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Introduction générale

Depuis longtemps, [lutilisation de produits naturels en médecine est
prometteuse pour de nombreuses applications thérapeutiques. Ainsi, la nature
constitue un réservoir unique de structures diverses de molécules douées de
propriétés biologiques variées. Actuellement, de hombreux médicaments sont issus

de la nature et c’est notamment le cas dans le traitement des cancers.

Les cancers représentent en France la premiere cause de décés chez ’homme
et la deuxieme chez la femme et se définissent par « la multiplication anarchique de
certaines cellules de l'organisme. Ces cellules proliférent d’abord localement, puis
dans le tissu avoisinant, puis a distance ou elles forment des métastases », selon
Santé Publiqgue France. D’aprés les chiffres de 2018, le nombre total de décés par
cancer en France s’éleve a 157 000 dont 57% chez 'homme(1). Afin de limiter les
déces liés aux cancers, il est nécessaire de développer de nouveaux agents
anticancéreux pour diversifier I'arsenal thérapeutique des agents cytotoxiques déja

existant sur le marché.

Ainsi, plusieurs familles chimiques de molécules naturelles présentant une
activité cytotoxique similaire ont été identifiées. Elles semblent agir sur le cancer via
un mécanisme d’action original, en ciblant OSBP (Oxysterol Binding Protein)(2). OSBP
est une protéine responsable du transport intracellulaire du cholestérol. Elle fait partie
d’'une superfamille de protéines, les ORPs (OSBP-related proteins), qui ont pour point
commun le fait de se lier aux stérols, mais avec des roles cellulaires trés variables.
Ces molécules naturelles ciblant les ORPs sont hommées les ORPphilines. Elles
regroupent cing familles chimiques: les céphalostatines, les ritterazines, les

stellettines, OSW-1 et les schweinfurthines.

Il est nécessaire d’étudier ces molécules pour comprendre le mécanisme des
ORPphilines sur le cancer dans le but de développer de houveaux agents cytotoxiques
possédant des structures diverses et variées, permettant d’améliorer la prise en

charge des cancers.

L’objectif de cette thése est de faire un état de I'art sur les différents agents
cytotoxiques d’origine naturelle existant sur le marché européen pour le traitement des
cancers mais aussi d’étudier la famille des ORPphilines qui possede des propriétés

anticancéreuses prometteuses. Cette thése est constituée de trois chapitres dont un
9



premier chapitre sur les agents anticancéreux d’origine naturelle qui sont actuellement
utilisés et un second chapitre qui détaille la famille des ORPphilines ainsi que leur
implication dans le cancer. Enfin, un dernier chapitre présente les travaux
expérimentaux personnels effectués dans le cadre d’'un stage de master 2 a I'Institut
de Chimie des Substances Naturelles (ICSN) sur la synthése d’analogues d’une
famille d’ORPphilines, les schweinfurthines, qui sont étudiées dans le laboratoire
depuis plusieurs années, notamment du fait que cette famille posséde une activité

cytotoxique particulierement remarquable sur les lignées du glioblastome.

10



CHAPITRE 1. ANTI-TUMORAUX
D’'ORIGINE NATURELLE
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La nature constitue une source d’inspiration majeure pour le développement
des agents anticancéreux. Cette recherche d’anticancéreux d’origine naturelle a
débuté dans les années 60, notamment suite a la découverte des vinca-alcaloides et
a I'isolement des podophyllotoxines cytotoxiques. C’est pourquoi, le National Cancer
Institute (NCI) a alors lancé un vaste programme de criblage des extraits de plantes
récoltés dans les régions tempérées pour développer de nouveaux agents

anticancéreux(3).

Dans ce chapitre, nous allons aborder les différentes familles de produits
naturels ou issues de I'hémisynthése existant sur le marché européen et qui sont
actuellement utilisées dans le traitement des cancers ainsi que leurs mécanismes
d’action et leurs indications. Ces différentes familles thérapeutiques sont issues de la
classification ATC du Vidal.

|.  Anticancéreux d’origine naturelle interagissant
avec la tubuline

La tubuline est une protéine qui se polymérise en microtubules. Cette
polymérisation constitue un état d’équilibre entre la formation et la destruction des
microtubules qui sont impliqués dans la formation du fuseau mitotique au cours des
divisions cellulaires. Ainsi, en empéchant soit la polymérisation, soit la
dépolymérisation, les substances naturelles vont pouvoir perturber la mitose et

provogquer la mort cellulaire.

1. Les taxanes

Les taxanes sont des molécules naturelles de motif diterpéne qui sont trés
utilisées dans le traitement des cancers. Elles ont été découvertes dans les années
1960 lors d'un criblage moléculaire d’extraits de plantes réalisé par le NCI afin de
rechercher de potentielles propriétés anti-tumorales(4,5). Ainsi, I'extrait d’écorce de ['if
du Pacifique Taxus brevifolia s’est révélé avoir une activité anti-tumorale sur certaines
lignées cancéreuses et notamment sur les lignées ovariennes. Dans cet extrait, le
paclitaxel (Taxol®) a été isolé et est responsable de 'activité antitumorale. Sa structure
a éeté établie en 1971 et semble trés originale et complexe avec un motif diterpéne

12



tricyclique composé de 20 atomes de carbones (entouré en rouge, Figure 1) et de

nombreux centres d’asymeétrie.

Figure 1. Structure du paclitaxel

Rapidement, le Taxol® a été approuvé par la Food and Drug Administration
(FDA) pour le traitement du cancer de I'ovaire réfractaire en 1992, du cancer de sein
réfractaire ou résistant aux anthracyclines en 1994, du sarcome de Kaposi en 1997,

et du cancer du poumon non a petites cellules en 1998(5).

Cependant, sa teneur dans I'extrait est faible, de 'ordre de 100mg/kg d’écorce,
et le développement des stratégies de synthése chimique reste compliqué au vu de la

structure chimique complexe de cette molécule.

P. Pottier (ICSN, Gif-sur-Yvette) a alors eu l'idée de rechercher un précurseur
du paclitaxel dans les feuilles de I'if européen Taxus baccata afin de réaliser une hémi-
synthese. Il a mis en évidence la présence de 10-désacéyl-baccatine 11l (DAB lll, a
gauche, Figure 2) qui est un précurseur pour I’hémisynthése du paclitaxel en quelques
étapes. Chaque intermédiaire de synthése a été évalué dans les tests de cytotoxicité
et 'un des intermédiaires, le docétaxel (a droite, Figure 2) s’est révélé plus actif que le

paclitaxel (Taxotere®).

Figure 2. Structure de DAB Il et du docétaxel
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Le docétaxel a été approuve par la FDA pour le traitement du cancer du sein
avanceé en 1996, du cancer du poumon non a petites cellules en 1999, du cancer de
la prostate métastatique hormono-réfractaire en 2004, et du cancer du cou en 2006(5—
7).

Cependant, des phénomenes de résistance aux taxanes de premiére
génération, i.e paclitaxel et docétaxel, ont été observés, notamment lié au fait que ces
deux molécules sont substrats de la glypoprotéine P (Pgp) qui est une pompe d’efflux
souvent surexprimée a la surface des cellules cancéreuses, empéchant ainsi I'entrée

des taxanes dans les cellules cancéreuses(8).

Ainsi, le cabazitaxel a été synthétisé sur la base du docétaxel avec la présence
de deux groupements méthoxy (entourés en bleu, Figure 3), ce qui rend la molécule
moins affine de la Pgp et plus efficace contre les tumeurs résistantes au docétaxel.
Cette molécule de seconde génération est utilisée dans le traitement du cancer de la
prostate métastatique hormono-dépendant suite a un échec thérapeutique
préalable(5,9).

Figure 3. Structure du cabazitaxel

Dans cette idée de lutter contre les tumeurs résistantes aux taxanes, des
analogues de synthese sur la base des études de relation structure activité (RSA) du
paclitaxel ont été développés. lIs présentent de fortes inhibitions de la croissance des
tumeurs multi-résistantes. Ces analogues sont testés dans les études cliniques et

montrent des résultats prometteurs(10,11).

Les taxanes sont des poisons du fuseau mitotique et leur mécanisme d’action
passe par une stabilisation des microtubules en empéchant leur dépolymérisation, ce

qui affecte la survie cellulaire.

En clinique, les taxanes sont utilisés par voie injectable en monothérapie ou en

association avec d’autres agents cytotoxiques comme le cisplatine, le 5-fluoro uracile
14



ou la doxorubicine. L’effet indésirable le plus fréquent est la myélosuppression avec
une neutropénie sévere chez 28% des patients. Une thrombopénie a été observée
chez 11% des patients et des neurotoxicités ou neuropathie périphérique liée au site
d’injection ont également été reportées(12).

Par la suite, de nouvelles formulations galéniques, telle que I'utilisation des
nanoparticules (Abraxane®) ont été développées pour améliorer la solubilité des
taxanes et diminuer les effets indésirables, notamment lies a la durée de
perfusion(13,14).

2. Alcaloides bis-indoligues de la Pervenche de
Madagascar

Les vinca-alcaloides, la vinblastine et la vincristine, sont les premiers
anticancéreux utilisés en clinique pour le traitement des cancers dans les années
1960(15). lls ont été isolés dans les parties aériennes de la Pervenche de Madagascar,
Catharanthus roseus, plante utilisée traditionnellement comme antidiabétique(3).
Initialement, I'extrait de plante a été testé pour son potentiel effet hypogycémiant sur
les rats ; mais il a été montré qu'il y avait une réduction du nombre de globules blancs,
ce qui a entrainé une myélosuppression chez les rats traités. Par la suite, cet extrait a
été testé sur les lignées cellulaires leucémiques chez la souris et s’est révélé actif.
L’extrait de plante contient un mélange complexe d’alcaloides avec une teneur faible,
de l'ordre de 1%. La vinblastine et la vincristine sont deux alcaloides majoritairement
retrouvés dans le mélange qui possedent un motif bis-indolique (entouré en rouge,
Figure 4, (16)).

Vinblastine; R = CH3
Vincristine; R = CHO

Figure 4. Structure de la vinblastine et de la vincristine
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Les vinca-alcaloides agissent par inhibition de la polymérisation de la tubuline
en microtubules, ce qui bloque la division cellulaire en métaphase. Cela conduit a un
arrét du processus de mitose et a l'apoptose dans les cellules. De plus, les
mécanismes d’action semblent étre différents selon la concentration. A faible
concentration (<1 pumol), les vinca-alcaloides se lient a la tubuline et empéchent la
polymérisation des tubulines en microtubules, tandis qu’a des concentrations plus
élevées (1-2 umol), ils dépolymérisent les microtubules existants et endommagent le
fuseau mitotique(17,18).

La vinblastine (Velbe®) est utilisée dans le traitement des lymphomes
Hodgkiniens ou non, les cancers du sein, du col de 'utérus, de I'ovaire, des testicules
et le sarcome de Kaposi(3,19). Alors que la vincristine (Oncovin®) peut étre utilisée
seule dans la leucémie aigué ou en association avec d’autres agents cytotoxiques
dans les lymphomes Hodgkiniens ou non ou dans les cancers du sein, du col de

I'utérus, du poumon a petites cellules et dans certains sarcomes(20).

Ces vinca-alcaloides de premiére génération présentent une forte toxicité
neurologique qui est liée a I'action exercée sur les microtubules axonaux. Cette toxicité
est d’autant plus marquée au niveau périphérique avec des paresthésies, des
névralgies et des myalgies car ces molécules de grande taille passent mal la barriere
hématoencéphalique (BHE). Toutefois, des cas de convulsions ont été reportés pour
la vincristine. Des toxicités hématologiques telles que la leucopénie, ainsi que des
toxicités digestives ont été observées pour ces molécules. De plus, la vinblastine et la
vincristine sont connues pour provoquer une extravasation, ce qui entraine une

nécrose tissulaire au niveau des sites d’injection(17).

A cause de la forte toxicité des vinca-alcaloides de premiére génération, des
analogues hémi-synthétiques ont été développés: la vindésine (Eldisine®), la

vinorelbine (Navelbine®) et la vinflunine (Javior®).

La vindésine est le premier dérivé hémi-synthétique des vinca-alcaloides
obtenu suite a quelques modifications des fonctions chimiques de la vinblastine. Elle
est principalement indiquée dans le traitement des leucémies aigués lymphoblastiques
et des lymphomes réfractaires a la chimiothérapie (autres agents cytostatiques), ainsi
que dans certaines tumeurs solides (sein, ocesophage, voies aérodigestives

supérieures et cancer broncho-pulmonaire)(21).
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La vinorelbine est un dérivé hémi-synthétique de la vinblastine découverte par
'équipe de P. Potier ou le noyau catharanthine a subi une modification structurelle.
Elle appartient aux vinca-alcaloides de seconde génération et possede un large
spectre d’activité antiproliférative, notamment dans le cancer du sein avancé et le
cancer du poumon non a petites cellules avancé ou métastatique. Il a été montré que
le phénomene de neurotoxicité est atténué avec la vinorelbine par rapport aux vinca-
alcaloides de premiere génération. De plus, parmi tous les vinca-alcaloides, c’est la
seule molécule pouvant étre administrée par voie orale, ce qui permet de réduire les

irritations au niveau du site d’injection(21,22).

La vinflunine est un dérivé fluoré récemment introduit sur le marché.
L’introduction de deux atomes de fluor permet de limiter certaines voies de
métabolisation de la molécule, ce qui permet d’augmenter la demi-vie de la molécule.
Il s’agit également de la molécule la moins neurotoxique parmi les vinca-alcaloides.
Elle est utilisée seule dans le traitement du cancer de la vessie, soit pré-métastatique

ou métastatique, apres échec thérapeutique par des dérivés de platine(21,23).

3. Les dérivés de I'halichondrine B

L’halichondrine B a été isolée pour la premiere fois en 1986 a partir de 'éponge
japonaise, Halichondria okadai et sa structure de type macrolide polyéther a été
déterminée par la cristallographie aux rayons X (Figure 5)(24). Des études ont révélé
que cette molécule est capable d’inhiber la tubuline grace a la formation d’une liaison
non competitive au niveau du site de liaison des vinca-alcaloides, ce qui entraine un
arrét du cycle cellulaire en phase G2-M lié a une perturbation du fuseau mitotique(25).
Cette molécule s’est révélée étre la plus puissante des halichondrines contre les
lignées du mélanome B-16 avec une concentration inhibitrice 50 (ICso) de I'ordre du
nanomolaire, ce qui a mené a des études supplémentaires. Cependant,
I'approvisionnement de la molécule reste limité car sa teneur dans les éponges est
faible. Il aura fallu plus d’une tonne d’éponge Lissodendoryx sp. (une autre éponge
plus riche en halichondrines) pour isoler 310 mg d’halichondrine B(26). La synthése
totale reste compliquée et non rentable du fait de la complexité chimique de la

molécule.

Ainsi, le développement d’analogues synthétiques a été envisagé. L’éribuline

(Halaven®) (Figure 5, (27)), a été synthétisée sur la base d’'un pharmacophore établi
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et a montré une meilleure activité cytotoxique in vitro sur certaines lignées cellulaires
par rapport a I'’halichondrine B. Elle est utilisée dans le traitement du cancer du sein
localement avancé ou métastatique et contre le liposarcome non résécable ayant déja
recu une chimiothérapie comportant une anthracycline. Les effets indésirables les plus

fréquents sont des effets de myélosuppression avec une neutropénie(28).

halichondrin B

eribulin mesylate
(Halaven®)

Figure 5. Structure de I'halichondrine B et de I'éribuline

Il. Anticancéreux d’origine naturelle interagissant
avec les topo-isomeérases

Les topo-isomérases sont des enzymes nucléaires qui contrélent la formation
et la déformation de la structure super-enroulée de '’ADN au cours des processus de
réplication, de transcription et de réparation. Il existe principalement deux types de
topo-isomérases : les topo-isomérases | qui coupent un seul des deux brins de la
double hélice de I'ADN, permettant sa despiralisation transitoire nécessaire a la
réplication et a la transcription, et les topo-isomérases Il qui coupent et ressoudent les
deux brins de 'ADN afin de libérer la boucle de la double hélice. Ainsi, les inhibiteurs
de topoisomérases stabilisent le complexe binaire entre 'enzyme et 'ADN, affectent

la religation et empéchent la synthese de ’ADN.

1. Inhibiteurs des topo-isomérases de type |, les dérivés de
la camptothécine

La camptothécine (Figure 6, (3)) est un alcaloide de structure pentacyclique
isolé de l'arbre ornemental chinois Camptotheca accuminata. Elle a démontré une
action contre les leucémies et diverses tumeurs solides dans les modeles
expérimentaux. Cette molécule a été utilisée dans des essais cliniques sous forme de

sel de sodium de camptothécine dans les années 1970 en raison de son insolubilité
18



en solution aqueuse, mais a provoqué de graves toxicités digestive, sanguine et

vésicale, ce qui a entrainé I'arrét de son développement.

Apres la découverte du mécanisme d’action de la camptothécine, qui agit
comme un inhibiteur de 'ADN topo-isomérase de type |, induisant des lésions simple
brin de 'ADN qui bloquent la fourche de réplication de 'ADN, des dérivés hémi-

synthétiques davantage hydrosolubles et moins toxiques ont été développés(15,29).

Le topotécan (Hycamtin®) et l'irinotécan (Campto®) (Figure 6) ont été mis sur
le marché. Le topotécan est utilisé dans le traitement du cancer de I'ovaire métastasé
apres échec auparavant de chimiothérapies, du cancer du poumon a petites cellules
en rechute et du cancer du col de 'utérus en rechute en association avec le cisplatine.
Pour lirinotécan, il est utilisé dans le traitement du cancer colorectal. L'effet indésirable
le plus fréquent de ces dérivés de camptothécine est une myélosuppression, comme
d’autres agents cytotoxiques. Une diarrhée tardive, des troubles hématologiques dont
une neutropénie et un syndrome cholinergique aigu ont été observés pour
lirinotécan(30-32).

Camptothecin
/ HO 0]

Irinotecan

Figure 6. Structure des dérivés de camptothécine

Il existe d’autres dérivés hémi-synthétiques plus hydrosolubles qui ont été
développés notamment sur la base des études de RSA et qui sont en cours d’étude

dans des essais précliniques et cliniques(29,33).

2. Inhibiteurs des topo-isomérases de type |l

a) Les dérivés de I'épipodophyllotoxine

La podophyllotoxine est un lignane avec un squelette de 18 carbones isolé pour
la premiére fois en 1880 a partir de la résine de podophylle issue du rhizome de la
plante Podophyllum peltatum, traditionnellement utilisée pour le traitement des

cancers de la peau et des verrues par les amérindiens. Cette résine a également été
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utilisée comme laxatif et comme remede contre diverses pathologies comme la
gonorrhée, la tuberculose, le psoriasis et la syphilis. Les premieres études sur la
podophyllotoxine ont montré une activité importante sur les cellules cancéreuses,

notamment li€ée a son action antimitotique(34).

Dans les années 1950, sa structure a été completement élucidée (Figure 7, (35))
mais son utilisation en clinique a été limitée en raison de ses effets indésirables
importants, tels que la toxicité gastro-intestinale, la neurotoxicité, I'alopécie et la
myélosuppression. Actuellement, elle est utilisée dans la prise en charge de
condylomes génitaux dans la spécialité Condyline®(3,36).

Par la suite, les dérivés hémi-synthétiques a partir de I'épipodophyllotoxine (un
isomere de podophyllotoxine) ont été développés pour diminuer les effets indésirables.
L’étoposide (Celltop®) est actuellement la seule molécule de cette classe autorisée
dans le traitement de la leucémie, des lymphomes malins hodgkiniens ou non
hodgkiniens, du cancer bronchopulmonaire a petites cellules ou non a petites cellules,
le choriocarcinome placentaire et du cancer des testicules. Le mécanisme de cette
molécule passe par une inhibition de I'activité de la topo-isomérases Il, ce qui entraine
une cassure de 'ADN et un arrét de la mitose(37), alors que la podophyllotoxine
possédait également une action antimitotique en perturbant I'assemblage des
microtubules(34).
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Figure 7. Structures des dérivés de la podophyllotoxine

Le développement de nouveaux analogues de la podophyllotoxine reste en
cours d’étude dans les essais cliniques. De plus, a travers I'exploration des études de
RSA, des analogues hybrides de la podophyllotoxine/épipodophyllotoxine avec
d’autres pharmacophores anticancéreux peuvent donner de nouveaux agents
anticancéreux ayant plusieurs mécanismes d’action, ce qui permettrait de traiter divers

cancers et d’éviter des phénoménes de résistance médicamenteuse(35).
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b) Les hétérosides anthraquinoniques

Contrairement aux autres classes pharmacologiques, les hétérosides
anthraquinoniques ou anthracyclines sont issus des micro-organismes. La découverte
fortuite de la doxorubicine a partir de la bactérie Streptomyces peucetius et de son
précurseur la daunorubicine dans les années 1960 a été importante pour le traitement
des cancers. Cette classe a suscité de nombreuses recherches dans les essais
clinigues mais aussi dans la compréhension des mécanismes anti-tumoraux et de

cardiotoxicité provoquée par les anthracyclines(38).

Les quatres anthracyclines (Figure 8, (39)) les plus utilisées sont la
doxorubicine, la daunorubicine, I'épirubicine (stéréoisomere de la doxorubicine) et

I'idarubicine (analogue de la daunorubicine).
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Figure 8. Structures des anthracyclines cytotoxiques

Elles agissent a la fois comme des intercalants de 'ADN, grace a la partie
anthracycline, mais aussi comme des poisons de la topo-isomérase Il, par stabilisation
du complexe de clivage topo-isomérase Il — ADN, liée a la formation d’'une liaison
ionique entre le groupement -NH2 de la partie osidique daunosamine (entouré en bleu,
Figure 8) et le groupement phosphate de I’ADN. Cela provoque des coupures
irréversibles de 'ADN et conduit a 'apoptose cellulaire. A cause du motif anthracycline
qui est sensible aux oxydo-réductases cellulaires, ces molécules génerent des
radicaux libres qui peuvent interférer avec la régulation du fer cellulaire. Cela génere
des especes réactives de I'oxygéne (ROS) qui provoquent des alkylations sur les
bases nucléiques ainsi que des dommages de 'ADN et des dysfonctionnements des
mitochondries liés au stress oxydatif. Tout cela va pouvoir enclencher 'apoptose (38—
40).
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La daunorubicine (Cerubidine®) est utilisée dans la prise en charge de
leucémies, lymphomes malins non hodgkiniens, maladies de Hodgkin et sarcomes de
Kaposi associés au sida(41). La doxorubicine (Adriblastine®) est utilisée dans des
indications larges telles que, cancers bronchopulmonaires, cancers de l'estomac,
cancers du sein, cancers de l'ovaire, tumeurs solides de I'enfant, ainsi que dans les
leucémies, sarcomes, lymphomes malin non hodgkiniens et maladie de Hodgkin(42).
L’épirubicine (Farmorubicine®) posséde les mémes indications que la doxorubicine
mais peut également étre utilisée dans les cancers bronchopulmonaires a petites
cellules et cancers otorhinolaryngologiques(43). Pour lidarubicine (Zavedos®), elle

n’est utilisée que dans les leucémies aigués lymphoblastiques et myéloblastiques(44).

Une autre anthracycline cytotoxique, la pirarubicine (Figure 9), qui est un dérivé
de la doxorubicine, est utilisée exclusivement dans les cancers du sein en alternative

aux autres anthracyclines(45).

Figure 9. Structure de la pirarubicine

Ces molécules sont largement utilisées dans de nombreux cancers mais elles
possedent des effets secondaires graves, notamment une toxicité cardiaque
importante pour la doxorubicine, la daunorubicine et I'épirubicine (cardiotoxicité
moindre par rapport a la doxorubicine). Cela se manifeste par des troubles du rythme
cardiaque, des anomalies de 'ECG et une insuffisance cardiaque. Ainsi, I'utilisation
de ces anthracyclines nécessite une surveillance accrue afin de prévenir ces effets
cardiaques. Elles sont donc contre-indiquées chez les patients ayant une cardiopathie
avec une insuffisance myocardique. Le mécanisme de cardiotoxicité induit par les
anthracyclines reste encore méconnu, mais la cause la plus probable est la génération
et 'accumulation des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) qui provoque la
peroxydation des lipides. Ces ROS entrainent des dommages a I'ADN dans les
cardiomyocytes, qui sont particulierement sensibles aux dommages induits par les
radicaux libres car ces cellules sont déficientes en enzymes anti-oxydantes, telles que
la superoxyde dismutase ou la glutathion peroxydase(40). Comme les autres agents
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cytotoxiques, les anthracyclines peuvent provoquer une myeélosuppression avec une

neutropénie et une thrombopénie, des troubles digestifs et une alopécie.

Afin de limiter la production de radicaux libres et de diminuer les effets
cardiotoxiques, des analogues synthétiques de la doxorubicine (Figure 10) ont été
développés. Le premier analogue est la mitoxantrone (Novantrone®) qui agit comme
un intercalant de 'ADN. Elle est indiquée dans le traitement des leucémies aigués
myéloblastiques, des lymphomes malins non hodgkiniens et des cancers de la
prostate et du sein(46). Récemment, un nouvel analogue, la pixantrone (Pixuvri®), a
été commercialisé. Cette molécule est indiquée, en monothérapie, dans le traitement
de 3¢me ou 4¢me |igne du lymphome non hodgkinien agressif a cellules B a rechutes
multiples ou réfractaires. Cette molécule n’est qu’un inhibiteur faible de la topo-
isomérase |l et agit principalement par une alkylation directe de I'ADN, formant des
adduits d’ADN stables et des cassures doubles brins. En raison de sa structure, cette
molécule génére moins de radicaux libres, ce qui explique sa faible cardiotoxicité par
rapport aux autres anthracyclines. Cependant, elle posséde toujours une toxicité

hématologique qui nécessite des surveillances comme les autres anthracyclines(47).
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Figure 10. Structure des analogues de la doxorubicine

lll.  Anticancéreux d’origine naturelle interagissant
avec I’ADN

Les agents cytotoxiques interagissant avec 'ADN peuvent agir selon plusieurs
mécanismes d’action : les agents scindants qui forment des cassures simple brin ou
double brin de 'ADN, les agents alkylants qui établissent des liaisons avec I'ADN, et
les intercalants de ’ADN qui « s’intercalent » dans la double hélice de 'ADN. Tous ces
agents vont pouvoir empécher la réplication, la transcription et la traduction de ’'ADN
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ainsi que les processus de réparation, ce qui conduit a un arrét du cycle cellulaire et a

la mort cellulaire.

1. Antibiotigues cytotoxigues et apparentés

L’actinomycine D ou dactinomycine (Cosmegen®) est l'un des premiers
antibiotiques cytotoxiques découvert dans les années 1940 a partir des bactéries du
genre Streptomyces. Cette molécule possede une activité antibactérienne mais
également une forte activité anticancéreuse, d’ou son utilisation en clinique dans le

traitement des cancers(48).

Sa structure est composée d’un noyau phénoxazone (entouré en rouge, Figure
11), relié a deux peptides cycliques. Elle exerce un effet cytotoxique puissant et est
utilisée dans le traitement des rhabdomyosarcomes chez I'enfant, néphroblastomes
ou tumeurs de Wilms, en traitement palliatif pour les sarcomes d’Ewing et les tumeurs

trophoblastiques gestationnelles(49).
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Figure 11. Structure du dactinomycine

Elle semble agir comme un alkylant de I'’ADN. Son noyau phénoxazone
s’intercale dans les bases de I'ADN et se lie a ’TADN en formant un complexe, ce qui
provoque une inhibition des ARN polymérases et un arrét de la transcription,
empéchant ainsi la synthése de 'ARN. Les effets indésirables sont communs aux
autres agents cytotoxiques avec des troubles digestifs, une aplasie médullaire, une

alopécie et des réactions d’hypersensibilité(48,49).

Il existait d’autres antibiotiques cytotoxiques issus des bactéries du genre
Streptomyces sur le marché, mais suite a des retraits dAMM, seulement deux
molécules de cette classe sont encore utilisées. Il s’agit de la mitomycine C

(Ametycine®) et de la bléomycine (Bléomycine Bellon®).
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La mitomycine C est issue des cultures de fermentation de Streptomyces
caespitosus par les chercheurs japonais dans les années 1950. Elle posséde des
effets antiprolifératifs et alkylant de ’ADN, notamment sur les guanines. La mitomycine
seule n’est pas un alkylant de ’'ADN, c’est une prodrogue qui nécessite une activation
enzymatique ou chimique au niveau de son noyau quinone (entouré en rouge, Figure

12) pour le transformer en agent alkylant, soit d’'un brin ou des deux brins de TADN(50).

HoN

Figure 12. Structure de la mitomycine ¢

Elle a été utilisée dans le traitement des cancers colorectaux, de I'estomac, du
pancréas, du sein et de la vessie. Cependant, depuis fin octobre 2019, la spécialité
Ametycine® est en rupture de stock et TANSM l'a remplacée par la spécialité
Mitomycine medac® et a limité ses indications. Actuellement, cette spécialité est
réservée uniquement pour le traitement des cancers de la vessie chez les patients ne
pouvant pas recevoir de I'épirubicine et pour le cancer localement avancé du canal
anal(51).

Dans la spécialité Bléomycine Bellon®, il s’agit d'un mélange de deux
glycopeptides (Figure 13, (52)), extraits des cultures de fermentation de Streptomyces
verticillus. Cette molécule posséde une partie osidique, une partie bithiazole (entourée
en rouge, Figure 13) qui va pouvoir interagir avec les séquences riches en bases
guanine et cytosine de ’'ADN et un groupe de cinq atomes d’azote (entourés en bleu)
dispersés dans une conformation pyramidale pouvant se lier a des métaux divalents
comme le fer. Ainsi, 'oxygéne moléculaire, lié par l'ion ferreux, peut produire des
radicaux libres aprés oxydation de l'ion ferreux en ion ferriqgue. Ces radicaux libres
entrainent des cassures simple brin ou double brin de 'ADN, ce qui inhibe la synthése
de ’ADN et de la division cellulaire(53).

25



HaN

* xH,S0,

Figure 13. Structure de la bléomycine Az et B2

La bléomycine est indiquée dans la prise en charge des carcinomes
épidermoides, lymphomes hodgkiniens et non hodgkiniens et carcinomes
testiculaires. Les effets indésirables sont nombreux, tels qu’une toxicité pulmonaire
(fibrose), des réactions d’hypersensibilité (fievre, frissons et éruption cutanée),
'alopécie réversible et une toxicité pour les glandes sexuelles. Les toxicités
pulmonaires et cutanées peuvent étre expliqguées par la faible concentration d’une
hydrolase qui permet de métaboliser la bléomycine pour rendre inactif son pouvoir de
chélateur de fer(53,54).

2. Trabectédine

La trabectédine ou l'ecteinascidine-743 est un métabolite spécialisé isolé du
tunicier Ecteinascidia turbinat dans la mer des Caraibes(55). C’est un alcaloide de
type tétrahydroisoquinoléique composé de trois cycles tétrahydroisoquinolines (Figure
14, (56)). Cette molécule a été testée in vitro sur un panel de 60 lignées cancéreuses
par le NCI et a prouvé une activité cytotoxique puissante. Par la suite, elle a été testée
in vivo et a démontré une activité antinéoplasique a large spectre. Cet effet cytotoxique
s’exerce par un nouveau mécanisme d’action, lié exclusivement a sa structure
originale, ce qui rend le développement clinique de cette molécule particulierement
intéressant. Apres avoir obtenu des résultats prometteurs sur le sarcome des tissus
mous dans les essais cliniques de phase I, la trabectédine a été approuvée par les
autorités de I'Union européenne en septembre 2007 et a été commercialisée dans la
spécialité Yondelis® pour le traitement des sarcomes des tissus mous évolués, apres

échec de traitements a base d’anthracyclines ou d’ifosfamide. Elle peut également étre
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utilisée en association dans le traitement du cancer des ovaires récidivant sensible au
platine(57,58).

CYANOSAFRACINE B — > TRABECTEDINE

Figure 14. Structure de la cyanosafracine et de la trabectédine

Ainsi, lié a la hausse de demande de production du principe actif, des procédés
de synthese ont été développés et actuellement, la trabectédine peut étre obtenue par
hémisynthése a partir de la cyanosafracine B, un métabolite obtenu lors de la

fermentation de la bactérie Pseudomonas fluorescens(57).

Elle agit comme un alkylant de 'ADN en se liant au petit sillon de la double
hélice d’ADN, entrainant une modification générale de la molécule qui s’incline vers le
grand sillon pour former des adduits. Cela entraine une altération de la fixation des
facteurs de transcription et de protéines indispensables a la division cellulaire. De plus,
la reconnaissance des adduits formés par le systeme de réparation par excision (NER)
entraine une accumulation de complexes de réparation, ce qui provoque des cassures
double brin de 'ADN, larrét du cycle cellulaire en phase G2-M et l'induction de

I'apoptose(59).

Les effets indésirables les plus fréquents sont la neutropénie, la thrombopénie,
les troubles digestifs, une augmentation des transaminases ASAT/ALAT et des

réactions au site d’injection.

Récemment, des essais cliniques de phase Ill démontrent que la trabectédine
aurait un intérét dans les liposarcomes et les léiomyosarcomes avancés aprées échec
d’'une chimiothérapie antérieure(60). D’autres essais cliniques sont en cours pour

élargir le spectre d’activité de la molécule.
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I\VV. Autres anticancéreux d’origine naturelle

1. Analogues nucléosidigues, anti-métabolites

La découverte et le développement des analogues nucléosidiques d’origine
naturelle a débuté dans les années 1950 suite a lisolement des arabinosyl-
nucléosides de type spongothymidine et spongouridine (Figure 15, (61)) a partir de
'éponge des Caraibes Cryptotethya crypta(16). Le premier dérivé synthétique bio-
inspiré de ces arabinosyl-nucléosides est la cytarabine qui est un analogue de la
pyrimidine. Elle exerce son action cytotoxique grace a l'incorporation de son métabolite
actif, TARA-CTP, lors de la synthése de ’ADN, ce qui entraine & la fois une inhibition
de 'ADN polymérase et des anomalies de la structure de 'ADN, bloquant ainsi les

cellules en phase S et provoquant 'apoptose de ces cellules.

La cytarabine ou Ara-C (Aracytine®) est utilisée dans le traitement des
leucémies myéloides aigués, des lymphomes malins non hodgkiniens et des
syndromes myeélodisplasiques. Elle est également utilisée associée au gemtuzumab
ozogamicine (anticorps monoclonal conjugué) et a la daunorubicine (Vyxeos®) dans
la prise en charge de leucémies aigués myéloblastiques(62). Des effets indésirables
tels que la myélosuppression avec une hypoplasie médullaire, une toxicité
neurocérébelleuse a forte dose, des affections cardiaques (péricardites et bradycardie
sinusale), des atteintes réversibles de la cornée et des conjonctivites hémorragiques,
ainsi que des affections gastro-intestinales (nausées, vomissements et anorexies) et

de l'alopécie ont été reportés.
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Figure 15. Structure des arabinosyl-nucléosides et de la cytarabine Ara-C

D’autres analogues nucléosidiques ont également été synthétisés comme les

analogues de la purine. Ces molécules ont été principalement inspirées de la 5-
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fluorouracile, un anti-métabolite de synthese, non abordé dans le cadre de cette these

qui concerne les anti-cancéreux d’origine naturelle.

2. La midostaurine, inhibiteur de protéines kinases

La midostaurine est un dérivé hémi-synthétique de la staurosporine (Figure 16),
un alcaloide indolo-carbazole isolé pour la premiere fois a partir de la bactérie
Streptomyces staurosporeus en 1977(16,63). La staurosporine a d’abord montré des
propriétés antifongiques et hypotensives lors de sa découverte, mais ce n’est qu'a
partir de 1986 qu’elle s’est avérée avoir de puissantes propriétés cytotoxiques,

notamment en inhibant la protéine kinase C.
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Figure 16. Structures de la staurosporine (a gauche) et de la midostaurine (a droite)

Ainsi, des dérivés synthétiques de la staurosporine ont été élaborés afin d’avoir
une diversité de source d’approvisionnement. Parmi ces dérivés, la midostaurine, un
inhibiteur de la protéine kinase C et des récepteurs tyrosine kinase FLT3, est utilisée
chez les patients atteints de leucémies myéloides aigués et de syndrome
myélodysplasique ou les cellules leucémiques expriment des récepteurs FLT3 mutés
ou surexpriment les récepteurs FLT3 sauvages. La midostaurine semble agir sur
plusieurs récepteurs de tyrosine kinase ou elle inhibe la signalisation via le récepteur
FLT3 et induit I'arrét du cycle cellulaire. Elle inhibe également les récepteurs KIT (un
type de récepteur a activité tyrosine kinase), ce qui empéche la prolifération, la survie
et la libération d’histamine des mastocytes. De plus, elle inhibe les récepteurs de
facteurs de croissance tels que, PDGFR (récepteur du facteur de croissance secrété
par les plaquettes) et du VEGFR (facteur de croissance de I'endothélium vasculaire),

ce qui affecte la prolifération des cellules cancéreuses et leur survie.
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La midostaurine (Rydapt®) a recu le statut de médicament orphelin et a obtenu
'’AMM en Europe en 2017 pour le traitement de mastocytose systémique agressive et
de leucémie aigué myéloide nouvellement diagnostiquée avec mutation du géne FLT3.
Les effets indésirables fréquents sont une neutropénie et des infections, un
dysfonctionnement cardiaque (allongement de lintervalle QTc sur 'ECG) et des

pneumopathies(64).

3. Les dérivés de la rapamycine, inhibiteur de mTOR

La rapamycine ou sirolimus (Figure 17, (65)) est un composé macrocyclique
produit par la fermentation de Streptomyces hygroscopicus en 1975. Elle a d’abord été
utiisée comme antifongique avant d’étre commercialisée dans la spécialité
Rapamune® en tant qu'immunosuppresseur en 1999. De plus, elle a également
démontré une activité cytotoxique, notamment en inhibant mTOR, une enzyme qui

régule la prolifération, la croissance, la mobilité et la survie des cellules(16).

Cela a conduit au développement de dérivés synthétiques, dont I'évérolimus,
qui a d’abord été approuvé en tant quimmunosuppresseur en 2004 puis ensuite
approuvé dans la spécialité Afinitor® comme traitement des cancers du rein avance,
du pancréas et du sein avancé avec récepteurs hormonaux positifs. L’évérolimus agit
en inhibant l'activité du mTORCH1, ce qui affecte la voie de signalisation et perturbe la

traduction et la synthese de protéines essentielles pour la prolifération cellulaire (16,66).

Un autre dérivé, le temsirolimus (Torisel®) (Figure 17) a été approuvé dans le
traitement du cancer du rein et des lymphomes des cellules du manteau. Cette
molécule agit a la fois comme un inhibiteur sélectif de mMTOR mais aussi comme
inhibiteur des facteurs inductibles par I'hnypoxie (HIF), qui sont des facteurs de
transcription régulant la capacité des tumeurs a s’adapter aux micro-environnements
hypoxiques et a produire des facteurs de croissance de I'endothélium vasculaire VEGF,

responsables de I'angiogenése(67).
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Figure 17. Structure des dérivés de rapamycine

Les effets indésirables les plus courants sont une éruption cutanée, des
nauseées, de la perte d’appétit, des signes d’infections (fievres, frissons, inflammations,
toux et fatigue), une anémie et une thrombopénie. Pour le temsirolimus, des réactions

d’hypersensibilité liées a la perfusion ont également été observées.

4. Les anticorps monoclonaux conjuqués

Les anticorps monoclonaux conjugués (ADC pour Antibody-drug conjugate)
sont des anticorps monoclonaux conjugués a des agents cytotoxiques. Les anticorps
utilisés sont spécifiques des protéines de surface exprimées dans les cellules
cancéreuses, ce qui induit une spécificité et un ciblage vis-a-vis des cellules tumorales,

contrairement aux médicaments cytotoxiques traditionnels.

Certains anticorps monoclonaux possedent déja une activité anti-tumorale
remarquable, notamment ceux contre les récepteurs HER2, EGFR et CD20, qui sont
souvent surexprimés dans certains cancers. Cependant, I'activité anti-cancéreuse de
ces anticorps seuls n’est pas suffisante, d’ou la nécessité de les conjuguer avec des

agents cytotoxiques.

Cependant, les ADC ont une faible biodisponibilité et sont administrés par voie
intraveineuse. Apres s’étre lié a sa cible, le complexe ADC-antigéne de surface,
exprimé dans les cellules cancéreuses, est internalisé par endocytose (Figure 18,
(68)). Ensuite, ce complexe est transféré dans les lysosomes. Au sein de la cellule, les
ADC sont clivés pour libérer I'agent cytotoxique qui va cibler, soit TADN pour induire

des cassures, soit les microtubules pour perturber la division cellulaire afin de
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déclencher le processus d’apoptose. Ainsi, le mécanisme d’action de ces ADC dépend

de la nature de I'anticorps monoclonal et de I'agent cytotoxique utilisé(68—70).
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Figure 18. Mécanisme d'action des ADC

Actuellement, les anticorps monoclonaux conjugués a un agent cytotoxique
d’origine naturelle ayant regu une autorisation d’utilisation en Europe sont le
brentuximab vedotine (Adcetris®), le trastuzumab emtansine (Kadcyla®), I'inotuzumab
ozogamicine (Besponsa®), le gemtuzumab ozogamicine (Mylotarg®), le belantamab

mafodotin (Blenrep®) et le sacituzumab govitecan (Trodelvy®) (68,71).

Le brentuximab vedotine (Figure 19, (72)) est un anticorps anti-CD30 conjugué
avec un analogue synthétique de la dolastatine, le monométhyl auristatine E (MMAE)
qui est un poison du fuseau mitotique. La dolastatine 10 est un oligopeptide linéaire
isolé a partir d'un mollusque marin Dolabella auricularia. Elle posséde un effet
antimitotique par inhibition de la polymérisation des microtubules. En raison d’une
toxicité élevée, elle n'est pas utilisée dans le traitement des cancers, mais ses
analogues synthétiques sont utilisés en clinique(73). Le brentuximab vedotine exerce
son action en se liant aux lymphocytes exprimant 'antigéne CD30 et en perturbant le
cycle cellulaire. Il est indiqué dans le traitement des lymphomes hodgkiniens et des

lymphomes anaplasiques a grandes cellules systémiques chez les patients en

rechutes ou réfractaires(70).

Le trastuzumab emtansine (Figure 19) est un anticorps anti-HER2 conjugué
avec un analogue de la maytansine, 'emtansine DM1, qui est un inhibiteur des
microtubules. La maytansine est un composé macrocyclique isolé de larbuste
Maytenus ovatus et posséde une activité anticancéreuse contre le carcinome
pulmonaire de Lewis, les tumeurs solides du mélanocarcinome et la leucémie

lymphoide, démontrée chez les animaux. Son activité antimitotique est liée a sa
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capacité a se lier au site de liaison des vinca-alcaloides au niveau de la tubuline, ce
qui empéche leur assemblage en microtubules. Cependant, & cause de ses effets
secondaires graves et de sa faible efficacité, elle n'a pas été utilisée en clinique.
Toutefois, le développement d’analogues de la maytansine conjuguée a des anticorps
a permis d’augmenter 'efficacité de la molécule dans le traitement des cancers(74,75).
Le trastuzumab cible le récepteur HER2, qui est un récepteur de tyrosine kinase
souvent surexprimé dans les cancers du sein, favorisant ainsi la croissance et la
prolifération des cellules cancéreuses. Ce médicament est indiqué dans les cancers

du sein HER?2 positifs métastatiques ou localement avancés(76).

Le gemtuzumab (anti-CD33, protéine de surface des blastes leucémiques
myéloides) et l'inotuzumab (anti-CD22, protéine de surface des lymphocytes)
ozogamicin (Figure 19) sont des anticorps conjugués avec un dérivé semi-synthétique
de la calichéamicine, qui est un métabolite produit par la fermentation de
I'actinobactérie Micromonospora echinospora. Le mécanisme cytotoxique de la
calichéamicine passe par la formation d’une liaison au petit sillon de ’'ADN, entrainant
des cassures irréversibles de I'ADN, ce qui conduit a I'apoptose. L’inotuzumab
ozogamicine est indiqué dans le traitement de leucémie aigué lymphoblastique CD22
positif en rechute ou réfractaire. Le gemtuzumab ozogamicine est utilisé dans le cadre
d’'une RTU (recommandation temporaire d’utilisation) seul ou en association dans le
traitement des leucémies aigués myéloblastiques CD33 positif en rechutes ou
réfractaires(68,77,78).

Le belantamab mafodotin est un anticorps anti-BCMA (antigéne de maturation
des cellules B) conjugué a un dérivé de l'auristatine F (mc-MMAF), qui est dérivé de
la dolastatine. Il a recu une AMM en ao(t 2020 dans la spécialité Blenrep® et est
indigué en monothérapie dans le traitement du myélome multiple, en rechute ou
réfractaire, chez les patients adultes ayant recu au moins 3 lignes de traitements
antérieurs comprenant au moins un immunomodulateur, un inhibiteur du protéasome
et un anticorps monoclonal anti-CD38, et dont la maladie a progressé lors du dernier
traitement(79,80).
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Figure 19. Structure des ADC approuvés par 'lEMA

Récemment, le trastuzumab deruxtecan (Enhertu®) a obtenu une ATU
nominative pour le traitement de 3™ ligne aprés échec au trastuzumab/pertuzumab
associé a un taxane puis au trastuzumab emtansine. C’est un anticorps monoclonal
ciblant le récepteur HER2 conjugué a un dérivé de la camptothécine, I'exatécan. Cette
ATU a pris fin en mars 2021 et actuellement, la HAS est en attente des résultats
d’évaluation effectués dans les études de phase Il DESTINY-BREAST 02 pour

prouver son efficacité(81,82).

Le dernier ADC ayant recu une ATU nominative le 3 juin 2021 est le
sacituzumab govitecan, un anticorps monoclonal ciblant la protéine Trop-2, une
glycoprotéine de surface et un transducteur de signal calcique intracellulaire exprimé
sur de nombreuses tumeurs épithéliales, conjugué a SN-38 qui est un métabolite actif
de lirinotécan. Il est indiqué dans le traitement du cancer du sein métastatique triple
négatif. Pour prendre en charge un plus grand nombre de patients, une ATU de
cohorte sera mise en place en décembre 2021, en attente de ’AMM en Europe prévue
courant 2022(68,71,83).

Ces ADC sont généralement bien tolérés, avec des effets secondaires
semblables a tous les agents cytotoxiques, comme une myélosuppression avec une
neutropénie, une augmentation des transaminases, des maux de téte, des nausées et

de la fatigue. L’efficacité et la bonne tolérance de ces ADC conduisent a I'émergence
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de nombreux essais cliniques avec des cibles et des agents cytotoxiques différents

afin d’'améliorer la prise en charge de tumeurs variées(68,69).

V. Conclusion

En s’inspirant de la nature, la recherche de nouveaux agents anti-cancéreux ne
cesse de se développer, notamment aprés la découverte des vinca-alcaloides dans
les années 60. En paralléle, le NCI a lancé un programme de recherche de nouveaux
agents anticancéreux grace a un criblage de plus de 35 000 extraits de plantes, ce qui
a permis de découvrir de nouveaux composés de structure originale et doués de

propriétés cytotoxiques diverses.

A travers ce chapitre, de nombreux anticancéreux d’origine naturelle ayant une
autorisation d’utilisation en Europe ont été étudiés. Ces agents cytotoxiques sont trés
efficaces dans les cancers, malgré qu’ils induisent des effets indésirables importants
liés a leur toxicité. Toutefois, grace au développement des anticorps monoclonaux
conjugués, la sélectivité vis-a-vis des cellules cancéreuses a pu étre améliorée, ce qui

a permis d’augmenter la tolérance de ces chimiothérapies.

Il existe d’autres familles d’agents cytotoxiques d’origine naturelles qui n’ont pas
été abordées dans le cadre de ce chapitre car souvent, elles n‘'ont pas encore eu
I'approbation et/ ou n’ont pas été extrémement utilisées en tant qu’agent anticancéreux

en France, telles que(16) :

e La combretastatine Al diphosphate, un dérivé des combretastatines, qui sont
des stilbénes isolés de I'écorce de Combretum caffrum. Elle agit comme un
perturbateur du cytosquelette de la tubuline des cellules endothéliales et a eu
une approbation par la FDA pour le traitement des leucémies aigués myéloides.

En 2015 elle a recgu le statut de médicament orphelin par 'EMA.

e L’homoharringtonine est un alcaloide isolé a partir de I'extrait d’écorce de I'arbre
chinois Cephalotaxus harringtonia var. drupacea. Elle a été utilisée dans la
médecine traditionnelle chinoise dans de nombreuses indications et a démontré
une activité cytotoxique notamment par inhibition des tyrosines kinases. Elle a
ete approuvée par la FDA en 2012 dans le traitement de la leucémie myéloide

chronique.
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e Les épothilones sont des composés macrocycliques, isolés d’'une myxobactérie
Sorangium cellulosum. Ces molécules constituaient une nouvelle classe de
stabilisant de microtubules apres la découverte des taxanes. Plusieurs dérivés

et analogues des épothilones sont actuellement en cours d’essais clinique(75).

e L’ingénol-3-angélate ou le mébutate d’'ingénol (Picato®) est extrait de la plante
australienne Euphorbia peplus, une plante traditionnellement utilisée pour le
traitement de diverses affections cutanées. Son mécanisme d’action n’est pas
encore complétement élucidé, mais il semble qu’elle agisse a la fois par
induction de la mort cellulaire au niveau de la Iésion cutanée et par la stimulation
d’'une réponse inflammatoire afin d’entrainer la mort des cellules atteintes par
la kératose actinique. Elle a été approuvée en tant que gel topique pour cette
indication par la FDA et TEMA, mais son AMM a été suspendue fin janvier
2020(84).

Récemment, une nouvelle famille de molécules ayant des activités cytotoxiques
remarquables a été découverte lors d’un criblage réalisé par le NCl en 2011(2). Il s’agit
de la famille des ORPphilines qui est composée de molécules de structures variées et

qui sera abordée dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 2. LA FAMILLE DES
ORPphilines, FAMILLE DE MOLECULES
CYTOTOXIQUES PROMETTEUSES
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Aprés avoir abordé les difféerentes familles de molécules naturelles
cytotoxiques, nous allons voir une famille de molécules naturelles présentant une
activité cytotoxiqgue prometteuse pouvant étre envisagées dans le traitement des
cancers. Il s’agit de la famille des ORPphilines qui regroupe cing familles chimiques :

les céphalostatines, les ritterazines, les stellettines, OSW-1 et les schweinfurthines.

Selon une étude publiée par Burgett et al. en 2011, elles semblent avoir une
méme cible biologique qui est la protéine OSBP et provoquent I'apoptose dans
plusieurs lignées de cellules cancéreuses variées. Cette découverte a permis
d’investiguer sur la protéine OSBP qui n’avait jamais été envisagée auparavant

comme cible dans le traitement des cancers(2).

|. Isolement et structure des ORPphilines

Les ORPphilines sont des molécules naturelles de structures variées qui
présentent un fort potentiel antitumoral. Cependant, leur acces, que ce soit par
extraction ou par synthése reste difficile. Dans cette partie, I'isolement et les structures

des différentes ORPphilines seront décrits.

1. Céphalostatines 1 et ritterazine B

Les céphalostatines et les ritterazines, molécules de structure tres proche, ont
été isolées d’organismes marins, respectivement du ver marin Cephalodiscus gilchristi
et du tunicier Ritterella tokioka (Figure 20, (85,86)) (87).

Figure 20. Le ver marin C. gilchristi (& gauche) et le tunicier R. tokioka (a droite)

La céphalostatine 1 (Figure 21) a été isolée en 1988 par le groupe de Pettit avec

un trés faible rendement (166 kg de biomasse pour isoler 138,8 mg de mélange

38



d’alcaloides apres plusieurs séparations sur colonne de silice) grace a une extraction
bio-guidée d’extraits solubles dichlorométhane-méthanol actifs sur la lignée de
leucémie lymphoide murine P388. Sa structure a été identifiée a partir d’analyses RMN
et de la diffraction aux rayons X. Ce composé est un alcaloide dimére a 13 cycles,
possédant 2 motifs stéroides (parties gauche et droite) qui sont reliés par une pyrazine.
D’autres dérivés de la céphalostatine 1 ont également été isolés de la méme maniere

mais leur activité cytotoxique est plus faible que la céphalostatine 1(88).

Les ritterazines ont des structures semblables aux céphalostatines et ont été
isolées par le groupe de Fusetani entre les années 1994-1997. La structure des
ritterazines est proche de celle des céphalostatines, ou les deux motifs stéroides sont
aussi reliés par une pyrazine. Les ritterazines sont moins cytotoxiques que les
céphalostatines sur la lignée P388. Parmi toutes les ritterazines isolées par le groupe

de Fusetani, la ritterazine B (Figure 21) a été la plus abondante et la plus active(88).

Ritterazine B

Figure 21. Structures de la céphalostatine 1 et de la ritterazine B

2. Stellettines

Les stellettines sont des triterpénes isolés d’éponges marines. Il existe plusieurs
molécules qui ont été décrites et les plus étudiées sont la stellettine B et la stellettine
E (Figure 22). Cette derniére a été identifiée en 1996 dans un extrait d’éponge marine
Rhabdastrella globostellata (Figure 22, (89)) (90), mais elle n'a pu étre isolée et
caractérisée qu’en 2002(91) de I'éponge Stelletta tmuis. La stellettine B qui possede

un cycle lactone terminal(92) a également été isolée de I'éponge Jaspis stellifera(93).
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Stellettine B

Figure 22. Rhabdastrella globostellata (a gauche) et les structures des stellettines
3. OSW-1

Le 3B, 163, 17a-trihydroxycholest-5-en-22-one-16-0-[3’-0-(2-0-(4-
methoxybenzoyl)-B-o-xylopyranosyl)](2-O-acetyl-a-Larabinopyranoside) ou OSW-1 est
un glycoside cholestane (ou saponine), isolé a partir du bulbe d’Ornithogalum
saundersiae (Figure 23) en 1992. Ce genre botanique est connu depuis longtemps
pour ses propriétés anticancéreuses, antimicrobiennes et anti-inflammatoires dans la

meédecine traditionnelle chinoise(94).

Figure 23. Fleurs et bulbes de O. saundersiae

L’OSW-1 présente un motif stéroide (en rouge, Figure 24) reli€é a un

disaccharide (en bleu) estérifié par un groupement para-méthoxybenzoique.

Figure 24. Structure de 'OSW-1
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4. Schweinfurthines

Les schweinfurthines (SWs) sont des molécules naturelles isolées de la plante

du genre Macaranga (Figure 25, (95)).

Figure 25. Feuilles et fruits de M. tanarius

Ces molécules sont constituées d’un motif stilbéne prénylé et souvent d’'un motif
hexahydroxanthéne (HHX, en rouge, Figure 26). La premiére molécule décrite dans
cette famille est la védélianine, isolée en 1992 a I'ICSN a partir de Macaranga
vedeliana(96). Par la suite, plusieurs dizaines d’autres molécules de la méme famille
ont été décrites(97) mais la SW A reste la molécule la plus étudiée de cette famille(98).
De plus, il existe des SWs qui ne comportent pas le motif HHX, notamment la SW C,

mais ces derniers sont moins actifs que la SW A(99).

Védélianine

Schweinfurthine A

Figure 26. Structure des SWs

5. Conclusion

Les structures des ORPphilines sont assez variées mais ont toutes une
ressemblance structurale avec la présence du noyau stéroide du cholestérol
notamment pour les céphalostatines, rittérazines et 'OSW-1. Cela peut donc expliquer

leur interaction avec la protéine OSBP.

Actuellement, toutes les ORPphilines peuvent étre obtenues par synthése totale.

Parmi toutes les ORPphilines, les stratégies de synthése totale de TOSW-1 ont été les

41



plus décrites(94). Ensuite, grace aux travaux de I'équipe de Wiemer, les SWs et les
analogues synthétiques peuvent étre obtenus(100). Pour les céphalostatines, des
synthéses totales ont également été décrites dans la littérature(101). Récemment, les
syntheses totales des stellettines et de la ritterazine B ont été reportées, ce qui va

permettre I'étude de I'interaction de ces molécules avec leur cible biologique(102,103).

II. Mécanismes d’action connus et communs des
ORPphilines

1. La cible biologique, la famille des protéines OSBP

Ces cing molécules naturelles induisent toutes une inhibition de la croissance
des cellules cancéreuses avec une ICso de I'ordre du nanomolaire sur certaines des
60 lignées du National Cancer Institute (NCI-60). Depuis 1999, le NCI utilise
I'algorithme COMPARE NCI-DTP qui évalue la similitude de sensibilité des différentes
molécules sur le panel NCI-60, exprimée par un coefficient de corrélation de Pearson
(r). Les molécules qui présentent entre elles un coefficient de corrélation r > 0,6 ont a
priori un mécanisme similaire. Grace a cette analyse, le NCI a constaté que la
céphalostatine 1, TOSW-1, la ritterazine B, la schweinfurthine A et la stellettine E
possédent une forte corrélation d’activité, laissant suggérer qu’elles ont probablement

une cible biologigue commune.

Cependant, cette cible commune est restée inconnue jusqu’en 2011, quand
Burgett et al. ont identifié la cible biologique probable de ces molécules(2). lls ont utilisé
une chromatographie d’affinité, suivie d’'une électrophorése sur gel des protéines
retenues et d’'une analyse par spectrométrie de masse et ont alors identifié les
protéines OSBP et ORPAL, appartenant a la super famille de protéines des ORPs.
Ainsi, en raison de leur affinité pour les ORPs, confirmée par une étude d’interaction
directe avec OSBP et ORPA4L, ces molécules cytotoxiques ont été nommeées les
ORPphilines.

Les ORPs sont impliquées dans la transduction du signal, le transport des
lipides et leur métabolisme. Dans la revue publiée par Pietrangelo et al., les
mécanismes d’action des ORPs et notamment ceux d’OSBP et leur implication dans
certaines pathologies sont décrits de maniére préecise(104).
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La protéine OSBP est un récepteur soluble pour les oxystérols et se situe au
niveau de l'appareil de Golgi. Elle est constituée de plusieurs domaines dont son
domaine C-terminal de liaison aux lipides, 'ORD (OSBP-related domain) qui possede
un motif bien conservé au cours de I'évolution. Son domaine N-terminal PH (pleckstrin
homology) est capable de reconnaitre les PIPs (phosphatidyl-inositol phosphates) et
d’interagir avec le TGN (trans Golgi network). D’autre part, son domaine FFAT (two-
phenylalanines-in-an-acidic tract) interagit avec la protéine VAP (vesicule-associated
membrane protein-associated protein) du RE (réticulum endoplasmique). Grace a ces
interactions, 'OSBP assure le transfert du cholestérol de RE vers le Golgi en échange
de PI4P, qui va étre hydrolysé par la PI4P phosphatase Sacl au niveau du RE (Figure
27, (104)). Elle assure aussi le métabolisme des lipides au niveau du site de contact
des membranes et permet la syntheése des sphingomyélines (qui sont les constituants
principaux de la gaine de myéline) par enrichissement du cholestérol dans le Golgi, ce
gui amene a une cascade de recrutement de protéines dont les céramides qui sont les

substrats de synthése des sphingomyeélines.
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Figure 27. Fonctionnement des OSBP et ORPs

2. Implication des protéines OSBP dans le cancer

En se liant a la protéine OSBP, Burgett et al. ont montré que les ORPphilines
perturbent le transfert de lipides entre le RE et le Golgi, et empéchent les cellules de
s’enrichir en cholestérol, indispensable dans la formation des membranes cellulaires
et dans la survie cellulaire. Elles provoquent également une diminution d’expression

d’OSBP ainsi qu’'une diminution de synthése des sphingomyélines. De plus, ils ont
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démontré que l'effet cytotoxique des ORPphilines est lié a I'inhibition d’OSBP et
d’ORPA4L car ces protéines sont impliquées dans la croissance et la prolifération des
cellules cancéreuses. En effet, une surexpression d’OSBP et d’ORP4L confére aux
cellules cancéreuses une résistance a ces molécules et une prolifération cellulaire plus

élevée.

Méme si le lien entre la protéine OSBP et la cytotoxicité n’est pas encore bien
connu, de nombreuses études cherchent a comprendre I'activité anticancéreuse et les
mécanismes de mort cellulaire précis induits par les ORPphilines. Parmi les nombreux
meécanismes étudiés, I'implication de la voie PI3K/Akt/mTOR (Figure 28, (105)) semble
commune aux ORPphilines. Cette voie de signalisation est souvent surexprimée dans

les cellules cancéreuses, ce qui permet une prolifération cellulaire importante.

Voies de signalisations altérées impliquant PI13K en cas de cancer

Facteurs de croissance

Selon Jokinen et al.,
Ther Adv Med Oncol,
2015;7:170-180

Prolifération cellulaire / Croissance et Survie

Figure 28. La voie PI3K/Akt/mTOR

En inhibant OSBP, les ORPphilines perturbent le transfert du cholestérol au sein
de la cellule. Or I'apport en cholestérol est nécessaire pour le bon fonctionnement et
I'activation par phosphorylation de cette voie, permettant la prolifération cellulaire(106).
Les ORPphilines modifient la rigidité des membranes, dont la membrane plasmique
ce qui empécherait la formation de radeaux lipidiques dans lesquels la protéine Akt
doit s’'insérer pour étre phosphorylée(104). Ainsi, en perturbant la phosphorylation
d’Akt ou d’autres protéines en amont d’Akt, cela inhibe la phosphorylation successive
des protéines de la voie PI3K/Akt/mTOR et entrave la prolifération et |la croissance des

cellules cancéreuses.
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lll. Activité anticancéreuse et études de RSA des
ORPphilines

Méme si la protéine OSBP est la cible biologique commune des ORPphilines,
certaines études montrent qu’elle n’est pas la seule cible des ORPphilines et chaque
famille de molécules posséde des effets biologiques différents qui vont étre détaillés

dans cette partie.

1. Céphalostatine 1 et ritterazine B

Les céphalostatines et les ritterazines possédent des structures trés proches et
posseédent des activités anticancéreuses prometteuses. Leur concentration d’inhibition
de croissance des cellules tumorales 50 (Glso) est de l'ordre de 1,2 nM pour la
céphalostatine 1 et 3,2 nM pour la ritterazine B, ce qui les rend plus puissantes, in
vitro, que le taxol (29 nM)(88). Les recherches ont été principalement concentrées sur
les céphalostatines, pour lesquelles les stratégies de synthese étaient beaucoup plus

décrites. Peu d’études ont en effet été effectuées pour les ritterazines.

Plusieurs céphalostatines ont été testées sur le panel NCI-60 et ont montré une
activité cytotoxique de l'ordre de picomolaire sur une grande partie des lignées et

notamment sur la lignée cellulaire leucémique lymphoide P388(88).

Le mécanisme cytotoxique exact des céphalostatines n’est pas encore connu
mais des études suggerent qu’elles induisent I'apoptose par un mécanisme atypique,
notamment en passant par une modification de la porosité de la membrane
mitochondriale qui entraine la libération de protéines pro-apoptotiques, notamment le
complexe Smac/DIABLO, ainsi qu'un stress du RE, provoquant I'activation de la
caspase 4, ce qui enclenche l'apoptose(107-109). La libération du complexe
Smac/DIABLO est essentielle dans le mécanisme d’induction de I'apoptose par la
céphalostatine 1, méme si la céphalostatine 1 aurait d’autres cibles en amont pour
coopérer avec ce dernier, car si cette fonction est mise en silence, la céphalostatine 1
induit juste un changement de morphologie de la mitochondrie(109). Ce mécanisme
atypigue a été caractérisé dans les cellules leucémiques, ce qui suggere que les
céphalostatines pourraient étre utilisées dans les leucémies résistantes aux agents

cytotoxiques actuellement sur le marché(101,108).
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Parmi les ritterazines, la ritterazine B a été testée sur la lignée du cancer du
poumon non a petites cellules PC14 avec une Glso de 75 nM, ce qui la rend plus active
que les agents anticancéreux actuellement utilisés en clinique qui possedent une Glso
entre 0,24 et 5,8 uM. Elle semble induire I'apoptose par un blocage du cycle cellulaire
en phase G2/M grace a l'inhibition de CDK4/D1, une cycline qui contréle la progression
de la phase G1 et de la transition G1/S, avant le passage de la mitose. Cela empéche
la mitose des cellules et induit 'apoptose dans ces cellules indépendamment de la

voie des caspases(110).

Récemment, six analogues fonctionnalisés de la céphalostatine 1 ont été testés
sur trois lignées cellulaires différentes : la lignée de leucémie K-562, la lignée de
cancer du sein MCF-7 et la lignée de cancer de la prostate DU145. Deux d’entre eux
ont montré une Glso submicromolaire. Ces analogues ont permis d’établir des études

de RSA et d’évaluer I'impact des fonctionnalisations sur 'activité des molécules(111).

Parmi toutes ces molécules, cing motifs fréquents (I-V) et trois motifs plus rares
(VI-VIIl, Figure 29) ont été reportés pour les parties droite et gauche de ces
alcaloides(88).
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Figure 29. Les motifs communs des céphalostatines et des rittérazines

Ainsi, les premieres études RSA ont été établies a partir des données d’activité

biologique disponibles pour les céphalostatines et les ritterazines :
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Céphalostatine 1

Figure 30. RSA des céphalostatines

e Les deux motifs stéroides asymétriques (partie gauche en rouge et partie droite
en bleu, Figure 30) sont essentiels pour 'activité biologique. Si le squelette du
motif stéroide a été réarrangé (comme motif V), cela entraine une diminution
de l'activité.

e Le noyau pyrazine (en noir) permet de garder une distance de 30 A entre les

deux motifs stéroides.

e La double liaison Ci14-Cis (entourée en orange) semble étre importante pour
I'activité biologique et doit étre présente au moins dans un des deux motifs

stéroides.

e Toutes les céphalostatines et ritterazines contiennent des fonctions oxydées en

position 12 et 12’ (entouré en vert) et sont indispensables a I'activité biologique.

e Le 17a-OH (entouré en rose) présent dans au moins un des deux motifs

stéroides permet une meilleure activité.

¢ Une méthoxylation ou une hydroxylation en position pseudo-benzylique (1 ou

1) diminue l'activité.

L’hydroxylation des positions 7’ ou 9’ n'a pas d’effet sur I'activité.

Ces regles vont étre utiles dans la conception des analogues afin de mieux

comprendre le mécanisme d’action de ces molécules.
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2. Stellettines

La stellettine B a été étudiée sur 39 lignées de cellules cancéreuses et
présentait une inhibition de croissance des cellules du glioblastome humain SF295
trés puissante avec une Glso de 0,01 pM. De plus, cette puissante activité cytotoxique
semble étre ciblée sur les lignées cancéreuses. En effet, |a stellettine B n’est pas active
(Glso supérieur a 10 M) sur les lignées cellulaires normales telles que, les cellules
endothéliales humaines HMEC, les cellules tubulaires rénales humaines RPTEC, les
cellules normales épithéliales bronchiques humaines NHBE et les cellules normales
épithéliales prostatiques humaines PrEC(112). Cette molécule a également été testée
sur les lignées présentant une mutation génétique comme dans les cellules du cancer
du cdlon, ou la protéine p21 (qui contréle I'arrét du cycle cellulaire) est déficiente, avec

une ICso de I'ordre d’une dizaine de nM (91).

Le mécanisme d’induction de lI'apoptose par la stellettine B passe par une
inhibition de la phosphorylation d’Akt ou d’autres protéines en amont d’Akt(93), ce qui
inhibe la phosphorylation successive des protéines de la voie PI3K/Akt/mTOR. Cela
entraine une augmentation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS pour reactive
oxygen species), qui va provoquer un stress oxydatif du RE et activer les caspases,
menant ainsi a la mort cellulaire par apoptose. Ce mécanisme a notamment été
démontré dans les cellules humaines de cancer du poumon non a petite cellules
A549(113) et de leucémie HL-60(112).

Une équipe a recemment montré que la stellettine B inhibe I'angiogenése sur
des modéeles de poisson zébre et de souris. De plus, la stellettine B réduit 'expression
des facteurs pro-angiogéniques et inhibe l'actine F, ce qui permet de bloquer la
mobilité cellulaire et d’exercer un effet anti-migratoire(114). Ces résultats confirment
qgue la stellettine B possede un effet anti-angiogénique puissant, ce qui permet de
I'envisager comme traitement dans les cancers particuliérement invasifs, notamment

dans le cas du glioblastome.

D’autres stellettines ont montré une activité cytotoxique contre les cellules de
'adénocarcinome gastrique avec une ICso de l'ordre du pM(115). De plus, les
stellettines inhibent également I'activation du facteur de transcription NF-kB induite par
le TNF-a. Ce facteur est souvent suractivé dans le cas des cancers et provogue une

inflammation(116).
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Peu d’études de RSA des stellettines ont été décrites en raison de la difficulté
d’obtention de ces molécules et de ses analogues. Toutefois, une revue sur les
éponges marines du genre Stelletta souligne que les cycles lactones a, B-insaturés
des stellettines (en rouge, Figure 31) semblent étre responsables de leur interaction
avec la sous-unité catalytique IKK[, nécessaire pour la liaison de NF-kB a 'ADN. De
plus, la présence d'une cétone en position Cs (en bleu) est nécessaire pour la
production de ROS(115).

Stellettine B

Figure 31. RSA des stellettines

3. 0OSw-1

L’OSW-1 est la molécule la plus étudiée parmi toutes les ORPphilines. Cette
molécule a été testée sur de nombreuses lignées cancéreuses dont les lignées de
leucémie HL-60 et ML-1, de leucémie lymphoide humaine, la lignée du cancer de
'ovaire SKOV3, les lignées de tumeurs cérébrales malignes U87-MG ainsi que la
lignée du cancer pancréatique AsPC-1(117). Elle a montré une activité inhibitrice de
ces six lignées avec une ICso subnanomolaire, avec une activité cytotoxique in vitro
remarquable sur les cellules de leucémie lymphoide chronique des patients

réfractaires ou résistants a la fludarabine.

Zhang et al. ont montré qu’OSW-1 inhibe la croissance des cellules
cancéreuses du coélon in vitro et induit in vivo la réduction de tumeurs humaines de
cancer du cOlon greffées sur des souris(118). De plus, ils ont remarqué que l'effet
cytotoxique d’OSW-1 affecte peu les cellules saines in vivo. Ces résultats laissent
supposer qu’OSW-1 pourrait devenir un médicament dans le traitement du cancer du

colon.

Récemment, une étude a montré quOSW-1 possede une forte activité

cytotoxique avec une ICso de I'ordre du nanomolaire sur plusieurs lignées de cancer
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du sein, notamment sur les cellules du cancer du sein triple négatif MDA-MB-231 et
MDA-MB-453(119). L'OSW-1 a éte évaluée in vitro et in vivo dans un modele de souris
greffé de cellules MDA-MB-231, ou 'OSW-1 a montré une activité inhibitrice de la

croissance tumorale, de l'invasion et de la migration des cellules cancéreuses.

Le mécanisme d’induction de I'apoptose par TOSW-1 a été mis en évidence
dans les cellules leucémiques et du cancer du pancréas et semble passer par une
perte de potentiel transmembranaire, liée a une augmentation de la concentration de
calcium cytosolique, conduisant a l'activation de la voie de I'apoptose calcium-
dépendante(94,118,120). De plus, une autre étude a montré qu’OSW-1 induit

également un stress de I'appareil de Golgi, ce qui déclenche I'apoptose(121).

Dans une étude récente, il a été montré que 'OSW-1 présente une activité
cytotoxique dans les cellules de cancer de I'ovaire dans un modéle d’agrégation de
cellules tumorales formant des sphéroides, modélisant les caractéristiques des
sphéroides tumoraux retrouvés dans le cancer séreux de haut grade HGSC, qui
favorisent la chimiorésistance(122). Les sphéroides ont été formés a partir des lignées
de cellule du cancer de I'ovaire SKOV-3 et OVCAR-8. L’'OSW-1 a montré une inhibition
de viabilité des sphéroides avec une ICso de 4 nM pour SKOV-3, alors que le paclitaxel
présente une ICso de 10uM. Ces résultats indiquent quOSW-1 est un agent
cytotoxique puissant contre les sphéroides tumoraux et peut étre envisagé comme

traitement dans les cancers de 'ovaire de haut grade chimiorésistants.

Lié a ces activités cytotoxiques puissantes ciblées sur les lignées cancéreuses,
des études de RSA ont été établies grace a la synthése d’analogues d’OSW-1 et les
motifs essentiels pour I'activité cytotoxique de 'OSW-1 ont été décrits dans la revue

publiée par Tang et al.(94) :

OMe

Figure 32. RSA de 'OSW-1
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e La partie 16-O-disaccharide (en bleu, Figure 32) est essentielle pour l'activité
anti-tumorale, notamment la perte des groupements acétyle en position 2’ et 4-
méthoxybenzyle en position 2” (encadrés en violet) diminue [activité
cytotoxique. De plus, la configuration absolue du carbone 16 pour que la liaison

O-glycosidique soit en position 3 est requise pour l'activité biologique.
e La liaison glycosidique en position 1’-3’ du disaccharide est essentielle.
e Les substitutions des hydroxyles en position 4’ et 4” diminuent I'activité.

e La chaine latérale située au niveau du carbone 17 (en vert, Figure 32) ne
semble pas étre essentielle et peut subir des modifications sans affecter
I'activité. Cependant, cette proposition est controversée dans une autre étude
ou on attribue a cette chaine latérale en position 17 la capacité de se lier aux

protéines compte-tenu de son caractére hydrophobe(123).

e Les cycles A et B de la partie stéroide (en rouge, Figure 32) peuvent subir des
modifications sans trop affecter I'activité. Un analogue avec le cycle A remplacé
par un cycle aromatique est aussi puissant que le cisplatine méme s’il est

beaucoup moins puissant que le composé naturel OSW-1.
e Les dérivés du 5,6-dihydro-OSW-1 sont aussi actifs que TOSW-1.

e La substitution de I'hydroxyle en position 3 par un glucose n’affecte pas

l'activité.

Récemment une analyse conformationnelle de 'OSW-1 a montré qu’elle
posseéde deux conformations en solution grace a une analyse de cristallographie aux
rayons X et des études d’analyse conformationnelle(124). En effet, pour le conformere
majoritaire, la partie disaccharide modifie [lorientation du groupement 4-
méthoxybenzyle, indispensable pour I'activité biologique, afin d’établir une interaction
avec la chaine latérale en position 17. Ceci modifie la conformation tridimentionnelle
et la polarité de 'OSW-1, tandis que pour le conformere minoritaire, le groupement 4-
meéthoxybenzyle est orienté vers le noyau stéroide. Ces pistes sont particulierement
intéressantes afin d’approfondir les études de RSA de 'OSW-1 avec sa cible

biologique.
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4. Schweinfurthines

La famille des SWs est particulierement remarquable pour leur activité
cytotoxique, de I'ordre du nanomolaire (nM), ciblée sur certaines lignées du panel NCI-
60 et notamment sur les lignées du systeme immunitaire, du rein, du mélanome et de
la leucémie, alors qu’ils sont beaucoup moins actifs sur d’autres lignées comme celle

du cancer du poumon non a petite cellule A549(99).

La SW A s’est révélée efficace dans le glioblastome multiforme ou le gene NF1
est muté (généralement appelé neurofioromatose de type 1 NF1), ce qui confére aux
cellules cancéreuses une invasivité vers les zones saines(98). Elle a montré des
activités inhibitrices de croissance Glso des cellules du glioblastome SF-295, SF-539
et SNB-75 de I'ordre d’'une dizaine de nanomolaire(100). De plus, les SWs possedent
un effet cytotoxique remarquable in vitro de I'ordre du nM, sur les cellules du cancer
du sein triple négatif, ce qui permet de les envisager comme une nouvelle alternative
de traitement pour ce type de cancer qui a peu d’alternative de traitement et une faible

survie(99).

Les SWs et leurs analogues ont également été testées in vitro sur les cellules
du mélanome métastatique murines et humaines(125). Elles ont montré une IC50 de
I'ordre d’'une dizaine de nM contre la lignée UACC-62, d’'une centaine de nM contre la
lignée UACC-903 et d’'une dizaine de uM contre UACC-257. Dans cette étude,
I'administration concomitante d’un analogue de SW G avec un anticorps anti-PD1 (un
récepteur de surface des lymphocytes T qui peut interagir avec I'antigéne de surface
PD-L1 des cellules tumorales afin de réprimer le systtme immunitaire) a permis
d’améliorer I'efficacité du traitement. Ces résultats suggérent que les SWs pourraient

déclencher la mort cellulaire immunogéne par la perturbation du TGN.

Dans la revue publié par Koubek et al., le mécanisme de cytotoxicité des SWs
a été décrit(99). Les premieres études ont été effectuées grace a I'évaluation des
activités cytotoxiques des analogues fluorescents de la SW B sur les lignées cellulaires
SF-295 (lignée sensible a la SW) et A549 (lignée résistante). Ces derniers ont montré
que la cytotoxicité de la SW A est liée a I'induction de I'apoptose, di au clivage de la
caspase-9 et de PARP dans les cellules SF-295. De plus, les SWs induisent un
changement morphologique et un réarrangement de l'actine F, impliquée dans la
structuration, 'organisation et I'interaction des cellules avec leur environnement, dans

les cellules SF-295 ou le gene NF1 est muté. Ce changement morphologique des
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cellules peut également étre lié a I'effet des SWs sur le métabolisme des lipides,
notamment en perturbant le trafic intracellulaire des échanges des lipides au niveau
du TGN ainsi que le métabolisme du cholestérol et en inhibant la phosphorylation de
I’Akt, ce qui affecte la voie de survie cellulaire PI3K/Akt/mTOR.

La SW A a également été étudiée sur un modele homologue de la protéine
OSBP de la levure Osh2, qui possede la méme fonction de transfert des stérols en
échange de PI4P au niveau des membranes(126). Cela a permis de confirmer les
interactions de la SW A avec les différents acides aminés de la protéine, ou les
fonctions hydroxyles du motif HHX forment des liaisons hydrogéenes avec les résidus
Serl05 et Lys201 (Figure 33). Le phénol libre du cycle aromatique D forme une liaison
hydrogene avec le résidu Valll3. La chaine isoprényle est placée dans une poche
hydrophobe, ou elle interagit avec Leu4l, Leu45, Leu58, Met56 et Phel74. Ce modele
suggere que la SW A occupe le méme site de liaison que I'ergostérol dans la protéine

Osh2, ce qui affecte I'échange des lipides entre les membranes.

Lys 201 Phe 174 - &t 56

Ser 105 ©

Val 113

Figure 33. Interactions entre la SW A et la protéine Osh2 selon Moosavi et al.

Dans une étude récente, la SW G a été rendue fluorescente afin d’étudier son
mécanisme moléculaire au sein des cellules(127). L’expression intracellulaire de la
protéine OSBP semble influencer la sensibilité des cellules aux SWs. Dans les cellules
du glioblastome multiforme U87, I'expression de I'OSBP est faible alors qu’elle est
élevée dans les cellules A549. Ainsi, plus I'expression de 'OSBP dans les cellules est
élevée, plus ces cellules sont résistantes a la SW G. L’OSBP a donc un effet protecteur
contre l'activité cytotoxique de la SW G. Les auteurs ont également confirmé grace a

une analyse de FRET intermoléculaire que la SW G interagit avec le domaine ORD de
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la protéine OSBP avec une forte affinité, de 'ordre du nM, en s’insérant dans sa poche

de liaisons aux lipides.

Les études de RSA des SWs ont été réalisées et sont détaillées dans la revue
de Koubek et al.(99) :

Figure 34. RSA des SWs

e En comparant l'activité des SWs naturelles A, B versus C, le motif HHX (en

rouge, Figure 34) est essentiel pour I'activité cytotoxique.

e La présence ou lI'absence de fonction hydroxyle en position C3 du motif HHX

n’a pas d’effet sur I'activité biologique (comparaison entre SW A et SW F).

e Les SWs avec la position C5 substituée par un phénol libre sont plus actives
que si elle est substituée par un méthoxy. Une diminution d’activité a été
observée si cette position n’est pas substituée ou est substituée par un fluor ou
un thiométhyl. En revanche, si elle est substituée par un groupement
hydroxyméthyle, I'activité est moins affectée. Ces résultats suggérent que la
position C5 est impliquée dans une interaction de type liaison d’hydrogéne avec

la cible biologique.

e Le cycle aromatique D de la partie stilbéne (encadré en vert) doit étre substitué
par au moins un phénol libre pour maintenir 'activité cytotoxique. S’il y a deux
phénols, un des deux phénols peut étre méthylé, ce qui augmente la stabilité

des analogues sans affecter I'activité.

e Le substituant en para du stilbéne peut étre modulé selon la longueur de la
chaine, allant d’'une chaine prényle a une chaine géranyle (en bleu). Cette
position est également tolérante vis-a-vis d’autres substituants alkyles sans trop

affecter l'activité.
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e Les analogues ou le cycle D est remplacé par un indole(128) substitué ou non
par une chaine prényle montrent des activités intéressantes, notamment liées
a de meilleures propriétés de drugabilité. Des analogues avec d’autres
substituants en cette position ont permis d’élaborer des SWs fluorescentes
pouvant servir de sonde afin d’explorer le mécanisme et la localisation cellulaire
des SWs.

e La configuration de la double liaison du stilbene a également été étudiée et la
configuration trans (en vert) est beaucoup plus active que la configuration cis.
Le remplacement de la double liaison par une liaison amide isostérique, afin
d’augmenter la solubilité, a permis de maintenir I'activité de ces composés si le

carbonyle est du c6té du cycle C.

e La configuration des stéréoisomeres des SWs est également importante. Il a
été montré sur la SW F que I'énantiomére de configuration (R,R,R) est plus actif
que I'énantiomére (S,S,S) avec une activité inhibitrice Glso 1000 fois supérieure
dans les cellules SNB-75. De plus, l'activité cytotoxique de I'énantiomére
(R,R,R) de la SW F sur le panel NCI-60 est corrélée, selon le coefficient de
Pearson, avec les autres SWs, alors que ce n’est pas le cas de I'énantiomeére

(S,S,S) méme s’il possede également une activité cytotoxique(129).

V. Conclusion

Toutes les ORPphilines ont été testées sur le panel NCI-60 avec une ICso de
'ordre du nanomolaire (nM) sur certaines lignées sensibles. On peut également
remarquer que certaines molécules sont plus ou moins actives que d’autres sur
certaines lignées. Le Tableau 1 résume l'activité anticancéreuse des ORPphilines

testée sur certaines lignées cancéreuses.
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Tableau 1. Les lignées testées et sensibles aux différents ORPphilines

Céphalostatine Ritterazine SEt/%”(gtg?f
1(2.87) B287.110) g3 11
Leucémie I s
lymphoide P388 subpM e
- .
Leucémie HL-60 e
Cancer des
3 ++ o
poumons non a i .
petite cellule
Cancer du cblon Z(.)
HCT-116 S%buM
Glioblastome i
multiforme SF- .
295

Cancer du sein
triple négatif

Ovaires SKOV3

OSwW-1
(94,117,118,
122)
+++
pM
+++
subnM

++
nM

+++
pM

++
nM
++
nM

SwW
A(98,99)

++
NF1 muté
nM
++
nM
+
Y

Ainsi, compte-tenu de leur activité cytotoxique ciblée sur certaines lignées, les

ORPphilines représentent une piste de recherche importante, a la fois en tant

gu’alternative pour un traitement anticancéreux, mais aussi pour I'étude de leur

mécanisme d’action impliquant leur cible biologique OSBP afin de découvrir les liens

entre ’homéostasie du cholestérol et le cancer.

Pour cela, la recherche de nouvelles stratégies de synthése efficaces pour la

mise au point d’analogues des ORPphilines représente un enjeu important pour le

développement de nouveaux agents cytotoxiques afin de renforcer I'arsenal

thérapeutigue actuel, notamment dans le cas des cancers extrémement résistants.
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CHAPITRE 3. SYNTHESE
D’ANALOGUES DE LA FAMILLE DES
SCHWEINFURTHINES
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Parmi les différentes familles d’ORPphilines, la famille des schweinfurthines est
particulierement intéressante car les SWs possedent une activité cytotoxique ciblée
de I'ordre du nanomolaire sur le glioblastome multiforme, un des cancers du cerveau

les plus agressifs avec une évolution rapide et difficile a traiter.

Toutefois, la difficulté d’obtention de ces composées, que ce soit par isolement
ou par synthése, empéche les possibilités d’étude et de développement de ces

composeées.

Ainsi, lors de mon stage de fin d’étude de master au sein de 'équipe Métabolites
de Plantes de I'lCSN, ou les SWs sont étudiés depuis plusieurs années, la synthese
totale d’'un analogue rigide et simplifié des SWs 1 de type coumarine-HHX « nue » 2
(Figure 35) a été realisée afin d’effectuer des études de RSA notamment par la
fonctionnalisation des positions et R2 du motif coumarine. De plus, grace aux
propriétés de fluorescence des coumarines, les techniques d’imagerie et de
microscopie devraient pouvoir étre utilisées, notamment pour explorer I'interaction

entre la molécule et sa cible afin de mieux comprendre son mécanisme d’action.

Motif coumarine

coumarine-HHX "nue"”

Figure 35. Structure de la SW G 1 et de la coumarine-HHX « nue » 2

58



|. Stratégies de synthése de la coumarine-HHX
« nue » a partir du bromoresorcinol

1. Stratéqgie n°1 : synthése du motif HHX puis formation de
la coumarine

Une premiere stratégie de synthése de la coumarine-HHX «nue » a été

élaborée a partir d’'un composé commercial, le bromoresorcinol (Schéma 1).

o}
HO OH

; N ] MOMO OMOM
: O 0.0 0 OH : 0 OMOM Acide de Lewis WY\KJ/
. _ = =
. ¥z .
HO' A
H H,SO,4 conc HO ©
10

H
“mCPBA
o A

27 13
MOMO OMOM
Br
. = =z
Bromoresorcinol

Schéma 1. Rétrosynthese de la coumarine "nue" selon la premiére stratégie

Cette premiere stratégie de synthese repose sur la synthese du motif HHX puis
formation du motif coumarine : elle débute par I'introduction d’une chaine géranyle qui
serait ensuite époxydée régiosélectivement au niveau de la double liaison terminale,

ce qui permettrait de former le motif HHX. Le motif coumarine serait formé en dernier.

a) Protection des groupements hydroxyles du bromoresorcinol

Dans un premier temps, les deux fonctions phénols du bromoresorcinol 3 ont
été protégées par des groupements méthoxyméthyles (MOM), ce qui permet d’éviter
des réactions parasites et de favoriser la régiosélectivité de certaines réactions dans
les étapes de synthese suivantes. Cette protection a été réalisée en agitant le
bromoresorcinol en présence de NaH et de MOMCI dans du DMF pendant 15 h et a

permis d’obtenir le composé protégé 4 avec un rendement de 84 % (Schéma 2).

NaH (4 eq)
HO:©/OH MOMCI (4,5 eq) MOMO:©/OMOM
e
Br DMF Br
3 4

Schéma 2. Protection du bromoresorcinol

59



b) Géranylation du bromoresorcinol protégé 4

L’étape d’alkylation d’'un dérivé ester du MOM bromoresorcinol a été décrite
dans la littérature(130) avec le bromure de géranyle en présence de n-BuLi et de
CuBr.DMS dans du THF. Le mécanisme de la réaction passe d’abord par un échange
halogene métal entre le brome du bromoresorcinol et le butyllithium pour former un
organolithien intermédiaire. Ensuite, en présence de CuBr.DMS, le lithien est
transformé en cuprate, ce qui permet de réaliser une substitution nucléophile sur le
bromure de géranyle. Cependant, dans notre cas, cette réaction d’alkylation du
composé 4 s’est révélée tres complexe et a conduit a la formation de quatre produits

secondaires en plus du composé 5 souhaité (Schéma 3).

MOMO OMOM  Momo OMOM MOMO. OMOM
WY\jQ/ HO:©/ \©/
6

7

MOMO OMOM /K/\)\/\Br
Br]@/ Tableau 1 -

5 MOMO l OMOM
4
MOMO OMOM

8 9

Produit non identifié

Schéma 3. Géranylation du bromoresorcinol protégé

Ainsi, pour éviter la formation des produits secondaires et améliorer le
rendement du produit désiré 5, plusieurs essais d’optimisation des parameétres de

temps et températures ont été réalisés (Tableau 2).

Tableau 2. Optimisation des paramétres d'alkylation

n-BulLi CuBr. Bromure de
Entrée DMS . Solvant  5® 62 72 82 92
1,02 eq 1,09 eq géranyle
1,09 eq,
1P 2_88”1'2' 2_38”1'2' ngs”fgns' ;28 3Ch THF /|  15% 26% 19% |/
puis -20 °C, 18 h
. . 1,09 eq,
20 2_38”1'2' 2_38”1'2' ajout & -78 °C déTHané 38% |  R2% 17% 12%
puist.a 16 h 9
. . 1,09 eq,
3 2me. MY aouwa-78c  JHE 65w/ 16% 1 19%
puis t.a, 16 h 9
ajout a -
78 °C . 1,09 eq,
40 puis - ?jgs”l'g’ aouta-78°c  IMF 2206 1 5246 17% 9%
15 °C, puis t.a, 16 h 9
1h15
. . 2 eq,
5 Ve ML aouwa-;8ec M 71w /0 10 1 19%
puis t.a, 20 h 9

a Estimation par rapport a la RMN *H brut (intégration par rapport au produit désiré 5) ; ® Essai réalisé a partir de
50mg de bromoresorcinol protégé 4.
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Dans un premier temps, I'alkylation a été réalisée dans les mémes conditions
que celles de la littérature a partir de 50 mg du bromoresorcinol protégé 4 (entrée 1).
Cependant, ces conditions ne permettent d’obtenir que les produits secondaires 6, 7

et 8. Des hypothéses sur la formation de ces produits secondaires ont été formulées :

Le composé oxydé 6 pourrait se former a cause de la présence résiduelle

d’oxygéne dissous dans le THF méme si la réaction a été réalisée sous argon.

Le produit déhalogéné 7 est issu de I'hydrolyse du lithien et/ou du cuprate
intermédiaire. Sa présence indique que la chaine géranyle n’a pas été insérée soit car
elle n’est pas assez électrophile ou parce que le temps de contact cuprate/bromure de

géranyle est trop court ou parce que la température de réaction est trop basse.

La formation du dimére 8 est liée au fait que la lithiation n’était pas compléte au
moment de I'ajout du dérivé cuivré. Le produit de départ 4 restant a donc réagit avec

le cuprate via un couplage d’Ulimann pour former le dimére 8.

En se basant sur ces résultats, la réaction a ensuite été réalisée en utilisant du
THF dégazé et en augmentant la température apres ajout du bromure de géranyle
(entrée 2). Dans ces conditions, le composé désiré a été obtenu majoritairement mais
toujours accompagné des composés 7 et 8 dans les mémes proportions que
précédemment. De plus, le composé 6 a disparu au profit d’'un nouveau produit
secondaire non identifié 9. Dans les mémes conditions mais en partant de 200 mg de
bromoresorcinol protégé 4, le rendement de I'alkylation est meilleur (entrée 3) ce qui
est peut-étre d0 & une meilleure précision des volumes de n-BulLi prélevés par rapport
aux essais avec de faible quantité. Des variations de temps entre I'ajout de chaque
réactif et de température ont été effectuées afin de limiter la formation des produits

secondaires 7 et 9, sans résultats (entrée 4).

Pour finir, la réaction a été réalisée sur 500 mg de bromoresorcinol protégé,
avec 2 équivalents de bromure de géranyle et en laissant une durée plus longue entre
chaque ajout de réactif (entrée 5). Ces conditions ont donné le meilleur résultat et le
composé 5 est formé trés majoritairement (71 % de conversion par intégration des
signaux RMN 'H du brut réactionnel). Le produit désiré 5 n’a été cependant obtenu
qu’avec un rendement de 28 % aprés purification sur colonne de silice car sa polarité
est tres proche de celle des produits secondaires 7 et 9, et ces produits sont

difficilement séparables.
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c) Epoxydation du resorcinol alkylé 5

L’étape d’époxydation régiosélective a été réalisée d’apres une procédure
décrite dans la littérature(131) ou une époxydation a été effectuée sur la chaine
géranyle avec un rendement de 45 %. Cette réaction a été réalisée avec 1,05 eq de
MCPBA en solution dans du chloroforme a 0 °C. Cela a permis la formation du produit
époxydé désiré 10 (56 % selon la RMN *H du brut) mais également du diépoxyde 11
(26 %) et du mono-époxyde régioisomere 12 (18 %) (Schéma 4).

MOMO OMOM
MOMO OMOM mCPBA (1,05 eq) MOMO OMOM
chloroforme
—_— =

5 10 1
R=6%

MOMO OMOM
Z
Y\/\Ké\jg/

12

Schéma 4. Epoxydation du resorcinol alkylé

Le produit époxydé 10 et le mono-époxyde régioisomere 12 ont des polarités
similaires ce qui rend leur séparation difficile : le rendement de I'époxyde 10 pur est

trés faible, de I'ordre de 6 %.

d) Cyclisation pour obtenir le motif HHX

La cyclisation en cascade a été réalisée a partir de 50 mg d’époxyde 10 en
présence d’un acide de Lewis, le Me2AICI, dans du dichlorométhane a -10 °C (Schéma
5). Le brut réactionnel a commencé a se dégrader lors de la purification donc peu de
produits ont été récupérés. Cependant, selon la RMN 'H du brut réactionnel et des
fractions de produits récupérés, le produit cyclisé désiré 13 (1 mg) a été formé ainsi
qu’un composé 14 (1 mg) issu de I'addition du groupement MOM sur 'aromatique lors

de la cyclisation.

Schéma 5. Cyclisation en cascade pour former le motif HHX
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Le mécanisme de cette cyclisation en cascade catalysée par un acide de Lewis
a été décrit par Wiemer et al.(132) (Schéma 6). Tout d’abord, I'acide de Lewis se
complexe avec 'oxygéne de I'époxyde 10 pour former un intermédiaire 10a qui peut
s’ouvrir et générer un premier carbocation qui est piégé par l'oléfine interne de la
chaine géranyle. Le second carbocation ainsi généré est a son tour piégé par le phénol
protégé pour conduire 'ion oxonium 10b de jonction de cycle trans. Le carbocation
issu du départ du groupement MOM peut-étre éventuellement étre piégeé par le cycle

aromatique pour conduire au composé 14.

o)

~

)

5 _owmom o o
| O OMOM o) OMOM
o) Me,AICI SIP Me,CIAIO"
10 2 @ ? H
Me,AICI  10a 10b
Me, Al +

Schéma 6. Mécanisme de la cyclisation en cascade

e) Conclusion

Méme si la molécule HHX cyclisée a pu étre observée en RMN, mais elle s’est
révélée d’étre instable et se dégrade lors de I'étape de purification. Ainsi, a cause de
I'instabilité des molécules finales, de la formation de nombreux produits secondaires
et des probléemes de séparation des produits formés, cette voie de synthése a été

abandonnée.
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2. Stratégie n°2 : synthése du motif de coumarine puis
cyclisation

Cette deuxieme stratégie de synthese repose sur la formation du motif
coumarine avant de former le motif HHX dans I'espoir d’améliorer la stabilité des

composeés intermédiaires (Schéma 7).

io O0._O  Acide de Lewis MOMO mCPBA MOMO
v Z
HO W W Y\/Y\/\CL/\/I/
27

|
o — oo

Bromoresorcinol

Schéma 7. Rétrosynthése de la coumarine « nue » : stratégie n°2

a) Synthese du motif coumarine et protection de I'hydroxyle

La synthese du motif coumarine a été réalisée en utilisant une procédure de la
littérature(133) en partant du bromoresorcinol avec de I'acide malique et de l'acide
sulfurique a 115 °C. Cette réaction implique un mécanisme de condensation de
Pechmann ou I'acide malique forme in situ I'acide formylacétique en présence d’acide
sulfurique a 100 °C. Cet intermédiaire réagit avec le bromoresorcinol pour conduire au

motif coumarine apres une étape de cyclisation et de déshydratation (Schéma 8).

HO o H
® HO co HO OH
o OH HY Q @ SH HY
oH — oH 7 OH
HOJ\)\( . HO Br Br 5
0

OH O OH O
H

Acide

Acide &t
malique formylacétique

®
HO o0._0 OH,
HO (0] oH HO CI)) OH
= hd - @ OH
Br 115° C B
r
Br
OH

15

Schéma 8. Mécanisme de la condensation de Pechmann

A la fin de la réaction, le milieu réactionnel a été filtré sur Bichner et le solide
rouge obtenu a été séché a 70 °C pendant 12 h. Ce solide contient, d’aprés I'analyse
de son spectre RMN 'H, 90 % de coumarine 15 désirée (Schéma 9). Des essais de
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recristallisation ont été effectués sans succes. Ainsi, la coumarine brute a été

directement engagée dans I'étape de protection.

MOMO 0._0
i 0O
25 e% Br Z

2
O OH % 16
HO OH Aci%esmali)que HOD/\O;/rO © R =20 % sur 2 étapes
I j 5eq -
Br Br 7

H,SO, conc

P
/MO?C‘OS p
4
. » . & LY
romoresorcino N Y Momomo
Br 7
16

R =28 % sur 2 étapes

HO

Schéma 9. Synthése de la coumarine et protection

Dans un premier temps, I'étape de protection a été réalisée dans les mémes
conditions que pour la premiere voie a partir de 510 mg de la coumarine 15 en
présence de NaH et de MOMCI dans du DMF. La conversion est totale, cependant
apres purification, la coumarine protégée 16 a été obtenue avec un rendement global
de 20 % pour deux étapes. En changeant la nature de la base i.e. en utilisant 4 eq de
K2COs et en purifiant le brut réactionnel par phase inverse, la coumarine protégée 16

a été obtenue avec un rendement de 28 % pour deux étapes.

Le probléme maijeur est di au fait que le composé formé n’est pas stable et se
dégrade lors de la purification. Par la suite, le composé 16 a été engagé directement

dans I'étape suivante, sans purification.

b) Géranylation de la coumarine 16

e Géranylation par échange halogéne-métal

Un essai d’alkylation direct de la coumarine 16 a été réalisé avec la chaine
géranyle époxydée 17 via un échange halogéne-métal dans les mémes conditions que
précédemment. Ainsi, la chaine géranyle époxydée a été synthétisée
extemporanément selon une procédure de la littérature(131) et engagée sans
purification dans la réaction d’alkylation. Cependant, le produit désiré 18 (Schéma 10)
n'a pas pu étre obtenu par cette stratégie. En effet, la RMN 'H et la LC-MS du brut

réactionnel n’ont pas permis de détecter les signaux du produit desiré.
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/K/\)MB,

Bromure de géranyle

mCPBA,
chloroforme
Br MOMO o_0
- =
Br 7 u
THF
16 78°C 18

Schéma 10. Essai de géranylation directe de la coumarine 16 avec la chaine géranyle époxydée

e Couplage de Suzuki

Dans un deuxiéme temps, nous avons envisagé d’effectuer un couplage de
Suzuki avec I'ester boronique 20. Celui-ci a été synthétisé avec un rendement de 45
% selon les conditions décrites par Dutheuil et al.(134) a partir du géraniol et du bis
(pinacolato)diboron en présence d’acide para-toluénesulfonique (TsOH) et du

catalyseur au palladium 19 (Schéma 11).

4? TsOH (0,06 eq), )W -0
)\/\)\/\ i > % mo) B\ \/K
0]

DMSO/ MeOH anhydre

I =]
Géranio Bis(pinacolato)dlboron 50°C,35h 20

(0,77 eq) R=45%
Schéma 11. Synthése de l'ester boronlque de la chaine géranyle

Le couplage de Suzuki a été réalisé sur le composé 16 non purifié dans les
conditions optimisées par I'équipe pour la synthése du MTF5-A (Schéma 12). Trois
composés ont été obtenus : le produit désiré 21 en mélange inséparable avec son
isomere Z 22 avec un rendement de 32 % pour trois étapes et le produit déhalogéné
233 % environ).

MOMO MOMO 0__0
MOMO 0__0 7Z< MOMO 00
BI’ = 1,77 ppm

Pd(PPhz)4 (10 % mol), 1 70 ppm 21
NaOH (2,5 eq)

THF/eau R=32°¢ 5t -39
100 °C. 4h 32 % sur 3 étapes R=3%

Ratio E/Z : 70/30

Schéma 12. Couplage de Suzuki
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Lors de la réaction, on observe une isomérisation partielle de la double liaison
de la chaine géranyle insérée. Cette isomeérisation Z/E lors du couplage de Suzuki a

déja été décrite dans la littérature.

L'intégration des signaux des méthyles 18 en RMN *H (Figure 36) a permis de
déterminer que I'isomére Z est présent a hauteur d’environ 30 % (singulet a 1,77 ppm)

et 'isomere désiré a 70 % (singulet a 1,70 ppm).

1.766
—1.708
—1.679
—1.666

1.599
—1.364

Isomeére E \

Isomére Z \

T T T T T T T T T T T T T
182 180 1.78 176 1] 1.70 1.68 168 164 1.62 1.60 158 156 Ppm

1’! 1.112
T e N TR
Figure 36. Intégration des signaux des méthyles H18 des isoméres E et Z en RMN *H
permettant de déterminer leur proportion respective apres couplage de Suzuki
Etant donné gque ces deux molécules ne sont pas séparables, la synthese a été

poursuivie sur ce mélange Z/E.

La déprotection du phénol a été réalisée en présence d’acide para-
toluénesulfonique supporté dans de lisopropanol. Cela a permis d’obtenir une
molécule naturelle 'ostruthine 21a(135), en mélange inséparable avec I'isomére Z 22a

avec un rendement de 57 % (Schéma 13).

MOMO 0._0 HO o0_0
W W/\@/\j

21 APTS (14 eq) 21a
Ostruthine
MOMO o. _O Isopropanol, t.a, 5j HO o. .0
= = y =
N 29 N 22a
Ratio E/Z : 70/30 R =57%

Ratio E/Z : 70/30
Schéma 13. Déprotection de la coumarine géranylée
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Cette molécule naturelle a été isolée de plusieurs plantes. Elle posséde des
activités anti-inflammatoires(136) et antimicrobiennes(137), elle est inhibitrice de
I'acétylcholinesterase(138) et elle est cytotoxique sur les cellules du muscle lisse

vasculaire(139).
c) Epoxydation régiosélective

Une époxydation régiosélective de la chaine géranyle a, en paralléle, été
réalisée selon une procédure de la littérature(140) en ajoutant, par portion, au mélange
de coumarines géranylée 21 et 22, 1,4 eq de mCPBA sur une période de 4 ha -78 °C.
Les mono-époxydes désirés 18 et 24 ont été isolés avec une pureté de 85 % avec un
rendement de 53 % (soit un rendement de conversion RMN de 44 %). lls sont en
mélange inséparable avec le mono-époxyde régioisomere 25. Le diépoxyde 26 a

également été obtenu avec un rendement de 16 % (Schéma 14).

MOMO o._O mCPBA (1,4 6q) MOMO MOMO o0._0O
_— chloroforme W
= = ¥

R (Z/E) = 44 %

« MOMO o. .0 MOMO. o0._0O
22 P
~ Pz
(0] o) o
26

Schéma 14. Epoxydation régiosélective
d) Cyclisation pour former le motif HHX

Des essais de cyclisation préliminaires ont permis de déterminer que le BFsOEt:
était le meilleur acide de Lewis pour effectuer la cyclisation du motif HHX de la
coumarine époxydée. Cette réaction a pu étre effectuée en partant de 55 mg du
mélange des composés 18 et 24 dans du dichlorométhane a -78 °C (Schéma 15).
Apres purification, le composé désiré 27 a été obtenu avec un rendement de 34 %. Un
composeé 28 issu de I'addition du groupement MOM sur 'aromatique a également été
isolé avec un rendement de 46 %. Sa structure a été confirmée par I'analyse de ses
spectres RMN 1D et 2D ainsi que par la LC-MS.
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R =34%

Schéma 15. Cyclisation de la coumarine

e) Conclusion

La deuxiéme stratégie de synthése d’une molécule template de type coumarine
a motif HHX s’est révélée plus efficace que la premiére car les intermédiaires sont plus
stables et les rendements aprés purification meilleurs. Toutefois, certaines étapes
nécessitent encore d’étre optimisées. C’est le cas en particulier de la réaction

d’époxydation.

II. Activité biologique de la coumarine-HHX « nue » et
premier essais de fonctionnalisation

1. Activité biologique et propriétés photophysiques

L’activité biologique de la coumarine-HHX « nue » 27 et de la coumarine 28 a
été évaluée par un test de cytotoxicité sur les lignées du glioblastome U87 (lignée
sensible aux SWs de l'ordre d’'une dizaine de nanomolaire) et du cancer du poumon
non a petites cellules A549 (lignée résistante). Ces tests ont été réalisés sur la
plateforme CIBl a 'lCSN. L’ICso a été évaluée aprés 72 h de traitement a I'aide du test
CellTiter Glo (Promega) qui permet de mesurer par luminescence (quantification de

I’ATP) le nombre de cellules vivantes. Les expériences ont été effectuées en triplicata.

Les tests de cytotoxicités ont révélé que les coumarines-HHX « nues » ne sont
pas actives a 10° M. Ainsi des fonctionnalisations du motif coumarine vont étre

effectuées afin d’augmenter 'activité biologique.

Nous avons également mesuré les propriétés de fluorescence et d’absorbance
en UV de ces deux molécules. En effet, on cherche a synthétiser un analogue avec un
motif coumarine « nue » car les coumarines sont fluorescentes, ce qui permet de

mieux les suivre dans les cellules.
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Les spectres UV et de fluorescence de la coumarine-HHX 27 ont été mesurés
a une concentration de 0,054 mM dans du méthanol (Figure 37). La longueur d’onde
maximale d’absorption en UV a été mesurée a 320 nm et celle pour 'émission de

fluorescence est a 393 nm.

Absorbance de la coumarine-HHX 27 Spectre de fluorescence de la coumarine-HHX 27

Intensité de fluorescence

200 20 280 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde A {nm)

200 00 400 500 600 F00

Longueur d'onde A (nm)

Figure 37. Spectres UV et fluorescence de la coumarine-HHX 27

Pour la coumarine-HHX MOM 28, les spectres ont été mesurés a une
concentration de 0,06 mM et les mémes valeurs d’absorbance et d’émission de

fluorescence ont été obtenues (Figure 38).

Spectre d'absorbance de la coumarine-HHX 28 Spectre de fluorescence de la coumarine-HHX 28
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0
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Longueur d'onde . (nm) Longueur d'onde & (nm)
Figure 38. Spectres UV et fluorescence de la coumarine-HHX MOM 28

La coumarine-HHX 27 posséde une plus grande intensité de fluorescence par
rapport a la coumarine-HHX MOM 28. Cela signifie que le groupement MOM a

potentiellement appauvri la fluorescence de la coumarine.

2. Fonctionnalisation directe du motif coumarine

Etant donné que la coumarine HHX nue 27 n’est pas active, des
fonctionnalisation des positions et R2 (Cs) ont été réalisées dans I'espoir

d’augmenter l'activité de la molécule et de moduler les propriétés de fluorescence.
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Un premier essai de fonctionnalisation de la position R2 (C4) par un couplage
oxydatif de Heck a été realisé sur la molécule 28 en utilisant un procédé de la
littérature(141). Cette réaction a été effectuée sur 12 mg de la coumarine 28 en
présence d’acide phénylboronique, de Pd(OAc): et de phénanthroline dans du DMF a
100 °C a l'air. Apres 4 jours de réaction, I'analyse de la LC-MS du brut réactionnel a
mis en évidence la présence majoritairement du produit de départ 28, d’'un composé
ayant la masse du produit désiré ainsi que celle d’'un composé oxydé. Aprés une
purification sur une plaque préparative de silice, seuls le produit de départ 28 et la
molécule oxydée 30 (2 mg) ont pu étre isolés. Les analyses de la RMN 1H, 13C et 2D
ont permis de confirmer sa structure (Schéma 16). Il s’agit d'un composé dont la
fonction alcool du motif HHX a été oxydée en cétone. De plus, des réactions
d’oxydation d’alcool en cétone dans ces conditions ont déja été décrites dans la
littérature(142,143).

Ainsi un deuxiéme essai de fonctionnalisation de la position par un
couplage pallado-catalysé en utilisant un autre dérivé de palladium sur la molécule 28
a éteé réalisée selon un procédé de la littérature(144). Cette réaction a été effectuée
sur 20 mg de la coumarine 28 en présence de l'iodobenzéne, de Pd(PPhs)s, et de
'acétate d’argent dans du DMF a 80 °C pendant 3 jours. Ensuite, la réaction a été
arrétée et I'analyse de la RMN 'H du brut réactionnel a montré que le produit désiré
31 n’a pas été obtenue et qu’il y a que la présence du produit de départ 28 et une trace
du produit oxydé 30 (Schéma 16).
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(HO) B N ?/O\ j\\v/ov/o 0 . /O 0
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Schéma 16. Essais de fonctionnalisation des positions C: et C4 par un phényle
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Méme si les molécules fonctionnalisées 29 et 31 n’ont pas pu étre obtenues,
ces premiers essais ont permis de savoir que la coumarine HHX est relativement
stable et peut supporter des conditions de réaction assez forte sans étre dégradée.
D’autres conditions de fonctionnalisation de la coumarine sur ces positions restent a
tester, sachant qu’un couplage oxydatif avec du Pd(OAc): risque d’oxyder la fonction
hydroxyle du motif HHX.

I1l. Matériels et méthodes

1. Matériels

Les solvants utilisés pour les réactifs et pour les analyses proviennent de Carlo
Herba®. Les réactifs utilisés pour la synthése ont été fournis par Sigma Aldrich®.

Les purifications par chromatographie flash ont été réalisées sur un appareil
automatisé, le Combiflash®, muni d’'un détecteur UV avec les longueurs d’ondes
sélectionnées a 280 nm et 254 nm. Les phases stationnaires utilisées sont des
colonnes de silice en phase normale ou en phase inverse allant de 4g a 220g. Pour
des faibles quantités de produits, la purification a été réalisée sur des plaques

préparatives de silice de 0,5 mm.

Le contr6le et le suivi des réactions ont été réalisés par CCM (Chromatographie

sur Couche Mince) en phase normale.

Les expériences RMN H et 13C ont été réalisées sur des spectromeétres Brucker
Advance DPX-300 et AMX-500. Les solvants deutérés utilisés sont le chloroforme-d3

et 'acétone-d6. Les spectres RMN obtenus ont été analysés avec le logiciel TopSpin®.

Les spectres de masses ont été réalisés sur un spectrométre de masse type
LCT Premier XE (Waters®) muni d’'une source d’ionisation électrospray (ESI) et d’un

analyseur de temps de vol (TOF).
Les infrarouges ont éteé réalisés sur un spectrometre PerkinElmer BX FT-IR.
Les UV ont été realisés sur un spectrometre Varian Cary 100 UV-vis.
Les fluorescences ont été réalisées sur un spectrometre F-2500 fluorescence

spectrophotometer.
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2. Experimental part

1-bromo-2,4-bis(methoxymethoxy)benzene (4):
o} oL , - o o}
2,Hac/ \1/ 7 \1/ \CHazu Chemical formula: C1oH13BrO4
S Molecular weight: 277.11
Br ! :
4

To a solution of dried bromoresorcinol (5.00 g, 26.45 mmol, 1 eq) in anhydrous DMF
(35 mL) under argon atmosphere at 0 °C, was added NaH 60 % (4.74 g, 119.04 mmol,
4.5 eq), per portion. After 15 min, MOMCI (7.120 mL, 105.81 mmol, 4 eq) was added
dropwise over 25 min and the suspension was stirred for 15 h at r.t.. Water was added

and the mixture was extracted with EtOAc (3 times). The combined organic phases
were washed with brine, dried over with MgSO4 and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by flash chromatography on silica gel
(Heptane/EtOAc 8:2) to afford the desired protected bromoresorcinol as a colorless oll
(6.20 g, 22.40 mmol, yield = 84 %).

Spectral and analytical data

IR: v=2933, 2955, 2904, 2826, 1583, 1480, 1274, 1217, 1157, 1080, 1036, 996 cm.

'H NMR (500 MHz, CDClz): 6 = 7.41 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Hs), 6.86 (d, J = 2.7 Hz, 1H,
Ha), 6.63 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H, Hs), 5.22 (s, 2H, Hr,), 5.14 (s, 2H, H1), 3.52 (s, 3H,
H2), 3.47 (s, 3H, H2") ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 157.8 (Ca), 154.6 (C2), 133.4 (Cs), 110.9 (Cs), 105.7
(Cs), 105.3 (C1), 95.4 (C+), 94.9 (C1), 56.6 (C2), 56.3 (C2*) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for Ci0H14 BrO4* [M + H]*: 277.0070; found: 277.0070.
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(E)-1-(3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-yl)-2,4-bis(methoxymethoxy)benzene (5):

Chemical formula: C20H3004
Molecular weight: 334.45

Under argon atmosphere, n-BuLi (1.50 mL, 1.84 mmol, 1.02 eq) was added dropwise
to a solution of protected bromoresorcinol 4 (0.50 g, 1.80 mmol, 1 eq) in degassed
THF (6.5 mL) with molecular sieve 4 A at -78 °C. The solution was stirred for 30 min
at -78 °C and then CuBr.Me2S (0.40 g, 1.96 mmol, 1.09 eq) was added in one portion.
The resulting mixture was stirred for 30 min at the same temperature, and then geranyl
bromide (0.72 mL, 3.60 mmol, 2 eq) was added slowly. The solution was allowed to
warm to r. t. and stirred for 20 h. After completion of the reaction (TLC monitoring), an
agueous solution of saturated NH4Cl was added. The aqueous phase was decanted
and extracted with EtOAc (3 times). The combined organic phases were washed with
NH4Cl sat. (3 times), once with brine, dried over with MgSO4 and concentrated under
reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography on silica
gel (Heptane/EtOAc 9:1) to afford the desired alkylated resorcinol 5 as a pale yellow
oil (170 mg, 1.80 mmol, yield = 28 %).

Spectral and analytical data

IR: v=2957, 2911, 1610, 1588, 1503, 1149, 1070, 1005 cm™.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H, He), 6.77 (d, J = 2.3 Hz, 1H,
Hs), 6.64 (dd, J = 8.3, 2.3 Hz, 1H, Hs), 5.29 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Hs,), 5.17 (s, 2H, H1),
5.13 (s, 2H, Hr), 5.10 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H12), 3.48 (s, 3H, Hz2), 3.47 (s, 3H, Hz'), 3.28
(d, J = 7.3 Hz, 2H, Hy), 2.13-2.06 (m, 2H, Hu1), 2.06-2.00 (m, 2H, Hio), 1.69 (s, 3H,
Hie), 1.68 (s, 3H, Hi4), 1.59 (s, 3H, His) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 156.5 (Ca), 155.7 (C2), 136.0 (Cs), 131.5 (C13), 129.8
(Ce), 124.5 (C12), 122.8 (Cs), 109.8 (C1), 108.9 (Cs), 103.7 (C3), 94.9 (Cr), 94.7 (C+),
56.2 (C2), 56.1 (C2"), 39.9 (C10), 28.0 (C7), 26.8 (C11), 25.8 (C14), 17.8 (C15), 16.2 (C16)

HRMS (ESI): m/z calculated for C20H3104" [M + H]*: 335.2217; found: 335.2210.

74



(E)-3-(5-(2,4-bis(methoxymethoxy)phenyl)-3-methylpent-3-en-1-yl)-2,2-
dimethyloxirane (10):

Chemical formula: C2oH300s
Molecular weight: 350.45

CHy CHs
15 16 10

To a solution of alkylated resorcinol 5 (50 mg, 0.15 mmol, 1 eq) in chloroform (0.5 mL)
at 0 °C under argon atmosphere, was added dropwise a solution of mMCPBA (27 mg,
0.16 mmol, 1.05 eq) in chloroform (0.3 mL) over a period of 30 min. The mixture was
then warmed to r.t. over 30 min and stirred during 18 h. Additional mCPBA (13 mg,
0.08 mmol, 0.5 eq) in solution in chloroform (0.2 mL) was added dropwise over 15 min.
After 5 h, the mixture was quenched with an aqueous solution of NaHCOs and
chloroform was added. After decantation, the organic phase was recovered, washed
with NaHCOs3 (3 times), once with brine, dried over MgSO4 and concentrated under
reduced pressure. A purification by flash chromatography on silica gel (Heptane/EtOAc
8:2) afforded the desired epoxide 10 as a colorless oil (3 mg, 0.01 mmol, yield = 6 %)
with the diepoxide 11 as a yellow oil (8.50 mg, 0.02 mmol, yield = 15 %) and the
monoepoxide regioisomer 12 as a colorless oil (13 mg, 0.04 mmol, yield = 24 %).

Spectral and analytical data

IR: v=2959, 2929, 1609, 1587, 1502, 1150, 1072, 1003 cm™_.

1H NMR (500 MHz, CDCla): & = 7.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Hs,), 6.77 (d, J = 2.4 Hz, 1H,
Hs), 6.63 (dd, J = 8.3, 2.4 Hz, 1H, Hs), 5.33 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Hs), 5.17 (s, 2H, H1),
5.13 (s, 2H, H1%), 3.47 (s, 3H, H2), 3.47 (s, 3H, H2+), 3.29 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H7), 2.70
(t, J = 6.3 Hz, 1H, H12), 2.23-2.08 (M, 2H, Hio), 1.72 (s, 3H, Hie), 1.70-1.56 (m, 2H,
Hi1), 1.27 (s, 3H, H4), 1.24 (s, 3H, His) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 156.6 (Ca), 155.7 (C2), 134.8 (Cs), 129.8 (Cs), 124.2
(C1), 123.5 (Cs), 108.9 (Cs), 103.6 (Cs3), 94.8 (C1), 94.6 (C1*), 64.3 (C12), 58.4 (C13),
56.1 (C2), 56.0 (C27), 36.5 (C10), 28.1 (C7), 27.5 (C11), 24.9 (C14), 18.8 (C15), 16.2 (C1s)

ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C20H3004Na* [M + Na]*: 373.1985; found: 373.1986.
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6-bromo-7-hydroxy-2H-chromen-2-one (15):

Chemical formula: CoHsBrOs
Molecular weight: 241.04

A mixture of 4-bromoresorcinol (0.50 g, 2.65 mmol, 1 eq), malic acid (0.53 g, 3.97
mmol, 1.5 eq) and concentrated sulfuric acid (1 mL) was stirred at 70 °C for 1 h. The
mixture was heated up to 115 °C over a period of 2 h and stirred at this temperature
for 30 min until all the gas evolved. The mixture was cooled and ice was added. The
remaining solid was then filtered and washed with water (5 times) to afford the crude

coumarin 15 as a red solid (0.52 g, 2.14 mmol, yield = 80 %).

Spectral and analytical data

IR: v=3071, 1680, 1595, 1552, 1392, 1231, 822 cm™.

IH NMR (500 MHz, Acetone-ds): & = 8.33 (s, 1H, OH), 7.87 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Ha),
7.86 (s, 1H, Hs), 6.91 (s, 1H, Hs), 6.24 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Hs) ppm.

13C NMR (125 MHz, Acetone-ds): & = 160.5 (C2), 157.8 (Csa), 155.8 (C4a), 144.8 (C7),
143.7 (Ca), 132.9 (Cs), 114.2 (C3), 106.5 (Cs), 104.2 (Cs) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for CoHeBrOs* [M + H]*: 240.9500; found: 240.9495.

76



6-bromo-7-(methoxymethoxy)-2H-chromen-2-one (16):

o o, . o o
e N . X .
z v Chemical formula: C11HgBrO4
0 J A Molecular weight: 285.09
Br
16

To a solution of crude coumarin 15 (2 g, 8.30 mmol, 1 eq) in dried DMF (15 mL) under

argon atmosphere at 0 °C was added K2COs (4.59 g, 33.20 mmol, 4 eq). After 15 min,
MOMCI (1.33 mL, 19.90 mmol, 2.4 eq) was added dropwise during 15 min and the
mixture was stirred for 27h at r.t.. After completion of the reaction (TLC monitoring),
water was added and the product was extracted with ACOEt (4 times). The combined
organic phases were washed with brine, dried over with MgSO4 and concentrated
under reduced pressure. The crude product was used directly without further
purification. Alternatively, it was purified by flash chromatography on inverse column
(water/ACN 2:8) to afford the desired protected coumarin 16 as a orange powder (0.68
g, 2.39 mmol, yield = 28 %).

Spectral and analytical data

IR: v=2944, 2922, 1704, 1604, 1551, 1486, 1411, 1369, 1218, 1149, 962, 887, 824

cm.

1H NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.66 (s, 1H, Hs), 7.57 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Ha), 7.13 (s,
1H, Hs), 6.30 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Ha), 5.31 (s, 2H, Hr), 3.52 (s, 3H, Hz) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 160.5 (Cz), 156.4 (C7), 154.7 (Csa), 142.2 (Ca), 131.5
(Cs), 115.0 (Cs), 114.4 (Caa), 108.5 (Cs), 104.0 (Cs), 95.4 (C+), 56.8 (C2) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C11H10BrO4* [M + H]*: 248.9757; found: 284.9752.
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(E)-6-(3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-yl)-7-(methoxymethoxy)-2H-chromen-2-one
(22):

Chemical formula: C21H2604
Molecular weight: 342.43

Under argon atmosphere, the crude protected coumarin 16 (0.19 g, 0.67 mmol, 1 eq),
geranyl boronic ester (0.21 g, 0.80 mmol, 1.2 eq), NaOH in powder (67 mg, 1.67 mmol,
2.5 eq), Pd(PPhs)4 (77 mg, 0.07 mmol, 0.1 eq) suspended in THF/water 1:1 (3.6 mL)
were placed in a microwave vial. The mixture was degassed with argon during 5 min
and stirred for 4 h at 100 °C under microwave irradiation. After completion of the
reaction (TLC monitoring), the mixture was filtered over a pad of Celite®. The filtrate
was then concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by
flash chromatography on silica gel (Heptane/EtOAc 8:2) to afford an inseparable
mixture of the desired alkylated coumarin 21 with its Z isomer 22 (ratio E/Z 3:7) as a
pale yellow oil (60mg, 0.18mmol, yield = 32 % over 3 steps) and the dehalogenated

coumarin 23 as a pale yellow oil (m =1mg, 0.005 umol, yield = 3%).

Spectral and analytical data

IR: v = 2963, 2924, 2855, 1730, 1619, 1562, 1494, 1444, 1378, 1267, 1218, 1152,
1126, 1068, 978 cm™.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.60 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha), 7.20 (s, 1H, Hs), 7.03 (s,
1H, Ha), 6.24 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Hs), 5.29 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Hio), 5.26 (s, 2H, H1),
5.10 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H14), 3.48 (s, 3H, H2), 3.35 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H), 2.17-2.03
(m, 4H, Has, Hi12), 1.70 (s, 3H, Has), 1.67 (s, 3H, His), 1.59 (s, 3H, H17) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCl3): & = 161.5 (C2), 158.1 (C7), 154.2 (Csa), 143.5 (Ca),
137.4/137.3 (C11), 131.9/131.7 (Cis), 128.1 (Cs), 127.8 (Cs), 124.3/124.2 (C1a),
122.2/121.5 (Ci0), 113.6 (Cs), 113.0 (Caa), 101.9 (Cs), 94.5 (C1), 56.4 (C2), 39.9 (C12),
32.1 (C13), 28.1/27.9 (Co), 25.9 (C1s), 17.8 (C17), 16.2 (C1s) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C21H2704* [M + H]*: 343.1904; found: 343.1909.
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Ostruthin(135) (21a):

Chemical formula: C19H2203
Molecular weight: 298.38

To a mixture of geranyled coumarins 21 and 22 (16 mg, 0.05 mmol, 1 eq) in
isopropanol (4 mL), was added supported p-toluenesulfonic acid (266 mg, 0.67 mmol,
14 eq) in portions. The mixture was stirred at r.t. for 5 days. After completion of the
reaction (TLC monitoring), the mixture was filtrated on a pad of Celite®, and the filtrate
was concentrated under reduce pressure. The crude product was purified by
preparative TLC (Heptane/EtOAc 5:5) to afford the ostruthin 21a in inseparable mixture

with its Z isomer 22a as a pale yellow oil (8 mg, 0.03 mmol, yield = 57 %).

Spectral and analytical data

IR: v =3227, 2966, 2914, 2854, 1687, 1606, 1568, 1441, 1390, 1272, 1256, 1234,
1127, 819 cm™.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.63 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha), 7.20 (s, 1H, Hs), 6.97 (s,
1H, Hs), 6.23 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H3), 5.32 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H10), 5.09 (t, J = 7.0 Hz,
1H, Ha), 3.39 (d, J = 7.3 Hz, 2H, He), 2.17-2.07 (m, 4H, His, H1z), 1.75 (s, 3H, His),
1.69 (s, 3H, Hase), 1.60 (s, 3H, H17) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 162.3 (C2), 158.7 (C7), 154.5 (Csa), 144.3 (C4), 139.2
(C11), 132.1 (C1s), 128.5 (Cs), 125.6 (Cs), 124.0 (C14), 121.0 (C10), 112.6 (C3), 112.5
(Caa), 103.5 (Cs), 39.9 (C12), 32.2 (C13), 28.7 (Co), 25.9 (C1s6), 17.9 (C17), 16.4 (C1s)

ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for CL19H2303+ [M + H]+: 299.1647; found: 299.1649.
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(E)-6-(5-(3,3-dimethyloxiran-2-yl)-3-methylpent-2-en-1-yl)-7-(methoxymethoxy)-
2H-chromen-2-one (18):

Chemical formula: C21H2605
Molecular weight: 358.43

CH, CH,
17 18 18

To a solution of alkylated coumarins 21 and 22 (67 mg, 0.20 mmol, 1 eq) in
dichloromethane (2.7 mL) at -78 °C, was added per portion mCPBA (34 mg, 0.20
mmol, 1 eq) over a period of 4 h. The suspension was stirred at this temperature for 2
h, then the mixture was allowed to warm at O °C for 16 h and r. t. for 5 h. After an
additional addition of mCPBA (13.5 mg, 0.08 mmol, 0.40 eq) at -78 °C over a period of
2 h, the mixture was stirred at 0 °C for 16 h and at r. t. for 24 h. Then, the reaction
mixture was quenched with an aqueous solution of NaHCOs. After decantation, the
organic phase was recovered, washed with NaHCOg3 (3 times), once with brine, dried
over MgSO4 and concentrated under reduced pressure. The crude product was
purified by flash chromatography on silica gel (Heptane/EtOAc 8:2) to afford a mixture
of the epoxides 18 and 24 with undesired 25 (ratio 18 + 24 / 25 = 85:15) as a colorless
oil (37 mg, 0.10 mmol, yield = 53%) as well as the diepoxide 26 as a colorless oil (12
mg, 0.03 mmol, yield = 16 %) and starting alkylated coumarin (14 mg).

Spectral and analytical data

IR: v = 2960, 2923, 2853, 1728, 1618, 1561, 1493, 1445, 1377, 1266, 1151, 1124,
1068, 974 cm™.

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7.60 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha), 7.22 (s, 1H, Hs), 7.03 (s,
1H, Hs), 6.24 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Hs), 5.35 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Huo), 5.25 (s, 2H, Hr),
3.48 (s, 3H, H2), 3.36 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Ho), 2.71 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H14), 2.36-2.13
(m, 2H, Hi2), 1.78/1.74 (s, 3H, His), 1.70-1.61 (m, 2H, His), 1.30/1.29 (s, 3H, Hais),
1.27/1.26 (s, 3H, H17) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 161.5 (C2), 158.07 (C7), 154.3 (Csa), 143.5 (C4), 136.4
(C11), 127.9 (Cs), 127.8 (Ce), 123.0/122.2 (C10), 113.6 (C3), 113.0 (Caa), 102.0 (Cs),
94.5 (Cr), 64.2/64.1 (C14), 58.5/58.4 (C1s), 56.5 (C2), 28.8 (C12), 28.1 (Co), 27.6 (C13),
25.0 (C1s), 23.6 (C1s), 18.9 (C27) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C21H270s* [M + H]*": 359.1853; found: 359.1852.
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(6aR,8R,10aR)-8-hydroxy-7,7,10a-trimethyl-6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-2H,6H-
pyrano[3,2-b]xanthen-2-one (27) and (6aR,8R,10aR)-8-hydroxy-12-
(methoxymethyl)-7,7,10a-trimethyl-6a,7,8,9,10,10a-hexahydro-2H,6H-pyrano[3,2-
b]xanthen-2-one (28):

Chemical formulas : C19H2204 / C21H2605
Molecular weights : 314.38 / 358.43

To a solution of the mixture of epoxides 18 and 24 (55 mg, 0.15 mmol, 1 eq) in
anhydrous dichloromethane (9 mL) at -78 °C, was added dropwise BF3OEt2 (28 L,
0.23 mmol, 1.5 eq) under argon atmosphere. The mixture was stirred at -78 °C for 1 h.
After completion of the reaction (TLC monitoring), the reaction mixture was quenched
with water (1 mL). After decantation, the aqueous phase was extracted with EtOAc (3
times) and the combined organic phase was washed with brine, dried over MgSO4 and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography on silica gel (Heptane/EtOAc 8:2) to afford the desired coumarin-HHX
27 as a white powder (15 mg, 0.05 mmol, yield = 34 %) and the alkylated coumarin-
HHX MOM 28 as a pale yellow oil (25 mg, 0.07 mmol, yield = 46 %).

Spectral and analytical data

Compound 27:

IR: v = 3510, 2980, 2934, 2864, 1694, 1621, 1560, 1493, 1387, 1145, 1125, 1072,
1032, 800 cm™.

'H NMR (500 MHz, CDClz): 6 = 7.58 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha4), 7.17 (s, 1H, Hs), 6.71 (s,
1H, Hs), 6.20 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H3), 3.44 (dd, J =11.5, 4.1 Hz, 1H, H14), 2.80-2.68 (m,
2H, Ho), 2.07-1.59 (m, 5H, Hi2, His ,H10), 1.24 (s, 3H, Has), 1.11 (s, 3H, His), 0.89 (s,
3H, Hi7) ppm.
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13C NMR (125 MHz, CDCl): 5 = 161.6 (C2), 157.0 (C7), 154.2 (Csa), 143.4 (Ca), 128.6
(Cs), 119.6 (Cs), 113.1 (C3), 112.5 (Caa), 104.7 (Cs), 78.0 (C11), 77.9 (C14), 46.8 (C10),
38.6 (Cis), 37.7 (C12), 28.3 (C13), 27.4 (Cas), 22.7 (Co), 20.2 (C1s), 14.4 (C17) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C19H2304" [M + H]*: 315.1596; found: 315.1598.
UV-Vis (MeOH): A(e) [nm (M1 cm)] 332 (17 630).
Fluorescence (MeOH): Amax (EX) = 344 nm, Amax (EM) = 393 nm.

Compound 28:

IR: v = 3454, 2937, 2872, 1705, 1611, 1570, 1474, 1362, 1221, 1127, 1091, 1075,
1034, 981, 823 cm™™.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.56 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha), 7.16 (s, 1H, Hs), 6.21 (d,
J =95 Hz, 1H, Hs), 4.65 (q, J = 25.9, 10.3 Hz, 2H, Hr), 3.46-3.42 (dd, J = 11.3, 3.5
Hz, 1H, Ha), 3.42 (s, 3H, H2), 2.81-2.70 (m, 2H, Hs), 2.11-1.62 (m, 5H, H12, His, H1o),
1.23 (s, 3H, Has), 1.11 (s, 3H, His), 0.88 (s, 3H, H1i7) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): & = 161.3 (C2), 155.8 (C7), 152.7 (Csa), 143.7 (Ca), 128.6
(Cs), 119.3 (Ce), 113.5 (Cs), 113.0 (C3), 112.2 (Caa), 78.1 (C11), 77.9 (Ci4), 61.9 (C1),
58.7 (C2), 46.5 (C0), 38.5 (C1s), 37.6 (C12), 28.4 (Ci3), 27.4 (C1s), 22.9 (Cs), 20.3 (C1s),
14.4 (C17) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C21H270s* [M + H]* : 359.1858; found: 359.1854.
UV-Vis (MeOH): A(g) [nm (M cm1)] 332 (12 605).

Fluorescence (MeOH): Amax (EX) = 335 nm, Amax (EM) = 393 nm.
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(6aR,10aR)-12-(methoxymethyl)-7,7,10a-trimethyl-6a,9,10,10a-tetrahydro-2H,6H-
pyrano[3,2-b]xanthene-2,8(7H)-dione (30):

Chemical formula: C21H2405
Molecular weight: 356.41

A mixture of coumarin-HHX MOM 28 (12 mg, 0.03 mmol, 1 eq), Pd(OAc)2 (0.74 mg,
3.30 umol, 0.1 eq) and 1,10-phenanthroline (0.60 mg, 3.30 umol, 0.1 eq) were
suspended in dry DMF (0.10 mL) and stirred for 5 min. The reaction mixture was
heated to 100 °C and phenyl boronic acid (2 mg, 0.02 mmol, 0.5 eq) in DMF (0.10 mL)
was added dropwise over a period of 2 h. The mixture was stirred at this temperature
for 24 h. After three additional addition of phenyl boronic acid (1 mg, 0.01 mmol, 0.25
eq) in DMF (0.05 mL) over 72 h, the reaction mixture was diluted with EtOAc (2 mL)
and stirred for 5 min. Then it was filtrated on a pad of Celite®, and the filtrate was
concentrated under reduce pressure. The crude product was purified by preparative
TLC (Heptane/EtOAc 5:5) to afford the compound 30 (2 mg, 5.61 pmol, yield = 17 %)
and starting coumarin 28 (4.5 mg).

Spectral and analytical data

IR: v=2933, 1724, 1714, 1613, 1571, 1400, 1282, 1141, 1122, 1050, 822 cm™*.

IH NMR (500 MHz, CDCls): & = 7.58 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ha), 7.20 (s, 1H, Hs), 6.24 (d,
J=9.5Hz, 1H, Hs), 4.67 (q, J = 22.8, 10.3 Hz, 2H, H1), 3.43 (s, 3H, Hz), 2.92-2.73 (m,
2H, Ho), 2.73-2.49 (m, 2H, Hi3s), 2.38-2.15 (m, 1H, H12), 2.16-2.10 (m, 1H, Hio), 1.45
(s, 3H, Has), 1.20 (s, 3H, Hae), 1.14 (s, 3H, H17) ppm.

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 213,0 (C14), 161.1 (C2), 155.4 (C7), 152.8 (Csa), 143.6
(Ca4), 128.6 (Cs), 118.5 (Ce), 113.8 (Cs), 113.4 (C3), 112.5 (Casa), 76,8 (C11), 61.9 (C1),
58.8 (C2), 47.3 (C1o), 46.7 (C15), 37.9 (C12), 35.2 (C13), 24.7 (C1s), 23.6 (Co), 21.0 (C17),
19.7 (Cais) ppm.

HRMS (ESI): m/z calculated for C21H250s* [M + H]*: 357.1702; found: 357.1690.

83



V. Conclusion et perspectives

Dans le cadre de mon stage de master, deux stratégies de synthése totale d’'un
analogue rigide des SWs a motif coumarine-HHX ont été élaborées. Dans la premiére
stratégie, ou I'on forme d’abord le motif HHX puis la coumarine, les intermédiaires de
synthése se sont révélés instables et les produits ont été obtenus avec de faibles
rendements et souvent en mélange avec des produits secondaires. Cette voie de
synthese a donc été abandonnée. Dans la deuxiéme stratégie, on a formé d’abord la
coumarine puis le motif HHX. Cette stratégie est beaucoup plus efficace et
reproductible que la premiére stratégie car les intermédiaires de synthese sont plus
stables. Cependant, la géranylation de la coumarine par un couplage de Suzuki a
donné lieu a une isomérisation E/Z de la double liaison benzylique, ce qui a affecté le
rendement. D’autre part, la réaction d’époxydation a conduit a la formation de mono-
époxydes non séparables. Des essais d’optimisation de ces deux étapes devront étre
réalisés pour améliorer le rendement. Toutefois, cette stratégie de synthese a permis
d’obtenir la coumarine-HHX « nue » désirée avec un rendement correct (5 % sur 5

étapes) ainsi qu’'un composé alkylé par le MOM sur 'aromatique (Schéma 17).
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HO OH > MOMO 0. _0 MOMo O° Momo O~p©
=
I = = = Z
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Rendement global de
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Schéma 17. Synthése de la coumarine-HHX "nue" par la stratégie n°2

Des tests de cytotoxicité effectués sur ces deux molécules sur les lignées U87
et A549 ont révélé que les coumarines-HHX « nues » ne sont pas actives. Ainsi, en
fonctionnalisant les positions et R2 (Cs), on espéere que ces molécules vont
pouvoir gagner en activité. Ce serait notamment le cas si la position C: est substituée

par un phényle substitué comme la molécule 31 (Schéma 18). La syntheése d’un tel
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dérivé permettrait d’'une part, d'imiter la structure des SWs naturelles et d’augmenter
I'activité biologique. D’autre part, l'introduction d’un groupement phényle devrait
permettre d’enrichir la fluorescence de la coumarine et de déplacer sa longueur d’onde
d’émission de fluorescence dans le visible, ce qui permettrait de mieux suivre le
composeé dans les cellules. De plus, cela permettra également de déplacer sa longueur
d’onde d’excitation au-dessus de 330 nm, longueur d’onde d’excitation des SWs, afin

d’éviter une irradiation toxique.

Ainsi, les premiers essais de fonctionnalisation des deux positions - et C4 ont
été effectués selon les procédés de la littérature. Méme si les composés 31 et 34
(Schéma 18) n’ont pas pu étre obtenus, un produit inattendu, provenant de 'oxydation
de I'alcool de la fonction HHX en cétone a pu étre isolé et caractérisé. Cette molécule
30 est tres intéressante au vu des études de RSA. En effet, on sait que le groupement
hydroxyle du motif HHX établi des liaisons hydrogénes avec la protéine OSBP. Ainsi,
la modification de cette position pourrait impacter I'interaction entre la protéine OSBP
et la molécule active, ce qui affecterait I'activité biologique de la molécule. De plus, la
fonction cétone permet également d’apporter de la diversité structurale notamment par
différentes réactions de fonctionnalisation. Par exemple, une hydroxylamine 36 ou une
imine 37, pouvant donner une amine 38, pourront étre formées a partir d’'une cétone.
D’autres fonctionnalisations des positions - et C4 pourront étre envisagées, comme
la substitution par un amide ou une chaine prényle de longueur variable, souvent

retrouvée dans les SWs naturelles.
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Schéma 18. Les fonctionnalisations possibles de la coumarine-HHX 27
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Conclusion générale

Cette thése est le fruit d’un travail de recherche bibliographique de composés
naturels ayant des propriétés anticancéreuses et des résultats expérimentaux
personnels sur la synthése d’analogues d'une famille de molécules naturelles

cytotoxiques pouvant étre envisagée comme traitement dans les cancers.

Dans un premier chapitre, les agents cytotoxiques d’origine naturelle ou ayant
été inspirés par des composés naturels actuellement utilisés dans ['arsenal
thérapeutique pour le traitement des cancers ont été décrits. En effet, cette idée de
recherche de composés actifs d’origine naturelle a débuté dans les années 60,
notamment a travers le programme de criblage lancé par le NCI sur plusieurs milliers
d’extraits de plantes afin de développer de nouveaux agents cytotoxiques. Au cours
de ce premier chapitre, toutes les molécules décrites possedent une approbation par
les autorités européenne ou francaise pour le traitement des cancers. Ces molécules
ont été classées principalement selon leur cible biologique telle que, la tubuline, les
topo-isomérases et 'ADN. Les structures, les mécanismes d’action et les indications
thérapeutiques de chaque famille d’agent cytotoxique ont été détaillés a travers les

données issues de la littérature et du Vidal.

Dans un second chapitre, une famille de molécules naturelles possédant une
forte activité cytotoxique a été décrite. Cette famille de molécules semble agir sur le
cancer via un mécanisme commun en ciblant la protéine OSBP, appartenant a la
superfamille de protéines, les ORPs. Ainsi, ces molécules naturelles ont été hommées
les ORPphilines et sont une piste de recherche intéressante, a la fois en tant
gu’alternative de traitement anticancéreux, mais aussi dans I'étude du mécanisme
d’action de leur cible biologique OSBP afin de découvrir les liens entre ’homéostasie

du cholestérol et le cancer.

Pour finir, dans un troisieme chapitre, la syntheése de coumarine a motif HHX
fonctionnalisable qui est un analogue rigide et simplifié des SWs a été réalisée au sein
de I'lCSN lors de mon stage de master. Le choix d’'une telle structure s’explique par le
fait que les coumarines sont des produits naturels fluorescents, ce qui présente de
nombreux avantages, notamment pour mettre en évidence l'interaction de la molécule
avec sa cible biologique. Deux stratégies de synthese ont donc été élaborées afin
d’obtenir la coumarine-HHX « nue » qui a été évaluée dans les tests de cytotoxicité.

Toutefois, la coumarine-HHX «nue» s’est révélée inactive ainsi, des
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fonctionnalisations de la partie coumarine ont été réalisées dans I'espoir, a la fois
d’augmenter I'activité biologique de la molécule, mais aussi de moduler ses propriétés
de fluorescence. Méme si les conditions réactionnelles des premiers essais de
fonctionnalisations n’ont pas permis d’obtenir les analogues fonctionnalisés, elles ont
permis d’'observer un composé dont 'hydroxyle du motif HHX a été oxydé en cétone,
ce qui a permis d’envisager de nouvelles fonctionnalisations du motif HHX. D’autres
conditions de fonctionnalisations décrites dans la littérature restent a tester et a
optimiser afin d’obtenir des analogues fluorescents actifs afin de mieux comprendre le
mécanisme de ces molécules dans le but de développer un futur candidat

médicament.
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LES ORPphilines, FAMILLE DE MOLECULES NATURELLES AUX PROPRIETES ANTI-
CANCEREUSES PROMETTEUSES

Résumé

La nature est un réservoir unique de source d’inspiration pour le développement d’agents
cytotoxiques, notamment aprés la découverte des vinca-alcaloides dans les années 60. Cette
derniére a encouragé le NCI & lancer un vaste programme de criblage a partir de 35 000 plantes afin
de développer de nouveaux agents cytotoxiques.

Parmi les extraits de plantes testés par le NCI, plusieurs familles de molécules présentant une activité
cytotoxique similaire ont été identifiées. Ces molécules semblent avoir un mécanisme cytotoxique
commun en agissant sur la protéine OSBP. L’'OSBP appartient a une superfamille de protéines, les
ORPs (OSBP-related proteins), qui jouent un réle dans le transport et la régulation métabolique des
stérols. Ces molécules naturelles ciblant les ORPs sont nommées les ORPphilines. Elles possédent
des activités cytotoxiques prometteuses de I'ordre du nanomolaire ciblées sur certaines lignées
cancéreuses, ce qui les rend particulierement intéressantes pour développer de nouveaux agents
cytotoxiques de structures originales et différentes des anticancéreux actuellement existants sur le

marché.

TITLE

ORPphilins, A FAMILY OF NATURAL MOLECULES WITH PROMISING ANTICANCER
PROPERTIES

Summary

Nature is a unigue reservoir of inspiration for the development of cytotoxic agents, especially after the
discovery of vinca-alkaloids in the 1960s. This discovery encouraged the NCI to launch into a vast
screening program from 35,000. plants in order to develop new cytotoxic agents. Among the plant
extracts tested by the NCI, several families of molecules with similar cytotoxic activity have been
identified. These molecules appear to have a common cytotoxic mechanism by targeting on the OSBP
protein. OSBP belongs to a superfamily of proteins, ORPs (OSBP-related proteins), which play a role
in the transport and metabolic regulation of sterols. These natural molecules targeting ORPs are
called ORPphilins. They have promising selective cytotoxic activities on certain cancer cells, which
makes them particularly interesting for developing new cytotoxic agents with original structures and

different from anticancer drugs currently on the market.
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