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Sommaire

Parmi les nombreux antibiotiques naturels issus de micro-organismes, on
retrouve les aminoglycosides. Ces antibiotiques sont utilisés depuis plus d’une
cinquantaine d’années dans le traitement d’infections, mais leur utilisation a provoqué

une émergence de bactéries ayant développées des résistances.

Suite a des études de modélisation, nous avons entrepris la préparation de
différents dérivés aminoglycosidiques. Les premiéres molécules synthétisées sont des
dérivés clivés de la paromomycine. Nous croyons qu’en ouvrant le cycle IV de cet
aminoglycoside, on pourrait favoriser les interactions électrostatiques entre les
ammoniums du cycle IV et la chaine phosphate de I’ARN et, par conséquent, augmenter

son activité anti-bactérienne.

Ensuite, nous avons entrepris la préparation de deux séries de molécules
provenant de la paromamine (paromomycine sans les cycles III et IV). Nous croyons
qu’il serait possible de simplifier la structure des aminoglycosides en remplagant ces
cycles par des chaines alkylamines. Guidé par nos études de modélisation, nous avons
préparé plusieurs alkylamines pouvant étre couplées & un aldéhyde par amination
réductrice. Nous avons été en mesure d’incorporer ces aminoalkyles a la paromamine et
de préparer une série de 5-O-alkylparomamines. La deuxiéme série consiste a la
synthése de morpholino paromamines par double amination réductrice intramoléculaire

a partir du dialdéhyde correspondant et des alkylamines préparées plus tot.

Toujours guidé par nos études de modélisation, nous avons finalement entrepris
la préparation d’une derniére série de molécules basée sur la tobramycine en utilisant les
méthodologies développées plus tot. Toute les molécules synthétisées ont €t€ testées par
une firme extérieure contre des souches bactériennes ayant (et n’ayant pas) développées
des résistances aux aminoglycosides pour vérifier leur activité anti-bactérienne.
Uniquement quelque composés de cette derniére série a démontré une activité anti-

bactérienne, tous les autres composés préparés se sont avérés inactifs.
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Chapitre 1

Introduction



1.1 Définition et structure

A) Historique

Parmi les nombreux antibiotiques issus de micro-organismes, nous retrouvons
un groupe appelé les antibiotiques aminoglycosidiques. Ces derniers sont constitués
d’unités pseudosaccharides liés entre eux par des liens glycosidiques. Puisque cette
définition englobe un trés grand nombre de molécules, nous discuterons uniquement des
antibiotiques aminocyclitols qui posséde comme unité structurale commune la 2-

désoxystreptamine.

Le premier aminoglycoside découvert est la strc:ptomycim‘:l (voir structure 0) en
1944 par Waksman. Cette molécule a été isolée du micro-organisme Streptomyces
griseus suite a une recherche intensive de composés antibiotiques stimulée par la

découverte de la pénicilline.

En 1949, la néomycine® a été isolée de Streptomyces fradiae également par
Waksman, suivie en 1957 par la kanamycine®, isolé par Umezawa a partir de

Streptomyces kanamyceticus. En 1959, Haskell et collaborateurs ont déterminé la



structure de la paromomycine®. Vient ensuite la gentamicine’, isolée en 1963 du micro-
organisme Micromonospora purpurea par Weinstein, suivie de la tobramycine® par
Hinggins quatre ans plus tard a partir de la bactérie Streptomyces tenebrarius. Ces
aminoglycosides furent les premiers antibiotiques d’origine naturelle a étre utilisés pour
le traitement d’infections. Par la suite, I’amikacine a été introduite sur le marché en
1972. 1l s’agit d’un antibiotique aminoglycoside semisynthétique qui a prouvé qu’il était
possible d’améliorer les aminoglycosides par modification chimique. En effet,
I’amikacine (ou 1-N-[(1S)-4-amino-2-hydroxybutyryl]-kanamycine A) est un meilleur
antibiotique que la kanamycine A, car elle démontre une activité contre les couches

bactériennes résistantes a cette derniére.

B) Classification des aminoglycosides

Pour les besoins de ce mémoire, nous allons classer les antibiotiques
aminoglycosidiques selon deux groupes qui dépendent de I’attachement relatif des
sucres sur l'unité 2-déosxystreptamine (voir Figure 1): le groupe I pour les
antibiotiques 1iés en 4 et 5 et le groupe II pour les antibiotiques li€s en 4 et 6. Ce
mémoire ne se veut pas une énumération exhaustive de tous les aminoglycosides. Par
conséquent seuls les aminoglycosides étudiés par la suite seront décrit dans cette

section.

Figure 1 : Classification des aminoglycosides selon leur position d’attachement.
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Groupe [

Dans ce groupe, nous retrouvons principalement les néomycines, les

paromomycines et les ribostamycines (Figure 2).

Figure 2 : Aminoglycosides du groupe I
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Groupe II

Dans ce groupe, se trouvent principalement les kanamycines, la tobramycine,

I’amikacine et la dibekacine (Figure 3).



Figure 3 : Aminoglycosides du groupe II
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1.2 Modes d’actions

A) Interaction avec ’ARN bactérien

Il est connu depuis 1961 que les aminoglycosides inhibent la croissance
bactérienne en interférant avec la sous-unité 30S du ribosome bactérien.” Cette
interaction avec le ribosome conduit a I’inhibition du codage de protéines en faussant la
lecture du code génétique bactérien. En 1987, il a été prouvé par Moazed et Noller® que
plusieurs antibiotiques (dont les aminoglycosides) se lient plus spécifiquement a I’ARN
de la sous-unité 16S ribosomale des bactéries. Cela a causé un grand engouement dans
la communauté scientifique, car il a été prouvé que de petites molécules peuvent
interagir avec I’ARN. Donc, il y a eu un regain de recherche dans le domaine des
aminoglycosides puisqu’une nouvelle cible biologique avait été trouvée. Ainsi, de
nombreux chercheurs se sont mis a explorer les possibilités que cela impliquait.
Désormait, ’ARN n’est plus considéré comme une molécule passive servant a

transmettre de I’information génétique mais également comme une cible biologique.9 Ce

concept a été approfondi par le groupe de Rando a Boston en 1998 qui prouve que de



simples aminoalcools peuvent également interagir avec I’ARN de maniere
électrostatique.’” Bien que ces aminoalcools ne soient pas aussi sélectifs que certains
aminoglycosides, ils se lient de maniére aussi forte a I’ARN tout en ayant une structure
beaucoup plus simple. Ceci montre qu’il est possible de synthétiser de nouvelles
molécules aminoglycosides ayant des structures plus simples mais conservant leur

spécificité.
B) Application pour le traitement de la fibrose kystique

La fibrose kystique est la maladie génétique causant le plus de morts en
Amérique du Nord chez les enfants et les jeunes adolescents. Seulement aux Etats-Unis,
cette maladie frappe une personne sur 2400 chez la population blanche et une personne
sur 17 000 chez la population noire.!! Il s’agit d’un géne défectueux qui code la protéine
régulatrice trans-membranaire de la fibrose kystique (CFTR). Il s’agit d’une protéine
canal membranaire qui régle le transport ionique de la cellule. A cause de cette
défectuosité, les personnes atteintes de cette maladie développent des sécrétions aux
poumons entrainant des infections trés graves. Les aminoglycosides sont, entre autres,
employés comme antibiotique pour ce type d’infection car ils sont actifs contre les
souches gram négatives et gram positives.12 Ces antibiotiques ont le désavantage de ne
pas pouvoir étre absorbés oralement, mais uniquement par injection. Ils sont utilisés
comme médicament de dernier recours dans le cas d’infections sérieuses de type gram

négative.

C) Autres cibles biologiques

Suite i ce nouveau regain de recherche dans le domaine des aminoglycosides, de
nombreuses autres cibles biologiques ont été trouvées. Ces molécules se lient €galement
aux introns ribosomals de groupe I'>, aux ribosomes “Hammerhead”'“et aux Rnase pP’
et finalement bloquent la protéine REV'® et le peptide TAT' de I’ARN viral du SIDA.

Par contre, les aminoglycosides ne deviendront probablement pas des médicaments anti-



SIDA comme postulé originalement'® sans une optimisation chimique en raison de leur

manque de spécificité.

1.3 Résistance et toxicité

A) Mécanismes de résistance

Dans les années 1970, I'arrivée de médicaments semi-synthétiques comme
I’amikacine a prouvé qu’il était possible de modifier des aminoglycosides de manicre a
les rendre actifs contre des souches bactériennes ayant développées des résistances
contre ’aminoglycoside naturel. Le développement de résistances est un processus
naturel d’évolution qui intervient génétiquement lorsque des organismes sont en contact
avec un environnement hostile. Dans le cas des bactéries, elles ont appris a désactiver
les aminoglycosides en développant des enzymes modificatrices d’aminoglycosides qui
modifient de maniére covalente certains alcools ou amines de l’aminoglycoside.19 Une
fois I’antibiotique modifié, il est désactivé et n’inhibe plus la croissance bactérienne. 1l
existe trois types d’enzymes modificatrices d’aminoglycosides : les N-acétyltransférases
(AAC), les O-nucléotidyltransférases (ANT) et les O-phosphotransférases (APH). Dans
le cas de la kanamycine B, les positions 3, 2’ et 6” sont touchées par AAC, les positions

4’ et 2” sont atteintes par ANT et finalement les positions 3’ et 2°’ sont modifiées par

APH (Figure 4).

Figure 4 : Désactivation de la kanamycine B.
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B) Stratégies pour contrer les enzymes modificatrices d’aminoglycosides.

La premiére stratégie qui a été développée contre APH agissant sur I’alcool en
position 3’, est tout simplement la désoxygénation. Par exemple, Umezawa a synthétisé
la 3°-désoxykanamycine A*® et la 3’,4’-didésoxykanamycine B (dibekacine)*®. Cette
stratégie s’est avérée trés efficace et ces nouveaux dérivés présentaient une activité
contre les souches résistantes aux kanamycines. Une autre stratégie implique I’inversion
du centre chiral ou [I’enzyme agit. Ainsi, notre groupe’’ a synthétisé la 3’-
épiparomamine et la 3’-épinéamine qui se sont avérées inactives vis-a-vis la APH
agissant sur 1’alcool en position 3’. Finalement, Mobashery et collaborateurs® ont
utilisé une approche trés élégante pour empécher la désactivation de 1’antibiotique par
I’ APH agissant sur 1’alcool en position 3’ (Figure 5). IIs ont prouvé que I’enzyme est
toujours active (c’est-a-dire qu’elle agit en mettant un phosphate sur 1’alcool en position
3’) mais que I’antibiotique n’est pas désactivé car I’intermédiaire formé n’est pas stable

et régénere le produit de départ.

Figure 5 : Approche de Mobashery et collaborateurs.
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La deuxiéme enzyme modificatrice d’aminoglycosides la plus étudiée est la N-
acétyltransférase (AAC). De nombreux dérivés ayant un substituant sur I’azote en 6’
(pour contrer les effets de AAC agissant sur I’azote en position 6’) ont été développés,
mais aucun n’a été utilisé en phase clinique. Parmi eux, on retrouve des dérivés de la
kanamycine A ayant des acides aminés en position 6’ 1ls se sont avérés trés peu actifs
contre différentes souches bactériennes (ayant développées des résistances ou non), ce
qui démontre que cette amine doit pouvoir étre protonable pour montrer de I’activité.
Finalement, le plus bel exemple de dérivé synthétique actif contre des souches
résistantes est I’amikacine (voir Figure 4). Cet antibiotique est un dérivé N-1 acylé de la
kanamycine A résistant contre I’enzyme modificatrice d’aminoglycosides AAC agissant
sur I’azote en position 1. L’idée pour la conception de cette molécule vient de la
butyrosine. En effet, en ajoutant un groupement 1-N-[(1S)-4-amino-2-hydroxybutyryle]
2 la kanamycine A on obtient la butyrosine qui est active contre des souches

bactériennes jusqu’alors résistantes a la kanamycine.

C) Toxicité

Bien que les aminoglycosides soient efficaces dans la lutte aux bactéries, il
existe une certaine toxicité reliée a leur utilisation. Le premier probléme est la
ototoxicité. En effet, il a été démontré que I’utilisation d’aminoglycoside pour le
traitement d’infections peut entrainer une perte d’audition.” L’autre probléme souvent
relié a I'utilisation de ces antibiotiques, tout comme de nombreux autres médicaments,
est la néphrotoxicité, c’est-a-dire la toxicité au niveau des reins. Bien qu’il existe des
problémes de toxicité reliés a I'utilisation des aminoglycosides, cela n’a pas empéché
leur utilisation dans des cas appropriés. En effet, les techniques modernes permettent de
doser avec précision la quantité nécessaire sans toutefois que ce soit dangereux pour le

patient.



Chapitre 2
Design et modélisation
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2.1 Généralités

Depuis quelques années, la conception de nouveaux médicaments se fait avec
I’aide de nouveaux outils comme la modélisation moléculaire. En effet, beaucoup de
recherches se font pour le développement de nouveaux logiciels destinés a la recherche
en chimie organique.”’ De plus, de nombreuses structures élucidées par rayons X ou par
RMN peuvent devenir, par la suite, la cible pour la conception de nouveaux
médicaments. En 1996, un grand pas dans le domaine des aminoglycosides a €été
effectué par Puglisi qui a réalisé des études RMN sur le site A de la sous unité 16S du
ribosome de E. Coli avec la paromornycine.26 Trés récemment, le groupe de
Ramakrishnan a réussi a cristalliser Ia sous unité 30S du ribosome bactérien avec des
aminoglycosides (dont la paromomycine).27 Comme ce papier a été publié apres que
toutes les études de modélisation aient été effectuées, uniquement la publication de
Puglisi sera décrite dans ce mémoire puisque toutes les observations de ce dernier sont

en accord avec celles de Ramakrishnan.

Puglisi a démontré les interactions importantes entre la paromomycine et I’ARN.
Il a prouvé que les cycles I et II (Figure 6) de la paromomycine sont li€s dans une poche
créée par un repli de I’ARN et font des contacts spécifiques avec les bases des acides
nucléiques avoisinants ainsi qu’avec la chaine phosphate. Un fois lié, I’aminoglycoside
crée une déformation de cette chaine phosphate, empéchant ainsi la lecture du code
génétique de la bactérie. De plus, il a mis en évidence que les alcools en position 3’ et
4’ sur le cycle II ne sont pas essentiels pour la liaison. Par contre, la fonction amine en
position 2° du cycle II forme un pont hydrogéne avec I’alcool en position 5°” du cycle
III. Puglisi croit que ce pont hydrogéne intramoléculaire aide a orienter les cycles I et II
qui sont responsables de la spécificité de la molécule. En effet, les fonctions amines en
position 1 et 3 du cycle I (2-désoxystreptamine) forment des ponts hydrogénes trés forts
avec ’ARN et I’amine en position 3 est également impliquée dans une interaction
électrostatique avec la chalne phosphate. Ces deux fonctions amines sont présentes dans
tous les aminoglycosides et ce cycle est essentiel pour se lier de fagon spécifique avec

I’ARN. Les auteurs mentionnent également que le cycle IV ne semble pas former de
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liaison spécifique mais se lie de fagon électrostatique avec la chaine phosphate chargée
négativement. Cela respecte les observations expérimentales. En effet, la ribostamycine
(un aminoglycoside apparenté a la néomycine mais sans le cycle IV) est toujours un
antibiotique. De plus, bien que la néamine ne soit pas un bon antibiotique, elle est
reconnue pour se lier 2 I’ARN méme si les cycles III et IV sont manquants. D’autres

études de liaison ARN-aminoglycoside ont été faites par Cedergren28 et Westhof Z.

Figure 6 : Paromomycine
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Pour nous guider dans la conception de nouveaux aminoglycosides, le Dr.
Moitessier a utilisé le programme GRID™ sur les structures établies par Puglisi. Nous
avons ainsi repéré différentes régions de I’ ARN susceptibles de stabiliser des fonctions
NH," et OH dans I’espace occupé par la paromomycine. La Figure 7a représente la
paromomycine liée sur la sous unité 16S de ’ARN et la Figure 7b représente les
résultats obtenus avec le programme GRID. Les régions en bleues représentent des
zones énergiquement favorables 2 une charge NH," et en rouge des zones favorables a
OH. Comme le montre cette figure, ces zones sont majoritairement situées a I’endroit

occupé par le cycle IV.
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Figures 7a et 7b : Paromomycine liée a I’ARN et GRID de I’ARN.

(@)
HO "H I“J \,, ,4'
| | \

"HaN

2.2 Conception de paromomycines clivées

Puisque le cycle IV ne semble pas former des liaisons fortes avec I’ARN, il a été
décidé de modifier ce 2,6-désoxy-2,6-diamino-L-idose de fagon a obtenir une meilleure
liaison. Nous avons ainsi entrepris d’effectuer la synthése de paromomycines clivées
(voir Figure 8). Nous croyons qu’en clivant le cycle IV, on pourrait augmenter les
interactions entre les OH et les NH;" du idose avec la chalne phosphate de I’ARN en
permettant un plus grand degré de liberté a cette partie de la molécule. De plus, nous
croyons qu’en remplacgant des fonctions alcools par des amines, on pourrait augmenter

les interactions électrostatiques avec la chaine phosphate de I’ARN.
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Figure § : Paromomycines clivées

2.3 Conception d’analogues de la paromamine

Selon les observations de Puglisi, les cycles I et II de la paromomycine sont
essentiels pour la spécificité, tandis que les cycles III et IV semblent avoir une moins
bonne affinité pour ’ARN. Ainsi, on pourrait enlever ces deux cycles et conserver
uniquement les cycles d’ou résultent la spécificité de la paromomycine. Nous pensons
également qu’en ajoutant différentes chaines aminoalkyles sur la paromamine (la
paromomycine sans les cycles III et IV), on pourrait arriver a augmenter la force de
liaison de cette nouvelle molécule avec I’ARN. Nous avons ainsi décidé de faire la
synthése de deux types d’analogues de la paromamine. Le premier consiste en une série
de molécules possédant une chalne aminoalkyle sur I’alcool en position 5 de la
paromamine (Figure 9). Le deuxiéme type consiste a synthétiser de nouveaux dérivés de
type morpholino paromamines (Figure 9). Il s’agit d’une série semblable a la premiére
sauf que ces nouvelles molécules seront davantage rigides. Ces dernieres pourraient étre

obtenues par modifications chimiques du ribose de la paromomycine.
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Figure 9 : Analogues de la paromamine.
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Pour nous guider dans le choix des différentes chaines aminoalkyles pouvant
étre choisies, nous avons décidé de minimiser deux structures (I’une de chaque série)
sur le fragment d’ARN établi par Puglisi26. Les Figures 10a et 10b représentent
respectivement un dérivé 5-(guanidinoéthylamino)éthoxyéther-paromamine (Figure
10b) et un 5-(guanidinoéthylmorpholino)paromamine (Figure 10a) liés avec la sous
unité 16S de I’ARN ribosomal bactérien. Ces figures représentent les interactions que
ces composés devraient établir avec I’ARN. Ainsi, il est raisonnable de penser qu’ils

pourraient étre des analogues intéressants de la paromomycine.

Figure 10a et 10b : Représentation des interactions entre I’ARN et deux analogues de

la paromamine.
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2.4 Conception d’analogues de la tobramycine

Nous avons également décidé d’effectuer la préparation de quelques analogues
de la tobramycine. Cet antibiotique est présentement le meilleur antibiotique utilis€ pour
le traitement d’infections pulmonaires pour les personnes atteintes de la fibrose
kystique. Trés peu de dérivés de cette molécule ont été préparés, ce qui nous laisse
croire qu’il serait possible d’augmenter son efficacité en lui faisant quelques
modifications chimiques. Nous avons décidé d’utiliser 1’expertise acquise avec les
séries précédentes pour effectuer la synthése d’une série de 5-O-alkyl tobramycine
(Figure 11). En lui faisant des modifications, nous espérons qu’il sera possible
d’augmenter sa liaison avec I’ ARN, de la rendre active contre des souches bactériennes

résistantes et de diminuer sa toxicité.

Figure 11 : Analogues de la tobramycine.
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Chapitre 3
Synthése de paromomycines clivées
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3.1 Préparation du composé 5.

Dans un premier temps, nous avons décidé d’effectuer la synthese de dérivés
clivés de la paromomycine. Comme mentionné précédemment (chapitre 2.2), nous
voulons cliver I’idose de la paromomycine (cycle IV) pour tenter d’augmenter les
interactions entre les fonctions amines et alcools de ce cycle et I’ARN des bactéries. Les
deux premiéres étapes consistent en la protection des différentes amines de la molécule
et la protection des alcools aux positions 4’ et 6° au moyen d’un groupement
benzylidéne. Pour ce faire, nous avons utilisé les précédents développés dans nos

laboratoires il y a de ¢a quelques années (schéma .7

Schéma 1 : Protection de la paromomycine.
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La premiére étape consiste en la protection des différentes amines de la

paromomycine au moyen de Cbz. Le faible rendement est dii aux difficultés rencontrées

lors de la purification. 1l est trés difficile de faire une purification par chromatographie
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car bien que toutes les amines soient protégées, le composé 1 demeure trés peu soluble
dans les solvants organiques usuels (CH,Cl,, AcOEt, acétone, MeOH, etc.). Il est
seulement soluble dans des solvants trés polaires comme DMSO et DMF. Ainsi, le seul
moyen trouvé pour faire les extractions est d’utiliser un grand volume de AcOEt et pour
la purification par chromatographie, il faut préabsorber le produit sur silice avant de
faire I’élution. La deuxiéme étape de protection est de poser un benzylidéne sur les
alcools aux positions 4’ et 6° pour éviter de cliver le cycle I avec I’acide périodique a
I’étape suivante (schéma 1). La protection du composé 1 par un benzylidéne est une
étape critique. Les aminoglycosides et leurs dérivés sont reconnus pour absorber
I’humidité trés facilement et il est primordial de sécher ce dernier avant de faire la
réaction. Plusieurs méthodes ont été tentées dans le but de sécher cette molécule, mais
la plus satisfaisante est la méthode de codistillation avec de la pyridine (voir partie
expérimentale). En effet, les autres techniques ne sont pas efficaces en partie en raison
de la faible solubilité du composé 1. Apres plusieurs essais infructueux, il a finalement
été possible de préparer le dérivé 2 avec un rendement de 81%. Il est a noter la tres
bonne chémiosélectivité de cette réaction; uniquement les alcools des positions 4’ et 6’
sont protégés alors que tous les autres alcools ne sont pas touchés. A cette étape, le

dérivé 2 ne présente plus de probléme de solubilité pour les étapes suivantes.

Vient ensuite le clivage du diol en 3’”” et 4””’ du idose avec I’ion périodate.
Encore une fois, nous nous sommes basés sur des précédents développés dans nos
laboratoires.”” Ainsi, le diol 2 a été clivé avec I’acide périodique (schéma 2). Le
dialdéhyde obtenu 3 n’est pas trés stable (décomposition en quelques heures si conservé
a T.P.) et est difficilement analysable par RMN car il est en équilibre avec sa forme
hémihydrate. Donc, nous avons décidé d’effectuer la réduction de ce dialdéhyde avec
NaBH, dans le MeOH tout de suite et, de cette facon, il a été possible de préparer le
composé 4 avec un rendement de 75% pour deux étapes. En effet, en coupant I'unité
idose, la fonction acétale devient trés fragile a tout trace d’acide et se décompose treés
facilement ce qui rend la molécule instable. Il est possible de la conserver dans le
réfrigérateur pendant quelques jours seulement. Finalement, les deux derni€res €tapes

consistent en la déprotection du diol 4. Dans un premier temps, nous avons enlevé les
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Cbz par hydrogénolyse en présence d’acide acétique a T.P.. A notre grande surprise, la
fonction benzylidéne ne s’est pas clivée en milieu acide. Il est possible qu’en protonant
les amines lors de I’hydrogénolyse, la molécule devienne tres chargée ce qui empéche la
protonation du benzylidéne. Nous avons ainsi essayé€ de cliver ce groupement protecteur
en mettant la molécule sous 60 PSI d’hydrogéne mais sans succes. Aprés avoir essayé
différentes conditions d’hydrogénolyse, nous avons chauffé la molécule semi-
déprotégée a 60°C dans AcOH (80% dans H,O) pendant Sh et le benzylidéne est
finalement parti pour donner le composé 5 (schéma 2) sous la forme de sel avec ’acide
acétique. Il est a noter que pendant toutes ces manipulations, le cycle idose clivé (qui
était si instable) n’a pas été détruit. Il est étonnant de voir qu’une fois la molécule
protonée, cette fonction acétal est stable et uniquement le groupement benzylidéne est
clivé. Cela pourrait provenir du fait que I’idose clivé comporte deux fonctions amines

prés de I’acétal tandis que le cycle II ne comporte ol une seule amine.

Schéma 2 : Clivage et déprotection du dérivé 2.
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3.2 Préparation du composé 8.

L’activité des aminoglycosides dépend en partie du nombre de charges positives
sur la molécule responsables des interactions électrostatiques avec la chaine phosphate
de ’ARN. Nous croyons qu’en incorporant d’avantage d’amines sur la molécule, nous
pourrons avoir une meilleure activité. Nous avons ainsi décidé d’effectuer la préparation
du composé 8 en utilisant une stratégie similaire pour la synthése du composé 5. En
incorporant une amine en position 5’ sur le cycle III, nous pensons que cela ne devrait
pas changer la conformation de cette molécule (car une fonction amine permettra
également un pont hydrogéne avec I’amine en position 2’ sur le cycle II) et pourra
davantage se lier avec I’ARN. Notre groupe a déja effectué la synthése de la 5’’-amino-
5>’-désoxyparomomycine et a montré que celle-ci était aussi active que la
paromomycine pour les souches non résistantes et plus active contre certaines souches
bactériennes résistantes a la kanamycine et a la néornycine.28 Nous croyons qu’en
clivant I’idose, nous pourrons avoir une activité encore plus grande pour les mé€mes

raisons que celles mentionnées pour le composé 5.

La premiére étape consiste & remplacer ’alcool primaire en position 5 de la
paromomycine par un azidure. Massé et collaborateurs ont développé une méthode en
deux étapes®® qui consiste d’abord a remplacer I’alcool en position 5°* par un Br en
utilisant PPhs/NBS, puis 2 le substituer par un azidure en utilisant le NaN3 dans le
HMPA. 11 est important de mentionner qu’encore une fois il est primordial de sécher
convenablement le dérivé 2, car ces réactions sont sensibles a toute trace d’humidité.
Nous avons reproduit ses résultats, mais nous avons trouvé que la méthode utilisant
(PhO),PON3/DEAD/DMPU (qui n’existait pas a I’époque) donne de meilleurs résultats.
En plus que de nécessiter une seule étape, cette méthode permet une purification plus
facile. En effet, la différence de Rf entre le 5°’-bromo et le 5’’-azido est nulle ce qui
implique que la deuxiéme purification, dans le cas de la méthode de Mass€, n’est pas
possible. 11 est a noter, encore une fois, la tres grande chémiosélectivité obtenue, car
seulement un des six alcools réagit. Il semble que cet alcool primaire soit beaucoup plus

encombré qu’un alcool primaire « ordinaire », car ce type de transformation requiert
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habituellement des conditions plus douces. Une fois le dérivé 6 obtenu (schéma 3), nous
avons utilisé les conditions développées précédemment pour cliver le diol 6 en
dialdéhyde suivi de la réduction de ’hémihydrate par NaBH, dans le MeOH pour
donner la composé 7 avec un rendement de 36% pour deux étapes. Pour une raison
inconnue, cette série de réactions ne fonctionne pas aussi bien que dans le cas du dérivé
2, mais il a été possible d’obtenir suffisamment de produit pour poursuivre la synthese.
Tout comme le composé 4, le diol 7 est tres instable et il n’a pas été possible d’obtenir
d’analyse RMN B¢, car le produit se décompose dans le tube RMN pendant 1’analyse.
Suite & cela, nous avons décidé d’effectuer la déprotection comme mentionné pour le
composé 4. Ainsi, les Cbz des amines du diol 7 ont été enlevés par hydrogénolyse (ce
qui a également réduit I’azidure en position 5°’) et le groupement benzylidéne a été
enlevé en chauffant le produit dans AcOH (80% dans H,O) pendant 5h pour donner le

composé 8 sous la forme de sel avec I’acide acétique (schéma 3).

Schéma 3 : Préparation du composé 8.
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3.3 Tentatives pour la préparation du composé 9.

Finalement, nous avons décidé de compléter cette série en préparant une
derniére molécule, c’est-a-dire la 5°,3"’,4’’-triamino-5’",3""’, 4’ -tridésoxy-
paromomycine clivée. Cela implique le remplacement des alcools primaires par des
azidures sur le composé 4 (schéma 4). Malheureusement, toutes les expériences
effectuées ont été vaines et le composé 9 n’a pas pu étre obtenu. A chaque fois,
uniquement des produits de décomposition ont été isolés du mélange réactionnel. 1I

semble que le composé 4 soit trop instable pour ce type de transformation.

Schéma 4 : Tentatives de remplacement des alcools par des azidures sur le compos€ 4.
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Nous avons également tenté de préparer le dérivé 11 en protégeant tout d’abord
’alcool en position 5°°. Nous avons essayé d’utiliser le groupement protecteur TBDPS,
car il est connu pour étre sélectif envers les alcools primaires. Malheureusement, cette

réaction n’a pas fonctionnée car le réactif, TBDPS-CI, n’est pas assez réactif vis-a-vis
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cet alcool primaire encombré. Alors, nous avons décidé de protéger cet alcool avec un
groupement TBDMS en utilisant le TBDMS-OTf comme réactif. Cette réaction a tres
bien fonctionné et il a été possible de préparer sélectivement le composé 10 avec un
rendement de 48%. Dans ce cas, nous avons éprouvé des problemes dans le clivage du
diol du idose. Nous n’avons pas été en mesure d’isoler et d’identifier les produits
obtenus et, par conséquent, il n’a pas été possible d’effectuer le remplacement des

alcools par des azidures (schéma 5).

Schéma 5 : Tentatives pour la préparation du dérivé 11.

0
Cbz-HN ¢y NH-Cbz HOCbZ_HN &—NH-Cbz

-Cbz .
HO— 097 Ton  TBDMSOTY, collidine  TBDMSO— o O g '+ o
CH,Cl,, M.S.
Cbz-HN o OH 48% Cbz-HN o0 OH
HO}@iNH-Cbz HO&@NH-CW
OH oH 10
2 ;
1) clivage
Xz) IINSIO
Ph 20
HO
Cbz-HN ¢ NH-Cbz
NH-Cbz

TBDMSO—) Q@ oH

Cbz-HD\ o OH
0
N ‘jNH—Cbz

Na 11
3.4 Activité anti-bactérienne.

Finalement, les composés 5 et 8 ont été envoyés chez PathoGenesis Corporation
(maintenant appelé Chiron) 2 Seattle aux Etats-Unis. Ces dérivés aminoglycosides ont

été testés contre une panoplie de souches bactériennes résistantes, mais
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malheureusement ces deux composés se sont avérés aussi actifs que la paromomycine
contre les souches non résistantes et inactifs contre les souches résistantes. I est
possible que I’arrangement spatial de ces composés soit le méme que la paromomycine

et que le clivage n’apporte pas les gains électrostatiques anticipés.



Chapitre 4
Synthése d’analogues de la paromamine
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4.1 Préparation de la série I.

A) Analyse rétrosynthétique pour la préparation de la série I.

La premiére série de composés que nous avons décidé de préparer comporte des

dérivés 5-O-alkyl paromamines (schéma 6).

Schéma 6 : Série 1

OH
HO 0
HO NH
NHQO 2

O NH,

OH

N
N
R R

R,R' Alkylamines

Le schéma 7 indique la route synthétique utilisée pour ce faire. Nous avons
décidé d’utiliser la réaction d’amination réductrice & partir de I’aldéhyde 15 ce qui
permettra d’incorporer de la diversité a la derniere étape. Le composé 15 pourra étre
obtenu a partir du dérivé 13 suite a des manipulations chimiques. Finalement, ce dernier
sera obtenu suite a des protections sélectives sur la paromamine, laquelle parviendra du

clivage du sulfate de paromomycine.
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Schéma 7 : Analyse rétrosynthétique pour la préparation de la série L.

Og OAc
HOS Amination ACQ&%
NH 3 i AcO
NHy, A Réductrice Cbz-HN NH-Cbz

e ————————d
o N, X\ NH-Cbz

’) OH /_JO OAc
7

N O 15
0N
R™ R
Librairie | Manipulations
Chimiques
OH P t t OAc
o o rotection
Hoiéﬁ NHGHC' Sélective AcO= Q
NH 2 ¢
20 ————— Cbz-HN NH-Cbz
NH
HO on 2 HO—m/NH-CbZ
OAc
paromamine 13
OH
HO e
HO
NHpNH2

HoN OO o
HoﬁZNHQ 2

OH
Sulfate de paromomycine

B) Préparation de I’aldéhyde 15.

La premiére étape de cette synth&se consiste en la préparation de la paromamine
a partir de la paromomycine. A premitre vue, il semble qu’il s’agit d’un défi
synthétique, mais il est connu depuis 1959 que la paromamine est facilement obtenue
par le traitement de la paromomycine en milieu HCI/MeOH (schéma 8).* 11 s’agit d’une
réaction trés sélective car le lien ribosidique est le plus suceptible au clivage. En effet,

lorsque cette réaction est effectuée, la paromamine précipite dans le milieu réactionnel
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et I’autre disaccharide demeure en solution. Ainsi, la paromamine est tout simplement
isolée par filtration. Il est remarquable d’observer une si grande sélectivité. Seul le lien
glycosidique entre les cycles I et III est clivé lors de ce processus. Il est difficile de
cliver le lien glycosidique d’aminosucres en raison de leurs charges qui entrainent une

répulsion électrostatique lors de I’activation des oxygeénes anomériques.

Schéma 8 : Préparation de la paromamine.

OH
HO OH
O A_NH, o 0
HO— o OH ~ MeOH, HCI Hﬁo&ﬁ
NH@ NH2 *

88%
- T on Hg%ogm-@ HoN o
2
H,S0,4 HO&QZNH
O 2
HO\E\iNHZ Paromamine OH

Sulfate de paromomycine

Une fois la paromamine obtenue, nous avons utilisé les précédents développés
par Umezawa®® pour la protection des amines par des groupements Cbz (schéma 9).
L’étape suivante consiste en la protection des alcools de cette molécule par des acétates.
Il a été prouvé que 1’alcool en position 5 sur le cycle I de la néamine n’est pas aussi
réactif face A I’acétylation que les autres.>* Nous avons décider d’utiliser la méme
approche pour la paromamine. En dissolvant le composé 12 dans la pyridine et en
ajoutant de I’anhydride acétique, il est possible d’isoler le dérivé 13 avec un rendement
de 46%. La régiochimie a été prouvée par analyse COSY du dérivé 13 apres
I’hydogénolyse des groupements Cbz. Il semble que I’acétylation soit aussi sélective
que dans le cas de la néamine. Il est possible que cette régiosélectivité soit due a
I’encombrement stérique provoqué par un pont hydrogene entre le NH en position 2’ et

I’alcool en position 5.%*

L’étape suivant consiste en I’introduction d’un groupement allyle sur I’alcool en

position 5 de la 2-désoxystreptamine. Puisque cet alcool est encombré, les méthodes
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classiques d’allylation ne fonctionnent pas et il faut utiliser des conditions plus séveres.
En traitant le dérivé 13 avec LiIHMDS, du bromure d’allyle, ainsi que de I’iodure de
tétrabutylammonium, il est possible d’isoler le composé 14 avec un rendement de 43%.
Finalement, 1’ozonolyse de I’allyle suivi de la réduction avec PPhs; permet d’obtenir
’aldéhyde 15 dans un rendement de 84%. Encore une fois, il a ét€ nécessaire de prouver
la structure du produit obtenu, car il peut y avoir des migrations d’acétates sur les
différents cycles de la molécule lors de I’allylation. Pour ce faire, nous avons réduit
I’aldéhyde en alcool et enlevé les groupements Cbz par hydrogénolyse. L’analyse du

produit obtenu par COSY a permis de confirmer la structure du composé 14.

Schéma 9 : Préparation de I’aldéhyde 15.
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o Cbz-Ci o
HOS 3 HCl Acétone/H,0 MO
NHz N2 Cbz-HN NH-Cbz

N32003
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) 2) Li Cbz-HN
o NH-Cbz LiHMDS ° NH-Cbz
OAc 43% HO=""oAc

/J 14 13

1) O3, CH,Cl,, -78°C
2) PPhs
84%

—OAc

AcO NH-Cbz

Cbz-HN
fo) NH-Cbz
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C) Préparation des amines pour I’amination réductrice.

Guidés par nos études de modélisation, nous avons entrepris la préparation
d’alkylamines monoprotégées en utilisant comme procédure ce qui a €t€ décrit dans la
littérature (schéma 10).* 1 est important d’utiliser le groupement protecteur Cbz, car
nous voulons déprotéger toutes les amines de la molécule en un seule étape apres

I’amination réductrice avec I’aldéhyde 15.

Schéma 10 : Préparation d’alkylamines monoprotégées.

NH-Cb <
e - HoN"> z (réf. 35a)
2
Cbz-HN._~
HaN A~y NH (réf. 35b)
NH-Cbz
NH,
Liste des amines préparées de cette facon:
H
N
HQN\/\/\/NH-CbZ I \L
Cbz-HN NH-Cbz

N
L~ NH-Cb2 [ ]
2 y
Cbz

Nous nous sommes aussi intéressés a la synthése d’un dérivé guanidine de
I’éthylénediamine monoprotégé. Il existe plusieurs méthodes pour placer une guanidine
sur une molécule, mais notre choix s’est arrété sur la méthodologie développée par
Goodman.*® Le schéma 11 illustre la procédure utilisée. Le composé 16 a été préparé
selon la procédure de Goodman en transformant une amine primaire en guanidine
protégée. Finalement, les groupements Cbz de ce dernier ont €ét€ enlevés par
hydrogénolyse en milieu acide pour donner le composé 17 sous la forme de sel avec

I’acide acétique.



32

Schéma 11 : Préparation du N,N’-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-N"’-2-

aminoéthylguanidine
NTF
Boc-HN™ “NH-B 0
. oc- -Boc N
N NH-Cbz Cbz-HN
Et3N, CHZClQ N-Boc
80%
16

NH-Boc

1) Pd(OH), 20%

H
Hy, MeOH
2 HaN ~_N_NH-Boc
2) AcOH ACOH N-Boc

17

D) Amination réductrice et préparation des produits finaux de la série I.

Une fois la préparation des amines complétée, 1’étape suivante consiste en la

réaction d’amination réductrice de 1’aldéhyde 15 avec ces dernieres. Le tableau I décrit

la préparation des dérivés 18a-e.

Tableau I : Préparation des dérivés 18a-e pour la série L.

OAc
AcO O
AcO
Cbz-HNO NH-Cbz

OAc
C
Cbz-HNJ,_NE-CRz

NaBH,CN
gmo;cNH-Cbz MeOH, AcOH OE Q’OACNH'CbZ
R"R'NH
/ R'—N 18a-e
© 15 R
Produit R", (R'=H) Rendement Produit R" R' Rendement
18a  CozHN > 66% e
18d Cbz-N 94%

18b Cbz-HN" """ 73%

NBoc

/U\N/\)H 75% 18e
H

18¢  pocnn

>

Cbaz-HN"> 38%

Le rendement de cette réaction est excellent pour tous les dérivés sauf (pour une

raison inconnue) pour le composé 18e ou le rendement est de 38%. Bien que cette
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réaction fonctionne trés bien, les dérivés 18a-e ne sont pas tres stables. En effet, si ils
sont conservés au réfrigérateur pendant quelques jours ou en solution pendant quelques
heures, on observe alors des migrations d’acétates des alcools vers I’amine formée. Par
conséquent, il n’a pas été possible d’obtenir de spectre RMN BC de ces molécules en
raison de leur instabilité. Par conséquent, il a été¢ impératif d’effectuer 1’étape de
déprotection des groupements acétates et Cbz tout de suite aprés la purification par

chromatographie.

Ainsi les acétates des dérivés 18a-e ont été enlevés en les traitant avec une
quantité catalytique de NaOMe dans le MeOH. Aprés neutralisation, les groupements
Cbz ont été hydrogénolysés pour conduire aux produits finaux 19a-e (tableau II). Il est a
noter que dans le cas du dérivé 18¢c, la déprotection a été différente a cause des
groupements Boc sur la guanidine. Ainsi, aprés avoir enlevé les acétates, nous avons
mis I’intermédiaire en présence de TFA dans H,O pour enlever les groupements Boc,

puis hydrogénolysé pour enlever les groupements Cbz.

Tableau II : Préparation des produits finaux pour la série L

OH

OAc
AcO o) HO 0
AcO 1) NaOMe/MeOH HO NH
Cbz-HN | __NH-Cbz HoNY

2
OM/OACNH-CM 2) Pd/C 10% O NH,

Hp OH
R—N 18a-e H,O/dioxane/AcOH R'—N 19a-e  xn AcOH
\Rn R
Produit de ; " Produit de ; ]
départ Produit R, (R'=H) Rendement départ Produit R, R Rendement
18a 19a HZN/\/.L"L, quant. /}s‘ quant.
18d 19d Q4N

s

” 18e 19e N w  quant

18c 19¢ HZN/U\N/\/HL' quant.”

H

* Déprotection différente :
1) TFA/H,0O (10:1) 1h
2) H,, Pd/C 10%, H,O/dioxane/AcOH
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Pendant que ces travaux étaient en cours, Wong a publié une librairie de 5-O-
alkyl néamines en utilisant la méme stratégie que nous avions adoptée (voir Figure
12).3” Aucune de ses molécules ne s’est avérée étre un meilleur antibiotique que la
néamine. Par contre il a démontré que ses dérivés pouvaient se lier a I’ ARN ribosomal

bactérien suite a des études de liaison avec des fragments d’ARN.

Figure 12 : Librairie de 5-O-alkyl néamines préparée par Wong.

NH; . o N
Hgag% Protection sélective Bno'&é\»
—_ . B
" NH, no Ng

N
TR\ ———— NN,

OH OBn
Néamine

Allylation
Ozonolyse

N
" < BnO o)
" HoN L NH2 Amination réductrice B0 S
2 [ S — D
Ogm/NHz > "

OH

Y Déprotection o

3% et par

De plus, d’autres librairies de néamines ont été publiées par Giorgiadis
Berrisford*®. Cette fois-ci, ces articles ont fait état de 6’-N-acyl néamines et, encore
une fois, aucune de ces molécules ne s’est avérée étre un meilleur antibiotique que la

néamine elle-méme.

E) Activité anti-bactérienne.

Les molécules ainsi préparées ont été testées sur des souches bactériennes (ayant
et n’ayant pas développées des résistances) et malheureusement aucune des molécules
préparées n’a montré d’activité anti-bactérienne. Suite a ce résultat et a la publication
des articles mentionnés ci-dessus, nous avons réorienté nos recherches et nous avons

concentré nos efforts sur la série II, soit la préparation de morpholino paromamines.
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4.2 Préparation de la série II.

A) Analyse rétrosynthétique pour la préparation des composés de la série I1.

Tel que mentionné dans la section 2.3 de ce mémoire, le design de nouveaux
antibiotiques aminoglycosidiques nous a mené a la préparation de dérivés du type
morpholino paromamines (schéma 12). Ce type de dérivé est un analogue plus rigide
des molécules de la série I. De plus, nous croyons qu’en conservant 1’alcool en position
6’’, nous faciliterons I’interaction des cycles I et II avec I’ARN, car la molécule pourra

établir le pont hydrogéne intramoléculaire entre cet alcool et I’amine en position 2’.

Schéma 12 : Série I1.

OH
Cycle Il Hgg&%
NHzo K2

2 NH,

Hoejto (o] OoH
Cycle 1lI j
y N

R
R: Aminoalkyles

Cycle |

Pour la préparation du cycle morpholine (cycle III), nous avons effectué une
double amination réductrice intramoléculaire a partir du dialdéhyde 21 (schéma 13). Ce
dernier pourrait étre obtenu 2 partir du ribose correspondant 20 qui & son tour pourrait
étre préparé a partir du composé 2 par clivage du idose (cycle IV). Ce dernier pourrait

étre obtenu 2 partir de la paromomycine par des protections sélectives.



Schéma 13 : Analyse rétrosynthétique pour la préparation de la série IL
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Avant d’entreprendre la préparation de la série II, il est primordial de vérifier la

faisabilité de cette route et en particulier des deux étapes clés de cette synthese. La
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premigre étape clé est le clivage du idose (cycle IV) de la paromomycine. Pour ce faire,

nous avons utilisé des précédents développés dans nos laboratoires.”’ Massé a démontré

qu’il était possible d’enlever I'idose de la paromomycine par élimination-B du

dialdéhyde 3 préparé a la section 3.1 (schéma 14).
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Schéma 14: Elimination de 1’idose de la paromomycine.
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La deuxiéme étape clé est 'oxydation et la double amination réductrice
intramoléculaire sur le ribose clivé. Cette séquence a été utilisée a de nombreuses
reprise dans la littérature et elle est trés bien connue pour des substrats simples. A notre
connaissance, aucun précédent n’a été rapporté pour I’amination réductrice
intramoléculaire d’un ribose ayant une unité saccharide au carbone anomérique. Par
contre, la littérature fait état de quelques précédents pour cette réaction lorsqu’une base
azotée est liée au carbone anomérique d’un ribose. Entre autres, le groupe de Reitz a
rapporté en 1994 la préparation d’immunostimulants en utilisant cette réaction (Figure
13).*’ De plus, une revue dans ce domaine a été publiée par Gritsenko trois ans plus
tard.** Dans chacun des cas, ils font état de la sensibilité de cette réaction et des faibles
rendements obtenus 2 cause de la réaction compétitive de double amination réductrice

pour former la diamine correspondante.

Figure 13 : Préparation d’immunostimulants par Reitz.
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Au meilleur de nos connaissances, cette réaction n’a été utilisée qu’une seule
fois en utilisant un aminoglycoside comme substrat. En 1996, Tsuchiya a publié un

dérivé morpholine de la dibekacine (Figure 14).4

Figure 14 : Préparation de la morpholino dibekacine par Tsuchiya.

NH-Ts NH-Ts
Ts-HN ¢_NH-Ts NH,OAC Ts-HN & NH-Ts

S~

Hgmo/NH-Ts NaBH3CN ngO/NH-Ts
OH  14% OH
W0 ROy

B) Préparation du dialdéhyde 21.

A partir du sulfate de paromomycine, il est possible d’obtenir le composé 2 suite
3 des protections sélectives (voir schéma 1 a la section 3.1). Par la suite, ce dernier est
traité avec de I’acide périodique pour donner le dialdéhyde correspondant (voir schéma
15). Ensuite, I’élimination- est effectuée par le traitement de ce produit avec Et;N pour
donner le dérivé 20 dans un rendement de 49% pour deux étapes. Pour effectuer le
seconde clivage avec I’acide périodique, il est nécessaire d’ajouter un peu de DMF au
THF pour dissoudre le dérivé 20 et il est ainsi possible d’isoler le dialdéhyde
correspondant avec un rendement quantitatif. Le dialdéhyde 20 est en équilibre avec sa
forme hémihydrate ce qui rend I’analyse spectrale par RMN impossible. 1l semble que
cet équilibre soit déplacé vers la forme hémihydrate, car le pic aldéhyde est tres faible
en RMN 'H. Par contre, il a été possible de prendre un spectre de masse de cette
molécule, ce qui nous a permis d’avoir un bon degré de confiance tant qu’a la structure.
Contrairement aux autres aldéhydes préparés jusqu’a maintenant, le dérivé 21 est stable

et peut étre conservé dans le réfrigérateur pendant plusieurs mois.
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Schéma 15 : Préparation du dérivé 21.
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C) Préparation du 2-amino-1-éthyl B-D-glucopyranoside 32.

Une fois le dialdéhyde 21 obtenu, nous avons entrepris la préparation de
différentes chaines qui pourront éventuellement étre incorporées a ce dernier suite a une
double amination réductrice intramoléculaire. Guidé par nos études de modélisation,
nous avons décidé d’utiliser les mémes amines que celles préparées a la section 4.1.C.
De plus, nous avons décidé d’entreprendre la préparation d’un 2-amino-1-éthyl-B-D-
glucopyranoside et éventuellement d’incorporer cette chaine au dialdéhyde 21. La
molécule ainsi formée sera un analogue de la paromomycine. En partant du pentaacétate
de B-D-glucopyranose 22, il est possible de faire le bromure correspondant 23 (schéma
16).** Ensuite, nous avons utilisé différentes conditions pour effectuer la glycosylation,
mais sans succés. En utilisant une méthode développée dans nos laboratoires faisant
intervenir AgOTf comme activateur, I’orthoester correspondant 25 est obtenu. En

utilisant une méthode faisant intervenir du bromure de tétrabutylammonium développée
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par Lemieux®, nous avons également obtenu I’orthoester correspondant 26 et aucune
trace du produit 24. 11 est & noter qu’en formant un orthoester, un nouveau centre chiral
est créé sur la molécule. Nous croyons former le diastéréoisomeére opposé sur la
fonction orthoester en utilisant la méthode de Lemieux. Bien que nous n’ayons pas
déterminé quel est le diastéréoisomere obtenu dans chacun des cas, la différence entre la
RMN ainsi que les temps de rétention sur CCM entre les deux molécules nous

permettent d’en croire ainsi.

Schéma 16 : Tentatives de glycosylation en utilisant le bromure 23.

OAc HBr Ac.O OAc OAc
r Ac o
Aﬁooﬂom - Afx(gc)&% sondin? Aﬁgoﬁ&/ O NH-Boc
c OAC CHQCIQ AcO Br HO/\/NH-BOC AcO
78%
22 ° 23 24
Conditions Résultats
OAc
0
AgOTf, TMU A‘}@J&g\
CH,Cl,, M.S. 00
Boc-HN\/\OK
40%
25
OAc
T
Bu,NBr, iProNEt, ¢ oY
CH,Cl, N
3 jours )<o/\/NH Boc
60% 26

Puisque I’utilisation du bromure 23 nous conduit uniquement a des orthoesters,
nous avons décidé d’utiliser la méthode du trichloroacétimidate de Schmidt.** En
partant du pentaacétate de [B-D-glucopyranose 22, il est possible de préparer le
trichloroacétimidate 27 avec un rendement de 50% pour deux étapes (schéma 17). Par la
suite, nous avons tenté plusieurs conditions pour effectuer la glycosylation, mais encore

une fois sans succés. A chaque fois, uniquement un mélange complexe est obtenu.
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Schéma 17 : Tentatives de glycosylation en utilisant la méthode de Schmidt.
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Finalement, nous avons utilisé une méthodologie développée dans nos
laboratoires faisant intervenir comme groupement partant le 3-méthoxypyridone
(MOP). Toujours 2 partir du pentaacétate de B-D-glucopyranose 22 (schéma 18), il est
possible de préparer le composé 28 en utilisant une procédure développée dans nos
laboratoires.*’ Ensuite, les alcools ont été protégés par des groupements benzoyles pour
donner le dérivé 29 dans un rendement de 77%. Ce dernier a été traité avec HBF,-OEt,
ainsi que du 2-benzyloxycarbonylaminoéthanol pour donner le composé 30. Il est a
noter que uniquement 1’anomeére B est obtenu. Finalement, les groupements benzoyles
du composé 30 ont été enlevés par traitement avec une quantité catalytique de NaOMe
dans MeOH pour donner le composé 31, dont d’hydrogénolyse du groupement Cbz a
permis pour donner le produit 32 avec un trés bon rendement. Ce composé sera utilisé a

la section 4.2.E dans un couplage avec le dialdéhyde 21.



Schéma 18 : Préparation du 2-amino-1-éthyl B-D-glucopyranoside 32.
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D) Préparation du composé 35.
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Tor*® a démontré en 1997 et Wong‘“Sb en 2000 que certains dimeres

aminoglycosidiques démontraient une plus grande affinit¢ pour I'ARN que

1’aminoglycoside seul. Inspiré par ces travaux, nous avons décidé de faire la préparation

du composé 35 qui, une fois couplé avec le dialdéhyde 21, pourra conduire a la

formation d’un pseudo dimere de la paromamine (schéma 19).
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Schéma 19 : Représentation du pseudo dimere de la paromamine.

P20 OH
HO NH-Cb HO 2
Cbz-HN (,_ NH-Cbz HO

o _NH-Cbz NHzg,__NHz
HO O\I OH HO MNHZ
Cl Lo CHO 1) Couplage I/O\{ OH
e s T o

OH * 2) Déprotections {J OH
HO O OwNH
Hg‘é//‘ﬁ NH-Cb Y ‘
Cbz-HN ~Lbz

o HO NH2 NHz
o NH-Chz HO\??
/_J OH OH  pseudo dimere de
HoN la paromamine

35
Le schéma 20 résume les manipulations nécessaires pour obtenir le composé 3S.

Le groupement allyle du dérivé 14 (voir section 4.1.B) a été ozonolysé puis réduit avec
NaBH,4 pour donner le composé 33 dans un rendement de 60%. Ensuite, 1’alcool
primaire a été mésylé puis substitué par un azidure pour donner le dérivé 34 dans un
excellent rendement. Par la suite, les groupements acétyles ont été enlevés en traitant ce
dernier avec une quantité catalytique de NaOMe dans MeOH et I’azidure a été réduit en

utilisant PPh; pour obtenir le composé 35.

Schéma 20 : Préparation du composé 35.

OAc OAc
AcO/gg‘ 1) O3, CHyCly, -78°C Ag\o(&%
AcQ NH-Cbz ¢ NH-Cbz

Cbz-HN 0o 2) NaBH, Cbz-HN 0
o NH-Cbz o 0 NH-Cbz
OAc 60% OAc
/ HO

14

33

1) MsCl, Collidine, CH,Cl,
2) NaNg, DMF, A

quantitatif
OH OAc
0 0
Hgoﬁ 1) cat. NaOMe, MeOH A‘,igo./é’ﬁ
CbZ’HN O NH"CbZ CbZ"HN O NH"CbZ
o NH-Cbz  2) PPhg, Hy0, A, o NH-Cbz
— OH ensuite ACOH p Ohc
HoN AcOH -
2 quantitatif N3

35 34
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E) Double amination réductrice intramoléculaire et préparation des produits

finaux.

Une fois la préparation des amines complétée, 1’étape suivante consiste a
effectuer la deuxiéme réaction clé de cette synthése, soit la double amination réductrice
intramoléculaire. Contrairement a une amination réductrice « conventionnelle », celle-ci
nécessite une attention toute particuliére, car plusieurs réactions secondaires peuvent
survenir. Tout d’abord, il est primordial de ne pas utiliser des conditions trop acides car
cela pourrait conduire au clivage du cycle III de la molécule. En effet, aprés clivage du
diol du ribose, la fonction acétale entre les cycles I et III devient treés sensible. De plus,
il est important d’ajuster les conditions de maniére a limiter la réaction compétitive de
double amination réductrice qui conduit 2 la diamine correspondante. Apres plusieurs
essais infructueux, il a été possible de développer des conditions optimales. Il faut
maintenir le pH 2 environ 6 et additionner lentement I’amine sur le dialdéhyde sur une
période d’une heure. De plus, il est nécessaire de travailler en milieu assez dilué pour
favoriser la réaction intramoléculaire lors de la deuxieme amination réductrice. Le

tableau III résume les réactions effectuées pour I’obtention des dérivés 36a-h.

En plus d’effectuer la réaction de double amination réductrice intramoléculaire
avec les amines préparées dans les sections précédentes, nous avons également décidé
de préparer quelques dérivés aromatiques. Puisque les antibiotiques aminoglycosides
sont trés chargés, ils parviennent difficilement & traverser la membrane cellulaire des
bactéries. Nous croyons que des groupements hydrophobes pourraient en faire des
meilleurs antibiotiques. De plus, la préparation de dérivés ayant un substituant

aromatique a été rapportée a quelque reprises.*’
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Tableau III : Préparation des dérivés 36a-h pour la série IL

Ph—T0 Ph—TO
T oxa
HslOg  Chbz-HNY _NEHCbe Coz-HN)_NE-Cbz

NaBH3CN
20 THEDMF HO— o 0~ N™C? MeOH/DMF Ho %mm
AcOH (pH 6) O
CHO CHO R'-NH, .
]
21 36a-h
Produit R' Rendement Produit R' Rendement

36a /@4’ 26% oH
HqC 36f Hoﬁ/o 42%
HO on ~
20%
o
NH-Cbz 37%
Cbz-HN
36¢ 25% 369 O X" NH-Cbz
OH
w/

36d Cbz-HN/\/Hi1 30%
N-Boc

" seh I~ e
36e  Cbz-HN " 1% H

L’étape finale est la déprotection des dérivés 36a-h pour conduire aux produits
finaux (tableau IV). Pour ce faire, ceux-ci ont été chauffés dans AcOH (80% dans H,0)
pendant quelques heures pour enlever le groupement benzylidéne puis les groupements
Cbz ont été enlevés par hydrogénolyse en présence de Pd(OH), pour conduire aux
produits finaux 37a-h. Il est a noter qu’encore une fois le dérivé guanidino 36h
nécessite une déprotection différente a cause des groupements Boc. Dans ce cas, il suffit
de solubiliser le dérivé 36h dans un mélange de TFA/H,O pour enlever en méme temps
les groupements Boc et le groupement benzylidéne puis d’enlever les groupements Cbz

par hydrogénolyse pour conduire au produit final 37h.
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Tableau IV : Préparation des produits finaux pour la série IL.

HO NH
. NH-Cbz 1) AcOH (80% dans H,0) H2N 2
Cbz-HN 2 (0]
0] 0 NH
Ho_to 0O on NH-Cbz 60°C, 2h HO o O/moﬁ 2
2) Pd(OH)Z' H, j
Nj ACOH 80% N~ X AcOH
L R
36a-h 37a-h
P&Zi‘;:tde Produit R Rendement PB?;;;de Produit R Rendement
36a 37a H quant. OH
36f 37 Hg&o\/\}f quant,
OH

36b  37b quant.
OH
HO 0]
HO

36 HoN
36c  37c ©/W quant 9 39 ’ O%NHE
’b""s,/

36d  37d HNTn quant NH

36h  37h HZNJ\N/\)" quant.”
36e 37e HgN/\/\_,r" quant.

* Déprotection différente :
1) TFA/H,0 (10:1) 2h
2) Hy, Pd(OH),, AcOH (80%dans H,0)

F) Activité anti-bactérienne.

A notre grande surprise, aucun des produits finaux de la série Il n’a montré le
moindre signe d’activité anti-bactérienne. Tout comme dans le cas de la série I, il est
étonnant qu’aucune de ces molécules ne montre d’activité biologique, car des dérivés

. , e, . L. . 37,46b . <
similaires ont démontré une activité anti-bact€rienne intéressante. Suite & ces

résultats, nous avons réorienté nos travaux vers la tobramycine.



Chapitre 5
Synthése d’analogues de la tobramycine
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5.1 Analyse rétrosynthétique.

Suite 2 I’inactivité anti-bactérienne rencontrée lors de la préparation d’analogues
de la paromamine, nous avons décidé d’entreprendre la préparation d’analogues de la
tobramycine. Puisque cet antibiotique aminoglycosidique est présentement utilisé dans
le traitement d’infections, nous croyons qu’il sera possible d’améliorer son activité en
faisant des petites modifications tout en conservant son squelette. Suite a I’expérience
acquise dans la préparation des séries I et II, nous avons décidé d’incorporer une chaine
aminoalkyle sur 1’alcool en position 5 de la 2-désoxystreptamine de la tobramycine pour

préparer les composés de la série III (schéma 21).

Schéma 21 : Série 111.

NH,
Cycle |l Nz NH,

NH Cycle |

2

? e}
//l o OH

R—N HO OH Cycle il
\Rn NH»

R,R'": Alkylamines

Il est connu que la tobramycine se lie au site A de I’ARN ribosomal bactérien
moins fortement que la paromomycine.48 Cela est quelque peu contradictoire avec le fait
que la tobramycine est un meilleur antibiotique que la paromomycine (et méme la
néomycine). Il est possible que la tobramycine se lie moins fortement, mais plus
sélectivement que les autres antibiotiques aminoglycosidiques ou encore qu’elle pénetre
plus facilement la membrane cellulaire des bactéries. Ainsi, cela laisse beaucoup de
place pour I’amélioration de la liaison avec le site A de I’ARN ribosomal bactérien et
par conséquent, une augmentation de son activité anti-bactérienne. Pour le design de
nouveaux dérivés de la tobramycine, nous avons considéré que les cycles I et II de cette

derniere sont li€s & I’ARN comme la paromomycine.
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Le schéma 22 indique la route rétrosynthétique utilisée pour préparer la série IIL
Nous avons, encore une fois, décidé d’utiliser la réaction d’amination réductrice a partir
de 1’aldéhyde 40 pour incorporer de la diversité a la derniére étape. Ce dernier pourra
étre obtenu 4 partir du composé 38 suite a des modifications chimiques. Finalement, le
composé 38 proviendra du chlorohydrate de tobramycine suite a des protections

sélectives.

Schéma 22 : Analyse rétrosynthétique pour la préparation de la série III.

NH,

NH-Cbz
o ACO&%
Amination Coz-HN &, NH-Cbz

NHzo L2 réductrice
gmowz o NH-Cbz
o}
OH //’ OAc
ool L Son
‘g HO OAc
R NHy O AT\ Chz
Série Il 40
Manipulations
chimiques
NH, NH-Cbz
HO/&E\ Protections Aco/é%
NHzo_ Nt sélectives Chz-HN J,_ Nt-Cbz
Ha_mo/NHz R s ————— HO NH-Cbz
5 HCI o OH o OAc
HO OH AcO OAc
NH; NH-Cbz
38

Chlorohydrate de tobramycine

5.2 Préparation de ’aldéhyde 40.

Dans un premier temps, nous avons utilisé les précédents développés par
Tsuchiya en 1992 pour effectuer les protections sélectives sur la tobramycine.” Ainsi,
les amines du chlorohydrate de la tobramycine ont été protégées avec des groupements
Cbz pour donner le penta-N-Cbz-tobramycine. Par la suite, les groupements hydroxyles

de cette molécule ont été protégés avec des acétates en utilisant de I’anhydride acétique
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dans la pyridine laissant 1’alcool en position 5 libre pour donner le composé 38 avec un
rendement de 85% pour deux étapes (schéma 23). Il est a noter que 1’étape d’acétylation
est extrémement sélective, car uniquement le produit 38 est obtenu sans la moindre
trace du produit avec 5 acétates. Méme en utilisant un grand excés d’anhydride acétique
(150 €q.), I’encombrement de cet alcool est si important qu’il n’y a pas d’acétylation.
Cela est a la fois un avantage et un inconvénient. C’est un avantage, car il n’est pas
nécessaire de faire de purification par chromatographie (qui aurait été tres difficile car le
composé 38 n’est pas soluble dans les solvants organiques conventionnels), mais c’est
également un inconvénient car cela peut signifier que 1’étape suivante d’allylation sera
tres difficile. Au meilleur de nos connaissances, aucun précédent n’est rapporté pour
Iallylation de la tobramycine 2 I’alcool a la position 5 de la 2-désoxystreptamine. Tel
qu’appréhendé, cette étape s’est avérée trés difficile. Nous avons essayé d’optimiser
cette allylation en utilisant plusieurs méthodes en milieu basique ou acide, mais les
rendements ont toujours été faibles. Les meilleurs résultats ont été obtenus en traitant le
composé 38 avec du LIHMDS ainsi que de I’iodure d’allyle dans la DMPU pour donner
le dérivé 39 avec un rendement de 25%. La majorité du composé 38 ne réagit pas, et
lorsque davantage de base est utilisée, il y a alors déprotonation et alkylation des
acétates. Nous avons dii nous contenter de ce faible rendement. Encore une fois, il est
important de mentionner qu’il est primordial de sécher le composé 38 par codistillation
avec de la pyridine avant de faire la réaction d’allylation. Avant d’aller plus loin dans la
synthése, nous avons décidé de prouver la régiochimie du dérivé 39, car il peut survenir
des migrations d’acétates lors de la déprotonation de I’alcool en position 5 de la 2-
désoxysteptamine. Encore une fois, la présence de groupements Cbz empéche I’analyse
directe par COSY du dérivé 39. Nous avons alors tenté d’utiliser la méme stratégie que
nous avions adoptée pour prouver la régiochimie dans le cas de la série I (voir section
4.1.B). Malheureusement, la migration d’acétates des alcools vers les amines protonées
se produit plus rapidement dans le cas de la tobramycine que dans le cas de la
paromamine et conduit rapidement & un mélange de produits impossible a analyser par
COSY. Aprés quelques tentatives infructueuses, nous avons prouvé la régiochimie en
effectuant une analyse par COSY du dérivé 39 a 60°C dans le DMSO. A cette

température, I’équilibre entre les conformeres est suffisamment pour qu’on puisse
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analyser directement le dérivé 39. Finalement, le groupement allyle du dérivé 39 a été
ozonolysé, puis réduit avec PPh; pour donner le composé 40 avec un rendement de
63%. L’aldéhyde 40 est relativement stable et peut étre conservé au réfrigérateur

pendant quelques semaines sans probléme.

Schéma 23 : Préparation de I’aldéhyde 40.

NH NH-Cbz
HO Q o)
1)Cbz-Cl, HyO/acétone A0
NHa0

NH,
. NH-Cbz
Na,COs, 0°C Cbz-HN o
HO~ e 23 0N\ NH-Cbz
0]

o} HO
OH -~
5 HCI HO&%H 2) Ac,0, pyridine mom
NH, 38 AcO OAc
85% (2 étapes) NH-Cbz
Chlorohydrate de tobramycine
LIHMDS
DMPU
V%
25%

NH-Cbz Ng'Cbz
ACO/&% o NH-Cb
Cbz-HN fe) -Ubz

1) Og, CH,CI -78°C
- NH-Cb 3 2Vl12,
Cbz-HN g Z NH-Cbz

NH-Cb. o
HO o 2)PPh = 059 ohe
C
I oSO 6% poo~ O 0%
NH-Cbz
40 39

5.3 Amination réductrice et préparation des produits finaux.

Toujours guidés par nos études de modélisation et en considérant que la
tobramycine devrait se lier au méme endroit que la paromomycine, nous avons décidé
d’utiliser les mémes amines que celles utilisées pour la série I. Le tableau V résume les
réactions effectuées. Nous avons également utilisé (comme dans le cas de la série II) la
para-méthylbenzylamine qui sera, par la suite, clivée sous hydrogénolyse pour donner la

tobramycine avec seulement une amine supplémentaire.
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Tableau V : Préparation des dérivés 41a-e pour la série IIL.

NH-Cbz
AcO/&%
Cbz-HN _ NH-Cbz

SmO/NH-Cbz

NH-Cbz
Aco/é%
Cbz-HN ¢ NH-Cbz

O NH-Cbz

NaBH,CN 5
7 o OaAc MeOH, AcOH ,) o OAc
¢ AcO C R"R'NH R"—N OAc
NH-Cbz ‘w A© NH-Cbz
40 41a-e
Produit R", (R'=H) Rendement Produit R", R' Rendement
4la  CbzHN> 54%
41b Cbz-HN" """ 61%
4e N 34%

NBoc

4c BocHNJLH/\/H

41d Q/\"r 92%
HsC

90%

Encore une fois, les dérivés 41a-d sont susceptibles a la migration d’acétates des
alcools vers I’amine formée et il a été décidé d’effectuer les étapes de déprotection tout
de suite aprés avoir fait la purification de ces derniers par chromatographie. Ainsi, les
dérivés 41a-e ont été traités avec une quantité catalytique de NaOMe dans le MeOH
pour enlever les acétates puis ’hydrogénolyse des groupements Cbz catalysée par
Pd(OH), pour obtenir les produits finaux 42a-e (tableau VI). Dans le cas du dérivé 41c,
il a été nécessaire d’utiliser des conditions différentes pour enlever les groupements Boc
sur la guanidine. Ainsi, aprés avoir enlevé les groupements acétyles, le résidu a été agité
dans le TFA pendant une heure et demie pour enlever les groupements Boc, puis les
groupements Cbz ont été hydogénolysés en suivant les mémes conditions que

précédemment pour donner le produit final 42¢.
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Tableau VI : Préparation des produits finaux pour la série IIL

NH-Cbz NH,
Aco/&% HO/é%
Cbz-HN __NH-Cbz NHap—NH2

1) NaOMe/MeOH
o S NH-Cbz

H WOAC 2) Pd(OH); 20% H WOH
(0] H (6]
R-N, AcO OAc 2 R-N_ HO OH
R NH-Cbz AcOH 80% R NH;

42a-e xn AcOH

41a-e

Produit de . . Produit de . '
départ Produit R, (R'=H) Rendement départ Produit R, R Rendement

41a 42a HZN/\)‘L, quant.

41b 42b HQN/M quant.
41e 42¢  pNTm quant

NH
41c 42c .
HZNJ\N/\% quant.
H
41d 42d H quant.

* Déprotection différente : 1) NaOMe/MeOH, 2) TFA, 3) Pd(OH), 20% TFA/H,0 (10:1)

5.4 Activité anti-bactérienne.

Encore une fois, les produits préparés ont été envoyés chez Pathogenesis
Corporation et ils ont été testés contre des souches bactériennes ayant et n’ayant pas
développées des résistances aux aminoglycosides. Contrairement aux autres composés
préparés précédemment, quelques composés se sont avérés actifs contre certaines
souches bactériennes. De plus, le dérivé 42¢ s’est avéré plus actif que la tobramycine
contre une souche bactérienne ayant développée des résistances aux aminoglycosides
(test F). Ce résultat est encore plus intéressant en considérant que cette souche
bactérienne a été isolée de patients atteints de la fibrose kystique. Le tableau V résume

les différents résultats biologiques.



Tableau VII : Activité anti-bactérienne en pg/mL obtenue avec les dérivés 42a-e.
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NH,
HO O
NHo_ NH
a:)o—mO,NHz P. E E s. TR L Lo
aeruginosa coli faecalis MRSA aureus aergInOSa aeruginosa aeruglnosa
< oo
NH, A B c D | E F G H
f-NH, 50 |>50| 50 | »50 | 50| »50 | >50 | >50
6 AcOH
N
>50 |>50 >50 >50 50 >50 >50 >50
NH,
7 AcOH
"7“
NH
>50 |>50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
NH,
7 AcOH
)
__/—N
HaN 2 550 | >50| 50 | »50 | 25| »50 | >50 | >50
NH,
8 AcOH
Mg
<—NH
el 50 |[>50| 50 | >50 | 125| 125 | 25 | >50
NH,
7 TFA
Tobramycine 1 1 12 | >500| 1 32 1 >500




Chapitre 6

Conclusion
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6.1 Conclusion

Lors de la réalisation de ce projet, il a été possible de préparer de nouvelles
molécules aminoglycosidiques. Dans un premier temps, nous avons synthétisé des
dérivés de la paromomycine ayant le cycle IV clivé. En ouvrant ce cycle, anticipions
que cela aurait pu augmenter les interactions entre 1’aminoglycoside et la chaine
phosphate de I’ARN ribosomal bactérien. Malheureusement, les tests d’activité anti-

bactérienne ont indiqué que I’activité n’est pas améliorée.

Guidé par des études de modélisation, nous avons préparé deux séries
d’analogues de la paromamine. Dans un premier temps, nous avons synthétisé une série
de 5-O-alkyl paromamines par amination réductrice avec des alkylamines. Ensuite, nous
avons adapté la réaction d’amination réductrice intramoléculaire aux aminoglycosides et
il a été possible de préparer une série de morpholino paromamines. Malgré la
conception effectuée par modélisation, les résultats biologiques ont été décevants. Il
semble que ’utilisation d’un fragment d’ARN déterminé par RMN ne soit pas suffisant
pour le design de nouveaux inhibiteurs. En effet, il y a une grosse différence entre les
modeles utilisés et le ribosome in vivo. Il semble qu’il reste beaucoup a découvrir sur

I’interaction de petites molécules avec I’ ARN.

Finalement, nous avons entrepris la préparation de dérivés de la tobramycine en
utilisant, encore une fois, la réaction d’amination réductrice comme étape clé. Il a €té
possible de faire la préparation d’une série de 5-O-alkyl tobramycines et certaines de
ces molécules se sont avérées actives contre des souches bactériennes isolées de patients
atteints de la fibrose cystique. Suite & ce résultat, il serait intéressant de synthétiser
d’autres analogues de la tobramycine pour vérifier s’il serait possible d’améliorer

davantage ’activité antibactérienne observée.



Chapitre 7

Partie expérimentale
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7.1 Notes générales

A) Instrumentation

Les points de fusion non corrigés ont été déterminés avec un appareil Biichi. Les
pouvoirs rotatoires ont été mesurés a I’aide d’un polarimétre Perkin-Elmer 241. Seule la
longueur d’onde de la lampe de sodium & 589 nm a été utilisée. Les spectres infrarouges
(IR) ont été enregistrés avec un spectrophotometre Perkin-Elmer 781 ou Perkin-Elmer
FTIR Paragon 1000. Les échantillons étaient soit mélangés a du KBr et comprimés en
forme de pastille pour les solides ou déposés sur une pastille de NaCl ou mis dans des
cellules a soustraction de solvant dans le cas des huiles. Seules les bandes intenses et/ou

significatives sont listées.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont €été pris en solution
dans des tubes de Pyrex et furent enregistrés sur un des cinq appareils suivant : Varian
VXR-300, Bruker ADX-300, Bruker ARX-400, Bruker AV-300 ou Bruker AV-400. Les
spectres COSY ont été pris avec un appareil Bruker 600 MHz. Les déplacements
chimiques sont exprimés en parties par million (ppm) selon I’échelle 0 et référés au
solvant utilisé : 7.27 ppm pour le CDCls, 3.30 ppm pour le CD;0D, 4.80 ppm pour le
D,0 ou 2.50 ppm pour le DMSO-ds. Les valeurs des constantes de couplage J sont
exprimées en Hertz (Hz). Le symbolisme employé pour la description des signaux est le

suivant :

s : Singulet t : Triplet
d : Doublet m : Multiplet
dd : Doublet dédoublé
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Les spectres de masse ont été enregistrés avec un spectrometre Kratos MS-50
TCTA ou VG-autospec-C1 par les techniques de bombardement atomique rapide

(FAB). Seuls les fragments moléculaires en haute résolution ont été attribués.

B) Chromatographie

La plupart des produits ont été purifiés par chromatographie de type éclair avec

du gel de silice Kieselgel 60 (Merck no 9385, 200-400 mesh). Les solvants utilisés sont

préalablement distillés.

Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur des
plaques de verre commerciales enduites de gel de silice pour suivre la progression de la

réaction (0.25 mm d’épaisseur, Merck, Kieselgel 60F;s4).

C) Les révélateurs généraux

1. Lumieére ultraviolette (254nm)

Les produits possédant des chromophores absorbants dans I'ultraviolet sont

facilement détectés en chromatographie sur couche mince.

2. Molybdate d’ammonium et sulfate de cérium aqueux

Les plaques de CCM sont immergées dans une solution de molybdate
d’ammonium, (NH4)sM07024.4H,0), (25g) et sulfate de cérium, CeSO4 (10g) dans une
solution d’acide sulfurique concentré-eau (1 :9, 1L) et ensuite chauffées ; la plupart des

composés forment une tache bleue.
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3. Détection des groupements aminés

Les fonctions amines sont révélées par 1’action de la ninhydrine (2g) dans du n-
butanol (600mL) et de I’acide acétique (18mL). Les plaques de CCM sont chauffées et
vaporisées pour donner des taches jaunitres ou rougatres dépendant de I’amine

(primaire, secondaire ou tertiaire).
4. Détection des oléfines.

Les plaques de CCM sont immergées dans une solution au KMnO4 (3g) et
K,CO; (20g) dans I’eau (300mL) puis chauffées.

D) Solvants des réactions

L’acétate d’éthyle, le dichlorométhane et I’hexane sont distillés avant usage.
Pour les réactions qui requierent des conditions anhydres, les réactifs sont séchés selon
les méthodes suivantes ou en utilisant un systéme de « Solvent Delivery System » de

Glasscontour Inc.

Produit Agent desséchant
CH,Cl, CaH,
Et,O Na/benzophénone
THF Na/benzophénone
Toluéne CaH,
Et;N CaH,
MeOH CaH,

Tous les autres solvants ont été achetés anhydres, de qualité spectroscopique et

utilisés comme tels.
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E) Codistillation avec pyridine

Les aminolgycosides sont connus pour s’hydrater facilement lorsqu’ils sont
traités en milieu aqueux. Puisque certaines réactions sont sensibles a toute trace
d’humidité, il est impératif de les sécher adéquatement. La méthode de séchage la plus
efficace est la codistillation avec de la pyridine. Une millimole du composé hydraté est
dissoute dans 30 mL de pyridine anhydre et le solvant est partiellement évaporé (jusqu’a
ce qu’il ne reste plus que quelques mL) sous pression réduite en chauffant a environ 60-
70°C. La pyridine résiduelle est ensuite codistillée avec du toluéne anhydre et le solide
obtenu est séché sous vide a 70°C pendant au moins 12h. Finalement, le solide sec est

conservé dans un dessiccateur jusqu’a utilisation.

F) Généralités

La nomenclature des composés fut déterminée a 1’aide du programme
Autonom® et selon : Favre, H. Les fondements de la nomenclature pour la chimie

organique; 1’Ordre des chimistes du Québec; Montréal, 1996.

Les spectres RMN originaux, les spectres de masse et les spectres IR sont
disponibles auprés du Professeur Stephen Hanessian au Département de chimie de

I’Université de Montréal.

Tl n’a pas été possible d’obtenir de spectre de masse pour toutes les molécules
finales car ’ionisation de sel est difficile. Par contre, un spectre de masse a €té obtenu
pour tous les intermédiaires menant 2 la préparation de celles-ci. De plus, aucun spectre
de masse 2 haute résolution n’a été pris pour les molécules ayant une masse moléculaire
supérieure 2 1000 a cause du trop grand nombre de possibilités de formules

moléculaires menant a la méme masse.
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7.2 Syntheése de dérivés aminoglycosidiques

OH
HO
Cbz-HN ¢, NH-Cbz

NH-Cbz
Hojgojo OH
Cbz-HN O OH 1
HO\}QZNH-CbZ

Penta-N-benzyloxycarbonylparomomycine (1) (52%); Cette molécule a ét€ préparée
en suivant la procédure décrite dans la littérature.®’ Toutes les données spectroscopiques

sont en accord avec celles rapportées.

Ph/%O,%
HO
Cbz-HN ¢, _NH-Cbz

NH-Cbz
HO— o @ OH

OH

Cbz-HN 0
HO&QﬁNH—Cbz 2

OH

4’,6’-0-Benzylidéne-penta-N-benzyloxycarbonylparomomycine (2). (81%); Cette
molécule a été préparée en suivant la procédure décrite dans la littérature.’' Toutes les

données spectroscopiques sont en accord avec celles rapportées.

P O\ 0
0
gl ST e
Cbz-HN o) 3
Cor-H §y_N-Coz e

NH-Cbz HO— o 9 OH
OH .

HO— o @

O OH
OH

Cbz-HN
Cbz-HN 0 }
}vi vo—/ OZ NH-Cbz

HO L O7 NHcbz 2
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4-0-(4,6-0-Benzylidéne-2-benzyloxycarbonylamino-2-désoxy-o-D-glucopyranosyl)-
5-0-[3-0-[(1R,2S)-1-[(1S)-2-benzyloxycarbonylamino-1-hydroxyméthyléthoxy]-2-
benzyloxycarbonylaminopropan-3-ol]-B-D-ribofuranosyl]-1,3-di-N-
benzyloxycarbonyl-2-désoxystreptamine (4). Le diol 2 (145 mg, 0.105 mmol) a été
solubilisé dans THF (4 mL) et de ’acide périodique (40 mg, 0.16 mmol) a €t€ ajouté
suivi de tamis moléculaire. Le mélange a été laissé sous agitation a 5°C pendant 24h et
la solution blanchétre a été transvidée dans NaHCOs (sat.). Cette phase aqueuse a €té
extraite avec AcOEt (4X), les fractions organiques combinées ont été lavées avec HyO,
NaCl (sat.), et puis séchées sur Na,SOy, le solvant a été€ évaporé€ et le résidu obtenu a été
purifié par chromatographie éclair (AcOEt/Hexanes 85 :15) pour donner un solide
blanc. Le dialdéhyde (126 mg, 0.0910 mmol) ainsi obtenu a été solubilisé dans MeOH
(10 mL), refroidi a 0°C, puis NaBH,4 (28 mg, 0.73 mmol) a été ajouté. Apres avoir laissé
réagir pendant 30 min., le mélange a été réchauffé a TP, quelques gouttes de AcOH ont
été additionnées et les solvants ont été évaporés. Le résidu a été dissout dans AcOEt.
Cette phase organique a été lavée avec H,O et avec NaCl (sat.) et a été séchée sur
Na,SO4 avant d’étre concentrée sous pression réduite. Le résidu obtenu a ét€ purifié par
chromatographie éclair (AcOEt/Hexanes 95:5) pour donner le solide blanc 4 (110 mg,
75% 2 étapes); '"H RMN (300 MHz, CD;0D) & 7.60-7.10 (m, 30H), 5.60-4.80 (m, 28H),
4.40-3.00 (m, 30H), 1.95 (m, 1H), 1.40 (m, 1H); C RM