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AcOEt
AcOH
ACN
AgOTf
Asc.
Bn
BnBr
Boc
Bu
CuAAC
DCM
DIAD
DMAP
DMF
DMJ
DMSO
DNJ
Et;N
éq.
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mM
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Me
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Abréviations et acronymes :

aceétyl

anhydride acetique

acétate d’éthyle
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acetonitrile

triflate d’argent

ascorbate
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bromure de benzyle

tert-butoxycarbonyl

butyl
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dichlorométhane
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diméthylformamide
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diméthylsulfoxyde
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triéthylamine

equivalent
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groupement protecteur
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concentration pour diminuer la vitesse de la réaction de 50%
isothermal titration calorimetry

constante de dissociation du complexe enzyme/inhibiteur
millimolaire

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time Of Flight
méthyl

méthanol
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naphtylméthyl

N-bromosuccinimide

N-iodosuccinimide
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INTRODUCTION

0.1. Historique

Les glucides ont une importance majeure dans une grande diversité de processus
biologiques. Au cours de ces derniéres années, les chercheurs se sont employés a comprendre ces
nombreux processus dans lesquels les sucres sont engagés afin de répondre a différentes
problématiques dans plusieurs domaines thérapeutiques. Ces processus incluent notamment des
phénomenes de communication cellulaire ou de maturation de glycoprotéines. Pour ce faire, une
partie des travaux a été consacrée a la synthése de glycomimétiques, c’est-a-dire de mimes de
sucres. Les modifications structurales apportées aux sucres ont pour objectif d’augmenter leur
stabilité, leur biodisponibilité et leurs affinités vis-a-vis de cibles biologiques ce qui en fait des
candidats attractifs pour le développement de sondes mécanistiques ou de médicaments. Parmi ces
glycomimétiques, on peut citer différentes classes. Les carbasucres, dans lesquels 1I’oxygéne
endocyclique est remplacé par un méthylene ; les thiosucres dans lesquels il est remplacé par un
atome de soufre ; les iminosucres dans lesquels il est remplacé par un atome d’azote ; les C-
glycosides dans lesquels ’oxygéne anomérique est remplace par un carbone, etc.

Nous nous intéresserons dans ce travail a une classe bien spécifique : les iminoalditols
plus couramment appelés les iminosucres.! 1ls se définissent comme une classe de
glycomimétiques dans lesquels 1’atome d’oxygeéne endocyclique du sucre est remplacé par un
atome d’azote. On peut les regrouper communément en 5 classes (Figure 1) qui se différencient
par leur squelette (monocyclique ou bicyclique) et par la taille des cycles (5 ou 6 membres). Ces
cycles peuvent étre substituées par une grande diversité de groupements fonctionnels,
majoritairement des fonctions hydroxyles mais également des acides carboxyliques, des amides...

HO
H
N H HO/ \ 5\'\‘ Ho—L—~—NH
(/j Hoﬁ / \( ) HO—\j V\l/\(
HO HO
Pipéridinol Pyrrolidinol Pyrrolizidinol Indolizidinol Nortropanol

Figure 1. Les cinq grandes classes d’iminosucres

Les iminosucres sont connus par les chimistes depuis les années 60. Les premiers travaux
dans le domaine étaient des purs exercices académiques qui consistaient a voir 1’influence du
remplacement de I’oxygéne endocyclique des sucres par d’autres hétéroatomes, comme le soufre
ou I’azote. Parmi les chimistes qui ont contribué a ces premiers efforts synthétiques on note
Hanessian® et Paulsen®. La découverte des propriétés biologiques des iminosucres remonte a
I’isolement du 5-amino-5-désoxy-D-glucose (nojirimycin 1) de plusieurs sources de
Streptomyces®, notamment Str. roseochromogenes R-468, Str. lavendulae SF-425 et Str.

'p. Compain et O. R. Martin, (Eds.), Iminosugars: From Synthesis to Therapeutic Applications, Wiley,
Chichester, 2007.

2'S. Hanessian, T. H. Haskell, J. Org. Chem. 1963, 28, 2604-2610.

* H. Paulsen, Angew. Chem. Int. Ed. 1962, 1, 454.

*T. Nishikawa, N. Ishida, J. Antibiot. A, 1965, 18, 132-133.
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nojiriensis n. sp. SF-426 qui lui a donné son nom. Sa caractérisation a été faite en 1966 par S.
Inouye® qui a aussi découvert ses propriétés antibiotiques. De nombreux autres iminosucres ont pu
étre isolés de plantes tels que la fagomine 3.° La moranoline’ & été isolée a partir du mdrier et a pu
étre identifiée comme étant la 1-désoxynojirimicine (DNJ) 2 déja synthétisée chimiquement par
Paulsen® & partir du L-sorbofuranose. Parallélement un autre composé appartenant & la classe des
pyrrolidines le 2,5-didésoxy-2,5-imino-D-mannitol (DMDP) 4 a été isolé a partir d’une plante
légumineuse tropicale, Derris elliptica.’

H H H
N OH N N
HO HO HO
HO™ "/OH HOM “/OH HO™
OH OH OH
nojirimicine 1 1-désoxynoijirimicine (DNJ) 2 fagomine 3
H H
N RN HO N N W\
HO OH HO" HO © OH
3 HO" “/OH : “OH :
HO OH o) N
A HO OH HO OH
DMDP 4 castanospermine 5 swainsonine 6 australine 7

Figure 2. Exemples d’iminosucres naturels.

Peu de temps aprés, les composés bicycliques ont fait leur apparition avec 1’isolement de la
swaisonine’® 6 et de la castanospermine™ 5 dans la classe des indolizidines suivi plus tard par les
pyrrolizidines comme par exemple 1’australine® 7 isolée & partir des fruits toxiques du
Castanospermum australe, un chataigner d’Australie. Plus d’une centaine de composés de type
iminosucre ont pu étre isolés & ce jour & partir de plantes, de bactéries et de champignons.*®

Des évaluations biologiques ont été menées sur cette nouvelle classe de molécules dans
différents domaines dans les années 1980 par I’industrie pharmaceutique par exemple comme
agents anti-cancereux ou anti-HIV. Mais ce sont leurs propriétés comme inhibiteurs de
glycosidases découvertes par la société Bayer en 1976 qui ont aboutit a la premiere application

>a) S. Inouye, T. Tsuroka, T. Niida, J. Antibiot. A, 1966, 19, 288-292, b) S. Inouye, T. Tsuruoka, T. Ito, T.
Niida, Tetrahedron, 1968, 24, 2125-2144.

® M. Koyama, S. Sakamura, Agric. Biol. Chem. 1974, 38, 1111-1112.

™. Yagi, T. Kouno, Y. Aoyagi, H. Murai, Nippon Nogei Kagaku Kaishi, 1976, 50, 571-572.

® H. Paulsen, I. Sangster, K. Heyns, Chem. Ber. 1967, 100, 802-8015.

% A. Welter, J. Jadot, G. Dardenne, M. Marlier, J. Casimir, Phytochemistry, 1976, 15, 747-749.

105 M. Colegate, P. R. Dorling, C. R. Huxtable, Aust. J. Chem. 1979, 32, 2257-2264.

L. D. Hohenschutz, E. A. Bell, P. J. Jewess, D. P. Leworthy, R. J. Pryce, E. Arnold, J. Clardy, Phytochemistry,
1981, 20, 811-814.

2R, J. Molyneux, M. Benson, R.Y. Wong, J. E. Tropea, A.D. Elbein, J. Nat. Prod. 1988, 51, 1198-1206.

3 Pour des revues sur les iminosucres naturels voir: a) N. Asano, R. J. Nash, R. J. Molyneux, G. W. J. Fleet,
Tetrahedron : Asymmetry, 2000, 11, 1645-1680 ; b) A. A. Watson, G. W. J. Fleet, N. Asano, R. J. Molyneux, R.
J. Nash, Phytochemistry 2001, 56, 265-295.
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thérapeutique des iminosucres avec le Glyset™ (diabéte de type 2).}* En fait, ces propriétés
étaient déja connues depuis bien longtemps. En effet, les propriétés des feuilles de mariers qui
contiennent comme principe actifs différents iminosucres étaient déja exploitées dans la médecine
traditionnelle chinoise pour soigner le « Xiao-ke », c’est-a-dire le diabete. Les glucosidases
intestinales réalisent I’hydrolyse de polysaccharides en libérant du glucose qui est absorbé par les
parois intestinales. Les iminosucres contenus dans les décoctions des feuilles de mdrier régulaient
le taux de glucose dans le sang en inhibant ces hydrolyses.

0.2. Les iminosucres, des inhibiteurs de glycosidases

Depuis les années 60, les chercheurs du domaine ont développé de nombreuses voies
synthétiques®™® pour pouvoir accéder facilement & une diversité de composés comme agents
thérapeutiques contre les multiples maladies dans lesquelles des glycosidases sont impliquées.***
Les iminosucres ont également montré une activité inhibitrice d’autres enzymes, dont notamment
les glycosyltransférases.’® Cependant, dans cette thése nous nous intéresserons a leur activité
principale comme inhibiteurs de glycosidases.

0.2.1. Les glycosidases

Les glycosidases sont une famille d’enzymes présentes chez presque tous les €tres vivants
et qui ont un role capital dans de nombreux processus biologiques. On en connait aujourd’hui
environ 86000."" Ces enzymes catalysent ’hydrolyse des liaisons glycosidiques. La classification
CAZy (carbohydrate-active enzyme) les regroupe en 123 familles en fonction de leur domaine
catalytique qui comprend 120 acides aminés. Ces familles sont elles-mémes regroupées en 14
clans qui rassemblent des caractéristiques communes comme le mécanisme d’action ou la
configuration du carbone anomérique du substrat.

0.2.2. Mécanismes d’action des glycosidases

La liaison glycosidique est la liaison covalente des polymeéres biologiques la plus stable.
Le temps de demi-vie pour I’hydrolyse spontanée de la liaison glycosidique dans la cellulose, est
en effet estimé a 4,7 millions d’années '® Les glycosidases catalysent cette réaction d’hydrolyse
avec des constantes de vitesse jusqu’a 1000 s™ ce qui en fait des catalyseurs impressionnants
d’efficacité. Depuis le milieu des années 50, les chercheurs se sont intéressés a la compréhension
des mecanismes d’action de ces enzymes. Aujourd’hui les glycosidases peuvent étre
sommairement séparées en deux grandes classes en fonction de leur mécanisme. On distingue en
effet des glycosidases avec rétention de configuration ou inversion de configuration au niveau du

14 3) A. E. Stiitz, Iminosugars as Glycosidase Inhibitors: Nojirimycin and Beyond, Wiley, Weinheim, 1999; b) V.
H. Lillelund, H. H. Jensen, X. Liang, M. Bols, Chem. Rev. 2002, 102, 515-553.

5B. La Ferla, L. Cipolla, F. Nicotra dans P. Compain et O. R. Martin, (Eds.), Iminosugars : From Synthesis to
Therapeutic Applications, Wiley, Chichester, 2007, pp. 25-61.

p_Compain, O. R. Martin, Curr. Top. Med. Chem. 2003, 3, 541-560.

D, G. Naumoff, Biochemistry (Moscow), 2011, 76, 622-635.

18 R. Wolfenden, X. Lu, G. Young, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 6814-6815.
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centre anomérique. Koshland® a été le premier & postuler deux mécanismes avec dans le cas du
mécanisme avec rétention de configuration, deux substitutions successives et intermédiairement la
formation d’une liaison enzyme-substrat et dans le cas du mécanisme avec inversion de
configuration une seule substitution. Vernon® a, lui, proposé le passage par un intermédiaire
réactionnel oxocarbénium.

Schéma 1. Mécanismes généraux des glycosidases avec inversion (A) et rétention (B) de configuration.

Ces mécanismes postulés sont aujourd’hui bien établis®® et font intervenir deux fonctions
carboxyliques situées a I’opposé 1’une de I’autre dans le site actif de la glycosidase. Dans le cas de
I’hydrolyse avec inversion de configuration (Schéma 1 A), les résidus carboxyliques sont situés a
une distance d’environ 10,5 A. L’un des deux acides carboxyliques joue le rdle de catalyseur
acide pour activer la liaison glycosidique. Le deuxiéme, sous sa forme carboxylate permet la

¥ D. E. Koshland, Biol. Rev. 1953, 28, 416-436.
20 C. A. Vernon, B. Banks, Biochem. J. 1963, 86, Proc. Biochem. Soc. 7P.
2L D. L. Zechel, S. G. Withers, Acc. Chem. Res. 2000, 33, 11-18.
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déprotonation de la molécule d’eau qui peut s’insérer dans le site actif de I’enzyme grace a la
distance suffisamment importante entre les dérivés carboxyliques. L’hydrolyse se fait alors avec
un seul état de transition de type oxocarbénium. Dans le cas de I’hydrolyse avec rétention de
configuration (Schéma 1 B), la distance séparant les deux acides carboxyliques est plus petite de
I’ordre de 5,5 A. Un acide carboxylique joue de nouveau le réle de catalyseur acide pour activer la
liaison glycosidique mais cette fois-ci, le site actif est trop exigu pour que la molécule d’eau
s’incere et c’est le carboxylate qui va étre le nucléophile et permettre le départ du résidu alcool.
Une liaison covalente se forme alors entre le carbone anomérique et 1’oxygéne du carboxylate.
Dans un deuxiéme temps, la molécule d’eau peut alors rentrer, &tre déprotonée par 1’autre
carboxylate qui joue maintenant le r6le de base et attaquer la position anomérique pour donner le
résidu sucre avec une configuration inversée au niveau du carbone anomerique. Ce deuxieéme
mécanisme passe par deux états de transition de type oxocarbénium.

Ces deux mécanismes permettent une premiére approche pour comprendre les propriétés
inhibitrices de glycosidases observées pour des iminosucres. En effet, ceux-ci miment le substrat
des glycosidases avec leur structure polyol et I’atome d’azote leur confére une grande affinité
avec le site actif. Celui-ci peut se protoner a pH physiologique et générer alors de fortes
interactions électrostatiques avec les carboxylates du site actif des glycosidases (Figure 3). Cela
fait des iminosucres des inhibiteurs compétitifs réversibles des glycosidases'* avec des inhibitions
qui peuvent étre trés importantes (K; pouvant atteindre le pM??).

Figure 3. Interactions d’un iminosucre avec le site actif des glycosidases

0.2.3. Les iminosucres comme inhibiteurs de glycosidases : des agents
thérapeutiques prometteurs

Au niveau des cellules, les glycosidases sont impliquées dans les processus de biosynthese
et de maturation des glycoprotéines, mais également dans le catabolisme des glycolipides et la
dégradation des glucides complexes en sucres simples comme le glucose.

Les applications thérapeutiques des inhibiteurs de glycosidases vont donc se situer dans
des domaines variés se traduisant par une grande diversité de maladies visées comme : le diabete,

22 C.-F. Chang, C.-W. Ho, C.-Y. Wu, T.-A. Chao, C.-H. Wong, C.-H. Lin, Chem. Biol. 2004, 11, 1301-1306.
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le cancer, les infections virales, les maladies génétiques rares dont les maladies lysosomales et la
mucoviscidose.”® Quelques exemples seront détaillés ici.

L’inhibition des glucosidases intestinales représente une stratégie importante dans la
régulation du taux de sucre dans le sang pour traiter les complications associées au diabéte de type
2. L’acarbose, un tétrasaccharide possédant une unité carbasucre, inhibiteur puissant de la sucrase
intestinale, a été mis sur le marché en 1990 & cet effet sous le non de Glucobay®. En 1996, le
miglitol, commercialisé sous le nom de Glyset® a été mis sur le marché pour le traitement des
complications associées au diabéte de type 2.%* C’est le premier médicament basé sur une
structure de type iminosucre a avoir été commercialisé.

Glucobay ® OH Glyset ®

Figure 4. Antidiabétiques

Les iminosucres ont également des activités antivirales. Le Celgosivir® un dérivé de la
castanospermine 5 est a un stade d’essais cliniques avancé comme agent antiviral contre le virus
de I’hépatite C.> Cet iminosucre bicyclique inhiberait différentes glycosidases et altérerait la
maturation de glycoprotéines virales. Ceci causerait le mauvais repliement de certaines protéines
d’enveloppe du virus et réduirait sa production.

) on
. HO N
HO' 4 HO
oH OH OH
Celgosivir © Zavesca ®
N-Butyl-DNJ 8
Figure 5.

Les applications comprennent aussi des maladies geénétiques rares. Notamment elles
incluent des maladies lysosomales dans lesquelles des glycosphingolipides (GSL) s’accumulent
dans les lysosomes, des organites cellulaires, et ce, en raison de la déficience de certaines
glycosidases. Le Zavesca® (miglustat, N-butyl DNJ 8) est sur le marché depuis 2006 pour le
traitement de la maladie de Gaucher de type | (déficience de la B-glucocérebrosidase, GCase). Cet
iminosucre agit comme inhibiteur de la glucosylcéramide synthase (GCS). Cette
glycosyltransférase est en effet impliquée dans la biosynthése du glycosphingolipide qui
s’accumule de part la déficience de la GCase.?®

ZPour une revue récente sur les perspectives thérapeutiques des iminosucres, voir: G. Horne, F. X. Wilson,
Prog. Med. Chem. 2011, 50, 135-176.

¢ A, Mitrakou, N. Tountas, A. E. Raptis, R. J. Bauer, H. Schulz, S. A. Raptis, Diabet. Med. 1998, 15, 657-660.
2. A. Sorbera, J. Castaner, L. Garcia-Capdevilla, Drugs Future 2005, 30, 545-552.

2. A. Sorbera, J. Castaner, M. Bayes, Drugs Future 2003, 28, 229-236.
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0.3. Propriété chaperon des iminosucres

Aujourd’hui un autre concept a émergé pour le traitement des maladies génétiques rares
dans lesquelles sont impliquées des glycosidases déficientes mal repliées : la notion de chaperon
pharmacologique.?’ Cette notion est apparue récemment comme une piste trés prometteuse. Il a en
effet été montré que des molécules de faibles poids moléculaires, inhibiteurs réversibles des
glycosidases mal repliées impliquées dans ces maladies, avaient la capacité de stabiliser la
structure tridimensionnelle de ces protéines et d’éviter la destruction de celles-ci par les
mécanismes de contrdle-qualité du réticulum endoplasmique (RE). Ainsi, ces chaperons
permettent de récupérer une partie de I’activité enzymatique de ces protéines mal repliées mais
encore catalytiquement actives. Le premier exemple a été démontré par Fan et Asano en 1999%
avec la 1-désoxygalactonojirimycine, inhibiteur et chaperon pharmacologique d’une galactosidase
impliquée dans la maladie de Fabry, une maladie lysosomale.

Dans ce travail la notion de chaperon pharmacologique sera étendue a toute
molécule permettant d’éviter a des protéines mal repliées d’étre détruites par le systéme
contréle-qualité du RE. On inclut ainsi dans le terme de chaperon pharmacologique les
molécules qui agissent directement sur les glycosidases mal repliées (maladies lysosomales), mais
également les inhibiteurs des glycosidases impliquées dans les mécanismes de contrble-qualité du
RE, notamment les a-glucosidases | et Il du RE qui entrainent la destruction des protéines mal
repliées, comme dans le cas de la mucoviscidose.

2" T. Kolter, M. Wendeler, ChemBioChem 2003, 4, 260-264.
8 J.-Q. Fan, S. Ishii, N. Asano, Y. Suzuki, Nat. Med. 1999, 5, 112-115.
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0.4. Plan du travail de these

L’objectif général de ce travail de thése est la mise en évidence de chaperons
pharmacologiques originaux pour le traitement de deux maladies génétiques rares : la maladie de
Gaucher et la mucoviscidose.

Dans un premier chapitre, nous présenterons deux stratégies innovantes d’accés a des chaperons
pharmacologiques « monovalents ». La premiere stratégie consiste en 1’utilisation d’une
méthodologie récente de diamination d’alceénes pallado-catalysée pour la synthese rapide de
produits en série imino-C-glycosides possédant un groupement de type N-acétamido en position
aglycone. Le but est d’identifier de nouveaux inhibiteurs efficaces et sélectifs des glucosidases
cellulaires ce qui constituerait une piste vers la découverte d’un traitement pour la mucoviscidose.

MucovVIsCIDOSE [ MALADIE DE GAUCHER ]

OH o
R [P on = HO N
HO = Ho NN T N
Ho==x= T — SN
M R" HO \_ 1
"R
R =aryl —
R'=H, alkyl, aryl © R = alkyl, aryl...
R" = alkyl, aryl diversification
%, Diamination pallado-catalysée Imie ClicK «In Siu »
G Cox §
G Gasel VG A
3 - == Iminosucres
f—’ ﬁ- Qg “
8 3 =k o a
v Gasell =

¥

L C

Figure 6. Chapitre 1, les chaperons pharmacologiques monovalents

La seconde stratégie consiste en I’identification de chaperons puissants de la 3-glucocérébrosidase
(GCase) a partir d’une téte de série développée au laboratoire. Cette stratégie repose sur ’acces
rapide, par réaction de cycloaddition azotures-alcynes « in situ », a une bibliothéeque de produits
avec une grande diversité dans la partie aglycone.
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Dans un deuxiéme chapitre, nous nous intéresserons a la synthése d’iminosucres
multivalents. En effet, si I’impact de la multivalence a été tres étudié dans le cadre des
interactions de type lectine-sucre avec des gains spectaculaires d’activité,? trés peu d’études se
sont intéressées a I’effet de la multivalence sur I’inhibition des glycosidases.

% )
Ns/ﬂ\‘\)
=

z-Z

SN

-— lateform
| %

»Ligand : DNJ, DMJ, XYL, OH
»Plateforme : BCD, Cqg
» Valence : 7,12,14

» Linker: Cg, Cq

Chimie click

Figure 7. Chapitre 2, les chaperons pharmacologiques multivalents.

Plusieurs produits multivalents ont été ainsi synthétisés en faisant varier divers paramétres comme
la structure de la plateforme, le « linker » et la valence. Le choix du ligand a été adapté aux cibles
biologiques visées. La chimie click a été utilisée comme étape clé lors de nos synthéses et a
permis d’accéder de fagon efficace a des structures multivalentes complexes.

9'5.-K. Choi, Synthetic Multivalent Molecules: Concepts and Biomedical Applications, Wiley, Hoboken, 2004.
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Les évaluations biologiques de nos composés mono- et multivalents seront présentées
dans un troisiéme chapitre. Dans un premier temps, les iminosucres multivalents ont eté évalués
sur un panel de glycosidases commerciales afin de mettre en évidence un effet multivalent sur
I’inhibition de cette classe d’enzymes. Puis, les iminosucres mono- et multivalents ont été évalués
comme chaperons pour le traitement de la maladie de Gaucher (cible : B-glucocérébrosidase,
GCase) et la mucoviscidose (cibles : a-glucosidases I et Il du réticulum endoplasmique, RE). Ces
premiéres applications de 1’effet multivalent a des glycosidases d’intérét thérapeutique ont donné
des résultats préliminaires encourageants.

EFFET DE LA MULTIVALENCE

- sur ’inhibition de glycosidases
- sur I’effet chaperon

/ CIBLES THERAPEUTIQUES \

= Maladie de Gaucher
Protéine déficiente et cible biologique : B-glucocérébosidase

=Mucoviscidose
Protéine déficiente : delF508CFTR
\Cible biologique : a-glucosidases I et Il du RE J

Figure 8. Chapitre 3, Evaluations biologiques des iminosucres synthétisés
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CHAPITRE 1

1.1. Utilisation d’une méthodologie de diamination pallado-catalysée :
vers la synthese de nouveaux iminosucres pour le traitement de la
mucoviscidose.

1.1.1. La mucoviscidose

La mucoviscidose ou fibrose kystique est une maladie génétique héréditaire a transmission
autosomique. C’est la maladie rare héréditaire la plus répandue dans la population caucasienne.
En 2010, on compte en France 5792 patients.*® L’dge moyen de décés des patients est seulement
de 29 ans. L’incidence de cette maladie sur la population en France est de 1 sur 2500 naissances
environ. Cette maladie est connue depuis le Moyen Age mais n’a été décrite pour la premiére fois
par le pédiatre Fanconi qu’en 1936.*

C’est une maladie qui touche tous les tissus épithéliaux et affecte donc de nombreux
organes. Cette pathologie entraine chez les malades des anomalies respiratoires severes
d’obstruction des bronches (mucus visqueux qui a donné¢ son nom a la maladie) et de non-
évacuation des bactéries. Ces anomalies engendrent la plupart des décés. D’autres manifestations
graves sont associées a cette maladie notamment des anomalies digestives. Il n’existe
malheureusement aucun traitement curatif a ce jour pour cette maladie, les traitements actuels
étant surtout symptomatiques. Il s’agit essenticllement de kinésithérapie respiratoire, de
fluidification du mucus et de traitement anti-inflammatoires et antibiotiques pour les
manifestations pulmonaires.

La maladie est due a différentes mutations sur le chromosome 7 du géne CFTR (Cystic Fibosis
Transmembrane conductance Regulator) codant pour la protéine CFTR qui est une protéine de

transport de type canal chlorure au sein des cellules épithéliales.
ATP

Mb apicale

ORCC *

st

Mb basolatérale

/N

Figure 9. Protéines de transport dans les cellules épithéliales, d’aprés Schwiebert.*.

% Registre Francais de la Mucoviscidose (RFM) : Bilan des données 2010 de I'Observatoire National de la
Mucoviscidose (ONM), Paris, Vaincre la Mucoviscidose et Institut National d’Etudes Démographiques (INED),
2012.

31 G. Fanconi, E. Uehlinger, C. Knauer, Wien Med. Wschr. 1936, 86, 753-756.

%2 E. M. Schwiebert, D. J. Benos, M. E. Egan, M. J. Stutts, W. B. Guggino, Physiol. Rev. 1999, 79, S145-S166.
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Les protéines de transport en genéral sont responsables des flux d’ions, d’acides aminés, de sucres
et de molécules d’eau (Figure 9).

En plus de son role de transporteur d’ions chlorure, il a été montré entre autres, que la
protéine CFTR avait un role dans la régulation du canal sodique ENaC (épithélial Na* channel)
situé également dans la membrane apicale des cellules épithéliales.®® La déficience de la protéine
CFTR entraine donc au niveau des poumons, le défaut de transport des ions chlorures ainsi qu’une
hyperabsorption des ions sodium ce qui participe a la déshydratation du mucus respiratoire®* et
entraine les affections pulmonaires observées.

La protéine CFTR est constituee de deux fois six segments transmenbranaires (TMD),
deux domaines de liaisons aux nucléotides NBD (Nucleotide Binding Domain) et un domaine
régulateur (domaine R) (Figure 10).% Sa biosynthése®® commence par la formation de sa chaine
protéique par traduction de I’ARNmM au sein du ribosome. La protéine CFTR est alors transformée
dans le Reticulum Endoplasmique (RE).

Membrane cellulaire

dj
. 'Jecyclage
1 @

Endosomes
. |
.0 [ X )
Vésicules @ .
@
% Dégradation
lysosomale

Appareil de

Systéme Golgi
ub|qg|t|ne Intéractions avec des }
protéasome protéines chaperons de

“contréle-qualité dans le
RE™

Réticulum
Endoplasmique

Noyau
Figure 10. Structure de la protéine CFTR schéma de sa biosynthése, classes des mutations.*’

% M. Mall, M. Bleich, R. Greger, R. Schreiber, K. Kunzelmann, J. Clin. Invest. 1998, 102, 15-21.

¥ M. R. Knowles, M. J. Stutts, A. Spock, N. Fisher, J. T. Gatzy, R. C. Boucher, Science 1983, 221, 1067-1070.
% D. N. Sheppard, M. J. Welsh Physiol. Rev. 1999, 79, $23-S45.

% R. R Kopito, Physiol. Rev. 1999, 79, S167-S173.

%"3) T.F. Scanlin, M. C. Glick, Biochim. Biophy. Acta 1999, 1455, 241-253. b) M. P. Rogan, D. A. Stoltz, D. B.
Hornick, Chest 2011, 6, 1480-1490.
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Pendant cette maturation, des protéines chaperons lui sont associées pour prévenir des erreurs de
repliements et éviter les phénomeénes d’agrégation, elle acquiert alors sa conformation de protéine
canal avec I’assemblage correct de ses sous-unites. La protéine CFTR arrive ensuite au niveau de
I’appareil de Golgi ou les transformations finales sont réalisées. Elle est ensuite dirigée par un
systeme de vésicules vers la membrane plasmique.

Depuis la découverte du géne codant pour la protéine CFTR®® en 1985 et son isolement en 1989,
plus de 1700 mutations de ce géne ont eté recensées. Ces mutations sont regroupées en différentes
classes en fonction de 1’endroit ou elles interviennent dans la synthése et du disfonctionnement de
la protéine CFTR qu’elles entrainent (Figure 10) :

classe | : défaut de synthése ; classe Il : défaut de maturation ; classe Il : défaut de regulation ;
classe IV : défaut de conduction ; classe V : défaut de stabilité de ’ARNm

La mutation la plus répandue dans les populations caucasiennes est une mutation de classe
I, qui concerne 70% des patients: la mutation delF508-CFTR. Il s’agit de la délétion d’une
phénylalanine en position 508 du domaine NBD1 du CFTR. Cette mutation perturbe le processus
de maturation de la protéine au niveau du RE et donc son repliement en particulier au niveau du
domaine NBD1. Ceci provoque sa dégradation par, entre autres, le protéasome. Toutefois, si la
protéine est surexprimée, il a été constaté qu’elle fonctionnait encore comme canal chlorure. Son
fonctionnement est malgré tout amoindrit.®® Ce résultat suggére cependant que si on parvient &
réadresser la protéine mal repliée a la membrane apicale par le biais d’agents pharmacologiques
on peut récupérer une partie de son activité de transport.

C’est pourquoi les traitements pharmacologiques aujourd’hui envisagés sont de deux types :

- des correcteurs de CFTR capables de sauver les protéines delF508-CFTR des
processus de dégradation et d’augmenter leur quantité au niveau des membranes des
cellules épitheliales

- des potentiateurs de CFTR afin d’augmenter I’activité¢ des protéines défectueuses
delF508-CFTR

Depuis 1994 un grand nombre d’activateurs et de potentiateurs de CFTR ont été décrits.*® Comme
les raisons du disfonctionnement ainsi que de la dégradation de la protéine delF508-CFTR sont
encore trés mal connues, ces activateurs et potentiateurs ont souvent été mis en évidence par
criblages de banques de molécules et les biologistes tentent aujourd’hui de comprendre leurs
différents modes d’action.

% L. C. Tsui, M. Buchwald, D. Barker, J. C. Braman, R. Knowlton, J. W. Schumm, H. Eiberg, J. Mohr, D.
Kennedy, N. Plavsic et al. Science 1985, 230, 1054-1057.

% W. Dalemans, P. Barbry, G. Champigny, S. Jallat, K. Dott, D. Dreyer, R. G. Crystal, A. Pavirani, J.-P. Lecocq,
M. Lazdunski, Nature 1991, 354, 526-528.

0 Revue sur les correcteurs et potentiateurs: F. Becq, M. A. Mall, D. N. Sheppard, M. Conese, O. Zegarra-
Moran, J. Cyst. Fibros. 2011, 10, S129-S145.
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Figure 11 Composé VX809 en phase d’essai clinique I1.

Aujourd’hui plusieurs activateurs sont en phase d’essais cliniques dont par exemple le « VX 809 »
(Figure 11) en phase 11** ¢’est-a-dire des essais cliniques sur 100 & 300 patients.

1.1.2. Un inhibiteur d’a-glucosidase pour sauvegarder la protéine delF508-
CFTR

Récemment, il a été montré par 1’équipe du Pr. Becq que le miglustat, la N-butyl-DNJ 8
(commercialisé sous le nom de Zavesca® pour la maladie de Gaucher) (Figure 13), était un
correcteur de delF508-CFTR.*> Ce composé permettrait en effet, de sauvegarder la protéine
mutante delF508-CFTR des mécanismes de degradation dans la cellule. Pour expliquer quels
mécanismes pourraient étre a ’origine de son défaut d’adressage, il est nécessaire de bien
comprendre les étapes de biosynthese des protéines N-glycanes (dont fait partie la protéine CFTR)
expliquées dans le paragraphe suivant.

i) Biosynthése des protéines N-glycanes et contréle-qualité dans le RE.

Au sein du réticulum endoplasmique, les mécanismes de contrble qualité assurent
’assemblage et le repliement des protéines.*® Les chaines protéiques sont transférées via un
translocon au sein du lumen du RE aprées leur formation dans le ribosome. Simultanément, une
oligosaccharyltransférase glycosyle le résidu asparagine d’une chaine d’acides aminés Asn-X-
Ser/Thr (X= acide aminé sauf la proline) de la protéine et forme ainsi la protéine N-glycane. La
partie glycane (GlcsManyeGIcNAC,) permet alors le repliement correct du polypeptide** en le
stabilisant et en servant de «marqueur» pour permettre I’interaction avec différentes
glycosidases, glycosyltransférases et lectines essentielles a son développement correct et a son
transport vers 1’appareil de Golgi. La protéine N-glycane formée rentre donc dans le cycle de
contréle qualité du RE (Figure 12). Deux unités glucoses sont retirées successivement de la partie
glycane par les a-glucosidases | et 11 du RE. Les protéines chaperones calnexine et calréticulum se
fixent alors sur la protéine (interactions calcium-dépendantes) et permettent alors son repliement

*1'\/oir le site internet du groupe Vertex : www.vrtx.com

*2.C. Norez, S. Noel, M. Wilke, M. Bijvelds, H. Jorna, P. Melin, H. DeJonge, F. Becq, FEBS Lett. 2006, 580,
2081-2086.

3 . Ellgaard, A. Helenius, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2003, 4, 181-191.

“ A. Helenius, M. Aebi, Annu. Rev. Biochem. 2004, 73, 1019-1049.
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correct grace, entre autres, a la formation d’une liaison bisulfite avec I’aide de la thiol-disulphide
oxidoreductase ERp57.

cycle
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Figure 12. Le cycle calnexine.®

L’ a-glucosidase Il du RE coupe ensuite le dernier résidu glucose et met fin aux interactions avec
la calnexine et le calréticulum ce qui permet I’extraction de la protéine vers I’appareil de Golgi. Si
celle-ci n’est pas correctement repliée, un nouveau résidu glucose lui est transféré et celle-ci
rentre a nouveau en interaction avec la calnexine. Au terme de cette interaction, si la protéine est
encore mal repliée, le résidu mannose est coupé par une a-1,2-mannosidase du RE et la protéine
est alors reconnue par une protéine de dégradation EDEM (ER degradation-enhancing a-
mannosidase-like protein) et rentre dans les mécanismes de dégradation du réticulum
endoplasmique (ERAD ER-associated degradation).

i) Stratégies pour sauver la delF508-CFTR, hypothése de 1’équipe du Pr. Becq

Il a été montré que ’association de la calnexine avec la protéine delF508-CFTR était plus
longue qu’avec la protéine non mutée et que donc, la calnexine participerait a retenir des formes
non matures de delF508-CFTR dans le systéme de contrdle qualité du réticulum endoplasmique.*
De ce fait, plusieurs stratégies ont été mises au point pour essayer de réduire ces interactions avec
la calnexine. L’administration de curcumin, un inhibiteur non toxique de pompe a calcium du
réticulum endoplasmique a permis de récupérer une partie du transport de la protéine mutante
chez des souris.*®® La régulation du taux de calcium en général peut permettre de restaurer une

5. Pind, J. R. Riordan, D. B. Williams, J. Biol. Chem. 1994, 269, 12784-12788.

*¢2) M. E. Egan, M. Pearson, S. A. Weiner, V. Rajendran, D. Rubin, J. Gléckner-Pagel, S. Canny, K. Du, G. L.
Lukacs, M. J. Caplan, Science 2004, 304, 600-602; b) C. Norez, F. Antigny, F. Becq, C. Vandebrouck, Traffic,
2006, 7, 562-573.
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partie de Dactivité canal ionique de la CFTR mutante.*® Cependant, certains résultats sont
controversés*’ et les relations entre la protéine CFTR et le taux de Ca®" doivent &tre mieux
comprises.*® D’autres travaux*® on montré qu’une forme mutée de la calnexine pouvait aider a
replier correctement la delF508-CFTR.

L’hypothése de 1’équipe de F. Becq repose sur le fait que 1’inhibition des glucosidases | et
Il du RE pourrait empécher les déglucosylations de la delF508-CFTR et éviter son interaction
avec la calnexine et donc enrayer son processus de dégradation. Or, la DNJ et ses dérivés N-
alkylés sont connus pour étre inhibiteurs de ces glucosidases.® Les résultats de cette équipe ont
montré que la N-Butyl-DNJ (le miglustat) 8 permettait de sauver partiellement la protéine mutante
delF508-CFTR dans des cellules épithéliales humaines des voies respiratoires (Figure 13), de
glandes trachéales, de cellules du conduit pancréatique et de cellules intestinales ainsi que dans
des cellules intestinales de souris présentant la méme mutation.*

0.20 - fsk + gst
OH 0.15
Hoﬁ/\/\ -
H =
° oy ° E 0.10 1
N-Butyl-DNJ vt i

0-00II[I
0 2 4 6 8

Temps (min)

* cellules CF15 4 37°C
0O ajout de 100 mM miglustat pendant 2h
& ajout de 100 mM miglustat pendant 6h

efflux diode en présence de foskolin (Fsk, 10 uM) et
genistein (Gst, 30 uM)

Figure 13. Récupération du fonctionnement de la delF508-CFTR en présence de miglustat (N-Butyl-DNJ).

Ces résultats ont montré également que le miglustat empéchait en grande partie les interactions
entre la protéine défectueuse et la calnexine, prouvant la pertinence du raisonnement
scientifique.* Il a aussi été mis en évidence que le miglustat inhibe I’hyperabsorbtion de sodium™
du canal ENaC et régule I’homéostasie calcique,®® ce qui démontre 1efficacité de ce composé sur
différentes manifestations de la maladie. Un traitement journalier des cellules malades nasales
humaines a une concentration de 3 UM de miglustat pendant deux mois permet en outre une
correction stable et réversible du transport cellulaire de delF508-CFTR.*® Parallélement il a été

" A. Dragomir, J. Bjérstad, L. Hjelte, G. M. Roomans, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2004, 322, 447-451; b)
B. R. Grubb, S. E. Gabriel, A. Mengos, M. Gentzsch et al. Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 2006, 34, 355-363.

“*8 E. Antigny, C. Norez, F. Becg, C. Vandebrouck, Front. Pharmacol. 2011, 2, 67.

* T, Okiyoneda, I. Wada, H. Jono, T. Shuto, K. Yoshitake, N. Nakano, S. Nagayama, K. Harada, Y. Isohama,
T. Miyata, H. Kai, FEBS Lett. 2002, 526, 87-92.

%0 DNJ inhibitrice des a-glucosidases du RE: B. Saunier, R. D. Kilker, J. S. Tkacz, A. Quaroni, A. Herscovics, J.
Biol. Chem. 1982, 257, 14155-14161.

51'S. Noel, M. Wilke, A. G. Bot, H. R. De Jonge, F. Becq, J. Pharmacol. Exp. Ther. 2008, 325, 1016-1023.

°2 F, Antigny, C. Norez, F. Becq, C. Vandebrouck, Cell. Calcium 2008, 43, 175-183.

%% C. Norez, F. Antigny, S. Noel, C. Vandebrouck, F. Becq Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 2009, 41, 217-225.
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montré que le miglustat avait un effet anti-inflammatoire dans les cellules épithéliales bronchiques
de mucoviscidose et de cellules épithéliales bronchiques normales.>

1.1.3. Design de nouveaux chaperons pharmacologiques pour la
mucoviscidose

Ces résultats trés prometteurs permettent aujourd’hui d’envisager un traitement par voie
orale de la mucoviscidose. Le miglustat est actuellement en phase d’essais cliniques Ila sur des
patients homozygotes pour delF508-CFTR. Ces essais sont menés par 1’entreprise pharmaceutique
Actelion.®

L’objectif de notre projet est 1’identification de nouveaux inhibiteurs plus efficaces et plus
sélectifs des glucosidases cellulaires que la N-Butyl-DNJ. Les a-glucosidases du réticulum
endoplasmique impliquées dans la maturation des protéines N-glycanes sont des exoglycosidases
qui hydrolysent des liens a-D-glucopyranosiques. Elles sont nommeées :

- a-glucosidase | ou Mannosyl-oligosaccharide glucosidase (enzyme de type EC
3.2.1.106 famille GH 63 dans la classification CAZy)

- et a-glucosidase Il ou Glucan 1,3-a-glucosidase (enzyme de type EC 3.2.1.84
famille GH31 dans la classification CAZy)

i) Propriétés de la série DNJ.

Compte tenu de I’importance des applications thérapeutiques, plusieurs études se sont attelées a
trouver des inhibiteurs de ces glucosidases | et Il du RE et ont montré 1’activité inhibitrice de
différents dérivés de la DNJ. Dés 1984, une étude®® a été réalisée sur plusieurs composés N-
alkylés de la DNJ (Tableau 1). On peut remarquer que I’ajout d’un méthyléne sur I’atome d’azote
permet de gagner en inhibition pour I’a-glucosidase I, en revanche 1’inhibition diminue pour 1’ a-
glucosidase II. L’augmentation de la longueur de chaine et 1’ajout d’un groupement acide
carboxylique n’a pas beaucoup d’influence sur I’inhibition de I’a-glucosidase I (facteur 2,5) mais
diminue de beaucoup celle de 1’a-glucosidase I1.

% M. C. Dechecchi, E. Nicolis, C. Norez, V. Bezzeri, M. Borgatti, I. Mancini, P. Rizzotti, C. M. P. Ribeiro, R.
Gambari, F. Becg, G. Cabrini, J. Cyst. Fibros. 2008, 7, 555-565.

> www.actelion.com étude n° AC-056A203

% H. Hettcamp, G. Legler, E. Bause, Eur. J . Biochem. 1984, 142, 85-90.

19


http://www.actelion.com/

CHAPITRE 1

OH

OH OH OH
HO,, WOH HO,, WOH HO,,. WOH HO,, WOH
OH OH OH OH
N N N N
H gj( wo
0 OH

2 DNJ N-méthyl-DNJ N-dodécyl-DNJ N-5-carboxypentyl-DNJ
Inhibiteur a-g;lclji:oo(s‘ilo?:lge I u-gllggf)s(::j?s)e I
1-DNJ (2) 3 20
N-méthyl-DNJ 0,3 130
N-dodécyl-DNJ 8 >500
N-5-carboxypentyl-DNJ 8 >500

Tableau 1. Inhibition des a-glucosidases du RE de microsomes de foie de veau®®

Le groupe de Butters®™®® a, par la suite, réalisé une étude de type relation structure-activité plus

systématique (Tableau 2) pour I’inhibition de 1’a-glucosidase I.

H OH H
HO,, WOH HO,, \OH HO,, \OH HO,, _\OH
OH OH OH OH
N N
2 8 \\\\ 9 10 H
o

OH OH HO K o
HO,, WOH Ho,, OH \
OH
. OH OH N
HOH,C'" "N N o
H
12 \\\\

OH O O
N N
H

11

Composé 2 8 9 10 11 12 13

1Cso (LM)
a-glucosidase |

15 06 02 21 50 2130 319

Tableau 2. Sélection d’iminosucres choisis par Butters et leur I1Csq sur 1’a-glucosidase | de foie de porc®®

L. A. G. M. Van Den Broek, M. W. P. Kat-Van Den Nieuwenhof, T. D. Butters, C. A. A. Van Boeckel, J.
Pharm. Pharmacol. 1996, 48, 172-178.

%71 D. Butters, L. A. G. M. Van Den Broek, G. W. J. Fleet, T. M. Krulle, M. R. Wormald, R. A. Dwek, F. M.
Platt, Tetrahedron : Asymmetry, 2000, 11, 113-124.
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Il a ainsi été montré que 1’ajout d’une chaine alkyle courte sur I’atome d’azote permettait de
gagner en inhibition. La lipophilie amenée par le groupement phényl de 9 permet également de
gagner en inhibition. L’ajout d’atomes d’oxygenes sur la chaine en diminuant la lipophilie ne
permet pas de gagner en inhibition. La fonctionnalisation en position 1 par un groupement
hydroxyméthyle (composé 11) a un effet peu significatif sur I’inhibition. Le changement de
configuration de gluco a galacto (composé 12) ou la réduction de la taille du cycle (composé 13)
diminuent drastiquement 1’inhibition observée.

a b o3 o
04

Site de reconnaissance
proposé pour l'a-glucosidase |
——

a structure de GlcsMansGlcNAc: montrant le site de reconnaissance proposé pour l'o-
glucosidase |

b superposition de N-butyl-DNJ et du résidu glucose terminal de GlcsMansGIcNAc: coupé
par I'a-glucosidase |

¢ formules chimiques des 3 glucoses terminaux de GlcsMansGIlcNAc: et de N-butyl-DNJ

Figure 14. Modeéle de reconnaissance de I’inhibiteur N-Butyl-DNJ de ’enzyme.

Pour expliquer ces résultats, les auteurs proposent un modele (Figure 14) qui superpose la N-
butyl-DNJ avec le substrat de I’enzyme et montre I’importance probable des hydroxyles en C-2,
C-3 et C-4 pour la reconnaissance dans le site actif de I’enzyme. Bien que plusieurs structures
tridimentionnelles aient été trouvées pour d’autres glucosidases, aucune n’a été reportée a ce jour
pour les a-glucosidases du RE, ce qui limite la rationalisation des résultats obtenus et la
conception rationnelle de nouveaux inhibiteurs.

ii) Etudes sur la partie aglycone

Par ailleurs, I’équipe du Pr. Hakamata a cherché a identifier une structure optimale
permettant d’inhiber les glucosidase | et Il du RE en se concentrant sur la partie aglycone. Les
auteurs ont ainsi utilisé un C-glycoside en série D-gluco peu inhibiteur de ces enzymes.**°

> W. Hakamata, M. Muroi, T. Nishio, T. Oku, A. Takatsuki, J. Carbohydr. Chem. 2004, 23, 27-39.
% \W. Hakamata, M. Kurihara, H. Okuda, T. Nishio, T. Oku, Curr. Top. Med. Chem. 2009, 9, 3-12.
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HO
HO % ‘R=
14: R = CH,OH 18: R = (CH2)s0H
HO o 15:R = (CHp),0H  19:R=CHj

OH J\ 16:R=(CHy);0H 20:R=Ph
N” "R 7:R=(CHOH  21:R=C(CHy)s

Inhibition (%) 14 15 16 17 18 19 20 21
a-glucosidase ]l <1 <1 <1 <1 <1 <1 182 <1
a-glucosidase Il <1 <1 <1 <1 <1 <1 59 <1

Tableau 3. Inhibition des a-glucosidases | et 1l du RE.

Le composé 20 avec un goupemement phenyl amide en position aglycone s’est révélé le meilleur
inhibiteur avec une inhibition de 18 % de 1’a-glucosidase I du RE et de 6% de 1’a-glucosidase Il
a 2 mM. Ce qui est un résultat intéressant pour la conception de nouveaux inhibiteurs.

iii) Conception d’inhibiteurs potentiels de glucosidase | et Il du RE

Aux vues de ces premiéres pistes prometteuses nous avons souhaité synthétiser de
nouveaux inhibiteurs plus puissants des glucosidases | et 11 du RE afin de découvrir de nouveaux
chaperons pharmacologiques comme premier traitement de la mucoviscidose. Logiquement, nous
avons combiné I’utilisation d’iminosucres, bons inhibiteurs de glycosidases, avec une partie
aglycone efficace sur la base des travaux de Hakamata.

DIVERSITE STRUCTURALE}
HO
HO
R =H, alkyl, aryl
R'=H, OH, alkyl, aryl

Figure 15. Conceptlon des nouveaux composés.

Nous nous sommes donc intéressés a la synthése d’imino-C-glycosides possédant un groupement
de type N-acétamido en partie aglycone. Nous pourrions de ce fait introduire une diversité au
niveau de la fonctionnalisation de I’azote du cycle ainsi qu’au niveau de la fonction amide.

1.1.4. Rétrosynthése envisagée des composes

Pour synthétiser nos composés cibles, nous avons envisagé [’utilisation d’une
méthodologie récente de diamination d’alcénes pallado-catalysée® qui nous donnerait acces
rapidement a ces nouveaux composés. L’objectif est ainsi de créer simultanément en une seule
étape les deux liaisons C-N ce qui permettrait de former le cycle pipéridine et la liaison C-
glycosidique de notre cible. La rétrosynthese suivante a été envisagée (Schéma 2).

81 ], Streuff, C. H. Hévelmann, M. Nieger, K. Mufiiz, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 14586-14587.
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(@] (0]
OH OBnN i . OBn
R >¥ NT étape clé de JJ\
- S diamination NHTs
HO N —— BnO N ——— BnO NH/
HO O BnO BnO
OH JJ\ 22 OBn o3 OBn
N R'
H
OH protéctions et OBn OBn
réaction de Wittig
o) OH NH;
HO {—— BnO BnO
HO BnO = BnO =
2 OH OH 25 OBn 24 OBn

produit de départ bD-Glucose

Schéma 2. Rétrosynthése des composés cibles.

Les produits finaux seraient obtenus apres diverses déprotections et fonctionnalisations du
composé bicyclique 22. L’étape clé de cette synthese est la réaction de diamination pallado-
catalysée sur la o6-alcényl urée polysubstituée 23 correspondante. Celle-ci serait obtenue par
réaction du p-toluénesulfonylisocyanate sur 1’amine 24. Cette amine pourrait étre synthétisée par
deux reactions de Mitsunobu successives réalisées sur le d-alcényl alcool 25 correspondant.
L’alcéne serait obtenu a partir du D-glucose (26) par une réaction de Wittig.

1.1.5. Diamination pallado-catalysées

Le développement de syntheses de 1,2-diamines est d’une grande importance considérant
le nombre de produits naturels possédant ce motif. Cependant, la voie d’introduction directe de
deux atomes d’azotes sur des alcénes a été pendant longtemps trés peu étudiée. Les premieres
stratégies remontent aux années 70, ou plusieurs groupes ont rapporté des diaminations utilisant
des métaux en quantités steechiométriques pour la formation des liaisons C-N sur des alcénes. Le
développement de méthodes catalytiques a été probablement freiné par le fait que les amines sont
de trés bons chélatants des métaux de transition ce qui a pour conséquence un empoisonnement du
catalyseur. Les premiers exemples de diaminations métallocatalysées remontent aux années 2000.
Dés lors, de nombreuses méthodes ont été publiées comme I’atteste le nombre relativement
important de revues parues en quelques années sur le sujet.®?

Dans les paragraphes suivants, nous décrirons essentiellement les methodes de
diamination qui pourraient étre utiles a notre projet. Le but principal étant 1’accés rapide a une
diversité de composés en série imino-C-glycosides, les méthodes recensées sont essentiellement
celles de diaminations intramoléculaires. Ces méthodologies seront répertoriées en fonction du
catalyseur utilise.

62 a) K. Mufiiz, A. lesato, M. Nieger, Chem. Eur. J. 2003, 9, 5581-5596; b) K. Mufiiz, Chem. Soc. Rev. 2004, 33,
166-174; c) F. Cardona, A. Goti, Nat. Chem. 2009, 1, 269-275; d) R. M. de Figueiredo, Angew. Chem. Int. Ed.
2009, 48, 1190-1193; e) S. R. Chemler, Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 3009-3019; f) K. C. Majumdar, B. Roy, P.
Debnath, A. Taher, Curr. Org. Chem. 2010, 14, 846-887; g) S. R. Chemler, J. Organomet. Chem. 2011, 696,
150-158; h) S. de Jong, D. G. Nosal, D. J. Wardrop, Tetrahedron 2012, 68, 4067-4105.
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i) Palladium

Dés 1978, Backwall®® a décrit la premiére réaction de diamination assistée au palladium
en stoechiométrique sur des alcenes mono- ou 1,2 di-substitués. La réaction se fait en présence de
palladium II et d’oxydants variés (m-CPBA, Br,, NBS, Pb(OAC),), elle est stéréospécifique.

R Pd"
L PACI,(PhCN), I\Hl Oxydant  MeN, NV,
y Q —_— N
. T MeN!
R THF, Me,NH H R MeoNH R R
-[Pd"|

R =H, alkyl, R" = alkyl
MezN \NMGQ MesN NMe, MesN NMe,

CrH1s
45%, r.d.> 95:5 81% 70%

Figure 16. 1,2-diamination d’alcénes assistée par le palladium II de Bickwall.®®

La réaction procederait par une trans aminopalladation suivie d’une oxydation du palladium Il en
palladium IV et du déplacement du palladium par I’amine avec inversion de configuration.

En 2005, les groupes de Booker-Milburn® et de Mufiiz®! ont rapporté indépendamment les
premieres diaminations catalysées au palladium en utilisant une méme source pour I’introduction
des deux amines.

o)
o PdCl,(MeCN), 5 mol% NEt

S Benzoquinone 1 eq. NEt
/\/\ )k > /\/k/
R = EiNG CNHEt  DME, 60°C, 18h RN

60 - 99 %

R = alkyl, aryl régioselectivité 1,2 >95%

Schéma 3 1,2-diamination d’1,3-diénes catalysée au palladium de Booker-Milburn.®*

Booker-Milburn a décrit la formation d’urées vinyliques cycliques a partir d’1,3-diénes et
de N,N’-diéthylurées en présence d’une quantité catalytique de dichlorure de
bis(acétonitrile)palladium (Schéma 3). Concernant le mécanisme, le cycle catalytique serait un
cycle de type Pd(11)/Pd(0). La réaction avec un diene cyclique a montré que 1’étape initiale est une
anti-aminopalladation qui générerait un intermédiaire n3-allylique qui subirait une substitution
intramoléculaire réductrice du palladium pour redonner le Pd(0) et le produit.

La réaction palladocatalysée en intramoléculaire a été réalisée par I’équipe de Mufiz®®®
avec des w-alcényl-urées substituées (Figure 17). Les urées cycliques avec des cycles accolés de 5
a 7 membres sont formées par réaction des alcénes correspondants en présence de quantité
catalytique d’acétate de palladium, d’un oxydant en quantité stcechiométrique, 1’iodosobenzéne

83 ).-E. Backwall, Tetrahedron Lett. 1978, 19, 163-166.
® G. L. J. Bar, G. C. Lloyd-Jones, K. I. Booker-Milburn, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 7308-7309.
% K. Mufiiz, C. H. Hévelmann, J. Streuff, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 763-773.
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diacétate, et d’une base a température ambiante dans le dichlorométhane. Ces réactions peuvent
étre réalisées en présence d’O,.

0
J\ Pd(OAC), 5 mol% o
HN NHTs Phi(OAc), 2,2 éq. R N/Z<
R > NTs
NMe,Cl/NaOAc 1 éq.
n \ CH20|24 t.a. 12h n
n=1a3
0 0 o]
N N /Z< Ph N //<
NTs NTs NTs
Ph
92% 92% 95%
0 0 O
N J< N //< N /[<
C@NTS mm e
86%! 78% 89%"

iréaction effectuée avec 25% mol de Pd(OAc),, sans base, 48h
iréaction effectuée avec 10% mol de Pd(OAc),, sans base

Figure 17. Diaminations intramoléculaires d’alcénes terminaux développées par le groupe de K. Muiiiz.®*

Des études de cinétique par titrations RMN, ainsi que des expériences avec des substrats deutérés
ont permis a ce groupe de rationaliser le mécanisme reactionnel (Schéma 4). 1l s’agirait d’un cycle
catalytique Pd(11)/Pd(1V).% Aprés déprotonation du proton du groupement tosylamide par la base,
la premiere étape serait une etape de syn-aminopalladation. L’alcéne rentre alors dans la sphére de
coordination du palladium et la premiére liaison C-N est formée. Le produit d’aminopalladation
serait alors un complexe carré plan alkyl-palladium (I1). La seconde liaison Csps-N se formerait,
grace a I’implication d’un complexe de Pd(IV) formé par oxydation du Pd(II) par I’iodosobenzene

diacétate.
o)

o}
Jk T HN)J\NHTS

OJ:«/NT HN NTs
S —_
" K/\ 3 &/\
[pd] Xy HOAc AcO AN

anti-Sy2-amination-
depalladation

o
Py 0
Pd'V MHN N

(o]

\
© [Pd"]

syn-aminopalladation

o]
o]
X oy
N NT
S Pd'l
PdY| -
PhI(OAc),
Schéma 4. Cycle catalytique décrivant la réaction de diamination.
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La stéréochimie observée pour la réaction par des analyses sur des composés deutérés (alcene E
donne produit syn, alcene Z donne produit anti) indique que la derniére étape est une Sy2 avec
inversion de configuration. Ceci nécessite donc une décoordination du tosylamide et 1’obtention
d’un intermédiaire octaédrique cationique palladium (IV). Cet intermédiaire favoriserait
I’¢lectrophilicité du méthyléne palladié et donc la substitution menant a la formation de la liaison
C-N apres rotation de la liaison Pd-C.

Dans un article ultérieur®, Mufiz et Barluenga ont montré que le changement de
I’oxydant PhI(OAC), par du cuivre (1) (CuBr,), permettait la diamination d’alcéne non terminaux
(Schéma 5). Cependant, la stéreochimie de la réaction est différente et les études réalisées
montrent que les alcénes E donnent des produits anti tandis que les alcénes Z donnent des produits
syn.

o
)L Pd(OAc), 10 mol%

¢}
PR 0 A
HN NHTs CuBr, 3 éq. ;@\)NTS N NTs N NT
S
_— —_— —_—
. Pd'l
7L/\/ K,CO3 DMF, 40°C y Br 4

Ph

Ph Ph 78%  Ph
Q o) o) o
J\ Pd(OAc), 10 mol% )k o /[<
HN NHTs CuBr, 3 éq. N NTs N NTs N
: Fl’d”l > > NTe
K,CO; DMF, 40°C
N\_-CoMe 2% - CO,Me| B S
- . . \
COzMe BrCu-—- Br /Pd®
BrCu-~ Br

Schéma 5. Diaminations intramoléculaires palladocatalysées d’alcéne non terminaux.

Ceci serait di a la formation intermédiaire d’un produit halogéné par réaction d’anti-
bromation/palladation avant la formation anti de la liaison C-N. En revanche, des essais sur des
esters acryliques®” ont montré une issue stéréochimique différente avec I’obtention de produits syn
a partir d’alcénes E. Les auteurs postulent cette fois-ci la dissociation de la liaison N-Pd, la
rotation de la liaison C-C et la Sn2 induite par 1’oxydation transitoire du Pd par les sels de cuivre.
Des résultats récents ont montré 1’obtention de produits avec une stéréochimie globale anti a partir
d’esters acryliques avec des sulfamides comme source d’azote et du carbonate de césium comme
base.?® Le mécanisme impliquerait cette fois-ci I’intermédiaire bromé.

Les exemples de diamination d’alcénes non terminaux ne nous intéressent pas directement pour
notre synthese mais sont importants d’un point de vue mécanistique ; de plus il est & noter
I’obtention intéressante de pipéridines avec ces conditions d’oxydation du palladium par des
dérivés du Cu(ll) (Schéma 6).

% K. Muiiiz, C. H. Hovelmann, E. Campos-Gomez, J. Barluenga, J. M. Gonzélez, J. Streuff, M. Nieger, Chem.
Asian J. 2008, 3, 776-788.

®" K. Muiiiz, J. Streuff, P. Chavez, C. H. Hévelmann, Chem. Asian J. 2008, 3, 1248-1255.

%8 p, Chévez, J. Kirsch, J. Streuff, K. Mufiiz, J. Org. Chem, 2012, 77, 1922-1930.
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o)
0o
Pd(OAc), 10 mol% R
HN NHTs CuBr, 3 éq. R N//<
- NTs
R = K,CO3 1 éq.
R 1,4-dioxane, 70°C, 12h
R = H, alkyl 62 268%

Schéma 6. Obtention de pipéridines par diamination pallado-catalysée en présence de CuBr,.

Le groupe de Mufiiz a pu également obtenir des diaminations d’alcénes terminaux avec
comme source d’amine des guanidines (Schéma 7).%°

NCO,R'
NCO,R'
Pd(OAc), 10 mol%

HN NHCOR'  CuCl, 3 éq. R NJ(
» R NCO,R'
R N K,COj3 1 éq.

R 1,4-dioxane, 70°C, 12h n

R =H, Me, Ph, -(CH,)s5- 89 a 99%
R'=Bn, tBu
n=1ou2

Schéma 7. Diaminations d’N-w-alcényl-guanidines palladocatalysées

Différents produits sont obtenus avec des structures bicycliques 5-5 et 6-5 et des groupements
protecteurs Boc et Cbz sur les azotes des guanidines. L’utilisation du sel chlorure de cuivre a la
place du bromure de cuivre permet d’éviter la dégradation du produit en urée. La stéréochimie
indique I’obtention de produits Syn a partir d’alcénes E.

Le groupe de Michael a développé également des réactions de diaminations d’alcénes
terminaux pallado-catalysées mais avec deux différentes sources d’azote, une intra- et 1’autre
intermoléculaire (Schéma 8).° Les auteurs ont obtenu en effet « par hasard » des produits de
diamination alors qu’ils attendaient une fluoro-amination en traitant des N-w-alcényl-amides, -
carbamates et -urées par du N-fluorobenzenesulfonimide (NFBS) en présence d’une quantité
catalytique de triflate de palladium. Le TEMPO et le benzéne-sulfonimide de triéthylammonium
ont été ajoutés aux conditions réactionnelles afin d’éviter la formation de produits secondaires.

0
J\ NFBS 2 éq. 0
HN R Pd(TFA), 10 mol% J<
[Et;NH][N(SO,Ph),] 0,2 éq. R N
- R'
R‘L/\ TEMPO 0,2 éq. R
R AcOEt, t.a., 18h N(SO,Ph),
o o] o) o 0
N//< WA NJ< N//< NJ<
N(SO2Ph), N(SO,Ph), N(SO,Ph), N(SO,Ph), N(SO,Ph),
7% 57% 59% 60% 76%

Schéma 8. Diaminations pallado-catalysées avec un amide et une N-fluorobenzéne-sulfonimide comme source
d’azote.

% C. H. Hovelmann, J. Streuff, L. Brelot, K. Mufiiz, Chem. Commun., 2008, 2334-2336.
p. A. Sibbald, F. E. Michael, Org. Lett. 2009, 11, 1147-1149
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Plusieurs études RMN ont montré que la stéréochimie du procédé était syn et que ce mécanisme
passait par une anti aminopalladation de 1’alcéne pour former le complexe alkyl-Pd, suivi d’une
addition oxydante du NFBS pour générer le complexe de palladium (1V)."

A e

oy

Pd"X,
anti aminopalladation
R

N
Ple X
(I\:SO Ph
a 2Ph)2 /Z
dissociati‘k N 0] !:
pglv-X
™~
L

Schéma 9. Cycle catalytique proposé pour la diamination intra/inter moléculaire d’alcénes terminaux.
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Dans une troisiéme étape il se produit une dissociation du benzene-sulfonimide qui substituerait
alors le complexe de palladium par un mécanisme Sy2 et formerait ainsi la liaison C-N et
régénérerait le Pd (I1). Pour cette réaction, uniquement des pyrrolidines ont été décrites ce qui
représente un intérét plus limité pour notre synthése car nous ne savons pas si cette méthodologie
fonctionne pour la formation de pipéridines.

ii) Nickel

Le groupe de Mufiiz a également développé par la suite des diaminations
intramoléculaires d’alcénes terminaux avec comme source d’azote des sulfamides grace a
Iutilisation du nickel comme catalyseur.”> Des expériences précédentes avec le palladium
n’avaient pas permis d’obtenir des produits de diamination avec cette source d’azote mais a la
place des pyrrolidines fonctionnalisées (Schéma 10).%°

e} (0]
Pd(OAc), 10 mol% \\S//
NHSO,NHCO,tBu 2 éq. oxydant N’ NHCO,tBu
1 éq. base =
N DCM ¥ X= OAc
62 2 84% 0,CtBu

Cl
Schéma 10. Obtention des pyrrolidines fonctionnalisées

mp. A. Sibbald, C. F. Rosewall, R. D. Swartz, F. E. Michael, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 15945-15951.
2 K. Mufiiz, J. Streuff, C. H. Hovelmann, A. Nufiez, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 7125-7127.
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Le Nickel se montre un bon catalyseur pour la transformation des N-d-alcénylsulfamides (Schema
11). Cependant, ici encore, aucune pipéridine n’est décrite, seulement des pyrrolidines. Un
résultat toutefois intéressant est la réaction réalisée sur un produit énantiopur et 1’obtention du
produit cyclisé correspondant avec une trés bonne diastéréosélectivité. Les auteurs décrivent
également la déprotection totale et sélective de 1’azote des carbamates en présence de LAH par
rapport au groupement sulfamide.

O o
\ o O,
_S_ . NiCl, ou Ni(acac), 10 mol% S_
HN™ “NHCO.,R PhI(OAc), 2 éq. N “NCOR'
M NaOAc 2 éq. [\
R . R

R" "
R DMF, 40°C R R

R =H, Me, Ph, -(CH,)s-
R'= Me, Bn, tBu

R" = H, Me, Ph
02 02 gz
S S PN
N” “NCO,Me N” “NCO,Bn N /NCOan
Ph7QJ ph7QV/ TBDMSO o
PH PH
92% 89% 74% r.d. > 20:1

Schéma 11. Réactions de diaminations d’alcénes terminaux a partir d’alcényl-sulfamides catalysées au nickel.

iii) Cuivre Il

Les travaux de diaminations d’alcénes grace au cuivre ont été majoritairement réalisés par
’équipe de Chemler en stoechiométrique. Les premiers travaux” décrivent la synthése de
produits majoritairement tricycliques avec un cycle benzénique accolé a I’hétérocycle azoté. Cette
réaction se fait en présence de cuivre Il (Cu(OAc),) et de K,COs. Il est a noter que les auteurs
parviennent également a synthétiser plusieurs cycles a 6 membres. Cependant les conditions
réactionnelles sont assez drastiques avec des températures élevées comprises entre 90° a 120°C et
des temps de réaction relativement longs.

\ \
OZS\NHBn 0,5—NBn

\

Conditions 1 : Cu(OAc;) 3 éq., K,COj3 2 éq., DMF/DMSO, 120°C, 48h, 56%
Conditions 2 : Cu(nd), 3 €q., K,CO3 2 éq., DCE,120°C, 48h, 81%

GRS
N N N |
\
OQS\NBn OQS""NBn o \

Conditions 2 : 81% Conditions 2 : 67%,r.d. > 20:1 Conditions 2 : 61%

Schéma 12. Diaminations d’alcénes terminaux avec des sulfamides comme source d’azote catalysées au cuivre
Il.

3 T.P. Zabawa, D. Kasi, S. R. Chemler, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 11250-11251.
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L’optimisation des conditions réactionnelles™ avec I’utilisation du cuivre(Il) néodécanoate
[Cu(nd),] en quantité stoechiométrique, un sel de cuivre soluble dans les solvants organiques,
permet de réaliser les manipulations avec un solvant moins polaire (DCE) pendant 24 a 48h a
90°C dans un tube scellé. Chemler et al. ont toutefois pu élargir le champ d’applications de leur
réaction a une bonne diversité de substrats.

Concernant le mécanisme de la réaction, les auteurs proposent tout d’abord la coordination du
cuivre sur 1’azote, par échange de ligand avec assistance basique du carbonate de potassium.’"

— cu' —— -[Cuf
_— e CLI"] —_—
NH K,CO; l\{—[CU”] N [
\

025~ NHgn 028~ NHBn 028~ NHgn
-~ [Cu] -[Cul]
— = — =
l\{ ’\{ I N,
c
O28~NHBn ozs\N/[ u'l 0,5—NBn
Bn

Schéma 13. Mécanisme proposé par Chemler et al.™

Cette etape est suivie d’une syn aminocupration. Le complexe d’alkyl cuivre serait alors instable
et menerait a la rupture homolytique de la liaison Cu-C pour former un radical. L’interaction de ce
radical avec un complexe de Cu(Il) conduirait alors a la formation d’un complexe d’alkylcuivre
(IIT) qui subirait alors 1’¢limination réductrice pour former la deuxiéme liaison C-N.

Le groupe de Shi a également beaucoup travaillé sur les réactions de diamination
intermoléculaires. Nous n’avons pas décrit ici les différentes méthodes pallado-catalysées utilisant
des diaziridinones comme donneurs d’azote car celles-ci réalisent les diaminations en position
allylique ce qui serait peu adapté a nos substrats. Cependant il est utile de mentionner que 1’équipe
de Shi a parallélement développé une méthode catalysée au cuivre (1) permettant la diamination
intermoléculaire d’alcénes terminaux avec des dioxydes de thyadiaziridines et des
diaziridinimines comme donneurs d’azote.”” Ces méthodes restent cependant peu adaptées pour
nos futurs substrats car il s’agit d’alcénes terminaux activés (de type a-aryl ou diene) et, de plus,
nous privilégions dans un premier temps les réactions intramoléculaires.

iv) Or

La catalyse a I’or dont on découvre ces dernieres années le grand potentiel, a été également
appliquée a ces réactions de diamination d’alcénes par I’équipe de Muiiiz.”® En 2009, cette équipe
a rapporté une réaction de diamination de N-d-alcényl urées en présence d’un complexe acétate
d’or (1), de PhI(OAC), et d’acétate de sodium (Schéma 14). La méthodologie s’applique sur des
alcenes terminaux et procéde selon une selectivité globale syn.

" T.P. Zabawa, S. R. Chemler, Org. Lett. 2007, 9, 2035-2038.

> a) B. Zhao, W. Yuan, H. Du, Y. Shi, Org.Lett. 2007, 9, 4943-4945 ; b) B. Zaho, H. Du, Y. Shi, Org. Lett.
2008, 10, 1087-1090.

® A Iglesias, K. Mufiiz, Chem. Eur. J. 2009, 15, 10563-10565.

30



NHTs
R'
R
R

R =H, Me, Ph, etc
R'=H, Me, Ph

0
Ph N//<
NTs
Ph

88%

CHAPITRE 1

[AUOACPPhs] 7.5 mol%
PhI(OAG), 1,2 éq.

NaOAc 0,5 éq. R N
> NTs
CH,Cl,, 55°C R

R'

<o

\

62 a 93%

O O

N/Z<

NTs

92% 82%

Schéma 14. Diaminations catalysées a I’or d’alcénes terminaux avec des urées comme donneurs d’azote.

Sur la base d’études RMN sur des produits deutérés, Mufiiz et al. ont proposé le cycle catalytique
presenté Schéma 15. Il y aurait tout d’abord la formation d’un complexe d’alkyl-or (I) par un
mécanisme d’anti aminoauration. Ce complexe serait alors oxydé irréversiblement par le

PhI(OAC),."

A
YR Ac
NTs |

o}

}\ N
N OAc

/ PhIOAG
AcOH Ao NHTS Au L

o)
HN)J\NHTS

.
\ HOAG

NHTS

S

L-AuOAc

Schéma 15. Cycle catalytique proposé pour la diamination catalysée a 1’or.

Le complexe d’or (III) ainsi formé subirait alors une substitution avec inversion de configuration
au niveau du carbone portant le métal ce qui donnerait le produit et régénererait le complexe d’or
(I). Ce procédé est donc complémentaire concernant la diastéréosélectivité avec le procédé
catalysé par le palladium, cependant le prix élevé du catalyseur d’or I reste assez dissuasif pour
réaliser cette réaction. De plus aucune formation de bicycle 6-5 n’est décrite a ce jour par cette

méthode.
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v) Sans métal, halogenes

Plusieurs réactions de diamination ne faisant pas intervenir de métaux ont été décrites sur des
substrats qui pourraient nous intéresser dans le cadre de notre étude. Les premiéres diamination
d’alcénes grace a des halogénes ont été rapportées par I’équipe d’Al-Mourabit’” et concernaient
des cycloguanidinations d’hydropyridines N-acétylées en présence de dibrome ou de NBS.
Cependant cette réaction n’est décrite que sur des hétéroaromatiques polyinsaturés et ne pourrait
pas s’appliquer a nos substrats. Depuis, d’autres groupes se sont interessés a ces réactions avec
des halogénes. Mufiiz et Barluenga®® ont utilisé le tétrafluoroborate de bis(pyridine)iodonium
(IPy,BF;) comme source d’iodonium pour faire des diaminations intramoléculaires de N-&-
alcényl-N’-sulfonyl urées. La réaction est décrite a des températures élevées (120°C) dans le
toluéne et conduit aux produits avec de tres bons rendements.

L 0
HN R'NHTS IPy,BF, R N/[<
> R NTs
R toluéne, 120°C, 16h
R R'
R = H, Me, Ph, -CsH1p- 752 92%
R'=H, Me

Schéma 16. Réaction de diamination intramoléculaire avec un dérivé d’iode.

Les études réalisées sur des produits deutérés ont montré la diastéréosélectivité de la réaction
(Schéma 17), I’alcéne E donnant le produit anti correpondant et 1’alcéne Z le produit syn (Schéma
17).

/s, —_— E—

.
| * |
R R R R

Schéma 17. Mécanisme de diamination avec IPy,BF, conduisant a la stéréochimie observée.

o}
)k Tos )L _Tos 2
NN ® VI N7 N N/Z<

Plusieurs alcenes 1,2 di-substitués ont aussi été testés et des produits secondaires ont été formés
notamment une iso-urée et un produit d’alcoxy-iodination. Cependant, aucune formation de cycle
pipéridine n’a été rapportée avec ce réactif a ce jour.

Widenhoefer a, lui, décrit des diaminations et des alcoxy-aminations d’alcénes portant des motifs
sulfonylurées avec du N-iodosuccinimide.” La formation des imidazolidinones se fait facilement
en présence de NIS et de 1 équivalent de NaHCO3; a 25°C dans le toluene (Schéma 18). Les
auteurs ont également montré qu’en ajoutant du triflate d’argent et pas de base le produit iso-urée
se formait.

" R. Abou-Jneid, S. Ghoulami, M.-T. Martin, E. T. Huu Dau, N. Travert, A. Al-Mourabit, Org. Lett. 2004, 6,
3933-3936.
" H. Li, R. A. Widenhoefer, Tetrahedron 2010, 66, 4827-4831.
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NTs 0]

N/Z< NJ<
R O ] NTs o) NTs
J\ Tos NIS 2 éq.

A
R ” ” AgOTf 20 mol% . )@\/o 86% 93%
toluéne, 25°C, 24h NTs JZ)
| N N
R R NTs
o Aoo729 H  92%

o] .
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H H _— > R NTs N
N o Ph
toluéne, 25°C, 14h NO,

Schéma 18. Diamination et alcoxyamination intramoléculaire d’w-alcényl urées a 1’aide d’N-iodosuccinimide.

Widenhoefer et Li supposent que I’argent active le NIS car le temps de réaction est réduit de
moitie. Ils font aussi ’hypothése que ce sel facilite la formation de la liaison C-O en augmentant
I’électrophilicité du dérivé alkyl iodé formé intermédiairement, ce qui ménerait a ’attaque
préférentielle du nucléophile le plus dur, I’atome d’oxygéne de I’urée. De nombreux produits ont
été testés et donnent de bonnes stéréosélectivités. Widenhoefer et Li parviennent également a
réaliser 1’alcoxy-amination en formant un cycle azoté a 6 membres mais ne parviennent pas a
obtenir le produit de diamination correspondant (Schéma 18).

@)

NT
)J\ Tos _PhI=0126q s
NT SN TMSOTf 1,2 &q. N/[<
H H - [0)
X CH,Cl, -78°C a t.a.

26%

Schéma 19. Alcoxy-amination en présence d’iodozylbenzene et de TMSOTT avec obtention d’un cycle a 6
carbones.

L’¢équipe de Michael a egalement réalise des alcoxyaminations de ces mémes types de
composés au moyen d’iodosylbenzéne et de différents acides (Schéma 19).”° Dans les conditions
décrites, aucun produit de diamination n’a été observé. Il est a noter ’obtention d’un produit
d’alcoxyamination avec un cycle a 6 membres, cependant le rendement est faible.

Tres récemment, le groupe de Muiiiz a réalisé des diaminations intramoléculaires
d’alcénes terminaux par catalyse avec un bromonium.® Un simple sel de brome (KBr) est utilisé
en quantité catalytique en présence de divers oxydants.

" B. M. Cochran, F. E. Michael, Org. Lett. 2008, 10, 5039-5042.
8 p_ Chavez, J. Kirsch, C. H. Hovelmann, J. Streuff, M. Martinez-Belmonte, E. C. Escudero-Adan, E. Martin, K.
Mufiz, Chem. Sci. 2012, 3, 2375-2382.
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HN=X~NHR KBr 10 mol% X
NaClO, 2,2 éq. N NR
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R N NaOAc 2 éq. 7@)4
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X =80, 0u CO
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Schéma 20. Diamination catalysée au brome.

Les substrats sur lesquels Muiiiz et al. réalisent leurs diaminations intramoléculaires sont varieés,
avec des sulfamides ou des urées comme groupe donneurs d’azote, des alcénes terminaux ou non,
substitués ou non, ou des acrylates (Schéma 20). Les produits sont obtenus avec de tres bons
rendements et de bonnes diastéréosélectivités. Plusieurs exemples de formation de cycles a 6
membres avec des sulfamides et des urées sont également décrits avec de trés bons rendements.
Concernant le mécanisme de cette réaction, 1’équipe de Muiiiz propose le cycle catalytique
présenté sur le Schéma 21. L’oxydation de 1’ion bromure en ion hypobromite par le chlorite de
sodium ménerait en présence de base a I’espéce Br'. Ce Br" réagirait alors avec 1’azote extérieur
du sulfamide ce qui pourrait étre favorisé par le solvant (DMF).

e
2 HOAG + Na(iC}I;OAcO
NaCIO 2 Oz
,S 2 S
N HN—S~NHR
SO |
Br BroAc R N
R

HOAc

0>
Q
R'7Q\\ 0,
R' N/S\NR

R'ﬁk/\ B
X
R
HOAc /
O,
o HN—S~NR
s_ 2 \
OAc HN’ ~NR M B
R ---Br
R' N

R'

Schéma 21. Cycle catalytique proposé pour la diamination catalysée au bromure.

Le groupement N-Br oxyde alors la double liaison. Le pont bromonium ainsi formé serait ouvert
par I’azote du sulfamide pour former le premier cycle. 1l S’en suivrait alors une Sn2 qui formerait
le second cycle. Le brome serait alors substitué et régénéré sous forme d’ion bromure pour
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continuer le cycle catalytique. Cette méthodologie semble prometteuse car elle est valable pour un
grand nombre de substrats et les conditions réactionnelles sont particulierement faciles a mettre en
acuvre.

1.1.6. Stratégie adoptée

Sur la base des méthodologies de diaminations connues au tout début de 1’année 2010,
nous avons décidé de privilégier le procédé de Mudiz utilisant une catalyse au palladium sur des
w-alcényl urées. En effet, cette méthodologie semblait robuste et conduisait aux produits diaminés
avec de bons rendements et de bonnes diastéréoselectivités. Les conditions réactionnelles sont
faciles a mettre en ceuvre et selon les auteurs la réaction peut méme se faire sous air ambiant sans
précautions drastiques pour éviter la présence d’O, ou d’eau. Des exemples de synthése de
pipéridines avec de bons rendements, nous ont encouragés vers cette voie. L utilisation de cette
méthodologie nous permettait d’envisager la formation rapide de nos composes avec la création
simultanée du cycle pipéridine et de la liaison C-glycosidique (rétrosynthése au § 1.1.4).

Pour pouvoir tester 1’étape clé, nous avons commencé notre étude en série D-xylose ce qui
nous permettait d’accéder plus rapidement au substrat test de la réaction en évitant une double
inversion de Mitsunobu, obligatoire pour conserver la configuration absolue en C-5 en série D-
glucose.

1.1.7. Svyntheése du substrat test pour la réaction de diamination

i) Synthese du 2,3,4-tri-O-benzyl-D-xylopyranose 30

Le 2,3,4-tri-O-benzyl-D-xylopyranose 30 est synthétise en 3 étapes a 1’échelle de plusieurs
grammes grace a une méthode®™ décrite par Nadein et Kornienko légérement modifiée au
laboratoire (Schéma 22). La premiére étape consiste en la protection de la position anomérique
sous forme d’un groupement méthoxy par catalyse acide dans le méthanol. Les trois alcools
secondaires sont alors protégés par des groupements benzyles par réaction de Williamson en
présence d’hydrure de sodium et de bromure de benzyle.

NaH, BnBr
HO MeOH, reflux, 4h HO DMF, t.a., nuit n
OH ‘oH OH "OMe BnO "OMe
27 28 29
Bnomo\11 ~ HCI/AcOH, 80°C, 4h
BnO cristallisation lente a t.a.
30 OBn OH

68% sur trois étapes

Schéma 22. Synthése du tri-O-benzyl-D-xylopyranose

81 N. O. Nadein, A. Kornienko, Org. Lett. 2004, 6, 831-834.
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La position anomérique est ensuite déprotégée en conditions acides. Le produit 30 cristallise
lentement au refroidissement du milieu réactionnel et est assez pur pour étre utilisé sans
recristallisation pour les étapes suivantes. La synthése rapide et robuste de ce composé 30 en fait
un synthon de départ important dans les synthéses d’iminosucres d’intérét thérapeutique au
laboratoire (voir 81.2.3).

i) Accés au substrat de diamination

L’introduction de la fonction alcéne essentielle pour la réaction de diamination se fait par réaction
de Wittig. Toutefois, les conditions décrites dans Iarticle de Kornienko®™ ne nous ont pas permis
d’obtenir le produit souhaité (Schéma 23). En effet, nous avons observé la formation d’un diéne
31 correspondant a 1’élimination du groupement OBn en position 3. Cette élimination avait éte
décrite en série glucose par Sinay en présence de NaH dans le DMSO.# Les auteurs
recommandent dans une publication ultérieure® la transformation préalable du sucre protégé en
son sel de lithium par ajout de nBuLi dans le THF. Ce sel est alors additionné sur le phosphorane
formé par réaction du sel de méthyltriphénylphosphine avec le nBuLi. En suivant ce protocole,
nous avons pu obtenir le produit désiré 32 avec un rendement de 62%.

B0 o nBuLi, CHsPPh3*Br- 3,5 éq. [Oi(
Bn% . - .
OBn ‘OH THF, -78°C Bno" NF

1) nBuLi 1 éq
2) nBuLi, CH3PPh3*Br 3,5 éq.

BnO Q 5 BnO OH/
BnO - BnO
THF, -78°C

OBn OH OBn
30 62% 32

Schéma 23. Conditions réactionnelles pour obtenir I’alcéne 32.

Une réaction de Mitsunobu avec un phtalimide comme nucléophile permet I’introduction de la
fonction amine (Schéma 24) dans des conditions décrites en série 2-désoxy-glucose.®*

Phtalimide
NPht
BrnO OH/ PPh3 DIAD BnO ht
BnO toluéne. 0°C > BnO
OBn oluene, 33 OBn
32 90%

Schéma 24. Réaction de Mitsunobu pour I’introduction de 1’amine.

8 J.-R. Pougny, M. A. M. Nassr, P. Sinay, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1981, 375-376

8 J.-M. Lancelin, J.-R. Pougny, P. Sinay, Carbohydr. Res. 1985, 136, 369-374.

8 J.-Y. Goujon, D. Gueyrard, P. Compain, O. R. Martin, K. lkeda, A. Kato, N. Asano, Bioorg. Med. Chem.
2005, 13, 2313-2324.
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La déprotection du groupement phtalimide se fait trés facilement avec 1’éthylene diamine dans
I’EtOH a 80°C et le produit 34 peut étre directement utilisé dans 1’étape suivante de formation de
I’urée (Schéma 25).

o
/ \ isocyanate de
BnO NPht HzN NH; BnO NH» p-toluenesulfonyl H NHTs
BnO = BnO == » BnO /
n Ls EtOH, 80°C n La CH,Cl, ta. BnO
n n OBn
33 34 46% a 73% 35

sur deux étapes

Schéma 25. Introduction du groupement urée.

L’introduction du groupement urée se fait par réaction de 1’amine 34 avec 1’isocyanate de p-
toluénesulfonyle dans le dichlorométhane a température ambiante. Les rendements sur ces deux
étapes sont variables et dépendent de la purification de 1’urée 35 qui se révele délicate car souvent
mélangée a des résidus de tosylamine difficiles a séparer par colonne de chromatographie sur gel
de silice.

1.1.8. Premiers essais de diamination

Le premier essai de diamination a été réalisé directement sur notre substrat 35 dans les conditions
décrites pour I’obtention des bicycles 6-5,°* & savoir 0,25 éq. de palladium acétate, 2,2 équivalents
d’oxydant (Phl(OAc),) dans le dichlorométhane a température ambiante.

o o]
)J\ Pd(OAc), 25 mol% >¥
N NHTs Phl(OAc), 2,2 éq. _ N NTs
BnO H - BnO
BnO = CH,CIj,, t.a. 3 jours BnO
35 OBn 36 OBn
o o)
)L Pd(OAc), 25 mol% )J\ o
5 Ts
N NHTs PhI(OAc), 2,2 éq. . ~N N \Br
BnO H H H
BnO BrNMe4/NaOAc 1 éq. -
OBn CHyCI, t.a., 15h BnO OBn
35 "'30%
37

Schéma 26. Essais diaminations sur notre substrat.

Malheureusement, dans les conditions décrites, au bout de 48 heures, aucun avancement sur CCM
n’est observé. Au bout de 72h le milieu brunit pour devenir noir-verdatre. La chromatographie du
résidu ne permet pas d’isoler de produit identifiable ; avec le temps, le substrat de départ semble
s’étre dégradé (Schéma 26).

Les conditions expérimentales décrites pour 1’obtention des cycles pipéridines ne comprennent
pas l’utilisation de base contrairement aux cycles pyrrolidines. Cette difféerence de mode
opératoire n’est pas justifiée par les auteurs et nous avons décidé dans un second temps de rajouter
un équivalent de base. Au bout d’une nuit, le produit de depart est consommé entiérement. La
chromatographie sur colonne de silice nous permet de récupérer le produit 37 dont nous n’avons
pu identifier la structure que lors d’essais ultérieurs de diamination (Schéma 29).
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Devant ces premiers résultats décevants, nous avons décidé de reproduire la diamination
sur un substrat modéle décrit par Mufiiz et al. pour voir si, dans nos mains, la réaction de
diamination fonctionnait. Cela nous a permis en outre de tester différentes conditions sur un
composé plus accessible que notre substrat test 35 synthétisé en 7 étapes.

isocyanate de o
N )=’
Pz LAH p-toluenesulfonyl )k
/\/\// _— M\NHz - PN N/Ts
Et,0, reflux, 2h CH,CI; t.a. H H

38 39 40
63% sur deux étapes

Schéma 27. Synthese du substrat « modéle ».

La synthése de 1’urée modeéle peut se faire rapidement en deux étapes a partir du hex-5-éne-nitrile
commercial 38.% Il s’agit d’abord d’une réduction de la fonction nitrile suivie d’une addition
nucléophile de I’amine sur I’isocyanate de p-toluenesulfonyle avec un bon rendement global de 63
% sur deux étapes.

o O
)k diamination )k
NN N A NoONTs
H H
40 41

Schéma 28. Réaction de diamination sur le substrat « modele ».

Le premier essai de diamination se fait dans les conditions décrites, a 1’air avec une garde avec un
desséchant a base de gel de silice (Tableau 4 entrée 1). Au bout de 3 jours d’agitation a
température ambiante, la conversion semble compléte, cependant aprés colonne de
chromatographie sur gel de silice, seulement 14% du composé espéré 41 est obtenu contre 83%
dans la publication initiale.®* Différents essais d’optimisation ont alors été réalisés en changeant
les conditions pour essayer d’augmenter le rendement de cette réaction (Tableau 4). L’ajout d’une
base (entrée 2) a accéléré grandement la réaction mais seulement 20% du produit a pu étre isolé.
Mufiiz et al. ont également décrit plus tard des conditions oxydantes avec un sel de cuivre®® et
nous avons réaliseé plusieurs essais avec du CuBr, comme oxydant (entrée 3 a 7). En augmentant
la charge de catalyseur, nous sommes parvenus a augmenter le rendement jusqu’a 47% (entrée 4)
mais en restant toujours assez loin de celui de référence de 83% 1

8 Y. Tamaru, M. Hojo, H. Higashimura, Z. Yoshida, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 3994-4002.
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N° Catalyseur (%omol) Oxydant (ég.) Solvant Base (éq.) Temp. Durée Rdt

1 Pd(OAC), 25 PhI(OAC), 23 CH.Cl, - ta  3j.  14%

2 Pd(OAC), 25 PhI(OAC), 23  CH.Cl, ?'1'\2;“)8" NaOAC 0 15h 20w
14-

] 4 o 0,

3 Pd(OAc) 10 CuBr, 3 KCOs(2éq)  T0°C  20h 3%
14-

Pd(OA 2 B ! K,COs(26q)  70°C  25h  47%

4 d(OAc), 0 CuBr, 3 dioxane ,CO3(2 éq.) 0°C 5 0

ta.+

5  Pd(OAc), 20 CuBr, 3 THF  Ky,COs(26éq) 880 o 200 45%

6 Pd(OAC), 20 CuBr, 3 DMF  KCOs(2¢égq) ta  20h  13%

7 PdCL(PhCN), 20 CuBr, 3 THE  K,COs(26égq)  70°C  20h  34%

8  PACL(PhCN), 25 PhI(OPiv), 23  CH.Cl, Z“gggBr/NaOAc ta  6h  21%

Tableau 4. Essais pour la réaction de diamination sur le substrat « modele ».

Le changement du 1,4 dioxane par le THF n’apporte pas d’amélioration significative (entrée 5).
Dans le DMF, solvant décrit pour la réaction avec un substrat analogue, le rendement chute
drastiqguement a 13% (entrée 6). Nous avons également essayé de changer la source de palladium
(I1) et I’iode hypervalent utilisés sans augmentation significative du rendement (entrée 7 et 8).

A la suite de ces essais, nous avons appliqué les meilleures conditions obtenues (Tableau 4
entrées 4 et 5) a notre substrat 35 afin de voir si nous pouvions former le produit de diamination
attendu (Tableau 5 entrée 3). Malheureusement, nous n’avons pu récupérer aprés chromatographie
sur colonne que des traces de produit (masse ESI correcte) et de faibles quantités de produit de
départ (entrée 3). Enfin, d’autres essais ont été réalisés. Les conditions initiales de la publication
sans catalyseur de palladium n’ont pas entrainé de conversion du produit de départ (entrée 4).
Suite a la publication de Widenhoefer,” nous avons voulu également tester les conditions de
cyclisation sans catalyseur métallique en présence de N-iodosuccinimide. Widenhoefer n’obtenait
pas de produit de diamination mais un produit d’aminoalcoxylation. Cependant, les conditions
étaient applicables directement a notre substrat et nous pouvions imaginer d’autres
transformations ultérieures pour parvenir a nos cibles si nous obtenions le produit
d’aminoalcoxylation. Les deux types de conditions (entrées 5 et 6) appliqués a notre substrat
menent a 1’obtention d’un méme produit 42 (Schéma 29).
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o}

o}
N )J\ NHTs N>\\ NTs
BnO H _— BnO
BnO BnO

35 OBn 36 OBn
Catalyseur (éq.) Oxydant (éq.) Base (éq.) Solvant Temp Durée Produit
Pd(OAc), (0,25 éq.)  PhI(OAc), (2,2 éq.) - CH,Cl, ta.+30°C 3j -
Pd(OAc), (0,25 ég.)  PhI(OAc), (2,2éq.) MesNBr/NaOAc (1ég.) CH.)Cl, ta. 15h ?370%
0
Pd(OAc), (0,25 ég.)  CuBr; (3 éq) K,COs (2€éq.) THF ta. +70°C 22h 36 traces
Me,NBr/NaOAc (1ég.) CH,Cl, ta. 3] -
NIS (2 éq.) NaHCO; (1€q.) toluéne ta. 24h ?325%)
AgOTf (0,5 éq.) NIS (2 éq.) - tolutne  ta 24h 42
g 10 €0. q. < (~25%)

Tableau 5. Conditions pour les essais de diamination

A ce stade, nous avons pu identifier les produits 37 et 42. Dans les deux cas nous avons formé des
produits tétrahydrofuraniques polysubstitués portant un groupe iodo- ou bromométhyle sous la
forme d’un mélange de deux diastéréoisomeéres. Ces produits proviendraient de cyclisations
éléctrophiles via des ponts halogéniums, le groupement OBn en position 2 jouant le role de
nucléophile. Ce type de réaction menant a la formation de tétrahydrofuranes substitués sont déja
bien connues. Les premiéres iodocyclisations d’éthers y,5-insaturés ont été décrites par Barlett en
1981 avec comme conditions réactionnelles 1, dans I’acétonitrile.?® Pour la formation de C-
glycosides, c’est Pougny et al. qui ont rapporté® D’activation des doubles liaisons par des
électrophiles. Plusieurs groupes ont alors decrit dans les années 1980, différentes méthodes avec
plusieurs électrophiles et substrats pour engendrer une bonne diastéréosélectivité.

o) o}
)k Pd(OAc), 25 mol% J\ o
A N~ ONHTs  PhI(OAc); 2,2 éq. Sy >N Sgr
Bnom > H H ™)
BnO BrNMe4/NaOAc 1 éq. -
35 OBN CH,Cl, ta., 15h BnO  ©OBn
30% 37 0d ?
0 NIS (2 éq.) o}
AgOTf 5 mol%
2 )k g T )J\ (0)
N~ “NHTs  ouNaHCOj; 1 &q. SSNTON IS
BnO Ho —_— H H
BnO toluéne, t.a. 24h g
35 OBn 25% e.d. 20% BnO OBn

42
e.d. 20%

Schéma 29. Formation des cycles tétrahydrofuraniques substitués.

%S, D. Rychnovsky, P. A. Barlett, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 3963-3964
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Dans le cas de notre réaction (Schéma 29), il est toutefois surprenant d’observer la formation du
tétrahydrofurane 37 car nous n’avions pas mis de source de brome électrophile dans les conditions
réactionnelles. Cependant, on peut penser que dans les conditions oxydantes en présence
d’iodosobenzéne diacétate, I’ion bromure serait oxydé en hypobromite qui donnerait la forme Br*
en présence de la base AcO". Ce résultat est supporté par le fait que sans la présence
d’iodosobenzéne diacétate, aucun produit ne se forme. Le palladium n’entrerait finalement pas en
compte dans le mécanisme de formation du produit. Dans le cas de la réaction (2), c’est le N-
iodosuccinimide qui joue le role d’électrophile. Pour ces deux réactions, 1’azote de 1’urée n’est
visiblement pas assez nucléophile pour attaquer le pont halogénium formé, et 1’éther benzylique
joue alors le rdle de nucléophile pour former le cycle tétrahydrofuranique tres stable.

Devant ces résultats plutét décevants, et aux vues des trés bons résultats obtenus avec le
projet mené en paralléle concernant les iminosucres multivalents (voir Chapitre 2), nous avons
décidé de mettre cette étude de coté. En effet, les résultats expérimentaux nous prouvent que
I’obtention des cycles a 6 membres, qui est largement moins décrite que celles des cycles a 5
membres, est difficile et moins favorisée. La formation de 37 et 42 montre que 1’urée n’est pas
assez nucléophile pour attaquer le pont halogénium. De plus, dans nos mains nous n’avons pas pu
reproduire la méthodologie de K. Mufiiz sur un substrat test, méme apres optimisation.
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1.2.  Synthése d’une librairie de chaperons pour la maladie de Gaucher par
chimie click en série imino-xylitol.

1.2.1. La maladie de Gaucher

i) Définition et manifestation de la maladie de Gaucher

La maladie de Gaucher est une maladie génétique autosomique récessive rare. Elle a été
décrite par le Pr. Gaucher en 1882. C’est une maladie lysosomale c¢’est-a-dire une maladie due a
I’accumulation de glycolipides dans le lysosome, un organite cellulaire chargé de la dégradation
cellulaire. La maladie de Gaucher est la maladie lysosomale la plus répandue, son incidence non
connue exactement est d’environ 1/60000 naissances dans la population mondiale mais elle est
beaucoup plus importante dans la population juive askhénase (1/800 & 1/1000 naissances).®” En
France en 2006, 450 patients ont été recensés.®® Cette maladie est due a la déficience d’une
enzyme du lysosome, la B-glucocérébrosidase (GCase, classification EC : 3.2.1.45).% Le géne
muté codant pour la protéine est appelé GBA et est situé sur le chromosome 1. Cette déficience
induit une accumulation du substrat de cette enzyme, le glucosylcéramide (GlcCer) dans les
macrophages mais aussi dans différents organes comme le foie, la rate ou encore dans la moelle
osseuse ce qui entraine les symptémes observés.

Les symptomes les plus courants associés a cette maladie sont une hépatosplénomégalie,
des atteintes osseuses et dans certaines formes plus rares, une atteinte neurologique. On distingue
couramment trois phénotypes: %

- Le type I, sans atteinte neurologique, concerne 95% des patients. Les symptomes
sont le plus souvent, I’hépatosplénomégalie et les atteintes osseuses, les atteintes des
autres organes étant plus rares. Certaines formes de la maladie sont asymptomatiques.
Ce type | est diagnostiqué chez des patients enfants ou adultes.

- Le type Il représente moins d’1% et se caractérise par une atteinte neurologique
précoce et une hépatosplénomégalie. L’age médian du déces des patients est de 9
mois et est principalement di a 1’évolution rapide des manifestations neurologiques
du systeme nerveux central.

- Le type Il (5%) se caractérise par une atteinte neurologique plus tardive. Le
décés survient généralement au bout de quelques années seulement. Les
manifestations sont trés hétérogenes.

Plus de 200 mutations sont recensées pour le géne GBA (Figure 18).” Les plus courantes
sont les alleles N370S et L444P.

¥ G. A. Grabowski, Lancet 2008, 372, 1263-1271.

88 J. Stirnemann, T. Bilette de Villemeur, N. Belmatoug, Rev. Med. Interne 2007, 28, $198-5201.

% R. 0. Brady, J. N. Kanfer, D. Shapiro, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1965, 18, 221-225.

%], Stirnemann, Rev. Med. Interne 2008, 29, 176-178 ;

%L H. Dvir, M. Harel, A. A. McCarthy, L. Toker, I. Silman, A. H. Futerman, J. L. Sussman, EMBO Rep. 2003, 4,
704-709.
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Figure 18. Mutations connues sur la GCase.* A) Séquence des 497 acides aminés de la GCase, les mutations
sont reportées en rouge (manifestations séveres), jaune (manifestations moins sévéres) et bleu (pas d’information
sur la gravité). B) Structure tridimentionnelle avec les différentes mutations reportées.

On peut citer également entre autres les alleles G202R, R463C, 84GG, recNcil et recTL,
leurs prévalences ainsi que les corrélations entre le génotype et le phénotype sont étudiées parmi
différentes populations.” Ces corrélations ne sont pas exactement homogénes dans les
populations mais on peut quand méme déduire certains points communs essentiels pour le
diagnostic de cette maladie.

Mutation % d’individus affectés

N370S/N370S 29%
N370S/? 20%
N370S/L444P 16%
N370S/84GG 12%
L444P/L444P 6%
L444P/ ? 3%

Tableau 6 Mutations les plus courantes et fréquences observées dans un échantillon de 1067 individus.*

L’allele N370S (remplacement d’une asparagine par une sérine en position 370 de la chaine
protéique) est le plus répandu. La présence de cet allele, méme en association avec un alléle
portant une autre mutation implique un phénotype de type I. 1l a été également montré que les
alleles portant la substitution L444P (remplacement d’une leucine par une proline en position 444
de la chaine protéique) sont le plus souvent associés a un phénotype avec atteinte neurologique de
type 1l ou Ill. Enfin, des patients ayant le méme génotype ne présentent pas forcément le méme
phénotype ce qui implique de possibles autres facteurs génétiques ou non-génétiques.*?

% C. Drugan, L. Procopciuc, G. Jebeleanu, P. Grigorescu-Sido, J. Dussau, L. Poenaru, C. Caillaud, Eur. J. Hum.
Genet. 2002, 10, 511-515.

% Chiffres de I’année 1999 basé sur 1067 individus du programme ICGG (International Cooperative Gaucher
Group): G. M. Pastores, D. A. Hughes, Gaucher Disease. 2000 dans R. A. Pagon, T.D. Bird, C. R. Dolan, et al.
(Eds). GeneReviews™, Seattle, consultable sur http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1269/
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Des chercheurs tentent ¢galement d’établir des relations entre les positions des différentes
mutations sur la GCase et la gravité des symptdmes associés & ces mutations.** Ces relations sont
établies aussi pour la GCase en association avec une protéine activatrice avec laquelle elle
interagit, la saposine C (SAP-C).*

Le glucosylcéramide qui s’accumule dans les cellules est un glycosphingolipide (GSL).
Les GSLs sont des composés minoritaires de la membrane plasmique des cellules eucaryotes, ils
ont un role privilégié dans la communication intercellulaire et les mécanismes d’adhésion
cellulaire.®® Le céramide est synthétisé par I’action de quatre enzymes dans la membrane du
réticulum endoplasmique, celui-ci est alors transporté grice a une vésicule vers ’appareil de
Golgi. Dans I’appareil de Golgi, la glucosylcéramide synthase catalyse la glycosylation de 1’alcool
primaire du céramide en utilisant I’'UDP-glucose comme donneur de glucose.

(0]

+ UDP glucose
HN (glucosylcéramide synthase (GCS)} OH )WW
10 HN 10

HO\/Y\/\W - - HO&/O : N
10 (B-glucocérébrosidase (GCase) + SAP C) HO \/\‘/\/\M;\

OH
OH OH
- glucose
Céramide Glucosylcéramide (GlcSer)

Schéma 30. Synthese et dégradation du glucosylcéramide.

La dégradation de ces glycosphingolipides commence par une endocytose des régions de la
membrane plasmique contenant ces glycosphingolipides. Les endosomes sont alors transportés
vers ’appareil de Golgi ou les lysosomes pour la dégradation des sphingolipides et des GSLs.
Pour les glycosphingolipides avec moins de quatre unités glycosidiques, cette dégradation se fait
avec 1’aide de protéines activatrices de sphingolipides (SAP sphingolipid activator protein). Le
glucosylcéramide est hydrolysé grace a la B-glucocérébrosidase et a I’activateur SAP-C.

i) Traitements de la maladie

Depuis une vingtaine d’années, de gros progres ont été faits pour le traitement des maladies
lysosomales. 11 existe aujourd’hui deux types de traitement™ : une thérapie par voie orale qui agit
en inhibant la glucosylcéramide synthase (SRT, substrate reduction therapy) et I’enzymothérapie
substitutive®” (ERT, enzyme replacement therapy).

%S, Atrian, E. Lopez-Vifias, P. Gomez-Puertas, A. Chabas, L. Vilageliu, D. Grinberg, Proteins 2008, 70, 882-
891.

% T. Kolter, K. Sandhoff, Biochim. Biophys. Acta Biomenbr. 2006, 1758, 2057-2079.

%M. Beck, Hum. Genet. 2007, 121, 1-22.

%" R. J. Desnick, J. Inherit. Metab. Dis. 2004, 27, 385-410.
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a) L’enzymothérapie substitutive ERT

Cette thérapie est utilisée depuis 1992% et se révele efficace. Elle consiste a injecter une
enzyme de substitution aux patients pour remplacer la GCase défectueuse et récupérer la fonction
d’hydrolyse du glucosylcéramide (GlcCer) et ainsi éviter son accumulation dans les lysosomes
des macrophages. L’enzyme recombinée prescrite est I’imiglucérase (Cérézyme®) et est obtenue
par culture de cellules de mammiferes (Chinese Hamster Ovary cells CHO). En France elle est
administrée en deux prises mensuelle et est prescrite pour les formes séveres des maladies de
Gaucher de type | (elle est inefficace pour les maladies de Gaucher de type 11 et de type 111).% Les
premiéres améliorations cliniques apparaissent au bout de 3 a 6 mois avec des diminutions des
volumes de la rate et du foie. On observe également des améliorations au niveau osseux qui sont
plus lentes a apparaitre (au bout d’un an et demi de traitement) mais permettent une nette
amélioration de la qualité de vie.'® Malheureusement, la perméabilité des barriéres hémato-
encéphaliques ne permet pas de pouvoir traiter les manifestations neurologiques de la maladie
avec ce type de traitement. Plus récemment deux autres enzymes ont regu une autorisation de mise
sur le marché, la vélaglucérase-o. (VPRIV™) en 2010 et la taliglucérase-o (Elelyso'™) en mai
2012. 1l est & noter que le cot de cette thérapie est extrémement élevé’® (de 100 000 & plus de
200 000 US$ par patient et par an) et lourd pour les patients avec deux perfusions mensuelles.

b) Traitement par réduction du substrat SRT

Le deuxiéme traitement existant aujourd’hui repose sur la stratégie de réduction du
substrat. Le principe est en fait d’agir en amont en inhibant la glucosylcéramide synthase (GCS)
qui intervient dans la synthése du GlcSer (Schéma 30). Ce concept a été introduit par Vunnam en
1980 avec la synthése d’analogue de céramide dans le but inhiber la GCS.'® En 1994, Platt et
Butters ont montré sur un modéle de cellules in vitro que la N-Butyl-DNJ 8 permettait d’éviter
P’accumulation de GlcCer dans les cellules.’®® Ils ont, par la suite, montré les relations
structurelles entre 1’iminosucre et le substrat de I’enzyme permettant d’expliquer en partie
Iaffinité et donc activité inhibitrice observée pour la GCS (Figure 19).2%

% N. W. Barton, R. O. Brady, J. M. Dambrosia et al. N. Eng. J. Med. 1991, 324, 1464-1470.

% PNDS Protocole National de Diagnostic et de Soin Maladie de Gaucher disponible sur le site de HAS Haute
Autorité de Santé: www.has-sante.fr

100 N, Weinreb, J. Barranger, S. Packman, A.Prakash-Cheng, B. Rosenbloom, K. Sims et al. Clin. Genet. 2007,
71, 576-588.
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Figure 19 Comparaison de la structure de la N-butyl-DNJ et du GlcCer et modéle du GlcCer dans le site actif de
la GCS.*

Ces résultats ont conduit, aprés les différentes phases d’essais cliniques, a la mise sur le marché
par Actelion du Zavesca® ou miglustat (N-Butyl-DNJ 8) pour le traitement de la maladie de
Gaucher de type | en 2002. Moins efficace que le traitement ERT, il est prescrit aux patients ne
pouvant bénéficier pour diverses raisons du traitement ERT. Sa posologie est de 3 x 100 mg par
jour. Le Zavesca entraine des effets secondaires relativement lourds, notamment des diarrhées
chroniques qui peuvent néanmoins étre évitées par d’autres traitements médicamenteux
secondaires. Ces effets sont dus principalement au manque de sélectivité de la N-butyl-DNJ qui
est un inhibiteur connu de nombreuses glycosidases notamment les glucosidases intestinales. Ce
traitement SRT présente certains avantages par rapport au traitement ERT.On peut citer
notamment 1’administration par voie orale qui est beaucoup moins lourde pour les patients et une
pénétration possible de la barriere hémato-encéphalique ce qui ferait du Zavesca un candidat
possible pour le traitement des phénotypes avec atteinte neurologique. Mais le colt de ce
traitement reste trés élevé étant donné les doses journaliéres administrées (environ 90 000 US$ par
patient et par an).'%

Ces deux traitements, ERT et SRT, sont aujourd’hui les seuls disponibles pour la maladie
de Gaucher. Les enjeux actuels, sont dans le cas de la SRT, le développement de nouveaux
inhibiteurs plus actifs et plus sélectifs de la GCS. Actuellement Genz-1128638 (Eliglustat tartrate)
(Figure 20), un composé développé par Genzyme est en phase d’essai clinique II comme
traitement SRT et a montré de bons résultats préliminaires.'®

LY

N  OH 0

0O <

Genz-112638
Figure 20.

195 Source genzyme
106 2) E. Lukina, N. Watman, E. A. Arrequin, M. Banikazemi, M. Dragoski et al. Blood 2010, 116, 893-899; b)
http://clinicaltrials.gov pour consulter les derniers résultats, numéro de 1’étude : NCT00358150
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Mais les colts tres eleves de ces deux types de traitement, ainsi que leurs désavantages
respectifs (lourdeur du traitement, effets secondaires importants) encouragent les chercheurs a
développer de nouvelles voies thérapeutiques. Une approche alternative qui a été développée
récemment est le sauvetage in situ de I’enzyme mutante afin de récupérer son activité
enzymatique, c’est I’approche thérapeutique « chaperon» (PCT pharmacological chaperone
therapy).

iii) La thérapie chaperon
a) Concept

Chez des patients atteints de maladies lysosomales, des enzymes déficientes entrainent
I’accumulation d’un substrat dans le lysosome. Ces enzymes mutantes sont la plupart du temps
encore catalytiquement actives mais sont mal repliées et retenues dans le RE pour étre finalement
détruites par des mécanismes de contrdle-qualite.

N. Asano et J.-Q. Fan ont montré en 1999 que la N-butyl-désoxygalactojirimicine (N-
butyl-DGJ), un puissant inhibiteur de I’enzyme défectueuse impliquée dans la maladie de Fabry,
était capable d’augmenter I’activit¢ de 1’enzyme mutante d’environ un facteur 8 a une
concentration de 20 pM pour une mutation.?® Ce phénomeéne a été nommé « effet chaperon » par
analogie avec les chaperons moléculaires qui sont des protéines facilitant le repliement au cours
de la maturation des protéines.’®?” Un composé « chaperon pharmacologique» est définit
comme une petite molécule présentant une grande affinité avec I’enzyme défectueuse et capable
d’augmenter son activite.

Ribosome

Lumen w
Protéine <>

(a) Repliement correct 'l'
/M-/ \ Protéine
‘\J\J mutante Ghaperons

< harmacologiques

Protéine p giq
non mutée / \/

. )\»

- == B

Membrane du RE

(b) Mauvais repliement

l
-}

| :

Appareil de Gogli Dégradation Appareil de Golgi

Figure 21. Principe de I’effet chaperon'®

97D Ringe, G. A. Petsko, J. Biol. 2009, 8, 80-84
108 5 -Q. Fan, Trends Pharmacol. Sci. 2003, 24, 355-360.
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Les inhibiteurs competitifs réversibles de ces enzymes constituent une piste importante
dans la découverte de nouveaux chaperons pharmacologiques. En effet, grace a leur grande
affinité avec le site actif de ces enzymes, et a des concentrations sub-inhibitrices, nombre d’entre
eux ont montré des activités chaperons.’®!%° Ces chaperons agiraient directement sur 1’enzyme
mal repliée au niveau de son site actif et stabiliseraient sa conformation tridimensionnelle. Ainsi
I’enzyme réussirait a passer le systéme de controle-qualité du RE et a étre transportée vers le
lysosome (Figure 21). Dans le lysosome la molécule chaperon serait remplacée dans le site actif
de I’enzyme par le substrat accumulé, en trés large excés chez les patients atteints de la maladie.

Cette approche thérapeutique émergente repose sur ’effet de seuil : I’enzyme mutante
possede une activité résiduelle et augmenter son activité méme d’un facteur 1,5 ou 2 peut avoir
une grande influence sur les symptdmes cliniques des patients.*® Par exemple, il a été montré
chez des patients atteints de la maladie de Sandhoff que des malades possédant les symptémes
classiques avaient une activité résiduelle de I’enzyme déficiente de 3 a 6% tandis que des malades
asymptomatiques avaient une activité résiduelle de 1’enzyme de seulement 9 a 10%.*

b) Chaperons de la B-glucocérébrosidase

Depuis ce premier résultat obtenu pour la maladie de Fabry, de nombreux groupes ont
décrit des chaperons de la B-glucocérébrosidase, I’enzyme déficiente impliquée dans la maladie de
Gaucher. Pour trouver des chaperons de la GCase, la premiére approche des chimistes a été de
chercher de bons inhibiteurs compétitifs de 1’enzyme qui présentent donc une grande affinité pour
son site actif.'® Du fait de leur activité bien connue comme inhibiteur de glycosidases, les
iminosucres représentent une classe de choix pour la découverte de chaperon efficaces de la
GCase.

Mutation N370S:

Le groupe de Kelly a présenté le premier résultat en 2002 en montrant que la N-nonyl-
DNJ 43, un bon inhibiteur de la GCase (ICsp de 1 UM) permettait d’augmenter 1’activité résiduelle
de I’enzyme mutée N370S dans des fibroblastes (cellules du tissu conjonctif) de patients de la
maladie Gaucher de 65% & une concentration sub-inhibitrice de 5 pM (Figure 22)."* Ce résultat a
été suivi en 2005 par une étude sur quelques composés alkylés en série DNJ.**

109 3.-Q. Fan, Biol. Chem. 2007, 389, 1-11.

M0 E Conzelmann, K. Sandhoff, Dev. Neurosci. 1984, 6, 58-71.

1B Dlott, A. d’Azzo, D. V. Quon, E. F. Neufeld, J. Biol. Chem. 1990, 265, 17921-17927.

112 Revue sur la thérapie chaperon pour la maladie de Gaucher : J. M. Benito, J. M. Garcia Fernandez, C. Ortiz
Mellet, Expert Opin. Ther. Patents, 2011, 21, 885-903.

3 A, R. Sawkar, W.-C. Cheng, E. Beutler, C.-H. Wong, W. E. Balch, J. W. Kelly, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2002, 99, 15428-15433.

1A, R. Sawkar, S. L. Adamski-Werner, W.-C. Cheng, C.-H. Wong, E. Beutler, K.-P. Zimmer, J. W. Kelly,
Chem. Biol. 2005, 12, 1235-1244.
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o 113 OH ?
N— R = n- 1 43
HO R n nonya Ho N\/\/\)J\N
HO |Cso= 1 ].,I,M O

H
OH  chaperon (N370S): x 1,65 & 5 uM H 44114

OH chaperon (N370S): x 2,4 & 25 uM

a) GCase wild type
Figure 22.

Leur meilleur composé 44 est un composé alkylé substitué par un groupement adamantyl amide
hydrophobe. Ce composé se comporte comme un chaperon de I’enzyme mutée N370S pour une
grande fenétre de concentration de 1 a 100 uM avec un maximum d’augmentation d’un facteur
2,4 425 uM (Figure 22).

Ces premiers résultats ont été suivis par deux études réalisées par O. R. Martin et P. Compain en
2006. La premiére étude porte sur deux séries de composés dérivés de la DNJ.*'® Les tests
d’inhibitions sur la série N-alkyl-DNJ, et la série a-1-C-alkyl-DNJ montrent que 1’allongement de
la longueur de la chaine alkyl augmente I’inhibition des composés pour la GCase. Ainsi, les ICsg
varient pour les dérivés N-butyl & N-nonyl de 270 uM a 0,66 uM et pour les dérivés a-1-C-butyl a
a-1-C-nonyl de 100 uM a 0,27 uM. Les meilleurs composés : 1’a-1-C-octyl-DNJ 45 et 1’a-1-C-
nonyl-DNJ 46, ont été testés comme chaperons de la GCase et ont montré des augmentations
d’activité de facteurs 1,7 a 20 uM et 1,7 a 2,5 uM respectivement (Figure 23).

115

OH R = n-octyl 45
ICs0= 0,5 uM? H_ OH 116
HO NH  chaperon (N370S): x 1,7 & 20 uM N a-1-C-nonyl-DIX 47
HO R = n-nonyl 46 ICs0= 6.8 nM®
HO OH OH chaperon (N370S): x 1,8 a 10 nM

R ICs= 0,27 pM?
chaperon (N370S): x 1,7 a 2,5 uM

a) GCase imiglucérase
Figure 23.

Un excellent inhibiteur de la GCase, 1’a-1-C-nonyl-imino-D-xylitol 47 (ICs, de 6,8 nM) a été mis
en évidence dans une seconde étude de type relation structure-activité."'® Ce composé s’est révélé
également trés sélectif de cette enzyme en inhibant pas les diverses a-glucosidases testées. L’a-1-
C-nonyl-imino-D-xylitol montre une activité chaperon avec un gain d’un facteur 1,8 a une treés
faible concentration cellulaire de 10 nM.

Parallélement, Fan et al. ont mis en évidence le potentiel chaperon de 1’isofagomine 48.''
Ce trés bon inhibiteur de la GCase (ICsp de 40 nM) a permis une augmentation d’un facteur 1,9 de
Iactivité résiduelle de I’enzyme mutée N370S a 50 pM (Figure 24). Des tests
d’immunocytochimie ont montré que ’isofagomine avait bien pour effet d’augmenter le transport
de la N370S GCase du RE vers le lysosome.™*” L’ajout de I’isofagomine modifierait le repliement

151 Yu, K. Ikeda, A. Kato, I. Adachi, G. Godin, P. Compain, O. R. Martin, N. Asano, Bioorg. Med. Chem.
2006, 14, 7736-7744.

16 p_Compain, O. R. Martin, C. Boucheron, G. Godin, L. Yu, K. lkeda, N. Asano, ChemBioChem, 2006, 7,
1356-1359.

1173) X. Zhu, K. A. Sheth, S. Li. H.-H. Chang, J.-Q. Fan, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 7450-7453. b) H.-H.
Chang, N. Asano, S. Ishii, Y. Ichikawa, J.-Q. Fan, FEBS J. 2006, 273, 4082-4092.
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et la maturation de la GCase mutee et ainsi augmenterait son activité au pH acide du lysosome
(pH = 5,2).1% Ces études trés prometteuses ont conduit aux premiers essais cliniques de
I’isofagomine (sous le nom de Plicera™) sur des patients atteints de la maladie de Gaucher de
type I. Cependant, les résultats de la phase clinique II avec 1’isofagomine sont contrastés.**® Bien
que ces essais aient montré une augmentation de la quantité de GCase dans les globules blancs des
patients traites, des améliorations cliniques n’ont été observées que chez un patient sur dix-huit.
La firme Amicus Therapeutics prévoit d’examiner en profondeur les résultats mais n’envisagerait
pas de poursuivre en phase 111 pour le moment.

OH . OH 49120
isofagomine 48
HO/& IC =g40 nMm?@ Ho& o IC50= 18 pM?
o (G0 Yo N\/\)L chaperon (N370S): x 2,5 & 75 uM

chaperon (N370S): x 1,9 a 50 uM N chaperon (G202R): x 7 & 150 uM
a) GCase imiglucérase

Figure 24.

L’¢quipe de Kelly a ensuite greffé le groupement alkyl terminé par la fonction adamantyl amide
qui avait montré de bons résultats en série DNJ sur I’azote de I’isofagomine. Le composé formé
49 s’est révélé &tre un moins bon inhibiteur de la GCase (18 uM) mais a montré une augmentation
d’un facteur 2,5 de I’activité de I’enzyme mutée N370S & 75 uM (Figure 24). %

Suite a ces premiers résultats de nombreuses structures ont été synthétisées dans le but
d’augmenter encore ’affinité avec I’enzyme et 1’effet chaperon. Dans les paragraphes suivants
seront rapportés plusieurs exemples de nouveaux composeés intéressants.

>%\\ o
Q N/\/\/\/ N
HO
HO 50 12! LIOH 5122

OH ICso= 175 pM? HOV N\ ICs0= 150 uM?@
chaperon (N370S): x 6,2 a 50 uM - OH chaperon (N370S): x 2,4 a 50 uM

a) GCase wild type

Figure 25.

Ye et Butters ont décrit la synthése d’une série de composé avec des structures proches de
la DNJ mais possédant une fonction carbonyle sur le carbone 5 (Figure 25).'2! Ces iminosucres,
particuliers car possédant un azote desactive qui ne se protone pas a pH physiologique, présentent
des inhibitions faibles mais une activité chaperon intéressante sur I’enzyme mutée N370S. Ainsi,
de facon surprenante, le compose 50, faible inhibiteur de la GCase (ICso de 175 M) a permis une
augmentation de ’activité résiduelle de I’enzyme d’un facteur 6,2 a 50 puM. Cette augmentation
est I’'une des plus grande obtenue pour cette mutation. Néanmoins, cette forte augmentation ne se

"8 R. A. Steet, S. Chung, B. Wustman, A. Powe, H. Do, S. A. Kornfeld, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2006, 103,
13813-13818.

9 poyr le communiqué de presse sur les essais cliniques : www.amicustherapeutics.fr

1207 Q. Yu, A. R. Sawkar, L. J. Whalen, C. H. Wong, J. W. Kelly, J. Med. Chem. 2007, 50, 94-100.

121 G-N. Wang, G. Reinkensmeier, S.-W. Zhang, J. Zhou, L.-R. Zhang, L.-H. Zhang, T. D. Butters, X.-S. Ye, J.
Med. Chem. 2009, 52, 3146-3149.

50



CHAPITRE 1

retrouvant pas pour des analogues avec des longueurs de chaine tres proches, ce résultat demande
sans doute confirmation. Similairement les auteurs ont trées récemment déecrit une série de e-
hexonolactames N-alkylés (par exemple le composé 51 Figure 25).1%2

D’autres exemples de composés ayant un azote désactive ont été décrits par les groupes de
Ortiz Mellet, de Fernandez et de Suzuki avec la synthése de structures bicycliques.*®® Ces
composés «a caractére sp?» de I’azote présentent des inhibitions moyennes pour I’enzyme
mutante N370S comme le composé 52. Ces composés se sont révélés sélectifs de cette enzyme et
n’inhibent pas les autres glycosidases lysosomales. L’activité chaperon de 52 est cependant assez
faible avec une augmentation d’un facteur environ 1,3 a 3 pM.

~%

H
NN R 124
\l/ 123 N/\r R=H S53a
o N  6N-NOI-NJ 52 HO%N IC50= 87 M
HO IC50= 14,4 uM? HO chaperon (N370S): x 2 a4 300 uM
OH  chaperon (N370S): x1,3 & 3 uM OH R = 4,4-diméthylbutyl 53b
chaperon (G202R/L444P): x 2,2 & 30 uM ICs0= 30 pM

a) GCase wild type

Figure 26.

L’équipe de Fan a également synthétisé d’excellents inhibiteurs de la GCase avec une structure
gluco-imidazole. Les ICsy des composes 53a et 53b sont de 87 nM et 30 pM ! Cependant, le
composé 53a, présente une activité chaperon décevante par rapport a cette inhibition avec une
augmentation d’un facteur 2 de activité de la N370S GCase & 300 uM (Figure 26).** Les auteurs
ne fournissent pas d’explication quant a ce résultat assez inattendu.

En dehors des iminosucres a cycle pipéridine, les carbasucres représentent également une
classe d’inihibiteur de GCase bien étudiée. L’équipe de Delgado a développé des synthéses
originales pour identifier de bons inhibiteurs de GCase en série aminocyclitol. L’activité chaperon
de dérivés N-alkylés a été mesurée par dénaturation thermique de la GCase (imiglucérase) et non
par des tests cellulaires classiques.'®® La dénaturation thermique induit le dépliement partiel de
I’enzyme et donc diminue voire inhibe son activité enzymatique. Les tests de dénaturation visent
donc & montrer la capacit¢ ou non des molécules testées a interagir avec I’enzyme pour
sauvegarder son activité catalytique. Ces activités chaperons (jusqu’a une augmentation d’un
facteur 2,5 a 100 uM pour 54) prouvent I’intérét de ces composés comme chaperon potentiels de
la GCase mutée (Figure 27). Toutefois, il a été montré que ces composes n’avaient que peu
d’activité chaperon sur des GCase mutées de maladie de Gaucher avec un gain modeste sur des
mutations mixtes.'?®

122 G.-N. Wang, G. Twigg, T. D. Butters, S. Zhang, L. Zhang, L.-H. Zhang, X.-S. Ye, Org. Biomol. Chem. 2012,
10, 2923-2927.

12 7. Luan, K. Higaki, M. Aguilar-Moncayo, H. Ninomiya, K. Ohno, M. I. Garcia-Moreno, C. Ortiz-Mellet, J.
M. Garcia-Fernandez, Y. Suzuki, ChemBioChem 2009, 10, 2780-2792.

124 3.-Q. Fan, X. Zhu, K. Sheth, 2005, US20050137223.

125 M. Egido-Gabas, D. Canals, J. Casas, A. Llebaria, A. Delgado, ChemMedChem, 2007, 2, 992-994.

126 G, Sanchez-Oll¢, J. Duque, M. Egido-Gabés, J. Casas, M. Lluch, A. Chabas, D. Grinberg, L. Vilageliu, Blood
Cell. Mol. Dis. 2009, 42, 159-166.
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Figure 27.

Trés récemment, il a été rapporté de trés bons résultats biologiques avec des carbasucres di-
alkylés dérivés du myo-inositol.*?” En effet, le composé 55 s’est révélé étre un bon chaperon de
I’enzyme N370S a de trés faibles concentrations! Ainsi il permet d’obtenir un gain d’un facteur
1,9 a 1 nM sur Pactivité de I’enzyme mutée N370S (Figure 27). Ces composés se révelent étre
également tres sélectifs de la GCase par rapport aux autres glycosidases lysosomales (o-
glucosidase, a-galactosidase et -galactosidase). Ces résultats font suite a d’autres bons résultats
obtenus avec des thiourées ou guanidines polyhydroxylées. Les composés 56 et 57 sont en effet de
tres bons inhibiteurs de la GCase avec des ICsq de 5 et 4 nM respectivement et présentent lors de
tests cellulaires des augmentations d’activité de I’enzyme N370S de facteurs 2,1a 0,2 uM et 1,8 &
0,1 pM respectivement.’?® Les résultats d’activité chaperon de ces composés sont trés bons pour
I’enzyme mutée L.444P et seront commentés dans un paragraphe ultérieur.

Etant donné que pour le moment il n’est pas possible d’établir des critéres pour la
conception de chaperons, des études sont réalisées par criblage de banques de composés
chimiques. A partir de ces études, des dérivés non osidiques ont été identifiés comme chaperons
de la GCase. Certaines librairies sont constituées de médicaments dont les propriétés
pharmacocinétiques et cytotoxiques ont déja été étudiées. Ainsi par ces méthodes, les composés

identifiés peuvent atteindre plus rapidement des phases d’essais cliniques avancées.
Cl
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Cl
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H X
HO%N N/\/\NJkNH
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N _ N /\
ambroxol (ABX) 58 129 \ / NN 60131 K/O
Br L

chaperon (N370S): x 1,5 (50 uM)

|050 =31 nM?
5930 chaperon (N370S): x 1,9 (40 pM)
a) GCase imiglucérase IC50= 600 nM

Figure 28.

L’ambroxol (ABX 58) a été ainsi identifié comme chaperon de la GCase avec une augmentation
d’un facteur de 1,5 a 50 uM de la N370S GCase a partir d’une librairie de 1040 médicaments

127 A Trapero, P. Gonzales-Bulnes, T. D. Butters, A. Llebaria, J. Med. Chem. 2012, 55, 4479-4488.
128 A Trapero, I. Alfonso, T. D. Butters, A. Llebaria, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 5474-5484.

52



CHAPITRE 1

approuvés par la FDA (Food Drug Administration).’*® A D’origine, I’ambroxol est prescrit pour
ses propriétés expectorantes et mucolytiques dans le traitement de certaines bronchites, toux et
sinusite. D’autres composés ont été découverts par screening notamment la thio-urée 59 qui
présente un I1Csy de 600 nM et qui, aprés avoir montré une activité chaperon in vitro, a été
administrée a des souris.”*® Des études pharmacocinétiques ont montré que ce composé était
capable d’atteindre le cerveau des souris. Un groupe de recherche américain a également mis en
évidence, a partir d’une librairie de 59815 composés, trois groupes de molécules inhibitrices de la
GCase avec des activités chaperon sur la mutation N370S, des sulfonamides, des triazines et des
aminoquinolines comme par exemple le produit 60 (Figure 28)."*!

Autres mutations, mutation L444P :

La mutation N370S est la plus courante et représente jusqu’a 90% du génotype dans la
population juive askhénase des patients atteints de la maladie de Gaucher. Cependant d’autres
mutations sont aussi observées chez un certain nombre de patients. De nombreux tests d’activité
chaperons sur différentes mutations ont été également conduits. Parmi les activités remarquables
on peut noter par exemple 1’augmentation jusqu’a un facteur 7 de ’activité de 1’enzyme mutée
G202R par 49 a 150 uM (Figure 24). L’équipe d’Ohno a supposé que la N-octyl-B-valienamine
61, bon inhibiteur de la B-glucosidase de foie de souris, pouvait étre inhibiteur de la GCase et
présenter une activité chaperon. Ce composé s’est révélé spécifique de la mutation F2131 avec

des augmentations d’activité d’un facteur 6 a 30 uM pour I’enzyme mutée F2131.*%

HO
132

OH . 133
HO H 61 HO NH calystégine B, 62
Ho NN~ 1Cso=3 M HO ICsp= 1 uM?@
OH 7 chaperon (F213I): x 6 (30 uM) HO chaperon (L444P): x 2,3 (10 uM)

a) GCase wild type
Figure 29.

Malheureusement, trés peu de composés présentent des activités chaperon significatives
pour la mutation L444P qui conduit aux phénotypes les plus graves avec des troubles
neurologiques. Ceci pourrait en partie s’expliquer par le fait que cette mutation est située plus loin
du domaine catalytique de 1’enzyme que la mutation N370S. La meilleure activité chaperon pour
cette enzyme a été rapportée pour la calystégine B, 62 et ses analogues avec une augmentation
d’activité pour la calystégine B, d”un facteur 2,3 & 10 uM (Figure 29).*® L’isofagomine a montré
aussi un effet sur la L444P et son administration orale a des souris portant cette mutation donne
des résultats encourageants.’® Des résultats intéressants ont été obtenus trés récemment sur des
dérivés carbasucres. Les composés 56 et 57 ont montré des activités chaperons sur cette mutation :

129 G.H. B. Maegawa, M. B. Tropak, J. D. Buttner, B. A. Rigat et al. J. Biol. Chem. 2009, 284, 23502-23516.

130 3.J. Marugan, W. Huang, O. Motabar, W. Zheng, J. Xiao et al. Med. Chem. Commun. 2012, 3, 56-60.

131 W. Zheng, J. Padia, D. J. Urban, A. Jadhav, O. Goker-Alpan, A. Simeonov, E. Goldin, D. Auld et al. Proc.
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x1,5 et 1,4 & une concentration tres faible de 10 nM (Figure 27). Le résultat le plus remarquable
est pour le produit 55 qui permet d’obtenir un gain d’activité d’un facteur 1,4 de I’enzyme mutée
L444P & une concentration de seulement 10 pM !

Perspectives

Les mécanismes a la base de I’effet chaperon restent aujourd’hui controversés et
complexes a rationaliser.’®* D’autres paramétres que la simple activité inhibitrice des composés
pourraient rentrer en compte telles que la permeabilité membranaire, les différences d’inhibition a
pH neutre (RE) et I1égérement acide (lysosome) etc. Dans une etude tres récente sur les structures
cristallines de I’enzyme N370S GCase et de I’enzyme recombinée, le groupe de Wei a montré
qu’il n’existerait quasiment pas de différences structurales entre ces deux enzymes.* La mutation
N370S induirait seulement une rigidité supplémentaire au niveau de la région de la boucle 1 de la
protéine mutante. Ceci aurait pour effet de réduire I’activité catalytique de I’enzyme. Selon eux, le
mécanisme d’action de ces inhibiteurs chaperons ne résulterait donc pas de I’aide au repliement et
de I’adressage correct mais d’une diminution de la sensibilité de ces protéines a la dégradation
dans le lysosome, leur durée de vie étant ainsi prolongee. Ce nouvel éclairage, bien qu’intéressant,
va a ’opposé de I’explication « classique » de I’effet chaperon communément admis (Figure 20)

et vient d’étre trés récemment remis en cause par le groupe de Tropack.*®

Si les mécanismes d’action de ces chaperons pharmacologiques restent incertains pour le
moment, le champ d’application et 1’espoir suscité par cette nouvelle voie thérapeutique sont tres
importants. De nombreuses stratégies sont envisagées pour atteindre les objectifs des différents
enjeux de cette thérapie. En effet, il faut pouvoir trouver des criteres pour la conception de
nouveaux chaperons. Ces nouveaux chaperons devront étre plus puissants, ¢’est-a-dire engendrer
des augmentations d’activité plus importantes des GCases mutées a des concentrations plus
faibles et, étre plus sélectifs pour ne pas générer d’effets indésirables. C’est dans ce cadre que
nous avons imagine une stratégie pour 1’élaboration d’une bibliothéque de nouveaux chaperons.

1.2.2. Stratéqgie adoptée

La stratégie envisagée repose sur une collaboration avec 1’équipe du Pr. A. Delgado de
I’'université de Barcelone. En effet, cette équipe a développé une methode de screening in situ
d’aminocyclitols en utilisant le concept de chimie click.*®’ Cette étude a été conduite dans le but
de déterminer rapidement une structure optimale pour la partie pseudo-aglycone des composés.
Cette famille de composés posséde des activités inhibitrices de la GCase,*®® mais ne présente pas
d’activité chaperon significative pour un nombre conséquent de mutations.'?® L’étude réalisée par
ce groupe, leur a permis tout de méme de mettre en évidence plusieurs composés intéressants avec
des ICsp sur la GCase de I’ordre de la centaine de nM (composés 63, 64, 65) (Figure 30). Certains
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