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Introduction

1.Le cancer

1.1 Généralités

Le terme de cancer regroupe un grand nombre dwolpgies ayant pour point
commun la prolifération rapide et anarchique dfaibble nhombre des cellules composant
notre organisme. En effet, les cellules saineséseldppent, se divisent et meurent selon un
processus inscrit dans leur matériel génétique. dedlsiles cancéreuses résultent, quant a
elles, d'un déréglement de ce cycle échappant ansi mécanismes de régulation et de
contréle de la prolifération cellulaire. En se npliant de fagcon anarchique, ces cellules
cancéreuses donneront naissance a une tumeur gliéivetoppera en envahissant puis en
détruisant I'organe dont elle est issue. Tout awglde I'évolution de la pathologie, des
cellules cancéreuses peuvent se détacher de laitymmenaire, migrer a travers la circulation
sanguine ou le systeme lymphatique et vont se imerde nouveaux organes afin de donner

naissance a de nouvelles tumeurs appelées mégastase

Le cancer est aujourd’hui un probleme majeur déésaublique en raison du nombre
de personnes atteintes et du nombre de décéespgonvibgue dans le monde. Ainsi, le cancer
est devenu depuis 2008 la premiére cause de nérgaliFrance devant les maladies cardio-
vasculaires. L'Institut de Veille Sanitaire estiqee 365 500 nouveaux cas de cancer et 147
500 déces associés a cette maladie ont été reamm2€4.1 en France. Ces données indiquent
gue, chez I'homme, trois types de cancer sontllssfrigquemment rencontrés et engendrent a
eux seuls prés de 50% de la mortalité enregistrééagit du cancer du poumon, du cancer
colorectal et du cancer de la prostafégyre 1).!

Nombre de décés par cancer chez 'homme en 2011 Nombre de déces par cancer chez la femme en 2011

H poumon M poumon
H colorectal M colorectal
prostate sein

H autres W autres

Figure 1 — Répartition de la mortalité par cancer @ France (2011)

1 Projection de I'Incidence et de la Mortalité pan@z en France en 2011 - Synthése des Résuitatiut de
Veille Sanitaire2011, Disponible a partir de 'URL http://www.invs.sarft

11



Introduction

Chez la femme, le cancer du sein est le plus meudevant le cancer colorectal et le
cancer du poumon. Il est important de souligner lgueombre de cas de cancer recenseés a
doublé en 30 ans. Cette nette augmentation peutétrélée a I'évolution démographique de
la population francaise. En effet, nous sommesuadjoui plus nombreux et vivons plus
longtemps qu'il y a 30 ans. Le nombre de déces aussi augmenté avec 20 000 déces
supplémentaires entre 1980 et 20Eygre 2). Cependant une baisse sensible de la mortalité
est observée au cours de la derniére décennie450éces en 2000 contre 147 500 en
2011). Cette diminution peut étre attribuée auxgpe scientifiques réalisés au cours des
dernieres décennies au niveau de la préventiordiaygnostic et du traitement de certains
types de cancer. Néanmoins, l'arsenal thérapeutigtigellement disponible reste encore
insuffisant pour le traitement de la plupart desdurs.

400000 -

365500
350000 -

300000 -
278253

250000+ =4 Nouveaux cas/an

déces/an

200000 - 211073

150045
150000 - 147500

135696

125144
100000 .

1980 1990 2000 2011

Figure 2 - Evolution du nombre de nouveaux cas eteddéces dus au cancer en France entre 1980 et 2008

1.2 Les traitements

Actuellement, six types de traitement sont utdiggour combattre le cancer. Ces
thérapies peuvent étre appliquées seules ou enimaisitn selon le type de cancer, son
agressivité, sa taille, sa localisation ainsi ¢géiai général du patient.

La chirurgiereste a ce jour un traitement de choix pour tréée tumeurs solides. Elle

permet l'ablation totale de la masse tumorale rmassi des ganglions les plus proches afin

12
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d'éviter tout risque de métastases. Bien que oettdode soit tres efficace dans le cas de
tumeurs non invasives, elle s'avere toutefois fimarfte dans le cadre du traitement de

cancers agressifs présentant de nombreuses mégtastas

La radiothérapieest une technique basée sur lirradiation desszimaorales par des

rayons X ouy. Cette méthode permet de détruire les celluleséranses en bloquant leur
capacité a se multiplier tout en préservant lesitissains avoisinants. A I'heure actuelle, un
patient sur deux environ bénéficient d'un traitetmear radiothérapie souvent associé a la

chirurgie ou la chimiothérapie.

La photothérapie dynamiquest une méthode récente consistant a appliquedesur

Iésions cancéreuses de la peau un agent photdieast qui détruira la tumeur apres

exposition a un rayonnement UV.

L'hormonothérapieest une thérapie concernant exclusivement les ecaindits

hormonodépendants tels que les cancers du seie taigtostate. En effet, la croissance de
ces deux types de tumeurs peut étre stimulée gaékence d'hormones (estrogenes pour le
cancer du sein et androgéenes pour le cancer dessafe). L'hormonothérapie agit donc en

bloquant ces hormones afin de stopper la croissameerale. Deux techniques majeures sont
possibles : la castration chimique ou physique saop la production de ces hormones et
l'utilisation d'antagonistes interagissant avec Iésepteurs des cellules cancéreuses

empéchant ainsi les hormones naturelles de s' fixe

L'immunothérapiea pour but de stimuler le systeme immunitaire dtiept afin qu'il

produise lui-méme des moyens de défense capabldstere les cellules cancéreuses. Cette
technique a vu le jour grace au développement Bindergence de nouveaux COmMpPOSES
immunostimulants tels que des anticorps monoclondes lymphocytes T étrangers, des
interleukines ou bien des vaccins. A titre d'exem|a société Merck a mis au point un vaccin
nommé Gardasil® actif contre les papillomavirustyjee 16 et 18 (HPV16 et 18) a l'origine

de 70% des cancers du col de l'utérus.

La chimiothérapieconsiste en l'administration de substances chiesiqafin de

détruire les cellules cancéreuses. C'est une metth®dhoix dans le cadre de la lutte contre le

cancer car elle permet de traiter aussi bien de®uuws localisées en combinaison avec la
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radiothérapie ou la chirurgie, que des tumeursulardes tels que les lymphomes et les
leucémies. Actuellement, l'arsenal thérapeutique dispose les oncologues est constitué de
plus d'une cinquantaine d'agents anticancéreuxe¥anche, beaucoup de ces composés sont
relativement anciens et de toxicité élevee, paesguliels le méthotrexate (découvert en 1949),
le cis-platine et le 5-fluorouracile (utilisés depu965) ou bien la doxorubicine (utilisée
depuis 19695.Cependant, le nombre de molécules anticancéreimesnibles sur le marché
s’accroit constamment. A titre d’exemple, la vinfle est commercialisée sous le nom de
Javlor® par les laboratoires Pierre Fabre depul)2Cette molécule est indiquée pour le

traitement du cancer de la vessie.

Dans la majorité des cas, ces molécules utilisbeEjuement présentent une faible
sélectivité envers les cellules cancéreuses. Aessthimiothérapies engendrent la destruction
d'un grand nombre de cellules saines ce qui pravalgulourds effets secondaires (anémie,
vomissement, diarrhée, toxicité hématologique, olegique, cardiaque) souvent a l'origine

de l'arrét prématuré du traitement.

Le développement de nouvelles stratégies concuoas getruire sélectivement les
tumeurs sans affecter les organes sains reprédenteun intérét majeur dans la lutte contre
le cancer. Dans ce cadre, deux voies sont actustiegtudiées : la découverte de nouvelles
molécules possédant une activité plus sélectiveegaa ciblage de spécificités tumorales et le
développement de nouveaux systémes permettantdarigation d'agents anticancéreux

connus.

2.Le ciblage thérapeutique

L'objectif du ciblage thérapeutique est de vél@cuin médicament vers son site
d'action a l'aide d'un vecteur non-toxique, puis régénérer son activité anticancéreuse
exclusivement au niveau de la tumeliigire 3). Cette approche présente plusieurs
avantages par rapport a la chimiothérapie classigueeffet, la localisation sélective de

'agent cytotoxique dans la zone tumorale deviaiitér les effets secondaires rencontrés

2 Bailly, C. Actual. Chim2003 11-12 118-122.

3 (a) Gerullis, H.; Ecke, T.; Eimer, C.; Wishahi, M.;t®t T. Anti-Cancer Drug2011, 22, 9-17.(b) Fahy, J.;
Duflos, A.; Ribet, J.-P.; Jacquesy, J.-C.; Berri€,, Jouannetaud, M.-P.; Zunino, B. Am. Chem.
So0c.1997 119, 8576-8577.
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dans le cadre de la chimiothérapie classique. Ds, i faible toxicité du vecteur pourrait
permettre d'augmenter la quantité d'agent actif imidinrée dans l'organisme et ainsi

d'accroitre sa concentration au niveau de la tupeur un traitement plus efficace.

Veqteur 1- Reconnaissance de la tumeur Drogue
Cellules tumorales E .
Environnement tumoral =& Na\Nl
bt w 7
e

—

Chimiothérapie classique Jb

Figure 3 - Principe du ciblage thérapeutique

3‘ U Chimiothérapie sélective

Le succes du ciblage thérapeutique dépend priripait de deux facteurs :

(1) La sélectivité avec laquelle le vecteur va reppaitre la tumeur : le choix de la
spécificité tumorale permettant de différenciertlesus cancéreux des tissus sains est crucial
afin d'accumuler de maniére sélective et efficaceekcteur au niveau de la tumeur. A ce jour,
les difféerentes cibles exploitées sont présentesiaeau des cellules cancéreuses ou du
microenvironnement tumoral.

(2) Le contréle du processus de libération de la dgue :la libération de l'agent actif ne
doit étre effective que lorsque le vecteur se silaas la zone tumorale afin d'éviter la
libération anarchique de la drogue dans tout llwegae. Il est donc essentiel que le vecteur
soit parfaitement stable dans l'organisme et ga'ilécompose uniquement sous l'action d'un
stimulus associé a la malignité. Dans ce cadre, pdesessus de libération chimique ou

enzymatique ont été étudiés.
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2.1 Lareconnaissance de la tumeur

2.1.1 Le ciblage des cellules tumorales

hY

Certaines cellules tumorales surexpriment a lawufase des récepteurs ou des
antigénes permettant de les différencier des esllshinesTableau 1).* Ces particularités
ont ainsi permis le développement de vecteurs parant dans leurs structures les anticorps
ou les ligands correspondants afin d'accumuler ulsspnts agents cytotoxiques dans les
cellules tumorales. L'interaction ligand-récepteuranticorps-antigene sera, dans la majorité
des cas, suivis de linternalisation du vecteur padocytose, puis par la libération

intracellulaire de I'agent actif.

Receptors Antigens

Vascular receptors  Integrins @33, 0.f3s) Cluster of differentiation (e.g. CD20, CD33)
Nucleolin Carcinoembryonic antigen
Aminopeptidase N Blood group carbohydrates
Endoglin Mucin type glycoproteins (MUC1, CanAg)
Vascular endothelial growth factor receptor (VEGE)1 Lewis Y, Lewis X

Cancertesis antigens (CT7, MAGE-A3)
Prostate-specific membrane antigen

Plasma protein Low-density lipoprotein receptor
receptors
Transferrin receptor

Peptide receptors Somatostatin receptor
Bombesin receptor
Neuropeptide Y receptors

Luteinizing-hormone-releasing-hormone receptor

Receptors for Folate receptors (FR; FR{3, FRY)
growth factors and  Epidermal growth factor receptors (e.g. EGF1, EG&#2)
vitamins Transforming growth factor receptor

Fibroblast growth factor receptors

Carbohydrate Asialoglycoprotein receptor
receptors Galectins (e.g. galectin 1, galectin 3)
Selectins (e.g. E-selectin, P-selectin)
Hyaluronic acid receptors (CD44, RHAMM, HARLEC)

Tableau 1 - Exemples d'antigénes et de récepteunsrexprimés par les cellules tumorales

Un grand nombre d’études ont ainsi pu démontrerlgwiblage des récepteurs ou des
antigénes membranaires des cellules cancéreusaneestratégie extrémement prometteuse.
En effet, cette technique présente une grandetséi€cet peut étre adaptée a une large
gamme de tumeurs en modulant le ligand ou l'anpieate ciblage ainsi que la nature de

I'agent cytotoxique utilisé.

4 Kratz, F.; Miiller, I. A. ; Ryppa, C; Warnecke @8hemMedCher008 3, 20-53.
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2.1.1.1 Les conjugués drogue-anticorps

A ce jour, plusieurs conjugués drogue-anticorps ér& développés comme le
Mylotarg (retiré du marché depuis 2010) et Adc@tigBretuximab Vedotin, Seattle
Genetics). Ce dernier a obtenu une autorisation de mise esundrché en ao(t 2011 aux
Etats-Unis (aprés une procédure accélérée). llresbmmandé pour le traitement du
lymphome anaplasique a grandes cellules et le lpmghhodgkinienKigure 4). Ce composé
est un conjugué associant un puissant agent aoéiczux, I'auristatine monométhyle E, a un

anticorps dirigé contre I'antigéne CD30 surexprimé surface des cellules cancéredses.

cathepsine B

I 9w g .
. © o e 0" N N;QL N N
[ mAb \‘rs N\/\/\)J\N N\)J\N 0 A OMe O OMe O
J o H : H

NH

L Py J

Figure 4 - Structure de Adcetris™

—=Z

Apres internalisation du conjugué dans la celbalecéreuse par endocytose, le vecteur
est activé par la cathepsine B présente dans $esdynes pour conduire a la libération de

I'auristatine monométhyle E aprés immolation duifmdtaminobenzyloxy)carbamate.

2.1.1.2 Les conjugués drogue-ligand

D’autres vecteurs ciblant les récepteurs deslesllcancéreuses sont actuellement en
cours d’évaluation chez I'hnomme. Ainsi, il a étémbhtré que I'acide folique est un bon
candidat pour le ciblage des cellules tumoralepaiesa forte affinité pour son récepteug (K
= 0,1 — 1 nM)’ De plus, le récepteur de I'acide folique est spriexé dans de nombreux cas

de cancer alors que son expression est extrémerédnite dans les tissus saih€es

5 Casi, G.; Neri, DJ. Controlled Releas2012 161, 422-428.

6 (a) Doronina, S. O.; Toki, B. E.; Torgov, M. Y.; Mendehn, B. A.; Cerveny, C. G.; Chace, D. F.; DeBlanc,
R. L.; Gearing, R. P.; Bovee, T. D.; Siegall, C;. Brancisco, J. A.; Wahl, A. F.; Meyer, D. L.; SentP. D.Nat.
Biotechnol.2003 21, 778-784(b) Francisco, J. A.; Cerveny, C. G.; Meyer, D. L.; biix B. J.; Klussman, K;
Chace, D. F.; Rejniak, S. X.; Gordon, K. A.; DeRlaR.; Toki, B. E.; Law, C.-L.; Doronina, S. O.;e8all, C.

B.; Senter, P. D.; Wahl, A. Blood2003 102, 1458-1465.

7 Elnakat, H. ; Ratnam, MAdv. Drug Deliver. Rex2004 56, 1067 —1084.

8 (a) Weitman, S. D. ; Lark, R. H. ; Coney, L. R. ; Fddt,W. ; Frasca, V. ; Zurawski, V. R. Jr. ; Kamé&n,A.
Cancer Resl992 52, 3396-3401(b) Low, P. S. ; Antony, A. CAdv. Drug Deliver. Rex2004 56, 1055—-1058.
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propriétés ont permis le développement de nombreanjugués de Il'acide folique en

association avec différents agents anticancéretest @ cas, par exemple d’'un conjugué

associant I'acide folique et un dérivé de la vishle, EC145, développé par la société
EndocytesFigure 5).°

HZN\T,NH
HN
HOOC
)& mﬂ )& )@ o
N
HOOC HOOC ”/\[ \fLNH
EC145 A~
internalisation N~ "N” "NH
réduction du pont disulfure
e}
oA,
+ L\/

DAVLBH

Figure 5 - Mécanisme de libération de DAVLBH a parr de EC145

Ce composé a récemment été évalué pour le traitesegpatients atteints d’'un cancer
du poumon non a petites cellules au cours d'ungeétlinique de phase Il. Le mode d’action
du vecteur EC145 suit un processus constitué iedtapes. Aprées internalisation du vecteur
au sein de la cellule cancéreuse le pont disuksteréduit. Le thiol ainsi généré permet la
libération de la désacétylvinblastine monohydrazaprés cyclisation intramoléculaire.

2.1.2 Le ciblage du microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral présente plusiearsqularités qui le différencie des
tissus sains. Ces spécificités sont d'ordre stratgg, chimiques ou biochimiques et ont été

exploitées pour cibler les tissus cancéreux.

9 (a) Reddy, J. A.; Dorton, R.; Westrick, E. ; Dawsén,; Smith, T.; Xu, L.-C. ; Vetzel, M. ; KleindP. ;
Vlahov, I. R.; Leamon, C. RCancer Res2007, 67, 4434-4442.(b) Li, J.; Sausville, E. A.; Klein, P. J.;
Morgenstern, D. ; Leamon C. P. ; Messmann, R.l&Russo, PJ. Clin. Pharmacol2009 49, 1467-1476.

18



Introduction

2.1.2.1 Spécificités structurales du microenvironnementdrah

Au cours de la croissance tumorale, I'angiogértisgent massive afin de répondre
aux besoins croissants en énergie et en nutrimdesscellules cancéreus8sAinsi, la
vascularisation rapide des tissus cancéreux engende construction anarchique de
nouveaux vaisseaux présentant de larges cavitédeddimmetre peut varier entre 100 et 1200
nm en fonction de la localisation de la tumEuA titre de comparaison, le diamétre des
interstices entre les cellules endothéliales desusi sains est beaucoup plus réduit et ne
dépasse pas 2 nthCette différence structurale marquée rend les twsnparticuliérement
perméables aux macromolécules alors que ces desng&mt beaucoup trop volumineuses
pour s’infiltrer a travers I'endothélium des tiss@ns. De plus, les tumeurs présentent un
drainage lymphatique faible ou inexistant, limitamsi I'élimination de ces macromolécules
hors des tissus cancéreux. La combinaison de ags gleénomeénes, connue sous le nom
d’effet de perméabilité et de rétention accrue &ffeteEPR (Enhanced Permeability and
Retention), permet I'accumulation passive de vesteanacromoléculaires au niveau des

tumeurs Figure 6).13

vaisseau
sanguin

néo-angiogénique = - ={ i 5 vaisseau lymphatique

-~

drainage lymphatique
inefficace

Figure 6 - Mécanisme d'accumulation sélective de navecteurs par effet EPR(illustration adaptée de Peer,
D.; Karp, J. M.; Hong, S.; Farokhzad, O. C.; Maitg&.; Langer, RNatureNanotech2007, 2, 751-760.)

10Bikfalvi, A. B. Cancer2003 90, 449-458.

11 (a)Hobbs, S. K. ; Monsky, W. L. ; Yuan F. ; Roberts, @/ ; Griffith, L. ; Torchilin, V. P. ; Jain, R. KP.
Natl. Acad. Sci. USA998 95, 4607-4612(b) Yuan F. ; Dellian, M. ; Fukumura, D. ; Leunig, MBerk, D.
A. ;Torchilin, V. P. ; Jain, R. KCancer Resl1995 55, 3752-3756.

12Jang, S. H. ; Wientjes, M. G. ; Lu, D. ; Au, J.8.Pharmaceut. Re2003 20, 1337-1350.

13 (a)lyer, A. K. ; Khaled, G. ; Fang, J. Maeda, Birug Discov. Today006 11, 812-818.(b) Maeda, H. ;
Greish, K. ; Fang, JAdv. Polym. Sci2006 193 103-121.(c) Tanaka, T.; Shiramoto, S.; Miyashita, M. ;
Fujishima, Y. ; Kaneo, Yint. J. Pharm2004 277, 39-61.
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Ainsi, de nombreux vecteurs parmi lesquels dessbmes, des polymeres et des
dendriméres se sont avérés efficaces pour le @ablag cette particularité du
microenvironnement tumoraf.Ces vecteurs sont généralement mieux tolérés guaglents
anticancéreux correspondants et présentent untbffedpeutique comparable. De plus, leur
utilisation augmente de 10 a 100 fois le tempseataierie plasmatique du principe actif dans
l'organismeEn effet, les macromolécules de masse moléculapérieure a 40 kDa ne sont
pas éliminées efficacement par les reins, leur éant ainsi une demi-vie plasmatique

accruet®

A titre dexemple, le composé PK1, un polymére déN-(2-
hydroxylpropyl)methacrylamide (HMPA) sur lequel desités doxorubicine ont été fixées
grace a des bras espaceurs de type peptidiquie,I'aldpet d'une évaluation clinique de phase
Il (Figure 7).*° 1l a été montré que la dose maximale tolérée (DM e composé est cing
fois supérieure a celle de la doxorubicine utiliséele et s'accompagne d'une réduction de la
cardiotoxicité induite par l'usage des anthracgdina masse moléculaire élevée de PK1 (M
~ 30 kDa) lui permet d'étre accumulé de maniereépeétielle au sein des tissus cancereux
par effet EPR. Le vecteur macromoléculaire estsaltternalisé par les cellules tumorales par
endocytose puis dégradé par des protéases lysasompalr conduire a la libération de

molécules actives de doxorubicine.

O OH 0]

OH
(LT Yon

OMeO OH O
0

Ho NH
OH Gly
Il_eu
S fne
OYNH OYGIy
X y

Figure 7 - Structure de PK1

I

14 (a)Bildstein, L.; Dubernet, C.; Couvreur RAdv. Drug Discover. Rev011, 63, 3-23.(b) Haag, R.; Kratz, F.
Angew. Chem. Int. Edi200§ 45, 1198-1215.

15 (a) Venturoli, D.; Rippe, BAm. J. Physiol. - Ren&005 288 605-613.(b) Maeda, HAdv. Enzyme Regul.
2001 41, 189-207.

16 Vasey, P. A.; Kaye S. B.; Morrison, R.; Twelves Wijson P.; Duncan, R.; Thomson, A. H.; Murray,3.;
Hilditch T. E.; Murray, T.; Burtles S.; Fraier, DFrrigerio, E.; Cassidy, Llin. Cancer Resl999 5, 83-94.
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2.1.2.2 Spécificités chimigues du microenvironnement turhora

Le microenvironnement tumoral se distingue égatdgntes tissus sains par deux
propriétés particuliéres : un pH plus acidet un potentiel réducteur plus importahCes
différences ne sont cependant pas assez marquaep@unettre d'étre exploitées comme
éléments de reconnaissance des tumeurs mais peogpahdant étre utilisées comme

activateurs chimiques de vecteurs au sein de la zonorale.

2.1.2.3 Spécificités biochimigues du microenvironnementdugth

Certaines enzymes sont surexprimées dans le migroenement tumoraf’ Dés lors,
l'utilisation de vecteurs substrats de ces enzyesesine approche attractive dans le cadre du
ciblage thérapeutique. Ainsi, l'activation du suduspar I'enzyme permettra la libération d'un

agent cytotoxique sélectivement au niveau de |& romorale.

La majorité des enzymes surexprimées naturelleswenitdes protéases issues de deux
familles : les cathepsin®set les métalloprotéases matriciel@MP).?! A titre d'exemple,
I'équipe de Sinha a décrit le vecteur de I'auriseatnonométhyle BL comme étant substrat
du légumainé? une enzyme protéolitique présente en concentrdtiggortante dans la
majorité des tumeurs solid&5Aprés reconnaissance puis activation du vecteur I@ar
légumaine, l'aniline2 est libérée puis se décompose spontanément viglimimation 1,6

suivie d’'une décarboxylation pour conduire a I&idiion de I'agent cytotoxiqué&igure 8).

17 Warburg, OSciencel956 123 309-314.

18 Brown, J. M.; Wilson, W. R Nat. Rev. Cance2004 4, 437-447.

19 Rooseboom, M.; Commandeur, J. N. M.; Vermeuler? Ne.Pharmacol. Rev2004 56, 53-102.
20 Gocheva, V.; Joyce, J. Kell Cycle2007, 6, 60-64.

21Egeblad, M.; Werb, 2Nat. Rev. Cancef002 2, 161-174.

22 Bajjuri, K. M. ; Liu, Y. ; Liu, C. ; Sinha, S. @ChemMedChen2011, 6, 54-59.

23Liu, C.; Sun, C. ; Huang, H. ; Janda, K. ; Edgimg T.Cancer Res2003 63, 2957—-2964.
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Clivage enzymatique
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Figure 8 - Structure et décomposition du vecteur 1

La PSA (prostate-specific antigen) est égalemene protéase présente en
concentration élevée chez les patients atteintsadeers de la prostat€Son étude a permis
de concevoir un vecteur de la vinblastBelont la décomposition, catalysée par la PSA,

génére des composés hautement cytotoxiques awrdega zone tumoral&igure 9).%°.

clivage enzymatique
par la PSA

di
o

N .
I HG bOOMe Pro—Ser—Ser—GIn—Chg—Ser—Ser—Hyp—Ac

3

Figure 9 - Structure du vecteur_3

Une autre enzyme, R-glucuronidase, appartenant a la famille des gigeses, est
aussi surexprimée dans la plupart des tumeursrieggeales zones de nécré8é utilisation
de cette enzyme dans le cadre du ciblage thérgpeusera développée dans la suite de ce

manuscrit.

24 Silver, D. A. ; Pellicer, I. ; Fair, W. R. ; HestoW. D. ; Cordon-Cardo, lin. Cancer Resl997, 3, 81-85.
25 De Feo-Jones, D.; Brady S. F.; Feng, D.-M. ; WoB. K. ; Boylar, T.; Haskell, K. ; Kieffer, D. M
Leander, K. ; McAvoy, E. ; Lumma, P. ; PawluczykMl ; Wai, J. ; Motzel, S. L. ; Keenan, K. ; Vamwiéten,
M. ; Lin, J. H. ; Garsky, V. M. ; Freidinger, RQJiff, A. ; Jones, R. EMol. Cancer Ther2002 7, 451-459.

26 Bosslet, K. ; Czech, J. ; Hoffmann, Dumor Target1995 1, 45-50.
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L'utilisation de ces vecteurs peut étre envisag@ées le cadre de deux stratégies de
vectorisation distinctes. A ce jour, la plus répamdest la stratégie PMT (Prodrug
MonoTherapy) qui consiste a cibler des enzymes relédment surexprimées dans le

microenvironnement tumoral.

Ces vecteurs peuvent également étre utilisés éaradre de stratégies de type DEPT
(Directed Enzyme Prodrug Therapy). Ces protocokesdéroulent suivant deux étapes
successives. La premiere étape consiste en larigtion d'une enzyme afin d'augmenter sa
concentration dans le microenvironnement tumonai,pun vecteur substrat de I'enzyme est
administré afin d'étre activé de maniére sélectiveniveau de la tumeur. Ces stratégies
different selon le mode de vectorisation de I'enzydinsi on distingue 'ADEPT (Antigen
Directed Enzyme Prodrug Therapypermettant de vectoriser I'enzyme au moyen di@upt;
le GDEPT ou VDEPT (gene ou Virus Directed EnzymedPug Therapy} et le LEAPT
(Lectin Directed Enzyme Activated Prodrug Ther&py)

De nombreuses études portant sur la vectorisatiien plusieurs enzymes
(carboxypeptidases, aminopeptidageglucuronidasef-lactamase) ainsi que sur l'utilisation
de vecteurs de plusieurs drogues (doxorubicinehotretxate, camptothécine, paclitaxel,
moutarde de l'acide benzoique) ont permis d'évdieiéicacité du protocole ADEPT. Par
ailleurs, cette stratégie a fait I'objet d'étudé@sques de phase | et 3f.Des essais menés chez
des patients atteints de cancers colorectaux omtrénau'il était possible d'augmenter la
concentration de I'enzyme d'un facteur 10 000 desissus tumoraux par rapport aux tissus
sains, permettant ainsi d'activer le vecteur derfagglective. Cependant l'utilisation de ces
anticorps entraine généralement l'apparition dermggs immunogéniques ne permettant pas
au traitement d'étre prolongé afin d'obtenir umeis§ion totale de la tumeur.

27 (a) Bagshawe, K. D.; Sharma, S. K.; Springer, C. ageéRs, G. T.Ann. Oncol.1994 5, 879-891.(b)
Bagshawe, K. DCurrent Drug Target009 10, 152-157(c) Tietze, L. F.; Krewer, B.Chem. Biol. Dru. Des.
2009 74, 205-211.

28 Niculescu-Duvaz, |.; Spooner, R.; Marais, R.; Spgein C. JBioconjugate Chen1998 9, 4-22.

29 Robinson, M. A.; Charlton, S. T.; Garnier, P.; WaKX.-T.; Davis, S. S.; Perkins, A. C.; Frier, NDuncan,
R.; Savage, T. J.; Wyatt, D. A.; Watson, S. A.; BaB3. G.P. Nat. Acad. Sci. US2004 101, 14527-14532.

30 (a) Napier, M. P.; Sharma, S. K.; Springer, C. J.; $ayve, K. D.; Green, A. J.; Martin, J.; Stribbliigy,M.;
Cushen, N.; O'Maley, D.; Begent, R. H.Glin. Cancer Res200Q 6, 765-772.(b) Mayer, A.; Francis, R. J;
Sharma, S. K.; Tolner, B.; Springer, C. J.; Marti, Boxer, G. M.; Bell, J.; Green, A. J.; Hartle}, A,;
Cruickshank C.; Wren, J.; Chester, K. A.; BegentHRJ.Clin. Cancer Re2006 12, 6509-6516.
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2.2 Le processus de libération de la drogue

La reconnaissance de la tumeur doit étre suivie pfocessus efficace de libération de
'agent cytotoxique. En effet, la libération degéat actif doit étre réalisée uniqguement au
niveau de la zone a traiter pour limiter les effségondaires observés en chimiothérapie
classique. Ce processus peut étre initi€ par utigadon chimique ou enzymatique du
vecteur, la drogue pouvant étre ainsi libérée threent ou a la suite d'une cascade de

réactions.

2.2.1 Stratégies d'activation chimique

Les différents processus d'activation chimique euspoint au cours des dernieres
décennies sont basés sur l'instabilité de cer@iogpements fonctionnels dans les milieux
acide ou réducteur caractérisant les tumeurs. Cepénes vecteurs activables chimiquement
doivent rester parfaitement stables dans les donditphysiologiques rencontrées dans les

tissus sains afin d'assurer avec succes le cilit@gapeutique des tissus cancéreux.

Le pH du microenvironnement tumoral est un élénopritpeut étre exploité afin
d'activer des vecteurs puisqu'il est inférieur de&1 unité par rapport a celui du sang ou des
tissus saind' Ainsi des groupements fonctionnels tels que degldsi, des acétals, des
hydrazones, des imines ont été utilisés afin dacties vecteurs au niveau de la tuntéur.
Cependant, en raison du pH faiblement acide duamitsironnement tumoral, cette approche
n'‘est efficace qu'avec des vecteurs présentantréteation accrue au niveau des tissus

cancéreux.

Ceci peut étre parfaitement illustré par I'étudeveoteur dendritiqud (Figure 10).%
Ce dendrimére comporte seize unités doxorubicitiéee a sa structure par des fonctions

hydrazone. Une fois le vecteur accumulé de masi€ective au niveau des tissus cancéreux

31 Tannock, I. F.; Rotin, DCancer Res1989 49, 4373-4384.

32 (a) Jain, R.; Standley, S. M.; Fréchet, J. MMhcromolecule2007, 40, 452-457.(b) Heffernan, M. J.;
Murthy, N. Bioconjugate Chen005 16, 1340-1342(c) Tomlinson, R.; Heller, J.; Brocchini, S.; Duncan, R
Bioconjugate Chem2003 14, 1096- 1106(d) Tomlinson, R.; Klee, M.; Garett, S.; Heller, J.uizan, R.;
Brocchini, S.Macromolecule2002 35, 473-480.

33Lee, C. C,; Gillies, E. R.; Fox, M. E.; Guillaudes, J.; Fréchet, J. M.; Dy, E. E.; Szoka, FPCNatl. Acad.
Sci. USA2006 103 16649.
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par effet EPR, le pH acide du milieu catalyse leédation des molécules actives de

doxorubicine par hydrolyse du lien hydrazone.
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Figure 10 - Structure du vecteur 4

En raison d'une vascularisation défectueuse,isssis tumoraux sont généralement
mal oxygénés ce qu'il leur confére un caractérauatedir marqué. Ainsi de nombreux
vecteurs ont été congus afin d'étre activés damsaladitions réductrices. A ce titre, plusieurs
types de fonction ont été étudiées pour leur agita activer un vecteur par une réduction
chimique. Il s'agit de quinones, de N-oxydes, dfetiques substitués par un groupement
nitro et de dérivés comportant un pont disulfuré dqee le composé EC145 décrit
précédemmentigure 5).3

2.2.2 Stratégies d'activation enzymatique

Tout comme le processus d'activation chimiquetiVation enzymatique doit étre
réalisée spécifiquement au niveau de la tumeunziime permettant I'activation du vecteur
peut étre naturellement exprimée ou bien préaladh¢miblée au moyen de stratégies de type

DEPT. Bien qu'il soit possible de libérer directenagent cytotoxique apres l'activation

34 (a) Naylor, M. A.; Thompson, PMini-Rev. Med. Chen001, 1, 17-29.(b) Denny, W. A.Eur. J. Med.
Chem.2001, 36, 577-595(c) Denny, W. A.;Aust. J. Chen004 57, 821-828(d) Denny, W. A.Expert Opin.
Ther. Pat.2005 15, 635-646.
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enzymatique, il s'est généralement avéré nécesdanteoduire un espaceur éloignant la
drogue du substrat afin que celui-ci soit conves@igint reconnu par le site enzymatique.
Ainsi, l'activation enzymatique sera suivie de &amposition spontanée du bras espaceur

pour conduire rapidement a la libération de la deoigure 11).

Etape 1:
Hydrolyse enzymatique

‘ Drogue >
ﬁ '\"""'Dfogue }

Etape 2 :
Décomposition spontanée

Figure 11 - Schéma de libération de la drogue daris cadre d'un vecteur constitué de trois parties

Un nombre important d'espaceurs auto-immolablé®tindéveloppés dans plusieurs
approches de ciblage thérapeutiduBien que différents mécanismes de libérations aeht
étudiés RB-élimination, élimination 1,4, élimination 1,8, digations), ce sont les espaceurs
conduisant a une élimination 1,6 qui ont été legs plitilisés (exemple du vecteur de

l'auristatine monométhyle Ereprésenté&igure 8).

Depuis plusieurs années, notre laboratoire a acqoe expertise solide dans ce
domaine de recherche. Notre équipe a en effet dgpélplusieurs nouveaux vecteurs ciblant
la B-glucuronidase, une enzyme naturellement surexgrimi@ns la grande majorité des

tumeurs solides.

35 (a)Papot, S.; Tranoy, I.; Tillequin, F.; Florent,(;-Gesson, J.-FCurr. Med Chem. Anti Canc. Ager802
2, 155-185.(b) Tranoy-Opalinsky, I.; Fernandes, A.; Thomas, M.s&m, J.-P.; Papot, 8nti Canc. Agents
Med. Chem2008 8, 618 - 637.
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3.Les vecteurs glucuronylées

3.1 La B-glucuronidase

La B-glucuronidase humaine est une enzyme lysosomalecmoulante hydrolysant
les liaisonsO-glycosidiques des glucuronides d’anomdiieCette enzyme est peu sélective
de la partie aglycone et de nombreux glucuronidesant substrats. La présence d’une
concentration élevée deglucuronidase dans les tissus cancéreux a étéaniseidence des
1947 par Fishman et Anly&A Par la suite, il a été montré queBkglucuronidase est localisée
au niveau des zones nécrotiques des tumeurs dedpluteux millimétres de diameéte.
L’activité de I'enzyme est ici extracellulaire adogue celle-ci est confinée dans les lysosomes
des cellules sained.a présence de3-glucuronidase est attribuée aux neutrophiles et
macrophages qui secrétent cette enzyme dans les r@crotiques des tumeurs ainsi qu'au

niveau des métastas¥s.

En 1988, le professeur Tietze a été le premiercardda-glucuronidase comme une
cible particulierement intéressante dans le cadrd’attivation de vecteurs au niveau du
microenvironnement tumorai.De plus, les vecteurs glucuronylés présentent ydeophilie
marquée leur conférant une faible capacité a tsevdes membranes cellulaires. Ainsi, ces
composés sont généralement moins toxiques queggsaanticancéreux correspondants et
peuvent donc étre utilisés a de fortes doses afingthenter la concentration de I'espece

active au niveau de la tumeur et ainsi obtenirmeéleure efficacité thérapeutique.

3.2 Exemples de vecteurs glucuronylés

A ce jour, de nombreux vecteurs ciblanf3laglucuronidase ont été synthétisés et ce
concept a été décliné avec difféerentes famillestttancéreux. Ces composeés possedent dans

leur grande majorité un bras espaceur permettagiuauronide d'étre reconnu par I'enzyme.

36 Fishman, W. H.; Anlyan, A. Bciencel947, 106, 66-67.

37 Bosslet, K.; Straub, R.; Blumrich, M.; Czech, Jpefker, B.; Kroemer, H. K.; Gesson, J.-P.; Koch; M.
Monneret, CCancer Res199§ 58, 1195-1201.

38 Juan, T.-Y.; Roffler, S. R.; Hou, H.-S.; Huang,M&;-Chen, K.-C.; Leu, Y.-L.; Prijovich, Z. M.; Y. P;
Wu, C.-C.; Sun, G.-H.; Cha, T.-Clin. Cancer Re2009 15, 4600-4611.

39 Tietze, L. F.; Seele, R.; Leiting, B.; Krash,Jarbohydr. Res1988 180, 253-262.
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3.2.1 Vecteur glucuronylé de la 9-amino-camptothécine

Le groupe de Roffler a, par exemple, étudié letergcglucuronylé de la 9-amino-
camptothéciné (Figure 12).*° La 9-amino-camptothécine est une molécule inhifstde la
topoisomérase | ayant fait I'objet de nombreusedest cliniques de phase Il sur différents
types de cancers (reins, prostates, ovaires, posinsems, glioblastomes ...). Cependant, son
utilisation dans le cadre de traitement par chih@aodpie classique est limitée par son manque

de sélectivité envers les tissus cancéreux airespqu sa faible hydrosolubilité.

L'unité 9-amino-camptothécine est fixée sur un aespr de type 4-
(hydroxyméthyl)phénol par une fonction carbamasiblstin-vivo. L'activation enzymatique
du vecteus par lap-glucuronidase conduit a la formation du phénogat€elui-ci subit alors
une élimination 1,6 pour former un acide carbamigméermédiaire qui régénéere

spontanément l'aniline correspondante apres décgabion.

o OH

_—
élimination 1,6 OH
décarboxylation

HOOC

s
(e}
O
O
9]
ooy
I

H,N

9-amino-camptothécine

Figure 12 - Structure et décomposition du vecteur 5

Le vecteur glucuronyl® s'est révélé étre 1800 fois plus soluble a pHQU® la 9-
amino-camptothécine. L'évaluatian vitro indique qu'en absence d&glucuronidase, le
vecteur5 est 20 a 80 fois moins toxique que la 9-amino-dathpcine sur cing lignées
cellulaires issues de différentes tumeurs alorsmptésence de I'enzyme, les deux composés
présentent des kgsimilaires.

L'efficacité thérapeutique du vectebira été évaluée vivo sur des xénogreffes de

tumeurs humaines implantées chez la souris. Caitle & montré que ce vecteur est aussi

40Leu, Y. L.; Roffler, S. R.; Chern, J. W. Med. Cheml1999 42, 3623 - 3628.
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efficace que la 9-amino-camptothécine sur une x&ffegdu colon de type LS174T et induit
une regression de la croissance tumorale de 80%omparaison avec les tumeurs non

traitées sans provoquer d'effets secondalfigmie 13).*
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Figure 13 - Evaluation de I'activité anticancéreuseu vecteur 5(50 mg/kg administré en i.v. au jour 10)
en comparaison avec la 9-aminocaptothécine (3 mg/kgiministré en s.c. au jour 10).

3.2.2 Vecteurs glucuronylés d’alcools et de phénols

Comme nous venons de le voir, lutilisation de sbraspaceurs de type 4-
(hydroxyméthyl)phénol est bien adapté a la vecitios d'agents anticancéreux présentant

des fonctions amine ou aniline du fait de la st#bie la fonction carbamaie-vivo.

Cependant, cette stratégie n'est pas applicable pes molécules comportant
uniqguement des alcools ou des phénols tels queadditgxel ou SN-38, un composé
hautement cytotoxique dérivé de la camptothécimeetet, il est connu que les fonctions
carbonates permettant de relier la drogue a l'espasont rapidement hydrolysées dans le
plasma par des estérases conduisant a la libératiarchiqgue de la molécule active dans
l'organisme. A titre d'exemple, I'étude du vectéwwomportant une unité paclitaxel reliée a
I'espaceur par une fonction carbondtgg@re 14) a révélé que 65% de ce composé s'était
dégradé apres 24 heures d'incubation en présernsérai® de faetus de veau dans le tampon

phosphaté?

41 Prijovich, Z. M.; Chen, B.-M.;Leu, Y.-L.; Chern-W.; Roffler, S. RBrit. J. Cancer2002 86, 1634 - 1638.
42 El Alaoui, A; Schmidt, F.; Monneret, C.; Floredt;C.J. Org. Chem2006 71, 9628 - 9636.
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AcO O OH

Figure 14 - Structure du vecteur_7

De nouveaux espaceurs auto-immolables ont dondéitéloppés pour véhiculer ce
type de composés. Par exemple, le vecteur de SBI-Bsente un espaceur de type 2-
(méthylamino)-4-nitrophéndf Aprés activation enzymatique du vect@,rle carbamate
subit une réaction de cyclisation intramoléculapeur aboutir a la formation de la

benzoxazolonéOQ et a la libération d’'une molécule active de SNBBgure 15).

B-glucuronidase cyclisation

intramoléculaire

HO

0
o LG

3%

S
N
|

N

Figure 15 - Structure et décomposition du vecteud

Alors que le vecteur est stable pendant plud&laeures en solution dans le tampon
phosphate (pH 7,2), 'addition d&glucuronidaseE. Coli; B-glu : 10 U/mL ;8 : 300 uM)

induit la libération de I'agent actif avec une demeide 12,7 minutes.

Cette stratégie de libération a aussi été appliquéa vectorisation du paclitaxel.

Cependant, ce vecteur s’est avéré étre un mauvdistrat de I'enzyme en raison de

43 Angenault, S.; Thirot, S.; Schmidt, F.; Monneret, Efeiffer, B.; Renard, FBBioorg. Med. Chem. Let2003
13, 947-950.
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44 Pour pallier ce probléme, notre

'encombrement stérique important généré par I'aget
équipe a proposé un nouveau procédé de libéradimart appel a deux espaceurs pour
éloigner la molécule d’intérét du motif glucuronig¢ ainsi améliorer la reconnaissance

enzymatique du vecteuFigure 16).%°
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Figure 16 - Structure et décomposition du vecteurL

L’activation du vecteur modeélgl par lap-glucuronidase conduit & la formation du
phénolatel2. Le premier espaceur se décompose rapidement grdeileux minutes) selon
une élimination 1,6 pour former, apres décarboiomatla méthyléne-quinond4 et le
carbamate aromatique3. Une réaction de cyclisation intramoléculaire aghd la formation
de la quinazolinond5 et a la libération de I'alcool mod€lé (temps de demi vie dE3: 18

heures).

L’équipe du Dr. Monneret a adopté une stratégielaira pour vectoriser le docetaxel
(Figure 17).*® Les vecteursl7a-b comportent un premier espaceur de type 4-
(hydroxyméthyl)-2-nitrophényl carbamate ou 2-amixhRydroxyméthyl)phényl carbamate
se décomposant selon une élimination 1,6 aprelygdr du déclencheur glucuronylé. Cette
réaction conduit a la formation de l'intermédiali@ Le deuxieme espaceur de tylNeN'-

diméthyléthane-1,2-diamine se décompose ensuitenseine réaction de cyclisation

44 Schmidt, F.; Ugureanu, I.; Duval, R.; Poupon, Agmieret, CEur. J. Org. Chem2001, 11, 2129-2134.
45 Papot, S.; Rivault, F.; Tranoy, l.; Gesson, JS¥hlett2001, 1, 164-166.
46 Bouvier, E.; Thirot, S.; Schmidt, F.; Monneret,Bioorg. Med. Chen004 12, 969-977.
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intramoléculaire pour former le compog® et libérer la molécule de docetaxel. Le test
d'hydrolyse enzymatique a montré que ces deux wextont stables pendant plus de 24
heures dans des conditions physiologiques aloresngprésence d@-glucuronidase, la

libération totale de I'agent anticancéreux a égepkee aprés 20 minutes d'incubation.

Les vecteursl7a et 17b sont respectivement 337 et 187 fois moins toxioyes le
docetaxel sur des cellules cancéreuses de typell.h2dntrant ainsi le caractére détoxifiant
induit par la présence de motifs glucuronides.

| (0]
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e \ANJ\docetaxel @ lll o
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. O |
HOOG X B-glucuronidase
HOTNR 0 o
on 172 X :Noz < élimination 1,6
17b : X =NH, décarboxylation
0 O
|
N &)
N /QN 4+ docetaxel — HN~N docetaxel
\\/ cyclisation | X
19 intramoléculaire 18 o}

Figure 17 - Structure et décomposition des vecteufks/a-b

3.2.3 Vecteur glucuronylé de la doxorubicine (HMR 1826)

Notre équipe a acquis une solide expérience dangréparation de vecteurs
glucuronylés. En collaboration avec I'équipe du tBoc Monneret, I'équipe du Professeur
Koch et les laboratoires Hoescht-Marion Rousselddas depuis Sanofi-Aventis), notre

laboratoire a développé le premier vecteur glucyldorde la doxorubicine : HMR 1826
(Figure 18).%

47 Florent, J.-C.; Dong, X.; Gaudel, G.; Mitaku, S.phheret, C.; Gesson, J.-P.; Jacquesy, J.-C.; Moridan
Renoux, B.; Andrianomenjanahary, S.; Michel, S.cKoM.; Tillequin, F.; Gerken, M.; Czech, J.; Strair.;
Bosslet, KJ. Med. Chem1998 41, 3572-3581.
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Figure 18 - Structure et décomposition de HMR 1826

Alors que les glucuronides directs d'anthracyslisent de mauvais substrats pour la
B-glucuronidasé® la présence d'un espaceur reliant la drogue aenmtdutur est essentielle
pour la bonne reconnaissance enzymatique du veggeutenzyme. Des premiers essais ont
montré que le processus de libération de la doxcnéa partir du vectel20 s'arréte au

stade du phéndl et ne conduit pas a la libération de I'agent antiéreux.

Pour pallier ce probléme, un second vecteur ddobkorubicine, HMR 1826 a éte
concgu. La substitution de I'espaceuragtho du phénol par un groupement nitro permet de

diminuer le pKa du phén@2 et favorise ainsi la réaction d'élimination 1,6.

L'évaluation préliminaire de HMR 1826 a montré gquevecteur est 80 fois moins

toxique que la doxorubicine chez la souris (DMT HMR26 : 1,8 mmol/kg ; DMT

48 Haisma, H. J.; Boven, E.; Van Muijen, M.; de Joagyvan der Vijgh W. J. F.; Pinedo, H. Bit. J. Cancer
1992 66, 474-478.
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doxorubicine : 0,022 mmol/kg). De plus, l'injectidlune dose de 250 mg/kg de HMR 1826
chez le singe ne présente pas de toxicité (doa&e |ée doxorubicine chez le singe : 4,2

mg/kg).

L'efficacité thérapeutique de ce vecteur glucul®myété testée sur des xénogreffes de
plusieurs tumeurs humaines implantées chez la sdeigure 19) au cours d'une PMT
(Prodrug Mono Therapy). Lors de ces essais, trgetiions de HMR 1826 ont été réalisées
aux jours 1, 4 et 7 avec des doses comprises 2pfret 375 mg/kg. Les résultats enregistrés
ont été compares a ceux obtenus lors du traitedeoes mémes tumeurs par trois doses de

doxorubicine (4,5 mg/kg).
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Figure 19 - Efficacité thérapeutique de HMR 1826 awours d'une PMT - Aire relative moyenne de la
tumeur en fonction du temps (jours).

Il a ainsi été montré que, dans tous les cas, HBIES produisait un effet anti tumoral
supérieur a celui enregistré avec la doxorubichglR 1826 posséde une efficacité non
négligeable sur une tumeur pulmonaire alors qule-celest insensible au traitement par la
doxorubicine. De plus, ce vecteur permet une régrastotale et durable d'une tumeur
mammaire. Cependant, des effets secondaires telsdgas saignements de nez ont été

observés lorsque HMR 1826 est utilisé & des dagesigures a 250 mg/Kg.

49 Graaf, M.; Boven, E.; Scheeren, H.W.; Haisma, ;HRihedo, H.M.Curr. Pharm. Desigr2002 15, 1391-
1403.
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Au regard des résultats obtenus pour HMR 182#ljdation de vecteurs glucuronylés
dans le cadre d'une chimiothérapie ciblée sembie dtve une voie prometteuse. En effet, ces
résultats montrent bien que I'administration daype de composés permet d'augmenter la
concentration de I'agent anticancéreux au niveala temeur tout en limitant sa distribution

dans les tissus sains.

Néanmoins, l'utilisation de vecteurs glucuronyes confronte a deux limitations
majeures affectant leur efficacité. Tout d’aboadf{glucuronidase a une faible activité dans
le microenvironnement tumoral. En effet, cette emeypossede une activité enzymatique
optimale a pH 4. Dans le microenvironnement tumadeapH est généralement compris entre
6 et 7, et laB-glucuronidase voit alors son activité réduite &imm 10 % de son activité
maximale®® Dans ces conditions, la cinétique de la réactiorzymatique est
considérablement ralentie et la quantité de substantive délivrée dans les tissus ciblés est

généralement insuffisante pour induire une rémisgitale et durable de la masse tumorale.

La deuxieme limitation rencontrée lors de |'usitisn de vecteurs glucuronylés réside
dans leur faible temps de demi-vie plasmatique.eHat, ces composés sont rapidement
éliminés par les reins en raison de leurs caractéydrophiles marqués et leurs faibles poids
moléculaires. L’'administration de fortes dosesdestic nécessaire pour obtenir une efficacité
thérapeutique maximale. Ceci est incompatible aupe éventuelle utilisation clinique
notamment en raison des difficultés rencontréesderl'administration de telles quantités de

COMpOose.

La B-glucuronidase étant exprimée dans la majorité teseurs solides et des
meétastases, elle est une cible particulierementoitapte dans le cadre du ciblage
thérapeutique. Des lors, de nouvelles stratégiegedbétre mises au point pour contourner
ces deux limitations et ainsi permettre ['utilieati de vecteurs glucuronylés lors de
chimiothérapies chez 'hnomme. A ce jour, plusiewo®s ont été explorées pour pallier ces

problemes.

50 (a)Ho, K.-J.BBA - Protein Struct. M1985 827, 197-206.(b) Zenser, T. V.; Lakshmi, V. M.; Davis, B. B.
Drug Metab. Dispos1999 27, 1064-1067.

35



Introduction

3.3 Comment améliorer I'efficacité des vecteurs glucunaylés?

3.3.1 La stratégie ADEPT

L'activité réduite de I-glucuronidase dans le microenvironnement tumanate la
quantité d'agents anticancéreux délivrée au nideala tumeur. Par conséquent, la stratégie
ADEPT semble étre un bon moyen d'augmenter de meaaiéficielle la quantité d'enzyme
présente dans le microenvironnement tumoral. Atee I'efficacité thérapeutique de HMR
1826 a été évaluée au cours d'un protocole ADERTSs da cadre du traitement d'un

carcinome humain de type LoVo implanté chez laisaormune>*

Lors de cette étude, le ciblage préalable de yeeza éte réalisé avec une protéine de
fusion permettant de reconnaitre les cellules acansés et présentant l'activité defla
glucuronidase humaine. Cette protéine remplacetagansement les conjugués anticorps-
enzymes utilisés habituellement. En effet, cellpaut étre préparée plus aisément grace a la
technique de I'ADN recombinant qui permet d'obtenir produit plus homogene avec un
rendement plus élevé. Afin de reconnaitre I'antigéble, cette protéine de fusion comporte
dans sa structure un fragment humanisé d'anticorpgh (mAb BW 431/23) ce qui permet
de minimiser la réponse immunitaire. De plus, cptt@éine de fusion est plus petite qu'un

conjugué anticorps/enzyme lui permettant ainsi eimpénétrer au sein de la tumatr.

Sept jours apres son injection par voie intravesee la quantité de protéine de fusion
détectée au niveau de la tumeur est 100 fois pdwee que dans les tissus sains, créant ainsi
une fenétre thérapeutique favorable pour l'adnmatish de HMR 1826. En effet, cette
stratégie permet d'atteindre des concentrationB-glkeicuronidase comprises entre 2000 et
200 ng d'enzyme par gramme de tumeurs entre Joetr§ apres le début du protocole alors
que cette concentration n'est que de 20 & 100 adg/gimeur dans le cadre d'une PRIT.
Ainsi, une seule dose de 250 mg/kg de HMR 1826aewdr un arrét significatif de la

croissance tumorale et ce jusqu'a vingt jours agwasapplicationKigure 20).

51 Bosslet, K.; Czech, J.; Hoffmann, Dancer Resl994 54, 2151 - 2159.
52 Bosslet, K.; Czech, J.; Lorenz, P.; Sedlacek, H.9dhuermann, M.; Seeman, Bxit. J. Cancerl992 65,
234-238.
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Figure 20 - Efficacité thérapeutique de HMR 1826 awours d'un protocole ADEPT.

En comparaison avec le traitement réalisé avela di@xorubicine seule, I'utilisation
de HMR 1826 permet dans ce contexte de multipkerl2 la concentration de la drogue au
niveau de la tumeur 8 heures aprés son admin@irafDe plus, la concentration de
doxorubicine dans les tissus sains s'est avéré&dtis inférieure a celle enregistrée lors du

traitement avec la drogue seule.

Cette stratégie présente donc un avantage cemagomparaison avec la PMT. Alors
gu'une bonne réponse antitumorale est obtenue apegseule injection de HMR 1826 (250
mg/kg), il est en effet nécessaire d'injecter tdmses comprises entre 250 et 375 mg/kg de ce
méme vecteur pour obtenir une efficacité comparbdske d'une PMT. Cependant, en raison
de son co(t particulierement élevé, de sa mise wrreodifficile et de la possible réponse

immunogénique liée a l'utilisation d'anticorpssteatégie ADEPT ne semble aujourd’hui plus
d'actualité.

3.3.2 Ciblage de l'angiogénése pour augmenter la quantitée B-glucuronidase dans les
tumeurs

La présence d@-glucuronidase dans les tumeurs de plus de 2 mmuliadeéetre est
étroitement liée a I'inflammation des tissus caaaogr En réponse a cette inflammation, des

neutrophiles et des macrophages sécrétant cetignengeront recrutés au sein des tissus
cancéreux/
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Une nouvelle approche visant ainsi a augmenteudmtifé def3-glucuronidase dans
les tumeurs a été développée par I'équipe de Réfflgette stratégie se déroule en deux
temps. Un composé antiangiogénique tel que I'amkdC101 dirigé contre le VEGFR2
(vascular endothelial growth factor receptor) est t’abord administré chez des souris nude
présentant des xénogreffes de tumeurs du coloprédeier traitement induit la normalisation
des vaisseaux sanguins et une forte inflammati@ntidsus cancéreux se traduisant par un
recrutement plus efficace des neutrophiles et degophages. Il a ainsi été montré qu'il était
possible d’augmenter d’'un facteur 10 le nombre éetmophiles dans les tissus cancéreux

traités par cet anticorps par rapport aux tumensins.

Dans un deuxiéme temps, un vecteur glucuronyl@dsiinistré a la souris. Il a ainsi
été postulé que la grande quantité d’enzyme pregt les neutrophiles et les macrophages
ainsi recrutés devrait permettre l'activation d’'nombre de vecteurs plus important en
comparaison avec une PMT classique.

Cette stratégie a été évaluée en combinaison &veedteur glucuronylé de la 9-
amino-camptothécing sur des tumeurs du colon de type LS174T chezudassoude Figure
21). Alors que le vecteub ne présente que peu d'efficacité thérapeutiquecsurype de
tumeur, 'administration répétée de I'anticorps MCkuivie d’'une seule injection du vecteur

5 (50 mg/kg) a permis d’inhiber la croissance turt@et a nettement prolongé la survie des
souris.
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Figure 21 — (a) Efficacité thérapeutique du vecteub en combinaison avec I'anticorps DC101
(b) Courbe de survie des souris

L’augmentation de la quantité @eglucuronidase au moyen d’anticorps actifs contre

'angiogénése est donc une stratégie prometteuss ¢a cadre de I'optimisation de
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I'efficacité antitumorale des vecteurs glucuronylBg plus, cette approche semble étre plus

facilement applicable chez les patients qu'undégia de type ADEPT.

3.3.3 Chimio-sensibilisation des tumeurs

La modification de la composition des tissus tuemarpour les rendre plus sensibles a
action des agents anticancéreux est une stratpgienettant d'augmenter ['efficacité
thérapeutique des traitements contre le cancete Geidification de la composition des tissus
cancéreux peut étre induite par la prise d'un régalimentaire spécial enrichi en acides gras
polyinsaturés tel que l'acide docosahexanoique (DBIA'augmentation de la sensibilité de
tumeurs mammaires au traitement par des anthraegctirace au DHA a été prouvée lors de
tests realisés chez le rat ainsi que lors d'undeétlinique de phase Il sur des patientes

atteintes de cancers du sein présentant des neétsidta

Le DHA est un acide gras hautement insaturé capdbl s'incorporer dans les
membranes phospholipidiques des cellules proliféerapidement telles que les cellules
cancéreuses. Avec ses six doubles liaisons, le DitArporé dans les membranes des
cellules malignes est facilement peroxydé par ladicaux libres générés par les
anthracyclines dont la doxorubicine. Ce phénomataime ainsi des dommages irréversibles
au niveau de ces cellules cancéreuses et permetdimmgmenter l'activité cytotoxique des
agents anticancéreux alors que cette approcheeatafpas les cellules saimd€n outre, il a
ete démontré lors d'une étude menée chez le ratejedfet peut étre augmenté par I'addition
d'agents pro-oxydants, tels que le couple ascortbateodium - ménadione (dans un ratio
100/1) dans le régime alimentaire. A l'inversejtidduction d'antioxydants tel quexd'
tocophérol dans le régime alimentaire aboli I'efféhéfique de la supplémentation en DHA
(Figure 22).%°

53 Biondo, P. D.; Brindley, D. N.; Sawyer, M. B.; KeC. J.J. Nutr. Biochem2008 19, 787-796.

54 (a) Colas, S.; Mahéo, K.; Denis, F.; Goupille, C.; klwid, C.; Champeroux, P.; Tranquart, F.; Bougnéux,
Clin. Cancer Re2006 12, 5879-5886(b) Bougnoux, P.; Hajjaji, N.; Ferrasson, M. N.; Gideau, B.; Couet,
C.; Le Floch, OBrit. J. Cancer2009 101, 1978-1985.

55 Germain, E.; Chajes, V.; Cognault, S.; Lhuille@y; Bougnoux, Plnt. J. Cancerl998 75, 578-583.

56 Colas, S.; Germain, E.; Arab, K.; Mahéo, K.; GolepiC.; Bougnoux, PNutr. Cancer005 51, 178-183.
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Figure 22 - Effet d'une supplémentation nutritionndle en DHA et ena-tocophérol (@-T) sur la croissance
de tumeurs mammaires au cours d'une chimiothérapié base d'anthracycline

Notre équipe et celle du Professeur Philippe Bougn(lnserm UMR 1069 -
Université de Tours) ont proposé de combiner lelagd de lap-glucuronidase du
microenvironnement tumoral a la chimiosensibilsatides tumeurs par le DHA. Cette
stratégie pourrait donc étre une alternative paaned'augmenter l'efficacité thérapeutique
de vecteurs glucuronylés d'anthracyclines tel qRHL826 dans le cadre d'une stratégie
PMT.>’

Ainsi, le potentiel du DHA a sensibiliser les twmea une chimiothérapie par HMR
1826 a été évalué sur un modéle de tumeurs mansraimmio-induites chez le rat femelle.
De facon inattendue, une efficacité plus faibleHMR 1826 chez les rates dont le régime
alimentaire avait été enrichi en DHA a été constat&omparaison avec les rates présentant
un régime alimentaire témoin. Il semblerait qu®HeA atténuerait la réponse inflammatoire
des tissus cancéreux et, par conséquent, seraitigine d’'une diminution de la quantité

de B-glucuronidase dans la zone tumorale. A ce joutedg/pothese reste a vérifier.

3.3.4 Développement de nouveaux vecteurs glucuronylés

Lors d'un traitement par chimiothérapie classique, sont généralement des

combinaisons d'agents anticancéreux qui sont adirées afin d'obtenir une efficacité

57 Chevalier, S.; Goupille, C.; Mahéo, K.; Domingq,Dussiau, C.; Renoux, B.; Bougnoux, P.; PapoCIf.
Lipidol. 201Q 5, 233-243.
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thérapeutique optimale. La composition du traiteinesh alors définie selon le type de tumeur
a traiter. Par analogie, il pourrait étre envisatjdtiliser des combinaisons de vecteurs
glucuronylés présentant un effet de synergie damesadre d'une polychimiothérapie ciblée. A
terme, cette stratégie pourrait aboutir a desetmants plus efficaces et mieux tolérés par les
patients avec des doses de vecteurs beaucoupaiblesfque celles administrées lors d'une
PMT classique. Pour développer cette stratégiestilnécessaire de préparer des vecteurs
glucuronylés permettant la vectorisation d'unedaggamme d'agents anticancéreux afin de

tester I'efficacité de différentes combinaisons.

A ce titre, notre équipe a développé des vectelusugonylés d'inhibiteurs d'histone
désacetylases (HDACI), une famille d'enzymes jouantdle fondamental dans la régulation
de la transcription des gér@e plus, un effet de synergie résultant de I'dasion de cette
famille d'anticancéreux avec des inhibiteurs dejmisomérase Il telle que la doxorubicine a
été démontrd? Notre équipe s'est intéressée a la vectorisatiodedix HDACi : CI-994 et
MS-275 Eigure 23).°° Ces deux composés appartiennent a la famille elezamides et font
actuellement l'objet d'évaluations cliniques. Bopre CI-994 et MS-275 soient des agents
anticancéreux prometteurs, ils sont a l'origindfet® secondaires importants et présentent
une tres faible solubilité dans I'eau. Il peut defawérer judicieux de vectoriser ces composés
sous forme de vecteurs glucuronylés pour contoucesrdeux limitations majeures. Tout
comme HMR 1826, les vecteu2d (CI-994) et26 (MS-275) possedent un bras espaceur de
type nitrobenzylphénoxy carbamate alors que, dangds du vecteuR?7, CI-994 est

directement relié au motif glucuronide.

58 Markus, B.; Veit, W.; Athanassios, @ngew. Chem. Int. EQ005 44, 3186-3216.

59 (a) Marchion, D. C.; Bicaku, E.; Daud, A. I.; Richow,; Sullivan, D. M.; Munster, P. NI. Cell. Biochem.
2004 92, 223-237(b) Marchion, D. C.; Bicaku, E.; Daud, A. I.; SullivaD. M.; Munster, P. NMol. Cancer
Ther. 2005 4, 1993-2000.(c) Marchion, D. C.; Bicaku, E.; Turner, J. G.; SchmM. L.; Morelli, D. R.;

Munster, P. NMol. Cancer Ther2009 8, 794-801.

60 Thomas, M.; Clarhaut, J.; Tranoy-Opalinski, |.; €&s J.-P.; Roche, J.; PapotB%org. Med. Chenm2008§

16, 8109-8116.
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Figure 23 - Structures des vecteurs glucuronylés del-994 25et 27et de MS-275 26

Les deux vecteurs de CI-92% et 27 sont au moins 12,5 fois plus solubles dans I'eau
que CI-994 (0,08 mg/mL). De plus, ces vecteurs simttres bons substrats de ffa
glucuronidase et dans ces deux cas, la libératitatetde I'agent anticancéreux a été observée
en moins de cing minutes. L'évaluation de l'addiviantiproliférative des vecteurs
glucuronylés25 et 27 a été réalisée sur une lignée de cellules de candmonaire non a
petites cellules de type NCI-H661. Incubés sews,wecteurs ne montrent que peu de toxicité
vis-a-vis des cellules a la plus haute dose te€800uM. Cependant, en présence [Ble

glucuronidase25b et 27 retrouvent une activité similaire a celle enre@stpour CI-994 (20
UM).

Le potentiel du vecteur de MS-225 a été évalué de la méme maniére que le vecteur
25 sur des lignées tumorales de type H661. En présda@-glucuronidase, ce composé
conduit rapidement a la libération de MS-275 atpr§l est stable dans des conditions de pH
et de température physiologiques. De pAgne présente aucune toxicité jusqu'a la plus forte
dose testée de 100M lorsqu'il est incubé seul dans le milieu de adteellulaire. En
revanche, en présence de l'enzyme, le vec®uposseéde une activité antiproliférative
comparable a celle de MS-275 £C 1,5uM).

L'évaluation de ces vecteursvitro montre que la dérivatisation de ces HDACI sous

forme de vecteurs glucuronylés réduit considérabterteurs toxicités. L'étuda-vivo de ces
vecteurs en combinaison avec HMR 1826 devraitrétkkisée prochainement.
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3.3.5 Utilisation de vecteurs glucuronylés dendritiques

L'augmentation du nombre de molécules actives ddmraprés une seule activation
enzymatique est une alternative extrémement irdanés afin de pallier la faible quantité
ainsi que la faible activité de IB-glucuronidase présente dans le microenvironnement
tumoral. Ce concept a été développé dés 2003 paréeipes de ShaBaet De Grodt. Ces
deux équipes ont montré qu'il était possible dérébplusieurs agents actifs aprés Il'activation
chimique d'un dendrimeéere auto-immolable. Ces demeheés sont généralement constitués
d'une gachette connectée a une arborescence @espaato-immolables au bout desquels se
trouvent des agents actifs. Ainsi, apres activatiera gachette par un stimulus associé a la
tumeur, les espaceurs vont se décomposer pourialBold libération de lI'ensemble des

molécules d'intérétd={gure 24).

< Drogue > 6
X Drogue > I :)
“ 1) Activation de la gachette f
2) Décompostion des espaceurs Drogue
Drogue ) P P 2 X"'-.__ 3 X

{ Drogue >

Figure 24 - Architecture d'un dendrimére auto-immokble et processus de libération des drogues.

Notre groupe a développé des vecteurs dendritiguigisnt la B-glucuronidase
surexprimée naturellement dans le microenvironnérdes tumeurs solides. A ce titre, le
vecteur glucuronyl@8 a été concgu afin de libérer deux molécules de diicine apres une
seule hydrolyse enzymatiqueigure 25).°® Ce vecteur est composé d’un espaceur identique &
celui utilisé pour HMR 1826 assurant une bonneneatssance enzymatique du glucuronide
et d’'un amplificateur de type 2,4-bis-(hydroxymdjhagiline servant de point d'ancrage aux

deux molécules de doxorubicine.

61 (a) Amir, R. J.; Pessah, N.; Shamis, M., Shaba#igew. Chem. Int. E@003 42, 4494-4499(b) Haba, K.;
Popkov, M.; Shamis, M.; Lerner, R. A.; Barbas, G.IF;, Shabat, DAngew. Chem. Int. EQ005 44, 716-720.
(c) Erez, R.; Segal, E.; Miller, K.; Satchi-Fainara; Bhabat, DBioorg. Med. Chem2009 17, 4327-4335(d)
Shamis, M.; Lode, H. N.; Shabat, D.Am. Chem. So2004 126, 1726-1731.

62 de Groot, F. M. H.; Albrecht, C.; Koekkoek, R.; B&ar, P. H.; Scheeren, H. \Rng. Chem. Int. EQ2003
42, 4490-4494.

63 Grinda, M.; Clarhaut, J.; Renoux, B.; Tranoy-Opstin|.; Papot, SMedChemComra012 3, 68-70.
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Ainsi, l'activation sélective de la gachette ddasmicroenvironnement tumoral
déclenche la décomposition spontanée du premieacegpvia une élimination 1,6 pour
libérer I'aniline29. Cet intermédiaire va alors subir une nouvellmgation 1,6 (ou 1,4) afin
de libérer une premiére molécule de doxorubicinaniline 31 est régénérée dans les
conditions physiologique a partir de la méthylénacainone30 et subit une élimination 1,4

(ou 1,6) pour aboutir a la libération de la deux@éemolécule de doxorubicine.

doxorublcme

doxorubicine
'S
o o N o]
doxorublcme \J
doxorublcme
O

HOOC B-glucuronidase
28
élimination 1,6 (ou 1,4)
décarboxylation
H20F>
0. _doxorubicine O\n/doxorublcme
[T TP .
HN ¢ + doxorubicine O
(, élimination 1,6 0’ _doxorubicine
“\ décarboxylation A \H/U Co
o
30 H,0 29
hydrolyse
hydrolyse
HO.
doxorublclne doxorubicine
H2® s - NO
élimination 1,4 HN oH

décarboxylation
xylat OH

Figure 25 - Structure du dimere_28et mécanisme de libération de la doxorubicine

Le vecteur28 est stable sur une période de 10 jours lorsque-cieést incubé dans du
tampon phosphate a 37°C. Aucune dégradation n'‘ab&rvée lorsque le vecteur est placé
dans du sérum de boeuf pendant 24h. De plus, dhysdr enzymatique du vecte@B en
présence d@-glucuronidase conduit a la libération des deuxémulies de doxorubicine en

moins de 6 heures.

La cytotoxicité du vecteur glucurony®8 a été testée sur des cellules cancéreuses du
poumon de type H661 en comparaison avec le vecteummomérique de la doxorubicine

HMR-1826. En absence @eglucuronidase28 ne présente pas de toxicité a la plus forte dose
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testée de M. Cependant, en présence de I'enzyme, le veciméridue 28 présente une
cytotoxicité deux fois supérieure a celles enregest pour HMR 1826 et la doxorubicine
utilisée seule (|§)@Z 110 nM ; 1Go umr 1826 280 NM ; 1Go doxorubicine: 250 NM).

Comme nous l'avons vu, ce systeme permet de libdeemaniere efficace deux
molécules de doxorubicine apres une seule activaizymatique. L’évaluatiom-vitro de
I'activité antiproliférative du vectel#8 a montré, que celui-ci était deux fois plus toeque

HMR 1826 en présence de la méme quantit@-deicuronidase.

Notre groupe a ensuite entrepris la synthése detewes glucuronylés
hétérodimeériques afin de véhiculer simultanémenixdegents actifs présentant des modes
d'actions difféerents. Ainsi, le vectel82 permet de libérer, aprés une seule hydrolyse

enzymatique, une molécule de doxorubicine et uniéente de MS-275Higure 26).%*
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Figure 26 - Structure et décomposition de I'hétéroidnére 32

64 Grinda, M.; Clarhaut, J.; Tranoy-Opalinski, I.; meix, B.; Monvoisin, A.; Cronier, L.; Papot, S.
ChemMedCher011, 6, 2137-2141.
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Tout d'abord, la stabilité du vected® a été évaluée dans le tampon phosphate ainsi
gue dans du sérum de boeuf. Dans les deux casy@dégomposition n'a été observée apres
24 heures d'incubation a 37°C. L'hydrolyse enzyguoatidu compos82 a ensuite été étudiée
en présence d@-glucuronidase. Lorsque le vecte®2 est incubé en présence de I'enzyme,
une hydrolyse rapide de la liais@glycosidique est observée aboutissant a la lilmérat
totale de la doxorubicine et MS-275 en 5 et 18 é®uespectivement. Ce résultat est en
désaccord avec les travaux de Shabat qui montmemtlay réaction d’élimination 1,4 est
toujours précédée de la réaction d’élimination“®' 8" ¢} 3 nature des espéces libérées
semble donc influer sur la cinétique de libératiben qu’aucune hypothése n’ait a ce jour

était avancée pour expliquer ce résultat.

L'activité cytotoxique du vecteuB2 a été testée sur des cellules mésothéliales
cancéreuses de type H290. Incubé seul, le vectgarddimérique ne présente pas de signe
de cytotoxicité jusqu'a la plus forte dose testéelduM. Cependant, en présence e
glucuronidase, le vecte@®2 présente une Kgcing fois supérieure a celle enregistrée pour un
mélange equimolaire de doxorubicine et de MS-2T3,@; : 50 NM ; 1Go dox + ms-275 250
nM) et huit fois supérieure a celle de HMR 1826 seec la méme quantité d’enzyme. Cette
différence importante de cytotoxicité semble égedsultat de la libération de la méthyléene

azaquinong@3 pouvant agir comme agent cytotoxique.

Les évaluations biologiques des vecteurs glucuésngimérique®8 et 32 ont montré
des activités supérieures a celle des monomeresspondants, démontrant ainsi le bénéfice
de cette approche. La libération multiple de dregaprés une seule hydrolyse enzymatique
est donc une stratégie prometteuse pour palliefaildle activité de laB-glucuronidase

présente dans les tissus cancéreux.

4.Présentation du sujet de these

Les travaux présentés dans la suite de ce manhwdoscrivent dans le cadre du
développement de "Systemes Moléculaires Programupdis'de par leurs structures, sont
capables de reconnaitre les tissus cancéreux puibéter un agent cytotoxique de maniére
sélective. Ces travaux permettront d'élargir le ghades vecteurs existant en ciblant

différentes spécificités tumorales et en vectotisdas agents cytotoxiques possédant
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différents modes d’actions. A terme, l'associatitences différents vecteurs au cours d'un
méme traitement peut elle aussi étre envisagéeohgosition de cette polychimiothérapie
ciblée pourra ainsi étre adaptée en fonction deacté&istiques tumorales rencontrées. |l
pourrait en découler des traitements plus efficataesieux supportés par les patients tirant

bénéfice du mode d'action spécifique de chacuwvelesurs utilisés.

Le chapitre | traitera des travaux effectués dans le cadre d®raeption de deux
nouveaux vecteurs glucuronylés, de l'auristatinenantéthyle E et de la cyclopamine. Le
vecteur de l'auristatine monométhyle E (MMAE), dgeytotoxique extrémement puissant, a
ete développé dans le but de pallier la faiblevdétide la B-glucuronidase dans le
microenvironnement tumoral. Il a ainsi été postylé I'activation enzymatique d’un vecteur
libérant une drogue plus puissante que la doxoindidevrait conduire a une efficacité
thérapeutique supérieure a celle de HMR 1826. Wteve de la cylopamine, inhibiteur de la
voie de signalisation hedgehog, a lui aussi ét&i€tuLa cyclopamine est un agent
anticancéreux actif contre les cellules souchescé@anses supposées étre a l'origine des
récidives rencontrées lors du traitement du glistolae multiforme, une des formes les plus
agressives des cancers touchant le cerveau. Cepermgacomposé peut aussi induire la
destruction des cellules souches saines, pouvanbguer de lourds effets secondaires. Le
transport de la cyclopamine dans l'organisme géaaa vecteur glucuronylé peut donc étre

une solution de choix pour un traitement plus sélda glioblastome.

Dans undeuxieme chapitrenous étudierons la conception d'un vecteur "sojé"
interagissant avec deux spécificités tumoraleseffgt, malgré la complexité croissante des
vecteurs développés, ces systemes ne permettent,sbuvent, de cibler qu'une seule des
particularités liées a la malignité. L'efficacité des vecteurs est alors limitée par la faible
abondance des cibles surexprimées, par le faibleani de différentiation entre tissus
tumoraux et tissus sains et par la variabilité aagcelle ces particularités sont exprimées
d'un individu a l'autre. Pour pallier ce problemeuys proposons d’étudier un nouveau vecteur
glucuronylé de la doxorubicine. Ce dernier possgdgroupement maléimide lui permettant
de se coupler a l'albumine présente en quantitériiapte dans le plasma. Ainsi, apres son
injection dans l'organisme, c'est un vecteur maotéaulaire qui sera formié-situ. Celui-ci
pourra cibler a la fois les défauts de vasculddadiés a la néo-angiogénése tumorale @t la
glucuronidase surexprimée naturellement dans $ssigi cancéreux. De plus, le couplage a
l'albumine plasmatique d'un vecteur glucuronylérstra d'augmenter le temps de demi-vie
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plasmatique de ce type de composé et de palli@ibie activité de I'enzyme en augmentant

le temps de présence du vecteur au niveau de kutum

Le chapitre 3 traitera quant a lui du ciblage des récepteursxguimeés a la surface
des cellules tumorales. Un vecteur galactosyléaleistatine monométhyle E a tout d'abord
été développé afin de cibler le récepteur de kadadique surexprimé dans de nombreux
types de cancer. Ce concept a ensuite été élargicinlage du récepteur de
l'asialoglycoprotéine surexprimé dans le cadre weetrs hépatiques, du PSMA (cancer
prostatique) et du VEGFR (Vascular Endothelial Girofvactor Receptor) présent a la surface
des cellules endothéliales tumorales.

La vectorisation d’agents anticancéreux présentaniguement des fonctions
dérivatisables telles que des alcools et des adddsoxyliques comme le paclitaxel reste
encore problématique a ce jour. En effet, ces cadpaont généralement véhiculés sous
forme d'esters, de carbonates ou d'amides hydigsagar des estérases et des protéases
présentes dans le plasma sanguin. Ce phénomeada@#gine de la libération anarchique du
composé actif dans tout I'organisme pouvant aloteamer la destruction des tissus sains.
Dans ce cadre, notre équipe, en collaboration &vdétr. David Leigh, a congu le premier
rotaxane enzymo-sensible permettant de protégepeptide actif, la met-enképhaline, de
l'action des protéases plasmatiques. L’activité mkptide est ensuite régénérée aprés
désentrelacement du vecteur catalysée puglalactosidase. Lors de cette theése, ce concept a
été étendu a la vectorisation du paclitaxel sousndod’esters protégés de I'hydrolyse par les
estérases grace a un macrocycle autoimmolableaagissmme un bouclier moléculaire. Ces

travaux seront présentés dansHeapitre 4.
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A ce jour, seuls des vecteurs glucuronylés devégridanthracycline¥, d’'une
moutarde & I'azof@ et de la 9-aminocaptothécfleont été testém vivo. Il convient donc
d'étudier de nouveaux vecteurs glucuronylés veéhantubifférents anticancéreux pour le
traitement d'un large panel de tumeurs. Dans ceitthkadeux nouveaux vecteurs ont été
étudiés. Il s'agit d'un vecteur de l'auristatinenomoéthyle E (MMAE), un agent cytotoxique
trés puissant, qui permettra de contourner le probl lié a la faible activité de IB-
glucuronidase dans le microenvironnement tumoral.deuxiéme vecteur est concu pour
veéhiculer la cyclopamine, un composé anticancéant le mode d'action est différent de
celui des agents cytotoxiques classiques. A o tircyclopamine est active sur des lignées
cellulaires de cellules souches initiatrices dwlghstome, généralement résistantes aux

traitements par chimiothérapie conventionnels.

1.Conception d'un vecteur glucuronyle de la MMAE

1.1 Introduction

L'activité réduite de I@-glucuronidase dans le microenvironnement tumanate la
guantité de drogue libérée par activation enzymatide vecteurs. Le ciblage de cette enzyme
par des vecteurs de drogues peu toxiques ne pdonetpas d'obtenir une rémission totale de
la masse tumorale. Pour pallier ce probleme, ort pavisager de vectoriser des agents
cytotoxiques extrémement puissants possédant dios anticancéreuse a tres faibles doses.
Compte tenu des excellents résultats obtenus per équipe dans le cadre de la conception
de vecteurs glucuronylés de divers agents anticamggénous avons choisi d'étendre notre
concept au vecteur glucuronylé de la MMAE, un composé issu de la famille des
dolastatines, cent a mille fois plus puissant gquallipart des molécules utilisées cliniquement

comme le paclitaxel et la doxorubicin€igure 27).

65 Chen, B.-M.; Chan, L.-Y.; Wang, S.-M.; Wu, M.-EChern, J.-W.; Roffler, S. Rnt. J. Cancerl997, 73,
392-402.
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Figure 27 - Structure de la MMAE et du vecteur_34

1.1.1 Rappel bibliographiqgue

Le Professeur Tietze a suggeéré que les vectelisesitdans le cadre de 'ADEPT
devaient répondre a deux critéres pour que cetitégte soit efficac Il s'agit de la forte
toxicité des drogues véhiculées £4& 10 nM) et de la valeur de QJ€’ des vecteurs devant
étre supérieure a 1000. Ce concept n'est cepepdarimité a I'évaluation préliminaire des

vecteurs congus pour 'ADEPT et peut aussi étrécampaux vecteurs utilisés en PMT.

A titre d'exemple, cette méme équipe a développ@itodrogues glucuronylé@Sa et
35b d'un analogue de la duocarmycine $Ag(re 28), I'un des agents anticancéreux le plus
puissant connus & ce joUrEn effet, cet antibiotique naturel posséde ung tnviron 10
pM sur différentes lignées de cellules cancéreasagit en s'intercalant dans le petit sillon de
la molécule d'ADN puis en alkylant celle-ci parntérmédiaire de son motif spiro-
méthylcyclopropylcyclohexadienone. Bien que I'esieméthyle35b ne soit pas directement
substrat de I8-glucuronidase, les auteurs ont montré que celpeavait étre convertn situ
en acide glucuroniqud5a sous l'action des carboxyestérases présenteslatanglieux de
culture cellulaires. Aprés [I'hydrolyse enzymatiquki vecteur 353 le motif spiro-
meéthylcyclopropylcyclohexadiénone est généré damscbnditions physiologiquesa une
cyclisation intramoléculaire de Winstein pour coinea la formation de 'agent cytotoxique
36. L'étude de la toxicité des vecteuBba et 35b a été effectuée sur des cellules

d'adénocarcinome pulmonaire de type A549. En pogsele3-glucuronidase, les vecteurs

66 Tietze, L. F.; Herzig, T.; Feuerstein, T.; SchubgltEur. J. Org. Chem2002 1634-1645.

67 Le QIG; est un parametre traduisant la différence de itéxabservée entre vecteur non activé et activé. |
est défini comme étant le rapport : £§@u vecteur)/(1G, du vecteur + enzyme).

68 Tietze, L. F.; Scuster, H. J.; Schmuck, K.; Schthdr, Alves, FBioorg. Med. Chen008 16, 6312-6318.
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3baet35b présentent une tres grande cytotoxicité avec diesirs d'lGycomprises entre 0,9
et 2,1 nM (apres 12 jours d’incubation) alors quédasence d'activation enzymatique, ces
deux vecteurs se sont révélés étre respectiverf@ngt71600 fois moins toxiques.

duocarmycine SA

35a:R=H .
35 R =Me j carboxylestérases
B-glucuronidase
/ /
0 0
— \
cyclisation N NH
de Winstein

Figure 28 - Structure et décomposition du vecteur'dn analogue de la duocarmycine SA 35

1.1.2 L'auristatine monométhyle E

La famille des dolastatines regroupe a l'origime guinzaine d'oligopeptides isolés
d'un mollusque marin vivant dans I'Océan Indi@uglabella Auricularia L'équipe du
Professeur Pettit a montré a la fin des annéeseguiigt que deux de ces composés sont

particuliérement cytotoxiques : la dolastatin®# la dolastatine 15-{gure 29).”

69 (a) Pettit, G. R.; Kamano, Y.; Herald, C. L.; Tuinmah, A.; Boettner, F. E.; Kizu, H.; Schmidt, J. M.;
Baczynskyj, L.; Tomer, K. B.; Bontems, R.JJ.Am. Chem. So&987, 109, 6883-6885(b) Pettit, G. R.; Singh,
S. B.; Hogan, F.; Lloyd-Williams, P.; Herald, D, Burkett, D. D.; Clewlow, P. . Am. Chem. So&989 111,
5463-5465.

70 Pettit, G. R.; Kamano, Y.; Dufresne, C.; Cerny,LRHerald, C. L.; Schmidt, J. Ml. Org. Chem1989 54,
6005-6006.
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dolastatine 10 dolastatine 15

Figure 29 - Structure de la dolastatine 10 et 15

Ce sont de puissants inhibiteurs de la polyméoisatie la tubuline. Leur mode
d'action est comparable a celui des alcaloides beaV(vinblastine, vincristine), des
combrestatines et des maytansinoftles inverse a celui des taxanes (paclitaxel, daeéta
qui inhibent la dépolymérisation des microtubulbs. plus, ces composés provoquent
d'importants dommages au niveau des vaisseaux isangumoraux (VDA : Vascular
Disrupting Agent) ce qui leur confére une activit&ivo accrue par rapport a celle du ta%ol.
L'évaluation de l'efficacité thérapeutique de camposés a fait I'objet de nombreux travaux.
Il a ainsi été montré que les dolastatines posseaepouvoir cytotoxique extrémement élevé
envers des lignées cellulaires tumorales leucémjque sein, de l'ovaire et de I'endomeétre
ainsi que sur certaines lignées de cellules lymfastiques avec des dgde l'ordre du pM.
Une plus faible cytotoxicité de I'ordre du nM ebkervée sur des lignées de mélanome et de
cancer du poumoft.Par ailleurs, la dolastatine 10 a vu son effiéattiérapeutique confirmée
lors de traitement de xénogreffes de tumeurs dumpoy de l'ovaire et de la prostate chez la
souris* et a fait 'objet d'évaluations cliniques de phd3et 11”° chez des patients atteints de
cancers de la prostate présentant des métastaspsndant, cette derniere étude a révélé
qu'en raison de son importante toxicité (DMT es&raét00ug/m’ chez 'homme), les faibles
doses de dolastatine 10 administrées aux patiemnss du traitement ne permettent pas
d'obtenir de réponses satisfaisantes. En effets 0% des patients traités présentent une

stabilisation de I'évolution de la masse tumorale.

71Bhattacharyya B.; Wolff, FEBS Letterd 977, 75, 159-162.

72 Prokopiou, E. M.; Cooper, P. A,; Pettit, G. R.; Bjb M. C.; Shnyder, S. CMol. Med. Rep201(Q 3, 309-
313.

73 Villalonda-Caléro M.; Degen, D.; Barlozzari, T.;rvéloff, D. Proc. Am. Assoc. Cancer R&895 36, 2349.
74 (a)Kalemkerian, G. P.; Ou, X.; Adil, M. R.; Rosati,; Khoulani, M. M.; Madan, S. K.; Pettit, G. Rancer
Chemother. Pharmacol999 43, 507-515(b) Aherne, G. W.; Hardcastle, A.; Valenti, M.; BryaAt ; Rogers,
P.; Pettit, G. R.; Srirangam, J. K.; Kelland, L.Gancer Chemother. Pharmacdl996 38, 225-232(c) Turner,
T.; Jackson, W. H.; Pettit, G. R.; Wells, A.; Kraft. S.Prostate1998 34, 175-181.

75 Madden, T.; Tran, H. T.; Beck, D.; Huie, R.; Newm&h A.; Pusztai L.; Wright, J. J.; AbbruzzeSén.
Cancer Res200(Q 6, 1293-1301.

76 Vaishampayan, U.; Glode, M.; Du, W.; Kraft, A.; tlas, G.; Wright, J.; Hussain, IZlin. Cancer Res200Q
6, 4205-4208.
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Des lors, des études de relations structure-g&etiont permis la conception de
nouveaux analogues synthétiques de la dolastafinendins toxiques comme l'auristatine
monométhyle E (MMAE) Figure 27).”” Ces nouvelles molécules sont de bons candidats
pour la conception de nouveaux vecteurs dans e cidne chimiothérapie ciblée. Ainsi, il a
été montré qu'il était possible de véhiculer la MBgrace a un anticorps dirigé contre les
cellules cancéreuses (cas du Bretuximab Vedeiiure 4) ou bien sous la forme d'un
vecteur ciblant les protéases présentes dans leeniironnement des tumeurs (cas du

vecteurl Figure 8).

1.2 Synthése d'un vecteur glucuronylé de la MMAE

Dans le cas du vecte@d (Figure 30), la MMAE est reliée au motif glucuronide par
I'intermédiaire d'un espaceur de type nitrobenaylcarbamate. Ainsi, lorsque le vectg&4#
sera incubé en présencefglucuronidase, la cinétique de libération de Fagmticancéreux
devrait étre comparable a celle de HMR 1826. De,plles études antérieures menées au
laboratoire ont montré que la libération d'espéssses de la décomposition de l'espaceur
telles que la méthyléne quino@8 ou bien l'alcool benzyliqu24 n'affecte en rien Il'activité

catalytique de I8-glucuronidase.

I
O\ﬂ/N\ AE |
o © \u'MMAE

QO
HOOC NO -glucuronidase @
QO v NO,
0]
HO )
OH 34 o

élimination 1,6
décarboxylation

HO
+ COz H (0] H OH
-~ + HN N.QJ\N N N
NO, hydrolyse NO, o = ' o. o o. O
O 0 PN ~ ~
24 23 MMAE

Figure 30 - Mécanisme de libération de la MMAE a pgir du vecteur 34

77 Pettit, G. R.; Srirangam, J. K.; Barkoczy, J.; Withs, M. D.; Boyd, M. R.; Hamel, E.; Pettit, R. Kipgan,
F.; Bai, R.; Chapuis, J. C.; McAllister, S. C.; &ubt, J. M.Anti-Cancer Drug Desl998 13, 243-277.
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1.2.1 Stratégie de synthése

La stratégie de synthéese suivante a été retenuel@fpréparer le vecte@d (Figure

31).
|

O\H/N"MMAE O\H/O
° I L
NO,
HOOG 0 NO2 introduction de la MMAE MeOOC NO,
Hgmo déprotection Aﬁgoﬁ&/c’

OH 34

OAc 42

réduction
activation

CHO O H
MeOOC,

+  AcO
AcO —
NO, AcO g, Glycosidation MeOOC NO,

o 39 38 AOTN 0
AcO

Figure 31 - Stratégie de synthése pour le vecteus 3

Le vecteur34 sera obtenu apres introduction de la MMAE a pdudicarbonate activé
43" puis déprotection du motif glucuronide. Le compd8épourra étre préparé a partir du
benzaldéhyde4l apres réduction puis activation de l'alcool beiggyd en présence de
chloroformiate depara-nitrophényle. Une réaction de glycosydation diesigélective entre
le 3-nitro-4-hydroxybenzaldéhyde commerci#) et le glucuronide brom@&9 permettra

d'obtenir le glucuronide d'anoméfetl.

1.2.2 Synthése du vecteur 34

La synthése du carbona#3 est réalisée en six étapes a partir de la D-(+)-
glucuronolactone commerciaB¥ (Figure 32) selon un protocole précédemment développé

au laboratoire.
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OH 1) MeONa/MeOH 4h, TA HBt/CH;COOH,
HO A 2) Ac,0, HCIO,, 2h30, TA Al\ggc%gvom 3h 0°C 4 TA meo0C,
0o 0 19% AcO 91% ACO/%
38 OAc AcO Br
5 37 B 39
HO 37 39

Ag,COs, CHyCN

4h, TA, 75% NO,
OH 40
0__0 cl.__0O HO
oL 70
O,N 0 NO, THF/MeOH 1/1
MeOOC NO, pyrldlge, PCM MeOOC NO, 1h30,.0C‘ MeOOC NO,
Axomo 1h, % 6C°/a TA AXOO/%O quantitatif /mo
Cl C!
oac 43 ¢ OAc 22 A0 Ae 41

Figure 32 - Synthése du carbonate activé 43

Le glucuronide brom8&9 est préparé a partir de la lact@selon la méthode décrite
par BollenbacK® Tout d'abord, la D-(+)-glucuronolactone est ouvgrar du méthanolate de
sodium pour obtenir I'ester de méthyle corresponsgas forme pyranique. Celui-ci est alors
traité par de l'anhydre acétique en présence djuaetité catalytiqgue d'acide perchlorique
pour conduire au glucuronide peracéty& isolé par précipitation avec un rendement de 19%
sur deux étapes. Il est a noter que seul le glmideoperacétylé d'anomérfe précipite au
cours de cette derniére réaction. Ceci est confpard'analyse RMNH du composé obtenu
apres filtration du mélange réactionnel, montrantdaublet a 5,77 ppm avec une constante de

couplage de 8,0 Hz caractéristique dduglucuronide.

La position anomérique du glucuronig@ est ensuite activée grace a une réaction de
substitution nucléophile de l'acétate correspongantun ion bromure en présence d'acide
bromhydrique dans l'acide acétique. Le com@&ést ainsi obtenu avec un bon rendement
de 91%. L'analyse RMNH de ce composé présente un doublet & 6,64 ppm @vec
constante de couplage de 4,0 Hz nous permettantodérmer la configurationa du

glucuronide.

Une réaction de glycosylation entre le sucre brod@ et le 3-nitro-4-
hydroxybenzaldéhydd0 dans les conditions décrites par Koenigs et KRaronduit & la
formation du glucuroniddl de stéréochimie exclusivemdghtivec un rendement de 75%. En

effet, le traitement du glucuroni@®® en présence de carbonate d'argent conduit arteafmn

78 Bollenback, G. N.; Long, J. W.; Benjamin, D. G.ndguist, J. AJ. Am. Chem. So&955 77, 3310-3315.
79 Koenigs, W.; Knorr, EBer. Dtsch. Chem. Ge$901, 34, 957-981.
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d'un ion carboxonium stabilisé par I'oxygene diofection acétate en position Bigure 33).
L'ion acyloxonium cyclique ainsi formé est alorsvet par l'attaque nucléophile du phénol
sur la position anomérique, principalement pamlzef présentant le moins d'encombrement

stérique, pour former le compo4é

MeOOC o MeOOC o MeOOC @O
A A _ A .
RN oo e Ay
AcO g, &2%-V3 OAc /g)
39
== o
lR-OH
MeOOC 0 oR MeOOC O)
- AcO
Ao K0T
) @yo

Figure 33 - Mécanisme de glycosylation en présende carbonate d'argent

La fonction aldéhyde du compogd est alors réduite en présence de NadE
maniére quantitative. L'alcool benzyligdg ainsi obtenu est activé par le chloroformiate de
para-nitrophényle en présence de pyridine dans le diohhéthane. Cette réaction permet
d'obtenir le composé3 avec un rendement de 86%. La formation du carlkeomakte de
para-nitrophényle est confirmée par l'analyse RMN du compos&3 présentant deux
doublets a 7,21 et 8,19 ppm avec une constant@wdage de 9,0 Hz, caractéristiques des

protons du carbonate aromaticpega-substitué.

L'introduction de la MMAE sur le carbonate mixd8 ainsi que la déprotection du
motif glucuronide ont été réalisées selon la méstiétrite par SenteFigure 34).%° Ainsi, la
substitution nucléophile du 4-nitrophényle par dadtion amine terminale de la MMAE en
présence de HOBt et de DIPEA dans un mélange DMidipg conduit a la formation du

composél4 avec un bon rendement de 68%.

Enfin, le clivage des acétates et de I'ester dbyieea été réalisé en présence de LiOH
pendant 15 minutes a 0°C. Aprés purification pat.ERemi-préparative, le vecte84 est
obtenu avec un bon rendement de 78% et une purpéisure a 95%, compatible avec son
utilisation in-vivo. La déprotection totale du motif glucuronide eshfoemée par l'analyse

80 Jeffrey, S. C.; Andreyka, J. B.; Bernhardt, S. Kissler, K. M.; Kline, T.; Lenox, J. S.; Moser, R.;
Nguyen, M. T.; Okeley, N. M.; Stone, |. J.; Zhakg, Senter, P. DBioconjugate Chen2006 17, 831-840.
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RMN *H du vecteu4 indiquant la disparition des signaux caractérigtijdes acétates et de

I'ester de méthyle.

0__0 N__O N__O
MMAE .
©/ 11)/ MMAE 70( DLiOH/H,0 MMAE \fg
O,N HOBt, DIPEA 2) IRC50
MeOOC, NO, DMF/pyridine 8/2  yeoo0C NO, MeOH HOOC NO,
AcO Q o 16h, TA AcO O o 15min, 0°C HO
AC% 68% ACO/mOA/C 78% HO
43 44 34

Figure 34 - Introduction de la MMAE et déprotection du glucuronide

1.3 Evaluation biologique du vecteur_34

1.3.1 Hydrolyse enzymatigue

L'hydrolyse enzymatique du vecteBd4 a été réalisée selon un protocole standard
utilisé au laboratoire afin de s'assurer de laréibén rapide de la MMAE . Ce test a été
effectué en présence du vecteBd (0,1 mg/mL) et d'un exces dB-glucuronidase
(Escherichia Coli; 133 U/mL) dans un tampon phosphate dont le pHcespatible avec
l'utilisation de cette enzyme (0,02 M ; pH=7) aB7ta composition du mélange réactionnel
a été suivie au cours du temps par HPLC. Ainsies@rminutes d'incubation en présence de
I'enzyme, on observe la libération de la MMAE, danfiation de I'alcool benzyliquz4 et une
trace du vecteus4 (la réaction est complete en moins de 35 minufg®).de vérifier que la
libération de la MMAE n'est pas due a la décompwsitu vecteui34 dans les conditions
physiologiques, ce dernier a été incubé dans dpdarphosphate (0,02 M ; pH = 7) a 37°C
pendant 24 heures. L'évolution de cette solutiétéasuivie par HPLC et aucune dégradation

du vecteur n'a été constatée.

59



Chapitre 1 : Conception de nouveaux vecteurs gloeyiés

i

Ui

MMAE

Vecteur34
L t=7 min

:
[

50 100 150 200 250

Figure 35 - Suivi HPLC de I'hydrolyse enzymatique d vecteur 34en présence d@-glucuronidase
(méthode A)

1.3.2 Evaluation de l'activité antiproliférative du vecteur 34

L'activité antiproliférative de ce vecteur a ét@léée sur différentes lignées cellulaires
humaines. Ces expériences ont permis de quarigevaleurs de I'G! du vecteur34 en
présence ou en absenceffglucuronidase dans le milieu de culture. L'acdiwgitotoxique

du vecteur a été mesurée aprés 72 heures d'inonlfaigure 36).

Incubé seul34 est peu toxique sur lI'ensemble des lignées cebsldestées jusqu'a
une dose de 10 nM. En revanche, en présenfegilecuronidase, le vecte@d posséde dans
tous les cas une activité antiproliférative compbra celle de la MMAE avec des valeurs
d'ICso comprises entre 0,19 et 2,49 nM. La différenceydetoxicité observée entre le vecteur
activé et non activé varie, selon les lignées t@hbes, d'un facteur 7 a 132. Ces résultats
illustrent bien le caractere détoxifiant induit patilisation de motifs glucuronylés.

81 Pour déterminer la valeur de l§le nombre de cellules est mesuré aprés traitemeet différentes
concentrations de substance active. Dans chagueoadétermine le rapport [nombre de cellules rest/
nombres de cellules initiales] x 100. La conceigraén substance active qui permet d'obtenir uteuvale ce
rapport égale a 50 correspond agC
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Figure 36 - Etude de la cytotoxicité du vecteur 34ur différentes lignées cellulaires
(UB7-MG : glioblastome ; A549 : adénocarcinome decellules épithéliales basales ;
MDA-MB-231 : adénocarcinome du sein ; KB : carcinone oral)

1.3.3 Evaluation de l'efficacité thérapeutigue du vecteui34 chez la souris

Une étude préliminaire d'évaluation de l'efficcthérapeutique et la toxicité du
vecteur34 a été effectuém-vivo sur des tumeurs pulmonaires sous-cutanées demgimine
(LLC) implantées dans le flanc gauche de sourigyde C57BL/6. Ce test a été réalisé par le
Dr. Jonathan Clarhaut appartenant a I'équipe CEREIRM 802 de I'Université de Poitiers.
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L'efficacité du vecteud4 utilisé a une dose de 0,5 mg/kg a été comparédes a'une
dose non toxique de MMAE (0,1 mg/Rgpt de HMR 1826 (100 mg/kg). Chaque composé a
été testé sur un groupe constitué de six animagiyratocole de traitement retenu pour cette
étude prévoit trois injections par voie intraveisewe chacun de ces composes, réalisées 7,
11 et 14 jours aprés l'implantation de la tumeysre& 20 jours d'étude, les souris ont été

euthanasiées et le poids des tumeurs a été mesuré.

Ce test préliminaire a montré que le vectgdrla MMAE et HMR 1826 entrainent
une régression de la masse tumorale d'environ 25%omparaison avec le groupe témoin
(Figure 37). Bien que l'activité antitumorale du vect@4rreste modeste a cette dose, elle est
obtenue a une dose molaire 238 fois plus faibleaglie utilisée pour HMR 1826. A la vue
de ce résultat encourageant, une nouvelle étlivo devra étre menée pour déterminer la

dose a laquelle I'activité anticancéreuse du ve@ésera maximale.
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placébo MMAE 34 HMR1826

0,1 mg/kg 0,5 mg/kg 100 mg/kg
0,14umol/kg 0,46umolkg 109,32umol/kg

Figure 37 - Efficacité thérapeutique du vecteur 34

L'évolution du poids des souris a été égalementeslors de cette étude. On observe
aussi bien pour les souris traitées par la MMAE paele vecteuB4 une légére progression
du poids des souris tout au long du protocole. &altat indique qu'il n'y a pas de toxicité

aiglie pour ces composeés aux doses tedtaps ¢ 38).

82 Le choix de cette dose a été motivée par le fditrguétude réalisée par notre équipe a montré ejseunle
administration de MMAE a 0,5 mg/kg induisait unertpede poids trop importante chez la souris de type
BALB/c pour poursuivre le protocole de traitemenvisagé.
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Figure 38 - Suivi du poids des souris traitées pda la MMAE et le vecteur 34

2.Conception d'un vecteur glucuronylé de Ila
cyclopamine

2.1 Le glioblastome multiforme

Bien que des composés possédant une tres fordeoxigité ainsi que de larges
spectres d'action aient été développés, il exesefarmes de cancer insensibles a tout type de
chimiothérapie. C'est le cas, par exemple, du @&ibme multiforme (GBM) ou astrocytome
de grade 1V, la forme la plus commune et la plugsgve des tumeurs primaires touchant le
cerveau chez l'adulte. La médiane de survie dasmpatatteints par ce type de cancer ne
dépasse pas un an et peut étre corrélée au cardetétement invasif de la tumeur méme
apres résection totale de la masse tumorale acaprépale traitements par radiothérapie ou

chimiothérapie’

L'origine de ce type de cancer provient des astescginsi que des cellules souches
cancéreuses présentes au niveau de la masse temOes derniéres sont résistantes aux
traitements par chimiothérapie (principalement aed¢emozolomide vendu sous le nom de
Temodal®) combinée ou non a la radiothérapie ettriiment a la croissance et au
renouvellement de la masse tumorale en produisagtand nombre de cellules cancéreuses

différenciées.

83 Demuth, T.; Berens, M. B. Neuro-oncol2004 70, 217-228.
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Ces cellules souches, généralement en dorman@® divisent pas aussi rapidement
gue les cellules cancéreuses classiques et échiaganaux traitements par chimiothérapie
classique composés de dérivés agissant sur laahivisllulaire (familles des topoisomérases,
agents alkylants, poisons du fuseau mitotique,. et® développement de nouveaux
traitements capables de détruire les cellules smuchncéreuses permettrait d'enrayer l'auto-
renouvellement des tumeurs. Ces nouvelles théripigsraient ainsi I'agressivité de certains
cancers et diminueraient les risques de récidiy@esaablation chirurgicale de la masse

tumorale.

A ce jour, l'une des principales cibles thérappigs étudiées afin de détruire les
cellules souches cancéreuses est l'inhibition deide signalisation Hedgehog. Cette voie
de signalisation est impliquée dans la difféeremmmatet la prolifération des cellules souches
ainsi que dans le développement des difféerentsneggprésents chez les mammiféres. Outre
pour le glioblastome multiforme, son fonctionnememtormal a été observée dans de
nombreux types de tumeurs telles que les tumeuseid* de la prostat& gastrique®® et du

poumon®’

L'activation de la voie de signalisation Hedgehéfute par la fixation de la protéine
extracellulaire sonic hedgehog (SHH) a un réceptembranaire appelé Patched (Ptc). Cette
fixation inhibe Ptc et conduit a l'activation dwce@teur membranaire Smoothened (Smo).
L'activation de Smo entraine I'expression de génpiqués dans la différenciation cellulaire

via les facteurs de transcriptions Glil et Gi2gure 39).

84 Kubo, M.; Nakamura, M.; Tasaki, A.; Yamanaka, Nakdshima, H.; Nomura, M.; Kuroki, S.; Katano, M.
Cancer Res2004 64, 6071-6074.

85 Karhadkar S. S.; Bova, G. S; Abdallah, N.; DharaGardner, D.; Maitra, A.; Isaacs, J. T.; Berm@nM.;
Beachy, P. ANature2004 431, 707-712.

86 Berman, D. M.; Karhadkar S. S.; Maitra, A.; De ORa,M.; Gerstenblith, M. R.; Briggs, K.; Parker, R.;
Shimada, Y; Eshleman, J. R.; Watkins, D. N.; BeaéhyA.Nature2003 422, 313-317.

87 Shahi, M. H.; Lorente, A.; Castresana, JO&col. Rep2008 19, 681-688.
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Figure 39 - Voie de signalisation Hedgehao@lustration adaptée de Pasca di Magliano, M.; tdkpM. Nat.
Rev. Cance2003 3, 903-911.)

De nombreux travaux ont permis la découverte etéeeloppement de nouvelles
molécules inhibant la voie Hedgeh®g.e premier inhibiteur de cette voie de signalisatst
la cyclopamine, un alcaloide naturel extrait \dieratrum Californicun?® Ce composé est
connu pour ses propriétés tératogenes a l'origmeas d'holoprosencéphalies (syndrome
associé a de séveres altérations du développeraesysteme nerveux central ainsi que des
anomalies faciales telles que la cyclopie) chegnéau né de brebis ayant consommé

Veratrum Californicum

La cyclopamine agit en inhibant l'activité¢ du ngeair membranaire Smoothened,
interrompant ainsi la voie de signalisation Hedgglte cellules cancéreus@sPlusieurs

études ont démontré que la cyclopamine induit Istrdetion de populations de cellules

88 (a) Mahindroo, N.; Punchihewa, C.; Fujii, N. Med. Chem2009 52, 3829-3845(b) Stanton, B. Z.; Peng,
L. F. Mol. BioSyst201Q 6, 44-54.

89 Cooper, M. K.; Porter, J. A.; Young, K. E.; BeacRy A.Sciencel998 280, 1603-1607.

90 (a)Kiselyov, A. S.Anti Canc. Agents Med. Che2006 6, 445-449.(b) Kiselov, A. S.; Tkachenko, S. E.;
Balakin, K. V.; Ivachtenko, A. VExpert Opin. Ther. Target8007, 11, 1087-1101(c) Lauth, M.; Toftgard,
Curr. Opin. Investig. Drug2007, 8, 457-461.
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souches cancéreuses sur des modelggro etin vivo et empéche la formation de tumeurs
aprés l'injection intracranienne de cellules delikstome humaines chez la sodti®ien
gue la cyclopamine soit un agent anticancéreux eti@ur, son utilisation lors d'un traitement
par chimiothérapie peut provoquer de sérieux donesiaau niveau des tissus sains, les
cellules souches somatiques étant elles-aussi Hand@ntes. De plus, son utilisationvivo

est limitée par sa trés faible hydrosolubifié.

Afin de contourner ces deux problémes, notre énaipdéveloppé le vecteds™
congu pour délivrer la cyclopamine au niveau detuaneur aprés activation par [&
glucuronidase présente en quantité importante dansas du glioblastome multiforme
(Figure 40).%*

oM.
_ >
HOOC, NO; "''H " &limination 1,6
HO < .
Ho 0 décarboxylation

OH OH
cyclopamine

Figure 40 - Structure et décomposition du vecteur3t

L'activité anti-proliférative du vecteud5 a été évaluée sur des cellules de
glioblastome humaines de type U87. Incubé seweldeur glucuronylé de la cyclopamine
présente peu de toxicité vis-a-vis des cellules Wlq@u'a la plus haute dose testée de 200
UM. En revanche, en présence [lglucuronidase45 présente une valeur ddgCsimilaire a
celle enregistrée pour la cyclopamine sgGs : 21 UM ; ICso cyclopamine: 15,5 pM). Ce
phénomeéne peut étre expliqué par la libération aecyclopamine en présence @e

glucuronidase régénérant ainsi son activité.

91 (a)Bar, E. E.; Chaudhry, A.; Lin, A.; Fan, X.; Schredk; Matsui, W.; Piccirillo, S.; Vescovi, A. L.;
DiMeco, F.; Olivi, A.; Eberhart, C. GStem Cells2007, 10, 2524-2533.(b) Clement, V.; Sanchez, P.; de
Tribolet, N.; Radovanovic, |.; Ruiz | Altaba, AZurr. Biol. 2007, 17, 165-172.(c) Kolterud, A.; Toftgard R.;
Drug Discov. Today Ther. Strate?007, 4, 229-235.

92 Keeler R. F.; Baker, D. ®Rroc. Soc. Exp. Biol. Med989 192, 153-156.

93Hamon, F.; Renoux, B.; Chadéneau, C.; Muller, J.Rpot, SEur. J. Med. Chen201Q 45, 1678-1682.

94 Nygren, C.; von Holst, H.; Mansson, J. E.; Fredniamcta Neurochir1997, 139, 146-150.
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L'hydrolyse enzymatique du vecteld menée en présence @alucuronidase conduit
rapidement a la formation du phénold Cet intermédiaire se décompose alors lentement
pour libérer totalement la cyclopamine en 28 heuras cours de cette expérience, la
précipitation du phénol intermédiadé a été observée des sa formation. La cinétique at
libération de la molécule active est donc le reégultune solubilisation progressive du phénol
dans le tampon phosphate. Ce phénoméne est urepmlvhajeur limitant I'utilisation de ce
vecteurin vivo. En effet, la libération de la molécule activeesphydrolyse enzymatique du
vecteur au niveau du microenvironnement tumorat étie un processus rapide afin de

limiter la diffusion de I'espece espaceur-drogus \&s tissus sains.
2.2 Synthése d'un vecteur glucuronylé hydrosoluble de al
cyclopamine

Un nouveau vecteur de la cyclopamidg a été concu pour pallier la faible
hydrosolubilité de I'intermédiair6 décrit précédemmenEigure 41).%

OH

OH
HO O o\/> O.__cyclopamine
HS&S/% N o \ﬂ/ HO C (o o) (cyclopamine
OH 3 N=N o] HO N
OH 3 N=N e}
47 HOOG o NO, B-glucuronidase phénolate hydrosoluble
HO%O NO,
HO 43 Co
OH S
élimination 1,6
décarboxylation
OH OH
HO Q o OH HO o ov%
3 N=N
N H,0
50 9
NO, NO,
OH cyclopamine o

Figure 41 - Structure et décomposition du vecteur?

Ce vecteur comporte une chaine latérale hydropiéletype poly(éthylene glycol)
glycosylée en son extrémité. Grace a la présenceetie chaine latérale, le phénol

intermédiaire 48, formé aprés I'hydrolyse enzymatique du vecteld, devrait étre

95 Renoux, B.; Legigan, T.; Bensalma, S.; Chadén€guMuller, J.-M.; Papot, SOrg. Biomol. Chem2011, 9,
8459-8464.

67



Chapitre 1 : Conception de nouveaux vecteurs gloeyiés

parfaitement soluble dans I'eau. Dans ces conditiancyclopamine devrait donc étre libérée
plus rapidement a partir de lintermédiaire hydhalsie 48, par comparaison au vecteur
précédents.

2.2.1 Stratégie de synthése

La stratégie de synthése retenue pour la préparatu vecteur4d7 repose sur
l'utilisation de l'unité centralébl (Figure 42). Ce composé comporte trois fonctions
chimiques distinctes permettant d'assembler de érarsuccessive les différentes unités
composant ce vecteur. Ainsi, le déclencheur glydiggye pourra étre introduit de maniere
chimiosélective sur le phénol par une réaction eogylation. L'agent cytotoxique sera
ensduite fixé par l'intermédiaire d'une fonctionb@anate sur l'alcool benzylique préalablement
activé sous la forme d'un carbonatepdga-nitrophényle. Enfin, un large panel de chaines
latérales hydrophiles comportant un azoture potigtme couplées avec l'alcyne vrai par une

réaction de cycloaddition [3+2] catalysée par lemeul (réaction de "click chemistry®f.

cycloaddition

CHAINE [3+2] o
LATERALE =
NO,
OH 51
glycosylation
GACHETTE

Figure 42 - Structure de la plateforme 51

En raison du codt élevé de la cyclopamine, il restessaire que chaque étape soit
parfaitement maitrisée pour permettre Il'obtentian @bmposé final avec un tres bon
rendement. Les alcools et la fonction acide carligxg du glucuronide seront donc protégés
respectivement sous forme de carbonates et d@atife. Le glucuronide pourra ainsi étre

déprotégé en une seule étape en présence de palléd). Le choix de ces groupements

96 (a) Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; $pless, K. BAngew. Chem. Int. EQ002 41, 2596-
2599.(b) Tornoe, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M.0rg. Chem2002 67, 3057-3064.
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protecteurs a été motivé par le fait quiils peuv@ng clivés dans des conditions doutes,
alors que l'utilisation de conditions basiques ssages a la déprotection d'acétates et d'esters
de méthyle employés classiguement entraine géméeake une dégradation partielle du
composeé, avec notamment I'élimination du grouperaeétate en position 4 du glucuronide
(Figure 43).

MeOOC o
HO%OR
MeOOC HO
ASOTNZQ_OR .
c OAC MeONa/MeOH MeOOC
HO = OR
OH
NaOH/H,0
HOOC o
HO
HmOR
COH
+
HOOC o
HO = OR
OH

Figure 43 - Dégradation du glucuronide en milieu bsique

De plus, la déprotection tardive du motif glucudenprésente l'avantage de faciliter la
synthese de ce type de composés en conservanhtéesiédiaires relativement apolaires,
solubles dans les solvants organiques usuels étaplgs par chromatographie sur gel de

silice, et ce, jusqu'a la derniére étape.

2.2.2 Synthése de l'intermédiaire 52

L'alcool benzylique52 a été synthétisé en deux étapes a partir du G-hitr
hydroxybenzaldéhyde commercidd selon une méthode précédemment développée au

laboratoire. Figure 44).%®

97 De Mesmaecker, A.; Hoffmann, P.; Ernst,Teétrahedron Lett1989 30, 3773-3776.
98 Thomas, M.; Clarhaut, J.; Strale P.-O.; Tranoy-@#i, |.; Roche, J.; Papot, EhemMedCher2011, 6,
1006-1010.
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Figure 44 - Synthése de l'intermédiaire 52

Dans un premier temps, l'addition de tripropargytahium, formé a partir de
bromure de propargyle en présence d'aluminium ftgtal et d'une quantité catalytique de
HgCl, dans le THF, sur le 3-nitro-4-hydroxybenzaldéhg@eonduit a la formation de l'unité
centrale51 sous forme d'un mélange racémique avec un exteal@mement de 94%.
L'analyse RMN'H du compos&1 révéle la disparition du signal & 10,05 ppm cqoeslant
au proton de la fonction aldéhyde ainsi que l'agpar d'un multiplet a 4,92 ppm

caractéristique du proton en position benzylique.

Enfin, la réaction de glycosylation chimiosélectigatre le sucre brom@9 et la
fonction phénol du composBl a été realisée en présence de,(X® et de HMTTA
(1,1,4,7,10,10-hexaméthyltriéthylénetétramine) diassconditions décrites par StdZiUne
étude antérieure menée au laboratoire a montrén qabsence de HMTTA, lion Agest
complexé de maniere irréversible par la fonctiaymé. Dans ces conditions, aucune trace de
produit de glycosylation n'a été détectée. L'@tilen de HMTTA permet donc de complexer
préférentiellement I'argent et facilite la réactaa glycosylation. Ainsi, le glucuronid® a
été obtenu avec un rendement de 66% sous formentilenge de diastéréoisoméres non
séparables par chromatographie flash sur gel @ sll'analyse RMN'*H du composé2

présente un signal a 99,5 ppm indiquant qu'unasainére a été isolé au cours de la réaction.

2.2.3 Synthése de l'intermédiaire 59

La synthése du compo$® débute tout d'abord par le changement des grougeme
protecteurs du glucuronide en cing étapes a pduticomposé2, selon la méthode décrite
par Grinda et al* (Figure 45).

99 Stazi, F.; Palmisano, G.; Turconi, M.; Clini, Sgrifagostino, MJ. Org. Chem2004 69, 1097-1103.
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Tout d'abord, I'alcool benzylique du compéga été protégé sous forme d'éther silylé

en présence de chlorure wet-butyldiméthylsilyle et d'imidazole dans le DMF. temposé

53 a ainsi été obtenu avec un trés bon rendement%e Yanalyse RMNH du compos&3

confirme la protection de l'alcool avec l'appantide signaux a 0,89, 0,09 et -0,04 ppm

correspondant respectivementtat-butyle ainsi qu'aux deux méthyles portés parratae

silicium.
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Figure 45 - Synthese de I'intermédiaire 59
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Plusieurs essais ont ensuite été réalisés pawseseerifier de maniere simultanée les
acétates et I'ester de méthyle du motif glucuroredeprésence d'allylate de sodium dans
l'alcool allylique. Cependant, dans ces conditiolasdéprotection des fonctions alcool du
glucuronide n’a pas été observée et seul I'estaliyte 54a a été obtenu. Nous avons donc
tout d’abord procédé au clivage des acétates dwuginide par du méthanolate de sodium
dans un mélange THF/méthanol a 0°C. Cette réactiaduit a la formation du compoSéb
sous la forme de deux diastéréoisomeres avec umedbalement de 72%. L'ester de méthyle
54b a ensuite été transestérifié par I'allylate dewsodlans I'alcool allylique pour conduire au
composés5 avec rendement de 97%. Le spectre RRHNde 55 révéle la disparition du
singulet a 3,80 ppm de l'ester de méthyle au pdafitjuatre multiplets a 5,97, 5,38, 5,30 et
4,75 ppm caractéristiques de I'ester d'allyle.

Les alcools libres du glucuronide ont été protégmss forme de carbonate d'allyle en
présence de chloroformiate d'allyle dans la pyadiprés 72 heures de réaction, le composé
56 a été isolé avec un tres bon rendement de 94%hek'silylé56 a ensuite été clivé par un
traitement avec HF/pyridine dans le THF afin d'abtd'alcool benzylique57 avec un
rendement de 85%. La déprotection de cet alcotd adghfirmée par RMNH du compos&7
et se traduit par la disparition des signaux a,08099 et -0,05 ppm du groupemeatt-
butyldiméthylsilyle.

L'alcool benzylique57 est ensuite activé en présence de chloroformiatpada
nitrophényle et de pyridine dans le dichlorométhaGette réaction permet d'isoler le
composés8 avec un rendement de 92%. Enfin, la cyclopamibhéne®duite par substitution
nucléophile en présence de pyridine et le comf®seést obtenu sous la forme de deux
diastéréoisomeres inséparables avec un bon rentlerden 85%. L'introduction
chimiosélective de la cyclopamine par sa fonctiming secondaire est confirmée par analyse
RMN *3C du compos&9 montrant la présence de deux signaux a 153,936 16us deux

caractéristiques de la fonction carbamate.
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2.2.4 Synthése de la chaine latérale 62

La chaine latérale hydrosolubk2 a été préparée en trois étapes a partir du

pentaacétate de D-glucose selon la stratégie deésmdécrite ci-dessouidure 46).'%°

OAc OAc
o cl
AcOﬁOAc HOT o Acoéowo o
A0 BF3.E,0, DCM AT R e
18h, TA 60
56% NaNj;, TBAI
14h, TA
quantitatif

OH OAc
HO o \/\O/\/ \/\N3 MeONa, MeOH gco O\/\O/\/O\/\ Ns
62 2h, 0°C OAc 61
quantitatif

Figure 46 - Synthése de la chaine latérale 62

Le pentaacétate de D-glucose et le 2-[2-(2-chtbimé)-éthoxy]éthanol sont tout
d'abord mis en présence dez;EHO dans le dichlorométhane. Le compd@gEest obtenu
avec un rendement de 56% aprés purification durBadtionnel par chromatographie sur gel
de silice. Le spectre RMRH de ce composé révéle la présence d'un doublenérgue a
4,65 ppm avec une constante de couplage de 8,hdiguant I'anomérigd du sucre. Le
dérivé chloré60 est ensuite substitué par l'azoture de sodium résepce d'iodure de
tétrabutylammonium dans le DMF. Dans ces conditidagoture6l est isolé de maniere
guantitative. Enfin, les acétates du motif gluceseat clivés par du méthanolate de sodium

dans du méthanol & 0°C pour donner le comp@si#e maniéere quantitative.

2.2.5 Couplage par cycloaddition [3+2] et déprotection diwcomposé 63

Le couplage entre l'azotu@® et l'alcyne59 par une réaction de cyclisation [3+2]
catalysée par le cuivre (I) a été réalisée en poésde Cu(CECN)4PRs (Figure 47).2°! Cette
réaction permet d'isoler le compd@®avec un bon rendement de 78%. Ce catalyseur peésen
'avantage de pouvoir étre utilisé dans le dichizgthane, solvant dans lequel les composés

59, 62 et 63 sont parfaitement solubles. De plus, la grandebsidé du composé&3 dans les

100 Bouillon, C.; Meyer, A.; Vidal, S.; Jochum, A.; Gla#ot, Y.; Cloarec, J.-P.; Praly, J.-P.; Vasseuw].;]
Morvan, F.J. Org. Chem2006 71, 4700-4702.
101Jean, M.; Le Roch, M.; Renault, J.; UriacRg. Lett.2005 7, 2663-2665.
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solvants organiques usuels permet de le purifierndmiére extrémement simple par

chromatographie flash sur gel de silice.
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OH 62 o NO,
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Figure 47 - Synthése du vecteur 47

La derniere étape de déprotection de l'ester st adgbonates d'allyle du motif
glucuronide a été réalisée en présence de pallaitrakis(triphénylphosphine) et d'aniline
dans un mélange dichlorométhane / méthanol 9/inéeanisme de cette réaction prévoit tout
d'abord l'addition oxydante du complexe de palladd) sur le carbonate d'allyle pour
conduire a la formation d'un complexe-allylique de palladium64 et d'un anion
alkoxycarboxylate65. Ce dernier donne l'alcoolate correspondant apaégperte d'une
molécule de C@ Le complexert-allylique de palladium subit ensuite l'attaque gophile
de l'aniline générant ainsi la formation de l'alcdeéprotégé, de IaN-allylaniline et du
palladium (0) Figure 48).
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Figure 48 - Mécanisme de la réaction de déprotectiades carbonates et de I'ester d'allyle

Cette réaction a permis d'obtenir le vectédravec un rendement de 39% et une
pureté supérieure a 95% aprés purification parrohtographie semi-préparative. L'analyse
RMN 'H du composéi7 a montré la disparition des signaux caractérissqdes protons

allyliques confirmant ainsi la déprotection totdle motif glucuronide.

2.3 Evaluation biologique du vecteur 47

2.3.1 Hydrolyse enzymatique du vecteur 47

La stabilité du vecteut?7 a tout d'abord été évaluée dans un tampon phasfha2
M ; pH=7) a 37°C pendant 24h. Dans ces conditiansune dégradation du composé n'a été
détectée. L'hydrolyse enzymatique du vecti(0,1 mg/mL) a ensuite été effectuée a 37°C
dans du tampon phosphate en présence3-dkicuronidase E. Coli ; 133 U/mL). La

composition du mélange réactionnel a été suiviecams du temps par LC/MEigure 49).
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Figure 49 - Suivi de I'nydrolyse enzymatique du vdeur hydrosoluble 47

Dans ces conditions, le vectedi# s'est avéré étre un bon substrat defia
glucuronidase, méme en présence de groupementsnicésbrants tels que la cyclopamine
et la chaine poly(éthyléne glycol) glycosylée. Apli® minutes d'incubation en présence de
'enzyme, la cyclopamine et lintermédiaid® sont détectés dans le milieu. Ce dernier
disparait totalement en moins de deux heures dit geola libération de I'agent actif et de la

formation de I'alcool benzyliqueD.

Ce résultat montre clairement que le vectddr permet une libération de la
cyclopamine beaucoup plus rapide que dans le cagedeur45 (28 heures). De plus, la
précipitation du phénolai#8 n'a pas été observée dans le milieu. Cet inteairédest donc
plus soluble dans le tampon phosphate que songredé grace a l'introduction de la chaine
latérale hydrophile.
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2.3.2 Evaluation de l'activité antiproliférative du vecteur 47

L'activité antiproliférative du vecteul7 a tout d’abord été évaluée en collaboration
avec I'équipe du Pr. Jean-Marc Muller (CNRS FRE13831niversité de Poitiers) sur des
cellules de glioblastome de type U87, en présencenocabsence dé&glucuronidase dans le
milieu de culture. L'activité cytotoxiqgue du veatem été mesurée apres cing jours

d'incubation Figure 50).
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Figure 50 - Activité antiproliférative de 47 sur une lignée de cellules gliales U87

Incubé seul, le vectewt7 n'affecte pas la viabilité des cellules jusqu'dlizs haute
dose testée de 1QOM. En présence de I'enzyme, l'activité antiproéifére du vecteud7 est
restaurée avec une valeur dd@omparable a celle enregistrée lors de I'utilisatile la

cyclopamine seule (Kga7+p-gu: 24,5UM ; ICs0 ¢yciopamine 16,5UM).

La destruction des cellules souches cancéreudesigine des récidives observées
apres ablation de la tumeur pourrait aboutir atdegements plus efficaces du glioblastome
multiforme. L'activité antiproliférative du vectedr¥ a donc été évaluée sur quatre lignées de
cellules souches initiatrices du glioblastome nfuiithe prélevées chez des patierfigy(re
51). Ces travaux ont été réalisés par I'équipe diLuie Karayan-Tapon (INSERM U935

Université de Poitiers - CHU Poitiers).
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Alors que le témozolomide, molécule de référenueiquée contre les tumeurs
cérébraled® exerce une action antiproliférative trés faibletce cette population cellulaire
(ICs50 moyen temozolomide 503 UM), le vecteurd?, incubé en présence fleglucuronidase, est 110
fois plus actif avec une valeur dest@omparable a celle de la cyclopaminesglz+ g-gu: 4,6
MM ; 1Cs0 cyclopamine 8,31M). En revanche, en l'absence de I'enzyme, le uediéne présente

pas de cytotoxicité jusqu'a la plus haute dosé¢edt 4QuUM.
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Figure 51 - Activité antiproliférative de 47 sur différentes lignées de cellules initiatriceswdglioblastome
prélevées chez des patients.

2.4 Conclusion

Lors de cette étude, deux nouveaux vecteurs glagiés ont été synthétisés. Un
vecteur de la MMAE34 a tout d'abord été concu pour pallier la faiblévié de la3-
glucuronidase dans le microenvironnement tumores tésultats obtenus lors de cette étude
montre, qu'en absence fAglucuronidase, le vecte@4 est significativement moins toxique
que la MMAE sur différentes lignées cellulaires agneuses. En revanche lorsque I'enzyme
est additionnée au milieu de culture, le vectgdiretrouve une cytotoxicité comparable a
celle de la MMAE utilisée seule. Une premiére éatiin de l'efficacité thérapeutique du

vecteur34 a été réalisée sur un modele de tumeur pulmodairiggine murine implanté chez

102 (a)Nagasawa, D. T.; Chow, F.; A. Yew; W. Kim; N. Creml. YangNeurosurg. Clin. N. An012 23,
307-322.(b) Bower, M; Newlands, E. S.; Bleehen, N. M.; Bralth; Begent, R.J.; Calvert, H.; Colquhoun, I.;
Lewis, P.; Brampton, M. HCancer Chemother. Pharmac997, 40, 484-488.
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la souris. Le vecteur de la MMAE présente une afiite¢ thérapeutique similaire a celle de
HMR 1826 et ce, a une dose 238 fois plus faiblerd3eltat est trés encourageant et montre
donc la validité de notre approche. A la dosesdtdi l'activité anticancéreuse du vect@gr
reste néanmoins modeste puisque la régression mhadae tumorale n'est que de 25% par
rapport au groupe témoin. Ces travaux devront ébrecpoursuivis avec de nouvelles études
in-vivo qui permettront de déterminer la dose a laqu@tzivité anticancéreuse du vect&dr

sera maximale.

Ces travaux ont aussi permis I'étude d'un nouvescteur glucuronylé de la
cyclopamine4?, un inhibiteur de la voie de signalisation Hedgglastif contre les cellules
souches cancéreuses a l'origine du caractére hantténvasif du glioblastome multiforme.
Ce vecteur comporte une chaine latérale hydrosolpdrimettant de contourner les probléemes
de solubilité rencontrés lors de I'étude du premeateur glucuronylé de la cyclopami#g
Il a ainsi été montré que I'hydrolyse enzymatigaece nouveau vected en présence d&
glucuronidase conduit a la libération de la cyctopee environ 14 fois plus rapidement que
pour son analogué5 (2 heuresss. 28 heures). La cinétigue de décomposition du vedé
devient alors compatible avec son utilisation cHemimal. L'évaluation de ['activité
antiproliférative du vecteut7 a été réalisée sur une lignée de cellules delgbtdme U87
ainsi que sur quatre types de cellules souchaatimies du glioblastome prélevées chez des
patients. Incubé seul, le vecteur ne posséde pativité cytotoxique au plus fortes doses
testées, alors qu'en présence3eucuronidase, l'activité d&7 est comparable a celle de la
cyclopamine. De plus, le vecteur est 110 fois pacsif que le témozolomide utilisé
cliniguement sur ces derniers échantillons. Cegltais trées prometteurs ont conduit a une
évaluation de l'activité thérapeutique du vectédrsur des tumeurs gliales chez la souris.
Cette étude est actuellement en cours. L'activitépmliférative du vecteud7 sur des
cellules souches initiatrices du glioblastome emlzioaison a la radiothérapie est elle aussi
étudiée. Ces travaux permettront a terme de dépefape nouvelles voies pour un traitement

plus efficace et plus sélectif du glioblastome mfitme.
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CHAPITRE 2: DEVELOPPEMENT DE
VECTEURS GLUCURONYLES « SUPER-

CIBLES »
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1.Introduction

Comme nous l'avons mentionné précédemment, leewscglucuronylés ont un
temps de demi-vie plasmatique limitant leur uttisain vivo. Ces composés présentent un
caractére hydrophile marqué ainsi qu'une masse colalée faible et sont éliminés
rapidement par le rein. En effet, la glucuronylatest un mécanisme de détoxification utilisé

chez les animaux afin d'excréter plus facilemenslgstances toxiques de I'organisme.

Pour résoudre ce probleme, le couplage de vect@lusuronylés a des
macromolécules peut étre une alternative partiarient intéressante. En effet, les
macromolécules de masse moléculaire supérieurekdd0sont reconnues pour ne pas étre
éliminées efficacement par les refisAinsi des vecteurs glucuronylés macromoléculaires
devraient présenter un temps de demi-vie plasn@a@garue par rapport a leurs homologues
de faible poids moléculaire. De plus, cette stiatégourrait également permettre de
contourner le probléeme associé a la faible activig la B-glucuronidase dans le
microenvironnement tumoral en augmentant la réaeardu vecteur dans la zone a traiter par

effet EPR (Enhanced Permeability and Retention).

A I'image des vecteurs de la doxorubicine PKiggre 7) et4 (Figure 10), plusieurs
types de macromolécules tels que des polymeresgatedriméeres et des liposomes ont été
utilisés pour véhiculer des agents anticancéreape@dant, nous pouvons nous interroger sur
le devenir et la possible toxicité de ces macromdés synthétiques aprés la libération de
'agent cytotoxique. Des macromolécules naturdidies que I'albumine ont, elles aussi, été
utilisées pour le transport de composés actifstréd d’exemple, I'’Abraxane® (commercialisé
par Celgene) est une formulation injectable deifaxel encapsulé dans des nanoparticules
d’albumine indiquée pour le traitement du cancesein métastatique-

De nombreux parametres telles qu'une masse malgxelevée (66,5 kDa), une durée
de demi-vie plasmatique importante (19 jours), wwnne stabilité dans les milieux
biologiques et une grande abondance dans le pleEmg@L en moyenne ; 60% des protéines
plasmatiques) font de I'albumine endogéne un toéschindidat pour le transport et le ciblage

103 Miele, E.; Spinelli, G. P.; Miele, E.; Tomao, F¢Mao, Sint. J. Nanomedecin2009 4, 99-105.
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passif d'agents anticancéréld%L'équipe du Professeur Kratz a tiré profit de egftotéine
plasmatique pour proposer un nouveau concept hedé souplage sélectif de composés de
faibles poids moléculaires au résidu cystéine 34'aleumine endogéne. Cette réaction de
couplage a lieu directement dans le plasma dumiatigres injection par intraveineuse du
vecteur. Cette stratégie présente plusieurs avesitdglle permet de former un conjugué
uniforme en controlant le nombre de molécules astiliées a l'albumine. De plus, les
vecteurs utilisés dans ce cadre sont faciles dsaet@@euvent étre préparés en utilisant des
techniques classiques de synthése organique. Ecditte stratégie permet d’éviter une

possible réponse immunogénique liée a I'utilisati@tbumine exogene.

Afin d'exploiter ce concept, I'équipe de Kratz aeléppé un vecteur acido-sensible de
la doxorubicine DOXO-EMCH Rigure 52).1°° DOXO-EMCH est capable de se lier
rapidement et de facon covalente a I'albumine pdigre par l'intermédiaire d'une réaction
de Michael entre la cystéine 34 de l'albumine entaif maléimide porté par le vecteur. La
macromolécule ainsi formée s'accumule de manideetsé&e au niveau de la zone tumorale
par effet EPR. La doxorubicine est alors libéréegydrolyse du lien hydrazone catalysée

par le pH acide du microenvironnement tumoral a@snternalisation par endocytose.
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Figure 52 - Structure de DOXO-EMCH et mécanisme débération de la doxorubicine

104 (a)Kratz, F.J. Control. Releas2008 132 171-183.(b) Elsadek, B.; Kratz, FJ. Control. Releas2012
157, 4-28.

105 Kratz, F.; Warnecke, A.; Scheuermann, K.; Stockn@ar, Schwab, J.; Lazar, P.; Drickes, P.; Esser, N.;
Drevs, J.; Rognan, D.; Bissantz, C.; Hinderling, Ralkers, G.; Fichtner, I.; Unger, G@. Med. Chem2002 45,
5523-5533.
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L'évaluation biologiqgue de DOXO-EMCH a tout d'abeétd effectuée sur des tumeurs
de carcinome mammaire de type MDA-MB-435 et MCH#aplantées chez la souris nude
ainsi que sur un modéle murin de tumeur rénaleyde RENCA. Dans tous les cas, ce
vecteur présente une meilleure activité anticaus® que la doxorubicine a des doses
seulement deux a trois fois supérieures a celleségi pour la drogue seule. Ces résultats
prometteurs ont conduit a I'évaluation de I'effiathérapeutique de DOXO-EMCH dans une
étude cliniqgue de phas&”§ et fait actuellement l'objet d'une étude clinigieephase II. Ce
concept a ensuite été étendu a la vectorisatiafiff#entes molécules cytotoxiques dont des

dérivés diis-platine®’ et de la camptothécirt€®

Bien que DOXO-EMCH présente une bonne efficacitBcancéreuse, ce composé
possede une DMT seulement 3 a 4,5 fois supérieaedi@de la doxorubicine chez la souris
(A titre d’exemple, HMR 1826 est 80 fois moins e que la doxorubicine). Cette faible
différence de toxicité entre vecteur et agent opiojue peut s’expliquer par I'’hydrolyse peu
sélective de la fonction hydrazone dans I'organisme

Il a ainsi été montré sur des xenogreffes de tusmeuariennes de type A2780 chez la
souris nude, que lI'administration de DOXO-EMCH atse maximale tolérée (3 x 24 mg/kg
en équivalent doxorubicine) entraine la régressiotale de masse tumorale mais
s’accompagne de lourds effets secondaires se sautuypar une perte de poids des souris de
l'ordre de 31%° La doxorubicine (2 x 8 mg/kg) ne présente, quamle, qu'un effet
modéré sur la croissance tumorale et provoque erte pe poids de 21%. Pour pallier ces
lourds effets secondaires, les auteurs ont prog&s#ministrer en combinaison ces deux
composeés a des doses deux fois moindres (DOXO-EMEHX 12 mg/kg ; doxorubicine : 3 x
4 mg/kg ; injections hebdomadaires). Ce protocate tichitement a permis d’obtenir la

rémission totale des tumeurs ainsi traitées ave@ernte de poids de seulement 12%.

Pour améliorer la sélectivité avec laquelle I'aggyibtoxique sera libére, des systemes
permettant le double ciblage des défauts d'archites lies a la néo-angiogénése et des

enzymes surexprimées dans le microenvironnemeraralront été développés. L'équipe de

106 Unger, C.; Haring, B.; Medinger, M.; Drevs, J.;i8b#ld, S.; Kratz, F.; Mross, KClin. Cancer Res2007,
13, 4858-4866.

107 (a)Warnecke, A.; Fichtner, |.; Garmann, D.; Jaehde Kdatz, F.Bioconjugate Chen2004 15,1349-1359.
(b) Garmann, D.; Warnecke, A.; Kalayda, G. V.; Kr&z,Jaehde, Ul. Control. Releas2008 13, 100-106
108Warnecke, A.; Kratz, BBioconjugate Chen2003 14, 377-387.

109Kratz, F.; Fichtner, I.; Graeser, Rvest. New Drug2012 30, 1743-1749.
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Kratz s'est ainsi intéressée au ciblage des peséaaturellement surexprimée dans les
tumeurs solides. Dans ce cadre, des vecteursditextaubicine et de la camptothécine ont été
congus afin d'étre sélectivement activés par urgelgariété d'enzymes protéolitiques telles
que la cathepsine B? des métalloprotéases matricieltds type 2 et 9'* la PSA (prostate-
specific antiger)® ainsi que la uPA (urokinase-type-plasminogen atti), une protéase
surexprimée dans le cas de tumeurs mammaireseanas ou cervicalés® Un des exemples
les plus récents est I'étude du vecté@rse couplanin-vivo a l'albumine plasmatique et
pouvant étre activé par la cathepsine B par limésliaire du dipeptide Phe-Lys

spécifiquement reconnu par cette enzyfigyre 53.**
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Figure 53 - Structure et mode d'action du vecteur d la doxorubicine_66

110Schmid, B.; Chung, D.-E.; Warnecke, A.; FichtnerKiratz, F.Bioconjugate Chen2007, 18, 702-716.

111 Kratz, F.; Drevs, J.; Bing, G.; Stockmar, C.; Saveann, K.; Lazar, P.; Unger, Bioorg. Med. Chem.
Lett.2001, 11, 2001-2006.

112 (a)Elsadek, B.; Graeser, R.; Warnecke, A.; Unger,Salpem, T.; El-Melegy, N.; Madkor, H.; Kratz, F.
ACS Med. Chem. Let201Q 1, 234-238.(b) Elsadek, B.; Graeser, R.; Esser, N.; Schafer-Obed®.; Abu
Ajaj, K.; Unger, C.; Warnecke, A.; Saleem, T.; EEMgy, N.; Madkor, H.; Kratz, FEur. J. Cancer201Q 46,
3434-3444(c) Graeser, R.; Chung, D.-E.; Esser, N.; Moor, S.&8htele C.; Unger, C.; Kratz, Ft. J. Cancer
2008 122, 1145-1154.

113Chung, D.-E.; Kratz, Bioorg. Med. Chem. Let2006 16, 5157-5163.

114Abu Ajaj, K.; Graeser, R.; Fichtner, |.; Kratz, Eancer Chemother. Pharmac@009 64, 413-418.
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Ainsi, aprés couplage avec I'albumine plasmatitpi@ecteur sera alors accumulé au
niveau de la tumeur par effet EPR puis activé pamathepsine B pour conduire a la libération
de la doxorubicine active apres immolation du kesgaceur. L'efficacité thérapeutique du
vecteur66 a été démontrée lors de tests réalisés sur degyradfes de tumeur mammaires
(MDA-MB-231) chez la souris nude. L'usage du vectfia des doses trois fois supérieures
a la dose maximale tolérée pour la doxorubicineradait & une réponse anti-tumorale bien

supérieure & celle enregistrée pour la drogue $8ule

La conception de vecteurs bi-fonctionnels incogpbrdeux agents anticancéreux
différents et pris en charge par l'albumine plagat par lintermédiaire d'un motif
maléimide a elle aussi été étudiée. A titre d'eXemp vecteu67 permet la libération d'une
molécule de doxorubicine et d'une molécule de @@l aprés une double activation par la

cathepsine BRigure 54).1*°

TFA.HzN cathepsine B
(0]

O‘ /@A OJJ\O—paclitaxel

’/,,HJ\N

Shul
Y ONH

Q H Ocathep
Sy 0
O
0 O7°NH , O /©/\ OJ\ H—doxorubicine
\\‘"k[r N \)J\ N

o i H

sine B

67 NH,TFA

Figure 54 - Structure du vecteur 67

Alors que le pH optimum de la cathepsine B es8,8¢'° la quantité d’espéce active
libérée apres activation enzymatique des vect@biet 67 sera limitée par la faible activité de
'enzyme dans le microenvironnement tumoral (pH pomentre 6 et 6,5). Cette stratégie
d’activation est cependant plus adaptée pour desewes pouvant étre internalisés par

endocytose dans les cellules tumorales, a 'imageahjugué drogue-anticorps Bretuximab

115Abu Ajaj, K.; Biniossek, M. L.; Kratz, FBioconjugate Chen2009 20, 390-396.
116Butor, C.; Griffiths, G.; Aronson, Jr, N. N.; Vark. J. Cell Sci.1995 108 2213-2219.
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Vedotin Figure 4). En effet, une fois internalise€, le vecteur dereeau plus longtemps en
présence de I'enzyme et le pH plus acide rencodamis les lysosomes permettra une
activation plus efficace.

L'ensemble de ces travaux montre que le transgertvecteurs de molécules
anticancéreuses par l'albumine plasmatique estoooept extrémement prometteur dans le
cadre du ciblage thérapeutique permettant de ciitaultanément plusieurs particularités
tumorales. Dans ce cadre, le vecteur de la doxanéb8 ciblant la 3-glucuronidase et
mettant a profit les défauts de vascularisatios #ida néo-angiogénese tumorale a été concu
(Figure 55).**"

Etape 1
| n-vivo HS

O OH 0]

OH
(LU Yo

OMeO OH 0

O OH 0]
OMe O  OH o wA doxorubicine

0 (‘f(
HO HN._O

[

N
N=N /\Q/O/’)/\
" Etape 2

HOOC NO2 B-glucuronidase

Figure 55 - Structure et mode d'action du vecteur

Ce vecteur comporte un déclencheur enzymo-sengitgpe glucuronide, une unité

doxorubicine, ainsi qu'un groupement maléimideérdi I'unité centrale par une chaine

117 Legigan, T.; Clarhaut, J.; Renoux, B.; Tranoy-Omsli, I.; Monvoisin, A.; Berjeaud, J.-M.; GuilhdE,;
Papot, SJ. Med. Chem2012, 55, 4516-4520.
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hydrosoluble de type poly(éthyléne glycol). Aprésnénistration par voie intraveineused
peut réagir avec la fonction thiol de la cystéided® I'albumine plasmatiquea une addition
de Michael sur le motif maléimide pour former leteir macromoléculairg9.

En raison de sa masse moléculaire élevée, leuregtacromoléculaire "super-ciblé”
69 devrait posséder un temps de demi-vie plasmatiigm supérieur a celui généralement
observé pour les vecteurs glucuronylés classiglegie HMR 1826. De plus, le compd&®
pourra s’accumuler de maniére sélective au niveamidroenvironnement tumoral par effet
EPR ou il sera activé par I8-glucuronidase pour libérer une molécule active de
doxorubicine. Enfin, la rétention accrue du conpi@®® dans les tissus cancéreux devrait

permettre de pallier la faible activité deBlaylucuronidase.

2.Synthese des vecteurs 68z 68b

Pour favoriser I'administration de molécules agsivyar i.v. chez I'animal, il peut
s'avérer nécessaire d'incorporer des motifs hytlioes tels que des chaines PEG
(polyéthylene glycol) a la structure de ces comp@esrur s'assurer d'une bonne solubilisation.
De plus, comme nous l'avons vu pour le vecteuradeytlopaminet?, I'hydrosolubilité des
vecteurs a un effet important sur la cinétiqueidiglation des agents anticancéreux. Dans ce
cadre, les vecteur68a et 68b ont été synthétisés. Ces composés se différenpente
nombre d'unité éthylene glycol composant leurs rasilatérales. Ainsg8a présente une
chaine latérale composée de trois unités éthylgmalgalors ques8b en possede dix. Il sera
alors possible de comparer I'hydrosolubilité de ca®mposés et de définir lequel des deux
sera le meilleur candidat pour les tests biologque

2.1 Premiére Stratégie de synthése

2.1.1 Schéma rétrosynthétigue

La premiere stratégie de synthése étudiée pouyrape les vecteur8a et 68b est
identigue a celle décrite pour le vecteur de lalapamine47 (Figure 56). 68a et 68b
pourront étre formés aprés couplage de l'al@met des azotured3a et 73b par une réaction
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de cycloaddition [3+2] catalysée par le cuivre fl)is déprotection du motif glucuronide.
L'intermédiaire75 pourra quant a lui étre obtenu apres I'introductie la doxorubicine sur le
carbonate mixte58 décrit précédemment. Enfin, les azotuiga et 73b pourront étre
préparés par couplage peptidique entre les amir@s et 72b et l'ester deN-

hydroxysuccinimide intermédiaif&l.

N |
doxorublcme\ﬂ/o /\Q ﬁ\ /(\///
N )
O/ H o
n
68a:n=3
HO 68b:n=10

déprotection
cycloaddtion [3+2]

doxorublcme o
(0]
) J by
+ Ny O\%/\N N
NO, n H o)
AIIOCO& I3an=3
AllocO 73bn=10

7%

OAIIoc
substitution substitution
nucléophile nucléophile
O (@)
Q \
N. JJ\/\/\/N
o 71
Oz (6] - (6]
AIIocOéW
AllocO O
AIIoc Ns/\é/ \%/\NHz
= Zan=3
72bn=10

Figure 56 - Stratégie de synthése pour les vecte 8

2.1.2 Résultats obtenus lors de la premiére stratégie dgnthése

L'ester deN-hydroxysuccinimideZ1 a été préparé en deux étapes "one-pot" a partir de

l'anhydride maléique commercial selon la méthoderi@é par SonY?® (Figure 57).

118Song, H. Y.; Ngai M. H.; Song, Z. Y.; MacAry, P.;Aobley, J.; Lear, M. JQrg. Biomol. Chem2009 7,
3400-3406.

90



Chapitre 2 : Développement de vecteurs glucurondéper-ciblés"

L'ouverture de l'anhydride cyclique par I'acidenet@ohexanoique conduit tout d'abord au
diacide 70. Celui-ci est ensuite mis en présence de NHSHED@'a 35°C afin d'obtenir

l'intermédiaireZ1 avec un rendement de 63% sur deux étapes.

La formation du composgl a été confirmée par analyse RMN. Celle-ci se traduit
par la présence d'un singulet a 6,67 ppm corregmiralux deux protons éthyléniques du
groupement maléimide ainsi que d'un singulet larg&81 ppm, caractéristique des quatre

protons du motifN-hydroxysuccinimide.

o 0 0

HN">""C00H_ coon NHS, EDC Mo\ o

P DMF, 2h, TA [NN\/\/\/COOH DMF, 120, 35°C LN A”j
o 5 70 63% S m ©

Figure 57 - Synthése de l'intermédiaire 71

De nombreux essais ont ensuite été réalisés potinétiser I'azotur@3a a partir de
I'ester de NHS1 et de I'amin&2a (Figure 58). Cependant, malgré les différentes conditions
testées (solvants, température, présence ou ngentbad'activation), I'obtention de bruts

complexes n'a pas permis d'isoler le composé releéer

o) 0 HzNAé/O\a/\Ng o o
MQ (o) 12a 3 4/—\_>~NH [e] N3
| N N v | N
71 O N 3
o] - Y 13a

o
H2N/\é/ \%“Ng .
3

12a

RN

_N
NN 0
o) I~ (0]
14 {4 NHR'

Figure 58 - Synthése de I'azoture 73a

Par contre, la formation de nombreux sous-prodaitété observée et peut étre
expliquée par la possible réaction de cycloaddi{i®n2] entre l'azoture et le maléimide
conduisant & la formation de 1,2,3-triazolines clexgs représentées par le comppéé'® A
titre d'exemple, I'équipe de Garner a exploité ecattaction pour synthétiser plusieurs

119 (a)Guerin, D. J.; Miller, S. J1. Am. Chem. So2002, 124, 2134-2136(b) Quayle, J. M.; Slawin, A. M. Z;
Philp, D. Tetrahedron Lett2002 43, 7229-7233(c) Garner, P.; Sunitha, K.; Shanthilal, Tetrahedron Lett.
1988 29, 3525-3528.
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triazolines, dans des conditions similaires a cglle nous avons étudiées, avec de tres bons

rendementsKigure 59).*%°

R 0 R

o}
N MeNg3, toluene
N %
/ TA, 24h N
o 73-88% o7 N

Figure 59 - Synthése de triazolines décrite par Gaer (R = H ; CO,Me ; CH,OH ; CH,0Ac ;
CH,OTBDMS)

2.2 Deuxieme stratégie de synthese

Une deuxiéme stratégie de synthése a été miséaea afin d'éviter la formation de
dérivés de type 1,2,3-triazoline. Le groupementémate pourra, dans ce cas, étre introduit
par une réaction de substitution nucléophile efdter de NHS71 et les amines primaires
76aet76b (Figure 60). Une stratégie similaire a été adoptée avec sysaeSenter lors de la

préparation de vecteurs glucuronylés présentagtaupement maléimid®.

doxorubicine \“/O A\ /<\/o\9/\ NH,
N=N n

0

0 © \ﬁ Y
doxorubicine.__O y o \ o) NO,
NG : d o
o N AllocO o]
0 N=N n H o AllocO oAl T6an=3
°¢  76bn=10
HOOC NO, 68an=3
Hgoﬁgvo 68bn=10 substitution nucléophile
OH déprotection

+
0 o}

Q \
g\O)J\/\/\/D
0 a 0
Figure 60 — Seconde stratégie de synthése pour l@paration des vecteurs 68at 68b

Tout d'abord, la doxorubicine a été introduite kuicarbonates8 par réaction de
substitution nucléophile en présence de triethyhenet de HOBt dans le DMF. Cette réaction
permet d'obtenir le compod@® sous forme d'un mélange de deux diastéréoisongeEsun
bon rendement de 83%. Les azotur@s et 72b ont ensuite été couplés au comp@Séar
une réaction de cycloaddition [3+2] catalysée pa(CGEsCN)PF dans le dichlorométhane
(Figure 61).

120Garner, P.; Ho, W. B.; Grandhee, S. K.; YoungsJWKennedy, V. OJ. Org. Chem1991, 56, 5893-5903.
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Figure 61 - Synthése des vecteurs 68468b

A ce stade, une étape de complexation du cuiest avérée nécessaire. En effet, le
cuivre (Il) issu de la réaction de cycloaddition semplexe fortement au motif
anthraquinonique de la doxorubicine pour formeccomplexe violet pouvant précipiter dans
le milieu réactionnet?* Ce phénoméne est bien connu et semble étre ginerde la
cardiotoxicité des anthracyclines lorsque cellessont complexées par des cations
meétalliques présents dans I'organisme comme I@ljest (1lI). Ces complexes peuvent ainsi
générer des radicaux libres endommageant de maniéversible les cellules cardiaqués.
Cette étape de décomplexation a été réalisée seme par d'EDTA disodique en solution
dans du tampon phosphate (0,2 M ; pH 7,2). L'@ilan d’'un tampon phosphate est

nécessaire pour éviter la dégradation des comtgaest 76b. En effet, des conditions trop

121 (a)Feng, M.; Yang, Y.; He, P.; Fang, 8pectrochim. Acta 200Q 56, 581-587.(b) Jung, K.; Reszka, R.
Adv. Drug Deliver. Rex2001, 49, 87-105.

122 (a)Cakir, S.; Bicer, E.; Gd&un, E.; Cakir, OBioelectrochemistr003 60, 11-19.(b) Beralso, H.; Garnier-
Suillerot, A.; Tosi, L.; Lavelle, FBiochemistryl985 24, 284-289.
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basiques entrainent, par exemple, une réactiomufgtion 1,4 aboutissant a la formation de

I'aglycone78 et du sucr@9 (Figure 62).

(o] OH
(6] OH
O‘O‘ * O‘OQ 3
OH
OMe O (o o) + N
Bf\ OMeO O on NHR
78 79
OH NHR

Figure 62 — Décomposition de la doxorubicine en nu basique

Apres décomplexation du cuivre, les triazol€sm et 76b sont directement remis en
réaction en présence de l'ester de NHSdans le DMSO. Cette réaction de substitution
nucléophile conduit a la formation des vecteurdqués77a et 77b sous la forme de deux
diastéréoisomeres avec des rendements respectf8 de 57% (calculés sur deux étapes).
L'introduction de la chaine latérale a été confemgar spectrométrie de masse haute
résolution ainsi que par RMNH avec I'apparition d'un singulet & 6,69 ppm ca&mstique des
protons éthyléniques du groupement maléimide.

Enfin, la déprotection du motif glucuronide a gtéalisée en une étape en présence de
palladium (0) tetrakis-triphénylphosphine et dmal dans un mélange THFM@. Les
vecteurs 68a et 68b sont obtenus sous la forme de deux diastéréoigsmavec des
rendements respectifs de 27 et 40% et une pur@iérisure a 95% apres purification par

chromatographie semi-préparative.

3.Evaluations biologiques du vecteur 68b

Des tests préliminaires ont montré que seul leteved®8b possédant la chaine
poly(éthylene glycol) la plus longue, présentait wsolubilité suffisante dans un mélange
PBS/DMSO 10% pour étre administré chez I'animal({Bitité 68a: <10 mg/mL ; Solubilité
68b: >20 mg/mL). Ce vecteur a donc été retenu pourgaovre notre étude.
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3.1 Hydrolyse enzymatique de 68b

68b (0,1 mg/mL) a été incubé a 37°C dans du tamposgiate (0,02M, pH = 7) en
présence d'albumine plasmatique humaine (15,9 mgfmour démontrer la formation du
vecteur macromoléculair@9 (Figure 55). La composition de la solution a été suivie par
HPLC. Aprés deux heures d'incubation, plus de 90%setteur68b ont réagi avec I'albumine
plasmatique. Ce phénomene se traduit par la digpariprogressive des deux pics
correspondant aux deux diastéréoisomeres de cewedta cinétique de formation du
composéb9 est donc compatible avec le temps de demi-vienptigue des vecteurs
glucuronylés tels que HMR 1826 (généralement cosrgmtire 0,4 et 2,6 heurd$).

Cing heures apres I'addition de I'albumine, leteec macromoléculairé9 (Figure
63) est alors mis en présencefdglucuronidaseE. Coli; 133 U/mL). La libération totale de
la doxorubicine est alors observée aprés cing Bediiecubation en présence de l'enzyme
(Figure 63 t = 10h).

Doxorubicine Doxorubicine

e il S ___ t=10h - ) —

Albumine
+69 \r\ “
- J \JUL— t=2h fﬁ\vaL_
Albumine 68b Albumine l HMR 1826
hem MJL t=0 ML__

r T T T T T T T T 1 r T T T T T T T 1
0o 20 40 6.0 80 100 12.0 140 170 0o 20 40 8.0 80 10,0 120 140 170

Figure 63 - Hydrolyse enzymatique de 68bn comparaison avec HMR 1826

Cette expérience a également été réalisée avec HI2R, vecteur glucuronylé de la

doxorubicine ne présentant pas de groupement mdiirbans ces conditions, HMR 1826
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s'est montré parfaitement stable et aucune réadBocouplage n'a été observée. Ce résultat
confirme donc que le couplage entre I'albuming8kt s'effectue par une réaction de Michael
entre la fonction thiol de I'albumine et le groumeahmaléimide du vecteur.

3.2 Evaluation de l'activité antiproliférative du vecteur 68b

L'activité antiproliférative du vecteus8b a été évaluée sur des lignées cellulaires
cancéreuses humaines de type H290, MDA-MB-231, M&/ainsi que sur un modele murin
de cancer pulmonaire de type LLC. L'activité cykiqoe du vecteur a été mesurée apres 48

heures d'incubation.

En absence d@-glucuronidase68b ne montre aucun signe de toxicité sur ces
différentes lignées cellulaires jusqu'a la plugdatose testée de M. Cependant, lorsque
I'enzyme est ajoutée au milieu de culture, le wectetrouve une valeur d'igsimilaire a

celle observée lors du traitement par la doxoraki¢ifableau 2.

H290 MDA-MB-231 US7-MG LLC
doxorubicine 320 + 24 340 * 26 790 £ 171 207 £ 34
68b - - - -
68b + B-glu 310 £ 62 320 £ 65 850 + 34 173 + 36

Tableau 2 - activité antiproliférative de_68ben présence ou en absence Beglucuronidase (nM)
(H290 : mésothéliome ; MDA-MB-231 : adénocarcinoméu sein ; U87-MG : glioblastome ;
LLC : modéle murin de cancer pulmonaire)

Une étude réalisée sur les cellules de type LL@emamis de comparer l'activité
antiproliférative de&8b a celle de HMR 182@-igure 64). Il a ainsi été montré, qu'en absence
de 3-glucuronidaseg8b est quatre fois moins toxique que ce dernieggdby: 14 UM ; 1Cs
HVMR 1826 . 3,5 UM) alors qu'en présence de l'enzyme ces deux camppgesentent une

cytotoxicité comparable a celle de la doxorubidi@oesy: 173 NM ; 1Go Hmr 1826: 199 NM).
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Figure 64 - activité antiproliférative de 68ben comparaison avec HMR 1826

Afin d'expliquer ce phénomeéne, nous pouvons sugpmse le vectelB8b se couple a
'albumine présente dans le milieu de culture plmumer un vecteur macromoléculaire ne
pouvant pas diffuser passivement dans les celluéeplus faible toxicité dé8b par rapport a
HMR 1826 pourrait aussi étre liée a I'nydrophilgpartée par la chaine latérale de type
poly(éthylene glycol) de68b qui limite la diffusion passive du vecteur a trnavda

membranaire cellulaire et donc son activation a@rdlucuronidase lysosomale.

3.3 Evaluation de l'efficacité thérapeutique de 68hn-vivo

L'efficacité du vecteur68b a été comparée a celles de HMR 1826 et de la
doxorubicine sur des tumeurs pulmonaires sous-éatad'origine murine (LLC) implantées
sur des souris de type C57BL/6. Une dose de 46ml/kg (23,7 mg/kg équivalent
doxorubicine) de chacun de ces vecteurs a été &traim par voie intraveineuse aux jours 4
et 11 apres la transplantation de la tumeur. Leodddicine a, quant a elle, été utilisée a la
dose maximale tolérée (2 x 13jmol/kg; 2x8 mg/kg) selon le méme protocole

d’administration.

A lissue du traitement, il a été observé uneldadfficacité thérapeutique pour HMR
1826 avec un rapport Tiax (volume des tumeurs traitées / volume des tumeurgroupe
placébo a J17) de 69%. A linver®#8b, a la méme dose, présente une bonne réponse

antitumorale (T/Gax = 24%) légerement supérieur a celle de la doxomdi(T/Gnax = 31%)
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(Figure 65). En comparaison avec HMR 1826, le résultat obtgowr 68b a la méme dose
confirme que cette stratégie permet d’augmenteieteps de demi-vie plasmatique et la
rétention intratumorale des vecteurs glucuronytseffet EPR.

3500- )
« placébo
& 3000- —e— doxorubicine ) [
é —+ HMR 1826 Wi
£ 2500 o 68b N
E» 2000+ i /H
g 1500-
2 1000
=
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0 : 1 T T 1
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Figure 65 - Suivi du volume des tumeurs traitées pda doxorubicine, HMR 1826 et_68b

La toxicité des differents composeés utilisés |des ce protocole a également été
évaluée. On constate que le traitement par la démane entraine de lourds effets
secondaires, notamment une perte de poids impertaii%) chez les souris traité&sglure
66). A linverse, les traitements par HMR 1826 68b ont été bien tolérés et aucun signe

majeur lié a d'éventuels effets secondaires n'aligérve.
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Figure 66 - Suivi du poids des souris traitées pda doxorubicine, HMR 1826 et 68b

Enfin, une analyse histopathologique des reing &kectuée afin d'évaluer la toxicité

néphrétique généralement induite par les anthrex@gl Cette analyse a révélé une atrophie
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des tissus pericapsulaires des reins chez lessswaitées par la doxorubicine pouvant étre
corrélée a la perte de poids observée chez sesaxiffigure 67). Les souris traitées par
68b ne présentent pas de signes microscopiques leémzicité rénale de la doxorubicine.

Figure 67 - analyse histopathologique des reins chées souris a) non traitées ; b) traitées par la
doxorubicine ; c) traitées par_68b

4.Conclusion

Le but de cette étude était de contourner le daibinps de demi-vie plasmatique des
vecteurs glucuronylés et I'activité réduite degBtglucuronidase dans le microenvironnement
tumoral. Dans ce cadre, nous avons réalisé la éyatht I'évaluation biologique du nouveau
vecteur glucuronylé « super ciblé » de la doxornei®8b, comportant un groupement
maléimide pouvant se coupl@rvivo avec une fonction thiol de I'albumine plasmatigtéce
a une réaction de Michael. Le vecteur macromolé&eu® ainsi formé permet de cibler deux
spécificités tumorales : les défauts de vasculdoisdiés a la néo-angiogénése tumorale et la
B-glucuronidase surexprimée dans les tissus cancérauformation rapide du compo§é a
été vérifiée lors d'un test d'hydrolyse enzymatigueours duquel le vectedBb a été incubé
en présence d'albumine plasmatique dans des amrliphysiologiques. L’activation du
vecteur macromoléculair9 par la-glucuronidase pour conduit a la libération rapale

totale de la doxorubicine.

L'efficacité thérapeutigue de ce nouveau vecteutéaévaluée sur un modele de
tumeur pulmonaire d'origine murine implantée clezduris. Ces essais ont montré §8b
présente une activité anticancéreuse supérieuefleade HMR 1826 a des doses seulement
trois fois supérieures a la dose maximale toléréer ga doxorubicine. L'ensemble des
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résultats obtenus lors de cette étude confirme dpmcle double ciblage des tumeurs au
moyen de vecteurs glucuronylés macromoléculairesresapproche trés prometteuse pour le

développement de traitements plus sélectifs desutsn

Enfin, il est intéressant de noter que l'utilisatde vecteur glucuronylé possédant un
motif maléimide n'est pas limitée au couplage daexystéine 34 de I'albumine plasmatique.
A titre d'exemple, I'équipe de Senter a décriylatlsese de vecteurs glucuronylés comportant
un motif maléimide pouvant se fixer a des anticorpsnoclonaux dirigés contre des

antigénes surexprimés par les cellules cancéréti&és.

123 Jeffrey, S. C.; De Brabander, J.; Miyamoto, Jnt&e P. DACS Med. Chem. Le®01Q 1, 277-280.
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CHAPITRE 3: CIBLAGE DES
RECEPTEURS MEMBRANAIRES DES

CELLULES CANCEREUSES
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1.Introduction

1.1 Généralités

Au cours des trente derniéres anneées, le ciblatie dec récepteurs ou d'antigenes
membranaires surexprimés a la surface des celadeséreuses au moyen de ligands ou
d'anticorps s'est avéré étre une stratégie de choix le développement de nouveaux

traitements plus sélectifs des tissus cancéreux.

En effet, I'utilisation d'anticorps ou de ligardks faibles poids moléculaires possédant
une affinité pour un récepteur particulier perneetrnsport ainsi que l'internalisation au sein
des cellules tumorales de molécules anticancéragy&@esalement non sélectives des tissus a
traiter. Cette stratégie permet donc d'éviterbarktion de composeés cytotoxiques au niveau
des cellules ne présentant pas ces récepteunssetiailimiter les effets secondaires observés
au cours d'une chimiothérapie classique. Récemntentalidité de cette approche a été
démontrée pour le traitement des lymphomes aveaunisg sur le marché du Bretuximab
Vedotin (Adcetris®) par Seattle Geneti€sgure 4). Cependant, I'utilisation d’anticorps peut
étre limitée par leur faible pénétration dans lesdurs du fait de leur taille importante et par

leur temps de demi-vie élevé pouvant étre a I'oggie toxicité a long terme.

De nombreux travaux ont permis d'identifier pduss récepteurs membranaires
surexprimés & la surface des cellules tumoralessiAle récepteur de la transferritféJes
sélectines?’ les intégrined? les GLUT (Glucose Uptake Transportefs)jes galectine&?®
le récepteur de l'acide hyaluroniqii@,le récepteur de l'acide folique, le récepteur de
l'asialoglycoprotéing® et le PSMA (Prostate-Specific Membrane Antigéhge sont révélés

étre de bons candidats pour le ciblage actif disleg cancéreuses.

124Gomme, P. T.; McCann, K. BQrug Discov. Todap005 10, 267-273.

125Kneuer, C.; Ehrhardt, C.; Radomski, M. W.; BakowsldyDrug Discov. Todayp006 11, 1034-1040.

126 Armaout, M. A.; Goodman, S. L.; Xiong, J.-Burr. Opin. Cell Biol.2002 14, 641-651.

127 (a)Smith, T. A. D.Br. J. Biomed. Scil999 56, 285.(b) Medina, R. A.; Owen, G. Biol. Res2002 35, 9.
(c) Ito, F.; Fukusato, T.; Nemoto, T.; Sekihara, Hey&ma, Y.; Kubota, Sl. Natl. Cancer Inst2002 94, 1080-
1090.

128 Danguy, A.; Camby, I.; Kiss, BBiochim. Biophys. Acta002 1572 285-293.

129 (a)Culty, M.; Nguyen, H. A.; Underhill, C. Bl. Cell. Biol.1992 116, 1055-1062(b) Weigel, P. H.; Yik, J.
H. Biochim. Biophys. Acta002 1572 341-363.

130 (a)Geffen, I.; Spiess, Mnt. Rev. Cytol1992 137B 181-219.(b) Trere, D.; Fiume, L.; Badiali De Giorgi,
L.; Di Stefano, G.; Migaldi, M.; Derenzini, MBr. J. Cancerl999 81, 404-408.
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A ce titre, un grand nombre de vecteurs incorpiodas ligands de ciblage spécifiques
de ces récepteurs ont été concus. Ces composé&xiposgénéralement un mode d'action
constitué de quatre étapeBigure 68). Tout d'abord, le vecteur reconnait les cellules
tumorales par lintermédiaire de son ligand deagél en se fixant sur les récepteurs
membranaires correspondants. Le couple réceptaateur est alors internalisé au sein de la
cellule par endocytose. Les conditions acidesdiatices ainsi que certaines enzymes telles
gue des protéases ou des glycosidases renconéesveau des endosomes/lysosomes
entrainent la dégradation du vecteur conduisarsi aia libération de I'agent anticancéreux.
Le composeé actif exerce alors son action cytotaxigpres translocation nucléaire ou dans le
cytoplasme. Les récepteurs membranaires sont,adatans cas, étre recyclés a la surface de
la cellule et permettent l'internalisation de nawevecteurs.

g ‘ﬂ .~ Drogue

espaceur

Ligand
deciblage
Lysosome

Noyau Cytoplasme

Cellule cancéreuse récepteur +

@ Récepteur membranaire

Figure 68 - Mode d'action des vecteurs ciblant le€cepteurs membranaires des cellules tumorales

1 : reconnaissance de la cellule tumorale ; 2 : iatnalisation du couple vecteur-récepteur ;

3  :dégradation du vecteur dans le lysosome ;
4 4 : translocation nucléaire ou cytoplasmique de I'spéce active

1.2 Ciblage des récepteurs de l'acide folique

Dans le cadre du ciblage actif des particulagtgzimées par les cellules cancéreuses,
le ciblage du récepteur de I'acide folique (FRERR) a rencontré un fort intérét au cours des

131 (a)Silver, D. A.; Pellicer, I.; Fair, W. RClin. Cancer Resl997, 3, 81-85.(b) Ghosh, A.; Heston, W. D. W.
J. Cell Biochem2004 91, 528-539.
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derniéres annééé? En effet, ce récepteur membranaire est présert plaisieurs types de
cancer chez 'Homme, tels que le cancer du seitipware, du poumon et la leucémie aigué
myéloide alors que son expression est extrémenrddnite voire inexistante dans les tissus

sains.

A linstar de EC145, un conjugué associant l'adidiiqgue a un dérivé de la
désacétylvinblastine décrit précédemmehigre 4), de nombreux vecteurs ciblant les
récepteurs de l'acide foligue ont été développéa. dinsi été montré que cette stratégie
permet le transport d'une large gamme d'agentsamatreux tels que des dérivés de la
maytansiné>® du cis-platine’** d'un analogue de I'épothilone (Epofoldf®),de la
mitomycine C*® du taxol*’ de la doxorubiciné®® de la camptothéciné’ ainsi que d'un
métabolite actif du 5-fluorouracile (FAUMPBY L'évaluation de I'efficacité thérapeutique de
certains de ces vecteurs a fourni des résuiltatsvo tres encourageants, notamment chez
I'homme, & travers I'étude du conjugué EC1@Ssais cliniques de phase Il et Ill) et du
vecteur Epofolate (essais cliniques de phase ).

Le ciblage du récepteur de l'acide foligue n'est [imité a la vectorisation d'agent
anticancéreux. Cette stratégie peut aussi étreqaigel a la vectorisation d'agents d'imagerie
médicale et de radiotracelitsafin de localiser avec précision I'emplacement teseurs
dont les cellules surexpriment ce récepteur menalinatf? Il a ainsi ét¢ montré que

I'injection du conjugué acide folique-fluorescéitieourée 80 a des patientes atteintes de

132 (a)Xia, W.; Low, P. SJ. Med. Chem201Q 53, 6811-6824(b) Leamon, C. P.; Reddy, J. Adv. Drug
Deliver. Rev2004 56, 1127-1141(c) D'Alincourt Salazar M.; Ratnam, MCancer Metast. Rex2007, 26, 141-
152.(d) Low, P. S.; Henne, W. A.; Doorneweerd, D.Axcounts Chem. Re2008 41, 120-129(e) Vlahov, I.
R.; Leamon, C. PBioconjugate Chenf012 23, 1357-1369.

133 Reddy, J. A.; Westrick, E.; Santhapuram, H. K. IRoward, S. J.; Miller, M. L.; Vetzel, M.; Vlahov,;l
Chari, R. V. J.; Goldmacher, V. 8ancer Res2007, 13, 6376-6382.

134 Aronov, O.; Horowitz, A. T.; Gabizon, A.; Gibson, Bioconjugate Chen200314, 563-574.

135Vlahov, I. R.; Vite, G. D.; Kleindl, P. J.; Wang,.;YSanthapuram, H. K. R.; You, F.; Howard, S. JmKS.-
H.; Lee, F. Y.; Leamon, C. Bioorg. Med. Chem. Let201Q 20, 4578 - 4581.

136 Reddy, J. A.; Westrick, E.; Vlahov, I.; Howard, $; Santhapuram, H. K.; Leamon, C. @ancer
Chemother. Pharmaca2006 58, 229-236.

137Lee J. W.; Lu, J. Y.; Low, P. S.; Fuchs, PBioorg. Med. Chen002 10, 2397-2414.

138Bae, Y.; Jang, W.-D.; Nishiyama, N.; Fukushima,kataoka, KMol. BioSyst2005 1, 242-250.

139 Henne W. A.; Doorneweerd, D. D.; Hilgenbrink, A.; Kularatne, S. A.; Low, P. SBioorg. Med. Chem.
Lett. 2006 16, 5350-5355.

140Liu, J.; Kolar, C.; Lawson, T. A.; Gmeiner, W. H.0Org. Chem2001, 66, 5655-5663.

141 (a) Fischer, C. R.; Miiller, C.; Reber, J.; Muller, Xréamer, S. D.; Ametamey, S. M.; Schibli, R.
Bioconjugate Chen012 23 805-813.(b) Ke, C.-Y.; Mathias, C. J.; Green, M. A. Am. Chem. So2005
127, 7421-7426(c) Leamon, C. P.; Parker, M. A.; Vlahov, |. R.; Xu, C.; Reddy, J. A.; Vetzel, M.; Douglas,
N. Bioconjugate Chen2002 13, 1200-1210.

142Sega E. I.; Low, P. ancer Metast. Rex008 27, 655-664.
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cancers ovariens permettait a des chirurgiens argetde I'ablation des tissus cancéreux, une
détection visuelle plus aisée des métastases aneeprécision proche du millimétr€igure
69) 143

a)

Figure 69 - (a) structure du conjugué acide foliqudluorescéine thiourée 8Qb) quantification ex-vivo de
l'internalisation du composé _80dans les métastases par fluorescence

Ce concept peut aussi rentrer en compte dans te daghe médecine personnalisée.
A titre d'exemple, le vecteur EC20, un conjugud'agde folique véhiculant du technétium
99m, permet d'identifier de maniere non-invasivetleneurs et métastases surexprimant le
FR et de prédire l'efficacité avec laquelle un gactcytotoxique ciblant ce récepteur pourra

atteindre son site d'actidf"

La plupart des conjugués acide folique-drogue @eng ce jour présentent des
systémes de libération de I'agent cytotoxique béFsiaux conditions acides (hydrazdfg)
ou réductrices (pont disulfufef**?"*¥¥encontrées dans les lysosomes ou les endosomes.
Cependant, ces groupements activables chimiquesuantt relativement instables dans le
plasma sanguin et conduisent ainsi a la libératimm contr6lée d'une partie de l'agent actif

143van Dam, G. M.; Themelis, G.; Crane, L. M. A.; lar, N. J.; Pleijhuis, R. G.; Kelder, W.; Sararolos,
A.; de Jong, J. S.; Arts, H. J. G.; van der ZeeGAJ.; Bart, J.; Low, P. S.; Ntziachristos, Nature Medicine
2011 17, 1315-1320.

1441 eamon, C. P.; Parker, M. A; Vlahov, I. R.; Xu;C.; Reddy, J. A.; Vetzel, M.; Douglas, Rioconjugate
Chem.2002 13, 1200-1210.
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dans 'organism&® Dés lors, 'usage de vecteurs activables par negmees lysosomales ou
endosomales telle que [galactosidase dont l'activité est inexistante danglasma, reste

une solution de choix pour limiter la toxicité demjugués vis a vis des tissus sains.

Dans ce cadre, notre équipe a développé le vegtdactosylé de la doxorubicirgl
comportant un motif acide foliqueFigure 70).°® Ce ligand de ciblage va permettre
I'internalisation par endocytose du vecteur au dem cellules cancéreuses exprimant a leur
surface le récepteur de I'acide folique. Des llar-galactosidase intracellulaire va catalyser
la rupture de la liaison glycosidique pour conddirka formation du phénolate intermédiaire
82 Ce dernier subira alors une élimination 1,6 sut’une décarboxylation pour aboutir a la
libération de la méthylene-quinoB8 et d'une molécule de doxorubicine qui induira lartm

de la cellule apres translocation nucléaire.
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Figure 70 - Structure et décomposition du vecteurB

L'hydrolyse enzymatiqgue du vectelBl a été évaluée dans des conditions

physiologiques en présenfegalactosidase (bovin&scherichia Coli. Il a ainsi été montré

145 (a)Ducry, L.; Stump, BBioconjugate ChenR01Q 21, 5-13 et références citées dans cet art{tlpAbu
Ajaj, K.; El-Abadla, N.; Welker, P.; Azab, S.; ZgsR.; Fichtner, |.; Kratz, Feur. J. Cancer2012 48, 2054-
2065.
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gue la doxorubicine était totalement libérée en nmod'une heure dans les conditions
physiologiques de pH et de température. Ce résulijue que le déclencheur enzymatique
de type galactoside est parfaitement accessible [mzyme, et ce, malgré la présence de
groupements particulierement encombrants tels'go#d doxorubicine ou la chaine latérale.
Afin de vérifier que la libération enzymatique aiépas due a la dégradation du vect8dira

été incubé dans du plasma humain (pH 7 ; 37°C) @dn2¥ heures. Dans ces conditions, le
vecteur81 est parfaitement stable et aucune trace de doxdimen'a été détectée.

Grace a la fluorescence de la doxorubicine, degreences d'imagerie confocale ont
pu étre réalisées sur des cellules cancéreusegpdeHela (FR+) et A549 (FR-) afin de
démontrer que l'internalisation du vect@lrest corrélée a la surexpression du récepteur de

I'acide folique Figure 71).

Hela Ab49

Nuclei Dox merge Nuclei Dox merge

a}.. a)..
b}... b)...
C}..- C)...
d)..- d)-..

Figure 71 — Etude de l'internalisation sélective dwecteur 81par microscopie confocale sur des cellules
de type HelLa et A549 (a) traitement des cellules p# doxorubicine ; (b) traitement des cellules pate
vecteur 81; (c) traitement des cellules par le vecteur 8% acide folique (1 mM) ; (d) traitement des
cellules par le vecteur 84

Cette étude a prouvé gque seules les cellules Hedaédant le récepteur étaient en
mesure d'internaliser le vecte&f alors que la doxorubicine pénétre passivemeravits les
membranes des deux lignées cellulaires. Pour &érdue linternalisation sélective du
vecteur est initiée par la reconnaissance du réaoepla méme expérience a été réalisée en

saturant préalablement le milieu de culture avecl'agde folique (1 mM). Dans ces
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conditions, la pénétration du comp@&ledans les cellules HelLa est considérablement eduit
Ce résultat montre que l'interaction du folate awen récepteur est essentielle dans le
processus d’internalisation du vect&lr Une expérience supplémentaire a permis de verifie
gu’aucune internalisation n'est observée avecdteue galactosyl@4 de la doxorubicine non
conjugué a l'acide foliqué-igure 72).

doxorubicine O
T
O
ho 1 NO,
é:‘o (6]
HO

OH
84

Figure 72 — structure du vecteur_84

Enfin, l'activité antiproliférative du vecte@®l a été évaluée sur ces mémes lignées
cellulaires pour confirmer que l'endocytose de @mposé est suivie de la libération
intracellulaire de la doxorubicine. Alors g8& possede une cytotoxicité importante envers
les cellules Hela (I3 g1 : 220 nM ; IGo dox: 52 NM), celui-ci est non toxique envers les
cellules A549 a la plus haute dose testée de 180QI@so gox: 190 nM) Figure 73). Ces
résultats sont donc en accord avec le niveau @dssjom du récepteur de l'acide folique dans

ces deux lignées cellulaires et montrent bienliecs@ité du vecteu8l.

a) HelLa b) A549 o doxorubicine
1201 " —e— doxorubicine 1zotﬂ —a— 81
foops o1
100 =31 100%‘?\}\1\ %~ 81+0B-glu
- 2 i IT T _,_.-—-—'—'_"-_'_'_!
< a0 < 8o il
3 604 \[ — & 604 J_\\ l
s g N
S 40 = 40 \Ji g l
20 1 e 261 i
R TS s
. \IT_ 3 ) I\S &
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Figure 73 — Activité antiproliférative du vecteur 8L sur les cellules HeLa (FR+) (a) et sur les cellideA549
(FR-) (b)
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2.Conception d'un conjugué galactosyle acide
foliqgue-MMAE

Bien que les résultats obtenus lors des teststro soient prometteurs, I'efficacité
thérapeutique du vecte84 chez I'animal pourrait étre limitée par la toxédmsuffisante de la
doxorubicine dans cette approfieEn effet, le nombre de récepteurs susceptibles
d'internaliser le vecteur au sein de la cellulettastreint (1 a 10 millions de récepteur par

cellule)

seule une faible quantité d'agent cytotoxique owdtre acheminée dans les
cellules cancéreuses. Il parait donc nécessaitéisgudes drogues extrémement puissantes
(calychéamycine, maytansinoides, auristatines, alaogcines) pour que ce type de vecteur
induise une réponse antitumorale satisfaisanter Poouver la validité de ce nouveau
systemein-vivo, nous avons congu le vecte8b dédié au ciblage de la MMABE-igure
74" Ce vecteur pourra étre internalisé sélectivemest les cellules cancéreuses
surexprimant le FR puis étre activé par[¥agalactosidase lysosomale pour libérer une

molécule active de MMAE.

HO

Figure 74 — Structure du vecteur galactosylé de IIMAE 85

146 Parker, N.; Turk, M. J.; Westrick, E.; Lewis, J,; Dow, P. S.; Leamon, C. RAnal. Biochem2005 338
284-293.

147 Legigan, T.; Clarhaut, J.; Tranoy-Opalinski, I.; Mwmisin, A.; Renoux, B.; Thomas, M.; Le Pape, A;
Lerondel, S.; Papot, &ngew. Chem. Int. EQ012 doi : 10.1002/anie 201204935
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2.1 Synthese du vecteur 85

2.1.1 Stratégie de synthése

La stratégie de synthése retenue pour la prépardti vecteuB5 est décriteé-igure
75. Le vecteuB5 pourra étre obtenu aprés introduction de la chiaibéeale93 sur I'alcyne9l
par réaction de cycloaddition [3+2] catalysée macuivre (I).93 pourra étre préparé par

couplage peptidique entre l'acide foligue comméR2zet le composé pegylia

H
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Figure 75 - Stratégie de synthése pour le vecteub8
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91 sera, quant a lui, obtenu apres introduction ddN8AE sur le carbonate mixtg9
puis déprotection du motif galactoside. Une étdpeogydation entre le galactoside brogw
et l'unité central®1 suivie de l'activation de l'alcool benzylique espondant conduiront a la

préparation d&9.

2.1.2 Synthése de l'intermédiaire 91

La synthese de l'intermédiaifd a été réalisée en cinq étapes a partir du pertygacé
B-D-galactose Kigure 76).1* La premiére étape consiste en la bromation de kitipo
anomeérique du galactoside en présence d'acide lydnglne dans l'acide acétique. Cette
réaction conduit a la formation du comp@&e€avec un bon rendement de 87%. L’analyse
RMN *H de ce composé indique la présence d’'un doubeb@ ppm avec une constante de

couplage de 4,0 Hz permettant de confirmer la gomditiona du galactoside.

OH

HO Il HO

NV
A
Aco OAe HBr/AcOH Ao OR 51 NO
o - .. (0]
AcO OAc  3h,TA, AcO Ag,CO5, HMTTA Aco PAC o
Ohc 87% AO g, CH;CN, 4h, TA 0o
86 87 84% AcO 88

o NO, | pyridine, CH,Cl,
)J\ /©/ 3h, TA, 92%
Cl O

MMAE __O MMAE __O
T X T S
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on LiOH.H,0 _ HOBt, DIPEA OaN
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HO NO, MeOH/H,0  Aco ¢ NO, DMF/pyrldme 8/2
0 o 20 min., 0°C, O o 32h, TA,

OH 97% OAc c
a 92 Q
Figure 76 — Synthése du composé 91

Une réaction de glycosylation chimiosélective en galactoside brom&7 et le
phénol de l'unité centralel menée en présence de carbonate d’argent et de AMIE&RNS
I'acétonitrile permet d’obtenir le compo88 avec 84% de rendement. La configurafodu
composéB8 a été confirmée par RMNC avec la présence d’un seul signal pour le carbone
anomérique a 100,4 ppm. L’alcool benzyli@&a ensuite été activé par du chloroformiate de
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para-nitrophényle et de la pyridine dans le dichlordmagie. Dans ces conditions, le

carbonate mixt&9 a été obtenu avec un tres bon rendement de 92%.

L’introduction de la MMAE a été réalisée selonngthode décrite précédemment
(Figure 34). Le composél0 a ainsi été obtenu avec un bon rendement de 74%s ap
traitement du carbona8® par la MMAE en présence de HOBt et de DIPEA danmélange
de DMF et de pyridine. Enfin, les acétates du datade ont été clivés par de I'hydroxyde de

Y

lithium dans un mélange méthanol/eau 1/1 a 0°CiteCetaction a permis d’obtenir
l'intermédiaire91 avec un trés bon rendement de 97%. La déproteititale du composg0
a été vérifiee par RMNH et se traduit par la disparition des signaux atéristiques des

acétates compris entre 2,34 et 1,92 ppm.

2.1.3 Synthése de la chaine latérale 93 et couplage a l'intermaile 91

La chaine latéral®3 a été préparée par couplage peptidique entredéafolique
commercial 92 et la chaine PEG/2a selon une procédure étudiée précédemment au
laboratoire Figure 77). La présence des deux fonctions acides carbaegicconduit a un
mélange inséparable des régioisom&&set 93b (respectivemeny eta) avec urratio 7/3 et

un rendement de 30% apres purification par HPLG-peéparative.

H
YNH2 0«_N_ _NH,
|
/\6/0\3/\ NH; N\)\/ N
0 0O
DCC, DMSO
HOOC\/\/NH 2 14h, TA, ROOC\V/\(:X/NH
COOH 30% COOR'

93a : R = NH(CH,CH,0);CH,CH,N; ; R'=H
93b : R = H ; R' = NH(CH,CH,0);CH,CH,Nj
Figure 77 — Synthese de la chaine latérale 93

Plusieurs études réalisées avec des dérivés ddd’#lique ont montré que chacun
des régioisomeéres ety présentaient une bonne affinité pour le ¥RPar conséquent, un

mélange d®3aet93b sera utilisé lors de la derniére étape de la egetliu vectels. Cette

148 (a)Bettio, A. ; Honer, M. ; Muller, C. ; Bruhlmeiek].; Muller, U.; Schibli, R.; Groehn, V.; Schubigek,
P.; Ametamey, S. Ml. Nucl. Med2006 47, 1153-1160(b) Ke, C.-Y.; Mathias, C. J.; Green, M. Adv. Drug
Deliver. Rev2004 56, 1143-1160(c) Ke, C.-Y.; Mathias, C. J.; Green, M. Nucl. Med. Biol.2003 30, 811-
817.(d) Leamon, C. P.; DePrince, R. B.; Hendren, RMWDrug Target1999 7, 157-169.
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étape consiste au couplage de la chaine lat&ala I'alcyne 91 par une réaction de
cycloaddition [3+2] en présence de CuSbiL,O et d’ascorbate de sodium dans un mélange
DMSO/eau 91/9Kigure 78).

H
MMAE__0 Os_N__NH,
T D) |
o) ~_N
HoN T
OH N N
HO N02 \)\/
O +
HO © °
OH ROOC._~ % NH
91 Y :
COOR'
m :R= NH(CH2CH20)3CH2CH2N3 N R'=H

\O

3b: R =H ; R' = NH(CH,CH,0);CH,CH,N;

CuS0,.5H,0, ascorbate de sodium H
DMSO/H,0 9/1 OsxN._NH,
8h, TA, 85% \lN(

o} N=N

3 N
OH 85¢ COOH g
HO NO, SN
00 o N7

HO
OH o
o}
MMAE O /\6/0\5/\ o NH
. % N
YOy TN N
) N=N 3
OH 85d
HO NO, = COOH
o0
HO
OH

Figure 78 — Synthéese du vecteur 85
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Cette réaction conduit a la formation du veci@bisous la forme de quatre isomeres
avec un rendement de 85%. Pour réaliser I'évalnatiologique de ce vecteur, 15 mg de
mélange des isoméredba-d ont été obtenus avec une pureté supérieure a 98%s a

purification de 35 mg de composé brut par HPLC gar@parative.

2.2 Evaluation biologique du vecteur 85

2.2.1 Hydrolyse enzymatigue

Afin de vérifier que le vecte5 est substrat de I'enzyme, I'hydrolyse enzymatigpie
ce composé (0,1 mg ; 0,056n0l) a été réalisée en présencelegalactosidaseHscherichia
Coli ; 40 Uamol) dans du tampon phosphate (0,02 M ; pH 7) cante10% de DMSO a
37°C. L'évolution de la composition du mélange é& stivie par HPLC au cours du temps.
Dans ces conditions, la disparition du vect@bret la libération totale de la MMAE ont été

observées apres 35 minutes d'incubation.

2.2.2 Evaluation de l'activité anti-proliférative du vecteur 84

La sélectivité du vecte5 envers les cellules exprimant le FR a tout d'abasd
évaluée en mesurant son activité antiproliférasiwedes lignées cellulaires de type KB, HeLa
et A549 Figure 79).

Lignée cellulaire Expressiondu FR  IGg ymae (NM) IC 50 g5(NM)
KB +++ 0,240 0,240
Hela ++ 0,630 8,408
A549 - 0,872 195,230

Figure 79 — Evaluation de l'activité antiproliférative du vecteur_85

Le vecteur85 est particulierement actif sur ces deux premidigsees avec des
valeurs d'lGp de 0,240 et 8,408 nM. Ces résultats font du comBbde conjugué de l'acide
folique le plus cytotoxique congu a ce jour. Pdlears, ces valeurs sont cohérentes avec le
niveau d'expression du récepteur de l'acide folgieest plus important chez les cellules KB
que chez les cellules HelLRigure 80). Les cellules A549 qui n’expriment pas le réeept
de l'acide foliqgue sont peu affectées par le vec8u(ICso = 195,230 nM) alors que la
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MMAE présente une forte action cytotoxique sureettéme lignée (l§ = 0,872 nM). Ce
dernier résultat peut étre expliqué par le fait ¢hgdrophilie apportée au vecteur par le
galactoside et la chaine latérale empéche la diffiusassive d85 a travers la membrane des

cellules et donc son activation au sein de celles-c

._
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a) b)
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Figure 80 — (a) Mesure de I'expression du FRar western blot en comparaison avec I'expressioneda
tubuline-a sur les lignées KB, HelLa et A549 (b) Quantificatiomlu rapport (intensité de la bande
correspondant au FR / intensité de la bande corregmdant a la tubuline-a)

L'ensemble de ces données semblent donc indiquerlay vecteur85 est activé
sélectivement par les cellules cancéreuses expridndeur surface le récepteur de l'acide
folique. Deés lors, cette sélectivité laisse suppagee le vecteuB5 présentera une toxicité

moins importante envers les tissus sains que la EMNbAs de son usage-vivo.

Un test d’imagerie par microscopie confocale a r&alisé pour vérifier que la
cytotoxicité induite par le vecte85 était bien due a la libération de la MMAE apres
internalisation du vecteuFigure 81). Lors de cette expérience, des cellules de tygeatbnt
été incubées en présence de MMAE ou du ved®&ua une concentration de 1 nM. Le
marquage de di-tubuline a permis de détecter la perturbation defdrmation des
microtubules induite par la MMAE et par le vecte®. Ce résultat indique donc que
l'internalisation puis l'activation du conjugué dlacide folique 85 conduit a la libération
d’'une molécule active de MMAE pouvant générer saivid@ cytotoxique dans le
cytoplasme.

116



Chapitre 3 : Ciblage des récepteurs membranairesaddiules cancéreuses

noyaux
cellulaire

DIVISO. . -

Figure 81 — a) immunodétection de &i-tubuline par microscopie confocale sur des celluede type Hela.
Les fleches blanches indiquent les cellules dont dvision est bloquée par la MMAE ou_85

a-tubuline superposition

MMAE

Alors gque les tissus cancéreux présentent géméeakeune grande hétérogénéité,
'éradication d'un seul type de cellule, telles quelles surexprimant un récepteur
membranaire spécifique, ne permet généralemerdgdstruire totalement et durablement la
masse tumorale. Cependant, un processus d’activattoacellulaire extrémement efficace
permettra la libération d'une grande quantité drgactif pouvant diffuser a travers les
membranes des cellules ciblées vers les cellulesécauses voisines ne pouvant pas étre

atteintes directement par le vectekigre 82).

Gachette

v\ espaceur
7

i/
o @ Ligand de

ciblage

Cytoplasme

Noyau Cytoplasme
Cellule cancéreuse FR+ Cellule cancéreuse FR-

@ Récepteur membranaire del‘acidefoliqt@ B-galactosidase lysosomale

Figure 82 — Principe de l'effet bystander 1 : recomaissance de la cellule tumorale ; 2 : internalis@n du

couple vecteur-récepteur ; 3 : dégradation du vecte dans le lysosome ; 4 : translocation (nucléaireu

cytoplasmique) de I'espéce active ou migration verse cellule cancéreuse n'‘exprimant pas le récepteu
de l'acide folique.
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Pour vérifier cette hypothése, des cellules KB &tét mises en co-culture avec des
cellules A549 dans des chambres de Boyden. Le we8%ea tout d'abord été incubé avec des
cellules KB placées dans la chambre supériekigufe 839 afin de permettre la libération
de la MMAE. Celle-ci pourra alors diffuser a travées pores (0,4im) de la membrane du
dispositif de culture et ainsi rejoindre la chamiofférieure contenant les cellules A549. Dans
ces conditions, le vecte86 possede un effet antiprolifératif sur les celllWgl9 comparable
a celui mesuré pour la MMAE seule a des dosesiglezg (5 et 10 nM). La méme expérience
a ensuite été répétée en remplacant les cellulepdfBles cellules A54%Figure 83b). Dans
ce cas, l'incubation du vecte® dans la chambre supérieure n'induit aucune téxsait les
cellules de la chambre inférieure alors que la MMpgdssede une activité antiproliférative
dans les mémes conditions. Ces deux expériencéguard donc clairement que I'action
cytotoxigue du vecteuB5 sur les cellules A549 est liée a l'internalisatietna I'activation

préalable de ce composé au sein de cellules exprim&R.

a) chambre supérieure b) chambre supérieure
KB A549

®oo%

chambre inférieure
Ab549

1254

100+

754

504

254

A549 Normalized Cell Viability (%)

NT 50M 10nM 5nM 10nM NT  5nM 10nM 5nM 10nM
MMAE o5 MMAE o5
A549 KB vs A549 A549 vs A549

Figure 83 — Viabilité des cellules A549 en chambrele Boyden

Lors de cette étude, il a ainsi été montré pouprtamiére fois que l'activation du
vecteur85 par laf3-galactosidase lysosomale présente dans les celulgrimant FR est un
processus efficace qui permet de libérer une qgadé MMAE suffisante pour détruire des

cellules cancéreuses avoisinantes ne surexprinaarntegrecepteur.
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2.2.3 Etude de l'efficacité thérapeutigue du vecteur 85 chez laaris

L'efficacité thérapeutique du vecte®s (5 mg/kg) a été évaluée en comparaison avec
la MMAE (0,1 mg/kg) sur des xénogreffes de type IKkBnsfectées par le gene de la
luciférase chez des souris males BALBf@(re 84). L'évolution de la tumeur a été mesurée

de facon non-invasive par bioluminescence.

Le vecteur85 posséde une tres bonne efficacité anticancéreusmduisant par la
disparition totale de la bioluminescence a partirjour 21, alors que le traitement par la
MMAE n'induit, a cette dose, qu'une inhibition mogk de la croissance tumorale. La
MMAE a aussi été utilisée a plus forte dose (0,3kgng Cependant, une seule injection de ce
composé entraine une perte de poids importante lelsegouris traitées ne nous permettant

pas de poursuivre le traitement.

Jour5 Jourl2 Jourl7 Jour2l

a) b)
S
< 30004 .
> = placébo placébol
.2 2500+ - MMAE I
2 ——- 85
o 20004 o= |
g
& 15004 |
g MMAE
= 10004 |
8
= 5001 I
g .
2 0 T T T T T T 1 84 |
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Figure 84 —a) Suivi du volume tumoral au cours dtemps lors de I'évaluation de l'efficacité thérapetique
du vecteur 85(5 mg/kg, administré aux jours 5, 7, 10, 12, 147119, 21 23 et 26) en comparaison avec la
MMAE (0,1 mg/kg, administré aux jours 4, 7, 10, 1417) ; b) Clichés de bioluminescence au cours du
temps.

Le vecteur85 a été bien toléré par les souris a cette dossgpeiaucune perte de
poids ni de signe de toxicité n'ont été obseri#ggufe 859). De plus, toutes les souris traitées
par le compos@&5 sont restées en vie tout au long du protocole, [@0F 31) alors que la
moitié des souris traitées par la MMAE ont succoif@@, jour 31) Figure 85h).
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Figure 85 — a) Courbe d'évolution du poids des soig lors du traitement. b) Courbe de survie des sois
non traitées, traitées par la MMAE et traitées parle vecteur 85

2.3 Conclusion

Le but de cette étude était de concevoir un nouveateur galactosylgs de la MMAE
ciblant le récepteur de l'acide foligue surexpriméla surface de certaines cellules
canceéreuses. Apres internalisation par endocytmes&ompose pourra étre activé pafa
galactosidase lysosomale et ainsi libérer une mugéactive de MMAE. Une étude-vitro a
montré que ce vecteur était particulierement eféicaur les cellules KB avec une valeur
d'ICso de 240 pM, faisant de lui le vecteur de ce typellis puissant congu a ce jour. De plus,
peu de toxicité a été observée sur les celluleDABZ, : 195 nM). L'activation efficace du
vecteur85 dans les cellules possédant le récepteur ded'daidjue permet la libération d'une
grande quantité d'espéce active pouvant migremaeins la membrane cellulaire et ainsi
atteindre des cellules cancéreuses voisines neapbyvas internaliser ce vecteur. Ce
phénomene est d'une grande importance car le eildlag seul type de cellules tumorales ne
permet généralement pas I'éradication compléteadanheur. Le composgs présente une
excellente activité anticancéreuse sur des xénfegrefe tumeurs KB implantées chez la
souris nude sans provoquer d'effets secondairegeD#at démontre donc la validité de cette

approchen-vivo.
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3.Etude de nouveaux vecteurs ciblant des récepteurs
membranaires des cellules cancéreuses

Dans le cadre d'un traitement personnalisé duecailcest nécessaire de développer
des vecteurs capables de reconnaitre différentspréars surexprimés a la surface des
cellules cancéreuses. Les résultats extrémememigbieurs obtenus lors de I'étude du vecteur
galactosylé5 nous ont donc conduits a adapter ce concept affécedts ligands de ciblage.
Lors de cette étude, trois cibles ont été sélec@en. Il s'agit du PSMA (cancer de la
prostate), du récepteur de l'asialoglycoprotéirander hépatique) et du VEGFR (cellules

endothéliales tumorales).

3.1 Le ciblage du VEGFR

3.1.1 Rappels bibliographiqgues

Lorsque le volume tumoral atteint 2 Mntes cellules cancéreuses ne peuvent plus
s'alimenter en nutriment et en oxygene exclusivérpan diffusion. Pour se développer, la
tumeur doit alors se vasculariser afin de puissrressources dans le systéme sanfuia.
formation de ces nouveaux vaisseaux est un phérmragpelé angiogénése tumorale.
L'angiogénése tumorale peut étre stimulée par déreux facteurs chimiques libérés par les
cellules cancéreusé® telles que des enzymes protéolitiques (MMP, uPds}, intégrines
(molécules d'adhésion cellulaires) et des factel@rsroissance. Ces derniers intéragissent

directement avec les cellules endothéliales pannuger leur croissance et leur diffusioif.

Le VEGF (Vascular endothelial growth factor) eanldes facteurs de croissance le
plus étudié & ce jodr' Cette famille de diméres de glycoprotéines regeopfusieurs
membres (VEGF-A, B, C, D, E) possédant une masdéaulaire variant de 34 a 45 kDa. Le
VEGF-A fut le premier découvert en 1989. Il posseéiig isoformes constituées de 121, 145,
165, 189 et 206 acides aminés. Son isoforme prédone est le VEGEs qui est le plus

149 (a)Folkman, JNew Engl. J. Medl971, 285 1182-1186(b) Hanahan, D.; Folkman, Cell 1996 86, 353-

364.

150 (a) Hillen, F.; Griffioen, A.Cancer Metastasis Re2007 26, 489-502.(b) Folkman, J.; Merler, E.;
Abernathy, C.; Williams, GJ. Exp. Med1971, 133 275-288.

151 (a)Ferrara, N.; Henzel, W. Biochem. Biophys. Res. Comm@889 161, 851-858.(b) Leung, D. W. ;

Cachianes, G. ; Kuang, W. J. ; Goeddel, D. V. rdrer N.Sciencel1989 246, 1306-1309.
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puissant en terme de stimulation d’angiogériésdoutes ces isoformes présentent une
grande affinité pour deux récepteurs a activitddiyre kinase surexprimés par les cellules
endothéliales composant les vaisseaux des tissusraux : le VEGFR-1 et le VEGFR2®
L’interaction entre le VEGF-A et le VEGFR-2 indula prolifération cellulaire, la

perméabilité vasculaire, la migration et la sucédulaire>*

La croissance tumorale et I'angiogénése sont deag ghénomenes étroitement liés.
Au cours de ces quarante dernieres années, de emxntravaux ont fait de I'angiogénese
tumorale une cible thérapeutique extrémement prteunst dans le cadre du traitement du
cancer*> A ce jour, deux approches ciblant I'angiogénése é@ étudiées. Il s'agit de
I'utilisation d’agents de destruction vasculaireD@®) et de I'inhibition de la néo angiogénese

tumorale.

Lors de cette premiére approche, le traitementdear VDA permet de détruire les
vaisseaux sanguins irriguant les tissus cancér@lxarrét de I'apport en nutriments entraine
alors I'apparition d’'une zone de nécrose au cedé&rda tumeur et seule une couronne de
cellules cancéreuses subsiste en périphérie emsighnt par diffusiowia les cellules saines
avoisinantes. Deux familles de VDA ont fait I'obg&valuations cliniques : il s'agit d'agents
cytotoxiques tubulo-affins (combrestatine et seslagues->’ dolastatines>® colchicine$>®
et de flavonoide$® induisant la synthése du TNE{Tumor Necrosis Factor). Cependant,

I'efficacité de ces traitements est généralemenitde par la forte toxicité de ces composés.

La seconde approche concerne |lutilisation d'agem$-angiogéniques inhibant

l'intéraction entre le VEGF et son récepteur. Leaozumab (Avastin®) est le premier agent

152 Tischer, E. ; Mitchell, R. ; Hartman, T. ; Silva,. MGospodarowicz, D. ; Fiddes, J. C. ; AbrahanmA.1.
Biol. Chem1991 266, 11947-11954.

153 (a)De Vries, C.; Escobedo, J. A.; Ueno, H.; Houck, Rerrara, N.; Williams, L. TScience 1992 255
989-991.

154Cross, M. J.; Dixelius, J.; Matsumoto, T.; Claes¥éelsh, L.;Trends Biochem. Scienc2803 28, 488-494.
155Folkman, JNature Review2007, 6, 273-286

156 Thorpe, P. EClin. Cancer Res2004 10, 415-427.

157 (a)lyer, S.; Chaplin, D. J.; Rosenthal, D. S.; Bouam. H.; Yi, L.-Y.; Smulson, M. ECancer Res1998
58, 4510-4514(b) Dark, G. G.; Hill, S. A.; Prise, V. E.; Tozer, @l.; Pettit, G. R.; Chaplin, D. Lancer Res.
1997 57, 1829-1834.

158Chaplin, D. J.; Pettit, G. R.; Parkins, C. S.; Hl A.Br. J. Cancerl996 27 (suppl.) S86-S88.

159 Blakey, D. C.; Ashton, S. E.; Westwood, F. R.; WaJkM.; Ryan, AJ. Int. J. Radiation Oncology Biol.
Phys.2002 54, 1497-1502.

160 (a)Kerr, D. J.; Maughan, T.; Newlands, E.; Rustin, Bleehen, N. M.; Lewis, C. Kaye, S. Brit. J.
Cancer1989 60, 104-106(b) Zhao, L.; Ching, L. M.; Kestell, P.; Kelland, L.;®Baguleu, B. Cint. J. Cancer
2005 116, 322-326.
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anti-angiogénique ayant recu |'Autorisation de Mg le Marché aux Etats-Unis et en
Europe pour le traitement de plusieurs tumeursiesif* Cet anticorps monoclonal dirigé
contre le VEGF inhibe la formation de nouveaux se#&ix sanguins mais ne détruit pas les
capillaires déja établis. L'utilisation d'une pio&de fusion comprenant différents domaines
extracellulaires du VEGFRL1 et 2, appelée VEGF-Tiaglle aussi abouti a de tres bons
résultatsin-vivo.*®? Tout comme le bevacizumab, cette protéine estbiapde capturer le
VEGF et ainsi de diminuer sa biodisponibilité ddinsganisme. Enfin, plusieurs composés
inhibant l'activité tyrosine-kinase du VEGFR oné €bncus. A titre d'exemple, le sunitinib
(commercialisé sous le nom Sutent® par Pfizergapprouvé en 2007 pour le traitement des

cancers gastrointestinaux et du ff2.

Bien que les thérapies visant I'angiogénése tumaa@iduisent a de bons résultats, les
lourds effets secondaires qu'elles provoquent soavent a l'origine de I'arrét prématuré du
traitement. La conception de nouveaux agents moxigues et présentant une plus grande
sélectivité pour les tissus endothéliaux tumoraaexmettrait donc d'obtenir des traitements

plus efficaces et mieux supportés par les patients.

Dans ce cadre, I'équipe du Professeur Gérard iDé&édéveloppé un cyclopeptide
constitué de 17 acides aminés appelé CBO-P1ll pegdenne affinité de l'ordre du
micromolaire pour les récepteurs du VEGHg(re 86). Ce composé présente des propriétés
anti-angiogéniques particulierement intéressantes. effet, les premiéres évaluations
biologiques du CBO-P11 ont révélé que ce cyclogepinhibe la croissance de diverses
tumeurs du glioblastome de type U87 et GL261 im@les chez la souris nude de 70% a 78%

par rapport aux tumeurs non traité&ks.

161 Hurwitz, H.; Fehrenbacher, L.; Novotny, W.; Cartgitt, T.; Hainsworth, J.; Heim, W.; Berlin, J.; Baro
A.; Griffing, S.; Holmgren, E.; Ferrara, N.; Fyf&,; Rogers, B.; Ross, R.; Kabbinavar,New Engl. J. Med.
2004 350, 2335-2342.

162Konner, J.; Dupont, Llin. Colorectal Cance2004 4(suppl. 2) S81-S85.

163 Goodman, V. L.; Rock, E. P.; Dagher, R.; RamchaRdiP.; Abraham, S.; Gobburu, J. V. S.; BoothPB.
Verbois, S. L.; Morse, D. E.; Liang, C. Y.; Chidaanam, N.; Jiang, J. X.; Tang, S.; Mahjoob, K.; idestR.;
Pazdur, RClin. Cancer Res2007, 13, 1367-1373.

164 Zilberberg, L.; Shinkaruk, S.; Lequin, O.; Rousseay Hagedorn, M.; Costa, F.; Caronzolo, D.; Canro
X.; Convert, O.; Lain, G.; Gionnet, K.; Goncalvlk; Bayle, M.; Bello, L.; Chassaing, G.; Deleris,; Bikfalvi,
A. J. Biol. Chem2003 278 35564-35573.
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Le CBO-P11 a également été utilisé en tant quantigde ciblage et a permis
l'internalisation sélective au sein de cellulesathéliales d'une sonde fluorescéfiteet de
nanoparticuled®® Cette premiére étude a montré que la dérivatisado CBO-P11,
notamment par une chaine poly(éthylene) glycol aemg@nt une fonction azoture sur la
fonction acide carboxylique du résidu glutamataffette en rien l'affinité de ce ligand pour
le VEGFR.
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Figure 86 — Structure du cyclopeptide CBO-P11

3.1.2 Synthése des vecteurs galactosylés 94a et 94b incorporantiotif CBO-P11

Afin de détruire sélectivement les cellules endb#hes tumorales, nous avons
proposé la synthése de deux nouveaux vecteurstgsyiEs94a et 94b comportant une unité
doxorubicine ou MMAE et un motif CBO-P11 permettintiblage du VEGFRHgure 87).
L'internalisation de ces composés par les celleteothéliales surexprimant le VEGFR sera
suivie de l'activation de ces vecteurs parflgalactosidase lysosomale et conduira a la

libération de I'agent anticancéreux.

165 Goncalves, M.; Estieu-Gionnet, K.; Berthelot, Taith, G.; Bayle, M.; Canron, X.; Betz, N.; Bikfal\A.;
Déléris, GPharm. Res2005 22, 1411-1421.

166 Deshayes, S.; Maurizot, V.; Clochard, M.-C.; Baudh; Berthelot, T.; Esnouf, S.; Lairez, D.; Moenne
M.; Déléris, GPharm. Res2011, 28, 1631-1642.
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Chapitre 3 : Ciblage des récepteurs membranairesaddiules cancéreuses

L'utilisation du vecteur94a comportant une unité de doxorubicine naturelldmen
fluorescente, permettra d'évaluer l'internalisatmeilulaire de ce type de composé par
microscopie confocale. Le vecteur de la MMAEb pourrait, quant a lui, étre utilisg-vivo

en raison de son importante cytotoxicite.

Ces deux composés pourront étre obtenus apréslageupar une réaction de
cycloaddition [3+2] catalysée par le cuivre | edegdigand de ciblag6 et les alcyne81 et
95.
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Figure 87 — Structure des vecteurs 94at 94b
La synthése de l'intermédiai@® a été précédemment réalisée au labordfoiamdis

gue le dérivé du CBO-P136 nous a gracieusement été fourni par le Profes&émard

Déléris et son équipe.
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Un premier essai de couplage entre I'alc¥bet I'azotured6 a été réalisé en présence
de sulfate de cuivre et d'ascorbate de sodium dameélange eat@rt-butanol Figure 88).
Aprés décomplexation du cuivre par une solutionD@TE disodique dans le tampon
phosphate (pH = 7) et purification par HPLC sengigarative, le vectel@4a a été obtenu
avec un rendement de 22%. Une analyse par sped¢trerdé masse MALDI-TOF confirme

la formation du compos#aavec l'observation d'un ion moléculaire a m/z 3634.

(e}
O.__doxorubicine )J\ (o) O.__doxorubicine
X
=0T S e S I e
0 5 N=N o)
96, CuSO,4,5H,0

o) OH NO ascorbate de sodium 0] NO
2 2

Qo o H,0 -BuOH O o

HO 24h, TA, 22% HO
OH o5 s L 0 OH

Figure 88 — Synthése du vecteur galactosylé 94a

3.1.3 Hydrolyse enzymatigue du vecteur 94a

L'hydrolyse enzymatique du vecte@da (0,5 mg/mL) a ensuite été effectuée a 37°C
dans du tampon phosphate en présence3-dalactosidaseH. Coli ; 12,5 U/mL). La

composition du mélange réactionnel a été suiviecaus du temps par HPLEifure 89).
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Figure 89 — Hydrolyse enzymatique du vecteur 94a
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Dans ces conditions, le vecté4a est un bon substrat deflagalactosidase, méme en
présence de groupements encombrants tels que leRZROAprés 40 minutes d'incubation

en présence de I'enzyme, la doxorubicine est totiélibérée dans le milieu.

3.1.4 Conclusion et perspectives

Lors de cette étude, un premier essai de coumage le ligand de ciblag@6 et
l'alcyne95 nous a permis de synthétiser le vecteur galacasylla doxorubicin84a ciblant
le VEGFR. Une étudm-vitro menée sur des cellules de type HUVEC (cellulestmatiales
de la veine du cordon ombilical humain) exprimaVEGFR nous permettra de confirmer
l'internalisation de ce composé par microscopiefazaie grace a la fluorescence de la
doxorubicine. La libération de I'agent actif daes cellules sera, quant a elle, vérifiée par la
mesure de la prolifération cellulaire. Si cettedétiaboutit & des résultats encourageants,
I'évaluation du vecteur de la MMAg4b comportant le motif CBO-P11 sera réalisée sur un

modelein-vivo.

3.2 Le ciblage du PSMA

3.2.1 Rappels bibliographigues

En France, le cancer de la prostate est la tro&siéause de décés par cancer recensé
chez 'homme en 2011 (8700 décka)ce jour, ce type de cancer est principalemeiitétpar
chirurgie, en combinaison avec une radiothérapmmbnothérapie ou chimiothérapie.
Cependant, aucune de ces thérapies ne s'est meuoffisamment efficace pour traiter avec
succes les métastases rencontrées lorsque cetdienatteint un stade avancé. De plus, les
nombreux effets secondaires provoqués par cesenraiits limitent bien souvent leur

efficacité et dégradent fortement la qualité dedés patients.

Il parait donc nécessaire de développer des méshadel traitements plus sures et plus
efficaces pour traiter ce type de cancer. Dans atre¢ le développement de nouveaux
vecteurs ciblant le PSMA (glutamate carboxypepgdidlsapparait comme une stratégie tres
prometteuse. En effet, plusieurs études ont mamiee cet antigéne était surexprimé a la

surface de la majorité des cellules tumorales ducerade la prostafé’ Il est aussi
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abondamment présent au niveau des métastaseséassadaiette patholodfé et des cellules
endothéliales de nombreuses tumeurs sdfidlators que son expression au niveau des tissus
sains est extrémement limitée. De plus, il a étatmoque l'internalisation de vecteurs par le
PSMA est rapidement suivie du recyclage de l'andga la surface de la celld®. Ces
éléments font du PSMA un candidat idéal pour lelage thérapeutique d'agents

anticancéreux.

De nombreuses études ont montré qu'il était plessitinternaliser des agents
anticancéreux et des sondes pour l'imagerie médiea ciblant le PSMA au moyen
d'anticorp$’® ou de ligands de faibles poids moléculalféans ce cadre, l'acide 2-[3-(1,3)-
dicarboxylpropyl)ureido]pentanedioique ou DUPA, umhibiteur de la glutamate
carboxypeptidase > s'est révélé étre un trés bon candidat pour lgébdes cellules

tumorales de par son affinité pour le PSMA de tfemu nanomolaireHgure 90).

COOH COOH
0]

R

HOOC i H H H COOH

Figure 90 - structure de l'acide 2-[3-(1,3)-dicarbrylpropyl)ureido]pentanedioique

167 (a)Murphy, G. P.; Barren, R. J.; Erickson, SCancer1996 78, 809-818(b) Lopes, A. D.; Davis, W. L;
Rosenstraus, M. J.; Uveges, A. J.; Gilman, SC&hcer Res199Q 50, 6423-6429.

168 Chang, S. S.; O'Keefe, D. S.; Bacich, D. J.; ReuteE.; Heston, W. D. W.; Gaudin, P. Blin. Cancer
Res.1999 5, 2674-2681.

169 Liu, H.; Rajasekaran, A. K.; Moy, P.; Xia, Y.; King.; Navarro, V.; Rahmati, R.; Bander, N. Gancer
Res.1998 58, 4055-4060.

170 (a) Wang, X.; Ma, D.; Olson, W. C.; Heston, W. D. Wol. Cancer Ther2011, 10, 1728-1739(b) Ma,
D.; Hopf, C. E.; Malewicz, A. D.; Donovan, G. Perger, P. D.; Goeckeler, W. F.; Maddon, P. J.; @I8u. C.
Clin. Cancer. Re2006 12, 2591-2596(c) Sodee, D. B.; Ellis, R. J.; Samuels, M. A.; Spisnih P.; Poole, W.
F.; Riester, C.; Martanovic, D. M.; Stonecipher, Bellon, E. M.Prostate1998 37, 140-148(d) Milowsky, M.

I.; Nanus, D. M.; Kostakoglu, L.; Sheehan, C. Eajlgbhajosula, S.; Goldsmith, S. J.; Ross, J. &ader, N. H.
J. Clin. Oncol.2007, 25, 540-547.

171 (a)Misra, P.; Humblet, V.; Pannier, N.; Maison, Wrakgioni, J. V.J. Nucl. Med2007, 48, 1379-1389(b)
Tang, H.; Brown, M.; Ye, Y.; Huang, G.; Zhang, Y7Yang, Y.; Zhai, H.; Chen, X.; Shen, T. Y.; Tennisso
M. Biochem. Byophys. Res. Comm2@03 307, 8-14.(c) Liu, T.; Wu, L.; Kazak, M.; Berkman, C. [Prostate
2008 68, 955-964.(d) Mease, R. C.; Dusich, C. L.; Foss, C. A.; Ravklt,T.; Dannals, R. F.; Seidel, J.;
Prideaux, A.; Fox, J. J.; Sgouros, G.; KozikowsgkiP.; Pomper, M. GClin. Cancer Re2008 14, 3036-3043.
(e) Banerjee, S. R.; Foss, C. A.; Castanares, M.; Blelds C.; Byun, Y.; Fox, J. J.; Hilton, J.; Lupol, E.;
Kozikowski, A. P.; Pomper, M. GI. Med. Chem2008 51, 4504-4517(f) Chen, Y.; Foss, C. A.; Byun, Y.;
Nimmagadda, S.; Pullambhatla, M.; Fox, J. J.; Gasts, M.; Lupold, S. E.; Babich, J. W.; Mease,(R.
Pomper, M. G.J. Med. Chem2008 51, 7933-7943.(g) Banerjee, S. R.; Pullambhatla, M.; Byun, Y.;
Nimmagadda, S.; Green, G.; Fox, J. J.; Horti, Aedsk, R. C.; Pomper, M. G. Med. Chem201Q 53, 5333-
5341.

172 (a) Kozikowski, A. P.; Nan, F.; Conti, P.; Zhang, Ramadan, E.; Bzdega, T.; Wroblewska, B.; Neale, J.
H.; Pshenichkin, S.; Wroblewski, J. I..Med. Chen2001, 44, 298-301(b) Kozikowski, A. P.; Zhang, J.; Nan,
F.; Petukhov, P. A.; Grajkowska, E.; WroblewskiTJ. Yamamoto, T.; Bzdega, T.; Wroblewska, B.; Neal.
H.J. Med. Chem2004 47, 1729-1738.
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L'équipe de P. Low a utilisé ce ligand de ciblggeur la vectorisation d'un
radiotraceur et d'une sonde fluorescéfteyuis a adapté ce concept pour l'utilisation de
différents agents anticancéreuigure 91).'* A limage du vecteur EC14%Figure 5), les
composé7a-e comportent un motif DUPA relié a I'agent anticaec& par un espaceur
peptidique présentant un pont disulfure. Apresrivgksation des conjugués dans la cellule
cancéreuse, la réduction du pont disulfure suitnealcyclisation intramoléculaire permet la

libération de I'espece active.
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COOH N N N 87 N"N07 Ndrogue
K/L o 6 o) \@ NH, O COOH
HOOC ;"N Nl ~cooH

97a-¢

internalisation
réduction du pont disulfure

o o COOH
o N N N

COOH MJLH ; ”“HLN ~sH
o 6 o = NH, O COOoH

il . U

HOOC = N~ “N"1>CooH
H H
o)
HS\/\OJJ\drogue

cyclisation intramoléculaire

o}

S//<O + drogue

Figure 91 — Structure des vecteurs 97atubulysine B ; 97b: DAVLBH ; 97c : campthotécine ;
97d: verrucarine A ; 97e: didemnine B.

L'activité antiproliférative des vecteu®3a-ea été évaluée sur des cellules tumorales
prostatiques humaines LNCaP surexprimant le PSMAs Composés se sont montrés

particulierement actifs sur cette lignée cellulaxec des valeurs digcomprises entre 6 et

173 (a)Kularatne, S. A.; Wang, K.; Santhapuram, H.-K. Raw, P. S.Mol. pharmaceutic009 6, 780-789.
(b) Kularatne, S. A.; Zhou, Z.; Yang, J.; Post, C.1B, P. SMol. pharmaceutic2009 6, 790-800.

174 Kularatne, S. A.; Venkatesh, C.; Santhapuram, HRK Wang, K.; Vaitilingam, B.; Henne, W. A.; LoW,
S.J. Med. ChenR01Q 53, 7767-7777.
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115 nM. Seul le vecteur de la verrucarin@ Al est inactif jusqu'a la plus haute dose testée de
1 uM, alors qu'utilisée sous sa forme libre, cetteéuoole possede une activité remarquable
avec une Ig de 3,3 nM. Pour expliguer ce résultat surprenastauteurs ont postulé que
l'internalisation du vecteu®7d est suivie par la dégradation de la verrucarinpah des
hydrolases endosomales, alors que la diffusioniyEmsstravers la membrane de la drogue

sous sa forme libre lui permet d'atteindre direetensa cible biologique sans dégradation.

Pour vérifier que linternalisation sélective desecteurs est initiée par la
reconnaissance de l'antigene, la méme expériegte galisée en saturant préalablement le
milieu de culture avec un ligand possédant uneehafiihité pour le PSMA, tel que l'acide 2-
(phosphonométhyl)pentanedioique (PMPRjgUre 92). Dans ces conditions, la pénétration
des vecteur87aet97b dans les cellules LNCaP est considérablementteédbé phénomeéne
se traduit alors par une nette diminution de latoficité de ces vecteurs. Ce résultat prouve
gue l'activité antiproliférative de ces composé@sinpas liée a la libération extracellulaire du

composeé actif puis a la diffusion passive de caideg travers la membrane cellulaire.
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Figure 92 — Evaluation de I'activité antiproliférative des vecteurs 97at 97ben présence ou en absence de
PMPA.

3.2.2 Synthése du vecteur galactosylé 98 incorporant un motif CRA

Afin d'appliquer notre concept de vecteur galagéosau ciblage du PSMA, nous
avons entrepris la synthese du vect@8mprésentant un motif DUPAF{gure 93). Comme
dans le cas des vectel®@4a 98 pourra étre obtenu aprés couplage par cycloaddige?2]

entre l'alcyné@1 et le motif DUPA présentant une fonction azotLd&
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Figure 93 - Structure et stratégie de synthése dwecteur 98

3.2.2.1 Synthése du ligand de ciblaf68

La préparation du ligand de ciblage présentanmotif DUPA 108 commence tout
d'abord par la synthése de la chaine latérale mageune fonction azotudd?2 (Figure 94).
Ce composé a été préparé en quatre étapes a chaitiraminohexan-1-ol commercial. La
premiére étape consiste en la protection de laifonamine sous forme de carbamatdete
butyle. Le compos€9 a ainsi été obtenu de maniere quantitative. L&AI®Q a ensuite été
traité en présence de chlorure de tosyle et diaytamine pour conduire a l'intermédiait@0
avec un rendement de 92%. La substitution du ttesylar I'azoture de sodium a été réalisée a
55°C dans le DMF. Dans ces conditions, l'azofiféa été isolé avec un rendement de 93%.
Enfin, I'amine est déprotégée par le TFA dans thldrométhane. Aprés neutralisation du

milieu réactionnel, le compogd®?2 a été obtenu avec un rendement de 95%.
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HO_~ o~ — > HO TSO_~
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NH, MeCN/DCM 0 NHBoc pDCM 27h, TA 100 NHBoc
8/2 2h30, TA = 92% -
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55°C, 2h30
1) TFA, DCM 93%
N~ 1h30, TA
102 2 2)NaOH/H,05M  ° NHBoc
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10 min. 0°C L

95%
Figure 94 — Synthese de l'intermédiaire_102
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Le motif DUPA a ensuite été préparé en adaptanpréecédure décrite par Low
(Figure 95).*?% La premiére étape consiste tout d'abord en laapaéipn de lisocyanate
dérivé de l'acide glutamique protéd€3 Celui-ci réagit alors avec le dérivé de l'acide
glutamiquel04 pour former I'uréel05 avec un bon rendement de 83%. La structure de cet
intermédiaire a été confirmée par RMRC avec la présence d'un signal & 156,8 ppm,
caractéristique de la fonction urée. L'ester dezylerl05 a ensuite été déprotégé en présence
de palladium sur charbon sous atmosphére d'hydeogkrl'issu de cette réaction, l'acide
carboxyliquelQ6 a été isolé avec un excellent rendement de 97%lépaotection sélective
de cette fonction ester a été confirmée par Ri#Navec la disparition des signaux des
protons aromatiques. La chaine latérHIR a ensuite été introduite sur le motif DUPA par
couplage peptidiqgue en présence d'EDC et d'une tiguacatalytique de DMAP.
L'intermédiairel07 a ainsi été obtenu avec un rendement de 58%. Hadiesters deert-
butyle ont été clivés en présence de TFA danscealiométhane pour conduire au composeée
108 avec un rendement de 97%. La déprotection tomE0d a été confirmée par RMRH
avec la disparition des signaux a 1,48, 1,45 €B p@m caractéristiques des protons des

groupementsert-butyle.
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Figure 95 — Synthéese du ligand DUPA 108
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3.2.2.2 Couplage de l'alcyn@l a I'azoturel 08

Un premier essai de couplage entre l'alc@bet le ligand DUPALQO8 a été réalisé en
présence de sulfate de cuivre et d'ascorbate densodians un mélange etert-butanol
(Figure 96).

MN[AE\H/O S H 0. MMAE
o N COOH ° N\/\/\/\N A
= O
OH 108, CuSO,.5H,0 0
o NO, o i J on,OH

o o ascorbate de sodium oo >N~ “N"T>cooH NO,
HO t-BuOH H,0 HH HH Ho N0

OH

3h, TA 98 OH

91

Figure 96 — Synthése du vecteur galactosylé 98

Dans ces conditions, le suivi HPLC de la réactiahque une dégradation rapide du
brut réactionnel conduisant a la formation de jglus composés difficilement séparables par
HPLC semi-préparative. Bien que trés minoritaieeptésence du compo88 dans le brut
réactionnel a pu étre détecté par spectrométrinatese Figure 97).

m/z=1570 ;= 1584
m/z = 1573
m/z = 1556
[M-H]- m/z = 1713
; \ /
=g b S

T
oo 25 5.0 79 100 12.8 15.0 175 200

Figure 97 — Suivi de la réaction de couplage entténtermédiaire 91 et la chaine latérale 108
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3.2.3 Conclusion et perspectives

Le but de cette étude était de synthétiser un eawwecteur galactosy88 ciblant le
PSMA surexprimé par les cellules cancéreuses pigqsts. Dans ce cadre, le ligand de
ciblage comprenant un motif DUP208 a été préparé. Cependant, le couplagéGfavec
lalcyne 91 a conduit a la formation du compo€8 avec un trés faible rendement,
accompagné de nombreux produits non identifiésn@eseaux essais de couplage entre les
composeésV1 et 108 sont actuellement réalisés au laboratoire pousudi® ce probleme.

L'utilisation de différentes sources de cuivre dletsolvants sont actuellement a I'étude.

3.3 Le ciblage du récepteur de l'asialoglycoprotéine (BGPR)

3.3.1 Rappels bibliographiques

Le carcinome hépatocellulaire est le cancer pifindin foie le plus fréquemment
rencontré, touchant chaque année 500 000 persolamssle mond&’> A ce jour, I'ablation
chirurgicale de la tumeur primaire reste le tragainde choix pour ce type de cancer, bien
gue l'efficacité de cette technique reste limithagdle cas de patients atteints de métastases.
Alors que le taux de réponse de ces tumeurs aitaiathérapie est extrémement faible en
raison de la rapide métabolisation des agentscantiéreux par le foiE? le développement
de nouveaux agents anticancéreux plus efficacescildant les cellules hépatiques
cancéreuses, en combinaison avec la chirurgie rgbyrermettre d'augmenter de maniére

significative I'espérance de survie des patients.

A ce titre, le ciblage de L'ASGPR est une stratquarticulierement attrayante. En
effet, ce récepteur membranaire est présent endahoa a la surface des hépatocytes et
reconnait puis internalise par endocytose une graadété de molécules présentant un motif
galactose ouN-acétylgalactosamin&® Cette spécificité a tout d'abord été exploitée pour
concevoir de nouveaux traitements visant des nedduépatiques virales telle que I'hépatite

B.>”” De nombreux travaux ont aussi montré la validiécdtte approche pour le traitement

175El-Serag, H. BN. Engl. J. Med2011, 365, 1118-1127.

176 Marin, J. J. G.; Castafio, B.; Martinez-BecerraRdsales, R.; Monte, M. Cancer Therap®008 6, 711-
728.

177 (a)Fiumé, L.; Mattioli, A.; Balboni, P. G.; Tognon, .MBarbanti-Brodano, G.; De Vries, J.; Wieland, T.
FEBS Lett1979 103 47-51.(b) Fiumé, L.; Di Stefano, G.; Busi, C.; Mattioli, ABonino, F.; Torrani-Cerenzia,
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sélectif du carcinome hepatocellulaire. Ainsi, pduss nanoparticules pouvant renfermer des
agents anticancéreux et dont la surface a été ékcpar des motifs galactose ol
galactosamine ont donné de trés bons résutatiéro etin-vivo.*’®

Ce concept peut aussi étre adapté a la vectomsatiagents d'imagerie. A titre
d'exemple, I'équipe de Lee a développé un vectalactpsylé 109 du 4-amino-1,8-
naphtalimide Eigure 983.1"° L'internalisation de ce composé au sein des esllbépatiques
surexprimant I'ASGPR est suivie de la réduction pont disulfure au sein des
endosomes/lysosomes. Une réaction de cyclisatioanioléculaire permet ensuite de libérer
'amine hautement fluorescenfdlO. L'évaluationin-vitro de ce composé sur différentes
lignées cellulaires a montré que seules les csllugpatiques cancéreuses HepG2
surexprimant I'ASGPR sont en mesure d'internalesgecteurl09 (Figure 98b). A l'inverse,
le composélll ne possédant pas de ligand de ciblage pénetresgasnt et est activé de

maniére non spécifique dans toutes les lignéeslaebs testées.

Dans le cadre d'une thérapie personnalisée duecake traitement de cellules
cancéreuses prélevées chez le patient par ce typeecteur permettrait de corréler la
fluorescence observée avec le degré d'expressioacepteur ciblé. Ces tests pourront alors
prédire I'efficacité d'une chimiothérapie cibléepetrmettront de définir quelles seront les

molécules les plus adaptées pour chaque cas reacont

M.; Verme, G.; Rapicetta, M.; Bertini, M.; Gervagg. B. Journal of Hepatologyl997, 26, 253-259.(c)
Cerenzia, M. T.; Fiume, L.; De Bernardi Venon, \Wayezzo, B.; Brunetto, M. R.; Ponzetto, A.; Di $ted, G.;
Busi, C.; Mattioli, A.; Gervasi, G. B.; Bonino, R/erme, G Hepatologyl996 23, 657-661.

178 (a)Xu, Z.; Chen, L.; Gu, W.; Gao, Y.; Lin, L.; Zhang,, Xi, Y.; Li, Y. Biomaterials2009 30, 226-232 (b)
Medina, S. H.; Tekumalla, V.; Chevliakov, M. V.; &kach, D. S.; Ensminger, W. D.; El-Sayed, M. E. H.
Biomaterials2011, 32, 4118-4129.(c) Terada, T.; lwai, M.; Kawakami, S.; Yamashita, Hashida, M.J.
Controlled Releas®006 111, 333-342.(d) Managit, C.; Kawakami, S.; Yamashita, F.; Hashilfa,Int. J.
Pharm.2005 301, 255-261.(e) Managit, C.; Kawakami, S.; Yamashita, F.; HashiaJ. Pharm. Sci2005
94, 2266-2275(f) Fiumé, L.; Bolondi, L.; Busi, C.; Chieco, P.; Kratz; Lanza, M.; Mattioli, A.; Di Stefanof
Hepatology2005 43, 645-652.

179 Lee, M. H.; Han, J. H.; Kwon, P.-S.; Bhuniya, Rim, J. Y.; Sessler, J. L.; Kang, C.; Kim, J. 5.Am.
Chem. Soc2012 134, 1316-1322.
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Figure 98 — a) Structure et décomposition du vecteld09 (b) Tests d'imagerie confocale réalisés sur des
cellules de type HepG2 (hépatocarcinome humain), €42 (myoblaste de souris), HaCat (kératinocyte
humain), N2a (neuroblastome de souris) en présendes composés 108.0uM) et 111 (1 uM)

3.3.2 Synthése du vecteur galactosylé 112 incorporant un motif petose

Afin de cilber sélectivement les hépatocytes, nausns envisagé la synthese du
vecteur galactosylé de la MMAE12 comportant un motif galactosé&igure 99). Tout
comme les vecteurs galactosylés présentés précésgmre composeé pourra étre obtenu par

couplage entre l'alcyril et I'azoturel 15
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Figure 99 — Structure du vecteur galactosylé 112

3.3.2.1 Synthése du ligand de ciblafjg5

Le ligand de ciblag&15 présentant un motif galactose a été préparé $elstnatégie
employée lors de la synthése du comp@2&Figure 100. Une réaction de glycosylation
entre le pentaacétate de D-galactose et le le (2-fMoroéthoxy)-éthoxyléthanol, en
présence de BHEELO dans le dichlorométhane, permet d'obtenir lechadade d'anomérif
113 avec un rendement de 31% aprés purification du féactionnel sur gel de silice. La
substitution nucléophile de I'atome de chlore dmposell3 par NaN, en présence de TBAI
dans le DMF, conduit ensuite a la formation dedlimédiairel1l4 avec un rendement de
92%. Enfin, le clivage des acétates du galactogedpaméthanolate de sodium dans le
méthanol nous a permis d'isoler le compbkgavec un rendement de 91%.

A OAc
Aco PAC

AcO
g c S/i; O o}
AcO BF;.Et,0, DCM AcO ~TN0TTN N

OAc Lah. TA OAc 113
31%
° NaN;, TBAI
DMF, 12h, 80°C
92%
ho OH o QA
o) DEVIp e r— o)
HO O\/\O/\/O\/\Ng MeONa/MeOH AcO O\/\O/\/O\/\N
OH 15 2h, 0°C OAc :
L 91% 114

Figure 100 — Synthése du ligand galactosylé 115
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3.3.2.2 Couplage de l'alcyn@l et de I'azoturé 15

Un premier de couplage entre l'intermédi@itect le galactose pegylé comportant une
fonction azoturell5 a été réalisé dans les conditions standards eégcptécédemment
(Figure 102).

MMAE\”/O « HO o
I N HO O g O 0 MMAE
o O OH N=N o)
NO
§ o & 2 115, CuSO,4.5H,0 112 Ho °OH \o
HO ascorbate de sodium 0 o 2
09*; 1-BuOH/H,O HO o
< 3h, TA

Figure 101 — Synthése du vecteur galactosylé 112

Comme dans le cas précédent, le suivi HPLC dédation indique que la formation
du vecteurll?2 s'accompagne de l'apparition d'un composé nortifidea ce jour Figure
102. En raison de la difficulté engendrée par la s#pan de ces deux composés par HPLC
semi-préparative, de nouveaux essais sont actumtierdalisés pour minimiser la formation

de ce sous-produit.

m/z = 1490 ﬂ m/z = 1474
m/z = 1513 [M+Na]*

e
DY N | S

Figure 102 — Synthése du vecteur galactosylé 112
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3.3.3 Conclusion et perspectives

Lors de cette étude, la synthése d'un nouveaewegalactosylé de la MMAR12
ciblant TASGPR surexprimé par les hépathocytes@aux a été proposee. Dans ce cadre, le
ligand de ciblagd.15a été préparé puis couplé a l'alc@gie Comme dans le cas du vecteur
98, les conditions utilisées au cours de cette dernégape conduisent a la formation du
vecteurll? et d'un sous-produit. La difficulté de séparatittnces deux coOmposes ne nous
ont pas permis d'obtenir le compdsk avec une pureté suffisante pour les tests biolegig
Pour résoudre ce probléme, de nouveaux essaisugage dans les conditions décrites pour
le conjugué drogue-acide foliq@& sont actuellement réalisés au laboratoire.

4.Conclusion

Dans le cadre d'un traitement personnalisé duecai est nécessaire de développer
des vecteurs capables d'intéragir avec une largeété&ade récepteurs membranaires
surexprimés dans différents types de tumeurs. derscette étude, l'utilisation de ['unité
centrale51 nous a permis d'envisager la synthése de plusi@ateurs galactosylés dont
'agent cytotoxique et le ligand de ciblage peuvéme facilement adaptés. A terme, de
nouveaux vecteurs dont les propriétés pourront @tedulées a la demande seront

disponibles.

La validité de lutilisation de vecteurs galactésyau cours d'une PMT a été
démontrée avec le vecteur de la MMAE conjugué adkafolique85. Ce composé nous a
permis d'obtenir d'excellents résultatsvivo avec I'éradication d'une xénogreffe de tumeur
KB chez la souris BALB/c, sans effets secondaldesyecteur galactosylé de la doxorubicine
conjugué au CBO-P194aa déja été obtenu et de nouveaux galactosidesiassta MMAE
a un motif CBO-P1194b), DUPA (98) et galactosidel(l?) sont actuellement étudiés au
laboratoire. La synthése de ces composés doit dape@tre optimisée avant de débuter leurs

évaluations biologiques-vitro.
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1.Introduction

Le succes d'un traitement par une chimiothérapidée repose sur plusieurs
parametres. En effet, il est nécessaire que leeuecttilisé soit suffisamment sélectif envers
sa cible et que la libération de l'agent actif aueau du site d'action soit rapide. De plus, ces
composés doivent présenter une bonne stabititéivo. Certaines fonctions chimiques
instables dans les conditions physiologiques (gspemts disuflures, liaisions peptidiques) ne
pourront donc pas étre inclues dans la structuréadent actif ou au niveau du reste du
dispositif (espaceur, gachette ...). A titre d’exempmle nombreux composés biologiquement
actifs tels que les peptides ne peuvent pas ateeiledir cible en raison de leur hydrolyse

rapide par des protéases plasmatiques.

Pour résoudre ce probléme, notre équipe, en aoliéibn avec celle du Professeur D.
A. Leigh, a proposé en 2009 une solution baséd’stilisation de molécules entrelacées
enzymo-sensible¥’ La démonstration de ce concept a été réalisée aweorecteur
galactosylé de la met-enképhaline qui est tredestidns le plasma alors que le peptide seul
possede un temps de demi-vie de 20 minutes dansamefitions physiologiques. Dans le
cadre de cette thése, nous avons adapté ce cqpuepirotéger d’autres fonctions chimiques
instables dans l'organisme telles que les estemsndliveau systeme moléculaire entrelacé
comportant un macrocycle enzymo-sensible a aigsc@bcu pour vectoriser deux molécules

de paclitaxel liées a I'ensemble du dispositif ddage par des fonctions esters.

1.1 Rappels sur les molécules entrelacées

Les systémes moléculaires entrelacés differenéddiges supramoléculaires dans la
mesure ou la rupture d'une liaison covalente estegssaire pour dissocier les difféerents
composants de la molécule, alors que I'édificeauptéculaire est maintenu uniquement par
des liaisons non covalentes. A ce jour, deux fasitle systemes moléculaires entrelacés ont

été décrites. Il s'agit des rotaxanes et des naaotéculaires.

0180 Fernandes, A.; Viterisi, A.; Coutrot, F.; Potok, Eejgh, D. A.; Aucagne, V.; Papot, 8ngew. Chem. Int.
Ed.2009 48, 6443-6447.
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Un rotaxane est une molécule constituée d'un osigirs macrocycles entourant au
moins un fragment linéaire (appelé courammentljedfint les extrémités sont reliées a des
groupements suffisamment encombrants (stoppeurs) @ater le désentrelacement de la
structure'® A titre d'exemple, le [2]-rotaxangl6 décrit par Stoddart est composé d'un
macrocycle de type cyclobis(paraqpaphénylene) entourant un fil constitué d'un motif
dioxynaphtalene substitué par des chaines polyétayglycol). Les extrémités du fil
comportent des groupemertert-butyl-diméthylsilyle assurant le réle de stoppé€kigure
103)'182

stoppeur

Ymmm( ’N
})\ g . o\s./4<

fil

M
macrocyle

Figure 103 — Exemple d'un [2]-rotaxane décrit par JF. Stoddart

Les noeuds moléculaires sont des systéemes casstittlun ou de plusieurs
macrocycles et dont la représentation sur le pap@nporte au moins un point de
croisement®: La préparation de ces composés extrémement coatpieprésente encore a ce
jour un challenge pour les chimistes organicienmsefet, bien gu’une infinité de structures
puissent étre imaginées, seul un nombre restreimoguds différents ont pu étre synthétisés
(Figure 104. D. A. Leigh et son équipe ont, par exemple, ilder nceud de tréflel7

composé d’'un macrocycle comportant trois pointsrdesements>*

181 (a)Kay, E. R.; Leigh, D. A.; Zerbetto, Angew. Chem. Int. E®007, 46, 72-191;(b) Crowley, J. D.;
Goldup, S. M,; Lee, A. L.; Leigh, D. A.; McBurneRR. T.Chem. Soc. Re2009 38, 1530-15411c) Hanni, K.
D.; Leigh, D. A.Chem. Soc. Re201Q 39, 1240-1251(d) Balzani, V.; Credi, A.; Raymo, F. M.; StoddartFJ.
Angew. Chem. Int. EQ00Q 39, 3349-3391.

182 Bravo, J. A.; Raymo, F. M.; Stoddart, J. F.; Whie J. P.; Williams, D. JEur. J. Org. Chem199§ 11,
2565-2571.

183Forgan, R. S.; Sauvage, J.-P.; Stoddart, Chem. Rev2011, 111, 5434-5464.

184Barran, P. E.; Cole, H. L.; Goldup, S. M.; Leigh, ®; McGonigal, P. R.; Symes, M. D.; Wu, J.; Zengerl
M. Angew. Chem. Int. E@011, 50, 12280-12284.
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Figure 104 — a) structure des nceuds moléculaires syntisés & ce jour : i) ruban de M&biust® i) nceud

de tréfle;*®¢iii) noeud & cing croisements (pentafoil knotf®” iv) caténane; v) nceud de Salomotf? vi)

pretzelane;® vii) anneaux de Borromée-° b) exemple d’un noeud de tréfle décrit par D. A. Ligh.

Parmis les différents types de nceuds moléculaiesscaténanes sont, quant a eux,
constitués d'au moins deux macrocycles imbriqueésules dans les autres a la maniere de

maillons constituant une chaine. Le [2]-caténah8 est I'un des tous premiers exemples a

185 (a)Walba, D. M.; Richards, R. M.; Haltiwanger, R. £.Am. Chem. So4982 104, 3219-3221(b) John,
R. P.; Park, M.; Moon, D.; Lee, K.; Hong, S.; Z&(; Hong, C. S.; Lah, M. SI. Am. Chem. So2007, 129
14142-14143.

186 (a)Dietrich-Buchecker, C. O.; Sauvage, J.Ahgew. Chem. Int. EA989 28, 189-192.(b) Meyer, M.;
Albrecht-Gary, A.-M.; Dietrich-Buchecker, C. O.; 8amge, J.-PJ. Am. Chem. S0d997, 119, 4599-4607(c)
Dietrich-Buchecker, C. O.; Rapenne, G.; Sauvagf, Chem. Commurl997 2053-2054(d) Perret-Aebi, L.
E.; von Zelewsky, A.; Dietrich-Buchecker, C. O.u8age, J.-PAngew. Chem. Int. EQ004 43, 4482-4485.

187 Ayme, J.-F.; Beves, J. E.; Leigh, D. A.; McBurney,TR. Rissanen, K.; Schultz, Dat. Chem2012 4, 15-
20.

188 (a)Peinador, C.; Blanco, V.; Quintela, J. M. Am. Chem. So2009 131, 920-921.(b) McArdle, C. P.;
Vittal, J. J.; Puddephatt, R. Angew. Chem. Int. ER00Q 39, 3819-3822.(c) lIbukuro, F.; Fujita, M.;
Yamaguchi, K.; Sauvage, J.-P.Am. Chem. S04999 121, 11014-11015(d) Pentecoste, C. D.; Chichak, K.
S.; Peters, A. J.; Cave, G. W. V.; Cantrill, S.Stgddart, J. FAngew. Chem. Int. E@007, 46, 218-222.

189 (a)Li, Q. Y.; Vogel, E.; Parham, A. H.; Nieger, M.; B M.; Frohlich, R.; Saarenketo, P.; Rissanen, K.;
Vogtle, F.Eur. J. Org. Chem2001, 4041-4049.(b) Liu, Y.; Bonvallet, P. A.; Vignon, S. A.; Khan, 3,
Stoddart, J. FAngew. Chem. Int. EQ005 44, 3050-3055(c) Zhao, Y.-L.; Trabolsi, A.; Stoddart, J. Ehem
Commun2009 4844-4846.

190 (a) Chichak, K. S.; Cantrill, S. J.; Pease, A. R.; CI8uH.; Cave, G. W. V.; Atwood, J. L.; Stoddart-].
Science2004 304, 1308-1312(b) Chichak, K. S.; Peters, A. J.; Cantrill, S. J.;dstart, J. FJ. Org. Chem.
2005 70, 7956-7962.
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avoir été décrit’ Cette molécule simple est composée de deux mazescydentiques
présentant un motif 1,10-phénantrolin€iglire 105. Des caténanes beaucoup plus

complexes composés d&%et 7°° macrocycles ont depuis été synthétisés avec succes

Figure 105 — Exemple d'un [2]-caténane décrit par.dP. Sauvage

1.2 Stratégies pour la synthese de rotaxane

L’étude de systemes moléculaires entrelacés atéléu 1967, date a laquelle la
premiére synthése de rotaxane a été publfé@ette voie de synthése repose sur la trés faible
probabilité qu'une molécule linéaire de se trouvéravers un macrocyle pour lequel elle n‘a
aucune affinité. Il faudra attendre 1983t 'emmergence de stratégies de synthéses a hauts
rendements basées sur l'utilisation de « gabanisur que ce domaine de recherche prenne
son essor. Ces « gabarits » permettent le pré-atagendes différents éléments composant le
rotaxane ou le caténane au moyen d’interactions-cowalentes 1§stacking, liaisons
hydrogénes, complexes métalliques de coordinatianjormation d'une ou plusieurs liaisons
covalentes sera alors nécessaire pour maintesiirdeture entrelacée.

A ce jour, trois approches sont majoritairemeilisées pour la synthése de rotaxanes
et de caténanesFigure 106. La méthode du « capping » repose tout d’abond lgu
reconnaissance du fil par le macrocycle. Cet ésliiapramoléculaire est maintenu par des
liaisons non-covalentes (pseudo-rotaxane) et deoxipgments encombrants (stoppeurs)

empéchant le désentrelacement de la structuretdatmduits a chaque extrémité du fil pour

191 Dietrich, C. O.; Sauvage, J.-P.; Kintzinger, JFBtrahedron Lett1983 24, 5095-5098.

192 Amabilino, D. B.; Ashton, P. R.; Reder, A. S.; Spemd\.; Stoddart, J. Angew. Chem. Int. EA.994 33,
1286-1290.

193 Amabilino, D. B.; Ashton, P. R.; Boyd, S; E.; LeeYJ; Menzer, S;; Stoddart, J. F.; Williams, D Ahgew.
Chem. Int. Ed1997, 36, 2070-2072.

194 Harrison, I. T.; Harrisson, S. Am. Chem. So&967, 89, 5723-5724.
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conduire & la formation du rotaxatié Dans le cas de la synthése par « clipping », ciesi
comportant un gabarit et un stoppeur a chacune ede extrémités qui est utilisé. La
macrocyclisation d’'un fragment linéaire autour de gabarit permettra d’obtenir le
rotaxane'*®

Plus récemment, I'équipe du Professeur Leigh a Idppé une méthode de
reconnaissance active basée sur l'utilisation dhétal chelaté dans la cavité du macrocycle.
Le métal joue ici un double role : il assure le-pas&emblage des éléments composant le

rotaxane et assiste la formation du fil dans latéalu macrocyclé?’

«capping »

>
)

e

s
¢

«clipping »

) oo —offo - offo
o000 -0g0-; oo

Figure 106 — Stratégies de synthése de rotaxanes

méthode de reconnaissance active par un métal

La stratégie de reconnaissance active par un maétaut d’abord été développée
autour de la réaction de cycloaddition [3+2] alc@zeture catalysée par le cuivre dure

107).198 A titre d'exemple, la chelation du cation cuiviled I'atome d'azote de la pyridine du

195 Ashton, P. R.; Chrystal, E. J. T.; Glink, P. T.;éer, S.; Schiavo, C.; Spencer, N.; Stoddart, ;JT &sker,
P. A.; White, A. J. P.; Williams, D. £hem.-Eur. J1996 2, 709-728.

196 Ashton, P. R. ; Goodnow, T. T.; Kaifer, A. E.; Raugton, M. V.; Slawin, A. M. Z.; Spencer, N.; Stait|
J. F.; Vicent, C.; Williams, D. Angew. Chem. Int. EA989 28, 1396-1399.

197 Crowley, J. D.; Hanni, K. D.; Lee, A.-L.; Leigh, [A.; McBurney, R. T.Chem. Soc. Re2009 38, 1530-
1541.

198 (a)Aucagne, V. ; Berna, J.; Crowley, J. D.; Gold&,M.; Hanni, K. D.; Leigh, D. A.; Lusby, P. J,;
Ronaldson, V. E.; Slawin, A. M. Z.; Viterisi, A.; War, D. B.J. Am. Chem. So2007, 129, 11950-11963(b)
Lahlali, H.; Jobe, K.; Watkinson, M.; Goldup, S. Mngew. Chem. Int. E@011, 50, 4151-4155(c) Aucagne,
V.; Hanni, K. D.; Leigh, D. A.; Lusby, P. J.; Walkdd. B. J. Am. Chem. So2006 128 2186-2187.
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macrocyclell9 conduit au complexe intermeédiait0. L'élément métallique permet alors
d'agencer l'alcyne et l'azoture de part et d'adtremacrocycle catalyse la réaction de
cycloaddition pour former le triazoll22 a l'intérieur de la cavité du macrocycle. Le rarax
123 a ainsi été obtenu avec un excellent rendemefd#ie apres déemeétallation du complexe
122 par des ions cyanures. Cette réaction peut atresiéalisée avec une quantité catalytique
de cuivre (20% molaire) mais nécessite toutefors t@mpérature plus élevée et I'addition de

pyridine pour favoriser le turn-over du catalyseur.

N PFg N PFg
K@\ | / | ﬂj
N N
L
0 0 CuL o} O cu 0/ ©OR
RO" \
Cu(MeCN),PF (0,9 éq.) RO/_\—N3 ”I
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123 (Rdt : 94%) 122

Figure 107 — Exemple de synthése de rotaxane par laatgie "Active Metal Template"

bY

La stratégie de reconnaissance active par un natpliquée a la réaction de

cycloaddition [3+2] azoture-alcyne catalysée patuvre est une stratégie de choix pour la
synthese de systemes moléculaires entrelacésfdinosftte réaction tolere la grande majorité
des groupements fonctionnels et peut étre réatiage des conditions douces prévenant ainsi
la dégradation de molécules sensibles. De pluse attatégie de synthese est facilement

réalisable et donne accés a une grande variététdeanes avec de trés bons rendements.

148



Chapitre 4 : Etude d'un systéme moléculaire ente&la
concu pour la vectorisation d'alcools et d'acidasboxyliques

Cette méthode de préparation des rotaxanes a erétéitdéclinée avec difféerents métaux

catalysant une large variété de réactions de cgepla

1.3 Les systemes moléculaires enzymo-sensibles

A ce jour, seuls deux rotaxanes enzymo-sensibliegté décrits dans la littérature. Le
premier de ces systémes est dédié a la vectorisagida met-enképhalirt€’ un pentapeptide
de la famille des opioides présentant une actasitiicancéreuse intéressafiteCependant,
I'utilisation de ce peptide comme agent antitumaedte limitée en raison de sa rapide
dégradatiorin vivo. L’instabilité plasmatique de la met-enképhalisé grincipalement liée a
'action de deux peptidases : 'aminopeptidase M lkpydrolyse les liaisons peptidiques
tyrosine-glycine et glycine-glycine, et 'enzyme denversion de I'angiotensine (ECA) qui

coupe la liaison glycine-phénylalaniffe.

Dans ce cadre, le rotaxane enzymo-sendibdea été congu pour pallier le faible temps
de demi-vie plasmatique de ce compdsgyre 109. En se déplacant le long de la chaine
peptidique, le macrocycle génere un encombremémnigae important autour des liaisons
peptidigues sensibles et se comporte ainsi comméeouclier moléculaire, protégeant le
peptide actif de la dégradation par les protéasesdu cheminement de la molécule dans
'organisme. En revanche, en présence [dgalactosidase, I'hydrolyse de la liaison
glycosidique conduit a la formation du phénolaterimédiairel25 Celui-ci subit alors une
réaction d’élimination 1,6 et une décarboxylationi gpermet le désentrelacement du

macrocyclel26 et la libération de la met-enképhalib2y.

199Beves, J. E.; Blight, B. A.; Campbell, C. J.; Leigh,A.; McBurney, R. TAngew. Chem. InEd. 2011, 50,
9260-9327.

200 (a) Fichna, J.; Janecka, ACancer Metast. Rev2004 23, 351-366;(b) Zagon, I. S.; Rahn, K. A,
McLaughlin, P. JNeuropeptide2007, 41, 441-452;(c) Zagon, I. S.; McLaughlin, P. Bleuropeptide2005 39,
495-505;(d) Zagon, I. S.; McLaughlin, P. Neuropeptide2003 37, 79-88;(e) Cheng, F.; Zagon, I. S;;
Verderame, M. F.; McLaughlin, P.Gancer Res2007, 67, 10511-10518.

201 (a)Boarder, M. R.; McArdle, WBiochem. Pharmacoll986 35, 1043-1047(b) Marini, M.; Urbani, A.;
Trani, E.; Bogiorno, L.; Roda, L. QRReptides1997, 18, 741-748;(c) Marini, M.; Roscetti, G.; Bongiorno, L.;
Urbani, A.; Roda, L. GNeurochem. Re4.990Q 15, 61-67;(d) Shibanoki, S.; Weinberger, S. B.; Ishikawa, K.;
Martinez Jr, J. L.Regul. Peptided991, 32, 267-278;(e) Shibanoki, S.; Weinberger, S. B.; Ishikawa, K.;
Martinez Jr, J. LProg. Clin. Biol. Res1990Q 328 253-256;(f) Shibanoki, S.; Weinberger, S. B.; Schulteis, G.;
Ishikawa, K.; Martinez Jr, J. LLife Sci.1992 50, 667-675;(g) Schulteis, G.; Rodriguez, W. A.; Rodriguez, S.
B.; Martinez Jr, J. LPeptidesl 993 14, 1083-1089.
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Figure 108 — Mode d'action du rotaxane enzymo-sensiloncgu pour la vectorisation de peptides

La stabilité du vecteut24 dans le plasma humain a été évaluée dans degioosdi
de température et de pH physiologiques en comperasec la met-enképhaliri7 et le
vecteurl28 ne comportant pas de macrocydig(re 109. Ce test a montré que le vecteur
124 présente une trés bonne stabilité dans le plasmao(> 120 h), alors que la met-
enképhalinel27 et le vecteurl28 se dégradent rapidement dans ces conditions aa®&c d
temps de demi-vie respectifs de 20 minutes et BelselCe résultat montre clairement que la
dérivatisation de peptides sous forme de rotaxanegt de réduire de maniére spectaculaire
la dégradation enzymatique de ces composés dalasina.
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Figure 109 — Etude de la stabilité des composés 1227et 128dans le plasma humain (37°C ; pH 7,4)

De nouveaux travaux ont depuis portés sur la fomecalisation du macrocycle du
rotaxane enzymo-sensible mod&R9 (Figure 110.2% L'introduction de groupement azoture
a permis de fixer des chaines latérales hydroplslesla structure de ce rotaxane par
I'intermédiaire d’'une réaction de cycloaddition P3-4azoture-alcyne catalysée par le cuivre .
Parmis les composés synthétisés, le rotaxa@tieest 50 000 fois plus hydrosoluble que le

composé modelg29.

o)
NH H O
o” o
R= "0 ™0~ e} HO
O/\/ \/\O/ﬁOH N

°N
Ho  OH ) N
R 130

Figure 110 — Structure du rotaxane modeéle 126t du rotaxane hydrosoluble 130

202Fernandes, A.; Viterisi, A.; Aucagne, V.; Leigh, D. ;APapot, SChem. Commur2012 48, 2083-2085.
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1.4 Présentation du projet

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommesss#8 a la vectorisation du
paclitaxel, dont les dérivés d'esters et de catiesnaont généralement instables dans le
plasma. A titre d'exemple, les prodroguedl et 132 comportent une unité paclitaxel dont
I'alcool en position 2' a été dérivatisé sous fodaster Figure 111). Incubés dans du plasma
humain ou bovin, ces composeés présentent des téengsmi-vie respectifs de 4 heures et 80

minutes, incompatibles avec leur utilisatiopvivo.?®

Figure 111 — Structure des prodrogues du paclitaxel3let 132

Afin d'augmenter la stabilité des esters du padadit dans I'organisme, nous proposons
I'étude du rotaxane comportant un macrocycle enzyemsible 133 et permettant de
véhiculer deux molécules de paclitaxdrigure 112. Comme nous l'avons évoqué
précédemment, le déplacement du macrocycle ledanfy devrait permettre de protéger les
fonctions esters sensibles de l'action des estgi@iasmatiques. L’activation enzymatique du
vecteur conduira a la formation d’'un phénolate subira une élimination 1,6 suivie d’'une
décarboxylation pour former I'anilin€34. Une nouvelle réaction d'élimination 1,6 ou 1,4 et
une décarboxylation entrainera I'ouverture du meyxte et la libération du fragment linéaire
136. Les agents anticancéreux pourront étre régéagrés hydrolyse des fonctions esters par
les estérases du microenvironnement tumoral ou aeieare intracellulaire apres diffusion

passive du filL36 a travers la membrane cellulaire.

203 (a)Damen, E. W. P.; Wiegerinck, P. H. G.; Braamer 3perling, D.; de Vos, D.; Scheeren, H. Bioorg.
Med. Chem200Q 8, 427-432.(b) Zakharian, T. Y. ; Seryshev, A.; Sitharaman, Bilpert, B. E.; Knight, V.;
Wilson, L. J.J. Am. Chem. So2005 127, 12508-12509.
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Figure 112 — Structure et décomposition du rotaxanenzymo-sensible 133

Lors de ces travaux, deux vecteurs du paclitd83a et 133b possédant des fils
composés respectivement de 14 et 17 chainons énsyéthétisés. Il sera alors possible
d'évaluer l'influence de groupements extrémemenbrabrant tel que le paclitaxel sur la

réaction de rotaxanation.
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Des travaux préliminaires réalisés par Romain Bara de son stage de Master 2 ont
montré le potentiel de cette nouvelle approchertirphu rotaxane modél#38 (Figure 113).
Ce composé comporte un fil entouré d'un macrocgolet le mécanisme d'ouverture est
similaire a celui du rotaxarnk33 Le clivage du carbamate d'allyle du compb38 mené en
présence de Pd(PPhet d'aniline dans le dichlorométhane, conduitrde¥meédiairel39 en
moins de 30 minutes. L'aniling39 subit alors une réaction d'élimination 1,6 (ou)1,4
conduisant a l'ouverture du macrocycle et a laditién quantitative du fill40 en moins de

24 heures.

\Y / \Y /

N N
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:N / A d:'\! A\
_om\l/\/N\?\/o— _OH\NN\/N\’;//\/O_
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0™ aniline 5 éq. C - O/&O
DCM, TA, 30 min.
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(< 24h)
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) O oy
AN H2N N _—

R — + o)

Figure 113 — Structure et décomposition du rotaxang&38

2.Synthese du vecteur 133

2.1 Stratégie de synthese

La stratégie retenue pour la synthese des vecti@B8somporte deux étapes-clés

décritesFigure 114 La premiere étape-clé consiste en I'assemblagé dies rotaxanek33
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selon la méthode de reconnaissance active panedl) a partir des azoturd$9aet 169h,
de l'alcynel68 et du macrocycle auto-immolablé3 Tout comme pour la moléculely, le
composéle3 posseéde un motif 2,6-pyridinediméthanol permett@datchelater un cation
cuivre (1) dans la cavité du macrocycle.

< 24 )
N nOnpaclitaxel

NH HN
o=g o«

HN HN P P

O_(‘g O—g + NSA/H\)J\ i+.[paclitaxel
n
rotaxanation 169an=1

OW OW 169bn=4
(0] 0 o
o on w 2! i
HO NO, HO NO, * o paclitaxel
o} o}
HO 0 1338 n=1 HO 0 163 168
oH an= oH 165
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déprotection
macrocyclisation
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© N02 N
o0.__0O _
IR :
NO,
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OAc
AcO o NO,
AcO o 160 NH, 151 NH,

OAc

Figure 114 — Stratégie de synthése pour le vectedu paclitaxel 133

La deuxieme étape-clé est la formation du mactecg63 a partir du composé
diactivé 160 et de la dianilinel51, selon une nouvelle stratégie développée a phetiétude
du vecteur glucuronylé hétérodiméric®@ (Figure 26).%* Dans le cadre de ces travaux, notre
équipe a montré que les deux carbonates mixtesmpasél4d?2 ne présentent pas la méme
réactivité vis-a-vis de la substitution nucléoplulepara-nitrophénol par une fonction aniline
(Figure 115. En effet, cette réaction, réalisée en présenceffigahtes anilines et de HOBt

a température ambiante, conduit exclusivement enposé mono-substituél3a

155



Chapitre 4 : Etude d'un systéme moléculaire ente&la
concu pour la vectorisation d'alcools et d'acidasboxyliques

2 R\\ NH2
Op° - O p°
NH 0 O _NH o
T, e T

O NO, 5h, TA \ 0 NO,
\_ A 0

NO, céw NO,

0
All o AllocO o}
A(I)I%CO 142 AllocO 143a
OAlloc OAlloc

Figure 115 — Synthése du glucuronide 143a

La régiosélectivité de cette réaction pourraie &xpliquée par un encombrement
stérique plus important autour du carbonate entipasiortho, rendant I'approche du
nucléophile plus difficile que dans le cas du cadie en positiorpara. Une seconde
explication pourrait étre apportée avec la posginésence d’'une liaison hydrogéne entre le
proton du carbamate et I'oxygene du carbonatertho (Figure 116). Celle-ci pourrait alors

stabiliser un conformére de géométrie non favorpble I'attaque nucléophile de I'aniline.

OAlloc

Figure 116 — Possible stabilisation du carbonate esrtho par une liaison hydrogéne intramoléculaire

Cependant, I'introduction de deux anilines suibig-carbonatel42 est possible en
chauffant Iégérement le milieu réactionnel a umeperature de 50°G={gure 117). Dans ces

conditions le composé dimériqad3b est obtenu avec de trés bons rendements.

0.0
o, C
© NO, \\ NH;
0._0 I
O_NH O HOBt, DMF O._NH g
b O 18h, 50°C T \O
0 0
| WS | M

cég/ i éw -
AllocO O 0 AllocO O 0O
AllocO 142 AllocO 143b

OAlloc OAlloc

Figure 117 — Préparation du composé 143b
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Nous avons donc envisagé de préparer le macropyaiégéel62 selon une procédure
en deux étapes one pdtidure 118. La bis-anilinel51 sera tout d'abord introduite de
maniére régiosélective sur le carbonate en posit@ra du composd.60 dans les conditions
décrites pour la synthese du compd8a La fermeture du macrocycle sera ensuite realisée
a partir de l'intermédiair&61 dans des conditions de grande dilution a 30°C fexoriser

I'attaque nucléophile intramoléculaire de la seecamiline sur le carbonate en positartho.

substitution nucléophile
régiosélective

2 0} 6}
OAc +
AcO o NO,
Ao ° NH NH
OAc 160 2181 2

Figure 118 — Stratégie de synthése du macrocycle3l6

2.2 Synthése du macrocycle 163

2.2.1 Préparation de la dianiline 151

Nous avons tout d’abord tenté de préparer la kiteil51 en deux étapes a partir de la
2,6-pyridinediméthanol commerciald4 (Figure 119. Cependant, la réaction de substitution
nucléophile entre le compodél4 et le bromure de 4-nitrobenzylel5 dans des conditions
classiques a toujours conduit a des bruts compleeesious permettant pas d'isoler le

composél48 Une étude complémentaire a montré que le comp#§én présence de NaH,
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se décompose rapidement pour donner un précipitéejaif apres neutralisation du milieu
réactionnel. Ce composé n'a pas pu étre caractéaisd est totalement insoluble dans les
solvants usuels et dans I'eau.

X

/

Br |

AN / réduction des

P O2 fonctlons nitro

| N 0] 0]
OH OH NaH DMF
144 0°C
NH, NH,
148 151

Figure 119 — Premiére stratégie de synthese de ladiline 151

Une seconde stratégie de synthése du comp#B@ ensuite été envisagdeiqure
120). La 2,6-pyridinediméthandl44 a tout d’abord été traitée par du chlorure deléodgns
un meélange dichlorométhane/eau en présence de Xyglirade potassium pour former le
composé di-tosylé46 avec un rendement de 79%La structure dd46 a été confirmée par
RMN *H avec I'apparition de deux doublets & 7,80 et B et d'un singulet & 2,44 ppm

caractéristiques des protons aromatiques et duyfea@lks groupements tosyles.

X
OH |
X X N
P P 147
N TsCl, KOH N 0N L 0 o}
OH OH  CH,Cl,/H,O OTs OTs =
H, DMF
144 8h, TA, 79% 146 Natl,
144 146 0°C
NO, NO,
148

Figure 120 — Deuxiéme stratégie de synthése du coogg 148

Malheuresement, la réaction de substitution nytide entre le composé46 et
I'alcool 4-nitrobenzyliquel47 en présence de NaH dans le DMF a, elle aussi,utibada

formation de nombreux composés parmis lesquelgreosél48n’a pas été isolé.

Les problemes observés dans ces deux dernieenddent provenir de la présence
du groupement nitro sur les compodds et 147. Nous avons donc envisagé de conserver

cette derniere voie de synthése en remplacanbtald-nitrobenzyliquel4? par I'alcool 4-

204 Horvarth, G.; Rusa, C.; Kontos, Z.; Gerencser, Jszthy, P Synthetic Commuri999 29, 3719-3731.
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azidobenzyliquel49 (Figure 121). Ce dernier a été préparé avec un rendement %e 203
partir de I'alcool 4-bromobenzylique selon la métbadécrite par Anderséft L'échange
brome-azoture a été confirmé par RM#l avec 'observation du déplacement du doublet des
protons aromatiques eortho du brome. L’introduction de l'alcool benzyliquel9 sur la
pyridine di-tosyléel46 par une réaction de substitution nucléophile &sgmce de NaH dans

le DMF a, cette fois-ci, conduit a la formation diazoturel50 avec un excellent rendement
de 96%.

S
OH  ascorbate de sodium (0,05 éq.), oH | N | =
N,N'-diméthyl-éthyldiamine (0,15 éq.), OTs oTs ' /
Cul (0,1 éq.), NaNj (2 éq.) 146

EtOH/H,0 7/3, NaH, DMF,
Br reflux, 1h30, 93% Ny TA. 45 min. 96%
149

Figure 121 — Synthése du diazoture 150

La prochaine étape repose sur la réduction destiéms azotures du compogé0
pour former la dianilinedl51 Les premiers essais réalisés avec du LiAH°C dans le THF

ont permis d’obtenir le compogd&1 avec un rendement de 68%idqure 122).

/
/

N
o) o) LiAlH, THF 0 0
2h, 0°C, 68%
N, 150 N, NH, 181 Nh,
LiAIH,, THF
B S
N lu/
(O”""nﬁn+“‘o O O . LiAIH,, THF
- g
NH NH,
153 154
(NHz NH2 NH2

Figure 122 — Synthése de la dianiline 151

205Andersen, J.; Madsen, U.; Bjorkling, F.; Liang,S§¢nlett2005 14, 2209-2213.
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Cependant cette réaction est peu reproductiblelestnaniére surprenante, seule la
méthylanilinel54 a été isolée, aprés hydrolyse et extraction diemitactionnel, lorsque des
guantités del50 supérieures a un gramme ont été soumises a ce#ions. En effet, la
chelation d’un cation métallique (LiAI**) au motif pyridine et aux atomes d’oxygénes de
150 pourrait favoriser la réaction d’élimination 1,6 Balcool benzylique aprés réduction de
l'azoture en aniline. La méthyléne azaquind&8 ainsi obtenue serait alors réduite par
LiAIH 4 pour donner la méthylanilinks4.

L’emploi d’hydrures métalliques n’étant pas adaga@s ce cas, différentes méthodes
de réduction ont été testées pour préparer faciledes quantités de compadsgl de I'ordre
de plusieurs grammes. A titre d'exemple, la réactie Staudinger en présence de
triphénylphosphine a permis la réduction rapidefdastions azotures du compokg0 mais
conduit a un meélange dd51 et doxyde de triphénylphosphine inséparables par

chromatographie sur gel de silice.

La méthode la plus efficace s’est avérée étreskitibn de 1,3-propanedithiol et de
triéthylamine dans un mélange THF/MeOFigure 123.%°° Dans ces conditions, la dianiline
151 a pu facilement étre obtenue avec un bon rendedseii8%. La structure de ce composé
a été confirmée par RMRH avec I'apparition d’un singulet large d'intégmati4H & 5,07

ppm caractéristique des protons de I'aniline.

/
/

\
\

P4
z

o o} 1,3-propanedithiol, Et;N 0 o}
THF/MeOH 1/1
14h, TA, 78%
N3 150 N3 NH, 151 NH,

Figure 123 — Synthése de la dianiline 151

2.2.2 Synthése du composé diactivé 160

Le composél60 a été préparé en cing étapes selon une méthoddodpee au

laboratoire Figure 124).%° Tout d’abord, la réaction de glycosylation entreglactoside

206Bayley, H.; Standring, D. N.; Knowles, J. Retrahedron Lett1978 19, 3633-3634.
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bromé87 et le phénol0 en présence de carbonate d’argent permet d’oldtefikglycoside
155 avec un tres bon rendement de 89%. L’aldéHygteest ensuite réduit par NaBkour
former I'alcool benzyliquel56 avec un bon rendement de 84%. Ce dernier estéagotv le
chloroformiate depara-nitrophénol en présence de pyridine dans le dioni@thane. Apres
30 minutes de réaction a température ambiantearlieonate mixtel57 est isolé avec un
rendement de 86%. La formation du carbonatpate-nitrophénol est confirmée par analyse
RMN 1H avec la présence de deux doublets a 8,7936tppm caractéristiques des protons
situés respectivement emétaet enortho de la fonction N@

CHO

W HO CHO OH
Ao Phe NO,
o) 40 NaBH,, THF
AcO AcO OAc . > OA
A Ag,COs, CH5CN, c NO, 30 min, 0°C, 84% p.q OAC NO,
87 °F  4h,TA,89% Ao s 0 o
Y AcO 156

OAc
o NO; | pyridine, CH,Cl,
Py Q 30 min, TA, 86%
O

Cl
Wéu T
© N02
ACO OAc NO,
(o]

HOBt, DMF
18h, 50°C, 91%

C 13 OAc

N02
pyridine, CH,Cl, o /©/
1h, TA, 89% CI)J\O

Figure 124 — Synthése du bis-carbonate activé 160

L’aniline 158 dont la synthése a été décrite par Warnecke atzRY est ensuite
additionnée chimiosélectivement sur le carbonateterii57 en présence de HOBt dans le
DMF a 50°C. Cette réaction permet d’isoler le carage159 avec un excellent rendement de

91%. Enfin, les alcools benzyliques @B9 sont activés en présence de chloroformiate de

207Warnecke, A. ; Kratz, R1. Org. Chem2008 73, 1546-1552.
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para-nitrophénol et de pyridine pour conduire au congd®0 avec rendement de 89%. La
formation de deux fonctions carbonates est confrpg RMN'C avec I'apparition de deux
sighaux caractéristiques a 155,5 et 155,2 ppm.

2.2.3 Reéaction de macrocylisation

Comme nous l'avons évoqué précédemment, nous axpisité la différence de
réactivité des carbonates du comp@$@ pour la préparation du macrocycdé3 (Figure
125).

A
»
N
(0] (0]
HoN
O.__PNP NH, NH, O.__PNP Q
H hig 151 (2,5 éq.) H hig
O.__N O O__N (0] (0]
hig HOBt (1 éq.), hig H
o] OTPNP DMF.5h, TA o] OTN >
OAc o) OAc 161 o) fe) . |

AcO NO, AcO NO, —
O o . o)
AcO 160 (1 €q.) AcO =
OAc OAc \
e . O N
dilution par du DMF d
O

(1 mmol.L")

96h, 30°C N
o«
O

Figure 125 — Stratégie de macrocyclisation en detapes one-pot

Une premiere substitution nucléophile entre ledaibonatel60 et la dianilinel51
(2,5 équivalents) en présence de HOBt dans le Dbtelwit majoritairement au composé
mono-substitud.61 apres 5 heures d’agitation a température ambiéstenilieu réactionnel
est alors dilué par du DMF (concentration finalemmol.L?) et chauffé a 30°C pendant 96

heures afin de favoriser la substitution nucléaplitramoléculaire du carbonate ertho
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conduisant a la fermeture du macrocycle. Cette iglenétape conduit & un mélange de

macrocycle protég€62 et de dianilinel51 inséparables par chromatographie sur gel de silice
Le mélange des compos#S] et 162 est directement traité par du méthanolate de

sodium afin de cliver les groupements acétatesgeaint le motif galactosid€igure 126).

Le macrocycle déprotédd3 a été isolé avec un rendement de 28 % sur depg%ta

NH
o«
o)
HN HN
o~ MeONa, DCM/MeOH 1/2 o~
0 1h15, 0°C, 28% (sur deux étapes) o

NH
O\[( O\[(NH
0 o}
OAc OH

AcO g NO, HO NO

(0] o o) 2
AcO 162 HO (o] 16

OAc —= OH —_—

Figure 126 — Déprotection du galactoside 162

2.3 Préparation des esters de taxol 168.69aet 169b

Afin de préparer les esters de tagéPaet 169b deux chaines latéralé$7aet 167b
présentant une fonction azoture et un acide catlomey ont tout d’abord été synthétisées
(Figure 127). Le composé.67acomportant quatre groupements £Heté obtenu a partir de
164 apres échange brome-azoture puis saponificatiofesier d’éthyle. La chaine latérale
167b a, quant a elle, était préparée par substitutioci@ophile de I'atome de brome du
composé commercidlb6 en présence de Ngans le DMF avec un rendement de 88%.

NaNs, DMF NaOH, EtOH/H,0
COOEt %3 7V COOEt i 2 COOH
Br T 14h, 80°C ~ N&~ > reflux, 14h, 96%  Ni~ > >~
164 165 167a
99%
' 16 48, 60°C 1 o oo

88%

Figure 127 — synthése des chaines latérales 1&fd67b
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Les chaines latérale$67g3 167b et I'acide hexynoique ont ensuite été couplée
régiosélectivement a I'alcool en position 2’ engaméce de DCC et de DMAP dans le THF
(Figure 128. Les esters de paclitax@b8 169a et 169b ont ainsi été isolés avec des

rendements compris entre 67 et 84%.

acide hexynoique ou
167a ou 167b
DCC, DMAP, THF

16h, TA

168 Rdt = 78%
169a Rdt = 84%
169b Rdt = 67%

Figure 128 — Préparation des esters de paclitaxe68 169aet 169b

2.4 Réaction de rotaxanation par reconnaissance activpar le
cuivre (1)

Les vecteurs du paclitaxel33a et 133b ont été préparés selon la stratégie de
reconnaissance active par un métal développéeepBrdfesseur Leigh® Cette étape de
rotaxanation a éte réalisée a partir du macrocy8Ben présence d'une quantité équimolaire
de Cu(MeCN)PF; et d'un exceés des esters de paclitdgélet 169a-b(5 équivalents) dans un
mélange DCM/MeOH 8/2Hjgure 129.

(0] —
NsA/WJ\OZI', . paclitaxel OFQ paclitaxelz o /_Q
L o
d o \ﬂ/\/\ o

n
169an=1(5¢q.) \
° N= ’NW

169b n =4 (5 éq.) . N N o paclitaxel
\ 0 O=( :(NH
wo.%.paclitaxel O HN © o)
‘ 0 HN
168 5 ¢q.) é?J S o
Cu(MeCN),PF, (1 éq.) 0

o NH DCM/MeOH 8/2
b 40h, TA, 07(
(0]

133an=1;Rdt=26%

HO NO, Ho OH 133bn=4; Rdt=34%
o] NO.

Hog/o

Figure 129 — Réaction de rotaxanation par « Activ®letal Template »
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Le suivi de cette réaction a été effectué par HPEIGure 130. Dans ces conditions,
la formation rapide du rotaxad@3aet du triazole non entrelad86 a été observée. Apres 29
heures d'agitation, plus aucun avancement de tioéan'a été constaté. Ceci pourrait étre
expligué par l'oxydation des cations *Cdans le milieu réactionnel conduisant a l'espéce
inactive C3*. Des résultats similaires ont été obtenus lorlqeéparation du vected3h.
Aprées 40 heures de réaction, les rotaxd@3a et 133bont été isolés sous la forme de deux

diastéréoisoméres avec des rendements respecttiet 34%.

i_s 2 Kelles s Jhu_,\_ t=2h30

oo 5.0 10.0 15.0 200 27.0

Figure 130 — Suivi par HPLC de la réaction de rotaanation conduisant au vecteur 133a

Dans ces conditions, la faible vitesse de la réaatie cycloaddition peut étre liée a
'encombrement important des motifs paclitaxels.dhes, I'oxydation du cuivre (1) en cuivre
(I1) dans le milieu réactionnel pourrait empécleerdaction de se poursuivre. Cette hypothese
doit cependant étre confirmée par de nouveauxsessalisés en tube scellé sous atmosphére

d’argon.
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3.Tests d'hydrolyse enzymatique

3.1 Hydrolyse enzymatique du macrocycle 163

L'hydrolyse enzymatique du compos€3 a tout d'abord été réalisée afin de vérifier
gue l'activation par Ig-galactosidase conduit a I'ouverture du macrocyates des conditions
de température et de pH physiologiquEgyre 131). Le suivi par HPLC de cette réaction
indique I'hydrolyse partielle du macrocydé3 conduisant au phénolate intermédigiip.
Cependant plus aucune évolution de la compositionmdieu réactionnel n'a été observé

apres 15 minutes d'incubation.

Q- 7
T 5ot

O\[(NH
‘ ' o}
t=15min +B-gal

HO NO,

B-galactosidase -
X l O/_Q
t= 60 min +B-gal d 0

A_,J\J___/LL_A‘WJLMW_JL NH

OH NH
0
t= 180 min +B-gal Y
i ,\—A_MLJ\*A_J 0

[ T I T I 1 | ] I 1

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 NO,
o0 120

Figure 131 — hydrolyse enzymatique du macrocycle 36(Conditions opératoires :_ 163 0,05 mg/mL ;-
galactosidase. Coli) : 12,5 U/mL ; tampon phospate 0,02 M (pH = 7,0) $0% DMSO ; 37°C)

Bien que le macrocycl&63 soit substrat de I8-galactosidase, I'arrét soudain de la
réaction enzymatique pourrait étre expliqué parésence d'un volume important de DMSO

(10% volumique) pouvant dénaturer rapidement I'emzy En outre, l'aniline90 se
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décompose extrémement lentement en raison delde Fgidrosolubilité dans le milieu. Tout
comme dans le cas du vecteur de la cyclopameun nouveau macrocycle galactosylé
auto-immolable plus hydrosoluble devra donc étrencoo pour que sa vitesse de

décomposition soit compatible avec son utilisatierivo.

3.2 Hydrolyse enzymatique des rotaxanes 133& 133b

Cette expérience a ensuite été répétée avectrsaanes galactosylés33aet 133h.
Dans ces conditions, ces deux composés ne se asnmh@ntrés substrats pour 'enzyme et
restent parfaitement stables. Aucune trace de§3ibmet 136b n’a été observée et ce malgré
plusieurs heures d’incubation. Plusieurs facteuwrsrqaient expliquer ce résultat décevant.
Tout d’abord, la faible hydrosolubilité des rotagari33a et 133b entraine l'utilisation de
DMSO pouvant dénaturer [xgalactosidase. De plus, 'encombrement stériquegepar la

présence des motifs paclitaxel pourrait diminuagcdessibilité de la gachette pour I'enzyme.

4.Conclusion

Le but de cette étude était de préparer et d’évalan nouveau systeme moléculaire
entrelacé congu pour prolonger la durée de vienptigue d'esters de paclitaxel , puis de
libérer de maniére sélective ces espéces danstatamorale dans le cadre d’'une stratégie
ADEPT. Dans ce cadre, deux rotaxari&3a et 133b ont été étudiés. Ces vecteurs sont
constitués d’'un macrocycle auto-immolable entoutemfil dont les extrémités sont reliées a
deux molécules de paclitaxel par des fonctiong®ske déplacement du macrocycle le long
du fil permettra de protéger ces fonctions estersl’action des estérases plasmatiques.
L’activation du macrocycle par [Brgalactosidase, devait conduire a I'ouverture dderaier

puis a la libération sélective du fil reliant lemsust molécules anticancéreuses.

La synthése des composE33aet 133b a été réalisée selon une stratégie linéaire en
huit étapes a partir du galactoside br@idévec des rendements globaux respectifs de 3,8 et
5%. Malheureusement, les tests d’hydrolyse enzymeatidu macrocyclel63 mené en
présence d@-galactosidase ont montré que, dans des condipibysiologiques, I'activation

enzymatique de la gachette ne conduit pas a I'tureedu macrocycle. Il en a été de méme

167



Chapitre 4 : Etude d'un systéme moléculaire ente&la
concu pour la vectorisation d'alcools et d'acidasboxyliques

avec I'hydrolyse enzymatique des rotaxah83aet 133b puisque la libération du fil36 n’a
pas été observée dans ces conditions. Ces tral@bdonc pas permis de montrer la validité
de cette nouvelle approche. La synthese de rotaxaeedus plus hydrosolubles par

l'introduction de groupements PEG est actuellenadiétude au laboratoire.
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Malgré les progres réalisés au cours des derna@neses en matiére de traitement, de
détection et de prévention, le cancer est un pnoblde santé publique majeur en raison du
nombre de cas et du nombre de décés qu'il provobague année. Actuellement, plusieurs
types de thérapies sont couramment utilisés pombatire le cancer parmis lesquelles la
chirurgie ou la chimiothérapie. Bien que cette demnreste la méthode de choix pour le
traitement d’un grand nombre de tumeurs, le mamgusélectivité des agents anticancéreux
utilisés dans ce cadre représente encore a celjoprobléeme majeur. En effet, ce traitement
provoque généralement de séveres effets secondaises la destruction des tissus sains. Par
conséquent, le développement de nouvelles stratégiecues pour détruire sélectivement les
tumeurs sans affecter les organes sains reprégani@érét majeur dans la lutte contre le
cancer. Parmi les différents concepts étudiés|iation de vecteurs capables de reconnaitre
et d’'intéragir avec des spécificités propres aulmdur constitue I'un des aspects les plus

prometteurs du ciblage thérapeutique.

Dans ce cadre, l'utilisation de vecteurs glucuréaylreprésente une stratégie
particulierement intéressante ayant conduit a dssltats chez I'animal tres encourageants.
Notre équipe de recherche est impliquée depuisieuitss années dans la conception de
nouveaux vecteurs glucuronylés. L'un des objedtiés ces travaux est de vectoriser de
nouveaux agents anticancéreux par ce biais. Aursinouveau vecteur glucurony8d de
l'auristatine monomeéthyle E (MMAE) a été développa.MMAE est un agent cytotoxique
extrémement puissant appartenant a la famille déssthtines. Une évaluation préliminaire
de l'efficacité thérapeutique du vected# a été réalisée sur des xénogreffes de tumeur LLC
implantées chez la souris. Durant cette étude ét€amontré que ce composé présentait une
efficacité thérapeutigue comparable a celle de HMR6 a une dose 238 fois plus faible que
celle administrée lors de l'utilisation du vectglucuronylé de la doxorubicine. Le nouveau
vecteur de la cyclopaming&Z, un inhibiteur de la voie de signalisation hedgghotif contre
le glioblastome, a lui aussi été synthétisé. Ladtiction d’'une chaine latérale hydrophile de
type PEG glycosylé sur ce composé a permis d’auggnetiun facteur 14 la vitesse de
libération de l'agent actif en comparaison avecvéeteur de premiere génératicib.
L’évaluationin-vitro du potentiel thérapeutique du vectdura été realisée sur des cellules
souches initiatrices du glioblastome. Incubé sdéel,vecteur ne possede pas d'activité
cytotoxique au plus fortes doses testées, aloenqueésence dé-glucuronidase, I'activité de

47 est comparable a celle de la cyclopamine.
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Malgré le potentiel prometteur des vecteurs glucyls, le faible temps de demi-vie
plasmatique de ces composés et lactivité réduie ld B-glucuronidase dans le
microenvironnement tumoral limitent le développeméea cette approche. Pour pallier ces
problémes, nous avons congus le vecteur glucuratg/léa doxorubicingg8b. Ce composé
comporte un motif maléimide lui permettant de sepber in-vivo a la cystéine 34 de
albumine plasmatique. Le vecteur macromolécul&@®eainsi formé ne sera pas éliminé
rapidement par les reins et possédera un tempsrdeuie plasmatique supérieur a celui de
son homolgue non conjugué HMR 1826. De plus lantite accrue de cette macromolécule
au niveau de la tumeur par effet EPR permettra aléep la faible activité de Ig3-
glucuronidase dans le microenvironnement tumorakdluationin-vivo du vecteu68b a été
réalisée sur un modeéle de tumeur LLC chez la sd8lsprésente une activité anticancéreuse
supérieure a celle de HMR 1826 a des doses seulemues fois supérieures a la dose
maximale tolérée pour la doxorubicine. De plustilisation de68b a cette dose ne provoque
aucun effet secondaire, alors qu’a efficacité égagst une dose toxique d’'HMR 1826 (> 250

mg/kg) qui aurait du étre administrée.

Le ciblage de récepteurs ou d'anticorps surexmiméla surface des cellules
cancéreuses a lui aussi conduit a de tres bondtatdsiors de I'évalaution de plusieurs
composés chez I'homme. Dans ce cadre, nous avomslogpé un nouveau vecteur
galactosylé de la MMAREBS ciblant les récepteurs de l'acide folique surexg@s dans
différents types de tumeurs. Une étudevitro a montré que le vecteu85 était
particulierement efficace sur les cellules KB (FR¥gc une valeur d'igde 240 pM, faisant
de lui le conjugué de l'acide folique le plus pardgsconcu a ce jour. De plus, une toxicité
nettement moins importante a été observée surlages A549 (FR- ; I : 195 nM). Lors
de cette étude, nous avons aussi mis en évidered'aptivation du vecteuB5 par laf3-
galactosydase lysosomale est particulierementaetic De plus, ce phénomene permet la
libération d’'une grande quantité d’agent actif, yemt quitter la cellule et exercer son action
cytotoxigue sur les cellules cancéreuses avoisesarEnfin, le compos85 présente une
excellente activité anticancéreuse sur des xénegrefe tumeurs KB implantées chez la

souris nude sans provoquer d'effets secondaires.

Le dernier chapitre de cette these présentaitréesaux réalisés dans le cadre de la

conception d’'un nouveau systeme moléculaire emitetiedié a la vectorisation de drogues
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présentant uniguement des fonctions alcools eeaamdrboxyliques. Nous avons étudié les
deux rotaxanes galactosylés auto-immolabh®$aet 134bvéhiculant des esters de paclitaxel.

La présence du macrocycle assure la protectiorfahesions esters sensibles a I'action des
estérases plasmatiques, alors qu’en présen@egadactosidase, I'ouverture du macrocycle

permettra la libération sélective des esters détaael dans le microenvironnement tumoral.

Malheureusement, les premiers tests d’hydrolysgreatique réalisés sur ces composés n’ont
pas été concluants et nous n’avons pas, pour leemipméussi a montrer la validitié de cette

nouvelle approche.

Ces travaux ont permis d’élargir le panel deseaugst existant en ciblant différentes
spécificités tumorales et en vectorisant des ageyttstoxiques possédant différents modes
d’actions. En outre, il a été montré qu’a partinree méme unité centrale, il été possible de
moduler aisément les différents éléments du systiemeblage tels que la drogue (MMAE,
cyclopamine, doxorubicine), la gachette (galacwmsidlucuronide) et la chaine latérale
(chaine hydrosoluble, ancre pour macromoléculeggnt de ciblage) Figure 132. A
'avenir, il pourra étre possible d’assembler @émande des systemes moléculaires adaptés
au ciblage d’'une pathologie donnée.

cycloaddition
[3+2]
CHAINE OH
LATERALE Z
(chaine hydrosoluble, ligand de ciblage,
ancre moléculaire)
NO,
OH 51

glycosylation

GACHETTE

(galactoside, glucuronide)

Figure 132 — Modularité de 'unité centrale 51

A terme, l'association de ces différents vecteursaurs d'un méme traitement pourra
étre envisagée. La composition de cette polychimdi@ipie ciblée pourra sera adaptée en
fonction des caractéristiques tumorales rencontriégsourrait en découler des traitements
plus efficaces et mieux supportés par les patigmtst bénéfice du mode d'action spécifique

de chaque vecteur utilisé.
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1.Géneralités
1.1 Reéactifs chimiques et solvants

L'ensemble des réactifs provient de chez Sigmaigkd(Saint Quentin Fallavier,
France), Fluka (division de Sigma-Aldrich, Sainte@tin Fallavier, France), Acros Organics
(Halluin, France), Alfa-Aesar (Schitigheim, Franasf) ont été utilisés sans traitement ni

purification spécifique.

Les solvants anhydres, achetés chez Sigma-AldtidAuka, sont stockés sur tamis
moléculaire et sous atmosphere d'azote. Le THHragthement distillé sur sodium, en

présence de benzophénone, sous atmosphére d'azote.

1.2 Suivi des réactions et purification

L'avancement des réactions et la pureté des psoduit été controlés par
chromatographie sur couche mince de silice (CCM)odée sur une plaque d'aluminium
(plagues commerciales Merck Kieselgel 684Epaisseur de silice 0,2 mm). Les plaques
CCM ont été révélées : par fluorescence dansawitlet a 254 nm, par pulvérisation d'une
solution d'acide phosphomolybdique dans I'éthanblies de chauffage ou par pulvérisation

d'une solution agueuse de KMpgdiivie de chauffage

La séparation des produits a été effectuée pamwtographie flash sur colonne de
gel de silice (MACHEREY-NAGEL 60 (15-4@qm) ou sur plaques préparatives de silice

(plaques préparées au laboratoire avec le gelide Blerck Kieselgel 60 f,).

1.3 Analyse des composés synthétisés

Les spectres de résonnance magnétique nucléaitid)Ru proton tH) et du carbone
(*°C) ont été enregistrés sur un spectrométre BRUKERANANCE 1l Plus & 400 et 100
MHz respectivement. Les déplacements chimiquescalifitrés en prenant le pic résiduel du
solvant deutéré (CDgl DMSOd6, CD;OD) comme référence. L'attribution des
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déplacements chimiques des protons et des carlzoéés effectuée a l'aide de séquences
mono et bi-dimensionnelles (DEPT 135, COSY H-H, HE)QLes abréviations suivantes ont

été utilisées pour décrire les signaux observés :

s : singulet | : large

d : doublet m : massif

t: triplet dd : doublet dédoublé
g : quadruplet td : triplet dédoublé

Les points de fusion (Pf) ont été déterminés aweappareil BUCHI Melting Point B-
545. Les pouvoirs rotatoiresa]p?® ont été mesurés avec un polarimétre SCHMIDT

Polartronic HH8 a 20°C.

Les spectres de masse basse résolution (SM)@nealisés en infusion directe sur un
détecteur de masse WATERS 3100. Les spectres deerhaste résolution (SMHR) ont été
réalisés par le Centre Régional de Mesures Physided'Ouest (CRMPO) de I'Université de
Rennes sur des spectrométres de masse hauteid@sWUATERS MicrO-Tof-Q et Q-Tof 2.

1.4 Analyse et purification par HPLC

Le suivi de réaction et I'analyse de certains cusgp ont été réalisés sur un appareil
HPLC DIONEX Ultimate 3000 équipé d'un détecteur glyadruple longueurs d'onde et d'une
colonne DIONEX Acclain® 120 (C18, fm, 120 A) dans un compartiment thermostaté a
30°C. Les chromatogrammes sont enregistrés a 2284etm. L'intégration est assurée par le
logiciel Chromeleon version 6.80 SP1 Build 2238s l&uants sont composés de AQH+
TFA 0,2%), B (HO + acide formique 0,2%) et C (GEIN). Les méthodes utilisées sont les

suivantes :

- MéthodeA : Gradient isocratique A/C 60/40
Débit : 1 mL/min

- MéthodeB : Gradient linéaire A/C 80/20 a 0/100 en 30 rtesu
Débit : 1 mL/min
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- MéthodeC : Gradient linéaire B/C 80/20 a 0/100 en 30 rteésu
Débit : 1 mL/min.

- MéthodeD : Gradient isocratique A/C 70/30 pendant 8 minutes pinéaire jusqu'a A/C
30/70 en 12 minutes
Débit : 1 mL/min

La purification de certains composeés a été efescpar HPLC semi-préparative sur un
appareil VWR LaPrep équipé d’'un détecteur UV LaPP&14 et d’'un systeme de pompe
LaPrep P110. Les éluants sont composés @A), B (H,O + TFA 0,05%), C (kO + TFA
0,02%) et D (CHCN). Les méthodes utilisées sont les suivantes :

- Méthodel : Colonne ACE 8 C18 100x10 mm
Gradient linéaire A/D 80/20 a 20/80 en 25 minutes
Débit : 4 mL/min

- Méthode2 : Colonne Merck Hib&t125-25 Purosph&STAR RP-18e 5 pm
Gradient linéaire A/D 80/20 a 20/80 en 15 minutes
Débit : 30 mL/min

- Méthode3: Colonne ACE 8 C18 100x10 mm
Gradient linéaire C/D 80/20 a 0/10@8minutes
Débit : 4 mL/min

- Méthode4 : Colonne Merck Hib&t125-25 Purosph&STAR RP-18e 5 pm
Gradient linéaire B/D 90/10 a 70/301€mminutes puis 10/90 en 16 minutes
Débit : 30 mL/min

- Méthode5 : Colonne Waters SunFif& Prep C18 OBD" 19x50 mm 5 pm

Gradient linéaire A/D 80/20 v/v a 0/1€&0 25 minutes
Débit : 25 mL/min
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2.Hydrolyses enzymatiques

Hydrolyse enzymatique du vecteur glucuronylé ddN&AE 34

Le vecteur34 a été incubé a 37°C dans du tampon phosphateMQ,@H = 7) a une
concentration de 0,1 mg/mL. 133 U/mL dBglucuronidase Kscherichia Coli Sigma
Aldrich; réf. G8162) ont été additionnées et la composifiomélange a été suivie par HPLC
(MéthodeA).

MéthodeA 33 24 MMAE
temps de rétention (mir 20,66 5,12 6,02

Hydrolyse enzymatique du vecteur glucuronylé dsytdopaminet?7

Le vecteud? a été incubé a 37°C dans du tampon phosphateMQ,@H = 7) a une
concentration de umol/L. 133 U/mL deB-glucuronidaseEscherichia Coli Sigma Aldrich;
réf. G8162) ont été additionnées et la compositianmélange a été suivie par HPLC-MS
(MéthodeB).

MéthodeB 47 cyclopamine
temps de rétention (min)13,57-13,83 14,30

Hydrolyse enzymatique du vecteur glucuronylé dinkorubicine68b et de HMR 1826

Le vecteu68b et HMR 1826 (0,1 mg/mL) ont été incubés a 37°Cdpen 5h dans du
tampon phosphate (0,02M ; pH = 7) en présenceuftalie plasmatique humaine (HSA ;
15,9 mg/mL; Sigma Aldrich; réf. A3782). 133 U/mL @eglucuronidase Escherichia Coli
Sigma Aldrich;réf. G8162) ont été additionnées et la composiiiwmélange a été suivie par
HPLC (MéthodeC).

MéthodeC HSA 68b HMR-1826 doxorubicine
temps de rétention (min)9,07 13,39-13,79 12,86 8,71
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Hydrolyse enzymatique du vecteur galactosylé déNBAE 85

Le vecteur85 a été incubé a 37°C dans du tampon phosphateMQ,@H = 7) a une
concentration de 0,5 mg/mL. 4,48 U/mL dgalactosidase EHscherichia Coli Sigma
Aldrich; réf. G4155) ont été additionnées et la composifiomélange a été suivie par HPLC
(MéthodeB).

MéthodeB 85 MMAE
temps de rétention (min)12,29 9,94

Hydrolyse enzymatique du vecteur galactosylé dm¥arubicined4a

Le vecteuQ4aa été incubé a 37°C dans du tampon phosphateMQ,p2 = 7) a une
concentration de 0,5 mg/mL. 12,5 U/mL dgalactosidase EHscherichia Coli Sigma
Aldrich; réf. G4155) ont été additionnées et la composifiomélange a été suivie par HPLC
(MéthodeD).

MéthodeD 94a doxorubicine

temps de rétention (min)14,4 11,7

Hydrolyse enzymatique du macrocycle galactosgle

Le macrocyclel63a été incubé a 37°C dans du tampon phosphateMQ,p8l = 7) et
10% de DMSO a une concentration de 0,05 mg/mL. 12/&L de (-galactosidase
(Escherichia Coli Sigma Aldrich;réf. G4155) ont été additionnées et la compositian

mélange a été suivie par HPLC (Méthd)e

MéthodeB 163 170
temps de rétention (min)11,6 16,7
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3.Modes opératoires

Composg Page Composg Page Composg Page
38 183 75 207 114 236
39 184 77a 209 115 237
41 185 77b 211 146 238
42 186 68a 213 149 239
43 187 68b 215 150 240
44 188 87 217 151 241
34 190 88 218 155 242
51 191 89 219 156 243
52 193 90 220 157 244
53 194 91 221 159 245
54 195 93 222 160 246
55 196 85 223 163 248
56 197 94a 225 165 250
57 198 99 227 167a | 251
58 199 100 228 167b 252
59 200 101 229 168 253
60 201 102 230 169a | 254
61 202 105 231 169b 256
62 203 106 232 136 257
63 204 107 233 133a 258
47 205 108 234 133b 259
71 206 113 235
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Préparation du 1,2,3,4-tétxacétylglucopyranuroate de méth@e

MeOOC C15H20011

AcO > 01 OAc
AC% M = 376,31 g.mot
Solide blanc

Rendement = 19%

50 g (284 mmol ; 1 ég.) de D-(+)-glucuronolact@eat mis en suspension dans 285
mL de méthanol. 422 mg (7,81 mmol ; 0,0275 éq.M@®Na sont additionnés et l'agitation
est maintenue 2h a température ambiante. Le solsintivaporé et le brut obtenu est
solubilisé dans 200 mL d'anhydride acétique. Leang® est refroidi a 0°C et une solution de
0,9 mL d'acide perchlorique dans 28 mL d'anhydacétique est additionnée goutte a goutte.
Le mélange est agité 4h a température ambiante ghocké une nuit au réfrigérateur. Le
préecipité formé est collecté par filtration puisdapar 100 mL d'éther diéthylique. 20,07 g

(53,3 mmol ; Rdt = 19%) dé-glucuronide38 sont isolés sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,7 (EP/AcOEt 70/30)

Pf=176°C

[a]p®: +84 (c 1, CHG)

RMN H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 5,77 (d, 1H,J = 8,0 Hz, H) ; 5,30 (m, 3H, K, Hz, H.)

: 4,17 (d, 1H,J = 9,0 Hz, H) ; 3,74 (s, 3H, oomd ; 2,12 (S, 3H, Iduzcod ; 2,09 (s, 3H,
3Hchscoo ; 2,07 (s, 3H, 3bduzcoq ; 2,04 (s, 3H, 3buzcog.

RMN °C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 169,6 - 169,2 - 168,9 - 168,5 (4€aceiad ; 166,7
(Ccoeste) ;91,3 (G) ; 72,9- 71,7 - 70,1 - 68,8 §0C;5, Cs, Gs) ; 52,7 (GoocHd ; 20,5 - 20,3 -
20,2 (4GHaco9-
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Préparation du bromure de (2,3,4@acétylea-D-glucopyranoside) uronate de méthgie

MsOOC,, Ci13H17BrOg
Ao . -
AO” M = 397,17 g.mot
Solide beige

Rendement = 91%

17,9 g (48 mmol ; 1éq.) de glucuronide peracéd@é&ont mis en suspension dans 36
mL de HBr a 33% dans l'acide acétique. Apres 4Qitd@on, le composé de départ est
entierement consommeé. Le milieu réactionnel essalersé dans un mélange eau et glace et
la phase aqueuse obtenue est extraite trois foispaichlorométhane. La phase organique
est alors neutralisée avec une solution saturé¢attCGO;, séchée sur MgSQet évaporée. 3
mL d'éthanol absolu sont additionnés au brut peismélange est stocké une nuit au
réfrigérateur. Le précipité formé est collecté fillration puis lavé par de I'éther de pétrole.
Apres séchage sous vide, 17,4 g (43,8 mmol ; R81%) de glucuronide bromg&9 sont
isolés sous forme d'un solide beige.

Pf =107°C

[a]p®®: +197 (c 1, CHG))

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 6,64 (d, 1H,J = 4,0 Hz, H) ; 5,60 (t, 1H,J = 10,0 Hz,
Ha) ; 5,20 (t, 1HJ = 10,0 Hz, H) ; 4,90 (dd, 1HJ = 10,0 Hz,J = 4,0 Hz, H) ; 4,60 (d, 1H,)
= 10,0 Hz, H) ; 3,77 (s, 3H, 3ldoomd : 2,11 (s, 3H, 3lduzcod ; 2,09 (S, 3H, 3bkzcod ;
2,07 (s, 3H, 3lduscoo-

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 169,9 - 169,2 - 169,1 (G acetad ; 1671 (Go estd) ;
96,5 (G); 72,5-72,0-70,8 - 69,2 §0Cs, C4, Cs) ; 52,8 (Goomd ; 20,5 - 20,4 (3Gh3coq-

184



Partie expérimentale

Préparation du compodgd

O C20H21NOy3
NN M = 483,38 g.mot
Al\gg%o NO, Solide blanc
A0 o A Rendement = 75%

9,6 g de 4-hydroxy-3-nitrobenzaldéhyde (59,5 myribEq.) et 21,5 g de glucuronide
bromé39 (54,1 mmol ; 0,9 éq.) sont mis en solution dansn®0d’acétonitrile anhydre. 29,8
g d'AgCO; (108,2 mmol ; 1,8 éq.) sont ajoutés et I'agitatsh maintenue pendant 4 heures a
I'abri de la lumiére. La solution est alors filtréar Célit& et le solvant est évaporé. Une
purification par flash chromatographie (Eluant /&FDEt 60/40) permet d'isoler 19,5 g (40,4
mmol, Rdt = 75%) d’aldéhydél sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,30 (Eluant : EP/ACOEt 50/50)

Pf=178°C

[a]p®®: +10 (c 1, CHG)

RMN H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 10,05 (s, 1H, CHO) ; 8,30 (d, 18,= 2,0 Hz, H) ;

8,10 (dd,J = 9,0 Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,50 (d, 1H,J = 9,0 Hz, Hy) ; 5,38 (M, 4H, h, Haa,

Has Hag) ; 4,37 (d, 1HJ = 8,0 Hz, Hy) ; 3,72 (s, 3H, 3boocHd ; 2,12 (s, 3H, 3bkscod ;

2,10 (s, 3H, 3idHacod ; 2,08 (s, 3H, 3dhzcoo.

RMN *°C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 188,8 (G0 aidéhyd) ; 169,8 - 169,6 - 169,1 (3G acetard

; 166,7 (Co este} ; 153,0 (Gp) ; 140,8 (Gp) ; 134,4 (Gp) ; 131,2 (Gp) ; 126,6 (Gp) ; 118,6
(Cep) ; 98,6 (Go) ; 72,6 - 70,2 — 68,7 — 68,2 4£Csa Caa Csa) ; 53,0 (GoocHd ; 20,6 - 20,5 -
20,4 (3CGHs3co9-
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Préparation du compoge

b OH C20H23N O3
NN M = 485,40 g.mot
AMeOOC . O‘“’ NO, Solide blanc
%g%o Rendement = quantitatif

2 g (4,14 mmol ; 1 ég.) de benzaldéhydesont mis en solution dans 30 mL d'un
mélange THF/MeOH 1/1. La solution est refroidie®®€ @t 78 mg (2,07 mmol ; 0,5 éq.) de
NaBH, sont additionnés. L'agitation est maintenue 90ut@s a température ambiante. Le
milieu réactionnel est alors hydrolysé par unetsmtude HCI 0,1 M puis extrait trois fois au
dichlorométhane. La phase organique est séchéeMgiBO, puis évaporée. L'alcool
benzylique42 (2,01 g ; 4,14 mmol) est obtenu de maniére quaivit sous forme d'un solide

blanc.

Rf = 0,20 (Eluant : EP/ACOEt 50/50)
Pf=174°C

[a]p®®: +10 (c 1, CHG)

RMN H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 8,18 (d, 1H,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,81 (dd, 1H,) = 9,0
Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,35 (d, 1HJ = 9,0 Hz, Hyp) ; 5,38 — 5,25 (M, 4H, H Hoa Haa Hag) ;
4,71 (s, 2H, 2 ; 4,21 (d, 1HJ = 7 Hz, H,) ; 3,74 (s, 3H, 3ldoockd ; 2,95 (sl, 1H, OH) ;
2,10 (s, 3H, 3idHacod ; 2,08 (s, 3H, 3bBkacod ; 2,06 (s, 3H, 3lduzcoo-

RMN *C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 170,0 - 169,6 - 169,3 (3G aceta ; 166,8 (Go este) |
148,2 (Gp) ; 141,5 (Gp) ; 137,5 (Gy) ; 131,9 (Gp) ; 123,2 (Gp) ; 120,4 (Gy) ; 100,0 (GJ) ;
72,7 — 71,3 — 70,0 — 68,9 {£Cza Cuaa Cs9) ; 63,5 (G) ; 53,0 (GoocHd ; 20,6 - 20,5 - 20,4
(3Cchzcog.
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Préparation du carbonate mixt8

b o\n/o Ra Ca7H26N2017
e [1,@2 M = 650,50 g.mot
MeOOG, _ c‘;" NO, Solide blanc
A;:&%Aa/o Rendement = 86%
3a c

4,65 g (9,6 mmol ; 1 éq.) d’alcool benzyligdg et 5,80 g (28,8 mmol, 3éq.) de
chloroformate depara-nitrophényle sont solubilisés dans 48 mL de diaroéthane. La
solution est refroidie a 0°C et 2,35 mL (28,5 mn3g¢.) de pyridine sont additionnés goutte
a goutte. Le mélange est agité 2h a températureaatebpuis hydrolysé par une solution
saturée de NaHC{OLes phases sont séparées et la phase aqueuwsdrase trois fois avec
de l'acétate d’éthyle. Les phases organiques smftées sur MgS(uis évaporées. Le brut
est purifié par flash chromatographie (Eluant :Ag@Et 70/30 ; 50/50). 5,35 g (8,24 mmol ;

Rdt = 86%) de carbonate mix48 sont isolés sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,4 (Eluant : EP/AcCOEt 50/50)

Pf=127°C

[a]p®: +12 (c 1, CHG)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 8,19 (m, 3H, hy, 2HsJ) ; 7,81 (dd, 1H) = 9,0 Hz,J =
2,0 Hz, Hy) ; 7,35 (d, 1HJ = 9,0 Hz, Hy) ; 7,21 (d, 2HJ = 8,0 Hz, 2H,) ; 5,35 - 5,28 (m,
6H, Hia Hoa Haa Haa 2Hb) ; 4,24 (d, 1HJ) = 8,0 Hz, H,) ; 3,74 (s, 3H, 3ldoochd ; 2,10 (s,
3H, 3HcHacoq ; 2,08 (s, 3H, 3khzcoq ; 2,06 (s, 3H, 3khzcoq.

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 169,5 - 169,3 - 168,7 (3G acétar ; 166,8 (Go este) ;
155,2 (Go carbonatk; 151,8 (Go) ; 148,2 (Gp) ; 145,2 (Go) ; 140,0 (Gy) ; 135,4 (Gy) ; 130,3
(Cap) ; 125,4 (2Gy) ; 125,0 (Gp) ; 123,2 (2Go) ; 116,9 (Gp) ; 99,1 (Go) ; 72,9 - 71,6 - 70,3 -
69,3 (Ga Cza Cua Gsd) ; 66,1 (G) ; 53,0 (&oocHd ; 20,6 - 20,5 - 20,3 (Hpzco-
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Préparation du compodgé

o o, CeoHssNeO21
MeOOC 5
&0 o< M = 1229,37 g.mot
Ag\gmo b N 2\ 6 ' 9
i zaOAC 3b 1/ NH S |d bl
ON d 1y olide blanc
N
e\ / e \e Rendement = 68%

25 mg (0,0348 mmol ; 1 éq.) de mono-méthyl auirstaE et 23 mg de carbonate
activé 43 sont mis en solution dans 1 mL d'un mélange DMHkdiye 8/2. 4,7 mg (0,0348
mmol ; 1 éq.) de HOBt et 7,AL (0,0418 mmol; 1,2 éq.) de DIPEA sont additionnés
L’agitation est maintenue 16h a température ameidre solvant est éliminé sous vide puis
le résidu obtenu est purifié sur plaque de siligparative (Eluant : DCM/MeOH 97/3). 29

mg (0,0236 mmol ; Rdt = 68%) de compdgksont isolés sous forme d'un solide blanc.

Tr = 22,84 min (Méthod€)

RMN *H (400 MHz, CDCl3, & ppm) : 7,77 (m, 1H, Hy) ; 7,52 (m, 1H, K,); 7,34 (m, 5H,
2H3s, 2Hgg, Hs37) ; 7,26 (M, 1H, B, masqué par le pic de CHGEsiduel) ; 6,58 — 6,44 (m, 1H,
Hnw) 5 5,35 — 5,11 (m, 6H, 2HH:14 Hoa Hsa Hag) ; 4,94 (M, 1H, W) ; 4,78 — 4,61 (m, 2H,
Hz, Hnh) ; 4,24 — 3,81 (m, 6H, & H7, Hig, Has, Hag, H31) ; 3,73 (S, 3H, 3bdoocHy ; 3,51 (m,
1H, Hy) ; 3,41 — 3,30 (m, 7H, H, 3Hi9, Hop, 3Hy7) ; 3,10 — 2,74 (m, 6H, 3KH3H,2) ; 2,50 —
2,17 (m, 5H, H, Hg, 2Hyo, H2g) ; 2,11 — 1,84 (m, 14H, Ydscoo Hon, 2Hes, 2Hps) ; 1,39 —
1,20 (M, 4H, Ha, 3Hhe) ; 1,02 — 0,73 (M , 23H, 3H3Hs, 3Hy, 3H10, 3H1s, 2H16, 3Hu7, 3Hsy).
RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 174,7 (Gmiad ; 170,1 - 169,8 - 169,4 (3G acsta |
166,8 (G0 este) ; 156,9 (Co carbamaty ; 148,8 - 141,3 - 133,4 - 133,2 - 128,4 - 128127,4 -
126,4 - 124,5- 120,2 (& Cob, Cab Cap, Csby Coby Caa, 2Gss, 2Gss, Cs7) 99,9 (Go) ; 82,1
(Cze) ; 78,6 (Gg) ; 75,9 (G9) ; 72,7 (Gd) 5 71,2 (Guerd ; 70,3 (G) ; 68,8 - 65,7 (2Gecrd ; 65,4
(C7); 61,0 (GcHa) ; 60,2 (Gs) ; 58,1 (Geha) ; 54,0 (G) ; 53,6 (Ga) ; 53,2 (&oocHy ; 51,7
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(Ca1); 47,9 (G2); 45,0 (Gg); 37,8 (Go); 33,5 (Ga); 32,0 (Gicra) 5 31,1 (Ge); 295
(Cncra) 5 26,3 — 25,9 (& Cg) ; 25,1 — 25,0 (& Co4) 5 20,7 — 20,6 (36Hscod ; 19,4 (Gs) ;
18,7 (G) ; 17,7 (&) ; 16,1 (G) ; 14,5 (Go) ; 14,2 - 14,0 (s, Cs2) ; 11,0 (Go).

SMHR (ESI) : CgoHgsNeO2:Na [M+Na]* m/z théorique : 1251,58947 m/z trouvé : 1251,5903
; CooHggNsO21K [M+K]" m/z théorique : 1267,56341 m/z trouvé : 1267,5667.
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Préparation du vecteur glucuronylé de la MMB&E

HOOG o J<O CsaHgoN6O1s
HO 0 - ;
H%O@J Mo o M = 1089,23 g.mot
ON o YA Solide blanc
I N
/ Rendement = 78%
MeO N
o
MeO
o)
NH
OH

29 mg (0,0236 mmol ; 1 éq.) de compdgesont mis en solution dans 1,60 mL de
méthanol. Une solution de 8,7 mg (0,2077 mmol ;&8 de LiOH.HO dans 1,60 mL d’eau
est additionnée lentement a 0°C. Aprés 15 minutagitdtion, le milieu est neutralisé par
ajout de résine acide IRC50. Le mélange est altiré puis évaporé sous vide. Le résidu
obtenu est purifié par HPLC semi-préparative (M@d 20 mg (0,0184 mmol ; Rdt = 78%)
de vecteur glucuronylg4 sont isolés sous forme de solide blanc avec uretgsupérieure a
95%.

Tr= 15,93 min (Méthod€)

RMN *H (400 MHz, DMSO, 8 ppm) : En cours.

RMN *3C (100 MHz, DMSO, 8 ppm) : En cours.

SMHR (ESI) : Cs3H79NO18[M-H] m/z théorique : 1087,54564 m/z trouvé : 1087,5444.
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Préparation du 4-(1-hydroxybut-3-ynyl)-2-nitroph&ba

HO_b_~ ClngNO4
N,
N o M = 207,18 g.mot
° NO, Huile jaune
OH

Rendement = 94%

Dans un tricol de 250 mL équipé d'un réfrigérard'ene ampoule d'addition, 648 mg
(24 mmol ; 6,25 ég.) d'aluminium et une quantiti@algiique de HgGl sont recouverts par 10
mL de THF anhydre. 2,6 mL (24 mmol ; 6,25 éq.) d'solution de bromure de propargyle a
80% dans le toluene sont ajoutés goutte a gouteéaction démarre lorsqu’'un dégagement
de chaleur et le noircissement de la solution siservés. Lorsque l'addition est finie, le
mélange est chauffé a reflux pendant 6 heuresolidien est refroidie a 0°C et une solution
de 650 mg (3,84 mmol ; 1 éqg.) de 4-hydroxy-3-nbemzaldéhyde dans 5 mL de THF
anhydre est additionnée goutte a goutte. ApréesiB0tas d'agitation, l'aldéhyde a totalement
disparu et la réaction est hydrolysée avec 10 rahedsolution de HCI 1N puis extraite trois
fois avec de l'acétate d'éthyle. La phase orgamegtséchée sur MgaQ@uis évaporée pour
conduire a une huile marron qui est purifiée pastl chromatographie (Eluant : EP/AcOEt
70/30). On obtient alors le compdsE sous forme d'huile jaune contaminé par des trdees
produits issus de la réaction de Wurtz. Une extracbasique permet d'éliminer ces
impuretés. Pour cela, I'huile est solubilisée d&8AsmL de dichlorométhane. La phase
organique est extraite trois fois avec une solutieiNaOH 1N. La phase aqueuse obtenue est
acidifiée avec une solution de HCI concentrée puisaite trois fois avec du chloroforme
pour conduire, aprés évaporation, au phé&ibl754 mg ; 3,6 mmol) sous forme d'huile

marron avec un rendement de 94%.

Rf = 0,56 (Eluant : EP/ACOEt 60/40)

RMN 'H (400 MHz, CDClz, 8 ppm) : 10,48 (sl, 1H, kheno) ; 8,07 (d, 1HJ = 2,2 Hz, Hy) ;
7,59 (dd, 1H,) = 8,7 Hz,J = 2,2 Hz, Hy) ; 7,09 (d, 1H,) = 8,7 Hz, Hy) ; 4,81 (t, 1HJ = 6,2
Hz, H) ; 3,25 (s, 1H, Hcoo) ; 2,58 (dd, 2H,] = 6,3 Hz,J = 2,6 Hz, 2H) ; 2,05 (d, 1HJ =
2,6 Hz, H).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 154,6 (Gp) ; 135,1 (Gp) ; 133,2 (Gy) ; 132,9 (Gp) ;
122,3 - 120,5 (&, Con) ; 79,7 (Gieynd ; 72,1 (GQ) ; 70,9 (G) ; 30,0 (G).
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SMHR (ESI) : C;0HgNOsNa[M+Na]" m/z théorique : 230,04293 m/z trouvé : 230,0433.
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Préparation du compo&2

HO_b % S C23H2sNOy3
o M = 523,44 g.mot
Ahﬂg%o NO, Solide blanc
A0 Rendement = 66%

33,7 g (122,25 mmol ; 3,7 éq.) de &% sont mis en suspension dans 33 mL
d'acétonitrile et 6,3 mL (23,12 mmol ; 0,7 éq.)HMTTA sont additionnés. Le mélange est
laissé sous agitation a I'abri de la lumiere peh@hn4,56 g (22,03 mmol ; 1 éq.) d'espaceur
51 et 13,10 g (33,04 mmol ; 1,5 ég.) de glucuronidart® 39 sont additionnés en solution
dans 20 mL d'acétonitrile. Le mélange est laissés sgitation pendant 4h puis de l'eau est
ajoutée. Cette phase aqueuse est extraite traisiftacétate d'éthyle. La phase organique est
lavée trois fois avec une solution de HCI 1M, séchidr MgSQ et évaporée. Une purification
par flash chromatographie du brut réactionnel (EluaP/AcOEt 60/40 ; 50/50 ; 40/60)
permet d'obtenir 7,62 g (14,56 mmol ; Rdt = 66%)gtlicuronide52 sous forme d'un solide

blanc (2 diastéréoisomeres).

Rf = 0,56 (EP/AcOEt 50/50)

Pf=67°C

RMN !H (400 MHz, CDCls, 8ppm) : 7,87 (d, 1HJ = 2,1 Hz, Hy) ; 7,60 (m, 1H, k) ; 7,34
(d, 1H,J = 8,6 Hz, Hy) ; 5,32 - 5,25 (M, 4H, H, Hoa Haa Hag) ; 4,92 (M, 1H, ) ; 4,28 (d,
1H,J = 9 Hz, Hy) ; 3,74 (s, 3H, 3doowmd ; 3,38 (sl, 1H, k) ; 2,62 (M, 2H, 28 ; 2,10 (s,
4H, Hy, 3Hchacod ; 2,04 (S, 6H, 6lduzcod-

RMN C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,1 - 169,5 (3€o acétad | 166,8 (Go este) | 148,0
(Cip) ; 140,7 (Gp) ; 139,1 (Gp) ; 131,5 (Gy) ; 122,7 (Gp) ; 119,4 (Go); 99,5 (G9 ; 79,8
(Caieynd ; 72,3 - 71,8 - 71,1 - 70,6 - 70,1 - 68,724CC35 Caa Csa Go, Cy) ; 53,1 (&Goowme ;
29,2 (&y; 20,5 (3CGH3co9-

SMHR (ESI) : C3H2sNO13Na [M+Na]™ m/z théorique : 546,1224 m/z trouvé : 546,1228 ;
C23H25NO13K [M+K]" m/z théorique : 562,0963 m/z trouvé : 562,0997.
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Préparation du compo&s

TBDMSO. »_~ CogH39NO13Si
N,
I NN M = 637,70 g.mot
MeOOC _ % NO, Solide beige
AON0,,
Xc%o Rendement = 91%

2,4 g (35,2 mmol ; 2 éq.) d'imidazole et 5,3 g Z3mmol ; 2 éq.) de TBDMSCI sont
mis en solution dans 4 mL de DMF. Aprés 30 minuegitation, une solution de 9,23 g
(17,6 mmol ; 1 éq.) de glucuronid® dans 14 mL de DMF est ajoutée. Apres 20 heures
d'agitation a température ambiante, on additioriteriL d'eau et le mélange est extrait trois
fois avec du dichlorométhane. Les phases organigisedtantes sont séchées sur Mgads
evaporées. Une flash chromatographie du brut myawi (Eluant : DCM/EP 50/50) permet
d'isoler 10,32 g (16,2 mmol ; Rdt = 91%) de comps3é&ous forme d'un solide beige (2

diastéréoisoméres).

Pf=59°C

Rf = 0,60 (EP/AcOELt 60/40)

RMN *H (400 MHz, CDCls, ppm) : 7,84 (d, 0,5H,J= 2,1 Hz, Hy) ; 7,80 (d, 0,5H) = 2,1
Hz, Hgp) ; 7,55 (m, 1H, K,) ; 7,33 (2d, 1HJ = 8,7 Hz, Hy) 5,34 (m, 3H, K, Hss Hag) ; 5,21
(m, 1H, Ho) ; 4,82 (t, IHJ = 7,0 Hz, H) ; 4,22 (m, 1H, k) ; 3,74 (s, 3H, 3boomd ; 2,62 -
2,42 (m, 2H, 2K ; 2,13 (s, 3H, 3bscog ; 2,06 (s, 6H, 6lhzcod ; 1,99 (s, 1H, ) ; 0,89
(2s, 9H, 9Hgpwms) ; 0,09 (2s, 3H, 3kkpms) ; -0.04 (s, 3H, 3kkpuvs).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,2 - 169,5 - 169,4 (3G acstar ; 166,9 (G0 esto) ;
148,4 (Gp) ; 141,0 (Gy) ; 140,4 et 140,3 () ; 131,4 et 131,3 (§) ; 122,8 (Gy) ; 119,9 et
119,4 (Gp) ; 100,0 et 99,9 () ; 80,3 (Gieynd ; 72,7 (B9 ; 72,2 (G); 72,1 (G); 71,3 -
70,3 - 68,9 (@& Caa Cag) ; 53,2 (Goowme) ; 30,9 (C) ; 25,8 (3Gepwms) ; 20,7 (3@Hscoqd ; 18,3
(Creowms) ; -4,6 (Gapwms) ; -4,8 (Geowms)-

SMHR (ESI) : CogH39NO13SiNa[M+Na]* m/z théorique : 660,20829 m/z trouvé : 660,2083 ;
Co9H39NO13SiK [M+K]" m/z théorique : 676,18223 m/z trouvé : 676,18109.
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Partie expérimentale

Préparation du compo&&

TBDMSO._5_* Co3H33NO10Si
N,
o\ o M = 511,59 g.mot
MeOOC ® NO, Solide beige
HO 72 = O1a
H%O Rendement = 72%

2,6 g (4,08 mmol; 1 éq.) de glucuroni88 sont solubilisés dans 144 mL d’un
mélange THF/MeOH 1/2. Cette solution est refroai@°C et 220 mg (4,08 mmol ; 1 éq.) de
méthanolate de sodium sont ajoutés. Deux ajoutdlde mg (2,04 mmol; 0,5 ég.) de
méthanolate de sodium sont réalisés apres 1h puikagitation. Aprés 3h d’agitation a 0°C,
le mélange est hydrolysé par de la résine acide3&diltré sur coton et évaporé. Le brut
obtenu est purifié par flash chromatographie (Blu&@CM/MeOH 99/1 ; 98/2 ; 97/3) et 1,51
g (2,95 mmol ; Rdt = 72%) de produid sont isolés sous forme d'un solide blanc (2

diastéréoisomeéres).

Pf=63°C

Rf = 0,33 (DCM/MeOH 95/5)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 7,90 (d, 0,5HJ = 2,1 Hz, Hy) ; 7,88 (d, 0,5HJ = 2,1
Hz, Hap) ; 7,59 (dd, 1HJ = 2,1 Hz,J = 8,7 Hz, Hy); 7,34 (2d, 1HJ = 8,7 Hz, Hy) ; 5,01
(2d, 1H,J = 7,3 Hz, Hy) ; 4,81 (2t, 1H) = 6,3 Hz, H) ; 4,10 (2d, 1HJ = 9,7 Hz, H,) ; 3,94
(t, 1H,J = 9,7 Hz, Hy) ; 3,85 - 3,76 (M, 5H, ¥, Haa 3HcoocH) ; 2,62 - 2,42 (m, 2H, 2);
1,98 (m, 1H, H) ; 0,89 (2s, 9H, 9kpwms) ; 0,09 (2s, 3H, 3ikpws) ; -0,05 (2s, 3H, 3kkpms)-
RMN *C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 169,1 (Go este) ; 149,7 et 149,6 () ; 140,0 (Gp) ;
139,8 et 139,7 (&) ; 132,2 et 132,1 (&) ; 123,3 (Gy) ; 118,6 et 118,3 (&) ; 102,9 et 102,8
(C1d) ; 80,4 (Gieynd ; 75,0 (Guerd 5 74,7 (Ga) 5 73,0 (Guerd ; 72,2 €1 72,1 (6} ; 71,3 (Guerd ;
71,0 (G) ; 53,2 (Goome ; 30,8 (G) ; 25,8 (3Geoms) ; 18,3 (Geowms) ; -4,6 (Geowms) ; -4.,8
(CreDM™S)-

SMHR (ESI) : Co3H33NO;¢SiNa[M+Na]* m/z théorique : 534,17659 m/z trouvé : 534,1766 ;
C23H33NO1SiK [M+K]" m/z théorique : 550,15053 m/z trouvé : 550,1503.
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Partie expérimentale

Préparation du compo&d

TBDMSO_;,_* Co5H35NO10Si
M = 537,20 g.mot

0 o NO, Solide beige
HO-N=%, 0
HO = oH Rendement + 97%

390 mg (0,76 mmol ; 1 éq.) de glucuronigé sont dissouts dans 12 mL d’alcool
allylique. 1,15 mL (0,145 mmol ; 0,2 éq.) d’'unewgan d'allylate de sodium dans l'alcool
allylique (0,126 mol.[*) sont additionnés & température ambiante et tigit est maintenue
40 minutes jusqu’a disparition complete du prodigitdépart. Le meélange est neutralisé par
de la résine acide IRC-50, filtré sur coton et é@ap Une purification par flash
chromatographie (Eluant: DCM/MeOH 98/2) permesadér 399 mg (0,74 mmol ; Rdt =
97%) du produit de transestérificatibh sous forme d'un solide beige (2 diastéréoisomeres)

Pf=56°C

Rf = 0,75 (DCM/MeOH 95/5)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 7,93 (d, 0,5HJ = 2,1 Hz, Hy) ; 7,90 (d, 0,5HJ = 2,1
Hz, Hsp) ; 7,60 (m, 1H, K) ; 7,38 (2d, 1HJ = 8,6 Hz, Hy) ; 5,97 (m, 1H ; K,) ; 5,38 (m,
1H, Hsy) ; 5,30 (m, 1H, H,) ; 4,96 (d, 1HJ=6,8 Hz, H) ; 4,83 (t, 1H J=6,4 Hz, H) ;
4,75 (m, 2H, 2hy) ; 4,07 (2d, 1HJ = 9,6 Hz, Hy) ; 3,95 (M, 1H, k) ; 3,81 - 3,50 (M, 2H,
H2a Hsg) ; 2,60 - 2,49 (m, 2H, 2H1; 1,99 (2t, 1HJ = 2,6 Hz, H) ; 0,89 (2s, 9H, 9kpwms) ;
0,10 (2s, 3H, 3kkpwms) ; -0.04 (2s, 3H, 3kkpms).

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 168,3 (Go este} ; 149,6 (Gb) ; 140,0 (Gp, Cap) ; 132,1
(Csp); 131,0 (Ga); 123,3 (Gp); 1195 (Ga); 119,0 et 118,8 (&); 103,2 (GJ); 80,3
(Caicynd 5 74,9 (Guerd ; 74,6 (Ga) ; 73,0 (Guerd 5 72,2 (G) ; 71,3 (Guerd 5 70,9 (G) ; 66,7
(C1a) ; 30,9 (Q) ; 25,8 (3Gapwms) ; 18,3 (Gapwms) ; -4,7 (Geowms) ; -4,8 (Gepwms)-

SMHR (ESI) : CasH3sNO4¢SiNa[M+Na]” m/z théorique : 560,19224 m/z trouvé : 560,1922 ;
C25H35NO10SiK [M+K]" m/z théorique : 576,16618 m/z trouvé : 576,1664.
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Partie expérimentale

Préparation du compo&®

TBDMSO.» -~ \ Ca7/H47NO46SI
\R e . M = 789,85 g.mot
2 %gv NO, Huile jaune pale
A'/'A?ff)(go“sa 230:"30 Rendement + 94%

1,3 g (2,42 mmol ; 1 éq) de glucuroni8® sont mis en solution dans 12 mL de
pyridine anhydre. La solution est refroidie a 0°C7¢7 mL (72,54 mmol ; 30 éq.) de
chloroformiate d’allyle sont ajoutés goutte a geutt’agitation est maintenue trois jours a
température ambiante. 40 mL d’'une solution de H@Isbnt alors ajoutés et le mélange est
extrait trois fois par de l'acétate d’éthyle. Lesapes organiques sont réunies, séchées sur
MgSO, et évaporées. Une chromatographie flash du badtiohnel (Eluant: EP/AcOEt
80/20) permet d’obtenir 1,80 g (2,28 mmol ; Rdt94%6) de produib6 sous forme d’huile
jaune pale visqueuse (2 diastéréoisomeres).

Rf = 0,84 (EP/AcOELt 60/40)

RMN H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,86 (d, 0,5H,) = 2,1 Hz, Hy) ; 7,84 (d, 0,5HJ = 2,1
Hz, Hsy) ; 7,55 (m, 1H, K) ; 7,31 (2d, 1HJ = 8,5 Hz, Hy) ; 6,00-5,82 (m, 4H, 4H) ; 5,40-
5,24 (m, 12H, K, Hoa Hsa Haa 8Hsa) ; 4,81 (2t, 1HJ = 6,5 Hz, H) ; 4,73 (m, 2H, 2h) ;
4,70-4,59 (m, 6H, 6H); 4,32 (m, 1H, K, ; 2,61-2,41 (m, 2H, 2§l; 1,98 (2t, 1HJI =
2,6Hz, H) ; 0,89 (2s, 9H, 9rkpwms) ; 0,09 (2s, 3H, 3kkpwms) ; -0,05 (s, 3H, 3kkpus)-

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 165,7 (Go este} ; 154,0 - 153,5 (36 carvona: ; 148,5
et 148,4 (Gy) ; 140,7 et 140,6 (%) 140,2 et 140,1 (£); 131,4 (Gp) ; 131,3-131,1-131,0 -
130,9 (4Ga) ; 123,0 (Gp) ; 119,4 - 119,3 - 119,1 - 119,0 (4&; 118,7 (Gp) ; 99,8 (G)) ;
80,3 (Gueynd ; 75,1 - 74,0 - 72,5 (3Grd ; 72,3 (Ga) ; 72,1 et 72,0 (§); 71,2 (Q) ; 69,6 -
69,3 - 69,2 - 67,0 (46) ; 30,8 (C); 25,8 (3Gepms) ; 18,2 (Gepwms) ; -4,7 (Gepwms) ; -4,8
(CreDM™S)-

SMHR (ESI) : Cs7H47NO16SiNa[M+Na]* m/z théorique : 812,25563 m/z trouvé : 812,2556 ;
C37H47NO16SiK [M+K]" m/z théorique : 828,22957 m/z trouvé : 828,2293
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Partie expérimentale

Préparation du compo&y

HO b C31H33NOs6

. N,

R 5N M = 675,59 g.mot

1 0 .

2a %:V NO, Solide blanc
AllocON~>-C,

AllocO. e © Rendement = 85%

2 QAlloc

370 mg (0,47 mmol ; 1 éq.) de comp&&esont mis en solution dans 5,7 mL de THF
anhydre et 1,8 mL de HF/pyridine 70% sont ajoutésttg a goutte. Aprés une heure
d’agitation, le produit de départ a totalement dispet le milieu réactionnel est doucement
versé sur 100 mL d’'une solution saturée de Nakl€0°C. Le mélange est extrait trois fois
par de l'acétate d’éthyle. Les phases organiques s&Echées sur MgQ@t évaporées. Une
flash chromatographie du brut réactionnel (EluaBP/AcOEt 70/30) permet d’obtenir 272
mg (0,40 mmol ; Rdt = 85%) de glucuroniésous forme d'un solide blanc.

Pf=62°C

Rf = 0,62 (EP/AcOELt 60/40)

RMN H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,89 (d, 0,5H,) = 2,1 Hz, H) ; 7,87 (d, 0,5HJ = 2,1
Hz, Hgy) ; 7,57 (m, 1H, KB) ; 7,34 (d, 1HJ = 8,6 Hz, Hy) ; 6,00-5,81 (m, 4H, 4H) ; 5,39-
5,22 (m, 12H, h, Haa Hsa Hia 8Hsa) 4,90 (t, 1H,J = 6,2 Hz, H) ; 4,72 (m, 2H, 2H,) ;
4,69-4,59 (m, 6H, 6H); 4,32 (d, 1HJ = 9,1 Hz, H,); 2,63 (m, 2H, 2k ; 2,51 (sl, 1H,
How) ; 2,10 (t, 1HJ = 2,6 Hz, H).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 165,7 (Go este) ; 154,1 - 153,6 (36 carvona: ; 148,7
(Cip) ; 141,0 et 140,9 (%) ; 138,8 (Gp) ; 131,4 (Gp); 131,3-131,2 - 131,1 - 131,0 (4¢;
123,0 et 122,9 (&) 119,5 - 119,4 - 119,3 (40 ; 119,2 (Gp) ; 99,8 (Ga) ; 79,5 (Gicynd ;
75,0-74,0-72,5 (3Gerd ; 72,4 () ; 72,1 (Gy); 70,8 (G) ; 69,7 - 69,4 - 69,3 - 67,0 (45 ;
29,6 (GQ).

SMHR (ESI) : CzH33NOgNa [M+Na]” m/z théorique : 698,16915 m/z trouvé : 698,1692;
C31H33NO1K [M+K]" m/z théorique : 714,14309 m/z trouvé : 714,1430
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Partie expérimentale

Préparation du compo&S

o~ O\[(o b 5 q CagH36N2020
OZNQ 0, A, M = 840,69 g.ma}

7% (ja & NO, Solide blanc
AK?%?S‘%%&SC Rendement = 92%

262 mg (0,38 mmol ; 1 éq.) d’alcool benzyligg& sont dissouts dans 4 mL de
dichlorométhane anhydre. 198 mg (0,77 mmol ; 2 ég.ghloroformiate dpara-nitrophénol
et 77uL (0,96 mmol ; 2,5 €q.) de pyridine sont additiomr@étempérature ambiante. Aprés
deux heures d’agitation, le produit de départ egieeement consommé et le milieu est
hydrolysé par ajout d'une solution saturée de Nakl@® mélange est extrait trois fois avec
du dichlorométhane. La phase organique est sechédgSQ, et évaporée. Le brut obtenu
est purifié par flash chromatographie (Eluant : AARJEt 70/30) pour donner 293 mg (0,35
mmol ; Rdt = 92%) de carbon&i8 sous forme d'un solide blanc.

Pf=53°C

Rf = 0,79 (EP/AcOEt 60/40)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & ppm) : 8,27 (d, 2H,J = 8,6 Hz, 2H,) ; 7,95 (d, 1HJ = 2,2
Hz, Hsp) ; 7,63 (dd, 1HJ = 2,2 Hz,J = 8,6 Hz, Hy) ; 7,38 (m, 3H, I, 2H,) ; 6,00 - 5,83 (m,
4H, 4H,) ; 5,80 (t, 1HJ = 6,6 Hz, H); 5,39 - 5,24 (m, 12H, H, Hza H3a Hia 8Hsa) ; 4,72
(d, 2H,J =5,8 Hz, 2H,) ; 4,69 (m, 6H, 6k}) ; 4,35 (d, 1HJ = 8,6 Hz, H,) ; 2,97 - 2,82 (m,
2H, 2H) ; 2,09 (t, 1HJ = 2,6 Hz, H).

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm): 1655 (Go este) ; 155,2 - 154,0 - 153,5 (46
carbonaty ; 151,6 (Go) ; 149,6 (Go) ; 145,6 (G ; 140,7 (Go) ; 133,4 (Gp) ; 132,5 (Gp);
131,2-131,1 -131,0 - 130,9 (4¢; 125,4 (2Go) ; 123,9 (Gp) ; 121,8 (2Gy) ; 119,5 (Gy) ;
119,4 - 119,1 - 119,0 (48) ; 99,3 (Ga) ; 77,6 (Gieynd ; 77,2 (G) ; 74,9 - 73,9 (2Gicrd ; 72,5
(Ca); 72,3 (Guerd ; 72,2 (Gy) ; 69,6 - 69,4 - 69,2 - 67,0 (49 ; 26,2 (Q).

SMHR (ESI) : CagH3eN2020Na [M+Na]* m/z théorique : 863,17536 m/z trouvé : 863,1755 ;
CssH3sN2020K [M+K]" m/z théorique : 879,1493 m/z trouvé : 879,1478
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Partie expérimentale

Préparation du compo&®

Cs9H72N2019
M = 1113,20 g.mot
Solide blanc

Rendement = 85%

410 mg (0,48 mmol ; 1 éq.) de carbonate achi@&t 200 mg (0,48 mmol ; 1 éq.) de
cyclopamine sont mis en solution dans 5,6 mL de DBFuL (0,72 mmol ; 1,5 éq.) de
pyridine sont additionnés goutte a goutte et Bdigih est maintenue 20 h a température
ambiante. Le solvant est alors évaporé sous preséduite et une purification par flash
chromatographie (Eluant : DCM/MeOH 98/2) permebtéoir 460 mg (0,41 mmol ; Rdt =
85%) de glucuronidB9 sous forme d'un solide blanc (2 diastéréoisoméres)

Pf=121°C

Rf = 0,77 (DCM/MeOH 98/2)

RMN H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 7,88 (m, 1H) ; 7,56 (m, 1H) ; 7,35 (m, 1H) ; 5,91, (
5H) ; 5,37 (m, 14H) ; 4,72 (m, 8H) ; 4,33 (m, 1H3,57 (m, 2H) ; 3,27 (m, 1H) ; 3,06 (m, 1H)
: 2,89 (m, 1H) ; 2,76 (m, 1H) ; 2,45 - 1,50 (M, 31H,45 - 0,95 (m, 14H).

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8ppm) : 165,62 ; 165,58 ; 156,3 ; 153,9 ; 153,5 ; 149,48,8

: 143,4 ; 141,6 ; 140,8 ; 135,7 ; 131,2 ; 131,80,2 ; 130,8 ; 126,3 ; 123,5; 122,6 ; 121,8 ;
119,5; 119,4 ; 119,32 ; 119,30 ; 119,2 ; 119,0,69 85,1 ; 78,5 ; 74,9 ; 73,8 ; 72,9 ; 72,3 ;
71,9;71,8 ;69,6 ;69,5;69,3;69,2;66,9,16%0,4 ;59,6 ;52,0;49,2;41,9;41,8;41,5
38,3;38,1;37,0;36,5;32,6;31,4;31,1,0296,4 ;25,3 ;24,6 ; 21,1 ; 20,6 ; 19,3 ; 18,7
17,5;14,2 ;13,5 ; 10,5.

SMHR (ESI) : SMHR (ESI) : CsgH7:N>019Na [M+Na]™ m/z théorique : 1135,4621%/z
trouvé : 1135,4625.
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Partie expérimentale

Préparation du compo$d

OAc CooH31ClO12
(s o B i
A0 S O~ O, M = 498,91 g.mot
C

Huile incolore

Rendement = 56%

1,67 g (4,28 mmol ; 1 éqg.) de pentaacétatB-@eglucose et 93QL (6,4 mmol ; 1,5
€g.) de 2-[2-(2-chloroéthoxy)-éthoxy]éthanol sontisnen solution dans 20 mL de
dichlorométhane anhydre. 2,7 mL de ;H%O sont additionnés et la solution est agitée
pendant 18h a température ambiante. La réactiomyahblysée par ajout d'une solution
saturée de NaHCOLa phase aqueuse est extraite trois fois avedichlorométhane et les
phases organiques sont séchées sur Mgd@vaporées. Le brut obtenu est purifié par flash
chromatographie (Eluant : EP/AcOEt 50/50 ; 40/@02. g (2,4 mmol ; 56%) de composeé

sont isolés sous forme d'une huile incolore.

Rf = 0,35 (EP/ACOELt 50/50)

[a]p®: -8 (c 0,1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 5,21 (t, 1H,J = 9,4 Hz, H) ; 5,07 (t, 1HJ = 6,3 Hz,
Hz) ; 4,98 (t, 1HJ = 8,0 Hz, H) ; 4,64 (d, 1H,) = 8,0 Hz, H) ; 4,27 (dd, 1H) = 12,3 HzJ =
4,7 Hz, W) ; 4,13 (dd, 1H) = 12,2 HzJ = 2,3 Hz, K) ; 3,95 (td, 1H, J = 11,0 Hz, J = 3,8 Hz,
Hs) ; 3,80 - 3,63 (M, 12H, 1242 peq ; 2,10 - 2,06 - 2,04 - 2,02 (4s, 12H, 2ktod.

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 170,6 - 170,1 - 169,5 - 169,4 {€acetar ; 100,7 (G) ;
73,0 (G); 71,7 (Q) ; 71,2 (G, Ceha) ; 70,6 (GH2) ; 70,4 (G) ; 69,0 (Gro) ; 68,4 (G, Cero) ;
61,9 - 42,8 (2G2) ; 20,6 (4GHsco0.
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Partie expérimentale

Préparation du compo$d

OAc Con31N3012
6
AOTNTEQL O~ g O~ M = 505,47 g.mot
* ? OAc ’ o
Huile jaune

Rendement = quantitatif

1,2 g (2,4 mmol ; 1 éq.) de glycosifig, 760 mg (11,7 mmol ; 5 €q.) de Nabt 1,72
g (4,66 mmol ; 2 €g.) de TBAI sont mis en solutitams 7 mL de DMF. La solution est portée
a 80°C pendant une nuit puis refroidie a tempéeatimbiante et diluée avec 50 mL d'acétate
d'éthyle. La phase organique est lavée a l'eabhésé&ur MgS@Qet évaporée. Une purification
du brut par flash chromatographie (Eluant : EP/ACOG®&50 ; 40/60) permet d'isoler 1,2 g

(2,4 mmol ; Rdt = quantitatif) d'azotudd sous forme d'huile jaune.

[a]p?°: -6 (c 0,1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 5,21 (t, 1H,J = 9,4 Hz, H) ; 5,07 (t, 1HJ = 6,3 Hz,
Hz) ; 4,98 (t, 1HJ = 8,0 Hz, H) ; 4,64 (d, 1H,J) = 8,0 Hz, H) ; 4,27 (dd, 1H) = 12,3 HzJ =

4,7 Hz, B) ; 4,13 (dd, 1HJ = 12,2 Hz,J = 2,3 Hz, R) ; 3,95 (td, 1HJ = 11,0 HzJ = 3,8
Hz, Hs) ; 3,80 - 3,63 (m, 10H, 1042 peq ; 3,39 (t, 2H,J = 6,8 Hz, 2Hong 2,08 - 2,04 -
2,01 -1,99 (4s, 12H, 124H3co0.

RMN *C (100 MHz, CDCk, 8ppm) : 170,6 - 170,1 - 169,5 - 169,4 (4&€acétarr ; 100,9 (G)

;73,0 (Q); 71,9 (G) ; 71,5 (G) ; 70,8 - 70,6 - 70,2 - 69,2 {(ACchy) ; 68,7 (G) ; 62,2 - 55,8
(2Cch2) ; 20,8 (4CHaco0-
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Partie expérimentale

Préparation du compo&2

oH C12H23N30g
HS&&@VO\/\O/\/O\/\N M = 337,33 g.mdf
3 2 3
o Huile

Rendement = quantitatif

730 mg (1,4 mmol ; 1 ég.) de compdgkEsont dissouts dans 14 mL de méthanol. La
solution est refroidie a 0°C et on additionne 15¢@ (8,8 mmol ; 2 €q.) de MeONa. La
solution est agitée pendant 2 heures puis newdeadisec une résine acide (IRC50) pendant 20
minutes. La solution est filtrée sur coton puispirae. Une chromatographie flash du brut
réactionnel (Eluant : DCM/MeOH 92/8 ; 90/10 ; 85/ermet d'isoler 472 mg (1,4 mmol ;

Rdt quantitatif) de compo$2 sous forme d'huile incolore.

[a]p?: -18 (c 0,1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, D:O, 8 ppm) : 4,45 (d, 1HJ = 7,8 Hz, H) ; 4,03 (M, 1H, Kicrd ; 3,90 -
3,60 (M, 12H, 102 2Hsucrd ; 3,49 - 3,23 (M, 5H, 3Hdere 2Hch)).

RMN **C (100 MHz, D;O, 8 ppm) : 102,6 (G) ; 76,3 - 76,0 - 73,5 (3Grd ; 70,1 (Go) ;
70,0 (Guerd ; 69,9 - 69,8 - 69,6 - 69,1 - 61,1 - 50,5 (B€).
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Partie expérimentale

Préparation du compo$s3

C71H9sN5027
M = 1450,53 g.mot
Solide blanc

Rendement = 78%

460 mg (0,41 mmol ; 1 éq.) de glucuronffeet 140 mg (0,41 mmol ; 1 €q.) d’azoture
62 sont solubilisés dans 14,7 mL de dichlorométhargdre. 140 mg (0,41 mmol ; 1 €q.) de
Cu(MeCN)PF; sont additionnés et I'agitation est maintenue 20témpérature ambiante. Le
solvant est alors éliminé sous pression réduite btut est purifié par flash chromatographie
(Eluant DCM/MeOH 90/10). 470 mg (0,32 mmol ; Rd78%) de composé3 sont isolés

sous forme d'un solide blanc (2 diastéréoisomeres).

Pf =133°C

Rf = 0,21 (DCM/MeOH 90/10)

RMN *H (400 MHz, CD;OD, 8 ppm) : 7,96 (m, 2H) ; 7,77 (m, 1H) ; 7,60 (m, 1H) ; 6,1, (
5H) ; 5,50 (m, 12H) ; 4,78 (m, 15H) ; 4,49 (m, 1H3,40 - 3,10 (m, 24H) ; 2,40 - 1,40 (m,
19H) ; 1,30 - 0,65 (m, 15H).

RMN **C (100 MHz, CD;OD, & ppm) : 167,7 ; 167,3 ; 158,1 ; 155,5 ; 155,3 ; 155,2 ;055
150,8 ; 149,8 ; 148,5; 1445 ; 143,3 ; 143,1 ;,,84132,9 ; 132,8 ; 132,73 ; 132,68 ; 127,6 ;
122,7;119,6; 119,3;119,0 ; 104,5; 100,1 88%6,8 ; 78,0 ; 76,8 ; 75,5, 75,0 ; 74,0 ; 73,4
;) 72,9;,72,7;,72,5;71,7;71,4;70,4;70/®,1;69,7;685;68,1;67,9;64,1;628,161
;53,4;50,6;50,1;49,9;43,4;42,6;398,1,;37,9;37,7;33,4;32,1;30,8; 299,329
;28,5;25,7;21,4,21,2,;20,6;19,9;1918,1; 15,6 ; 14,0; 10,9.

SMHR (ESI) : SMHR (ESI) : C71HgsNsO,7Na [M+Na]® m/z théorique : 1472.61066\/z
trouveé : 1472,6115.
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Partie expérimentale

Préparation du vecteur glucuronylé de la cyclopamih

Cs6H79N5021
M = 1158,25 g.mot
Solide blanc
Rendement = 39%

210 mg (0,147 mmol ; 1 ég.) de glucuroni@®@ sont dissouts dans 5 mL d'un mélange
DCM/MeOH 9/1. 17 mg (0,0147 mmol ; 10% mol.) de PRIE), et 30uL (0,29 mmol ; 2
€g.) daniline sont additionnés et le mélange assé sous agitation pendant 24h a
température ambiante. Le solvant est éliminé soesspn réduite et le brut est purifié par
HPLC semi-préparative (Méthod2). 67 mg (0,058 mmol ; Rdt = 39%) de vecteur
glucuronylé4? sont obtenus sous forme d'un solide blanc ave@ureté supérieure a 95%.

Pf=149°C

Tr = 13,57 et 13,83 mifMéthodeB)

RMN *H (400 MHz, CD;OD, & ppm) : 7,78 (m, 1H) ; 7,76 (s, 0,5 H) ; 7,70 (s, 0,5H)5&
(m, 1H) ; 7,50 (m, 1H) ; 6,00 (m, 1H) ; 5,37 (sH)1; 5,10 (m, 1H) ; 4,51 (sl, 2H) ; 4,30 (dd,
1H,J=7,7 HzJ= 2,2 Hz) ; 3,99 (m, 1H) ; 3,86 (m, 4H) ; 3,7548(m, 14H) ; 3,36 (m, 1H)

: 3,30 (M, 1H) ; 3,10 (m, 1H) ; 2,70 (m, 1H) ; 2;38,10 (m, 8H) ; 1,90 - 1,38 (m, 20H) ; 1,38
-1,13 (m, 8H) ; 1,05 - 0,73 (m, 13H).

RMN *C (100 MHz, CD;0OD, & ppm) : 158,2 ; 151,2 144,6 ; 143,2 ; 141,5; 133,0 ; 127,6 ;
125,4 ;122,7 ; 104,4 ; 102,3 ;86,9 ; 78,0 ; 77(6,4 ; 75,1 ;74,5 ;73,3 ,72,5, 71,7 ;71,4 ;
70,4 ;69,7 ;62,8 ;53,4;51,4;43,5;42,8,642439,5;37,7;,33,4,32,1,32,0,30,8; 29,9
29,3,;25,7;21,3,19,0; 13,8, 10,7 ; 10,6.

SMHR (ESI) : Cs¢H7gN5021 [M-H] m/z théorique : 1156,5194&/z trouvé : 1156,5195.
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Partie expérimentale

Préparation du compoSéd

Oﬁg Cl4H16N206
o) O N .
. © ¢ s © M = 308,29 g.mot
A _

b e f Solide blanc

Rendement = 63%

A une solution de 800 mg (8,16 mmol ; 1 éq.) diatride maléique dans 10 mL de
DMF sont ajoutés 1,07 g (8,16 mmol ; 1 €g.) d’adeéeminohexanoique. Apres deux heures
d’agitation a température ambiante, la solutiorrefsbidie a 0°C et on ajoute successivement
563 mg (9,79 mmol ; 1,2 éqg.) de N-hydroxysuccinieniet 3,91 g (20,4 mmol ; 2,5 éq.)
d'EDC. Le milieu réactionnel est chauffé a 35°C daemt 12h. Aprés refroidissement et
dilution de la solution par du dichlorométhane (20Q), la phase organique est lavée
successivement avec une solution aqueuse de NgH®@Ec de l'eau puis avec une solution
saturée de NaCl. La phase organique est séch@dgf, puis concentrée. Le brut obtenu
est purifié par flash chromatographie (Eluant : At@&P 60/40) pour conduire au composeé

71(1,53 g; 5,13 mmoal), isolé sous forme d'un sohitéenc avec un rendement de 63%.

Rt : 0,41 (Eluant : AcCOEt/EP 60/40)

Pf : 74°C (Litt. 79 - 80°C):*®

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & ppm) : 6,67 (s, 2H, 28 ; 3,50 (t, 2H,J = 7,17 Hz, 2k) ;
2,81 (sl, 4H, 4K ; 2,58 (t, 2HJ = 7,40 Hz, 2K ; 1,75 (m, 2H, 28 ; 1,61 (m, 2H, 2B ;
1,39 (m, 2H, 2H).

RMN *C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,8 - 169,1 - 168,3 (5Q) ; 134,0 (2Q) ; 37,4 -
30,8 - 28,0 - 25,8 - 25,6 - 24,1 (%)
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Partie expérimentale

Préparation du compoS®

IN P oH 10e Q C59H60N2028
2 14¢ OH ]
3e e
Z7e .
OMeO OH O Solide rouge
6“#%” Rendement = 83%
4d ol 2
HO HN\(O
O_p~
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207 mg (0,36 mmol ; 1 éq.) de doxorubicine hydloge sont mis en suspension dans
3,8 mL de DMF anhydre. 49L (0,36 mmol; 1 éq.) de triéthylamine sont ajouédsle
meélange est laissé sous agitation 30 minutes. Oluéian de 300 mg (0,36 mmol ; 1 €q.) de
carbonate activé8 dans 2,5 mL de DMF anhydre et 48 mg (0,36 mmaoéc.) de HOBt sont
additionnés a la solution de doxorubicine. Apréwires d’agitation a température ambiante,
le produit de départ a été totalement consommeéeeDMF est évaporé sous vide a
température ambiante. Le brut obtenu est purifié fl@sh chromatographie (Eluant:
DCM/MeOH 99/1 ; 98/2) pour donner 364 mg (0,30 mmBidt = 83%) de glucuronidés
sous forme de solide rouge (2 diastéréoisomeres).

Pf = 140 - 150°C (décomposition)

Tr = 24,44 et 24,62 min (Méthod®)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 13,91 (2s, 1H, bheno) ; 13,15 (25, 1H, Fheno) ; 7,98
(m, 1H, Hy) ; 7,77 (m, 2H, K, Hsp) ; 7,47 (m, 1H, K) ; 7,37 (m, 1H, B) ; 7,27 (m, 2H,
Hse, Hin) ; 5,93 - 5,80 (m, 4H, 44), 5,65 (m, 1H, ) ; 5,48 (m, 1H, H) ; 5,36 - 5,21 (m,
13H, Ha H2a Hsa Hia Hze 8Hsa) ; 4,72 - 4,56 (m, 10H, 84, 2H149 ; 4,30 (M, 1H, H) ;

4,09 (m, 4H, Hg, 3Howme) ; 3,81 (M, 1H, Ky ; 3,67 (s, 0,5H, W) ; 3,59 (s, 0,5H, k) ; 3,19
(m, 1H, Hyog ; 2,91 (m, 1H, Hbe ; 2,66 (M, 2H, 2B ; 2,51 - 2,09 (m, 4H, 24 2Hon) ; 1,97
(m, 1H, Hy) ; 1,81 (m, 3H, 2k, Hon) ; 1,27 (M, 3H, 3kl).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 213,9 (Go cétony ; 187,1 - 186,7 — 186,6 (26 quinon)

; 165,7 et 165,6 (€o este) ; 161,1 (Ge) ; 156,2 - 155,6 - 154,3 - 154,0 - 153,6 - 152Gphénol
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; 3Cco carbonate Cco cabama; 149,0 (Gp) ; 140,8 et 140,6 (&) ; 135,9 - 135,5-135,4 - 133,7
133,6 — 133,5 (€& Can Csp, 3Cyuat. doy ; 131,3 - 131,1 - 131,0 - 130,9 (4; 123,6 et 123,4
(Cio) ; 120,8 (Guat. doy ; 119,9 - 119,5 - 119,4 - 119,1- 118,8 - 1181718,6 (4Ga; Cab ; Cob ;

Cse) ; 111,6 - 111,4 (26gat. doy) ; 100,8 — 100,7 - 99,6 — 99,414°C,q) ; 78,6 (Gicynd ; 76,7
(Cq) ; 75,1 -75,0-740-72,6 -725-72,4 - 72,9 - 69,8 — 69,7 - 69,6 - 69,5 - 69,4 -
69,3 - 67,4 - 67,0 - 65,6 (CCre, Coe Coa, Cza Caa 4Ciay Crae Csa Csg, Caq) ; 56,8 (Gwme) ;
47,3-47,2 (G ; 35,7 (G ; 34,0 (Goo ; 30,2 -30,1 (G ; 26,5 - 26,4 (©) ; 16,9 (Gy).

SMHR (ESI) : CsgHgoN202gNa [M+Na]* m/z théorique : 1267,32248 m/z trouvé : 1267,3222
;. CsgHeoN2OogK  [M+K]® m/z théorique : 1283,29642 m/z trouvé: 1283,3005;
CsoHsoN202eNa [M-H+2Na] " m/z théorique : 1289,30442 m/z trouvé : 1289,3048
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Partie expérimentale

Préparation du compoS&@a

O OH C77HgaN7034

14¢ OH
O‘O‘ OH M = 1656,56 g.mot
) Solide rouge

OMe O OH 5"
Rendement = 58%

3d2

d
o

HO g
\f
0 = N/\(\/O\/)/\NJK/\/V?

NN

3a' 5b

o}
AllocO\~=0_ 0
AllocO > 1a

3 “OAlloc

NO,

75 mg (0,060 mmol ; 1 éq.) d'alcyiB et 15 mg (0,067 mmol ; 1,3 éq.) d'azotidga
sont mis en solution dans 2,4 mL de dichlorométhameydre. 26,5 mg (0,071 mmol ; 1,2
€g.) de Cu(MeCNPF; sont additionnés et le mélange est laissé soustiagit 14h a
température ambiante. Une solution de 188 mg (OrB6®l ; 8,4 €g.) d'EDTA disodique
dans 2,4 mL de tampon phosphate 0,2 M (pH = 7)gjattée et l'agitation est maintenue
pendant 4 h. Le mélange est extrait trois foisquadichlorométhane, les phases organiques
sont séchées sur MggQdiltrées et évaporées. Le comp@&a brut obtenu est alors solubilisé
dans 1,2 mL de DMSO et 23 mg (0,078 mmol ; 1,3 d@g3ter activg1l sont additionnés.
Aprés une nuit d'agitation a température ambiarée, mélange est dilué par du
dichlorométhane et la phase organique est lavée fois par de I'eau, séchée sur MgSD
evaporée. Une purification par flash chromatogragkluant DCM/MeOH 98,5/1,5 ; 97/3)
permet d’isoler 58 mg (0,035 mmol ; Rdt = 58%) éeteur protég&7asous forme de solide
rouge (2 diastéréoisomeres).

Tr = 22,71 et 23,05 migMéthodeB)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 13,96 (2s, 1H, kheno) ; 13,24 (2s, 1H, fheno) ; 8,03
(m, 1H, Hy) ; 7,78 (M, 1H, i) ; 7,70 (m, 1H, K ; 7,56 (s, 0,5H, B ; 7,52 (s, 0,5 H, i ;

7,40 (m, 2H, Kb, Hze) ; 7,25 (M, 1H, ) ; 6,68 (2s, 2H, 2PI; 6,40 — 6,30 (2sl, 1H, ) ;

5,96 — 5,78 (m, 5H, 44, Hp) ; 5,49 (m, 1H, Hy) ; 5,37 — 5,20 (M, 13H, H Hoa Haa Haa,

8Hza H7o ; 4,74 — 4,56 (M, 10H, 8K, 2Huw.d ; 4,46 (M, 2H, 2 ; 4,37 (d, 0,5H,) = 9,0
Hz, Hsy) ; 4,30 (d, 0,5H) = 9,0 Hz, H,) ; 4,08 (M, 4H, gy, 3Home) ; 3,84 — 3,71 (m, 2H, 4,

Hag) ; 3,67 — 3,41 (m, 16H, 14Hs 2H) ; 3,28 — 3,16 (m, 3H, 2HHi9 ; 3,00 (2s, 1H,
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Hiod ; 2,33 (d, 1HJ = 15,3 Hz, He) ; 2,13 (m, 3H, 2l Hge ; 1,92 — 1,72 (m, 4H, 24
2Hon) ; 1,58 (M, 5H 21 2H,, Hon) 1,26 (M, 5H, 3k, 2Hy).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 214,0 (Go céton) ; 186,9 - 186,6 (265 quinond ; 173,4

et 173,3 (Co amidd ; 171,0 (2@o maieimiad ; 165,7 et 165,6 (o este} ; 161,0 (Ge) ; 156,3 et
156,2 - 155,6 - 154,6 - 154,0 - 153,6 - 153,5dBErbonate Cco carbamate 2Conéno) ; 148,7 (Gy) ;
142,4 et 142,2 (fGazold ; 140,7 et 140,5 (%) ; 136,5 et 136,3 - 135,8 -135,4 - 134,1 - 133,8 -
133,7 - 133,5-132,8-132,8 - 132,1 - 131,2 —131130,9 — 130,8 (4%, 2G, Coe, Cap, Cop,
3Cquat. doy ; 123,8 et 123,6 - 123,2 et 122,9{Cy) ; 120,8 - 119,8 - 119,4 — 119,3 — 119,0 -
118,9 - 118,6 (Guat. dox 4Csa, Cap ; Cob; Cae) ; 111,5 et 111,3 (2fzat. doy ; 100,9 - 99,3 (&,
Cig); 750-74,0-739-735-724-72,1 - 07,2 -70,1-70,0-69,9 - 69,8 - 69,5 —
69,3 — 69,2 - 68,8 - 67,6 - 67,4 — 67,0 - 66,9,5665,, Cre, Coe, Coa, Csay Caay Csay 4Gy Crse

Csd, Cagr 6Creg) ; 56,7 (Gme) ; 50,2 (Geg) ; 47,4 (Gy); 39,2 - 37,7 (Gea G); 36,2 (GQ) ;
35,6 (Go) ; 33,9 (God ; 32,8 (Q) ; 29,8 (Gy); 28,3 - 26,4 - 25,1 (CCy, Gy) ; 17,0 (Go).

SMHR (ESI): SMHR (ESI) : C77HgoN;O3:Na [M+Na]™ m/z théorique : 1678,53481 m/z
trouve : 1678,5340.
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Partie expérimentale

Préparation du compoS&b

Co1H11/N7041

. O OH 0
% N 1% 12¢ OH
'/,OH M = 1964,92 g.mct
7 Solide rouge

- Te
OMe O OH O

Rendement = 57%

186 mg (0,149 mmol ; 1 éq.) d'alcyib et 102 mg (0,149 mmol ; 1,3 éq.) d'azoture
72b sont mis en solution dans 7 mL de dichlorométhameydre. 78 mg (0,209 mmol ; 1,1
€g.) de Cu(MeCNPFs sont additionnés et le mélange est laissé sotstiagi 3 heures. Une
solution de 956 mg (2,568 mmol ; 17 éq.) dEDTAddigue dans 14 mL de tampon
phosphate 0,1 M (pH = 7) est ajoutée et I'agitagehmaintenue durant 5 heures. Le mélange
est extrait 3 fois par du dichlorométhane, la phasganique est séchée sur MgS&
évaporée. Le compog&b brut ainsi obtenu est dissout dans 3 mL de DMS0Om§ (0,194
mmol ; 1,3 éq.) d'ester de NHE sont additionnés et le mélange est laissé souatiagi a
température ambiante pendant une nuit. Le milieactiénnel est alors dilué dans du
dichlorométhane. La phase organique obtenue et Iaois par de I'eau, séchée sur MgSO
et évaporée. Une purification par flash chromatoigie (Eluant DCM/MeOH 95/5 ; 92/8)
permet d’isoler 166 mg (0,084 mmol ; Rdt = 57%) ahmposéZ7b sous forme de solide
rouge (2 diastéréoisomeres).

Pf = 140 - 150°C (décomposition)

Tr = 22,15 et 22,50 min (Méthod®)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 13,95 (2s, 1H, bheno) ; 13,22 (25, 1H, Fheno) ; 8,02
(m, 1H, Hy) ; 7,78 (m, 1H, &) ; 7,69 (m, 1H, KY) ; 7,64 (2s, 1H, § ; 7,41 (m, 2H, kK,
Hzd ; 7,27 (m, 1H, KB ; 6,69 (s, 2H, 2H; 6,26 (sl, 1H, R4) ; 6,06 - 5,73 (m, 5H, 444, Hy)

; 5,48 (m, 1H, Hy) ; 5,36 - 5,19 (m, 13H, H H2a H3a Haa 8Hsa H7e) ; 4,73 - 4,47 (m, 12H,
8H1a, 2H146 2HpeQ) ; 4,30 (M, 1H, W) ; 4,07 (M, 4H, 3ldve, Hsg) ; 3,82 - 3,44 (m, 46H, 4,
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Hag, 42Hbea 2H) : 3,22 (M, 3H, 2l Hiod ; 2,98 (M, 1H, Hod ; 2,31 (d, 1HJ = 14,1 Hz,
Hsge ; 2,15 (M, 3H, 2 Hgg) ; 1,90 - 1,54 (m, 6H, 2K, 2H;, 2H,) ; 1,33 - 1,21 (m, 5H, 34,
2Hy).

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 214,0 (Go cétony ; 187,2 (2Go quinond ; 172,9 (Go
amidd ; 170,9 (2Go malgimiad ; 165,7 et 165,5 (€& este} ; 161,2 (Go) ; 156,3 - 155,8 - 155,7 -
154,7 - 154,6 - 154,0 - 153,5 (8&carbonate Cco carbamae 2Conéno) ; 148,7 (Gp) ; 142,4 (Giazold)

; 140,9 et 140,7 (%) ; 136,6 - 135,9 - 135,6 - 134,2 - 133,7 - 132])82,1 - 131,3 - 131,1 -
131,0 - 130,9 (4€a, 2G, Coe Can, Csp, 3Cquat. doy 5 123,9 - 123,2 - 1229 (& Cy) ; 121,0 -
120,0 - 119,5 - 119,4 - 119,3 - 119,1 - 118,604Cuox 4Gsa, Cav; Ceb ; Cae) ; 111,6 - 111,4
(2Cquat. doy ; 100,9-99,5 (& Cig) ; 75,1-74,0-73,9-73,6-72,4-72,2 - 10/®,5-70,4 -
70,3-70,0-69,7 -69,5-69,4 - 69,3 - 69,2 ;66867,7 - 67,4 - 67,0 - 66,9 - 65,6,(C7,
Coe Coa Caa Caa Csay 4Ciay Crae Cod, Caa, 19Goeg) ; 56,8 (Gwme) ; 53,5 (Ged ; 50,2 (Ged) ;
47,3 (Gy) ; 39,2 -37,7 (& Creg) ; 36,4 (Q) ; 35,7 (Go) ; 34,0 (God ; 32,9 (€) ; 30,2 et 29,8 -
28,4-26,5-252 (& Cy G, G ; 17,1 et 17,0 ().

SMHR (ESI) : SMHR (ESI) : CoiH11N704:Na [M+Na]* m/z théorique : 1986,71777 m/z
trouvé : 1986,7184 CgiH11/N7O4Na [M+2Na™™ m/z théorique : 1004,853&/z trouvé :
1004,8535.
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Partie expérimentale

Préparation du vecteur glucuronylé de la doxormeiéBa
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58 mg (0,035 mmol ; 1 éq.) de glucuronide protéfget 6,3 mg (0,0054 mmol ; 15%
mol.) de Pd(PP§u sont mis en solution dans 0,9 mL d'un mélange HAB/ 9/1
préalablement dégazé sous flux de. 18,2 uL (0,090 mmol ; 2,5 éq.) d'aniline sont
additionnés et l'agitation est maintenue 24 h gpéature ambiante. Le solvant est évaporé
sous pression réduite et le brut obtenu est pydEHPLC semi-préparative (Méthode 13
mg (0,0095 mmol ; Rdt = 27%) de vectdfBia sont isolés sous forme de solide rouge (2

diastéréoisomeres) avec une pureté supérieure a 95%

Tr= 12,33 et 12,79 miMéthodeB)

RMN *H (400 MHz, DMSO, & ppm) : 14,00 (2s, 1H, kheno) ; 13,24 (2s, 1H, kheno) ; 7,89
(m, 2H, Hp, Hsp) ; 7,83-7,69 (M, 3H, K Hie Heb) ; 7,64 (M, 1H, Wy carbamary ; 7,51 (M, 1H,
Hzo ; 7,32 (2d,J = 9,0 Hz, Hy) ; 6,99 (2s, 2H, 2)1; 5,76 (m, 1H, ) ; 5,23 (M, 2H, H
Hig) ; 4,91 (m, 1H, K ; 4,56 (s, 2H, 2idy) ; 4,41 (2tJ = 5,0 Hz, 2H, 2H:Q ; 4,13 (m, 1H,
Hsg) ; 3,99-3,90 (M, 4H, 3ble, Hsucrd ; 3,75 - 3,05 (m, 23H partiellement masqués paid
de l'eau résiduelle, 14Hs 3Hsucre Hag, Hag, 2H, 2H;) ; 2,92 m, 2H, 2kt ; 2,19-1,99 (m,
4H, 2H,, 2Hge) ; 1,84 (m, 1H, Ky) ; 1,43 (m, 5H, By, 2H, 2H,) ; 1,07 (m, 5H, 3k, 2Hy).
RMN **C (100 MHz, DMSO,3 ppm) : 213,8 (G0 céton) ; 186,6 - 186,5 (265 quinond ; 172,1
(Cco amidd ; 169,9 (2Co massimiad ; 160,8 (Ge) ; 156,2 - 156,1 - 154,5 - 154,4 & acide
carboxylique Cco carbamate 2Cphéno) 3 148,5 (Gy) ; 142,0 (Griazole) ; 139,7 - 136,3 - 135,6 - 134,7 -
134,5-134,2-132,1 - 123,6 - 122,7 - 120,0 -,81919,0 - 116,5 - 110,8 - 110,6,(CC3p,
Cab, Csb, Cob, 2G, 6Cquat. dox.Cd» Cie Coe Cse) ; 100,1 - 99,9 (G, Cig) ; 75,8 - 75,4 - 72,7 -
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71,1 -69,9 - 69,6 - 69,5 - 69,1 - 68,8 - 68,0 ;76663,7 (G, Cre, Coe, Crae 3Csucre Caa Csa,
7Cpeg) ; 56,6 (Gwme) 5 56,1 (Guerd ; 49,3 (Ged) ; 47,2 (Ga) ; 38,4 - 37,0 (C &) ; 36,7 (Ge) ;
35,1 (G) ; 32,1 (God ; 29,8 (Gu) ; 27,8 - 25,8 - 24,8 (CC, Cy) ; 17,0 (Gd).

SMHR (ESI) : CgH72N7O25 [M-H]" m/z théorique : 1362,44308 m/z trouvé : 1362,4433 ;
Ce2H71N7005 [M-2H]? m/z théorique : 680,7179 m/z trouvé : 680,7148.
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Préparation du vecteur glucuronylé de la doxormei6Bb
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166 mg (0,0845 mmol ; 1 éq.) de glucuronidd et 14,6 mg (0,0146 mmol ; 0,15 éq.)
de Pd(PP¥),; sont mis en solution dans 2 mL d’'un mélange THE/H/1 préalablement
dégazeé sous flux de;N19puL (0,2112 mmol ; 2,5 éq.) d’aniline sont additioaret I'agitation
est maintenue 4 heures a température ambianteolt@ns est évaporé sous pression réduite
et le brut obtenu est purifié par HPLC semi-prépaeaMéthode3). 56 mg (0,0335 mmol ;
Rdt = 40%) de vectel88b (2 diastéréoisomeres) sont isolés apres lyoptidisasous forme

de solide rouge avec une pureté supérieure a 95%.

Pf = 140 - 150°C (décomposition)

Tr= 13,22 et 13,61 min (Méthod®

RMN *H (400 MHz, DMSO, & ppm) : 14,05 (2s, 1H, kheno) ; 13,26 (2s, 1H, kheno) ; 7,91
(m, 2H, H,, Hsp) ; 7,83-7,66 (M, 3H, ki Hie Hep) ; 7,52 (M, 1H, K ; 7,32 (m, 1H, Ky ;
7,0 (s, 2H, 25 ; 5,76 (M, 1H, i) ; 5,47 - 5,17 (M, 4H, H, Hig, 2How) ; 4,91 (M, 1H, K ;
4,55 (s, 2H, 2k ; 4,44 - 4,37 (m, 2H, 2k ; 4,12 (m, 1H, Ky ; 3,99 - 3,88 (m, 4H,
3Home, Hsucrd ; 3,75 - 3,14 (m, 51H partiellement masqués papit de l'eau résiduelle,
42Hpe 3Hsucre Hag, Hag, 2Hi, 2H) ; 2,94 (m, 2H, 2kbe ; 2,19 - 2,01 (m, 4H, 2512Hsy) ;
1,83 (M, 1H, Hy) ; 1,46 (M, 5H, ki, 2H, 2H.) ; 1,14 (M, 5H, 3k, 2H).

RMN **C (100 MHz, DMSO, 8 ppm) : 213,8 (Go céton) ; 186,6 - 186,5 (265 quinond ; 172,0
(Ccoamigd ; 171,1 - 170,0 (265 maisimiad ; 160,8 (Ge) ; 157,9 - 157,6 - 156,1 - 156,0 - 154,5 -
154,4 (G0 acide carboxyliqueCco carbamate 2Cphéno) ; 148,5 (Gp) ; 141,9 et 141,8 (Gazoid ; 139,7 -
139,5-136,3 - 135,5 - 134,7 - 134,4 - 134,13,83 133,7 - 132,0 - 130,3 - 130,2 - 128,9 -
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123,6 - 123,5-122,7 - 120,0 - 119,8 - 119,0 -,818118,6 - 117,7 — 116,8 - 116,5 - 115,8 -
115,7 -112,0 - 110,8 - 110,7 4£Csb, Can, Csb, Conr 2G, 6Cyuat. doxCd, Cre Coe Cze) ; 100,1 -
99,8 (Ga Cig); 75,8-75,3-749-72,7-71,1-69,9 - 6969,2 - 68,8 - 67,9 - 66,7 - 63,7
(Co, Gre Goer Crae 3Csucre Caay Csa, 20Geeq) ; 56,6 (Gme) 5 54,9 (Ged) 5 52,3 (Guerd 5 49,3
(Creq ; 47,1 (Gd) ; 38,4 et 38,3 - 37,0 (O) ; 36,6 (Ge) ; 35,1 (G) ; 32,1 (God ; 29,8 (Gy)

; 27,8-25,8-24.8 (GG, Cy) 5 17,0 (Go).

SMHR (ESI) : Cz6H100N7O35 [M-H] m/z théorique : 1670,626%8/z trouvé : 1670,6264.
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Préparation du bromure de 2,3,4,6-téDacétyl-1-bromoa-D-galactose€7

AcO s OAC C14H19BrOg
Aco% 1 M = 411,20 g.mot
AcO gy Solide blanc

Rendement = 87%

10 g (12,80 mmol ; 1 éq.) de pentaac@y-galactoseB6 sont mis en solution dans
10 mL d'acide bromhydrique a 33% dans l'acide quéti La solution est agitée 3h a
température ambiante puis additionnée doucementirsunélange eau et glace. Cette phase
agueuse est extraite trois fois par du dichloroaméthet les phases organiques résultantes sont
lavées deux fois par une solution saturée de NaiiG€chées sur MgSQet évaporées.
Quelgues millilitres d'éthanol sont additionnésbaut réactionnel et le mélange est placé au
congélateur pendant une nuit. Apres filtration décppité obtenu, 9,20 g (11,2 mmol ; Rdt =

87%) de galactoside brom8& sont obtenus sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,6 (Eluant : EP/ACOEt 50/50)

Pf = 69°C

RMN *H (400 MHz, CDCl, & ppm) : 6,68 (d, 1HJ = 4,0 Hz, H) ; 5,50 (d, 1H,J = 3,0 Hz,
Hy) ; 5,40 (dd, 1HJ = 10,0 Hz,J = 3,0 Hz, H) ; 5,02 (dd, 1H,J = 4,0 Hz,J = 10,0 Hz, H) ;
4,44 (t, 1HJ = 6,6 Hz, H) ; 4,12 (m, 2H, 2k) : 2,12 - 1,97 (4s, 12H, 123c00.
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Préparation du compo$8

C24H27NOy3

M = 537,15 g.mot
Solide blanc
Rendement = 84%

1,00 g (3,70 mmol ; 3,7 éq) de AZO; sont mis en suspension dans 1,5 mL
d'acétonitrile anhydre. 194 (0,70 mmol ; 0,7 €g.) de HMTTA sont additionnés$amgitation
est maintenue 2 h a température ambiante. La solest refroidie a 0°C, 209 mg (1,0 mmol ;
1 ég.) de nitrophéndl et 822 mg (2 mmol ; 2 éq.) de galactoside br8mhsont additionnés.
Le mélange est laissé sous agitation 4h & tempérambiante puis filtré sur CéfteLe
filtrat est hydrolysé par une solution d’acide chialrique 0,1 N et extrait trois fois par de
'acétate d'éthyle. La phase organique est seahéRIgSQ, filtrée et séchée sous vide. Le
brut est purifié par flash chromatographie (EluaBP/AcOEt 60/40 ; 50/50 ; 40/60) et 453
mg (0,84 mmol ; Rdt = 84%) de galactosg8sont obtenus sous forme de solide blanc.

Pf=71°C

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,86 (2d, 1H,) = 2,0 Hz, Hy) ; 7,58 (2dd, 1H) = 8,7
Hz,J=2 Hz, Hy) ; 7,35 (2d, 1HJ = 8,7 Hz, Hy), 5,49 (dd, 1HJ = 8,0 Hz,J = 10,5 Hz, H,)
: 5,46 (d, 1HJ = 3,5 Hz, Hy ; 5,15 (M, 2H, H, Hsa) ; 4,92 (2t, 1HJ = 6,1 Hz, H) ; 4,28 -
4,13 (m, 3H, H, 2Hsy) ; 2,63 (dd, 1H,) = 3,8 Hz, J = 6,1 Hz, §; 2,20 (s, 3H, 3bu3cog ;
2,12 (s, 4H, 3lduscoo Hd) ; 2,07 (s, 3H, 3buscoq ; 2,01 (s, 3H, 3bBuscog-

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,4 - 170,3 - 170,1 - 169,5 (46 acsta» ; 148,5
(Cup) ; 140,8 (Gp) ; 138,9 (Gp) ; 131,3 (Gy) ; 122,6 (Gp) ; 119,1 (Gp) ; 100,4 (G4 ; 79,8
(Caieynd 5 71,7 (Gd) ; 71,3 (@) ; 70,6 (G) ; 70,5 (Gd) ; 67,8 (G ; 66,8 (Gj) ; 61,4 (Gd) ;
29,2 (G) ; 20,6 (4GHaco0-

SMHR (ESI) : Cy4H2;NO3Na[M+Na]” m/z théorique : 560,1380 m/z trouvé : 560,1381.
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Préparation du compo§®

x C31H30N2017
M = 702,57 g.mot
Solide blanc

Rendement = 92%

453 mg (0,84 mmol ; 1 éq.) d'alcool benzyliget 338 mg (1,68 mmol ; 2 éq.) de
chloroformiate depara-nitrophénol sont mis en solution dans 10 mL dehldiométhane
anhydre. La solution est refroidie a 0°C et 3280 de pyridine (2,1 mmol ; 2,5 éq.) sont
additionnés goutte a goutte. Aprés 3h d'agitatiolerapérature ambiante, le mélange est
hydrolysé par ajout d'une solution saturée de Na(lCEs phases sont séparées et la phase
agueuse est extraite trois fois par du dichloroar@h La phase organique est séchée sur
MgSQ,, filtrée et évaporée. Une purification par flaghhamatographie (Eluant : EP/AcOEt
60/40 ; 50/50) permet d'isoler 543 mg (0,77 mmBUdf = 92%) de composé actiBd sous

forme de solide blanc.

Pf = 94°C

Rf = 0,24 (Eluant : EP/AcOEt 60/40)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 8,22 (d, 2H,J = 9,0 Hz, 2H,) : 7,90 (d, 1HJ = 2,5
Hz, Hay) ; 7,60 (dd, 1H) = 8,5 Hz,J = 2,5 Hz, Hy) ; 7,38 (d, 1H,) = 8,5 Hz, Hy) ; 7,33 (d,
2H, J= 9,0 Hz, 2H,) ; 5,79 (2t, 1HJ = 6,4 Hz, H) ; 5,51 (dd, 1H,) = 8,0 Hz,J = 10,5 Hz,
Hza) ; 5,45 (d, 1HJ = 3,5 Hz, H,) ; 5,11 (d, 1H,J) = 7,8 Hz, H,) ; 5,09 (dd, 1HJ = 3,4 Hz,J
= 10,5 Hz, Hy), 4,25 - 4,08 (m, 3H, &, 2Hs,) ; 2,88 (M, 2H, 28 ; 2,15 (s, 3H, 3lhaco0 ;
2,09 (s, 4H, 3lduscoa Ha) ; 2,03 (s, 3H, 3lduscod ; 1,98 (s, 3H, 3ldhscod.

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,3 - 170,2 - 170,1 - 169,3 (4€aceta ; 155,2
(Cco carbonaty ; 151,5 (Go) ; 149,7 (Go) ; 145,5 (Go) ; 141,1 (Gy) ; 133,2 (Gp) ; 132,0 (Gp) ;
125,3 (2G) ; 123,6 (Gp) ; 121,7 (2Go) ; 119,4 (Gp); 100,4 (Ga) ; 77,3 (G) ; 77,1 (Gieynd ;
72,5 (@) ; 71,5 (Gd ; 70,5 (G9 ; 67,8 (Ga) ; 66,7 (Ga) ; 61,4 (GJ) ; 26,2 (C) ; 20,6
(4Cchzcoq.

SMHR (ESI) : C31H3N-0:/Na[M+Na]” m/z théorique : 725,1442 m/z trouvé : 725,1449.
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Préparation du compo$d

Ce4Ho2NsO21

A OAc 0
cO O—/<
é@vo N M = 1281,44 g.mot
AcO e / NH O
O,N / 0 \\;L-/( Solide blanc
A
M

Rendement = 74%
eO N

MeO

NH
OH

30 mg (0,042 mmol ; 1 éqg.) de MMAE et 29,3 mg 4@,0nmol ; 1 €q.) de carbonate
activé 89 sont mis en solution dans 1 mL d'un mélange DMfdpe 8/2. 5,7 mg (0,042
mmol ; 1 éq.) de HOBt et 8,jdL (0,050 mmol ; 1,2 éq.) de DIPEA sont additionnis.
mélange est laissé sous agitation 32h a températakeante. Le solvant est alors éliminé
sous vide. Le brut réactionnel est purifié parHlasiromatographie (Eluant: DCM/MeOH
98/2 ; 97/3). 40 mg (0,031 mmol ; Rdt = 74%) de pos€90 sont isolés sous forme de solide

blanc.

Tr= 23,44 min (Méthod8)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & ppm) : 7,82-7,79 (2s, 1H) ; 7,51 (2d,= 8,0 Hz, 1H) ; 7,37 -
7,23 (m, 6H) ; 6,52 (m, 1H) ; 5,70 (m, 1H) ; 5,50, (LH) ; 5,45 (m, 1H) ; 5,06 (m, 2H) ; 4,93
(m, 1H) ; 4,70 (m, 1H) ; 4,26-4,03 (m, 7H) ; 3,86, (LH) ; 3,60-3,27 (m, 8H) ; 3,10-2,85 (m,
8H) ; 2,77-2,34 (m, 3H) ; 2,34-1,92 (m, 17H) ; 188, 2H) ; 1,77-1,55 (m, 1H) ; 1,30 (m,
1H) : 1,24 (m, 4H) ; 1,01-0,71 (m, 20H), 0,70-0(5% 1H).

RMN %C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 174,7 ; 170,6 ; 170,4 ; 170,3 (2C) ; 170,2 ; 169,7
169,6 ; 169,4 ; 156,0 ; 149,2 ; 141,3 ; 141,1 ;,635135,5 ; 131,8 ; 128,1 ; 127,3 ; 126,4 ;
123,2 ; 119,5 ; 100,7 ; 82,1 ; 78,4 ; 75,9 ; 7373,9 ; 71,5 (2C) ; 70,6 ; 67,9 ; 65,1 ; 61,4 ;
61,0;60,1;58,1;51,7;47,9;45,0;37,7,4339,8 ;26,7 ;26,2;258 ;25,1 ;250 ;20,7
(2C);20,6;19,4:;18,6 ;16,0 ;14,5; 14,0,011

SMHR (ESI) : CesHooNeO2:Na[M+Na]” m/z théorique : 1303,62077 m/z trouvé : 1303,6211.
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Préparation du compo&4

ho M 0 CseHgaNeO17Na

O
HO&&/O JfN M = 1113,30 g.mot
NH O
Mon d A Solide blanc
/ N N
N\ Rendement = 97%
MeO N
(0]
MeO
O
NH
OH

40 mg (0,031 mmol ; 1 ég.) de galactoside pro@@é&ont dissouts dans 2 mL de
MeOH. Une solution de 11 mg (0,262 mmol ; 8,8 ég.L.iOH monohydraté dans 2 mL d'eau
est additionnée lentement a 0°C. Aprés 20 minugagtdtion le milieu est neutralisé par de la
résine acide IRC50, filtré et évaporé. Le brutmsifié par flash chromatographie (Eluant :
DCM/MeOH 97/3 ; 95/5 ; 90/10) et 34 mg (0,030 mmaétdt = 97%) de compo#l sont

obtenus sous forme de solide blanc.

Tr = 16,61 et 16,83 min (Méthod®

RMN *H (400 MHz, CD;OD, & ppm) : 7,86 (m, 1H) ; 7,63 (m, 1H) ; 7,49-7,23 (m, 6H) ;
5,80 (m, 1H) ; 5,01 (m, 1H) ; 4,90 (m, 1H, pargellent masqué par le signal du méthanol
résiduel) ; 4,80-4,51 (m, 2H) ; 4,62-4,17 (m, 3H,90-3,73 (m, 7H) ; 3,73-3,41 (m, 2H) ;
3,39 (m, 2H) ; 3,38-3,34 (m, 4H) ; 3,30-3,24 (m)413,12 (m, 1H) ; 3,06-2,94 (m, 3H) ; 2,91
(m, 1H) ; 2,81 (m, 3H) ; 2,50-2,21 (m, 2H) ; 2,498 (m, 2H) ; 1,95-1,65 (m, 3H) ; 1,65-
1,20 (m, 3H) ; 1,25-1,10 (m, 6H) ; 1,01-0,79 (mH)7 0,61 (m, 1H).

RMN **C (100 MHz, CD;OD, 8 ppm) : 175,8 ; 175,5; 171,8 ; 151,3 ; 144,1 ; 143,8 ;841
135,3;132,9;129,3;128,6;128,4; 128,1;927124,0;118,8; 103,0; 86,7 ; 83,5; 79,5 ;
77,4;,752;749;725;71,9;70,2;66,0,46%62,0 ;61,6 ;60,8 ;60,6 ;58,6 ;584 ;51,3
50,8 ;48,1;45,9;45,5;33,9;33,7;33,1,838B0,4 ; 27,0; 26,6 ; 25,9 ; 25,6 ; 24,5 ; 19,7
19,4;19,0,; 18,8, 16,9, 16,3 ; 16,1 ; 16,0,8L515,1 ; 10,9.

SMHR (ESI) : CseHgaNeO17/Na[M+Na]” m/z théorique : 1135.57852 m/z trouvé : 1135.5785.
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Préparation du compo$3

Q GOOH Ca7H35N110g
: 0
™o N M = 641,27 g.mo}
NZ 7 ]/\N d HN\/\O/\/O\/\O/\/NS Solide |
HNJ\\N SN e H isomére v Olide jaune
2

Rendement = 30%

H
o OYN\/\O/\/O\/\O/\/N;;

OH N> cooH
N H
NZ = N
PPN | H isomére o
N

H,NT N

600 mg (1,26 mmol ; 1 ég.) d'acide folique dihydrsont solubilisés dans 10 mL de
pyridine et 20 mL de DMSO. 3Q@. (1,51 mmol ; 1,2 éqg.) du compoggaet 650 mg (3,15
mmol ; 2,5 éq.) de DCC sont additionnés. Aprésnuied'agitation, le mélange est filtré et le
filtrat est additionné goutte a goutte, sous aigitatsur 400 mL d'éther diéthylique a 0°C. Le
précipité jaune formé est récupéré par filtrationg par de I'éther diéthylique et purifié par
HPLC semi-préparative (Méthodg. 240 mg (0,373 mmol ; Rdt = 30%) d'azot@& sont

obtenus sous forme de solide jaune apres lyoptdisé2 régioisomerealy : 3/7).

Pf =205°C (décomposition

Tr = 8,54 et 8,91 min (Méthod®)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, & ppm) : 8,69 (s, 1H, B ; 7,99 (d, 1HJ = 8,3 Hz, Hu) ;
7,89 (t, 1HJ = 5,6 Hz, Hy) ; 7,68 (d, 2H,) = 9,7 Hz, 2H) ; 7,19 (sl, 1H, Ry) ; 6,66 (d, 2H,
J=9,7 Hz, 2H) ; 4,53 (s, 2H, 2 ; 4,40 (m, 1H, B ; 3,72 - 3,19 (M, 19H, 16Hdg 2H\w2,
Hnw) 5 2,30 - 2,20 (m, 2H, 2§)1; 2,11 - 1,82 (m, 2H, 2/

RMN **C (100 MHz, DMSO-d;, & ppm) : 175,0 - 172,7 - 167,2 - 161,6 - 155,8 - 154,4 -
151,6 - 150,1 (7&o quat.; 2Cco amide; Cco acide caboxyligde ; 149,3 (G) ; 130,0 (2@) ; 129,9
(Cquat) ; 122,3 (Gua) 5 112,1 (26) ; 70,7 - 70,1 (66kd ; 53,5 (C) ; 50,9 (Ged ; 46,8 (G) ;
39,5 (Geg ; 31,4 (Q) ; 27,9 (G).

SMHR (ESI) : Cy7H34N1:08 [M-H] m/z théorique : 640,25973 m/z trouvé : 640,2586.
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Préparation du compogd

O
isoméres y
N O\
0
N/
R COOH
o
HN_ O o
/ >\ 0
N\n/O z ,N/\é/o\%/\N HN
o N=N 3 H
Ho 1 NO, NH
HO o isomeéres o RN
N= NH
N=(
NH,
Cs3aH11N17025
M = 1754,93 g.mot
Solide blanc

Rendement = 27%

34 mg (0,030 mmol ; 1 éq.) de galactosgdeet 18 mg (0,028 mmol ; 0,93 éq.) du
dérivé de l'acide foliqu83 sont solubilisés dans 1,2 mL de DMSO et 0,12 nelawl' 5,7 mg
(0,023 mmol ; 0,77 éqg.) de CuibH,O et 11,9 mg (0,060 mmol ; 2 éq.) d'ascorbate de
sodium sont ajoutés et le mélange est laissé ggitatian pendant 20h. Une solution de 30
mg (0,120 mmol ; 4 éq.) d'EDTA disodique dans 1 d'dau est ensuite additionnée pour
complexer le cuivre. La solution verte ainsi obterest diluée par 2 mL de MeOH et
transvasée dans un erlenmeyer. L'ajout d'un grdsmeo d'éther diéthylique permet la

précipitation d'un mélange de vecteur, dEDTA etcdare. Le précipité est récupéré par
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filtration puis lavé par de I'eau pour éliminerclgvre et 'TEDTA. 33 mg (0,019 mmol ; Rdt =
63%) de solide jaune sont récupérés avec une pdee®%. Une purification par technique
de chromatographie semi-préparative (MéthBdpermet d'obtenir le vecteur galactos8g
sous la forme de quatre isoméres avec une purpé&isure a 97% (9,1 mg ; 0,0082 mmol ;
Rdt = 27%).

Tr = 12,29 min (Méthod®8)

RMN 'H (400 MHz, DMSO, & ppm) : 8,64 (m, 1H) ; 8,16-7,50 (m, 7H) ; 7,50-6,75 (m,)7H
; 6,63 (m, 1H) ; 6,60-4,89 (m, 4H) ; 4,80-3,90 (H) ; 3,90-2,60 (m, 46H) ; 2,50-1,65 (m,
14H) ; 1,51 (m, 2H) ; 1,40-0,45 (m, 25H).

RMN **C (100 MHz, DMSO,8ppm) : 174,1 ; 172,3 ; 171,7 ; 168,7 ; 166,2 ; 150,7 ;,149
148,5 ; 143,6 ; 139,7 ; 129,0 ; 128,9 ; 127,7 ;,127126,6 ; 126,3 ; 123,4 ; 121,3 ; 111,1 ;
103,0; 101,2 ; 75,6 ; 74,7 ; 73,3 ; 69,9 ; 69¢®,0 ; 68,9 ; 67,9 ; 62,9 ; 60,9 ; 60,2 ; 60,1 ;
58,6 ;57,1;52,6;49,7;49,2;45,9;43,1,5382,0;31,5;30,5;27,0;26,7;253; 24,3
23,1;18,6;18,4; 18,3 (2C); 15,4 ; 15,3 ; 1419,3.

SMHR (ESI) : CgsH11dN17025[M-H] m/z théorique : 1752.84903 m/z trouvé : 1752.8493.
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Préparation du compo$da

= H

No N g O g N0
NO, o] E__ﬂO\H /©

HOQ&/O : AN N\:/<O

C142H202N340455
M = 3137,39 g.mot
Solide rouge

Rendement = 22%

14,6 mg (6,64umol ; 1 €g.) du dérivé de CBO-P®6 et 5 mg (5,31umol ; 0,8 éq.)
d’alcyne 95 sont dissouts dans un mélange comprenant 0,15'unke dolution de sulfate de
cuivre (4,4 mg/mL ; 2,6@mol ; 0,4 éqg.), 0,15 mL d'une solution d'ascorluEteodium (17,5
mg/mL ; 13,3umol ; 2 éq.) et 0,15 mL deert-butanol. Apres 24h d'agitation a température
ambiante, le solvant est évaporé sous vide. Leuéastenu est lavé trois fois par 0,5 mL de
THF puis le cuivre est complexé par 0,3 mL d'urlatgm saturée d'EDTA disodique dans le
tampon phosphate (0,2 M ; pH = 7) pendant 2h3Gdliele rouge en suspension est recupéré
par filtration puis purifié par HPLC semi-prépavatiméthodes). 3,6 mg (1,15umol ; Rdt =

22%) de vecteud4asont obtenus sous forme de solide rouge apresilisgiton.
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Tr = 14,4 min. (méthodP)
SM (MALDI-TOF) :  Ci42H203N34045S [M+H]* m/z théorique : 3136,4 m/z trouvé : 3137,4.
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Préparation dtert-butyl-carbamate d'hexan-6-89

C11H23NO3
BocHN\/b\/d\/f\OH M=217,31 g.mdf
D Huile jaune pale

Rendement = quantitatif

1,17 g (10 mmol ; 1€g.) de 6-aminohexanol et 2,{80gmmol ; 1 €g.) de Be® sont
mis en solution dans 33 mL d’acétonitrile et 8 mé dichlorométhane. Une quantité
catalytigue de DMAP est alors ajoutée et le mélaagelaissé sous agitation 2h30 jusqu’a
disparition totale de I'amine de départ. Le mélaegiedilué par 50 mL d’eau puis extrait trois
fois au dichlorométhane. La phase organique estésésur MgS@Qet évaporée a pression
réduite. L'alcool99 est obtenu de maniére quantitative (2,16 g ; 8y@bl) sous forme d’'une

huile jaune péale sans purification.

R¢ : 0,49 (Eluant : AcCOEt/EP 50 / 50).

RMN H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 4,53 (sl, 1H, Hy) ; 3,61 (t, 2HJ = 5,90 Hz, 2H) ;
3,10 (m, 2H, 2H) ; 1,64 (s, 1H, Wy) ; 1,55 (g, 2H,J = 6,78 Hz, 2K) ; 1,46 (2H, m, 2k) ;
1,42 (9H, s, 9kky) ; 1,39 - 1,29 (4H, m, 2H2H,).

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 156,2 (&o cabama; 79,2 (Guatt-sd) ; 62,8 (G) ; 40,4
(Ca) ;32,7 (G) ; 30,2 (Q) ; 28,5 (3erstsu) ; 26,5 (C) ; 25,4 (GQ).
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Préparation du compod®0

k C18H20NOsS
o Qs M = 371,49 g.mot
Huile incolore

Rendement = 92%

1,93 g (10,12 mmol ; 1,1 éq.) de chlorure de ®®gnt solubilisés dans 65 mL de
dichlorométhane. Cette solution est refroidie a .09C32 mL (9,20 mmol; 1 éq.) de
triéthylamine et une solution de 2 g (9,20 mmolédl) d’alcool primair®9 dans 10 mL de
dichlorométhane sont ajoutés lentement. Apres 2&ditdtion, 1,93 g (10,12 mmol ; 1,1 éq.)
de chlorure de tosyle et 1,32 mL (9,20 mmol ; 1) @b triethylamine sont a nouveau
additionnés afin de compléter la réaction. Aprék @7agitation, la réaction est stoppée par
ajout d’'eau. Les phases sont séparées et la pliamaise est extraite trois fois par du
dichlorométhane. Les phases organiques résultaatesséchées sur Mgg@t évaporées
sous pression réduite. Une purification par flastomatographie du brut réactionnel (Eluant :
EP/AcOEt 90/10 ; 75/25) permet d’obtenir 3,14 gtf8mmol ; Rdt = 92%) de tosylai®0

sous forme d’huile incolore.

R¢ : 0,33 (Eluant : EP/AcOEt 80/20).

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,78 (d, 2H, = 8,3 Hz, 2H) ; 7,34 (d, 2H,) = 8,3 Hz,
2H) ; 4,49 (sl, 1H, Wy) ; 4,00 (t, 2H,J = 6,46 Hz, 2K ; 3,06 (m, 2H, 2k ; 2,45 (s, 3H,
3Hy) ; 1,62 (M, 4H, 25 2H,) ; 1,43 (s, 9H, 9kk,) ; 1,23 - 1,34 (m, 4H, 2H2H,).

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 156,3 (Go carbamar; 144,8 () ; 133,3 (2G) ; 130,0
(2G) ; 128,0 (Q) ; 79,2 (Guattsu) 70,6 (G); 40,5 (G) ; 30,0 - 28,9 (2612 ; 28,5 (3GH3t-

Bu) ; 26,2 - 25,2 (262 ; 21,8 (Q).
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Partie expérimentale

Préparation dtert-butyl-carbamate de 6-azidohexdakl

C11H2oN4O2
M = 242,32 g.mot
Huile incolore

Rendement = 93%

BocHN. _~_ _~_
\/\c/\e/\N:3

a

2,80 g (7,53 mmol ; 1 éq.) de tosyldie0 sont mis en solution dans 21 mL de DMF.
5,87 g (90,36 mmol ; 12 éq.) d’azoture de sodiumt salditionnés et le mélange est porté a
55°C pendant 2h30 jusqu’a disparition totale du posé de départ. Le milieu réactionnel est
alors dilué par 200 mL d’eau puis extrait troissfgar de I'acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont lavées deux fois par de l'eau, faisepar une solution saturée de NacCl,
séchées sur MgSQuis évaporeées. 1,69 g (6,97 mmol ; Rdt = 93%)adlae 101 sont isolés

sans purification sous forme d’huile incolore.

R¢ : 0,49 (Eluant : AcCOEt/EP 90/10).

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 4,51 (s, 1H, Ry) ; 3,26 (t, 2HJ = 3,3 Hz, 2H) ; 3,11
(m, 2H, 2H) ; 1,63 - 1,56 (M, 4H, 2§12Hy) ; 1,50 - 1,31 (M, 13H, 9, 2H., 2Hy).

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 156,1 (Go carbamag; 79,1 (Guat tau) ; 51,4 (G) ; 40,5
(Ca) ; 30,0 - 28,8 (2612) ; 28,4 (3GHatsy) ; 26,4 - 26,3 (2GHo).
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Partie expérimentale

Préparation du 6-azidohexanamit@®

HzN\/b\/d\/f\N CeH14N4
a [ e 3
M = 142,20 g.mot
Huile jaune

Rendement = 95%

15 g (6,19 mmol; 1 éq.) d’azotur)1 sont mis en solution dans 1,7 mL de
dichlorométhane. 3 mL d’acide trifluoroacétique tsators ajoutés lentement. Aprés 1h30
d’agitation a température ambiante, I'amine esilémhent déprotégée. 25 mL d’'une solution
agueuse d’hydroxyde de sodium 5M sont ajoutés a@fi€ I'agitation est maintenue 10
minutes. Les deux phases sont alors séparées. fkpieextractions de la phase aqueuse par
du dichlorométhane, les phases organiques sonédapar une solution saturée de NacCl,
séchées sur MgSQet évaporées a pression réduite. 838 mg (5,89 mmRdt = 95%) de
composéL02 sont obtenus sans purification sous forme d’hailme.

Rt : 0,28 (Eluant : DCM/MeOH 90/10).

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 3,25 (t, 2H,J = 6,9 Hz, 2H) ; 2,68 (t, 2H,J = 6,9 Hz,
2H,) ; 1,60 (M, 4H, 22, 2Hcho) ; 1,40 (M, 6H, 6idky).

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm): 51,4 (G); 42,0 (G); 33,5- 28,8 - 26,6 - 26,4
(4Cch).
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Partie expérimentale

Préparation du compod®5

C30H46N200

M = 578,69 g.mot

Huile visqueuse incolore
Rendement = 83%

A une solution de 300 mg (1,014 mmol ; 1 éq.) dglutamatel03 dans 5 mL de
dichlorométhane refroidie a -78°C, sont ajoutées swmlution de 99 mg (0,335 mmol ; 0,33
€g.) de trisphosgéne dans 2,5 mL de dichlorométlear80puL (2,43 mmol ; 2,4 éq.) de
triéthylamine. Apres 2h d’agitation a -78°C, un&ution de 368 mg (1,115 mmol ; 1,1 éq.) de
L-glutamate 104 dans 2 mL de dichlorométhane et 200 (1,42 mmol; 1,4 éq.) de
triéthylamine sont additionnées. Le milieu réaatieinest alors porté a température ambiante
et laissé sous agitation toute la nuit. Le mélaegiehydrolysé par ajout de 10 mL d’'une
solution aqueuse de HCI 1N. Les phases sont sé&ppoéela phase organique est lavée deux
fois par une solution saturée de NaCl. La phasarmgge est séchée sur MgSQuis
évaporée sous pression réduite. Une purification gaomatographie flash du brut
réactionnel (Eluant : EP/AcOEt 85/15) permet désat85 mg (0,838 mmol ; Rdt = 83%) du

composél05 sous forme d’une huile incolore extrémement visigee

Rs : 0,40 (Eluant : EP/AcOEt 80/20).

RMN *H (400 MHz, CDCl;, & ppm) : 7,33 (M, 5H, 5Bomatiqu} ; 5,11 (d, 2H,J = 2,05 Hz,
2Hy) ; 5,06 (M, 2H, 2Ky ued ; 4,35 (M, 2H, | Hy) ; 2,53 — 2,02 (m, 6H, 6ky) ; 1,89 (m,
2H, 2Hcw) ; 1,45 (s, 9H, 9kby) ; 1,44 (s, 9H, 9by) ; 1,43 (S, 9H, 9kky).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 173,1 - 172,6 - 172,0 - 171,9 (4&este) ; 156,8 (Go
ued ; 136,0 - 128,7 - 128,4 (6f3) ; 82,4 - 82,3 - 80,7 (3faat. terrbury) ; 66,6 (G) ; 53,2 - 53,1
(Ce, Ca) ; 31,7 - 30,5 - 28,6 - 28,5 §0Ch, Ce, C) ; 28,2 - 28,1 (96 tert-buty)-
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Partie expérimentale

Préparation du compod96

1o o Ca3Ha0N209
COOH
) , M = 488,57 g.mot
b O e
1o N)J\N | o-» Huile visqueuse incolore
THoRES Rendement = 97%

400 mg (0,691 mmol ; 1 éq.) d'ester de beni@®sont mis en solution dans 4,5 mL
de dichlorométhane. Une quantité catalytiqgue d€RAP6 est ajoutée et le milieu réactionnel
est placé sous atmosphére d’hydrogene. Aprés 1agitakion a température ambiante, le
mélange est filtré sur Célfteet le solvant est éliminé par évaporation soussive réduite.
328 mg (0,671 mmol ; Rdt = 97%) de composé dépédté§ sont obtenus, sans purification,

sous forme d’une huile incolore visqueuse.

R¢: 0,52 (Eluant : DCM/MeOH 90/10).

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 5,95 (d, 1HJ = 8,3 Hz, Hiri ured ; 5,48 (d, 1H,) = 8,3
Hz, Huh wed ; 4,45 (M,1H, Hou 9 ; 4,31 (M, 1H, Hou 9 ; 2,43 — 2,24 (m, 4H, 44ho) ; 2,12
(m, 2H, 2Hwy) ; 1,86 (M, 2H, 2idyy) ; 1,48 (S, 9H, rbuy) ; 1,45 (S, OH, rbuy) ; 1,43
(s, 9H, Hertbuty)-

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm): 175,8 - 173,3 - 172,6 - 171,8 (B&ester Cco acide
carboxyliqud ; 158,1 (Go wred ; 82,9 - 82,4 - 80,9 (3ar. tertbury) ; 53,6 - 53,2 (§ C) ; 31,7 -
30,7 - 28,5 (G Cp, Co, ©) ; 28,2 - 28,1 (9Gr-buty)-
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Partie expérimentale

Préparation du compod€7

C29H52NeOs
M = 612,76 g.mot
Huile incolore visqueuse

Rendement = 58%

169 mg (0,346 mmol ; 1 éq.) d’acide carboxylid@ et 59 mg (0,415 mmol ; 1,2
€g.) d’'aminel02 sont mis en solution dans 1 mL de DMF. Cette smtuést refroidie a 0°C
puis 64 mg (0,415 mmol ; 1,2 éq.) de EDC et unentiigacatalytique de DMAP sont ajouteés.
Aprés une nuit d’agitation & température ambialitgide carboxylique est entiérement
consommé et le DMF est éliminé par évaporation gwassion réduite. Le résidu est dilué
par du dichlorométhane et la phase organique es¢ l&ois fois par de I'eau, une fois par une
solution saturée de NaHGOséchée sur MgS(Qpuis évaporée sous pression réduite. Une
chromatographie flash du brut (Eluant : EP/AcCOEfSBY permet d’isoler 123 mg (0,201
mmol ; Rdt = 58%) d’amid&07 sous forme d’une huile incolore extrémement visigae

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : En cours.

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : En cours.

SMHR (ESI) : CygHsoNgOgNa [M+Na]®™ m/z théorique : 635,37388 m/z trouvé : 635,3740 ;
CooHs3NgOg [M+H]" m/z théorique : 613,39194 m/z trouvé : 613,3908,3H5,NsOsK
[M+K]" m/z théorique : 635,34782 m/z trouvé : 635,3486.
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Partie expérimentale

Préparation du compo4€8

N C17H28N60Og

COOH O N N3
. 5 ;of e M = 444,44 g.mot
J Huile visqueuse

Hooc” H H =>COOH
¢ Rendement = 97%

o T

195 mg (0,32 mmol ; 1 éqg.) d’'amide protéE sont mis en solution dans 5 mL de
dichlorométhane. La solution est refroidie a 0°C5emL d'acide trifluoroacétique sont
additionnés goutte a goutte. Aprés 5h d'agitatioterapérature ambiante, le solvant est
évaporé sous vide et 140 mg (0,31 mmol ; Rdt = 9F8dPUPA déprotég&08 sont obtenus

sans purification.

RMN *H (400 MHz, DMSO-d®, & ppm) : 12,52 (sl, 3H, Hoon) ; 7,80 (t, 1H,J = 5,5 Hz,

Hut amigd ; 6,34 (t, 2H,J = 8,4 Hz, Hi wed ; 4,08 (M, 2H, | Hy) ; 3,30 (t, 2HJ = 6,9 Hz,

2H¢) ; 3,00 (M, 2H, 2H) ; 2,24 ; 2,09 ;: 1,90 ; 1,70 (4m, 8H, 2BHy, 2Hs, 2H) ; 1,50 (m,

2H, 2H) ; 1,39-1,23 (M, 6H, 2H 2H., 2Hy).

RMN *C (100 MHz, DMSO-&, 8 ppm) : 174,2 - 174,1 - 173,7 - 171,0 (8 acide carboxyiique,
Cco amiad ; 157,3 (Go ured ; 52,1 - 51,6 (§ Cy) ; 50,6 (G); 38,4 (G) ; 31,6 - 29,9 - 28,9 -
28,3-28,2-27,5-25,9 - 25,8 (80).

HRMS :

234



Partie expérimentale

Préparation du compodd3

AcO s PAC C20H31CIO12
® "OAc

Huile incolore
Rendement = 31%

1,67 g (4,28 mmol ; 1 ég.) de pentaacétatB-Begalactose sont mis en solution dans
20 mL de dichlorométhane anhydre. 930 (6,4 mmol ; 15 éq.) de 2-[2-
(chloroéthoxy)éthoxy]éthanol et 2,7 mL de HE,O sont additionnés successivement. Apres
une nuit d'agitation a température ambiante, leemiést hydrolysé par une solution saturée
de NaHCQ puis extrait trois fois au dichlorométhane. Lesag#s organiques sont alors
séchées sur MgS(Quis évaporées. Une chromatographie flash durBadtionnel (Eluant :
EP/AcOEt 50/50) permet d'isoler 661 mg (1,32 mm&dt = 31%) de galactosidel3

d'anoméri€ sous forme d'huile incolore.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 5,31 (dd, 1H,) = 3,4 Hz,J = 1,0 Hz, H) ; 5,12 (dd,
1H,J = 10,5 Hz, 7,9 Hz, b} ; 4,95 (dd, 1HJ = 10,5 HzJ= 3,4 Hz, H) ; 4,51 (d, 1H,) = 8,0
Hz, H) ; 4,06 (m, 2H, 2k) ; 3,88 (M, 2H, i, Hped ; 3,69 (M, 3H, 39 ; 3,58 (M, 8H,
8Hpeg ; 2,08 (S, 3H, 3bduzcod ; 1,99 (s, 3H, 3lduzcod ; 1,97 (S, 3H, 3bkscod ; 1,91 (s,
3H, 3HcHaco9.

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 170,3 - 170,2 - 170,1 - 169,4 (4&acetat) ; 101,3 (G)
;71,3 -70,9 - 70,6 - 70,3 ¢0Cs, 4Coeq) ; 69,0 (Ged ; 68,8 (G) ; 67,1 (Q) ; 61,3 (G) ; 42,8
(Cpeq ; 20,7 - 20,6 - 20,5 (4&i3c00.
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Partie expérimentale

Préparation du compodd 4

AcO s PAC Cao0H31N3012
ACCS‘&1/O\/\O/\/O\/3\N:3 M = 505,47 g.mdi’
® “OAc

Huile incolore
Rendement = 92%

487 mg (0,98 mmol ; 1 ég.) de galactosld® 317 mg (4,88 mmol ; 5 éq.) de NaN
et 724 mg (1,96 mmol ; 2 é€qg.) de TBAI sont mis elutson dans 3 mL de DMF. Aprés 12h
de chauffage a 80°C, le mélange est dilué paradéthite d'éthyle, la phase organique est
lavée trois fois par de I'eau, séchée sur Mg90Ois évaporée. Une chromatographie flash du
brut (Eluant : EP/AcOEt 40/60) permet d’isoler 45§ (0,90 mmol ; Rdt = 92%) d’azoture

114 sous forme d’huile incolore.

RMN *H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 5,38 (dd, 1H,) = 3,4 Hz,J = 1,0 Hz, H) ; 5,21 (dd,
1H,J=10,5 Hz,J = 8,0 Hz, H) ; 5,02 (dd, 1HJ = 10,5 Hz, J = 3,4 Hz, $; 4,57 (d, 1H]) =
8,0 Hz, H) ; 4,15 (m, 2H, 2k) ; 3,94 (m, 2H, 29 ; 3,75 (m, 1H, K) ; 3,65 (m, 8H,
8Hpeg ; 3,40 (t, 2H,J = 5,1 Hz, 2H) ; 2,15 (s, 3H, 3bhzcod ; 2,06 (S, 3H, 3bkacod ; 2,05
(s, 3H, 3Hhacod ; 1,98 (S, 3H, 3bkacod.

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8ppm) : 170,1 - 170,0 - 169,9 - 169,2 (4&acetar ; 101,1 (G)
; 70,7 - 70,5 - 70,4 - 70,1 - 69,8 - 68,8 - 68@5:8 (G, Cs, C4, Cs, 5Goeg) ; 61,1 (G) ; 50,4
(Cped ; 20,8 - 20,5 - 20,4 - 20,3 (4Gsc00-
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Partie expérimentale

Préparation du compodd5

Ho s P C12H23N30g
Hdé&o\ﬂowo\ﬁm M = 337,33 g.mot
Huile incolore

Rendement = 91%

258 mg (0,510 mmol ; 1 ég.) de galactoside acdti#esont mis en solution dans 5,1
mL de méthanol. La solution est refroidie a 0°G®tmg (1,021 mmol ; 2 ég.) de MeONa
sont additionnés. Apres 2h d'agitation & 0°C, ldange est neutralisé par ajout de résine
acide IRC50, filtré puis évaporé. Le brut réacteinest purifié par chromatographie flash
(Eluant : DCM/MeOH 90/10). 156 mg (0,462 mmol ; Rd81%) de galactoside déprotégé

115sont obtenus sous forme d'huile incolore.

RMN *H (400 MHz, CD;0D, & ppm) : 4,28 (d, 1HJ = 7,3 Hz, H) ; 4,03 (m, 1H, ke ;
3,85 (M, 1H, Huerd ; 3,72 (M, 11H, 10ktg 1Hsucrd ; 3,52 (M, 3H, 3Ked ; 3,42 (t, 2HJ =
5,0 Hz, H).

RMN **C (100 MHz, CD;0OD, 8 ppm) : 103,6 (C1) ; 74,5 - 73,5 (26 ; 71,4 (Gro) ; 71,3
(Csucrd ; 70,6 - 70,4 - 70,0 - 68,8 (4) ; 68,1 (Gucrd ; 61,2 - 50,6 (262).

SM (ESI) : Cy2H23N30gNa[M+Na] ™ m/z théorique : 360,1 m/z trouvé : 360,4.
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Partie expérimentale

Préparation du compod46

N C21H21NOsS,
iy | M = 447,52 g.mot
N
. 9% o o L Solide blanc

s N »
h 0 O \©\ Rendement = 79%

500 mg (3,59 mmol ; 1 éq.) de 2,6-bis(hydroxymBgyidine sont mis en suspension
dans 12 mL de dichlorométhane. 12 mL d’'une solutigneuse de KOH a 40% sont ajoutés a
0°C. Aprés 20 minutes d’agitation, 2,05 g (10,77 shm3 éq) de chlorure de tosyle sont
additionnés par petites portions. Apres 8h d’agited température ambiante, le mélange est
dilué par de I'eau et du dichlorométhane. La phageeuse est extraite trois fois par du
dichlorométhane. Les phases organiques sont ragsesniséchées sur Mga€t évaporeées.
Le brut réactionnel est purifié par flash chromatpdie (Eluant : EP/AcOEt 70/30 ; 50/50).
1,27 g (2,85 mmol ; Rdt = 79%) de compdgé sont isolés sous forme de solide blanc.

Rf = 0,81 (Eluant : EP/ACOEt 50/50)

Pf=123°C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 7,80 (m, 4H, 4k) ; 7,69 (t, 1HJ = 7,82 Hz, H) ; 7,33
(m, 6H, 4H, 2H,) ; 5,05 (s, 4H, 4k ; 2,44 (s, 6H, 6.

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 153,7 (2GQ) ; 145,3 (2G) ; 138,0 (Q) ; 132,9 (2Q) ;
130,1 (4G) ; 128,2 (4Q) ; 121,5 (2¢) ; 71,4 (2G) ; 21,8 (20Q).
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Partie expérimentale

Préparation du compod49

., _OH C7H-N3O
b M = 149,06 g.mot
c Solide brun

Na Rendement = 93%

374 mg (2 mmol ; 1 éq.) d’alcool 4-bromobenzyligeent mis en solution dans 4 mL
d’'un mélange éthanol/eau 7/3. 20 mg (0,1 mmol5 @®.) d'ascorbate de sodium, 260 mg (4
mmol ; 2 éq.) d’'azoture de sodium et g2 (0,3 mmol; 0,15 éqg.) de N,N’-diméthyl-
éthyldiamine sont additionnés. La solution est dégasous flux d'azote pendant 5 minutes
puis 38 mg (0,2 mmol ; 0,10 ég.) de Cul sont aput®& mélange est porté a reflux pendant
1h 30 puis dilué par de I'eau. La phase aqueusextistite trois fois par de I'acétate d’éthyle.
Les phases organiques sont lavées trois fois péieae, séchées sur Mgg@t évaporées.
276 mg (1,85 mmol; Rdt = 93%) d'alcool 4-azidohdigme 149 sont obtenus sans

purification.

Rf = 0,32 (Eluant : EP/AcCOEt 80/20)

Pf=37°C

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,35 (d, 2H, = 8,7 Hz, 2H) ; 7,02 (d, 2H,) = 8,7 Hz,
2Ho) ; 4,67 (s, 2H, 28 ; 1,77 (s, 1H, ).

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 139,5 (Gromatique quat.; 137,7 (Groamtique quat.; 128,7
(2Go) ; 119,2 (2Q) ; 64,8 (G).
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Partie expérimentale

Préparation du compod&0

2 C21H19N;O
AP M = 401,42 g.mat

¢ N
. O o Solide jaune

gé 5} Rendement = 96%
iNs N3

721 mg (1,61 mmol ; 1 éq.) de compdgd et 601 mg (4,03 mmol ; 2,5 éq.) d’azoture
149 sont mis en solution dans 29 mL de DMF anhydr&.mg (4,03 mmol ; 2,5 éq) de NaH
(60% massique dans I'huile minérale) sont addiéenpar petites fractions a température
ambiante et I'agitation est maintenue 45 minutesniilieu réactionnel est dilué par de I'eau
puis extrait trois fois par de I'AcOEt. Les phasgganiques sont rassemblées, lavées trois
fois par une solution saturée de NaHC®échées sur MgSQet évaporées sous pression
réduite. Le brut réactionnel est purifié par flaslmomatographie (Eluant : EP/AcOEt 90/10 ;
85/15 ; 80/20). 621 mg (1,55 mmol ; Rdt = 96%) dmpos€L50 sont obtenus sous forme de

solide jaune.

Rf = 0,6 (Eluant : DCM/acétone 90/10)

Pf=85°C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 7,73 (t, 1H,J = 7,7 Hz, H) ; 7,38 (M, 6H, 2l 4H) ;
7,02 (d, 4HJ=8,6 Hz, 4H)) ; 4,66 (s, 4H, 4k) ; 4,61 (s, 4H, 4}).

RMN *C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 157,8 (2G) ; 139,7 (2Q) ; 138,3 (G) ; 134,8 (2Q) ;
129,5 (4G) ; 120,4 (2G) ; 119,2 (4G) ; 73,0 (2GQ) ; 72,5 (2GQ).

SMHR (ESI) : CxiHigN;O-Na [M+Na]® m/z théorique : 424,1498 m/z trouvé : 424,1496 ;
C21H20N,0; [M+H]" m/z théorique : 402,1678 m/z trouvé : 402,1696.
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Partie expérimentale

Préparation du compodsl

: Ca1H23N30;
o M = 349,43 g.mot
Solide beige

d N

. O o)
gég é} Rendement = 78%
h A

INH2 NH,

500 mg (1,245 mmol ; 1 éq.) de di-azotdfs) sont mis en solution dans 4 mL d’un
meélange THF/MeOH 1/1. 74@8L (6,416 mmol ; 5,1 éq.) de 1,3-propanedithiol 84 gL
(6,416 mmol ; 5,1 éq.) de triéthylamine sont additieés. Le mélange est laissé sous agitation
pendant 14h puis le solvant est éliminé sous vigerésidu est solubilisé dans l'acétate
d'éthyle et la phase organique est lavée troisddisau, séchée sur Mg$@t évaporée. Une
chromatographie flash du brut (Eluant : DCM/MeOH1%) conduit au composisl (340

mg ; 0,973 mmol) sous forme de solide jaune aveendement de 78%.

Rf = 0,33 (Eluant : DCM/MeOH 98/2)

Pf = 144°C

RMN *H (400 MHz, DMSO-d®, 8 ppm) : 7,80 (t, 1H,J = 7,7 Hz, H) ; 7,32 (d, 2HJ = 7,7
Hz, 2H,) ; 7,02 (d, 4H,) = 8,3 Hz, 4H) ; 6,53 (d, 4H,) = 8,3 Hz, 4H) ; 5,07 (s, 4H, 4Ky) ;
4,48 (s, 4H, 4Q) ; 4,37 (s, 4H, 4H).

RMN ®C (100 MHz, DMSO®, & ppm): 157,8 (2G); 148,3 (2Q; 137.3 (Q;
129,4 (4G) ; 124,8 (2Q) ; 119,7 (2G) ; 113,5 (4G) ; 72,3 (2Q) ; 71,8 (2G).

SMHR (ESI) : C1H23N30.Na[M+Na]" m/z théorique : 372,1688 m/z trouvé : 372,1689.
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Partie expérimentale

Préparation du compod&s

H 0 C21H23NO13

BN M = 497,41 g.mot
AQ (o w7 o, Solide blanc
Acd ~ ZZAE Rendement = 89%

29 (4,86 mmol ; 1 éq.) de galactoside bro@Tésont mis en solution dans 32 mL
d'acétonitrile anhydre. La solution est refroidi® puis 2,67 g (9,72 mmol ; 2 éq.) de
Ag,CO; et une solution de 861 mg (5,34 mmol ; 1,1 éqg.4dsydroxy-3-nitrobenzaldéhyde
40 dans 10 mL d'acétonitrile sont additionnés. Ldeniréactionnel est laissé sous agitation
pendant 4h & température ambiante puis filtré glite®. Le filtrat obtenu est évaporé et le
brut réactionnel est purifié par flash chromatograp(Eluant : EP/AcOEt 70/30 ; 60/40 ;
50/50). 2,16 g (4,3 mmol ; Rdt = 89%) de galacte4ib sont obtenus sous forme d'un solide
blanc.

Rf = 0,5 (Eluant : EP/AcOEt 50/50)

RMN *H (400 MHz, CDCls;, & ppm) : 9,99 (s, 1H, Hio) ; 8,31 (d, 1HJ = 2,0 Hz, Hy) ;
8,08 (dd, 1HJ = 8,6 Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,50 (d, 1HJ = 8,6 Hz, Hy) ; 5,60 (dd, 1H,] =
10,0 Hz,J =79 Hz, HJ) ; 5,50 (d, 1HJ = 3,2 Hz, H,) ; 5,23 (d, 1HJ = 7,9 Hz, Hy) ; 5,13
(dd, 1H,J = 10,0 HzJ = 3,2 Hz, H) ; 4,24 (M, 3H, ks 2Hess) ; 2,20 (S, 3H, 3Bscod ; 2,13
(s, 3H, 3Rtnscod ; 2,09 (s, 3H, 3bhscod ; 2,03 (s, 3H, 3bhscod-

RMN *C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 188,7 (Gro) ; 170,4 - 170,2 - 169,3 (4G acéta) |
153,6 (Gp) ; 141,3 (Gy) ; 134,1 (Gyp) ; 131,6 (Gp) ; 126,9 (Gp) ; 118,9 (Gp) ; 100,1 (Ga) ;
71,9 (@9 ; 70,5 (Gy) ; 67,7 (Ga) ; 66,7 (Gd) ; 61,5 (G ; 20,8 - 20,7 (4€hH3co0-

SMHR (ESI) : C1H23NO;3Na [M+Na]*™ m/z théorique : 520,10671 m/z trouvé : 520,1066 ;
C,1H23NO13K [M+K]" m/z théorique : 536,08065 m/z trouvé : 536,0814.
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Préparation du compod&6

» ~OH C21H25NO13
5b 3b _
. M = 499,22 g.mot
AcO sa ©b N02
4a 520 i
At 1? Solide blanc
s 20Ac

Rendement = 84%

2 g (4 mmol ; 1 éq.) d'aldéhydks5 sont solubilisés dans 30 mL d'un mélange
THF/MeOH 1/1. Cette solution est refroidie a 0°Clé7 mg (2 mmol ; 0,5 éq.) de NaBH
sont additionnés par petites portions. Apres 30uies d'agitation a 0°C, le mélange
réactionnel est hydrolysé avec une solution de ®§ON. La phase aqueuse est extraite trois
fois par du dichlorométhane. La phase organiqusésiée sur MgSQOfiltrée puis évaporée.
Le brut réactionnel est purifié par flash chromagapgie (Eluant : EP/AcOEt : 25/75). 1,67 g
(3,36 mmol ; Rdt = 84%) d'alcool benzyliglig6 sont isolés sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,3 (Eluant : EP/AcCOELt 25/75)

Pf=193°C

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 8 ppm) : 7,80 (d, 1HJ = 2,0 Hz, Hy) ; 7,52 (dd, 1H,) = 8,6
Hz,J= 2,0 Hz, Hy) ; 7,35 (d, 1HJ = 8,6 Hz, Hy) ; 5,51 (dd, 1HJ = 10,0 Hz,J = 7,9 Hz,
Hoy) ; 5,47 (d, 1H,) = 3,3 Hz, Hy) ; 5,10 (dd, 1HJ = 10,0 HzJ = 3,3 Hz, H,) ; 5,06 (d, 1H,
J=79Hz, Hy) ;4,73 (d, 2HJ)=5,6 Hz, K) ; 4,17 (m, 3H, K 2Hss) ; 2,31 (t, IHJ = 5,6
Hz, Hop) ; 2,19 (s, 3H, 3buscoo ; 2,12 (s, 3H, 3buscoq ; 2,07 (s, 3H, 3buscoq ; 2,02 (s,
3H, 3HcHaco9.

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm): 170,5 - 170,4 - 170,3 - 169,3 (4€aceta ; 148,5
(Civ) ; 141,4 (Gp) ; 137,3 (Gp) ; 131,9 (Gp) ; 123,3 (Gp) ; 120,0 (Gp) ; 100,9 (Gd) ; 71,5
(Csa) ; 70,7 (Ga) ; 67,9 (Gy) ; 66,8 (G ; 63,5 (G) ; 61,5 (Gy) ; 20,8 - 20,7 (4€H3co9-
SMHR (ESI) : C1H2sNO13Na [M+Na]* m/z théorique : 522,12236 m/z trouvé : 522,1224 ;
C21H2sNO13K [M+K]* m/z théorique : 538,0963 m/z trouvé : 538,0948.
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Préparation du compodé7

Oy : . CaeHzsN2O7
50 3 O NO, M= 664,52 gmd}
OAc .
AcO o ® NO, Solide blanc
Acg 20
2 BopS Rendement = 86%

1,47 g (2,94 mmol ; 1 ég.) de galactosid sont mis en solution dans 15 mL de
dichlorométhane. La solution est refroidie a 0°@81g (8,83 mmol ; 3 €q.) de chloroformiate
de paranitrophényle et 714pL (8,83 mmol ; 3 éq.) de pyridine sont additionnés
successivement. Aprés 30 minutes d'agitation a destyre ambiante, I'alcool de départ est
entierement consommé. 15 mL d’'une solution satul®eNaHCQ sont additionnés. Les
phases sont séparées et la phase aqueuse egedxtiai fois par du dichlorométhane. La
phase organique résultante est séchée sur W diete et évaporée. Le brut réactionnel est
alors purifié par flash chromatographie (Eluan®/AcOEt : 70/30 ; 60/40 ; 50/50). 1,68 g

(2,52 mmol ; Rdt = 86%) de carbondte’ sont obtenus sous forme d'un solide blanc.

Rf = 0,2 (Eluant : EP/AcOEt 50/50)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & ppm) : 8,29 (d, 2H,J = 9,2 Hz, 2H,) ; 7,92 (d, 1HJ = 2,0
Hz, Hap) ; 7,65 (dd, 1HJ) = 8,6 Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,42 (d, 1HJ = 8,6 Hz, Hy) ; 7,39 (d,
2H,J=9,2 Hz, 2H,) ; 5,56 (dd, 1HJ = 10,0 HzJ = 7,9 Hz, H,) ; 5,50 (d, 1HJ = 3,3 Hz,
Haa) ; 5,31 (s, 2H, 2k ; 5,16 (d, 1H,) = 7,9 Hz, Hy) ; 5,13 (dd, 1H, = 10,0 Hz,J = 3,3 Hz,
Hsg) ; 4,20 (M, 3H, K, 3Hss) ; 2,19 (S, 3H, 3bkscog ; 2,12 (s, 3H, 3buscoq ; 2,07 (s, 3H,
3HchHscoq ; 2,02 (s, 3H, 3bBuscog-

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,2 - 170,1 - 170,0 - 169,3 (4€acétar ; 155,2
(Cco carvonatr ; 152,2 (Go) ; 149,6 (Go) ; 145,4 (G ; 140,9 (Gp) ; 133,9 (Gp) ; 130,1 (Gp) ;
125,3 - 125,2 (6, 2Gso) ; 121,7 (2Go) ; 119,4 (Gp) ; 100,3 (GJ) ; 71,4 (Gy) ; 70,4 (G)) ;
68,8 (G) ; 67,7 (Ga) ; 66,7 (Ga) ; 61,3 (G ; 20,6 - 20,5 -20,4 (4&3c00-

SMHR (ESI) : CgH2eN2017Na [M+Na]* m/z théorique : 687,12857 m/z trouvé : 687,1287 ;
CagH28N2017K [M+K]" m/z théorique : 703,10251 m/z trouvé : 703,1040.
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Préparation du compod&9

. -OH C30H34N2016
o_ N
R ¥ M = 678,59 g.mol-1
5 3 O 6 OH
OA o © Solide blanc
AcO /., CSb 0,
At 20 0 Rendement = 91%
cO f
% *0A

365 mg (0,55 mmol ; 1 éq.) de carbonate acktvésont mis en solution dans 4 mL de
DMF. 169 mg (1,11 mmol ; 2 éq.) d'anilidé8et 97 mg (0,71 mmol ; 1,3 ég.) de HOBt sont
additionnés. Le milieu réactionnel est chauffé aG@endant 18h. Aprés évaporation du
DMF, le brut est purifié par flash chromatograp{itéuant : EP/ACOEt : 50/50 ; 25/75). 341

mg (0,50 mmol ; Rdt = 91%) du compdEgd sont isolés sous forme de solide blanc.

Rf = 0,4 (Eluant : AcOEt)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & ppm) : 8,15 (sl, 1H, Hu carbamad ; 7,82 (d, 1HJ = 2,0 Hz,
Hap) ; 7,77 (d, 1H,) = 8,4 Hz, H) ; 7,54 (dd, 1HJ) = 8,6 Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,33 (d, 1H,]
= 8,6 Hz, Hy) ; 7,17 (dd, 1HJ = 8,4 Hz,J = 1,7 Hz, H) ; 7,06 (d, 1HJ = 1,3 Hz, H)) ;
5,50 (dd, 1HJ = 11 Hz,J = 8,0 Hz, H,) ; 5,43 (d, 1HJ = 3,0 Hz, H)) ; 5,13 (s, 2H, 2k) ;
5,10 (dd, 1HJ = 11 Hz,J = 3,0 Hz, H,) ; 5,07 (d, 1HJ = 8,0 Hz, H,) ; 4,57 (s, 2H, 2§ ;
4,50 (s, 2H, 21 ; 4,20 (m, 3H, K, 2Hsy) ; 3,34 (sl, 1H, Ky) ; 2,88 (sl, 1H, Hy) ; 2,14 (s,
3H, 3Hchscoq ; 2,09 (s, 3H, 3bkscog ; 2,04 (s, 3H, 3bBuscoa ; 1,99 (s, 3H, 3lbhscon-
RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,6 - 170,4 - 170,3 - 169,6 (4€acsta> ; 153,6
(Cco carbamay ; 149,1 (Go) ; 141,1 (Go) ; 136,5 (Go) ; 133,6 (Gp) ; 132,4 (Gp, Cap) ; 129,6
(Cio) ; 127,6 - 127,5 (6, Cso) ; 125,0 (Gp) ; 121,0 (Go) ; 119,7 (Gp) ; 100,6 (GJ) ; 71,5
(Csa) ; 70,6 (Ga) ; 67,9 (G ; 66,9 (G ; 65,2 (G) ; 64,4 - 63,9 (29 ; 61,4 (G ; 20,7 -
20,6 (4GH3co0-

SMHR (ESI) : CsgH34N20:6Na [M+Na]* m/z théorique : 701,18005 m/z trouvé : 701,1804 ;
C30H34N2016K [M+K]* m/z théorique : 717,15399 m/z trouvé : 717,1540.
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Préparation du compodé0

. O\”/O -~ Ca4HaoN4O24
H
b O~ N % O M = 1008,80 g.mot
g NO, ,0U g.
5b w0 o o.__0O .
y dand \©\ Solide blanc
C
AcO /,, e NO, 0 NO,
AR TN Rendement = 89%
AcO s
3a 2E‘OA

238 mg (1,18 mmol ; 4 éq.) de chloroformiate mhra-nitrophényle sont mis en
solution dans 3 mL de dichlorométhane. La soluéstrefroidie & 0°C et 96L (1,18 mmol ;
4 eég.) de pyridine sont additionnés. Une solutier281 mg (0,29 mmol ; 1 éq.) de did@9
dans 4 mL de dichlorométhane est alors additiogoéte a goutte. Le milieu réactionnel est
laissé sous agitation pendant 1 heure a tempéranngante. Le brut réactionnel est
hydrolysé par ajout d'une solution saturée de NafdCEs phases sont séparées et la phase
agueuse est extraite trois fois par du dichloroar@hLes phases organiques sont séchées sur
MgSQ,, filtrées puis évaporées. Une purification du lpat flash chromatographie (Eluant :
EP/AcOEt : 70/30 ; 50/50) conduit au bis-carbonb®® (266 mg ; 0,26 mmol) avec un

rendement de 89%.

Rf = 0,6 (Eluant : EP/AcOEt 60/40)

RMN H (400 MHz, CDCl;, & ppm) : 8,27 (m, 4H, 4ky) ; 7,90 (d, 1HJ = 7,7 Hz, R ;
7,87 (d, 1HJ = 2,0 Hz, Hy) ; 7,65 (s, 1H, Wy carbamasy ; 7,58 (dd, 1HJ = 8,6 Hz,J = 2,0
Hz, Hsp) ; 7,51 (m, 2H, K, Hep) ; 7,37 (M, 5H, 4bk, Hso) ; 5,55 (dd, 1HJ = 10,5 HzJ = 7,8
Hz, Hp) ; 5,48 (dd, 1H) = 3,4 Hz,J = 0,8 Hz, H) ; 5,33 (s, 2H, 28 ; 5,28 (s, 2H, 2H ;
5,21 (s, 2H, 2 : 5,12 (dd, 1HJ = 10,5 Hz,J = 3,4 Hz, H) ; 5,09 (d, 1HJ = 7,8 Hz, Ha) ;
4,20 (m, 3H, Ha 2Hss) ; 2,19 (s, 3H, 3bkacod ; 2,13 (s, 3H, 3bkacod ; 2,06 (s, 3H,
3Hchacod ; 2,02 (S, 3H, 3bkacod.

RMN **C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 170,4 - 170,2 - 169,4 (4G aceta ; 155,5 - 155,2
(2Cco carbonatk - 153,5 - 152,9 - 152,4 (& Cco carbamate 2Cid) ; 149,2 (Go) ; 145,7 - 145,5
(2Cad) 5 141,3 (Go) ; 137,4 (Gp) ; 133,6 (Gy) ; 132,1 - 131,9 - 131,1 46 Genr Gao) - 130,9
(Ci0) ; 125,4 - 125,3 (4§) ; 125,0 (Gp) ; 123,3 (Go) ; 121,8 (4Gy) ; 119,7 (Go) ; 100,7 (Ga)
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; 71,5 (Gg) ; 70,5 (G4 ; 70,0 (C) ; 67,8 (GJ) ; 67,6 () ; 66,7 (G ; 65,5 (G) ; 61,3 (G ;
20,8 - 20,7 - 20,6 (4€x3c00-

SMHR (ESI) : Ca4H40N4024Na[M+Na]* m/z théorique : 1031,19247 m/z trouvé : 1031,1925
» CagHaoN4024K [M+K]" m/z théorique : 1047,16641 m/z trouvé : 1047,1657.

247



Partie expérimentale

Préparation du compodé3

3d d e 3e
i@/\o A C45HasNs5016
M =911,86 g.mol-1
o\\lHN NF 9
0 o Solide blanc
/@) Rendement = 28%
5¢ 3c
6c O\HHN
(@] NH (0]
T
5b 3bo
OH
0 6a o N02
4a Sao
HO S} ; :19,0
3a 2a OH

400 mg (0,396 mmol ; 1 éq.) de bis-carbori@@et 346 mg (0,991 mmol ; 2,5 éq.) de
dianiline 151 sont mis en solution dans 4,8 mL de DMF. 53 m§96,mmol ; 1 éq.) de HOBt
sont additionnés et le mélange est laissé soustiagitoh a température ambiante. Le suivi de
réaction par HPLC indique alors que le dicarbonlgalépart est entierement consommé. Le
brut est dilué par ajout de 391 mL de DMF. Aprék @&gitation a 30°C, le DMF est évaporé
sous pression réduite. Le résidu est purifié pashflchromatographie (Eluant DCM/MeOH
98,5/1,5 ; 98/2). 348 mg d'un mélange non sépardblanacrocycle protéegé62 et de
dianiline 151 sont isolés puis engagés directement dans laiodade déprotection du
galactoside. Pour cela, le mélange des compbskst 162 est solubilisé dans 10,5 mL d'un
mélange DCM/MeOH 1/2. Cette solution est refroidi®°C puis 86 mg (1,611 mmol) de
méthanolate de sodium sont additionnés. Apres diledstation a 0°C, le milieu est neutralisé
par ajout de résine acide IRC50, filtré et évapddée purification du brut par flash
chromatographie (Eluant : DCM/MeOH 95/5 ; 93/7)mpet d'obtenir 100 mg (0,110 mmol ;

Rdt = 28%) de macrocycle galactos§3 sous forme de solide beige.

Tr = 11,6 min. (méthod8)

Pf=145-147°C

RMN *H (400 MHz, DMSO-d°, 8 ppm) : 9,77 (sl, 1H, Ky carbamar ; 9,66 (sl, 1H, Ry
carbamaty 3 9,27 (Sl, 1H, Ry carbamar ; 7,95 (d, 1HJ = 2,0 Hz, Hy) ; 7,80 (t, 1HJ = 7,7 Hz,
Hse ; 7,71 (dd, 1H,) = 8,8 Hz,J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,45 (m, 4H, K, Hsc, Hece, Hag) ; 7,33 (m,
6H, 2Hse, 4Hyg) ; 7,18 (M, 4H, 4kk) ; 5,17 (m, 6H, 2K 4H.) ; 5,06 (d, 1HJ = 7,7 Hz, Ry) ;
4,93 (d, 1IHJ=5,9 Hz, Hy) ; 4,69 (t, 1HJ =5,4 Hz, Ry) ; 4,62 (d, 1HJ = 4,5 Hz, Ry) ;
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4,46 (m, 8H, 4K, 4Hy) ; 3,70 (t, 1HJ = 3,8 Hz, Hajactosp ; 3,64 (t, 1HJ = 5,8 Hz, Hajactos) ;
3,58 - 3,35 (M, 5H, 2fiactose 2Hsa 1Hown partiellement masqués par le pic résiduel de l'eau)
RMN *C (100 MHz, DMSO-d, 8 ppm) : 157,7 (2G) ; 154,1 - 153,3 (3Grbama ; 149,3
(Cap) 5 139,9 - 138,4 - 138,3 (4fs. quaternaige~ 137,3 (Ge) - 134,9 (Gro. quatemaie- 133,8 (Gy) -
132,1 - 131,9 - 130,3 (4. quatemaie- 128,7 (4Gg) - 128,1 - 127,5 - 124,3 - 121,4 - 118,3 -
117,2 (2Ge 4Cod, Cac, Cse, Coe, Can, Cop) 5 101,0 (Gy) ; 75,8 - 73,3 (2Gaiactosp - 70,9 - 70,5
(2Cy, 2C) - 70,0 - 68,0 (2Galactosp - 64,8 - 64,6 - 61,3 (2CCy) - 60,3 (Gy).

SMHR (ESI) : CssH4sNs016Na [M+Na]* m/z théorique : 934,27535 m/z trouvé : 934,2754 ;
CasHasNs016K [M+K]" m/z théorique : 950,24929 m/z trouvé : 950,2478.
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Préparation du compodé5

/a\/\)i C7H13N30;
N 0T, M = 171,20 g.mot
Huile jaune

Rendement = 99 %

1,86 g (28,6 mmol ; 1,2 éq.) de Nadbnt mis en suspension dans 10 mL de DMF. 5 g
(23,8 mmol ; 1 éq.) de 4-bromovalérate d'éthylet salditionnés et le mélange est chauffé a
80°C pendant une nuit. Le milieu réactionnel esudn refroidi a température ambiante puis
dilué par 100 mL d'eau. La phase aqueuse est textrais fois par du dichlorométhane puis
les phases organiques sont lavées cing fois pkeaile séchées sur Mg%€l évaporeées. 4,85

g d'azoturel65 (28,3 mmol ; Rdt = 99%) sont obtenus sous forrhailé jaune.

Rf = 0,63 (Eluant : EP/ACOEt 90/10)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 3,87 (g, 2H,J = 7,1 Hz, 2H) ; 3,03 (t, 2HJ = 6,6 Hz,
2H,) ; 2,07 (t, 2HJ = 7,1 Hz, 2H) ; 1,49 - 1,33 (m, 4H, 2H2H,) ; 0,99 (t, 3HJ = 7,1 Hz,
3Hh).

RMN C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 173,1 (Go este) ; 60,4 (Q) ; 51,0 (Q) ; 33,7 (GQ) ;
28,2 - 22,1 (6Co) ; 14,2 (G).
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Préparation du compodé7a

Ng A _A_COOH CsHoN30,
C M = 143,14 g.mct
Huile jaune
Rendement = 96%

1,5 g (8,76 mmol ; 1 éq.) d'ester d'éthifb sont dissouts dans 20 mL d'éthanol. Une
solution de 525 mg (13,14 mmol ; 1,5 mmol) de Naf#ds 4,7 mL d'eau est additionnée et
le mélange est porté a reflux pendant 14h. L'éthesioévaporeé, le mélange est dilué par 10
mL d'eau et acidifié a pH = 1 par ajout de HCI 31%.phase aqueuse est extraite trois fois
par de I'éther diéthyligue. Les phases organigéssltantes sont séchées sur Mg¥D
évaporées. 1,21 g (8,45 mmol ; Rdt = 96%) d'acatbaxyliquel67a sont obtenus sans
purification sous forme d'huile jaune.

Rf = 0,46 (Eluant : EP/ACOEt 60/40)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 3,32 (t, 2H,J = 6,5 Hz, 2H) ; 2,42 (t, 2HJ = 7,1 Hz,
2Hg) ; 1,78 - 1,63 (m, 4H, 2K 2H,).

RMN **C (100 MHz, CDClk, 8 ppm) : 179,4 (G0 acide carboxyiiqle; 51,1 (G) ; 33,5 (G) ; 28,3
-21,9 (G Co).
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Préparation du compodé7b

N3«_~_~_-~_COOH CgH15N302

’ M = 185,12 g.mot
Huile jaune
Rendement = 88%

b d f
a c e

2 g (8,96 mmol ; 1 ég.) d'acide 8-bromooctanofsu@ mis en solution dans 10 mL de
DMF. 699 mg (10,75 mmol ; 1,2 éq.) de Nadbnt additionnés et le mélange est chauffé a
60°C pendant 2 jours. Aprés dilution (100 mL d'estgxtraction a I'acétate d'éthyle, la phase
organique est lavée cing fois par de I'eau, séshe®gSQ et évaporée. 1,46 g (7,89 mmol ;

Rdt = 88%) d'azoturg&67b sont obtenus sous forme d'huile jaune sans paiiiic.
Rf = 0,73 (Eluant : EP/AcOEt 50/50)

RMN H (400 MHz, CDCl, & ppm) : 3,25 (t, 2H,J = 6,8 Hz, 2H) : 2,34 (t, 2H, = 7,5 Hz,
2Hy) ; 1,60 (M, 4H, 21,2H;) ; 1,34 (M, 6H, 2k 2Hg, 2Ho).
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Préparation du compodé8

Cs3H57NOys

M = 948,02 g.mot
Solide blanc
Rendement = 78%

A une solution de 150 mg (0,176 mmol ; 1 éq.) ddiaxel et 39uL (0,352 mmol ; 2
€q.) d'acide 5-hexynoique dans 10 mL de THF, saditiannés 109 mg (0,527 mmol ; 3 €q.)
de DCC et une quantité catalytique de DMAP. Apréls d'agitation a température ambiante,
le solvant est évaporé et le brut obtenu est gusilir plaques de silice préparatives (Eluant :
DCM/MeOH 95/5). 130 mg (0,137 mmol ; Rdt = 78%)stke de paclitaxel68 sont isolés

sous forme de solide blanc.

Tr= 23,3 min (méthodB)

Pf=163°C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 8,14 (d, 2HJ = 7,8 Hz, 2H0 ortnd ; 7,74 (d, 2H] =
7,8 Hz, 2H0orthd 5 7,61 (t, 1HJ = 7,4 Hz, 1H pard ; 7,52 (M, 3H, 3k ; 7,44-7,34 (m, 7H,
7Haro) ; 6,90 (d, 1HJ = 9,1 Hz, Hiy amiad ; 6,26 (M, 2H, kb, Hiz) ; 5,96 (dd, 1H,) = 3,1 Hz,
J=9,1Hz, H); 5,68, 1H)=7,1 Hz, H) ; 5,50 (d, 1HJ = 3,1 Hz, H) ; 4,97 (d, 1HJ =
8,6 Hz, H) ; 4,45 (dd, 1H,) = 6,7 Hz,J = 10,8 Hz, H) ; 4,32 (d, 1HJ = 8,4 Hz, H) ; 4,20
(d, 1H,3 = 8,4 Hz, Hp) ; 3,81 (d, 1HJ = 7,0 Hz, H) ; 2,66-1,58 (m, 21H, 3ktnscoa 3Ho-
cHscoo 2Ha, 2Hc, Hy, 2Hs, 2H14, 3Hig, 3H19) ; 1,37-1,14 (m, 8H, 2] 3H:6, 3H17).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : 204,0 (Gstone  ; 172,2 - 171,4 - 169,9 - 168,2 (28
acétate 3Cco esterCco amiad ; 133,8 - 132,2 - 130,3 - 129,2 - 128,9 - 1281@7,2 - 126,6 (G,
C12, 3Caro quaternaire 15Garo c-H) 5 84,6 (G) ; 83,1 (Gieynd ; 81,2 (G) ; 77,4 (Q) ; 76,6 (Go) ;
75,7 (Go) ; 75,2 (Q) ; 74,1 (G) ; 72,1 (Gs, C7) ;69,6 (G) ; 58,6 (G) ; 52,8 (G) ; 45,7 (G) ;
43,3 (Gs) ; 35,6 (G, Ci4) ; 32,4 (Q) ; 25,6 (Ge) ; 25,0 (G) ; 22,8 (G-cHscod ; 22,3 (G7) ;
20,9 (Go-cHscoq ; 17,6 (G); 14,9 (Gs) ; 9,7 (Go).

SM (ESI): CssHs,NOisNa [M+Na]® m/z théorique : 970,36 m/z trouvé: 970,809.
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Préparation du compodé9a

Cs2Hs8N4O15

M = 979,03 g.mot
Solide blanc
Rendement = 84%

A une solution de 150 mg (0,176 mmol ; 1 €q.) ddif@xel et 50 mg (0,352 mmol ; 2
€g.) de composg67adans 10 mL de THF anhydre, sont additionnés 10901%®7 mmol ; 3
€g.) de DCC et une gquantité catalytigue de DMAPréapl6h d'agitation a température
ambiante, le solvant est évaporé et le brut estipsur plaques de silice préparatives (Eluant
: DCM/MeOH 95/5). 145 mg (0,148 mmol ; Rdt = 84%gster de paclitaxel69a sont
obtenus sous forme de solide blanc.

Tr = 24,2 min (méthod8)

Pf =165°C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : 8,15 (d, 2H,J = 7,7 Hz, 2Hw0 otnd ; 7,75 (d, 2HJ =
7,8 Hz, 2Hro orthg ; 7,62 (t, 1IHJ = 7,4 Hz, 1Ko pard ; 7,52 (M, 3H, 3R ; 7,45-7,34 (m, 7H,
7THaro) ; 6,92 (d, 1HJ = 9,1 Hz, H) ; 6,27 (M, 2H, Hb, His) ; 5,98 (dd, 1HJ = 3,1 Hz,J =
9,1Hz, H) ;5,69 (d, 1H)=7,1 Hz, H) ; 5,52 (d, 1H,J =3,1 Hz, H) ; 4,98 (d, 1HJ = 8,7
Hz, Hs) ; 4,46 (dd, 1HJ) = 6,6 Hz,J = 10,8 Hz, H) ; 4,33 (d, 1HJ = 8,4 Hz, Hy) ; 4,21 (d,
1H,J = 8,4 Hz, Hy) ; 3,82 (d, 1HJ = 7,0 Hz, H) ; 3,25 (t, 2HJ = 6,6 Hz, 2H) ; 2,63-2,29
(m, 7H,3H.crscoa He, Hia, 2How) ; 2,24 - 2,07 (M, 6H, 3td-chacoo His 2H) ; 1,90 (m, 4H,
3His, He) ; 1,72-1,49 (m, 5H, 3H, 2H.) ; 1,39-1,10 (m, 8H, 3H, 3H,7, 2Hy).

RMN **C (100 MHz, CDCk, 8 ppm) : 203,8 (Gstone § ; 172,2 - 171,3 - 169,8 - 168,2 - 166,7
(2Cco acetate 3Cco esterCco amidd 5 142,2 (Gro quatemaige; 136,7 - 133,7 133,5 - 133,1 - 132,1 -
130,2 - 129,5 - 129,1 - 128,8 - 128,6 - 128,5 -,027126,4 (@1, Ci2, 2Caro quaternaie 15Caro c-

H) ; 84,5 (G) ;81,1 (G) 78,4 (G) ; 76,5 (Go) ; 75,6 (Go) ; 75,1 (Q) ; 73,9 (@) ; 72,0 (Gs,
C7) ;58,4 (G) ; 52,7 (G) ; 50,9 (G) ; 45,6 (GQ) ; 43,2 (Gs) ; 35,6 (G, Ci4) ; 33,1 (Q) ; 26,7
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(Cie) ; 24,9 (C) ; 22,6 (G-crzcoq ; 22,2 (G7) ; 21,8 (@) ; 20,8 (Go-cHacod ; 14,7 (Gg) ; 9,7
(Cr9).

SMHR (ESI) : Cs:HsgN4O1sNa[M+Na]* m/z théorique : 1001,37909 m/z trouvé : 1001,3782
; CsoHsgN4O15K [M+K]* m/z théorique : 1017,35303 m/z trouvé : 1017,3544.
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Préparation du compod4é9b

Cs5H64N4O15
O OH
Ao M = 1021,11 g.mét
O NH

Solide blanc

Rendement = 67%

75 mg (0,0878 mmol ; 1 éq.) de paclitaxel et 32 (Md757 mmol ; 2 €g.) d'acide
carboxyliquel67b sont mis en solution dans 5 mL de THF anhydren§40,2634 mmol ; 3
€g.) de DCC et une quantité catalytigue de DMAP solditionnés et le mélange est laissé
sous agitation pendant 16h puis évaporé. Le brtgnobest purifié sur plaques de silice
préparatives (Eluant : DCM/MeOH 96/4). 60 mg (08%8nmol ; Rdt = 67%) d'ester de
paclitaxell69bont été isolés sous forme d'un solide blanc.

Tr = 26,95 min (méthodB)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : En cours.

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & ppm) : En cours.

SMHR (ESI) : CssHgsN4O1sNa[M+Na]™ m/z théorique : 1043,42604 m/z trouvé : 1043,4258
; CssHesN4O15 [M+H]" m/z théorique : 1021,44409 m/z trouvé : 1021,4408Hgs4N4O1sK
[M+K]" m/z théorique : 1059,3998 m/z trouvé : 1059,4007.
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Préparation du compo486

C108H115N5030
M = 1927,05 g.mot
Solide blanc

Rendement = 62%

15 mg (0,0158 mmol ; 1 éq.) d'alcyh68 et 15 mg (0,0158 mmol ; 1 éq.) d'azoture
169a sont mis en solution dans 5@ d'un mélange DCM/MeOH 95/5. 5,9 mg (0,0158
mmol ; 1 éq.) de Cu(MeChPFR sont additionnés et l'agitation est maintenue &6h
température ambiante. Le cuivre est complexé pmart aie 500uL d'une solution saturée de
EDTA disodique dans du tampon phosphate 0,2 M (pbl Aprés 30 minutes d'agitation, les
phases sont séparées et la phase agueuse esedxdiaifois par du dichlorométhane. Les
phases organiques sont séchées sur Mgbii3 évaporées. Le brut est purifié sur plague de
silice préparative (Eluant : DCM/MeOH 93/7). 19 (©g0098 mmol ; Rdt = 62%) de triazole

136sont isolés sous forme de solide blanc.

Tr = 25,7 min (méthod8)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 ppm) : En cours.

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & ppm) : En cours.

SM (ESI) : CiosH115N5030Na [M+Na] m/z théorique : 1948,75 m/z trouvé : 1949,47.
SMHR (ESI) : en cours.
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Préparation du compod83a

C1s0H160N 10046
M = 2838,91 g.mot
Solide blanc

Rendement = 26%

10 mg (10,94mol ; 1 éqg.) de macrocyclg63 sont mis en solution dans 1,28 mL d'un
mélange DCM/MeOH (17% MeOH). 3,9 mg (1040l ; 0,95 éq.) de Cu(MeChN)F; sont
additionnés et le mélange est laissé sous agitdiominutes. 54 mg (54,83mol ; 5 éq.)
d'azoturel69aet 52 mg (54,88mol ; 5 éq.) d'alcyn&68 sont ajoutés et la solution est agitée
40h a température ambiante. Le cuivre est comppexél mL d'une solution saturée en
d'EDTA disodique dans le tampon phosphate 0,2M%£pH. Aprés une heure d'agitation, les
deux phases sont séparées. La phase aqueuse ragt d@xbvis fois par de I'AcOEt et les
phases organiques résultantes sont séchées sur M{B®es et évaporées. Le brut est
purifié sur plaque de silice préparative (EluabDiCM/MeOH 93/7). 8 mg (2,8Amol ; Rdt =

26%) de rotaxang33a(2 diastéreoisomeres) sont isolés sous forme lakedaanc.

Tr= 22,98 min (méthodB)

SM (ESI) : CisH16N10046 [M+2H]?* m/z théorique : 1420,46 m/z trouvé : 1420,85.
SMHR (ESI) : En cours.

258



Partie expérimentale

Préparation du compod83b

C1s3H166N 10046
M = 2880,99 g.mot
Solide blanc

Rendement = 34%

10 mg (10,91umol ; 1 ég.) de macrocyclEs3 sont mis en solution dans 1,28 mL d'un
mélange DCM/MeOH (17% MeOH). 3,9 mg (1040l ; 0,95 éq.) de Cu(MeChN)F; sont
additionnés et le mélange est laissé sous agitdiominutes. 56 mg (54,83mol ; 5 éq.)
d'azoturel69b et 52 mg (54,83umol ; 5 éq.) d'alcynel68 sont ajoutés. L'agitation est
maintenue 48 h a température ambiante. 1 mL d'ohdien aqueuse saturée en EDTA
disodique est additionnée. Aprés une heure d'amitates deux phases sont séparées. La
phase aqueuse est extraite trois fois par de I'AcO#s phases organiques résultantes sont
seéchées sur MgSQfiltrées et évaporées. Le brut est purifié sagpk de silice préparative
(Eluant : DCM/MeOH 93/7). 10,7 mg (3,78mol ; Rdt = 34%) de rotaxang33b (2

diastéréoisomeres) ont ainsi été isolés sous taef@l'un solide blanc.

Tr = 23,77 et 23,96min (méthodeB)
SMHR (ESI): CisH1eN1¢0sNa [M+2Na** m/z théorique : 1462,53711 m/z trouvé :
1462,5378.
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A new cyclopamine glucuronide prodrug with improved kinetics of drug
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We prepared a new glucuronide prodrug of cyclopamine designed to target selectively the Hedgehog
signalling pathway of cancer cells. This prodrug includes a novel self-immolative linker bearing a
hydrophilic side chain that can be easily introduced via “click chemistry”. With this design, the prodrug
exhibits reduced toxicity compared to the free drug on U87 glioblastoma cells. However, in the presence
of B-glucuronidase, the prodrug conducts to the quick release of cyclopamine thereby restoring its

antiproliferative activity.

Introduction

Recently, aberrant activation of the Hedgehog (Hh) signalling
pathway' has been observed in a wide range of malignancies such
as breast,” prostate,® gastric,* lung® and brain® tumours. Ever since
then, many efforts have been devoted to the discovery of small-
molecule Hh inhibitors for cancer chemotherapy.” Cyclopamine
1 is a natural alkaloid isolated from Veratrum californicum
which was the first Hh inhibitor to be identified (Fig. 1).* This
compound is a potent antagonist of the Hh pathway which
inactivates Smoothened (Smo) by binding to its heptahelical
bundle.’ Cyclopamine already demonstrated antitumor activity
in the course of preclinical and clinical evaluations.*

Although this Hh inhibitor is a promising chemotherapeutic
agent, cyclopamine could induce serious damage in normal tissues
since somatic stem cells are also Hh-dependent. Moreover, the use
of compound 1 in vivo is limited by its poor aqueous solubility.!!
In order to circumvent these drawbacks, our group'? and others*
have proposed to develop water-soluble prodrugs programmed
to deliver cyclopamine selectively in the vicinity of the tumour.
Within this framework, we studied the glucuronide prodrug 2a
(Fig. 1, R=H) designed to release cyclopamine in the presence
of B-glucuronidase, an enzyme that has been detected at high
level in necrotic areas of numerous tumours."* This specificity
of the tumor microenvironment has been already exploited to
activate enzyme-responsive glucuronide prodrugs exclusively in
malignant tissues. To date, several glucuronide prodrugs led to
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Fig. 1 B-Glucuronidase-catalysed drug release mechanism.

superior therapeutic efficacy compared to standard treatment
demonstrating the validity of this targeting strategy.’®

In our previous study, derivatisation of cyclopamine in the
form of prodrug 2a resulted in a non-toxic compound. However,
incubation of the glucuronide 2a with B-glucuronidase triggered
the clean release of the drug through the mechanism depicted
in Fig. 1 thereby restoring its antiproliferative activity towards
U87 human glioblastoma cells. In our design, we included a
nitrobenzylphenoxy carbamate linker'® between the glucuronide
and the bulky cyclopamine in order to allow a good recognition
of the carbohydrate substrate by the enzyme. As expected, in
the presence of B-glucuronidase the glycosidic bond was rapidly
cleaved to generate the phenol 3a. The latter underwent a 1,6-
elimination followed by a spontaneous decarboxylation leading
to the full expulsion of cyclopamine within 28 h. During this

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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experiment, we observed the precipitation of the linker-drug
intermediate 3a as soon as it was produced by the enzymatic
hydrolysis. Therefore, the kinetics of drug release was limited by
the gradual solubilisation of 3a in aqueous media.

The slow release of cyclopamine from the phenol 3a could be
problematic in the course of a tumour-activated prodrug therapy.
Indeed, in such an approach it is well admitted that the liberation
of the active compound has to occur quickly after the enzymatic
activation step in order to avoid the diffusion of the linker-drug
intermediate outside of the tumour site.!® In this context, it seems
worthwhile to develop new cyclopamine glucuronide prodrugs
with improved kinetics of drug release. Thus, we decided to pursue
our investigations by the study of the prodrug 2b composed of a
glucuronide trigger, the potent cyclopamine and a self-immolative
linker bearing a glycosylated poly(ethylene glycol) side chain!’
(Fig. 1). With this design, we anticipated that enzymatic hydrolysis
of 2b will yield the phenol 3b which will be readily water soluble
thanks to the presence of the hydrophilic side chain. Under such
circumstances, cyclopamine should be eliminated faster from the
intermediate 3b than from its weakly soluble analogue 3a.

Results and discussion

Prodrug 2b was prepared in ten steps starting from a racemic
mixture of the readily accessible nitrophenol 6" (Scheme 1).
First, stereoselective glycosylation of 6 was carried out with the
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bromo-glucuronide 7* under Koenigs-Knorr conditions in the
presence of silver carbonate as the catalyst (66%). The resulting
B-glucuronide 8 was then treated with ferz-butyldimethylsilyl
chloride and imidazole to produce the silyl ether 9 in 91% yield.

At this stage, the protecting groups of the carbohydrate moiety
were modified through a three step strategy to give the fully allyl
protected derivative 12. This choice was motivated by a recent
study described by Schmidt and co-workers who demonstrated
that both allyl ester and carbonates are compatible with the
presence of either alkali- or acid-sensitive anticancer drugs.”
Furthermore, the entire deprotection of the glucuronide can be
achieved in a one step procedure under mild conditions at the end
of the synthesis. Thus, this synthetic strategy will limit the number
of steps after the introduction of the expensive cyclopamine 1 on
the linker unit. The O-acetyl groups of compound 9 were first
removed using catalytic amount of MeONa to afford the hydroxyl
free derivative 10 (72%). Transesterification of the methyl ester
with sodium allylate produced the allyl ester 11 in 97% yield. The
three allyl carbonates were then introduced in the presence of 30
equivalents of allyl chloroformate employing pyridine as solvent.
After 3 days under these conditions, the fully allyl protected
glucuronide 12 was obtained in an excellent yield of 94%. Cleavage
of the silyl ether was undertaken with HF/pyridine to furnish the
alcohol 13 which was subsequently activated in the form of the
4-nitrophenyl carbonate 14 (92%).

Coupling between carbonate 14 and cyclopamine 1 gave the
clickable derivative 15 in 85% yield (Scheme 2). The “click
chemistry” reaction was then carried out at room temperature in
the presence of the azide 16*' using Cu(CH;CN),PF; as a catalyst.
Under these conditions, the triazole 17 was prepared in 81% yield
after purification by flash column chromatography. The prodrug
2b was finally obtained as a mixture of two diastereoisomers by the
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cleavage of protecting groups using catalytic amount of Pd(PPhs),
and two equivalents of aniline (80%).

First, the stability of 2b was examined in phosphate buffer (0.02
M, pH = 7.2) at 37 °C. No decomposition of prodrug 2b was
detected after 24 h under these conditions. Enzymatic hydrolysis
was then conducted with E. coli B-glucuronidase and monitored
by HPLC/MS (Fig. 2).

0 /m/z412 [M-+H]*

_—-m/z 567 [M+Na]*

A

m/z 1005 [M+N2:1]+

b)
— JLJJ\_

m/z 1158 [M+H]*

g 2b

00 25 50 75 100

t (min)

125 150 175 20.0

Fig. 2 Enzymatic hydrolysis of the two diastereoisomers of prodrug 2b
with E. coli B-glucuronidase in phosphate buffer (0.02 M, pH 7.0) at 37 °C.
a) =0 min; b) £ = 10 min; ¢) £ = 120 min.

The glycosidic bond of prodrug 2b was rapidly cleaved (within
30 min) showing that the glucuronide trigger is readily accessible
by the enzyme, despite the presence of bulky moieties such as
cyclopamine and the glycosylated poly(ethylene glycol) side chain
attached on the linker unit. Only ten minutes after the addition
of B-glucuronidase, cyclopamine 1 and the intermediate 3b were
detected in the medium (Fig. 2b). The latter totally disappeared
in less than two hours leading to the clean release of the drug
along with the formation of the benzyl alcohol 5b (Fig. 2c). All
together, these results confirmed that the disassembly of prodrug
2b proceed through the self-immolative mechanism illustrated in
Fig. 1. Cyclopamine was expelled significantly faster from prodrug
2b than from our previous glucuronide 2a (<2 h versus 28 h). In
contrast with its analogue 3a, the phenol 3b did not precipitate
in the reaction mixture. As expected, this intermediate was fairly
water soluble thanks to the hydrophilic side chain thereby allowing
the quick release of cyclopamine.

Prodrug 2b was then tested for its anti-proliferative activity on
U&7 glioblastoma cells after a 5-day treatment (Fig. 3). When
incubated alone in the culture medium, prodrug 2b did not affect
viability of cells whereas the free drug was highly toxic with an
1C, value of 16.5 uM. This result indicated that derivatisation
of cyclopamine in the form of prodrug 2b markedly reduced
its anti-proliferative activity. On the other hand, addition of -
glucuronidase in the culture medium induced a dramatic anti-
proliferative effect with an IC,, value close to that obtained
for cyclopamine (ICs, = 24.5 uM). This can be unambiguously
attributed to the release of the drug in the culture medium
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Fig. 3 Viability of U87 cells treated during 5 days with prodrug 2b in
the absence or presence of B-glucuronidase (B-glu, 40 U/mL) or with
cyclopamine 1. Values were obtained from two independent experiments,
each performed in hexaplicate and are expressed as mean + SEM.

as previously observed in the course of enzymatic hydrolysis
experiments.

Conclusions

In summary, we prepared a novel non-toxic prodrug of cy-
clopamine bearing a hydrophilic side chain introduced via “click
chemistry” on the self-immolative linker. When activated by -
glucuronidase, this prodrug exhibits improved kinetics of drug
release compared to its previous analogue which included a less
water soluble linker. Furthermore, incubation of the prodrug in
the presence of the activating enzyme restores its antiproliferative
activity on U87 glioblastoma cells. All these results suggest that
this new glucuronide prodrug possesses the necessary prerequisites
for further in vivo investigation in the course of a tumor targeting
strategy.

Experimental
Preparation of compound 8

A solution of 1,1,4,7,10,10-hexamethyltriethylenetetramine
(HMTTA) (6.3 mL, 23.1 mmol) and Ag,CO; (33.7 g, 122.3 mmol)
in anhydrous CH;CN (33 mL) was stirred during 2 h at room
temperature. Nitrophenol 6 (4.56 g, 22 mmol) and bromo-
glucuronide 7 (11.31 g, 33 mmol) were added at 0 °C, and the
solution mixture was stirred for 4 h at room temperature. The
reaction was quenched with water and extracted with ethyl acetate
(3 x 20 mL). The combined organic layers were washed with
HCl 1 M, dried over MgSO,, filtered and concentrated under
reduced pressure. The resulting crude material was purified by
column chromatography over silica gel (petroleum ether/ AcOEt
6/4,5/5, 4/6) to afford 8 (7.62 g, 0.84 mmol, 66%) as a mixture
of two diastereoisomers (pale yellow solid). R; 0.56 (petroleum
ether/AcOEt 50/50). mp =67.3 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;)
8 2.04 (s, 6H), 2.10 (s, 4H), 2.62 (m, 2H), 3.38 (bs, 1H), 3.74 (s,
3H), 4.28 (d, 1H, J =9 Hz), 4.92 (m, 1H), 5.25-5.32 (m, 4H),
7.34 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.60 (m, 1H), 7.87 (d, 1H, J = 2.1 Hz);

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2011
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BC NMR (100 MHz, CDCl,) 6 20.5, 29.2, 53.1, 68.7, 70.1, 70.6,
71.1,71.8,72.3,79.8,99.5,119.4, 122.7, 131.5, 139.1, 140.7, 148.0,
166.8, 169.5, 170.1; HRMS (ESI) [M+Na]* m/z 546.1228 (calcd
for C,;H,sNO;Na: 546.1224); [M+K]* m/z 562.0997 (calcd for
C,;H,sNO;K: 562.0963).

Preparation of compound 9

Imidazole (2.4 g, 35.2 mmol) and TBDMSCI (5.3 g, 35.2 mmol)
were dissolved in dry DMF (4 mL). The solution was stirred for
0.5h and a solution of 8 (9.23 g, 17.6 mmol) in DMF (14 mL) was
added. After stirring at room temperature for 20 h, water (100 mL)
was added; the layers were separated and the aqueous layer
was extracted three times with dichloromethane. The combined
organic layers were dried with anhydrous MgSO,, filtered and
concentrated in vacuo. The crude product was purified by column
chromatography over silica gel (CH,Cl,/petroleum ether 50/50;
75/25)to give 9 (10.32 g, 91%) as a mixture of two diastereoisomers
(pale yellow solid). R; 0.60 (petroleum ether/ AcOEt 60/40). mp =
59.5 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 —0.04 (s, 3H), 0.09 (2 s,
3H),0.89 (25,9H), 1.99 (s, IH), 2.06 (s, 6H), 2.13 (s, 3H), 2.42-2.62
(m, 2H), 3.74 (s, 3H), 4.22 (m, 1H), 4.82 (t, 1H, J =7.0 Hz), 5.19—
5.23 (m, 1H), 5.30-5.37 (m, 3H), 7.33 (2d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.55
(m, 1H), 7.80 (d, 0.5H, J =2.1 Hz), 7.84 (d, 0.5 H, J = 2.1 Hz); °C
NMR (100 MHz, CDCl;) 6 —4.8, —4.6, 18.3, 20.7, 25.8, 30.9, 53.2,
68.9, 70.3, 71.3, 72.1, 72.2, 72.7, 80.3, 99.9 and 100.0, 119.4 and
119.9,122.8,131.3 and 131.4, 140.3 and 140.4, 141.0, 148.4, 166.9,
169.4, 169.5, 170.2; HRMS (ESI) [M+Na]* m/z 660.2083 (calcd
for C,0H3;yNO,;SiNa: 660.20829); [M+K]* m/z 676.1819 (calcd for
CpH3NO;SiK: 676.18223).

Preparation of compound 10

9 (2.6 g, 4.08 mmol) was dissolved in THF (48 mL) and methanol
(96 mL). The mixture was cooled at 0 °C and sodium methoxyde
(220 mg, 4.08 mmol) was added. Sodium methoxide (110 mg,
2.04 mmol) was added twice after 1 h and 2 h of stirring. The
mixture was stirred again for 1 h and was hydrolyzed with IRC-
50 acidic resin. The mixture was then filtrated and concentrated in
vacuo. The crude product was purified by column chromatography
over silica gel (CH,Cl,, MeOH 99/1; 98/2; 97/3) to give 10
(1.51 g, 72%) as a mixture of two diastereoisomers (white solid).
R; 0.33 (CH,Cl,/MeOH 95/5). mp = 62.9 °C. '"H NMR (400
MHz, CDCl;) § —0.05 (2 s, 3H), 0.09 (2 s, 3H), 0.89 (2 s, 9H),
1.98 (m, 1H), 2.42-2.62 (m, 2H), 3.76-3.85 (m, 5SH), 3.94 (t, 1H,
J=9.7Hz), 4.10 (2d, 1H, J =9.7 Hz), 4.81 (2t, 1H, J = 6.3 Hz),
5.01 (2d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.34 (2d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.59 (dd,
1H, J =2.1 Hz, J = 8.7 Hz), 7.88 (d, 0.5H, J = 2.1 Hz), 7.90 (d,
0.5H, J=2.1 Hz); *C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 4.8, -4.6, 18.3,
25.8, 30.8, 53.2, 71.0, 71.3, 72.1 and 72.2, 73.0, 74.7, 75.0, 80.4,
102.8 and 102.9, 118.3 and 118.6, 123.3, 132.1 and 132.2, 139.7
and 139.8, CD;0D 140.0, 149.6 and 149.7, 169.1; HRMS (ESI)
[M+Na]* m/z 534.1766 (calcd for C;;H33sNO,SiNa: 534.17659);
[M+K]* m/z 550.1503 (caled for C3H;;,NO,,SiK: 550.15053).

Preparation of compound 11

To a solution of 10 (390 mg, 0.76 mmol) in allylic alcohol
(12 mL) was added dropwise a solution of sodium allylate 0.125 M
(1.15 mL, 0.145 mmol). The mixture was stirred 40 min and was

hydrolyzed with IRC-50 acidic resin, filtrated and concentrated in
vacuo. The crude product was purified by column chromatography
over silica gel (CH,Cl,/MeOH 98/2) to give 11 (399 mg, 97%) as
a mixture of two diastereoisomers (pale yellow solid). R; 0.75
(CH,C1,/MeOH 95/5). mp = 55.9 °C. 'H NMR (400 MHz,
CDCl;) 6 —0.04 (2 s, 3H), 0.10 (2 s, 3H), 0.89 (2 s, 9H), 1.99
(2t, 1H, J = 2.6 Hz), 2.49-2.60 (m, 2H), 3.50-3.81 (m, 2H), 3.95
(m, 1H), 4.07 (2d, 1H, J =9.6 Hz), 4.75 (m, 2H), 4.83 (t, IH, J =
6.4 Hz), 4.96 (d, 1H, J = 6.8 Hz), 5.30 (m, 1H), 5.38 (m, 1H), 5.97
(m, 1H), 7.38 (2d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.60 (m, 1H), 7.90 (d, 0.5H,
J =2.1Hz), 793 (d, 0.5H, J = 2.1 Hz); *C NMR (100 MHz,
CDCl;) 6 4.8, -4.7, 18.3, 25.8, 30.9, 66.7, 70.9, 71.3, 72.2, 73.0,
74.6,74.9,80.3,103.2, 118.8 and 119.0, 119.5, 123.3, 131.0, 132.1,
140.0, 149.6, 168.3; HRMS (ESI) [M+Nal* m/z 560.1922 (caled
for C,sH3sNOj,SiNa: 560.19224); [M+K]* m/z 576,1664 (calcd for
C,sH3sNO,,SiK: 576.16618).

Preparation of compound 12

11 (1.3 g, 2.42 mmol) was dissolved in dry pyridine (12 mL). The
mixture was cooled at 0 °C and allyl chloroformiate (7.07 mL,
72.54 mmol) was added dropwise. The mixture was stirred 72 h
at room temperature and was hydrolyzed with aqueous 1 M HCl
(40 mL). The mixture was extracted three times with ethyl acetate
and the combined organic layers were dried over MgSQO,, filtrated
and concentrated in vacuo. The crude product was purified by
column chromatography over silica gel (petroleum ether/ AcOEt
80/20) to give 12 (1.80 g, 94%) as a mixture of two diastereoisomers
(pale yellow solid). R; 0.84 (petroleum ether/AcOEt 60/40). mp =
53.7 °C. "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 —0.05 (s, 3H), 0.09 (2 s,
3H), 0.89 (2 s, 9H), 1.98 (2t, IH, J = 2.6 Hz), 2.41-2.61 (m, 2H),
4.31-4.34 (m, 1H), 4.59-4.70 (m, 6H), 4.74-4.72 (m, 2H), 4.81 (2t,
1H, J =6.5 Hz), 5.24-5.40 (m, 12H), 5,82-6,00 (m, 4H), 7.31 (2d,
1H, J = 8.5 Hz), 7.55 (2t, IH, J = 8.9 Hz), 7.84 (d, 0.5H, J =
2.1 Hz), 7.86 (d, 0.5H, J = 2.1 Hz); *C NMR (100 MHz, CDCl,)
6-4.8,-4.7,18.2,25.8, 30.8, 67.0, 69.2, 69.3, 69.6, 71.2, 72.0 and
72.1, 72.3, 72.5, 74.0, 75.1, 80.3, 99.8, 118.7, 119.0, 119.1, 119.3,
119.4, 123.0,130.9, 131.0, 131.1, 131.3, 131.4, 140.1, 140.2, 140.6,
140.7, 148.4 and 148.5, 153.5, 154.0, 165.7, HRMS (ESI) [M+Na]*
m/z812.2556 (caled for Cy;H,;;NO,,SiNa: 812.2556), [M+K]* m/z
828.2930 (caled for Cy,H,;NO,SiK: 828.2957).

Preparation of compound 13

To a solution of 12 (370 mg, 0.47 mmol) in dry THF (5.7 mL)
was added dropwise HF/pyridine 70% (1.8 mL). The mixture
was stirred 1 h at room temperature and poured into 100 mL of
ice-cold saturated aqueous NaHCO;. The mixture was extracted
three times with ethyl acetate. The combined organic layers were
dried over MgSO,, filtered and concentrated in vacuo. The crude
product was purified by column chromatography over silica gel
(petroleum ether/AcOEt 70/30) to afford 13 (272 mg, 85%) as
mixture of two diastereoisomers (white solid). R; 0.62 (petroleum
ether/AcOEt 60/40). mp =61.8 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCl,)
62.10(t, IH, J=2.6 Hz), 2.51 (bs, 1H), 2.61-2.64 (m, 2H), 4.32 (d,
1H, J =9.1 Hz), 4.59-4.69 (m, 6H), 4.72 (m, 2H), 4.90 (t, 1H, J =
6.2 Hz), 5.22-5.39 (m, 12H), 5,81-6,00 (m, 4H), 7.34 (d, 1H, J =
8.6 Hz), 7.57 (m, 1H), 7.87 (d, 0.5H, J =2.1 Hz), 7.89 (d, 0.5H, J =
2.1 Hz); "CNMR (100 MHz, CDCl;) 6 29.6; 67.0, 69.3, 69.4, 69.7,
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70.8, 72.1, 72.4, 72.5, 74.0, 75.0, 79.5, 99.8, 119.2, 119.3, 119.4,
119.5, 122.9 and 123.0, 131.0, 131.1, 131.2, 131.3, 131.4, 138.8,
140,9 and 141.0, 148.7, 153.6, 154.1, 165.7; HRMS (ESI) [M+Na]*
m/z 698.1692 (caled for Cy Hyy,NO, Na: 698.16915); [M+K]* m/z
714.1430 (caled for Cy H,NO,K: 714.14309).

Preparation of compound 14

To a solution of 13 (262 mg, 0.38 mmol) in dry dichloromethane
(4 mL) were added para-nitrophenol chloroformiate (198 mg,
0.77 mmol) and pyridine (77 uL, 0.96 mmol). The mixture
was stirred 2 h at room temperature and saturated aqueous
NaHCO; was added. The layers were separated and aqueous layer
was extracted three times with dichloromethane. The combined
organic layers were washed three times with saturated aqueous
NaHCO;, dried over MgSO,, filtrated and concentrated in vacuo.
The crude product was purified by column chromatography over
silica gel (petroleum ether/AcOEt 70/30) to afford 14 (293 mg,
92%) as a mixture of two diastereoisomers (white solid). R; 0.79
(petroleum ether/AcOEt 60/40). mp = 52.6 °C. '"H NMR (400
MHz, CDCl;) §2.09 (t, 1H, J=2.6 Hz), 2.82-2.97 (m, 2H), 4.35 (d,
1H, J=8.65Hz),4.68-4.70 (m, 6H), 4.72 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 5.24—
5.39 (m, 12H), 5.80 (t, IH, J = 6.6 Hz), 5.83-6.00 (m, 4H), 7.36—
7.40 (m, 3H), 7.63 (dd, 1H, J =2.2 Hz, J = 8.6 Hz), 7.95 (d, 1H,
J=2.2Hz),8.27(d,2H, J=8.6 Hz); *CNMR (100 MHz, CDCl;)
6 26.2, 67.0, 69.2, 69.4, 69.6, 72.2, 72.3, 72.5, 73.9, 74.9, 77.2,
77.6, 99.3, 119.0, 119.1, 119.4, 119.5, 121.8, 123.9, 125.4, 130.9,
131.0, 131.1, 131.2, 132.5, 133.4, 140.7, 145.6, 149.6, 151.6, 153.5,
154.0, 155.2, 165.5; HRMS (ESI) [M+Na]* m/z 863.1755 (caled
for CixH3N,O,Na: 863.17536), [M+K]* m/z 879.1478 (calcd for
CysH3N,05K: 879.1493).

Preparation of compound 15

Anhydrous pyridine (0.06 mL, 1.5 eq.) was added dropwise to
a solution of 14 (0.41 g, 0.48 mmol) and cyclopamine (0.2 g,
0.48 mmol) in DMF (5.6 mL). The mixture was stirred for 20
h at room temperature and the crude mixture was concentrated
in vacuo. Purification by flash chromatography on silica gel
(CH,Cl1,/MeOH 98/2) afforded 15 (0.46 g, 85%) as a mixture
of two diastereoisomers. R; 0.77 (CH,Cl,/MeOH 98/2). mp =
121.5 °C. '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 0.95-1.45 (m, 14H),
1.50-2.45 (m, 21H), 2.76 (m, 1H), 2.89 (m, 1H), 3.06 (m, 1H),
3.27 (m, 1H), 3.57 (m, 2H), 4.33 (m, 1H), 4.72 (m, 8H), 5.37
(m, 14H), 591 (m, 5H), 7.35 (m,1H), 7.56 (m, 1H), 7.88 (m,
1H); “C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 10.54, 13.55, 14.20, 17.46,
18.67, 19.29, 20.64, 21.06, 24.59, 25.35, 26.42, 29.03, 31.07, 31.36,
32.56, 36.54, 36.96, 38.14, 38.31, 41.55, 41.77, 41.9, 49.2, 51.99,
59.65, 60.41, 63.10, 66.93, 69.16, 69.27, 69.52, 69.61, 71.8, 71.92,
72.3, 72.92, 73.85, 74.88, 78.47, 85.14, 99.56, 119.01, 119.24,
119.30, 119.32, 119.41, 119.46, 121.82, 122.63, 123.47, 126.33,
130.84, 130.94, 131.05, 131.16, 135.67, 140.77, 141.58, 143.41,
148.84, 149.07, 153.46, 153.95, 156.35, 165.58, 165.62; HRMS
(ESI) [M+Na]*: m/z 11354625 (calcd. for CsH,,N,0O4Na:
1135.46215).

Preparation of compound 17

To a solution of 15 (046 g, 0.41 mmol) and 16
(0.14 g, 1 eq.) in anhydrous CH,Cl, (14.7 mL) was added

tetrakis(acetonitrile)copper(1) hexafluorophosphonate (1 eq.,
0.14 g). The resulting mixture was stirred at room temperature
for 20 h. After removing the volatiles under reduced pressure, the
crude material was purified by flash column chromatography on
silica gel (CH,Cl,/MeOH 90/10) to afford 17 (0.47 g, 70%) as a
mixture of two diastereoisomers. R; 0.21 (CH,Cl,/MeOH 90/10).
mp = 133.5 °C. '"H NMR (400 MHz, CD,OD, 313 K) § 0.65-
1.3 (m, 15H), 1.4-2.4 (m, 19H), 3.1-3.4 (m, 24H), 4.49 (m, 1H),
4.78 (m, 15H), 5.5 (m, 12H), 6.11 (m, 5H), 7.60 (m, 1H), 7.77
(m, 1H), 7.96 (m, 2H); “*C NMR (100 MHz, CD,0D) § 10.89,
13.99, 15.58, 19.07, 19.76, 19.93, 20.58, 21.21, 21.40, 25.69, 28.51,
29.28,29.95, 30.77, 32.09, 33.44, 37.74, 37.87, 38.09, 39.49, 42.58,
43.44,49.93, 50.12, 50.58, 53.39, 61.13, 62.80, 64.12, 67.87, 68.06,
68.48, 69.71, 70.11, 70.30, 70.39, 71.40, 71.67, 72.48, 72.66, 72.86,
73.36,73.99,75.03,75.54,76.76, 78.0, 86.81, 89.83, 100.06, 104.52,
119.04, 119.31, 119.56, 122.72, 127.58, 132.68, 132.73, 132.82,
132.90, 141.77, 143.15, 143.29, 144.55, 148.53, 149.83, 150.05,
155.01, 155.22, 155.29, 155.47, 158.14, 167.32, 167.67; HRMS
(ESI) [M+Na]*: m/z 1472.6115 (caled. for C,;HysNs;Ox;Na:
1472.61066).

Preparation of compound 2b

To asolution of 17 (0.21 g, 0.147 mmol) in MeOH/CH,Cl, (10/90,
5 mL) was added tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)
(17 mg, 0.0147 mmol) and aniline (0.03 mL, 0.29 mmol). Total
deprotection was observed after stirring at room temperature for
24 h (HPLC analysis, Method A). Solvents were removed under
reduced pressure. The resulting solid was washed three times in
CH,Cl, and collected by filtration (0.136 g, 80%), (85% purity
HPLC analysis). High degree of purity for compound 2b was
obtained using preparative-reverse phase HPLC (0.067 g, purity
> 95%). Retention times for the two diastereoisomers of 2b are
13.57 and 13.83 min (for HPLC conditions see HPLC analysis).
mp = 149.5 °C. '"H NMR (400 MHz, CD;0D) 6 0.73-1.05 (m,
13H), 1.13-1.38 (m, 8H), 1.38-1.90 (m, 20H), 2.10-2.35 (m, 8H),
2.70 (m, 1H), 3.1 (m, 1H), 3.3 (m, 1H), 3.36 (m, 1H), 3.47-3.75 (m,
14H),3.84-3.87 (m, 4H), 3.99 (m, 1H), 4.30 (dd, 1H, J = 7.7 Hz,
J =2.2Hz), 4.51 (sl, 2H), 5.10 (m, 1H), 5.37 (sl, 1H), 6 (m, 1H),
7.50 (m, 1H), 7.58 (m, 1H), 7.70 (s, 0.5H), 7.76 (s, 0.5H), 7.78
(m, 1 H). ®C NMR (100 MHz, CD;0D) 6 10.60, 10.72, 13.83,
18.99, 21.27,25.66, 29.33, 29.89, 30.79, 32.02, 32.08, 33.41, 37.74,
39.46, 42.56, 42.78, 43.47, 51.37, 53.41, 62.80, 69.71, 70.45, 71.44,
71.66,72.50,73.29,74.51,75.08, 76.39, 77.03, 78.03, 86.86, 102.33,
104.45, 122.69, 125.38, 127.57, 133.04, 141.51, 143.17, 144.58,
151.22, 158.24; HRMS (ESI) [M — H]" m/z 1156.5195 (calcd.
for Cs5sHxN;O,;: 1156.51948).

HPLC analysis

Analytical HPLC was carried out using a Dionex Ultimate 3000
System with UV variable wavelength detector. Compounds 17,
2b, cyclopamine analysis and enzymatic hydrolysis analysis were
performed on a reverse phase column chromatography (Method A:
Acclaim ® 120, C18,250x 4,6 mm, 5 um, 120 A;Flow 1 mLmin™;
mobile phase CH;CN, H,0+0.2% TFA, 20/80: 100). Retention
time for compounds 17, 2b and cyclopamine 1 are 22.88, 13.57—
13.83 and 14.3 respectively. Peak area and calibration curves were
obtained with Dionex Chromeleon software.
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Stability

Compound 2b (0.1 mg, 0.8 umol) was incubated in 1 mL of
phosphate buffer (0.02 M, pH 7.0) at 37 °C. Stability was
monitored by analytical HPLC using Method A. HPLC analysis
showed no detectable degradation of compound 2b during 24 h
under these conditions.

Enzymatic hydrolysis

Enzymatic hydrolysis was carried out with commercially available
B-glucuronidase from Escherichia coli (purchased from Sigma
Aldrich ref. G8162). Prodrug 2b (1 umol) was incubated with
Escherichia coli (133 U/mL) in phosphate buffer (0.02 M, pH 7)
at 37 °C and sample were analyzed by HLPC/MS.

Cell Culture

The U87 human glioblastoma cell line was maintained in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with GlutaMAX™ 1
and sodium pyruvate (Invitrogen), supplemented with 10% fetal
calf serum and 100 U/ml penicillin and 100 pg ml™ streptomycin
(Invitrogen). Cells were incubated in a humidified 95% air/5%
CO2 controlled atmosphere at 37 °C.

Cell proliferation

Cell viability was evaluated using the CellTiter 96® Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). U87 cells
were plated in 96-well plates at a density of 400 cells/well
in 100 pul medium. After 24 h of incubation, medium was
replaced by medium containing the prodrug + B-glucuronidase
(40 U/mL) or cyclopamine. Control cells were incubated in
the presence of DMSO (used for prodrug or cyclopamine
solubilization) + B-glucuronidase. Cell viability was determined
after 5 days of treatment by adding 20 pl of CellTiter 96®
Aqueous One Solution Reagent into each well 3 h before
measuring the optical density. Metabolically active cells con-
vert 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-ulfophenyl)-2 H-tetrazolium (MTS) into a coloured formazan
product that was measured in a spectrophotometric microplate
reader at 490 nm. The OD of control cells was considered as the
100 value.
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The selective killing of tumor cells without affecting normal
tissues is one of the main challenges of cancer chemotherapy.
In recent years, the development of drug carriers designed to
deliver potent cytotoxic compounds exclusively inside malig-
nant cells has emerged as a valuable alternative to avoid dose-
limiting adverse effects recorded with traditional anticancer
agents."! Within this framework, the use of antibody—drug
conjugates’ targeting specific tumor-associated antigens is by
far the best-explored approach. Many of these compounds are
currently evaluated in humans, including Brentuximab Vedo-
tin,®) which reached the market in 2011 for the treatment of
lymphomas. Another promising strategy relies on the use of
nontoxic prodrugs that can be activated by an enzyme!
previously targeted in cancerous tissues by the mean of
a monoclonal antibody in the course of antibody-directed
enzyme prodrug therapy (ADEPT).P! In this case, the active
compound is released extracellularly in the vicinity of cancer
cells that are subsequently killed after drug uptake. Over the
past decade, several galactoside prodrugs® have appeared as
potential candidates to achieve selective chemotherapy of
solid tumors in combination with antibody-f3-galactosidase
conjugates.” The best illustration of such an enzyme-respon-
sive system is unambiguously the galactoside prodrugs of
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duocarmycin analogues developed by Tietze and co-work-
ers® that meet all the main criterions required to be used in
ADEPT."”) However, the implementation of ADEPT proce-
dures remains complex, costly, and with high risk of immune
response linked to the administration of an antibody—-enzyme
conjugate. This is probably the reason why none of these
promising galactoside prodrugs has been assessed for anti-
tumor efficacy in animal models to date. Under such circum-
stances, the development of a simpler approach, allowing the
selective activation of galactoside prodrugs by the endoge-
nous [3-galactosidase located inside malignant cells, is of great
interest.

Herein, we present the first generation of galactoside
prodrugs suitable for the treatment of solid tumors in prodrug
monotherapy (PMT!'"), a strategy in which the use of an
antibody-f3-galactosidase is not needed. For this purpose, we
designed the novel drug delivery system 1 composed of
a galactoside trigger, a targeting ligand, and a potent cytotoxic
compound articulated around a central self-immolative linker
(Figure 1).11

Galactoside

g N]gger Drug
v& Linker

o @ ..

~ Ngaad
N e

Lysosome S 4
CON
Y

Nucleus

Cytoplasm

rO\/_‘
*' ©®

Receptor-(-) cancer cell

Cytoplasm

Receptor-(+) cancer cell

@ Tumor-associated receptor G Lysosomal B-galactosidase

Figure 1. The principle of tumor targeting. Step 1: selective recognition
of receptor-positive cancer cells; step 2: receptor-mediated endocyto-
sis; step 3: B-galactosidase-catalyzed drug release; step 4: diffusion of
the drug into the nucleus or the cytoplasm of both receptor-positive
and receptor-negative cancer cells, leading to the death of each type of
cell.
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Such a targeting assembly is programmed to be selectively
activated by the f-galactosidase present in the lysosomal
compartment of cancer cells expressing a specific tumor-
associated receptor.!'! Thus, as shown in Figure 1, recognition
of the membrane receptor by the targeting ligand (step 1) will
trigger the receptor-mediated endocytosis!'? of the whole
device (step2) that will be followed by the intracellular
enzyme-catalyzed mechanism of drug release (step 3). As [3-
galactosidase is present in lysosomes of both healthy and
malignant cells, this highly specific internalization process will
allow the prodrug activation to occur exclusively inside
receptor-positive tumor cells, thereby avoiding unselective
drug release in non-malignant tissues. However, as the
prodrug activation is catalytic, the [-galactosidase confined
in the targeted cells will trigger the liberation of sufficient
drug quantities to induce the death of both receptor-positive
and surrounding receptor-negative tumor cells (step 4). It is
worth mentioning that numerous tumor-associated recep-
tors!! have already been identified, and consequently this new
generation of galactoside prodrugs could be adapted to target
a wide variety of malignancies.

As proof of the concept, we developed the pilot prodrug
1 that can be activated selectively inside folate receptor-
expressing tumor cells (Scheme 1). The folate receptor

Scheme 1. Structure of prodrug 1, and the -galactosidase-catalyzed
MMAE release mechanism.

(FR)M is indeed overexpressed in several cancer types!'l
while it is mainly undetectable in most normal tissues. Thus,
the FR-expressing cells represent targets of choice to
demonstrate the validity of this concept. With our design,
the -galactosidase-catalyzed cleavage of the glycosidic bond
will release the potent antimitotic agent monomethyl auri-
statin E (MMAE)!"! in a stringently controlled fashion by the
self-immolative mechanism depicted in Scheme 1.

The synthesis of prodrug 1 was carried out starting from
the galactoside 2, which is readily accessible as a mixture of
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two diastereoisomers through a multistep strategy that has
been already described (Scheme 2).1°! Indeed, as we previ-
ously demonstrated with other enzyme-responsive systems,!”!
glycosylated intermediates such as 2 are ideal platforms for

o.__0O
MMAE
/©/ T)]/ \\ MMAE
0N
OAc
AcO OAc OH
%o N02 ACO HO NO,

74

AcO 2 O 4

OAc
- o
H2N—<\ =N HN@—/(

5a: R=OH, R'= NH CH2CH20)3CHQCH2N3 o
5b: R=NH(CH,CH,0);CH,CH,N3, R'=OH 1

Scheme 2. Synthesis of the galactoside prodrug 1. a) MMAE, diisopro-
pylethylamine (DIPEA), hydroxybenzotriazole (HOBt), pyridine/DMF,
RT, 36 h, 75%; b) LiOH, MeOH, 0°C, 20 min, 98 %,; c) 5, CuSO,,
sodium ascorbate, DMSO, RT, 8 h, 85%.

the successive introduction of a cytotoxic compound on the
activated carbonate at the benzylic position and a targeting
entity on the terminal alkyne of the linker unit. Thus, coupling
between 2 and MMAE undertaken by nucleophilic substitu-
tion gave the protected galactoside 3 in 75% yield. Full
deprotection of the hydroxy groups furnished the clickable
derivative 4 in nearly quantitative yield. Finally, introduction
of the folate ligand was conducted in the presence of the azide
5, using the well-known copper(I)-catalyzed azide—alkyne 1,3-
cycloaddition to afford the prodrug 1, which was then purified
by preparative chromatography for biological evaluations
(85%, as a mixture of four isomers).

We first investigated the ability of the prodrug 1 to target
selectively FR-positive tumor cells by measuring its antipro-
liferative activity against both KB and HeLa cells, which
overexpress the FR at various levels, as well as FR-negative
A549 cells. As shown in Table 1, our enzyme-responsive

Table 1: 1Cy,values (nm) of MMAE and prodrug 1 on KB, Hela, and A549
cell lines correlated with the FR level.®

1Cso [NM]
Cell line FR level MMAE 1
KB +++ 0.240 0.240
Hela ++ 0.630 8.408
A549 — 0.872 195.230

[a] Values represent the mean + SEM of seven experiments performed in
triplicate. KB cells: human mouth epidermal carcinoma; Hela cells:
human cervix adenocarcinoma; A549 cells: human bronchial carcinoma.
FR: folate receptor.

system dramatically affected the viability of KB and Hela
cells, with ICs, values of 0.240 and 8.408 nM, respectively. The
cytotoxicities recorded in these experiments were consistent
with the FR expression level that is higher in KB than in
HeLa cells (see the Supporting Information). Interestingly,
the antiproliferative activity of the galactoside prodrug 1 in
KB cells is similar to that of MMAE (ICs,=0.240 nm),
making this compound the most potent folate—drug conju-
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gatel'¥l developed to date. On the other hand, A549 cells that
present only low level of FR were much less sensitive to the
incubation of 1 (ICs,=195.230 nm), whereas MMAE was
highly toxic (ICs,=0.872 nm). As expected, the hydrophilicity
imparted by the galactoside trigger prevented passive cellular
uptake and further intracellular activation of the prodrug in
non-targeted cells. All together, these results indicated that
the galactoside 1 can be selectively activated inside FR-
positive tumor cells. Thus, as most normal tissues express low
level of FR, such outcomes suggest that prodrug 1 should
present only reduced toxicity toward safe tissues compared to
untargeted MMAE in vivo.

To confirm that this selective toxicity was the consequence
of the intracellular activation of prodrug 1 by lysosomal [3-
galactosidase, we examined the inhibition of tubulin poly-
merization, the mechanism by which MMAE exerts its
antitumor activity (Figure 2). Thus, as shown by confocal

a-tubulin nucleus merge

a)

[}

w

=

a
b)

)

g X

=
<)

Figure 2. o-Tubulin immunodetection by confocal microscopy in Hela
cells treated for 24 h with a) DMSO, b) MMAE at 1 nm, and c) prodrug
1 at T nm. White arrows indicate cells blocked by MMAE or 1.

microscopy imaging, incubation of the free MMAE with
HeLa cells disturbed the microtubule network (Figure 2b),
while this was not detected when cells were untreated
(Figure 2a). Furthermore, as demonstrated by FACS analysis
(see the Supporting Information), galactoside prodrug 1 pro-
duced a similar effect on cell division, demonstrating that its
selective receptor-mediated endocytosis is followed by the [3-
galactosidase-catalyzed release of the antimitotic agent
MMAE (Figure 2¢). The role of lysosomal [-galactosidase
in the prodrug activation process was also evidenced by
comparing a galactoside conjugate of doxorubicin with its
glucuronide analogue (see the Supporting Information).

As cancerous tissues are highly heterogeneous, the
selective destruction of a particular population of malignant
cells, such as those expressing a membrane receptor, is not
sufficient to eradicate the wide diversity of tumor cells.
However, an efficient intracellular enzymatic activation of
prodrug 1 should release high quantities of MMAE that could
then diffuse out of FR-positive cells to kill surrounding FR-
negative cancer cells. To verify this hypothesis, we co-cultured

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

KB FR-positive with A549 FR-negative cells using TransWell
Boyden chambers (Figure 3).

Prodrug 1 was incubated with KB cells placed in the top
chamber to trigger the release of MMAE, which can

top chamber top chamber
a)  (KBcells) b) (A549 cells)
TransWell 0000(9 (0)
125+ Boyden i

bottom chamber

hamb
chambers < (A549 cells) —

1004

754

504

254

A549 Normalized Cell Viability (%)

T T
NT Sam 10nm  Snm 10nm NT  Snm 10nm Snm 10nm
MMAE 1 MMAE 1
A549 KB vs A549 A549 vs A549

Figure 3. Viability of A549 cells in co-culture assay using TransWell
Boyden chambers: a) in red, top chamber contains KB cells and
bottom chamber contains A549 cells; b) in green, both top and
bottom chambers contain A549; in blue, the viability of A549 cells
alone was used as a control.

subsequently diffuse through the 0.4 um filter in the bottom
chamber containing A549 cells (Figure 3a). Under these
conditions, the targeting system 1 induced a dramatic anti-
proliferative effect on A549 cells, which was comparable to
that measured with MMAE at identical doses (5 and 10 nm).
As a negative control, the same experiments were conducted
with A549 cells in the top chamber (Figure 3b). In this case,
while the antimitotic drug affected the viability of cells,
prodrug 1 did not exhibit any significant toxicity. In accord-
ance with the principle of tumor targeting illustrated in
Figure 1, these results demonstrated for the first time that the
activation of a galactoside prodrug such as 1 by lysosomal 3-
galactosidase located inside FR-expressing cells is an efficient
catalytic process, enabling the release of suitable quantities of
MMAE for the destruction of surrounding cancer cells,
whatever their membrane characteristics.

The in vivo efficacy of the galactoside prodrug 1 in the
course of PMT was assessed in nude mice bearing luciferase-
transfected KB xenografts. The animals received several
intravenous injections of 5 mgkg ' of the prodrug starting at
day 5 after tumor implantation (for the full therapeutic
procedure, see the Supporting information). Tumor progres-
sion was monitored by bioluminescence imaging three times
per week and compared to that of mice treated with
0.1 mgkg' of MMAE (Figure 4a).

As illustrated in Figure 4b, prodrug 1 induced a marked
antitumor activity with almost total and durable disappear-
ance of the luminescence from day 21, while treatment with
MMAE led only to a moderate inhibition of tumor growth.
With the aim of increasing the efficacy of the antimitotic
agent in this animal model, MMAE was also evaluated at
a higher dose of 0.5 mgkg™'. However, in this case the first
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Figure 4. a) Representative bioluminescence imaging of luciferase-
transfected KB xenografts at days 5, 12, 17, and 21 post-implantation
when treated with vehicle (5% DMSO in PBS buffer), MMAE (intra-
venous administration at days 4, 7, 10, 14, and 17) or prodrug

1 (intravenous administration at days 5, 7, 10, 12, 14, 17, 19, 21, 23,
and 26); b) Tumor growth inhibition over the time under therapy with
prodrug 1 and MMAE.

administration of the free drug caused a body weight loss that
did not permit to pursue the therapeutic procedure. In
contrast, prodrug 1 was well tolerated without any sign of
overt toxicity at the tested dose. Furthermore, all the mice in
the group treated with 1 were still alive at the end of the study
(7/7, day 31), whereas 4/7 mice of the MMAE group
succumbed (Figure 5). Overall, these invivo experiments
demonstrated that the galactoside prodrug 1 is a promising
candidate for selective treatment of solid tumors expressing
the FR.

In summary, we developed the first (-galactosidase-
responsive drug delivery system suitable for the treatment
of solid tumors in PMT. Through the study of galactoside
prodrug 1, we demonstrated that such a targeting system can
be selectively activated by lysosomal [-galactosidase located
inside malignant cells expressing a specific tumor-associated
receptor. This efficient enzymatic process triggers a potent
cytotoxic effect, allowing the destruction of both receptor-
positive and surrounding receptor-negative tumor cells. The
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Figure 5. Survival curve representing the percent survival as a function
of time in day.

prodrug 1 produces a remarkable antitumor effect when
tested against FR-expressing KB xenograft without any
detectable toxicity, showing the validity of this concept
in vivo. Furthermore, as the synthetic strategy employed for
the preparation of 1 allows the custom design of other {3-
galactosidase-responsive targeting assemblies, this approach
could be easily adapted for the treatment of particular
malignancies based on their tumor-associated membrane
specificities. This new generation of low-molecular-weight
galactoside prodrugs may offer a valuable alternative to the
use of antibodies (in the form of either antibody-drug or
antibody-enzyme conjugates) that exhibit poor tumor pene-
tration. Thus, our finding may open a new door for selective
chemotherapy of solid tumors.
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