Une approche de la démarche d’investigation

William Erb et Elina Payet

La synthése de molécules bioactives est un sujet de choix pour appliquer les concepts de la démarche

d’investigation. Cet article montre comment la synthése totale de I'aplysamine 6 a pu étre intégrée dans le
cadre de travaux pratiques, quels ont été les principaux résultats et comment cette approche a été pergue.

Syntheése totale, démarche d’investigation, aplysamine 6, analogues, travaux pratiques.

Total synthesis of biologicaly active products has been proposed to students following concepts of
investigation approach. This paper reports the completion of the total synthesis of aplysamine 6 during
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L’enseignement expérimental de la chimie en France avu
ces dernieres années se développer la démarche d’investi-
gation, une méthode d’apprentissage fondée non plus sur la
simple mise en ceuvre d’un protocole expérimental mille fois
répété, mais sur I'aptitude des étudiants a concevoir une
démarche scientifique compléte : identifier les probléma-
tiques du sujet proposé et les expériences permettant d'y
répondre, expliquer les résultats et les communiquer [1].
Cette démarche permet de faire passer I'étudiant de simple
spectateur a acteur de son apprentissage, augmentant for-
tement son intérét pour ces travaux pratiques d’un nouveau
type.

Au cours de leur cursus, les éléves de I'Ecole Polytech-
nique ont la possibilité de suivre des Modex (modules d’ensei-
gnement expérimentaux) de chimie durant lesquels ils vont
pouvoir approfondir et mettre en application les théories
apprises lors des cours magistraux. Le but de ces modules
est de confronter les étudiants au monde de la recherche ou
la transposition de la chimie « sur le papier » a la paillasse ne
donne pas toujours les résultats escomptés.

Ces Modex, répartis sur une dizaine de séances gravitant
autour d’un sujet central, sont le lieu révé pour la démarche
d’investigation, les étudiants pouvant prendre le temps de
développer une démarche critique répondant a la probléma-
tique posée.

Généralement, les séances sont tout d’abord tres
encadrées pour que les étudiants se remémorent les bonnes
pratiques de laboratoire, la manipulation des différents
appareils, la réalisation de montages expérimentaux... Puis
au fur et a mesure de leur progression, ils se voient proposer
de mettre en application leurs propres idées.

Comment la synthese organique de molécules complexes
peut-elle s’inscrire dans le cadre de la démarche d’investiga-
tion ? La véritable question est plutét de se demander
pourquoi ne serait-elle pas enseignée de ce point de vue.

En effet, il est connu qu’il n’existe pas qu’une seule de
voie de synthése pour arriver a une molécule cible mais bien
des dizaines de possibilités, permettant la variation des
réactifs mis en jeu, de I'ordre des étapes... De ce point de
vue, il devient plus facile de voir comment introduire la
démarche d’investigation en synthése organique : chaque
étudiant (ou groupe d’étudiants) peut selon ses souhaits et
idées explorer une voie ou une autre, proposer une synthése
alternative...

C’est ainsi que dans le cadre tout a fait stimulant des
Modex a été entreprise la synthése totale d’une molécule
bioactive, I'aplysamine 6, ainsi que la synthése de plusieurs
de ses dérivés.

Le but du Modex peut se résumer en trois points :

- préparer cette molécule par synthése totale a partir de
réactifs commerciaux,

- synthétiser différents analogues pour étudier l'activité
biologique en fonction de la structure de la molécule,

- proposer de nouvelles voies d’acces a la molécule cible.

En France, le cancer est la premiere cause de mortalité
devant les maladies cardiovasculaires avec des projections
pour 2009 de plus de 346 000 nouveaux cas diagnostiqués
et plus de 140 000 déces [2].

Bien que de nouvelles voies de traitement soient en cours
d’évaluation [3], les méthodes classiques, mises en ceuvre
seules ou ensemble, restent la chirurgie, la radiothérapie et
la chimiothérapie, chacune ayant ses avantages et ses
inconvénients.

Plus particulierement, la chimiothérapie se base sur la
capacité de certaines molécules a détruire sélectivement les
cellules cancéreuses, généralement en bloquant une phase
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de la réplication cellulaire. De trés nombreux composés sont
actuellement utilisés en traitement clinique (figure 1) [4],
mais ces traitements s’accompagnent cependant d’effets
secondaires (chute des cheveux, anémie, troubles digestifs,
cardiaques...) et le développement de mécanismes de
résistance de la part des cellules cancéreuses vis-a-vis des
médicaments a été mis en évidence.

Le travail des chercheurs est alors de découvrir de
nouveaux traitements plus sélectifs des cellules tumorales,
présentant moins d’effets secondaires et agissant via des
mécanismes originaux contre lesquels les cellules tumorales
n’ont pas encore développé de résistance.

L’aplysamine 6 est une molécule isolée en 2008 a partir
d’'une éponge de type Pseudoceratinasp. [5]. Elle se
compose d’une unité dibromotyramine centrale, reliée par
une liaison amide a un motif cinnamyl (en rouge) et dont le
phénol est éthérifié par un motif propylamine (en bleu)
(figure 2). Cette molécule appartient a la famille des
alcaloides dérivés de la bromotyrosine tels I'aplysamine 1 ou
la nakirodine A [6] (figure 3).

L’aplysamine 6 présente une activité anticancéreuse
modérée (ICsq =14 uM) qui s’exerce par inhibition d’une
enzyme, 'ICMT (isoprénylcystéine carboxyl méthyltransfé-
rase), récemment identifiée comme une cible intéressante
des traitements anticancéreux [7]. Il s’agit d’une protéine de
régulation capable de réaliser la méthylation d’acides car-
boxyliques terminaux de chaines d’acides aminés composant
la protéine Ras, impliquée dans prés de 20 % des cancers
humains (figure 4).
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En effet, la protéine Ras est un pro-oncogéne situé dans
la membrane des cellules et assurant un réle de transfert de
signaux cellulaires. Son activation est considérée comme
I’'un des phénomeénes de base de la croissance tumorale. La
fonction ester méthylique de la protéine Ras formée par
action de I'lCMT est plus hydrophobe que la fonction acide.
Elle va donc pouvoir s’incorporer dans la membrane
cellulaire ou elle va jouer son réle de transporteur du signal
et donc de pro-oncogéne. Inactiver 'ICMT entraine I'arrét de
la méthylation de I’acide carboxylique ; la protéine Ras ne va
alors plus se placer dans la membrane et ne jouera plus son
réle de promoteur tumoral [8].

En chimie médicinale, lorsque I’on souhaite inhiber une
enzyme, il est préférable de disposer d’une carte du site actif
de I'’enzyme étudiée, de fagon a optimiser la structure du
médicament. C’est en effet dans le site actif de 'ICMT que
va se produire la réaction chimique d’estérification de I’'acide
carboxylique. Ce site actif est une poche de I'enzyme
comportant de nombreux acides aminés capables de
catalyser la réaction. Bloquer ce site actif avec un
médicament rend I’enzyme inactive, empéchant la réaction.

L’optimisation de la structure de la molécule afin que les
interactions (liaisons hydrogéne, interactions électrosta-
tiques...) entre les groupes fonctionnels de notre médicament
et les acides aminés du site actif soient les plus fortes
possibles permet d’avoir le médicament le plus actif [9].

Malheureusement, aucune carte du site actif de I'lCMT
n’a encore été réalisée et on ne connait pas le mode d’action
de I'aplysamine 6, contrairement a d’autres inhibiteurs [10].

A notre connaissance, il n’existe actuellement qu’une
seule synthése totale de I'aplysamine 6 réalisée par I'équipe
d’Ullah quelques semaines avant le début des travaux
pratiques [11]. Celle-ci comprend comme étapes clés la
dibromation de la tyramine, la formation de la liaison amide
par réaction entre un chlorure d’acide et la dibromotyramine,
et enfin la fonctionnalisation de la fonction phénol par un
motif aminopropyle.

Nous avons décidé de proposer aux étudiants une
synthése basée sur le méme schéma, tout en les laissant
libres d’envisager d’autres voies d’approche.

La synthése proposée comprend les étapes suivantes :
synthese de [I'acide (E)-3-(3-bromo-4-méthoxyphényl)-
acrylique 1 par une condensation de Perkin [12], dibromation
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de la tyramine 2, puis couplage peptidique entre I’'acide 1 et
la dibromotyramine 3 pour donner I'amide 4. Cette réaction
est réalisée en présence d’un agent de couplage, le DEPC
(diéthylcyanophosphonate), connu pour donner de bons
résultats avec ce type de molécules [13]. L’alkylation du phé-
nol libre de 4 par la 3-bromopropylamine protégée 5 [14]
permet d’obtenir 6 qui est déprotégé en milieu acide pour
donner I’'aplysamine 6 sous la forme de son chlorhydrate [15]
(figure 5).

Les neuf séances des Modex se répartissent sur un a
trois mois durant lesquels les étudiants travaillent sur le
méme sujet. Lors de la premiere séance, les étudiants se
répartissent par binbmes et se voient présenter le sujet
global ainsi qu’un premier schéma synthétique reprenant les
grandes étapes de la synthése de I'aplysamine 6. lIs sont
invités a réfléchir a d’autres voies de synthese et a des
analogues (un document sur les concepts de la chimie
médicinale et de la synthése de médicaments leur est
distribué).

Les séances sont principalement dédiées au travail
expérimental, de moins en moins encadré pour que les
étudiants puissent prendre leurs propres initiatives,
entrecoupées de séances d’exploitation des résultats,
d’analyse des produits (un rappel théorique ainsi qu’une
rapide formation a la manipulation des spectromeétres
RMN sont effectués), et de réflexion sur les prochaines
expériences a réaliser.

Les premiers protocoles expérimentaux sont donnés en
frangais pour la synthése de la molécule attendue, décrivant

précisément les étapes de chaque manipulation. lls sont
remplacés au fur et @ mesure par des protocoles en anglais,
directement tirés de diverses publications, que les étudiants
sont chargés de transposer a leurs propres molécules.

Placer 2,15 g (0,01 mol) de 3-bromo-4-méthoxybenzal-
déhyde et 2,08 g (0,02 mol) d’acide malonique dans un
ballon de 25 mL, puis ajouter 7 mL de pyridine et 4 gouttes
de pipéridine. Adapter un réfrigérant et chauffer le milieu
réactionnel a 100 °C pendant 3 h. Laisser revenir a tempéra-
ture ambiante et verser le milieu réactionnel sur un mélange
HCI concentré/glace dans un erlenmeyer. Filtrer le solide, le
rincer par une solution d’acide chlorhydrique 1 M et le sécher
sous vide. Recristalliser le solide dans I'acide acétique,
le filtrer et le sécher sous vide.

Rendements compris entre 62 et 92 % (rendement
moyen : 80 %).

Placer 3 g (0,022 mol) de tyramine dans un ballon de
100 mL équipé d’'une ampoule de coulée, puis ajouter 25 mL
d’acide acétique. Chauffer le milieu réactionnel a 50 °C.
Préparer une solution de 3,4 mL (0,066 mol) de dibrome [16]
dans 20 mL d’acide acétique et placer celle-ci dans
I’'ampoule de coulée. Ajouter la solution de brome goutte a
goutte. Une fois Paddition terminée, agiter pendant
30 minutes a 50 °C. Laisser revenir a température ambiante,
filtrer le solide et le rincer abondamment a I’éther éthylique.
Sécher le solide sous vide. Rendements compris entre 73
et 90 % (rendement moyen : 80 %).

Placer 1g (0,039 mol) d’acide (E)-3-(3-bromo-4-
méthoxyphényl)acrylique dans un ballon de 100 mL et ajouter
50 mL de tétrahydrofurane. Ajouter 2,7 mL (0,195 mol) de
triéthylamine et agiter pendant 2 minutes. Ajouter ensuite une
solution de 712 uL (4,68 mmol) de diéthylcyanophosphonate
dans 20 mL de tétrahydrofurane et agiter pendant 5 minutes.
Ajouter enfin 1,45 g d’hydrobromure de la 2,6-dibromotyra-
mine et agiter pendant 5 heures. Neutraliser le milieu réac-
tionnel par ajout d’eau (50 mL) et extraire trois fois par des
portions de 20 mL d’acétate d’éthyle. Rassembler les phases
organiques, les laver par une solution saturée en chlorure de
sodium, sécher sur sulfate de sodium, filtrer et concentrer
sous vide.

Purifier le produit par chromatographie sur silice, éluant
cyclohexane/acétate d’éthyle (7/3 a 5/5 en V/V). Rassembler
et concentrer sous vide les fractions de méme composition
(analyse par CCM) pour obtenir un solide blanc. Rendements
compris entre 51 et 81 % (rendement moyen : 74 %).

Dans un ballon de 25 mL, placer 500 mg (0,936 mmol) de
composé phénolique, 257 mg (1,87 mmol) de carbonate de
potassium, 15 mg (0,0936 mmol) d’iodure de potassium,
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450 mg (1,87 mmol) de tert-butyl 3-bromopropylcarbamate
et 10 mL d’acétonitrile. Porter le milieu réactionnel au reflux
pendant une nuit. Laisser refroidir, filtrer et concentrer le
filtrat sous vide. Le produit est purifié par chromatographie
sur silice, éluant : cyclohexane/acétate d’éthyle (9/1 a 8/2
en V/V). Rassembler et concentrer sous vide les fractions
de méme composition pour obtenir un solide blanc.
Rendements compris entre 77 et 90 % (rendement moyen :
82 %).

Placer 500 mg (0,43 mmol) d’aplysamine protégée dans
un ballon taré de 50 mL et ajouter 6,45 mL (25,8 mmol) d’une
solution de chlorure d’hydrogene dans le dioxane (4 M).
Agiter a température ambiante pendant 30 minutes puis
concentrer le milieu réactionnel sous vide. Sécher le solide
sous vide pour donner I'’hydrochlorure d’aplysamine 6.
Rendement quantitatif.

Tous les binbmes sont parvenus a

Br

NHBoc

analogues de l'aplysamine 6 a été envisagée avec des
variations portant sur : I'acide carboxylique, les halogénes
portés par la tyramine, les substituants du phénol, en suivant
les mémes modes opératoires.

De plus, I'aplysamine a pu étre fonctionnalisée par
acylation de la fonction amine terminale au moyen de
différents chlorures d’acides [17] et ’'aplysamine protégée a
également été engagée dans des réactions de méthylation
de "'amide [18] ou de thioamidation [19] (figure 6).

En parallele a ce travail, il a été envisagé avec les
étudiants d’utiliser des couplages organométalliques pour
synthétiser des analogues de I'aplysamine 6.

Tout d’abord la réaction de métathése, qui fait partie des
quelques réactions les plus utilisées en chimie, tant pour
la préparation de polyméres qu’en synthése de produits
naturels [20], a été proposée pour former la double liaison du
motif cinnamique. Bien que cette liaison soit réputée délicate
a former sur ce type d’amide acrylique [21], ils ont procédé a
quelques essais d’optimisation de cette réaction en variant le
catalyseur mis en jeu, la température et I'ajout d’additifs [22].

Les résultats obtenus sur des substrats modeéles sont
encourageants et permettent de valider ce type d’approche
(voir tableau), les principaux obstacles a I'application de
cette méthode restant le prix du catalyseur et la difficulté de

synthétiser I'aplysamine 6 en un nombre | Tapleau - La réaction de métathése.

raisonnable de séances avec un
rendement global acceptable. Divers
analogues ont également pu étre
préparés.

Les composés sont analysés par
résonance magnétique nucléaire (proton
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et carbone). Essais Solvant Température Catalyseur Rendement
1 Toluéne 70 °C Grubbs Il 45 %
2 Dichlorométhane 40 °C Grubbs Il 62 %
Lors des discussions avec les 3 Toluene 70 °C Hoveyda-Grubbs Il 76 %

étudiants, la synthése de différents
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préparation des substrats nécessaires a la synthése totale
de l'aplysamine.

De méme que la métathése, les réactions de couplage
catalysées par des complexes de palladium ont trouvé de
nombreuses applications dans la synthése de produits
naturels depuis leur découverte [23]. Ainsi, I'idée d’utiliser de
telles réactions pour la préparation de motifs intéressants
a été évoquée et mise en application lors des dernieres
séances. Apres discussion avec les étudiants, nous avons
identifié trois types de couplage réalisables : réaction de
Heck, couplage de Buchwald-Hartwig et de Negishi [24].
Différents composés ont ainsi pu étre préparés (figure 7) [25].

Ces réactions métallocatalysées (métathese et
couplages) nous ont permis d’accéder facilement et
rapidement a des motifs complexes. Cela nous a également
permis de familiariser les étudiants avec les techniques
de manipulation en atmosphére inerte et les mécanismes
de ces réactions, seulement abordés en cours.

La synthése d’un produit naturel en plusieurs étapes, en
ayant la possibilité d’appliquer leurs idées, a séduit les
étudiants. La préparation d’analogues a également été
globalement bien percue, méme si certains concepts
biologiques sous-jacents ont été moins bien acceptés.

L’'une des questions récurrentes des étudiants a été de
savoir si les produits allaient étre testés pour connaitre leur
activité biologique. Ceci pourrait conduire a des travaux
pratiques plus généraux avec une partie tests biologiques
qu’ils pourraient réaliser eux-mémes sur des lignées
cellulaires sous la direction d’un professeur compétent.

Les auteurs remercient les responsables de Modex de
chimie de I'Ecole Polytechnique, Nicolas Mezailles, Fabien
Gagosz, et le préparateur Jean-Frangois Gaétan pour leur
soutien lors des séances, ainsi que tous les étudiants qui se
sont prétés au jeu de ces travaux pratiques, pour leur
patience et leur persévérance.
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