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Résumé

Une partic essenticlle de la recherche an sein de notre groupe se concenite sur explication du
mécanisme de la biosyathése du porphobilinogénc (PBG). A Faide d'analogues du substrat
synthétisés, des intermédiaires postulés et du produit de {a biosynthése, une série d'émdes
d'inhibition de I'enzyme {PBGS, EC 4.2.1.24) on1 &1¢ entreprises afin d'éclaircir les détails
mécanistigues.

Dans Ic cadre de ce travail, en vue de préparer une séric d'analogres de I'intermédiaire postulé
par Jordan [1]. nous nous sommes principalement intéressés (Figure I & la syniliésc de
dérivés peptidiques de l'acide S-aminolévulinique (ALA).

intermédiaire postuld approche & l'zide
des peptides
COOH CODH
CoOH
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Figure | : Synthise d'analogues de I'intenmédinire postuld par Jordan h laide de la chimie pepsidique

Suite & une série d'essais encourageants en solution, NoUS avons opté pour zne application de
la préparation des dérivés peptidigues de ALA sur un support solide (Figure 11).
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Figure [1 : Slratégie suivie pour la synthése peplidique sur phase solide (SPPS)

Des problémes imporiants de stabilité de ALA et de ses analogues, notamment £n présence
d'entités nucléophiles etfon basiques, ont cependant fait que lidée de pouvoir construire des
biblioth&éques de peptides basées sur ALA s'est révélée irréalisable jusqu'a maintenant, et qu'il
a par conséquent €€ nécessaire de revenir & une synthése de dérivés peptidiques en solution,
Dans ce contexte, uzne série de di- et de tripeptides a 6té préparée, mais les tesis préliminaires
d'irhibition sur {a PBGS se sont avérés per concluants, ce qui nous a poussé & trouver une

nowvelle apphication pour ALA et ses dérivés.



Depuis une dizaine d'années, une nouvelle technique appelée thérapic photodynamique (PDT)
est en constanle évolution. Cette méthode combine l'emploi d'une substance
photosensibilisatrice et de la lumiére, en général un laser, pour provoquer la mort cellulaire et
la destruction des wmcurs, Elle s'est révélée étre trés efficace dans le traitement d'une grande
diversité de cancers (hotamment ceux dc l'oesophage, de la pean et de la vessie). Plus
récemment, de nombreuses recherches se somt dirigées vers l'application de ALA en PDT. En
¢ffer, lorsque ce dernier est administré de maniére cxopéne 4 une lignée de cellutes, il cst
inclus au sein din chemin biosynthélique menant aux porphyrines et conduit ainsi 4 la
formation de protoporphyrine IX (PpIX), qui ¢st un photosensibilisateur puissant. Cependant,
'ebstacle principal rencontré dans l'utitisation de 'acide 5-aminolévulinique dans la technique
PDT est représenié par sa péngtration limitée au scin des tissus amoraux, raison pour laquellc

des dérives de ALA sont actuellemen: éuidiés o 1any que précurscurs plus efficaces de In
PplX.

Dans le cadre d'une collaboration établie avec le Département de Génie rural de 'Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne et avee |'Institw de Pathologie du Centre Hospitalier
Universitaire ¥Yaudois, nous nous sommes donc intdressés & l'application des dérivés
peptidiques de ALA dans la 1echnique PDT et A leur efficacité potentielle en tant que
précurscurs de pholosensibilisateurs. Des éludes d'hydrolyse et de dépratection, ainsi que des
tests préliminaires dc fluorescence effcctués sur des lignées de cellules particuliéres ont
permis d'affirmer que les dérivés ci-dessous (Figure [11) conduisent i des résultats prometteurs
e1 que cctee stratdgie mérite d'Bire étudiée plus profondément.
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Figare §11 : Struciures poientiellement intén s pour une applicalion en PDT




Abstract

An essential part of our research is focussed on the explanation of the Parphobilinogenc
(PBG) biosynthesis mechanism, Thus, a series of enzyme (PBGS, EC 4.2.1.24) inhibition
sludics has been underiaken with the help of symhesized analogues of the subsiraie, of 1he
postulated intermediate and of the product,

In this work, in otder to prepere analogues of the postulated Jordan intermediate [1], our
rarpet wag the synthesis of 5-aminolevulinic acid (ALA) peplide derivatives,

; : Strategy with the help
postulaled intermediane of peplide chemisiry
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Figure 1 : Synihesis of posiulated Jordan intermediate analogues with the help of peptide chemisiry

Afier a promising series of solution trials, we decided on an application of solid supported
ALA peplide derivatives synthesis.
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Figure [1; Stravegy for solid phase peptide synthesis {SPPS)

Imporant ALA (and analogues) stability problems however, particularly in the presence of
nucleophilic and / or basic moieties, made the consruction of ALA based pepide libraries
impossible until now and it was necessary to return to solution synthesis of peptide
derivaives. {n this contexl, a series of di- and tripeplides has been prepared bui the
preliminary PBGS inhibition 12515 wete disappoiniing, which was an incentive for us to find 4
new application for ALA and its derivatives,



In the last 1&n years a bew technique called photodynamic therapy (PDT) has been in constant
cvolution. This method combines the use of a photosensitizing substance and light {in general
n laser} to cause cellular death and lumor destruction. It is very efficient in the wreatment of a
variety of cancers {particularly ocsophagus, skin and bladder cancer). Recently, various
applications of ALA in PDT have been developped. In fact, the exogenic administration of
ALA to a cellular line causes the incorporation of ALA in the porphyrins biosynihetic path
and thus 10 proloporphyrin 1X (Ppl X) formation. However, one of the main obstacles to ALA
use is {15 Jimiled penetration inlo tumora) tissue. Current efforts concentrate on ALA
derivatives which would be mare efficient PpiX precursors.

Our collaboration with the depariment of rural engineering in the EPFL (Mrs. M. Zellweger
und N. Lange) and with the depariment of pathology at the CHUV (Ms. L. Juitlerat) allowed
us ta focus on the application of ALA peplide derivatives in the PDT technique and on their
potentia) efficiency as photosensitizer precursors. A series of hydralysis and deprotection
studies, combined with preliminary fNucrescence assays on particalar cellular Jines, led vs 10
promistog derivatives {sce Figure 1I) and contirmed the patential of our strategy.
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Figure 111 : Polentially imeresting siructures for 8 PDT application
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INTRODUCTION

Pourquoi Iherbe cst-elle verte 7 Pour quelle raison le sang est-il rouge 7 1l v a plus de 400 ans,
ce type dc questions occupait cxclusivement les grands esprits de I'époque, comme les
métaphysiciens. De nos jours, griice 4 la chimic moderne, tout le monde sait désormais que le
monde rouge ¢t le monde vert dérivent tous deux d'une seule et unique famitle de pigments
ayant comme base un macrocycic constitué d'atomes de carbone et d'azote. Les exemples les
plus connus de ce type de macromolécules sont les porphyrines contcnant un atome de fer
(héme ouv hémoglobine) et les porphyrines réduites (chlorines) contenant un atome de
magnésivm trouvées dans la chilorophylie, le pigment responsable de Ja couvlenr verte des
planies. Sans les porphyrines (Figure No.1) el leurs dérivés, la vie telle que nous la
connaissons aujourd'hui n'aurait pas i€ possible.

Figure No.1 : Le macrocy¢le porphytinique non-substitué (appelé également porphine)

Les plantes se serveul de 1a chiorophylle pour collecter 'énergie photonique émise par le
soleil; cette éncrgie permet la conversion du dioxyde de carbone et de eau en hydrates de
carbone. Ce processus photasynthétique est vital dans P'écosystéme du monde vivant, car les
plantes ont besoin des hyvdrates de carbones pour croitre, des animaux se nourrissent avec ces
plantes, puis d'autres animaux mangent ces animaux, etc. Plus simplement, on pourrait écrire :
pas de chlorophylle, pas de photosynihése, pas de vie (exception faile de certaines bactéries
qui tirent Jeur énergie vitale de sources chimigues uniquement).

De la méme maniéte, sans la présence d'héme dans I'hémoglobine, les grands vertébrés
n'auraient pu évoluer puisqu'ils n'auraient pas cu les moyens de transporter rapidement de
I'oxypéne & travers leurs orpanismes complexes. Leurs cellules, en manque d'oxygéne et
d'éncrgic, nauraient pas &4 en mesure de se développer, En d'autres tetmes, oliily s de la
vie, it y a les "pigments de la vie".

Un fait remarguable ¢st que, ol il ¥ a eu la vie, les restes fossiles de ces mémes pigments sont
toujours présents. Dans les profondeurs terresires, les processus géologiques qui ont permis
une conversion graduelle des plantes mortes ct de la matiére animale cn carburants fossiles, en
charbon et en huiles, ont en effer égalemem transformé la chlorophylle verie en
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ptiroporphyrines rouges. De nos jours, les géologistes se serveni de ces dérivés comme
marqueurs chimiques dans leurs découvertes de nouvelles huiles [2].

Un autre point soligrant anatre compldte dépendance de ces pigments €st que les
dysfonciionnements appelés porphyries affectent ceux ¢t celles caractérisés par un mauvais
métgbolisme porphyrique. Ces dysfonctionnements peuvent aveir comme conséquence vne
sensibilité accrue 4 ta lumiére, voire la démence. La légende prétend dgalement que les
vampires auraient pu souffrir d'une forme de porphyrie ...

D'autre part, les porphyrines sont employées dans la recherche de nouvelles sources d'énergie
et dans des essais en vue de trouver des nouvelles thérapies pour les cancers. La grande
capacité d'absorption des porphyrines ei de leurs dérivés peur étre exploiiée pour piéger
I'énergie solaire. Cetie sensibilité 4 la lumiére est également susceptible de rendre les
porphyrines plus précises que les rayons X dans la destruction de cellules tumorales,

De 'a méme manidre, les porphyrines pourraient prochainement pariiciper 4 une révolution
dans le monde électronique. ob des ordinateurs moléculaires basés sur les atomes de carbong
(des milliers de feis plus petits es des millions de feis plus puissanis) remplaceraient les
machines existaates [2].

En bref, le domaine des porphyrines touche clairement plusicurs disciplines, 1clles que la
chimie, la biochimie, la médecine, l'ingénierie chimigue, la paléodeolopie, |'duerpiz
alternative et la micrp-€lceironique.

Le réle des porphyrines

Une particulartté intéressante des porphyrines est le faii que de petites variations au niveau de
la structure du macrocyele tewvapyrroliqgue sont en mesure de générer une prande diversité
dans leurs fonctions biochimiques (Fipure No.2).

Au yremicr coup d'oel. il peut sembler illusoire de penser que I'héme ct la chlorophylle sont
deux composés de la méme famille. Toutefois, 1ovs deux partapent la méme voie
biosynthétique jusqu'a un certain point, €1 ¢’est uniquemem dans 1¢s étapes finales que leurs
biosynthéses respectives sont différentes, Méme la vitaming B2, magrocycle basé sur le
chromophore corrine, peut étre considérée, dans ce contexte, comme apparentée (3],

La fonction principale des porphyrines et de leurs dérivés dans la Naiure est de s¢ lier & des
atornes meéalliques qui agissent en tamt que centres pour ua grand nombre d'actions
biochimiques. Ainsi, Ja PplX de I'héme complexe le fer qui se lie de maniére réversible 4
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['oxygéne et qui peut ainsi &re transporté i travers le corps {(hémoglobine) ou stock au sein
du 1issu musculaire (myoglobine).

Dans lc coenzyme de la vitamine Bz (unique composé arganométallique naturel}, Ja Nature
s¢ sert du complexe de cobalt pour induire des réactions radicalaires, telles que réduction et
migralion, La carence en cette vilamine conduil & Fanémie pemicieuse, maladie reflélant une
pénurie de globules rouges gqui, durant leur développement, sonl transformés en
mégaloblastes, au lieu d'incorporer I'hémoglobine. Un deuxigme symptdme observé est la
déiérioration du systéme nerveux central. Cette carence n'est que raremient due 4 une
mauvaise alimentation mais généralement la conséquence d'une absorption imparfaite de la
vitaraine par l'intestin,

4 4 ) N -
= .y 3 H P R, Ma
2 ; Na
] ,J\/ ﬁ(
HoC 4 H 0% nH, 0% “hH,
Liropoephyrinogieog 1 17
Amida cobyrinique

{ooBur de Ia vitemine B ,)

COpnytH Cé;ua ¢
15
Chlgrophyfie &

Intemprétation :
I = Balsan covalente
§ = ligtson dative

Figure No.2 : Liens de pareni¢ entre Phéme, ta chiorophylie o et le coeur de Ia vitamine B 2. Tous trais panagent
un précursenr biosyalhétigue commun - 'UroporphyTinogéne 111
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La photosynthése

Comme il I'a été expliqué plus haut, Ia vie telle que nous la conanissons serait impossible sans
la photosyathése. An sein de la chlorophylle, le métal lié est le magnésinm. Dans ce cas, le
tdle du macrocycle cst de captutet lcs photons de la lumidre dans la région de Jultraviolet
proche (400 nm) et dans Ia région rouge (650-700 nm) du spectre visible. En fait, au sein du
macrocycle porphyrique rédnit de s chlorophylle, le sysiéme conjugné de double-liaisons est
idéal pour ce genre de fonction, alors que les substinants fixés sur ce niéme macrocycle
permettent de régler ses capacités d'absorpticn de lumiére et de transfert d'élecirons,

En fait, les molécules de chlorophylle ne fonclionnent pas de maniére isolée. Elles Sarangent
en effet plutdt en séries de 2 4 300 molécules pour former des antennes minuscules capables
de récelter de grosses quantités de photons en peu de temps et de les diriger sur une “paire
spiciale” de molécules de chlorophylle. LA, l'énergie des photons est piégée sons la forme
d'élcctrons excités qui sont Iransponés vie une série de chlorophylles ¢t quinoncs incorporées
dans ies protéines du photeecnire. De celle maniére, un potentiel est généré 4 wravers la
membrane, et ce potentiel permet la conversion du dicxyde de carbone en hydrates de
carbone.

Parallelement, l'oxygéne de l'eau est oxydé en oxypéne moléculaire. Alin d'utiliser une
quantité maximale de lumiére, les chlorephylles som réunies en antennes qui rassemblent les
photons &t qui les conduisent au photocenire pour assurer une oxvdation, sans la génération
d'une grosse quantité d'intermédiaires dangereux (comme les perpxydes et les superoxydes)
susceptibles de causer des dommages iméversibles anx biomolécules et aux membranes,

L'hémoglobine et les hémoprotéines

Le métabolisme cellulaire est en fait une succession de réactions d'oxydation conplées, qui
débute avec des substrals hauts en énerpic (par ex. les hydraies de carbone} et qui se termine
avec la formation de diexyde de carbone. Une séric d'enzymes redox est utilisée pour
accomplir graduellement 1'oxydation walale des substrats, tom en créant au cours du processus
des molécules dc haute énergie ntiles pour la cellule, relles que I'adénosine iriphosphate
(ATP) et le nicotinamide adénine dinucléotide phosphaie (NADP).

A la fin de ce processus, c'est-a-dirg quand toute I'énergie utilisable a été pompée des
&lectrons, ces derniers sont transportés en dehors de la cellule par des molécules d'oxygéne
(quatre électrons par molécules d'oxygéne), qui, aprés avoir récupéré chacune guatre protons,
sont elles converties en molécule d'ean. L'oxygéne, en fait, élimine une partie des “cendres"
causées par 1a "combustion” des hydrates de carhone.
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li est par conséquent dans I'intérét des organismes vivants avancés de recevoir de Foxygéne &
différents niveaux aussi rapidement et cfficacement que possible (les pelits organismes
unicellulaires ne requidrent pas de systéme transpocteur d'02 puisqu'ils profitent du
phénomeéne de diffusion), d'étre en mesure de stocker cet Oz (en particulier au sein des
cellules musculaires), mais aussi d'étre en mesure d'éliminer 'awre composant principal de
ces "cendres" métaboliques ; le dioxyde de carbone. Ces différentes fonctions sont assurées
dans notre corps par 'sémoglobine et la myoplobine, respectivement transporteur et
"stockeur” d'oxygéne.

L'hémoglobine transporte done I'oxygeéne 4 partir de sa source au sein de |'organisme, ¢'est-&-
dire des poumons, de la peau jusqu'd I'endroit od il en est fait usage, les muscles
principalement, L'hémoglobine se charge également d'éliminer le dioxyde de carbone en le
transportant aux endroits o il est facilement expulsé. L'oxygéne est en fait transféré 4 la
myoglobine ol il y est stocké et prét 4 étre métabolisé. Le métabolisme, Iui, met en jeu une
série d'liémoprotéines (protéines contenant de I'héme, de la PplX liée 2 du fer ou 4 un de ses
dérivés) appelées cytochromes qui sont caractérisées par un potenticl redox réglé de maniere &
ce que le flux électronique permette, a la fin du processus, de générer l'oxygéne moléculaire.
Le poimt intéressant 4 souligner ici est que les différentes hémoprotéines, hémoglohine,
myoglobine et cytochromes sont toules caractérisées par un groupe prosthiétique similaire,
basé sut I'héme 9. Le mode de fonctionnement de ce groupe, gue ce soit le lransport
d'oxypéne, le stockage ou le rransfert électronique st en fait réglé par les substituants se
trouvant autour du systémce porphyrine et par les aumes tigands liés & laiome de fer central.

11 est encore important de noter qu'il existe d'autres 1ypes d'hémoprotéines, comme les
dismutases, les peronydases et les catalases, qui protégeni noire corps contre les ravages
pouvant étre causés par I'cxygene. Des hémoprotéines sont également impliquées dans la
régulation des génes, le métabolisme du fer, ainsi que dans la synthése des hormones. Clest
une des explications & la fanieuse devise : ol il y a de la vie, il ¥ 2 les porphyrines.

L'origine des porphyrines

Certains acides aminés, en plus de leur fonction majeute en tant gu'élément de base pour la
construction de protéines, sont des précurseurs essentiels d'une variété de biomolécules
importantas telles que les nuciéotides (coenzymes nucléotidiques, I'héne, divers hormones et

neuroiransmcitewrs, ou le glutathione).

Par exeriple, I'acide S-aminolévulinique (ALA) L, le précurseur universel de tous les
letrapyrroles, peut étre produit par I'intermédiaire d'un ou de deux chemins biosynthétiques
(nommés chemins Cq et Cs), alors que les éeapes de 1a voic amenant de ALA au premier
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tetmpymole cyclique, F'Uraporphyrinagéne 11 (Uro'gen 1) 4, sont identiques dans tous les

organismes &udids jusqu'd maintenant.

Ainsi, la voie biosynthétique des tewrapyrroles peut éire représentée par un arbre, caractérisé
par vn systéme dichotomique de racines constituées des memiéres étapes conduisant 4 la
production de ALA, par un tronc représeniant les étapes communes de la biosynthése
tetrapyrraligue au sein de tous les organismes, et par un dais formé par les étapes conduisan!
aux produiss finaux unigues de la voie biosynthétique (Figure Ne.3).

Au sein de ce dais, il y a tout d'abord les corrinoides {vitamine Bz 17), qui comiennent un jor
cobalt au sein du macrocycle, 2 le sirohénie, qui est le groupe prosthétique caractérisant les
réductases de nitrites ou sulfites. A noler que ces entités dérivent d'une premiére ramificalion
du irone principal an niveau de FUre'gen 111 4. Les chlorophylies, quant A elles, représentent
les produits d'une deuxiéme ramification principale débutant avec la chélation d'un ion
magnésium & l'intérievr du macrocycle tetrapyrroligue, alors que Jes différents hémes
représenient les produits d'une troisiéme ramification débutant par 1a chélation d'un ion fer &
Timérieur du méme maergeycle,

A noter encore que les phycolibines e que le phytechrome (chromophore dw pigment
photomorphogénétique), tous deux des structures lindaires secondaires. représentent
égaiement des produits de la "ramification-héme”.

CHalanEs

Ragiuctact s paycaniing

Cylochramis

GhINEaie ) Sucrionls

G5 Pathway C4 Pathway

Figure No.3 : La biosymhése des weirapyrrales © une voie & In fois convergente ef divergeme
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La porphobilinegéne synthase : une énigme mécanistique

La Porphobilinogéne synthase (PBGS, EC 4.2,1.24) cst le second enzyme intervenant dans la
biesynthése des pigments de la vie [4] et il catalyse Ja formation de porphobilinegéne (PBG)
2 4 partir de deux melécules d'acide S-aminolévulinique (ALA) 1 [5]. PBG cst trausformeé 4
l'aide de deux autres enzymes en Uro'gen HI 4, qui st le demier précurseur commun dans
tous les organismes.

Malgré des études approfondies sut des PBGS issues de diverses sources, l¢ mécanisme exact
de la formation du PBG n'est pas encore définitivement éclairci. Différents postulats ont été
proposés pour cette condensation similaire & une condensation de Knorr [6]. Le mécanisme de
cette réaction eatalysée enzymatiquement doit permetiee d'expliquer Jes points communs cntre
la condensation chimique et la transformation biochimique. La différence existant entre Ja
réactivité et la biosynthése représente également un peint impertant dans la censidération des
pigmerits de la vic comme des composés prébictiques [7].

Dans la premiére proposition, Shemin a postulé la formation d'vne ligison C-C via une
réaction du type aldelique en tant qu'étape centrale du mécanisme biosynthétique [8,%]. La
réaction aldelique génére un intermédiaire qui relie les deux aminolévulinates pour la
premiére fois ensemble. Eo se basant sur ce mécanisme, une synthése biomimetique a pu étre
cffeciuée dans notre groupe [10] avec un rendement satisfaisant. Dans ¢ette séquence, la
connexion des deux analopues de ALA se fait tout d'abord gréice 4 la formation d'une liaiscn
C-C vig une réaction aldolique. L'intermédiaire formé ¢yelise alors spontanément pour former
le pyrrole désiré avec tous les substituanis & la bonne place.

Quelques années plus tard, Jordan a postulé la formation d'une liaison C-N cn tant qu'étape
initiale pour relier les denx substrats {1]. Dans le méme travail, il a également proposé une
alternative méeanislique qui se rappreche du pestulat de Shemin. Or, aucun mécanisme n'a pu
étre prouvé jusqu'd aujourd'hui. Le mangque d'information structurale selide ne permet pas de
privilégier une salution parmi les propositicns mécanistiques émises jusqu'i maintenant.

Depuis plusieurs années, notre groupe s'intéresse au mécanisme d'action de la PBGS 4 travers
des études systématiques d'inhibition [11-15). Afin de tester les sites de recennaissance de la
PRGS issue de E. coli et R. spheroides, des sérics d'analegues du substrat, du produit &t des
intermédiaires postulés ont été synthétisées et leur potentiel dinhibition déterminés. Le but de
cos études est de contribucr 4 la cennaissance du site actif de l'enzyme, d'¢lucider des
mdécanismes possibles pour la transformation et d'analyser les différences caractérisant Ios
enzymes issus de diverses sources.



BUT DU TRAVAIL

Dans le cadre des études systématiques d'inhibition de PBGS, nous nous intéressons & la
synthése d'une série d'anelogues d'un des intermédiaires postulés par Jordan, Notre stratégie
consistera i nous baser sur la structure du substrat ALA et 4 introduire une chaine peptidique
au nivezu de son N-terminal (Figure No.4).

intermédiaire pastulé idéefstratégie
par Jordan “
COOH COOH
CCOH
o 0O Laa
N Hg M
HaN f
chaine peptidique

Figure Na.4 ; llustraiion de 1a stratégie suivie paur la synthése d'analggues de lintermédinire postul par Jordan

L'intérét de travailler avec des peptides dans cette approche réside principalement dans la
possibilité d'envisager rapidement la construction d'une série de bibliothéques combinatoires
de composés, en se servanl des connaissances acquises & I'occasion d'un stage de cing mois
chez CIBA-GEIGY A.G. (Dépaniement de diversité moléculaire, Laboratoires de M. H. Rink)
dans le domaine de la synthése peptidique sur phase solide (SPPS) (Figure No.5). De cclte
maniére, en combinant celte idée avec les indications apportées par des études d'inhibition
précédentes [13,15], 1a stratégie & suivre sur le support solide deviendrait 1a suivante :

Ba o
e a s aey
—_— ——

ALA

Linker de type WANG
Résine di: iype polystyrine

Conditions employées en SPPS »

20% pipédridine dans DMA pour 1a déproteciion Fmaoe

DIC { HOBI pour Iz C-activalion des unilds synthétiques

Stralfgie de double-coupinge

DMA. el lzoprapanal paur les élapes de ringape

DMA { Pyridine f Anhydride acétiqua 8:1:1 pour 1'éunpo e gojlfzee
TEA{0q) 95% pour le clivage du support solide

Figure No.5 - Stralégie employée en SPPS paur b construction de bibliothéques combinatoires
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Les conditions pour la synthése sur phase solide sont celles employées traditionnellement
pour la construction de bibliothéques de peptides en chimie combinatoire. Le dérivé
peptidique synthétisé pourra ensuite étre séparé du support solide et éure testé en solution, afin
de déterminer son potentie] d'inhibition.

Cependant, avant de se lancer dans une synthése sur phase solide, il sera tout d'abord
nécessaire de procéder & une émude de réactivié de ALA au nivean de la chimie peptidigue en
solution en déterminani les réactifs les plus efficaces ainsi que les conditions réactionnelles
optimales, de maniére & savoir s'l serz vraiment utile ¢l possible de se concentrer sur une
approche combinatoire,

Daans un autre contexte, fa voie conduisant 4 la biosynthése des tetrapyrrales & partic de ALA
peut &tre exploitée dans une nouvelle technique en encolegie : la thérapie photodynamigue on
PDT, qui combine l'emploi d'une substance photosensibiiisairice {notamment Ia
protoporphyrine 1X ou PplX) et de la lumiére pour provoquer 1a destruction sélective des
1i55US WEoTaux.

Dans le cadre d'une collaboration récente établie avee Iz Département de Génie rural de
I'EPFL (MM. N. Lange et M. Zzllweger) et avec I'Institut de Pathologie du CHUY {Mme. L.
luillerat), il serait done trds intéressant d'étudier I'utilisation des dérivés peptidiquas de ALA
dans la technique PDT et de déterminer leur efficacité en tant que précurseurs potentiels de la
PpIX.

Du point de vue pratique, cela représentera, dans un premier lemps, une série d'études de
déprotection et d'hydrolyse enzymatique sur les dérivés de ALA, pous permettamt ainsi de
définir linfluence des chaines latérales et de la mature des terminaisons peptidigques. Ensuite,
des études de fluorescence sur trois types de lignées de cetlules particuliéres & 'aide de
certains dérivés de ALA nous donneiont des indications précieuses suy la structure potentielle
optimale pour une éventuelle utilisation dans la technigue PDT.



PARTIE THEORIQUE

1. La chimic combinatoire dans la recherche pharmacologique

Le but principol de la recherche phamacologigue st de trouver un médicament pour résoudre
un probleme. Deux approches différentes omt é1é développées daas ce sens. La premiére
approche est représentée par un "drug design” que 1’on caractérise de rationnel, En fait, grice
dun eonnaissances acquises en biochimie ef dans le domaine de la génétique, le chercheur
peut déterminer la protéine sur laguelle agir ; il est donc en mesure de Fisoler ¢t d’analyser sa
siructure de maniére suffisamment précise pour pouvoir caractériser son site actif. Ainsi, le
chercheur peut prédire les propriéiés physiques et chimiques du médicament qu'il a i
développer. Ce concept de "drug design” rationnel permet donc de se lancer dans une
recherche avec une idée relativemnent précise de la constitution de 1a mpléeule & synthétiser.
Un désavantage de cetie approche est certainement la durée de cete analyse, raison pour
laquelle cette derniére déeennie a vu naitre une alternative plus rapide.

Dans cette nouvelle approche, appelée “irrational drug design", le chercheur ne s’inféresse
qu’a 1a forme grossiére du réceptewr, sans besoin d'analyses déigillées, Une fois la protéine
définie grossidrement, des techniques innovatrices permctirgnt de synthétiser une grande
diversité de structures sosceptibles d*étre pharmacologiquement actives. Ensuile, & 1'image
d’un cambrioleur se frouvani face 4 un coffre-fort & combinaisons multiptes, 1a prochaine
£&1ape consisiera & tesict toules les structures, sans exception, C'est la raison principele pour
laquelle gette apprache est appelée chimie combinatoire.

En fait, une fois la struclure grossiére du récepteur déterminée, le travail du chercheur
consiste tout d’abord & synthétiser une grande diversiié de moléeules, puis A les tester, soit
individuellement les unes aprés les autres, soit tontes simultanément afin de déiermner la oo
les structurces les plus aclives.

1.1.  Historigue

Le domaine de |a chimze combinatoire trouve ses racines dans la chimie des acides nucléigues
et des biooligoméres peptidiques. Dans la nature en cffet, la recombinaison dc sous-uniiés
moléculaires est 2 1a base des systémes immunitaires et des méeanismes d évolution. La
synthése chimique d'oligodeoxynucléotides était alors déja si perfectionnée que les frapments
artificiels de géne ne représentaient plus aucun obstacle dans le contrble de mutations
génétiques [16]. Des méthodes fizbles pour la synthése de peptides ont é1é développées niéme
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avant que 1'on arrive 4 un icl degré avec les oligonuciolides. Cest pourquod les premidres
biblicthéques de peptides ont éié prépardes en premicr, par simple symhése de séquences-
cible [16].

Le principe de la “split synthesiz” d'autre part, appliqué dans nn premier temps aux
biblicthiques de peptides, peul éire considéré comme une révolulion concepipelle. La
méthode a €t¢ formulée [17] et préseniée par Ic chercheur hongrois Arpad Furka (18], qui
réalisa qu'une straiégie pour une synthése conshinatoire contrdlée pouvait &tre congue a partir
de moyens modestes, Des publications présentées dans le méme numéro de Nature [19,20]
présentaient des niéthodologies combinateires affinées permettant unc idemification rapide de
structures actives 3 panir des bibliothéques de peptides. A partir de 14, i) était clair que la
chimie combinatoire allait 5°é1endre & d’autres domaires de la chimie organique. A priori, il
n'y a effectivement aucunc raison de se limiter 4 des structures oligomeriques ayani comme
base les acides aminés naturels ou des nucléotides.

En fait, n’importe quelle séquence de modifications structurales {couplages, dérivatisations,
etc.) se préte en principe & une approche combinatoire, 3 condition que la chimie impliquée
soit applicable et mutuellement compatible. Ces conditions, ainsi que le besoin de rendemenis
&levés évitani le passage par des élapes de purifications longues, sont de bonnes raisons pour
que le développenient de bibliothéques de petites moldcules non-peptidiques représenie un
d2fl A ne pas sous-estimer. Un premier pas dans cette direction a &ié effectué par Ellman [21],
avec la synthése d'une bibliothéque de benzodinzépines sur phase solide.

1.2, Principes de hase

La découverie de nouvelles struciures polentiellemem intéressames est un défi permanent.
Habitellerment, 1a source principale de composés biolagiquement actifs est représentée par la
famille des produits nawrels isolés de planies, des animaux cu des sources de fermentaiion.
Toutefois, nialgré la grande diversiié struclurale des produits naturels, la détermination de
I'activité d"une cible spécifique s"avire souvent difficile. Les groupes pharmaccuiiques se sont
lonptemps servis de lewrs larges colleciions de substanees commie sources de nouvelles
sirucluges présentani une activité biologique; d'auire par, des méihodes avtomatiques
développées pour un Screening rapide ont permis de tester des milliers de substances par
semaine, Un défant de ceite approche est que la diversité caraclérisani ces collections de
composés 51 limitée par le nonibre de structures &tudicdes précédemment par la sociéié,

De cette maniére, [a recherche pharmacoiogique 2 atreini un niveau, ol toujours plus de
récepieurs et d'enzymes soni identifiés en 1ant que cibles thérapeutiques, mais ol les
chercheurs sont contrainis de sélectionner des candidats parmi des extraits de produils
naturels ou parmi des collections vétustes de composés. pour finalement trouver une trace
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d'affinité et lancer de nouveaux programmes synthéliques. Dans cetie situation plutdl
frustrante, ) attrgit d'une bibliothégue de substances, consirvite de maniére 4 simplifier ce
processus de recherche, est évident.

La découverle de structures potentiellement intéressantes est premiérement un processus
empirique. Initialement en effet, le but final n'es1 pes de développer un composé actif. Clest
en fait plutdt le nombre et 1a variété des structures gu'offrent les bibliothéques de substances
qui représentent leur intérél. Souvent, n'importe quelle prédiction structurale & propos de ce
qui devrait présenter une affinilé pour la protéine-cible est généralement ignorée en faveur de
Ia déconverte rapide d'une nouvelle structure intéressante. Cela ne signifie cependamt pas
qu'il 0’y 2 pas de place pour un design rationncl en chimie combinatoire. Au contraire, une
idée de la structure du récepreur au de I'enzyme, bien que limilée, peul ére considérée, de
maniére 4 construire une bibliothique de camposés d'un type structural bien défini. Dans un
¢as exiréme, la connaissance de la struciore d'un composé potentiellement intéressant esl en
mesure de permetire la consuruction d'une bibliothéque constituée d’analogues directs de cetle
structure. Dans ce cas, |a synthése combinatoire est wiilisée dans le processus d'optimisation,
et non de découverte de nouvelies structures potenticlizment intéressanies,

Le but de 1a synthése combinatoire est de produire simultanément une grande diversité de
molécules avec une structure bien définie. Co principe est basé sur Je fait quc la Nature a &
on mesure d'oblenir avec suceds, 4 partir de quelgues unités synthéligues {comme fes vingl
acides aminés par exemple), un grand nombre de produits avec des fonctions diverses (les
peptides) grace aux principes combinatoires, Par excmple, la combinaison de rous les acides
aminés naturels powr donner tous les hexapeptides possibles aménc au chiffre impressionnant
de 206= 64'000'000 de substances |

A + B — AB

a
A0S

i O - O

1 reagent 1 reageni 1 product
Figure Ng.6 ! Lo synthése organique convemionnelbe

La chimie combinatotre cst basée sur le principe simple. mais révolutionnaire suivant : au lieu
de lier Ics réactifs A et B pour former e produit univoque AB (Figure No.6), diverses unités
synthéliques du type A (A1 A1g) sont trattfes avee diverses unités synthétigues du 1ype B
{B - Bg) selon des principes combinatoires; en fail, cheque substance réagil avec 1'autre



Lo chimiz epmbinmoire dans ia 1echerche phanmacologique i3

réactif (IFigure No.7}). Cet ensemble de réactions peut avoir Jieu simulianément dans un
mélange, ou chaque réaction peut s¢ dérouler séparément dans un récipient.

al B Al g1 al g2 a' 8"
2 4+ B —e atg' a2g?  a2pW0

A1° BIG A1° B' ATU Bg . A‘ID B?n

o
n"‘u\u + RI-NH; —= m"lL:wl'--m2
1t reagants 10 reagenis 100 producis
Figare No.T : La symhése organique combinaloire

Dans 1"exemple ci-dessus, dix réactifs du type A et dix eéactifs du 1ype B conduisent & cent
produits, suile & une réaction combinatoire. Si ce principe est appliqué aux synthéses en
plusicurs €tapes, qui sont fréquentes en recherche pharmacologique, on obtient rapidement un
nombre considérable de produits 4 partir de quelques unités synihétiques. La collection de
tous les composés produits dans une synihése combinatoire est appelée bibliothéque. Pour le
cas de synthéses co plusieurs é1apes, la taille d'unc 1elle bibliothéque, qui correspond au
nombre total de toutes les substances synthétisées, est déterminée par le nombre de réactifs ou
d’unités synthétiques uiilisées par réaction (relation linéaire} et par e nombre d’étapes
réactionnettes (relation exponentielle),

1.3.  Des bibliotheégnes de pepiides ...

Le fait que des biblinthéques de composés puissent &re crédes par synthése combinatoire a
été reconuu pour la premiére fois au cours des années 80 par des chimistes spécialisés dans les
peplides. Des pionniers comme Geysen [22,23] (méthode "multipin”) et Houghten [24]
{méthode des sachets de thé) ont cuverl ta voie. lls out développe différentes méthodes pour
1a synihése paralléle de peptides [25]. basées sur les technigues de symhése peptidigue sur
phase solide introduites par Merrifield [26]. Des progrés ont é1¢ apportés dans ce domaine,
enire auires par Frank [27] ("spot synihcsis”) et pai Fodor [28], qui em permis une
minialurisation de la méthode. La synthése combinatvire de pepiides au sens strict a €1é
introduiie en faite par Furka {17,18,29,30], et ces travaux peuvent étre considérés comme la
"naissance” de la chimie combinatoire. Ils mettaient en jeu la soi-dizant méthode "split
synihesis” [20] ou méthode "divide-couple-and-recombine” [19]. qui permet la synthése
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simple et efficace de bibliothtéques de peptides de n'importe quelle taille [31], sous la forme

de mélanges équimolaires bien définis.

1.4, .. acelles de petites niolécules organigues

Les peptides sont caractérisés, en tant que médicaments, par une faible biodisponibilied et par
unc facile dégradation protéolytique, e qui ks désavamage. En outre, la conversion d'une
structure peplidique active en unc structure non-peptidique st lente et compliguée. Pour ces
différentes raisons, la recherche en chimie combinatowre, ces derniéres années, s'est
concentrée sur le développement de bibliothéques de petites molécules organiques [32-36].
dynamisant ainsi ce domaine de recherche. En effet, i1 y a cing ans, seules certaines sociéiés
pionniéres et certaing groupes académiques éamient impligqués en synthése combinatoire, alors
que de nos jours, la plupant des grands groupes industriels et académiques s'inléressent 4 ce
domaine.

1.5,  Conception, méthodes et techniques de la chimie combinatoire

LAY, La conceplion

Différents aspects doivent &re considérés an moment de la conception d'upe synthése
combinatoire :

» NMécessité d'avoir une séquence, duram laguelle le maximum de réactions permeitent la
formation de liaisons (C-C ou C-hétéroatome). Ea molécule-cible est ainsi formée par des
réactions successives d'nnités synthétiques,

* Lcs unités synthéliques nécessaires pour ces réaciions de "construction” doivent étre
disponibles au sein de diverses collections.

» Le défi le plus important est représenté par 1a chimie : la formatian d'une nouvelle liaison
doit se faire indépendamment dc la struciure déjd synthétiséc et de unité synthétique 4
ajouter; le produit désiré doit par conséquent étre oblenu avec un bon rendement &t une
haule sélcctivité, Cela représente évidemment le cas idéal, un des buts 4 ateindrz en
chimie combinatoire est d'identifier les séquences réactionnelles permetiant une diversitd
maximale au sein des uniés synthétques.

» Les produits devraient éwre aussi diversifiés que possible. Cela signifie que des groupes

fonctionnels en mesure de participer 4 des interactions non-covalenies (interactions
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hydrophobes et ianigues, pants-H) avee une molécule-cible devraient étre substitués dans
le plus de canfigurations possibles.

s Enfin. es conditions réactionnelles, aussi bien pour les réactions individuelles que pour la

séquence entiere, devraient &tre compatibles avec une automatisation.

La synthése de peplides remplic toutes cos conditions. 11 n'y a qu'ua senl type de réaction de
couplage qui est répété, 4 savoir la formation d'une amide & panir dune espice acyle activée

et d'une amtine.

Pour In synthése de petites molécules orpaniques, le champ d'application de chaque réaction
d'une séquence choisie doit €tre émdié de maniére individuelle. Le but est d'étendre le champ
d'application par un choix subtile des conditions réactionnetles on d'identifier fes conditions
adéquatcs pour une collection particuliére de différcmes uninds synthétiques. En connaissant
exaclement la portée et les limites de chaque pas symhétique individuel d'une séquence
donnée, il est possible de faire an bon choix au niveau des unités synthétiques et ainsi de
procéder A wne synthése de bibliohéques concluante,

Finalement, i1 reste A traiter la question de a stratépie pour une synthése combinatoire
efficace (Figure No.8). Dans le cas de 1a synthésc de pepiides, il y a Baison entre des unités
monomériques douhlement fonctionnalisées (A); c'est le cas de la synthése d'oligoméres
également. En revanche, plusienrs stralégies peuvent éire envisagées pour la synthdse de
petites molécules organiques non-oligomeériques. Par exemple, it est possible de partir d'un
maodéle déjd équipd aves différents groupcs fonclionncls. Diverses wnités synthétiques
peuvent alors étre attaché#es A ces groupes, 50it & travers une ou une serie d'étapes {B3).
Altemativement, il pent éwre faj( usage de réactions permettant d'introduire noc nouvelle
fonctionnalité dans le produit, sur laquelle la prochaine étape réactionnelle (C) sopére.

>
>
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Figure Wo.8 ; Stealégies en chimie combinatoire
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Les réactions 4 plusieurs composants représenient un exemple exiréme de cette siratégie, dans
laquelle des imermédiaircs réactionncls panicipent directement a d’zutees réactions a des
conditions stables.

Si l'on considére que le nombre de composés organiques possibles possédant un poids
moléculaire inférieur & 750 est estimé 4 10200 [37], on peut facilement comprendre quil serait
impossible, inalgré le potentiel énorme de la synthése combinatoire, de symhétiser e1 de tesier
wous les composés potentiellement aciifs. Mémce dans le cas d'une synihése combinatoire
parfaite caractérisée par une chimie permctiant la synmhése de bibliothéques de n'imporie
quelle taille, il cst néeessaire de procéder & une sélection des unités synthétiques 4 employer el
des produits & faire.

Les bibliothégues de subsiances sont pénéralement synihétisées avec l'optique d'un test
biologique subséquent. La probabilié de tronver des composés actifs dans une bibliothéque
augmente avet la diversité et Ia disparité des composants de In bibliothéque. Les substances 3
tester doivent par conséquent étre aussi différentes que possible, en fonction du systéme
permetiant ce est; 1a diversité est en fait dépendante de Ia structure du sile moléculaire de
l'interaction. Exprimer [a diversité en fonciion du site d'action biologique semble altrayant
mais n'est pas applicable en peatique. La structure du site d'action est souvent inconnue, en
particulier lors de 8 recherche de nouvelles maolécules potentiellement intéressantes, et une
hibliothéque de substances devrait Sire testée sur plusieurs cibles. Il est donc plus utile,
lorsqu'on envisage une bibliothéque combinatoire de substances, de procéder a une définition
absiraitc de la diversité sur une échelle absolue,

Ainsi, dés maintenant, une collection de composés sera définie comme variée, si des groupes
fonclionnels en mesure de provoguer des interactions non-covalentes avec un réceplenr sont
dispoaibles dans autant de configurations que possible. La méthode de Martin est basée sur
cefie définiiion de Ja diversité [38].

Une bibliothéque permettant la découverte de nouvelles structures inlémessantes devrait étre
composée d'un grand nornbre de pelites molécules organiques possédant un haut depré de
diversité ("random library™). En revanche, si une structure connue doit étre optimisée, ou st
I'infotmation 4 propos du site d'action est disponible, lu bibliotheque doit &re
comparativement caractérisée par une petite diversiné ("focused or biased librarn”} [39,40].

Une bibliothéque peut contenir des mélanges de basse ou haute complexité ou des comnposés
individucls distinets. La décision quant 4 utiliser un formar particulicr, c'cst-2-dire tester soit
des composés séparés soil des mélanges de substances, influence leur synthése et la procédure
& suivre pour te test biologique. Si des mélanges sont considérés, plus de substances peuvent
€ure synthétisées et 1estées par uniné de 1emps. En revanche, la synthése doit produire tons les
composés dons le mélange & des concentrations approximmivement idemiques. Des
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problémes sont renconirés dans les tests de mélanges, avec des "faux” pasitifs et négatifs:
mais il est généralement admis que I'on puisse oublier une des substances actives durant le
strecning puisque, grice au grand nambre de subslances testées, un nombre suffisant de
substances intéressantes sera toujours détecté [41]. Cela se justifie autant longtenips
qu'aucune étude & propas des relations structure-activité n'est envisagée. Le temps épargné
grfice au travail avec des mélanges peut (outefois étre partiellement ou entiérement perdu 4
cause de |'effort nécessaire pour la "deconvolution", e'est-a-dire la nouvelle synthése de sous-
hibliothéques moins compleses ou de substances individuelles, cela dans e cas ol les
composanis actifs ne peuvent étre identifiés que par ce biais-la,

Puisquune bibliothéque de substanices sera employée idéalement dans plusieurs tests, il est
statistiquement possible que chaque mélange de substances donnera 16¢ au 1ard un résultat
positif au test et qu'il sera dane décomposé en ses consiituants, Dans une vue extréme, il serait
done raisonnable de se servir de substances individuclles dés ie dépar(. Cependant, des
bibliothéques de substances séparées ne sont pas susceptibles d'aiteindre la (aille désirée pour
l'identification de structures potentiellement intéressantes. Des bibliothéques trés grandes (>
10'000 composés) peuvenl uniguement étre produiles en tant que mélanges.

L'expérience montre quc Foptimisation de structures potentiellement iméressantes conduit 4
de nombreuses substances dotées d'une activité biologique. Dans ce cas, il est judicieux de sc
servir de bibliothéques de substances séparées dés le début. plutdt que de procéder par la suite
a unc "deconvolution" de mélanges. lci, les unités synthétiques sant sélectionnées plus
précisément e des bibliothéques plus petites (< 1000 compasés) sant synthéiisées,

1l e difficile de prédire sujourd'hui quelle stratégie générale va peévaloic dans e futur,
puisque lg choix du format dépendra 1oujours du probléme particulier anquel on sera
confronté. Une auwre décision de base concernc I'éiude de la bhibliothéque de substances
synthéiisées dans les tests biologiques ; les substanees doivent-elles étre Lesiées cn solution ou
sur un support (puisqu'elles sani abtenues initialemnent en synthése sur phase solide) ? La
tendance générale penche vers des (ests en solutian, puisque les résultats ne sont pas
influencds par des imteractions non-désirées avee le support et, surtout, parce que les systémes
de tests connus jusqu'd aujourd'hui ont éeé développés en solution. Mais cette teudance ralenti
peu & pou et de plus cn plus de tests innovateurs sont développés sur phase solide,

152, Les méthodes et les technigues de 1a synihése combinatolre

En principe, les synthéses combinataires peuvent étre effectuées aussi bien en solution que sur
phase selide (Figure No.9). La synthése de petites molécules arganiques sur un suppert salide
n'est pas aussi aisément optimisce que celic de peptides ou d'oligonuciéotides. Par
conséquent, Feffort & fournir pour développer ce type de synthéses est important. A noter
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1outefois que la synthése sur phase solide présenie un ceriain nombse d'avantages par rapport
4 la synthése en solution plus conventionnelle.

B

0> e Q<> A

AB — +AB
Figure Ho.$ : Principe de Ja synthise sar phase solite. Sphete = support polymérique.

L& réaction est en effet accélérde griice & 'emploi d'un excés du partenaire réactionnel soluble,
el une conversion complite peut anssi ire atteinte. Les étapes complexes d'extraction el de
_purification sont remplacées par vn simple ringage du supperi 2 la fie de chaque éape
téactionnelle. De cette maniére, Ja symhése sur phase solide permct d'envisager une
aviomatisation de chaque opération, méme dans le cas de symhéses 3 plusienrs £tapes. Ce
w'est donc pas surprenam de remarquer qu'un grand nombre de synthéses combinaloires de
petites molécules organiques ont é1é apérées sur support solide ces derniéres années. En fait,
cela a conduit 4 la renaissance des synthéses sur phase solide de molécules organiques
développées dans les années 70 et 80 {en particulier celles de Fréchetl [42) et de Leznoff [43]).

En revanche, comme le mantre le Tableau Ne.J, 1a synthése combinatoire en solution
présente divers avanlages qui ne devraient pas élre sous-eslimés, surlon! parce que les
syathéses organiques en plusieurs étapes sus phase solide se trouvent acluellement encore au
stade de débutant. La synthése combinatoire en selution ne requier effeciivement aucune
étape supplémentaire pour e couplage ou le clivage dun sepport polymérique. La stahilité et
la réactivité des linkers ei des résines ne doivent pas ére prises en comple pour faire un choix
au niveau des conditions réactionnelles. Mais te plus gros avantage réside dans le fait qu'il
n'est pas impératif d'adapter des conditions séactionnelles aux exigences inyposées par la
synthése sur phase solide. En outre, des supports polymériques fonctionnalisés plutdt onéreux
ne son! pas requis et une sugmentation relativement simple des quantités est possible.
Toutefois, le développement de concepts simples pour une purification automalique des
produits bruts sera vital pows un développement uhérieur de la symhése combinaioire en
solution. Si des produits secondaires on des réactifs en excés sont éliminés définitivement par
<e biais-la, le nombre de réactions wiles va rapidement s'accroitre. Pour ceue raison, la
synthése combinatoire en solution est considénte surlout pour des réactions incluant une ou
deux étapes. Pout le futur, le choix entre une synthése sur phase solide ou ea solution
dépendra des besoins, On peut également imaginer de combiner des réactions sur phase solide
e1 en sclution an sein d'une séquence, conme 1'a décrit Ricemment Armstrong [44].
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Tableau No.1 Comparaison des synthéses combinatoires sur phase solide ¢1 en
solutidn

Synthése combinataire

Phase solide Solution

Avaniages

Les réactifs peuvent étre utilisés en excds sans soucis  Toules les réactions arganiques peuvem &ire en
de séparation par la suhe, ainsi, les réactions sonten  principe considérées.

mesure d'atteinddre 'achévement.

Purification de produft par simplé ringage du support  Aucune adaptation d'une réaction connue nest

solide. requise.

Automalisation compléte et facile des séquences Aucune étape supplémentaire nécessaire pour le

réactionnelles. couplage ou e clivage du support,
Possibilité de "split symhesis" Des quaniinés illimitées de produit peuvent &tre
("un grain-un composéT), synthetisées,

Désavantages

Pea développée — temps udcessaire pour un  Les réactifs pe peuvent ére employés en excés sans
dévetopperment plus approfondi. qu'il m'y ait plus de travail au nivean de la purification

finale.

Etapes supplémentaires pour ke coupinge ¢1 1¢ clivage  Aulomatisation de I'exiraction €1 de In perificalion pas
it suppart, €videnie,

Le support e le linker limite la chimie envisagée.

Méthedes pour le contréle analytique des réaclions en
vaie de développement,

Auvssi bien les substances séparées que les mélanges définis peuvent éire synthélisés selon les
principes combinatoires, Les substances individuelles peuvent étre obtenues par le biais des
synihéses paralltles rapides (n substances synthétisées dans n récipients}). Une réaclion
efficace et automatisée est la condition de base pour réaliser ce lype de synthéses. La svnthése
de mélanges definis requiert des conditions réactionnelles permettant d'oblenir un grand
nombre de composés définis struciurellement en quantités équimolaires, avec le moins
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d'étapes réactionnelles possibles. De cette maniére, des mélanges de réaciifs pourraient &tre

employés & chaque étape réactionnelle, afin que le maximum de produits de réaction soient
formeés simulianément dans lc méme récipient. Clest le mode opéraoire usuel suivi paur la
synthése combinatoire de mélanges en salition,

En revanche, dans le cadre d'une syathése sur phase solide, ce concept s'est avéré convaineant
principalement dans le cas de synthéses de composés amides. pour la construction de
bibliothéques de peptides [45,46] et pour la synthése de nucléotides [47 48] Bien que cette
stratégic ail initialement ¢té considérée pour la synthése de petites makécules organiques [49),
seuls des réactifs possédant la méme réactivité furent employés.

Normalement, des différences importanies dans la réacrivité doivent étre prises en comple
pour la conswruclion d'imponantes bibliothéques de pelites moléeules organiques. Celz
signifie que certains produits de réactions sont susceptibles d'atre formés en petiles quanlités,
voire pas du 1out. De 1clles condinons réactionnelles ne possédent pas F'un des avanlages
principaux de la synthése sur phase solide, & savoir que les réactifs peuvent étre ulilisés en
excés pour amengr la réaction  son ferme.

Le probléme des vitesses de réaction différentes est cantourné élégamment par la “split
synihesis” développée par Furka et al. [17,18), qui pcrmet unc synthése efficace de mélanges
équimotaires. Comme le montre ka Figure No., 10, le support solide est tout d'abord divisé, par
excmple cu trofs parts égales, ct chacune des trois parties alignotes est traitée avec une umnité
synthétique de type A. Les résines produites sont alors niélangées puis redivisées pour donuer
trais mélanges, ol les composants liés 3 la résine Al, AZ et A3 sont présents en quantités
équimolaires. Ces derniers sont traités avec B, B2 et B3, étape qui conduit & neuf produits
définis au total, Puisqu'il n'y a qu'un seu réactif en solution dans chaque récipicnt et qui. &
chaque fois réagit avec un nombre réduit ou avec beauconp de parienaires lids au polymére en
fonction du plan de la synthese, chaque réaction peut évoluer jusqu'a conversion compléie,
indépendamment des cinéiiques diflérentes.

La répétition du cycle de division, réaction el mélange conduit, en pen de temps. 3
d'importantes bibliothéques de conipesés, au scin desquelles chague sebsiance est présente sur
le méme grain ("un grain - un composé” |20]). L'avantage claic est que 27 produits sont
obtenus en 9 étapes réactionnclles et avec neuf unités synthétiques, alors que leurs synthéses
1l tant que composés individuels nécessiteraient 81 érapes réactionmelles. Tous les 8000
tripeptides obtenus a partir des 20 acides aminés naturels peuvend étre synthétisés en 20
mélanges de 400 composés chacun par la méme méthode. en employant 60 réactions de
couplage uniquement, Ces tripeptides peuvent &ire considérés quasiment commce composes
sépar¢s, taut qu'ils sent couplés @ la phase solide,
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Figure No.tD : "Splil synthesis". Sphére = support polymérique. R exprime le nombre de réactions réalisées en
paraltéle. P est le nombre de produils diifférems

Une approche intéressante en vue de minimiser le nombre de substances & synihétiser est
représentée par Femploi d'algerilhmes géngtiques [50]. Cetle stratégie est employée
généralement pour I'optimisation de systémes & plusieurs paraméires et elle représente unc
bornc solution avec une haute probabilité. Grice A emploi des opérations génétiques comme
1a réplication cr la mutatton, de nouvelles solutions som déduites d'une collection de solutions
de départ ayam amélioré leurs propriéiés de génération en génération. En important cette idée
dans la chimie combinatoire, le but est d'optimiser une caractéristique bien précise d'une
substance désirde, 1elle que Pactivied biologique, tout en gardant le nombre de substances 4
synthétiscr ¢l & 1ester le plus bas possible.

1.6.  Caractérisation des bibliothéques combinatoires

Le mode de caraciérisation des bibliothéques de substances dépend de leur format. 5i des
substances individuelles sont produites par le biais d'unc symhése paralléie, l'analyse est la
méme que pour des substances synthétisées de maniére conventionnelle. La situation est
similaite si une bibliothéque de composés est synthétisée par 1a "split synthesis". En effet,
dans ce cas, chaque grain portani une seule et unique subslance, I'anzlyse de telles
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bibliothéques peut &tre réduite & lanatyse de substances individuelles, aussi longtemps
qu'elies sont liées 4 la résine. Flant donné gue Ia quantité de substance liée 3 unc particule
polymerique est de l'ardre de 100 pmol, kes méthodes de speciromélrie de masse sent les

méthodes de choix, méme si de gros progrés ont &6 accomplis derniérement dans le domaine
de fu spectrascopic IR {51] et RMN [32-54], Le clivage de la Haison produit-linker peut étre
effectué A occasion d'une élape sCpurée avant la mesure, & I'aide d'acide rifluoroacétique ou
par voie phutochimique [$5}, ou direetement au sein du spectroméire dans des conditions bien
précises [36).

Dians le cas ol fes bibliothéques se tcouvent éire sous la forme de mélanges aprés le clivage
du suppot, une caraciésisation analytique Dable est difficile et devient méme impossible avec
une certaine complexit® du mélange, Les prentiéres études pour ka caraciérisation de ce yype
de bibliothéque (& l'aide de méthodes spectroscopiques} proviennent, ici aussi, du domaine
des peptides [57.58).

En plus des méthodes directes pour k¢ détermination structurale décrites ci-dessus, 1l exjste
également des méchodes indirecies, particuliérement adaptées au travail avec des mélanges
produiis par "split synihesis”, Dans ce cas, la structure est déduite par déchiffrage d'un code
peéncré en paratiéle 4 lq symhése de ia biblivthéque et qui représente un enregistrement des
élapes syuthétiques opérées,

1.7, La synthése combinatoire en solution

11 existe en fait deux stratégies principaies pour la syuihése combinatoire en solution. Certains
groupes de recherche se servent d'approches impliquant (2 symhése de meétanges de composés
de complexité variable, alors que d'nutres groupes se scevent de I synthése paralidle, qui
conduit & moins dc composds mais qui possade des avantages au moment de ia caractérisation
¢t de Ja détermination de l'activité biologiqee des substances individuelles, Les avantages et
désavaninges des deux stratégies ont d&)3 été discutés dans la partie 1,5.2.

AN La synthise de mélanges de composés

La synthése de mélanges non-désirés représente un prand probléme en chimie ciassigue,
auquel chaque chercheur est conflronté un jour. Cela justifie le scepticisme affiché face & a
chimig contbinatoire lorsque on parle de synthése Fortuite, Par exemple, ie cas de la réaction
de Maillard [59] et des travaux de Chen ¢t Radmer pent étre considéné comme un exemple de
synthése fortuite pour la création de diversité moléculaire [60). Mais &iant donné que les
synthéses fortnites ne représentent qu'une minorité en chimie combinatoire, nous ne nous
#lendrons pas phus suy ce sujet dans le cadre de cette introduction.
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Le iype de symhdses combinatoires, 00 deux molécnles provenant de sculement deux
différenies classes de composés participent a une réaciion définie ou unc séquence de
réactions {comme les chiorurcs d'acide avec les amines pour conduire aux amides) par élape
réaciionnelle, sont micux caraciérisées que les synthéses foriuites. 5i des réaclions
séquentielles som évitdes, des produits secondaires non-désinds ne seront pas accumuiés.

Towmefois, cet avantage est limité sévérement par le nombre réduit de produits pouvant &rre
obtenu, puisque seuls deux différents composants som incorporés dans chaque molécule
formée. Des exenples de ce type de synthése ot été publiés par des groupes de recherche de
YUniversité de Duke aux Etats-Unis et par Glaxo en Grande-Brelagne [61,62}. Des exemples
relatant des réactions en deux, vpire trois étapes ont été publi¢s demiérement, mais nous
préférons passer directement au cas des synthéses "one-pot”.

D'autres séquences de réactions en plusieurs élapes pour la production de bibliothéques de
molécules ont &€ publides par Rebek 1. et al. [63,64]. Les réactions considéndes se résumem
4 la formation d'amides 3 partir d'amines el de chlorures d'acides, et 3 la réaction d'isocyaales
avec des amines. I1s ont été en mesure de coupler simultanément quatre groupes différents 4
une architectire moléculaire cenirale 2n une réaction et d'obtenir ainsi une grande diversiré de
composés,

Ce type de réaction "one-pol" permet aussi la production te2s rapide et efficace d'importants
mélanges de substances, 3 patir de réactions connues en solution. Si les composants de cette
réaction sont disponibles en formes structurales trés différentes — ce qui est certainement le
cas des amings —~ la restriction: 4 un type de réaction ne signifie pas que les bibliothéques de
composés cn résultant seront caraciérisées par une diversité moing importante. Ce qut est plus
important est le fait que seules les réactions ayane liew 4 parir de réactifs stmilaires peuvent
étre utilisées, et que cette méthode ne permet que 1a synthése de mélanges.

Mais cehe strarégie est devenue moins populaire avec la perte d'inmérét pour la synthése
d'importants mélanges. Rebek Jr. a égalemem présenié une sirarégie pour la détection de
composés biologiquement actifs av sein Fine bibliothégue de substances [63], et I'a utilisée
pour identifier un inkibiteur de la trypsine. La méthode de "deconvolution” employée dans ce
cas est intéressantc, dans le sens que ce n'est pas le mélange de composés les plus actifs qui
détermine le choix des unités synthétiques; c'est plutdt les mélanges les moins aclifs qui
perinettent de définir les critéres pour l'exclusion de certaines mobécules, Une reswriction
imporiante de cc procédé itératif est que o ne sont pas nécessairement les composés les plus
actifs qui sond ideniifiés. Rebek Jr. a cependant présenté une hypothése plausible en se servani
d'une simulation informatique, dans laquelte — méme si les composés identifiés ne sont pas les
plus actifs ~ un composé caraciérisé plus actif ne serait pas omis [64]. De plus, les groupes
fixés sur les composés aclifs sont idertifiés, vu qu'un seul composé actif peut difficilement
étre identifié au sein d'un mélange de dizaines de milliers de substances inactives.
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Les réactions 4 mliicomposants (ou réactions MCC) représentent un exemple & part au sein
de fa synihése combinatoire de biblicihéques de substances {65]. Ugi. un pionnier dans ce
donnaine, s'est oeenpé de cetie stralégie durant plusicurs ennées [66]. En 196] (c'est-a-dire
bien avent que le 1erme de chimie combinatoire ne soit inwroduit), Ugi et Steinbrilckaer
déclarérent quiil devrait étre possible de produire un grand nombre de composés 3 1'nide des
réactions MCC : "Eton1 donné que cc iype de réactions dc condonsation a licu €ntre quatrg

{voire plus) eomposants, e nombre de possibiliiés est trés dlevé. L'emploi de dix composés
pour chacunc des quatre candensations conduit 4 104 combinaisons possibles. Par conséguent,
il nous semble utile de détenniner rapidement 1a portde et les resiriclions de la méthode, en
fonciion des composants individuels, 4 I'aide d'éindes sur des systémes simplifiés, au sein
desquels un maxtinun de variables sont gardées constantes” [67].

{1 w'est done pas surprenam de noter que, presque 35 ans plus tard, c'est-A-dite aprés Farrivée
de la chimie combinateire, Ugi el af. se servent encore de cetie "chinvie" pour générer des
mélanges de composés {Figure No.11).

Ra CHaON g
Ri~N=C + Ry-CHO + fN“/L )\ro‘
1 2 HQNACOOH Sl N Y CHy

Figure No.1 1 : Une variation de fa réaction de Ugi

Le trmtement de trois acides aminés avec trofs ismitriles et trois aldéhydes, ainsi gue do
méthanol, permet d'obtenit une bibliothéque, constituée théoriquenmem de 54 composds { lcs
siéréoisomeres éant considérés comme composés séparés). Mais vu que seulement 37
compesés onl é1é délectds suile 4 une rnalyse GC-MS, trois sous-bibliothéques de 18
composés chacune ont éi€ crédes, L'étude de ces dernitres a permis d'affirmer que presque
1ous Jes composés atiendus avaient &1¢é forrnés. De la méme maniére que les réactions "one-
pot” sont simples 3 manipuler, les réactions MCC représentent une maniére cfficace de
générer des bibliothéques de composés, nialgré le rsque gue Tes produits soient formés A des
concenirations différentes. Grice 4 son expérience accumulée dans le dontaine, Ugi
sélectionna les réachfs de réactivilés simitaircs, Un choix réféchi du réactif assure également
que les produits seront formés avee un excellent rendement ef une pureié satisfaisante.
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IL.1.L. Synthéses paralléles de composés umigues

Afin d'éviter les désavantages, énumérés plus hane, de la synthése des mélanges de compasés,
plusieurs groupes de recherche se sont cngagés dans la synthése combinatoire de composés
unigues cn solution. La synthése la plus efficace possible d'un prand nombre de composés
individuels définis 3 I'aide de principes combinatoires étant maintenaat le but 4 atteindre, la
limite entre chimie classique et combinawire devient flexible dans le cas de ces types de
réactions.

Comme Upi, Armstrong [68] et Hotmes [69] se servent également des réactions MCC pour la
synthése combinatoire mais, dans leur cas, ils pénérent des composés unigues, Alors que les
travaux de Holmes sc concemtrent sur l'optimisation de !a synthése sur phase sclide,
Armstrong a publié la synthése d'une bibligthéque constituée de 64 tr-acyloxyamides & partir
d'une combinaison systématique de 8 aldéhydes, 8 acides carboxyligues et d'un isonitrile dans
une réaction de Passerini,

Cene variante, proposée par Armstrong se tzouve 4 ba frontiére entre une dérivaiion classique
et |a synthése combinatoire puisque, malpré le fait que des composés intéressants sonl isolés,
il a obtenu des meélanpes isomériques, €n outre, la récupération de chaque produit requien une
séparation chromatographique. Les restrictions au niveau des réactifs timitent toutefois la
création de bibliothéques de molécnles 4 l'aide des réactions d'Ugi ou de Passerini. En effet,
malgré le Fait de Fexistence commerciale d’'un grand nombre d'aldéhydes, d'acides
carboxyliques et d'amines, le nombre d'isonitriles existant sur le marché est restrgint,

L'approche la plus évidente pour la synthese combinatoire de composés uniques est de se
servir én paraliéle de réactious connues. Ces derniéres doivent se dérouler trés daucement
avee d'excellents rendements et ne devraient idéalement pas nécessiier d'élapes
supplémentaires de purification. En d'autres termes, n'importe quel réactif susceptible d'éue
retrouveé 4 la fin de la réaction devratt pouvoir étre éliminé par simple évaporation.

La combinaison de synthéses en solution aver une synthése sur phase solide a déja &
présentée dans la stratégie adoptée par Armstrong [70], o1 il a coupié le produit de la 1éaction

de Ugi & un suppont polymérigue dans une étape supplémentaire (capture de la résine).

Jusqu'ici, la synthése en solntion s'est présentée comme fa solution de choix pour les
synihéses de bibliothéques, Ainsi, certains problémes de la phase solide ont pu étre évités,
mais, simultanément, les avantages de cette méthode sacrifiés.

Four cetie raison, Janda et al. {71] ont employé une stratégic qui combine les avantages de la
symthése en solution avec ceun de La synthése sur phase solide. D polyéthyléne glycol (PEG)
a é1é wilisé en tant que suppott solide. Ce palymére est soluble dans la plupart des solvants et
peut facilement étre précipitd par simple adjonction d'éther diéthylique, La réactivité de
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suhstrats libres ou lids au PEG peur différer selon les cas; 1outcfois, les comliticng
réactionnelles déterminées pour la synthése peuvent souvem étre appliquées. Cela économise
le temps d'adaptation d'une synthése 4 des conditions sur phase solide. La purification d'un
mélange réactionnel peut se faire par précipitation et I'extraction par cristallisation, grice aux
propriéiés des dérivés du PEG.

Mais §a synthise sur polyméres solubles a ¢ jusqu'a maintenani incapable de faire
concurrence aud synthéses sur phase solide dans e domaine des peptides. 1) resie maintenant
2 déterminer si — vu aussi les problémes an niveau de Fautomatisation — cela seca également Je
cas pour la synthése combinatpire de petites niolécules organiques.

1.8.  La synthése combinatoire sur phase solide

1.B.1. Les phases solides employées poor la synthése de bibliethéques

Les techniques développées pour la synthése sur phase solide sont basdes sur les fravaux de
Merrifield [26], qui fin Je premicr 4 se servir de résines substitudes en 1ani que support salide
pour la symthése de peptides.

La synthése sur phase solide se préte natureilement 4 la construction de peptides, du fait du
nombre limité de transformations nécessaires & lewt synthése, et épalement parce que chacunc
des étapes-clés a €1¢ optimisée, de maniére & produire les peptides d'une longueur désirée avee
un excellent rendement.

L'emploi d'un support solide pour la synthése organique se base sur trois conditions
interdépendantes :

()  un maléricl polymérique, réticuld, insoluble et inerte aux conditions de la synthése,

(b}  divers moyens de coupler le substrat & cetie phase selide. mais aussi de cliver
sélectivement cerfains ou fous les produits du support selide an ¢ours de la synelisc,
atin d'analyser V'avancement de la réaction, et, pour finalement conduire au produit
final qui nous intéresse,

(c)  une stratépie de protection chimique permetlant une protection et déproteciion
orthogonale séicctive des groupes fonctionnels réactifs au sein des monoméres,

Les premiers types‘de résine employés furent des grains de polysiyréne paniclement réticulé
(le styréne est ¢n fait lié transversalement avee 1% de divinylbenzéne, pour Ini donner une
force méeanique el une insolubilité, mais également pour ini {aisser cetle fiexibilité npparente
lors de son gonllement par l'aclion du solvant) de tailles variables, préparés par
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polymérisation catalysée, soit par un radical, soit photochimiquement, dans un mélange
arganoagueuX. La polvmérisation & en fait licu au sein des microgouttelettes, donnant ainsi
naissance & des grains sphériques. La reproductbilité de la taille est ensuite assurde par le
biais d'un tamis,

La premiére forme de résine de type polystyréne (résine Merrifield) employée pour la
synthése de peptides était substituée par un groupe chloroméihyle, sur lequel des acides
aminés pouvaient &tre couplés via une substitution nucleophile, La liaison ester résultante
£tail alors stable aux conditions du couplage peptidique el était clivée sous conditions
fortement acides (HF) pour conduire & des produits carboxyligues,

Plusieurs alternatives pour les chaines liantes sur le polystyréne (permettant la libération
d'acides carboxyligues 4 des conditions beaucoup plus douces) ont été décrites. Ces résines,
1oujours de type polystyréne, ont été employées intensivement durant plusieurs années,
jusqu'a ce que l'on réalise que la nailure de l'environnement local sutow de la cheine
moléculaire croissante avait un effet significatif sur a vitesse et Y'avancernent de la Téaction.
Le polystyréne est en effet complétement hydrophobe, nlors que 12 chaine peptidique
croissante est beaucaup plus hydrophile, ef cette différence a comme conséquence un effet
pliant sur la chaine, ce qui force le peptide 4 se satisfaire de ses liaisons hydrogéne
intramoléculaires, plutdt qu'a éire solvaté.

Ce phénoméne est en mesure de limiter sérieusenient Yaccés synthétique 4 une terminaison de
la chaine croissante et des conditions allematives omt é1¢ étudiées pour éviter ce probléme. Par
exemple, divers 1ypes de supporis solides, tels que les nésines du type polyamide [72], ont été
développés; ces demiers sont hydrophiles comme la chaine peptidique croissanie et ils
peuveni donc tous les deux &tre aisément solvatés par des solvants dipolaires et aprotiques
{par ex. DMF, WMP).

Pour la construction de bibliothéques combinatoires de composés autres que les peptides, des
supports solides de constitation différente sant envisagés, comme la résine de type Tentage|™
[73], qui est constituée denviron 80% de PEG greffé 4 du polystyréne réticele, En régle
générale, le milien réactionnel ecnsidéré pour ce fype de résine est l'éther on le THF, d'od le
potentiel d'&tre compatible avec le prand pnembre de réactions étudiées, en vue de développer
de nouvelles bibliothéques de substances,

Les résines et les autres matérianx solides employés en synthése sur phase solide peuvent
exister sous diverses formes. La forme ta plus répandue étant celle sphérique, une collection
d'extrusions de polyéthyltne greffées sur un désivé polyacryligue ct appelés "pins™ a ¢té
préparée, de maniére 4 metre A disposition une surface maximale et ainsi aptimiser la
capacité de prodaction {24].
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La natire de la phase solide influence aussi éncrmément la vitesse et la natore des réactions
ayant lieu 3 sa surface, D'autres mali¢res onl €t considérées pour la synthése sur phase solide
: 1a cellelose (74}, le papier [27] el le coton.

Les résultais les plus concluants ont &té obtenus avec le papier, certainement grice av fait que
I'environnement plus protique provogque moins d'effet pliant sur la chaline et permet ainsi [a
préparation de séquences plus difficiles. La fonctionnalisation de surfaces en verte et leur
usage possibte en synthése sur phase solide ond également £té considérés, en particulier pour
la synthésc paratiéle d'oligonacléatides.

Le groupe permettant de lier le subsirat au grain de résine représente une partic essenlielle de
la synthése sur phase solide et ainsi, de la technologic des biblicthéques de substances,
puisqu'it détermine aussi bien la méthode employée pour le clivage de la phase solide que Ia
fonctionnaling terminale qui est dévoilée. Du point de vue de la construction de bibliothdques
combinatoires, l'emploi du méme linker pour une bibliothéque compléte imposera le méme
groupe fonctionnel 1erminal pour chaque coposé, bien qu'il 'y ait aucune raison de stopper
l'emploi en paralléle de plusicurs linkers, en vue de donner naissance 3 différentes
fonctionnalités au sein de la méme bibliothéque.

Les méthodes préférdes pour la formwation d'acides carboxyliques dans les bibliothéques
combinatoires font usage de la résine de type Wang (Figure No.12). Les substrats sont liés &
ce linker de type alcool benzylique 4 travers la fonnation d'un ester stable 4 quasiment wutes
les conditions (exception faite d'acides fons protiques). Ce linker est idéal pour 1a synihése de
peptides, en particulier si une stratégie de protection basico-labile est choisie {par exemple,

protectian de 'amine par le groupe Finoc, qui esi éliming pay Yemploi de la pipéndine [75]).

Uy

Figure Mo.12 ; L'utilismion e ja 1¢sine de yype Wang pour 1e touplage d'acides carboxyviiques
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Les conditions pour le clivage des produits 4 1a fin de ta synthése comprennent généralement
Temploi d'un acide fort protique (TFA [% 3 95%). A noter que cette étape permet épalement
le clivage des proupes de protection orthogonaux de type teri-butyle.
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Une autre résine esl préférée pour conduire aux amides primaires : I'emplei de la résine
développée par Rink [75), qui est également clivée a aide de TFA (Figure Ne.13).

Me NH, i
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Figure No.13 : L'utilisetion de |n résine de iype Rink pour conduire 4 des carboxarnides, suite & un elivage par ic
TFA

Plusicurs nutres groupes liants ont é1é dévetoppés, afin de permetire |a libération d'acides
carboxyliques : par clivage induit photochimiquement {77], par clivage d'un cster allylique
catalysé par du palladiwm [78] ou par clivage d'esters substitués avee du silicium [79].

C'autres groupes fonciionnels ont été couplés er clivés du support solide. Ellman, par
exemple, a publié une méthode uiile pour coupler des proupes hydroxyles, price 4 une résine
fonctionnalisée de type dikydropyranne [80].

Les linkers basés sur le principe “safety caicl' ont donné des résultats prometteurs dans le
domaine de la chimie organique sur phase solide, du fait qu'ils sont compatibles avec la
plapart des conditions réaciionnelles dans Jeur éial non-cetive. Backes et Ellman |81], enite
ayires, s¢ sont servis du linker du type sulfonaniide, décrit par Kenner [82], pour la symbése
de détivés de V'acide phénylacétigue,

A moter également guun nouveau type de linker, développe initialement pour la synihése sur
phase solide de fragments peplidigues totalement proiégés, s'est avéré derniérement
applicable & un grand nombre de synthéses organiques : la wésine de type SASRINT ("Super
Acid — Sensitive Resin) [83].

1.8.2. La synihése d*ane blbliothéque combinatoire

Comme nous V'avons vu plus hau, la synthése combinatoire 1a plus utilisée est basée sur le
principe “split and mix" de Furka [17,18), principe qui a été exploité par beaucoup d'autres
groupes de recherche depuis.

Par cxemple, Houghten [24} s'est servi du principe. 4 une échelle macro, dans sa 1echnigue
des sachels de thé pour la pénération de vaste bibliothéques de peplides. Houghten s'est
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également servi d'une variation de la technique pour la production de bibliothéques du type
“positionnal scanning" [84]. Cette stratégie, dans laquelle los mémes composés sont préparés
plusieurs fois, est caractérisée par le fait gue, au sein de chague bibliothéque construtte, un
résidv différent de la séquence est gardé constant. Par exemple, une biblicthéque
d'hexapeptides constituée de 34 millions (18%) de composés a &té construite en six coblections
de mélanges, ot chaque mélange contient 1'§89'568 (183) peptides. La premiére collection de
inélanpes sera caractérisée par la N-terminaison de l'acide aminé pardée constante. L'identilé
du résidu fixé au sein de chague mélange est une conséquence de la méthode d'assemblapge de
la biblicthéque, ce qui signifie que le mélange le plus actif identifié aprés |e test définira le
résidu N-terminal préféré. La deuxiéme bibliothéque garde le deuxiéme résidu constant dans
chacun des mélanges, et 13 aussi, suite au test. une deuxiéme position préférée pout éire
wdentifi¢c. La mé&me approche est suivie pour Ja construction des quatre autres bibfiothéques.
Le test de tous les mélanges permetira ainsi d'identifter les résidus préférés a chacune des six
positions.

1.3.3. La déterminatlon structurale des composés actifs de la bibliothéque

Dang les exemples étudiés jusqu'd maintenant, la détermination strocturale des composants
actifs de 12 bivliothéque s'est faite :

(a)  soit par une nouvelle synthése itérative systématique el par un nouveau test spécifique
des mélanges el composes,

(b)  soit par le microséquengage d'une séquence peptidique encore atiachée 4 la résine.

Cependant, beancoup de recherches ne permetient pas de s'investir dans une nouvelle
synthése de composonts de la bibliothéque, on, si ces derniers pe sont pas des peptides, dans
un microséquengage. C'est pourquoi une grande partie des études récentes s'est concentréde sur
le développement d'autres moyens pour dérerminer les structures des composants actifs au
sein de la bibliothique. Eu particulier, des structures ont ¢1é identifiées 4 Taide de
I'emplacement du produit ou & P'aide de technigques de "codage”.

1.8.3.1. Siructure du preduil grice 4 son emplocement au seln de la bibliethégue

Des bibliothéques construites dans un formal, od le support sclide est physiquement retenu
{sur du papier, cotan, des tiges de polypropyléne ou des grains de résine au sein de sachets de
the), son( caractérisées par des stiuctures de composés définies par leur position
(normalement exprimée grace 4 une marque),



La chimie combinatoire dans 1z recherche phammacologique 31

Une extension élépanie de ce concept est illustrée par Affymax (Figure No.14) dans sa

svnthése chimique paralléle dirigée par la lumiére (épalement connue sous l'abréviation
VLSIPS — "Very Large Scale immobilised Palymer Synthesis"} [28].

couplage HEH HY HNH
—

verre

Figure Mo, 14 : L'utilisation de ia lumiére dans la déprolection de substrats couplés au support solide

Une combingison de photolithographie ¢t de synthése sur phese solide est employée pour la
génératton d'une série de peptides sur une surface microscopique de verre. Tous les gioupes
amines libres présents sur 1a surface sont initialement protégés avec le groupe photolabile
MNvoc (6-nitroveratryloxycarbonyle). L'utilisation d'un masque permet 'irradiation de zones
prédéfinies de la surface et ainsi, 1a déprotection de eerlains groupes aminés, qui peuvent
ensuite &ure fonctionnalisés, L'emploi d'une série de masques-modéles tout au long de la
synthése a ainsi permis la création d'une série de 1024 peptides différents, an sein d'éléments
mesurant 50 pm sur 50 pni. Le test peot se faire sur le chip-méme et la structure des
conposants actifs ¢t déduite grice & leuc position sur Ja surface,

1832 Identilieation structurale par codage

La méthode "split and mix" pour les résines est en mesure de générer des millicrs, voire des
millions de produits différents. Bien que la synthése soit rapide, le pouvoir des bibliothégues
combinatoires es1 évident, uniquement si l'information struciurale av nivean des composants
actifs peut &re oblenue aisément.

Une nouvelle synthése itérative et un nouveau (est représeéntent une solution, mais
principalement 4 cause de sa lenteur, cette méthode a §1¢ remplacée ypar d'autres stratdgies, ol
I'information concemant le conposé actif peut &tre (ransportée sor le grain sous 1a forme d'un
code. Trois méthodes principales de codage chimigne ont été décrites, et toutes trois
proposent fa cosynthése.d'un code chimique (ou d'un identificateur) sur le méme grain de

résing.

Selectide a proposé une méthode permettant la détermination de la structure de substances
non-peptidiques ou de produits de bibliothzques non-séquengables [85]. Cette méthode
implique 1a synthé&se simultanée, sur le méme prain, d'un composé-test et d'un peptide gu
code ce composé non-séquencable (Figure No.15). Pour rendre cette synthése parailéle
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possible, Seleetidea congu un linker multiple, contenant un point de memification représenté
par la Jysine, en mesure d'attacher Jes devx séquences.

X-¥-Z
C-B-A
X-¥-& X-¥-Z = composé testd
A-B-C A-B-C = chaine peplidique codanie
C-B-A
Xz

Figure No. L5 ; Groin de rdsine avee des linkers ramifids, permettant 12 syathése d'un composant de la
bibliothéque et ba consiruction dune chaine pepridique codante (A-B-C)

La chaine codante cst constinée d'un tripeptide, au sein de laquelle chaque acide aminé
représente un conmposant de la chaine non-séquengable. En fait, 4 chaque couplage d'une unité
synthétique sur lc composé succéde le couplage d'un acide amingé sur le bras codant du Jinker
{Figure No.16). La bibliothéque de compesés est libérée par clivage d'un linker du type
"safety-catch". La struciure de n'importe quel composés de la bibliothéque est confinnée par
la dégradation d’'Edman du code peptidique encote atiaché au grain,

chalne cadante "‘*”jiﬂ,njiﬁ}\frn i ﬂ/@
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Figure No.16 : Un linker ranifié ost ndoessaire pour Massemblage des composés non-peptidiques en eompagnie
d'une chaine peptidique codante

Dans cet exemple, il y a une corrélation £:] entre les acides aminés et les composants non-
pepridiques. Celn signifie quril n'est possible que d'witliser 20 unités synthétiques, mais grice &
lz considération de séquences dipeptidiques codantes pour chaque compaosant, lewr nombre
peut ére augmené 4 400.

Ure deuxi¢ine méthode de codage est représemiée par I'emploi d'oliponucléotides en tant
gu'élémenis de codage de la structure des composanis de 14 bibliothéque [BS]. Dans ce cag, it
¥ & une succession d'éwepes alternanies, au cours desquelles chague réaction chimique dans la
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construction des membres de la bibliothéque est suivie par une réaction paralléle permettant le
codage & Yaide d'une séquence unique oligonucléatidique. Le code génétique atiaché aux
grains portant des composés actifs est ensuite amplifié par réplication. et le code est lu par
séquengage de I'ADN. Divers linkers sont décrits, qui dépendent lous de 'emploi d'un résidu
sérine permieitant la synthése paralléle des chaines peptidiques et oliponucléotidiques. Des
conditians réactionnelles orthogonales ont été trouvées pour la synthése de chacune des
chaines.

Unc iroisiéme méthode de codage se sert également de 1a synthése paralléle, mais dans ce cas,
Ic code ess basé sur une série d'alcanes halaaromatiques substitués [87]. Au cours de chaque
étape de 1a synthése d'une biblivthéque de peptides, des molécules codantes son attachées su
grains, de maniére & coder aussi bien le nambre d'étapes que l'vnité¢ synthétique chimique
cmployée,

A la différence des codes g2 (ype peptidique ou oliganucléotidique décrits ci-dessus, les cades
ne sont pas construils au sein d'une chaine paralléle, mais sont cn fait additionnds sur la
tenminaisan amine libre des peptides en construction (Figure No.17). Etant donné qu'une
quantité minime de malécule-code est utilisée 4 chague fois, scul cnviron 0.5% du peplide en
construction est terminé pac chaque &ape de codage. Par conséquent, il n'est pas nécessaire de
développer un linker spécial ramifié, et la quantité tolale de code représente uniquement
quelques pour-cents du matérie] fixé sur le grain, A noter que, plus récemment, des dérivés du
diazométhane ont été employés, de maniére 4 ajouter des codes directement sur la résine,
grice 4 la génération d'acylcarbénes [88].

L'identité des peptides actifs st déterminée i T'aide de Vanalyse des codes apreés clivage par
radiation UV d'un linker labile, puis par inferprétation & l'aide dc chromatographte en phase
gazeuse par capiure d'élecirans (ECGC). Les codes som construits, de fagan 4 ce que le
sipnal GC puisse étre interpréié comnie un code binaire, en mesure de révéler les acides
amings utitisés et leur position dans la synthése.

HOOC Cl

Ar = p.ex. H
c\rr WO\A,
NO, o

Linker Molécule codante H

Figure No.t7 : Les molécules codantes réactives, emplovées par Pharmacopeia pour l¢ codage de séquences non-
peptidigues

Il est & noter que, dans chacune des irois méthodes décrites ci-dessus, emploi de groupes
cedants permet la synthése de n'imparte quel compose au sein de la bibliothéque. Les



La chimic combinmoire dans Ia recherche pharmacologique H

molécules-codes sont en effet en mesure de coder n'importe guelle unité synihéiique et
n'importe quetle transformation synthétique.

En outre, du fuil des incenitudes caroctérisant la chimie de synthése, le code peut étre
considéré, non pas comme unc molécule codant une structure spécifique, mais comme une
molécule codant un processus synthéiigue. Ainsi, méme s5i le composé désiré n'est pas
synthétisé mais Factivité biologique est déiectée, le sysitme de codage facilite 1a répédition
des étapes chimiques nécessaires a ha production du composé aciif, et, par conséguen. apporie
une aide dans la délermination de la siruciure,

1.9.  Automatisation ¢t interprétation des données

La résalution des problémes de synthése n'est pas la réponse a tout. Seni un concepl intépré
cnglobant la chimie, {auwiomatisation, Finterprétation Electronique des données et des tests
hautement performants est promis au succés. Un recueil des proprés fairs dars
I'automatisation a éié publié par DeWin [89]. qui s'est égalemeni concentrée sur le
développement d'une approche devenue commerciale : la technologie DIVERSOMER™ [89).

Certains développements sont également éudiés au niveau de nouveaux sysiémes, consinils
sur une base modulaire pouvant étre adaptée a un grand noimbre de conditions réactionnelles.
Au sein d'un systéme de ce genre, 1ous les tnsfests de liquides (addinions de solvams ou de
réactifs, étapes de ringage) ont lieu dans un module central construit avtour d'un robot-
pipeticur. Les récipients de réaclion som ensuite transférés au sein de modules spécizux
d’incubation, ot ils sont maintenues pour la durée de Ia réaction, 1andis que le module central
est & nouveau disponible pour la préparation de nouvelles réactions.

D fait do nombre énorme de données colleciées, la chimie combinaloire esi impossible sans
le support d'une interprétation élecironique des données [90]. C'est pourquoi les applications
suivantes ont pris récemment de l'importance :

+ deslogiciels pour le contrdle du robot synthétiseur
+ Ia sélectian de réactifs vig une recherche dans les bases de données chimiques

s le support dans 1a séleciion et 'optimisation des réactrons grice 4 la recherche dans des
bases de données sur les rénciions (REACCS™, CROSSFIRET™),

» iise au point ¢t recherches aw sein de bibliothéques (virtuelles) de composés
(LEGIONTS, UUNITY¥™).
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Un défi important est également représemté par Ie développement de programmes en mnesure
de permettrc une sélection intelligente des composés & synthéiser, ci done, de viser une
diversité maximalc avec un nombre iminimal de composés.

1.10. Développements futurs en chimie eombinatoire

Avec les progrés significatifs atteinis dans plusieurs disciplines technologiques et 'avénement
d'innovations concepwuelles. une nouvelle voie dans Vapproche de la découverie de nouveaux
médicaments a débuté,

Alors que la phase de développement des médicaments est bien réglée, et qu'clle ne peut étre
raccourcie pout des raisans de séourité, l'opération consisiant en ta découvette d'une nouvelle
structure potenticlitement intéressante représente un domaine plos ouvert ¢t susceplible
d'inclure des nouvelles stratégies. En plus de faire épargner du temps, vne identification plus
rapide des structures est en mesure d'offrir une couverture plus latge de territoires inexplores,
vu qu'elle sc fait dans la phase de découverte, avant que I'on se contentre sur un composé
particulier ou sur une famille d'analogues,

Les technologies combinatoites nous permenent d'approcher de maniéee saiisfaisente cette
lutte pour une recherche exhaustive d'une siructure. Le bénéfice immédiar ¢st le fait de
pouveir tester un grand nombre de composés an cours d'un test primatre, inais, plus imporiand
est le fait que la composition des bibliothéques et leur préparation sont en mesure d'étre
décidées et organisées d'une maniére sysiématique, au contraire de la siluation avee d'auires
sources de composés, telles gue les exiraits naturels. Acruellernent, la chimie combinatoirc sur
des cibles provenant d'autres sources {par exemple les produits natutels) est une mission
difficile et peu compétitive, dans le cas ob la synthése sur phase solide n'est pas encorc
dévaloppée. Avec un répertoire élargi de réactions 2 éludier dans les enndes & venir, ce type
d'application deviendra aussi plus attractif.

Une guestion & se poser est ; "Combien de combinaisons est-il possible de synthétiser et de
tester en un temps 1 ?°. Cela reviem en fail i essayer d'exploiter ce nombre limité avee un
choix optimal des candidals, mais aussi & reconnaitre les expétiences accumnlées dans les
derniéres annécs : c'est-a-dire que la prédiction de nouvelles structurcs intéressantes par le
modelling est extrémement vague, ménie dans le cas de sites bien caractérisés. Les forces du
modelling molécuisire deviennent évidentes, au moment oi une source énorme d'information
minimise Fincertitude des hypoihéses,

Dans le futur, grice & une base plus forle de connaissances des mécanismes gouvemnant les
imeractions des médicaments dans le site du réeepteur, un saut vers des approches de
nouvelles découvertes pharmaceutiques orientées vers des prédictions sera possible.
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Un point porsistant de controverse ¢hez les chimistes est la question de savoir jusgu'd quel
riveau Je test de mélanges est fiable. Le potentiel de succés des mélanpes est plus évident en

considérant le flux prolifique de structures actives isolées d'exiraits naturels. Les
bibliothéques synthéliques présentent l'avaniage que les concentrations relatives ¢t une
classification systématique en groupes organisés est modulable, ce qui ouvre de nouvelles
portes 4 la maniére de iraiter Ja complexité.

La perspeciive & plus long terme, d'un autre cdté, qui représente un but ultime pour les
technologies combinaioires, est de fournir la capacité de tester un grand nombre de composés
individuels dérivés vig le procédé "split and mix" sur des grains individuels. Si
{'automatisation de lo synihése et du test progresse effectivement comme on le pense, la
technologie d'information va devenir une partie indispensable de la découverte de nouveaux
médicaments [91].

Le nombre de composés en mesure d'dtre mis sur le marché ne pouvant pas augmenter
considérablement d'un seul coup. un processus indvitable do convergence d'intéréts doit
prendre en compte les forces e1 {es faiblesses de chaque nouvelle structiure et estimer la
probabilité de succds pour chague composé, Le nombre absolu de siructures intéressantes
produites est moins gritique que la capacité 4 générer toujours plus de structures actives.
L'aspect nouveau le plus significarif entrant alors en jeu est la possibilité de choisir parmi une
large sélection de condidats divers, avec wnc probabilité croissante que seules les meilleures
structures intéressanies seront éludides plus intensément. Pour appuyer ceste perpective, des
essais de haul débit, caractérisés par des valeurs annongani des propriésés toxicalogiques et
une biodisponibililé, sont nécessaines,

Aprés avoir mis en relief fa valeur distincte des technologies conibinatoires pour {e pracessus
de la découverte de médicaments, il est intportant de noter que le succes des applications
dépendra de I'établissement d'une bonne balance, 4 I'aide de ressources complémeniaires, au
niveau des efforts plus traditionnels de la chimie médicale.



2. La thérapie photodynamique

La thérapie photodynamique ou PDT [92]. appelée épalement thérapie de photoradiation ou
photothérapie implique J'administration d'un agent photosensibilisateur capable de Jocaliser
(etfou de détruire) une tumewr, Cet agent pewt 8tre issu d'wne synihése métaboligue suivie de
son activation par la hwmiére 4 wae longueur d'onde bien définie. Cette thérapie est
caraclérisée par une série de processus photochimiques et photobiologiques responsables de
deégis hrréversibles aux lissus tumoraux.

Les résultats récollés a partir d'une série d'études cliniques et précliniques au cours des 25
dernitres années ont permis de considérer la thérapie photodynamique comme tiaitement de
base pour certains types de cancers, Depuis 1993, en effet, cette technique est réguliérement
appliquée aux cancers de la peau el aux cancers des organes creux {vessie, prostate, tube
digestif, etc,) dans un grand notnbre de pays {Canada, Pays-Bas, France, Allemagne, Japon et
Etats-Unis principalemcnt) [93,94],

2.1.  Historique er généralités

L'emplol de la lumiére en tant qu'ontil thérapeutique est connu depuis lengiemps [95].
Pouriant, ¢e n'est que dans les dernidéres décennics que certaines techatques
photothérapeutiques ant été reconnues {96]. Ce1 écart dans le temps s'explique par la quantité
importante d'informations récoltées récemment dans des domaines trés différents mais
interdépendants, tels que les propriéds optiques des tissus des mammiteres, le développement
de techniques électrooptiques trés sophistiquées qui permettent 1'étude des processus
photophysiques et photocliniques impliquant certaines biomolécules au sein de systémes
complexes et microhélérogénes, mais aussi par une compréhension plus acerue des réponses
biologiques et physiologiques exprimeées par les cellules suite 4 un dommage photomduit.

Ainsi, de nos jours, plusieurs dizaines de milliers de patieats & travers le monde sont ou ont
été traités, non seulement par irradiation & la lumigre bleue pour la thérapie de 1a jaunisse
néonatale [971 (o0 de Ja bilirubine, un tetrapyrrole lindaire qui, en excés, est transformée en
un isomére plus hydrosoluble, done facilement éliminé), mats aussi par irradiation PUVA
{psoralépe, lumiére UV-A) pour la thérapie de maladies cutanées spécifiques [98], oll
l'accumulation cellulaire est inhibée par des dégits au niveau de I'ADN induits
photochiniiquement par le psoraléne.
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Les premiers travaux de recherche datemt du début du sidcle, ol Raab, qui érudiait alors les
effets de la lumiére, ainsi que ceux des colorants sur des micre-organismes du lype

paramégies, observa gue, lorsqu'il exposait ces derniers 4 la lumidre du soleil en présence
d'une solulion colorante d'acridine, ils mouraient. En revanche si Fexposition 4 la lumiére du
soleil se faisait sans colorant. ils survivaient [99). En foit, ce systéme biologique était rendu
sensible & la Jwmicre & cause d'une molécule se irouvan! & la base d'une réaclion
photochimique impliguant des molécules d'oxygéne.

Mais il faudra altendre la fin des annges 70 pour qu'une lechnique photothérapeulique
innovalrice soit proposée : la thérapie phatodynantique, appelée atnsi parce qu'elle reguiert
simultanément la présence de trois élémenls : la lumiére, loxygéne e! ua
photososcasibilisateur. A lire de compamison, ni la photothérapie a la lumiére bleus de
Uhyperbilirubinémic ni la thérapie PUVA ne compartent I'emploi de I'axygéne.

Blum {100} a proposé que cette définition soit appliquée uniquement 4 des réactions
photochineiques durant lesquelles il y a consommation d'oxygéne. De lelles réactions sonl
également appelées pracessus photosensibles de type | et de type 11, en fonctien de la nature
des élapes primaices, c'est-A-dire 1a parlicipation inhiale dintermédiaires radicaux, pat la suite
piéges par 'oxygine. ou la génération d'oxygéne singulet ('0;) hautement cytotoxique par
iransfert d'énergie a partir du sensibilisateur photoexcité, A noter que '02 ¢st caractérisé par
un temps de demi-vie extrémemen! court dans les systémes biclogiques {< 0.04 ps) et, par
conséquent, par un rayon d'actien trés réduit (< 0.02 pm) [101).

L'¢re uctuelle de la PDT n véritablement démareé avec Jes études de Lipson et de Schwariz &
la clinique Mayo. on ils ont observé que linjection de préparations brutes
d’hématoporphyrines extrailes directement du sang conduisait & la {lucrescence de tumeurs
localisées au cours de Yopération, Afin d'oblenir unc préparalion permetiant une localisation
oplimale de la lésian, Schwartz traita 'hématoporphyrine 18 avec de I'acide acétique o de
Vacide sulfurique pour isaler un mélange parphyrique qu'il dénemina "dérivé
hématoporphyrique” (HpD) [102). Ce mélange (appelé également "stage 1"} cst en fait
canstitué de dewternporphyrines 3,8-disubstituées, au sein desquelles les substituants sont des
combinaisons de groupes vinyle, 2-acéloxvéihyle et 2-hydroxyéthyle. Le composant principal
de ce mélange HpD! est te dérivé diacéioxylé (Figure No.18). Afin de rendre ce mélange
assimilablc par le corps, il est dissout dans un milieu alcalin {appelé "stage 11"). Ceite
opération provoque Phydrelyse ou Uélimination des groupes acétoxy e! conduit au complexe

"HpD & €€ pactieilemens pucifié (notarment via I'dlimination des porphyrines monomrigues) pour former le
Photofrin®, i photosensibilisateur le plis wilisé en PDT clinigue |218)
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appelé "witches brew”, composé de porphyrines monomériques, dimériques et oligomerigues
[103). Seuls certains de ces composés du mélange sont connus pour leur activité PDT in vivo .
les diméres et les oligoméres.

5% H,S0, dans AcOH HpD
20 min, AT (Stage I}

Base

HpO (Stage |1}
mélange de monomires,
diméres et oligoméres

Figure No.18 : Synthése de HpD
Le mélange HpD (Stage 1i) Gt utilisé par Lipson et al. [104] dans fa détection de tumeurs,

Mais revenons aux modes d'action des photosensibiliseieurs. Ces agents pholodynamiques
peuvent donc agir selon deux voies principales appelées mécanisme de type I ot mécanisme
de type 1. Tous deux metient en jeu I'étal triplet le moins excité du photosensibilisateur 4 une
vitesse conirdiée par la diffusion [105]. Dans les mécanismes du type 1, it y & transfert
d*&lectrons du sensibilisateur 4 I'état triplet a Foxygéne ou 4 une moiécule du subsirat (d'oll la
formation d'un anion du substrat on d'un anion superoxyde) ;

3Sensibilisateur +  Sub —¥  Sens* +  Sub (ou vice-versa)

3Sensibilisateur + 0Oy —  Sems* + 05’

Ce (ransferl esi accompagné de la formation d'espéces radicales, qui réagissent
suceessivement avec d'autres composants du systénie, en particulier avee oxygéne, pour
conduire aux produits oxydés, Dans les mécanismes du type 11, le transfert d'énergie! du

1Wn transfen dénergie & d'awres cibles est peu probable, puisque I plupant des biomolécules son! caraclérisées

par des gtars wriplets énergéliquemenl plus dlevés que ceux des porphyrines
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sensibilisateur 4 'é1at triplet an dioxygéne proveque lz formation de I'agent hautement
eytoloxigue oxygdne singulct,

3Sensibilisateur + 302 =3  Sensibilisateur + ]0;

Mécanismes du type | ot du type 11 comptent tous deux des espéces réactives, ¢e qui a pour
conséquence que les sites celluleires riches en électrons, tels que les nuciéolides conienant de
la guanine, Jes actdes aminés aromaiiques ei soufrés i les double-liaisons des siéroides el des
lipides insaiurés, sont rapidement modifiés. Dans 1ous les cas, le pholoprocessus initial ¢st
limité par un rayon spatial trés réduit (< 0.02 pm) entourant le sensibilisateur photoexcilé (en
raison de la haule réactivité des intermédiaires photogénérés). Néanmoins, les peraxydes
géndrés par la pholooxydation permettent de propager les effets & des sites localisés & une
distance significative de 'endroit d'erigine ol il ¥ a eu absorption de lumiére [106].

C'est pourquoi tl est bmportanl de procéder 4 un contréle strict de 1a biodistribution des agenis
photosensibilisateurs au niveau cellulaire et lissulaire, en parliculier dans le cas d'injecitons
systémiques. L'emploi de techniques d'application appropriées a permis d'effectuer des
progrés considérables dans I'eflicacité et la sélectivité de ln PDT. Par exemple. certains
photosensibilisnicurs hydrophobes peuvent &ire incorporés sous leur forme siable dans la
partie lipidique d'un sérum constilué de lipoprotéines 3 basse densiré (LDL). Or, ces demiéres
sonl ceraciérisées par une affinité prononcée pour une interaction avee plusieurs fypes de
cellules turnorales & travers une endocylose réglée par Ic récepteur [107).

Le photosensibilisateur est done libéré 4 hautes concenirations dans les tissus néoplasiques el
localisé en larges quantités au sein des membranes cellulaires. La premiére conséquence est
que le demmage photoinduit se traduit par une modification de T'architecture native el par une
aliération des propriéiés fonctionnelles des membranes. En revanche, awcun effet mulagéne
I'a jamais &1é observé [107], ce qui confirme la séeurité de cette technique phetothérapeutique
et permed 1a succession de plusieurs applications dans les cas de récurvence ou de Iésions plus
étendues.

2.2.  Les apents thérapentiques do type photodynamique
Comme i} I'a ¢té expliqué plus haui, un agemt PDT potentiellement intéressant pour une

uiilisation clinique doit &tre caractéris€ par un iemps de demi-vie prolongé a I'éat tripler et il
doit &tre en mesure de réagir ¢fficacement, aussi bien avee des molécules de substeat voisines
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gw'avee de 'oxygéne nicléculaire, D'autre part, il doit émettre d'intenses bandes d'absorption
pour des longuenrs d'onde supéricures a 600 nm, Ces deux propriétés peuvent étre régulées
griice & l'ingénietie moléculaire, par exemple & travers I'insertion de fonctionnalités chimiques
an sein de la moléeule photosensibilisatrice. En général, les porphyioides dépourvus de ions
métalliques sont caraclérisés par un temps de demi-vie de l'ordre de la milliseconde avec un
rendement quantique de 0.7 - 0,9 {pour T'oxvgéne singuiet, l¢ rendement guantique est de 0.5
[108]).

De tclles valeurs peuvent toutefois étre sensiblement réduites grice & 1'agrégation du
photosensibilisateur, possible dans un environnement aqueix 1€l que ceux rencontrés dans un
milieu biologique. Ce phénoméne est principalenient 48  la forte contribution hydrophobe
induite par la surface étendue caractéristique du macrocycle tetrapyrrolique aromatique.

Toutefois. cette tendance peut &tre inhibée par la piésence de substituants périphériques
chargés positivement et négativement, qui sont en mesure de générer une répulsion
électrostatique intermolécunlaire. A ce sujet, des porphyroides polycarboxylés ou -sulfonés ont
é1é testés A plusieurs reprises in vivo et in vitro [109]. Les résultats les plus satisfaisants ont
été observés avec des dérivés amphiphiles, comne les porphyrines disulfonées, ot les deux
fonctions en guestion sont localisées dans deux cycles pyrroligues adjacents, alors que ies
cycles non-substitués joucnt 1o rdle de matrice hydrophabe, facilitant ainsi la traversée de la
membrane cellulaire par e photosensibilisatenr ou par I'association de ce dernier avec des
transparicurs lipophiles issus de la circulation sanguine,

Cette approche est cependanl limitée par 1a formation non-contréiée d'une variéeé de
composés {divers éiats de substilution, divers isomeres de position) au cours de la synthése
chimique, induisant successivement des méthodes de purification compliquées et onéreuses.
Alternativeimeni, I'agrégation peul étre évitée grace  I'insertion de ions métalliques étant en
mesure d'3tre hexacoordinés (Zn(H). So(1V). Ge(lV), Si(IV)). En cffet, la présence de
subsiituants axiaux encombrants a pour conséquence principale une géne stérique
significative. 11s peuvent également étre employés pour transmettre & la molécvle des niveaux
prédéterminés d'amphiphilicité {1 10].

Alors que Fintensité et la position de 1a bande d'absorption de longueur d'onde la plus élevée
chez les porphyroides sont géndralement 4 metue en relalion aver l'étendve du nuage
¢lectronique aromatique, un réglage fin du mexima d'absorption peut &tre abtenu grice au
contrdle de la nature du jon mécallique ¢t des ligands axiaux, mais ¢galemnent grace au
contrdle de la position des substituants périphériques (Tableau No.2)

Ainsi. les dérivés du tvpe hématoparphyrine 18 utilises jusqu'd avjourd’hui en PDT sont
progressivement remplacés par des photosensibilisateurs de la deuxigéme génération [106). En



La thernpiz pholodynamigue 42

eflet, leut coefficient d'extinclion étant sensiblement réduit dans la région spectrale 600-700
nm, Vefficacité de la photoactivation s'en voit diminuée et, par conséquent, I'obiention d'un
résultat clinique satisfaisant passe per I'application de temps d'tradiation prolongés,

Les phtalocyanines 19 (Figure No.19) et les chlorines 2t {Figure No.20) sont caractérisées par
un caefficient d'extinction melaire dans le rouge supérieur & celui des porpliyrines. 1l en
résutle une réponse photothérapeutique importante et des injections de doses netientent
inférieurcs [111].

Un intérén particulier se concentre sur Femploi d'agems photosensibilisatenrs dérivés de la
famille des bacteriochlorines 22 (Figure No.20} et des naphtalocyanines 20 (Figure No.19),
qui metient en évidence des bandes d’absarption (rds intenses (€ = 400'000 - 500°000 M-'-cm')
dans 1a régian infrarouge, intervalle ob la mélanine absorbe 1rés faiblement; par eonséquent, la
PDT est susceptible d'éire appliquée au traitement de tumeurs hautement pigmentdes, telles
que le mélanome, tavjours plus fiéquent en Ewrope [ (2]

e I SV
o PR,

18

Phialetyaning MNaphlalocyanine

Figure No.39 < Structure d'une phialocyanine et dune naphtalocyanine

Vu que lo pénétration de la lumiére est dépendante de la longueur d'ende, il est possible
d'envisager I'cmploi de photosensibilisateurs préparés sur mesure pour des umewrs d'une
€paisseur donnée ou, une fois gue ces phatosensibilisateurs sont fixés de maniére spécifique &
un sérum LDL, qui permettra teur pénétration dans des tissus tumorgux avee une haute
sélectivité [108). Une autre aliernative est représenide par la considération de propriétés
opliques prédéfinies gedce 4 'emploi de composés absorbant dans la région spectrale la plus
appropriée.
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Tnbleau No.2 Propriétes <'absorplion d'agents phoetosensibiliseteurs potentiels dans la
Tégion spectrale rouge

Classe d¢ Maxima d"sbserption  Coefficient d'extinction
photosensibilisateur [run] molaire
[molt-cm?)

Porphyrine 18-x

630 107009Q!
{B-substituée)
Porphyrine 18-x 650 ££'000
{subst. en meso)
Porphycénes 630-670 30000
(isoméres des porphyrines 18-1)
Porphyrines 22-n 570 130°000
(perphyrines étendues)
Porphyrines 34-1 860 170'000
(porphyrines étendues)
Phtalocyanines .
(non-subst. ou B-subst.) 670-690 200000
{cr-subst.) 720-760 230'000
Chlorines 630 40'000
Bacteriochlorines 780 150000
Naphtalecyanines
770-800 450000
(non-subst.)
(subst, c- aikoxylées) 820-840 400008

IRécemment, une perphiyrine, subsitués en b avee un groupe nitre, 2 monté un coefficient d'extinction molaire
de 30°000 M-'-em! 3 une longueur dande de 530 nm [218]
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Récemment, des régles (ou conditions) ont éié émises [113] pour la constitution d'ur bon
agent photoscnsibilisateur en PDT :

1. L'agent doit Birc un composé pur caractérisé par unc synthése reproductible,

2. 11 doit pouvair &tre activé 4 des longueurs d'onde supérieures a 630 nm, de mamére a
assurer une meilleure absorprion de 1a lumiérc rouge gqui pénétre plus proleadément duns
les issus, et ainsi une metlleure sensibilisation par une source lumincuse exieme.

3. 11 doit étre non-toxique en nbsence de lumiére.

4, Ses élats excilés {en particulicr 1'état excité triplet) doivent étre de durée de vie
sutfisamment longue pour lui permettre de photosensibiliser la production d'oxygéne
singuiet {responsable de ['effet PDT).

5. N doit &ire en mesure de se localiser de manitre spéeifique dans la tumeur.
6. 11 doit powvoir Cive éliminé rapidement du corps aprés son action.

7. 1t doit &tre soluble dans les fluides tissulaires du corps, de manidre a ce gu'il puisse étre
injecté &1 qu'il puisse élre transporté & travers le corps jusqu'a 'emplacement de la umeur.

221 Agenls photosensibilisateurs de la denxidme génération

Le Tableau No.2 monre qu'il existe actuellement un nombre croissant de molécules en
mesure de posséder un pouvoir photosensibilisatenr. La plupart de ces wcléeules sont
dérivées de Yagent partiellement purifié et commercialisé sous le nom de Phatofrin® [114].
Comme nous I'avons vu dans la Figure No.18, ce dernier, aprés raitement acide de
I'hematoporphyrine 18, est composé d'un mélange de plusieurs substances.

Un probléme rencontré Jors de I'wilisation clinique des dérivés du Photofrin® [115} est leur
solubilité réduiic dans un solvant essentiel comme l'sau. Ur auire désavantage dans
I'utilisation du Photofrin® est sa phototoxicité de longue durée sur la peau [116]; d'autre part,
son absorpiion 4 plus faible éneigie se situe & unc longueur d'onde de 630 nm; or, la lumiére
absorbée 4 des valeurs plus élevées pénétre plus profondément dans le tissu [117].

C'est pourquoi d¢ nouveaux photosensibilisateurs, appelés agents de la deuxieme génération
et basés sur des systémes porphyriques existants om élé développés. Par exemple, diverses
classes de composés ont é1¢ synthétisdes en sc basant sur la streciure de la moso-
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tetrakistétraphénylporphyrine {TPP) : les porphyrines de type hydroxyphényle 23 (Figure
™No.20) et les chlorines 21.

Ces composcés sont caraciérisés par une forie absorption 3 des Jonguenrs d'onde plus élevées
{643 nm pour la porphyrine et 715 nm pour la chlorine) que pour HpD ou le Photofrin® et ils
sont micux solubles dans l'eau price 4 leurs groupes hydroxyles.

5, 10, 15, 20-Telra{m-hydroxyphény jbactaliechiorina

Figure No.20 : Une sélection de porphyrines et de porphyrines réduites issue de la série des meso-
1etrathydroxyphényle)

Les chlorines 21, regroupées sous le nom commercial Foscan® [240,241], représentent des
agents PDT particuligrement promeneurs du fait qu'elles absorbent beaucoup plus fortemem
dans l'extrémité rouge du specire visible. La Figure No.2] rassemble certains dérivés de la
chlorine régulierement appliqués en PDT clinique.
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H*
1. 00,
Amax {CHCI3) 643 nm a2 HQO. NaBH,
Amas (CHCI3} 693 nm Amax {CHCI3} 642 am
1. HBrHOAC
NaiH, 2. L-cysteine

Ao {CHCIS) 711 nimy Amax (CHCl) 845 nm

Figure No,21 : Symihéese de chlorines B-hydroxyiées &1 P-céiosubstituées pour beur ulifisation en PDT

Des sept conditions énumeérées plus haut, une a particuliérement préoccupé lesprit des
chimistes : I'assurance que le chromophore absorbe 4 des Jongueurs d'onde élevées. La
réduciion d'une des double-liaisons du macrocyele pour donner les chlorines ci-dessus
représente une des stratégies conelnantes.

Une aulre stratégie est cetle de substiter les pyrroles avec des cyeles aromatiques. Ainsi, les
phtalocyanines 19 ont été étudices intensivement : elles absorbent typiquement dans ia région
675 - 700 nm ¢t Tintroduction de groupes de type sulfonate leur confére une solubilite dans
I'eau. En revinche, comme nous l'avons expliqué plus haut, leur complexation par un mélal
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diamagnétique augmente leur phototoxicité (les phtalocyanines sont non-toxiques en l'absence
de fumigre). L'extension dii cycle représente un défl intéressant pour le chimiste de synthése,
En effet, des systémes étendus de porphyrines, tels que les sapphyrines, les pentaphyrines, les
porphycénes, les texaphyrines et des vinylogues de porphyrines ont é1é préparés (Figure
No.22). En plus d'éire intéressants dans le cadre de considérations théoriques (ils représentent
un défi & la validité de la régle [4n + 2] de Hickel & propos de I'aromaticité, puisgue certaines
de ces architectures, comme les pentaphyrines, possédent 22 ¢- m), ils sont tous caractérisés

par une absorption & des longueurs d'onde élevées et se présentent donc comme agents PDT
potentiels [118].

Figure M0.22 : Une sélection de paephysines "¢1endues™ ; (a) sapphyrine, (b} pentaphyrine, (<) porphycéne, (d)
vinylogne porphyrine, (&) texaphyrine fet son complexe avec le hnetium : Ew-Tex [ 241]), (F} platyrine
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Une des difficuliés principales rencontrées dans l'ofilisation de la plupart de ces
photosensibilisaceurs est que lewr spécificité pour les cellules tumorales n'est pas optimale. Par
exemple, dans le cas des phialocyanines solubles dans ['env, celte spécificité nest que de 4 : 1
par rapport aux cellules sainzs. Cela signifie que, durani Texposition 2 la lumidre, les tissus
sains sonf également susceptibles de subir certains demrages photoinduits.

La recherche de nowvelles structures de ce 1ype est évidemment en constante évolution {1191,
le but Final étant d'isoler un composé le plus efficace possible dans le cadre d'une application
clinigue. Ceile recherche passe principalement par Foptimisation de plusievrs paraméires, tels
que Yabsorption, le transport dans J'organisme, la toxiciié on 1a sélectivitd,

1.1.2, Emplacement des phiotosensibilisateurs

Pourquoi les sites cellulaires/tissulaires dans Jesquels se loge le pholosensibilisatenr sont-ils
de premiére importance ? Afin de rendre Yoptimissiion d'un médicament plus abordable, il est
généralement préférable d'identifier une cible. Une éduude systémalique des relations structure-
activité peut alors simplifier Je teaitement thérapeutique.

Au cours du dévejoppement de nouveaux sensibilisatewrs, des €tudes sur I'empizeement au
niveau tissvlaire et sous-cellulaire peuvent étre effeciuées. A ee propos, un résumé
Jinformations acceptées au sujet des sites de localisation a récemment €té publié [120]. Les
mitochondries, les lysosomes, les membranes plasriiques ainsi que les noyaux des ccllules
tumorales ont été évalués en tant que cibles PDT potentielles.

Puisque la majeore partie des apents photosensibilisateurs est flucrescente, 'ermplacement du
principe actif peut éire déierminé & I'aide de la imicroscopie par fluorescence [120]. Un
systéme trés sensible est toutefois nécessaite, du fait que le photoblanchiment (vair
stgnificalion dans la partie 3.5.) est en mesure de géner l'acquisition d'images et que I'emploi
d'ireadistions trop puissantes pout provoguer des déghls et une relogalisation du colerant, Le
rendement de flyorescence peut, lui, varier avec le site de lizison, si bien que les
emplacements du dommage causé par la PDT son susceplibles de ne pas &re localisés
exaciement & ['aide de Ja fluorescence. Etant donné que le produit cytotoxique {oxygeéne) n'est
en mesure de migrer que de .02 yun av maximuin aprés sa formation, les sites des dépdis sont
représentatifs de lemplacement du photosensibilisateur au moment de i'iradiation. C'est
pourquei un grand nombre d'éludes sont conduiles aw nivean des sites sous-cellulaires pour
des altérations provoquées per |a PDT et qu'elles ne se contenlent pas de rechercher des sitcs
de linison pour le sensibilisaeur. Une série de rapports [121,123] ont ¢udié les mitochondries
comme cibles d'un dommage provequé par ta PDT. En accord avee ces observations, une
sous-ligne cellulaire sélectionnde pour sa résistance 4 la PDT a montré des altérations
mitochondriales de grande envergure [123].
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A l'occasion d'une des premiéres études systématiques, Henderson et al. {124] ont examiné Jes
relations structure-activité-au sein d'une famille de pheophorbides. D'une part. ils ont
démoniré I'mportance dw caraciére hydrophobe du photosensibilizateur. D'autres études [125]
ont suggeré qu'un facieur encore plus important est eprésenté par l'affinité de ces agenis pour
un site de Jizison du plasma ea mesure de se lier également aux benzodiazépines. Mais les
données récoltées jusqu'a maintenant ne permetient pas d'affirmet quelle hypothése est la plus
représentative pour un traitement PDT efficace.

2.3.  Doramages sur des cibles sous-cellulairves

Du fait de la migration limitée de 'oxygéne a partin du lieu de sa formation, les sites du
dommage celtulaice/tissulaire causé par la PDT sont en relation directe avec Femplacement du
sensibilisateur [120]. Les sensibilisateurs les plus haulement sél=ciifs sout la poiphyrine
monocationique pour les membranes [126] et le monomére porphycéne (voir Figure No.22)
pour les mitochendrics [1271, Les sensibilisateurs qui ne sont pas assimilés par {es cellules,
comme per exemple 'aroporphyrine, sont extrémement pew actifs, malgré e fait que certains
d'zntre eux sont caractérisés par un rendement en oxygéne singulet.

En gutre, puisque Ja plupart des sensibilisaleurs ne s'accumulent pas dans le noyau cellvlaire,
la PDT a généralement peu de probabilités de causer des dégdis au nivean de I'ADN, et de
provoguer ainst des mutations [103]. Les sensibilisateurs situés dans les mitochondries,
comme le Photofrin®, ou alors produits au sein des mitochondries, comme la PplX dérivée
de ALA, sont en mesure de déclencher le phénomene d'apoptose [128], alors que les
sensibil{satenrs localisés au sein de la membrane plasmique sont susceptibles de provoquer
une péctose lors de 'exposition 4 la lumiére. Les sensibilisateurs hydrophyles, pour leur part,
sont susceptibles d'étre absorbés par endocytosc, raison pour laquelle ils se situent
préférentiellemens dans les lysosomes. L'exposition 4 la lumiére est don¢ €n mesure de
provoquer une petméabilité de ces derniers qui permet ainsi aux sensibilisateurs et aux
hydrolases d'étre libérés an sein du cytosol. Des colorants présents dans ce dernier sont alors
en mesure de rendre la tubuline sensible 4 un dommage provogué par la PDT [129]. Ce
phénoméne conduit & l'accumulation de celtules au niveau de la mitose, et peut mener 4 Ia
mort cellulaire [130]. A noter que la probabilité d'inactivation cellulaire en fonction de la
quantité de lumiéte absorbée varie selon le sensibilisateur PDT considéré [130].

Un dommage causé par la PDT 4 la membrane plasmique pent éire observé quelques minutes
seulement aprés l'exposition 4 la lumidre. Ce type de déght se waduit, entre autres, par des
gonflements 11311, par une réduction sensible du transport actif [132], par une dépolarisation
de la membrane plasmique [133], pat Passimilation marquée d'un photosensibilisateur [134).
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par l'inhibition de Yactivit¢ de cerlains enzymes présents dans la membrane, comme [a Na* K*
- adénosine triphosphatase (ATPase) et Ja MgZ?* - ATPase {133], par la peroxydation de
lipides [136]) pouvant mener & la réticulation des protéines [137), ou encore par des
dommages causds aux transporieurs non spécifiques ("multdrig transporters") [126].

2.4.  Fonctionnement physico-chimique de la thérapie photodynamique

Suilc & I'application d'un photosensibilisateus, les zones cancéreuses traitdes sont exposdes 4
la source Jumineuse. La longueur d'onde du laser est choisie avec un soin patticulier, de
maniére & assurer i'activation de l'agent. il faut tenir compte du fait que, lorsqu'un rayon
lumineux traverse un objet, par exemple une cellule, plusicurs phénomenes optiques sont
possibles : la réflexion, Ia ransmission, Ja dispersion, Yabsorption ou une combinaison des
quatte. Dans le cas de ja PDT, Je phénoméne exploité est I'absorption; il est donc impératif
d'optimiser ce paramétre en sélectionnant précisément Ja longuevr d'onde du Jaser. 11 est
également trés important de connaitre les propriétés d'absorptions des différems tissus, ainsi
que celle du sensibilisateur, afin d'obtenir une meilleurs efficaciné et sélectivité,

L'agent photosensibilisateur accumulé dans ies cellyles iraitées absorbe donc le rayon
lumineux et est ensuite en mesure, aprés "intersystem crossing ou 15C", soit d'émetire de la
phosphorescence, soil de produire une formie irés active de molécufes d'oxygéne . i'pxygéne
singuiet 10;, destructenr de cellules (les effets du mécanisme du (ype 1 sont négligeables).
L'explication de la production de 'oxygéne singulet peut &tre illustrée par un diegramme de
Jablonski simplifig (Figure Wo.23) {138].

Sensibilisateur porphiyrine Oxygéne
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Figure Np.23 : Diagramanie de Jablonski
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Dans le cas présent, l'exposition d'un agent photosensibilisateur & la lumiére adéquate
provoque son passage 3 I'état singulet excité (1P*). Ce dernier peut aloss revenir 4 son état
initial en dispersant son excés d'énergie sous la forme de fluorescence (conversion interne ou
IC). Dans ce cas, lars du traitement du patient, les cellules cancéreuses peuvent Ewre détectées
{on parle alors de d&tection photodynamique ou PD), mais lzur élimination demande une autre

technique.

Mais si les conditions pour le chromophore, ¢'est-a-dise ; (8) le temps de vie de I'écat triplet
excité (1P*) est sufflisamment long {de 'ordre de plusieurs microsecondes) et (b) "inlessystem
crossing ou ISC" (ce processus est généralement interdit ear il implique une inversion de
spin) est caraciérisé par un bon rendement!, sont remplies, comme pour les porphyrines, |"état
singuiet est en mesure d'étre converti en éuat triplet excité (TPT). L'énergie stockée rar ce
demier peut alors &ire transférée 4 un autre étac triplet. Ot, une des rares molécules a posséder
un état iriplet fondamental stablc cst I'oxygéne (302) (rouvé en abondance au sein de 1onles les
cellules, Le transfert d'énergie du photosensibilisateur & Foxygéne provoque Ie passage de
I"éta triplet stable de l'oxygéne & un nivean de haute énergie cxtrémement toxigue pour les
ccllules @ I'oxygéne singulet 10y (ce phénoméne est défini comme étant le rendement
quantique de l'oxygéne singulet). Ce transfert es1 rendu possible par le fait que I'état 3P* est
énergétiquement plus &levé que T'étac 10;,

Les efTcts de la lumiére ou du rayon laser dépendent fortemem de la longuenr d'onde oprimale
recquise pour initialiser l1a réaction? . Par cxemple, e Photofrin® est caraciérist par un pic
d'absorpiion principal vers 405 nm {bleu-violet) et par un pic d'absorption nettement plus
faible {rapport d'intensités d’env. 15:1) & 630 nm (rouge). Or. éant donné que la longueur
d'onde du bleu est inféricure & celle du rouge, cette demniéie pénétre plus profendément dans
les tissus ¢t son application thérapeutique es( par conséquenl préférée.

Ay momen! ol un rayon lumineux 1raverse un tissu, les théories classiques, telles que la loi de
Lambert-Beer, réglant le phénomeéne de 'sbsorbance au sein des milieux homogénes ne sont
plus applicables. En revanche, unc nouvelle théorie, appelée “théorie de la diffusion”, valable
en premier lieu pour des milicux wrbulents [239]. peut &tre considérée pour une
approximation suffisammem précise dans le cas de l'oplique au sein des tissus,

IBaur avolr un bon rendemen, tes pEOCEsSUS en cancurmence avee I'LSC daivent étre Ies plus faibles possibles, de

maniére 4 ce que fe maximum de moldeules passent & 'éia triplet excicé (P*)

ILa premiare condition pour observer une réaction est que |2 longuenr d'onde du laser dail éirc absorbée par le

pholosensibilisal eer
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La mesure de Yatténuation du rayon lemineux est appelée cocfficiem d'extinction; i est donné

pour une molécule 4 une longueur d'onde donnée (voir Tableau Np.2). |l peut éire mesuré 4
plusieurs longuenrs d'onde simultanément et un graphique représentant te spectre d'absorption
en fonction de la longueur d'onde peut en ¢tie dédui.

En résumé, il est nécessaire de considérer deux phénoménes ! 'absorplion de la tumiéee par lz
photoscnsibilisateur et la pénétration de la lumiére & travers les tissus pour aboulir 4 cc méme
photosensibilisateur. Idéalement, l'agent devrait absorber 4 une longuewr d'onde infrazoupe, de
maniére & ce que Yénergie d'activation pénétre le plus profondénient possible et ainsi
permetire 1n traitement en profondeur des tumeurs.

5.  Utillsation thérapeutique de la PDT

La thérapic photedynamique a comme origine la recherche de moyens de posséder des
techniques permettant de localiser ¢t de détruire Jes tumeurs. Dans Ja lutte contre le cancer, i}
esl impératif d'agir le plus iapidement possible, de fagon & augmuenter les chances de réussite
du traitement. Cependant, dans !a plupart des cas, les tumeurs ne peuvent gire décelées que
trés difficilement 3 un stade précoce.

La propriété qu'ont certaines porphyrines d'étee accumulées en grosses guantités et d'étre
conservées pour de longues périodes dans des tissus (umoraux st connue depuis le début de
ce siécle [93]. 1! & &té démontré plus tard [107] que la haute affinité des porphyrines pour les
tumeurs est en fait & metire en relalion avec leur affinité pour le sérum du type LDL.

I'emplacement préféré des porphyrines a €1¢ déerminé principalement pour tous les types de
tuntewrs solides [112], plus particuligrement pour celles caractérisées par une vitesse de
peotifération celulaire élevée. C'est pourquoi Ja PDT impliquant Femploi de porphyrines ou
de photosensibilisateurs de la deuxitme généeation cst appliquée dz2 nos jours pour le
traitement de tumeurs d'un grand nombre de sites anatomiques; la lésion néoplasique est
irradiée directement avec un laser dans le cas de tumeurs de la peau, alors que pour des
tumeurs localisées dans des cavités atteignables depuis l'extérieur (par ex. bronches,
oesophage, vagin), l¢ rayon Jumineux ¢st amené sur la lésion  l'aide d'ume fibre optique
coupiée avec une source laser.

Le traitement PDT est habituellement efficace dans le cas de tumeurs dont le dimméte
n'excéde pas 2 cm, alors quiil peui étre appliqué a titre palliatif dans le traitement de masses
néoplasiques plus épaisses [112,139). Les applications usuelles de !a PDT comprennent
I'ouverture de voies bloquées ou la réduction d'une tumewr cérébrale, en particulier chez les
patienis ne pouvanl pas étre opérds rapidement. Dans ce contexte, une synergie posilive peut
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éire obtenue en eppliquant la PDT de maniéee inlraopérationnelle, par exemple
immédiatement aprés la limilation chirurgicale de la Iésion néoplasique. 11 est important de
souligner que des patienis traités par PDIT peuvent profiler d'une qualité de vie supérieure &
celle de Ta plupart des patients traités par radio- on chimiothérapie. Cetle propriété rend cetie
lechnique photothérapeutique encore plus attractive, méme si etle ne conduit pas forcément A
une espéranee de vie plus longue ou & un intervalle de 1emps plus large avant une éventuelle
rechrite. L'absence d'effets secondaires graves (exception faite d'une photosensibililé cutanée
généralisée pouvani durer 3-4 semaines) permel en outre la répétition du iraitement, ce qui
pent &ire ulite dans le cas de lésions multiples ou de néoplasies avec métastases.

Le traitement PDT classique impligue [139) 'administration par voie intraveinense de doses
du photoscnsibilisateur variant d'env. 2.8 mg/kg de poids pour les porphyrines 4 0.1 - 0.5
mg/kg de poids pour des photosensibilisateurs plus récents. Ces quantités sont bien inférievres
aux doses de porphyrines nécessaires (300 - 500 mp/ke) pour entrainer des effets toxiques
dans le corps humain. L'irradiation est appliquéc 24 - 48h aprés l'injection, de fagon &
permeitre une ¢limination plus rapide des porphyrines au sein des tissus péritumoraux.

Des rapporis de concentration de photosensibilisateur du type lumeur/tissu sain supériewrs &
10 peuvent &tre aligints en appliquant un iraitement adéquat, ce qui garantit égatemem des
déghts sélectifs au niveau de la tumeur ou, au moins, Wexehu pas une guérison rapide du tissu
sain péritumoral, Un paramelre important est représentd par le degré d'irradiation, qui doit éire
maintenu en-dessus des 200 mW/iem® de nanitre a éviter Iiniervention brutale d'effets
thermiques, gui pourraient prendre le dessus sur les processus photachimiques et ainsi limiter
la sélectivitg des degdts au niveau de la wumewr.

Les développements les plus récents permettem d'snvisager la possibilité d'imroduire une
cerlaing flexibilité au niveau des trallements PDT connws jusqu'd inaintenant. Des éiudes
pharmacocinétiques conduites & Vaide d'une série de dérivés du type porphvcéne {voir Figure
N0.22)y montrent qu'une tetraméthoxylation induil une aupmeniation sensible de l1a vitesse de
disparition du pholosensibilisateur dans les lissus néoplasiques et dans les tissus sains; aucun
agent résidue! n'est détecté dans Porgenisme 60 min. aprés Iinjection [140]. De celte maniére,
le traitemenl PDT peut étre applique plus rapidement aprés I"administration systémique! du
photosensibilisateur, alors que ses problémes de photosensibilité cutande sont écartés.

10n parle d'application sysiémique quand le photosensibilisaleur es) adminisiré au patient. soil par Injection, soit
par voie orele. Quand le photosensibilismer est appliqué direclement sur }a zone & triter, par exemple en

I

renplissant un organe creux ol en Iappliquan sous forme 4 1§ pour les Irai de la peau, on parle

dapplication topique
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La technique PDT est particuli¢rement indiquée pour le fraitement de tumeurs bénignes des
poumons, du fail qu'clle présceve le fonctionnement pulmonaire, et gu'clle peut done étre
répéiée aussi longlemps qu'une récurrence est observée, mais également parce qu'elle n'exclut
pas T'éventualité d'intervention chirurgicale. Chez des patients atieints de tumeurs bémgnes
oux powmons de moins de 2 ans, l'apparition de métastases av niveau du noewd lymphatique
s'est avérée basse, voire inexistante, ce qui rend adéquat I'emploi de traitements modérés

[141).

Edell et Cortese |142] ont rapporté les résultats obtenus avec un groupe de 13 patients anteints
de 14 types de cancers bénins des poumons. Ces patients onf subi des séances d'irmadiation a
630 nm de 200 - 400 Jiem® . Deux 4 quatre jours aprés l'injection de 2.5 mgfkg de HpD. Onze
iumeurs ont réagil aprés un seel traitement et les trois restantes aprés un second traitement;
77% dces tumeurs n'ont moniré aucune récurrence aprds une période de 7 & 49 mois. D'autre
pan, gucune coniplication substanticlle n'a é1é observée chez les paticnts traités, Seuls irois
individus ont présenté une réaction contenue de photosensibilisation, Les auteurs ont donc
conclu que la PDT représemie une altemnative idéale & une intervention chirurgicale pour des
patients souffrant de turneurs Bénignes de la peau.

Furuse ef al. {143] ont rapporié les résultals obtenus sur 54 patients souffrant de 64 types de
cancers bénins des poumons. Le traitement a inclu 'ewnploi de Photofrin® (2.0 mg/kg) et des
séances d'irradistion de 100-200 Yein? & 630 pm, Des 59 wmeuts évaluées, 50 ont &é
considérées cormne réponse compléle, six comme des réactions pariietles et trois sans
réponse. Cing des réponses complétes ont moniré une récunience 6 & 18 mois aprés te
traitement. Uine condition pour une éventuelle réaction était représentée par la longueur de la
tumeur, oit celles inférieures ou égales 4 1 ¢m ont conduil av méme résultat, La survie
générale des paticnls a é1é de 50% aprés une période d'environ 3 ans,

Kato ef al {144), eux, ont déerit une étude impliquant une combinaison Photofrin® - PDT
appliquée & 95 lésions chez 75 patients lraités pour deg cancers béiins des poumans. La
proportion de véponse compléte a été mis en relation avec la taille de la tumeur, avec une
proportion de 96.8% pour des lésions inférieures & 0.5 cm, mais de seufement 37.5% pour des
lésions supérieures 4 2 em, Le taux de survie & 5 ans des 75 patients, 4 comparer avec les
prévisions calculées selon I'analyse de Kaplan-Meier, a é1€ de 68.4%,

2.6, Les nouvelles applications de la PDT

Les études des mécanismes intervenant dans le transport des porphyroTdes 4 travers les tissus
&1 levr distribution parmi les structures sous-tissutaires et sous-cellulaires ont permis de réunir
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un large éventail d'informations, qui sont actyellement évaluées afin d'élargir les domaines
d'application de 1a PDT {145].

En général, chaque application présentée se base sur la haute affinité des porphyrines et de
leurs analogues pour les cellules en mesure de déclencher un phénoméne d'hyperprolifération
: c'est l'explication des résultats encourageants obtenus a l'occasion d'essais expérimentaux
impliquant la PDT de la psoriasis.

Drautre pari, |z contrle du comportement pharmacocinétique de ces photosensibilisateurs
offre la possibilité [146] de se servir de la PDT, par le biais d'une méthodologic non-invasive
inctuant une icradiacion externe de segments définis de veines sélectionnées directement aprés
I'injection systémique du photosensibilisateur, dans la photostérilisation du sang en cas
d'infections virales.

En réalité, les porphyrines s'assecient rapidement e spécifiquement aux lymphocyles activés,
alors que leur accumulation dans la peaw n'atteint des niveaux significatifs qu'aprés des
périodes de trois heures; cela laissc un espace temporel suffisamment large pendant lequel
Pitlumination transdermale peut se dérouler sans causer de dommages significatifs aux tissus
traiiés. Le filtre optique causé par I'absorbance de 'hémoglobine est négligeable.

1 est probable et soubaitahle gue d'autres applications de la PDT du méme type seront
développées au fur et 4 miesure que nos connaissances des divers factewrs physiques.
chimiques et biologiques inhérenis a cclfe technigue seront approfondies.



3. La thérapie photodynamique avee F'acide S-aminolévnlinique et ses
dérivés en tant que photoseusibilisateurs

Comme il I'a déja &1é souligné plus hamt, 1a iechnique de la PDT peut éire considérée comme
un traiternent "doux”, dans lequel le mode diimradiation &1 I'agent photosensibitisatenr sont
tovs deux relativement inoffensifs. En cffet, dans la PDT, il n'est question ni de radiation
ionisante ni dc lumiére UV, d'autre part, la réaction permettant de pénérer de laxypéne
singulct n'affecte en rien PADN., zu cantrzire de la thérapie PUVA.

11 existe toulefois certaines limitations dans ce pracédé phatodynamique. Toul d'abard, In
lumiére visible considérée pour cxciter le photoscnsibilisateur est désavamtapée par un
powvoir de pénétration tréds limité {env. 1 em) dans les tissus de nature humaine. C'est la
raisen principale pour laguelle 1a PDT est généralement limitée au traitement de Iésions
supcrficielles. Deuxiémement, de nombreux photesensibilisatcurs artificiels ont tendance &
étre particliement retenus, pour une période pouvant aller jusqu's plusieurs semaines, au sein
des tissus normaux. Par conséquent, des patients traités par PDT doivent éviter une exposition
prolongde 4 la lurniére vive pendant plusienrs semaines aprés le traliement. 1} es1 important de
nofer que celte phatasensibilité prolongée de la peau peut s'avérer cumulative, Ainsi, 51 une
premiére meédication n'a pas permis une ¢éradication satisfaisante de la tumeur, le nombre de
traitements PDT subséquents est limité par le temps nécessaire 3 la guérison de Ia [ésion,

Afin d'¢largir le domaine d'application de la PDT. la recherche de cette demiére décennie s'est
concentrée en particulier sur le développernent de photosensibilisateurs en mesure d'absorber
4 des longueurs d'ondes plus élevies. ce qui rendrait le taitement plus cfficace en profendeur.

Dravires efforts se sont égrlemnent portés sur la maniére de diminuer cet effet de phototoxieié
prolongée sur 1a peau. Ce travail de grand envergure a finolement conduil 3 lidée de
s'intéresser 4 des précurseurs d'apents photosensibilisateurs efficaces, la steatégie se traduisant
par I'ernploi d'un camposé ne présentant & priori aucune propriété intéressante, mais qui, &
travers une ou plusieurs étapes biosynthétiques, est en mesure de condwire & na agent
photasensibilisateur efficace ¢1 sélectif. Dans ce contexte, il est curieux de relever qu'une
porphyrine rapidemcnt éliminée, telle que celle présente dans nos prapres corps (la PplX) ait
été ignorée. En fait, Ia raison de cette lacune réside dans les résultats irmmpeurs issus d'études
in vitre, au cours desquelles le caractére hydrophile des groupes périphérigues présents chez
plusieurs porphyrines serail & metire en reladon avec les délais de disparition de ces dernidres.
Eu effet, av scin de systémoes o vivo, PplX est éliminée tés rapidement des tissus nermaux cit
ant partretlement convertic en héme.
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C'est 1a raison pour laquelle ALA, précurseur unique de I'héme et & la base de la formation de
la PpIX, a été récemment reconnu en tan qu'excetlent agert PDT. Mais avant de discuter
celle technigue photodynamique novairice plus en détails, il est nécessaire de siter et de
caraciériser les structures et fes chromophores dans un contexte iﬁosymhétiquc,

3.1.  Labiosynthése des pigments de 1a vie
31 De la glycine & PUroparphyrinogéne 10T

Un regard artentif aux steuctures des principaox pigments de Iz vie (nom crée per le
Professeur A. Battersby 4 I'Université de Cambridge [4]), c’esi-3-dire, entre autres, 'héme, la
chlorophytle, la bacteriochlorophylle €t la vitamine B3, met en retief leurs liens de parenté
(voir Figure No.2). En effet, ils se composent tous d'un cycle tetrapymrolique, caractérisé par
un degré de saluration variable selon le macrocycle considéré, et ils sont lous substilués de
maniére plutdt inhabituelle au niveau de leurs carbones périphériques en position B, La PplX,
par exemple, alliche (rois types différents de substiluanis cn B : des groupes méthyle, vinyle et
des chatnes latérales propioniques.

Dans Jes tissus des mammiféres. la biosynthése de 'héme se déroule en huit étapes distinctes
catalysées par un enzyme (Figure No.24), Ces éapes se déroulent dans deux parties distinctes
de la ecllule : la mitochondrie, olt Ja plupan des réactions métaboliques ont lieu, et le cytosok
qui est simptement la phase aqueuse s¢ trouvant au sein du eyloplasme.

La premigre étape de la voie biosynthétique est la condensation d'un intermédiaire du cycle de
Iacide citrique, le succiny! coenzyme A {CoA) avec l'acide aminé le plus simple, la glycine!.
Le premicr produil issu de celle condensation est ALA. Celle réaction est calalysée par
l'enzyme ALA spnthase &t par le cofacteur pyridoxyl phosphate. La synthése de ALA se
déroule entiérement au sein de 12 matrice de la mitochondrie et elle est finement réplée, tout
d'abord par le contrdle de Yenzyme catalyseur, puis par e contréle du transport de Fenzyme

ILe cycle de acide citrique es1 aussi connu sous e nom de cycle de Kicbs, C'est une séquence cycligue de
réaclions biochimigues fondamentales pour le méabotisme dorganismes aérobiques. Les enzymes dit cycle de
Krebs sant silués dans la mitochondrie et s'associent étroitement avee les enzymes impliqués dans la chaine de
transport des lectrons, La découverte de la glysine en 1ant que point de départ de 15 biosyninése de I'héme chez
les animaux se base sur les wravaux de Shemiin qui. enn 1945, reata lexpérience davaler 66 grammey de glycine
morquée au 14 g1 une périade de trofs joars. 11 préleva alors régulidrement de som sang, isola I'héme et pronva

que les aromes d'azole marqués se retrovvaient dans la sirueiore de la porphyrine [3]
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du cylosot 4 1a mitochondrie, €1 finalement par l'inhibition de 'AL4 synthase par le produil
final, Fhéme.
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Figure No.24 : Yue d'ensemble et locatisation de la biosynthése de Phéme

La vaie menant & ALA est appelée voie de Shemin. ALA est un meilieur précurseur de Phime
que Ia plycine, la preuve étant apportée par des expériences de marquage au ¢ et an PN
Reécemmem touiefais, it a éi¢ mis en évidence que ies planies, ies alpoes, ainsi que les
bactéries anaérobiques fabriquent ALA par une autre voie : direciement 2 partic d'acide
plutamique [147], via Je 2-oxoglularae selon un chemin qu'on a baplisé voie Cs (Figure
No.25). It es! possible que cetie demiére soit unc forme ancestrale de 1a biosynthése de ALA,
adapiée pour des organismes ne possédant pas de cyveles de lacide citrique complets et
survivant dans une stmosphére anzérobique, En fait, c’est seulement une fois gue les laux
d'oxygéne ont augmenié ¢l que les organismes agrobigucs sont devenus daminants, que la
voie Shemin menant 3 ALA serail apparue. Les chioroplastes seraient censés avair évolué &
partir d'organismes de¢ méme origine que les cyanobactéries anaérobiques. Afin de sarvivre
dans une atmosphére oxygénée, ils se sant Jigs en symbiose perfaite avec des organismes
aérobiques et ont finzlement €€ incorporés au sein des plantes, Clest une explication plausible
au fait que les plantcs exploitent la voie Cs pour produire ALA.
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Figure Mo.25 : Les deux voies biosynlbéliques menani 4 ALA

Le pas suivani dans la biosynthése de 'héme esi représenté par la condensation de deux

molécules de ALA, via l'enzyme Porphobilinogéne svarthase (ici noté AL4 dehydratas
donner le pyrrele nommé porphobilinogéne (cu PBG). Ce composé a é1é identifié
premiére fois dans I'urine de patienis soufrant de porphyrie. Un point important au ni
la biosynthése du PBG es! qu'elle est trés similaire aux mélhodes de synthéses habitu

pyrroles au laboratoire, c'est-a-dire la synthése de pyrroles selon Knorr [148] (Figure No.26).
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Figure No.26 : Farmaiion du PBG et comparaison avée une symhise de pyrrole du type Knorr
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La formation de PBG est ensuite suivie de la condensation en deux élapes de quatre
molécules de PBG pour conduire & I'Uroperphyrinogéne 111 (les porphytinogénes sont en fait
des porphyrines réduites). C'est iei que la substitution insolite en  est renconirée pour la
premiére fois. L'emplacement des chafnes acétiques refléte le positionnement des groupes
méthyle dans Ja PplX. La condensation des quatre unités PBG nécessite non pas un, mais
deux enzymes : la PAG deaminase et la Uroporpityrinogen Il cosyherase. Ce qui est
fascinant dans ceue diape est le fai que des quawre unités PBG identigues sont liées ensemble
dans un amangement téie-queue {cycle A 4 D), mois le cycle D semble aveir subi une
inversion pour donner lisomére 111. Ce phénoméne nécessite les deus enzymes, dans le sens
qu'en I'absence de la cosynthetase, seul 'Ureporphyrinogéne 1 {on Uro'gen 1) est produit et ce
dernier ne peut &tre converti par la cosynthetase dans l'isomére de type 111 (Figure No.27)

COOH
HOOe
H CO;H
M Deaminasa
2 e coH
PBEG o
HO:6 COH
HOC
3 COH
Cosynthetase Hydroxyméthytbitane
MNon-enzymaliqus
COH cOH

COH

H,C 2 COH
Uroparphyiinegéne it Urepombyrinogéne |

Figure No.27 : Formation enzymatique de 'Uro’gen 11t 4 (4 noter I¢ réamrangement intramgléculnire du cyele D)
£l furmation non-enzymatiqne de FUro'gen 1 3
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L2 De I'Uropoarphyrinogéne 12 i I'héme (Figure No.28)

Les quatre chaincs acétique subissent une décarboxylation (par l'enzyme Uro'gen
décarboxyiase) en proupes méthyle pour conduire au Copro'gen 111 6. Cetie premiére
transformaiion est svivie de la décarboxylation oxydalive des deux chaines propionigue
substituées sur les cycles A et B en groupes vinyle (via I'enzyme Copro’gen oxydase) pour
conduire au Proogen IX 7.

L'oxydation de ce dernier en PplX 8 esl alors calalysée par la pro'tngen oxydase, suivie par
Tinsertion de fer catalysée par un enzyme trés semblable : la ferrochelatase [149]. A noter que
ces deux enzymes sont ligs 4 la membrane mitochondriale interne.
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Figure No.28 : De I'Urg’gen 11 4 'héme

L'héme est alors inséré au sein d'une protéine pour devenir une hémoprotéine. Dans le cas
d'hémes liés de maniére non-covalente {par exemple dans 'hémoglobine, la myoglobine, tes
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cylpchromes b et P450, 1a calalase el les peroxydases), l'association entre Ihéme et
I'apoprotéine est spomande el ne requien par conséquent aucun catalysenr, En sevanche, les
hémes liés de maniére covalente (par exemple dans |a cytochrome ¢} nécessitent une catalyse
enzymatique pour former les licns de 1ype thioéther avec les groupes vinyle de I'héme.
L'enzyme permeltant cette opération, la cytochrome-c symhase, est localisée, soit sur la face
externe de la membrane mitachondriale interne. soit dans I'espace intermembranaire [150}.

kAN De I'Ucoporphyrinogéne 11 & la chiorophylte (Figures No.29 & No30}

La biosynthése des chlorophylles [151] diverge de celle de I'héme & I'étape d'insertion du
métal. En effet, dans le cas présent, un ion de magnésium est inséré av sein de la PplX par un
enzyme peu connu, appelé magnesium chelatase, opération snivie de I'estérification de la
chaine latérale propionique substituée sur le C.13 par transfer! d'un groupe méthyle a partir de
la 5-adénosyi-méthionine (SAM). Aprés cela, le groupe vinyle en C-8 peut ou ne peut pas éire
réduit en groupe éhyle, cetle opération dépendant de I'espéce de la plante et de Vintensité de
la lumiére externe. 11 est & noier que cette réduction peut intervenir également plus loin dans 1a
biosynthése (plus exactement au niveau des chlorophyllides).

Ingertion
de Mg

Magnesive
chetatase

Protoporphyrine (X
Esterification mélhyliqua | S-adenosyimeitioning
da la chalna latérate {SAM}et mathyfl-
prapionigue sU #e cycla © transfarase (MT)
Flgure No 3D

Figen: No.29 : Biosynthése de {a chiorophylie 4 partiv de PpiX
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I.'étape suivante est représentée par la conversion de la chaine latérale propionique en C-13 en
(- cég ester puis par sa cyclisation en exocycle, caraciéristique des chlorephylles, pour donner
Ia photochloryphillide 13.

Cette étape cst catalysée par une eycluse oxpdative ¢f recquiert de I'oxygéne et du NADPH.
Les protochiorophyllides subissent alors une réduction photochimique via Fenzyme
protochlopiyilide reduciase, qui est NADPH-dépendante, pour conduire 4 la chloraphyllide
14. I a &1& prouve qu'il existe, dans certaines plantes du moins, des voies non-photochimigues
permetlant la réduction du cycle B.

L'étape finale dans la voie biosynthétique menant aux chlorophylles est l'estérification des
chlorophyllides A I'aide du phytyl diphosphaie ou du géranylgérany! diphosphate via Venzyme
chlorophylie symthetase.
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De la Figure No.2% —_——
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Figure No.30 ; Biosynthése de 1a chlorophylle : formation du cycle E, iduction du cycle D st estérification par
Je phytyle
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En plus des deux voies biosynthétiques résumées ci-dessus, il est important de saveir qu'il
exisie une aulre voic non-oxydative el impliquant des méthylations au niveau de plusicurs
atomes de carbone du macrocycle se trouvant au centre de la vilamine B2 17.

Le fait qu'aycune réaction d'oxydation n'intervienne dans la biesynthése de a vitamine B3 est
certainement relié au fail que les corrines - le nom donné au macrocycle se trouvant au cemire
de Ia vitamine - sont fonctionnelleient plus auciennes que les porphyrines, étant donné que
des bactéries striclemen! anaérobigues produisent uniguement des corrines mais pas de
porphyrines 7).

314, Peurquoi le modéle de substitution de type I ?

La question est de savoir pourquai la Nature a choisi I'isomére de 1ype {11 parmi les quaire
isoméres possibles pour I'Ura'gen ¢i voe de construire les pigments de la vic. Certains indices
peuvent étre trouvés dans la maniére que PBG se réarrange dans des conditions non-
enzymatiques et anaérobigues.

Les quatre unités PBG s'arrangent repidement pour former le produit cinétique Uro’gen | 5.
Cependant, tous les porphyrinopénes étant acido-labiles, la conséquence est que le
déroulement réaclionnel devient rapidement contrdlé thermodynamiquement & travers
Yisomerisation de l'architecture moléculaire et conduit & un mélange de quatre
uroporphyrinogénes isomériques dans un rapport statistique de 12.5% pour fe type 1, 12.5%
pour ie iype 11, 30% pour le type 11 et 25% pour le type 1V,

Eschenmoser et al. [152] ont démontré cette répariition €n s¢ servant de nitriles en lieu et
place des acides aminés précurseurs du PBG (Figure No31), Leur conclusion ¢st que
I'arrangement des chaines latérales acélique et propionique auiour de la périphéric des
pigments de la vie (par exemple pour Parrangement de 1¥pe 1) correspond au type de
structure favorisé thermodynamiquement,
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Figure No.31 : Voie prébiotique des Ure'gen (oetaniteiles) proposée par Eschenmoser
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315, Réglage de la voic blosynthétigue conduisant a I'héme

Tous les enzymes de la voie de ['héme agissent de manidre irréversible. La voie est
patticllement réglée par la disponibilité du substrat et par ['inhibition en feed-back de ALA
synthase (ALAS), L.es concentrations respeclives de substrals et d'inteemédiaires sont la
plupart dy temps inférienres aux constenles de Michaelis de Lous les enzymes impliqués
[153]. De 1ons les enzymes intervenam daas la voic biosyalthétigue, ALAS (ou PBGS)
posséde Vactivité la plus fnible, elle esl smivie de lg PBG deaminase (PBGD), alors que les
aulres enzymes sant caractérisés par des activilés bien plus élevées, Au sein des cellules
erylhroides humaines, 'activité de la ferrachelaiase est également basse, de I'ordre de irois
fois supéricure @ celle de ALAS [153]. L'n pas de réglage importan dans la voie de héme ¢st
lié & Pactivité de ALAS (Figure No.32). L'héme est en effet en mesure d'inhiber directement
l'enzyme [154} en plus de bloguer la wranscription, 1a iranslation ainsi que le transport de a
proléine au sein de la mitochondrie. L'inhibition dicecte de I'enzyme peul cependam éire
dimportance mineure, puisqu'elle nintervient qu'a partir d'une concentration de 107 M alors
que Ia formation de ALAS est contrdlée A partir de 107 M.
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Fighre No.32 : Réglage do In biosynthdse de Fhdme. Le3 éinpes biosynthéliques sont représentées par des fidchey
pleines, nlors que les régloges sonl représentés par deg fleches en traits-lillés, Les signes "+ et =" entaunds
lndiquent les =fTets stimulateurs et inhibiteurs, Les mitochondries sont représenu#es par les boites grises, e noyau
par [ovale fancé et le cytosol camme surface incalore. La bilirbine et la biliverdine sant toules deux localisées
dans !¢ réliculem endoplasmique. IRE ; élément répondant du fer, IRF ; facteur régulam du fer. TIR : réceplear
de 1o transferrine
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3.2,  Modes d’administration de I'acide 5-aminolévulinigue

Lorsque des photosensibilisaicurs préformés sont appliqués, leur taille moléculaire et leur
solubilité empéchent certains 1ypes d'administration. Les porphyrines, les chlerines sinsi que
les phtaloeyanines ne peuvent gue irés rarement &ire appliquées de fagon lopique et sont done
généralement adminisirées par voie intraveineuse. Mais la plupart de ¢es camposés ayant
tendance & &ire retenus sélectivement dans le foie, lI'application systémique compdrﬁe elle
avssi centains désavamages.

En revanche, dans le cas de fa technique ALA-PDT, la molécule administrée est relativement
petite et bien soluble; elle peut done étre appliquée aussi bien de maniére sysiémique [155)
(soit par e biais d'injections sous-cutanées, ou intraveineuses, soit oralement) que de maniére
tapique et locale (par le biais d'injections localisées ou par infusion dans la vessie {156},
I'nérus ou dans dautres cavités du corps), Si I'adminisiration se fail de maniére systémique,
des quantiiés importantes de ALA sont converties en PplX dans le foie pour étre excrétées via
la bile. Les doses systémiques doivent patr conséquent &tre bien plus importantes que les doses
appliguées localement afin d'obtenir le méme degré de photosensibilisation.

3.3.  Leslongueurs d'onde caractérisant la lumiére photoactivante

Le procédé ALA-PDT est déclenché par photoactivation. La PplX absorbe forternent vers 410
nm (bande SORET) et présente quatre bandes Q plus faibles (interdiles d'aprés les régles de
symétrie) dans le visible. La considération de différenies zones du specire d'absorbance de la
PpIX peut done &re cxploitée dans diverses applications. Ainsi, dans le cas de lésions
supetficielles telles que la psoriasis, il est plus efTicace de se servir de la bande 4 410 am. En
revanche, dans le eas de tumeurs plus épaisses ou plus profondes, la deyniere bande Q 4 635
nm est préférée du {ait de sa pénétration plus profonde dans le tisse. D'un point de vue
purement énergéligue, 1oute longueur d'onde présente dans le spectre d'absorhance de la PplX
pourrait étre considérée dens vn traitement ALA-PDT, puisque V'énergie absorbée 4 chaque
longueur d'onde serait réduite jusqu'aw niveau énergétique de la premitre bande Q (avec un
peu d'énergie évacude sous forme de ehaleur). D'un point de vue clinique, il est uniquement
nécessaire que la lumitre activanle atieigne 'emplacement od I¢ photosensibilisatenr PplX est
localisé. De cetie manidre, l2 profondeur de péndtration dans le tissu atteinie par la longueur
d'onde sélective devient un facteur imporiant pour (oW type de liaison trailée.

Des longueurs d'onde supéricures 4 630 nm npe seraient pas trop efficaces en début de
traitement. puisque PpIX n'absorbe pas a de tetles valeurs. Cependamt, prace 3 sa
photolabitité, PpIX est en mesure d'éire convertie mpidement en photoproduits qui eux,
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absorbent 4 des lanpueurs d'onde plus élevées. Ces photoproduits sont ensuite sux-mémes
rapidement phiotedégradés {ce processus es1 nonuné photoblanchiment) et peuvent ou ne
peuvent pas jouer un réle dans la technique ALA-PDT.

3.4, Temps et durée de I'exposition 4 la lumiére phatoactivante

Pour le traliemient de ésions cutanées, Ja durée optimale d'exposition pour ALA 4 la lumitre
est celle oi le mpport de PplX dans la tumeur et de PplX dans les tissus normaux adjacenis
est le plus élevd, avec la condition supplémentaire que la concentration de PplX dans la
turmmeur soit suffisante pour une éradication tolale de la lésion. Cette durée est généralement
considérée comme étant le temps nécessaire pour aiteindre une fluorescence maximale. Un
délai de 1rois heures aprés 'administration de ALA est souvent admis dans Ia technique ALA-
PDT, mais des lemps plus longs (16-20 heures) dans le cas d'applications topiques
ocrasionne des fluorescences PplX plus fortes.

Méme s'il n'est actueltement pas possible de disposer d'on iraitement géuérique cn termes
d'énergie luminzuse tolale libérée pour n'importe quel type de tumenr, quelques généralités
peuvent éire émises. Par exemple, pour des carcinomes de cellules squameuses' ou basales?,
une dose de lumiére libérée d'env. 100 Jem ™ est généralement appliquée. Ainsi, ea admetiant
une source lumineuse dans laquelle une bande gnire 600 et 700 nm passe avec une puissance
de 100 mW-cm'z, des temps d'irradiation de 15 4 30 minutes sont typiques, en fonction de
Pépaisseur de ta lumeur 3 traiter.

3.5, Le processus du photablanchiment

Le phénoméne de photosensibilisation, tel que nows le connaissons, implique la régénération
du photosensibilisateur et le retour 4 son élat de base au cours du processus de transfert
d'¢nergie du photasensibilisateur excité & Voxypine moléculaire. Vu ainsi, le

ILes cellules squameuses sont des cellules flexibles, qui tapissent divers organes {par ex. Pestomac), Elles
assurent, d'une pan Une protection contre les aliaques extemes <, d'ouire part un wransport des aliments vers les
intestins

3Les cetiules basuies se rouvent i in bnse des cellules squamenses ¢t elle sécrdlent les acides et les aunlres

substances vilales
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photosensibilisateur poursait donc éire considéré comme un “catalysenr”, ol son role se
résumerait 4 fa caplure puis au transfert d'énergie phototonique a Foxygéne.

En réalité, le photosensibilisateur est dans la plupart du temps attaqué par 'oxygéne singnles
excité trés réactif, conduisant ainsi 4 des modifications au sein de sa structure. [157-160]).
PplX cst particuliérement sensible 4 ce type de photodégradation. Elle est en effet rapidement
convertie én un oy plusieurs composés veris appelés photoporphyrines, ces decniéres sont
elics-mémes rapidement transformées en entités capables d'absorber un minimum oy méme
pas de lumiére visible (d'od le terme de photoblanchiment).

Le processus de photoblanchiment passe par la formation de photoproduits intermédiaires
produciears cfficaces d'oxygéne singulet. Etant donné que ces derniers peuvent éire présents
dans les tissus atteints durani le traitement. it cs) possible qulils soient en mesure d'agir en
synergie et ainsi augmenter 'efficacité de la techaique ALA-PDT. D'autre part, puisque les
lengueurs d'ondes nécessaires 4 une absorbance optinwale de la part de ces photoproduils se
situent dans le rouge des bandes Q caraciéristiques de la PplX, il devrait &ire possible
d'optimiser uitérieurement le procédé ALA-PDT, en activant dans un premier temps la PpIX,
puis fes photoproduits issus de cette derniire dans la phase teminale de la photolyse.

Le processus complet de photoblanchiment engendre diverses conséquences sur la technique
ALA-PDT. En cffet, puisque la PplX représente une des porphytines les plus photolabiles, il
est important de connafire les répercussions que le photoblanchiment peul aveir sur ce
procédé, D'un point de vue clinigue, il s¢ manifesie par une perie de fluorescence au cours de
la photolyse. L'extension de [a durée d'exposition a la lumiére activante serail par conséquent
insignifiant, vu que la PpIX ne serait plus présente pour jouer le rile de photosensibilisateur.

Alors quwun phénoméne de celte nature pourrait, dans un premier temps, sembler un facteur
limitant A une bonne efficacité, il est en fait bénéfique dans le contexte d'vne éventuelie
phototoxicité sur la peau, puisqu'il pew &tre considéré comme une séeurité contre wne
overdose de lunniére. En effct, avec 'existence du phénoméne de photoblanchimem, 1'effel
phototoxique sur un tissu n'est quasiment plus dépendant que de la concentration de la PplX
au sein des cellules de ce 1issu, et. aprés I'application d'une ceraine dose lwmineuse. la
phototoxicité n'augmente plus avec fintensificalion des doses lumineuses.

Par conséquent, étant donné que des tissus ne contenant quiune quantilé réduite de ALA-PpIX
ne sont pas touchés suite A une exposition méme prolongée 4 une “gverdese” de lumiére, il
n'est pas nécessaice de diminuer lintensité de la lumidre appliquée @ un tissu afieint pour
préserver les tissus sains périphériques. Cela permet donc une simplification dans le dosage
de la lJumiére en vue d'une éventuelle application clinique. Toutefols, les relations existant
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entre l'intensité de 1a lumiére activanle, la consemmation d'oxygéne et le phénoméne de
photoblanchiment ne commencent que mainienant a éire €lucidées (161].

Un autre avantage possible du photoblanchiment est qu'il permet le traitement efficace de
tumeurs plus profondes. En effes, le processus se déroulc tout d'abord aux abords de la surface
tissulaire, endroit ol I'intensisé lumincuse est la plus inlense. Or, el retirant cette "couche
abserbanie" 4 la surface de la peaw, la lumiére activante pourrait ainsi pénétrer plus
profondément dans le fissu el exciter la PplX & des niveaux plus bas, sans foulefois causer des
dégats ulidrieurs aux tissus superficiels [162]),

Le partage des doses de lumiére aciivante est également une siratégie 4 meitre en relation avec
le processus de pheloblanchiment. En effet, forsgue ALA est appliqué localement, un
réserveir de ALA est alors créé dans la peau. Eiant donné que la lunitre activante n'a aucun
eftet direct sur ALA, V'existence de ce réservoir permet de remplacer rapidement la PplX
disparuc suite au phénoméne de pholoblanchiment. De eette maniéee, c'est-d-dire grice 4 des
applications intermittentes de lumiére activante, efficacilé finale de la technique ALA-PDT
peut ire améliorée, Ce type d'expérience a ¢té lesié récemment [163] et s'est avérd concluant,
1 est imporiant de noter, a ce sujct, que e teraps de régénération de l'oxygéne au sein des
tissus irradi¢s est un [acteur imporlant de régulation.

3.6.  Applications cliniqucs de la technigue ALA-PDT

C'esi done prace aux propriétés fluorescentes de la PpIX que ALA a comimencé i éire utilisé
dans le traitement clinique de divers types dec tumeurs, principalement celles affectant la
vessie. Et c'est vers la fin des anndes 80 que les premiers tests faisant intervenir ALA ont éié
dévcloppés. Le petentiel de causer une augmentatien de la production de PpIX cn ajoutant
ALA 4 des cellules a alers é1é mis en évidence. Le premicr test a été réalisé cn laissant agir la
solution de ALA pendant 24 heures, mais aucune fluerescence n'a £t€ détectée. L'explication
¢st dennée dans la période irep longue écoulée emire I'adjonction de ALA et la mesure,
période durant Iaquelle la PpiX produile est convertie ultérieurement en héme. De nes jours,
les temps d'attente [164] on1 é1é raccourcis a 1-6 heures aprés une adminisiration sysiémique
de ALA.

Ln 1990, Kennedy et al. [165] ent iraité, pour la premiére fois avec succds, des problémes de
peau grice 4 ha technique ALA-PDT appliquée localement. Depuis, cette nouvelle approche
jouit d'um intérét croissami et elle est actuellement examinée intensivement pour une
éventuellc utilisation en tant que treitement owfet détection d'une large gamme de tumeurs de
nature superficielle [166,167]. Pour un lotal de 826 carcinomes superficicls touchant les
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cellules basales traités & I'aide de la technique ALA-PDT appliquée localement dans neuf
hoépivavx en Evrope et au Canada, le iaux moyen de rémission compléte, partielle et d'aucune
réaction a é1¢ respectivement de 87%, 5% ¢1 8% [167].

En oure, des résuhiais clinigues encourageants om &€ enregisirdés avec différentes lumeurs
walighes et nown-malignes de la peau, comme les carcinomes toucheni les cellules
squameuses, la maladie de Bowen, la psoriasis, etc. [166,167]. Par exemple, DUSA
Pharmacguticals Inc. (Toronto, Canada) & publié récemment les résultais de deux essais
cliniques paralléles en phase 111 faisant intervenir du Levulan™ (ALA) pour le traitement
PDT de paticnus atteints de kératose aclinique (une tumeur bénigne superficietie en mesure
d'évoluer en carcinome) au visape et sur le crine. Deux-cents quarante patients, au 1o1al, om
re¢u, soit 20% de ALA de maniére topique, soit un placebo pour la nuit suivie d'une
irradiation 4 la lumiéce bleue diintensité épale 4 10 J-em™, Dans les deux essais. §6%,
respectivement 81% des tumeurs traitées ons éié éradiquées A la suite d'un seul traitement el
94%5, respectivement 91% 4 |a suite d'un second traitemcnt, Ces taux sonl a comparer avec les
32%, respectivemen 20% d'éradication observée avec le placebo.

D'autre part, du fait que ALA peui &tre administré direetemem dans les cavités naturelles de
noire corps, la technique ALA-PDT peus s'appliquer également en gynécologie. Elle a en effer
é1¢ emplayée dans l'ablation endoméiique et pour empécher 'implantation embryonique chez
les animaux de laboratoire [168]. La méme technique s'est avérée efficace dans le traiteniem
clinique de carcinomes ovariens touchant la cavité vaginale. Rossi et al. [169] ont mis en
dvidence une efficacité in vitre encourageante pour des couches cellulatres tssues de tumeurs
d'origine cervicale, ovarienne 1 mammaire.

Une administration orale de ALA a d'aufre part é1¢ appliquée dans le traitement PDT de
eancer colorectal [170] ou de néoplasies diverses 1ouchant le sysieme gastro-intesiinal
[171,172]. Malgré le fail que d'avlres tumeurs semblent, 4 premier abord, plus difficiles &
combatire & cause de probiémes au niveau de la libération de la lumiére, un certain nombre
d'essais préliminaires a d'orzs el déja éié conduit afin de vérifier 'efficacité de la technigue
ALA-PDT dans le swajtement du cancer des poumons {1731, des mycoses [174] ef de (o
leucémie [175].

Les protocoles suivis pour I'application topique de la techuique ALA-PDT ne sont en
revanche pas optimaux dans le traitement de tumeurs nodulaires de la peau. En effet, pour un
Lotal de 208 carcinomes nodulaires louchant les cellules basales iraités dans six hdpitaux, les
taux moyens de rémission compléle, partielle et d'absence de réaction ont éié respectivement
de 53%, 35% et 12% [167). Par contre, l'applicalion locale du P-1202 {ester méthylique de
ALA), un preduit développé actuellement par Photocure AS (Oslo, Norvége), a permis
d'obienir des résulials prameiteurs a 'occasion d'essais cliniques récents dans le traifement de
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tumeurs de la peaw, en particulier dans le cas de lésions épaisses. Parmi 5G6 tumewrs traitées,
le taux de rémission compléte pour la kératose actinigue (32 I€sions). pour les carcinomes
superficiels touchamt les cellules basales {217 lésions) el pour les carcinomes nodulaices
touchant les cellules basales (237 lsions) a é1€ respectivernent de 89%, 86% et 84%.

Ce laux particuliérement élevé s'explique par une production inlense de PplX dénivée du P-
1202 au sein des Ksions. En outre, ke P-1202 produit scosiblement moins de PplX dans les
1issus snins que dans les lésions, d'od une sélectivité de la technique améliorée. Ena régle
pénérale, la technique PDT impliguant P'application 1opigue de ALA ou de son csicr
méthylique comporte certains avantages par rapport aw trailements conventionnels; ¢lle esl en
effet non-invasive, pratique e1 bien acceptée par tes patients; elle peur &re appliquée plusieurs
fois, ¢t clle conduil 4 des rdsullats esthétiques excellents indépondamment de la taille de la
umeur.

11 nest toutefois pas encore définitivement clair s'il n'existe pas d'effets secondaires dans
I'administration systémique de ALA. 1l semble pourtant que ni Fadminisiration orale de ALA
(< 60 mg/kg) ni I'injection par voie iniraveineuse (< 30 ing/kg) ne conduise & des symptdmes
ncurcioxiques, tien que cerlains patients présentent des nausées passagéres et/ou des iroubles
dc fonclionnement du foic [166,176].

Le trattement de patients souffrant de carcinmines touchani les cellules squamenses de la
cavité orale a &€ publié : peu de rémissions complétes, mais les parties wraitées des 12 auires
patients préscntant des 1ésions de pature dysplasique ool é1é soignées sans laisser ancung
trace. Aucun patiemt ne souffrait de photosensibilité cuzande prolongée aprés 48 heures [177).
Barr et al. [178] ont cnregisteé des résuhats promenears dans le cadre du waitement de cing
paiicnis soulfrant de dysplasie profonde au niveau de I'oesophage. Ces éwudes suggérent que
la technique ALA-PDT appliquée de maniére systémigue cst poteniiellement iniéressante
pour e 1raitcment de tumeurs précancérenscs @ cancéreuses des mugueuses superficiclles du
wbe atrodigesiif el gu'elle ne présente, 4 priori, aucun risque de phototoxiciié prolongée sur la
peae (1791,

3.7.  Stabilir¢ de ALA en solution et désavantages de Is technique ALA-PDT

A Voceaston de son wiilisation clinique ou lors des tests enzymatiques sur ses dérivés, ALA sc
irouve en solulion & des pH variables. 11 est par conséquent intéressant de connalire sa
réaclivité sous ce tvpe de conditions [180]. Durant la préparation de soluwions aqueuses de
ALA & instiller dans la vessie des patients, ces derniéres passent de lincolare & une coloration
jaune en quelques minutes, au moment d'étre tamponnées 4 pH neutre. De plus, l'intensité de
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la couleur diminue avec le temps et le pH décroit rapidement, méme en présence du tampon
phosphate. Ces variations révélen existence d'une réaction chimique non-désirée mettant en
jeu ALA. Les produits en découlant peuvent s'avérer génants dans le cadre d'une ulilisation
clinique, puisqu'i est trés difficile de déterminer leur quantité, teur texicité ainsi que le role

aqu'ils peavent jouer,

I} est bien conau, qu'en présence de PRGS, ALA dimérise pour conduire finalement au
Porphobilinogéne (voir 1a biosynthése des pipments de la vie, partie 3.1.). Mais, en !'zbsence
d'enzyme ¢l en solution alcaline, Granick el Mauzerall [181] ont montré une dimérisation
spoutanée de ALA en 2,5-{B-carboxyéthyle) dihydropyrazine (CHPY). La condensation des
deux mo¥cules de ALA conduit 4 Ja formation de devx produits hétérocycliques dans des
proportions 1 : 10; ils ont proposé le PBG comme structure pour le produit de réaction
minoritaire, et 1a CHPY, composé instable et difficile & identifier, comme siructure pour e
produit de réaction majorilaire.

Récemmen, Butter et George [182]) ont identifié trois produits dans la condensation de ALA
en miliev aqueux. Ces composés, dépendants des conditiens réactionnetles, sont ; la CHPY,
formée & un pH modéré el dans des conditions anaérobiques, la 2,5-(B-carboxyéthyle)
pyrazine ou CPY, formée suite & [oxvdation de la CHPY, el finalement le pseudo-PBG,
formé dans des conditions trés alcalines simultanément avec la CHPY (Figure No.33), En
revanche. aucune formation de PBG n'a &8 observée lors de [a dimérisanon non-enzymatique
de ALA.

H ) o° HgN
o Kt e 2 o ?
A —— Ap— D
o "w o " o
M3 NH3 hHg i
Cation Zwitterion Anion

2,5-{B-carbaxybiyl) thydropyrazi 2.5 (B-eanoxybihyl) pyrazine

Figure No.33 ; Mécanisme dr dimérisation de ALA
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Une solution aqueuse de ALA n'est done stable qu'd un pH acide ol la farme anionique ne
peul exister (& pH = 5.2, la coneendmation anionique teprésente 0.07% de Ia concentralion
tolale de ALA). Par conséquent, if est impératif de maitriser le pH des solutions de ALA afin
d'éviter des réactions parasites, aussi bien dans des applications cliniques que dans des
travaux de sy nthéses,

Un aultre point important ne jouvant pas en faveur de I'utilisation de ALA dans la technique
PDT est le fail que le traitemem peut occasionner, netamment lors de la formation d'oxygéne
singulet, des dégits nu niveau de 'ADN [183], Des tests ont €1€ réajisés sur des cullures de
celiules, ainsi que sur des rats, suile 4 Pobservation faite que 10 4 30% dos paticnts traiiés
agvec des médicnments conire Ic cancer développaient des tumeurs secondaires, Les
concentrations ulilisées @ 0, 10, 100 et 1000 pg de ALA par millilitre, avec des durdes
d'incubation variant cnire 2 et 24 heures, ont permis d'arriver & la conclusion que ALA | & une
concentration de 1 pa/ml et méme en P'absence de lumiere, est en mesure de causer des dégats
au niveau de I"ADN [183].

Bautre part, des problémes sont renconirés avec ALA lors de son utilisation in vive [184]. En
effet, sa nature hydrophile fait quil ne traverse que difficilement la partie lipophile des
membtanes cellulaires. Suite 4 une application systémique {185], ALA diffuse au sein de toul
l'organisme du fait qu'il rencontre des difficuités pour diffuser a l'imérieur des cellules. Pour
un traitement qui doit &re local, les conségquences peuvenr éire extrémemen flicheuses. Par
conséquent, lors d'une application topique [3B6], il est nécessaire d'utiliser des doses
importanics de ALA [165,187], vu sa difficulté 4 franchir les parots cellulaires et, ensuite.
laisser le produit agir plus Tonglenips pour obtenir des résultats satisfaisants. Or, 'emiplol de
quantités importanics de ALA condult irrémédiablement 4 un risque de 10xicité au sein de
I'organisme {raité,

Une solution & ccs problémes est roprésentée par la modification chimique de ALA sans
womefois perdre les propriéiés i permetiand d'étre wtilisé dans la technique PDT ou dans Ja
détection de cancers (P1)),

38.  Madifications chimigues de ALA

Comme il I'a é1¢ expliqué précédemment, ALA rencontre des difficultés, i cause de sen
caractere hydrophile, pour traverser tes membranes cellulaires. 11 es1 donc indispensable de
remédier 4 ce probléme : une sohwion est représentée par la considération de "prodrugs”
[188].
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Un "prodrug" est un détivé chimique d'un médicament possédant des propriéiés
pharmacologiques plus favorables que ce demier, Le "prodrug” est en fait lui-méme
pharmacewtiquement parlant inactif, mais il est convertli en médicament par des enzymes ou
par d'autres facteurs sur le lieu de son aclion. Dans e cgs du développement de "prodrugs” de
ALA, la voie de syuthdsc conduisant & la PplX reste inchangée, cxception faite d'une étape
iuitiale supplémentaire pour I'hydrolyse enzymatique de l'ester correspondant.

Les "prodrups” peuvent &ire synthétisés pour différentes raisons : par exemple, pour aboutir &
une meitleure stabililé du produit [189], ou afin de faciliter l'accés de la zone & traiter a la
substance active, Dans le cadre d'une application en dermatologie, le but est d'oblenir un
composé caractérisé par un meilleur taux de pénétration dans les tissus. Pour ALA, il est donc
nécessaire de développer un composé moins hydrophile,

L'intérét de considérer un "prodrug” en lieu et place de ALA est toutefois limité par deux
facteurs ; la vitesse de diffusion du composé dérivé de ALA & travers les membranes
cellulains et b vitesse & Jaquelle cc méme composé est converti par les enzymes en produit
actif. Il est en fait trés important de définit lequel de ces deux facteurs contribue le plus 4 une
haule concentralion de PplX dans les cellules tumorales, de maniére & pouvoir prévoir le
compottement chimique de nouvegux dérivés de ALA. En effet, il existe actuellement aussi
bien des "prodrugs" nécessitant une hydrolyse enzymatique rapide pour une meillevse action
thérapeulique que des dérivés devant &re convertis plus lentement pour favoriser 1a réaction.

Une série d'esters aliphatiques de ALA ont déja ¢1¢ synthétisgs et testés [190], Des mesures de
fluorescence in vifro (culture des cellules) el in vivo ont été effectuées afin de déterminer leur
polentiel en tant qu'agent ghotosensibilisateur.

D'autres expériences ont également éié réalisées afin de vérifier si [es alcools, libérés suite &
Phydrolyse enzymaligue de l'ester correspondant, avaient une influence sur la quantité de
PpIX produite dans les cellules, Mais les résultats oblenus n'ond pas permis de démonirer cetle
tendance. Les résultats des mesures avec les cellules intactés onl montré que l'ester
méthylique nest pas plus actif que ALA non-medifi¢, En effet, Ia chaine alkyle trop courte ne
modifie pat la lypophilicilé du dérivé. Les meilleurs résultats! ont ét¢ obtenus avec Vester
pentylique de ALA, alore que les dérivés caraclérisés par une chaine alkyle plus ongue ont
induil s produciion de moins de PplX, donc une fluorescence moins forte (Figure No.34). La
variation du temps d'incubation (120, 240 et 360 minules} n'apporte aucune modification dans

1Ces mesures ont é1é effectoées duns le cedre do travail de dipléme de Y. Berper [234), qui en a liré un
graphigue du type de Iz Figure No.34
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l'ordre d'efficacité des dérivés de ALA, mais les meilleurs résultats ont été enregistrés aprés 6
heures d'incubation,

Fluorescence des esters de ALA
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Figure No.14 : Fluorescence émise par des esters aliphaliques de ALA apris six heures dincubation (AM : ALA
méthylester; AE ; ALA Ethylester; APr : ALA propylester; AB : ALA butylester; APL: ALA pentylester; AH
ALA hexylester, AO : ALA octylester)

Ces résultats peuvent s'expliquer par le fait que les dérivés de ALA deviennent toujours plus
lipophiles, ce qui a pour effet d'augmenter leur affinité pour les membranes ceilulaires. En
fail, ils aursient tendance & rester bloqués & I'intérieur de ces derniéres. D'autre part, il faut
également noter que les différences entre Jes dérivés de ALA diminuent avec la vitesse de
production cellulaire de PpIX.



4, Autres applications photodynamiques de ALA et de ses dérivés

Durant ces derniéres années, les substances photodynamiques ont éi1é éiudides pour leur
application en tam quherbicides potentiels. En particulier, les éthers du type diphényle ont éié
bien caractérisés, pratiquement appliqués et commercialisés. Cependant, ces compasés. qui ne
peuvent éwre salés que par voie synihétique, se sont avérds &tre irritants pour Jes yeux et Ja
peau.

Une nouvelle approche pour le développement d'herbicides/insecticides a donc été iniroduite
en 1984 [191]. Le concept el la phénoménalogie sont illusirés par la description dun
herbicide/insecticide expérimenial photodynamique dérivé de ALA. Depuis, de considérables
progtrés ont &1 accomplis en élargissant le champ de ce systéme expérimental, en étudiant son
made d'action, et en le modifinnl de fagon a obtenir un herbicide/insecticide pratique et
sélectif.

4.1,  Définition d'un systéme expérimental conlenant un herbicide
photedynamique

4.5.1. Principes de base

Jusqu'a nos jours, la déeouverie de nouveaux pesticides a généralement été le fruit d'un
screening aveugle, par exemple le résultal d'une expérience impliquant un grand nombre
d'essais et d'incertiledes. Au cours d'une année-1ype, une usine agrochimique pouvait \ester
'aveugle 20000 4 30000 substances afin de mesurer lcur activite herbicide et insecticide. Le
nombre restreint de substances présentant une activité prometieuse éail alors étudié plus
prefondément et son effieacité, séleclivité, impact environnerental, e phytetoxicité évalues.
Lots de ee pracessus, la compréhicnsion du mode d'action d'un pesticide particulier n'était pas
une priorité. 1l pouvait méme arriver qu'il ne soil ni éludié ni compris.

En 1982, unc recherche de Rebeiz el al. amena an développement d'herbicides innovateurs, en
adoptaut une approche tolalement différente de celle traditionnelle milisée dans Findustrie.
L'idée était d'établir une connaissauce biologique de base et de développer donc un herbicide
adoptant un mode d'action précongu.
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4.1.2. Développement du concept

Le développemem d'un nouveau type d’herbicide a naturellement €ié influencé par
Vexpérience recueillie au niveau de la chimie cf de la biochimie du processus de verdissement.
Ce dernier est 'un des cing phénomeénes biologiques tes plus importants intervenant sur la
biosphtre, les quatre aufres éant la photosynthése, la respirarion, la reproduction, la
différenciation et le développement de la croissance. 11 est plos prononcé au cours du
printenips, période durant laquelle les plantes 3 feuilles annoelles et vivaces adoptem leur
coloration verte.

Le phénoméne visuel du verdissemen esl une expression chimique de Ja biosynthése ei de
Paccumulation de chlorophylle (Chl) par les chloraplastes en développemenl. Ces organclles
verts sont responsables de la conversion de Fénergie solaite en énergie chimique via le
processus de ta photosynthése. Sans le processus de verdissement, la photosynthése serait
impossible et [a vie organique telle que nous la connaissons aujourd’hoi ne pourrail exisler sur
notre planéte.

Puisque le phénoméne du verdissement occupe une position aussi centrale dans ['économie de
la biosphére, le raisonnement de Rebeiz et al. [1917 s'est basé€ sur Vhypothése qu'il sersit
possible de développer un herbicide caractérize par un mode d'action trouvani s¢s origines
dans certaines facetics de ce processus. La guestion tam1 de savoir quel aspect de ce
phénaméne pourrait le micux se préter 4 cette énde.

La premiére alternative prise en considération ful le développement d'un harbicide pouvaw
intervenir directement au niveau de Ja biosynthése de Chi. Un te] herbicide pourrait empécher
les plamies traitées de remplir de Chi lewrs feuifles complélement formées, tout en annulant fa
biosynthése de la nouvelle Cht qui, elle, faciliterait I'expansion de nouvelles Feuilles. Cete
stralépie ne fut pas retenue car, lors de l'applicmion 4 grande échelle, de jeunes plams purent
émerger du sol déja pratiquement verts. O, en leur sein, la vitesse de biosymhése de Chl i
aussi lente que celle de conversion de Chl et que de leur vitesse de croissance ct de
développement. En d'awres mois, il é1ait acquis d'avance qu'un herbicide de ce type serait un
herbicide d'acrion trés leme, en particulicr au niveau de mauvaises herbes ayant aiteint des
dimensions relativement imporanes.

Une awre stravégie semblait plus prometieuse. |l fur spéculé que, si les plantes vertes
pouvaicnt éire induites & accumuler des quamntitds importantes de précurseurs de Chi {par
exemple les tetrapyrroles ) en les giclant avec certaines substances, ces demidres seraient
suscepribles, par modification, de devenir de bons herbicides non-sélectifs, Cene approche fut
épnlemem sélectionnée pour deux raisons principales. Tout d'abord, les tetrapymoles, en
particulicr les Mg errapyrroles. sont connus comme étant des photosensibilisaeurs de type (I
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[151-193]. !!s ont tendance & absorber de I'énecgie lumineuse et, ainsi, 4 photosensibiliser la
formalion d'oxygéne & I'dat singulet. Ce dernier est un oxydant trés puissant ct peut
déclencher une réaction en chaine de type radical libre qui conduit & la destruction des
membranes biologiques, des acides nucléiques, des enzymes, et de beaucoup d'autres
protéines [193].

D'autre part, les Mgp-tetrapyrroles métaboliques sent facilement brodégradables [194-197] et
leur impact environnemental est par conséquent négligeable. En revanche, ce qui était
inconnu &tait de savoir, si la plante verte étant en mesure de proceder & [2 biosynthése de Chl
a des vitesses de lordre de celles intervenant daus la transformation"de Chl et dans sa
croissance, pouvail &re induite, par l'intermédiaire d'un fraitement chimique, 4 aceumuler
suffisamment de tetrapyrroles pour provoequer un dommage photodynamique, L'¢lucidation de
Ce processus passait par [s détermination de petitcs quantités de porphyrines en présenee de
grosses quantités de Chl. Heurcusemem. ce probléme analytique avait été résolu 10 ans
anparavanl. Cela rendit done possible la mise en condition des caractéristiques de ¢e nouveaun
concept : la possibilité d'une induction de l'accumulation de tetrapyrroles dans les plantes
vertes par le hiais d'on traitement chimique.

4,12, Cholx de Pherbicide

Le choix de I'herbicide est devenu évident au fur et 4 mesure du raisonnement déerit ci-
dessus. Il était connu depuis des années que des plantes cultivées 4 'obscurité étaienl en
mesure d'sccumuler des quantités significatives de tetrapyrroles suite 3 un traitement avec
ALA [198-200]. Ce comportement wrouvail son explication dans trois phénoménes bien
distincts.

1. ALA, un acide aminé & 5 atomes de carbone, est un précurseur de 'héme et de Chi
dans la Naiuze [20§,202].

2. Ausein des cellules vivantes, la quantité de ALA formé disponible pour la formation
de Chi est réglée par un sysiéme de feed-back (voir Figure No.32) [203.204].

3, Etant donné que les plantes étiolées ne contenaient qu'une quantité restreinte de
Protochlorophyii(ides) (Pchl(ides)) [205] (les précurseurs imvmédiats de la
chlorophvllide {Chl démuni de phytol] et de Chl) mais pas de Chil, Ia voie
biasynthétique conduisant & Chi dans ces plantes était extrémement active [206].

En dautres termes, les plantes étiolées étaient maintenues en vic afin de former des quantités
massives de Chi, au cas o [a demande augmenterait suite & une exposition 2 la lumiére [207].
Lors du wraitement de ees plantes avee ALA, un pas biosymhéligue régulaieur important €tait
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omis, 4 savoir la régulation de In formation de ALA et, par conséquent, sa disponibilité pour
la planie. Confronlée avec de larges quaniités de ALA, la machinerie biosynihétique
condujsant & Chl des plantes étiolées était forcée de convertir ALA en Mg-protoporphyrines
et cn Pchi dans l'obscurité et ces derniéres en chlorophyllides et Chi, respectivement, pat
exposition & la lumiére [206-208].

Une canséguence des considérations faites ci-dessus el des effets pholadynamiques connus
des tetrapyrroles (vide supra) ful que ALA semblait éire le candidal idéal pour un type
nouveau d'herbicide. En cutre, éant donné que ALA étail une acide aminé présent dans toules
les cellules vivantes et qu'il faisait partie inlégrante de la chaine alimeniaire, son impact
environmnemental deveail éire minime. Ce qu'il restail done A vérifier ¢lail de savoir si les
planies venes méres élaient ¢n mesure de réagir au traiiement avec ALA de la méme maniére
que les planies étiolées el, ainsi, accumuler suffisamment de tetrapyrrales pour subir un
dommage photodynamique.

4.14. Choix du systéme vépéral et du sysiéme d’adminlsteatlon de ALA

Avanl de mettre en oeuvre cetle nauvelle straiégie, deux peints importants devaient &re
définis, & savoir le choix d'un maiériel végétal approprié 21 le mode d'adminisiration de ALA
a 12 plante.

Le choix du matérie! végélal expérimental s'orienta, pour foute une série de raisons, sur le
cancambre (Cucumis satrvies L.). En effet, le métabolisme du verdissement de celle espéce
&uait bien conny, ses graines facilement disponibles, sa germination reproductible, sans
oublier que le concombre élail en mesure de croitre en 3-8 jours pour se présenter sous Ja
forme de jeunes plants veris resplendissanis. Cetie sélection fut donc basée plus sur des
raisons de facilité expérimentale que sur dis considérations purement biochimiques.

Puisque le bul était de développer un herbicide expérimemal, I'idée de fournir ALA aw tissy
végétal sous forme de spray pluidl que d'incuber le tissu dans une selution aqueuse de ALA
semblail fondée. Malgré divers problémes techniques {(solvani, concentration, pH). une
méthode de travail fut mise au point [205].

Des tesis préliminaires purent démontrer que la plupant des jewnes plants, 17 heures aprés
avoir &é piclés avet une solution de ALA (pH ajusté 4 4.15), puis enrobés dans du papier
aluminium et laissés au repos dans l'obscurité & une température de 28°C, &aient en mesurs
d'aceumuler des quantités importanies de etrapytroles, Or, une fois exposés a la lumiére, ces
jeunes plants mouraienl en quelques heures, Une analyse quantitative relalive aux
ietrapycroles put révéler une conversion massive de ALA giclé en Mg-protoporphyrines (Mg-
Prates) 24 et en protochiorophyllides {Pchlides) 13. En revanche, des plants traliés, qui
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avaient accumulé beaucoup de tetrapyrroles, n'étaient pas affectés, tani qu'ils n'étaient pas
exposés i la lumiére.

Dans la Figure No.35 sont présentées quelques structures chimiques de ces tetrapyrroles
accumulés durant Vexpérience.

ROOC PLIOC o
PROTOCHLOROPHYLL{IDES) 13

3 s CH=Clg 3 iy By PATL DV, 7FALE. pnl
b, Ryt CHy-CHy; Ry : -CHy Ry : FAY 2-MV, T-FALE, Pohi
By Gy Ty i e O oo, pentice
CHai, iy H Rt Al DY, 7-AK E, 10-COOH, Fohiide
s |=l= -CHE-CH, By : CHg: Fe - Hi 2-MY, 7-GOOH, I0GOOM, Pohtlide
1 Fp: “CHg-CHz Byt Hi By | Ali; 2-MV, 7-AIKE, I0-COGH, Pehlids

RO06

COOR;

Wy PROTO dlester et Mg PROTC monoesier 24

&Ry CH—CH, Ry 1 -CHy R, FAI; DV, 7-FALE, 6 Me.P, OV Mp Proto diester
k. He + Ay s -CHy: By FAL 2-MV. 7-FALE, 5 M4.P, MV Mg Prots diester
3wk P Cit, Ry KDV, 7-COOH. & Me.P. DV Mg Proto SME
d H; «GH=CHy: Ry : H; Ry 1 Afk; BV, 7-AlK.E, 6-COOH, DV Mg Prato T estar
& gt -CHy-GHy; Ay : -CHat A, 1M 2-MY, T-COGH, 6 Me.P, MV Mg Proto BWE
L Rg: -CHpCHy Ryt H Ay s Al 2.0, 7oRiK E, 6-CO0H, MY Mg Proto T egter
g ﬁz CHuCHy: Ry ! H; Ay - B OV Mg Praia
h. Hp : -CHpCHy: Ayt H: Ry 1 H; 2-M¥ Mg Prato

Figure No.35 : Structures chimiques représentalives des monocsters de MY et DV Mg-protaporphyrines (MPE)
24 e1 de protechiarophyHides (Peblide) 13
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4.1.8. Etudes préliminaires an snjet de 'impsact environnemental

Puisque de nombreux problémcs environnementaux sérieux ont déja d1é causés par 'emploi
d'herbicides et d'insecticides peu biocompatibles, la sécurité environnementale est devenue un
facteur limitant de premiére imporlance dans le développement de pesticides. Etant donné que
AL A est une substance naturelle faisant partie intégrante de la chaine alimentaire, son impact
sor 1a nature devrait étre minime. Des éudes préliminaires a ce sujet ont é1é conduites des
maniéres sujvantes :

{1}  déemination de la vitesse de dispantion (ou métabolisme) de ALA sprayé {ou giclé)

(2)  détermination de ia vitesse de disparition (dans le lissu végétal) des tetrapymoles
formés A pantir de ALA.

Les vésultats décculants de ces deux expériences ont montré que le métabolisme capide de
ALA dans les tissus sprayés, associ€ 4 la disparition rapide des tetrapyrroles accumulés dans
Ie tissu végétal ainsi qu's la faible toxicité mammaire apparente de ALA font que, ni ce
dernier ni les preduits découlant de son métabolisine sont susceptibles d'avoir des effets
néfastes vis-A-vis de lenvironnement.

4,1.6. Décanverte de I'effet herbicide sélectifde ALA

A la base, Therbicide basé sur ALA ne devait pas &tre sélectif. En effer, puisqu'il agissait via
la voie biosynihétique conduisant & Chl, qui est un processus fondamental commun & towles
les plantes vertes, il n'y avait aucune raison de suspecter une quelconque sélectivité.

Toutefois, lorsque l'effet herbicide de ALA vis-d-vis de plantes herbeuses de iype
monoeolyledane, lelles que mals, bl, avoine cf orge fn testé, ces demicres sc révélérent
insensibles au traitement. Cetie observation entraina un élargissement de 'étude de I
susceplibilité de ALA A une variété de plantes de type mono- et dicotyledone. Trois genres de
réponses herbicides furent essenticllement distinguées, suite & un raitement avec ALA +2,2'-
dipyridyle 1911,

1. La réponse de type | est caractéristique des planies comme le concotnbre gui, aprés
traiteniced, meurent rapidement.

2. La réponse de type 1] est caractéristique des plantes comme le soja qui accumulent les
tetrapyrroles au niveau des fouillcs mais pas dans lcs tiges et les cotyledons. Par
conséguent, seules les feuitles subissent un dommage phorodynamique, alors que lcs
planies continuent de croitre et se développent en plantes saines.
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3. L.a réponse de type 111 est earaciéristique des espéces monocotylédone telles que mafs,
blé, avoine et orge, Dans ce eas, malgré le fait que les tissus giclés accumulent des
quantités non-négligeables de tetrapymroles, le dommage photodynamique est minime
et les jeunes plants traités continuent de croitre et de se développer en plantes saines.

4.2.  Développement d'insecticides porphyriniques

Dans les paragraphes précédents, il a €€ montré comment des plantes, confraintes 4
accumuler des terrapyrroles indésirables suite 4 un uwaitement chimique, pouvaient €tre
détruites trés rapidement en les exposant & la lurniére, La guestion est maintenam de savoir si
le méme phénoniéne peut &tre adapté A un contrdle photadynamique des insectes.

4.2.1. Concept et phénoménologie

Rebeiz et al [209,210] ont montré que, en traitant des larves de Trichoplusia ni avec ALA et
2 2-dipyridyle (DPY), ces derniéres accumunaient des quantités importantes de divinyle {DV)
PplX. Or, il est également prouvé dans ce travail que l'accumulation de ce tewrapyrrole
provoque la mort des larves traitées aussi bien dans l'obscurité qu's la lumiére (PplX
disparaissant des tissus de |'insecte en quelques heures), & la différence du cas des plantes ol
le dommage n'était visible que suite 4 une cxposition & la Jumidre et exclusivement
photodynamique dans la Nature,

4.2.2, Mécanisme d'action des insectickdes porphyriniques

Chez les plantes, les tetrapyrroles les plus nocifs étaiemt ceux inlcrvenant dans la voie
biosynthétique conduisant 4 Chl. En revanche, la "branche Mg" de la voie biosynihétigue
impliquant des tetrapyrroles dans la biosynthése de Chl n'es1 pas fonctionuelle chez les
insectes. Par conséquent, il n'a pas éé possible de détecter une hiosynthése d'intsrmédiaires
complexés par Mg découlant de la voie biosynthétique qui conduit & Chl dans T~ #i traitée
avec ALA ou ALA+DPY {211].

C'est pourquoi la couleur jounc-verte de la larve découle certainemem des pigments
chlorophylliens trouvés dans son alimentation. Toutefois. chaque insecte dans la Nature
eontient des cytochromes, qui agissent en tant que transporteurs d’élecirons dans le cadre du
phénoniéne de la phosphorylation axydative. 1] est done fondé de présumer que I'espéce héme
des cytochromes est formee 4 pantic de PplX, qui est elle-méme synthétisée 4 partir ALA via
la voie biosynthétique porphyrique. L'accumulation de PplX dans 7. nf, dépendante de ALA.
est compatible avec cete hypothése. 11 est done plausibie que l'induction d'une accumulation
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de PplX 4 1a suite d'un traitement chimique implique une sorte de modulation de la voic
porphyrine-héme, qui résulte dans 'accumulation de quantités importantes de PplX dans
I'obscurité, La base moléculaire de cette synergic déiectée entre DPY et ALA paur I'incitation
4 accumufer massivement PplX dans l'obscurité wlest pas encore totafement éclaircie. [[ nest
cependant pas erroné de proposer que DPY, comme d’autres modulateurs de la biosynthése
des porphyrines tels que 1a 1,10-phénantioline et le disulfure du 2,2'-dipyridyle [212-214), qui
agissent en tant guc activatenrs-amplificatours de 'accumulation de PpiX, peuvent avoir un
double rale

(1) endébloguant un pas régulaieur ferme impliqué dans ta biosynthése de ALA, ils sont
en mesure de provoquer la biosynthése de quantités importantes de ALA A partir de
précursenrs endogénes

(2)  enactivant vne ou plusicurs d1apes de la chaine biosynthétique des parphyrines, ils
sont en mesure d'accélérer 1a conversion en PplX de ALA exo- et endogéne.

Contrairement A ce qui a été observé chez les plantes, 'accumulation de PplIX dans l'obscurité
chez 7. ni est accompagnée par la mort de la larve, La base moléculaire de ce phénoméne €st
encore inconnue de nos jours. A la lumiére, une production massive de PplX ne semble pas
Etre une condition impérative pour qu'il y ait dommage photodynamique. Cette conclusian est
basée sur trofs observations : {a) & la lumiére, une accumulation massive de PplX n'est pas
ohservée, certainement 4 cause de la photodestruction "steady-state” de PpiX biosynthétisée,
(b} dans l'obscurité, malgré I'application de sprays, aucune accumulation de PplX n'est
observée et (¢} les sprays divmes, qui n'impliquent pas de période d'incubation nacturne
subséquente pour I'sccumulation de PplX. se sont avérés aussi efficaces pour provoquer In
mart de la larve que les sprays noctumes, qui eux, sont associés a une période d'incubation
nocturne subséquente avant une exposition a la Tumiére [215,216).

Des pesiicides potentiels de ce type doivent étre inclus dans des produits chimiques et
biochimiques qui induwsent 1a biosynthése et 'accumulation de PpIX chez les insectes traitds.
Le fait que ce 1ype exogéne de PpIX et de Mg-PplX soit également en mesure de provoquer la
inort photodynamique de la larve canfieme la possibilité de procéder au design de
feteapyrroles synthdtiques potentiellement plas inténessants. En autre, ce type de fetrapyrroles
peuvent étre développés non pas uniquement pour un meiileur wransfert de ALA dans les
tissus intemcs de Vinsecte traité, mais également pour une meilleure absorption et orientation
au sein des membranes lipoprotéiques des tissus intemnes et pour un rendement quantitatl plus
important dans le phénoméne de la génération d'oxygéne singulet.

Par exemple, Ic fait que 'accomulation de PplX et que la mort de la larve saient plus lentes
chez M zea taité avec ALA + DPY que chez T. nf traité n'est pas totalement élucidé, La
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raison pourrait ére : {a) les différences dans le transfert des substances appliquees jusqu'aux
tissus inlernes de Finsecte ou (b) des différences intervenant dans ia régulation de la voie
porphyrine-héme chez les deux espéces. En fail, la susceptibilité diffétentielie parmi les
espéees d'insectes 4 des substances en mesure d'induire Paceumulation de PpIX pourrait tee
exploitée pour le développement d'insecticides porphyriniques spécifiques & chaque espéce.

Un des problémes majeurs rencontrés dans le développement de nouveaux insecticides est le
nombre croissant d'insectes devenus résistants aux insecticides. Clest généralement une
conséquence des rautations, qui sont en mesure d'accroitre Jes mécanismes de désintoxication
de Finsecte ou de changer les propriéiés lipophiliques de la loxine, réduisant ainsi sa
perméabilité membranaire. Ce phénoméne réduit considérablement fe ternps de vie utile des
insecticides développés récemment et réduit également leur valeur économique,

Par conséquent, étant donné que 1a modulation chimique de la voie perphytine-héme semble
impliquer plus d'une &1ape mélabolique (vide supra), 1l devrait ére plus difficile pour ies
insectes de développer une résistance aux herbicides porphyriniques. Et méme st certains
parvenaient & développer une résistance & laccumulation de tetrapyrroles en mettant au peint
des moyens pour détruire rapidement ces demniers. il cst improbable que Insecte ne subisse
aucvn dommage suite & une exposition & 1a lumitre, En effer, maigré le fait que PpiX soit
probablenient détruite avssi rapidement qu'eile ¢st formée A la iumiére, 1a larve subit un
dommage photodynamique irrémédiabie. D'autre pat, il est difficile d'imaginer comment une
mutation bloguant simultanénent Tes biosynthéses de PplX et des eylochromes puisse étre
supportable, Finalement, méme si, & Vaide de moyens inconnus, ta résisiance aux insecticides
porphyrinigues est optimisée par cerlaines espéces d'insectes, le potentiel 3 disposition pour
développer de nouveaux insecticides porphyriniques garaatit un avenir sercin. Par exemple,
simplement avec 23 modulateurs porphyriniques en mesure d'agir en synergie avec ALA pour
I'accumulation de Ppl X, i1 est possible de differencier 260 insecticides, avec ia condition que
les modulateurs soient employés deux & la fois en combinaison avec ALA,

En guise de conclusion, les pesticides faisant intervenir des tetrapy troles sont en mesure d'agir
en tant qu'insecticides et/ou d'herbicides. Drautre part, ia possibilité de découvrir des
modulateurs déveleppés d'uie maniére rationneile & partir des connaissances accunuiées au
niveau de la biesynthése ("biorational design®) de la porphyrine pour un eniploi avec ALA,
permet de penser 3 un développement de préparations herbicide-insecticide totalement
biodépradables,

A noter que ALA, en plus de ses propriétés en lant qu'insecticide ou herbicide, peut également
&tre utilisé 4 faibles concentrations, en tant que stimulateur de croissance. ALA agit en fait en
accélérant la pholesynthése, en supprimant la respiration et en stimulant I'abserption de
dioxyde de carbone [217).
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5. Applications de ALA dans la chimie peptidique

Les résultats obtenus dans lo cadre de ce travail somt présentés en fonction de I'évolution de
nos idées au cours de notre recherche, Les choix et motivations sont précisés si nécessaire.

5.).  Considérations générales

Comme nous Favons déja souligné précédemment, une partie essentielle de la recherche au
sein de notre groupe se concentre sur Pexplication du mécanisme de Ia biosynthése du PRG.
Dans ce sens, une série d'études d'inhibition de I'enzyme PBGS ont €1é cntreprises, 4 laide
d'analogues synthétisés du subsirat, des intermeédiaires posinlés et du produtt. Dans le cadre de
la préparation d'analogues du substrat, plosicers conditions (Figure Np.36) nécessaires pour
une inhibition efficace de PBGS ont &é déduites de iravanx précédents [13,15,219).

© @ Hybridation sp2 et phanarind
J] esserntie/les en pasition C1
o [l Subslilul_iogs passibles sur C2etll3,
J\/\ meis meintien de 1a rotation sutour de
HaN CO0H {2 llaison essentiet
n H H © Groupe carbonyle en Ca esscatiel

@ @ @ Groupe fonetionnel en C§ non-essentie

Figure Na.36 : Canditions struclurales nécessaires pour une inhibition efficace e PBGS

D'avtre part, 3 et 31 (Figure No.37) ont donné les résultats suivants [13] 4 l'occasion des
études d'inhibition :

0 COOH o
)k/\r(OH Ky = 040mM Ky =0.28 mM E\Mrcﬂ
0 Ki=1 mM K;=27mM [} o]
30 R_ spheroides N

Figure Mo.37 : Résolials d'inhibition & ko base de notre raisonnement
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Ces observations nous permettend d'affirmer que l'introduction d'une géne siérique sur Famine
influence négativeinent la constanie d'inhibition K|, En revanche, la eonfirtnation que ceite
méme fonetion amine n'est pas essenticlle pour une inhibition efficace de PBGS est apportée
par les résultals obtenus avec 30.

Une des méthodes considérées de nos jours pour analyser simultanément l'espace 2
disposition 4 t'inteérieur d'un site actif et l'influence des substituanis positionnés sur le substrat
est le développement de bibliothéques de peptides en tam qu'inhibiteurs potentiels de la
protéine-hile, Dans cette approche. la struciure rigide et fix€e est représeniée par la chaine
peptidique, alors que la variabilité stérique er élecironique est rendue possible par i'existence
des chaines lalérales. De cette manitre, il est possible de procéder 4 la réalisation d'une
empreinte digitale do site actif éiudié.

Notre stratégie consiste, par conséquent, & introduire des acides a-aminés au niveau du V-
lerminal de ALA. La Figure No.38 illustre la similitude entre le dipeptide envisapé el un des
intermédiaires postulés par Jordan [1). En fail, du poini de vue puremem siructural, la
fonction imine de lintermédiaire est substituée par une fonction amide, double-liaison
partielle.

intermédiaire postulé iddesstratépie
par Jordan

coon ~COH
o
-
N
KN

Figure No 3% : Sirmidgie suivie pour la synthése d'analogues de Tinlermédiaire selon Jordan

H\l g
o? N

caracidee d'une double-liaison

COCH

(o]

11 est importanm de noter que les peptides présentent quatre avantages prineipaux par rapport &
d'mutres familles de biopolyméres :

- I'exisience d'un grand nombre de chaings latérales permet de générer une grande
diversité dans les structures peptidiques

. la détermination de Ja séguence, dans le cas d'une siructure potentiellement
intéressante, est aisée (par exemple par Pinlermédiaire de la dégradation d'Edman)

. I'analyse eonformationnelle des peptides est bien maitrisée, nolamment grice au
modelling moléculaire
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. Vapplication de la chimie peptidique sur phase salide s'est démontrée facilsment
abordable.

5.2.  Synthése en solntion de dérivés peptidiques de ALA

En vue de 1a construction sur phase solide de bibliothéques combinatoires de tripeptides basés
sur ALA, nous nous sommes tout d'zbord intéressés 4 la synihése en solution de dipepides
contenant ALA sur leur C-erminal. Le premier dipeptide considérd est celui constitué de
ALA couplé sur son V-1erminal avec l'alanine (ou Ala).

Les condhions réactionnelles appliquées sont celles considérées dans une approche SFPS
classique : protection du N-terminal 4 P'aide du groupe Fmoc et activalion du C-terminal 4
Taide d'un carbodiimide.

5.1, Synthése du dérivé peplidigue Fmoe(Aln-ALA)-OMe

i ’ 0
Q NEI’OH + MOCHS
H
Q RHGI Q

70 41
DIC | HOBt
Bass | OMF
0 sy O
OJ\N N\)k/\“,OCHa

H
o] o]
B0

Figure No.39 : Synthése en solution du dérivé peptidique 50

Le couplage peptidique de 70 avec 41 s'effeciue sclon un mode opératoire-type dérivé de (a
synihidse sur phase solide. Le choix du N, N'-diisopropylcarbodiimide (DIC) & la place du N,
N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) plus classique, s'explique par le fait que le premier
pénére une urde seluble dans la plupart des solvants organiques, ce qui représente un avanlage
évident en vue d'une application en SPPS. L'emploi du 1-hydroxybenzotriazole (HOBL)
permet d'éviter une racémisation du peptide syathélisé, méme si ce phénoméne n'est pas de
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premiére importance dans le cadre de potre travail. Enfin, e choix du DMF en tant que
solvant de réaction s'explique par la solubilité médiocre des acides aminés du type 70-77 dans
les solvants organigues traditionnels,

L'acide c-aminé N-protépé 70 est dissout dans le DMF, puis il est préactivé en présence d'un
léger excés de HOBt et de DIC pour une durée de 45 min. 2 témpérature ambiante. Ce
mélange, devenu légérement trouble, est alors ajouté, en plusieurs portions, 4 une solution
concentrée de 41 dans le DMF. La solution trouble résultante est agitée durant 10 min. & RT,
puis la base est ajoutde en une portion, de maniére 4 libérer 'amine de 41 pour le couplage
peptidique. Cetie action se traduit par la coloration jaune du mélange réactionnel, qui est
ensuite agité 4 RT durant 50 heures. Le conirdle de l'avancement de Ia réaction se fait 3 laide
de CCM (AcOE).

L'extraction du produit de réaction se fait, tout d'abord 4 l'aide d'une distillatior au four &
boules du DMF en excés, puis par Ic biais dune extraction liquide-liquide & Faide d'AcOE! et
d'une série de phases aqueuses (Hz0, acide citrique 1N, H20, NaHCQj sat., H20 et NaCl sat.).
Les phases organiques lavées permettent, aptés concentration, l'isolement dune pite amorphe
de couleur jaunec-orange, qui est purifiée par chiomatographie-éclair sur gel de silice.
Récupération d'un solide blanc compact avec un rendement de 52 %1,

Afin d'optimiser g rendement de ce couplage et avant de nous intéresser 4 d'aulres acides o-
aminés, nous nons sommes concentrés sur l'efficacité des réactifs de couplage existants sur le
marche et des conditions réactionnelles.

5.2.2. Elude d'efficaclté des réactifs de couplage ef adaptation des conditions réactionnelles

Nous avons procédé i cette étude, en réalisant pour chaque essai le méme couplage peptidique
t réaction de 1.0 éq. de 41 avec 2.0 éq. de 70, 2 l'aide de 1.1 éq. du réactif de couplage, 1.1 éq.
de HOBt et 1.0 éq. d¢ base dans un volume total de 10 ml de DMF.

Le produit brut de réaction, aprés distillation au four  boules et extraction liquide-liquide, est
purifié par l'intermédiaire d'une ou plusieurs chromatographies-éclairs sur gel de silice. Le
dipeptide protégé B0 est isalé A I'état pur sous la forme d'un solide blane compact.

ILe rendement final plutét faible de ce couplage peptidique s‘explique par |r répétitian des &apes de purification
par chromatographie, renducs nécessaires par la présence en quantités importantes de Iimpuret¢ géoérée par DIC
:la i, Ndiisopropyluree (DIU)
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Tableau No3 Récapitulation des essais réalisés pour la synihése de 30
Essai Réactif de Base Température  Rendement
couplage
{a) DiC NMM RT 52%
(b} DIC NMM 50°C 50%
{c) EDC DIPEA RT 28%
{d) BCC NE1; 0°CART 36%
(e) BOF DIPEA RT 18 %
f) HBTU DIFEA RT 25 %
(= PyBOP DIPEA RT 23 %
(h) PyBROP DIPEA RT 12%
)] TETU DIPEA RT 16 %

(Signification des abréviations pour les réactifs de couplage : DCC : ¥, N-dicyciphexylcarbodiimide;
BOP ; hexafluorophosphate du (benzotriazal- 1-yloxyiris(diméthylamine)phosphonium; HBTU :
hexafluorophesphate du G-($H-benzowriazol-{-yi)-N, N, N, Ntetremdshyiuronium; PyBOP :
hexafluorophasphate du (benzoriazal-1-yloxynripyrrolidinophosphonium; PYBROP
hexafluorophosphate du bromotripyrrilidinophosphanium; TETU ; tetrafluercborate du O, 2-
dihydro-2-cxo-pyridyly, ¥, N, N'tetmméthy luronium.

Cette étude nous confirme que le premier cheix était le bon et que nous appliquerens
dorénavent la stratégie DIC/HOB! & la synthése en solution d'autres dérivés pepridiques de
ALA. En fait, les réactifs de couplape commerciaux les plus récents sont efficaces pour Ja
synthése de peptides constitués uniquement d'acides o-aminés.

523, Synthieses des dérivés peplidiques de ALA

Maintenant que les conditions réactionnelles sont définies, nous pouvens nous concentrer sur
les couplages d'autres acides o-aminés sur le M-terminal de ALA. Notre idée est de cansidérer
quatre dérivés peptidiques se distinguant par la nature de la chaine lasérale couplée : une
chaine latérale neutre aliphatique (Ala), une chaine [atérale neutve aromatique (phénylalanine
ou Phe), une chatne [atérale basique (lysine ou Lys) et une chaine Iatéraie acide (acide
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aspartique on Asp). De celte maniére, il sera possibie, & 'occasion des (ests d'inhibition,
d'avoir une indication & propos de l'influence de la nature électronique des chaines latérales
sur le pouvoir d'inhibition du compesé considéré,

En suivant le mode opératoire-type décrit dans la pantic 5.2.1., ies quatre dérivés peptidigues
ont été synthétisés (Figure No.40),

oM OCH
3 MNH’ + M 3
o

NHLCI o
70+73 11
oC | HoBt
HMM | DMF
RT 50h
N ok,
FrnockM
Q [+
80-83

Figure No 40 : Schéma géndrai de symthése en solution des dérives peptidiques 80 - 83

Tablean No.4 Rendements des synthéses des dérivés peptidiques 80 - 831
Compaosé R Rendement
30 Me 52%
31 Bn 85%
82 (CHa)sNHBoc 87%
83 CH2CO0Bu 9] %

ILes chaines latdrales acide et basique dans 82 et §3 sont tontes deux prolégdes, afin d'éviter des réactlons
secondnires sur les grovupes fonetlonnels
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Les bans rendements s'expliquent par la considération d'une seule étape de purification par
chromategraphie,

A noter que nous avons procédé 4 la synthése du dérivé peptidique 84, analogue du dériveé 83,
mais qui posséde un C-terminal sous forme de benzylester 4 la place du méthylester. Les
sonditions réactionnelles pour Ia synthise de 84 sont les mémes que pour les autres dérivés
peptidiques : NMM en tant que base, 100 heures d'agitation 4 RT et rendement de 53 % aprés
deux dtapes de purification par chromatographie.

Ces rendements, sauf pour celui obtenu dans la synthése de B{l, nous permettent denc
d'envisager avec optimisine la considération de ces conditions réactionnelles et de ces réactifs
pour une synthése sur phase solide de ces dérivés peptidiques, ol les rendements peuvent étre
oplimisés ultérieurement grice a 'emploi de larges excés de réactifs.

3.3.  Synthisc peptidique avec ALA sur la phase solide

Cette partie essentielle du travail a ét€ réalisée dans les laboratoires du Département de
diversité moléculaire chez CIBA-GEIGY A.G., avec 'aide de MM. H. Rink et E. Spieser).

La stratégie planifide pour la synthése sur phase solide de dérivés peptidiques de ALA serait,
comme nous T'avons vu plus haut, la suivante {Figore No.41):

-

N S
S LS A 0 ~

ALA 0
Linker de type WANG
Résine de 1ype polystyritne
Conditions employées en SPPS @

20% pipéridine dans DMA pour I dprotection Fimoe
DIC f HOBL pour la C-aclivation des unitds synihéliques
Siratégic de double—couplage

DMA et 1s0propanol pour les &opes de ringage
DMA f Pyridine / Anhydride acélique B:1:) pour I'étape de cojlfage
TFA(M) 25% pour k elivage du support solide

Figure No.41 ; Swatégie suivic en SPPS

Plus précisément, notre idée comporterait tout d'abord le greffage, par lintermédiaire d'une
liaison de type ester, de ALA par son C-terminal sur un linker du type Wang {voir Figure
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No.12), puig lcs couplages successifs, sur le V-terminal de ALA, de deux acides a-aminds
dilférems. Ainsi, il serait possible de libérer Véventuel tripeptide synthéiisé sous la forme d'un
acide carboxylique, fonction définie essentielle pour une bonne reconaaissance par l'enzyme
PBGS. Une fois ALA chargé sur le suppont solide, Ja suite du travail ze déroulerait selon le
schéma classique d'une synthése peptidique : déprotection du N-terminal, puis eouplage du
premier acide g-ominé sous Jes conditions réactionnelles optimisées en solution {voir partie
5.3.3.1.), nouvelle déprotection du M-terminal, couplage du second acide o-aminé sous les
mémes conditions réactionnelles et déprotection finale du M-terminal.

L'avanitage principal de cene approche est la possibilité de travailler avee de larges excés de
réactifs, les rendements des différenics érapes (N-déprotection - couplage - N-protection)
pouvant ainsi e optimisés en-dessus de 95 %. A noter que te second couplage envisagé dans
notre approche présenterait l'avaniage de faire réagir deux acides -aminés, qui sont apprécids
pour leur honne réactivité (le fait de coupler deux unités synthétiques sur ALA chargé sur le
support solide permetirait d'envisager, & moyen terme, en considérant simplement les 20
acides c-aminés naturels, la synthése sur phase solide de 400 tripeptides de séquence
différente).

De cetie maniére, nous serians en mesure d'oblenir, & la conclusion de la synthése sur phase
solide, un iripeptide N-déprotégé mais estérifié sur le support solide. Le clivage s'effeciuerait
grice a l'emploi de TFA et le composé pourrait étre réeupéré par précipitalion suivie d'une
lyoghilisation. Finalemen, le test d'inhibition! se ferait avec le tripeptide en solution. comme
pour les autres composés lesiés jusqu'a aujourd'huil.

53.1. Prof¢ciion du N-terminal de ALA

Avant de passer 4 la synthése sur phase solide proprement dite, il est nécessaire de procéder &
ta protection du N-terminal de ALA en solution, de maniére & imposer un chargement de ce
demier via son C-terniinal sur le support solide.

Le groupe pratecieut classique considéré en SPPS est le groupe Finoc iutroduit par Carpino el
al. [220]. L'avantage principal du Fmoc esi représenté par le fait que, lors de sa déprotection
par B-élimination sous I'effet d'une base faible {pipéridine ou diéthylaming) |75], un acide
carbantoique est généré qui, par perte de CQOq, libére I'amine libre et le dibenzofulvéne
(Figure No.42). Ce dernier réagit avec |z pipéridine pour former f'adduit A, qui est caractérist
par une forie absorption dans le domaine UV (A = 300 nm),

1Une autre possibilit¢ est représentée par un test d'inhibition 1rés sensible & développer directement sur phase
solide, mais la recherche d'un test de ce Lype sera envisagée une fois la synihése sur phase solide mise au paini
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La molécule sromatique A permet, grace a la spectroscopie UV, de déterminer L'efficacité,
done le rendement de la N-déprotection, par simple comparaison des absorbances avant et
aprés le couplage d'un acide aminé Fmoc-protépé,

)
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Figure No.42 : Mécanisme de la déproleciion Fmoc sur le A-erminal (conditions : 20 % pipéridine/DMF)

[N N Synthiese de 1'acide N-protégé 52

MNous avons appliqué la méthode classique de protection développée par Laptsanis [221].

o o o
WOH Froe OBy, NEH, O’J\N OH
CHy OMFHO 111 N

Q
1
CgH gMO,0 51
16782 CagHygNO;

5237

Figure No.431 : Pratection Fmoc do A-lerminal de ALA

L'acide aming 1 est dissout dans un mélange [:1 de DMF/MH30. Le pH de 1a solution est alors
ajusié 3 9 & l'aide de NEt3, puis un gros excés de réactif permettant dimroduire le groupe
protecteur (Fmoc-OSu} est ajouté en plusieurs portions successives. L'excés de réactif reste en
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suspension dans e mélange réactionmel, Le produiv 52 cst précipité par le versement du
melange réactionnzl dans HCl 2N puis par refroidissement & 5°C. L'isolement de 52 s'avére
gtre délical, du faii de la présence d'une grande quaniité de Fmoc-O3u non-réagi, Le
rendement médiocre de celte Stape (60 %) s'explique principatement par la stabilié fimitde de
ALA a des pH basiques (voir Figure No.33), el done par 'existence de réactions secondaires
non-désirées (formation de 1a pyrazine par dimérisation de ALA).

5212 Synihese de I'esler 3

Afin de tester la réactivité de ALA sur son C-terminal, et en vue de charger 52 sur la résine de
type Wang, nous nous semmes intéressés a l'estérification Ia plus simple de §2, c'est-A-dire &
1a synthése de méthylester 53, La mméthode synthétique choisie est celle des anhydrides mixtes
[222] : 52 est dissout dans CH,Cly et refroidi 4 0°C sous atmosphére inere, puis adjonctions
successives de NE3, CICOOMe et DMAP. Purification par chromatographie-éclair sur gel de
silice (rendement : 71 %).

Ce résultat est encourageant ct confirme que la réactivité du C-terminal de ALA est similaire
a celle de ses homologues w-aminds,

31 Autres essais de A-prolecrion sur ALA

Aflin de misux comprendre 1a réactivité de ALA au niveau de son M-terminal, nous nious
sommes inléressés a la synthése de deux autres ALA N-protégds : Boc-(ALA)-OH et Ac-
{ALA)-OH, Toulefpis, ces doux composés présenient le double désavaniage de ne pas étre
UV-actifs el d'étre purifiés difficilement par chromatographic sur gel de silice, d'ol des
rendements inférieurs 3 20 %. Or, pour un¢ évenmuelle application sur phase solide, le
rendement de la M-protcction doil étre supéricur & 60 % e 2 possibilité de suivre 1a M-
dépratection par spectroscapic UV-visible cruciale, d'oit notre choix défimitif paur le groupe
Finoc.

Maintenant que l'¢tape dc M-protection de ALA est définitivement mise au poiot, nous
s0mmes en mesure de nous concenirer sur la prochaine éape : le chargement de 52 sur le
suppart solide.

5.3.2, Chargement de Fmoe-{ALA)-OH sur la phase solide

L'étape suivane dans notre stratégie SPPS est représentée par le chargement de 52 sur le
support solide {Figure No.44}, Comme nous l'avons préeisé plus ham, notre choix s'cst porté
sut le support polymérique de type Wang [223] qui, eprés clivage par le TFA, permet de
libérer le peptide synthétisé sous la forme d'un acide carboxylique. La résine Wang étant du
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type hydroxyméthyle, le chargement de 52 se lait par réaction d'estérificaiion, comme ie
démontre s figure ci-dessous,

hepde e

52
BCAC au
oo AT
DAA 14-36 h

SRaaa oL

Figure No.d4 : Chargement par estérification de 52 sur une résine de type Wang

La réaction d'estérificalion se fail en miliew hélérogéne sous atmosphére inerte e 4 RT. En
régle générale, te support polymérique nu (charge ; 0.780 mmoi/g, 1.1 mmol, 1.0 éq.) ¢st agité
durant 10 min. dans un volume réduit de DMA dégazé! (noté dorénavani DMA), de maniére &
permetire le gonflement des grains de lo résine. Ensuite, I'acide 8-aminé protégé 52, en excés
(2.0 £q.), est ajouté au mélange brunditre avec les réaciafs nécessaires (2.0 éq.). La durée de la
réaction varie en fonction de la méthode d'estérificarion considérée,

Dnns notre ¢as, nous nous sommes intéressés A deux vananies possibles ;
Méchode A : Fuilisavion de DCC en présence de DMAP o1 de NMM,

Méthode B : l'wilisation du chlorure de 2, 6-dichlosobenzoyle {DCBC) en présence de
pyridine.

Les résultats sont résumés dans te Tableau No.5 :

Wemplei de DMA dégazd (agité durant 15 min. sous vide afin d'¢liminer l¢ maximum de dioxyde de carbone
dissoul) s'explique, d'une part, par son grand pouvoeir de solvatalicn et, d'auire part, par s& basicité meins

pronened que 18 OMPF plos comanunément wtilisé
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Tableaw No.5 Détails o1 rendements des méthodes d'estérification considérées pour le
chargement de 52 sur la résine de type Wang

Essai Réactifs Purée Rendemenl
DCC, NMM (2.0 ¢g.)
24-36 h 60-75 %
DMAP (0.1 éq.}
DCBC, Pyridine
iI2-18 b 70-80 %
(2.0 éq.)

Une fois la durée nécessaire au chargement compler de 52 sur le support polymérique écoulée,
la résine est filtrée puis elle est lavée 4 l'aide d'une séquence alternde DMAJ-PLOL, de
maniére 4 débarrasser les prains des réactifs en excés. Avant le séchage, une étape cruciale est
représentée par I'étape de "colffage” {en anglais : "capping”) qui indvit, & fravers une
acétylalion grace & une solution 10 % d'anhydride acétique dans le DMA, un blocage des
groupes hydroxyles iibres présents sur Ja surface du support solide et n'ayant pas réagi avec
52. Ceite étape permet d'éviter des réactions secondaires et ainsi, la formaiion sur le support
de séquences peptidiques non-désirées.

Aprés les tapes de lavage et de coiffage, la résine chargée est séchée sous vide duran: 24
heures el elle est conservée 4 une température de 5°C sous atmosphere inerte. La
détermination de la charge de la résing de 1ype Wang se fait & travers 13 déprotection Fmac du
N-terminal de 52 chargé et grice & Ja comparaison de l'intensité du signal TV avant et aprés la
réaction d'estérification. En régle pénérale, les charges habituelies obtenues avec ces
méthodes d'estérification vacient entre 0.500 mmeol/g €t 0.800 mmol/g,

Par conséquent, malgreé une réactivité inférieure dans les couplages peptidiques en solwtion &t
dang la proteciion de son M-terminal par rapport 4 s¢s homologues o-aminés, le chargement
de ALA par estérification sur une tésine de type Wang se dérovle avee des rendements
satisfaisants, méme si les rendements habituels se siluent en-dessus de 20 %. Mais ces
résultats nous permettent d'envisager avec optimisme Ja prochaine étape dans notre stratégie
SPPS . la construction d'une séquence peptidique baste sur ALA.

5.3.3. Synthése sur phase solide de dérivés peptidigues de ALA

Maintenant que ALA est fixé sur le support polymérique, la svite de notre travail consiste en
une synhése peptidique adaptée 3 1a phase solide. Les conditions réactionnelles sont
identiques & celles considérées dans la partie 5.2., c'est-d-dire en solution, avec l'avantage
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supplémentaire, towtefois, de pouvoir utiliser de grands excés de réactifs pour pousser la
réaction jusgu'a conversion maximale,

La réaction de couplage peptidique est réalisée pratiquement 4 I'atde de frittes et de pompes,
en mesure d'ajouter et d'éliminer les solutions cantenant les réactifs et les solvants de lavage A
I'abri de 'humidité; d'awtre part, 'uiilisation d'ordinateurs pour la direction des diverses
opérations méconiques nous permct de quantifier les adionctions, les lavages et les
éliminations de liquides.

Mais, avant de nous concentrer sur la construction d'une séquence peptidique basée sur ALA,
nous nous sommes intéressés A la construciion d'une séquence-modéle simple composée de
trois acides o-aminés naturels, Toutes les opérations sont détaillées pour cet exemple,

£330 Essal de synrhése sur phnse sollde de (a séquence-modéle Ser-Ala-Ala

Pour la construction de ce tripeptide, notre point de départ est représenté par le couplage de
‘Frnge-{Ala)-OH 70 sur une résine de type Finoc-(Ala)-Wang (charge ; 0,600 mmol/g). Afin
de travailler avec 0.150 mmol environ, nous démarrons avec env. 250 mg de résine chargée.

Dans un premicr temps, {a résine chargée est lavée plusieurs fois 4 l'aide de la séquence
alternée DMA/-PrOH, puis elle est traitée avec une solution 20 % dans le DMA de pipéridine
afin dc déprotéger le N-1ierminal d¢ Alz charpée. La mesure de Finlensité du signal UV relanil
4 I'absorpiian de I'adduit A {voir Figure No.42) libéré nous pernet alors de déterminer le
nomhre de moles exact de résine enpgagées daus cette synthése : 0.155 mmol.

Le coupiage du premier acide aminé N-protégé se fait grice 4 'emploi de 3.0 éq. de Fmoc-
{Ala)-OH 70 dissous dans 0.99 ml (3.3 éq.) d'une solution 0.5 M d’'HOB1 dans le DMA et 0.25
ml {3.3 éq.) d'une solution 2.0 M de DIC dons le DMA. Cette solution incolore est alors
préactivée & RT durant 40 min., puis ellc cst sjoulée en une periion a la résine charpée
déprotégée. Le mélange hétéropéne est alors agité durant 45 min., puis le liquide est éliminé
¢t la résine lavée plusieurs fois avee DMA et -PrOH, avant d'éiee finalement coiffée par
acéiylation,

Le rendemeni du couplage est calculé par 1a mesure de l'intensité du signal UV relaif &
l'absarption caractéristique de I'adduit A libéeé suite A la déprotection Fmoc sur Ala
Traichcment couplée, puis par comparaisan des absorbances avant et apres le couplage. Pour
cette étape, le rendemcent du couplage Ala-Ala est de 97 %.

De 12 méme mantére, le couplage du second acide aminé N-protégé est effectué & laide de 3.0
&q, de Finoc-(Phe)-OH 71, Les mémes opérations soni réalisées pour la préactivation cf la
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durée du couplage est cefte fois de 40 min. Aprés I'¢tape de coiffage, Je calcol du rendement
permel d'affinmer que L coiplage peptidique Phe-Ala s'est fait fivec un rendement de 95 %!,

Maintenant que le tripeptide est synthétisé, il est nécessaire de nous concentrer sur I'étape de
clivape du support selide. Ceite opération est réalisée par simple agitation de Ia résine chargée
et coiffée dans TFA durant 13 min., puis par lavage de la résine 4 Paide de trifluoroéthanol
(TFE) et de 1,2-dichloroéthane (DCE). Les Dltrats sont réunis et concentrés, d'on Ia
récupération d'one pite brune, qui est précipitée dans un mélange §:1 de diisopropyléiher
(DPE) / pétroléther (PE). [solement d'on solide beige, qui est séché puis analysé & I'aide de
la technique EC-MS, qoi nous confirme l'existence du tripeptide désirée par la présence d'un
signal a mfz = 248.1 Da [M + H}*.

5332 Essal de synthése sur phase solide de 1a séquence Val-Ala-ALA

Pour ja consirnction de cette séguence, notre poini de départ est représenté par une résine du
type Fonoe-(ALA)-Wang. La charge, aprés déprotection Fmoc, étant de 0.33{ mmol/g, nous
avons opté€ pout Je couplage de 3.0 mmol de Fmoc-(Ala)}-OH 70, de maniére 4 travailler avec
10 €q. en excés. Le coupiape pepridique requiert donc 3.3 mmoi d'une solution 0.5 M de
HOBt et 3.3 mmol d'une solution 2.0 M de DIC. Aprés une préactivation de 45 min., résine
chargée déprotégée et solution d'acide qt-aminé préactivé soml meélangés el agités ensemble
durani 30 min. Ces opéralions sont répétées une deuxidme fois pour un donble-conplage de
Froc-{Ala)-OH 70 (durée : 60 min.). Lavage et £tape finale de coiffage,

Toutefois, Jors de Tétapc de déprotection Pmoc de Funité Ala frafchement couplée, 'intensité
du signat relatif & I'absorption UV du compaosé est plus fort que celui donné par la résing de
départ, ce qui signifie un rendement du couplage peptidique supéricut & 100 %!

Expiications ; a) les ¢iapes de lavage, aprés le double-couplage, ont été trop
courdes el Je signal UV est faussé par les molécules de Fmoc-
{Ala)-OH 70 encore présentes dans le mélange final

b) I'étape de coilfage trop courte a permis aux groupes hydroxyles
libres n'ayant pas réagi (1) < 100 %) d’étre esiérifiés par e grand
excés (10 €q.) de Fmoc-{Ala)-OH 70, d'ol Ie risgue de s¢
retrouver en fin de synthése avec des séquences non-désirées du
type Val-Ala.

tLa synihése sur phase solide de cetie séquence naurelle peut étre considdrée comme réussie, méme si les
rendermems peuvent éine nplimisés & > 98 %
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Malgré ce résultal surprenant, nous avons procédé au double-couplage de Fmoe-(Val}-OH 79
(4.0 mimof) en suivant le méme mode opératoire €l en rallongeant sensiblement les étapes de
lavage ct de coiffage. Dans ce cas, le signal relatil & I'absorption UV aprés la déprotection
Fmoc du second acide t-aminé M-prowgé nous permet d'estimer ie rendement du couplage
Val-Ala 4 98 %. Le deuxiéme couplage ne semble donc pas éire influencé par e premier
couplage inhabituel.

Le tripeptide synthétisé sur phase solide esi alors clivé de la résine d I'aide d'une solution 30
% de TFA dans CH2Cl; (conditions volontairement douces), le filtral est concentré puis
précipit¢ dans un nélange 1:1 de DIPE/PE. Isclement d'une pite beige, Une analyse HPLC
du produit brut de réaction nous confirme l'existence de deux produits principanx, qui
s'avérent 8tre, aprés une analyse ptus décaillée LC-MS, majornairement (> 80 %) Ic dipeptide
Val-Ala accompagné de quelques iraces (< 20 %) du tripeptide Val-Ala-ALA désiré,

La synthése sur phase solide d'unc séquence peptidique basée sur ALA n'a effectivement pas
fonctionné et il nous faut par conséquent penser a une alternative.

£333 Essal de synihise sur phase solide de 1n séquence ALA-Gly

Vu que le chargemeni de ALA sur la résine de type Wang est caractézisé par des rendements
moyens, il serait intéressant de vérifier la réactivité de ALA lors de son couplage avec un
acide c-aminé déja chargé sur le suppon polymérique,

Point de départ ; résine acide du type Fmoc-(Gly)-Wang (charge : 0.300 mmol/g) et
empioi de 3.0 ég, pour le couplage de 52.

Mode opératoire - stratégie de double-couplage el étape finzle de coiffage conduisent &
une résine orange,

Mais, lors de la déprotection Fmoe du N-terminal de ALA fraichement couplé, le sigoal UV
refatif & I'absorption de I'adduit A (voir Figure MNo,42) libéré correspond, aprés comperaison
avec le signal UV de la résine chargée, 4 un renderment de £2 % pour le couplage ALA-Gly !

Hypethses : a) ALA semblc poser des problémes, aussi bien au niveau de son
chargement sur la @sine de type Wang qu'au nivean du couplage
avec d'autres acides o-amings

b) fe groupe carbonyle posilionaé en ydans la structure de ALA
semble jouer un réle prépondérant dans sa réachvilé en SPPS.
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5.54. Mise en évldence de linstabilité de ALA en présence de pipéridine

Maintenani que nous avons émis des hypothéses au sujet des problemes rencontrés dans
l'application sur phase solide de ALA, il est nécessaire de proceder & une 2tude de la stabilité
de ce demier sous les conditions réactionnelles considérées en SPPS. Pour cela, des Sludes sar
CCM de Ia stabilité de ALA (1) et de 52 cn présence de pipéridine {nécessaire pour la
déprotection Fmoc) ont prouvé que la réactivité de 1 sur la phase solide est comparable 4 cetle
en solution, ¢'est-a-dire que nous assistons probablement a la dimérisation de 1 en pyrazing
correspendenie 51 (voir figure No.33),

En fait, malgre une charge relativement basse (0.50¢ mmol/g - 0.800 mmol/g). les molécules
de ALA fixées sur le support polymérique sont suffisamment proches pour participer i la
dimérisation et, ainsi, rendre la synthése d'une séquence pepiidique basée sur ALA
piatiquement impossible.

Ces résultats et conclusions nous ont amenes 3 réfléchir sur Putilisation en SPPS de ALA sous
une forme masquée ou modifiée, par exemple en rendant moemenianément le groupe
positionne en -y dans ia structure inactif,

5.3.5. Essais de syathése sur phase solide avec ALA modifié

Notre premigre idée a consisté & masquer momentanément Je groupe carbonyle positionné ¢n
v de deux maniéres :

v soit via la formation d'un dioxolane i Faide de diéthyléne glycol

» 5ol par rédaction du groupe carbonyle en hydroxyle 4 I'alde de NaBH4 [224].

Malheureusenent, fe masquage via la formation d'un dioxolane a ét¢ rapidement abandonné,
parce que le composé formé est irop sensible a Thydrolyse et qu'il est trés difficile de garantir
des conditions réactionnelles anhydres lors de manipulations sur phase solide.

Bans le cas de la réduction a t'aide de NaBHy, la réaction s'est avére réalisable en solution (1

< 50 %), mais la protection Frroc du N-terminal do composé hydroxylé pose de sérieax
problénes (n < 20 %), ce qui pénalise sérieusement cette alternative,

En conclusion, Yidée de modifier ALA pour sen utilisation dans la construction de peptides
sernble étre applicable 4 fa synthése en solution, mais pas & la synihése sur phase solide, qui
s'zst avérée £ire beaucoup plus sensible a la nature des conditions environnantes. En effet, des
reactions, telles que 'oxydation ou la réduction, ne sont pas, de nos jours, encore totalement
maitrisées sur phase solide.
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5.3.6. Essais de synthése sur phase solide avec Boc-(ALA)OH

En dépil du rendement médiocre relatif & ta protection Boc du A-terminal de ALA. nous nous
sommes tout de méme intéressés i la construction d'une séquence du type Phe-Ala-ALA-Gly
en considérant Boc-(ALA)-OH 67 comme unité synthéiique. L'avantage principal de celle
approche élant évidemment Yemplot d'un acide, en liew et place d'one base faible, pour la
déprotection du AM-terminal,

Le mode opératoire €1 [a siralégie synthétique suivis pour la construction du Isirapeptide sont
ideniques A ceux considérds dans la partie 5.3. 1'uclisation du groupe Boc ne nous permet
cependant pas de quantifier le cendement du couplage de ALA sur la tésine chatpéde, mais [es
rendements des couplages subséquents de Fmoc-{Ala)-OH 70 et de Fmoc-(Phe)-OH 71 sont
tous deux estimés 4 83 %!, cc qui confirme que ALA est sensible 4 |a pipéridine, méme s'il est
déjd fixé sur le support polymérique au sein d'une séquence peplidique.

Conelusions : (2)  l'utilisarion du proupe Fmoc pour |3 protection du N-terminal
des unilés symhétiques savére primordiale en SPPS, car elle
permet le calcul des rendements des différents couplages

(b  le groupe carbonyle positionné en ¥ au sein de la structure de
ALA étant source de problémes de réactivité et de stabilité de la
molécule, il est désormais nécessaire de se concentrer sur
I'emploi d’analogues de ALA pour une application de
1a chimie pepridique sur phase solide.

£3.7 Synihése peptidique sur phase softide avec 'acide 5-aminoralérigue

La possibilité la plus sire d'éviter des prabléines causés par 'exisience d'un groupe carbonyle
positionné en y dans ALA est do supprimer ce demier ¢1 de s'intéresser ainsi 4 P'acide 5-
arninovalérique ou AVA 54,

Mais, corune pour ALA, avant de développer une chimie peptidique sur phase solide basée
sur AVA, il esl nécessaire de procéder & une édlude de réactivité de ce composé en solution,

ICes rendements om it que nous ne somimes pas intéressés & Manalyse déinillée LC-MS du compost isolé aprés )
clivage du support solide
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53.7.1, Protection du Neterminel de AVA

Comme dans fe cas de ALA, le groupe protecteur désipné est le proupe Fmoe, d'autant plus
gue nous savons maintenant que le groupe Boc se préle mal 4 une application en SPPS.

Le mode opératoire, ainsi que les conditions réaclionnelles considérés sont identiques 3 ceux
appliqués pour la prolection du N-lerminal de ALA, exceplion faite de I"emploi du dioxane &
ia place du DMF (AVA es neltemeni mieux soluble dans les solvants organiques que ALA).

Le rendement obtenu pour la synibése de 58 (83 %) confirme la meilleure réactivitél de AVA,
ce qui de bonne sugure cn vue d'une applicaiion en SPPS,

5372 Essals d'estérifieation de AVA en solution

La prochaine étape intéressante esl représentée par |'esiérification du C-terminal de 55 ¢n
solution. La méthode envisagée pour la synthése du méthylester 56 est celle des anhydrides
mixtes [222] : 55 est dissout dans CH,Cly et refroidi & 0°C sous atmosphére inerte, puis
adjonctions successives de NEty, CtCOOMe et DMAP.

Danrs le cas du benzylester 57, nous avons appliqué la méihode de synthése mise au point par
Eschenmoser [225]. ot lagent d'esiérificetion est représenté par un acélal du DMF
{(CH3)pNCH{QCH>CgHs)z] avec le benzéne comme solvanl. Ainsi, nous avons pu
synihétiser, aprés purification, 56 avec un rendement de 64 % et 57 avec un rendement de 66
%.

5333 Chargement de Fmoe{AVA)-OH (55) sur Ia phase solide

L'¢1ape suivanie dans notre stratégie mise au point sl, comme noits le savons mainienand, le
chargement de 58 sur une résinc dc type Wang (charge : 0.780 mmol/g), afin d'oblenir, aprés
clivage du support polymérique, un acide carboxylique sur le C-ierminal.

Le chargement, comme dans Je cas de ALA (voir pantie 5.3.2.), se fait & trmvers une réaction
d'estérification. La stoechiométric est, ceite fois-ci, de 3:1 en faveur de 58, avec 3.3 éq. de
DCC, 0.3 ég. de DMAP et 1.0 éq, de NMM, le tout mélangé selon le mode opéraloire dans 20
nl de CHClz. La durée de la symhése est de 20 heures a RT et la charge obienuc cst de §.622
mmol/g, ce qui corcespond 4 un rendement réactionnel de 80 %. La résine charpée el

tLe rendement obiene pour 55 s'explique principalement par la meilleure solubilité de AVA dans les solvants

Orgatiques
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déprotégée est alors lavée a l'aide d'/-PrOH, séchée sous vide et conservée 3 5°C sous
atmosphére inerte.

5.3.74. Essai de symhése sur phose solide de Ia stquence Phe-Ala-AVA

Cet cssai de synthése sur phase solide a 81¢ réalisé chez CIBA-GEIGY A.G. par M. E.
Spieser.

I.e point de déparl de cette synthése est représenté par [o résinc chargée H-(AVA) Wang
{charge : 0.622 mmolfg). Emploi de 0.080 mmol de AVA (0,129 g dc résine charpée H-
(AVA)-Wang) el de 5.0 £q. de Fmoc-(Ala)-OH 70 pour Ic premier couplage peplidique :
préaciivation de 40 min. et double-couplage {120 min. + 110 min.); ¢tapes de lavage, cailfage
et déprotection Fmoc finale. Rendement caleulé 1 99 %,

Pour le deuxidéme couplage, utilisation de 5.0 €q. de Fmoc-(Phe)}-OH 71 : préactivation dorant
40 min. et doable-couplage (60 min. + 70 min.); étapes dc lavage, caiffage et déprotection
Fmoe finale. Rendement calculé : 99 %,

Le clivage de la résine est réalisé 4 l'aide de TFAsq (95 %), de DCE et de TFE
successivement. Les filtrats sont ensuite réunis, cancentrés &t le résidu pAteux janne est
précigité dans un mélange 1:1 DIPE/PE. [solement d'un solide beipe.

L'analyse LC-MS nous permet d'identificr le signal principal (> 90 %) comme étant le signal
caractéristique du dipepide Phe-Ala (seulement < 10 % du tripeptide Phe-Ala-AVA désiré).

Hypoihdse! 1 ['acide S-aminovalérique 54 semble également éire sensible 4 la présence de
pipéridine nécessaire 4 [a déprotection Fmoc de son N-tenminal,
Comme dans le cas de ALA en effet, la réaction d'estérification semble
s¢ dérouler normalement, mais au moment de fa déprotection, le N-
terminal libre, 1endu trés nucleophile, est en mesure de provoguer
Yammaonotyse du linker de type ester el d'induire ainst ia cyctisation de 54
en valéralactame. Ce demier. qui n'est plus fixé sur le support solide, peut
¢tre ensnite &liminé lors du lavage do mélanga idactionnel, et fe linker de se
retrouver nu comme av départ, d'ot 'explication de la formation majoritaire
du dipeptide Phe-Ala.

Lo formation de valérolaciame n'ayant pas 1€ prouvée jusqu'a maintenant, il n'est pas possible expliquer avee
cenilude ces résuliats, d'oi 1a notion dhyporhése
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La figure No.45 itlusire bien cette explication :
0
Dy
Sa !
NH, a
Pipdridine

/Q\/ I
’ ) éﬂ
5

Figure No.45 : Explication de la formation éventuelle du valérolaciome par ammonolyse du linker Wang

Ce phénoméne éventuel d'auto-ammonolyse! s'avére éire décisif pour la non-réalisation de
séquences peptidiques basées sur AVA 54.

Etant donné les divers problémes rencontrés avec les acides §-amings, trés pen stables sur
phase solide, nous avons décidé de nous coneenirer sur I'emploi d'un acide y-aminé : Iacide
aminobuiyrique ou GABA. Dans le cas de GABA en effe1, la synthése d'une séquence
peptidique sur phase solide semble, 3 priori, envisageable, puisque la dimérisetion est
impossible, vu qu'il ne posséde aucun groupe carbonyle au sein de sa structure,

£3.8. Synthése peptidique sur phase solide avec Pacide y-amiitobutyrique

La décision de nous intéresser 4 la synthése peptidique sur phase solide de dérivés basés sur
GABA a € prise afin de vérifier si notre stratégie SPPS mise au point est applicable aux
acides aminés autres que les ving! acides a-aminés naturels.

Camng pour chaque nouveau composé de base considéré, il est tout d'abord nécessaire de
procéder & une éiude de réactivité de GABA en solution. L'avantage principal de GABA, un
acide aminé déja étudie profondément pour d'auires applications, est I'existence d'un certain
nombre de ses dérivés sous forme commerciale; le dérivé N-protégé, notamment, est
commercial (Novabiochem) et nous permet sinsi d'épargner une &tape de protection sur son
N-terminal.

ICete réactivité, od un nésidu déjh chargé sur le suppart solide es| €limind suile 3 une réaction secondaire, €51

d&ja comnue pour des séquences peptidigues du type Gly-Pro
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En revanche, avant de nous intéresser au chargement de GABA sur un suppont polymérique,
nous avons décidé de nous concentrer sur l'estérification de son C-terminal en solution.

5.3.8.6. Essals d'estérification de GABRA en solulion

Dans le cas d¢ GABA, nous avons procédé aux synthéses respectives du méthylesier 62 ei du
benzylester 63. Le premicr a été obtenu via Ja méthode des anhydrides mixies {n = 61 %),
alars que 63 a é1¢ synthétise selon la méthode développée par Wipl [226] : mélange, A RT, de
1.0 éq. de Fmoc-(GABA)-OH 61 avec 1.2 dq. de BaGH, 1.5 éq. de EDC et 0.1 éq. de DMAP
dans 10 ml de CHzClz. Agiration & RT durant 24 leures, extraction liquide-liquide et
purification par ehromatographie-éclair sur colonne (0 = 34 %). (A noter que nous avons
choisi cetie méihode de synibése, car le réactif ndcessaive 3 I'esténfication selon Eschenmoser
[225] n'éiait plus disponible).

Malgré ces rendements d'estérification en soluiton phuidt décevants, nous avons décidé de
tester la réactivité de GABA sur la phase solide,

$3R82, Chargement de Fmoc{GABA)-OM {61) sur |a phase solide

Le support polymérique choisi est toujours une résine du type Wang, de maniére 3 synthétiser
un acid¢ carboxyligue. La charge de la résine de dépan est de 0.780 mmol/g et Ia réaction
d'estérification est réalisée & l'aide de 3.0 éq. de 61, 3.3 éq. de DCC, 0.1 éq. de DMAP et 0.3
éq. de NEt3 dans 10 ml de DMA. Durée de la réaciion : 8 heures. La résine est alars lavée,
puis acétylée avant d'@ire séchée er eonservée a 5°C, sans avoir déprotégé le groupe Frmac.

£3.83, Essal de synihése sur phase salide de la séquence Fmoe-(Phe-Alp-GABA)-OH

Cel essai de synthése sur phasc solide a éié réalisé chez CIBA-GEIGY par M. E. Spieser.

La résine préparée fraichement ci-dessus est déprotégée sur son N-terminal et la charge de
GABA est estimée 3 env. 0.300 mmal/g. ce qui représente un rendement réactionnel de 38 %
irés Jaible.

Pour le premier couplage, wtilisaion de 0.050 mmol de GABA &1 de 4.0 éq. de Fmoc-{Ala)-
OH 70 : préactivation durant 40 min. & RT, double-couplage (60 min. + 40 min.);. éiapes de
levage, coiffage et déproteciion Fmoc, d'oll un rendement de 91 % pour le couplage Ala-
GABA. Pour le deuxiéme couplage, emploi de 4.0 éq. de Fmoc-(Phe)-OH 71 : préactivation
durant 40 min. i RT, double-couplage {70 min. + 40 min.).

La résine chargée est alors lavée, mais ni coiffée ni Fmoc-déprotégée. Le peptide construit est
en fait chivé du support palymérique & l'aide TFAqq(95 %), DCE et TFE, les filtrais sont
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réunis puis concentrés, e le résidu huileux est précipité dans un mélange 1:1 de DIPE/PE.
Isolement d'une pite beige, qui s'avére, aprés analyse détaillée LC-MS, étre le tripeptide
désiré (C31H33N306 M cale. : 543.6, mes. : 544 .0 M + H]*). RP-HPLC {10 - 50 % ACN en
30 min.; Cg) tg = 29.3 min., pureté > 78 %.

En conclusion, méme si les rendements individuels ne sont pas optimaux, la synthése
peptidique sur phase solide de dérivés basés sur GABA est possible, Ce résultat est rassurant
quant 4 la considération des conditions réactionnelles relenves pour la SPPS, mais confirme
les difficultés rencontrées avec les acides §-aminés.

5.4.  Conclusions et perspectives

L’idée de pouvoir consiruire sur phase solide une série de tripeptides basés sur ALA s'est
malheureusement révélée irréalisable jusqu'a aujourd'hui. En effer, malgré des résultats
encourageants en solution, la chimie peptidique sur phase solide basée sur ALA est pénalisée
par l'mstabilité de ce dernier en présence d'une base, méme teés (aible (pat ex. la pipéridine ou
la diéthylamine). Ce phénoméne nous a incité 4 travailicr avec des acides S-aminés dépourvus
de groups carbonyle posiionné ¢o y.

Cependant, I'alternative consistant & masquer le groupe carbonyle positionné en y dans la
structure de ALA, qui semblait excellente pour la chimie en solution, s'est démontrée trés
délicate 4 réaliser sur phase solide, poarticutiérement & cavse du manque de descriptions dans
ta littératere d'exemples de réactions d'oxydation et de réduction en SPPS,

Dautee part, l'idée de remplacer ALA par son analogue non-carbonylé AVA s'est révéide étre
un échee, puisque ce dernier, en présence d'une base (par. ex. la pipéridine ou la
diéthylamine), semble &tre en mesure de cycliser instantanément pour former le valérolactame
{voir hypothése page Mo.106 et figure No.45}), rendant ainsit impossible le couplage d'un autre
acide aming,

U est ici important de noler que les deux phénoménes (dimérisation et cyclisation)
catactérisant les acides S-aminds &taient déja connus en solution, mais qu'aucune référence

dans ta littérature ne faisait part des problémes rencontrés sur phase solide.

Etant donné que l'insertion d'un acide o-aminé intermédiaire entre le support polymérigue et
I'acide §-aminé 4 coupler ne modifie en rien la sensibilité de ces demiers, une solution & nos
problémes pourrait €cre la considération d'un aure type de linker. En effet, (a résine du type
Wang [223] semble &tre trop "dure”, raison pour laquelle elle influence considérablement la
répartition électronique dans les liaisons voisines, La conségquence principale de ce
phénoinéne est une modification de la nature de la liaison ester permetiant le couplage du

premier acide aminé sur le support polymérique,
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Récemment, des résines, considérées comme plus "douecs” de ce point de vue ot basées sur
un principe de péne stérique, ont éi¢ développées el commercialisées :

* les résines du type "2-chlorotdtyle” [227)

Cl

I¥auires résines, mettant en jcu linfluence électronique des substituants fixés sur l¢ linker, ont

également &4 mises sur le marché

+ les résines du fype SASRIN™ [83]

QOCH;

M”G_\o_o

D'autee part, afin d'éviter les problémes rencantrés avee ALA (ouw AVA) aprés fa déprotecrion
de son M-terminal, il est possible d'imaginer Yapplicaiion d'un proupe A-protecteur acide-
labile et UV actif, tet que le groupe biphény lylisopropyloxycarbonyle ou Bpoe [228] (Figure
No.486),

Une autre alternative ¢légante 4 'emploi de groupes ¥-protecteurs clivables par 'action d'un
réactif chimique est la considération de groupes protecteurs enzymo-labiles. Dans ce contexte,
un exermple de synthése sur phase solide a é1é publié rdcemment par Waldmann [229].

OOt
Figure No.46 : Utilisation du groupe Bpoc dans iy protection du N-lerminal

Une autre stratégic & envisager pour unc synihése peptidique basée sur ALA (ou AVA)
efficace sur phase solide pourrail &ire représentée par un chargement "volontairement
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incomplet” de ce dernier sur le support polymérique. En effet, les charges commerciales se
situant aux alentours de §.500 mmeol/g, il serait envisageable de charger la résine de départ 4
env, €.050 - 0,100 mmol/g grace a lutilisation de solutions trés diluées d'acide §-oming, A
noler toutefois que I'étape de coiffage (ou de blocage des fonetions hydroxyles non-réagies)
représente, dans ce cas, une étape cruciale en vue d'une synthése univogque & la surface du
support solide.

Une autre possibilité pour éviter la dimérisation de ALA en présence d'une base est
représentée par be chargement direct d'un dipeptide basé sur ALA sur le support polymérique.
Dc cette maniére, la fonction amine positionnée en § dans la structure de ALA ne peut

participer 4 la dimérisation, vu qu'elle est masquée sous la forme d'une amide.

Dans ce contexte, nous nows sommes inléressés a la chimie peptidique basée sur le dipeptide
naturel et commercial H-(Gly-Gly)-OH 64, afin de comprendre si le chargement direct d'une
telle moléeule sur une phase solide est envisageable {opération peu connue jusqu'd
aujourd’hui),

5.5. Remplacement de ALA par H.(Gly.Gly)-OH en chimie peptidigue

En vue de ramener la chimie peptidique sur phase solide & une séquence de couplages/N-
dépratections d'acides o-aminés naturels, Fidée consistant & remplacer ALA par le dipeptide
H-{Gly-Gly)-OH 64 semble fondée, d'amant plus que les struclures des deux composeés sont
semblables (Figure Mo.47}. En fait, la seule différencc existant cntre ALA 1 et H-{Gly-Gly)-
OH 64 est liniroduciion d'une fonction amide & In place d'un groupe carbonyle (possible seton
les conditions établies dans la partie 5.1.).

0 o
H
sz’\’(\)Lou HgN/WN\)Lm
el 0

1 64

Figurs No.d7 : Comparaison des siruclures de ALA et de H-(Gly-Gly)-OH

Drautre part, des travaux précédents {15] sur I'inhibition de PBGS ont permis d'affirmer que
Ac-{Gly)-CH 68 représente un inhibiteur de type compétitif irés médiocre (Kj = 18'800 uM).

Matis la substitution d'un groupe méthyléne par un groupe amine secondaire peut nous
indiguer si la siratégie mehant en jeu des dérivés peptidiques esl & abandonner définitivement,



Discussion des résuliats : ALA et ses dérivés en SPPS 112

En fail, les deux avantages principaux de cette nouvelle approche sont :
+ Ja chimie pepiidique sur phase solide de dérivés constituds uniquement d'acides @-aminés

est bien connue est caraciérisée

+  Ces connpissances nous permettent d'envisager la construction rapide sur phase solide de
peptides potentiellement lutéressants en tant quiinhibiteurs de PBGS.

£5.1. Synthése peptidique en solation baséc sur H-(Gly-Gly)-OH (64}

Comme dans le cas des acides 8-aminés, il est important, dans un premier temps, de vérifier la
réaciivité de H-{Gly-Gly)-OH 64 en solution. Cetie étude se détoule en irois phases
successives ;

- protection du A-terminal de 64
- esiérification directe du C-terminal de 64

- couplage peplidique avec le dérivé C-protépé de 64,

S5.LL Protecilon du N-terminal de H-{Gly-Gly)-OH (64)

La premiére étape de notre stratégie de synthése en solution de dérivés peptidiques basés sur
64 consiste donc en la protection du A-termingl de ce dernigr 4 'aide du groupe appliqué en
SPPS : e groupe protecteur Fimoc,

La méthode de synthése du dérivé N-protépé 65 est celle appliquée pour les acides 8-aminés,
exception faite du remplacement du DMF par le dioxane, vu la bonne solubilité de 64 dans les
solvants arganiques. Rendement : §9 %.

5512 Protection du Ceterminnl de H{GIy-Gly)-QH (64)

En vue de développer une synthise sur phase salide basée sur 64, ii st imporiant de vérifier
sa réactivité an niveau de son C-lerminal également,

Pour cela, nous avons pracédé i la synihése de l'ester benzyligue 66, mais sans protection
préalable du C-terminal du dipeptide de départ (Figure No.48),

En effet, lo méthode développée par Crofis [230] permer la synihése directe et
stoechiométrique {1 > 06 %) du composé 66 sous la forme d'un sel, grice 4 I'emplai d'un
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farge excés de BnOH (> 20 éq.) et d'une quantité équimolaire de p-TsOH dans un prand
volume de CgHy,

En fait, pendant [a réaction, I'ean formée durant 12 condensation est éliminée par distillation
azéotropique du mélange réactionnel.

Lo
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Figure No.48 1 Symlése de 66 selon la méthade de Crofis [23Q]

551 Synihitse de iripeptides basés sur H-(Gly-GIly)-OBn (66)

L.a dernitre élape de notre siratépie de synihése en solution de dérivés peplidiques basés sur
64 consiste donc a coupler le dérivé 66 sur son M-terminal avec des acides o-aminés naiurels
{Figure No.49},

Ce couplage peptidique est réalisé selon le mode opératoire-type développée dans nolre
approche (voir parlie 5.2.3. pour détails).
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Figure No.49: Schéma général de synthése en sohnion des dérivés peptidiques 96 - $2



Disvussion des résultats ; ALA &t seg dérivés en SPPS 114

Tableau No.6 Rendements des synthéses des dérivés peptidiques 90 - 92
Composé R Durée Rendement
90 CH; 120 heures 8%
b | CH(CHi)y 120 heures 5%
92 CH2CgHs 30 heures 4%

Remarque :  La syn(hése du tetrapeptide Fmoc-(Gly-Gly-Gly-Gly)-OBun se distingue par
une étape de purification du produit brut de réaction particuliérement difficile,
d'o0 un rendement teés faible (n < 20 %) pour le couplage de 65 avec 66,

Edant donné que les couplages peplidiques en solwion d'scides a-aminés avec 66 sons
caractérisés par des rendemcnts plutdt faibles, il serai¢ judicieux, avant d'envisager une
application de ce (ype de molécules sur Ja phase solide {qui s'est avérée souvent plus scnsible
que la synthése en sclution), de nous intéresser &u pouvoir d'inhibition de ces demicrs el de
déduire ainsi s'il est vraiment utile de concentrer nos efforts dans ceite nouvelle approche.

5.6,  Résultats d'inhibition avec les composés du lype H-(Gly-Gly)-OH (64)

Cetle pariic essentielle du travail e été réalisée dans nos laboratoires par Mimes C. Jarret o J.
Bobalove, que je remercie cordialement.

Notre idée consiste, dans un premier tenips, & tester I'elficacicé du dipeptide commereial cn
tant qu'inhibiteur de PRGS. Toutefois, le ésultat obtenn pour 64 (K; = 100'000 uM, Kpy = 65
uM) démionire que ce dernier ne peut éire inclus dans la classe des inhibiteurs de PBGS.

D¥antre part, le réactil de couplage DIC, wilisé dans la syothése en solution des dérivés
peptidiques, se distingue par la particulatité de générer, en fin de réaction, une urée soluble
dans la plupart des solvants organiques usvels : la N, ¥ diisopropylutée DIU. O, cette
transformaiion, qui est un avaniage cerfain sur phase solide, représente un obstacle en
solution, puisque DIU comamine les dérivés peptidiques synthétisés. En effet, cette urée est
difficilemen éliminée lors des &apes de purification (répétition de plusieurs
chromatographies- éclairs sur gel de silice). Ainsi, nous nous sommes intéressés & détenniner
le pouvoir d'inhibition de DIU, afin de savair £'il est envisapeable de procéder aux 1esis sur
PBGS avec des dérivés peptidiques cortaminés. Malheureusement, des tests préliminaires
[t5] ont démontré que B1U est un inhibitewr environ 10x plus puissant (K; = 1000 pM, K
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= 65 uM) que 64, ce qui signifie quelle est certainement également meilleur inhibiteur de
PBGS que la plupart des dérivés peptidiques synthélisés dans ce travail.

Ce résultat peut #re considéné comne négalif, puisqu'il serait nécessaire de travaillel avec des
concentrations supéricuyes 4 80'000 pM pour entrevoir un effet inhibiteur.

COOH COOH COOK
¥"0 { {
[ —] HWH A —— @N'—H
o o eo—{
30 :ﬂ 68
COOH <r::cw;m
K,*3000 H @ -+
o * o eo—{;
NHg

H:H HN 64

Figure No,50 : Comparaison erire Ac-(Gly)-O11 68 et H-(Gly-Gily}-OH 54

Deux paoints sont en mesure d'expliquer celle différence impaortante dans nhibition de
l'enzyme PBGS ;

*  d'une pan, le passage d'unc fonction cétone a une fonction amide expligue le facieur de
dix caraciérisant le passage de l'acide lévulinique 30 & I'acétyl- glycine 68. En fait, le
changement de fonction modifient les propriétés du groupe carbonyle, ce qui est suffisant
pour dinenuer sensiblemnent la reconnaissance du subsirat en question dans le site achf
(les analogues du substral ALA sont essentiellement reconnus dans l¢ site A)

s d'autre pan, la liaison amide, comme nous l'avons déja précisé, posséde un certain
caraciére insaturd, (double liaison entre N(3} et C{O}), ¢e qui confére une certaine
planéilé A la molécule.

Ces résullats préliminaires nous onl définitivement incités 4 chercher une autre application
aux dérivés peptidiques de ALA synibétisés en solution. Les résultats obtenus dans ceite
nouvelle étude sont réunis dans le chapitre suivant,



6. Applications des dérivés peptidiques de ALA dans la PDT

Comme nous l'avons vu plus haut, les résultats controversés oblenus dans les différentes
synthéses de dérivés peptidiques de ALA et dans le remplacement de ALA sur phase solide
ont fait que nos recherches dans ce domiaire ont ¢ momentanément suspendues. D'autre part,
les résultats récents [15] rassemblés au sein de notre groupe dans I'inhibition de PBGS ont
montré quc les dérivds peptidiques basés sur ALA ne représentaient pas une famille
d'inhibileurs 1rés puissants et que la priorité serait donnée 4 d'autres types de structures
potentiellement plus intéressantes.

Depuis environ cing ans, un groupe de recherche, appartenant 2u Dépantement de Génie Rural
de I'EPFL et dirigé par le Professeur H, Van den Bergh, s'intéresse a Vapplication des détivés
de ALA en tant que précurseurs efficaces de la PplX, photosensibilisateur puissant en PRT,
En effel, dans fa plupart des études eliniques ci précliniques considérées [231,232], une
applicatian topique ou sysiémique d'un dérivé de ALA a induit une aupmentation de
Faccumulation de PplX au sein des tissus ciblés,

Drautre part, la modification chimique de ALA & permis de traiter des couches cellulaires phus
profondes et d'améliorer ainsi la pénéiration médiocre de ALA A Iravers les membranes
celulaires et dans lespace interstitiel des tissus [188,190,231]. Les essais les plus récents font
appel & I'uilisation d'alkylesters de ALA en lice et placc de ALA Yui-méme [188,233). Mais
I'emploi de ces esters est limité par leur 10xicité en fartes concentrations du fait de leor
mangue de sélectivité,

Nolre idéc a donc €1€ de synthdtiscr de nouveaux dérivés en mesnre de libérer ALA de
manitre plus sélective, Cette nouvelle collaboration a toul d'abord débouché sur deux travaux
de diplame [234-236], qui ont permis de définir les futures direclions de nos rechierches, puis,
finalement, sur Fapplication des dérivés peptidiques de ALA, piéparés dans un premier lemps
pour leur application en chimie combinatoire.

1 est important de noter que cette collaboration n'aurail jamais €t possible sans le soutien de
YInstitut de Parthatogie du CHUYV, on particulier du groupe de recherche dirigé par Mrme le Dr.
L. Juilleral, gui nous a mis A disposition ses infrasiructures et 525 connaissances au nivesu des
études de fluorescence sur les lignées cellulaires en cullure.

Avant de nous concentrer sur les rdsultats obtenus dans le cadre de ce travail, il est judicieux
de présenter brigvement les résultats et conclusions rassemblés dans ies rravaux précédents.
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6.1. Résumés des iravaux précédents dans le domaine ALA-PDT

Le premier travail, de nature purement synthétique [234), a consisté en la synthése d'une série
d'esters de ALA e1 en leur étude d'hydrolyse par 'a-chymotrypsine et par la Hog fiver

esterase (HLE).

6.1.1. Etudes de synthése et d'hydrolyse d'esters de ALA

Le but principal de cette étude est de déierminer, aprés niise au point et oplimisation de leurs
synthéses respectives, la vitesse relative d'hydrolyse d'esters synthétisés de ALA par deux
enzymes reconnus pour leur efficaciié en tant qulestérases.

6.1.1.1, Synthéses des chlorhydrates d*eslers de ALA

Les différentes synthéses effectuges dans cette Stude se basent sur le Mode opératoire décrit
dons le travail de diplome de Y. Berger [234], que je remercie cordialement.

La méthode de synthése considérée est celle via le chlorure d'acide, price 4 Yemploi de SOCI;
et de Valeool correspondant en large excés (Figure No.51}.

L'alcool, refroidi a O - 5°C, est mélangé sous atmosphére inerie avee SOCly, puis 1.0 éq. de
ALA est ajouté en plusieurs ponlions, Le mélange hétérogéne est elars agité pendoat une
durée varinnt de 1 heure & 30 heures et & une température de 30°C 4 70°C selon I'alcool
considéré, Le produit brut de réaction est ensuite purifi¢ par chromatographie sur ge! de silice.

i ROH, SOC 7
OH kit OR
1h - 30h, 50 - 70°C
NH,ClI Q NH50I 0
1 41-47

Figure No.51 ; Schéma général de symhése des chlorhydrates d'esiers de ALA

Les rendements sont réunis dans le Tableau No 7V .

Pies esters du 1ype polyéthyléneglycol (45, d6. 47) som difficilement purifiés & cause de leur nature peu

cristalline, dod des rendements moins indressants
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Tableau No.7 Rendemenms des synthéses des chlothydrates d'esters 4) - 47
Composé R Durée Température Rendement
41 CH; 17 heures 70°C 80 %
42 n-CgH 13 5 henres 70°C 85%
43 e-CgHy 30 heures 70°C 77 %
44 CH2CgHs 4 heures 70°C 84%
45 CaH4OCH; 1 heure 50°C 60 %
46 CaH4OCH2CH3 1 heure 50°C 51 %
a7 CHaOCHO- e 50°C 76%
CHaCH;

Ces résultacs nons permetient d'affirmer que la méthode synthétique mise au point représerte
une allernative inéressante & la méthode traditionnelle d'estérification, mettant en jeu un acide
mindral {par ex. HCI) en présence d'un large excés d'aleool. En outre, Ja méhode de
purification développée dans ee travail (vair partie 8.2.1.1.) permet d'isoler le chlorhydrate de
l'ester avee une pureté satisfaisante pour les tests d'hydrolyse cnzymatique subséquents.

A noter que le potentiel des esters du type PEG est irés intéressant, puisqu'ils présentent
l'avaniage de libérer, Jors de leur hydrolyse, un alcool tout & fait inoffensif pour
I'environnement bialogicque, ce qui n'est pas forcémeunt le cas des autres types d'eslers,

6102, Etude d’hydrodyse enzymatlque des esters synthétisés de ALA

Les détails expérimentoux relatifs aux éndes d'hydrolyse enzymatique sont réunis dans le
travail de dipléme de Y. Berger [234]. Cette partic du travail a consisté principalement en la
mesure de la vitesse d'hydrolyse des esters synthétisés ci-dessus par deux enzymes différents :
ta-chynotrpsine et la Hag liver esterase (HLE).

Le choix des cnzymes utilisés dans nos mesures est basé sur plusicurs facteurs :

»  les enzymes, connus pour leur efficaciié en 1ont qu'estérases, sonl-ils en mesure
d'hydrolyser les esters 42 & 47 7
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*  les enzymes sont présents dans le corps des vertdbrés

s les enzymes sont commerciaux, relativement bon marché et leurs manipulations sont

documentées.

Le but de cette étude est, 4 court terme, de pouvaoir déterminer guel est I'ester bydreolysé le
plus rapidement &t, a plus long terme, d'8tre en mesure de tester la possibilité, pour 'ester de
ALA considéré, d'élre un subsirat pour une esiérase. Les mesures des vitesses dhydrolyse
relatives se déroulent en deux étapes principales :

» détermination de l'aciivité des enzymes considérés i I'aide d'un substrat de référence (voir

les tableaux respectifs}

*  mesures proprement dites de la vitesse d'hydrotyse relative des esters 42 4 47 par
comparaizon avec le subsieat de référence (le mode opéraloire des différentes mesures est
detaillé dans [234]).

Les résuitats peuvent étee récapitulés dans deux tableaux -

Tahlegu No.B Vilesses d'hydreolyse des esters par |'a-chymotrypsine [234]
Vitesse d'hydrolyse Rapport en % avec
Composé
[wmol/min] le substrat de référence
N-acétyl-L-tyrosine 17.10 100.0
éthylester!
42 0.2l 1.2
43 Q.14 0.8
45 0.27 1.6
46 0.23 L4
47 0.20 L2

'La comparaison des résultats obtenus pour les esiers 42 4 47 avec la vitesse dhydrolyse mesurée pour le
substrat de référence est délicate, puisque c¢ demier est carnctérisé par un Noerminus bloqué, au contaire des

esiers de AL A, synthétisés en solution sous la forme de chlorhydrates
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Les résultats oblenus avec 'a-chymeirypsine ne permcetient pas de tirer des conclusions
décisives sur 1a nature idéale de I'cster hydrolysé. A priori, woutefois, Tester 45 sembie Etre
hydrolysé deux fois plus rapidement que le cyclohexylester de ALA 43,

Tablenu No.9 Vitesses d'hydrolyse des esters par la Hog liver esicrase (HLE) [234]
Composé Neacétyi-Letyrosine | 42 | 43 | 45 | a6 | 47
¢thylesier
Vitesse d'hydrolyse 1.010 0.036 | 0.009 | 0.063 | 0.053 | 0.014
[#molinin]

Dans le¢ cas de HLE, les différences dans les vilesses d'hydrolyse des csters sont plus
importanics, notamment pour l'ester 45, qui semble &ire hydrolysé 7x plus vite que le
cyclohexylester 43, Les résuliats obtenus avee les deux enzymes vont donc dans le méme sens
e préconisent l'emploi d'esters du type PEG pour une gpplication clinique en PDT. Mais,
avant de s'iniéresser 4 unz éventuelle application, il est nécessaire d'oplimiser les rendements
dans la synthése des composés 45 & 47.

D'autre part, cornme nous allons le voir dans la partie suivante, |es éludes précliniques et
cliniques en PDT se concentrent de préférence sur Femploi d'esters du type hexylester 42
et/ou cyclohexylester 43.

6.1.2. Etudes de paramétres pour I'eptimalisation de la praduction de PplX & partir
d'esters de ALA

Cette recherche a été cffectuée dans les laborawires du Département de Génie rural de 'EPFL
par P. Uehlinper. que je tiens & remercicr cordiatement. Le but de ce travail [235,236] a &ié
d'éwdier plusieurs paramétres afin d'optimiser la producticn de PplX par des cellules
twumoralcs et non-tumoraies A partir d'esters de ALA. Les paramétres étudids sont la
concentration optimale d'ester permettant la produciion maximale de PplX et e pH optimal
du milicu. Le type de transport wlilisé pour enirer dans la cellule, qui dépend des propriétés
physico-chimiques de la molécule \ransportée, a également été éudié.

Dans le cadre de cetle expédrience, les csters de ALA considérés ont éié - le méthyl- 41.
Véthyl- 481 | le buty!- 49, T'hexyl- 42, le cyclohexyl- 43 en Yociylesier 50 de ALA.

1 {es estars de ALA 48, 49 ¢t 50 ont é1é spdcialemcm synthétisés pour cette expérience [235]
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Ces études ont éué faites sur quatre lignées de cellules humaines : trois lignées proviennent de
tissus tumoraux de 'épithélium des bronches et de la vessie, et une lignée est constituée d'un
épithélium bronchique immortalisé.

A noter que l'expérimenialion avee les cellules se fait selon le protocole décrit dans la partie
expérimentale (voir partie 7.14.).

6.1.2.1. Détermination de by concentration optimale

Dans cette partie, il s'agit de déterminer, pour chaque ester et pour chague lignée de cellules,
la concentration optimale permettant la plus grande accumulation de PplX, sans toutefois étre
cytoloxigue. Les résullats sont réunis dans 1a Tableaw No.10 ci-dessous [235].

La concentration optimale varie d'un produit 4 I'autre en fonciion de la longueur de la chaine
de l'ester. Une chaine contenant plus d'atomes de carbone est plus lipophile el devrail par
conséguent permeltre # la molécule d'entrer plus facilement dans la cellule, nécessitant ainsi
des quantités plus faibles de produit pour une fluorescence équivalente.

En revanche, une augmentation de la longueur de la chaine carbonée diminue la solubilité de
la molécule dans le miliet aqueux, ce qui a pour conséquence une précipilation des produits
en solution au-deld d'ime ceraine concentration ¢t une diminution sensible de la quantité de

produit traversani la membrane plasmique des celfules.

Tablcan No.10 Récapitulation des concentrations oplimales pour chaque composé [233]

Composé ALa 1 41 48 49 42 43 50

Cone, optimalke
[mM]

10-12 1525 t 1530 | 25 | 0.2-1.3 | 4-6 | 0.2-04

Lcs concentrations optimales relevées pour [e méthylesier et Péchylester sont plus élevées que
pour ALA, ce qui signifie qu'il faut plus de substrat pour produire fa méme quantité de PplX.
Ce résullat s’explique probablement par le fail que ces deux molécules, de pelite taille
comparable & ALA ¢ chargées positivement au pH physiclogique, sont peu lipophiles et
diffusent donc mal 3 {ravers la membrane cellulaire,

En revanche, les esters caractérisés par une chaine supérieurs & qualre atomes de carbone
induisent une production maximale de PplX a une concentration optimale inférieure a cclle de
ALA. Ce résultal s'explique par une plus grande lipophilicité de 'hexylester et de I'nctylester,



Discussion des résulints : ALA el ses dérivés en PDT 122

te qui permgl un passage beaucoup plus importam par diffusion passive & travers ia
membrane. Mais le choix de la concentration optimale s'avére étre plus délical pour garantir
une produciion maximale de PplX, sans atteindre des doses toxiques (voir page No.53).

Enfin, il est important de noler qu'un méme produit, & des concentrations identiques, génére
une production de PpIX difféiente d'une lignée de celluies 4 Vauwtre, Ce phénomeéne est
explicable par e fait que le métabolisme cellulaire dune celtule wntorale est plus imporiant
que ¢elui d'une celiule non-tumornle, g en particulier la caseade intraceBulaire de production
de Ja PplX pewt éire plus aciive [)39].

Drautre part, la production de PpIX induite par I'administration d'esters d'ALA est dépendante
de l'activité des eslérases eyroplasmiques cellulaites, qui scindent les esters en alcool et ALA.
Cette hydrolyse est parfois plus rapide an sein des cellules lumorales que dans les cellules
saines [233]. 1l faut aussi signaler que V'estérase qui coupe les esiers de ALA en alcool
correspondant el ALA est plus spécifique pour les dérivés de ALA 3 longue chaine carbonée
[190]. C'est pour celte méme roison que !cs esters 4 courte chaine carbonée doiveni étre
administrés A des concentrations oplimales plus levées.

6.1.2.2. Détermination du pH optimal

Le pH du milieu confenant la sofution d'ester de ALA €5t un aurre parameétre important, qui
esl en mesure de modilter Ja quantiié de PplX formée (sans variation de la concentration du
produit administeé).

La molécule pent entrer dans Ja cellule par diffusion passivel 3 rovers la membrane
plasniique ¢t/ou par transport aclif? & travers des pores membranaires (ou médié pat des
proiéines "fransporteurs menibranaires"). Le transport 4 travers la membrane cellulaire dépend
en outre de certains paraméires phystco-chimiques, 1©)s que 'hydrophobiciié et la charge
Electrique des moiécules, qui peuvent &tre modifiés par 1'équilibre acido-basique du milieu ef,
par conséquent, por 1a valeur du pH.

En faisant varier Je pH d'une solulion, 3 une concemirstion donnée de produit, plus petite ou
égale d la concentration oplimale, on & constaté que la production maximale de PplX a lieu 3
des valeurs proches du pH physiologique. A pl{ acide, Ja fluorescence est réduite, mais le

La diffusion passive #51 un phénnméne en relalion direcle avec le gradiem de concentralion (&1 aver la

lipophilicité du substray transportéd)

¥ e Iranspont actif nécessite de Fénergie, mais ne découle pas nécessairement dun gradiens de conceniration (en
génénal, it est médid pae une pratéine membrannire)
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pourcentage de cellules mortes est assez fajble. Cela est probablement di au fait que les
cellules, bien qu'elle supporient sans trop de mal les pH acides, tentent malgre tout de s'isoler
du milieu exierne en rendent leur membrane externe impermeable, et c'es! ce phénoméne qui
diminue entrée des produits administrés, entrainant finalement une baisse de ta production de
PplX. Par contre, les pH basiques provoguent une perte de fluorescence plus faible, mais un
pourcentage de celiules mortes plus important, Dans ce cas, on peut supposer que les pH
supériears & 8.4 (valcur du pK, de ia fonction basique de ALA!) fon( que les esters de ALA,
gui n'ont pas de fonclion acide, se trouvent cn plus grandes quantités sous forme non-chargée
que sous forme cationique, permettant ainsi une meilleure pénéteation des produils & travers la
double ceuche lipidique des cellules. Cet environnement basique est toutefois mal supporté
par les cellules et nuii trés fortement A lear viabilité,

6.1.2.3 Transport des groduils & iravers les membranes cellulaires

Pour Ic transport des produits adminisirés, 1'entrée dans la cellule se fait différemment d'in
composé 4 Yautre, En effel, les esters & longue chaine carbonce, done trés lipophiles, sont
ptincipalement transportés par diffusion passive 4 travers la membrane plasmique, sans
empranter les pompes du transpont actif’ [235]. L'utilisation clinique de ces esters a longue
chaine permetirait, par conséquent, d'éviter une interaction avec un inhibiteur des pompes
Na*/K* ATPases administré pour soigner upe autre pathologic {par exemple cardio-
vasculaire).

Par contre, ALA et ses esters 4 courte chaine carbonée, plus hydrophiles gt plus petits,
entrainent une production de PpiX qui diminue 4 partir d'une certaine concentration
d'inhibiteur des pompes Na*/K* ATPases, en raison, probablement, d'une pénétration limitée
du composé par transporn actif dans les cellules [235].

La cinétique d'entréc des produits administrés est également difficile & comprendre. En effet,
alin d'estimer bg quantité d'ester de ALA qui cntre dans la cellule par unité de temps, il est
nécessaire de connaitre l¢ lien cxistant entre la PplX formée {déterminée par Vintensité de sa
fluorescence} et 2 nombre de molécules d' AL A nécessaires & sa production. Or, selon le cycle
biosynthétique menant & I'héine, huit molécules de ALA conduisent & une molécule de PplX.
Ainsi, cn déterminant la quantiié approximative de PplX fabriquée par la cellule, le nombre
de molécules de ALA wilisées pourrait étre calculé. En bref, la variabilité caractérisam
Penirée des différentes moldcules (en fonction de leur Yipophilicité) et la différence dactivité
des estérases (selon la molécule considérée) peuvent enirainer une variation des
conceniralions optimales de chaque ester de ALA.

11e pX, des différents esters de ALA se sirue entre 8.3 e1 8.4 (235]
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6.1.2.4. Concluslons

Les esters A longue chaine semblent éire les produils les plus performants, puisqu'ils induisent
la plus forte production de PpIX 3 des concentrations trés faibles (0.2 - 0.3 mM), et cela
indépendarmment de 1z lignée cellulaire considérée.

11 est toutefois difficile d'établir une corrélation cntre Yexpérimentation in vitro et
Fexpérimentation in vivp, car les observalions expérimentales ne sonl pas toujours
reproductibles, notamment pour Ic contrasic marqué cntre I'accumulation de PplX par les
celtules tumorales et I'accumulation par les cellules saines immortalisées. De plus, les
concentrations administrées ia vivo sont de l'ordre de 8 mM pour Phexylester 42 par exemple,
alors que les concentrations optimales observées fn vitro varient entre 0.2 mM et 2.0 mM
{selon la lignée cellulaire).

Enfin, i1 est important de noter un inconvénient majeur de Vexpérimentation suy cullure de
cellules : elle ne donne auconc indication sur 1a profondeur de pénéiration des molécules
testées. En effet, le travail fn vitro s'effectue sur une menocouche cellulaire, alors quiune
tumeur av sein d'vn organisme vivant se développe souvent dans V'espace et se trouve en
constante interaction avec d'antres tissus.

6.2.  Application des dérivés peptidiques de ALA daas 1a PDT

Forts des observations et des résultats cécoltés ci-dessus avec les esters de ALA, nous nous
sommes posés ta question de savoir si Jes dérivés peplidiques de ALA synthélisés dens la
partie 5.2.3. pourraient représcnier des précurseurs iniéressants de la PplX. En effec, griice ala
présence d'amino— et de carboxypeptidases, il est sensé de penser que des dérivés peptidigues,
susceptibles d'étre des substrats pour ces protéases, pourraient conduire 4 une production
exploitable de PplX. Malheureusement, le probléme principal des dérivés peptidiques du type
80 - B3 réside dans I'éiape de la déprotection sur leur N-terminal, rendue impossible en
solution par la dimérisation de ALA cacalysée par la pipéridine.

Drautre part, le dérivé peptidigue complétement protépé ne conduit 4 aucune formation de
PplX, puisque le groupe Fmoc ne peut étre clivé par les enzymes. Cette difficulté de nature
syathétique nous a incité A nous concentrer sur la syathése des mémes dérivés peptidigues,
mais protépés sur leur Neterminal par le groupe acido-labile Boe.

6.2.1. Synthése des dérivés peplidigues de ALA N(8)-Boc protégds

Comme nous I'avons souligné ci-dessus, le désavantage principal avec U'emploi du groupe
Fmoc dans la chimie des dérivés peptidigues de ALA est représenté par la diméeisation
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instantanée de ce dernicr aprés la déprotection du N-terminal du dérivé peptidique par un
nugleophile (pipéridine en général),

Dans le cas du groupe Boc (Figure No.52} en revanche, ce probléme wintervient pas puisque
cc dernier est ¢liminé au moyen de TFA dilué, L'avantage principal de cette N-déprotzciion
est qu'elle génére des molécules facilement éliminées du milieu réactionne! (en revanche, clle
ne pénére aucune entitd UV active, ce qui représente un désavantage en vue d'une application
" sur phase solide). Les quatre dérivés peptidigues 85 - 88 ont &ié synthétisés selon le mode
opératoire-type décrit dans la partie 5.2.1.

R [0}
on oTH
B““"J\ﬂ’ ’ I)\/\l/ ’
Q NH,CI 0
74-77 a
pic | HOEt
NMM | D0MF

RT 20h- 120h

9
Y OCH
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Figure No.52 : Schéma géndral de symhése en solution des dérivés peptidiques 85 - 88

TFableau No.11 Rendements des synihéses des dérivés peptidiques 85 - §8

Composé R Rendement
85 Me 51 %
86 Bn 2%
87 (CH3}4NHBoc 30%

88 CHaCO0Bu 60 %
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Les rendements plutdl médiocres illustrent le fair que la siratégic Foc/carbodiimide est la
plus adéquate pour ce type de couplage. Les composés 85 - 88, non-cristallins. sent en
revanche cxempts de limpureté DIU, produit-paresite dans la synthése des dipeptides
analogues 80 - B3, Les dipeptides totaiement protégés ne pouvant &tre testés sur les lignées de
ectlules, i est néoessaire de procéder aux éape de déprotection successives du N-terminal e
du C-terminal des dipeptides 85 - 98

6.2.2. Réactions dv déprotection sur les dérivés peptidiques de ALA M(8)-Bac protépés

Le dérivé RS a ¢, dans un premier temps, mono-déprotégé sar son C-ierminal, donnant 120
Ensuite, une mono-déprotection au niveay de son A-tcrminal a été effectuée, pour conduire &
V'aminoester 101 puis, finalement, le dérivé 100 a ét¢ A-déproiégé, afin d'isoler le dipeptide
otalement déprotégd 102,

6.1.2.1. Synthése de Pacide N-praégé L0
Tr v}
>l i N ocH
J A :
H
< u]
8%

Phosphale
Buifer

100

PLE

Figure No.53 : Synthtsc de |00 par C-déprotection enzymatique

La déprotection enzymatique est effectuée 4 I'aide d'une solution de Pig fiver esterase (PLE)
et d'wne solution rampon phosphate, duns laquelle 1.0 éq. de 85 est dissour. La libération de
l'acide est suivie par titration au pH-stat & I"aide d'une soluwion 0.1N de NaOH (lemps de
réaction : 48 heures & RT). Le mélange réaciionnel est alors acidifié & pH = 1.5 et Pacide 100
o5t récupéré par exwaction 4 l'aide d'AcOEL

Une &uape de purification par chromatogeaphie-éclair sur gel de silice permet d'isoler 100 sous
la forme d'un solide compact blanc (rendement : 88 %).
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6.2.2.2, Symhise de 'aminoester 161
o g
)I\ J\{N OCH,
o H
H
Q o]
85
TFA | 00
GH, H [r]
N OCH,
TEA ‘H;N/k“/ M
Q o]
101

Figore No.54 : Synihése de 101 par N-déprotection de 85

La A-déprotection se fait & I'aide de TFA, urilisé comme solvant de réaction, La températurc
est maintenue 4 0°C afin de ménager le composé (temps de séaction : 12 hieures).

Le composé 101 est isolé 4 I'éd1at brut (rendement : $1%) suite & I'diimination dn TFA par

évaporation et il est conservé 4 —13°C sous atmosphére inerte.

6,2.2.3 Synthése du dipeptide 101alement déprotépé 102

O CH, )
)
Q [+
100
TFA | AT
CH.
- Q
N OH
TEA 'H,NJ\“’ \)l\/\r
o] Q
102

Figure 0.55 ! Synthése de 102 par M-déprorection de 100
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La N-déprorection finele se fuit également i 'side de TFAgq, sans sotvant, mais 3 RT, car il
'y aucung réaction 8 0°C (temps de réaction : 6 heures). Dans ce cas également, isolement du
composé drut {rendement : B2 %) et conservation de la pte 3 —18°C sous atmosphére inerte.

Mainienant gue nous sommes en possession des différents dérivés pepiidiques de ALA
totatement protépés 8BS - B8 et des dérivés de 85 panticllemen on complétement déprotégés
100 - 102, il est possible de passer anx mesures de fluorescence sur des lignées de cellules
tumnerales (ou immontalisées),

623 Mesures de fluorescence avec les dérivis peptidiques de ALA

Cette partie du travail a été effecirée dans les laboratoires de I'Institut de Pathologie du
CHUY avee I'aide de Y. Berger et sous la direction de Mime le Dr. L. Juilleral, que je remercie
cordialement. Le protocole suivi pour lexpérimentation sur les lignées de cellules considérées
(AS549, EC219 et HCEC) est décril dans bu panie expérimentale sous le poini 7.14,

Cette série de mesures nous donnent une indication sur ;

¢ Tlelficacité des dértvés peptidiques de ALA en tant que précurseurs de la PplX
s l'inlluence de la najure du C-terminal de ALA sur la uorescence du peptide considére
s [linfluence de la nature de 'acide aminé couplé sur le A-terminal de ALA

» la concentration oplimale du dérivé peptidique pour une production maximale de Ppl X
{l2 baisse de la quantitd de PpIX formée suite 4 des concentratians trop élevées peul dire
nrise en corrélation avec ia réduction du nombre de cellules métaboliquement
fonctionnelles déterminge par la réduction du MTT (voir point 7.15,)).

Notre stratégie, en vue de vérifier tous ces points, consiste i nous intéresser 2 un dérivé
peptidigue de ALA existant sous toutes les formes que nous avons synthélisées dang le cadre
de ce travail. Pour cette raison, nows nous sommes concentrés sur le dérivé issu du couplage
entre Ala et ALA el sur ses dérivés: Finoc-(Ala-ALA)-OMe 80, Boc-{Ala-ALA}OMe 85,
Boc-(Ala-ALAYQOH 100, *H:N-{Ala- AlLA)-OMe 101 et *HiyN-{Ala-ALA)-OH 102,

Les mesures de fluorescence de cetie série de dérivés ont donc été eflectudes sur la lignée
celtulaire AS49, de maniére 3 utiliser l'activité des aminopeptidases N exprimée par cefte
lignée vellulaire [237] (voir point 7.12.),

Le dérivé 3¢ n'a produit aucune fluorescence, vu que le groupe N-protecteur Fmoc ne peut
étre elivé enzymatiquement par les aminopepiidases N. Les composés 85 e 100, n'ont
d'ailleurs conduit 4 avcune production de PplX déteciable pour la méme raison, le groupe Boc
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n'étant pas enzymo-labile. Ces résultats nous permettent d'affimmer qu'il est néeessaire de
procéder & la déprotection du #-terminal du dérivé peptidique considér pour observer la
production de PplX et une fluorescence détectable.

Des reésultats encourageants ont, en revanche, i€ obtenus pour les mesures de fluorescence
effectuées avec les dérivés 101 et 102,

Mesure avec la dérdve 101

[—o— 4145 min

e — 101 0.5mM

—a—101 1.3 mM

frerit— 101 2.7 MM

| iit— 101 5.2 MM
—=— 101 124 mM
ot 101 22 7 MM
|—— blanc

011, TLI 1Y

¥ 2 8 8 § B

L=}

o 50 100 150 a0 =0 oy 0
Temps {min]

Graphigque Ng.! : Mesures de Muorescance sur AS49 avec le dérivé peptidique 101

Le dérivé 102 permet d'obtenir les résultats suivants ;

Mesure avec le dérivé 102

[—— 1 B0MA
—a— 102 0.8 i
- &= 102 14mM
—a— 102 2.8 M
it 102 5.6 mM
—m—- 102 105 M
{102 22.0 M
|—=— bfanc

RudmIcenes

~-BBEEBELEBHBE

Tomps [min]

Graphique No.2 : Mesures de fluprescence sur AS49 avee le dérlvé peptidique 102
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Ces deux séries de mesures de fluorescence nous permettent d'arriver 4 des conclusions
importantes :

»  les dérivés peptidiques de ALA sont effectivement en mesure d'étre des précurseurs de la
PpIX. En fait, les aminopeptidases N sont en mesure de cliver le dérivé pepridique
considéré au niveau de ta linison amide et de libérer ainsi ALA pour la production de
PplX

» dans le grephique No. 1, Vintensité de a fluorescence mesurée est généralement plus
faible que pour la référence {H-(ALA)Y-OMe) 41 car i} faut deux pas enzymatiques pour
libérer ALA : le clivage enzymatique sur la surface cellulaire de la liaison peptidique par
les aminopeptidases N, puis 'hydrolyse du groupe méthylester par les estérases au sein de
la cellule (ou alternativement, Penirée du dérivé non-hydrolysé dans Ja cellule, puis
les hydrolyses intracellulaires successives)

+ lanature du C-terminal de ALA n'altére que trés sensiblement la production de PplX
par les cellules A549 {les fluorescences mesurées avec 101 sont légérement plus intenses

que celles mesunées avee 102). Pour Yexplication de cette petite différence, se référer au
point 6,1.2.3,

» laconcentration optimale de dérivé peptidique pour une production maximale de PplX
se situe dans une fourchene variant entre S et 15 mM,

63.  Perspectives

Les mesures de fluorescence enregistrées dans la cadre de c¢ travail nous permetient d'ouvric
la voie 4 de nouvelles directions dans ce domaine. En particutier, il serait intéressant d'éradier
plus précisément linfluence qu'ont les propriétés du N- et du C-terminal respectivement sur la
production de PplX par le dérivé peptidique de ALA.

Les esters du type PEG représentent, dans l¢ cadre de I'étude de la nature du C-iemminal, une
famille de composés potentiellement intéressants, puisqu'ils sont susceptibles, grace & leur
faible cytotoxicité, de pouvoir pénétrer plus profondément au sein des tissus tumoraux et
d'étre ainsi plus sélectifs. A ce sujet, des mesures de fluorescence avec le dérivé 47 sont
actuellement en cours dans natre groupe.

Dravtee part, dans le cadre de 'éiude de La nature du N-terminal sur la production de PpIX, des
irevaux récenis [238) ont permis de menre en évidence l'exisience de divers types
d'aminopeptidases exprimées en fonction de la tumeur traitée. Lidée, dans ce contexte, sorait
par conséquem de construire un dérivé peptidique en fonciion de aminopeptidase (A, B ou
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N) que F'on désite activer. Dans ce contexte, des mesures de luorescence sont actuelernent en
cours avec des dérivés peptidiques du type 88, les aminopeptidases A s'étant révélées trés
actives dans la production de PplX.

De cette manicre, il sera possible, & moyen terme, de développer une famille de composés
bases sur ALA, cn mesure de détecter (voite de traiter) une gamme de wmeurs et cancers. Ces
travaux s'inscrivent dans une recherche multidisciplinaire, mettant en jeu les connaissanecs
biologiques, pliysico-chimiques et purement chimiques acquises dans ce domaine. La
recherche de nouvelles structures chimiques nous permetira ainsi de définir plus précisément
le profil des agents photodynamiques (hydrolyse aw scin ou hors de la cellule, transport actif
ou passif & travers la membrane celluiaire, ete.) les plus efficaces.

Ce développemem passe tout d'abord par une optimisation des synthéses peptidiques, par une
évaluation des produits par des mesures de fluorescence sur les lignées cellulaires en culture,
puis par une adaptation de la technique 4 une application clinique.



PARTIE EXPERIMENTALE

7. Méthodes analytiques et appareillage

7.1.  Chromatographic

Préparation des mélanges d*élution : dans un premier iemps. mesure du solvant le plus polaire,
puis gjustement au volume désiré avec le sohvant le moins polaire.

Chromatographic sur cauche mince (CCM) :

Couches minces sur aluminiem ou sur verre, get de silice 60 Fasy, {épsissevr de la couche 0.2
mm) aved indicateur de Fluorescence (Merck, Darmstad(). Révélateurs {par atomisation):
solutions basique aqueuse de KMnQy, de vanilline, de nichydrine ou d’acide molybdique,

Chramatographie sur colonne - chromatographie-éclair :

Gel de silice 60, grosseur de grains 0.040 - 0,063 mm (230 - 400 mesh ASTM} (Merck,
Dannstadt). L'éluant et les proportions du mélange wilisé somt décrits dans la partie
expérimentale. Les colonnes employées correspondent aux dimensions taditionneltes d'env.
10 : | (hautenr de lz colonne / diamétre de la colonne), Toutes les chromatographies sut
colonne seffectuent sous pression (p = 0.5 - 0.9 aum), sinon, une note est indigquée dans le
mode opératoire.

7.2,  Chromatographie en phase gazeuse (GC)

Chromatographe Perkin-Elmer Sigma 3B Dual FID. Colonne : 25 m MN QOV-1701,
température d'injection : 250°C, température du détecteur : 280°C. Programme de température
No.1 : injection & 70°C, temps d'iniliation = 2 1pin, 8°C/min jusqu'a 250°C. 15 min & 250°C.

7.3.  Chromatographie en phase liquide (HPLC)

tnjecieur RHEODYNE 7125, pompes Specira-Physics équipées d'un mélangeur SP 8500,
détectewr UV Perkin-Elmer LC-55 ot iméprateur Specira-Physics SP 4200. Colonne
Nucleosil® RPIR 5 pm, longueur de 25 em. Flux : 1.0 mVmin. Gradient d'élution : ACN /
H20+0.1% TFA 1:9 - 9:1 en 30 min. Volume d'injection : 10 ] d'une solution 0.1 % dans
MeQH. Longuenr d'onde pour 1a mesure : A =215 nm.
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7.4.  Spectroscopie infrarouge (IR)

Un spectrométre du type Perkin Elmer FT-IR 1720 X esf utilisé pour l'obtention des specires
IR, avec une résolution de 10 em-! entre 4000 et 2000 cm-! et de 4 cm! entre 2000 e1 400
eor!, Des pastilles de KBr sont préparées pour les substances cristallines, la technigue du film
liquide (sandwich) enire 2 plagues dc KBr est wiilisée pour les liguides purs ou en solution.
Lcs bandes d'absorption sont décrites par des abréviations vs (trés intense). 5 (intense), mr
{movenne), w (faible), vw (irés faible) ou br (large) et données en longueur dlonde (e i),

7.5.  Spectroscapie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les mesures RMN sont effectuées avec vn spectromiéire Gemini XL-200 de Varian {spectres
TH 4 200 MHz e1 13C & 50 MHZ] ou Bruker AMX-400 {spectres 'H & 400 MHz e 13C 3
H00 MRz]. La fréquence de mesure, ainsi que le solvant [l2 plupart du temps CBCl3 99.8%
(degré de deulériation) provenant de l'entreprise CIL USA-Andover] sond précisés enire
parenthéses dans chaque cas. Standard inteme pour les spectres du proton ({H) : TMS (dy =
0 ppm) ou CHCly (dy = 7.26 ppm); pour les spectres du carbone (13C) : CDCly {dg = 77.0
ppm).

Tous les déplacements chimiques sont donnés en ppm el les constanies de couplage J en Hz.
Les spectres 13C sont mesurés avec découplage Inrge en proton. Les multiplicités des signaux
sont abrégées par: s =singulet, &= doublet, 1 = triplet, ¢ = quartet, gui! = quinlet, sx = sextet,
= muoliiplet et &r = large.

Pour permettre une interprélation correcte, des specires HETCOR {low range ou short range),
COSY, DEPY ou APT ont é4€ mesurés lotsque cela Savérait nécessaire.

7.6,  Spectrométrie de masse (MS)

Un specirométre Mermap RC 30-10 (El : 70 eV; DCI : NHy') a été ulilisé, Les specives ES]
sonl enregisirés avec un appareil Finnigan, LCQ. Les pics soat donnés en mie et en pour-cent
du pic de base (100%). Les intensités individuelles sont données enre parenthéses; le pic
moléculaire protoné est en outre caraciérisé 3 l'aide d'un signal [M + 17V oo [M + IB]*
respectivernent. Les specires FAB (fas1 alom bombardment} sont mesurés & l'aide d'un
spectromélre Vacuum Generators Micromass 7070 E 4 'Universit€ de Fribourg (6 kV de
tension d'accélération, bombardement d'argon {8 kv, 1 mA}), matrice : alcool o-nitro benzylique
(NBAY).

1.7 Spectrométrie de masse haute résclution (HRMS)

Les mesutes om ét& effectuées par le service analytique de 1'Université de Fribourg. 3 ['aide
d'un spectroméire Bruker FTMS 4.7T BioAPEX 1l La méthode utilisée (ESI) permet la
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caractérisation, soit du pic moléculaire pretoné [M + H]*, soit du pic maléculaire additionné
d'un atome dg sedivm [M + NaJ*,

7.8.  Annlyse élémentaire (EA)

Les analyscs CHN sont effectuées par Ciba-Specialtiecs SA (Département Kunststoffe und
Additive) 4 CH-1723 Marly.

7.9.  Point de fusion (F)

Les diverses mesures de point de fusion ont été effectudées sur un appareil du type
Gallenkamp MFB-393.

7.10.  Appareillage pour le pH-stat

Les réactions d'hydrolyse enzymalique ont été contcdlées a l'aide d'vn appareil Priizisions-pH-
meter E510 couplé & un Dosimat E335 et & un Impulsomal E473 (Metrobm, Herisan).

711, Specirophotométrie UV-visible

Les mesures d'absorbance ont été effectuées sur un appareillape du 1ype Cary 1E UV-visible
(Varian),

7.12. TLignées de cellules

Dans le cadre de I'étude de la production de PplX par les cellules en euliure, wois lignées
issues de divers laboratoires ont été étudiges :

- une lignée cellulaire humaine provenant d'un carcinome des poumons : les cellules A549
("American Type Culture Collection” ATCC CCL-185, Rockvilie, MA, USA) soni de
type épithélial. Elics sont cultivées dans du milien DMEM (“"Dulbecco’s Modified
Eagle Medium®, Life Technologies AG, Basel) 1 p/l de glucese et 10 % de FCS (sérum
foetal de veau, Lot B 96207, Chemiz Brunschwig AG, Basel). Ces cellules expriment
Paciivité de Faminopeptidase N/CD13 (EC 3.4.12.2), mais pas celle de
Paminopeptidase A (EC 3.4.11.7) [237)

- une lignée cellulaire cérébrale de rat : les cellules EC219 (Département de Pathologie,
CHUV) sont de type endothélial. Elles sont cultivées dans du milieuy DMEM | g/l de
ghicose et 10 % de FCS, développées 4 Lausanne et immortalisées par transfection du
SV40 middie T-oncogéne. Ces eellules expriment une aciivité modérée
d'aminopeptidase N, mais une activité élevée d'aminopeptidase A [238]
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- une lignée cérébrale humaine : les cellutes HCEC (Institute of Biological Sciences,
National Research Counci of Canada, Ottawa) sont de type endothélial, Elles sont
cultivées dans du milieu DMEM 4.5 gfl de glucose e1 10 % de FCS, puis immortalisées
par transfection du SV40 large T-oncopéne. Ces cellules expriment wne activité modérde
d'aminopeptidase N, mais pas d'activité d’'aminopeptidase A.

Les culteres ¢¢ les boites d'expérimentation sont placées dans un incubateur contenant & % de
CO;z 4 une iempérature de 37°C. Les réactifs atilisés pour les cuhures cellulaives proviennent
généralement de Gibeco BRL. Life Technologies. Basel.

Les inhibiteurs des antinopeptidases considérés dans ce travail sont :

- pour Faminopeptidase A : Pamastatin (Movabiochem, Suisse; siock 1.0 mg/ml PBS
"Phasphate Buffer saline” : 0.15 M NaCl dans du tampon phosphate 0.01 M pH 7.2),
MW 474.6)

- pour l'aminopeptidase N : I'actinonin (Wovabiochem, Suisse; stock 0.6 mg/ml PBS,
MW 385.5)

T.13.  Délection de la fluorescence

Le systéme de détection thermostatisé CytoFluer® Series 4000, Multi-well Plate Reader
(Perspeciive Biosystems, Framinglam, MA, USA) permet la mesure de Ja flucrescence des
produits solubles ou associds 4 la cellule. La fluorescence est en fail mesurée 4 taide d'no wbe
photomultiplicateur dans une chambre de désection A 1'abri de la Jumitre. Le scanner du
systéme CytoFluor® posséde six filires d'excitation et six filires d"émission de manjére 4
détecter les produits fluorescemis (on fluorophores} les plus communs. Le spectre d'exciiation
de la lampe (de type tangsténe-halogéne d'une puissance de 50W) balake les longueurs d'onde
entre 320 nm et 700 nm. La délection de la PplX produite se fait par des tubes & électrons
(Inc. # 5781 Phowomultiplier Tube), I'iltres utilisés ; 409 = 20 nm pour I'excitation e 643 + 40
nm pour I'émission,

7.14. Protocele pour I'expérimentation sur culture de cellules

Les supports cousidérés pour l'expérience som des plagues mufii-puits (Costar® 3548,
Integra Biosciences, Wallisellen) de 48 puits spécialement congues pour la culture cellulaire.
Les cellules soat maintenues dans du milieu de culture pour lew prolifération jusqu'a
confluence. Le jour de I'expérimentation, les milieux de culture sont aspirés et du milien
DMEM, ne contenant ni rouge phénol, ni FCS est ajouté (200 ul/puits), les culiures sont
stabilisées 4 37°C e1 4 6 % de CO; pendam 10 min. A noter que l'absence de sérum pendant
un temps limité ('expérience dure 3-4 heures) n'sst pas préjudiciable & fa survie des cellules.
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Dans chague puhs sont alors administrés des volumes respectifs de 1, 2.5, 5, 10, 25 e1 50 !

de solution 100 mM 2 tester constituée d'un dérivé peptidique de ALA dilué généralement
dans de I'cau bidistillée. Pour chaque volume de dérivé peptidique considéré, six puits sont
remplis. A l'extrémité gauche de la plague, une ligne de six puits est remplie avec 200 pl de
miliew et 10 p} de a sotution de référence (ALA | pour les dérivés peptidiques acides ¢t le
méthylester de ALA 41 pour les dérivés peptidiques estérifiés), alors qu'a 'extrémité droite de
ta plaque, une ligne de six puits n'est remplie que de 200 ul de miliew. D'autre par, A trois des
six puits de mesure sont ajoutés 10 pl d'un inhibiteur des aminopeptidases inervenant dans la
libération du dérivé de ALA considéré.

Les mesures som effectuées sur i'appareillage CytoFluor® toutes les 15 minutes pour une
durée variant cntre 90 et 150 minutes selon le dérivé peptidigue considéré. Une mesure finale
aprés plus de 200 minutes est effeciuée pour certains dérivés présentant des résultats
intéressants, Les données récoliées sant ensuite repartées sur un graphique représentant la
fluorescence en fonction de la quantité de dérivé peptidique administnd.

7.15. Test de viabilité des cellules

La viabilit¢ des cellules aprés les diverses expérimentations est cantrblée grice au test du
MTT, méthode permettant de vérifier la respiration mitochondriale des ccllules. La rédtieiion
du se! jaune de MTT, le bromure de [(4, 5-diméthylthiazo-2-y1)-2, 5-diphényl] letrazolinm en
formazan violet (composé insoluble) est catalysée par une enzyme déshydrogénase
mitochandriale, qui exerce son action uniquement au sein des celluies vivantes et
métaboliquement actives.

we ¢

- l’l‘f;j ar o NH
N
o O e
CHy Hy
MTT Formazan

Figure No.56 : Réductlon du MTT en formazan

Pratiquement, le sel de MTT est dissout dens du PBS A une cancentration de 5 mgfml
(solution de stockage). 20 ul de cetie solution sont alors ajoutés dans chaque puits contenant

la solution 4 tester et le tout est placé pendant 120 min dans un incubatcur & une iempérature
de 37°C. Aprés ce laps de wwmps, les boites sont vidées et rincées avec du PBS. 250 pl 4'%-

PrOH contenant 1% de HCI 4N sont alors gjoutds dans ehagque puits. opération pennettant de
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dissoudre les cellules et de mettre en solution je formazan qu'elles ont accumulé. L'absorbance
de la solution est enfin mesurée & l'aide d'un Jecteur melipuits (Labsystems, iIEMS Reader
EMF) a une longueur d'onde de 540 nm. L'activité mitochondriale est déterminée en fonction
de l'absarbance mesurée - plus il ¥ a de formazan accumulé, plus Pabsorbance est élevée, donc
plus l'activité mitochondriale est fone.

7.16. Verreries, systéme de chauffape et de refroidissement

La verrerie pour les réactions sous No, sous arpon ou 4 I'abri de humidité est chauffée 3 120°C
minimum dans une étuve durant la nuit, elle est montée chaude et refroidie 4 (empérature
ambiante sous un flux d'azote.

Les réactions & basses températurcs {en dessous de -40°C) se font dans un bain froid
acétone/COq sol, ou acétone/™y liquide. Pour les réactions de -40°C a 0°C, un eryostat
HAAKE F3 {-40°C 4 +80°C} est uiilisé,

Les réactions & 180°C se font dans un bain de polyéthyléne glycol, et celies au-dessus de
180°C dans vn mélange composé de 40% NaNQ;. 7% NaNOj et 53% KNOj (liquide dés
150°C, utilisable jusqu'a 500°C).

7.17.  Solvants

717.1.  Solvants standards

Les solvants standards sont utilisés pour les (raitements finaux, les extractions, ainsi que pour
la purification par chromatographic (CCM, colonnes ou CP).

Solvent 1 dglns le texte’ - - distilé sur
Chloroforme CHCI;, CaCly
Chloture de méthyléne CHuCly CaCly
Diethyléther éther CaCts
Acétate d'éthyle AcOE( KzC0;
Heptane heptane CaCly
Hexane hexane CaCl;
Méthanol MeOH Cal
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T7.47.2.  Solvants séchis

Pour touies les réactions sous atmosphére incree, des solvants secs sont utitisés, Les sojvants
standards sont distillés sur un agent dessicant. Les sobvants secs distitlés une deuxiéme fois
{qualité absolue)} sont caractérisés par une astérisque (*).

" Solvants: © . dans lc texte j""Agenl desgicant
Acétonitrile CH;CN CaH,
Chloroforme CHCYy P04 on CaH;

Chionure de méthyléne CHClz* Call;

Diethyléther éther* LiAlHa

Diméthylformamide DMF Anhydrnide phtalique
Heptane heptane* Sodium ou potassium
Hexane hexane* Sodium ou potassium
Méthano] MeOH Magnésium
N-méthyl-pyrrolidone NMP CaHy
Pentane penlane LiAlHy
Teirahydrofurane THF* Potassium (benzophénone)
Toluéne wléne* Potassium
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7.18. Réactifs chimiques et gaz
Reéactif chimigque ' " Abréviatlon . Qualit¢
Phialimide de potassium Fluka purum (> 99 %)
Acide lévulinique Fluka purum (> 97 %)
Brome Br; Fluka purum p.a. > 99 %)
Azoture de sodiom NaN3 Fluka purum
Paliadium sus charbon actif 10 % Pd/C Fluka puriss (H0~50 %)
Hydrogéne Hs Carbagas techn.
Alcaol benzylique BnOH Fluka puriss p.a.
Chlorure de thionylc SOCI, Fluka purum
Hexanol Fluka purum
Cyclohexanol DMAP Fluka purum
2-méthoxy éthanol Fluka purum
2-éthoxy éthanol Fiuka purum
Diéthyléne glycol monoéitiy] éther Fluka purum
N, N-diméthylacétamide DMA Merck p.a.
Pipdridine Fluka purumt
N, N-diméthylformamide DMF Fluka puriss p.a.
. ﬂhm;(fnﬂ:;;’::;mmi date Fmoe-OSu Movabiochem puruin
Triéthylamine WNEr Fluka purum dist. sur NaH
Chlorofonmiate de methyle CICOOMe Fluka purumn dist.
Diméthylaminopyridine DMAP Fluka purum
Acide S-aminopentancique AVA Fluka purum
Carbonate de sodium NaxCO3 Fluka puriss

Dibenzylacéizte du ¥, A-diméthytformamide

Fluka pract.
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Réactif chimique " Abréviation _ Qualité
Benzene CgHs Fluka puriss p.a.
Acide {‘}H-ﬂunrén.-g-yl}mfmycaat{myl)-ﬁ- Bachem
meninovalérique
Acide [9H-flrorén-9-yAméthoxycarbanyt)4- Bachem
eminabutyrique
Chlochydrate du chlorure de 2- EDC Fluka pract.
[diiscpropyl(amino)éthyte]
Acide p-toluénesulfonigue p-I'sOH Fluka purum
N, MN-diisopropy|carbodiimide DicC Fluka purum
I-hydroxybenzotriazole HOBt Pluka purum 5”25:;3;"“5 ACN puis
N-méthy]l morpholine NMM Fluka purum dist, sur CaHa
Phosphate Buffer Fluka microselect
Pig Liver Esterase PLE Sigma
Acide riftuoroacétique TFA Fluka purum
M-(diisopropylamino}éthylamine DIPEA Fluka purum dist. sur Call;
Fmoc-Ala-OH Novabiochem
Fmoc-Phe-OH Novebiochem
Fmoc-Lys{Boc)-OH Alexis
Fmoc-Asp(Q'Bu)-OH Nowvahiochem
Fmoc-Val-OH Novabiochem
Boc-Alp-OH Novabiochem
Boc-Phe-0l1 Novabiochern
Boe-Lys(Boc)-OH Novabiochem
Boe-Asp(O'Bu)-OH Novabiochem
Acide chlorhydrique HCl Fluka purum
Ethanol E1OH Fluka puriss p.a.




8. Syntheses

8.1.  Synthéses de dérivés de I'acide 1évulinique

Les modes opérataines décrits dans la partie 8.1, sont tous dérivés de fravaux avancés
effectués par des étudiants dans nos laboratoires. Une remarque détaillant les modifications
apportées est notée si nécessaire.

8.1.1. Synthése du 3- et dn S-bromolévnlinate de méthyle {33 et 32)

Synthese effectuée selon le Mode opératoire décrit dans le rapport de Y. Berger (semestre
hiver 1996-97).

Br
Q Q la} O
Bry, 30°C Br
+ +
o CH,CH o o o
oH OCH;3 OCHq OCH;

30 2 33 3
CsHaOs CgHpBrOs CeHgBreq CsHin0y
116.12 209,04 209.04 130.15

Drans un ballon quadricol de 1500 ml est placée une solution de 92.8 g {799 mmol, 1.0 éq.)
d'acide 1évulinique 30 dans 300 ml de méthantol. 127.8 g (805 mmol, 1.0 éq.) de brome lui sont
alors ajoutés, gontte 4 gourie ¢t sous forle agitation, de maniére i ce que la température ne
dépasse pas 30°C. Lc départ de la réaction, reconnaissable a la soudaine décoloration du
mélange réactionnel ¢t 4 une montée de la température, n'est consommé qu'aprés vn temps
d'induction d'environ 30 minutes,

Aprés ce délai, 1a solution est agitée durant 60 minttes & RT puis durant 99 minutes a reflux;
elle est ensuite laissée reposer 180 minvies 4 RT puis 800 m) de chlorure de méthyléne sont
alors ajoutés afin de permettre Ie lavage de la phase organique avec qualre portions successives
de 200 m! d'cau désionisée, La phase organique lavée et neutralisée est séchée sur NapSQy
anhydre puis le solvant est éliminé & Paide de 1'évaporateur rotatif (T = 30°C).

Une premiére distillation fractionnée sur cofonne Widmer NS14 de 20 cm conduit & Fobtention
de sepl fractions principales d'une masse totale de 143.4 .

Rendement de 'opéralion : 87 %.
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Tableau No.12 : Premiére distillation du produit de réaction

Fraction Masse (g) T {°C) p (Torr) np0
1 8.2 35-37 0.41 1.4390
2 140 38-45 o.M 1.4348
3 215 51-58 0.03 1.4672
4 20.1 52-54 0.03 1.4704
5 g2 51-55 0.02 1.4766
6 398 50-75 0.0 1.4824
7 2446 72-75 0.04 1.4847

Lc contenu de chaque fraction cst alors aualysé par chromatographie en phase gazeuse.

Tableau No.J3 : Contenu des fractions issues de la premiére distiltation

a2 33 34
Frogtion (mol %) (3] {mol %%} (g) {mol %) {2
1 1.8 1 9.1 0.8 79.4 6.5
2 23 0.3 1.2 .0 87.1 12.2
3 23 0.6 374 15.8 381 10.5
4 132 2.6 61.2 12,3 221 4.5
b 231 2.1 182 1.7 0.4 1.0
6 B76 350 038 03 24 1.0
7 96.1 236 1.2 0.3 1.8 4.4

Notice : Les pourcentages donnés par la GC sont exemipls de 2 correction due au facteur de
réponse,

Afin d'obtenir des prodnits de bonne pureté, les fractions caractérisées par un contenu
similaire (3-4 et 6-7) soni réunies pour &tre distillées une seconde [ois suc colonne Widmer
N§i4 de 20 em. La disti{lation des fractions 3 et 4 réunies permet d'isoler deux fractions
principales de masse tolale de 39.4 .
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Rendement de l'opération ; 85 %.

Tablcay Ne.14 : Deuxiéme dislillation pour Ienrichissement du compose 33

32 33 34

Fraction Masse(g) T(°C) p{Tom) m™ (mol%) (g  (mol%) g (mol 35} )

1 254 1240 0001 1.4684 3.1 0.8 85.2 16.6 20.1 7.4

2 23 32235 0001 14718 32 a1 56.2 14 30.2 0.8

Les puretés des fractions sont oblenues par analyse GC (toujours exemples de 1a correction).

La distitlation des fractions 6 €1 7 réunies, elle, permet d'isoler deux fractions principales de
masse 1okale de 53.7 g.

Rendement de M'opération : 89 %.

Tahleau No.15 : Troisiéme distillation pour 'enrichissement du composé 32

£ )] 33 34

Fraction Masse(p} T(°C) p(Ton) npt®  (mol %) @ {mo! %) g} fmol %5} (g)

| 254  -65-105 0000 14815 875 222 9. 23 0.8 0.1

2 283 105-21¢  0.000  1.4820 961 232 14 0.4 1.7 0.5

La somme des masses obtenues respeclivement dans les sept fractions issues de la premiére
distillation (voir Tableau No.13} permel le calcul des rendements folawx pour chacun des
Lrois composes isolés.

Tableau No.16 : Rendements totaux des produits de réaciion

2 643g(310mmol) =  385%
3 322p(150mmol) =  193%
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34 . 36.1 g (280 mmol)y = 34.7 % sclon la théorie,

Données analytiques de 32 ;

o 2
1
MC’%
4 2

Br v}

Ryr: (Hetane/AcOEt [:1): 0.50 (coloration brundtre par traitlemecnt avec (3 2.4-
diphénythydrazine).

Eb: 65.0°C dp=0.001 Tor.

np?0 ; 1.4820.

GC (programme standard) : 11.1 min.

IR (film) : 3000m, 2953m, 2849w, 1734s, 1722s, 14395, 14113, 13595, 1322m, 1207s, 1177s,
1080m, 988m, 863w

15.NMR (200 MHz, CDCi3): 3.95 (s. 2H, H2C(5)): 3.67 (s, 3H, HyC(I2)); 295 (1. 32, 3) =
6.4, 2H, H;C(3)); 2.63 {1, 342, 3) = 6.6, 2H, HyC(2)).

I3C.-NMR (50 MHz, CDCly) - 201.3 (C(4)); 173.4 (C{1)): 52.6 (©(12)); 35.1 (C(3)); 34.7
(C(2)). 28.8 {C(5Y).

Donndes analytiques de 33 .

G 2
1
MOGH:;
4 2

B Q

Ry: (MexanefacOFEt 1:1}: 0.56 (coloration brunfitre par traitemen! avee la 2,4-
diphényihydrazine).
Eb: 35,0°C 4 p=0.00] Torr.
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np?? - 1 4684,

GC (programme standard) : 8.3 min.

IR (film} : 2970w, 2956w, 2840w, 17245, 1438m, 1409m, 13595, 1332m, 1293m, 12115,
F142s, 997w, 896w, 650w,

1H-NMR (200 MHz, CDCly) : 4.65 (ded, J(29, 3) = 8.5, 3J2b, 3= 5.9 ,IH, HC(3)); 3.70 (s.
IH, H3CUi2)); 3.27 {drd, 2329, 20) = 17,1, 4422, 3) = 8.7, TH, Ha-C(2)); 2.90 (¢, 2J(28, 2%) =
173, 4K2b 1)y =59, 1H, H-C(2)): 2.42 (5. 3H, H3C{5)). -

13C-NMR (50 MHz, CDCl3) : 201.0 {C{4)); 171.3 (C(1));, 52.83 (C{12}); 45.6 {C(3}); 35.]
(C(2)); 27.7 (CL5)).

8.1.2. Synthese du 5-(V-Phthalimido)-lévulinate de méthyle (35)

Synthése effectuée selon te Mode opératoire décrit dans le rapport de D. Reymond (semestre
hiver 1995-26).

o
OCH;
) Q
[w)
OCHy ——
NK - M STOMF. AT 27 Qa0
Br Q
=)
32 35
CgHakNO: CaHpBrOn CigH1aNOs
185.22 209.04 275.26

4] g (196 mmol, pureté 88 %, 1.0 éq.) de S-bromolévulinate de méthyle {32} sont dissous dans
180 m! de DIMF & 0°C sous agitation. De petitgs portions de phtalimide de potassium (40 g,
216 mmol, 1.1 éq.) sont ensuite ajoutées sous forte agitation. La suspension granuleuse
oblenue est agitée durant 120 min & RT. Le mélange réactionnel prend progressivement une
coloration brundtre.
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Le précipité formé (KBr) est cenirifugé et e surnagesnt mélanpé avec de I'ean (100-200 mi)
jusqua Yapparition d'un précipité jaundire, Ce dernier est filré el lopération répéide encore
irois fois. Les quaire solides ainsi récollés sont réunis puis dissous dons 100 mk de CHCl3. La
phase organique est ensuite lavée nvee 50 mil d'une solution G.1 M de NaOH jusqu'a
disparition de la coloration jaune, puis avec 50 ml d'eau pour éliminer les iraces de NaOH. La
phase organique est alors séchée sur Na;S04 anhydre, filteée &1 concenirée. Aprés séchape 4 [a
pompe a huile. isolement de 50.4 g d'ure hoile de couleur brune.

Apres dilution de celie derniére dans un peu de CHCls, suivie de Padjonetion de quelques
gouites dhexane pour troubler 1a solation, le praduit brut de réaction crislollise sous la forme
d'ziguilles beiges. Aprds séchape 4 la pompe 4 huile, 30.4 g (56 %) de produit sent isolés,
Aprds concentration des eaux-méres, une nouvelle cristallisation donne 2.5 g (5 %) de 35
beige-brun. Les deux fractions sont réunies, dissoutes dans CHCl3, filtrdes sur une [ritte de
type P4 et une nouvelle fois cristallisées avec un mélange CHCly/hexane {aprés {ilwation de la
solwion, ebservation de traces d'un solide beige, qui, d'aprés la speciroscopie |H-RMN,
s'avére étre e phralimide non-réagi }. 31.8 g (115 mmol, 59 %) de 35 sovs forme crisialline el
de coulenr jaune piile sont isalés.

Remarque :  Ceite varianie dans lisolement du 5-(¥-Phthalimido)-lévulinate de méthyle 35
a é1€ développée, parce qu'une extraction directe du mélange réactionnet avec du
CH3Cl; conduit 4 [s formation d'une émulsion difficile & séparer. A noter
toulefois que le rendement final n'est pas meilleur que ceux enregistrés
habituetiement (50 - 80 %),

Données analytiques de 35 :

12
OCH;
3 2/
O=l4
5
08N .0
7
]
9

Rp: (Hexane/AcOEL 1:1) : 0.51 (UV;4,-visible, coloralion brunitre par trailement avee
KMnO4).
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F:96.0 - 97.0°C.
IR (KBr) : 3473vw, 3049vw, 3029vw, 2957w, 1776m, 1741s, 1730vs, 1718vs, 1615w,
14G8m. 1447m. 14175, 1388m, 1354m, 131ds, 1269m, 12005, 1179m, 1103s, 1056w, 101 7m,
993m, 972w, 925w, 906m, 796vw, T46m, 713s, 68%vw, 605w,
TH-NMR (200 MHz, CDCly) : 7.90 - 7.86 (nr, 2H, HC(8, 89); 7.76 - 7.71 (mw, 2H, HC(9, 9));
4,56 (s, 2H, HoC(5)); 3.69 {5, 3H, HC(12)); 2.86 {1, 342, 3) = 6.6. 2H, HyC(3)); 2.67 (1, A2,
3)=46.6. 2H, H,C(2)).
13C-NMR (50 MHz, CDCl3) : 200.6 (C(4)); 172.4 (C(1)); 167.4 (C(6, 69); 134.0 (C(9, )
131.8(C(7, 7)), 123.3 (C(8, 89); $1.8 (C(12)): 46.3 (C(5)); 34.3(C(2)): 27.4 (CC2Y.
MS (El, 70 eV) : 275 (4, [M]*). 244 (8, [M - OCH3]%). 216 {15}, 161 {14}, 160 (59). 133
(11). 115 (100, [M - Phth=CI4,]*), 104 {17), B7 (17), 77 (35), 76 (32), 59 (14), 55 (28).
C4MaNQ5 {275.26) :  cale. :C61.09, H476, NS5.09

obs, :C50.88, H4.72, N35.06

§1.3. Synthése de I'acide S-aminolévulinique {I)

Synthése effectude selon le Mode apérataire déerit dans e rapport de Y. Berger (semestre
ltiver 1996-97).

o) o o)
N/Y\J\OCH“ HCI6N GHonm\/\/H\OH

] o]
o]
as 1
CraHaNOy CgH1oNO3C!
275.25 167.60

Dans un batlon de 250 m! son¢ placés 3.50 g (13 mmol, 1.0 éq.) de 5-(A-Phihalimida)-
1évulinate de méithyle 35 et 80 mt de HC1 6N. Aprés dissolwtion du solide, le mélange est
chauffé & reflux durani 12 beures, L'avancement de |a réactian est conflimée par CCM en
phase inverse (CH3CN/H30 13:1), Le mélange réactionne] est alors filtré afin d'éliminer {'acide
phtatique formé lors de 'hydrolyse et le filtrat est agité durant trois heures 4 RT en présence
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de 2 p de charbon actif, Apeés fihimotion sur Celite®, Feau est diminée par £vaporation
rotglive. Le solide piteux obtenu est dissout dans un minimum d'éthancl puis recristallisé par
adjonctions successives d'éiler,

Rendement de la réaction aprés une recrisvallisation : 1.23 g (7.3 mmol, 56 %) de solide
cristallin blanchitre.

Données anadytiques de § =

g

c1H'H,~\1)‘\a/\.5roH
2 4

o

Ryr: (RP-18 Fyas5, CHACN/H20 1:1}: 0.35 (coloration jaunfure par treitement avee le
ninhydrine).

F:1460-142.0°C,

IR (KBr) : 30095, 29285, 2622m, 1723vs, 1591m, 1478m, 1407m, 1368s, 1356m, 1310m,
1238m, 1223%m, 1184m, 1152m, 1100m, 1048m, 997m, 981m, 947m. B62m, 777m, 662w,
633w, 542w,

TH-NMR (200 MHz, D0} : 4.10 (5, 21, HoC(1)): 2.87 {m, 2H, H,C(3)); 2.67 (m. 2H.
H;C(4)).

13C-NMR (50 MHz, Da0)) : 206.7 (C{2)); 179.4 (C(5}); 49.7 (C(1)}; 36.9 (C(3)); 30.0 {C(4)).
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8.14, Synthése du 3-azoture Mvullnate de méthyle (16)

Synthése effeciuée selan le Mode opératoire décrit dans Ye rapport de D. Reymond (semesire
hiver 1993-96).

o Q
/HY\n,ocl-la o NeNy /“\r\lrocng
HaO/THF, 30°C

Br © N, O
33 36
CgHaBrO, GegHoNaO
208.04 171.18

Dans un ballon tricol de 500 ml est placée une salution contenant 17.4 g (268 mmol, 2,0 éq.)
de NaNj dans 100 ml d'eau désionisée. 28.0 g (134 mmol, 1.0 éq.) de 33 sont alors ajoutés
progressivement, sous forle agitation, de maniére & ne pas dépasser 30°C. Le mélange trouble
et jaundtre est alors agit¢ durant 60 min. &4 RT. puis phase organigue et phase agueuse sont
séparées. Cetie dernidre est ensuite exaraite avec trois portions de 150 mi d'AcOEY; les phases
organiques réunies sont alors lavées avec deux portions suceessives de 200 mi d'cau désionisée
puis séchées sur Mg80, anhydre, filtrées et concentrées. Aprés séchage 4 la pompe a huile,
isolement de 21.3 g (124 mmol, 93 %} d'une huile de coulzur jaune, Le praduit 36 ainsh isolé
est de pureté suffisante pour les donndes analytigues.

Données apalytiques de 36 ;

0 2
i
Moma
4 2

Ny ©

Ry: (hexane/AcOEt 2:1):0.33.

IR (film) : 300%s, 2928s, 2622m. 1723vs, 1591m, 1478m, 1407m, 1368s, 1356m, 1310m,
1238m, 1225m, 1184m, 1i52m, 1100m, 1048m, 997m, 98¥m, 947m, 862m, 777m, 662w,
633w, 542w,
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'H-NMR (200 MHz, D;D) : 4.10 (s, 2H, HyC(5)); 2.87 (m, 2H, HyC(3)); 2.67 (m, 2H.
Hy G2
13C-NMR (50 MHz, D;0) : 206.7 (C(4)); 179.4 (C(1)}: 49.7 (C(5)); 36.9 (C(3)); 30.0 (C(2)).

8.1.5. Synthése du 3-chlarure d* ammonium do lvulinate de méthyle (37)

Symhése effectude selan le Mode opératoire décrit dans le rapporl de D. Reymond {semesire
hiver 1993-96}.

0 o)
ks H, /PA-C (10%) )l\r\era
HCUMBOH, AT

N3 4] NHz* O
cr
36 37
CgHalNgOy CgHyaMNOaCt
171,18 181.84

Dans un ballon bicol de 100 mi somt placés 0.12 g de Pd-C (10 %). Le récipient est purgé 4
{'aide d’azote, puis une solution contenant 1.20 g (7 mmol, 1.0 €q.} de 36 dans 50 mi de MeOH
est versée. 2.5 mi d'HCI cone. sont alors ajoutés goviie & goutte ¢t le mélange est agité
magnétiguement sous atmosphére d'hydropéue. Le mélange hétdrogéne et jaundtre est alors
agité durant 150 min. & RT, puis il est filte¢ sur Celite®. Le filiral jaundire est finalement
concentre. Aprés séchage & la pompe 4 huile, récupération de 0,51 g (2.8 mmol, 40 %) d'une
mousse de couleur jaune. Le produit 37 est recristallisé a I'aide d'un mélange MeOH/CHCI3.
0.24 g (1.3 mmol, 13 %) de cristaux blancs compacts sont ainsi isolés,

Données analytiques de 37

(L]
Ly

1, OCH;

NH* ©
cr
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Ry: (RP-18 Fz455, CH3CN/H20 10:1) : 0.56 (coloration brundire par traitemeat avec
KMn0y4).
F:134.0-135.0°C.
IR {KBr) : 3438m, 2986s, 2917s, 2726w, 1731vs, 1603w, 1489m, 1377m, 1245m, 1181m,
1129w, 1086w, B92w.
I-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : 8.51 (sbr, 3H, H3N*); 4.28 (sbr, 1TH, HC(3)); 3.64 (5, 3H,
HyC(12)); 3.18 - 3.05 (m, 2H, HoC(2)): 2.25 (s, 3H, H,C(50,
I3C-NMR {100 MHz, DMSO-ds} : 202.5 (C(4)); 169.9 (C(1)); 54.9 {C(3); 52.2 (C(1);
33.5 (C(2)); 26.5 (C(5)).
MS (DCI, NH3) : 181 {13, [M}*), 146 {77, [M - CI*), 114 (23), 102 (100), 70 (443, 60 (21},
44 (20,
CgH 2NO3CI (181.64) : cale. :C39.68, H6.66, N7.71;

obs. :C 3856, Ha.16, N 7.61.

8.1.6. Synthése du 3- et S-bramolévulinale de benzyle (39 et 38)

Synthése effectuée selon le Mode opératire déerit dans le rapport de D. Reymond (semestre
hiver 1993-96).

By
0 ‘o)
Bra, 30°C Br
+ +
o BrOH ) 0 0
OH 0 0 o
30 8 39 40
CsHaCy G1gHi3BO3 C1oM13Rr0a C1oM1403

116,12 285.14 285.14 206.24
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Dans un ballon ricol de S00 ml est placée une solution de 23.3 g (200 munel, 1.00 €q.) d'acide
1évulinique 30 dans 200 mil d'alcool benzyligne (BnOH). 33.6 £ (210 mmol, 1,05 €q.) de brome
lui sent alots ajourés, goutie & goutte et sous forte agitasion, de maniére 4 ce que la température
ne dépasse pas 40°C. Le dépant de 1a réaction, reconnaissable 4 la sondaine décoloration du
mélange réactionnel el & une montée de la température, n'est consommé qu'aprés un temps
d'induction de 40 minutes.

Aprés ce délai, 1a solution est agitde durmnt 60 minutes, puis laissée an repos durant 16 heures
4 RT. 400 ml de CH3Cl> scat alors ajoulés au mélange réacticnnel jaundire, provoguant la
formation d'une émuiston blanchiure, La phase organigue es1 ensuite {avée avec quatre porlions
successives de 100 ml d'cau désionisée, neutralisée avec une solulion sarée de NaHCO;,
séchée sur NapSQy anhydre, puis les solvants sont éliminés A I'aide de I'évaporateur rotatif
(Thain = 40°C)' .

Rendement de 'opération : 75 %.

Tableau No.17 : Dristitlation du mélange réacvionnel brut

Fraction Masse (g} T(°C) p {Torr}
1 5.7 20-33 0.001
2 2.2 45-78 0.001
3 3.7 78-90 0.001
4 8.4 91-120 0.0m
5 2.2 20-105 0.01
6 14.1 [00-110 0.01
7 17.0 110-115 0.01
& 26 110-130 0.01

Le contenu de chague fraction est zlors analysé par CCM et par spectrascopie PH-NMR (200
MHz, CDCly). Les composés 38 ei 39 désirds sonl contenus dans les fraciions 4 4 § qui sont
par conséquent réunics,

1avec cette decnidre opéralion, il n'est pas possible d'¢liminer T2 tolalilé de |'abcool benzylique engagé, malgré be
fale ¢'avele elié la pompe 4 huile & Pévaporateur votptif, 1) €81 par conséquent néceeeaire de procéder 4 une
distillation sur colorne Vigreux de 28 cm des 74.2 g de mélange isclé, Récoite de huit fractions principales

d'ane masse lotale de 559 g
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Remarque : Du fait des températures élevées névessaires 4 une séparation satisfaisante de
18 et 39 par distillation et de la sensibilité de ces demiers, 'élape finale de
purification est effectuée par chromatographie-éclai sur colonne.

3.00 g du mélange issu des fractions 4 & 8 sons purifiés par chromatographie-éclair sur 150 g de
silice (acéiate d'éthylefheptane 7:2). Isolement de 1.28 g de S-bromolévulinate de benzyle 38
{pureté 90 %) et 0.57 g de 3-bromolévulinate de benzyle 39 (pureté 30 %).

Rendement de Vopdration ; 62 %,

Pour les analyses, les composés isolés ci-dessus sont déposés respectivement sur deux
plagnes de silice CI* de Imm d'épaisseur et éluées 4 Faide d'un mélange AcOEthepiane 1:2.
Aprés grattage de la silice, extraction de cette demiére avec CHpCly, filtration et évaporation
du salvant, les compasés sont caractérisés,

La somme des masses obtennes dans les fractions 4 4 8 issues de Ia distillation (voir Fableau
No.17} et les masses isolées issues de V'étape de purification par chromatographie-éclair
permettent le calcul des rendements totaux pour chacun des trois composés isolés.

Tableau No.18 : Rendements totaux des produits de réaction

38 ! 189p (66 mmal) = 33.1 %
k. B 8.4 g {29 mmol) = 14.7 %
40 : 11.0p (53 mmoal) = 26.7 % selon la théorie,

Données analytiques de 39 ;

Br O

Ry (heptane/AcOFt 2:1) : 0.50 (UVyg-visible).

Eb: = 130°*Cap=00t Tom
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IR (film) : 3090w, 3034m, 2958w, 1724vs, 1498m, (456w, 1385m, 1357m, 1327m, 1290m,
1242m, 1201m, 1160m, 1082m, 991m, 892w, 752m, 699m.

IH-NMR (200 MHz, CDCl3) : 7.39 - 7.36 (m, SH, HC(1%; 14); RC(15; 15); HC(19)); 5.14 (s,
2H, 12C(12)); 4.67 (dxd, 3428, 3) = 8.4, 3428, 3) = 5.9, 1H, HC{3)); 3.33 (dvd, 228, 2¥) =
17.2, 342, 3) = 8.8, 1H, HAC(2)); 2.95 (dxd, 24020, 20) = 17,3, S42k, 3) = 5.9, IH, HbC(2));
2.40 {5, 3H, B;C(5)).

BIC-NMR {30 MHz, CDCI3) : 200.4 (C(4)); 170.0 (CE1)); 135.3 (C(1 Y)Y 128.7 - 1283 (C(14;
19); €O 15, CO8Y; 67.0 (C12)); 45.0 (C(3)); 38.3 (C(2)); 27.1 (CB).

MS (L1, 70 €V) 287 (3, (M + 2]%). 285 (2, [M]*), 205 (4, [M - HBr]*), 117 (10), 107 (72),
99 {25), 91 {100, [CyH7]*). 77 (100, [CgHsTH), 71 {8), 65 (7), 51 (2), 43 (12), 39 (2).

Données analytiques de 38 ;

Ry : (heptane/AcOF1 2:1) : 0.39 {UVa¢4-visible).

Eb:> 130°C & p=0.01 Torr.

IR {film) : 3066w, 303dw, 2943w, [734vs, 1498w, 1456m, 1407m, 1388m, 1353m, 1315m.
12455, 1214m, 11735, 1080m, 989m. 753m. 699m.

YH-NMR (200 MHz, CDCl3) : 7.39 - 7.36 (m, $H, HC(14; 19); HC(15; 15); HC(18)): 5.13 (5.
2H, HzCU12)); 3.95 (5, 3H, H;0(5)); 2.97 (4, 342, 3) = 6.4, 2H, HzC(3)); 2.7 (4, 242, 3) =
6.3, 2H, H2C(2)).

I3C-NMR {50 MHz, CDCly) : 200.6 (C(d)); 172.2 (C(D)); 135.7 (C(13)); 128.7 - 1283 (C(14;
149 C(13: 15; C(16)); 66.8 (C(12)); 34.4 . 34.2 (2xs, C[2); C(3)); 28.4 (C(3))

MS (B, 70 €V : 287 (1, {M + 2J*), 285 (1, [M]J*), 205 (2, [M - HBx]"), 121 (6), 107 (77), 99
(60), 91 (100, [C3H3)*), 79 (100, [CeH71*), 71 (4), 65 (3), 51 (2, 39 ().
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8.2,  Synthéses de dérivés de 'acide S-aminoiévalinigue

8.2.1. Synthéses de chlorhydrates d'esters de I'acide S-aminolévulinique

Les modes opératcires déerits dans [a partie 8.2.1. sont tous dérivés du travail de dipléme de
Y. Berger [234). Une remarque détaillant les modificalions apportées est nolée si nécessaire.

BLIL Mode apéralaire- Fype |
i R |
OH OH, SOCt, OR
ih- 30h, 50 70°C
NHAClI 0 MHaGI a
1 41-47
Composé R Durée Température PM [gfmol])
41 CHj3 17 heures 70eC 181.64
42 nCgH3 5 heures eC 251.78
43 e CeHyy 30 heures 70°C 245,76
44 CHz2CgHs 4 heures 70°C 25272
45 CaHqQOCH; I heure 50°C 225.67
46 CoH4OCH>CH; 1 heure s0°C 239.70
47 C2H40C2H40- 1 heure 50°C 283.75
CH>CH;

Dans un ballon bicol de 25 ml préalablement séché et placé sous almosphére inerte d'nzote.
sont versés 3.0 m} de 1'alcoal ROH correspondant. Aprés refroidissement & 1'aide d'un bain de
glace et sous apitation roagnétique, 0.5 ml (7 mmol, 2.3 éq.) de chlorure de thionyle SOCH; sont
ajoutés poutte & goulte au liquide dense, Aptés 5 minules d'agitation 4 0°C, 500 mg (3 mmol.
1.0 &q.) d'acide S-aminolévulinique (ALA) 1 sond versés par pelites portions dans le récipient.
Le méilange réaciionnel est alors réchauffé & RT. puis est chaulfé 4 une température allant de
50°C 4 70°C pour une durée variant de 1 heure 4 30 heures selon I'alcool utilisé,
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Le conlrdle de I'avancement de la réaction se fail par CCM (CHaClo/CH30H/HZ0 : 70:30:5).
Une fois la totaliié de 1 disparue sur CCM, le solvant est éliminé A l'aide de I'évaporateur
rotatif et le résidu pateux séché & la pompe & huile.

Sclon le cas, le composé brut isolé et séché est de pureté satisfeisante pour les analyses
spectroscopigues. Sinon, le résidu piteux contenant de l'alcool résiduel est purifié a P'side d'une
colonne de chromatographie, dont les caractéristiques sont les suivantes : hautcur de 30 ¢m et
diaméire de 4 cmn; 100g de gel de silice 60, grosseur de grains 0.063 - 0.200 mm (Merck,
Damistadt); 200 ml d'acélone, puis 200 ml de méthanol/acétone 1:1, ¢nfin 300 mi de méthanol
¢l récolie des fractions contenani T'ester pur.

Aprés concentrelion des fraclions récoltées, le résidu pateux est dissoui dans un volunse
minimum de méthancl, puis sa précipilaion est provoquée par |'addition en peties portions
de 10-15 ml d'éther® et par la réfrigération du mélange jrouble & -21°C. Le solide amorphe
récupéré est séché a ia pompe 4 huile,

821 Syntbise du chloture de [(4-méthoxycarbonyl)-(2-axa)-(1-butyD jammantons (41)

La synthése de 41 est effectuée selon le Mode opérmoire - Type 1. Addition de 0.5 ml (7
mmol, 2.3 ég.) de SOCIz 4 3.0 ml (74 mntol, 24.7 &q.) de McOM, puis, apis refroidissement &
0°C, adjonction de 500 mg (3 mmol, 1.0 éq.) d'acide 5-aminoiévitinique en petites portions. Le
mélange est chauffé 4 76°C durant |7 henres. Le solide amorphe brut isolé aprés concentration
du mélange réaciionnel est de pureté satisfaisante pour les analyses speciroscopigues.

Rendement @ 490 mg {90 9%),

Données analytiques de 41 ;

82

NH3CI o

Ri: (CHaCl/CH30OH/H20 : 70:30:5) : 0.33 (coloration brunitre par tmiternent avec la
ninhydrine).

F:ld44.0- 146.0°C.

IR (KBr) : 209)sbr. 17235, 1588m, 1474m, 1420m, 1326m, 1280m, 12010, 1140m, 1057m.
978m, 739m.
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TH-NMR (400 MHz, D70} : 4.0 (5, 2H, HoC(1)); 3.66 (s, 3H, H3C(52)); 2.90 - 2.85 (m,
AA' d'un AA'BBR', 2H, HyC(3)); 2.70 - 2,66 (m, BB d'un AA'BR, 214, H;C(4)).
I3C.NMR (100 MHz, D) 2 206.7 (C(2)%; 17840 (CI5)); 55.1 (g, ©(523); 49,7 ({1 37.0 (1,
C(30: 30,0 (¢, C(A).
MS (El, 70 eV) : 146 (47, [M - CIT*), 117 (42), 114 (90), 86 (100}, 82 (37), 59 (63), 55 (98).
CsHaNO3CEH(181.64) : cale. 1 C39.68, H6.66, N7.7I;

obs. : C3B07, H6.44, N7

§8.2.1.% Synihése du chisrure de [(4-hexylpxycarbonyl}-(2-cxc)-(1-buryl}|ammonium (42)

La synthése de 42 est effectuée selon le Mode opératoire - Type 1. Addition de 0.5 m! (7
mmol, 2.3 éq.} de SOCI3 & 3.0 ml (41 mmol, 13.7 éq.) d’hexanol, puis, aprés refroidissement &
0°C, adjonction de 500 mg {3 mmol, 1.0 €q.) I'ALA en petites portions. Le mélange est
chanffé & 70°C durant 5 heures. Le résidu piteux brut, isolé aprés concentration du mélange
réactionnel, est chromalegraphié comme indiqué plus haut puis recristallisé dans un mélange
MeOH/éther*. Is¢lement d'un solide caistallin Iégérement jaune,

Rendement : 640 mg (85 %).

Données analyliques de 42

o
1 3 5.0 S S 5
24 A S
NHCl o]

Ry (CHaCl2/CH3OH/H20 ¢« 74:30:5) ¢ 0.53 (coloration brundiire par irailemen avec la
ninhydrine).

F:137.0-139.0°C.

IR (KBr) : 2960m, 2860m, 1729vs, 1586w, 1470m, 1417w, 1366w, 1242w, 1214m, 1183m,
1067w, 984vw,

TH-NMR (400 MHz, CD30D) : 4.16 (1, 3455, 57) = 6.7, 2H, HoC(56)); 4.11 (5, 2H, HaC(1));
2.93 - 290 (m, AA d'un AA'BR, 2H, H,C(3)), 2.77 - 2.74 {m, BB’ dun AA'BB’, 2H,



Partie expérimeniade ; Synthéses de dérivés de Uacide S-aminalévulinique 158

HaC@: 1.75 - 1.68 (m, 2H, HaC(57)); 1,50 - 1.36 (mr, 6H, HyC(5%); HC(5%);
HoC(5M0y);. 101 (1, 34510, 11y = 7.0, 31, HyC(51)).
13C-NMR (100 MHz, CD30D) : 203.4 (C(2)): 174.5 (C(3)): 66.3 (C(56)): 48.4 (C(1)}: 35.6
(C3)); 32.9 (C(5%); 30.0(C(57Y); 28.8 (C(4)); 27.0 (C(58)); 23.9 (C(510)); 14.6 (C(5M)).
MS (EL, 70 2V) : 216 {19, [M - CL]*). 158 (17), 145 (19), 131 (16), 114 (59), 101 (51), 86
(71), 74 (50), 55 (100), 44 (67).
CHzaNO3CI(251.78) 1 cale. :C5248, H8S8I, N 5.56;

obs, :C5169, HB842, N 5.48.

8114 Synthése du ehlorure de J{d-cyclohexyfoxycarbonyl}{2-0xo}{1-butyllammonium {43}

La synthése de 43 est effectuée selon le Mode opératoire - Type . Addition de 1.4 mi (18
mmol, 6.0 éq.) de 30Clz & 3.0 ml (28 mmol, 9.3 éq.) de cyclohexancl. puis, aprés
refroidissement 4 0°C, adjonction de 500 mg (3 mmol. 1.0 éq.) I’ALA en pelites portions. Le
mélange est chaufTé 4 70°C durant 30 heures. Le résidu pitcux brul, isclé aprés concentration
du mélange réactionnel, est chromategraphié comme indiqué plus hat puis recristallisé dans
un mélange MeOH/éwher*. Isalement d'un salide cristallin 1épérement brundtee.

Rendement : 577 mig {77 %)

Données analytiques de 43 ;

Ry (CHLCl2/CH3OH/M L0 - 70:30:5) : 0.50 (coloration brundtre par traitement avec la
ninhydrine).

F:140.0- 142.0°C.

IR (XBr) : 343%m, 2940im, 25505, 1731vs, 1579m, 14558, 1416m, 1388m, 1359, 1251m,
1239m, 1210s, 11745, 1143s, 10950, 1037m. 1013m, 999m, 972m, 933m, 308m, §71m.
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IH.NMR (400 MHz, CD10D) : 4.83 - 4.77 {m, 1H, HC(59)); 4.12 (s, 2H, HyC(1)), 2.94 -
2.90 (m, AA dun AABB', 2H, Hy,C(3)); 2.76 - .72 (m, BB' dun AA'BB', 2H, ByCed)); 1.93
- 1.82 (m, 4H, HyC(57); HpC(57)); 168 - 1.37 (m, 6H, HaC(58); HyC(5%); HyC(5%).
I3C.NMR (100 MHz, CD30D) : 203.4 (C(2)}; 173.9 {C(5); 74.7 (C(59)); 48.5 (C(1)); 35.7
{C(3)), 32.8 (C(57; 57)); 29.2(C(4)); 26.7 (C(5%)); 25.0 (C(5%; 5%)).
MS (EI, 70 V) : 214 (8, [M - CIJ*), 179 (7), 131 (14), 114 (23), 101 (18), 86 (64), 74 (31),
&7 (21), 55 (100), 45 (44),
CyHoNO3C1(24976) . cale. :C5290, H3.07, N 5.61;

obs. :C4868, H7.04, N5.17.

4.1.1.5. Synthése do chloruee de [(4-benzytoxyearbonyl}-2-oxo){ 1 -butyl)|Jam monium {44)

La synthése de 44 geffectue selon le Mode opératoire - Type 1. Addition de 0.5 ml (7 mmol,
2.3 ¢q.) de SOCl: 4 3.0 ml (29 mmol, 9.7 éq.) d'alcool benzylique {(BnOH), puis, aprés
refroidissement 4 0°C, adjonction de 500 mg (3 mmol, 1.0 &q.) d'ALA en petites portions. Lc
méfange est chauffé 4 70°C duraat 4 heures. Le résidu piteux brut, isolé aprés concentration
du mélange réactionnel, est chromatographié comme indiqué plus haut puis recristallisé dans
un mélange MeOH/éther®. Isolement d'un solide cristallin jaune pile.

Rendement : 649 mg (84 %).

Données analytiques de 44 :

R (CH2Cl/CH3OH/MH20 & 70:30:5) : 0.55 (coloralion brundtre par traitement avec ia
mnbrydrine).

F:147.0- 14940°C.

1R (KBr) : 3031m, 2959m, 1 728vs, 1585w, 1497w, 1456w, 1391w, 1358w, 1252w, 1213m,
1173w, 1145w, 984w, 957w,
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IH-NMR (400 MHz, D70) : 7.39 - 7.30 (m, 5H, HC(58); HC(58"); H,C(5%): HC(55');
HC(S10Y); 5.07 (5, 2H, H2C(56)): 4.01 (s, 2H, HyC(1)); 2.85 - 2.82 (m, AA’ d'un AA'BB’, 2H,
HLC(3)); 2.68 - 2.64 (m, BB' d'un AA’BB', 2H. H,C(4)).
I3C-NMR (100 MHz, D;0) : 206.5 (C(2)); 177.2 (C(5)); 138.1 (C(5T): 131.5 (C(59; 5%
131.3 (C(519)); 130.9 (C(5%; 58)); 69.9 (C{56)): 49.6 (C(1)); 36.9 (C(3)): 30.1 (C{4).
MS (El, 70 eV) : 207 (25), 161 {6). 135 (8), 108 (7), 107 (8, [M - CgHs]*). 92 (6). 91 (109,
IM - C3H31%), 79 (12), 77 (14), 65 (11).
CaHgNOKC) (257.72) . cake. :€5593, H6.26, N5.43;

abs, :C51L.56,  H 787, N 5.36.

82.1.6. Synthése du chlorure de ({d-{2-méthoxy)thyloxyearbonyl}-{2-0xo)-(1-bunyl)}ammonlum (43)

La symhése de 45 est effectuée selon le Mode opératoire - Type 1. Addition de 0.6 m] (8
mmol, 2.7 éq.) de SOCI7 4 3.0 ml (38 mmol, 12.7 ¢3.) de 2-mérhoxy éthanol, puis, aprés
refroidissement & 0°C, adjonction de 500 mg {3 mmol, 1.0 éq.} ¢'ALA en petites poriions. Le
mélange est chauffé i 50°C durant 1 heure. Le résidn pitenx brut, isolé aprés concemteation du
mélange réactionnel, est chromatographié comme indiqué plus haut puis précipité dans un
mélange MeQH/Eher*. 1solement d'un solide péteux bruntre.

Rendement : 406 mg (60 %).
Données analyfiques de 45 .

O

53
1 a 5,0, 58 -
NH3C! [#]

Hy: {CHaCl/CH30H/MZ0 : 70:30:5) : 0.36 {coloration brundire par traitement avec la
ninlydrine).

F:.25.0-300°C

IR (KBr} : 3442w, 29495, 172%vs, 1482w, 1412m, 1384m, 1352w, 1243w, 1185m, 1131m,
1098m, 1032w, 994w,
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TH-NMR (400 MHz, CD;0D) : 4.30 - 4.28 (m, 2H, HC(55)); 4.13 (5, 2H, H2C(13): 3.70 -
3.67 (m, 2H, HC(57)); 3.45 (5. 3H, HsC(58)) 2.95 - 2.92 (m, AA' d'un AA'BB, 2H,
HyC(3)); 2.81 - 2.78 (m, BE' d'un AABE’, 2H, HyC(4)).
13C-NMR (100 MHz, CDy0D) : 2034 {C(2)); 174.2(C(5)); T1.7 (C(57)); 65.1 (C(59)); 59.4
(C(58)); 48.5 (C(1)); 35.6 (C{3)); 28.8 {C(4)).
MS (EL, 70 eV) - 180 {100, [M - CI]*), 86 (2). 55 (4), 46 {6).
Call1sNOCI {225.67) : calc. (04258, H7IS5, N6.21;

obs. :C3897, HGE.T5, N 5.7

8.2.1.% S¥nthdse du chlerure de {|4-(2-échoxyléthyloxycarbonyl|-(2-0%0)-(1-butyij}ammonium {46)

La synthése de 46 s'effectue selon le Mode opératoire - Type 1. Addition de 6.5 ml {7 mmol,
2.3 éq.) de SOCI; 4 2.0 ml (31 mmol, 10.3 éq.) de 2-éthoxy éthanol, puis, aprés
refroidissement & 0°C, adjonction de 500 mg (3 mmol, 1.0 éq.) d'AL.A en petites portions. Le
mélange est chauffé & S6°C durant | heure. Le résidu pateux brut, isolé aprés concentrarion du
mélange réactionnel, est chromatographié comme iodiqué plus haul puis précipité dans un
melange MeQH/éther. [solement d'un solide pateux légérement jaune.

Rendement : 367 mg (51 %).

Données analytiques de 46 ¢

o
1 3 50,5

Y 0N
NHa0l 0

Ry: (CH2Clo/CH3OH/H20 @ 70:30:5) : .43 (coloration brunatre par traitement avec la
ninhydrine).

F:250-30.0°C.

IR (K8r) : 3442w, 2976m, 287%9m, 1730vs, 1550w, 1488w, 1417w, 1391 m, 1350w, 1248m,
1210m, 11863, 11268, 1055w, D30w,

TH-NMR {400 MHz, D0) : 4.19 - 4.17 (m, 2H, HaC(56)); 4.05 (5, 2H, H2C(1}); 3.67 - 3.64
{m, 2H, HaC(57)); 3.53 (g, X538, 5% = 7.1, 2H, HaC{58)); 2.87 - 2.84 {m, AA’ d'un AA'BB),
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2, HpC3)); 2.69 - 2.65 (m, BR dun AA'RB', 2H, H,C()): 111 ¢, 2S5, §9) = 7.1, 3K,
HaC{5%)).
13C-NMR (100 MHz, D;0) : 206.5 (C(2)); 177.3 (C(5)); 70.3 {C(5%); 69.3 (C(58); 66.8
(C(56)); 49.6 (C(1)); 36.8 (C(3)}: 30.0 (C(D): 16.6 (C(5Y).
MS (EI, 70 eV) : 204 (100, [M - CIJ*), 189 (37), 146 (30). 131 (19), 114 {65), 108 (14). 99
(31), 88 (9), 72 (34).
CoH1sNOaCI (215.70) ; cule. 1 C A5, H 7.57, N 5R4;

abs. :C4445, H729, NS5

8.2.1.8. Synthise du chlorure de¢ {(4-(2-éthoxy)-{2-Ethary)éthyfoxycarbonylf-(2-oxo)-{1-
butyl)} ammonium {47}

La synthése de 47 esi effectuée sclon le Mode opéraloire - Type 1. Addition de 0.5 ml {7
mmol, 1.3 éq.) de SOClz 4 3.0 m (22 mmo), 7.3 £q.) de ditthylene giycol monoéihyiéiher,
puis, aprés refroidissement a4 0°C, adjonction de 500 mg (3 mmol, 1.0 éq.) d'ALA en petites
portions, Le mélange est chauffé & 50°C durani 20 heures. Le résidu pAtcux brut, isolé aprés
concentration du mélange réactionnel, est chromatographié comme indiqué plus haut puis
précipité dans un mélange MeOH/¢ther*. Isolement d'un solide piteux jaunatre.

Rendement : 647 mg (76 %).

Données analyliques de 47 :
o]
1 M 3~ 505 §2 0 595"
M N g~
NHACI o]

Bp: (CHoCly/CH3OH/ML0 ; 70:36:5) ; 0.48 (coloration brundire par irailement avec la
ninhydrine).

F:25.0-30.0°C.

IR (MeOH) : 3446m, 2800m, 2330w, 1730vs, 1643w, 1557w, 1505w, 1489w, 1456w,
1320, 1350w, 1314w, 1246m, 1211m, 1186m, 1125m, 1055w, 996w, 950w,
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TH-NMR (400 MHz, D70) : 420 - 4,18 (m, 2H, HaC(56)); 4.05 (5. 2H, HaC(1)): 3.70 - 3.68
(m, 2H, HaC(57)); 3.63 - 3.61 (m, 2H, HaC(58)); 3.59 - 3.56 (m, 2H, HaC(5%)); 3.51 (g.
IA510, 511y = 7.1, 2H, HpC(5'); 2.87 - 2.83 (m, AN’ d'un AA'BB', 2H. H5C(3)); 2.68 - 2.65
{mi. BB d'tis AA'BB', 2H. H,C(4)); 1.11 (1, 359, $11) = 7.1, 3H, H3C(5 1)),
BC.NMR (10D Mz, D20) 1 206.6 (C(2)); 177.3 (C(3)); 72.2 (C(5¥) 71.5 (C(3%): 1.0
{C(57); 69.2(C(511)): 66.7 (C(55)): 49.7 (C(1); 36.9 (C(3)): 30.0 (C()); 16.7 (C{511)).
MS (G, 70 eV) : 248 {46, [M - CI]*), 190 (5), 174 (7), 146 (7), 117 (25), 99 (68), 86 (45). 72
{100), 59 (63), 55 (35).
CH;aNOsCI (283.75):  cale. :C4656, H7481, N 4.94;

obs. :C4493,  H718, N4.93,

822 Synthése de l# 2, S-|{f-carboxy)éthyle)| pyrazine (51)

CIHaN COOCH;
s /ﬁ(\/ Piperidine N COOCH;
s} o /\/z j/\/
/\)‘\/NH;;CI OMA. O,
HaCOOG

HaCOOG N

41 51
CgHNO4CI CigH1sMN20y
18t1.64 252.26

Dans un ballon de 10 ml sonl placés 182 mg {1 mmol, 1.0 éq.) de chlorure de [(4-
méthoxycarbonyl)-{2-0x0)-{ [-butylyJammonium 41 et 4.0 ml de DMA. Aprés dissolution
compléte du salide, 0.1 ml {1 mmol, 1.0 éq.} de pipéridine sonl gjoutés gouile 4 goutte et le
méiange hétérogéne est agité durant 24 heures 4 RT. L'avancement da la réaction est confirmée
par CCM {AcOEt). Le mélange réactionnel jaune pile et trouble est alors conceniré 4 Paide de
I'dvaporateur rotatif et le résidu huileux dissout dans 30 m! d"AcOEL Cette phase organique
jaune est ensuite lavée avec, successivement, [ ml d'ean désinnisée, d’'une solution 2N de HCI,
d'eau désionisée, d'une solution saturée de NaHCO;. d'eau désionisée et d'une solution saturée
de NaCl. La phase organique lavée et neutralisée esr séchée sur MgSQq anhydre, puis le
solvant est éliminé & 'aide de I'évaporateur rotatif. Aprés séchage 4 la pompe 2 huile, isolement
de 130 mg d'un solide crisallin orange-brun., qui est purifi¢ par chromatographie-gclair sur gel
de silice (hexane/AcOEL 5:1 - 1:10). Récupération de 100 me (79 %) de 51 sous la forme dun
solide cristallin blanc.
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Données analytiques de 51 :

O
N_4 2 12
]MOCH:,
MAC
3 'g s
0

Ry (AcOEL) : 0.68 (UV g -visible).
F: 600 - 61.0°C.
IR (KB : 3085w, 2954m, 2931m, 1730vs, 1687m, 1494m, 1452m, 1436m. 1347s, 1284m,
1166m, 987m, §95w.
TH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 8.36 (s, 2H, HC(S); HO(5)); 3.64 (s, 6K, H3C(12); H3CU12));
307 (32,3 resp. 34(2', 3= 7.3, 4H, HaC(2); HaC(2)); 2.78 (1, SH2, 3yresp. 342, 3 =
7.3, 4K, HyC(3); HyC(3).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 173.0 (C(1; 1) 152.8 (C(4; 4% 143.5 (C(5; 5Y); S1.7{C(%
127); 32.4 (C(3; 3); 29.4 (C(2: 2Y).
MS (EL, 70 V) : 252 (9, [M]*), 221 {37, [M - OCH3}), 193 (100), 161 {19), 133 (38), 119
{6).
CaH 1 gN204 (252.26) ¢ calc. :C 5713, H639, N 11,30

obs. :C52.36, H6.38, N 11.00.
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3.2.3. Synthise de Vacide {(9H-Muorén-9-yl)méithoxyearbony!l-(S-aming)-(4-0x0}
pentanoique (SZi

(8]

CIHSM\H/\)J\DH

Q

1
CsHaMOACl
167.62

Fmoc-0%u
DMFHL0 131

NE1,

52

CapH19NCs
353.37

Dans un ballon de 250 ml sous atmosphére inerte d'azote sont versés 40 ml d'un mélange 1)
de N, N-diméthylformamide (DMF) er d'eau désionisée, 0.84 g (5 mmol, 1.0 ég.) de I sont
ensuite ajoutés en portions successives. Une fois le solide entidgrement dissout, le pH de la
solution incolore est ajusté 4 9 (contrdle & Yaide du papier pH) avec env. 0.6 m! de
iriéthylamine (NEt3). Le mélange homogéne devenu ven-janne est agité duramt 30 min. 4 RT
sous N3, puis 3.34 g (10 mmeol, 2.0 éq.) de [{9H-fluorén-9-ylimethaxycarbonyl)succini midate
{Fmoc-OSu) sont ajoutés en portions suecessives. Cette opération se traduit par Ia formation
d'une suspension blanche, Le mélenge hétérogéne est alors agité durant 24 hewres & RT sous
N3 tout en gjusiant réguliérement le pH 4 9 (contréle au papier pH) & laide de 0.3 ml
supplémentaircs de NEI3. L'avancement de la réaction est confirmée par CCM
{CH,CI/CH;0H/HL0 70:30:5). Le mélange réactionnel brut est ensuite versé, sous forte
agitation magnétique, dans 200 mt 4'HC] 2N, puis le tow est placd durant 20 heures an
réfrigérateur. Aprés ce laps de 1emps, le précipité beige est filré sur Bichner puis lavé avec
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100 ml d'hexane. Aprés séchage 4 la pompe 4 huile, Isolement de 1.50 g d'un solide beige trés
compeel.

Apris dilutton paniielle de ce dernier dans un peu de CH3Clz chaud, la periie insoluble (qui,
d'aprés la spectroscopie VH-RMUN, s'avére étre le Fmoc-OSu non-réagi) est filtrée. Aprés
refroidissement & RT et addition de quelques gouttes d'hexane, le produil brut de réaction
cristallise sous la forme d'un solide blanc compact. Aprés séchage 3 la pompe 4 huile, 1.24 p de
solide blanc son abtenus. Une secande recristallisation permet une purification satisfaisante
du produit : L.06 g (3 mmol, 60 %) de 52 sonl isolés.

Dannées analytiques de 52 :

Ry : (CHyCh/CHyOH/M:0 : 70:30:5) 1 0.79 (UV,yy-visible).

F:152.0- 153.0°C.

IR (KBr) : 33d4m, 3020m, 2914m, 1718s, 16855, 1525m, 1452m, 141 1m, 1386m, 1352m,
1242m, 1165m, 1078m, 102tm, 998m, 938m, 761m,

TH-NMR (300 MUz, DMSO-ds) : 7.88 (d, 3412, 13) resp. 3J(12', 13) = 7.5, 2H, HC(13);
HC(13'Y: 7.71 (4, 3410, 11} resp. 3410, 11} = 7.4, 24, HC(10): HC(10'); 7.58 (¢, 34(5, NH)
=59, 1H, NH); 7.41 (1, 211, 12) resp. 3X1 1, 127 = 3J(12, 13) resp. 2412, 13 = 74, 2H,
HC(12); HC(129); 7.33 (1 2J(0, 10} resp. 3410, 11 = 34(11, 12) resp. 3/(17', 12') = 7.4,
2H, HC(1 1), HC(1Y); 4.31 (d, 347, 8) = 6.6, 2H, HaC(N); 4.23 (1, 347, 8= 6.8, 1H,
HC(B)): 3.36 (d, 3X(5, NH) = 5.9, 2H, HzC(5)); 2.61 (1. /2, 3) = 6.4, 2H, HzC(3)); 241 (s,
3K2, 3} = 6.4, 21, HaC(2)).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) : 205.9 (C(&)); 172.7 (C(1)); 156.5 (C(6)); 143.9 (C(9; 9);
140.8 (C(14; 14Y); 122.7 (CL12; 12 127.1 (C(18; 119% 125.3 (C(10; 10%%; 120.2 (C(13;
139); 65.7 (C(7)); 49.8 (C(5)); 46.7 (C(8)); 33.9 (C(3)); 27.5 (C(2)).
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MS (FAB) : 376 (21, [M + Na]*), 354 (17, [M + H]*}, 179 (100), 165 (31), 158 (22}, 132
1.
CaoH9NO5(353.37): cale. :C6798, H342, N 196,

obs, 16727, HS524, N367.

8.2.3.L, Synthise dy {(FH-Nuorén-9.y)méthpaycarbonyl|{S-amino}(d-oro} pentampale de méthyle

(53)
X i
o H/\n/\).\OH
Q
52 CICOOMa | NEl
CagH1gND;
pA DMAP | CHyCly
1 Lo
N
0 H/\“/\‘)I\OCH;;
[ ]
53
CpyHzNDg
367.40

Dans un ballon de 25 ml sous atmosphére inerte d'azote sam suspendus 354 mp (1.0 nmol,
1.0 €q.) de 52 dans 10 ml de CHaCla. Le mélange hélérogene est refroidi & I'aide d'un bain de
glace, puis 154 pl {1.1 mmol, 1.1 &q.) de NEt3 sonl ajoutés. Le mélange réactionnel, hoinogene
et jaune, est agité durant 20 min. 4 Q°C sous Na, puis 156 ul (2.0 mmoi, 2.0 éq.} de
CICDOMe sont ajoutés en une portion. Aprés 20 min d'agitation 4 O°C sous N;. addition de
12 mg (0.} mmol, 0.1 égq.) de DMAP. L'avancement de la réaciion est confirmée par CCM
(hexane/ACOEL 1:1). Aprés 2 heures d'agitation 4 0°C €120 hevres d'agitation & R'F, le mélange
réactionnel homogéne el jmme foneé est concentré 4 Faide de 1'évaperateur rotatif. Le résidu
pitteux orange est alors dissout dans 100 m] d'AcOFt et cette phase orpanique jaune est lavée
avec, successivement, 50 ml d'eau déstonisée, d'une solution 2N de HCL, d'cau désionisée,
d'une solution saturée de NaHCQ3, d'eau désionisée et d'une solution salurée de NeCl. La
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phase organique récupérée est séchée sur MaS$0y anhydre, puis le solvant est &liminé a l'aide
de I'évaporateur roratif. Aprés séchage & la pompe 4 huile, Ie produit brut de réaction est isalé
sous [a forme d'un solide compact orange. Purification par chromalographie-éclair sur gel de
silice (hexane/AcOE 5:1 - 1:0) et récupération de 260 mg (71 %) de $3 sous la forme d'un
solide cristallin blanc.

Données analytiques de 53 :

Ry (hexane/AcOEN 1:1) : 0.41 (UVy¢,-visible).

F:85.0- 86.0°C.

1R (KBr) : 3336s, 3045m, 2949m, 1734vs, 1694vs, 15425, 1478m, 449m, 1294m, 1268m,
1166m, 1004w, 740w,

TH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.76 (d, 3J(12, 13)resp. 3412, 13} = 7.5, 2H, HC(13);
HC(13%); .59 {d, 3010, 1) resp. 3A10, 11') = 7.4, 2H, HCO10); K0, 7.40 (7, L1 1, 12
sesp. KLY, 129 = 3412, 13) resp. 4412, 13') = 7.3, 2H, HC(12); HC(12); 7.31 (1, 3J(1@,
1) resp. 3K10, 119 = 3411, 12) resp. JA(11, 12% = 7.5, 2H, HC(11); HC(11%)); 5.49 (sbr,
1H, NH); 4.39 (d, 247, 8) = 7.1, 28, HaC(7)); 4.23 (¢, 347, 8) = 7.0, IH, HC(®)): 4.17 (d,
30(5, NH) = 4.9, 2H, HaC(5)): 3.68 (s, 3H. HaC(123); 2.76 - 272 (m. AA" d'un AA'BB), 2H,
H,C(3)), 2.69 - 2.66 (m, BB' dun AA'BB', 2H. H,C(2)).

3C.NMR (100 MHz, CDCI3) : 203.8 (C(4)); 172.8 (C(1)) [56.1 (C(6)); 143.8 (C(%; 99);
1413 (CO4; 1490 1272.7 (CQ12; 1249, 1271 (CUL 1190 125.1 (CU0; 167)); 1200 {C(13;
1379), 67.1 (C(7));, 51.9 (CL12Y, 50.6 (CCSY); 470 {C8); 34.3 (C{3)); 27.6 (C(2).

MS (FAB) : 350 (32, [M + Na]*), 368 (23, [M + H]"), 191 (223, 179 {100}, 165 (81), 158
(28), 146 {77, 115 (26).
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CaHy(NOg (367.40) : cale, :C68.65, HAIT6, N 18I
obs. :C6831, H597, N 3.81.

8.2.4. Synthése de D'aclde [(3H-fluor2n-9-yl)méthoxycarbonyl|-(S-amino}
pentanoique (55)

0

HQN/\/\)I\OH

54
CoHy1NO;
11715

Froc-QSu
Na,CO,

DloxaneMz0 1:1

55
CanHaiNOy
339.39

Dans un ballon de 250 m] sous stmosphére inerte d'azote seat dissous 1.17 g {10 mmol, 1.0
éq.) de 54 dans 30 ml d'ean bidistillée. 3.17 g (30 mmiol, 3.0 éq.) de NapC; sont alors ajoutés
en wie portion 4 la solution jaune et le mélange moussant est refroidi 4 'aide d'un bain de glace,
5.06 g (15 mmol, 1.5 éq.} de Fmoc-DOSu, paniellement dissous dans 30 ml de dioxane, sont
ajoutés en portions suecessives. Cette opération se traduit par la formation d'une suspension
blanche, Le mélange hétérogéne est alors agilé durant 2 heures 4 0°C, puis 24 heures 3 RT sous
Nj. L'avancement de Ia réaction est confirmée par CCM (CHClLy/CH10HMHZ0 70:30:5), Le
mélange réactionnel brut est ensuite versé, sous forte agitation magnétique, dans 300 ml
d'H,0, puis le towl est extrait, successivemnent, avec 150 ml d'éther et 150 m] d'AcOEc. La
phase aqueuse jaune refroidie ¢st alors acidifiée 4 pH=2 (conirdle au papier pH) 4 laide d'HCL
conc, et le mélange est placé durani 24 heures au réfrigérateur. Aprés ce laps de temps, le
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précipite blanc est filtré sur Bichner puis dissom dans 200 mi ¢'AcOEL Le filtrat est extrait
avec 1rois portians successives d'AcOEL, puis Ics phases otgeniques réunies sont lavées avec
2x200 ml d'eau désionisée, Séchage sur MaS04 anhydre puis concemration & l'aide de
I'évaporateur cotatif permettent la récupération d'un solide blane compact.

Aprés dilution de ce dernier dans un pen d'AcOLL, soivie de l'adjonction de quelques goutles
de ligroine (40 - 60 °C) pour troubler 1a selution, Ie produit brut de réaction cristallise sous la
forme d'étoiles blanches. Aprés séchage & la pompe & huile, 2.00 g (59 %) de produit sont
isolés. Aprds concentration des eaux-méres, une nouvelle cristallisation donne (.98 g (25 %5) de
55 blanc. Les deux fractions sont réunies, dissoutes dans de FACOE!, filtrdes sur une fiitte de
ivpe P4 et une nouvelle fois gristatlisées avec un mélange AcQEWligroine. 2.81 g (8.3 mmol, 83
%) de 85 sous forme cristalline €1 de couleur blanche sont isolés.

Données analytiques de 55 ;

1110 o O
12 98 J\/\-t/\g)j\

?OBHS 3 1 OH
13 14

Ry : (AcOEvhexane/CHZCOOH : 100:20:1) : 0.75 (UVq,-visible),

F:135.0- 136.0°C.

IR (KBr) : 3347m, 3066w, 1018w, 2949m, 2885w, 1696vs, 15455, 1451m, 1411m, 1279m,
12585, 1139m, 1111 m, 1021w, 733m.

TH-NMR (400 MHz, CD40D) 1 7.77 (4. 3512, 13y resp. 3J(12, 13") = 7.5, 2H, HC(1I);
HC(13)); 7.61 {d, 34010, 11y resp. 34100, 11y = 7.5, 2H, HCQ10); HC(10Y): 7.38 (1, 3411, 12}
resp. 211, 12 = 3J(12, 13)resp. JH(12'. 13 = 7.3, 2H, HC(12); HC129); 7.30 {1, 3410,
1) resp. 340107, 11y = 3411, 12) resp. 3A11°, 127 = 7.4, 2H, HC(11); HC(H')); 4.33 (4. 3J(7.
8)= 6.7, 213, HaC(7)); 4.16 (1, A7, 8} = 6.7, 1H, HC(R));, 3.08 (. 3.K4, 5) = 6.6, 21, HaC(5)):
2.30 (1, 302, 3) = 7.2, 2H, 3020 1.61 « 1,44 (e, 4H, HaC(3): HaC@)).

3C.NMR (100 MHz, CD30D) - 174.9 (C(1)); 156.2 (C(6)); 144.0 (C[%; 7)): 140.8 (C{14;
1493, 122.7(CQ 2 129); 1220 {C(11; 1)) 125.2(CO0; 100): 120, (C(135 13 65.3 (C(T0x:
46.9 (C(8)); 39.8 (C(5); 33.9(C( )% 29.0 (C(4))y; 22.1 (C(3Y).



Partic expérimentale : Synthéses de @érives de tacide 5-aminolévulinique 1A

MS (DC). NHa) : 357 (2, [M + NH4]™), 348 (3, [M + HI™), 296 (2), 215 (3), 179 (100}, 152
(8), 118 (12), 100 (10), 36 (13).
C2oH2{NO4(339.39): cale. 1C70.78, H624, N4.13;

obs. 1C7049, H6135 N 4.01.

8.2.4.1. Synthése du {(?H- Ouortn-%-yliméthoxycarbonyl]-(5-amino} pentznoale de méthyle (363

55 CICOOMe | NE1;
CaoHa1NOs
a0 DMAP | CHl,

o o
o’u\ﬁ/\/\J\ocHa —

56
CaiHaaNO,
353.42

Dans un ballon de 50 m) sous atmosphére inerte d'azote somt suspendus 680 mg (2.0 mmol,
1.0 éq.) de 58 dans 20 ml de CHaClz. Le mélange hétdrogéne est refroidi & I'side d'un batn de
glace, puis 0.43 mi (3.4 mmol, 1.7 éq.) de NEt; sont ajoutés, Le mélange réactionnel, devenu
Iiomogéne et jaune, est agité durant 20 min, & 0°C sous N3, puis 0.23 ml (3.0 mmol, 1.5 éq.)
de CICOOMe sont ajoutés en une portion, Aprés 20 min d'agitation 4 0°C sous Wa, addition
de 48 mg (0.4 mmol, 0.2 ég.) de DMAP. L'avancement de [a réaction est confirmée par CCM
(hexane/AcOEL 1:1). Aprés 2 heures d'agitation 4 0°C el 22 heures dagitation 4 RT, le mélange
réactionnel homogéne et jaune clair est concentré 4 T'aide de I'évaperateur rotatif. Le résidu
piteux jaune est alors dissout dans 100 mi d’AcQE1 et cette phase organique jaune pale esi
lavée aver, successivement, 50 ml d'eau désionisée, d'une solution 2N d'HC), d'eau désionisée,
d'vne solution seturée de NaHCOQ3, d'eau désionisée et d'une solulion saturée de NaCl. La
phase organique récupérée est séchée sur Mg30y anhydre, puis le solvant est éliminé 3 Yaide
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de Pévaporateur miatif. Aprés séchage 4 la pornpe 3 huile, le produit brut de réaction est isolé
sous la forme d'un solide tompact jaune péle. Purification par chromatographie-€clair sur gel
de silice (hexane/AcOE1 5:1 - 1:1) et récupération de 450 mp (64 %) de 56 sous la forime d'un
solide cristallin blanc,

Données analyliques de 56

Ry: (AcCEthexanc/CH3CO0H 1 100:20:1) 1 0.70 (UV354-visible).
F:91.0-92.0°C
IR (KBr} : 3328m, 3068w, 3019w, 2950m, 2924w, 2868w, 1 738vs, 1690vs, 1549s, 1477m,
1466w, 1448m, 1360w, 12695, 1172m, 1021w, 739mn,
YH-NMR (400 MHz, CDCis) : 7.73 {d, SJ(12, 13} resp. J(12', 13" = 7.5, 2H, HC(13);
HC(13Y), 7.58 (d, 2/(10, 11) resp. 310, 11') = 7.4, 2H, HC(10); HCO107); 7.37 (. 311, 12)
resp. A1V, 12) = 312, 13) resp. 32(12, 13) = 7.4, 2H, HC(12); HCUI2Y); 7.28 ¢, 310,
1) resp, K10, 11 = 3411, 1) resp. SH11, 12 = 7.4, 2H, HC(11); HC(11"); 5.21 (sbr,
IH, NH); 4.38 (d, 347, 8) = 6.9, 2H, H;C(?)); 4.18 (4, A/(7, 8) = 6.8, IH, HC(B)); 3.63 (s, 3H,
H3C(12)); 320 - 3,14 (der, 344, 5) = 6.5, 34(5, NH) = 6.4, 2H. HaC(5)) 2.30 (1. 342, 3) = 7.3,
2H, HaC(2)); 1.67 - 1.58 (mr, 2H. HyCT(3)); 1.54 - 1.46 {m, 2H, HyC(4)).
13C-NMR (100 MHz. CDCl3} : 173.6 (C(1)); 156.2 (C(6)); 143.7 (C(%; 9)): 141.0 (C(14;
149); 122.4(C(12; 12y 126.7 (C(1Y; 117 124.8 (C(HG; 1070 119.7 (C(13; 13, 66.2 (C(D));
51.2 (C(12)); 47.0(C(8)); 40.3 (C(5)); 33.2 (C(2)); 29:0 (C(4)): 21.7 (C(3)).
MS (DCI, NH3) : 371 (7, [M + NH4]"), 354 (67, [M + H]*), 326 (6), i 78 (100, 165 (8), 132
(30), 100 (B}, 56 (6).
Cz21H23NQ4 (353.42): cale. :C 7137, H638, N 396,

obs. :C7082, HAO6E, N 4.04,
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8.2.4.2 Synthése di K9H-Bugrin-9-yljnéthoryenrbonyif-(S-anting} pentaooate de benzsde (573

O e

OJ\ /\/\_/lI\OH

55
CogHz N0,
339.39

CeHs
{CH3).NCH[OCHZCgH:);
Iux

O/LN/\/\.)'\O/D

57
CopHapNOy
42951

Dans un ballon de 100 mi sous atmosphére inerle d'azote sont suspendus 340 ma (1.4 mmel,
1.0 ¢q.) de 55 dans 60 ml de CgHg. Le mélange hétéropéne est agité durant 10 min 4 RT, puis
0.39 m! (1.5 mmal, 1.5 éq.) de dibenzylacétale du ¥, ¥-diméthylformamide
((CH1)NCH{OCH2CHs)2) sont ajoutés en une portion. Le mé#lange réactionnel esi alors
chauffé & reflux durant § heures. Ceile opération se traduit par 1a dissolution du solide.
L'avancement de la réaction est confirmée par CCM {hexane/AcOF1 1:1). Le solvani est
éliminé A I'aide de 1'dvaporateur rotatif et le résidu pitenx dissout dans 200 ml d’AcDEL La
phase organique incolore est alors lavéc avee, succesgivement, 80 m] d'eau désionisée, d'une
solution 2N d'HCI, d'eau désioniséz, d'une solution saturée de NaHCQ3, d'ean désionisée el
d'une solution saturée de NaCl, puis elle ¢st séchée sur MgSOy anbydre. Le solvant est éliminé
4 l'aide de I'évaporaleur rotatif ct, aprés séchage 2 la pompe 4 huile, Je produit brut de réaction
est isolé sous la forme d'une péte blanche. Cette demiére est purifiée par chromalographie-
clair sur gel de silice (bexanefAcOEL 10:1 - 1:1) qui perniet d'ispler 285 mg (66 %5) de 57 sous
la forme d'un solide compact jaune,
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Données analytiques dg 57 ;

110 j)]\ o .
1
98 /\4/\2)1\ 3 §

12 705”5 3 1.0 ¢ !
13 14 18

Ri : (hexane/AcOEL : 111} 0.76 (UVo44-visible),
F:98.0 - 99.0°C.
1R {(KBr) : 3333m, 3064w, 3037w, 2935m, 2859w, 1726vs, 1681vs, 1536m, 1450w, 1265m,
1144w, 742m.
IH-NMR {400 MHz, CDCl3) : 7.77 (4, 312, 13) resp. 3X12°, 139 = 7.5, 24, HC(13);
HC(137)); 761 (. 3010, 1) resp. JK10', 117 = 7.4, 2H, HC(10); HC(10Y); 7.43 - 7.30 (m,
4H, HC(); HC(11'); HO(12), HC(12Y); 7.37 (. SH, HC(1%); HTO1Y'), HC(13), HC(1 Y,
HC(19)); 5.14 {5, 2H, HyC(12)); 4.96 (sbr, 1H. NH): 4.43 (d, 1X7, 8) = 6.8, 2H, HoC(7)s
4,23 (1, 347, 8) = 6.9, 1H, HC(R)); 3.23 - 117 (dxv, 344, 5) = 6.5, 3J(5, NH) = 2, 21,
H2C(5)); 2.40 (7, 212, 3) = 7.2, 2H, HaC(2)); 1.73 - 1.65 (o, 2H, HyC(3)); 1.58 - 1.52 (m, 2H,
HyCl4)).
1I3C-NMR (100 MHz, CDCl3) @ 173.1 (CC)): 156.3 (C(6)); 143.9 (C(9; 99); 141.2 (C(14;
L)); 135,89 (CL13)); 128.4 ¢C(15; 159); 1281 ¢C(16)); 128.1 (C(14; 147 127.5 (C(12; 129
126.9 (CUT; 119); 124.9 (C10; L0Y); 119.8 (C(13; 139); 66,3 (C()); 66.1 (C(12)); 47.2
(C(8)): 40.4 (C(5)); 33.6 (C(2)); 29.2 (C(4)); 21.8 (C(3)).
MS (DCH NHy) : 447 (9, [M + NHY]*), 430 (12, [M + H}*), 322 (8). 251 (23), 234 (12), 208
(37), 178 (69), 166 (23, 100 {50). 91 (54), 36 {100).
C7H2 N0y (429.51) cale, C 7550, MH634, N3.26;

obs. :C 7516, H629, N3.16.
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8.2.5 Synthiése de dérivés de I'acide [(FH-fluorén-9-yméthoxycarbonyl](2-amino)
pentanoigue

4.2.5.1. Synihdse du [(IH-Muorén-2-yiiméthoxycarbonyl |H{1-amino) pentancate de méthyle {5%)

0

o

o MM

T

Q

58

CagHzNO, CICOOMe | NEY,

339.3¢
DMAP CH.Cl»

O

\/ﬁ)\OCHa

0 NH -
T

0O

5%

CoyHagNQ,
363.42

Dans un ballon de 50 ml sous almosphére inerte d'azote sont dissons 680 mg (2.0 mmol, 1.0
éq.} de 58 dens 15 ml de CHzClg. Lz solution incolare esi refroidie & l'aide d'un bain de glace,
puis 475 pl (3.4 mmal, 1.7 éq.) de NE1; sont ajoutés. Le mélange réactionnel trguble est alors
agité durant 20 min. 4 O°C sous N3, puis 385 ul (5.0 mmol, 2.5 ég.) de CICOOMe sont
ajoutés en une portion. Aprés 20 min d'agitation 4 0°C sous N3, addition de 48 mg (0.4 mmol,
0.2 €q.} de DMAP. L'avancement de la séaction est confinmée par CCM {liexane/AcOL1 1:1).
Aprés | heure dagitation 4 0°C e1 12 heures d'agitation a4 RT, le mélange réactionnel
légérement opaque est concentré 4 'aide de Pévaporateur rotafif. Le sésidu pateux est alors
dissout dans 160 ml d'AcOEt et cette phase organique jaune claire est lavée avec,
suceessivement, 50 mi d'sau désionisée, d'une soluticn 2N d'HCI, d'eau désionisée, dune
solution saturée de NaHCO3. d'cau désionisde et d'une solution saturée de NaCl. La phase
organique récopérée est séchde sur MgS0Oy anhydre, puis le sobvant est éliminé 4 Paide de
'évaporatenr ro1a1if. Aprés séchage 4 la pompe 4 huile, le produit brut de réaction est isolé
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sous Ja forme d'une masse compacte jaune, Purification par chromatographie-€clair sur gel de
silice (hexone/AcOES 5:1 - 2:1) et récupération de 430 mg (61 %) de 59 sous 1o forme d'un
sotide cristallin blanc.

Données analytiques de 59 ;

4 2 12
" 5 3 1 OCHg
13 7.0, 6 NH
‘E
12 10 &)
i

Ry : (hexime/AcQE! ; 1:1) : §.79 (UVys5y-visible).
F:107.0- 108.0°C.
IR (KBr} : 33135, 3064m, 3021m, 1750vs, 1692vs, 1548s, 1478m, 1466m, 1448m, 1385w,
1350m, 1322w, 1234m, 1123w, 1082w, 1033w, T4Im.
IH-NMR (400 Midz, CDCly): 2.77 (d, 3412, 13} resp, J(12', 13) = 7.6, 2H, HC(13),
HC(13Y); 7.63 - 7.58 (m, 2H, HC(103; HC(107); 7.41 (1, 3411, 12) resp. 411, 12) = 3412,
(3 resp. 3J(12', 13Y) = .5, 2H, HC(12); HC(IZY, 732 (¢, 34(10, 11) resp. 400, 1) »
3711, 123 resp. 1J(1V, 124 = 7.5, 2H, HC(11); HC(I 1Y), 5.35 (4. 3J(2, NH) = 8.1, 1H, NH).
4.42 - .38 (m, 3H, HC(2); HaC(7)); 4.24 (1,347, 8) = 7.0, 1H. HC(®)); 3.76 (s, 3H,
H3T(12)); 1.88 - 1,78 (m, 1H, HACO)); 170 - 1.62 (a, 11, HBC(3)); 1.39 - 131 (m, 2H,
HyC(4)); 0.95 (1, 3.4, 5) = 7.3, 3H, H3C(5)).
I3C-NMR (100 MHz, CDCI3) : 173.8 (C{1)); 156.5 (C(6)); 144.5 (4, = 15.3, C(%; ¥,
142.0 (C(14; 149); 128.3 (C12; 129 122.7 (C(LL: 119); 128.7 (C(10; 10Y); 120.6 (C(13:
139); 67.6 (C(7Y); 54.3 (C(2)); 52.9 (C{IDY); 47.8 (C(8)); 35.4 (C(A)): 19.2 (CLAN: 14.3 (C(5)).
MS (FAB) : 376 (20, [M + Na]*), 354 (21, {M + HJ*). 191 (21}, 179 {100}, 165 (53), 132
{69), 116{23), 89 (14), 72 (28).
CiH3aNO4 (353.42): cale, :C7137,  Hé6.56, N 3.96;

obs, :C71.13, H&EEI, N 384
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8.2.5.2. Synthése du [(9H-Auprén-2-yiimétboxycarbanyl|-(5-amine) pentangale de henzyle (60)

o)

o

o NH

T

o]

58

CzpHz NOy
339.39

CeHa
{CH,)NCH{OCH,CgHs)
reflux

fie

60
CarhzaNG,
429,51

Duns un ballon de 104 ml sous atmosphére inerte d'azote sont suspendus 340 me (1.0 mmol,
1.0 éq.) de 58 dans 60 m! de CgHg. Le méfange hétérogéne est agité durant 10 min a RT, puis
0.39 ml (1.5 mmol, 1.5 éq.) de (CH3):NCH(QCH2CsHs);z sont ajourés en une portion. Le
mélange réactionnel est alors chauffé 3 reflux durant 3 heures. Cette opération se traduit par la
dissolution du solide. L'avancement de la réaction est confirmée par CCM (hexane/AcOEn
1:1). Le solvant est éliminé & l'aide de I'évaporaleur rotalif et le résidu piteux dissout dans 200
ml d’'AcOEt. La phase organique jaune est alors lavée avee, suceessivement, 80 ml d’eau
désionisée, d'une solution 2N d'HCI, d'eau désionisée, d'une solution saturée de NaHCO3,
d'eau désionisée et dune solution saturée de NaCl, puis elle est séchée sur MgSO4 anhydre. Le
salvant est éliminé a 'aide de I'évaporaicur rotatif et, aprés séchage & la pompe a huile, le
produit brut de réaction est isolé sous la forte d'une péie jaune pile. Cette derniére est
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purifiée par chromatographie-éclair sur gel de silice (hexane/AcOEt 10:1 - 2:1), apération qui
permei d'isoler 350 mg (81 %) de 60 sous la forme d'un solide cristallin de couleur blanche.

Données analytiques de 60 ;
b 2
1 1*
4 2 9
5\‘/3\])1LO N
13 b 7.0, 6 NH
14
Y
12 » o
11

Ry (hexane/AcOEL : 2:1) : (.78 (UVyg4-visible).
F:104.0-106.0°C.
(R (KBr) : 3338s, 3038w, 2959w, 17325, 1692vs, 15375, 1470w, 1451w, 1323w, 1261w,
1185m, 1085w, 981w, 760w.
TH-NMR (400 MHz, CDCly) : 7.79 (d, 3J(12, 13)resp. 2J(12', 13"} = 7.5, 2H, HC(13);
HC(13Y): 7.63 (d, 2410, 113 resp. 3J(10', 11') = 2.3, 2H, HC(10); HC(10Y); 7.44 - 7.3( (m,
4H, HC(); HC(11); HCQ2); HC(12)); 7.37 (5, SH, HC(1*); HC(1%); HC(13); HC(15Y;
HC{16)), 5.42 (d, 32, NH) = 6.8, 1H, NH); 5.25 - 5.17 (sysiéme 4B, 2122, 120) = 20.5, 2H,
HaC(12); 4.51 - 4,42 (m, 3H, HC(2): HaC(T); 4.25 (. 247, 8) = 1.0, 1H, HC(8)); 1.92 - 1.82
(mr, 1H, HAC(3)): 1.74 « 1.64 (m. 11, $C(3)); 1.46 « 1.31 {m, 2H. HoC(4)); 0.95 ¢, 44, 5) =
2.3, 3H, H3C(5)).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 172.5 (C(})); 155.8 (C(6)); 143.7 (T(9; ) 141.2 (C(34;
14)); 135,3 (C(13)); 128.5 (C(i5; 1%)); 128.3 (C(19): 128.1 (C(19; 14); 127.6 (C(12; 12
1269 (CQ1; 1179); 125.0 (C(10; 100 119.9 (C{13; 137); 67.0 (C(12)); 66.5 (C{7)), 51.7
(C(2)); 47.1 (C(B)): 34.6 (C(3)); 18.4 (C(A)); 13.5 (C(5Y).
MS (FAB) : 452 (20, [M + NaJ*), 430 (21, [M + HJ*), 269 (10), 208 (18), 151 (33), 179
(100}, 165 (53), 154 (64), 136 (53), 107 (25), 91 (99), 77 (39).
C1yH33N0Q,4 (429.51) ; calc. :C75.50, H6.34, N 3.26;

obs. :C74.71, H6.6], N 3.26.
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8.2.6. Synthése de dérivés de I'acide |(9H-fluorén-%-ylyméthoxycarbonyl]-{4-amino)
butanofgue

8.1.6.1, Synthése du J(IH-Muorén-9-yiméshoxycarbanyt|-(4-amino) butanoale de méthyle (62)

OJ\NWH
H
]
6l
CICOOMe NE
CigH gNCy N
254 DMAP CH:Cl
X
OCH
o H/\/\lr K] ——
Q
62
CapHai1NOy
331939

Dans un ballott de 50 ml sous atmosphére inerte d'azote sont suspendus 976 mg (3.0 mmol,
1.9 &g.) de 61 dans 20 m] de CH2Cl;, Le mélange hétérogéne esi refroidi a I'aide d'un bain de
glace, puis (.84 ml (6.0 mmol, 2.0 éq.} de NE13 sont ajouiés, Le mélange réactionnel, devenu
homogéne, est agité durant 20 min. & O°C sous N3, puis 0.46 ml (6.0 mmol, 2.0 &q.) de
CICOOMe sonl ajoutés en une portion, Aprés 20 min d'agitalion 4 O°C sous N3, addition de
72 mg (0.6 mmol, 0.2 éq.) de DMAP. L'avancement de |a réaction est confirmée par CCM
Chexane/AcOEI |;1). Aprés 2 heures d'agitalion & 0°C et 10 heures d'agitation & RT, le mélange
réactionne] homogéne et jaune pile est concentré & Paide de I'évaporateur rotalif. Le résidu
phteax jaundtre est alors dissout dans 100 ml d'AcOEI et cette phase organique jaune est lavée
avec, successivernent, 50 m) Jeau désienisée, dune solation 2N J'HC), d'eau déslanisée, d'une
sclution saturée de NaldCO;, d'eau désionisée et d'une solulion saturée de NaCl. La phase
organique récupérée est séchée sur MgS0y anhydre, puis le solvant est éliminé 4 I'aide de
I'évaporatenr rotatif. Aprés séchage 4 la pompe & huile, e produit brut de réaction est isolé
sous la forme d'un solide compacl beige. Purification par chromatographie-éclair sur pel de
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silice (bexane/AcQEL 5:1 - 1:1) et récupération de 620 mg (61 %) de 62 sous 1a forme d'un
solide cristallin blanc.

Données analytiques de 62 :
%9 j)\ 12
8 7 a3 1 CH3
" Do sy
12 43 O

Ry : (hexane/AcOEL: F:1}: 0.66 (LiVg,-visible).
F:102.0-103.0°C.
TR {KBr) : 3335m, 3065w, 3019w, 2951w, 2885w, 1729s, 1688vs, 1544m, 1450m, 1324m,
1260m, 1) 72m, 1142m, 1023m, 759m, 74Im.
'H-NMR (400 MHz, CDCl3}: 7.74 (d, 311, 12) resp. (11", 127 = 7.5, 2H, HC(12);
HC(129); 7.58 (d, (9. 10) resp. A%, 10 = 2.5, 21, HC{9) HC(9)); 738 {1, JJ(10, L)
vesp. AALO, 1172 LKL, 12) resp. J(17", 12 = 7.4, 2H, HC(11), HC(117); 7.30 {1, 49, 1)
resp. A9, 10 = JJ(10, 1) resp. LU0, 107 = 7.4, 2H, HC(10); HC(10); 5.21 (sbr, TH,
NH); 4.40 (4, 3.6, 7) = 6.9, 2H, H2C(6)); 4.19 (1, 346, T) = 6.8, 14, HC(T); 3.64 (5, 3H,
H3C(12)) 3.20 - 3.22 (e, A3, )= 6.5, 34, NH) = 6.4, 2H, H2Ctd)); 234 (1, 32, 3) = 7.2,
2H, H3C2)); 4.87 - 1.79 (aanxr, 442, 3}= 7.0, 2H, H,C03).
I3C-NMR (100 MHz, CDCi3) : 173.3 (C(3)); £56.3 (C(5)): 143.8 (C(8: 8): 141.1 (C(13;
13, 1274 (C(11; 119% 1268 (C(I10;, 109); 124.8 (19, 9%: 119.7(C(12; 12): 66.3 (C(6));
51.4 {C1 D)) 47.0 (C(7); 40.1 (€(4)); 3.0 (C(2)); 24.9{C(3)).
MBS (DCI, NH3) : 357 (5, [M + WHg]*), 340 (65, (M + H]*), 214 (19), 179 {48), 165 (8), 103
(20, 86 (100}, 50 (23).
CagH2 Ny (339,39) : cale. L 70.78, H 6.24, N4.13;

obs. :C 7048,  HG3L, N 188
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8.2.6.1. Synthése du [{FH-Muorén-9-y)méthoxyearbonyl]-{4-amino) butanoate de benzyle (63)

61

CgHigNO,
32541

BnOH | DMAP
EOG | GHLCl,

Dans un ballon de 50 ml sous atmosphére inerte d'azote sont suspendus 325 mg (1.0 mmol,
1.0 éq.) de 61 dans 10 ml de CHzCl3. Le mélange hét€rogéne est agité durant 1¢ min. 4 RT
sous Ny, puis, successivement, t25 pl (1.2 mmot, 1.2 éq.) de BnOH, 288 mg (1.5 mmo}, 1.5
éq.) EDC et 12 mg (0.1 mmal. 0.1 éq.) de DMAP sont ajoutés en petites portions. La
suspension initiale se dissout progressivement dans le mélange réactionnel, L'avancement de la
réaction est confirmée par CCM (hexane/AcOEN 1:1), Aprés 6 heures d'agitation 4 RT, le
mélange 1éactionnel homogéne ei jaune pale est concentré a l'aide de Pévaporateur rotatif. Le
résidu piteux jaundire est alors dissout dans 100 ml d'AcOE! et cetle phase organique jaune
est lavée avec, successivement, 50 ml d'ean désionisée, d'une solution IN d'HCI, d'eau
désipnisée, d'une solution saturée de NaHCOz, d'cau désionisée et d’'une solution saturée de
NaCl. La phase organique récupérée est séchée sur MgSQ04 anhydre, puis le solvant est éliminé
4 l'aide de I'dvaporateur rotatif. Aprés séchage 4 la pompe 4 huile, isolement d'une péte
blanche. Purification par chromatographie-éclair sur gel de silice (hexane/AcOIt 5:1 - I:1)el
récupération de 140 mg (34 %) de 63 sous la forme d*up solide compact de couleur blanche.
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Données analytiques de 63 .

/3 j\ \/[:j16
B 3 1,032 5

" ?sosﬁM\"’ T
1

0

12 13

Ry : (hexane/AcOE! : 1:1}: Q.79 (UVy54-visible).
F:147.0-148.0°C.
IR (KBt) : 333%m, 3067w, 3027w, 1725vs, 16%6vs, 1548m, 1446m, 1319m, 1297w, 1267m,
1178m, ) 168m, 1138m, 1026m, 765m, 74 w.
TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 2.76 {d. 3411, 12) resp. /11", 12) = 7.5, 2H, HC(12):
HC(L2)); 7.58 (d, 349, 10) cesp. 349, 10" = 2.5, 2H, HC(9); HC(9)); 741 - 7.26 (m, 4,
HC(10), HC(10; HC(11); HC( 1Y) 2.35 (s, SH, HC(14), HC(14); HCOS); HC(15);
HC(18)); 5.12 (s, 2H, HaC(12)); 4.89 (sbr, 1H, NH), 4.40 (d, 346, 7} = 6.8, 21, HC(6));
4,20 (1, 3K6, ) = 6.7, \R, HC(7)); 3.24 (dxt, J4(3, 4) = 6.5, 244, NH) = 6.4, 2H, HoC(4)):
2,41 (1. 342, 3) = 7.1, 2H, HaC@)); 1,99 - 1.83 vy, 34(2, 1) = 6.9, 2H, H3C(3)).
13C-NMH {160 MHz, CDCl4) : 173.0 (C(1)); 156.4 (C(5)); 145.9 {(C(8; &) 141.3 (C(13;
137 135,8 (C(13)); 128.6 (C(15% 15y 128.3 (C(19): 128.2 (C(19; 149); 127.6 (C(1 15 7))
127.0 (CCL0; 109); 125.0 (C(9; 99 119.9 (C(12; 129); 66.5 (C(6)); 66.4 (C(1D); 47.2 (C(N)
40.3 (C(4)), 31.4 (C(2)), 25. 1 {CEN.
MS (DC), NH3) : 416 (3. [M + HJ"), 308 (3), 237 (9), 214 (20}, 178 (72), 165(22), 108 {14),
91 (26), 86 (100, 43 (22).
CagH2eNOy (415.49) ; cale. :C 756, HG.06, N 337

obs, :C74.80, HG61), N3a4
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§.2,7. Synihése de I'azlde [(3H-{lvworén-9-yyméthoxycarbonyl]-amino-acétylaming-
acéligue {65)

s
WNW’H\AOH
(4]

64

CyHsN20y
132,12

Fmoz-O5u
NaCOy

DloxanaM 0 1:t

0 c

o’JLH/T ﬁ\/u\ou

bs
CigH1eNz0s
354,36

Dans ur ballon de 250 ml sous aimosphére inerte d'azote sont dissous 2.64 g (20 mmol, 1.0
éq.) de 64 dans 60 ml d'eau bidistillée. 6.34 g (60 mmol, 3.0 éq.) de NaaCOx sont alors ajoutds
en une portion 4 la solution jaane et le mélange moussant est refroidi & 1'aide d'un bain de glace.
1013 g (30 mmol, 1.5 éq.) de Fmoe-OSu, panizllement dissous dans 60 ml de dioxane, sont
ajoviés en portions successives, Cette opération se iraduit par la formation d'une suspension
blanche. Le mélange hétérogéne est alors agité durant 1 heure & 9°C, puis durant 6 heures a RT
sous Na. L'avancement de la réaction est confirmeée par CCM (CHLCL/CH;0H/H,0 70:30:5).
Le mélange réactionnel brut est ensuite versé, sous forte agitation magnétique, dans 300 mi
&'H0, puis cette phase aqueuse jaune refroidie est acidifiée & pH=2 (contrble au papier pH}) 4
I'aide d'HCT cone. et le tout est placé durant 12 heures au réfrigératenr. Aprés ce taps de
temps, le précipité blanc laiteux est filtré sur Bichner puis dissout dans 200 ml d'AcOE1. Le
fitirat est extrail avec quatre partions successives d'AcOEI, puis les phases organiques réunies
sont lavées avee 3x200 ml d'eau désionisée. Séchage sur MgS04 anhydre puis concentration 2
l'aide de ['évaporateur rotatif permettent la récupération d'wn solide blane compact.
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Aprés dilution de ce dernier dans un peu de MeOH, suivie de l'adjonciion de quelgues goutles
d'AcOEt pour troubler 1a solution, le produit brul de réaction cristallize sous la forme d'étpiles
blanches. L'opéralion est répétée trois fois dans un mélange 9:1 MeOH/ACQEL et permet
d'isaler 6.32 g (B9 %5} de 65 sous formc cristalline et de couleur blanche.

Données analytiques de 65 :

1

o o
" 2 5 o)sl\u/aﬁ?’“\z)\ou
o

Ry : (CHyCL/CH3OH/HR0 : 70:30:5) : 0.38 (UVygq-visible).
F:173.0- 174.0°C.
IR (KBr) : 3332m, 3065w, 2945m, 1733m, 1697vs, 1669vs, 1658s, 1543s, 1449m, 1428m,
1278m, 1230m, 1164w, [049w, 998w, 752w.
TH-NMR (400 MHz, DMSQ-dg) : 8.14 (v, 42, NH) = 3.7, IH, NH-H2C(2)); 7.88 (d. FH(11,
12) resp. FJ(1N", 12 = 7.5, 2H, HC(12); HC(12); 7.72 {d, 7/(9, 10) resp, 34(9', 10 = 7.4,
TH, HCOY, HCEYY, 7.58 (1, 444, NH)Y = 6.1, 1H, NA-HC(4)); 741 (1. 4J(10, 11) resp,
3510, 1Y 3001, 12) resp, 3401, 12) = 7.2, 2H, HC(11Y; HC19); 2.33 (1, 3409, 10) resp.
8, 100 = IX10, 1) resp. 3107, 119 = 7.1, 2H, HC(10); HC(107)); 4.30 (4, 46, 7) = 6.8,
2H, HaC(6)); 4.23 (1, 346, 7) = 6.8, 1H, HC(?)); 3.79 (d, /(2. NH) = 5.8, 2H, H2C(2)); 3.68
{d, 344, NH) = 6.1, 2H, H,C(4)).
I3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : 171.3 (C(1}): 169.6 (C(3)); 156.6 (C(5)); 144.0 (C(8; 8%
F40.8 (C(13; 130); 127.8 (CO115 11%); 127.2 (C(10; 10, 125.4 (C(%; 99); 120.2 (C(12; 129
63,5 (C(6)); 46.8 (C(7); 43.4 (C(4)); 40.7 (CQY).
MS (DC1, NH3) : 355 (12, (M + HJY), 214 (9), 196 (13}, 178 (100}, 165 (25), 152 (8), 133
(M.
CioH jgMN+0s (354.36) : calc. :C6440, H3IZ, N7l

obs, :Coa43, HS517, N 7.61.
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828 Synthése du p-toluénesulfonate de |(benzylaxy)carbonyliméthyl-carbamoyi
d’ammonium {66)

o
N
N
HZN’\[( oH
)

64
CaHghz0n
13242

BnOH | CgHs
p-TsOH | rebux

p-TsO" ‘HaN/\c')I’ N\){T\O/\O

66
C1gHaeN20gS
394,44

Dans un ballon de 100 ml sous atmosphére inerte d'azotc sont suspendus 0.66 g (5 mmel, |
éq.) de 64 dans 40 ml de CgHp. Le mélange hétérogene est agité durant 14 min & RT, puis,
successivement, 10 ml {95 mmol, 19 éq.) de BnOH et 0.95 g (5 mmol, 1 éq.) d'acide p-
toluénesulfonique (p-TsOH) sont ajoutés en une portion. Le mélange réactionnel ¢st alors
chauffé A reflux durant 60 heures. L'eau formée durani la réaction est piégée par distiliation
azéoiropique et le solide en suspension S'est totalement dissout. L'avancement de Ja réaction
est confirmée par CCM (CHzClo/CH30OH/H2O 70:30:5). Le solvant est éliminé & I'aide de
I'évaporateur rowatif et, aprés séchage 4 la pampe 4 huile, e résidu huileux jaune est suspendu
dans 50 ml d'éther. Cetle cpération se traduit par la peécipitation en aiguilles d'an solide
cristaltin blanc. Aprés trois précipitalions successives, 1,89 g (96 %) de 66 sont isclés sous la
forme d'siguilles blenches.
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Données analytiques de 66 :

SOy o
5 H 4t
6 F RS G
, ‘Ham( 40742
g e 4®
a?

Ri: {CHaCl3/CH3OH/H20 @ 70:30:5) : 0.72 (coloration joundtre par {raitemem avee la
ninhydrine),
F:1550-157.0°C.
1R {(KBr) : 3292m, 3162m, 3063m, 2972m, 17655, 1698s, 1573m, 1518m, 1498m, 13%im,
1280m, 1218vs, 1199vs, 1166vs, 1125s, 1037m, 1010m, 969m, 810m, 732m.
TH-NMR {400 MHz, DMSOQ-d¢) : 8.81 {4, (3, NH) = 5.9, 1H, NH); 8.00 (sbr, 1H, NH3*);
7.48 (d, 3J(6, 7) resp. 346", 7') = 8.0, 2H, HC(6); HC(6Y); 7.38 (5, 5H, HC(44); HC(4%;
HC(4%); HC@%Y), HC(49); 7.12 (4, 346, 7) resp. SKG', 7Y = 7.9, 2H, HC(); HC()): 5.15 (s,
2H, HaC(42)); 4.03 (d, 3J(3, NH) = 5.9, 2H, HaC(3))y; 3.63 (s, 2H, HC(1)) 2.29 (s, 3H,
HyC(82)).
L3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : 169.5 (C(A)); 166.8 (C(23); 145.7 (C(5)); 137.8 (Cahk
1359 (C(8)); 128.6 (C(45; 457Y), 128.3 (C(46)); 128.2 (C(4%; 44)): 128.1 (C(2; 7)); 125.6 (C(6;
67); 66.1 (C(42)); 40.8 (C(3)): 40.2 (C(1}}; 20.9 (C(8%).
MS {DCl, NH3) : 240 (10, [M + NHq4]*), 223 {100, {M + H]*), 205 {6}, 190 (5), 166 (8), 131
(73 108 (10), 91 (27),
C1gH23N2068 (394.49) ; calc. :C 548y, 562, NG

obs. :C5476, HA538, N 6.98.
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8.3.  Synthéses de dérivés peptidiques

8.11, Synthéses de dipeptides contenant I'acide 5-aminolévulinique

Les conditions expérimentales appliquées dans le Mode opératoire - Type Il ont éié déduiles
d'une étude de réactivité résumée dans Je Tableau No.3 (voir point 5.2.2.).

Remarque : La substitntion de NMM par NE13 en tant que base s'explique uniquement par
un probléme de livraison chez le foumissewr.

8311, Mode apérataire - Type 11

Ay 0
OH OR
H3HN)ﬁr + (u\/\“/ 2
Q NH3CI o
70-77 41 qou 44
DG HOBt
Basa | DMF

BT 20h - 120h

80 - 88
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Composé Ry Rz Rj3 Base Durée  PM [g/mol]
80 Me Me Fmoe NMM 50h 438.48
31 Bn Me Fmoc NMM 30h 514.58
81 (CHy)aNHBoc Me Fmoe NM M 0L 595.69
83 CH;COO'Bu Me Fmoe NMM 50h 538.60
R4 CH,COO'Bu Bn Fmoe NMM 100k 614.69
85 Me Me Boc NEt3 120h 316.33
86 Bn Me Boc NEn 40 h 39245
87 {CH7)4NHBoc Me Boc NEI3 j0h 473.56
88 CH,COO'Bu Me Boc NE13 20h 416.47

Dans un ballon de 25 ml préalablement séché ¢f placé sons aimosphére inerte d'azoic, sont
déposés 2.0 dquivalents de l'acide aminé N-protégé 70 - 77, Le solide est séché sous vide, puis
dissout dans 10 ml de OMF distillé sous atmesphére inerte d'azote. Aprés 10 minutes
d'ngitation & RT, 1.1 équivalents d'HOBt (1-hydroxybenzotiazole) e1 1.1 équivalents de DIC
(N, Ndiisopropylcarbodiimide) sont suecessivement ajoutés en une portion 2 la solution, Le
mélange réactionnel, qui se trouble progressivement, 51 alors agilé & RT duram 45 & 50
minutes. Parallélement, 1.0 équivalent de 41 (44) est placé dans un bailon de 10 m]
préalablemen! séché et placé sous atmosphére inerte d'azole, oit il est lout dabord séché sous
vide, puis dissout dans 3 mi de DMF distillé.

Apris ce déial, le mélange héiérogéne préactivé! est njouté, en plusicurs portions, 4 1a salution
de 41 {(4d4) dans le DMF. La solution trouble résultante est alors agitée 4 RT durant 10
minutes, puis !0 équivalent de base est ajouté en une portion, Ceule action se tragduit par fa
coloration en jaune-orange du mélange réactionnel, qui est ensuile agté & RT pour une durée de
20 heures 4 120 heures selon I'acide aminé N-protégé 70 « 77 engegé.

Le comrbie de I'avancement de la réaction se fait par CCM {(AcOE1). Une fois la totalité du
réactif 41 (44) disparu sur CCM, le solvam est éliminé 4 I'aide du four & boules et le résidu
péteux dissout dans 200 ml d'un mélange 1:1 H0/AcOEt, Phase organigue el phase aqueuse
sont sépartes et cetle demnidre est extraite avec (rois portions successives de 50 ml d'AcOEL,

YL es conditions réattionnelles, ainsi que la sioechioméirie considécée sant en Tail adaptées de la synthése sur

phase solide & la symhése en solulian
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Les phases organiques réunies sont alors lavées avee, successivement, 00 ml d'cau désionisée,
d'une splution IN dacide citrique, d'eay déslonisée, d'une solution satmée de NeHCO;, d'ean
désionisée et d'une solution saturée de NaCl, La phase organigue lavée ¢t neutralisée st séchée
sur MgS0, anhydre, puis le solvant est éliminé 4 Faide de '4vaporateur rotatif. Aprés séchage
& la pompe & buile, le produit brut de réaction est isolé sous la forme d'un solide amorphe de
couleur jaune-orange.

Une ou deux étapes de putification par chromatographie-€ctair sur gel de silice (melanges
hexane/AcOEt de polarité croissante) sont, selon le cas, nécessaires pour la récupération du
dérivé peptidique 80 - 88 correspondant sous sa forme cristalline,

83.62  Symhese de Fmac-[Ala-{ALA}[-OMe (R0}

La synthése de 80 est effectuée selon le Mode opératoire - Type I[. Préactivation de 1868 mg
(2.0 4q.)de 70, de 446 g (1.1 éq.) d'HOBt et de 511 pt (1.1 éq.} de DIC dans 10 mi de DME

durant 45 minutes. Paratlélement, dissalution de 545 mg (3 mme), 1.0 éq) de 41 dans 5 mi de
DMF. Mélange des deux solutions et addition de 330 i (1.0 éq.) de NMM en une portion,
Agitation & RT sous N7 durant 5¢ heures. Concentration, extraction el séchage du produit brut
de éaction. Aprés deux étapes de purification par chromatographie-éclair (hexane/AcOEt 3:1 -
1:10), récupération d'un solide blanc compact.

Rendement ; 855 mg (52 %).

Données analyligues de 80

22

Ha
14 9
& N\S/k/\'rOCHg
8 18 n

Ry : (ACOE() : 0.49 (UVgy-visible).
F:148.0 - 149.0°C,
[a]) - 7.0° (A = 589 nm, ¢ = 0.022, CHzCla); - 30.7° (& = 365 nm, € = 0.022, CHyCly).

RP-HPLC (10 - 90 % ACN en 30 min.; Cg) : tp = 22.2 min., pureté > 91 %,
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IR {KBr) : 33015, 3065m, 2975m. 1738s, 1723m, 1683m, 1645vs, 1537s, 1431m, 1356m,
1260m, 1222m, | [76m, 1113m, 1046m, 742m,
IH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.75 (d, 3414, 15) resp. JJ(14', 18] = 7.5, 2H, HC(13):
HC(35%); 7.58 (d, 2412, 13)resp. JJ(12', 13 = 6.9, 2H, HC(12); HC(12); 7.39 (. 213, 14)
resp. JI(LY, 14') = 3J(14, 15) resp, J(14 15') = 7.3, ZH., HC(14), HC(147); 7.30 (r. 312,
13y resp. 12, 137 = 3413, 14) resp. J(13", 14 = 7.4, 2H, HC(13):; HC13)); 6.74 (sbr,
IH, NH-RC(T)); 5.41 (sbr, 1H, NH-HaC(5)); 441 (d, 249, 10) = 6.2, 2H, HaC(9)); 4.31 (4.
U7, ) = 6.8, 1H, HC(7)); 4.23 - 4.19 (m, 3H, HaC(5); HE(10)); 3.66 (s, 3H, H3C(12)); 2.74
= 2.7 (m. AA' d'un AA'BDY, 2H. H,C(3)); 2.66 - 2.62 (m, BB' d'un AA'BB', 2H, H,C(2));
1.40 {d, 37,72y = 6.6, 3H, H3C(7]).
13C-NMR (100 Midz, CDCL3) : 203.4 (C(a)); 728 (C(1)); 172.3 (C(6); 155.9 (C(8)): 143.8
- 143.7 (25, C(1 15 TP 141.3 - 141.2 (2xs, C16; 169)1; 127.7 (CO 4 149): 127.0(C(13;
13): 125.0 (C(12;12)); 119.9 (C(15;15)); 67.0 (C(M): 51.9 (CO12)); 50.4 (C(7)): 49.1
(C(3)); 47.1 (C(10)); 34.5 (T3 27.5 (C(2)): 187 (C72).
MS (DCI1, NH3): 439 (8, [M + HJ*), 217 (10), 195 (6), 180 (7), 179 {36), 178 (100}, 165 (8),
43 (16}
C24H26N20; (438.48) : calc. :C65.74, HS598, N 6.39;

obs? :C6543, HS595, N6.27,

4112, Synthésc de Fmoc. | Phe-(ALA)|-OMe (1)

La synthése de 81 geffectne selon le Mode opératoire - Type 1. Préactivation de 2324 mg
(2.0 éq.y de 71, de 446 mg (1.1 éq.) d'HODB: et de 511 pl (1.1 éq.} de DIC dans 10 ml de DMF
durani 50 minutes. Parallélement, dissolwion de 545 mg (3 nonol, 1.0 éq) de 41 dans 5 mi de
DMF, Mélange des deux solulions et addition de 330 pl (1.0 éq.) de NMM en une portion,
Agitation 2 RT sous Na durant 50 heures, Conceniration, exiraction ¢l séchage du produit brul
de véaction, Aprés une étape de purificalion par chtomatogrnphie-éclair (hexane/AcOEL 3:1 -
1:8}, récupération d'un solide blanc compacl.

'Le dédoublement du signal 1*C-RMM pour les ntomnes de carbone quaternaires s'explique par ia proximilé du
cenlre chirat en C{10), Ce phénoméne £91 reneoniré dans tn plupan des détivés comporniant le grospe Fmoe.

les anplyses CHN des différents dérivés pepridiques sont génirnlement foussées par la présence de traces
imperlantes deau difficiles & éliminer lors du séchage a 'aide de o pompe & huile
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Rendement : 1308 mp (85 %),

Données analytiques dc 81

i
PN
3
13 12 o ?27 o :
14 1
3 DJI\N 8 H\s/lkg/\irocm
15 B
18 10 H 7 4 2
0 0

R : (AcOEt) : 0.54 {(UV44-visible).

F:136.0-138.0°C,

[0{]: 1- 6.6 (h = 589 nm, ¢ = 0.026, CH;Cly); - 29.9° (M. = 363 nm, ¢ = 0,026, CHCl3).
RP-HPLC (10- 90 % ACN en 30 min.; Cg) : tg = 25.5 min., pureté > 96 %.

IR (KBr) : 33225, 3062w, 301%w, 2970w, 2934w, 2906w, 1725vs, 1692vs, 1653vs, 1619m,
15375, {464im, 145tm, 1266m, 1220m, 1169m, 1037m, 737m.

IH-NMR (400 Midz, CDCl3) : 7.74 (d, 3J(14, 15) resp, 3J(14', 157 = 7.5, 2H, HC{15);
HCCLSY); 2.50 (1, 3K12, 13} resp. FX12', 137 = 8.1, 2H, HC(12); HC(12)); 7.38 (¢, W13, 14)
resp. RA13, 14 = 314, 15) resp. JX14°, 15" = 7.5, 2H, HC(14); HC14')); 7.28 {¢, 3412,
13) resp. 30012, 130 = 3013, 14) resp. JJ(13, 14) = 7,3, 2H, HC(13), HC(13), 7.25 - 7.17
{m. 5H, HC(74); HC(7')y;, HC(7%); HC(7%); HC(76)); 6.81 (sbr, 1H, NH-HaC(5)); 5.60 (shr,
1H, NH-HC(7)); 4.55 - 4.53 (g, 37, NH) = 5.8, 1H, HC()); 4.38 (1. 249, 9b) = 9.8, 3)(9,
10) = 7.4, 2H, HyC(9)); 4.28 (1. 2J(39, 5D) = 9.9, 345, NH) = 6.4, 2H, H,C(5)); 4.17 - 4.12
(m. IH, HCO10)); 3.63 (s, 3H, H3C(12)); 3.09 (4, 2723, 72by = 9.8, 347, 72) = 6.2, 2H,
H,C(72)); 2.66 - 2.63 (ur. AA" d'un AA'BB, 2H, HyC(3)); 2.61 - 2.57 {m, BD' d'un AA'BB,
ZH, HaC(2)).

Signaux supplémentaires caractéristiques du solvant AcOEt {raisons de la mauvaise qualité de
lanalyse élémentaize ci-dessous) @ 4.12 (g, 23, 4) = 7.0, 2H, CHCH3) 2.05 {5, 3H,
CHCO); 1.26{¢, 43, 4) = 7.0, 3H, CHaCH3).
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I3C.NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.3 (C{)); 172.7 (C(1)); 171.1 (C(6)); 155.9 (C(B)); 143.7
- 1436 (2xs, COLL; 1) 1402 (C(16; 16Y), 136.3 (C(73)), 129.2 (C(75; 75)), 128.6 (C(79;
7)), 127.6 (C{14; 14)); 127.0 (C(79); 127.0 (C(13; 13)); 125.0 (C(12; 129); 119.9 (C(15,
£S")); 67.0 (C(9)); 55.9 (C(72); 51.8 (C(12)}; 49.0 (C(S)); 47.0 (C(10)): 38.4 (C(7)}; 34.3
(C(3)); 27.4 (CE2N.
MS (DCI, NH3) : $15 (7, [M + H]*), 180 (7), 179 (50), 178 (100), 176 (9), 165 (6), 152 (5),
63 (4), 45 (11). 40 (5).
CapH30N20g (514.58) : cale. 107002, MH588, N 5.44;

obs. :C68.66, HEI4, N 5.70.

83,14, Synshise de Frioc-|Lys(Boc)(ALA)-OMe (32)

L.a synthese de 82 est effectuée selon le Mode opérateire - Type 11. Préactivation de 2811 mg
(2.0 ¢q.) de 72, de 446 myg (1.1 éq.) PHOB1 et de 511 pl (1.1 £g.) de DIC dans 10 m]l de DMF

durant 50 minuies. Parallélement, dissaluiion de 545 mg (3 mmel, 1.0 ég) de 41 dans 3 ml de
DMF, Mélange des deux solutions et addition de 330 ] (1.0 £q.) de NMM en une portion.
Agitation & RT sous N3 durant 50 heures, Concentration, extraction et séchage du produit brut
de rdaction, Aprés une étape de purification par chronyaographie-éclair (hexane/AcQFEt 3:1 -
1,9), récupération d'un solide blanc compact.

Rendement ; 1552 mg (87 %)

Données analytiques de 82 :

B, o
14 w9 JL
15 0 (o)}
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Rg: (AcOEL) : 0.44 (UVy5y-visible).
F:97.0-93.0°C.
{0.']: : - 6.8° (L = 589 nm, ¢ = 0.030, CH2Cly); - 27.8° (A = 365 nm, ¢ = 0.030, CH>Cl3).

RP-HPLC (10 - 90 % ACN en 30 min.; Cg) : tg = 25.5 min., pureté > 91 %.
IR (KBr) : 3329, 3065w, 2936m, 2864w, 1726vs, 1687vs, 1646vs, 1530vs, 1450m. 1393m,
1366m, 12515, 1209m, L171s, 1088m, 758m, 740m.
tH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.74 (4, 3J(14. 15) resp. 3J(14', 15') = 7.5, 2H, HC(15):
HC(15Y); 7.58 (a. JA12, 13) resp. 712", 13) = 6.9, 2H, HC(12), HC(12%): 7.38 (1, 4413, 14)
resp, SA(13, 14°) = 34014, 15) resp. 3/(14), 15" = 7.4, 2H, HC(14); HC(149); 7.29 (r, 312,
13) resp. JH12', 13 = 34013, 14) resp. 3J(13, 14') = 7.4, 2H, HC(13), HC(13")); 6.84 (sbr,
TH, NH-H3C(5)); 5.61 (sbr, 1H, NH-HC(7)); 4.67 (sbr, LH, NH-H;C(7%)); 4.38 (sbr, 2H,
H,C(9)); 4.22 - 4.16 (m, 4H, HzCL5), HC(T); HC(I0)): 3.64 (s, 3H, H3C(12)); 3.09 (sér., 2H.
HaC(79), 2.73 - 2.70 (m, AA' dun AA'BB, 2H, HyC(3)): 2.65 - 2.6] (m, BB' d'un AA'BP,
2H, H,C(2)); 1.88 - 1.85 (m, 1H. HC(724)); 1.68 - 1.66 {m, IH, HC(T2b)); 1.42 (s, 9N,
H3C(7%3); H3C(78b); HaC(730)); 1.47 - 1.36 (m, 4H, HyC(7Y); HRC(79).
Stgnaux supplémentaires caractéristiques du solvant AcOEt : 4.12 (g, 343, 4) = 7.G, 2H,
CHCH3): 2.05 (s, 3H, CH3CQY: 126 (1, 313, 4) = 7.0, 311, CH2CH3).
13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.5 (C(4}); 172.8 (C(1)); 171.9 (C(6)); 156.2 {C(75) ou
C(8)); 156.2 (C(8) ou C(76)); 143.8 - 143.7 (2xs, C(11; 117)); 141.2 (C(16; 16)); 122.7 (CL14;
B4 E27.1 (CQ135 139 125,10 (CUE2; 129); 1199 (C1S; 150); 79.1 (G779 67.0 (C(9)); 54.7
(CLDx 51.2 (CODY); 49.0 (C5)) 47.1 (C(10)); 39.8 (C(7%)); 34.5 (C(3)): 32.0 (C(72)); 29.6
(C(7); 28.4 (C(780); C(78b); C(78C)); 27.5 (C(2)); 22.4 (C(73)).
MS (BE 70 eV): 596 (1, [M + H]Y), 533 (2). 356 (4}, 318 (3), 300 {3}, 256 (3). 2535 (6, 197
{4}, 196 (21), 181 (4), 179 (42), 178 (100), 177 {14), 176 (22), 166 (10}, 165 {18}, 163 (3),
152 (16), 151 (73, 150 (7), 139 (4).
C3aH 4 N30g (595.69) : calc. :C6452, H694, N 7.05:

obs. :Ce400, HZO8, N6.83.
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8.3.1.5. Synihése de Fmoc-Asp(Q'Bu)(ALA)|-OMe ()

La synthése de B3 s'effectuc sclon le Mode opératoire - Type |1, Préactivation de 246% mg
{2.0 éq.) de 73, de 446 mg (1.1 éq.) dHOBt et de 511 gl (1.1 éq.) de DIC dans 10 ml de DMF
durant 45 minutes. ParallZlement, dissotution de 545 mg (3 mmol, 1.0 éq) de 4F dans 5 ml de
DME, Mélange des deux sotutions gt addition de 330 pl (1.0 éq.) de MMM cn ung portion.
Agitation 4 RT sous N2 durant 50 heures. Concentration, extraction ¢t séchage du produit brut
de réaction. Aprés une élape de purification par chromatographie-éclair (hexane/AcQOEL 5:1 -
1:4), vécupération d'un solide blane compact,

Rendement : 1473 mg (9] %),

Données analytiques de 83 :

?58
e
QST
13 7
14 o8 H {2
o N 6 5 3 1 OCHg

15 o e N7 a2

o (o]

Rr: (AcQEt): 0.58 {UVass-visible).

F:650-67.0°C.

[a]) : 10.9° (A = 589 nm, € = 0.026, CHCh); 28.1° (A = 365 nm, ¢ = 0.026, CHCly).
RP-HPLC (10 - 90 % ACN en 30 min.; Cg) 5 (g = 25.8 min.. pureté > 94 %.

IR [KBr) : 3341m, 3067w, 3041w, 2969m, 2937w, 1733vs, 16705, 1618m, 1573m, 1524s,
1450m, 1367m, 12495, 11668, 1047m, 741m.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)}: 7.75 (d, 314, 15) resp. $4(14", 15") = 1.5, 2H, HC(15);
HC(159); 7.58 {d, JJ(12, 13) tesp. J12', 13 = 7.4, 2H, HC(12); HC(12)); 7.38 @1, 313, 14)
resp. FJ(13, 147 = 314, 15) resp. 3/(14', 15) = 7.4, 2H, HC(14};, HC(14); 7.30 (r, LK1 2,
13) resp. FX12', 13) = 3K13, 14) resp. (13, (4) = 7.5, 2H, HC{13); HC(13%): 7.47 (5br,
{H, NH-HRC(5); 6.04 (d, 4J(7, NH) = B.5, 1H, NH-HC(?); 4.60 - 4.58 (m, 1t), HC(7)); 4.46
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- 4,36 (m, 2H, H,C(9)); 4.22 (¢, 349, 10) = 7.0, IH, HC(10)); 4.16 (d, 345, NH} = 4.7, 2H,
H2C(5)); 3.64 (s, 3H, HaC(12)): 2.93 - 2.86 (dnd, 347, 72) = 4.5, 1H, HC(728)); 2.73 - 2.69
(o1, AA" d'un AA'BB’, 2H, HyC(3)); 2.69 - 2.66 (dxd. 3X(7, 72) = 2, 1H, HC(72b)); 2.64 - 2.60
(1. BB' d'un AA'BB', 21, HyC(2)): 1.43 (5, 9H, H3C(752); H3C(75b); HaC(75¢)).
Signaux supplémentaires caractéristiques du solvant AcOEt : 4.12 (g, 243, 4) = 7.0. 2H,
CH,;CHa); 2.05 (s, 3H, CH;CO): 1.26 (. 3J(3. 4) = 7.0, 3H, CHCH;).
13C.-NMR (100 MYz, CDCI3) : 203.2 (C(4)); 172.8 (C(1)): 1711 (C(G)); 170.5 - [70.7 (2xs5.
C(73%3; 156.1 (C(8)), 143.7 - 143.6 (2xs, C(11: 11 1413 (C(16; 167); 127.7 (C(14; 14'));
127.1 - 127.0 (2xs, C(13;137)); 125.) - 125.0 (2xs, C(12;12): 120.0 (C(25; 157); 81.8
{C749); 67.2{C(BY; $1.9(CO2)); 51.1 (CL7)); 49.2 (CLS)); 47.0 (CLI0YY, 37.3 (C(72)); 34.4
(C(3); 28.0 (C(T38Y, C(75bY, C(T5N): 27.5 (C(2)).
MS (DCI, NH3} : 540 (73, 539 (11, {M + H]*). 484 (7), 483 {23}, 181 (15), 180 (15), 179
{36), 178 (100), 176 {7), 145 (L 1), 58 (14), 57 (10), 45 (82), 44 (10), 43 (9), 42 (13), 40 (13).
Caoll34N,05 (538.60) : cale. :C 6467, H6.I6, N §.20;

obs. :C62.27,  HE.93, N 6.45.

8.3.1.6, Syniliése de Fmoc-| Asp(O'Bu)}{ALAY-OBn (§4)

La synthése de 84 s'effectue selon le Mode opératoire - Type 11. Préactivation de 1646 mg
(2.0 éq.) de 73, de 297 mg (1.1 éq.) d'HOBt et de 341 pi (1.t éq.) de DIC dans 10 mi de DMF
durant 43 minutes. Parallélement, dissolution de 515 mg (2 mmol, [.0 ¢g) de 4 dans 5 ml de
DMF. Mélange des deux solutions et addition de 220 p1 (1.0 éq.) de NMM en une portion.
Agpitation & RT sous N2 durant 100 heures. Concentration, extraction et séchage dw produit
brut de réaction. Aprés deux érapes de purification par chromatographic-éclair (hexane/AcOE!
4:1 = 1:10), récupération d'un solide blanc mousseux.

Rendement : 553 mg (53 %),
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Données analytiques de 84 :

7oA

e
o A T*

13 v N
12 o * 0 o 1 ®
14
n 2 O)I\ & HQ)Q/\;(O 12rs
] 7 4 2 1
15 16 10 m 3 !

Ry : (AcOEL) 1 0.62 (UV;g4-visible).

F:138.0-140.0°C.

IR (KBr) : 3328m, 3291m, 3243m, 1752s, 1704s, 1685vs, 1651vs, 15555, 1450m, 1415m,
1389m, 1355m, 1259m, 1187s, {115m, 1080m, 1040m, 699m.

TH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.76 (d, 3J(14. 15) resp. JJ(14, 157 = 7.5, 2, HO(15);
HC(157); 7.60 {d, 30012, 13) resp. 34(12", 13) = 7.6, 2H, HC(12); HC(12); 7.40 - 7.29 (m,
9H, HC(13); HC(13Y;, HC(14); HC(14"), HC(4), HC(14); HC(13); HO(13); HC(18)): 7.12
(sbr, 1H, NA-HaC(5)); 5.97 (d, 347, NH) = 8.3, 1H, NH-HC(7)); 5.10 {5, ZH, H2C(12)); 4.58
{shr, tH, HC{T)); 4.4% - 4.38 (m, 2H, H,C(9)); 4.24 (1, 149, 10) = 7.0, 1H, HC{MN)); 4.16 (4,
JAS, NH) = 4.8, 2H, HzC(5)); 2.96 - 2.90 (ded, 17, 72 = 43, 1H, HC(728)), 2.74 - 2.67 (.
AABR', 4H, H,C(2); HC(3); 2.67 - 2.60 {dxd, 3J(7, 72)= 6.2, |H, HC(72b)); 1.45 (5, 9H,
H3C(738); HaC(75b); H3C(75)).

Signaux supplémentaires caraciéristiques du solvani AcDEL : 4.12 {g, J4(3, 4) = 7.0, 2H,
CHCH3) 2.05 (5, 3H, CH3CO); .26 (1, 143, 4) = 7.0, 3H, CH2CHjy).

I3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.0 (C(4)); 172.1 (C()) 171.0 (C6)) 1706 (C(73));
156.0 {C(B)); 143.7 - 143.6 (2xs, C(11; 119): 141.3 (C(16: 167); 135.6 (C1M); 128.6 (C(15;
1) 128.3 (C(15)): 128.2 (€14 1)) 127.7 (C(14; 149); 127.1 - 127.0 (2%s. C(13; 130
125.1 - 125.0 {2x5, C(12; 129); 120.0 {(C(15: 159); 81.9 (C{74)); 67.3 (C(9)); 66.6 (C(12));
S1.1(C(TY; 49.2 (C(5)): 47.1 (C(LOYY; 37.3 (C72)); 34.4 (CLI)): 28.0 (C{T5m); C{75LY, C(PP o)
27.8 (C(2)).
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MS (DCI, NHy) : 634 (20), 633 (53, [M + NHg]*), 632 (38), 617 (31), 616 (85, [M + HI*),
615 (70), 577 (47), 576 (36), 561 (30), 560 (100), 559 (87). 198 (33), 181 (65}, 180 (37), 179
{32), 178 (77), 86 (22), 84 (21).
C3sH3gN20g (614.69) : cale, C6839, H623, N 4.56;

obs. :C6689, H6.64, N 4,15,

8317, Syvithése de Boc-[Ala-[ALA))-OMe {8S)

La synthése de 85 est effectuée selon le Mode opératoire - Type 11. Préactivation de 1135 mg
(2.0 éq.) de 74, de 446 mg (1.1 éq.} d'HOBt e1 de 511 ul (1.1 ég.) de DIC dans 10 ml] de DMF

durant 50 minutes. Paratielement, dissolution de 545 mg (3 mmol, 1.0 éq} de 41 dans 5 ml de
DMF. Mélange des deux solutions et addition de 418 pl (1.0 ¢q.) de NEt3 en une portion.
Agitation 4 RT sous N2 durant 120 heures. Concentration, extraction et séchage du produit
brut de réaction. Aprés deux étapes de purification par chromatographie-éclair (CH3Cl; -
CHaCly/MeQH 1:3). récupération d'une pite incolore,

Rendement : 302 mg (53 %).

Données analytiques de 85 ;

‘““>LD L H\)’\/l]/oc

Re : {CHCl/CH10OH/HL0 ; 70:30:3) : 0.7I {coloralion brunaire par traitenient aveec KhMnQy).
[]}) :- 15.6° (A = 589 am, € = 0.016, CH;Cly); - 59.3° (4 = 365 nm, c = 0.016. CHCh).

IR (KBr) : 3336w, 297%m, 2935w, 1723vs, 16645, 1517m, 1457m, 1441m, 1394m, 1367s,
1250m. 1213m, 1169s, 1054w.

A noter la présence d'un signal supplémentaire non-expliqué : 2494w.

[H-NMR (400 MHez, CDCly) : 7.07 {sbr, 1H, NH-H2C(5)); 5.30 (shr, 11, NH-HC(T)); 4.19
- 4.16 (m, YH, HC(D): 411 (d, 345, NH) = 5.0, 2H, H0(5)); 3.60 (5, 3H, H3C(12)); 271 -
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2.67 (m. AA’ dun AABB', 2H, HyC(3)); 2.59 - 2.55 (m, BB' dun AA'REY, 2H, H,C(2)); 1.3
(s, 9H, HyC(10%); H3C(10%); H3C(105)); 1.30 {d, 347, 72) = 7.1, 3H, H3C(72)).
I3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.8 (C(4)); 173.0 (C(1)); 172.7 (C(6)); 155.3 (C(8)); 80
(C(O)): 5L.7 (C(12)); 49.9 (C(T)); 48.9 (C(5)); 34.3 (C3N); 28.1 (C(10%); C(10b); C(109)); 27.4
(C); (8.4 (C(72)).
MS (E1, 70 V) : 317 (26, [M + H]*). 261 (53). 217 (16), 145 (31), 144 (100), 140 (26), 115
(63), 38 (80), 87 (20), 70 {20).
HR-MS (ESI) : calc. pour {C14H24N205 + Na]* : 330.1526; obs, 339.1525.
CraH24N206 (316.35) : calc. (05315, H765,  N8.8é;

obs. :C5317, H791.  N&gs.

8318, Synthése de BocJPhe{ALA)-OMe (86)

La synthise de 86 s'effectue selon le Mode opémtoire - Type Ji. Préactivation de 2653 mg
{2.0 ¢q.} de 75, de 744 mg (1.1 éq.) d'1HOB1 et de 852 pl (1.1 éq.) de DIC dans [0 ml de DMF

duranl 30 mioutes. Parallélement, dissolution de 908 mg (5 mmol, 1.0 éq) de 41 daps 5 mi de
DMF, Mélange des deux solutions et addition de 697 p! (1.0 &q.) de NEi3 en une portion.

Agitation 4 RT scus N3 durant 40 heures. Concentration, extroction el séchage du produit brut
de réaction, Aprés deux élapes de purification pat chromalographie-éclair (hexone/AcOEL 2:1 -
1:3). récupération d'un solide eristallin sous la forme d'aiguilles blanches,

Rendement : 825 mg (42 %).

Données analyliques de 86 :

75
7 7

Q¢

?3
Q Q
10° 12
Fl OCH,
10‘90);\”?6 54321 o
o] (4]

Rr: (AcOE1) : 0.51 {coloration brundtre par traitement avec KMnOy).
UVIVIS [MQOH) H lmax =258 un, lOg(E}= 2.32.
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[a]: 1= 2.0° (A =589 nm, ¢ = 0,019, CHyCly); - 4.5° (A = 365 nm, ¢ = 0.019, CH3Cla).
F : 83.0 - 85.0°C.
IR (KBr) : 3336m, 296%w, 1741m, 1722m, 1694m, 165]vs, 1525m, 1444w, 1390w, 1366m,
1249w, 1206m, 1172m.
TH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.30 « 7.17 (m, SH, HC(24); HC(7Y); HC(7S);, HCO™);
HC(79)); 6.65 (sbr, 10, NH-H2C(5)); 5.00 (sbr, IH, NH-HC(T)); 4.4 (sbr, 1H, HT(T), 4.20
- 4.04 (m, 2H, H;C(5)% 3.66 (s, 3H, R3C(12)); 3.13 - 2.99 (m, 2H, HC(72)); 2.70 - 2.66 (o,
AA" dun AN'BB, 2, HyC(3)); 2.64 - 2,59 (m, BB' d'un AA'BR, 2H, H,C(2}); 1.38 (s, 9H,
H3C{10%); H3C(10b); H3C(105)),
13C.NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.2 (C(4)), 172.7 (C(1}); 171.4 (C(6)); 155.3 (C(8)); 136.5
(C(73Y); 129.2 (C(75, 789 128.6 (C(74; 74); 126.9 (C(T6)Y; 80.2 (C(9)); 55.6 (C(T)); 519
(C(12)); 49.0 - 48.9 (2xs, C(5)); 38,4 (CL72)); 34.4 (C(3)); 282 (C(10%; C(10b); C(109)); 27.5
€2y
MS (APCI) : 394 (23, M + HJ*), 393 (98, [M1*), 337 (14), 293 (13), 275, 261, 247, 243,
215,
Ca9H2gN20g (392.45) : cale, :C6121, HT.19, N 7.14;

obs, ;C61,39, H7.44, N 7.28.

§3.L9. Syntheése de Boe-[Lys(Bocl{ALA-OMe (87)

La syntheése de 87 est effectuée selon le Mode opératoire - Type H1. Préactivation de 2078 mg
(2.0 éq.) de 76, de 446 mg (1.1 éq.) I'HOBL et de 511 pl (1.1 éq.) de DIC dans 10 ml de DMF
duram 50 minutes. Parallélement, dissolution de 545 mig (3 mmol, 1,0 &q) de 41 dans 5 ml de
DMF, Mélange des deux solutions el addition de 418 pl {1.0 éq.} de NEI5 en une partion,
Agitation & RT sous N durant 30 heures, Concentration, extraction el séchage du produit brut
de réaction. Aprés denx étapes de purification par chromatographie-éctair (hexane/AcQOFEL 2:1 -
110}, récupération d'un solide compact Jégérement jaune.

FRendement ; 425 mg (30 %)
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Données anatvtiques de 87

Rp¢: (AcOLt} : 0.45 {coloraion brundtre par traitement avec KMnOq).
F:9%.0-100.0°C.

[@]}: - 10.5° (A= 589 nm. ¢ = 0.024, CHyC1); - 37.3° (= 365 nm, & = 0,024, CHCly).

IR (KBr) : 3363m, 2979w, 2943w, 1741s, 1718m, 1687vs, 1652vs, 1520s, 1393m, 1367m,
1249, 1207m, 115,
TH-NMR (400 MHz, CD30D) : 4.23 - 4.09 (m, 3H, H,C(5); HC(7)); 3.74 (5. IH, H3C(12)
305« 311 {m, 2H, HyC(75)); 2.88 - 2.84 (1, AA’ d'un AA'BB, 2H. HoC(3)): 2.70 - 2.66 (m.
BB' d'un AA'BB', 2H, HyC(2)); 1.92 « 1.84 (m. |H, HC{728)); 1.76 - 1.67 (n, [H, HC(72M)):
1.54 (5, 18H, H3C(7%a); H3C(78b); H3C(78); H3C(108); H3C(10PY; H3C(105)); 1.64 - 1.40 (m,
4H, HoC(73); 1S,
13C-NMR (100 MHz, CD;0D} : 206.4 (C(4)); 175.9 (C(1)); §75.1 (C{6)); 158.8 (C(76) ou
C(8)); £58.2 (C(B) cu C(7%)): 80.9 {C(7T) ou C(S)); 80.1 {C(9) ou C{77)); 56.3 (C{71), 52.5
{COI2Y; 499 (C(S)); 41.3 (C(9)); 35.5 {C(3)): 33.2 (C(73y): 30.9 (5. CL7M: 29,0 (C(7%0);
C(78bY, C(78¢) cu C(102); C(LOP); C{109)); 29.0 (C{108); C(10L): CC10¢) cu Ce78%y, C(78b)
C(780)); 28.7 (C(2)); 24.4 (C(PN.
MS (ESI): 744 (3), 389 (11), 533 (6), 519 (15). 475 (23, [M + H)), 474 (100}, 418 (8), 374
(11, 318 (3). 300, 184, 145, 115, 84,
Ca2H39N3035 (471.56) : calc. 105580, 1830, NBA&7;

abs, ; 5527, H8.40, N B.56.
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8.3.110, Synthise de Boe-] Asp{OfBu)-[ALA)]-OMe (88}

La synthése de $8 s'e{feclue selon le Mode opératoire - Type Il. Préactivation de 1736 mg
(2.0 éq.) de 77, de 446 mg (1.1 éq.) PHOBt et de 11 I (1.1 éq,) de DIC dans 10 ml de DMF

durant 45 minutes, Paraliélenient, dissolution de 545 mg (3 mimol, 1.0 éq) de 41 dans 5 mi de
DMF. Mélange des deux solutions et addition de 418 pl (1.0 éq.) de ME13 en une portion.
Agitation a RT sous Ny durant 20 heures. Concentration, extraction et séchage du produit brut
de réaction. Aprés une étape de purification par chromatographie-€clair (hexane/AcOEt 2:1 -
1:3), récupération d'une péte transparente,

Rendement : 750 mg (60 %5).

Données anslytiques de 38 :
?58
o
o F D i
¢ 7
» 16 5 2 o
i WP P O &
6 5 3 1
1°~"9"0"g ﬁ 7 4 2 *
@) (8]

Rr: {AcOEt) : 0.55 (coloration brundtre par traitement avec KMnQOq)

IR (KBr) : 3349mbr. 2979m, 2933m, 1729vs, 16755, 15205, 1354m, 1368s, 1298m, 12515,
1166s,

JH-NMR (400 MHz, CDCla) : 7.16 (¢, 245. NH) = 4.8, 1H, NH-H3C(5)); 5.68 (d, 347, NH})
=82, 1H, NH-HC(D); 4.06 - 4.43 (m, 1H, HC(N); 4,16 - 4.08 (det, 345, NH) = 4.6, 413, 5)
=22, 2H, HyC(5)); 3.59 (s, 3H, HaC(12)); 2.79 - 2.73 (m, tH, HC(722)); 2.69 - 2,65 (m, AA'
dun AA'BB, 2H. HyC(3)); 2.61 - 2.54 (m, 3H, H;C(2); HC(722)): 1.38 (s. 9H, H3C(752);
H3C(7%0); H3C(759)); 1,36 (5, §H, H3C(109); H3C(109); H3C(109)),

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 203.2 (C{4)); 172.6 (C(1}); 171.0 - 170.9 (2xs, T(6)); 170.7
(CC733); 155.3 (C{RY); 81.4 (C(74)); BN (C(9)); 517 (C(13)); 50.6 (C(7)); 49.0 (C(5)), 37.2
(C{72)); 34.2 (C(31); 28.1 (C{759); C(75b); C{73¢)); 27.8 (C107Y; CE108Y, C10%)); 27.4 (C(2)).
MS (EST) : 561 (7), 478 (6), 440 (7), 439 (21, {M + Na]*), 418 (20, [M + H]*), 417 (100,
[M)*), 416 (110, 361 {16), 305 (7), 261 (4).
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HRMS (ES0)  cale. pour {CroHaMOg + Nalt & 439.2051; obs, 4392053,
8.3.2, Synthéses de dipeptides naturels

Afin de vérifier leur efficacité, les conditions cxpérimentales considérées dans le Mode
opératoire - Type Ll sont appliqués & la synthése de dérivés peptidiques composés d'acides o
aminés naturels. Uun senl dipeptide naturel a été synthétisé,

Remtarque: Lo substitution de NMM par NEt en tanl que base s'explique uniguement par
un prebléme de livimison chez le foumnisseur,

§3.2.0.  Synthése de Fmoes|Aln-Ala]-OMe (89)

o} CHy CHy
OH CH
o /[L HJW + 01H3N/k’r0 3
0 0
n 78
311.34 139.58
DIC HOBL
Base | DMF
RT 70h
o] CH3 H
0 EHg
89
CaHpyNa0y
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Dans un ballon de 25 ml préalablement séché et placé sons atmosphére inerte d'azote, sont
déposés 1868 mg (2.0 éq.) de 70, Le solide est séché sous vide, puis dizsout dans 10 m] de
DMF distili€ sous atmosphére inerte d'azote. Aprés 10 minutes dagitation & RT, 446 mg (1.i
£q.) dHOD1 et 511 pl {1.]1 ég.) de DIC sont successivement ajoutés en une porlion 4 la
solution. Le mélange réactionnel, qui se trouble progressivement, est alors préactivé sous
agitation 4 RT duram 50 minutes. Parallélement, 419 mg (3 mmoel, 1.0 éq.) de 78 sont placés
dans un ballon de 10 ml préalablement séché et placs sous aimosphére inerte d'azote, od ils
sont tout d'abord séchés sous vide, puis dissous dans 5 ml! de DMF distillé,

Aprés ce délai, Iz mélange hétérogéne préactivé est ajouté, en plusicurs portions, 4 la selution
incolore de 78 dans le OMF, La solution trouble résullante est alors agitée & RT durant 10
minutes, puis 418 pul (1.0 €g.) de NEt3 sont ajoutés en une portion. Cette action se traduit par
fa colomlion en jaune du mélanpe réactionnel, Le contrdle de l'avancement de fa réaction se fait
par CCM (AcOE1). Aprés 70 heures d'agitation 8 RT, lc solvant csl éliminé 4 I'aide du four 2
boules ct le résidn piteux jaundtre dissout dans 200 ml d’vn métange 1:1 HzO/AcOEL Phase
arganique et phase aqueuse sont séparées ¢t cefte dernitre cst extraite avec rois portions
successives de 50 m] d'AcOEt Les phases organiques jaunes réunies sont alors lavées avec,
sitecessivement, 100 m] d'eau désionisée, d'une solution 1N d'acide citrique, d'eau désionisée,
d'une solution saturée de NaHCO3, d'eau désionisée et d'une solution saturée de NaCl. La
phase organique lavée et neutralisée est séchée sur Mg8O, anhydre, puis le solvani est éliming
A I'nide de I'‘évaporateur rotatif. Aprés séchage 4 la pompe 2 huile, le produit brut de réaction
cst isolé sous la forme d'on solide compact de coulevr jaune.

Aprés deux étapes de purification par chromatographie-éclair sur gel de silice (hexane/AcOE!
2:1 - 1:10), récupération d'un solide blanc compact.

Rendement ; 1082 mg {91 %).

Données analvtiques de 89 .

10 42
" 9 0O CHg 0
H
& 5 )I\ 3 N 2 1y
12 g 075 H 4 ¥ 1 OCHz
13 o H

Rj: (AcOLt) : 0.55 (UVqgy-visible}.
F:213.0-214.0°C.
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[a]] : - 9.5° (4 = 589 nm, ¢ = 0.020, CHCI); - 35.7° (A = 365 nm, ¢ = 0,020, CHCla),

TR (KBr) : 3206m, 3250w, 1742m, 1688m, 1650vs, 1532m, 1453m, 1260m, 1230m, 1052m.
TH-NMR (400 MHz, CDCls) : 7.76 {d, 3J(11, 12) resp. JJ(11°, 12) = 75, 21, HC(12),
HC(12Y); 7.58 (d, 33(9, 10) resp. JA9', 107 = 7.1, 21, HC(9); HC(9); 7.40 (+, 3.X10, 11)
resp. /G, 117 = 311, 12) resp. 3H11%, 12') = 7.5, 2H, HC(31); HC(1'); 7.30 ¢, 249, 10)
resp. I, 100 = 34010, 11) resp. JA(10. 11%) = 7.5, 2, HC(10); HC(10%); 6.66 {d, 344, NH)
= 6.3. IH, NH-HC(4)); 4.57 (g, 34, 42) = 7.2, IH, HC(4)); 4.39 (d, 3/(6, 7) = 6.3, 2H,
H2C(6)): 433 - 4.29 {m, 1H, HCQ)); 4.2 {1. 346, T) = 7.1, 1H, HC(D); 3.73 (s, 3H,
H3C(12); 1.43 - 1.38 {m, 6H, H;C(22); H;C(42)).
3C-NMR (100 MHz. CDCl3) : 173.1 (C(3); 1718 (C(3)); 155.9 (C(5)Y; 143.8 - 143.7 (2xs,
C(8: 8Y); 141.3 (C(13; 139);, 127.7 (C(11; 11); 127.0 (C(10; 109); 125.0 (C(9; 9)); 119.9
(C(12; 12)); 67.1 (C(6)); 52.4 (C(11); S04 (C()); 48.1 (CLA)); 47,1 (C(D); 18.8 (CLAD); 18.2
(C2).
MS (APCT) - 479 (i2), 409 (11), 398 (38, {M + H]*). 397 (99, [M]*), 365, 359 (11). 337,
336, 303 (16), 294,293, 292, 219, 187, 183(12), 179, 175.
CaH14N305 (356.44) ; cale. ;€ 6665, H6.10, N 707

obs, :C66.76, H6.26, N 7.09.

833, Synthéses de tripeptides naturels

Les conditions expérimentales considérées dans le Mode epératoire - Type [ sont appliqués 4
la synthdse dc dérivés peplidiques composés d'acides o-aminés naturcls et contenant Ja
séquence (Gly-Gly) sur la C-tenminaison.
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4331 Mode opratoire - Type 1t
o] Ry o]
A oH H A
) p-TsO" *H3N/\|‘/ o
o] o]
66
70-71-79 C1pHzzN2043
394.44

oic HOBt

Base | DMF

RT 90n - 120h

o A, o)
AP o
i EY
4] 4]
90-92
Composé R Base Duréde PM [g/mol]

90 CHj N MM 120 heuras 515.56
91 CH(CH3); NM M 120 heures 543.62
92 Bn NMM 90 heures 591.66

Dans un ballon de 25 ml préalablement séché et placé sous atmosphére inerle d'azote, sant
déposés 2.0 équivalents de V'acide aminé N-protégé 70 (71 ou 79). Le solide est séché sous
vide, puis dissout dans 5 ml de DMF distillé sous atmosphére inerte d'azote. Aprés 10
minutes d'agitation 3 RT, 1.1 équivalents d'HOB1 et 1.1 équivalents de DIC sonl
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successivement ajoutés en une portion A la solution. Le mélange réactionnel, qui se trouble
progressivement, esi alors agité & RT durant 50 minutes, Parallélernent, | équivalent de 66 est
placé dans un ballon de 10 ml préalablement séché et placé sous aimosphére inerte d'azote, ou
il &sl toul d'abord séché sous vide, puis dissout dans 5 ml de DMF distillé,

Aprés cc délai, le mélange hétérogéne préactivé est ajontd, en plusieurs portions, 4 la solution
de 66 dans le DMF. La solution trouble résultante est alors apitée 4 RT durzrd 10 minuies,
puis 1.0 équivalent de base est ajonté en une portion. Cette action s¢ traduit par $a coloration
en jaune-orange du mélange réactionnel, qui est ensuite apité 4 RT pour une durée de 90 heures
4 120 heures sefon Facide aming N-proiégé 70 {71 ou 79) engagé,

Le contrdle de Favancement de la réaction se fait par CCM (AcOEL). Une fois la totalité du
réactif 66 disparu sur CCM, le solvant est éliming A I'aide du four 4 bowles et le résidu piteux
dissouk dans 200 mi d'un mélange 1:1 HaO/AcQEL Phase organique et phase aqueuse sont
stpuirées et cette dernidre est cxiraite avec trois portions successives de 50 ml d'AcQOE:. Les
phasés organiques réunies sont alors lavées avee, successivement, 1{{} ml d'eau désionisée,
d'une solution 1N d'acide cilrique, d'eau désionisée, d'une solution saturée de NaHCO3, d'eay
désionisée et d'une solulion saturée de NaCl. La phasc organique lavée el neviralisée est séchéc
sur MgS04 anhydre, puis le solvant est éliming 2 'aide de V'évaporateur roiatif. Aprés séchage
4 la pompe & huile, le produit brut de réaction est isolé sous la forme d'un solide amorphe de
couleur jaune-orange.

Une ou deux €tapes dc purification par chromalographie-éelair sor gel de silice (mélanges
hexane/AcOE: de polarité eroissanie) sont, selon l¢ cas, nécessaires pour la récupétation du
dérivé peptidigue 90 - 92 comespondant sous sa forme erisialline.

8.3.3.2 Synchése de Fmae-[Ala-Gly-Gly|-QBn {30)

La synthése de 90 est effectuée sclon le Mode opératoire - Type 111, Préactivation de 623 mg
{2.04q.) de 70, de 149 mg (1.} éq.) 'HOB: et de 170 pl {1.1 éq.) de DIC dans 5 ml de DMF

duront 50 minutes. Paralléloment, dissolulion de 395 mg (1 mimal. 1.0 ég) de 66 dans 5 inl de
DMF. Mélange des deux solutions el addition de 110 ul (1.0 éq.) de NMM en une pottion.

Agitation & RT sous Ny durant 120 heures. Concentration, extraction et séchage du produit
brut de réaction. Aprés deux €iapes de pwiification par chromatographie-éclair (hexane/AcOEt
4:t - 1:10), récupération d'un solide compact de couleur jaune péle.

Rendement : 145 mg (28 %41,

ILa chute sensible du rendsmen dans cette synihese s'explique par les difficuliés rencontrées dans les diapes de
purlfiemion do preduin brut de réaciion : le composé solide, peu soluble dans Féiuan, a en fall 0 adsorbd sur ie

gel de silice
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Données analytiques de 90 -

5
12 !

2

| i ﬁHz ] \/‘iQ“a
13 H

10

g 5 N\:a/k 1,.0.1°
14 /é“o/n\ js\'( 3 n’z\"’ 1
15
o o]

TN

Re: (AcOEY) : 0.21 (UVyg4-visible).

F.157.0-158.0°C.

ER (KBr} : 3460sbr, 34125, 2337m, 2924vs, 2853m, 17355, 1718s, 1662m, 15341m, 1452m,
H413m, 1370m, 1250m., 1165m.

A noter la présence de signaux supplénientaires non-expliqués : 2361w, 2337w, 2323w,
TH-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.75 (d, 34013, 14) resp. 3J(13", 14) = 7.5, 2H, HC(14);
HC(14%); 7.57 (d, 240 1, 12y resp. (LU, 120 = 6.4, 2H, HCC1L1); HCCLLY), 7.38 €, 24002, 13)
resp. 3J(12°, 13y = 3(13, 14) resp. 413, 14") = 7.5, 2H, HC(13): HC(13): 7.34 - 7.27 {m,
7H, HC{14); HC(19); HC(13), HC(15Y); HT{16); HC(12); HC(129); 7.00 - 6.96 (nt, 2H,
2XNH); 5.45 (shr. 1, NH-HC{8)); 5.10 (5. 2H, HzC(12)); 4.40 {d, 348, 9) = 6.8, 2H,
HaCi8Y)y: 4.22 - 4.16 (m, 2H, HC(S): HO(9)): 4.04 - 3.93 {m, 4H, M C(2); HaCid)), 1.38 (d,
316, 62) = 6.9, 3H, H3C(62)).

Signaux supplémentaires caractéristiques du solvant AcOEt : 4.12 (g, 443, 4) = 7.0, 2H.
CH,CH3): 2.05 (s, 3H, CHCOY; 1.26 (1, JJ(3, 4) = 7.0, 3H, CH3CH)).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 173.0(C(1)); 171.2 (C(5)); 169.1 (C(3N), 156.3 {C(); 143.7
(CC10; 10 141.3 (CL15; 159); 135.0 (C(13)); 128.6 (C(15, 15): 128.5 (C(16)): 128.3 (C(14;
199); 127.8 (C13; 13 127.1 - 127.0 (2xs, C(12; 127)); 125.0 - 124.9 (2xs, C(11;11)): 120.0
(C(14; 14); 67.2 (C(8)); 67.1 (CC121; 50.9 (C(6)); 47.1 {C(D); 42.9 (C{2)); 41.2 (C(d); 18

(C(62)).
MS (APCI): 681 (5). 544 (7). 517 (50. [M + H]™). 5186, 441 {100}, 413, 369, 352.
C29HzgN104 (515.56) : calc. 106756, HA67, N85

abs. :C66.79, HS5.59, N 7.83.
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8333 Synthése de Fevoe-| Val-Gly-GlyMOBn (91}

La synthése de 91 s'effectue selon le Mode opératoire - Type U{. Préactivation de 1358 mg
{2.0 €q.) de 79, de 297 mg (1.1 €q.) d'HOB« et de 341 pl (1.1 éq.) de DIC dans 5 md de DRF
durant 50 minutes. Maralizlement, dissolution de 790 mg (2 mmol, 1.0 éq) de 66 dans 5 mi de
DMF, Mélange des deux solutions et addition de 220 i (1.0 ¢q.) de WMM en une portion.
Apilation 4 RT sous Nz durant 120 heures, Concentration, exiraction et séchage du produit
brut de réaction. Aprés deux étapes de purification par chromatographie-éclair (hexane/AcOEt
1:1 - AcOEY), réeupéeation d'un solide compact de couleur blanche.

Rendement ; 598 mp (55 %).
Données analytiques de 91 ;

1§

6> g%
A 0 & Q 14 18
13
9~ N s Fl\»;/“\ 1,02
14 8 0 7 N6 3 N’z\"’ ]
H R
o o)

15

Ry: (AcOEY) : 0.75 (UVosyevisible).

F:169.0- 170.0°C.

IR (XBr) : 3341m, 3290m, 2968m, 2936w, 1743m, 1692m, 1638vs, 16185, 1572s, 1250m,
1H?m, Mim,

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : 8.29 (¢, 354, NH) = 5.8, 111, NH-H2C(4)); 8.24 {1, 442,
NH) = 5.7, 1H, NH-H3C(2)); 7.88 {d, 3J(13, 14) resp. 3013, 14) = 2.5, 20, 11C(14);
HC(14Y), 7.74 (1, 3J011, 123 resp. JA11, 127 = 6.9, 2H, HC(11): HC(1 1), 748 {d, X6, N1)
= 8.7, 1H, NA-HC(8Y); 7.43 - 7.29 (s, 9H, HC(14); HCOYY; HC(1%); HCNS'Y, HC(18),
HC(12); HC(12):; HC(13); HCQA3); 5.10 (s, 2H, HpC(12)); 4.30 - 4.19 (m, 3H, HoC(8):
HC(9)), 3.93 - 3.85 (m, 3H, M,C2); HC(6)): 3.78 (o, Ju(4, NI} = 5.7, 2H, HzC(4)), 2.03 -
195 (mr, IH, HC(6)); 0.89 - 0.86 (i, 614, H3C(6%°); H3C(63%)).

A noter les sipnaux supplémentaires caractérisliques de impureté N, N'-dissopropylurée

{DRU) ; 5.51 (d, 242, NH) resp. 342, NH) = 7.6, 2H, 2xNH); 3.63 {sepr, 342, 3} =742, 31)



Partie expdrimentale : Synthéses de dériviés peptidiques 2109

resp. 2. 3) =242, 31') = 6.5, 2H, HC(2): HC(2)); 1.00 (d, 443, 31y sesp. 743", 31} = 6.5,
12H, H3C(3); H3C(31; H3C(3'% HaC3h)).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : 171.8 (C(1)); 170.9 (C(5)); 169.8 - 169.4 (2xs, C(3));
157.0 - 156.4 (2xs, C(7)); 144.0 - 143.9 (2xs, C(10; (07): 140.8 (C(1S: 15)); 136.0 (C(13));
128.6 (C(15; 15Y)); 128.2 (CL196)); 128.0 (CC14; 14Y); 127.8 (C(13; 1)) 127.2 (C(12, 129);
125.5(CQ11; 11)); 120.2 (C(14; 140): 66.0 (C(12)); 65.9 (C(8)); 60.5 (C(6)); 46.8 (C(9)); 41 8
(C(2) ou C(4)); 40.8 {C{4) ou C(D); 30.2 (C(62)); 19.4 (C(633); 18.4 (C(63b)),

A nater les signaux supplémentaires camctéristiques de limpuretd DIU : 156.9 (C(1; 19); 40.7
(©02;29); 23.4 (C(3; 3%, (3L, 31)).

MS (ES1) : 561 (27), 545 (25, [M + H]*), 544 (100, [M]*). 543 (23), 539 (21). 534 (24).
HR-MS (ESI) : calc. pour [C31H33N30¢ + Na)* : 566.2261; obs. 566.2264,

R334 Synihise de Fmoe-|Phe-Gly-Gly{-OBn (92)

La synthése de 92 est effectuée sclon le Mode opératoire - Type 111, Préactivation de 1550 mg
(2.0 éq.) de 71, de 297 mg (1.1 éq.) d'HOB: et de 341 pl (1.1 éq.) de DIC dans § ml de DMF

durant 50 minuies. Parallélement, dissolution de 790 mg (2 mmol, 1.0 ¢ég) de 66 dans 5 mi de
DME. Mélange des deux solwiions et addition de 220 pl (1.0 éq.) de NIMM en une portion.
Agitation & RT sous N3 durant 90 heures. Coneentration, extraciion et séchage du produit brut
de réaction, Aprés une étape de purificalion par chromalographie-éclair (hexane/AcOF1 2:1 -
1:10), récupération d'un solide blane compact.

Rendement : 876 mg (74 %).

Données analytiques de 92 :

55
&4 [
12 gt 15
11 o 64 o 14 18
13
10q )L 5 N\A/JL 1.0 12
14 870 7S 3 N/2\,|" i
15 H
[s] O
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R¢: (AcOFEL) 2 0.54 (UVqsvisible).

F: 142.0- 144.0°C.

IR (KBr) : 3302m, 1749m, 1689m, 1643vs, 1545m, 1451m, 1258m, 1215m, 1194m, 741m.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : 8.37 (A, 344, NH) = 5.7, 1H, NH-HC(4)); 8.28 (1, 742,
NH) = 5.8, 1H, NA-HaC(2)); 7.87 (. 3J(13, 14y resp. 3J(13, 14) = 7.5, 2H, HC(14);
HC(149); 7.69 = 7.63 (m, 3H, HC(11); HC(117); NKH-HC(6)); 7.43 - 7.16 (m, 15H, HC(1%);
HC(14Y, HC(15); HC(1%); HC(18); HC(E%); HO6%);, HC(65); HC6); HC(68); HO(12)
HC(12); HC(13); BC(13Y); 5.14 (5, 2H, HaC(12)); 4.40 - 4.33 (m, 1H, HC(6)); 4.25 - 4.12
(at, TH, H2C(8); HC(9)); 3.97 (d, 342, NH) = 5.8, 2H, HaC(2)); 3 .85 (4, 74, NH) = 5.7, 2H,
HzC(4)); 3.14 - 3.09 (ded, 1H, HC(624)); 2.89 - 2.82 (cixd. 1H, HC(62Y)).

Signaux supplémentaires caractéristiques du solvanl AcOEl : 4.03 {g, JX3. 4) = 7.0, 2H,
CH;CH3); 1.99 (5, 3H, CH3COY 1.17 (1, 4(3, 4) = 7.0, 3H, CHaCH).

I3C-NMR (100 MHz, DMSO0-dg) : 172.0 (C(1)); 170.9 - 170.5 (2xs, C(S5)); 169.8 - 169.5
(2xs, C(1)); 1561 (C(70); 143.9 (s, C(10; 10')); 143.8 (C(63)); 140.8 (C(15;157); 136.0
(C{13)); 129.4 (C(8S; 65)); 128.5 (C(13; 15Y; C(6% 64)); 128.2 (C(18)y; 128.0 (C(1%; 1Y);
1277 (C(13; 13%); 127.2 (C(12; 120); 126.3 {C(65)): 125.5 - 125.4 (2xs, C(11;117); 120.2
{C(14; 14, 66.0 (C(13)); 658 (C(B)); 56.3 (C(6)); 46.7 (C(9)); 42,6 {C(4)); 4.8 (C(2)): 37.5
{CL6Y).

MS (ESI) : 646 (21), 615 (42), 614 (100, [M + Na]*), 593 {43), 592 (84, [M + H]"), 516
{16).

HR-MS (ES)) : cele. pour [C35H13N306 + Na]* : 614.2261; obs. 614.2263.
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8.4.  Réactions de déprotection sur les dérivés peplidiques

Le dérivé 85 a été, dans un premicr lemps, mono-déprotégé sur son C-ierminal. Ensuite, une
mono-déprotection au niveau de son N-terminal a été effectude et, finatement, le dérivé 100 a
&1é€ Nedéprowéps.

B.4.1, Synthése de Boe-[Aln-(ALA)|-OH (100)

O CHgs O
S A, ’Hr“\*/\r

8s
C)HaNyOg
31635

Phosphale
PLE
Buf{er

iola*:y“M"“

O

100
Ci3HMN0g
302.33

Dians un erlenmeyer de 160 ml sont dissons 200 mg {§.6 mmol} de 88 dans 40 ml de solution-
tampon phosphate (Phospbate Buffer). 200 pl (750 units) de la solution enzymaligue de PLE
(Pig Liver Esterase; 15 mg de proiéine/ml, 250 units/mg protéing)} sont alors ajoutés en une
portion a la solution incolore. La libération de acide est suivie par titration su pH-stat (pH =
8.0) 4 I'aide d'une solution G.1N de NaOH. Le mélange réactionne! est agité & RT durant 48
heures. L'avancement de la réaction d'hydrolyse est confirmé par CCM
{CHCl/CH30OHM20 70:30:5 et AcOE1). Le pH est alors baissé 4 1.5 4 I'side d'HC) cone,, la
solution est saturée & Paide de NaCl et elle est exiraite avec trois portions successives de 75 ml
d’AcQEt. Les phases organiques réunies sont ensuite séchées sur MgS0y4 anhydre puts
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concentrées & l'aide de Yévaporateur rotatif. Aprés séchage a la pompe 2 huile, isolement de
170 mg d'une pate incolore, qui est purifiéc par chromatopraphie-éclair sur gel de silice (AcOEL
puis MeOH}. Récupération de 150 mg (88 %) de 100 sous la forme d'un solide blanc compacl.

Données analytiques de 100 :

Ryt : (AcOEtthexang/CH3COOH : 100:20:1) : 0.67 (coloration jaundtre par treitesncnl avee
KMnOy).
F.97.0-98.0°C.
IR (KBr) : 3357mbe, 2981m, 2934w, 1718vs, 1665vs, 1561s, 1413w, 1394m, 1368s, 1251m,
1168s.
TH-NMR (400 MHz, C0300) : 4.6 - 4.13 (m, 3H, HaC(5); HC(T)); 2.80 - 2.75 (1, AA'
d'un AA’BB', 2H, HoC(3)); 2.64 - 2.60 (m. BB’ d'un AA’BB’, 2H, H,C(2)): 1.53 (s, SH.
H3C(10%); H3C(10b), H3C(109)); 1.43 (d, 44(7, 72) = 7.2, 3H, HaC(72)).
DC.NMR (100 MHz, CD300) : §79.7 (C(1)); 176.6 (C(6)); 157.9 {C(8)); 81.0 {C(9)); 519
(C(73); 50.2 (C(5)); 36.2 (C(3)): 310 (C(2)); 29.0 (C(10%); C{10Y); C(10%)); 18.8 (C(7)).
MS (APCI) : 331 (), 304 (17, [M + HT*), 303 (81, [M]*). 248 (9), 247 (100), 229 (12), 203
(10}, 185, 132.
Ci13H2aN2046 (302.33) . calc. :C51.65, H733, N9.27;

obs. :C51.35, H786), N 930,
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8.4.2. Synthése de H-{Aln-{ALA)]-OMe (101)

Q CHy Q
>LOJLH /krku\,\r

(v}

85
CitipqN04
31635

TFA | 0°C

CHa o]

f QCH;
TFA' *HoN
0

Q

101
CiHysNy04Fy
330.26

Dans un ballon de 10 ml sous atmosphére inerte d'azote sont dissons 95 mg (0.3 mmol) de 85
dans 2 m} d'acide trifluoroacetique (TFA). Aprés disselution compléte du solide, le métange
devenu jaune est refroidi 4 I'aide d'un bain de glace et agité 4 0°C durant 12 hewres.
L'avancement de la réaction est confirmé par CCM (AcOEt). Aprés réchauffement 4 RT, le
solvant est éliminé a l'aide de Vévaparateur rotatif et le résidu pateux jaune-orange séché a la
pompe 4 huile. Isolament de 90 mg (31 %) de 101 & 1'état brut, mais qui a tendance 4 se
décomposer & RT (coloration toujours plus foncée). Le composé est par conséquent utilisé tel
quel dans 1a suite des opéralions.

Donngées analytiques de 101 :

12

Ha 0 2
H 7
TEA *HaN™ 1 23 4 > 6 .
o

0

R e
-
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Re:.

F:.

IR (KBr): .

[H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) : $.81 (1, 343, NH) = 5.6, 1H, NH-HC(3)); 8.26 (sbr, 3H,
H3N*); 4.27 - 4.20 (dvd, JH3, NH) = 5.7, 2738, 3B) = 2.7, 1H, HC(3")); 4.19 - 4.12 (dxd,
333, NH) = 3.5, 2J(3%, 3%) = 12,9, |H, HC(3%); 4.07 - 4.00 (m, |H, HC(1)); 3.68 (s, 3H,
H3C(72)); 2.86 - 2.82 (m, AA’ d'un AA'BB', 2H, H,C(5)); 2.64 - 2.60 (m, BB’ d'un AA'BB!,
2H, H,C(6Y); 149 (d, 341, 12) = 7.0, 3H, H3C(12)).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : 204.9 (C(4)); 172.9 (C(7)); 170:2{C(2)); 51.6 - 51.5 (2,
C(72)); 48.5 (C(1}); 48.4{C(3)); 34.2 (C(5)): 27.4 (C(6)); 17.5 (C(12)).

MS (ESI) : 456 (16), 455 (74), 434 (15), 433 (46), 361 (27), 239 (4, [M + NaJ*), 217 (100,
IM + HI%), 199 (38), 174, 167, 146 (18).

HH-MS (ESE) : cale. pour [CgHiN204]* : 21 7.1183; obs, 217.1191.

8.4.3, Synih2se de H-|Ala-(ALA)]-OH {102)

0 c;-r3 0
5\01[: "ﬁ(”‘*/\r
100

Cy3HN,0g
302.33

TFA | AT

CHy o

TEA +H;~/'\|(HJI\/H(°H

o o

102

CigH sN2OGF,
316.23
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Dans un ballon de 10 ml sous atmosphére inerte d'azote sont dissous 181 mg (0.6 mmol) de
100 dans 3 ml de TFA. Api¢s dissalution campléte du solide, le mélange devenu jaune est
agitt @ RT durant 6 heures. L'avancement de la réaction est confirmé par CCM
(CH4Cl/CHOHMHLO 70:30:5). Le solvant est alars éliminé a l'aide de Pévaporateur rotatif ct
le résidu patenx jaune-arange séche & la pompe 4 huile. Isolement de 135 myg (82 %) e 102 &
I'¢tat brut, mais qui a tendance & sc décomposer 4 RT {coloration toujours plus foncée). Le
caniposé est par canséquent utilisé te] quel dans la suite des opérations.

Données analytiques de 102 ;

42
CHy ¢]
H
2. N_3 L] 7 _OH
TFA" *HgN™"s g
o o]
Re:.
F:.
IR{KBr):.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg¢) :

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) : .

MS (ESH) : 689 (13), 585 (10), 471 (12), 449 (20), 427 (S8), 405 (14), 225 (53, [M + Na)*),
203 (100, [M + HJ*), 185 (63), 145 (17), 132 (22).

HR-MS (ESI) : cale. pour [CgH;sN204)* : 203.1026; obs. 203.1031.
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ANNEXES

Historique de la thérapie photodynamique

1908

1904

1218

1913

1924

Przmiire observation {Raab).
Paramécies + lumiére du soleil => vie
Paramiecies + coloraut acridine + nuit ==> vie

Paramécies + colorant acridine + lumiére du soleil ==> mort,

Description {Tappeiner et Jodicbauer)

Inveniion du terme réaction "photodynamique” pour un systéme biologique qui
requiert de I"oxygéne, un photosensibilisateur et de la lumiére,

Hémataparphyrine chez les animaux (Hausmann)

Des souris blanches traitées avee de I"hématoporphyrine (Hp) et exposées 3 la
lumiére développent des réactions qui dépendent directement de la quaniité de
sensibilisaieur ou de la quantiié de lumitre.

Hématoporphyrine chez 'Homme (Meyer-Betz}

1f s'injecte une cerizine quantité d’Hp et démontre ainsi que le produit
provogue Une hypersensibilité au soleil qui dure environ deux mois et qui
entraine une hyperpigmentation,

Fluotescence des tumeurs {(Policard)

1 obseeve que certaines tmeurs produisent de 1a flucrescence lorsqu'elle sont
exposées 4 une hemiére proche des UV. 11 suppose que ceia est di 4 la présence
de parphyrine endogéne.
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1948

1958

1960

1961

1966

1972

1976

Fluorescence de Hp chez les animaux (Figgc)

Une injection d"Hp provoque une angmentation de [a fluorescence des tumeurs, des
noeuds lymphatigues, de tissus préalablement incisés et de placentas de sourts
enceintes.

Fluorescence de Hp chez 'Homme {Rassmussen-Taxdal)

Description de la fluoreseence des tumeurs de patients traités avee Hp pour des
cancers du penis et du sein entre autres,

HpD (Lipson et Bilder)

Utilisation d’un dérivé d"hématoporphyrine {HpD) préparé par Schwaniz. 1ls
démontrent égaletent que la réaction d'une souris exposée & la lumiére varie en
fonction de la quantité 4 hématoporphyrine, de la quantit¢ de [umiére et du temps
gcoulé entre ["injection et l¢ moment de ['exposition.

Etude de Ia fluoreseence endobronchique en présence de HpD (Lipson}

11 éindie la fluorescence des tumeurs endobronchigues sur 15 patients par
endoscopie, en se servam de HpD en tant que sensibilisateur.

Traiterment de patients prace 4 HpD (L.ipson)

11 déerit | wilisation de dérivés d'hématoporphyrine pour la détection des
cancers et traite le premier patient atteint &' un cancer du sein,

Traitemenl de tumeurs animales gréce 4 HpD (Diamond)

11 détruit des tuments expérimentales de rats, en leur injectant de
I'hématoporphytine, puis en les exposam 4 la [umidre blanche.

Traitement d°une tumeur de la vessie grice 4 Hpd {Kelly et Snell)

11s wtilisent HpD pour traiter un patient arteint d'un cancer de la vessie. 48 heures
aprés l¢ waitement, la surface de 1a vessic semble intacte, mais plusieurs papillomes
sont nécrosés.
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1976  Oxygéne singulet (Wcishaupt)

1l démontre que de I"oxygéne singulet est produit suite 8 'absorption 4 énerpie
lumineuse par HpD et que cela initialise ka destruction de la wumcus,

1978 Traitement de cancer de la peau grace & HpD (Dougherty)

11 déerit Pefficacité de 1a destruction particlle o to1ate dans 111 cas sur 113 de Iésions
cutanées ou sous-cutanées, en traitant les patients par PDT et en utilisant HpD en ant
que sensibilisateur.

1980 Laser réglable (Dougherty)

11 décrir Femploi d'ut systéme laser réglable basé sur I'argon et de sysiémes ¢n fibre
optig e pour le traticment de wmeurs malignes 4 'aide de la lumidne 4 630 nm et de
HpD..

1982 LMRF

Création de la "Laser Medical Research Foundation” pour 'avancement et la
recherche dans I'emploi de laser en médecine. Début de la considération de la PDT pour
le trajtement des cancers.

1984 DHE (Dougheny)

11 fractionne HpD el sépare un produil qu'il nomme "dibeniaioporphyrine éther”
(DHE). Ce produil 5 est révélé étre un bon sensibilisateur, gui es: de ros jours
couramment utilisé cn clinigue.

1986 Analyse du cas de plus de 3000 patienis (Dougherty}

Un compte-rendu des traitements par FDT est éuabli par Dougherty, I| élablit qu'en
1986, plus de 3000 patients onl €€ traitds par cette méthode dans le monde.

1988  Phase kI des tests clinigues

Quadrilogic Technologies™ et Lederle Inc.™ entantent 1a phase 111 des essais
cliniques en utilisant DHE pour traiter des cancers de la vessie, de |'oesophage 1 des
poumons,
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1996 Traitement du cancer de 1"oesophape approuvé aux USA par la "Food and Drug
Administration” (FDA).

1997 Traitement de tumeurs avancées des poumons et de Foesophage approuvé en France et
aux Pays-Bas,

1998 Traitement de tumeurs bénignes de nature endobronchique approuvé aux USA par la
FDA.



