OH toa N —— RJ“W(O\S/N
(@]

20ab.c

2y

«+ Protocole expérimental :

L'acide carboxylique (2 mmol, 1 éq) est solubildéns le diméthylformamide (20 mL) en présence de
CsCO; (1,3 g, 4 mmol, 2 éq). Aprés 30 min d’agitatioteenpérature ambiante, le bromure d’allyle (2,68,8,
mmol, 1,1 éq) est ajouté au milieu réactionnel.

Aprés 16 h a température ambiante, le milieu réan8l est versé dans I'eau (100 mL) et extrait par
l'acétate d'éthyle (2 x 50 mL). La phase organigstlavée par I'eau saturée en NaCl (100 mL) ptitée sur

MgSQy.
Les produits bruts ainsi obtenus sont purifiésgimomatographie sur gel de silice.
Composé R Nom Purification Rendement
20a P 2-(3-benzoylphényl)propionate d’allyle (Hept 9/ 50 %
“ O AcOEt 1)
e
20b 2 N 2-[4-thiophéne-2- (Hept 85 / 43 %
s s carbonyl)phényl]propionate d’allyle AcOEt 15)
20c LN (Hept 8 / 62 %
J 2-(6-chloro-#H-carbazol-2-yl)propionate AcOEt 2)
o o d’allyle
% Réactifs :
Composé Réactants Masse molaire (gnol Masse (g)
20a Kétoproféne 254 0,5
20b Suproféne 260 0,52
20c Carproféne 273 0,55
% Caractéristiques :
Composé Forumule brute Masse molaire (g:Hol Aspect Rf
20a Ci9H1803 294 Huile orange (Hept 5/ AcOEt 5) 0,69
20b Cy17H1605S 300 Huile incolore (Hept 5/ AcOEt5) 0,74
20c C1gH16CINO, 313,5 Huile incolore (Hept 5/ AcOEt 5) 0,72
< Analyses:
IR :
Composé v (cmit) Fonctions
20a 1733 CO ester
1659 CO cétone
20b 1733 CO ester
1635 CO cétone
20c 1719 CO ester
RMN'H :
Composé Solvant 0 (ppm)
20a CDCl, 7,80 - 7,44 (m, 9H, Kby ; 5,90 (m, 1H, H) ; 5,25 (t, 2H, H, J = 5,1 Hz) ;
4,59 (d, 2H, H,J =5,1Hz) ; 3,86 (q, 1H,4HHJ = 7,3 Hz) ; 1,58 (d, 3H,H
J= 7,3 Hz)
20b CDCl, 7,87 (d,2H, H+ J=8,2Hz); 7,75 (d, 1H,KHl I = 5,0 Hz) ; 7,66 (d, 1H,H
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J=50Hz):7,46 (d, 2H,44, J = 8,2 Hz) ; 7,17 (s, 1H,.9 ; 5,91 (m, 1H,
H,) ;5,22 (m, 2H, k) ; 4,61 (d, 2H, B, J = 5,6 Hz) ; 3,87 (q, 1H,H
J=7,3Hz); 1,58 (d, 3H,41J = 7,3 Hz)

20c CDCl, 8,11 (sl, 1H, Hy) ; 7,97 (m, 2H, Bon) ; 7,40 - 7,20 (M, 4H, &) ; 5,89 (m,

1H, Hy) ; 5,20 (m, 2H, H) ; 4,61 (sl, 2H, K) ; 3,94 (q, 1H, 4, J = 7,3 Hz) ;
1,61(d,3H,4,J=7,3Hz)
LC/MS :
Composé tr (min) MH(g.mol") Jmax(NM) Pureté

20a 4,22 295 250 89 %

20b 4,10 301 255 92 %

20c 4,47 314 255 88 %
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Synthése des esters 2-iodo-3-nitrooxypropyligues b

5 |
(o] I, AgNO, (0]
R)ﬁ( \/\ 2 T R)“ﬁ( \3)2\1
o o

20ab

®,

«»+ Protocole expérimental :

A une suspension de AgN@,187 g, 1,1 mmol, 1,1 éq) dans I'acétonitril® (8L) a 0 °C est ajouté I'ester
allylique (1 mmol, 1 éq). Une solution de(0,254 g, 1 mmol, 1 éq) dans 'acétonitrile (25)rekst alors ajoutée
goutte a goutte. Aprés 1 h a 0 °C, le milieu réaatel est amené en 1 h a température ambiantelgmsgé 2 h
sous agitation.

Le milieu réactionnel est alors filtré sur célitencentré, puis repris dans I'acétate d'éthyler(®(. Cette
phase organique est lavée par I'eau (25 mL) pui$eeu saturée en NaCl (25 mL) et séchée sur MgSO

Les produits bruts obtenus par évaporation du sbls@nt purifiés par chromatographie sur gel dessil

Composé R Nom Purification Rendement
2la N . 2-(3-benzoylphényl)propionate de 2-(Hept 85/ AcOEt 15) 50 %
I X iodo-3-nitrooxypropyle

2-[4-thiophéne-2-
carbonyl)phényl]propionate de 2- (Hept 8 / ACOEt 2) 50 %

N
[y
(e

= S
e iodo-3-nitrooxypropyle
% Réactifs :
Composé Réactant Masse molaire (g-fjiol Masse (g)
2la 2-(3-benzoylphényl)propionate d’allyle 294 0,294
21b 2-[4-thiophéne-2-carbonyl)phényl]propionate d'adlyl 300 0,3
% Caractéristiques :
Composé| Formule brute  Masse molaire (g:Hol Aspect Rf
2la Ci9H18INOg 483 Huile jaune (Hept 8 / AcOEt 2) 0,33
21b C17H16INOgS 489 Huile jaune (Hept 7 / AcOEt 3) 0,43
< Analyses:
IR :
Composé v (cm?) Fonctions
2la 1738 CO ester
1642 — 1278 Ester nitrique
847 C-l iode
21b 1740 CO ester
1636 — 1278 Ester nitrique
845 C-l iode
RMN'H :
Composé Solvant J (ppm)
2la CDCls 7,83-7,47 (m, 9H, K) ; 4,71 - 4,28 (m, 4H, H) ; 3,87 (q, 1H, K4 J=7,3
Hz) ; 3,21 (d, 1H, K J=6,9 Hz) ; 1,59 (d, 3H,44J = 7,3 Hz)
21b CDCls 7,87 (,2H, 4+ J=7,9Hz);7,75(d, 1H,bl I =5,0 Hz) ; 7,67 (d, 1H,
J=50Hz);7,44(d,2H,44, =79 Hz) ;7,19 (t, 1H,H I =7,9 Hz) ; 4,75
—4,30 (m, 4H, H3) ; 3,89 (q, 1H, B, J = 7,0 Hz) ; 3,21 (m, 1H,; 1,60 (d,
3H, Hs, J = 7,0 Hz)
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LC/MS :

Composé tr (min) MH Amax (NM) Pureté
21a 4,45 484 250 98 %
21b 4,36 490 265 85 %
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Synthéese des esters dinitrooxypropyligues des prafes 22a,b

¢}

20a,b

2/ AgNO,

« Protocole expérimental :

1/1,, AGNO,
_—

5
ONO,
0 1
4 2
R \3)\
(¢}

A une suspension de AgN®@0,68 g, 4 mmol, 2 éq) dans 'acétonitrile (20 niLp °C est ajouté I'ester
allylique (2 mmol, 1 éq). Une solution de(D,51 g, 2 mmol, 1 éq) dans I'acétonitrile (20 nels) alors ajoutée
goutte a goutte. Aprés 1 h a 0 °C, le milieu réaxtel est amené en 1 h a température ambiantes Apr@
nouvelle addition de AgN§X1,36 g, 8 mmol, 4 éq), le milieu est porté awefl

Apres 20 h a reflux, le milieu réactionnel estrdilsur célite, concentré, puis repris dans I'aeétxéthyle
(50 mL). Cette phase organique est alors lavéd'gmu (25 mL), par I'eau saturée en NaCl (25 mLyé&thée

sur MgSQ.
Les produits bruts obtenus par évaporation du sbls@nt purifiés par chromatographie sur gel dessil
Composé R Nom Purification Rendement
22a o 0 2-(3-benzoylphényl)propionate de 2,3- (Hept 75/ 18 %
“ O dinitrooxypropyle AcOEt 25)
A
22b A N 2-[4-thiophéne-2- (Hept 75 / 16 %
"\s - carbonyl)phényl]propionate de 2,3- AcOEt 25)
“ ’ dinitrooxypropyle
% Réactifs :
Composé Réactant Masse molaire (g-fol Masse (g)
22a 2-(3-benzoylphényl)propionate d’allyle 294 0,59
22b 2-[4-thiophéne-2- 300 0,60
carbonyl)phényl]propionate d'allyle
% Caractéristiques :
Composé Formule brute Masse molaire (g:hol Aspect Rf
22a C1oH18N20q 418 Huile jaune (Hept 7 / AcOEt 3) 0,13
22b Cy17H16N>00S 424 Huile jaune (Hept 75 / AcOEt 25) 0,23
< Analyses:
IR :
Composé v (cm’) Fonctions
22a 1742 CO ester
1647 - 1271 ester nitrique
22b 1742 CO ester
1640 - 1272 ester nitrique
RMN'H :
Composé Solvant J (ppm)
22a CDCls 7,83 -7,44 (m, 9H, Kb ; 5,42 (m, 1H, B) ; 4,68 — 4,25 (m, 4H, H) ; 3,86
(g, 1H, H,J=7,3 Hz); 1,57 (d, 2H,3HJ = 7,3 Hz)
22b CDCls 7,87 (d,2H, 4+ J=8,2Hz); 7,76 (d, 1H,bl I = 5,0 Hz) ; 7,67 (d, 1H,
J=3,8Hz);7,43(d, 2H,44, I =8,2Hz); 7,19 (t, 1H,d I =4,9 Hz) ; 5,43
(m, 1H, H) ; 4,70 — 4,25 (m, 4H, H) ; 3,89 (9, 1H, K J =7,0 Hz) ; 1,59 (d,
3H, Hs, J = 7,0 Hz)
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LC/MS :

Composé tr (min) MH(g.mol%) Amax(nNm) Pureté
22a 4,40 419 250 96 %
22b 4,24 425 255 97 %
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Synthése des 3-bromométhyl-1-aryl-5-phénylH-pyrazoles 23a,b.c

R R
10
11
N
I\ PPh,, NBS
_—
N
OH
7ab,c

< Protocole expérimental :

A une solution d’hydroxyméthyldiarylpyrazole (2,8mal, 1 éq) et de triphénylphosphine (1,84 g, 7 mmol
2,5 éq) dans le dichlorométhane anhydre (50 mLj@ ©st ajouté I&-bromosuccinimide (5,6 mmol, 1 g, 2 éq).
Le milieu réactionnel est laissé revenir a tempgeaambiante.

Aprés 4 h de réaction, le milieu est concentréca lse résidu est repris par I'acétate d'éthyle 15, lavé
par I'eau (75 mL) puis par une solution aqueusaréaten NaCl (75 mL), séché sur MgSfis concentré. Le
produit obtenu est purifié par chromatographiegaide silice.

Composé R Nom Purification Rendement

23a H 3-bromomeéthyl-1,5-diphénylH- (Cyclo 8 / AcOEt 2) 68 %
pyrazole

23b SO.CH; 3-bromométhyl-1-(4- (Cyclo 5/ AcOEt 5) 85 %

méthanesulfonylphényl)-5-phényHi

pyrazole

23c SONH, 3-bromométhyl-1-(4- (Cyclo 7 / AcOEt 3) 59 %

aminosulfonylphényl)-5-phénylH-

pyrazole

« Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol  Masse ()
23a 1,5-(diphényl)-3-hydroxyméthylH-pyrazole 250 0,70
23b 1-(4-méthanesulfonylphényl)-3-hydroxyméthyl-5- 328 0,92

phényl-H-pyrazole
23c 1-(4-aminosulfonylphényl)-3-hydroxyméthyl-5- 329 0,92
phényl-H-pyrazole

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:fiol ~ Aspect Rf Fusion (°C)
23a CieH13BrN, 313 Huile jaune (Cyclo 8 / AcOEt 2) -
0,41
23b C1/H1sBrN,0O,S 391 Solide blanc  (Hept4 /AcOEt6) 158 — 159
0,3
23c C16H14BrN3O, 392 Huile jaune  (Hept 3/ AcOEt 7) -
0,69

< Analyses:

IR :

Composé v (cm) Fonctions
23a 2956 CH aromatique
23b 3003 CH aromatique
23c 3297 amine primaire

3094 CH aromatique
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RMN'H :

Composé Solvant 0 (ppm)
23a CDCl, 7,25 -7,22 (m, 10H, kb ; 6,61 (s, 1H, B ; 4,62 (s, 2H, B
23b CDCl, 7,90 (d, 2H, K410 J =8,6 Hz) ; 7,50 (d, 2H,H,, J=8,6 Hz) ; 7,42 - 7,34
(m, 3H, Hye) ; 7,27 = 7,23 (M, 2H, 1) ; 6,62 (s, 1H, B) ; 4,57 (s, 2H, i) ;
3,06 (s, 3H, H,)
23c DMSO —ds 7,84—-7,81(m,2H,H);7,73-7,16 (m, 9H, H,) ; 6,79 (s, 1H, K) ; 4,82
(s, 2H, H)
LC/MS :
Composé tr (min) M / M+g&y.mol") Jmax (NM)
23a 3,50 392 (50 %) / 394 (50 %) 250
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Synthése des 3-nitrooxyméthyl-1-aryl-5-phénylH-pyrazoles 24a,b,c

o,

o

% Protocole expérimental :

o

12 R
9 6 5
g 7
10 4
11 3

N AgNO N
I\ el W I\,
N N
1
Br ONO,
23ab.c 24ab.c

Le bromométhyldiarylpyrazole (1 mmol, 1 éq) estubdisé dans I'acétonitrile (25 mL) avant additida
AgNO; (0,34g, 2 mmol, 2 éq). Le milieu réactionnel estt@ a reflux a I'abri de la lumiére.
Aprés 5 h de réaction, le milieu réactionnel ektéfi Le filtrat est évaporé a sec, puis repris sdén
dichlorométhane (50 mL) pour donner un précipité.

Composé R Nom Purification Rendement

24a H 3-nitrooxyméthyl-1,5-diphénylH- Lavage par AcOEt 91 %
pyrazole

24b SO.CH; 3-nitrooxyméthyl-1-(4- Lavage par AcOEt 90 %

méthanesulfonylphényl)-5-phényHi

pyrazole

24c SONH, 3-nitrooxyméthyl-1-(4- Recristallisation dans 94 %

aminosulfonylphényl)-5-phénylH- 'acétone
pyrazole
% Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fnol  Masse ()
24a 3-bromomeéthyl-1,5-diphényl¥i-pyrazole 313 0,31
24b 3-bromomeéthyl-1-(4-méthanesulfonylphényl)-5- 391 0,39

phényl-H-pyrazole
24c 3-bromométhyl-1-(4-aminosulfonylphényl)-5-phényl- 392 0,39
1H-pyrazole
% Caractéristiques :

Composé| Formule brute  Masse molaire (g:Hol Aspect Rf Fusion (°C)

24a Ci16H13N305 295 Solide jaune  (Cyclo 6 / AcOEt 4) 186-187
0,8

24b C17H1sN30sS 373 Solide blanc ~ (Hept 4 / AcOEt 6) 218-219
0,24

24c C16H14NLOsS 374 Solide blanc (Hept 5/ AcOEt 5) > 230
0,39

< Analyses:
IR :

Composé v (cm?) Fonctions
24a 1632 - 1285 Ester nitrique
24b 1640 - 1280 Ester nitrique
24¢ 1627 - 1280 Ester nitrique

RMN'H :

Composé Solvant 0 (ppm)

24a DMSO —ds 7,40 — 7,21 (m, 10H, H) ; 6,79 (s, 1H, B ; 5,66 (s, 2H, B
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24b DMSO —ds

7,95 (d, 2H, H10 J = 7,4 Hz) ; 7,52 (d, 2H,d4 J = 7,5 Hz) ; 7,41 (sl, 3H,

Hag) ; 7,29 (sl, 2H, ) ; 6,85 (s, 1H, B ; 5,68 (s, 2H, B ; 3,25 (s, 3H,
Hio)

24c¢ DMSO —ds 7,82 (d, 2H, K10 J = 8,5 Hz) ; 7,48 — 7,39 (M, TH,kb111) ; 7,28 (M, 2H,

Hs2) ; 6,84 (s, 1H, B ; 5,68 (s, 2H, )
LC/MS :

Composé tr (min) MH Pureté
24a 4,21 296 97 %
24b 3,76 374 99 %
24c 3,52 375 98 %
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Synthése des diaryl-1H-pyrazole-3-carboxylate de @itrooxyéthyle 25a.b,c

R R
11
N ONO 12
I\ B N2
N \N _——
o OH
Sab.c

+»+ Protocole expérimental :

L'acide carboxylique (0,38 mmol, 1 éq) est solggldans le DMF (15 mL) et mis en présence d€GCs
(0,25 g, 0,76 mmol, 2 éqg) 15 minutes avant d’ajolge -bromo-2-nitrooxyéthane (0,1 g, 0,57 mmdb, 4q).

Aprés une nuit d’agitation a température ambialetanilieu réactionnel est versé dans I'eau (100 i)
extrait par l'acétate d’'éthyle (2 x 50 mL). La pbawrganique est ensuite lavée par I'eau (50 mLj),I'pau
saturée en NaCl (50 mL) puis séchée sur Mg@Pres évaporation du solvant, le produit estffgupar CCE.

Composé R Nom Purification Rendement
25a H 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate de 2-  CCE (Hept 6 / 66 %
nitrooxyéthyle AcOEt 4)
25b SO.CH; 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényHi CCE (Hept 3/ 85 %
pyrazole-3-carboxylate de 2-nitrooxyéthyle AcOEt 7)
25¢ SONH, 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)H: CCE (Hept 3/ 45 %
pyrazole-3-carboxylate de 2-nitrooxyéthyle AcOEt 7)

< Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol ~ Masse ()
25a acide 1,5-diphénylHi-pyrazole-3-carboxylique 264 0,1
25b acide 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phénii-1 342 0,13

pyrazole-3-carboxylique
25¢ acide 1-(4-aminosulfonylphényl)-5-phényi 343 0,13
pyrazole-3-carboxylique

%+ Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:hol Aspect Rf
25a Ci1gH15N305 353 Huile jaune (Hept 3/ AcOEt 7) 0,79
25b C19H17N30,S 431 Huile jaune (Hept 3/ AcOEt 7) 0,53
25¢ C1gH16N4O,S 432 Huile Jaune (Hept 3/ AcOEt 7) 0,54

< Analyses:

IR:

Composé v (cmit) Fonctions

25a 1719 CO ester
1278 et 1650 Ester nitrique

25b 1736 CO ester
1281 et 1619 Ester nitrique

25¢ 1735 CO ester
1284 et 1621 Ester nitrique

264



RMN'H :

Composé Solvant o (ppm)
25a DMSO -ds 7,47 —7,24 (m, 10H, ) ; 7,16 (s, 1H, B ; 4,88 (m, 2H, H) ; 4,63 (m, 2H, H)
25b DMSO -ds 8,0 (d, 2H, Ho 11, J = 6,7 Hz) ; 7,58 (d, 2H,dHo J = 6,7 HZz) ; 7,42 (m, 3H,44)

; 7,30 (m, 2H, Hg) ; 7,20 (s, 1H, B) ; 4,88 (m, 2H, K) ; 4,64 (m, 2H, B) ; 3,27
(S! 3H, H.S)
25¢ DMSO -dg 7,88 (d, 2H, Ho 13, J =7,2 HZ) ; 7,53 (M, 4H,dH,19 ; 7,41 (m, 3H, He7) ; 7,30
(m, 2H, Hyg) ; 7,18 (s, 1H, K ; 4,88 (m, 2H, H) ; 4,65 (m, 2H, H)
LC/IMS :

Composé tr (min) MH(g.mol") Jmax(NM) Pureté
25a 4,28 354 250 98,9 %
25b 3,82 432 250 99 %
25¢c 3,66 433 250 97 %
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Synthéese des diaryl-1H-pyrazole-3-carboxylate d’afle 26a,b,c

R 14

o} OH

Sab.c

24,0,

®,

+»+ Protocole expérimental :

L'acide carboxylique (0,38 mmol, 1 éq) est solgdgilidans le diméthylformamide (20 mL) et mis en
présence de @80; (0,25 g, 0,76 mmol, 2 éq) avant d'ajouter le broerdiallyle (100 pL, 1,14 mmol, 3 éq).

Aprés une nuit d’agitation a température ambialetanilieu réactionnel est versé dans I'eau (100 i)
extrait par I'acétate d’'éthyle (2 x 50 mL). La pbawrganique est ensuite lavée par I'eau (50 mLj),I'pau
saturée en NaCl (50 mL) puis séchée sur MgS&prés évaporation du solvant, le produit est fiiurou
conservé en vue des prochaines réactions.

Composé R Nom Purification Rendement
26a H 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate d’allyle - 95 %
26b SOCH; 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényHipyrazole-3- - 91 %

carboxylate d'allyle
26¢ SONH,  5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)Htpyrazole-3- CCE (Hept 4/ 63 %

carboxylate d'allyle AcOEt 6)
% Réactifs :

Composé Réactant Masse molaire (g:fjiol  Masse ()
26a acide 1,5-diphénylHi-pyrazole-3-carboxylique 264 0,1
26b acide 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phénii-1 342 0,13

pyrazole-3-carboxylique
26¢ acide 1-(4-aminosulfonylphényl)-5-phényti 343 0,13
pyrazole-3-carboxylique

% Caractéristiques :

Composé Formule brute Masse molaire (g:hol Aspect Rf
26a CioH16N50, 304 Huile claire (Hept 3/ AcOEt 7) 0,83
26b CooH1aN>04S 382 Huile jaune (Hept 3/ AcOEt 7) 0,67
26¢ C19H17/N30,S 383 Huile Jaune (Hept 3/ AcOEt 7) 0,59

< Analyses:

IR:
Composé v (cmit) Fonctions
26a 1715 CO ester
26b 1714 CO ester
26¢ 1723 CO ester
RMN'H :
Composé Solvant 0 (ppm)
26a DMSO-ds  7,42-7,24 (m, 10H, ) ; 7,16 (S, 1H, B ; 6,05 (m, 1H, B) ; 5,45 (m, 2H, )
; 4,82 (d, 2H, H J=5,3 Hz)
26b DMSO -d; 8,00 (d, 2H, H, 13 J=8,5Hz); 7,61 (d, 2H,:bl13 I =8,5 Hz) ; 7,42 — 7,37 (m,

266



3H, Hs79 ; 7,33 7,30 (M, 2H, &) ; 7,21 (s, 1H, B ; 6,10 (m, 1H, ) ; 5,38
(m, 2H, H) ; 4,83 (d, 2H, K, J = 5,3 Hz) ; 3,28 (s, 3H,.)

26¢ DMSO -ds 7,87 (d, 2H, Hy15 J = 8,7 Hz) ; 7,51 (M, 4H,16hs1) ; 7,42 — 7,39 (M, 3H, &9
;7,33-7,29 (m, 2H, &) ; 7,19 (s, 1H, B ; 6,08 (m, 1H, K ; 5,39 (M, 2H, H) ;
4,83 (d, 2H, H, J = 5,5 Hz)
LC/MS :
Composé tr (min) MH(g.mol?) Jmax(NM) Pureté
26a 4,36 305 250 99 %
26b 3,98 383 250 97 %
26¢ 3,81 384 245 98 %
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Synthése des diaryl-1H-pyrazole-3-carboxylates dardtrooxypropyle 27a,b,c

R R
11 8 7
9
1 10 6
N 13 N 5
I\ 1/1,, AgNO, M
NS > N 4
2/ AgNO, X
/V/ 2 A
o) o o 0”3 ONO,
26ab.c 27a,b.c ONO,

« Protocole expérimental :

A une suspension de AgN@0,51 g, 3 mmol, 2 éq) dans I'acétonitrile (30 maLp °C est ajouté I'ester
allylique (1,5 mmol, 1 éq). Une solution de(0,38 g, 1,5 mmol, 1 éq) dans 'acétonitrile (3Q)nest alors
ajoutée goutte a goutte. Apres 1 h a 0 °C, le mil@actionnel est amené en 1 h a température atabiapres

une nouvelle

addition de AgN@1 g, 6 mmol, 4 éq), le milieu est porté a reflux.
h a reflux, le milieu réactionnel estréilsur célite, concentré, puis repris dans I'aeétidéthyle

Aprés 20
(100 mL). Cette phase organique est alors lavédgsar (50 mL), par I'eau saturée en NaCl (50 miLyéchée
sur MgSQ.
Les produits bruts obtenus par évaporation du sbl@nt purifiés par chromatographie sur gel dessil
Composé R Nom Purification Rendement
27a H 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate de 2,3- Chromatographie 27 %
dinitrooxypropyle (Hept 7 / AcOEt 3)
27b SO,CH; 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényti Chromatographie 30 %
pyrazole-3-carboxylate de 2,3-dinitrooxypropyle(Hept 6 / AcOEt 4)
27¢c SO,NH, 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)Ht Chromatographie 32%
pyrazole-3-carboxylate de 2,3-dinitrooxypropyle(Hept 5 / AcOEt 5)
% Réactifs :
Composé Réactant Masse molaire (g-fol Masse (g)
27a 1,5-diphényl-H-pyrazole-3-carboxylate 304 0,46
d’allyle
27b 1-(4-méthanesulfonylphényl)-5-phényl- 382 0,57
1H-pyrazole-3-carboxylate d'allyle
27¢ 5-phényl-1-(4-aminosulfonylphényl)H: 383 0,57
pyrazole-3-carboxylate d’allyle
% Caractéristiques :
Composé Formule brute Masse molaire (g:Mol Aspect Rf
27a C1oH16N4Og 428 Huile jaune (Hept 7 / AcOEt 3) 0,28
27b CooH1aN4016S 506 Huile jaune (Hept 4 / AcOEt 6) 0,43
27¢ CioH17/N50:0S 507 Huile jaune (Hept 4 / AcOEt 6) 0,57
< Analyses:
IR :
Composé v (cm’) Fonctions
27a 1732 CO ester
1278 et 1644 Ester nitrique
27b 1732 CO ester
1280 et 1644 Ester nitrique
27c 1734 CO ester
1281 et 1647 Ester nitrique
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RMN'H :

Composé Solvant 0 (ppm)
27a DMSO - d6 7,47 - 7,24 (m, 10H, &) ; 7,20 (s, 1H, B ; 5,81 (m, 1H, H) ; 5,09 — 4,56
(m! 4H1 HI.,3)
27b DMSO - d6 8,00 (d, 2H, Hy,12, J = 8,5 Hz); 7,61 (m, 2H,bl13 J = 8,7 Hz) ; 7,42 (m, 3H,
Hezd ; 7,32 (M, 2H, By ; 7,24 (s, 1H, i) ; 5,82 (m, 1H, K) ; 5,09 — 4,57
(m, 4H, H 3) ; 3,25 (s, 3H, Ky
27c DMSO - d6 7,88 (d, 2H, Hy 15 J = 8,8 Hz) ; 7,52 (d, 2H,:bhi3 J = 8,7 Hz) ; 7,51 (s, 2H,
Hi) ; 7,41 (m, 3H, K59 ; 7,30 (m, 2H, Ho) ; 7,23 (s, 1H, B ; 5,81 (s, 1H,
H,) ; 5,10 — 4,58 (m, 4H, 1)
LC/MS :
Composé tr (min) MH(g.mol") Amax(NM) Pureté
27a 4,36 429 250 98,9 %
27b 4,03 507 250 99,2 %
27c 3,62 508 245 98 %
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Synthese du 3-(8-méthoxy-1,3.4,5-tétrahydropyrido[8-blindol-2-yl)propionate d'éthyle 28
J 12| 5 N/’—>’O
o} >2

§
o)
o K,CO, 1 , O
\ — N\
+ Br 6] B 1

10 N
N A
g 8

<+ Protocole expérimental :

Le 8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydrd4ipyrido[4,3bjindole (3 g; 14,8 mmol; 1 éq), lacide 3-
bromopropionique (2,95 g; 16,3 mmol ; 1,1 éq) iaine K,CO; (4,14 g; 30 mmol ; 2 éq) sont dissous dans
I'éthanol (20 mL), avant reflux sous agitation.

Aprés 24 h de réaction, le milieu est refroidifréil et concentré. L’huile ainsi obtenue est reppae le
dichlorométhane (150 mL) et lavée par I'eau (3 R 18.). Aprés séchage sur Mg$€x évaporation, la phase
organique est refroidie a -10 °C olplzarboline précipite.

On obtient 4,13 g de cristaux de couleur jaund,.sorendement de 91 %.

% Caractéristiques :

Formule brute :C;7H,,N,05

Masse molaire 302 g.mof*

Aspect :Solide jaune

Rf (DCM 9/ MeOH 1) 0,56

< Analyses:

IR : 3389 crit v (NH indolique)
1730 cni v (CO ester)

RMN™H (CDCL) : & (ppm) :
7,88 (s, 1H, i) ; 7,16 (m, 1H, k) ; 6,86 (s, 1H, k) ; 6,77 (M, 1H, k) ; 4,42 (m, 2H, H) ; 3,86 (s, 3H,
Hip) ;3,75 (s, 2H, B ; 3,02 (t, 2H, H J = 5,5 Hz) ; 3,93 (m, 2H,M; 2,85 (m, 2H, B ; 2,69 (t, 2H, H, J
=5,5Hz) ;1,26 (m, 3H, B
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Synthése de 'acide 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydpyrido[4,3-blindol-2-yl)propionigue 29

N/’>/"°\,

\ 1) NaOH
—_—
2) HCl

Iz

R/

+»+ Protocole expérimental :

Le 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[4Bndol-2-yl)propanoate d’'éthyle (4,13 g, 13,7 mmbl£q)
est solubilisé dans le méthanol (50 mL). ParalléletnNaOH (2,8 g, 70 mmol, 5,1 éq) est dissoutes dan
minimum d’eau, puis ajoutée a la solution de méhafyprés 1 h de réaction a température ambiaatajilieu
réactionnel est concentré. L’huile ainsi obtenueregrise dans I'eau (100 mL) et lavée par leldiciméthane.

Un précipité blanc est obtenu aprés neutralisatta phase aqueuse par la soude 1N.

On obtient I'acide 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydyogo[4,3-blindol-2-yl)propionique sous forme de solide
blanc par filtration avec un rendement de 75 %.

R/

% Caractéristiques :

Formule brute CisH1aN203
Masse molaire 274 g.mof*
Aspect :Solide blanc

Rf : Produit insoluble
Fusion (°C)> 230°C

< Analyses:

IR : 3156 cnT v (NH indolique)
1650 cnt v (CO acide)

RMN'H (DMSO - ¢ + D,0) : & (ppm) :

10,62 (s, 1H, B ; 7,15 (d, 1H, B J = 8,5 Hz) ; 6,87 (d, 1H, 4, J, = 2,5 Hz) ; 6,65 (dd, 1H, H1,=8,7
Hz, Jn= 2,4 Hz) ;3,76 (s, 3H, H) ; 3,71 (s, 2H, b ; 3,03 (t, 2H, H, J = 3,2 Hz) ; 2,97 (t, 2H,4J = 5,8
Hz) ;2,83 (t, 2H, 4 J = 4,1 Hz) ; 2,48 (t, 2H,HJ = 6,7 Hz)

LC/MS:

tr : 2,23 min
MH* : 275 g/mof*
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Synthése du 2-(nitrooxy)-1-éthanol 30

AgNO,

—_—

2

Br ONO.

HO/\/ HO/\/ 2
1

3 30

«+ Protocole expérimental :

A une suspension de AgNd4,1 g; 24 mmol; 1,5 éq) dans l'acétonitrile (BfL) est ajouté le 2-
bromoéthanol (2 g ; 16 mmol ; 1 éq). Aprés refloxs agitation pendant 5 h, a I'abri de la lumiéeemilieu
réactionnel est ensuite refroidi a 25 °C, puis eom@. L’huile obtenue est reprise dans I'eau (30.me
précipité formé est filtré, et le filtrat est extrpar I'éther (2 x 100 mL). La phase organique esduite séchée
sur CaC}, filtrée puis concentrée. L’huile obtenue est esnée a -10 °C a I'abri de la lumiére.

On obtient le 2-(nitrooxy)-1-éthanol avec un rendatrde 80 %.

% Caractéristiques :

Formule brute :C,HsNO,
Masse molaire 107 g.mof*
Aspect :Huile jaune

Rf (DCM 9 / MeOH 1) 0,70

< Analyses:

IR : 3352 cnt v (OH primaire)
1627 et 1279 cthy (Ester nitrique)

RMN'H (CDCL) : 6 (ppm) :
4,59 (t, 2H, H, J = 4,6 Hz) ; 3,92 (t, 2H,HJ = 4,4 Hz) ; 2,65 (s, 1H,
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Synthése du 3-(5-formyl-8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahyampyrido[4,3-blindol-2-yl)propionate de 2-
nitrooxyéthyle 31

1/ socl,
No2

co
O

«+ Protocole expérimental :

L'acide 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[4Brdol-2-yl)propionique (0,5 g, 1,8 mmol, 1 éq) est
introduit avec SOGI (0,53 g, 4,5 mmol, 2,5 éq) dans un mélange delafimméthane (25 mL) et de
diméthylformamide (5 mL). Aprés 2 h de réaction @0 une solution de dichlorométhane (5 mL) conté ok
2-(nitrooxy)-1-éthanol (0,246 g, 2 mmol, 1,1 éq) @sutée goutte a goutte au milieu réactionnet s@lvants
sont évaporés apres 4 h de réaction a tempéraniauate.

Le résidu huileux obtenu est repris dans I'eau (@00 et la solution est amenée a pH = 8 par unetisol
de NaOH 1N. Cette phase aqueuse est extraiteguatdite d'éthyle (3 x 250 mL) la phase organigtieesuite
lavée par I'eau saturée en NacCl, séchée sur M@8i3 concentrée.

Le produit est isolé par chromatographie sur gddilie (éluant : DCM 5 / AcOEt 5) avec un rendetrds
50 %.

% Caractéristiques :

Formule brute :C;gH,1NsO;
Masse molaire 391 g.mof*
Aspect :Huile jaune

Rf (DCM 5/ AcOEt 5) 0,25

< Analyses:

IR : 1738 cnit v (CO ester)
1637 cni v (CO amide)
1280 cn v (Ester nitrique)

RMN'H (CDCL) : 6 (ppm) :

10,11 (s, 1H, B ; 7,72 (s, 1H, k) ; 7,15 (d, 1H, B, 1, = 8,8 Hz) ; 6,90 (dd, 1H, 44 J, = 8,8 Hz, J = 2
Hz); 4,89 (s, 2H, ) ; 4,69 (t, 2H, H, J = 4,1 Hz) ; 4,42 (t, 2H, HJ = 4,7 Hz) ; 3,90 (s, 3H,:b) ; 3,35 (t,
2H, H, J=5,8 Hz) ; 3,20 (t, 2H,41J = 5,8 Hz) ; 3,05 (t, 2H,41J = 6,4 Hz) ; 2,65 (t, 1H,HJ = 6,7 Hz)

LC/MS:

tr : 3,46 min
MH* : 392 g.mol
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Synthese du 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[8-blindol-2-yl)propionate de nitrooxyéthyle 32

3

1) CSZCO No2

2) Br/\/ONO 10

®,

+»+ Protocole expérimental :

L'acide 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[4yBadol-2-yl)propionique (0,2 g, 0,73 mmol, 1 éq)tes
dissous dans le diméthylformamide (4 mL) en préseahe CsCO; (0,2 g, 1,45 mmol, 2 éq). Aprés 30 min
d’'agitation a température ambiante, le nitrooxybwéthanol est ajouté (0,15 g, 0,88 mmol, 1,2 €q).

Aprés 15 h d’agitation, le milieu réactionnel esrrsé dans I'eau (60 mL), extrait ensuite par laiét
d’éthyle (3 x 50 mL). La phase organique ainsi obteest lavée par une solution d&£K; a 5 % (100 mL), par
I'eau saturée en NaCl (100 mL), séchée sur Mg8@s concentrée.

Le 3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[4Bndol-2-yl)propionate de nitrooxyéthyle est obtesnus la
forme d’une huile orange avec un rendement de 76 %.

®,

% Caractéristiques :

Formule brute Ci7H,1N305
Masse molaire 363 g.mof*
Aspect :Huile orange

Rf (DCM 9/ EtOH 1) 0,70

< Analyses:

IR : 1738 cni v (CO ester)
1635 et 1280 cthv (ONG,)

RMN'H (CDCL) : 6 (ppm) :

7,72 (s, 1H, K ; 7,15 (d, 1H, kh, J, = 8,8 Hz) ; 6,90 (dd, 1H, 43 J, = 8,8 Hz, = 2 Hz) ; 4,67 (m, 2H,
H,) ; 4,39 (m, 2H, H) ; 3,85 (s, 3H, ) ; 3,73 (s, 2H, B ; 3,00 (t, 2H, H,J = 7,3 Hz) ; 2,90 (t, 2H, 1J =
5,4 Hz) ;2,85 (t, 2H, K J = 5,0 Hz) ; 2,7 (t, 2H, HJ = 7,3 Hz)

LC/MS :

Tr=2,58 min
MH* = 394 g.mof*
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Synthése du 3-(3-chloropropoxy)benzaldéhyde 34

4

3 5
N K,CO, 8
C|/\/\Br — /\/6\ .
HO Cl (0]
7 2
e 34

(e]

+»+ Protocole expérimental :

Le 3-hydroxybenzaldéhyde (5 g, 41 mmol, 1 éq) £®; (17 g, 123 mmol, 3 éq) sont introduits dans

I'acétonitrile (70 mL), puis le mélange est portéeflux sous agitation pendant 30 min. Le 1-bromo-3
chloropropane (8 mL, 82 mmol, 2 éq) est ensuitaitéjoApres 24 h de reflux, la solution est refrejdi
filtrée puis concentrée.

L’huile brune ainsi obtenue est reprise par le Idiciméthane, lavée par NaOH 1N (2 x 150 mL) afin

d’éliminer I'excés de 3-hydroxybenzaldéhyde, paall (1 x 150 mL), puis par I'eau saturée en Na@l. L
phase organique est séchée sur Mgf@s concentrée. L’huile obtenue est séparée pamtatographie
sur gel de silice (Cyclo 9 / AcOEt 1).

On isole ainsi une huile Iégérement visqueuse déeao orangée, avec un rendement de 90 %.

% Caractéristiques :

Formule brute :C;H1:,CIO,
Masse molaire 198 g.mof*
Aspect :Huile orange

Rf (Hept 7 / AcOEt 3)0,47

< Analyses:

IR : 3030 cnt v (NH indolique)
1698 cnt v (CO aldéhyde)
1260 cnt v (CO ester vinylique)

RMN™H (CDCL) : & (ppm) :

10,00 (s, 1H, B ; 7,49 (M, 3H, He) ; 7,42 (d, 1H, K 3, = 2,3 Hz) ; 7.21 (td, 1H, H}= 9,1 Hz, 3= 2,9
Hz) ;4,19 (t, 2H, K J = 5,8 Hz) ; 3,76 (t, 2H,41J = 6,4 Hz) ; 2,32 (q, 2H, 44 = 6,1 Hz)
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Synthese du 3-[3-(8-méthoxy-1,3.4,5-tétrahydropyriof4,3-blindol-2-yl)propyloxylbenzaldéhyde 35

/

O,

\ * C|/\/\O

NH K,CO,
o
3

N
H 9 34
16

o 4
15 3 5
11 8 6
14 /\/\ 1
N (e}
13 | ! 2
(e}
N 9 35
H 10 -
12

« Protocole expérimental :

Le 8-méthoxy-2,3,4,5-tétrahydrd4ipyrido[4,3blindole (2,32 g, 11,7 mmol, 2 éq), et le 3-(3-
chloropropyloxy)benzaldéhyde (1,18 g, 5,8 mmolg) $ont solubilisés dans le diméthylformamide ambéy@0
mL). Aprés ajout de ¥CO; (1,6 g, 11,7 mmol, 2 éq), le milieu est chauff80’C sous agitation pendant 24 h.

Il est ensuite versé goutte a goutte dans I'eaQ (BD), avant extraction par I'acétate d'éthyle (8300 mL).
La phase organique est isolée, lavée par NaOH X\2@ mL) puis par I'eau (1 x 100 mL), séchéeMgSO,
et concentrée. L'huile marron ainsi obtenue esifiparpar chromatographie sur gel de silice (élUua@GM 95 /
EtOH 5).

On obtient le 3-[3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydradgf4,3-blindol-2-yl)propyloxylbenzaldéhyde sous
forme d’une huile jaune avec 20 % de rendement.

% Caractéristiques :

Formule brute :C,5H24N-04
Masse molaire 364 g.mof*
Aspect :Huile jaune

Rf (DCM 9/ EtOHL) : 0,53

< Analyses:

IR : 1693 cnit v (aldéhyde)
1482 cn v (méthoxy)
1262 cn v (ester vinylique)

RMN™H (CDCL) : & (ppm) :

10,00 (s, 1H, K ; 8,00 (s, 1H, k) ; 7,45 (m, 2H, Hy) ; 7,40 (m, 1H, B J = 1,8 Hz) ; 7,20 (M, 1H, };
7,15 (d, 1H, Hs, J = 8,8 Hz) ; 6,90 (d, 1H, J = 2,3 Hz) ; 6,80 (dd, 1H,. 1 = 8,8 Hz, = 2,3 HZ) ;
4,15 (t, 2H, K, J = 6,1 Hz) ; 3,85 (s, 3H,.§) ; 3,75 (S, 2H, k) ; 2,90 (M, 6H, Ko 19 ; 2,20 (qt, 2H, H J =
6,7 Hz)
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Synthése du 2-[3-(3-hydroxyméthylphénoxy)propyl]-8néthoxy-1,3.4,5-tétrahydropyrido[4,3blindole
36

8

9
17
N/’> | 10 N/’> 7
O, 16
o \ NaBH, o N/t o s
2
\ 12 6

H o 15 H oH

35 “ 13 36 5 4 .

« Protocole expérimental :

Le 3-[3-(8-méthoxy-1,3,4,5-tétrahydropyrido[4Bndol-2-yl)propyloxy]benzaldéhyde (0,07 g, 0,19 wim
1 éq) est dissous dans I'éthanol (10 mL) et refrdid °C. On ajoute alors goutte a goutte sousigit NaBH
(0.01 g, 0,26 mmol, 1,4 éq).

Aprés 45 min de réaction et retour a températurgiamte, NaBH est hydrolysé par une solution de HCI 1N.
L’éthanol est ensuite évaporé avant ajout d’ea@ (hQ) ; la phase aqueuse est extraite par le dichiéthane
(2 x50 mL).

Aprés séchage la phase organique est évaporéelponer une huile de couleur verte avec un rendedent
86 %.

%+ Caractéristiques :

Formule brute :C,5H,6N,05
Masse molaire 366 g.mof*
Aspect :Huile verte

Rf (DCM 9/ EtOH 1) 0,28

< Analyses:

IR : 3666 crit v (OH)
1710 cni v (CO ester)

RMN™H (CDCL) : & (ppm) :

8,00 (s, 1H, Hk) ; 7,25 (d, 1H, Ky & = 8,5 Hz) ; 7,15 (d, 1H, H, I = 8,7 Hz) ; 7,00 — 6,70 (M, 5H 3k
Hi) ; 4,62 (s, 2H, ) ; 4,10 (t, 2H, H, J = 6,1 Hz) ; 3,86 (s, 3H,.H ; 3,72 (s, 2H, k) ; 2,85 (m, 6H,
Ho 1119 ; 2,14 (M, 2H, )
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Optimisation du concept d’inhibition de la cyclooxygénase dans le traitement du cancer de la prostate

L'acide acétylsalicylique, molécule dérivée d'eitsade saule, est utilisé depuis des milliers démscomme anti-
inflammatoire et analgésique. La découverte au <ales années 80 de la cyclooxygénase, cible denhdtiteur
enzymatique, a relancé la recherche de nouveaisnfiatmmatoires non stéroidiens (AINS). C’est lasmien évidence de
I'existence de plusieurs isoformes de la COX etritation des effets pharmacologiques des inhiloitele cyclooxygénase a
ces différents isoformes qui a permis I'émergeneaduvelles thérapeutiques minimisant les effetersdaires gastriques
des AINS.

Bien gu’encore controverseé, l'intérét de ce typedmposés dans la pathologie cancéreuse a été r@remuntré, en
particulier dans le cancer de la prostate. Noweettonsiste en I'optimisation de composés inhibitele cyclooxygénase
afin de les rendre plus efficaces dans la chimiggrtion et la chimiothérapie de ce type de maladie.

Tout d’abord, la vectorisation d’'un inhibiteur s#lé COX-2 par un peptide pouvant étre reconnu @técbar
'antigéne prostatique spécifique (protéase actimgguement au niveau de la prostate), et capalpi®sace clivage,
d’amorcer une réaction intramoléculaire conduisard libération du principe actif, nous a paru iperite dans le cadre
d’'une thérapie ciblée. La conception, la synthéd&ride d’'un espaceur novateur permettant del’ignibiteur COX au
peptide et d’obtenir ce type de réarrangement iost &t¢ menées et ont débouché sur des résultatetieurs.

En paralléle, I'adjonction d'une seconde entitévach un composé inhibiteur COX sous la forme d’predrug a été
envisagée. Le monoxyde d’azote NO, radical messagjquitaire, posséde des propriétés pharmacolegigtonnantes dans
un grand nombre de tissus, que ce soit en vasaiiilaf protection des muqueuses gastriques malsrégat dans le cadre
du traitement d’'un cancer. Synthétiser un nombngomant de composés, inhibiteurs sélectifs ou nICOX-2, pouvant,
aprées métabolisation libérer a la fois NO et I'mtéur nous a semblé intéressant, en particulienpte tenu de la
controverse actuelle sur les modes d’actions idelses composés. Aprés leurs synthéses, I'angywefandie du devenir
métabolique de ces molécules a di étre menée potar tde comprendre leur prise en charge par tersgsenzymatique.
C’est par le biais de différentes évaluations phaoiwgiques aussi variées que I'étude de la vadatiba aortiqueex-vivo
ou la résonance paramagnétique électronique, gugriétiques de métabolisation ont pu étre abordées’est en réalisant
des mesures d'inhibitions enzymatiques (sur samgain) et de prolifération cellulaire (sur lignéemcéreuses humaines)
que le potentiel thérapeutique de nos composés£ar@estimé.

Enfin, la combinaison de ces deux approches paoraeption et la synthése de composés inhibiteurs d
cyclooxygénase / donneurs de NO vectorisés a étéléb.

Optimization of cyclooxygenase inhibition applied ® prostate cancer treatment

Acetylsalicylic acid, a molecule found in willow thés extracts, has been used for thousands of yasran anti-
inflammatory and analgesic agent. During the 8bis, discovery of cyclooxygenase as a target far ¢flmzyme inhibitor
revived the interest in non steroidal anti-inflantarg drugs (NSAIDs) research. The existence of igdvsoforms of COX
has been proven more recently, and each one hasasseciated with different effects NSAIDs can haMeis led to the
emergence of therapeutics targeting a single iegfor an attempt to lower the side effects of npeedfic drugs.

Even if still discussed, the usefulness of this mgwe of molecules in the cancer pathology hasnticbeen showed,
particularly on prostate cancer cells. Our studysigts in optimizing cyclooxygenase inhibitors thi@ve more efficacy in
chemotherapy and chemoprevention of this kind séalse.

First of all, the use of a peptide vector that banrecognized and cleaved by the prostate spewifigen (a protease
active exclusively in the prostate) while carryingCOX-2 inhibitor and capable of, after cleavagkofeed by intra-
molecular rearrangement, releasing the active maigpealed to us in a targeted therapy approach. ckimception,
synthesis and study of a novel spacer allowingouknk the COX-2 inhibitor to a peptide while pertitiy a cleaving —
rearrangement sequence to occur after PSA recognitere conducted and gave promising results.

In parallel, adding to a COX inhibitor an other aetmoiety under the form of a prodrug was looked.ilitric oxide
(NO), an ubiquitous radical messenger, displaypriing pharmacological properties in a wide amayissues, be it as a
vasodilatator, gastric mucosa protector and evenaimcer chemotherapy. The synthesis of a wide pah@inovative
compounds, COX-2 selective or not, able to releasth INO and the inhibitor seemed interesting, esplgciwhen
considering the amount of contradictory bibliograptata presenting the mode of action of this tgbedrugs. Once
obtained, the in-depth analysis of the metabolibyway underwent by our molecules had to be stuiiextder to shed light
on the biological mechanisms underlying their éffet)sing various techniques, sucheasvivovasodilatation experiments
on rat aorta strips and electron spin resonancesume@ents, we were able to access metabolizatiogtiés of these
prodrugs; while classical enzymatic inhibition assan human whole blood and proliferation assay$ieman prostatic
cancer cell lines revealed the therapeutic intexestir compounds.

Finally, combining the peptide vector and the N@aloon a cyclooxygenase inhibitor was attempted.
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