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“When you have no idea where to begin in a drug

discovery program, Nature is a good starting point”
Lynn H. Caporale, Chem. Eng. News 13 October 2003, 89

Nature : source de biodiversite et ¢ bibliotheque ” de molécules originales



Substances naturelles bioactives

<> La Nature est une source réguliére de nouveaux médicaments
<> > 50% des médicaments ont une connexion avec la Nature (75% pour les anti-cancéreux)

Micro-organismes Plantes Organismes marins
(bactéries, champignons...) 300 000 especes ? (éponges, algues, coraux...)
Million d” espéces ? = 10% étudiées 500 000 espéces ?

<10% des bactéries étudiées tres peu étudiées

<5% des champignons étudiés

Diversité structurale € 3 Médicaments
H

COOH
Newman, D. J. Cragg, G. M. J. Nat Prod. 2012, 75, 311, ibid 2016




Substances naturelles bioactives

<> Les molécules isolées des produits naturels qui présentant une activité biologique sont
des métabolites secondaires

<> # métabolites primaires, ils ne sont pas impliqués dans les processus de croissance des
organismes vivants mais jouent un réle écologique primordial.

<> Chez les végétaux, ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur
I’adaptation des plantes a leur environnement. lls participent a la tolérance a des stress
variés (attaques de pathogenes, prédations d’insectes, sécheresse, lumiere UV...).

Herbivorie par les larves de lépidoptéres

Aggression

>

<
Composés volatils

les plantes médicinales




Pourquoi les métabolites I12"s sont-ils souvent bioactifs ?

<> Ces métabolites ont des structures chimiques originales et complexes

<> Cela résulte d’une optimisation des interactions avec leur cible qui a permis la survie des
especes au cours des millénaires

<> Les produits naturels sont « prévalidés » par la Nature et peuvent étre considérés comme
des structures privilégiées (capables d’interagir avec d’autres cibles biologiques que leur cible

primitive)
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Syntheése V' CoMe
par # protéines : Vinblastine

Intéragit avec la tubulme humalne
e LI cytotoxique puissant --> anti-cancéreux
/ drinteractlon sim! Y que p
. es
At 2 . omain
Role écologique pour la plante d/
(intéraction avec une protéine)

J. Rosen et al. J. Med. Chem. 2009, 52, 1953; H. Lachance et al. J. Med. Chem., 2012, 55, 5989
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Pourquoi les métabolites I12"s sont-ils souvent bioactifs ?

Produits de synthése Produits naturels Médicaments sur le marché

b 1 ¢ 104

Espace chimique représentant les 1090
molécules pouvant avoir une activité
biologique

La grande diversité structurale des produits naturels fait
gu’ils occupent une partie plus importante et différente
de l'espace chimique que les chiomiotheques
synthétiqgues et que ce sont potentiellement de bons
candidats pour des cibles biologiques nouvelles et/ou
difficiles a cibler

Dobson, CM, Nature, 2004, 432, 824, Revue : J. -L. Reymond, Acc. Chem. Res. 2015, 48, 722
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Equipe Métabolites de Vegetaux

isolement, synthese et bioactivité

VALORISATION DES METABOLITES SECONDAIRES DANS UN BUT THERAPEUTIQUE

Prospection Synthese Evaluations
& Collect biologiques

i

Phytochimie

Méthodes

Extractotheque )
analytiques




Des récoltes au produit actif Extractothéque

Collecte Dessins et herbiers Séchage et broyage Extraction EtOAc
et controle botanique
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L’apoptose et les protéines de la famille Bcl-2

Cellules
saines

4
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Arrét de division
Apoptose

Homéostasie

» o Dommage a 'ADN
o Mutations génétiques

Prolifération
non-controélée

~ 50% des cancers

http://rise.duke.edu/seek/pages/page.html?0205

Walensky, L.D. Cell Death Differ. 2006, 13, 1339

Protéines de la
famille Bcl-2

Protéines Protéines
' anti-apoptotiques pro-apoptotiques

1

| Bcl-2, Bel-xL,
| Mcl-1 ... etc.

: 4 )

Multi- BH3-only :
| domaines : Bim, Bid,
Bax, Bak, et Bad, ... etc.
: \ Bok
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L’apoptose et les protéines de la famille Bcl-2

Cellule
. saine .

BH3-only
active

cytochrome ¢
.

hétérodimere

cellulaire

© 2011 Quiagen Inc.



L’apoptose et les protéines de la famille Bcl-2

Cancer

inactive — ~ g
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BCLXL 4

hétérodimere

13
© 2011 Quiagen Inc.



Le potentiel thérapeutique de I'inhibition
des protéines de la famille BCL-2

Petites molécules
BH3-mimétiques

Perturbation des PPIs

Libération des
protéines pro-
apoptotiques

Inhibiteurs Inhibiteurs

sélectifs multiples
al,
P
Mcl-1 ¢
ABT-199 (Venetoclax©) Oggzz\c/fgl'izz:i?/célsx c{; 3
Bcl-2-selectif
—>autorisation de la FDA —
salt bridge
en études
» Résistance cellulaire cliniques

» Poly-chimiothérapie

Roy, M. J. et al. Brit. J. Pharmacol., 2014, 171, 1973
Lessene, G. et al. Nat. Rev. Drug Discov., 2008, 7, 989

Mullard, A. Nat. Rev. Drug Discov. 2016, 15, 147



Isolement de molécules actives de I'extractotheque

C. Gény
Tests biologiques sur trois protéines anti-apoptotiques : Bcl-xL ; Mcl-1 ; Bcl, A. Abou Samra

COOH

O AcO

MeO Y O
= O/wOAC
OH
Zygogynum baillonii Combretum sundaicum Lantana camara
Tetrahedron 2008, 64, 2192-2197 J. Nat. Prod. 2009, 72, 1314-1320 J. Nat. Prod. 2009, 72, 1314-1320
H H P
o :
; - =
( ). © : COOH
O \: 'a/
WS A H
(0]
o NHEt 7
NHEt HOOC = COOH
Endiandra kingiana Xylopia caudata Meiogyne cylindrocarpa
Org. Lett. 2010, 12, 3638-3641 J. Nat. Prod. 2010, 73, 1121-1125 J. Nat. Prod. 2009, 72, 480-483

Phytochemistry 2011, 72, 1443-1452

mmm) Grande diversité structurale



La meiogynine A

Marc Litaudon, Khalijah Awang (Université Malaya, Malaisie) et Laboratoires Servier
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Bcl-xL/Bak Ki=8,3+0,2 uM
Mcl-1/Bid Ki=7,1+0,6 uM

Meiogyne cylindrocarpa COOH

» dimere de sesquiterpenes
* cis-décaline, chaine isoprenique, cyclohexyle trans

* configuration relative : 1R*, 55%, 75*, 105*, 1"R*

Pb d’approvisionement / configuration absolue ?

Litaudon, M. et al. J. Nat. Prod. 2009, 72, 480-483



La meiogynine A : retrosynthese

Hypothese biomimétique

%
&2 HOOC
_ CooH Dlels-AIder
\E/ {\& Monomeére B
COOH

cgt//

endo

I
I

COOH

Monomeére A

Difficultés synthétiques potentielles

* controle de la stéréochimie des doubles liaisons du monomere A

* synthese sélective de quatre monomeres B chiraux

* régiochimie de la cycloaddition de Diels-Alder finale



Synthese des monomeres

Monomere A

4
\

W

configuration E/E : (

p hahe) S
selectiviie de 95% Homologation de Seyfert-Gilbert

Carboalumination
Couplage de Suzuki

6 étapes, 24% de rendement

Substituants en trans ~

Monomeres chiraux B

= (R)
OAM ©
tapes, 66% rendement

4 étapes, 64% rendement Annélation de Robinson et carbonylation

J

H H
(™ g
HOOC™ HoOC HoOC
(1'S, 43) (1S, 4R) (1'R, 4R) (1'R, 4S)

Dalia Fomekong Fotsop, J. Org. Chem. 2010, 75, 7412



Fin de la synthese totale de la Meiogynine A

Cycloaddition de Diels-Alder :

HO B.OH

Br
@’ (0,3 eq), DCM, 50 °C, 12h

4 composés

Rdts de 60 a 74%
endo/exo : 91/9

Hall et al., Angew. Int Ed., 2008, 2876 COOH

COOH

Dalia Fomekong Fotsop, J. Org. Chem. 2010, 75, 7412



Configuration et activité biologique

H
¥z
OOH
Meiogynine A Isomeére
le plus actif
COOH COOH COOH COOH
Bcl-xL/Bak
Ki > 100 pM Ki =12,0+1,2 uyM Ki =1,4+£0,7 uM Ki > 100 pM
Mcl-1/Bid
Ki > 100 uM Ki =7.1+0.6 uM Ki =4.2+0.9 uM Ki > 100 uM

Fomekong Fotsop, D. et al. J. Org. Chem. 2010, 75, 7412



Etudes RMN d’interaction protéines-ligand

N. Birlirakis, G. Riviere, S. Nogaret, O. Serve, E. Guittet (ICSN)

90,0 1

100,04

<> Forte interaction du ligand avec les deux cibles
Bcl-xL et Mcl-1

15N (ppm)

110,01

<> Changement conformationnel des protéines
120,01

<> Stoechiométrie 1:1, fixation du ligand dans le
sillon hydrophobe des cibles >

130,04~

8,0 70 6,0
1H (ppm)
Spectre HSQC *°N de la protéine Bcl-xL 1>N-3C-marquée seule
(noir), en présence de la meiogynine A avec un ratio 1:1

(rouge) ou 2:1 (bleu) (ratio protéine : meiogynine A)

10,0 9,0

G. Riviére, N. Birlirakis, E. Guittet



1¢res études de modélisation moléculaire dans Bcl-xL

B. lorga, C. Colas (ICSN)

Argl32

! COOH
P4

meiogynine A 1
Ki=12 £0.2 uM

COOH

‘M

-

ode d’interaction des analogues de la
meiogynine A avec la protéine Bcl-xL :

* Hydrophobe
* lonique (Argl132 et Arg139)

N

/

Colas, C. et al. Chemistry for Life Sciences, T. Kiss, A. Perczel, Eds., Medimond, 2011, 41-46

COOH

(4R, 1"R)-8
Ki=1.4+0.3uM



1¢res études de modélisation moléculaire dans Bcl-xL

Proposition de structures potentiellement plus affines pour la protéine

d H/!\/\)\
OO
I COOH \

Modification et allongement

Fonctionnalisation

@<\

COOH

B. lorga, C. Colas



Analogues de 1¢¢ génération

OH
Ph OH :
s () (P
o) H OTMS
CO,Et
rd. =98:2, 91%
o)
2) LiOH, i-PrOH, t.a., 24 h,
r.d.=9:1,100%
(R)-Citronellal
H §
1) Diels-Alder (15 j)
_n 2) Oxydation
HOOC |
NF
i d.e. =82% z |
| X
NS
COOH
“OH

» mais ... rendement de la Diels-Alder moyen (45%) et durée longue (15 jours a 1 mois)

Dardenne, J. et al. Eur. J. Org. Chem., 2013, 2116



Analogue de 1¢¢ génération

ROUSSY

CANCER CAMPUS I
GRAND PARIS

H HE GUSTAVE/ Anais Pujals, Joélle Wiels

<> Cytotoxique sur lignées de lymphomes sur-exprimant
Bcl-xL et/ ou Mcl-1

100,00
ICs, = 4,6 UM % 0,7 Bcl-xL/Bak 200 w
ICs,=9,1 uM £ 0,7 Mcl-1/Bid s000
COOH o ,
% 60,00
% 50,00 {
? 40,00 -
30,00 g
Arg 132 et 139 T
10,00
0,00 ; ' '
0 1M 5 M 20
O-BL2 ~&—BL2B95 ~—Rembl #—BL28
< Induit 'apoptose
Bogdan lorga . o o

Claire Colas compound3(h): 0 7 24 0 7 24 0 7 24

Cleaved PARP __

Desrat, S. et al. Bioorg. Med. Chem. Let. 2014,



Analogues de 2™ génération

Camille Remeur, Sandy Desrat

Cl
H | \—R
\(j:)““\/ ) S 1 RN O
| N
: Q —> HOOC ©

R, COOR, CI\FA
7z
z Ry,— | Utilisation comme :
R, | X
N, ¢ - groupement protecteur
COOH - outils de fonctionnalisation
COORy4

A N N XN
— < = < Cl s = =
COOH COOH COOH

OH



Fin de la synthese des analogues de 2¢™¢ génération

o]
HO _ OH
B H
@ > : COOH
~Z HOOC DCE, 50 °C, 48 H Cl~
0
HEEEE S osin
R Endo > 95% . Mcl-1 / Bid 0.49 uM
5 étapes, 46% f Réactivité : 1 mois a 2 jours Activité N
7 « o, 7 . |:| H
Sélectivité endo/exo 8:2 a >95% 5 Z
\; COH Meiogynine A
Q 52+1.2uM
CO,H

Desrat, S., Remeur, C., et al. Chem. Commun. 2014, 50, 8593
Desrat, S., Remeur, C et al., Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 5520



Allongement de la chaine latérale

Z \I/CI
NS 1
X | N
X2 "R
» Cl
Buchwald-Hartwig

pi YU Cs2COs Pdz(dba)s

t-BuOH anhydre, 115 °C
Pri (2 ipf (BW2

H
46% 20% Me
0 Me Me
o) H
AN H
oS oSS =
N OMe o’ Yo o
75% 89% 74% 48%

Desrat, S., Remeur, C., et al. Chem. Commun. 2014, 50, 8593
Desrat, S., Remeur, C et al. Org. Biomol. Chem. 2015, 13, 5520



Activité sur les protéines cibles

Mcl-1 / Bid

H H
z =
z COzH
\/
H Meiogynine A
COH 5.2+1.2 uM
H
O
o 0.46 pM
Activite x50

0.10 uM 0.25 uM

Desrat, S., Remeur et al. Chem. Commun. 2014, 50, 8593

)| T

Inhibiteur de Mcl-1

PORACE ¢
-

1.02 uM

0.46 pM

E{H\S/[::j,Me

N

0.62 uM

J

AT )

(o)

0.56 pM




Etudes de modélisation

B. lorga

» 2 liaisons hydrogéne Arg100 et Tyr195

Desrat, S., Remeur et al. Chem. Commun. 2014, 50, 8593

moléculaire

Bcl-xL/Bak K;=0.51uM
Co,H Mcl-1/ Bid K;=0.49 pM

Bcl-xL/Bak  K;=0.15uM

Mcl-1/Bid K, =0.10 uM
CO,H



Perspectives

Famille d’inhibiteurs duals de Bcl-xL et Mcl-1 mais ... non cytotoxiques

In cellulo

Bcl-xL/Bak 153 +5nM
Mcl-1/Bid 106 + 10 nM

CO,H

Les dérivés de la meiogynine sont également actifs sur Bcl-2
(inhibiteurs multiples)

BelaL O e 480 M Remplacement de la fonction ester par un groupe non hydrolysable
Bcl-2 : Clsg = 320 nM
Mcl-1 : Clsy = 180 nM

Phase I/l



Conclusion et perspectives

\ Cibles: 2 protéines
i anti apoptotiques

Synthese -ggss Q Bcl-xL et Mcl-1
Modélisation molecu/lil/r_,e./—/ Analogues de
Etude RMN_# At ‘ gen\’era ion
ere génération

2010-2014






Une famille originale de produits naturels

Stilbenes prénylés isolés de Macaranga spp.

Macaranga vedeliana
(Nouvelle Calédonie)

Védélianine

0. Thoison et al. Phytochem. 1992, 31, 1439



Une famille originale de produits naturels

Stilbenes prénylés isolés de Macaranga spp.

Macaranga vedeliana
(Nouvelle Calédonie)

Védélianine

Motif hexahydroxanthéne

OH

O. Thoison et al. Phytochem. 1992, 31, 1439



Une famille originale de produits naturels

Stilbenes prénylés isolés de Macaranga spp.
i

Macaranga vedeliana Macaranga schweinfurthii Macaranga alnifolia

(Nouvelle Calédonie) (Cameroun) (Madagascar)
Védélianine Schweinfurthines A, B, Cet D SchweinfurthinesE, F, GetH

S R=H SWFA OH
Védélianine R = Me SWFB Schweinfurthine G

O. Thoison et al. Phytochem. 1992, 31, 1439 J. A. Beutler et al. J. Nat. Prod. 1998, 61, 1509 B.J. Yoder et al. J. Nat. Prod. 2007, 70, 342
P. Klausmeyer et al. J. Nat. Prod. 2010, 73, 479



Des molécules d’intérét pour le cancer

Criblage du NCI sur 60 lignées cancéreuses

SNC (SF-295/U87, Glioblastome ++) Cancer du poumon (A549)

Leucémie Mélanome

Cancer du sein Cancer de 'ovaire

Cancer du rein

J. A. Beutler et al. J. Nat. Prod. 1998, 61, 1509



Des molécules d’intérét pour le cancer

Criblage du NCI sur 60 lignées cancéreuses

SNC (SF-295/U87, Glioblastome ++) Cancer du poumon (A549)

Leucémie Mélanome

Cancer du sein Cancer de 'ovaire

Cancer du rein

Algorithme COMPARE

Profil d’activité original
(OSW-1, stelletine A, cephalostatine 1)
Nouveau mécanisme d’action

Nouvelle cible biologique

5 Brevets — Université d’lowa et NCI|

J. A. Beutler et al. J. Nat. Prod. 1998, 61, 1509



Etat de I’art et problématiques

> Limites pour I'obtention d’une grande quantité de produit

- Métabolites secondaires minoritaires dans les Macaranga spp. s
- Faible rendement d’extraction (< 10* %, feuilles) 4

» Mécanisme d’action toujours inconnu ... mais plusieurs études réalisées

--> [Interaction avec les protéines OSBPs (impliquées dans le transport intracellulaire
du cholestérol) : cible réelle ? Jamais impliquée dans le cancer

C. H. Kuder et al. Mol. Pharmacol. 2012, 82, 9
X. Bao et al. Cancer. Biol. Ther. 2015, 16, 589
A.W. Burgett et al. Nat. Chem. Biol. 2011, 7, 639



Etat de I’art et problématiques

» Une syntheése totale, nombreuses étapes (16 a 22) / rendement global faible (<1%)

> Relations Structure Activité

Donneur de liaison H
R non indispensable

Méthylation possible

— Modifications possibles

e . Hautement modulable
— Perte d’activité par modification

N. R. Mente et al. J. Org. Chem. 2008, 73, 7963
J. J. Topczewski et al. J. Org. Chem. 2009, 74, 6965
J. J. Topczewski et al. Tetrahedron Lett. 2011, 52, 1628



Etat de I’art et problématiques

» Une syntheése totale, nombreuses étapes (16 a 22) / rendement global faible (<1%)

> Relations Structure Activité

» Analogues biotinylés et fluorescents synthétisés = recherche de la cible

mP
Cellule
Organite cible
—

Problemes d’encombrements 2 pénétration cellulaire / adressage a la cible

Réduction de I'activité

C. H. Kuder et al. Mol. Pharmacol. 2012, 82, 9



Objectifs du projet

» Rechercher de nouveaux analogues parmi 21 Macaranga spp.

» Isoler une grande quantité de SWFs a partir de Macaranga tanarius et
synthése de nouveaux analogues actifs portant un alcyne

> Etude de I'activité biologique et découverte du mécanisme d’action

< Stratégie de chimie click in cellulo coll. . Bignon (ICSN) et R. Rodriguez (Institut Curie)

Visualisation
« Target fishing »

D. Larrieu et al. Science. 2014, 344, 527



Exploration de la biodiversité des Macaranga spp.

Les «réseaux moléculaires », de puissants outils de déréplication

Collaboration avec Jean-Luc Wolfender, Université de Geneve

AT

A g
oW
&
TEe Composés présents dans
, 3 g \" ».’“*"‘_) les fruits et les fleurs de
S L N G s deux Macaranga

> 5000 NA = Carte mondiale de richesse en plantes vasculaires tirée de Barthlott, Kier, Rafigpoor, Kref , Kuper & Mutke 2004

Extractotheque

plateforme GnPS
Logiciel Cytoscape

21 Macaranga spp. Analvses LC-MS?

e Fpays
e Fparties de plantes

P-M. Allard, T. Péresse et al. Anal. Chem. 2016, 88, 3317



Exploration de |la biodiversité des Macaranga spp.

SWFs dans feuilles et fruits de Macaranga spp.

Présence de trichomes glandulaires a la surface
des fruits et des feuilles

l

Organe de stockage (et biosynthése) des SWFs ?

Ny ok 33
; 2 %
g
.. L
AR
. 5a )
o B, 29}

(Photo : Macaranga vedeliana et tanarius)



Exploration de |la biodiversité des Macaranga spp.

SWFs dans feuilles et fruits de Macaranga spp.

Présence de trichomes glandulaires a la surface
des fruits et des feuilles

l

Organe de stockage (et biosynthése) des SWFs ?

(Photo : Macaranga vedeliana et tanarius)

Imagerie par spectrométrie de masse

Collaboration avec Nicolas Elie et Alain Brunelle (ICSN)

|/ - N r
\f e 2 I
AL bl s

0 100 200 300 400 500

- SWFs détectés spécifiquement au niveau des glandes



Isolement d’une grande quantité de SWFs
50 kg de fruits Macaranga tanarius

Extraction

LIA Vietham
l lavage éthanolique

200 g d’extrait éthanolique

l

Composés désirés>1g




Synthese de dérivés alcyne a partir de la SWF G

» Développement d’'une méthode de synthése pour introduire régio-sélectivement
un alcyne = 3 dérivés alcynes ont été synthétisés sur la base des données de RSA

I I

4 &t I 7 |
étapes :HO\‘ A,

I

I I

SWF-alcyne n°2
SWF G OH [ g

ICs, (U87) =15 nM ; (A549) = 1.5 pM ICs (U87) =25 nM ; (A549) =1.5 uM

- Méme profil d’activité que la SWF G



Chimie click in cellulo

Collaboration avec Jéréme Bignon (ICSN) et
Raphael Rodriguez, Institut Curie

7 = = = ﬁ’ = =
—> >
24 h 0ad0h
& =) & =) & =
Culture cellulaire + SWF-alcyne Fixation / perméabilisation
Microscope confocal m
Analyse des résultats = =3
< + CuSO,
@ Alexa 488°®
<€
H,N
& =4

Chimie click in cellulo

Chimie click in cellulo



Conclusion et perspectives

Identification

@7— d’une nouvelle

- Synthése multi-étapes
—> Addition sélective

. ' Target
Microscopie de  fishing %
fluorescence
HS de dérivés Exploration
alcynes de la voie des OSBP

Grandes quantités
de SWFs isolées

Détection d’un
nouvel analogue

Stratégie de chimie click

Biodiversité
Extractotheque
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