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ABREVIATIONS

Ac : acétate

AC : adénylate cyclase

ADMET : Absorption, Distribution, Métabolisme Excrétion Toxicité
AINS : anti-inflammatoires non stéroidien

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

APTS, H,O : acide p-toluénesulfonique monohydrate
ASIC : Acid Sensing Ion Channel

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

BK : Big conductance calcium-activated K channel
CAPE : Caffeic Acid Phenylethyl Ester

CB; : Cannabinoid Type 1

CDC : Cinnamyl-1-3,4-dihydro-alpha-cyanocinnamate
clogP : logP calculé, abrégé logP dans le manuscrit
CNS : Central Nervous System

COX : cyclo-oxygénase

DCC : N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide

DCM : dichlorométhane

DMAP : 4-diméthylaminopyridine

DMF : diméthylformamide

ECsq : concentration efficace médiane

Et;N : triéthylamine

EtOAc : acétate d“éthyle

EtOH : éthanol

EtONa : Ethanolate de sodium

FAAH: Fatty Acid Amide Hydrolase

GDP : guanosine diphosphate

GFG : Glycine Phénylalanine Glycine

GIRK : G protein-coupled inwardly-rectifying K* channel
GTP : guanosine triphosphate

GYG : Glycine Tyrosine Glycine

HBA : Hydrogen Bond Acceptor

HBD : Hydrogen Bond Donor

HEK : Human Embryonic Kidney

HPLC : High Performance Liquide Chromatography
ICs : concentration efficace inhibitrice médiane

IP : intrapéritonéale



K,P : One-Pore Domain K" Channel

K,P : Two-Pore Domain K Channel

Kcsa : potassium crystallographically-sited activation
KO : knockout

KOH : hydroxyde de potassium

K,COs: carbonate de potassium

MeOH : méthanol

mGluR : récepteur métabotropique au glutamate
MLP : Molecular Lipophilicity Potential

p-AP : para-aminophénol

Pd/C: palladium sur charbon

PGG; . prostaglandine G,

PGHj; . prostaglandine H,

PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PLC : phospholipase C

PSA : Polar Surface Area

RCPG : récepteur couplé aux protéines G

ROS : Reactive Oxygen Species

SK : Small conductance calcium-activated K™ channel
Tamb : température ambiante

TASK : TWIK-related acid-sensitive K” channel
TBAF : fluorure de tetrabutylammonium

TBDMSCI : chlorure de ter-butyldiméthylsilane

TFA : Acide trifluoroacétique

TFAA : Anhydride trifluoroacétique

THEF : tétrahydrofurane

TMSCI: chlorure de triméthylsilane

TRAAK : TWIK-related arachidonic acid stimulated K" channel
TREK : TWIK related K channel

TRESK : TWIK-related spinal cord K channel
TRPA : Transient Receptor Potential Ankyrine
TRPM : Transient Receptor Potential Melastatine
TRPV : Transient Receptor Potential Vanilloide
TVGYG : Thréonine Valine Glycine Tyrosine Glycine
TWIK : the weakly inward rectifying K+ channel
WT : wild type
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GLOSSAIRE

Analgésique/ Antalgique : Les antalgiques ont pour but de diminuer la douleur tandis que les
analgésiques sont congus pour 1‘éliminer. Par définition, les antalgiques (paracétamol, AINS)
sont donc moins puissants que les analgésiques (opiacés telle que la codéine jusqu‘aux

opioides forts telle que la morphine).

Action centrale / action périphérique : Un antalgique peut avoir une action périphérique, au

niveau de la Iésion ou agir au niveau central sur les mécanismes de contrdle de la douleur.

Allodynie : douleur ressentie par un sujet apres un stimulus normalement indolore. On parle
d‘allodynie lorsque les fibres a bas seuil sont impliquées (fibres du toucher).! Un stimulus
normalement non nociceptif va étre percu comme douloureux par le patient. Une allodynie
peut toucher une ou plusieurs parties du corps et est généralement due a une lésion des
terminaisons nerveuses. Les douleurs ne sont pas traitables par des antalgiques classiques et le

traitement repose le plus souvent sur un processus de rééducation de la sensibilité.

Hyperalgésie : douleur accrue pour un stimulus douloureux. Elle correspond a une
augmentation de la réponse au dessus du seuil douloureux mais aussi & un abaissement du

. |
seuil douloureux.

A A 4
~ o H:.fp&'slges:s_.
2% - &
8% E 25 41.]
{ i § &5 Amplfied 4| Nommal paln| anti
s L ol
g 8 EE . nr'::rlésmm
i Stim.mtensty = b ' Stim. inlonely
I . ' i
T T
ALLODYNIE HYPERALGESIE

Figure 1 : Allodynie et hyperalgésie’

La Figure 1 illustre la différence entre ses deux notions. A gauche, pour un sujet sain,
la sensation évoquée est le toucher (échelle noire) alors qu‘en cas d‘allodynie, la sensation
évoquée est la douleur (échelle bleue). A droite, la courbe de sensibilité normale est décalée
vers la gauche : le seuil douloureux est abaissé et les réponses sont augmentées pour un méme

stimulus.

17



Lead (téte de série, chef de file) : compos¢ chimique possédant une activité pharmacologique

ou biologique intéressante mais qui peut encore étre optimis¢ pour mieux s'adapter a la cible.

Substance P : neuropeptide membre de la famille des tachykinines, impliqué dans le
mécanisme douloureux: il est libéré par les terminaisons des fibres nociceptives et va se fixer
sur les récepteurs spécifiques, permettant ainsi la transmission et la modulation du message

nociceptif.’

Protéines G : protéines permettant le transfert d‘informations a I‘intérieur de la cellule
(participation a la transduction du signal) en utilisant 1‘énergie de la transformation de la
guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP) pour déclencher ou inhiber
des réactions biochimiques. Elles sont constituées de sous-unités G, et Gg, étroitement liées
entre-elles. Ils existent différentes sous-unités o, parmi lesquelles on retrouve Gs (active
I‘adénylase cyclase), Gq (active la phospholipace C) et G; (inhibe 1‘adénylase cyclase). Elles
peuvent étre couplées a un récepteur (récepteur couplé aux protéines G, RCPG). La liaison du
premier messager (médiateur) sur le récepteur va permettre a la protéine G de transmettre
I‘information a une enzyme effectrice qui va réaliser la synthése d‘un second messager
(Figure 2). Celui-ci stimule alors les enzymes catalysant la greffe d‘atomes de phosphore
(kinases) sur les protéines, ce qui entraine des réponses cellulaires aux stimulations

déclenchées au niveau extracellulaire.

Médiateur

Milieux extracellulaire

-aeesssssesesss Membrane

2nd
ATP ADP
+
Pm:e:ines Protéines-P
préexistantes (phosphorylées)

Réponses cellulaires aux stimulations
des médiateurs extracellulaires

Figure 2 : Cascade de réaction déclenchée par les protéines G et leurs récepteurs couplés*

18



Récepteurs mGluR;, mGluR; mGluR4, mGluRs, 5-HT;, 5-HTj4 : dans le cas des récepteurs
métabotropiques (Figure 3) a la sérotonine (5-HT,4) et au glutamate (mGluR; et mGluRs)
abordés dans le chapitre 3, les enzymes effectrices sont 1‘adénylase cyclase (5-HT,) et la
phospholipase C (mGluR; et mGluRs), les messagers secondaires sont respectivement
1°AMPc (adénosine monophosphate cyclique, qui active directement la protéine Kinase A
PKA) et le diacylglycérol, qui active directement la kinase C (PKC). Ces récepteurs
induisent donc une fermeture des canaux TREK-1.

A T‘inverse, les récepteurs mGluR;, mGluR4 et 5-HT; sont couplés a la protéine G; et
induisent donc une diminution de production d‘AMPc et donc une activation des canaux

TREK-1 indirectement par levée d‘inhibition.
Récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G

'V médiateur extracellulaire = ler messager
" "

H =,
= ] b

‘_ Réceptenrs couplés \ 4 Récepteurs couplés &
v i I'adénylate cyclase v la phospholypase C (PLC)
L

PLC

{c I'f-:cf)

2nd messager = diacylglycérol

AMPe = Ind messager

N, )

PHOSPHORYLATIONS de PROTEINES

Modification du fonctionnement cellulaire

Figure 3 : Exemples des récepteurs métabotropiques’
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Introduction : La douleur

CHAPITRE 1 LA DOULEUR

1.1 Introduction

La douleur représente un enjeu majeur de santé publique dans le monde entier. Définie
selon 1‘IASP (International Association for the Study of Pain) comme «une expérience
sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a une 1ésion tissulaire réelle ou potentielle, ou
décrite en termes d'une telle 1ésion »,” elle est, avec la fievre et la fatigue, 1‘un des premiers
motifs de consultation médicale.

En France,’ sur 20 605 000 patients interrogés, 31,7% présentent des douleurs
chroniques. Pour 19,9% d‘entre eux, elles sont d‘intensité¢ modérée a intense. Bien que plus
fréquente chez les personnes agées, la douleur touche toute la population : 46,3% des patients
interrogés ont moins de 60 ans.

A 1_é&helle mondiale, plus d‘1,5 milliard de personnes souffrent de douleur chronique’

(Figure 4).

R,
: § Chine
Inde 107
141,7mi | millions

Brésil
33
illions

Figure 4 : Prévalence de la douleur chronique dans le monde’

Parmi les douleurs chroniques (persistantes plus de 3 mois), le mal de dos semble étre
le plus important, d‘aprés une étude européenne effectude sur 294 patients® (Figure 5).
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Ostéoporose 75
Douleurs diverses 9.5
Douleur neuropathique 129
Autres 14.3
Arthrose 28
Mal de dos 313
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Figure 5 : Principales causes de douleur chronique®

Au-dela de la souffrance elle-méme, la douleur chronique a un impact majeur sur la

qualité de vie (Figure 6) : une seconde étude européenne’ a démontré que 21% des patients se

sentent déprimés, 44% ont des difficultés a se concentrer, 50% ont moins d'énergie et 65%

souffrent de troubles du sommeil. 79% d‘entre eux déclarent que leur douleur s‘intensifie

dans la journée, suite a un effort.

Maintenir des relations avec la
famille et les amis

Conduire

Avoir des rapports sexuels

Etre indépendant

Travailler (hors de la maison)

29
. - - . 14
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Hincapable
OMoins apte
] 40
. 23
Porter des Dbje“_ 149
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I
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Figure 6 : Impact de la douleur chronique sur les activités quotidiennes’

De plus, l‘efficacité¢ des traitements reste tres controversée : 40% des Européens

suivant un traitement médical ne sont pas satisfaits. Ceci est dii notamment aux effets

indésirables des médicaments (accoutumance, tolérance, constipation, nausée), a leur

24



Introduction : La douleur

inefficacité sur certains patients mais aussi a la durée moyenne avant de trouver un traitement
adéquat (28% des patients ont di attendre 5 ans ou plus). A tel point qu‘un tiers des
Européens interrogés ne suivent aucun traitement, soit parce qu‘ils arrivent a gérer leur
douleur, soit parce qu'ils préférent avoir recours a des traitements non médicamenteux
(massage, acupuncture...).

Les colits économiques sont par ailleurs trés importants puisque 33% des personnes
interrogées ont di réduire leur durée hebdomadaire de travail et 65% songent a arréter de

travailler complétement.”

Afin d‘enrayer ce phénomene, la prévention et la prise en charge de la douleur sont
devenues des préoccupations majeures pour les autorités de santé. En France, elles font depuis
pres de 15 ans 1‘objet d‘une politique nationale, a travers trois plans successifs (1998-2000,
2002-2005 et 2006-2010)."° Au niveau mondial, la découverte de nouveaux antalgiques est

devenue une priorité pour nombre de sociétés pharmaceutiques.

1.2 Différents types de douleur

Il existe différents types de douleurs que 1‘on peut classer selon leur mécanisme

11,12

physiopathologique ou leur durée d‘évolution notamment. Le traitement médicamenteux

sera adapté selon le type de douleur.

1.2.1 Douleur aigué — douleur chronique

On distingue la douleur aigué, d‘installation récente, de la douleur chronique, évoluant
depuis trois a six mois. La premicre joue un role d‘alarme trés important et permet de
déclencher des réactions de protection ainsi qu‘une démarche diagnostique. Dans la plupart
des cas, cette douleur disparaitra suite a 1‘instauration d‘un traitement adapté. Cependant, elle
peut évoluer en douleur chronique si elle nest pas traitée correctement.

La douleur chronique accompagne généralement une pathologie inflammatoire ou
neuropathique. A la différence de la douleur aigué, elle n‘a aucun objectif utile et va
rapidement envahir le quotidien du malade et détériorer de maniere importante sa qualité de
vie. En effet, le fait de souffrir en permanence peut entrainer des comportements agressifs ou
dépressifs, provoquant un repli social et des répercussions sociales et professionnelles.
Comme précédemment indiqué, les douleurs chroniques les plus fréquentes sont les
lombalgies, suivies des douleurs neuropathiques, céphalées chroniques ou encore les douleurs

lides au cancer et a son traitement.
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1.2.2 Les douleurs par exces de stimulations nociceptives

Appelée également douleur nociceptive, ces douleurs résultent de Iésions des tissus
périphériques (peaux, muscles, visceres), provoquant un exceés d'influx douloureux transmis
par un systéme nerveux intact. Elles représentent le mécanisme le plus couramment rencontré
dans les douleurs aigués (brilures, traumatismes, rage de dent, colique néphrétique) mais elles
peuvent également provoquer des douleurs chroniques (rhumatisme, maux de dos, cancer).
Les traitements prescrits différent selon les causes et le niveau de douleur. Ainsi, les douleurs
de faible a moyenne intensité sont traitées par les antalgiques non opioides (céphalée,
douleurs dentaires, rhumatisme : paracétamol, anti-inflammatoires non stéroidien ou AINS)
ou certains antalgiques opioides faibles (codéine, tramadol®™). Les douleurs intenses, aigués ou

chroniques justifient I“utilisation d‘antalgiques opioides puissants (morphine, oxycodone).®

1.2.3 Les douleurs neuropathiques

Les douleurs neuropathiques sont dues a une I€sion primaire, un dysfonctionnement ou une
perturbation du tissu nerveux, que ce soit au niveau périphérique (a la suite d'une amputation,
de la section d'un nerf, d'un zona, d'une neuropathie diabétique ou alcoolique...) ou central
(aprés un traumatisme médullaire, un infarctus cérébral...). Ces douleurs peuvent Etre
spontanées, c'est-a-dire se manifester en l'absence de tout stimulus ; elles sont alors associées
a des sensations continues de type brilures et a des acces de type décharge électrique. Mais
elles peuvent aussi résulter d'un stimulus normalement non douloureux (allodynie, cf.
glossaire) ou d'un stimulus peu douloureux qui est pergu de fagon exagérée (hyperalgésie, cf.
glossaire). Dans tous les cas ce sont des douleurs trés invalidantes, qui s'accompagnent
parfois, surtout quand elles sont chroniques, d'une anxiété et d'un fond dépressif. Ces douleurs
ne sont généralement pas sensibles aux antalgiques usuels. Dans ce cas, l‘utilisation de
certains antidépresseurs (amitriptyline, clomipramine), antiépileptiques (gabapentine,
carbamazépine) et/ou des techniques de neurostimulation est préconisée mais la réussite de la

prise en charge de ces douleurs est beaucoup plus incertaine.

1.2.4 Les douleurs dysfonctionnelles

Les douleurs dysfonctionelles regroupent les douleurs sans cause identifiable, sans
Iésion apparente pouvant inclure des facteurs neuropsychologiques. Elles sont insensibles aux
antalgiques non opioides et AINS mais les médicaments psychotropes et la psychothérapie

peuvent étre utiles.

Il existe différents types de douleur qui ne peuvent pas étre pris en charge de maniere

similaire. Il est donc nécessaire de développer des médicaments plus spécifiques afin de
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mieux répondre aux besoins des patients. De plus, certaines pathologies telles que la
fibromyalgie ou le syndrome du colon irritable ne possédent aucun traitement adéquat. Les
médicaments les plus souvent prescrits pour lutter contre les douleurs associées a ces maladies
sont les antalgiques de palier II (tramadol®), les antidépresseurs et les antiépileptiques. Il faut
environ une quinzaine d‘années, dans le cas de la fibromyalgie, avant de trouver une

combinaison permettant au patient de retrouver une qualité de vie acceptable.

1.3 Le mécanisme de la douleur

La douleur est pergue grace a l‘intervention de nocicepteurs qui sont des neurones
sensoriels capables de transmettre un message nerveux au cerveau lorsqu‘ils sont stimulés. Le
message nociceptif résulte d'une stimulation douloureuse, telle qu‘une brilure, au niveau des
terminaisons nerveuses des tissus cutanés, musculaires ou articulaires ainsi que des visceres.
Ce stimulus va étre transformé en impulsion électrique par les nocicepteurs (transduction
Figure 7). Ensuite, le message nerveux est véhiculé jusqu'a la moelle épiniere par les fibres

nerveuses afférentes (propagation Figure 7).
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Figure 7 : Mécanisme de la douleur"

Lorsque le message nerveux arrive dans la moelle épini¢re, on observe les étapes de
transmission et de modulation. Au niveau pré-synaptique,'* I‘impulsion électrique va
permettre de relarguer les neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ceux-ci vont alors se
fixer sur les récepteurs appropri€s au niveau de l‘axone post-synaptique, entrainant la création
d“un signal électrique qui va se propager jusqu‘au cerveau. C‘est ici qu‘a lieu la dernicre
¢tape de perception. Le sujet prend conscience du type et de la localisation du stimulus
nociceptif ce qui va entrainer une réponse (par exemple retrait du membre en cas de brilure,

évitement) et donner naissance a la composante émotionnelle de la douleur.
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1.4 Besoin de nouveaux antalgiques

Le marché global de la douleur (10 milliards de dollars en 2010) devrait atteindre 60
milliards de dollars en 2015.” Cette augmentation n'est pas due 4 l'introduction de nouveaux
médicaments coliteux puisque la plupart des antalgiques sur le marché aujourd'hui ont plus de
50 ans (ibuproféne 1961, paracétamol 1955, aspirine 1899, morphine 1829). Elle résulte
plutot de l'utilisation accrue d‘antalgiques par une population qui vieillit et qui aspire a une
meilleure qualité de vie. Du fait du manque d‘innovation, le marché des antalgiques est
dominé par les médicaments génériques. La reformulation et 1‘association d‘antalgiques déja
connus sont aussi des stratégies courantes pour tenter d‘augmenter 1‘efficacité antalgique tout
en diminuant les effets indésirables.

I1 apparait donc important de développer de nouvelles molécules, plus siires et plus
efficaces afin de mieux répondre a la demande des patients. Pour cela, de nouvelles cibles
thérapeutiques doivent étre envisagées, permettant notamment d‘offrir des traitements plus

adaptés aux différents types de douleur.
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Introduction : Les canaux ioniques

CHAPITRE 2 LES CANAUX IONIQUES

2.1 Généralités

Toutes les cellules de 1‘organisme sont délimitées par une bicouche lipidique appelée
membrane cytoplasmique. Celle-ci isole I‘intérieur de la cellule du milieu extracellulaire et
permet la compartimentation, la régulation des échanges cellule/environnement, ou encore le
contrdle des flux d‘informations entre les cellules.”” Les échanges avec le milieu
extracellulaire s‘effectuent de manicre générale par I‘intermédiaire de protéines
transmembranaires.

La membrane plasmique, hydrophobe, étant imperméable aux molécules
hydrosolubles, le transport des ions et des molécules polaires telles que les glucides ou les
acides aminés est donc assuré par des protéines transmembranaires spécialisées: les
transporteurs et les canaux ioniques.'®

Les transporteurs utilisent 1°énergie de gradients de concentration (transport passif) ou
de I'hydrolyse de [°‘ATP (transport actif) pour faire passer des ions ou des molécules d“un coté
a 1‘autre de la membrane. La pompe Na'/K™ ATPase, responsable de la mise en place des
gradients de Na" et K, est le transporteur le plus connu. Cependant, ce procédé est
relativement lent.

Les canaux ioniques, plus rapides, laissent passer spécifiquement des ions, selon leur
gradient de concentration (Figure 8). Leurs ouverture/fermeture sont régulées par différents
facteurs suivant la nature des canaux considérés: variation du potentiel membranaire, de la

pression, ou encore fixation d‘un ligand.
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Milieu extracellulaire

K+

K* 5 mM
Na* 140 mM
Clr174 mM

Na*
Caz*1 mM \

K* 150 mM
Na* 14 mM
ClF 14 mM
Ca?t 10*mM

-

ADP + Pi

3Na*
Na* /K* ATPase

Figure 8 : Transport des ions potassium, calcium sodium et chlorure dans la cellule

Les gradients de concentration permettent a la cellule de générer des courants
¢lectriques. On appelle potentiel de repos (Er) le potentiel de membrane lorsque la cellule est
a 1‘état d‘équilibre et qu‘aucun courant ne traverse la membrane. A cet instant, seuls les
canaux potassiques sont ouverts, le potentiel de repos de la cellule est donc proche du
potentiel d‘équilibre de 1ion K, généralement compris entre -50 et -80 mV. Au repos,
I“intérieur de la cellule est donc chargé négativement. Par convention, on dit qu‘on dépolarise
la membrane lorsqu‘on applique un potentiel moins négatif (ou plus positif) et quon
I‘hyperpolarise lorsqu‘on applique un potentiel plus négatif (ou moins positif). Ainsi,
I‘ouverture des canaux calciques et sodiques entraine une entrée de cations et donc la
dépolarisation de la membrane. A I‘inverse, 1‘ouverture des canaux potassiques et chlorures

conduit & une hyperpolarisation.'’

Structure générale

Schématiquement, les canaux ioniques sont constitués de différentes protéines
assemblées de facon a créer un pore rempli d‘eau permettant le passage d‘un ion a travers la
membrane. Ces protéines varient fortement d‘un canal a 1‘autre mais on peut décrire une

structure générale : quatre ou cinq hélices agencées de manicre cylindrique. La plupart des
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canaux ioniques possedent également une région appelée boucle P qui constitue le filtre de

sélectivité ionique, régulant les ions qui sont autorisés a traverser le pore (Figure 9).

filtre de
selectivité
Extracellulaire

Y T T,

pore

STNTNINISININD |
Intracellulaire

Figure 9 : Structure générale d'un canal ionique'®

Le canal comporte un mécanisme de déclenchement qui commande l'ouverture et la
fermeture des pores au travers de changements conformationnels de la protéine, associé a un

mécanisme de détection qui répond aux différents stimuli.

Il existe une trés grande diversité de canaux ioniques qui remplissent des fonctions
biologiques trés vari€es telles que la contraction musculaire ou la génération de potentiel
d‘action. Ils sont également des éléments fondamentaux de la signalisation dans le systeme

19
nerveux.

2.2 Les canaux ioniques et la douleur

Les nocicepteurs réagissent a des stimuli nocifs (thermiques, mécaniques ou
chimiques) afin de préserver 1‘intégrité physique de 1‘organisme. Ils sont constitués de quatre
composants majeurs permettant de déclencher le phénoméne de nociception®*' (Figure 11B):

- la terminaison périphérique qui permet la transduction du stimulus douloureux et
initie le potentiel d*action

- I*axone qui propage le potentiel d‘action

- le corps cellulaire qui contrdle 1‘identité et 1°intégrité du neurone

- la terminaison centrale qui forme 1‘élément pré-synaptique de la premicre synapse

(voie de la nociception du systéme nerveux central).
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Dans le cas de fibres cutanées, des stimulations de faible intensité vont produire les
sensations tactiles en activant les fibres Aa et AP, tandis que les sensations douloureuses

seront dues a 1‘activation des fibres C et Ad (Figure 10).

Gaine de myéline

v

Fibre Ad 0

Figure 10 : Fibres nerveuses responsables de la conduction de la douleur"

Ces fibres peuvent étre légerement myélinisées (fibres Ad) ou non-myélinisées (fibres C). Ces
derniéres sont majoritaires et sont responsables de la douleur diffuse (vitesse de propagation
plus faible).
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Figure 11 : A Implication des canaux ioniques dans le mécanisme douloureux®*** 2!

B Structure schématique d’un nocicepteur™
Les nocicepteurs expriment des dizaines de canaux ioniques et de récepteurs. Ainsi, la

détection et la transmission du stimulus nociceptif font partie intégrante des rdles joués par les

canaux ioniques (Figure 11A), ce qui leur confére un intérét thérapeutique certain.”’

2.2.1 La transduction

La transduction, ou transformation du stimulus nociceptif en impulsion électrique,
s‘effectue au niveau des terminaisons nerveuses périphériques par le biais des récepteurs. Il en
existe différents types que I‘on peut classer en trois grandes familles'' par rapport a leur

sensibilité:
La mécanosensibilité

La nociception mécanique nait suite a un stimulus externe (coup, coupure) ou interne
(contraction, cedéme, tumeur). Elle va entrainer 1‘activation des canaux mécanosensibles tels
que les canaux TREK-1 (TWIK-Related K™ Channel), ASIC2 et 3 (Acid Sensing Ion Channel,
canal sodique) et P2X; (famille des récepteurs a 1‘ATP).?
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La thermosensibilité

Suite a 1‘exposition a une source chaude, la sensation douloureuse apparait vers 43 °C.
A I‘inverse, la sensation de froid douloureux intervient pour des températures inférieures a
10-15 °C. Les variations de température vont générer des courants cationiques entrants et
activer notamment les TRP (Transient Receptor Potential).”> Ces canaux sont activés
uniquement et directement par la température ou bien indirectement influencés par cette
derniere. Cette pseudo-famille est constituée de 9 canaux : TRPV1-4 (Vanilloide), TRPM2,
TRPM4, TRPMS, TRPMS8 (M¢lastatine), TRPA1 (Ankyrine). Les sensations de chaud sont
pergues par les canaux TRPVI1 a 4 et les sensations de froid par les canaux TRPAI et
TRPMS. Ils peuvent aussi étre activés par certaines substances chimiques provoquant des

thermosensations telles que le menthol ou la capsaicine (Figure 12).
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Figure 12 : Les différents TRP*

Le canal TRPV1 est sans doute le plus étudié pour son implication dans la

252 , . . . . . P .
326 1] néest pas sélectif dun ion, bien qu‘il ait une préférence pour le calcium

nociception.
(Pcatcium/PNa ~ 9).27 Ltutilisation d‘antagonistes des récepteurs TRPV1 permettrait d*éviter la

douleur en bloquant un important capteur du message nociceptif sur les neurones sensoriels,
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tandis qu‘un agoniste permettrait de désensibiliser les neurones sensoriels et donc d‘atténuer
la douleur. Cette derniére approche présente des avantages comme une durée d‘action plus
importante par exemple. En effet, la resiniferatoxine®®, un puissant agoniste de TRPVI,
permet une activation irréversible (et donc une utilisation a des doses tres faibles) et une
dépolarisation qui va engendrer une inactivation des canaux sodiques voltage-dépendant sur le
court terme empéchant ainsi la formation du potentiel d‘action et entrainant la mort des
terminaisons nerveuses dépendantes du calcium®. Ces derniéres ayant la capacité de se

régénérer, la toxicité sur le long terme ne devrait pas poser de probléme.

Au cours des dix dernieres années, l‘industrie pharmaceutique a porté beaucoup
d‘intérét a la recherche d‘antagonistes des canaux TRPV1. A ce jour, une quinzaine de
molécules a atteint la phase I des études cliniques, voire la phase II pour certaines d‘entre-

elles, et de nouvelles molécules sortent réguliérement des laboratoires.*
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Tableau 1: Quelques antagonistes des TRPV1**

37




Introduction : Les canaux ioniques

Malheureusement, la plupart des candidats-médicaments sont abandonnés a cause des
effets indésirables (sensation de froid ou chaud, hyperthermie, gott altéré). Ceci est slirement
da a la présence de canaux périphériques et centraux et a 1‘impossibilité de différencier leur
activation.

Comme pour la mécanosensibilité, certains canaux potassiques, notamment les canaux

TREK-1, sont aussi impliqués dans la thermosensibilité.*
La sensibilité chimique

La sensation de douleur peut aussi étre due a 1°action de produits chimiques, exogenes
tels que la capsaicine ou encore un venin (stimulus externe : piqire, morsure) ou endogenes

(composés libérés par des cellules 1ésées, immunitaires, au cours de ‘inflammation...).

. \ + . .
Parmi les substances endogénes, les protons H' sont de puissants excitateurs des
nocicepteurs. Ils agissent au niveau moléculaire sur deux types de récepteurs, activant

directement les canaux ASIC>* et sensibilisant le canal TRPV1.%>%

2.2.2 La propagation du message nociceptif

La propagation du message nociceptif s‘effectue le long de 1‘axone du nocicepteur.
L*activation des récepteurs membranaires dépolarise les fibres sensorielles ce qui conduit a
l‘activation des canaux sodiques dépendants du voltage (Na,). Ceux-ci sont responsables du
déclenchement des potentiels d‘action qui seront transmis aux neurones centraux. Ils forment
une famille constituée de neuf sous-unités (Na,l.1 a Na,1.9). A 1°‘exception du canal Na,1.4,
ils sont tous exprimés au niveau des nocicepteurs.’’

Les canaux Na,1.7 répondent a de petites dépolarisations lentes et amplifient ainsi les
réponses de petits stimuli qui ne pourraient atteindre le seuil de génération de potentiel
d‘action sans leur intervention.’® Des molécules visant a inhiber le canal Na,1.7 sont en cours
de développement. XEN402, un inhibiteur du canal, a montré des propriétés anti-nociceptives
sur quelques patients atteints d‘érythromélalgie.” Les Na,1.8 et 1.9 sont particuliérement
exprimés au niveau des ganglions spinaux dans les neurones de petit diametre. On retrouve
Na, 1.9 dans les fibres C et Na,1.8 dans les fibres de type C, principalement, et dans certaines
fibres de type A.* Ils participent tous les deux a la propagation du message nociceptif. Des

inhibiteurs de Nav1.8 commencent également a étre développés.*!
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2.2.3 La transmission et 1a modulation du signal nociceptif

Au niveau des terminaisons centrales (extrémité des nocicepteurs), on trouve les
canaux calciques voltage-dépendants Ca,. Ils contrélent le relargage des neurotransmetteurs*”
dans la fente synaptique afin que le message douloureux puisse étre conduit jusqu‘au cerveau
(Figure 11). Il existe trois familles de ces canaux : Cay1, Ca,2 et Ca,3, exprimant des courants
de types différents. Les plus documentés sont sans doute les canaux Ca,2.2, ou courant de

type N, et les canaux Ca,3, ou courant de type T.

Concretement, les courants générés par ces canaux vont provoquer la migration des
vésicules contenant les neurotransmetteurs vers la membrane. Elles vont alors fusionner avec
cette derni¢re libérant ainsi les milliers de neurotransmetteurs qu‘elles contiennent dans la
fente synaptique. Ceux-ci vont alors se fixer sur des récepteurs spécifiques de la membrane
post-synaptique, provoquant la formation d“un potentiel post synaptique codé en amplitude. A
partir de celui-ci un nouveau message nerveux cod¢é en potentiel est ensuite créé : c‘est ainsi

que le cerveau pergoit I‘information.

Impulsion électrique

Axone du neurone qui envoit
le signal {pré-synaptique)

Vésicules contenant
les neurotransmetteurs

Fenwsynamiqua. o ")+ s=— MNeurotransmetteurs
. » L -

.

Récepteurs

. impulsion électrique
Neurone gui

regoit le signal
{post-synaptique)

. o e . . . 4
Figure 13 : Transmission du message nociceptif au niveau de la synapse 3

Au niveau pharmacologique, 1‘inhibition des courants de type N permettrait de stopper
le relargage de neurotransmetteurs tel que la substance P (cf. glossaire) et entrainerait ainsi la
suppression du message douloureux.** Concernant les courants de type T, leur présence a
divers endroits de 1‘organisme (cceur, pancréas, rein, systéme nerveux) ainsi que les

différentes fonctions importantes qu‘ils remplissent semblent limiter l‘utilisation de ces
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canaux en tant que cibles contre la douleur (génération d‘effets indésirables trop importants

tels que 1‘absence épileptique®).

Les canaux ioniques jouent donc un réle prépondérant dans la nociception. Parmi la
grande diversité de ces canaux, les canaux potassiques sont les plus nombreux et les plus
largement distribués dans le corps humain. Ils permettent un efflux rapide d‘ions K* qui peut
influencer la limite des potentiels d‘action, leur forme et leur fréquence. Ils représentent donc
des cibles thérapeutiques particulicrement intéressantes pour le développement de nouveaux
antalgiques.

2.3 Les canaux potassiques

Une des caractéristiques essentielles des canaux potassiques est d‘étre mille fois plus

7 . . + . + . . . . .
sélectifs pour 1‘ion K™ que pour 1‘ion Na" alors que ce dernier a un rayon ionique inferieur

(Figure 14).

Na” Ca®* K* cr
0.96 A 0.99 A 1.33A 1.81A

Figure 14 : Rayons ioniques*®

Cette sélectivité est possible grace a une boucle P, constituée de 20 acides aminés, présente
dans tous les canaux potassiques, et particulierement a la séquence signature GYG qui forme
le filtre de sélectivité du potassium (Figure 17). Ceci a été démontré par des expériences de
mutagénése et de constructions chimériques.*’ Cependant, le mécanisme de sélectivité et de
perméation du potassium a été élucidé grace a la cristallographie du canal Kcsa (potassium
crystallographically-sited activation) de Streptomyces Lividans.*® Ce canal bactérien (Figure
15) présente peu d‘homologie avec d‘autres canaux potassiques excepté une boucle P qui

contient la séquence signature des canaux potassiques.
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Figure 15¥ : a. Représentation du canal Kcsa de la bactérie Streptomyces Lividans. Les ions potassium
(sphéres vertes) se lient a quatre emplacements dans le filtre de sélectivité (jaune) et dans la cavité remplie
d'eau au centre de la membrane (ion du bas).

b. Représentation boule-et-baton du filtre de sélectivité avec les acides aminés clés. Les quatre ions K™ sont
numérotés pour indiquer I'emplacement des sites de liaison dans le filtre; la position 1 est la plus proche
de la solution extracellulaire et la position 4 est la plus proche de la cavité.

Azote : bleu, Oxygéne : rouge, Carbone : jaune.

Les ions K vont pénétrer dans le pore sous une forme hydratée et atteindre une large cavité
de 10 A de diamétre située au centre de la membrane plasmique. Ils passent ensuite au travers
du filtre de sélectivité, canal trés étroit de 3.5 A de large constitué d‘un arrangement rigide de
cinq groupes carbonyle tres polaires fournis par les résidus T-V-G-Y-G (Thréonine, Valine,
Glycine, Tyrosine, Glycine). Vu la taille du canal, seuls les ions K partiellement déshydratés,
stabilisés par les oxygenes des fonctions carbonyle, sont capables de traverser. La rigidité de
cette structure empéche les ions sodium d‘étre stabilisés sous leur forme déshydratée et la

forme hydratée est trop volumineuse pour passer au travers du filtre.*’

2.3.1 Typologie des canaux potassiques

Les canaux potassiques possedent une trés grande diversité structurale et fonctionnelle qui
repose en grande partie sur leur tres grande diversité génétique. En effet, chez 1'Homme, plus
de 70 genes différents codent pour des sous-unités potassiques. Chaque sous-unité posséde un
ou plusieurs domaines P ainsi qu‘un nombre variable de segments transmembranaires. On

peut distinguer trois grandes familles sur la base de leur homologie structurale (Figure 16) :
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e La famille des canaux a 6 segments transmembranaires et 1 domaine P (K;p),
responsable des courants potassiques dépendant du potentiel et des courants
sensibles a la concentration intracellulaire de calcium (Figure 16, noir).

e La famille des canaux a 2 segments transmembranaires et 1 domaine P (K;p), a
1‘origine des courants a rectification entrante (Figure 16, bleu).

e La famille des canaux a 4 segments transmembranaires et 2 domaines P (K;p),

responsables des courants de fond (Figure 16, rouge).
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Figure 16 : Arbre phylogénétique des sous-unités potassiques de mammifeéres.

Tous ces canaux nécessitent, pour étre fonctionnels, la présence de 4 domaines P. Les
familles possédant un seul domaine P forment donc des tétrameres tandis que celles possédant
2 domaines P se dimérisent.

La séquence signature formant le filtre de sélectivité peut étre 1égerement modifiée

selon les canaux (Figure 17).
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Figure 17 : Séquence signature pour différents canaux potassiques Kip (K,1.1, KcsA) et K,p (TWIk-1,
TASK-1 et TREK-1).*

2.3.2 Vers de nouvelles cibles thérapeutiques

Dans les années 1970-1980, de nombreuses études ont montré que plusieurs agonistes
des récepteurs couplés a la protéine G (cf. glossaire) utilisaient 1‘ouverture des canaux
potassiques afin de produire un effet antinociceptif.”’ Il semblerait donc que les canaux K
soient impliqués dans l‘effet antinociceptif de ces agonistes. Afin d‘identifier quels canaux
¢taient spécifiquement impliqués, une premiere stratégiec a consisté en 1‘utilisation
d‘inhibiteurs spécifiques de certains canaux, devant conduire a une baisse de 1‘effet
antinociceptif produit par les agonistes des récepteurs couplés a la protéine G.
Malheureusement, il existe trés peu d‘inhibiteurs spécifiques des différents canaux
potassiques.

A la fin des années 1990, une nouvelle stratégie, basée sur 1‘utilisation d‘animaux
knockout (KO, n‘exprimant pas le canal étudié), a permis d‘identifier plusieurs canaux
impliqués dans le mécanisme d‘action de différentes molécules. Ainsi, il a été prouvé que les
canaux potassiques a rectification entrante Kap> et GIRK™ (G protein-coupled inwardly-
rectifying potassium channels) jouent un réle dans la nociception induite par les agonistes des
récepteurs opioides. De méme, les canaux Karp, GIRK2** et BK (Big Potassium)5 3 semblent
étre impliqués dans 1°effet antinociceptif des agonistes des récepteurs muscariniques tandis
que les canaux SK (Small conductance calcium-activated potassium channels)’ prendraient
part au mécanisme des agonistes des récepteurs cannabinoides. Les canaux Katp joueraient
aussi un role significatif dans le mécanisme d‘action de nombreux AINS.

Depuis, les canaux potassiques eux-mémes sont devenus des cibles privilégiées pour la
conception de nouveaux antalgiques. Selon leur localisation, ils peuvent empécher la
formation du potentiel d‘action au niveau des terminaisons périphériques (K,I1.1, K,1.2,
K 1.4, K,3.4, K,7.2, BKca, TREK-1, TRAAK), réduire la propagation du message nociceptif
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le long de l‘axone (K,1.1, K,l.2, K,l1.4..) ou encore limiter la libération des
neurotransmetteurs au niveau des terminaisons centrales (K,1.4, K,3.4, BKca...).>®

Parmi ces canaux, la famille des canaux a deux domaines P (K,p) émerge comme une
cible privilégiée pour la modulation de la douleur.”® Ces canaux sont responsables des
courants de fuite (2 rectification sortante) et jouent donc un rdle majeur dans le controle de
I‘excitabilité cellulaire grace a leur role dans l‘établissement et le maintien du potentiel de
repos. En effet, ils s‘opposent en permanence a 1‘effet excitateur produit par des courants Ca*"
et Na', en empéchant notamment le potentiel de membrane d‘atteindre le seuil nécessaire &
l‘activation de ces canaux.
L'implication des Kyp dans la douleur a été mise en évidence par la découverte d'une
canalopathie humaine. Ainsi, la migraine avec aura est associée a une mutation dominante
négative dans TRESK, une sous-unité fortement exprimée dans le nerf trijumeau humain et
les ganglions rachidiens.”” De plus, I‘utilisation de souris knockout pour le géne TREK-1 a

. . At s 58
permis de démontrer le rdle joué par ce canal dans la nociception.

En conclusion, les canaux ioniques, exprimés fortement dans les nocicepteurs, ont un
role majeur dans le phénomene douloureux. Ils sont impliqués dans le mécanisme d‘action de
nombreuses molécules antalgiques et peuvent eux-mémes é&tre ciblés pour la conception de
nouveaux médicaments. Les canaux Kjp, découverts plus récemment, semblent tres

prometteurs et tout particulierement le canal TREK-1.
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CHAPITRE 3 LE CANAL TREK-1

3.1 Structure et fonction

3.1.1 Les canaux Kjp

Le canal TREK-1 (TWIK Related K") appartient a la famille des canaux a deux
domaines P (Kjp). Cette famille, comportant 15 sous-unités (Figure 18), semble avoir une
importance considérable car elle est conservée dans des especes tres éloignées telle que la

59
levure.

Canaux sensibles a
I'acidification extracellulaire

TASK1
TASK3

TASK2

TRESK o
Canaux actives par

|'alcalinisation

extracellulaire
TALK1

THIKA1

Canaux inhibés TALK2
par I'halothane

THIK2

TRAAK
TWIKA1 TREK1
TREK2 i )
Canaux a rectification KCNK7 Canaux mécanosensibles
entrante activés par les acides gras

polyinsatures

Figure 18 : Arbre phylogénétique des sous-unités de la famille K,p™"

Ces canaux sont constitués de quatre segments transmembranaires (4TM, M1 a M4),
de deux boucles P (P1 et P2) et d‘une boucle extracellulaire M1P1 comportant 60 a 70 acides
aminés. La signature des pores de ces sous-unités n‘est pas toujours GYG contrairement aux
autres canaux potassiques. Leurs régions N- et C-terminales sont intracellulaires. Afin d‘étre

fonctionnelles, ces sous-unités se dimérisent (Figure 19).
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Figure 19 : Structure dans canaux TREK-1*"
3.1.2 Les canaux TREK-1
Les canaux TREK-1 sont trés fortement exprimés dans le systéme nerveux central®

mais on les retrouve aussi dans les neurones sensoriels des ganglions spinaux de la moelle
y e ex 1 . . A 2 . ,
épiniére,’' ou encore dans 1‘estomac et I‘intestin gréle.®” Ils s‘activent de facon spontanée et

sont capables d‘osciller trés rapidement entre les états ouvert et fermé (flickering).

3.1.2.1 Structure de TREK-1

Le canal TREK-1 chez 1'Homme est composé de 426 acides aminés (Figure 20).
Comme dans tous les canaux potassiques, on retrouve la séquence signature, légerement
modifiée puisque la tyrosine est remplacée par une phénylalanine (GFG, rose Figure 20).
Deux sites potentiels de N-glycosylation ont été découverts sur la boucle P1 ainsi que quatre
sites potentiels de phosphorylation pour la protéine kinase C, deux pour la protéine kinase A

et deux pour la caséine kinase II (Figure 21).%°

MLPSASRERPGYRAGVAAPDLLDPKSAAQNSKPRLSFSTKPTVLAS
RVESDTTINVMKWKTVSTIFLVVVLYLIIGATVFKALEQPHEISQRTT
IVIQKQTFISQHSCVNSTELDELIQQIVAAINAGIIPLGNTSNQISHW
DLGSSFFFAGTVITTIGEGNISPRTEGGKIFCIIYALLGIPLFGFLLAGV
GDQLGTIFGKGIAKVEDTFIKWNVSQTKIRIISTIIFILFGCVLFVALPA
[IFKHIEGWSALDAIYFVVITLTTIGEGDYVAGGSDIEYLDFYKPVVW
FWILVGLAYFAAVLSMIGDWLRVISKKTKEEVGEFRAHAAEWTAN
VTAEFKETRRRLSVEIYDKFQRATSIKRKLSAELAGNHNQELTPCRR
TLSVNHLTSERDVLPPLLKTESIYLNGLTPHCAGEEIAVIENIK

Figure 20 : Séquence d’acides aminés du canal TREK-1%
En rose : séquence signature, en gris : résidus 306 a 326.

46



Introduction : Le canal TREK-1

95
120
* . - out
o e T*TTT
Feay M2 Ma M4 |
P1
31
NH2 53

@ filtre de sélectivite

o résidus impliqués dans :

phesphorylation PKC N-glycolisation
phosphorylation caseine kinase Il phosporylation PKA

Figure 21 : Structure du canal TREK-1°*Pt %%

Le canal n‘ayant pas encore été cristallisé, la structure 3D du récepteur n‘est pas
connue, ni le mécanisme d‘ouverture. Récemment, différents modeles structuraux de TREK-1
ont été publiés.®>**%” En utilisant la dynamique moléculaire pour générer ces modéles, une
é¢tude a montré que les extrémités C-terminales des deux dimeres interagissaient tres
fortement avec la membrane plasmique dans la conformation fermée du canal. Les lipides tels
que 1‘acide arachidonique, connus pour activer le canal, mimeraient la bicouche lipidique et se
lieraient avec les extrémités C-terminales, empéchant ainsi toute interaction entre celles-ci et
la membrane : la fermeture du canal ne pourrait donc plus avoir lieu. Il pourrait donc étre
intéressant de cibler ces extrémités C-terminales, via leurs séquences spécifiques, pour
développer des activateurs ou inhibiteurs du canal.

Par homologie avec les canaux KcsA, Milac et al. décrivent un autre modele structurel de
TREK-1 dans trois conformations différentes : fermée, ouverte et conductivité faible. Ce
modele décrit des caractéristiques uniques de cette sous-famille de K2P. En effet, les deux
boucles P n‘étant pas totalement identiques, on observe un arrangement de deux sous-unités
semblables qui permet une plus grande liberté de conformation que dans le cas des canaux K"
nécessitant un arrangement de quatre sous-unités identiques (KcsA). Une autre particularité
des canaux TREK et TRAAK réside dans 1‘extrémité C-terminale : les résidus 306 a 326

(gris, Figure 20) seraient capables de former une hélice a amphiphile.
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Piechotta ef al®” démontrent que les ammoniums quaternaires, excepté le
tétraé¢thylammonium, sont capables de se lier avec une grande affinité au canal TREK-1. En
utilisant cette propriété et en comparant avec différents modeles structuraux possibles, les
auteurs proposent que la structure du canal TREK-1 ressemble fortement a la conformation
ouverte du canal KvAP et concluent que le mécanisme d‘activation principal se situe a

proximité, voire a l‘intérieur, du filtre de sélectivité (Figure 22).

CLOSED STATE OPEM STATE

s i

i) )

Activated

(Protores and prasssm)

Figure 22 : Mécanisme d'ouverture proposé par Piechotta ef al*’ : Des mouvements importants du
domaine C-terminal sont convertis en petits mouvements d’hélices transmembranaires pour ouvrir le
canal au niveau du filtre de sélectivité.

3.1.2.2 Modulation de TREK-1

Le canal TREK-1 posséde un mécanisme d‘action polymodale. En effet, il peut étre

activé par un trés grand nombre de stimuli (Figure 23).

Comme nous l‘avons abordé dans le chapitre précédent, le canal TREK-1 est
mécanosensible, il peut donc étre ouvert suite a un étirement de la membrane ou suite a une
pression.”® De méme, il est sensible a la température (la sensibilité maximale est situde entre
32 et 37°C). 1l peut aussi €tre activé par 1‘acidose intracellulaire. Ainsi, une baisse du pH a
I‘intérieur de la cellule conduit a 1‘ouverture des canaux a pression atmosphérique. Ce canal
possede aussi un mécanisme voltage-dépendant : il s‘ouvre suite a une dépolarisation de la
membrane. Léacide arachidonique et plus généralement les acides gras polyinsaturés® sont de
trés bons activateurs du canal (mécanisme proposé ci-dessus). Les lysophospholipides’®
extracellulaires possédant une longue chaine aliphatique et une large téte polaire comme la

phosphatidylcholine peuvent aussi activer TREK-1.

La fermeture du canal peut étre obtenue par la stimulation des récepteurs couplés aux
protéines Gy et Gq”(cf. glossaire) En effet, la fixation de sérotonine sur les récepteurs 5-HT4
couplés a la protéine G inhibe les courants, en impliquant 1°AMP cyclique puis la protéine
kinase A (PKA). De la méme facon, les courants TREK-1 sont inhibés par la liaison d‘un
neurotransmetteur sur son récepteur lorsque celui-ci est couplé a la protéine G4 (glutamate et

récepteur métabotropiques au glutamate mGIluR1 et mGluRS).
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Figure 23 : Activation polymodale du canal TREK-1%Pt¢ %72

D‘un point de vue pharmacologique, le canal TREK-1, contrairement aux autres Kjp,
n‘est pas inhibé par les bloqueurs classiques que sont I‘ion tétraéthylammonium et la 4-
aminopyridine. En revanche, il est inhibé par divers agents pharmacologiques tels que la
fluoxetine” ou la lidocaine.”*

TREK-1 est activé par une classe importante de substances chimiques: les
anesthésiques volatils généraux (chloroforme, éther, halothane). De méme, les anesthésiques

gazeux tels que 1‘oxyde d‘azote ou le xénon sont capables d*activer le canal.”

3.2 TREK-1 en tant que cible thérapeutique

Au cours des derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées au canal
TREK-1 dans des buts divers et variés. La majorité¢ des connaissances ainsi découvertes
repose sur l‘utilisation de souris KO pour le géne TREK-1 (TREK-17).

Le premier intérét porté a TREK-1 est basé sur son role dans 1‘anesthésie générale et la
neuroprotection. En effet, une caractéristique importante de ce canal est d‘étre activée par les
anesthésiques volatils a des concentrations utilisées en clinique. Les résultats des études
portant sur cette propriété révelent un role majeur du canal dans l‘anesthésie car il faut une
dose beaucoup plus importante pour que les souris TREK-1 /" ressentent 1‘effet de 1°halothane
par exemple.”®

Parallélement, la méme équipe’® a mis en évidence que les souris TREK-1 7/~ étaient

beaucoup plus sujettes aux crises d‘épilepsie induite par l‘injection de kainate et plus
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sensibles suite a une intervention provoquant des ischémies : le taux de mortalité dans les trois
jours est beaucoup plus important dans les deux cas. Le canal TREK-1 est donc impliqué dans
la neuroprotection.

Le canal TREK-1 a aussi été étudi¢ en tant que cible contre la dépression. En effet, la
sérotonine est considérée comme le neurotransmetteur impliqué dans les phénomenes de
dépression. Or, TREK-1 est modulé par la sérotonine via ses récepteurs couplés a la protéine
Gs. Des tests permettant d‘évaluer 1°état dépressif ont été effectués sur des souris sauvages et
TREK-1 /" et ont démontré 1‘indéniable implication du canal : les souris KO semblent moins
déprimées que leurs congénéres sauvages.”’ De plus cette étude a permis didentifier la
spadine, peptide endogéne capable d‘inhiber le canal TREK-1, comme un anti-dépresseur
naturel avec une rapidité d‘action peu commune. Cette découverte apporte un nouveau
concept pour le traitement de la dépression mais aussi pour son diagnostique. En effet, la
spadine pourrait étre utilisée comme marqueur de cette maladie et son dosage permettrait

alors une détection fiable et une prise en charge rapide.

Plus récemment, 1‘implication des canaux TREK-1 dans la relaxation utérine pendant la
grossesse a été mise en évidence. En fait, un déreglement de ce mécanisme pourrait étre a

.. . . 78
1‘origine de certaines naissances avant-terme.

Le dernier intérét thérapeutique réside dans 1°effet antinociceptif. Nous détaillerons cet
aspect dans le paragraphe suivant.

3.3 TREK-1 et douleur

De part leur localisation, notamment au niveau des neurones des ganglions rachidiens
impliqués dans la nociception, et leur activation par des stimuli potentiellement douloureux
(pression, température), il semblait évident que les canaux TREK-1 jouent un réle dans la
perception de la douleur. Ainsi, des études ont montré que les souris TREK-17" étaient
beaucoup plus sensibles aux stimuli thermiques et mécaniques. Elles percoivent comme
douloureuses des stimulations qui ne le sont pas chez les souris sauvages (allodynie) et

semblent plus sensibles que les souris sauvages vis-a-vis de stimuli douloureux (hyperalgie).”®

3.3.1 Implication du canal TREK-1 dans le mécanisme

d’action de la morphine

Des travaux plus récents”” entrepris par nos collaborateurs (Institut Neuro-Dol

UMR1107), basés sur des tests de nociception thermique (immersion de la queue a 46 °C et
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plaque chaude a 52 °C) ont démontré 1‘implication du canal TREK-1 dans le mécanisme
d‘action de la morphine.

Dans un premier temps, 1‘implication des canaux dans le mécanisme d‘action de la
morphine a été évaluée en comparant le temps écoulé avant 1‘observation d‘une réaction
douloureuse entre les souris sauvages et les souris TREK-1""saines, aprés administration de
doses croissantes de morphine. Les résultats montrent une importante diminution de
1‘analgésie induite par la morphine chez les souris KO et ceci dans les deux tests. De méme,
I“‘implication des canaux TREK-1 dans 1‘effet antalgique de la morphine a été¢ validée chez
des animaux modéles de douleurs postopératoires et neuropathiques’”.

Dans un second temps, des études in vitro” (électrophysiologie) ont prouvé
I‘existence d‘un couplage fonctionnel entre les récepteurs opioides-pu (LOR) et TREK-1. De
plus, 1‘utilisation de cellules exprimant TREK-1 avec une mutation a permis d‘affirmer que la
sérine en position 333, impliquée dans la phosphorylation dépendante de la protéine kinase A

(PKA, cf glossaire), est essentielle a 1‘activation du canal par la morphine.

3.3.2 Intérét du canal TREK-1

Outre le role essentiel dans le mécanisme antalgique de la morphine, nos
collaborateurs ont prouvé que le canal TREK-1 n‘était pas impliqué dans les effets
indésirables induits par les opioides’”.

Un des effets indésirables le plus fréquent est la constipation. La comparaison des
quantités de matiéres fécales produites par les souris sauvages et TREK ™ suite 4 une injection
de morphine (1, 3, 5 mg/kg, sous-cutané) montre que l‘apparition du phénoméne de
constipation est dépendant de la dose mais pas du génotype.

La dépression respiratoire est un autre effet indésirable, moins fréquent (survenant le
plus souvent lorsque la morphine est administrée par voie injectable) mais plus dangereux.
L analyse de la fréquence respiratoire des souris TREK-1"" et TREK-17" suite a I‘injection de
fortes doses de morphine a démontré que les canaux TREK-1 étaient indépendants de ce
phénomene.

De méme, le phénomeéne de dépendance physique a la morphine n‘impliquerait pas les
canaux TREK-1.

Le canal TREK-1 joue donc un role trés important dans l‘effet antalgique de la
morphine alors qu‘il n‘est pas impliqué dans les effets indésirables induits par cette substance.
Cette dissociation entre effet antalgique et effets indésirables est observée pour la premicre
fois et permet de considérer trés sérieusement les canaux TREK-1 en tant que cible
thérapeutique pour le traitement de la douleur avec un ratio bénéfice / risque amélioré par

rapport aux opiacés (Figure 24).
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A La morphine nécessite la
présence des canaux TREK-1 pour
produire un effet antalgique. Celui-
ci est accompagné d'effets
indésirables, indépendants des
canaux TREK-1.

B La morphine administrée a des
souris KO pour le gene codant le
canal TREK-1 perd son action
antalgique mais ses effets
indésirables sont maintenus

C L'activation du canal TREK-1 par
un agoniste résulte en un effet
antalgique dénué d'effets
indésirables liés aux opioides

Figure 24 : Schéma récapitulatif. Intérét du canal TREK-1.

3.4 Modulateurs du canal TREK-1

Les canaux TREK-1 peuvent étre activés par différentes substances chimiques. Nous

avons déja vu que les acides gras polyinsaturés tels que 1‘acide arachidonique et le

lysophosphatidylcholine peuvent ouvrir le canal, tout comme le riluzole. Une ¢étude

bibliographique antérieure avait permis d‘identifier d‘autres activateurs. Ainsi, 1‘acide

ﬂufénamiqueso, un anti-inflammatoire non stéroidien et le trichloroéthanolgl, un anesthésique
volatil, activent également TREK-1. Le CAPE™ (Caffeic Acid Phenylethyl Ester) et plus

spécialement le CDC* (Cinnamyl-1-3,4-dihydro-alpha-cyanocinnamate) sont des activateurs

de TREK-1 (Figure 25).
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Figure 25 : Activateurs des canaux TREK-1

Le BL-1249% ((5 ,6,7,8-Tetrahydro-naphthalen-1-yl)-[2-(1H-tetrazol-5-yl)-phenyl]-
amine) a été décrit comme activateur des canaux potassiques. Bien que le canal spécifique
n‘ait pas été identifié, il est fortement supposé que son mécanisme d‘action repose sur le canal
TREK-1. Plus récemment, un nouvel activateur a été découvert par 1‘équipe du Professeur

Minor : le ML67.%
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Figure 26 : Activateurs des canaux TREK-1 découverts plus récemment

Depuis 2008, le canal TREK-1 a été ciblé par 1‘équipe du Professeur Ducki afin de
développer de nouveaux antalgiques. Le CDC, évoqué précédemment, a été utilisé comme
molécule lead et différents analogues ont été synthétisés en vue d‘améliorer le pouvoir

antalgique.®™

3.5 Bilan des travaux antérieurs

La structure 3D du canal TREK-1 étant inconnue, toute approche de mod¢lisation
moléculaire ne peut se limiter qu‘a une SAR (relation structure-activité), voire QSAR,
indépendante du récepteur. C‘est pourquoi 1°‘équipe s‘est basée dans un premier temps sur une
recherche bibliographique des différents activateurs de TREK-1. Ensuite, le choix de la
molécule lead s‘est effectué en fonction du potentiel antalgique de chaque candidat. Pour cela,
il a fallu sélectionner un test d‘évaluation de 1‘activité antalgique in vivo permettant a la fois
d‘obtenir des résultats fiables et prédictifs tout en étant sensible. Le test de 1‘acide acétique,
(AcOH-induced writhing assay) consistant a provoquer une douleur au niveau de 1‘abdomen
de 1‘animal en lui injectant de 1‘acide acétique a 0.6%"’, rassemble ces critéres et semble étre
un test de criblage primaire pertinent.

Ainsi le choix de la molécule lead du projet s‘est porté sur le 3,4-dihydro-a-
cyanocinnamate de cinnamyle (CDC 8, Figure 24). En effet, il permet d‘inhiber 50% des
crampes abdominales induites lors du test de 1‘acide acétique. De plus, son aptitude a activer
les canaux TREK-1 a été mesurée grace a l‘électrophysiologie. Cette technique consiste a
mesurer un courant d‘ions en fonction du temps grace a deux électrodes de KCl fixées sur un
ovocyte unicellulaire de xénope surexprimant le canal TREK-1. L‘intensit¢ du courant
détectée représente le débit d‘ions circulant a travers la membrane et donc a travers le canal
TREK-1, majoritaire. Si le courant augmente en présence d‘une molécule, celle-ci active le

canal. A I‘inverse, si le courant diminue ou reste stable, alors la molécule inhibe le canal ou
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n‘a aucun effet. Le calcul de I‘activité (Rrrpk) est le rapport entre l‘intensité maximale
atteinte et le seuil de repos. (Rtrpx = I max/I seuil). Pour le CDC, la valeur de R obtenue est
de 2.64.

A partir de la molécule /ead, différents analogues ont été synthétisés et testés in vivo et
in vitro. On peut les regrouper en deux sous-familles : les analogues longs et les analogues

courts.

Sur chacune de ces familles, une étude QSAR a permis d‘identifier les pharmacophores,
ou autrement dit les groupements impliqués dans I‘activité de la molécule. Ainsi, 1‘importance
du groupement nitrile (jaune) et de la fonction ester (bleu) a pu étre observée pour les
analogues longs. En effet, les analogues possédant une fonction cétone, amide ou thioester se
sont révélés moins actifs. Le remplacement du groupement nitrile par une amine ou un acide

montre qu‘il est important de conserver ce groupement pour optimiser 1‘activité.

Figure 27 : Pharmacophores des analogues longs

Il semblerait que les groupements hydroxyl (rose) sur le noyau aromatique aient une
influence bénéfique sur 1‘activité bien que 1°‘on puisse s‘interroger sur la pertinence du noyau
catéchol, notamment concernant sa toxicité.®®

La chaine latérale (carbones 4 a 6 + noyau B) a été raccourcie ou rallongée sans
modification significative de 1‘activité. Cependant, les différentes tentatives de substitution
ont conduit a une baisse de 1‘activité, suggérant I‘importance d‘une chaine alkylée.

Dans un deuxiéme temps, 1‘évaluation des analogues courts (acides acryliques et esters
éthyliques notamment) a montré que l‘activité pouvait étre conservée voire améliorée dans
certains cas. Deux hypotheses peuvent étre formulées :

e Les analogues courts et longs n‘interagissent pas de la méme manicre avec le
récepteur

e les acides correspondent aux métabolites des analogues esters longs et ils sont
peut-&tre a 1‘origine de 1°activité. La partie ester jouerait alors plutdt un role de

vecteur.
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Lfinfluence du noyau aromatique A a aussi été¢ étudiée. En plus du groupement
catéchol, deux noyaux aromatiques se sont révélés particulierement intéressants au niveau de

1‘activité biologique: le furane 12 et 1‘indole 13.

HO o CN NC  OH
11 12 13
activation de TREK-1 R 1.29 143 2.44
% d'inhibition des crampes 329, 319 26%

induite par AcOH

Figure 28 : Molécules « téte de série »

En résumé, les travaux antérieurs de notre laboratoire ont permis la préparation de 43
analogues du CDC qui ont été évalués in vivo et in vitro, conduisant aux trois nouvelles
structures lead (11, 12 et 13 Figure 28).

3.6 Objectifs

Les canaux TREK-1 peuvent &tre modulés de diverses fagons et notamment par des
stimuli douloureux. Ils sont trés fortement présents dans les nocicepteurs, ce qui renforce leur
intérét en tant que cible thérapeutique pour le traitement de la douleur.

Récemment, les travaux de 1‘€quipe du Professeur Eschalier ont démontré
I‘implication du canal TREK-1 dans le mécanisme d‘action de la morphine (activation
indirecte). En 1‘absence de ce canal, [‘effet antalgique de la morphine disparait mais les effets
indésirables subsistent. En revanche, 1‘activation du canal par un activateur tel que le riluzole
entraine 1‘apparition d‘un effet antalgique sans déclencher les effets indésirables habituels des
opioides (données non publiées). La dissociation de ces deux effets, observée pour la premiere
fois, permet de considérer le canal TREK-1 comme une cible privilégiée pour le traitement de
la douleur.

A partir des travaux antérieurs réalisés®’ par 1‘équipe du Professeur Ducki et
notamment des trois structures les plus actives, le but de ma these est d‘optimiser le profil
pharmacologique des analogues du CDC afin d‘obtenir des candidats pré-cliniques les
meilleurs possibles (activateur de TREK-1: R > 3 et effet antalgique > 50% ; bon profil
« drug-like »). Du bilan ci-dessus ressortent deux axes de travail principaux :
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e La possibilité d‘une chaine ester aliphatique (suppression du noyau aromatique B de
droite) n‘a pas encore ¢été¢ exploitée. Des études de pharmacocinétiques (temps de

demi-vie) nous aideront alors a conclure sur 1‘utilité de la partie ester.

e En s‘inspirant des analogues courts, il parait intéressant de continuer 1‘étude de

lI‘influence du noyau aromatique A (naphtaléne, imidazole, pyrrole...).

De plus, il semble important de renforcer 1‘évaluation pharmacologique de nos analogues.
En effet, suite aux tests de criblage qui nous ont permis d‘identifier des structures
intéressantes, nous allons affiner notre sélection avec des tests supplémentaires (test au formol
et test de la plaque chaude sur souris sauvages et KO, test d‘Irwin, électrophysiologie sur
cellule...). Des études de pharmacocinétiques et pharmacodynamiques nous aideront a

améliorer l‘activité des composés.
Enfin, nous aborderons une autre approche de la recherche en mati¢re d‘antidouleurs, le

principe de drogue duale ou combinaison chimique de deux molécules connues pour leurs

propriétés antinociceptives (mécanismes différents et complémentaires).
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CHAPITRE 4 CARACTERISATION DES MOLECULES
« LEAD »

Avant de débuter la synthése de nouveaux analogues, nous allons caractériser plus
précisément les molécules /ead. Dans un premier temps, une évaluation de type Irwin (test
d‘observation comportementale) nous a permis d‘évaluer les éventuels effets indésirables
(sédation, locomotion, mortalit¢). Ensuite, afin d‘affiner 1‘évaluation pharmacologique,
différents modeles de douleur ont été testés. Pour finir, des expériences d‘électrophysiologie
sur cellules, plus sensibles que sur ovocytes, nous ont permis de mesurer la capacité a activer
le canal TREK-1.

4.1 Synthése du CDC 8 et des molécules 11-13

Le CDC 8 est obtenu en 2 étapes a partir de 1‘acide cyanoacétique 14 (Schéma 1). La
premiere étape consiste en une estérification entre 1‘alcool 15 et 1‘acide cyanoacétique 14, en
présence de DCC et de DMAP®. Leester 16 est obtenu avec un rendement de 98% aprés
purification sur gel de silice. Une réaction de Knoevenagel en présence de pipéridine avec
l‘aldéhyde 17a, mise au point au laboratoire,” dans le dichlorométhane permet ensuite
d‘obtenir le CDC 8, avec un rendement quantitatif.

Lfobtention du CDC 8 est confirmée par l‘apparition d‘un singulet a 8.1 ppm
caractéristique du proton éthylénique H-3.

DCC
DMAP o)
X
O . OH DCM NC\)I\ ~
NC\)L — o
OH 4h a2 0°C
14 15 98%) 16
(0]
HO
H
HO 6
17a HO
ip éridine 5
pip 1 HO
DCM
12h a Tamb
(quantitatif)

Schéma 1

61



Résultats et Discussion : Caractérisation des molécules lead

Les acides 11-13 proviennent des esters 18a-¢ qui peuvent é&tre formés par

condensation de 1‘a-cyano acétate 19 avec les aldéhydes 17a-c.

(0] (0] J<
(0} (0]
x’ﬁ)J\OH — x/ﬁ)Lo — XJLH + NC\)LOJ<
CN CN
X = 3,4-catéchol 11 X = 3,4-catéchol 18a X = 3,4-catéchol 17a
X = 2-furyl 12 X = 2-furyl 18b X = 2-furyl 17b 19
X = 2-indyl 13 X = 2-indyl 18c X = 2-indyl 17¢c
Schéma 2

Lacide cyanoacétique 14 réagit avec le 7-butanol 20 en présence de DCC dans le DCM pour

donner le précurseur 19°', avec un rendement de 45% (Schéma 3).

0 X DCC, DCM o
e L+ —— UK
OH OH 18h 42 Tamb o
14 20 (45%) 19
Schéma 3

Lester 19 est ensuite engagé dans une réaction de Knoevenagel avec 1‘aldéhyde approprié
(17a-17¢), avant la derniére étape d‘hydrolyse en présence d‘acide trifluoroacétique’
(Schéma 4) permettant d‘obtenir les acides 11-13 avec des rendements de 78 et 90%.
Ltapparition du singulet caractéristique du proton éthylénique vers 8 ppm permet de

confirmer la formation de 1‘acide a,B-insaturé.

hiy
X H
X = catéchol 17a
X =furane 17b
(0] X =indole 17¢c Q J< TFA H
N, & J< — X%HLO — xyLOH
0) pipéridine &N 1h a Tamb CN
DCM
12h a Tamb 3 B
X = catéchol 18a, 52% X = catéchol 11, 90%
19 X = furane 18b, 42% X =furane 12, 90%
X =indole 18c, 42% X =indole 13, 78%

Schéma 4

Le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 17a et le furaldéhyde 17b sont disponibles
commercialement alors que 1‘indole 17¢ a été synthétisé selon le schéma de synthése suivant
(Schéma 5). A partir de 1‘acide 21, une estérification permet d‘obtenir, avec un rendement de
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77%, l‘ester éthylique 22 qui subit ensuite une réduction pour donner 1‘alcool 23. Une

oxydation en présence de MnO, conduit a 1‘aldéhyde 17¢, avec un rendement global de 40%.

H,SO,
O EtOH
O, e T, 2= OO,
ﬁ OH 3h a reflux 2h a 0°C
(77%) (67%)
21 22 23
MnO2
THF N o
—_—
18 h 4 Tamb g H
(79%)
17¢

Schéma 5

4.2 Caractérisation pharmacologique des composés

Comme nous l‘avons vu précédemment, il existe plusieurs types de douleur chez
1‘Homme. Ainsi, il est nécessaire d‘adapter les traitements a chaque type de douleur. Afin de
fournir des outils pour la recherche fondamentale, différents mode¢les de douleur ont été
développés chez les rongeurs (tests utilisant des stimuli thermiques, mécaniques ou
chimiques, des mesures d'hyperalgésie ou d‘allodynie). Récemment, des efforts ont été mis en
ceuvre afin d‘évaluer la douleur induite chez les rongeurs plutdt que les réflexes nociceptifs.
En effet, il existe une différence subtile entre douleur et nociception. Cette derniere englobe
les mécanismes détectant, codant et transférant les stimuli nocifs de maniére inconsciente au
systeme nerveux central ainsi que les réponses réflexes permettant de protéger 1‘organisme.
Au contraire, la douleur nécessite un traitement de 1‘information nociceptive par le cortex
cérébral et entraine une réponse affective et subjective. Le patient est conscient de la douleur
et peut la décrire verbalement. Chez 1‘animal, il est donc compliqué d‘évaluer la douleur et la
plupart des tests de douleur sont en fait des tests nociceptifs. Le développement de modeles
capables de mesurer la douleur des rongeurs (modeles de douleur inflammatoire ou
neuropathique) a permis d‘améliorer la valeur de la recherche préclinique.”

Ainsi, différents tests nociceptifs (plaque chaude, test au formol) et modéeles de douleur

inflammatoire (test a la carraghénine) ont été¢ menés.
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4.2.1 Le test d’Irwin

Ce test décrit, pour la premiére fois en 1968 par Irwin,™

permet d‘évaluer
qualitativement les effets d“une substance sur le comportement et les fonctions physiologiques
de souris mais aussi d‘estimer la durée d‘action de la molécule. Il peut étre facilement adapté
a différentes especes telles que les rats. Il est trés souvent employ¢ en premiere intention, lors
des phases de découverte d‘un /ead, afin de déterminer la toxicité d“une molécule, 1‘intervalle
des doses actives, les principaux effets sur le comportement (sédation, locomotion) et les
fonctions physiologiques. Lors des phases plus avancées de développement, ce test donne une
idée précise de la marge de sécurité du médicament (indications générales sur 1‘effet de la
molécule sur les fonctions vitales telles que la respiration ou la motilité intestinale).
Cependant, seuls les effets visibles peuvent étre quantifiés.”

Le test consiste a administrer per os la molécule a un groupe d‘animaux et a comparer
le comportement de ces animaux a celui d‘un groupe controle. Six doses différentes sont
généralement évaluées. La plus basse correspond a la dose thérapeutique supposée et la plus
haute peut étre jusqu‘a 100 ou 300 fois plus élevée, si la fenétre thérapeutique (intervalle entre
I‘apparition des effets bénéfiques et des effets indésirables d“un médicament) le permet.

Différents critéres tels que la sédation, I‘excitation, les convulsions, la perte
d“équilibre, 1°agressivité, I°‘hypo- ou 1‘hyperthermie, les crampes, la température et méme la
mort sont observés 15, 30, 60, 120, 180 minutes et 24, 48 heures apres 1‘administration du
composé. L‘évaluation se fait principalement en terme de présence ou d‘absence d‘un
symptome, mais certains effets sont quantifiés sur une échelle a trois points : faible, modéré,
important (sédation, excitation).

Ce test nous a notamment permis de déterminer les concentrations maximales du CDC
8 et des trois acides 11-13 pour lesquelles nous n‘observons pas d‘effets indésirables

importants.

4.2.2 Le test au formol (formalin assay)

Afin de confirmer les premiers résultats de criblage (test de 1‘acide acétique, induit par
un stimulus chimique), un autre test nociceptif chimique, le test au formol, a été réalisé. Ce
test peut également étre considéré comme un modele de douleur inflammatoire sur le court
terme. Simple & mettre en ceuvre, il constitue un moyen privilégié d‘évaluer les antalgiques.”®

II consiste a injecter du formol dans la patte d‘une souris, entrainant des démangeaisons
que la souris va combattre en léchant ou secouant sa patte. Ce test provoque des réponses
comportementales différentes selon le temps aprés 1‘injection. On observe d‘abord une
premicre phase de réaction importante, correspondant a 1‘activation directe des nocicepteurs.
Elle ne dure que quelques minutes (0-10 min) avant de laisser place a une période de

quiescence d‘environ dix minutes. Finalement, on remarque une deuxiéme phase de réaction
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durant de 20 & 35 minutes, reposant sur les mécanismes de la douleur inflammatoire.”

L‘évaluation du potentiel antalgique des molécules se fait en comparant la fréquence des
comportements entrainés par la douleur entre une souris témoin et une souris traitée. Plus la
différence est importante (la souris traitée se léche moins), plus 1°effet antalgique est fort.

Les résultats sont représentés sous forme d‘histogramme représentant le temps de
léchage de la souris, au cours de deux phases.

Les composés 11 et 13 ont été testés a leur concentration maximale déterminée lors des

tests d‘Irwin (Figure 29).
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Figure 29 : Résultat du test au formol
Activité antinociceptive (latence avant I’apparition de la douleur) des composés 11, 12 et 13
(125 mg/kg, IP) lors de la premiére (0—10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol.
Véhicule : Tween 80 (5%)

On remarque que le catéchol 11 et le furane 12 (125 mg/kg) sont capables de réduire
la douleur aussi efficacement, voire mieux, que la morphine a 3 mg/kg au cours des deux
phases. L‘indole 13 ne montre pas d‘efficacité lors de la premicre phase mais se révele plus
actif que la morphine dans la seconde.

A partir du graphe (Figure 29), on peut déterminer le pourcentage d‘inhibition de la

douleur grace a la formule suivante :
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temps de léchage du composé L
( — - — ) X 100 = % d inhibition de la douleur
temps de léchage du véhicule

Les données obtenues sont regroupées dans le Tableau 2.

i ] % inhibition de la douleur
Molécules Aromatique

Formol I/II (mg/kg)”
morphine 3 mg/kg 59% / 79%
11 Catéchol 125 mg/kg 44%/99%
12 Furane 125 mg/kg 68% / 91%
13 Indole 125 mg/kg 17% / 87%

Tableau 2 : Résultats du test au Formol
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (125 mg/kg, IP) lors de la premiére
(0-10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol.

A la méme concentration (125 mg/kg), le furane 12 est le plus efficace (68%
d‘inhibition de la douleur en phase I et 91% en phase II). Le catéchol 11 est modérément actif
en phase I et tres efficace en phase II (100% d‘inhibition). L‘indole 13 suit également cette
tendance, en étant plus efficace en phase II (8§7%) qu‘en phase I (17%).

La différence d‘activité entre les deux phases peut s‘expliquer par la cinétique et la
distribution. En effet, chez le petit animal, on observe un pic de distribution entre 45 min et
une heure environ. Ces résultats se révelent d‘autant plus intéressants lorsque 1‘on sait que
certains médiateurs de l‘inflammation telle que la prostaglandine (voie de 1°AMPc) sont
capables d‘inhiber les canaux TREK-1.*

Un effet-dose a été effectué sur le produit le plus actif, 1‘acide 12 (Figure 30). Il
montre la méme capacité que la morphine (3 mg/kg) a réduire la douleur lors de la premiére
phase du test a 30 mg/kg, et se révele aussi efficace que la morphine durant la seconde phase

pour une dose de 60 mg/kg.
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Figure 30 : Effet-dose sur le test au formol pour le composé 12
Activité antinociceptive (latence avant I’apparition de la douleur) (125 mg/kg, IP) lors de la premiére
(0-10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol. Véhicule : Tween 80 (5%)

4.2.3 Le test de la plaque chaude (Aot plate assay)

L activité antalgique a ensuite ét¢ évaluée grace a un test nociceptif thermique : le test
de la plaque chaude. Ce test, beaucoup plus sélectif, va nous permettre de sélectionner des
molécules ayant un réel potentiel antalgique.

I1 consiste a déposer une souris sur une plaque chauffée de maniere contrélée a 52 °C et
équipée d‘un chronomeétre et d‘observer son comportement. Des que la souris se leche la patte
ou sautille, le chronomeétre est arrété et la souris retirée. La valeur enregistrée mesure le temps
d‘apparition de la réaction douloureuse. On compare ensuite les seuils de base, enregistrés en
I‘absence de traitement, et les temps nécessaires a 1‘apparition de la douleur 30 minutes et 45
minutes apres 1‘injection du produit testé. En général, seuls les opioides ont une influence sur
le 1échage de la patte, bien que certains antalgiques moins puissants, tels que le paracétamol et
l‘aspirine, soient capables de rallonger le temps avant que la souris ne sautille, mais ce pour
des températures inférieures a 50°C.*

Les résultats sont présentés sous forme de graphique représentant la variation entre le
seuil d‘apparition de la douleur a 30 ou 45 min et le seuil de base. Ainsi, plus la barre de
I‘histogramme est élevée, plus la différence entre ces deux seuils est importante et plus le
composé posséde une forte activité antalgique. Les produits sont testés a 60 mg/kg et la

morphine a 3 mg/kg (Figure 31).
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Figure 31 : Activité antinociceptive (latence avant ’apparition de la douleur) du CDC § et des acides 11,
12, 13 (60 mg/kg, IP) au cours du test de la plaque chaude, 30 et 45 min aprés ’injection.
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05. Véhicule : Tween 80 (5%)

Globalement, on observe une meilleure activité antalgique pour les nouvelles
molécules que pour le CDC 8. Le composé 12 se montre particulierement intéressant alors
que les produits 11 et 13 montrent une activité plus modérée. Le CDC 8 ne se révele pas
efficace sur ce test de la plaque chaude. En revanche, les acides 11-13 ont une activité
modérée a forte, 45 minutes apres l‘injection. En effet, le furane 12 montre méme un effet
antalgique semblable a la morphine (3 mg/kg), ce qui est trés encourageant.

On remarque ensuite que les composés sont plus actifs a 45 min ce qui est cohérent
avec le pic de distribution chez le petit animal.

Il est aussi possible de présenter les résultats sous forme de graphe représentant la
cinétique (Figure 32). On remarque ainsi que l‘effet antalgique de la morphine se fait ressentir

plus rapidement que celui du furane 12.

Latence avant
Fapparition

d’une réaction
douloureuse 15 -

*3%

—=—12 (60 mg/kg)
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10 - ——\éhicule
= B == Morphine (3 mg/kg)
5 .
0

Seuils de base

30 min ‘ 45 min ‘

Figure 32 : Exemple de courbe de cinétique pour le composé 12
Activité antinociceptive (latence avant I’apparition de la douleur) du CDC 8 et des acides 11, 12, 13
(60 mg/kg, IP) au cours du temps pour le test de la plaque chaude.
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05. Véhicule : Tween 80 (5%).
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A partir de ce graphique, en comparant le temps écoulé avant 1‘apparition d‘une
réaction douloureuse pour le véhicule et pour le composé, on peut obtenir un pourcentage qui
représente 1‘efficacité de la molécule :

latence post traitement — latence pré traitement S ,
X 100 = % d activité antalgique

latence pré traitement

Molécules Plaque chaude 60 mg/kg

(30/45min)”
morphine 185% / 159.7%
CDC 34.8% /30.5%

25.1% / 63.2%***
56.4%*/ 119.5%**
52.8%*** [ 63.4%*

1= IS 1=
(S| SR [N

Tableau 3 : Résultats du test de la plaque chaude
*Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) du CDC 8 et des acides 11, 12, 13 (60 mg/kg, IP)
au cours du test de la plaque chaude, 30 et 45 min apreés ’injection.
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05

Les composés augmentent tous le temps de latence des souris suite a une stimulation
thermique ce qui montre leur implication dans les voies nociceptives thermiques. Ce résultat
est trés encourageant car peu de composés présentent une activité antalgique a ce test. Le

pproduit le plus actif est encore 1‘acide 12.

4.2.4 Le test a la carraghénine

La plupart des modeles de douleur inflammatoire repose sur l‘injection de produits
irritants produisant une réponse auto-immune et donc une inflammation ou directement sur
I‘administration des produits inflammatoires. C‘est le cas de la carraghénine, un
polysaccharide soufré extrait d‘algues marines. L injection intra-plantaire de cette substance
chez le rat entraine a la fois une allodynie thermiquee et mécanique ainsi qu‘une hyperalgésie,
et ce pendant plusieurs heures.” Un test nociceptif (thermique : immersion de la patte dans de
I‘eau chaude, ou mécanique : Von-Frey, Randall et Selitto) est ensuite mené sur la patte
inflammée du rat, afin d*évaluer la capacité d‘une molécule a réduire 1‘hyperalgésie, et donc
son pouvoir antalgique.

Dans notre cas, nous avons choisi le test mécanique de Randall et Selitto. Il consiste a
exercer une pression (mesurée en gramme, g) sur la patte du rat et a enregistrer le seuil de
douleur quand 1‘animal vocalise. Une premiere mesure de seuil de base est réalisée avant

lI‘injection de carraghénine puis une seconde 3h30 apres 1°injection, afin de laisser le temps a
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I‘inflammation de s‘installer. Le produit est alors injecté (s.c.) et les seuils de douleur sont
ensuite enregistrés a 15, 30, 45, 60, 90 et 120 min.

Ce test a été effectué¢ uniquement sur le furane 12 et l‘indole 13 présentant des
résultats encourageants sur les tests précédents. A premiere vue, la réponse est dépendante de
la concentration. On observe que le furane 12 permet une protection compléte contre
I‘hyperalgie induite par la carraghénine entre 30 et 45 min, pour une dose de 100 mg/kg
(Figure 33). En effet, le niveau du seuil douloureux lors de cette période est identique a celui
du seuil de base. Leffet anti-hyperalgique est plus modéré pour les doses plus faibles bien
que significatif a partir de 6 mg/kg. De plus, le furane 12, & 100 mg/kg, montre une activité

comparable a celle de la morphine (6 mg/kg). Ces résultats sont trés encourageants.

Seuilsde  3p0,0 -
vocalisation
(g)
250,0 -
—4—véhicule
200,0 —12 (2 mg/kg)
~#—12 (6 mg/kg)
=>é=12 (10mg/kg)
150,0 ——=12 (20 mg/kg)
—8-12 (30mg/kg)
12 (100mg/kg)
100,0 1 =l-morphine (6 mg/kg)
50,0
0,0 :
Seuils Seuils 15 30 45 60 90 120  Min
de base post-

carra.

Figure 33 : Effet-dose test a la carraghénine sur le composé 12
Véhicule : Tween 80 (5%).

Pour 1‘indole 13 (Figure 34), la réponse est également dose-dépendante. On observe

une protection importante a 100 mg/kg.
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Figure 34 : Effet-dose test a la carraghénine sur le composé 13
Véhicule : Tween 80 (5%).

En conclusion, les deux acides 12 et 13 sont capables de réduire voire supprimer
I‘hyperalgésie induite par la carraghénine a des concentrations comprises entre 30 et 100

mg/kg. On remarque également que 1‘effet des deux composés est dose-dépendant.

4.2.5 Les tests sur souris invalidées pour le géne TREK-1

(TREK-1")

Grace aux tests précédents, nous avons pu confirmer le pouvoir antalgique de nos
molécules lead (4.2.2 4 4.2.3). Il nous faut maintenant déterminer si le mécanisme d‘action in
vivo de ces molécules dépend de I‘activation des canaux TREK-1. Pour cela, nous allons
réaliser les tests du formol et de la plaque chaude sur des souris invalidées pour le gene
exprimant TREK-1 (KO ou TREK-1 /). En comparant 1‘influence de nos molécules sur les
souris sauvages (WT ou TREK-1"") et KO, nous serons en mesure d‘évaluer 1‘implication
des canaux TREK-1 sur l‘activité antalgique.

Les souris TREK-1" (souris noires) sont générées par recombinaison homologue
conduisant a la suppression de 1‘exon 3, qui code pour le premier segment transmembranaire

M1 de TREK-1.® Elles sont en bonne santé, fertiles et ne présentent pas de différences
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morphologiques apparentes (couleur de peau, tonus, poids). Elles ne montrent pas
d‘anomalies dans leur posture, respiration ou activité spontanée. Leur activité motrice est

++

identique a celle des souris TREK-1"", tout comme leurs réflexes, les fonctions autonomes, la
fréquence et le volume de la miction et de la défécation. Les réponses a divers tests portant
sur le systeme visuel ou la reconnaissance d‘objet sont les méme pour les deux génotypes. De
plus, la morphologie du cerveau, dans lequel les canaux TREK-1 sont fortement exprimés,
reste normale. On n‘observe pas non plus de surexpression compensatoire d‘autres canaux
Kap. 8

Les composés 11-13 (60 mg/kg) sont évalués en paralléle chez les souris TREK-1""
et TREK-1"" sur le test de la plaque chaude. Les différences de résultats sur les souris TREK-
I par rapport au paragraphe précédent sont dues au génotype des souris utilisées. En effet,
les souris KO sont générées a partir de souris noires, plus résistantes que les souris blanches
utilisées lors des tests de screening. On remarque que 1‘action de la morphine est en partie
perdue chez 1‘animal TREK-1"". Cela implique que les canaux TREK-1 jouent un role crucial
dans I‘effet antalgique de la morphine.”

Pour le catéchol 11 (Figure 35), on observe une perte d‘activité antalgique compléte de
la molécule chez I‘animal TREK-17" (8% d‘antalgie contre 28% chez les souris TREK—1+/+)
ce qui signifie que le canal TREK-1 est fortement impliqué dans 1‘effet antalgique de ce

compose€.

Latence avant 18

I'apparition
d’une réaction 16 - == V/éhicule WT
douloureuse 14 _
(en sec.) 5 —4—11 (60 mg/kg) WT
10 - —&— Morphine (3 mg/k)g WT
8 -
- &= Véhicule KO
6 .
2 e == 11 (60 mg/kg) KO
2 $
=@ Morphine (3 mg/kg) KO
0
Seuils de base 30 min ‘ 45 min

Figure 35 : Implication de TREK-1 dans I’effet du catéchol 11 : comparaison de I’activité antinociceptive
(latence avant apparition de la douleur, 60 mg/kg, IP) au cours du temps pour le test de la plaque chaude
chez les souris TREK-1"" et TREK-1"". Test de Student : *** p<0.001 <**p<0.01<*p<0.05.
Véhicule : Tween 80 (5%).

Pour le furane 12 (Figure 36), on remarque une diminution de 1‘activité antalgique

bien qu‘elle soit en partie conservée, ce qui signifie que le canal TREK-1 est partiellement
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+H+

impliqué dans I‘activité antalgique (121% d‘antalgie chez les souris TREK-1"" contre 78%

chez les TREK-17).

Latence avant 25
I'apparition
d’une réaction

douloureuse 20 -
—4—12 (60 mg/kg) WT

(en sec.)
15 +
——VVehicule WT
10 -
-4— 12 (60 mg/kg) KO
5 e
== Véhicule KO

Seuils de base 30 min

45 min ‘

Figure 36 : Implication de TREK-1 dans I’effet du furane 12 : comparaison de ’activité antinociceptive
(latence avant apparition de la douleur, 60 mg/kg, IP) au cours du temps pour le test de la plaque chaude
chez les souris TREK-1"" et TREK-1"" Test de Student : *** p<0.001 <** p<0.01 <* p<0.05.
Véhicule : Tween 80 (5%).

30 minutes apres 1°injection de 1‘indole 13 (Figure 37), 1°effet antalgique du composé
est complétement perdu chez le TREK-17" (-8% d‘activité antalgique contre 25% chez les
souris WT).

Latence avant

I'apparition 16 *ok
d’une 14 -
réaction * —o— 13 (60 mg/kg) WT
douloureuse 12 -
(en sec.)
10 ——
- —a —&— Véhicule WT
o e o-----= :-:--":i
6 i ®== o =" -
=<4= 13 (60 mg/kg) KO
4
2 - - @~ Véhicule KO
0
Seuils de base 30 min 45 min

Figure 37 : Implication de TREK-1 dans ’effet de I’indole 13 : comparaison de ’activité antinociceptive
(latence avant apparition de la douleur, 60 mg/kg, IP) au cours du temps pour le test de la plaque chaude
chez les souris TREK-1"" et TREK-1"". Test de Student : *** p<0.001 <**p<0.01<*p<0.05.
Véhicule : Tween 80 (5%).
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Globalement, on remarque que les acides 11-13 sont moins efficaces sur les souris KO
que sur les souris WT, ce qui laisse entendre que le mécanisme d‘action de nos antalgiques est
dépendant du canal TREK-1. Afin de quantifier le role de ce dernier, on peut effectuer le

calcul suivant (le calcul des pourcentages d‘antalgie a été expliqué au chapitre 4.2.3):

( % antalgie KO

% antalgie WT) * 100 = % d'ef fet antalgique impliquant le canal TREK — 1

Pour les molécules lead 11-13, on obtient les résultats suivants (Tableau 4) :

% antalgie TREK-1"* ¢ antalgie TREK-1" % d’effet antalel
o d’effet antalgique

Molécule Plaque chaude® Plaque chaude’ imoli ¢ TREK-1
impliquan -
(30/45min) (30/45min) P
Morphine 98.6% / 124.5% 86.7% / 94.6% 12.1% / 24.0%
Catéchol 11 36.4%* / 28.1%* -4.5% /7.9% 100% /71.9%
Furane 12 121.2%** / 93.5%** 78.1%** | 75.4%** 35.6% /19.4%
Indole 13 25.2%/50.5% -7.8% /22.0% 100% /56.6%

Tableau 4 : Implication des canaux TREK-1 dans I’effet antalgique
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris TREK-1"",
" Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris TREK-1".
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05

Les lead 11 et 13, bien que modérément antalgiques sur les souris TREK-1""*

, perdent
100% de leur effet 30 min apres 1°injection, confirmant ainsi que leur activité antalgique est
di exclusivement a l‘activation des canaux TREK-1. Le furane 12, quant a lui, est trés
antalgique sur les souris TREK-1"" mais cet effet n‘implique les canaux TREK-1 qu‘a

hauteur de 36%.

Par ailleurs, les tests sur animaux TREK-1"" permettent de mettre en évidence
I‘implication des canaux TREK-1 mais il n‘est pas possible de savoir s‘ils jouent un role
directement ou s‘ils sont activés de maniere indirecte (comme la morphine qui active les

récepteurs opioides-pt) et nécessitent 1‘intervention d‘un autre systéme en amont ou en aval.

Des tests au formol sur souris TREK-17" ont aussi été effectués (Tableau 5) mais a des
concentrations beaucoup plus faibles (10 mg/kg contre 60 mg/kg pour le test de la plaque
chaude) : il est donc difficile de comparer les résultats. En effet, ce test montre une
implication des canaux TREK-1 moins importante que le test de la plaque chaude. On peut

expliquer ceci par les différents mécanismes impliqués selon les types de douleur. Ainsi, la

74



Résultats et Discussion : Caractérisation des molécules lead

plaque chaude révele les antalgiques avec des modes d‘action centraux tandis que le test au

formol refléte plutot une action périphérique.

% antalgie TREK-1"" % antalgie TREK-1"" % d’effet antalgique

i Formol® Formol® impliquant TREK-1°
Molécules
(phase I/II) (phase I/II) test au formol
10 mg/kg 10 mg/kg (phase I/II)
12 63%* / 76%* 60% / 65% 5%/ 14%
13 36%* / 43%* 21%/27% 42% 1 37%

Tableau 5 : Implication des canaux TREK-1 dans I’effet antalgique du test au formol
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test
formol chez les souris TREK-1"",
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test
formol chez les souris TREK-17",
¢ % d’effet antalgique impliquant TREK-1 = (1 - %antalgie KO / % antalgie WT)*100
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05

4.2.6 Electrophysiologie sur cellules

Afin de confirmer la capacité de nos molécules a activer les canaux TREK-1, nous
avons réalisé des expériences d‘électrophysiologie sur des cellules HEK-293 transfectées avec
TREK-1 et I‘exprimant en permanence. Contrairement a 1‘électrophysiologie sur ovocytes,
une seule micro-électrode en verre (micro-pipette) est utilisée pour mesurer le potentiel et
imposer un courant. Les conditions expérimentales sont plus proches de celles in vivo. En
effet, a I‘inverse de la cellule, les ovocytes ne sont pas fécondés et ne contiennent donc que la
moitié de 1‘information génétique. Ils ne se divisent pas et la composition protéique
intracellulaire est différente ainsi que la structure membranaire. De plus, les courants obtenus
sont plus importants que pour [‘ovocyte.

La technique du patch-clamp, mise au point par Erwin Neher et Bert Sakmann (prix
Nobel de physiologie ou médecine 1991), a été utilisée. Elle consiste & mesurer les courants
ioniques transitant a travers les membranes cellulaires a 1‘aide d‘une micro-pipette en verre
remplie d‘une solution ionique de composition définie. Le principe est basé sur la propriété
des pipettes en verre a coller aux membranes biologiques formant ainsi une zone de trés forte
résistance ("gigaseal") qui isole électriquement la portion de membrane ("patch") présente
sous la pipette. Pour obtenir le "gigaseal" plusieurs astuces sont utilisées : arrondissement de
la pipette a 'aide d'une microforge, utilisation d'huile minérale, légére aspiration, etc.”’ 1l
existe différentes configurations en patch-clamp, selon ce que 1°‘on veut enregistrer (Figure
38).%®
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INSIDE-QUT
PATCH

——— —————

WHOLE-CELL
CLAMP

OUTSIDE-OUT
PATCH

Figure 38 : configurations du patch-clamp®®

La configuration cellule attachée (on-cell patch, Figure 38A) permet la mesure du
courant produit par les canaux isolés dans la pipette tout en gardant la cellule intacte.

En éloignant la pipette, on peut obtenir la configuration inside-out (Figure 38B) avec
la face interne de la membrane dans le bain. Elle permet la mesure du courant produit par les
canaux isolés dans le fragment de la membrane excisée, en faisant abstraction de la cellule.
On peut ainsi observer si la molécule agit directement sur le c6té intracellulaire du canal
indépendamment de toute signalisation intracellulaire.

A partir de la configuration cellule attachée, on peut rompre la membrane par
aspiration pour obtenir la configuration cellule entiere (whole-cell Figure 38C). Elle est
utilisée pour mesurer le courant produit par tous les canaux présents sur la membrane
cellulaire.

En ¢éloignant la pipette, on peut réaliser un outside-out (Figure 38D) qui permet
également la mesure des courants produits par les canaux isolés dans le fragment de
membrane excisée. On peut voir si l'effet de la molécule s‘exerce directement sur le coté
extracellulaire du canal indépendamment de toute signalisation intracellulaire.

Les différentes techniques présentent chacune des avantages et inconvénients (Tableau
6).
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Configurations

Avantages

Inconvénients

Cellule attachée
(on-cell patch)

Cellule entiére
(whole-cell patch)

Patch excisé
B/D  (inside-out et outside-

out)

- Milieu interne de la cellule
conserveé

- Mesure de courant unitaire
- Milieu externe parfaitement

controlé

- Milieu interne relativement
bien controlé

- Mesure d'un courant global

- Milieux interne et externe
parfaitement controlés
- Mesure de courant unitaire

- Potentiel transmembranaire
inconnu

- Milieu interne non controlé

- Perte d'éventuels facteurs
de

régulation du canal

- Perte d'éventuels facteurs
de

régulation du canal

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des configurations patch-clamp’’

Nous avons choisi d‘utiliser la configuration cellule entiere (Figure 38A, Figure 39)
afin d‘enregistrer des courants de grande amplitude, ce qui n‘est pas possible avec des canaux

1solés.

bath
electrode

Figure 39 : Montage de la cellule entiére”

K-selective
channel

sensing electrode +
Ag/AgCl wir

glass capillary

electrical seal

amplifier

)

output signal (V)

Comme pour l‘électrophysiologie sur ovocyte, l‘intensité du courant détectée

représente le débit d‘ions circulant a travers la membrane et donc a travers le canal TREK-1

surexprimé. Si le courant augmente en présence d‘une molécule, celle-ci active/ouvre le canal.

A I‘inverse, si le courant diminue ou reste stable, alors la molécule n‘a aucun effet ou

inhibe/ferme le canal. Le calcul de 1‘activité (Rrrgk) est le rapport entre 1‘intensité maximale

atteinte et le seuil de repos (Rrrex = I max/I seuil). En cas d‘activation, on obtient une valeur

de Rrrek positive. A 1‘inverse, une valeur négative traduit une inhibition. Ce parametre nous

permet de réaliser un premier criblage de nos molécules : on considére qu‘il y a activation
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notable du canal pour Rtrgx > 3 a une concentration supérieure a 20 pM et pour Rrgrex > 2

pour une concentration inférieure ou égale a 20 uM (Tableau 7).

Activation de TREK-1

Molécules a
Rirex (100pM)
ML-67% 8.56 + 2.24%**
CDC 6.20 £2.61%*
Catéchol 11 1.50 £ 0.2*
Furane 12 7.01 +£2.75%%*
Indole 13 1.18+0.16

a RTREK =1 max/I seuil

Tableau 7 : Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés
par la technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05
Le CDC 8 et le furane 12 sont de bons activateurs des canaux TREK-1 in vitro tandis
que le catéchol 11 et I‘indole 13 n‘activent que tres faiblement ces canaux. Ces résultats
semblent étre en contradiction avec les tests sur souris KO. En effet, les conclusions
précédentes (cf 4.2.5) montraient que 1‘implication du canal TREK-1 était plus importante
pour les acides 11 et 13 alors qu‘ici ils n‘activent que trés faiblement les canaux TREK-1 in

vitro. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises :

e Il est possible que, in vivo, le catéchol 11 et 1‘indole 13 activent indirectement
le canal TREK-1 par le biais d“un autre systéme. L absence de ce systéme dans
la cellule HEK-293-TREK-1 pourrait expliquer cette faible capacité d‘activation
de TREK-1 en électrophysiologie. Par exemple, il a été démontré que
l‘activation des récepteurs métabotropiques au glutamate mGIluR2 et mGluR4

induit une activation des canaux TREK-1.'%

Il peut étre envisageable que le
catéchol 11 et I‘indole 13 exercent leur action antalgique via 1°activation de ces
récepteurs.

e On peut aussi envisager que l‘action in vivo de ces molécules est plutot due a des
métabolites de ces acides. Les composés 11 et 13 seraient alors des pro-drogues,

inactives in vitro et qui deviendraient actives in vivo.

A l‘inverse, le furane 12 est un trés bon activateur in vitro mais les résultats des tests
sur animal KO ne montrent qu‘une faible implication de TREK-1. Cela peut s‘expliquer in
vivo par l‘intervention d‘un deuxiéme mécanisme complémentaire. Ainsi cette molécule
combinerait une action antalgique due a l‘activation des canaux TREK-1 et un autre
mécanisme indépendant de ces canaux, permettant d‘obtenir une analgésie modérée sur les

souris KO.
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4.3 Conclusion

Les résultats obtenus ont été compilés dans le Tableau 8. On peut remarquer que les
trois composés chef de file 11-13, malgré une inhibition moyenne de la douleur dans le test de
lI‘acide acétique, démontrent une plus forte activité antalgique que le CDC 8 dans les autres
modeles et particulierement lors du test de la plaque chaude. Ceci est trés satisfaisant car,
habituellement, peu de molécules se révelent actives au cours de ce test, a l‘exception des

opioides.

Par ailleurs, le test de la plaque chaude semble révéler une implication des canaux
TREK-1 dans le mécanisme douloureux plus importante que le test au formol. En effet,
seulement 14% et 42% au maximum de 1‘effet antalgique des produits 12 et 13 sont attribués
a 1‘activation des canaux TREK-1 contre 56% et 100% dans le test de la plaque chaude. Cette
différence peut s‘expliquer par les modeles de douleurs impliqués (inflammatoire induite par
un agent chimique versus nociception thermique) mais aussi par les différents modes d‘action

(action centrael versus action périphérique).

Cependant, on remarque également que les données in vivo sur souris KO et in vitro ne
correlent pas. Ainsi, le furane 12 est I‘activateur de TREK-1 le plus efficace d‘apres
1‘électrophysiologie alors que le pourcentage de son activité antalgique da au canal TREK-1
est le plus faible sur les souris KO, quelque soit le modele de douleur utilisé. On peut
supposer que le composé 12 possede plusieurs mécanismes d‘action qui n‘impliquent pas tous
les canaux TREK-1. A I‘inverse, 1‘action de 1‘indole 13 semble reposer en grande partie sur
l‘activation des canaux TREK-1 lors des tests sur souris KO et pourtant 1‘électrophysiologie
montre que ce composé est incapable d‘activer le canal in vifro. On peut penser que le
mécanisme d‘action in vivo implique une activation indirecte des canaux TREK-1, par le biais
d‘un autre systéme tels que les récepteurs mGluR4 et mGluR; ou bien 5-HT). L‘absence de ce
systeme dans les cellules HEK-293 surexprimant TREK-1 expliquerait ‘incapacité a activer
le canal. Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant d‘effectuer une série de tests sur
des animaux KO pour les récepteurs mGIluR4. Nous pourrions ainsi déterminer si ces
récepteurs sont impliqués dans 1‘effet antalgique de nos molécules (activation indirect de
TREK-1).

Nous avons aussi comparé nos composés a un produit récemment publié®*, le ML67,
rapporté comme activateur des canaux TREK-1. Nous avons évalué son pouvoir antalgique :
test au formol et test de la plaque chaude. On remarque que nos composés ont un effet
antalgique plus important que le ML67, particuliérement sur le test de la plaque chaude. En
revanche, seuls le CDC et 1‘acide 12 montrent la méme capacité que le composé ML-67 a

activer les canaux TREK-1 in vitro (Tableau 8).
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Résultats et Discussion : Caractérisation des molécules lead

Suite a une recherche bibliographique, nous avons découvert une publication'®" portant
sur l‘activité antinociceptive de dérivés esters de 1°acide caféique et démontrant que cette
activité était meilleure que celle de 1‘acide lui-méme. Nous avons donc décidé d‘orienter la
suite de nos travaux vers la synthése d‘esters dérivés de nos acides /lead 11-13.

De plus, en comparant (Figure 40) les propriétés drug-like de nos lead 8 et 11-13 (c‘est-
a-dire les propriétés permettant a la molécule de circuler a travers le corps et d‘atteindre sa
cible sans perdre son efficacité, détaillées dans le chapitre suivant), on peut penser que 1‘ajout
d‘une chaine ester permettrait d‘obtenir un profil pharmacocinétique plus adéquat, se
rapprochant de celui du CDC 8. Notamment, une augmentation du logP devrait permettre une

perméation plus importante (meilleur passage des membranes lipidiques).

—4—CDC 8 ====Min ==h=-Max ' 11 ===-Min ===-Max

logP

—l—12 --=-Min =<=-Max m—fe=13 ====Min =-=h=-=Max

logP

Log P MW nrotb HBA HBD
Min -1 150 0 0
Max 5 450 12 10 5
Optimum 3 350 6 5

Figure 40 : Radar-plot des propriétés drug-like du CDC 8, du catéchol 11, furane 12 et de I’indole 13
Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre d’accepteurs
de liaison H ; HBD, nombre de donneurs de liaison H. Min et Max définis d’aprés les régles de Lipinski.
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En résumé, ces différents tests nous ont permis d‘affiner la caractérisation
pharmacologique de nos molécules chefs de file. Nous avons ainsi pu confirmer
I‘amélioration de I‘activité antalgique découverte lors du criblage.

1.'%%nt orienté

L‘analyse succinte des propriétés drug-like et 1‘étude de De Campos ef a
la suite des travaux vers la synthése d‘esters de nos acides lead 11-13.

Cette évaluation pharmacologique complémentaire nous a ¢également permis
d‘optimiser notre nouvelle stratégie pour le criblage des futurs analogues. En effet, le test a
l‘acide acétique étant vraiment sensible, nous avons décidé de 1‘associer au test de la plaque

chaude, simple et rapide a mettre en ceuvre, afin d*éliminer d‘éventuels faux positifs.
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CHAPITRE 5 EXPLORATION STRUCTURALE

Dtapres les résultats et le bilan de SAR dressé précédemment (chapitre 3), nous allons
d‘abord nous concentrer sur la synthése d‘analogues possédant une chaine ester aliphatique R,
afin d‘améliorer les propriétés pharmacocinétiques des acides correspondants (Ar = catéchol
11, furane 12, indole 13).

0

3
2 .R
Ar&Hf\O

CN

5.1 Conception de nouvelles molécules a partir du novau

Ar = catéchol

Dans un premier temps, le choix des chaines aliphatiques R s‘est fait en s‘appuyant sur
une étude démontrant une activité antinociceptive pour une série de dérivés de 1‘acide
caféique (Figure 41 A)."”! Parmi les esters rapportés par De Campos Buzzi, nous avons
sélectionné les groupements ¢thyl, isopentyl et dodécyl afin d‘évaluer I‘influence de la
longueur de la chaine. Nous avons aussi voulu étudier l‘importance de l‘encombrement
stérique en rajoutant les esters #-butylique et cyclohexylique (Figure 41 B). De part sa forte
analogie avec l‘acide caféique, le premier noyau aromatique sur lequel nous avons travaillé

est le catéchol.

A HO NS I B HO I
OR :> RN OR
CN
HO HO
dérivés de I'acide caféique dérivés du CDC
R Inhibition (%) R=-H 11

-CH:H cH 34.6 (f 3'9)** -C(CH3))3 &
-CH,CH; 58.1 (¢ 4.4)** -(CH),CH(CH3), 25
-(CH2);,CH(CH3); 758 (+ 4.5) -CeHyq 26
-(CH;)11CH3 78.8 (+ 1.5)" -(CH,)11CH; 27

Activité antinociceptive des dérivés

de I'acide caféique lors du test a l'acide
acétique chez la souris (10 mg/kg), IP.
*p < 0.05, **p <0.01

Figure 41'"' : Analogie avec les dérivés de ’acide caféique
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Dans un deuxiéme temps, nous avons tenu compte des propriétés drug-like de ces
molécules. Le concept de druggability, développé par Lipinski, permet de décrire, pour une
petite molécule thérapeutique, la probabilité de celle-ci a étre capable de se lier avec une
grande affinit¢ a une cible biologique et de moduler son activité. Cette notion aide a
I‘optimisation des propriétés pharmacologiques en se basant sur des criteres favorisant
1‘obtention de candidats médicaments sdrs et biodisponibles oralement.'®* Parmi les propriétés
pharmacologiques, il faut distinguer la pharmacocinétique de la pharmacodynamique. Cette
derni¢re résulte de 1‘action d‘une molécule sur 1‘organisme, c‘est-a-dire de son interaction
avec une cible, reposant sur des pharmacophores et donc fortement dépendante de la structure
3D. A I‘opposé, la pharmacocinétique découle de l‘action de 1‘organisme sur la molécule : on
peut la décrire en termes d‘absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité
(ADMET).'” Ces propriétés, appelées propriétés drug-like, permettent de doter une molécule
d‘un comportement pharmacocinétique adéquat, c‘est-a-dire qu‘elles permettent a la molécule
de circuler a travers le corps et datteindre sa cible de fagon optimale, avant d‘étre ensuite

¢liminée sous la forme d‘un métabolite non toxique.

Ainsi, au cours de son trajet dans le corps, une molécule va d‘abord étre absorbée : elle
va devoir franchir plusieurs barriéres pour atteindre la circulation sanguine. La plupart du
temps, 1‘absorption se fait au niveau de l‘intestin gréle, étant donné que la surface est tres
importante et que le temps de séjour est assez prolongé. Les barricres étant des bicouches
lipidiques, il est donc important que la molécule posseéde a la fois un caractére lipophile et un
caractere hydrophile (afin de se dissoudre dans le bol alimentaire puis dans le sang). Cette
propriété est illustrée par la perméabilité, exprimée en logP entre 0 et 5. Ensuite, le systéme
sanguin va permettre la distribution de la molécule aux différents organes, puis aux tissus, a
travers la paroi des capillaires. Les molécules de petite taille (poids moléculaire < 500)
pourront traverser plus facilement cette paroi. Le métabolisme définit les réactions subies par
la molécule dans le corps, afin d‘étre excrétée plus facilement. La premicre phase consiste a
introduire des groupes polaires afin d‘augmenter la polarit¢ du médicament, grace a
I“intervention du cytochrome P450, présents dans le foie notamment. Ce dernier joue un role
crucial pour les molécules absorbées au niveau de l‘intestin. En effet, celles-ci passent dans le
sang puis traverseront le foie avant de rejoindre leur cible. Il est donc important qu‘une
grande proportion de ces molécules puisse survivre a cette premiere phase de métabolisme. La
deuxiéme phase consiste a conjuguer les molécules a des biomolécules polaires, tels que des
glucides, pour favoriser 1‘élimination. L‘excrétion se fait principalement via les reins. La

toxicité du principe actif et de ses métabolites est également un parametre important.
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Les propriétés drug-like ont été regroupées dans la régle des 5, énoncée par
Linpinski.'™ Afin de posséder une biodisponibilité optimale, un composé doit suivre les

critéres suivants :

* Poids moléculaire < 500 : il est relatif a la taille de la molécule. Plus celle-ci est
grande, plus il est difficile de la solubiliser. De méme, le passage des barricres
biologiques devient plus compliqué.

*  Nombre de liaisons H accepteurs < 10 : le nombre de liaisons hydrogene augmente la
solubilité dans 1‘eau et rend donc plus difficile le passage des barricres lipidiques.

*  Nombre de liaisons H donneurs < 5

* -1 < clogP <5 : une trop forte augmentation du logP se ferait au détriment de la
solubilité aqueuse.

Autrement dit, une molécule « drug-like » est un composé possédant des propriétés
ADMET optimales et une fenétre thérapeutique acceptable, ce qui devrait lui permettre de
passer avec succes la premiere phase des tests cliniques. Lutilisation de ces différents
parametres portant sur la biodisponibilité¢ a ainsi contribué a la diminution de I‘attrition au

cours du développement de nouveaux médicaments.

Ces régles ont ensuite été complétées par Veber,'" qui suggére que 1‘absorption au
niveau intestinal ne dépend pas du poids moléculaire mais plutét du nombre de liaisons
rotatoires. Il reléve aussi I‘importance de la surface polaire (PSA, correspondant
principalement aux atomes d‘oxygene et d‘azote), qui si elle est trop élevée, rend le passage

des membranes plus compliqué.

* Nombre de liaisons rotatoires < 12.
* Surface polaire < 140.

Un concept développé plus récemment, ligand efficiency (LE)'*

, permet d‘estimer
‘efficacité d‘une interaction entre un ligand et sa cible, en tenant compte des propriétés
physiques du ligand, notamment la taille. Il peut étre complété par la notion de ligand-

lipophilicity efficiency (LLE)'*

, prenant en compte la lipophilicité du candidat médicament.
LE = pICso/ nombre d’atomes lourds

LLE = pICs - clogP

Avec ICs : la concentration inhibitrice médiane

Ou ECsj : la concentration efficace médiane.
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Par ailleurs, toutes les régles citées précédemment doivent s‘adapter si 1°on décide de
synthétiser un médicament a action centrale. En effet, ceci implique que la molécule doit étre
capable de traverser une barriere supplémentaire, la barriere hémato-encéphalique. Ainsi, les

ajustements suivants doivent &tre faits :'*’

*  Poids moléculaire < 450

*  Nombre de liaisons H accepteurs <7
*  Nombre de liaisons H donneurs < 3
 1.5<clogP <27

*  Nombre de liaisons rotatoires < 8

*  Surface polaire < 70.

Nous avons donc déterminé, a 1‘aide du logiciel molinspiration,'® les propriétés drug-
like des cinq esters décrit en Figure 41 18a et 24-27 (Tableau 9). Comme attendu, 1‘ajout des
esters permettrait d‘augmenter le logP, le poids moléculaire mais également le nombre de

liaisons rotatoires.

Le Tableau 9 montre que les analogues respectent les régles citées précédemment,
excepté le composé 27 qui posseéde un logP élevé (> 5). Les molécules étant similaires, les
surfaces polaires totales sont identiques (90 — 100 A?) mais nous allons pouvoir étudier
I“influence du logP et du poids moléculaire pour les propriétés pharmacocinétiques ainsi que
I‘influence de la longueur et de l‘encombrement de la chaine latérale pour les propriétés
pharmacodynamiques. La stabilit¢ métabolique (t;,) nous permettra de conclure sur le role

joué par le groupement ester R.
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Résultats et Discussion : Exploration structurale

5.1.1 Synthése d’analogues catéchol 24-27

Les cinq analogues sont obtenus selon la rétrosyntheése décrite au Schéma 6. Les esters finaux
seront obtenus par une réaction de Knoevenagel entre le 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17,
commercial, et le cyanoester 28-31 correspondant. Ce dernier proviendra d‘une réaction

d‘estérification de 1‘acide cyanoacétique 14 avec 1‘alcool approprié 32-35.

o H
HO o o
N orR T + ne M —> ROH +
CN HO OR
-Ethyl 24 17a R = -Ethyl 28 R = -Ethyl 32
-tButyl 18a -tButyl 19 -tButyl 20
-iPentyl 25 -iPentyl 29 -iPentyl 33
-Cyclohexyl 26 -Cyclohexyl 30 -Cyclohexyl 34
-Dodécyl 27 -Dodécyl 31 -Dodécyl 35
Schéma 6

5.1.1.1 Synthése des esters 28-31

Différentes méthodes d‘estérification ont ét¢ employées pour obtenir les esters 28 a 31.
Pour commencer, une estérification de Steglich'®'"
1‘alcool correspondant (32-33, 35) dans le dichlorométhane, en présence de DCC et de DMAP
permet 1‘obtention des esters 28, 29 et 31 avec des rendements compris entre 48 et 87%
(Schéma 7).

entre 1‘acide cyanoacétique 14 et

DMAP, DCC o

DCM,
ROH + NC I NC
\)LOH 0°C a Tamb \)LOR

18h
R= -Ethyl 32 14 R= -Ethyl 28 (66%)
-iPentyl 33 -iPentyl 29 (48%)
-Dodécyl 35 -Dodécyl 31 (87%)

Schéma 7

Ensuite, une estérification de Fischer''' entre le cyclohexanol 34 et l‘acide 14 en

présence d‘acide sulfurique donne 1‘ester 30 avec un rendement de 77% (Schéma 8).
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HZSO4!
O/OH . \)(])\ toluéne 0 /O
NC
OH reflux 24h NC\)LO
34 14 30, (77%)
Schéma 8

Les composés ont été caractérisés par leurs données spectroscopiques. En RMN 'H, on
note 1‘apparition d‘un singulet entre 3.30 et 3.50 ppm caractéristique du méthyléne en alpha

du nitrile.

5.1.1.2 Syntheése des esters 24-27

Les esters 28-31 obtenus précédemment sont engagés dans une réaction de

Knoevenagel avec le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 17, en présence de pipéridine (Schéma 9).

H
s (0]
HO pipéridine
[0}
OR 20 - 24h
HO Tamb HO CN
17 R = -Ethyl 28 R = -Ethyl 24 (55%)
-tButyl 19 -tButyl 18a (52%)
-iPentyl 29 -iPentyl 25 (66%)
-Cyclohexyl 30 -Cyclohexyl 26 (71%)
-Dodécyl 31 -Dodécyl 27 (76%)
Schéma 9

Les esters sont obtenus avec des rendements compris entre 52 et 76%. Ils ont été
caractérisés par leurs données spectroscopiques. En RMN 'H notamment, on remarque
1‘apparition d‘un singulet vers 8 ppm, caractéristique du proton ¢thylénique.

Les conditions expérimentales,”” mises au point au laboratoire précédemment,
préconisaient l‘utilisation d‘un léger excés d‘aldéhyde afin d‘optimiser le rendement.
Cependant, nous avons rencontré des problémes pour la plupart des composés lors des
purifications par chromatographie sur gel de silice. En effet, 1‘aldéhyde et le produit final co-
¢luent, rendant leur séparation plus délicate.

Dans un premier temps, 1°ester cyanoacétate étant plus facilement séparable du produit
final, nous avons envisagé de l‘introduire en exces afin de consommer un maximum
d‘aldéhyde. Cette solution n‘étant pas pleinement satisfaisante (traces d‘aldéhyde), nous

avons ensuite essayé d‘effectuer un lavage au bisulfite de sodium. Ce dernier permet de
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réduire 1‘excédant d‘aldéhyde selon le mécanisme proposé dans le Schéma 10, et de le faire

passer en phase aqueuse lors du traitement.

Na 9
.S
Os_.OH ® -5
HO Q $ HO
00 , OH
HO * Na
® HO

Schéma 10

Nous avons ainsi pu améliorer nos rendements : pour le composé 24 on obtient un rendement

de 55% contre 20% sans lavage.

5.1.2 Evaluation de ’activité pharmacologique des

analogues catéchol 18a, 24-27

Dans un premier temps, nous avons adopté la stratégie de criblage utilisée
précédemment au laboratoire : test a 1‘acide acétique pour évaluer 1‘activité antinociceptive in
vivo et électrophysiologie sur ovocytes pour déterminer la capacité des composés a activer le
canal TREK-1 in vitro (Tableau 11). Nous avons choisi de présenter ce dernier critére en le
comparant au CDC 8. Ainsi le coefficient d‘activation est normalisé par rapport a la valeur du
CDC : Ryorm = Rrrex / Repe. Si ce coefficient Ryom st supérieur a 1, la molécule sera donc un
meilleur activateur que le CDC.

Les activités antalgiques (test de 1‘acide acétique) des esters 18a, 24-27 varient de 27 a
55%. Une activation des canaux TREK-1 est également observée pour touts les composés,
comprise entre 0.93 et 1.01.

Ce criblage primaire nous permet de sélectionner trois produits (24, 25 et 26) ayant un
effet antalgique intéressant (% test acide acétique > 50%) et/ou une bonne capacité a activer le
canal TREK-1 (Ryorm proche ou supérieur a 1). Nous avons alors exploré le profil antalgique
de ces trois produits sur deux nouveaux tests de douleur, détaillés précédemment (Chapitre
4) : le test au formol et la plaque chaude (Tableau 11). Lester cyclohexylique 26 ne montre
qu‘une faible activité antalgique in vivo sur la plaque chaude (< 40%) et une faible action sur
le test au formol (33% lors de la phase deux). L ester éthylique 24 présente des résultats un
peu plus encourageants mais semble avoir un effet de courte durée : 39% lors de la premicre
phase du test au formol et 47% pour le test de la plaque chaude a 30 min (30% a 45min).
Lfester ipentylique 25, quant a lui, semble beaucoup plus intéressant. En effet, en plus d‘un
coefficient d‘activation de TREK-1 proche de 1, il inhibe significativement la douleur lors du

test de la plaque chaude (87.5% apres 45 min).

90



Résultats et Discussion : Exploration structurale

Afin de confirmer I‘activation du canal TREK-1, nous avons réalisé
1“électrophysiologie sur cellules HEK-293 stabilisées pour TREK-1, plus sensibles que les
ovocytes. Tous les produits n‘étant pas solubles a une concentration de 100 uM, nous avons
da effectuer ce test a des concentrations différentes (10, 20, 50 ou 100 uM selon les
molécules). Afin de pouvoir comparer les résultats, des effets-dose ont été réalisés sur les
produits référence : le CDC 8 et le ML-67 10 (Tableau 10).

Molécules CDC8
Cellules”
1M 2.68 £0.31%*
10 tM 3.55+0.61%*
20 pM 8.23 £2.83*
50 uM  8.99 & 1.87***
100 pM 10.30 £ 2.68**

Tableau 10 : effet-dose pour la molécule /ead CDC 8
* Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule enti¢re (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05

L*électrophysiologie sur cellules HEK-293 nous a permis de confirmer que 1‘ester i-
pentylique 25 (Rrrex =4.07 £ 0.57 a 100 uM) et 1°ester cyclohexylique 26 (Rtrex = 5.78 =+
0.64 2 100 uM) sont capables d‘activer le canal TREK-1 avec une bonne efficacité.

Si 1‘on compare les résultats in vivo des esters 18a, 24-27 aux molécules référence
CDC (acide acétique : 50.8% ; plaque chaude : 34.8% / 26.7%) et ML-67 (formol : 31% /
26% ; plaque chaude : 77.4% / 36.6%), on remarque une meilleure activité antinociceptive
lors du test de 1‘acide acétique pour les esters 24 (57.8%) et 26 (55.3%) et un méme ordre de
grandeur pour le test au formol ou de la plaque chaude. Lester 25, quant a lui, est moins actif
lors du test de 1‘acide acétique (27.2%) mais largement plus efficace lors du test de la plaque
chaude.

De plus, si 1‘'on compare les résultats avec ceux de I‘acide correspondant 11, on
observe une amélioration quasi-générale sur le test a 1‘acide acétique. Pour le test au formol,
les résultats sont inférieurs mais la dose injectée est beaucoup plus faible (60 mg/kg contre
250 mg/kg). Seul le test de la plaque est réellement plus convaincant pour 1‘acide 11 (25.1% /

63.2%). Concernant les tests in vitro, les esters 25-26 sont de meilleurs activateurs des canaux

TREK-1 que I‘acide 11 selon les résultats de 1°électrophysiologie sur cellule (Rtrex > 3). On
peut donc penser que les esters sont hydrolysés trop rapidement in vivo et qu‘ils n‘ont pas le
temps d‘activer TREK-1.
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Tests in vivo Tests in vitro
Molécules

Plaque chaude®

Formol I/I1° . Ovocytes* Cellules®
(60 mg/kg) S0/ASmin 200M) | Rowex (uM)
m n
g/kg (60 mg/kg) TREK (1L
10.30 £ 2.68**
CDC 8 50.8% 34.8%/26.7% 1
(100)
8.48 + 1.83%**
ML67 10 31%/28%  77.4% /36.6% -
(100)
44% / 89% 1.50 +£0.2*
11 31.8% 25.1%/63.2% 0.66
(250 mg/kg) (100)
) ) 1.54 £ 0.1%%*
24 57.8% 39%/34%  46.7% /29.9% 0.94
(100)
2.52 +0.54%*
18a 43.4% - - 0.93
(100)
- . 4.07
25 27.2% - 20.3% / 87.5% 0.97
0.57*** (100)
- B 5.78 £ 0.64%**
26 55.3% -/33% 25.5% /34.2% 1.01
(100)
2.7+£0.37**
27 45.2% - - 0.93
(20)

Tableau 11 : récapitulatifs des résultats biologiques
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a

P’acide acétique.

P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) lors de la premiére
(0-10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol.

¢ Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.

4 Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des ovocytes de Xenope et mesurés par la
technique du voltage-clamp avec deux microélectrodes.

¢ Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).

Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05

Les différents esters ont été choisis afin d‘étudier 1‘influence de la longueur et de
I‘encombrement de la chaine. Ces parametres vont par ailleurs jouer sur 1°hydrophobicité et le
volume de la molécule. Ainsi, on remarque que les esters courts (éthyl 24, #-butyl 18a) ou trop
longs (dodécyl 27) ont une faible capacité a activer les canaux TREK-1 en électrophysiologie
(R < 3). Néanmoins ces esters montrent une meilleure activité in vitro que 1‘acide 11 (Rrrex
=1.50 = 0.2 4 100uM). Les meilleurs résultats sont obtenus pour les esters i-pentylique 25
(Rtrex = 4.07 £0.57 a 100 uM) et cyclohexylique 26 (Rtrex = 5.78 £ 0.64 a 100uM) qui
possedent tous deux des volumes moléculaires voisins (Tableau 12). On peut donc supposer
que le volume moléculaire est un paramétre important et qu‘il doit étre proche de 260 A > pour

obtenir une activation optimale in vitro.
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Molécules R Volume (A*)  Rygrex
11 -H 171.357 1.50 (100)
24 -Ethyl 205.686  1.54 (100)
18a -t-Butyl 238.510  2.52(100)
25 -i-pentyl 255.877  4.07 (100)
26 -cyclohexyl 262.319 5.78 (100)
27 -dodécyl 373.704 2.7 (20)

Tableau 12 : Volume moléculaire déterminés a 1’aide du logiciel molinspiration'®®

On peut aussi émettre 1‘hypothese que le facteur important est 1‘hydrophobicité,
découlant du volume et de la longueur de la chaine. Ce paramétre, crucial pour le passage des
barrieres biologiques, est représenté par le logP. Cependant, le noyau catéchol étant commun
a la série d‘analogue, nous nous sommes intéressés aux constantes d‘hydrophobicité des
différents esters (Tableau 13).

Esters Constante Runex
d’hydrophobicité r*
24 Ethyl 1.12 1.54 (100)
18a Butyl 2.16 2.52 (100)
25 iPentyl 2.68 4.07 (100)
26 Cyclohexyl 2.79 5.85 (100)
27 Dodécyl 6.31 2.7 (20)

Tableau 13 : Inflluence de I’hydrophobicité du groupe ester
% constante calculée selon la méthode proposée par Manhold et Rekker.'"

Les esters i-pentyl 25 et cyclohexyl 26, montrant les meilleurs résultats in vitro,
présentent des hydrophobicités similaires, proche de 2.70. On pourrait donc penser qu‘il
existe une hydrophobicité optimale pour interagir avec la cible de fagon efficace. A 1‘aide du
logiciel molinspiration,'® nous avons pu illustrer ce paramétre et observer sa distribution en
visualisant le « molecular lipophilic potential » (MLP, ou « molecular hydrophobicity
potential » MHP), c‘est-a-dire les propriétés hydrophobes (en bleu et violet) et hydrophiles
(rouge et orange) des différentes molécules.
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Figure 42 : Représentation de I’hydrophobicité a I’aide de molinspiration'*®
Propriétés hydrophobes : bleu et violet ; propriétés hydrophiles : rouge et orange ;
Intermédiaires : jaune et vert. Atomes : rouge, oxygéne ; bleu, azote ; gris, carbone ; blanc, hydrogéne.

Comme attendu, 1‘acide 11 et I°ester éthylique 24 sont globalement hydrophiles alors
que 1‘ester a chaine longue 27 est hydrophobe. Les esters i-pentylique 25 et cyclohexylique 26
possedent quasiment la méme distribution des propriétés hydrophobes. Ceci pourrait corréler
avec l‘existence d‘une poche hydrophobe. En effet, les groupements i-pentyl et cyclohexyl
ont une longueur et une hydrophobicité similaires ainsi qu‘un volume et un encombrement
stérique proches. Ils pourraient donc interagir de fagon optimale avec cette poche hydrophobe.
En revanche, 1°ester a longue chaine 27, du fait de sa trop grande taille, ne pourrait intégrer la
poche. A l‘inverse, 1°acide 11 et les esters courts 24 et 18a ne posséderaient ni un caractere

hydrophobe assez marqué, ni une taille convenable pour interagir de facon optimale.
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La meilleure action antalgique in vivo est observée pour l‘ester 25 (R = i-pent), suivi
de I‘ester éthylique 24 (plaque chaude : 46.7% / 29.9%) bien que son activité antalgique reste
inférieure a celle de 1‘acide 11 (plaque chaude : 25.1% / 63.2%). De plus, on remarque que
I‘effet de la molécule semble se dissiper assez rapidement (activité a 30min > activité a
45min). On peut supposer que l‘ester 24 est métabolisé trop rapidement pour agir sur le long
terme. A l‘inverse, l‘ester i-pentylique 25 montre un effet antalgique uniquement 45 minutes
apres 1‘injection. On peut donc émettre deux hypotheses :

- le groupement i-pentyl permet de ralentir le métabolisme (hydrolyse de l‘ester) et
1‘action observée a 45 min est due au métabolite acide 11. Cependant, cette hypothese est peu
probable du fait des résultats in vitro.

-1ester 25, bon activateur de TREK-1 in vitro, met plus de temps a atteindre la cible et
son effet se fait donc ressentir plus tardivement (distribution optimale atteinte apres 45 min).

De méme, l‘ester cyclohexylique 26 ne montre une activité in vivo au test du formol
que lors de la deuxieéme phase. Nous avons rencontré des problemes de solubilité, notamment

pour les esters 26 et 27 ce qui a pu diminuer 1‘effet des molécules in vivo.

Si l‘on s‘intéresse aux propriétés drug-like de 1‘acide chef de file 11 et des deux
meilleurs esters 25 et 26 (Figure 43), on remarque que les trois profils se situent entre les
valeurs extrémes,'” représentant I‘intervalle des propriétés permettant une biodisponibilité

orale optimale.

11
25
=26
==~ Min
= 4= = Max
Log P MW nrotb HBA HBD
Min -1 150 0 0 0
Max 5 450 12 10 5

Figure 43 : représentation radar des propriétés drug-like
Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre de liaison H
accepteurs ; HBD, nombre de liaison H donneurs.
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Afin de donner quelques réponses a nos hypotheses, nous avons déterminé la stabilité
métabolique (temps de demi-vie t;,) du CDC 8, de l‘acide 11 et des esters éthyl 24 et
cyclohexyl 26 en présence de microsomes de foie de rats et d“un co-facteur, le NADPH, afin
de mimer la premiére phase du métabolisme (principalement des réactions d‘oxydation visant
a rendre la molécule plus polaire et donc plus facilement éliminable). Grace a un suivi
cinétique par HPLC, nous avons pu observer la disparition des produits ainsi que 1‘apparition
de métabolites et déterminer les temps de demi-vie T}, (temps auquel la concentration d‘un
produit a diminué¢ de moitié, Tableau 14). Cette étude nous permet d‘avoir une idée du
comportement de nos molécules lors d“une administration orale. En effet, les tests in vivo sont
effectués par injection sous-cutanée, permettant ainsi d‘obtenir une biodisponibilité totale et
d‘éviter les effets de premier passage hépatique. De plus, le pH sanguin se situant entre 7.35
et 7.45, il semblerait peu probable qu‘une saponification de nos produits surviennent avant

qu‘ils atteignent leur cible.

Esters Tin
8 CDC 4 min
11 -H -
24 -Ethyl < 3 min
26 -Cyclohexyl 25 min

Tableau 14 : Temps de demi-vie des molécules 8, 11, 24 et 26

Le CDC 8 (Figure 44) est dégradé trés rapidement (T}, = 4 min) et métabolisé en
plusieurs métabolites : 1‘acide 11 (Tr = 8.90 min) et 1‘alcool cinnamique (Tr = 14.22)
apparaissent au bout de 2 min et leur concentration augmente au détriment de celle du CDC
jusqu‘a 1 h d‘exposition aux microsomes. Au bout de 24 h, on remarque que le pic
correspondant a I‘alcool cinnamique a diminué alors que deux nouveaux métabolites sont

apparus (Tr = 15.07 min et 18.35 min : oxydation de 1‘alcool en aldéhyde et acide?).
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Figure 44 : Stabilité métabolique du CDC 8 : profil HPLC au cours du temps

On peut donc supposer que lors d‘une administration per os, 1°activité antalgique du CDC
serait principalement due au métabolite acide 11. Le CDC serait donc une pro-drogue de cet
acide mais n‘apporterait pas de grande amélioration au niveau du passage des barricres
biologiques, au vu de son faible temps de demi-vie.

Par ailleurs, on remarque que la concentration en acide 11 reste quasi constante (1égere
baisse entre 0 et 15 min puis stabilisation) au cours des 24 h d‘incubation en présence des
microsomes (Figure 45). Le métabolisme de phase I n‘est donc pas suffisant pour dégrader
notre produit et on peut en déduire que 1‘intervention de la deuxiéme phase du métabolisme
est nécessaire a 1‘élimination compléte de la molécule 11. Lacide semble donc capable de
résister au premier passage hépatique. Cependant, sa faible hydrophobicité (logP = 0.664)
pourrait rendre difficile le passage d‘autres barrieres telle que la barriere hémato-encéphalique
(Blood Brain Barrier BBB, passage facilité pour les produits possédant un logP compris entre
1 et2.5'").
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Figure 45 : Stabilité métabolique de I’acide 11 : profil HPLC au cours du temps

A I‘instar du CDC 8, 1‘ester 24 (Tr = 13.12 min) est métabolisé trés rapidement

(Ty/2 < 3 min) en I‘acide 11 (Tr = 8.90 min). Il ne semble donc pas apporter d‘amélioration a
notre composé chef de file (Figure 46).

En revanche, l‘ester 26 présente un temps de demi-vie plus important (T, = 25 min)

et on n‘observe l‘apparition du pic correspondant a 1‘acide 11 qu‘au bout de 15 min (Figure

47). Ce compos¢ semble donc intéressant car, outre sa capacité a rejoindre la circulation

sanguine, son logP plus important pourrait faciliter la distribution. De plus, il est plus actif in
vitro que 1‘acide 11.
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Figure 46: Stabilité métabolique de I’ester 24 : profil HPLC au cours du temps
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Figure 47 : Stabilité métabolique de I’ester 26 : profil HPLC au cours du temps
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5.1.3 Conclusion

Les premieres conclusions concernant les analogues de 1‘acide 11 sont partagées. En
effet, les nouvelles molécules ont une meilleure activité in vitro. Le métabolisme étant limité
in vitro, on peut en déduire que les esters sont nécessaires a une meilleure activation des
canaux TREK-1. IIs ne jouent donc pas uniquement le role de pro-drogue. Cependant, 1‘effet
antalgique in vivo semble diminuer a 1‘exception des esters 24, 25 et 26 (effet comparable au
CDC). Ces résultats demeurent encourageants et nous avons décidé de confirmer 1°intérét de

la chaine ester aliphatique en 1°accrochant a d‘autres noyaux aromatiques.

5.2 Modification du novau aromatique Ar

5.2.1 Choix des noyaux aromatiques Ar

Les esters aliphatiques se montrant prometteurs et du fait de la forte toxicité du noyau
catéchol (Figure 48), nous avons décidé de remplacer ce noyau aromatique. En effet, le
catéchol peut réagir de plusieurs fagons avec différentes biomolécules, conduisant a des
dégradations permanentes. Par exemple, il peut former des adduits avec les nucléotides
entrainant une rupture des brins d°‘ADN. Il peut aussi interagir avec des protéines menant a

leur inactivation ou entrainant des allergies.
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Figure 48 : Réactions chimiques du catéchol dans ’environnement et la cellule®

1 : formation de complexes avec les métaux lourds
2 : réaction REDOX
3 : production d’espéces oxygénée réactives (ROS en anglais)
4 : endommagement de PADN
5 : endommagement des protéines
6 : absorption dans les membranes et possibles interactions

Notre choix s‘est porté sur deux autres noyaux aromatiques : le furane et 1‘indole, ayant

tous deux donné des résultats prometteurs précédemment (chapitre 4).

Préalablement a la synthése, nous avons vérifié que les propriétés drug-like de ces
nouveaux composés respecteraient les regles de Lipinski et de Veber (Tableau 15 pour la série
furane et Tableau 16 pour la série indole). Pour les deux familles, on retrouve une surface
polaire plus faible que précédemment (< 80 A?) et plus en accord avec les criteres CNS. Par

comparaison entre les deux séries, nous allons pouvoir étudier 1‘influence du noyau

aromatique (taille, polarité, propriétés électroniques, volume) ainsi que celle de la chaine

aliphatique R (taille, volume, hydrophobicité).
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5.2.2 Syntheése des esters 36-43

Les produits 36 a 43 sont obtenus par réaction de Knoevenagel entre 1‘aldéhyde 17b
ou 17¢ et 1‘ester correspondant 28-31 (Schéma 11 et Schéma 12). L‘aldéhyde 17b est
commercial alors que 1‘aldéhyde 17¢ est préparé selon la procédure décrite précédemment (cf
chapitre 4. 1).

H
o pipéridine o
/ o DCM
I * NC\)L — /7 XY~ Tor
) OR 20 -24h /I
Tamb (0
17b R= -Ethyl 28 R= -Ethyl 36,33%
-tButyl 19 -tButyl 18b, 42%
-iPentyl 29 -iPentyl 37,32%
-Cyclohexyl 30 -Cyclohexyl 38, 33%
-Dodécyl 31 -Dodécyl 39, 35%
Schéma 11
H
ipéridi (0]
~r Yo o P S N0k
+ 4>
NH NC\)LOR 20 - 24h NH CN
Tamb
17¢ R = -Ethyl 28 R= -Ethyl 40, 61%
-tButyl 19 -tButyl 18c, 42%
-iPentyl 29 -iPentyl M, 27%
-Cyclohexyl 30 -Cyclohexyl 42, 98%
-Dodécyl 31 -Dodécyl 43, 39%
Schéma 12

On obtient les esters désirés avec des rendements variant de 32 a 42% pour la série
furane (36-39) et de 27 a 98% pour la série indole (40-43). On note qu‘il n‘a pas ¢té possible
d‘obtenir ces analogues par estérification des acides 12 et 13.

Les produits sont caractérisés par leurs données spectroscopiques. L apparition du singulet
caractéristique du proton éthylénique vers 8 ppm permet de confirmer la formation de
composés a,B-insaturés.

5.2.3 Résultats des tests in vivo et in vitro

Nous avons adopté la deuxieme stratégie de criblage pour ces dix nouveaux esters : test a
1‘acide acétique et plaque chaude pour les tests in vivo et €lectrophysiologie sur cellules pour
les tests in vitro. Le test au formol est réalisé seulement lorsque le pourcentage d‘inhibition de

la douleur au test de 1‘acide acétique est supérieur a 50% (Tableau 17).
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Plaque chaude® Formol I/IT¢ Cellules® (uM)
60 mg/kg (30/45min) (60 mg/kg) Rrrex
8 CDC 50.8% 34.8% /26.7% - 10.30 £+ 2.68 (100)
10 ML67 - 77.4%*** / 36.6% 31% /28% 8.56 +2.24 (100)
12 furyl H 30.7% 56.4%* / 119.5%*** 74% 1 719% 7.01 £ 2.75*%* (100)
. 17% /1 82%
13 indyl H 25.8% 52.8%* / 63.4%* 1.18£0.16
(125 mg/kg)

36 furyl Et 55.9%*** 28.4% /11.9% 60%*** / 83%***  2.09+0.4* (100)

40  indyl  Et 88.4% 33.3%" /32.7% 36%* / -8% 4.71 + 1.85* (20)
18b  furyl  Bu  81.8%%** 20.8% /-1.3% 55% % [ 1% 6.09 + 1.24%* (20)
18¢  indyl  Bu  513%***  41.3%"/41.0%* 44%* | 20% 4.07 £ 0.56%** (20)
37  furyl iPent  82.2% 6.5% / 25.5% 58%%*** [53%  2.80 + 0.41** (100)
41  indyl iPent  46.6% 21.8% / 37.8%* - 4.01 £ 1.7%* (20)
38 furyl Cyclo 91.2%%**  18.4%/ 96.7%%%* 41%** /20%  1.79 = 0.16** (100)

42 indyl Cyclo 83.6%***  65.7%%*/52.6%*  37%*/54%%***  1.98 + 0.24%** (10)

39 furyl Dod  53.8%%*** 21.8% /22.2% 43%*** [ 27% 2.33 +£0.23*** (100)

43 Indyl Dod 54.1%%** 6.8% / -0.9% 24% /35%* 2.19 + 0.24** (100)

Tableau 17 : récapitulatifs des résultats biologiques
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
P’acide acétique.
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
“Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) lors de la premiére
(0-10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol.
Y Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05

Excepté 1‘ester 41, tous les composés montrent une activité antalgique supérieure a
50% au test de 1‘acide acétique ce qui traduit une nette amélioration par rapport au CDC 8 et

aux acides chefs de file 12 et 13.
Le test de la plaque chaude, plus sélectif, a permis de révéler deux produits avec un

effet antalgique supérieur a 50% : les deux esters cyclohexyliques 38 et 42 se démarquent
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avec des valeurs de 96.7% et 65.7% respectivement pour 1‘une des deux phases. Trois esters
avec le noyau furyl (36-37 et 18b) et 1‘indole 42 ont obtenus des résultats supérieurs a 50%
lors du test au formol. Seul 1‘indole 42 montre une action antalgique lors des trois tests de
douleur.

Quatre esters, 18b-c et 40-41, sont capables d‘activer les canaux TREK-1 en
¢lectrophysiologie a une concentration de 20 uM (Rrrek > 4). Lester 42, quant a lui, montre
une activation de 1.98 a 10 uM. On peut donc le considérer comme étant activateur des
canaux TREK-1. Parmi ces cinq esters, les ester rbutylique 18b, dthylique 40 et

cyclohexylique 42 montrent une activité antalgique intéressante.

En résumé, quatre composés (38 Ar = furyl, R = cyclo ; 40 Ar = indyl, R = Et ; 18¢
Ar =indyl, R=#-Bu ; 42 Ar = indyl, R = cyclo) ont un meilleur profil antalgique que celui de
la molécule /ead CDC (résultats supérieurs aux tests de l‘acide acétique et de la plaque
chaude). Tous les esters, excepté le 40 et 41 se sont par ailleurs révélés au moins autant actifs

que le ML-67 lors du test au formol.

Pour la série de furanes, la comparaison avec l‘acide chef de file 12 montre une
amélioration générale pour le test de 1‘acide acétique. Cependant, les résultats obtenus lors du
test de la plaque chaude n‘ont pas été a la hauteur de ceux obtenus par 1‘acide 12. En effet,
seul 1‘ester cyclohexylique 38 montre une activité intéressante (97% au bout de 45 min). Pour
le test au formol, 1‘ester éthylique 36 induit une activité antalgique (60% / 83%) semblable a
celle de 1‘acide correspondant tandis que les esters 18b (R = #-Bu; 55% / 1%) et 37 (R =i-
Pent ; 58% / 53%) montrent un effet 1égérement inférieur. Seul 1°ester #-Butylique 18b est
capable d‘activer les canaux TREK-1 in vitro.

En résumé, le groupement éthyl permet d‘améliorer le profil antalgique : on obtient de
meilleurs résultats pour deux tests sur les trois tests de douleur effectués. Le groupement
cyclohexyl montre une action antalgique trés intéressante en plaque bien que plus tardive que
celle de 1‘acide. En effet, 1‘effet antalgique est quasi-nul 30 min apres 1‘injection mais s‘éleve
a 97% a 45min. On pourrait supposer que, d‘une part 1‘ajout, du groupement cyclohexyl a
permis de stabiliser le composé et d‘autre part que le métabolite acide est en fait le principe
actif. En revanche, on ne retrouve pas le méme phénomene lors du test au formol. Finalement,
le groupement fert-butyl permet d‘améliorer 1‘activation des canaux TREK-1 in vitro (Rrrex
=6.09 + 1.24 a 20 uM) ainsi que 1‘effet antalgique lors du test a 1°acide acétique (81.8%). Les
résultats au test du formol (55% / 1%) restent inférieurs a ceux de 1‘acide 12 (74% / 79%).

En comparant la série des indoles avec 1‘acide chef de file 13, on remarque également
une amélioration de 1°activité antalgique lors du test de 1‘acide acétique. Trois composés (40
R = Et, 33.3% / 32.7% ; 18¢ R = #-Bu, 41.3%/ 41.0% et 42 R = Cyclo, 65.7% / 52.6%)

montrent un effet antalgique supérieur au CDC et méme a 1‘acide 13 pour 1‘ester 42 au cours
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du test de la plaque chaude ainsi qu‘une activité non négligeable pour le test au formol. 11 est
délicat de comparer ces derniers résultats a ceux de I‘acide 13 a cause des concentrations
différentes.

Les esters 40 (Rrrex = 4.71 £ 1.85), 18¢ (Rrrex = 4.07 £ 0.56), 41 (Rrrex = 4.01 £
1.7), capables d‘activer les canaux TREK-1 in vitro a une concentration de 20 puM, sont
nettement meilleurs que 1‘acide chef de file 13. L ester cyclohexylique 42 active également
les canaux TREK-1 a une concentration de 10 uM (Ryrgx = 1.98 £ 0.24).

Cette premicre analyse nous permet de tirer les conclusions suivantes :

» Les esters cyclohexyliques 38 et 42 permettent d‘obtenir un profil antalgique in
vivo tres intéressant: on observe une activité semblable voire une amélioration
par rapport au chef de file correspondant pour les trois tests de douleur
effectués. Cet effet antalgique peut étre accompagné d‘une activation in vitro
des canaux TREK-1 (42).

» Le groupement éthyl (36, 40) donne des résultats mitigés. Avec le noyau
furane, il permet d‘améliorer 1‘effet antalgique in vivo suite a un stimulus
chimique (tests a I‘acide acétique et au formol) alors que pour la série indole il
permet d‘augmenter l‘activation in vitro.

» Dans les deux séries, le groupement zerz-butyl (18b, 18¢) permet d‘améliorer
l‘activation des canaux TREK-1 in vitro ainsi que 1‘effet antalgique lors du test
a 1‘acide acétique.

» Le groupement dodécyl 39, 43 (logP trop important, trop grand nombre de
liaisons rotatoires) ne permet pas d‘améliorer 1‘activité antalgique ni
l‘activation des canaux TREK-1. De plus, nous avons rencontré des problémes
de solubilité qui ont pu interférer sur les résultats.

» L‘ajout d‘un groupement ester R aux composés comportant un noyau
aromatique Ar indole permet, dans quatre cas sur cing, d‘augmenter la capacité
d‘activation des canaux TREK-1 in vitro par rapport a 1‘acide 13. Pour la série
des furanes, seul le groupement z-butyl permet d‘obtenir une meilleure
activation des canaux TREK-1 par rapport a 1‘acide 12.

» Le groupement i-pentyl, prometteur dans la série catéchol, se révele décevant.

En général, une augmentation trop importante du logP (>3.5) se fait au détriment de
1‘activité antalgique in vivo (39, 18c¢, 41, 43) a 1‘exception de 1‘indole 42 (logP = 4.436) qui
présente une bonne activité aux différents tests de douleur (AcOH : 83.6% ; plaque chaude :
65.7% / 52.6% ; formol : 37% / 54%). On peut supposer qu‘une trop grande lipophilicité se
fait au détriment de la solubilité. Les composés ayant un logP compris entre 1.3 et 3 montrent

une bonne activité in vivo (résultats >50% pour au moins deux test parmi les trois effectués).
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Pour les données in vitro, il est délicat de s‘intéresser aux constantes d* hydrophobicité
car les noyaux aromatiques sont différents (indole m = 1.902, catéchol m ~ 1.5, furane w =
1.086'"%). On s‘intéresse donc aux logP mais I‘hydrophobicité ne nous permet pas de tirer de
conclusion. En effet, pour la série des indoles, on observe une bonne activation pour les esters
40-42 ayant des logP compris entre 2.907 et 4.436 (2.933 et 3.186 pour les esters actifs de la
série catéchol). En revanche, seul un ester de la série furane 18b (#-Bu) est capable dactiver
le canal TREK-1 et il possede un logP inférieur (2.201). L ester cyclohexylique 38, possédant
un logP de 2.921, ne présente aucune capacité d‘activation des canaux TREK-1. Nous nous

sommes donc intéressés a la distribution de 1‘hydrophobicité pour tenter d‘expliquer les

différences observées avec des produits de lipophilicités semblables (Figure 49).

mahnspire mGknspire
2_5 IOgP =2.933 RTREK =54 +2.02%* (50 ]JM) ﬁ IOgP =2.921 RTREK =179 £0.16**

(100 uM)

NS pire

Figure 49 : Visualisation du Molecular Lipophilicity Potential 2 ’aide du logiciel molinspiration'®

On remarque que les deux analogues actifs 25 et 40 ne présentent pas le méme profil
d‘hydrophobicité. Ce paramétre ne suffit donc pas a expliquer 1‘activité. L‘encombrement

stérique du groupement ester et la longueur de celui-ci doivent jouer un role. Les noyaux
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aromatiques sont particuliecrement différents mais 1‘indole et le catéchol ont une
caractéristique commune : ils possedent un ou plusieurs groupes donneurs de liaison
hydrogéne (HBD, hydrogeéne des fonctions alcool -OH ou amine -NH). A l‘inverse, le furane

possede un accepteur de liaison hydrogéne (HBA).

Nous avons également étudié l‘influence du volume moléculaire. Pour la série indole, on
remarque que les esters actifs /~-Bu 18c, i-pent 41 et cyclohexyl 42 posseédent eux aussi un
volume moléculaire proche de 260 A (Tableau 18). L‘importance du volume moléculaire
semble étre confirmée car on retrouve les mémes conclusions que précédemment (cf 5.1.2
Tableau 13).

Molécules X R Volume (A %)
12 furyl -H 136.889
36 furyl -Ethyl 171.219
18b furyl -Butyl 204.043
37 furyl -ipentyl 221.409
38 furyl -cyclohexyl 227.851
39 furyl  -dodécyl 339.237
13 indyl -H 184.299
40 indyl -Ethyl 218.628
18¢ indyl -tButyl 251.452
41 indyl -ipentyl 268.819
42 indyl -cyclohexyl 275.26
43 indyl  -dodécyl 386.646

Tableau 18 : Influence du volume moléculaire'*®

Cependant, ce n‘est pas le seul critere a prendre en compte. En effet, les esters #-
butylique 18b et éthylique 40 ainsi que 1‘acide 12 sont aussi capables d‘activer les canaux
TREK-1 in vitro alors qu‘ils possédent des caractéristiques différentes (volume, logP,
HBD/HBA). On peut aussi supposer qu‘il existe deux sites d‘interactions, selon les propriétés

des molécules.

Si 1°‘on compare les propriétés drug-like des esters éthylique 36 et cyclohexylique 38
avec le chef de file de la série furane 12, on remarque que nous avons augmenté plusieurs
caractéristiques tels que le logP, le poids moléculaire ou encore le nombre de liaisons

rotatoires (Figure 50). En revanche, nous avons perdu un donneur de liaison hydrogene.
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12
36
b= 38
=== Min
= 4= = Max
Log P MW nrotb HBA HBD
Min -1 150 0 0 0
Max 5 450 12 10 5

Figure 50 : Radar-plot des propriétés drug-like des furanes
Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre de liaison H
accepteurs ; HBD, nombre de liaison H donneurs.

Pour la série des indoles (Figure 51), on observe le méme phénomeéne : augmentation du logP
(a I'exception de 1°ester cyclohexylique 42), du poids moléculaire et du nombre de liaisons

rotatoires ainsi qu‘une diminution du nombre de donneurs de liaisons hydrogene.

logP

13
HBD 40
42

=== Min

= 4= = Max

Log P MW nrotb HBA HBD

Min -1 150 0 0 0
Max 5 450 12 10 5

Figure 51 : Radar-plot des propriétés drug-like des indoles
Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre de liaison H
accepteurs ; HBD, nombre de liaison H donneurs.
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5.2.4 Pharmacocinétique

Comme précédemment, nous avons étudi¢ la stabilité métabolique de quelques
composés en utilisant des microsomes de foie de rat pour mimer la premicre phase de
métabolisme. Nous avons sélectionné les acides 12 et 13 et les esters éthyliques (36, 40) et

cyclohexyliques (38, 42) afin de comparer [‘influence des substituants (Tableau 19).

Aromatique Esters T
12 Furyl -H -
13 Indyl -H -
36 Furyl -Ethyl < 3 min
38 Furyl -Cyclohexyl <3 min
40 Indyl -Ethyl 40 min
42 Indyl -Cyclohexyl 40 min

Tableau 19 : Comparaison des temps de demi-vie des acide lead 12-13 et des esters 36, 38, 40, 42

Les acides 12 et 13 ne sont pas métabolisés lors de la premicre phase, tout comme

I‘acide 11. En effet, on remarque une 1égere baisse lors des premieres minutes d‘incubation
qui ne s‘accompagne pas de 1‘apparition d‘un nouveau pic correspondant a un métabolite.
Les esters éthylique 36 et cyclohexylique 38 avec le noyau furane sont tous deux métabolisés
en acide 12 (Tr = 10.57 min) et posseédent un temps de demi-vie tres faible (T}, < 3 min). De
plus, ils sont trés peu actifs in vitro contrairement a 1‘acide 12 qui est un trés bon activateur
des canaux TREK-1. On pourrait donc penser qu‘ils constituent des pro-drogues de 1‘acide 12.
Cependant, I‘activité¢ antalgique (test de la plaque chaude) de ces composés est
significativement différente : 28.4% /11.9% pour 36 contre 18.4% / 96.7% pour 38. On peut
supposer que, en plus du métabolite commun acide 12, ils se forment d‘autres métabolites
propres a chacun des esters, que 1°on n‘observe pas en phase I. L‘acide 12 ne serait alors pas
forcément le métabolite actif.

A l‘inverse, les esters 40 et 42 (Ar = indole) ont une activité antalgique modérée et sont
métaboliquement plus stable (temps de demi-vie multiplié par treize par rapport a 1°ester 36).
Comme pour les autres esters, on observe 1‘apparition du pic correspondant au métabolite
acide 13 (Tr = 16.50 min).

5.2.5 Conclusion

Nous avons préparés dix esters a partir des acides 12 et 13. Parmi ces composés, les
esters R = Et (36, 40) et R = Cyclo (38, 42) se sont révélés les plus intéressants.
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Le groupement cyclohexyl permet d‘obtenir un effet antalgique in vivo comparable au

chef de file 12 pour la série des furanes et permet d‘améliorer le profil antalgique de 1‘acide

13 pour les indoles.

>

Le furane 38 perd sa capacité a activer les canaux TREK-1 in vitro par rapport a
1‘acide 12 et son faible temps de demi-vie nous laisse penser que, administré par
voie orale, il jouerait le role de pro-drogue et relarguerait le principe actif. En
jouant sur les propriétés drug-like tels que le nombre d‘accepteurs et de
donneurs de liaisons hydrogene, on pourrait encore optimiser 1‘absorption et la

distribution de la molécule et ainsi améliorer son efficacité.

Lindole 42 présente non seulement un meilleur profil antalgique que 1‘acide 13
mais il a également une meilleure capacité a activer les canaux TREK-1 in vitro.
On peut en déduire que dans le cas du noyau indole, comme pour le catéchol, le
groupement cyclohexyl ne joue pas uniquement un réle de vecteur. Essayer de
diminuer la lipophilicité de cette molécule pourrait permettre une meilleure
solubilité dans les milieux aqueux et augmenter la distribution par le systéme

circulatoire.

Pour le groupement éthyl, on observe aussi un comportement différent selon le noyau

aromatique Ar. Dans la série des furanes (36), il permet d‘augmenter 1‘activité antalgique

suite a un stimulus chimique (AcOH, formol) alors qu‘il permet d‘améliorer les résultats in

vitro pour la série des indoles (40).

Au vu de ces résultats, il semblerait qu‘il existe deux sites d‘action différents sur les

canaux TREK-1, comme il avait été proposé précédemmen‘[89 :

>

- groupement électrodonneur

Un premier site de volume proche de 260 A > (Figure 52) nécessitant la présence
de groupement HBD favorisant la formation de liaisons hydrogéne sur le noyau

aromatique et possédant une poche hydrophobe pour accueillir le groupe R.

substitution défavorable

P

- groupement alkyl ou aryl nature et orientation

spatiale (important)

(0)

NY N o

favorisant la formation de |
liaisons hydrogéne (important) Y& CV

112

- conformation/ géométrie (important)
- groupement électroattracteur
(important)

Figure 52 : Premier site d’interaction
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Les analogues catéchol et indole se fixeraient plutot sur ce site car ils ont la possibilité de
former des liaisons hydrogéne via les hydrogénes des fonctions alcool OH ou amine NH.
Concernant la poche hydrophobe, nous avons pu sonder plus ou moins son volume grace aux
différents esters aliphatiques ou aryls synthétisés précédemment. En effet, on remarque une
bonne activité in vitro pour des groupements esters ayant un volume compris entre 80 et 130
A® environ (Tableau 20), a condition que la taille de 1a molécule entiere soit aux alentours de
260 A (CDC 8, catéchols 25 et 26, indoles 18¢-42).

Ester Volume
du groupe ester (A?)

}{\/\Q 128.021

79.146

s 95.947
102.604
8

Tableau 20 : Volume des différents esters déterminés a ’aide du logiciel molinspiration'®

L‘indole avec l‘ester éthylique 40 est lui aussi capable d‘activer les canaux TREK-1 in vitro.
On peut émettre plusieurs hypotheses pour expliquer cette activité. On peut supposer que la
taille du noyau indole, plus importante que celle du catéchol, permet au groupement ester
d‘atteindre 1°entrée de la poche hydrophobe et ainsi d‘établir des liaisons de Van Der Waals
suffisantes pour interagir avec le canal. On peut aussi envisager une conformation différente
entre l‘indole et le catéchol, interdisant a ce dernier 1‘acces de la poche hydrophobe si la
chaine ester est trop courte.

» Un deuxiéme site, de volume plus faible (< 200 A°, Figure 53), nécessitant un
groupement électrodonneur a 1‘extrémité droite de la molécule et ne possédant

pas forcément de donneurs de liaisons hydrogene sur le noyau aromatique

- groupement électrodonneur
favorisant la formation de
OH ] liaison hydrogéne (important)

\\Ar N (0]
groupement EWG CN
favorise I'activité
- conformation/ géométrie

- groupement électroattracteur
(important)

Figure 53 : Deuxi¢me site d’interaction
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Ce site correspondrait a la cible privilégiée de 1‘acide avec le noyau furane 12. Les nouveaux
esters synthétisés pourraient étre des pro-drogues, a l‘exception de l‘ester #-butylique 18b

capable d‘activer les canaux TREK-1 in vitro.

5.3 Optimisation des esters éthyliques 36, 40 et

cvclohexvliques 40, 42.

Les composés les plus actifs, dans la série furane ou indole, sont les esters
cyclohexyliques et éthyliques (bons résultats in vitro ou in vivo bien qu‘ils soient métabolisés
trop rapidement). L ester i-pentylique semble également intéressant mais il montre une forte
ressemblance avec le groupement cyclohexyl (volume, hydophobicité). Nous allons donc
effectuer des modifications sur ces deux esters simultanément sur les deux séries, afin
d‘étudier 1‘influence de ces changements sur les activités pharmacologiques in vitro et in vivo.

Afin d‘optimiser 1‘activité biologique de nos analogues, nous avons décidé de suivre

deux axes :

e Remplacement isostérique des esters éthylique et cyclohexylique :
CH; => CF3, Cy =>Ph, O => NH

(0]

R = -Et, -CH,CF, -Cy, -Ph...
ArT N XR X =0,NH... '

CN

e Remplacement du noyau aromatique : plus ou moins polaire, différence de taille,

introduction d‘atomes donneurs ou accepteurs de liaisons hydrogene.

Ar/ﬁ)J\OR Ar = furyl, indyl, benzyl, naphtyl, imidazyl...

CN

5.3.1 Modifications isostériques des esters

Dans un premier temps, nous nous sommes concentrés sur le groupement ester R, afin

d‘optimiser sa stabilité métabolique ou son interaction avec la poche hydrophobe présumée.

5.3.1.1 Groupement éthyl

A partir du groupement éthyl (R = -Et, 36, 40), nous avons envisagé deux

modifications (Tableau 21).
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La premicre consiste en un remplacement du CH; terminal par un groupement CF3
(44, 46). Le fluor étant un bioisostére de I‘hydrogéne'” (rayon de Van der Waals 1.47 A
proche de celui de 1‘hydrogéne 1.20 A), il ne modifiera pas 1‘encombrement stérique. Il
présente une tres forte hydrophobie et va donc permettre d‘augmenter la lipophilicité d‘une
molécule (cf clogP, Tableau 21). On pourra ainsi s‘attendre a une amélioration du passage des
membranes cellulaires. De plus, le fluor présente d‘autres caractéristiques encore plus
intéressantes. C‘est 1‘atome le plus électronégatif et par conséquent un mauvais groupe
partant ; lorsqu‘il est attaché a une chaine aliphatique, il est impossible de 1‘enlever par une
réaction dalkylation. La liaison carbone-fluor est tres forte et difficilement clivable. Le fluor
permet donc de bloquer le métabolisme et d‘empécher 1‘oxydation du CH3; en CH,OH voire
en acide.

La seconde modification consiste a remplacer la fonction ester COO par une fonction
bioisostére, la fonction amide CONH (45, 47).'" Cette derniére permet d‘augmenter la
polarité et donc de moduler la biodisponibilité (cf clogP, Tableau 21) ainsi que 1‘introduction
dun groupement donneur de liaison hydrogene. Elle présente également 1‘avantage d‘étre

métabolisée moins rapidement dans 1‘organisme que 1‘ester correspondant.
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+104

Molécules Poids Nombre de
e Surface
Envisagées moléculaire ( HBA clogP liaisons .
-1 . polaire (A2)
g.mol ) rotatoires
191.186 4 0 1.391 4 63.237
36
(o)
A\
4 I S 0" CF; 245.156 4 0 1.941 5 63.237
0 CN
44
(o)
S
4 I S ﬁ 190.202 4 1 0.635 3 66.030
0 CN
45
(0]
S
e 0 240.262 4 1 2.907 4 65.888
NH CN
40
294.232 4 1 3.456 5 65.888
(0}
N E/\ 239.278 4 2 2.151 3 68.681
NH CN

Tableau 21 : Propriétés drug-like de la série des indoles déterminées a I’aide du logiciel molinspiration'®

Ces modifications devraient permettre, pour la série des furanes (44, 45), d‘améliorer
1‘absorption et la distribution et donc 1°efficacité de 1‘acide 12. De plus, 1‘introduction d‘une
fonction amide contribuerait a répondre aux criteres du site d‘interaction de plus petite taille, a
savoir la possibilité d‘effectuer des liaisons hydrogéne grace a un groupement HBD, tout en
¢valuant la possibilité d‘existence d‘une poche hydrophobe comme dans le deuxiéme site
(Figure 54).

116



Résultats et Discussion : Exploration structurale

- groupement électrodonneur
favorisant la formation de
liaison hydrogéne (important)

—

HN = existence d'un autre
site d'interaction?
hydrophobicité \Ar N o
favorise I'activité CN
- conformation/ géométrie

- groupement électroattracteur
(important)

Figure 54 : Modifications

Pour la série indole (46, 47), le remplacement de la fonction ester par une fonction
amide permettrait d‘étudier 1‘influence de 1‘introduction d‘un groupement électrodonneur. Les
esters 46 et 47 possédant respectivement des logP supérieur et inférieur a 1‘ester éthylique 40,

nous allons également pouvoir observer 1‘influence de la polarité.

5.3.1.1.1 Synthése des analogues 44-47

Nous envisageons de préparer les nouveaux analogues selon le méme schéma
rétrosynthétique que précédemment (Schéma 13). Les produits 44-47 sont obtenus par une
réaction de Knoevenagel entre 1‘aldéhyde 17b ou 17¢ et 1°ester 48 ou l‘amide 49, issus de
1‘acide 14.

o
==

(0]
x’ﬁ)LR C—> xNo + «xc \)LR C—> RH + NC \)LOH

CN
N\  R= -OCHCF; 44 17b  R=-OCH,.CF; 48 R= -OCH,CF; 50
O/ -NHCH,CH; 45 17¢c -NHCH,CH; 49 -NHCH,CH; 51

©f\>-§— R= -OCH,CF; 46

N -NHCH,CH; 47
H
Schéma 13

Les techniques d‘estérification utilisées auparavant (Fischer et Steglich) ne permettent
pas d‘obtenir le composé 48. Nous nous sommes donc tournés vers la formation d‘un chlorure
d‘acyle afin dactiver 1‘acide 14.

114
l)

Un premier protocole, adapté de Zhou et a préconise l‘utilisation du chlorure

d‘oxalyle (Schéma 14).
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1) (COCI),
0 THF/DMF, 1h o]
ne ———  ne M~
OH 2) Trifluoroéthanol 52 o CF3
NEt;, reflux 2h

14 puis Tamb 12h 48

Schéma 14

Cependant, nous ne parvenons pas a obtenir le produit désiré 48. Le remplacement du
chlorure d‘oxalyle par le pentachlorure de phosphore conduit a 1°ester 48 avec un rendement
de 48% (Schéma 15).""> En RMN 'H, le quadruplet 4 4.57 ppm est caractéristique du CH, en
alpha du groupement CF;. La réaction d‘aldolisation-crotonisation entre 1‘aldéhyde 17¢ et
1‘ester 48 conduit a 1°ester 46 avec un faible rendement (17%), [‘analogue furane 44, quant a
lui, n‘a pas pu étre obtenu. Le produit est caractérisé par ses données spectroscopiques. En

RMN 'H, on reconnait le singulet entre 7 et 8 ppm, caractéristique du proton éthylénique.

H
Ao
o 1) PClj o . Q
DCM, Tamb, 1h e AN
NC —> NC A~ S x’ﬁ)ko CF
\)LOH 2) Trifluoroéthanol 52 \)LO CF;  Pipéridine, DCM CN ’
NEt3, reflux 2h Tamb, 24h
14 puis Tamb 12h 48 X=indyl 46,17%

48%

Schéma 15

L‘amide 49 est synthétisé par réaction entre 1‘acide 14 et 1°éthylamine 51 via
formation d‘un chlorure d‘acyle. Celui-ci est obtenu selon les conditions proposées par Zhou

et al."" Les amides 45 et 47 sont obtenus avec des rendements respectifs de 46 et 70%.

O)’E

1) (COCI),;, DCM/DMF, X17b o
le) 2h, 0°C a Tamb fo) 17c
17¢
NC T N NN
NC\)LOH 2) Ethylamine 51 2M THF \)LN/\ pipéridine, DCM R
NEt;, DCM H Tamb, 24h
3h, 0°C a Tamb
14 ’ X =furyl- 45,46%
o 30% 4 indyl 47,70%
Schéma 16
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5.3.1.1.2 Evaluation pharmacologique des esters 44-47

Les analogues 44-47 ont été évalués (Tableau 22) pour leur activité antalgique in vivo
(test a 1°acide acétique puis test de la plaque chaude) ainsi que pour leur capacité a activer les

canaux TREK-1 in vitro (électrophysiologie sur cellules HEK-293).

Molécules Tests in vivo Test in vitro

Plaque chaude®
% d’inhibition de la doul
vl x oo | mmie | coes oo
(30/45min)

furyl OEt 55.9%*** 28.4% /11.9% 2.09 £ 0.4* (100)
furyl NHCH,CH; 30.8% 41.8%*/27.7%  1.28+0.13 (100)
indyl OEt 88.4% 33.3%/32.7%  4.71 + 1.85*% (20)
indyl OCH,CF; 31%* 44.8% 1 69.7%***  1.05+0.05 (50)
indyl NHCH,CHj; 45%%* 80.1%*** /35.6% 1.26 +0.10* (100)

Tableau 22 : Evaluation pharmacologique des analogues 45-47

* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
I’acide acétique.
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
¢ Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule enti¢re (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05

Les modifications effectuées donnent des résultats mitigés. En effet, quelque soit le
noyau aromatique, le remplacement de la fonction ester par un amide permet d‘améliorer

1‘effet antalgique observé lors du test de la plaque chaude :

o 41.8%/27.7% pour I‘amide 45 contre 28.4% / 11.9% pour l‘ester correspondant
36.

o 80.1%/ 35.6% pour 1‘amide 47 contre 33.3% / 32.7% pour 1°ester 40.

Etonnamment, 1‘indole 47 perd une grande partie de son activité 45 min aprés 1‘injection. On
peut supposer que, malgré l‘introduction de la fonction amide, le métabolisme reste trop
rapide. L‘utilisation d‘un groupement plus encombré et plus grand tel que le cyclohexyl

permettrait probablement de ralentir la cinétique de sa métabolisation. Par ailleurs, les
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résultats in vitro sont décevants. Pour le noyau furane, on obtient une activation trés faible
(45, Rrrpx = 1.28 £ 0.13 a 100 uM), voisine de celle de 1°ester 36 (Rrrex = 2.09 = 0.4 a 100
uM) tandis que la capacité a activer le canal TREK-1 est complétement perdue chez 1‘amide
47 (Rtrex = 1.26 £ 0.10 a 100 pM) par rapport a 1‘ester 40 (Rrrex =4.71 £ 1.85 4 20 uM).

Le remplacement bioisostérique du CH3; en CF; (46) permet également une
augmentation de l‘effet antalgique par rapport a 1‘indole 40 (44.8% / 69.7% contre 33.3% /
32.7%). On peut émettre 1‘hypothése que le CF; étant plus hydrophobe, il permet une
meilleure interaction avec la poche hydrophobe. Cependant les résultats in vitro (Tableau 23)
ne semblent pas confirmer cette hypothése. On observe au contraire une perte de la capacité a

activer les canaux TREK-1.

Constante
Esters <. a R cellules
d’hydrophobicité
4.71 +1.85*
40 - CH,CH; 1.12
(20 pM)
1.05+0.05
46 -CH,CF; 1.30
(50 uM)

Tableau 23 : Inflluence de I’hydrophobicité du groupe ester
* constante calculée selon la méthode proposée par Manhold et Rekker.'"?
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05

En examinant la série des indoles, on remarque que I‘introduction de la fonction amide
(47) entraine une baisse de la lipophilicité qui ne semble pas favoriser 1‘interaction avec la
cible (Tableau 24). En comparant avec les indoles précédents, on note que les molécules
capables d‘activer TREK-1 in vitro possedent un logP compris entre 2.907 et 4.436.

Esters/ amides LogP Volume (A 3) R cellules
40 - OCH,CH; 2.907 218.628 4.71 £ 1.85* (20 nM)
46 -OCH,CF; 3.456 233.365 1.05 £ 0.05 (50 uM)
47 -NHCH,CH; 2.151 222.046 1.26 £ 0.10* (100 uM)

Tableau 24 : Influence du volume moléculaire et du logP pour la série indole'”

Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05

Pour la série furane, 1‘introduction de la fonction amide n‘entraine pas d‘amélioration

notable et ne nous permet pas de conclure sur la présence ou non d‘une poche hydrophobe.

Par ailleurs, une étude de stabilité¢ métabolique nous a permis de vérifier que le CF3

ralentit le métabolisme. En effet, on observe un temps de demi-vie (t;» = 5 h) plus important
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que pour I‘ester 40 (t;» = 40 min). Ceci pourrait aussi expliquer 1‘amélioration de 1°activité in

Vivo.
5.3.1.2 Groupement cyclohexyl

En se basant sur les analogues 38 et 42 qui comportent un groupement cyclohexyl,

nous avons envisagé quatre modifications :

e ajouter un substituant sur le cyclohexyl (52, 56) afin d‘augmenter sa polarité et
donc d‘abaisser le logP d‘une unité (2.921 pour 1°ester 39 contre 1.918 pour
52 ; et 4.436 pour l‘ester 42 contre 3.433 pour 56).

e remplacer le cyclohexanol par un glucide (53, 57), le glucose, afin d‘améliorer
la biodisponibilité. En effet, les dérivés de sucres sont souvent utilisés dans le

but d‘améliorer une faible solubilité aqueuse' .

e remplacer la fonction ester par une fonction amide (54, 58).

e remplacer le cyclohexyl par un phényl (55, 59). Ce groupement permet
d‘augmenter la polarité et sera susceptible d‘interagir avec la cible par son

coté hydrophobe (interactions m-).

121



Résultats et Discussion : Exploration structurale

Poids Nombre de
Surface
Molécules envisagées moléculaire HBA clogP liaisons .
q . polaire
(g.mol™) rotatoires
i,
WO 245.278 4 0 2.921 4 63.237
0 CN 38
L
(WLO 275.304 5 0 1.918 5 72.471
0 CN 52
(0]
N _Glu
4 | Y 325.273 9 4 -1.308 5 153.383
0 CN 53

s
Y CN

Tz

244294 4 1 2.165 3 66.030
54
i )
@/\)\g 238.246 4 1 1.957 3 66.030
o) CN 55
i 0
XN O 294.354 4 1 4.436 4 65.888
NH CN 42
SOR
CC/\)LO 324.380 5 1 3.433 5 75.122
NH CN
56
0O
,Glu
N (0) 374.349 9 5 0.207 5 156.034
NH CN
57
i O
XN ﬁ 293.370 4 2 3.680 3 68.681
NH CN
58
i O
XN ﬂ 287.322 4 2 3.472 3 68.681
NH CN59

122

Tableau 25 : Propriétés drug-like de la série des indoles déterminées a I’aide du logiciel molinspiration'®



Résultats et Discussion : Exploration structurale

Ces modifications apporteront des informations différentes selon la série d‘analogues.
En effet, pour les analogues furane (52-55), nous pourrons étudier l‘influence de la polarité de
la molécule. L introduction du glucose devrait permettre une meilleure solubilité dans les
milieux aqueux mais ce fera-t-elle au détriment de 1‘absorption? De plus, les amides nous
permettront de continuer a explorer 1‘éventuelle présence d‘une poche hydrophobe.

Pour la série des indoles (56-59), 1‘apport du groupement méthoxy sur le cycle a 6
nous aidera a analyser l‘influence de I‘insertion d‘un groupement électroattracteur dans la
poche hydrophobe et entrainera une diminution de la lipophilicité de la molécule permettant
ainsi d‘améliorer les propriétés pharmacocinétiques. Dans ce méme but, I‘introduction de la
fonction amide apporte un groupement ¢électrodonneur. Nous pourrons aussi étudier
I‘influence de 1‘aromaticité (différence d‘hydrophobicité mais aussi de volume, possibilité

d‘interactions m-1).

5.3.1.2.1 Synthése des analogues 52-59

La stratégie de synthése est la méme que pour les analogues précédents. Une aldolisation-
crotonisation entre un aldéhyde et un ester ou amide permettra d‘obtenir les produits 52 a 59
(Schéma 17).

H
(0]
x’ﬁ)LR — x’go * NC \)LR C——> RH =+ NC \)J\OH

CN
R= -0CgH;,OCH;3 %; 17b  R= -OC4H;,OCH; 60 R= -OCgH;,OCH; 64
I\ -Oglucose Sic 17c -Oglucose 61 -Oglucose 65
/ '::26:11 55 d -NHCgH 1 % -NHCgH 4 %
o -NHC¢H5 -NHCgH5 24 -NHCgH5 o7
R= -OCgH,,OCH;56 a
-Oglucose % b
\ §_ -NHCgH,, 2 C
59 d
©\/1\> NHCgH; =
H
Schéma 17

a- Esters 52 et 56 (R =-OC¢H;)OCH3).

IIs sont synthétisés en trois étapes a partir du cyclohexandiol (mélange cis / trans) 68
(Schéma 18). Nous avons décid¢, dans un premier temps, de tester ce composé sous forme
dun mélange cis / trans. Si les résultats biologiques se révelent intéressants, nous

envisagerons alors de préparer les deux isomeres afin d‘identifier le plus actif.
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La premicre étape consiste en une méthylation de 1‘alcool 68 en présence d‘iodure de
méthyle.'"” Le faible rendement (25%) est dii aux nombreux produits secondaires formés,
rendant la purification moins aisée.

Ensuite, une estérification de Fischer'!!

entre 1‘alcool 64 et 1‘acide carboxylique 14
nous permet d‘obtenir 1‘ester 60 (31%).

Finalement, une réaction de Knoevenagel entre 1°‘indole carboxaldéhyde 17¢ et 1‘ester
60 conduit a 1‘obtention du produit 56 avec un rendement global de 5%. Par contre, la
réaction entre le furaldéhyde 17b et I‘ester 60 ne conduit qu‘a une quantité infime de furane
52, insuffisante pour les tests, due a une dégradaiton lors de la purification sur gel de silice.
Une optimisation des conditions opératoires est envisagée. De plus, 1‘ajout du groupement

méthoxy montrait un intérét plus pertinent pour la série indole.
o)

NC\)I\OH

O M2 0 () o
2) CHal, \ H2804 toluéne \)L

reflux, 5h reflux, 24h
25% 33%
68 64 60

)—:

s
>
/
=)
=)
=)
/

pipéridine, DCM
Tamb, 24h CN

X =furyl- 52, trés faible quantité
indyl 56,63%

Schéma 18

b- Préparations des dérivés glucidiques
Nous avons envisagé de préparer des dérivés glycosylés, selon le Schéma 19

rétrosynthétique. Différentes substrats (X = OCOCF;, OH, Br) ont été testées.

OAc OAc OAc oH
AcO E— Y — 0N —> 0,
HO
AcO AcO AcO Hm
OAc 0COCH,CN OAc™x OAc 0OAc OH "o
H
70 X= OCOCF,
61 n OH 89 69
2 Br
Schéma 19

Le glucose peracétylé 69 est obtenu selon la méthode classique,''™ sous sa forme

alpha avec un rendement satisfaisant de 78% (Schéma 20).
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OH OAc

Ho 0 Ac,0, pyridine AcO 0
HO o AcO
OH *oH 0°C a Tamb, 24h OAl
78% OAc
65 69
Schéma 20

A partir du glucose peracétylé 69, nous avons tenté (Schéma 21) :

* Dfactiver la position anomérique en introduisant un groupement —OCOCFs3,
voie 1

* De déprotéger la position anomérique avant de réaliser une estérification de
Steglich, '”''? voie 2a et 2b

* Dtactiver la position anomérique en introduisant un atome de brome, voie 3.

Les conditions expérimentales sont détaillées dans le Tableau 26.

Leactivation de la position anomérique par introduction de trifluoroacétate''”” (70) n‘a
pas conduit au produit attendu. Le composé bromé 72 est obtenu avec un rendement
quantitatif.'*® La réaction de déprotection de la position anomérique en présence d‘hydrazine

et dacide acétique'®!

a conduit a la formation de 1‘hémiacétal 71 mais il n‘a pas pu étre
purifié. La procédure de Halasya e al.'** nous a permis d‘obtenir le composé 71, sous sa

forme o majoritaire, avec un rendement de 71%.

OAc OAc OAc
1 (0] 3 (0]
AcO 0, AcO AcO
- _
AcO AcO AcO S
OAc0COCF, OAO Ac .
70 69 72
2a 2b
OAc
AcO 0
AcO
OAc "OH
1
Schéma 21

125



Résultats et Discussion : Exploration structurale

Essai Réactif Conditions opératoires Produit Rendement
TFA, TFAA,

1 69 CF;SO;H 70 Pas de réaction
Tamb, 2 h
NH,NH,

2a 69 CH;COOH, DMF 71 Pas isolé
Tamb, 4 h

Imidazole, MeOH
2b 69 71 71%
— Reflux, 24 h -
HBr a33% wt
3 69 dans CH;COOH 72 100%

Tamb, 5 h

Tableau 26 : Formation des composés 70-72

Ensuite, nous avons tenté d‘obtenir 1‘ester 61, a partir de 1°hémiacétal 71 ou a partir du
dérivé bromé 72 (Schéma 22). L‘estérification de Steglich en présence de d‘anhydride
trifluoroacétique (Tableau 27, essai 1)'% n‘ayant pas conduit au produit attendu, nous avons
alors tenté d‘activer I1‘acide cyanoacétique 14 en formant un chlorure d‘acyle (Tableau 27,
essai 2). Les mémes conditions que pour la formation de I‘ester fluoré''> 48 ont été appliquées
mais cette fois-ci sans résultat. Nous avons ensuite essay¢ une réaction nucléophile a partir du
composé bromé 72 en présence de diisopropyléthylamine,'?® sans succés (Tableau 27, essai
3).

0
NC
OAc \)J\OH OAc
AcO o j;, AcO 0 o
AcO
AcO OACX OAc OJK/CN
61
71 X =0OH
72 X =Br
Schéma 22
Essai  Réactif X Conditions opératoires Produit Rendement
1 71 OH TFAA, 14, DCM 61 Pas de réaction
Tamb, 1 h
2 71 OH 1)14,PCl;, DCM, 40°C,1h 61 Pas de réaction
2) DCM, Tamb, 12 h
3 72 Br iPr,Net, 14, MeCN 61 Pas de réaction

tamis moléculaire, Tamb, 24 h

Tableau 27 : Tentatives d’obtention du composé 61
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c- Les amides 54 et 58 (R = C¢Hyy)

Ils sont obtenus en deux étapes a partir de la cyclohexylamine 66 (Schéma 23). La
premiére étape consiste en la formation de 1‘amide'* 62 a partir de 1‘amine 66 et de 1‘acide
cyanoacétique 14. Le rendement est faible (34%) et le temps de réaction plus long que celui
indiqué par les auteurs. Ensuite, une réaction de Knoevenagel permet 1‘obtention des amides

54 et 58 avec des rendements respectifs de 43 et 57%.

0o EtONa, EtOH o
wD e T SO
0"\ Tamb, 72h \)LE
34%

17b (0]
17c
. XN N
pipéridine, DCM H

Tamb, 24h CN

X =furyl- 54,43%
indyl 58, 57%

Schéma 23

d- Les amides 55 et 59 (R = C¢Hs)

Ils sont synthétisés en deux étapes a partir de 1‘aniline 67 (Schéma 24). L activation de
I‘acide cyanoacétique 14 s‘effectue en présence de pentachlorure de phosphore, avant de
réagir avec I‘aniline'” 67 pour donner 1‘amide 63 avec un rendement de 94%. Une réaction
de Knoevenagel permet d‘obtenir les amides 55 et 59 avec des rendements respectifs de 11 et

74%. Les composés sont caractéris€s par leurs données spectroscopiques.

I:r %“’

o 1) PClg (0]
\)J\ DCM reflux, 30 min \)J\ /@ /\)L
NC X N
OH 2) Aniline 67 plperldlne DCM i H
DCM reflux 12h Tamb 24h N

94%

14 63 X = furyl- 55,11%

indyl 59,74%

Schéma 24

5.3.1.2.2 Evaluation pharmacologique des analogues 54-59
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Les analogues 54-59 ont été évalués (Tableau 28) pour leur activité antalgique in vivo

(test a 1‘acide acétique puis test de la plaque chaude) ainsi que pour leur capacité a activer les

canaux TREK-1 in vitro (électrophysiologie sur cellules HEK-293).

% d’inhibition de

la douleur?®

Plaque chaude®
60 mg/kg

Cellules® (uM)

RTREK

AcOH 10mg/kg

(30/45min)

furyl -OCH,, 91.2%*** 18.4% / 96.7%%** 1.79 + 0.16** (100)
furyl -NHCH,, 0% 32.2%%* / 78.3%" 1.07 £0.08 (100)
furyl -NHC¢Hs 48%* 107.7%%** | 148.6%** 4.64 + 0.61%** (20)
indyl -OCH,, 83.6% % 65.7%** | 52.6%* 1.98 + 0.24*** (10)
indyl  -OC4H,,OCH; 43 .8%** 34.6% /52.4%%* 1.60 + 0.08* (10)
indyl -NHCgH, 45%* 67.5%*** [ 35.4% 1.52 +0.17 (100)
indyl -NHC,H; 52%%* 49.5%* / 49.5% 2.16 £0.53* (10)

Tableau 28 : Récapitulatif des résultats biologiques in vivo et in vitro
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
P’acide acétique.
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
¢ Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05.

Contrairement aux analogues précédents (45 et 47), 1‘introduction de la fonction amide
ne permet pas d‘améliorer systématiquement l‘activité in vivo. En effet, on observe une baisse
de 1°effet antalgique pour 1‘amide 54 (32.2% / 78.3% contre 18.4% / 96.7% pour 1‘ester 38) et
pour I‘amide 59 (49.5% / 49.5% contre 65.7% / 52.6% pour 1‘ester 42). Cependant, les
activités antinociceptives des amides restent trés intéressantes. Si le remplacement de la
fonction ester par un amide influence négativement l‘activité in vitro, on remarque que le
remplacement du groupement cyclohexyl (54, 58) par un phényl (55, 59) s‘accompagne d‘une
forte augmentation de la capacité a activer le canal TREK-1 : Ryrgx.; = 4.64 £ 0.61 a 20 uM

128



Résultats et Discussion : Exploration structurale

pour 1‘amide 55 et Rrgrex.; =2.16 £ 0.53 a 10 uM pour [‘amide 59. Par ailleurs, les résultats
in vivo de ces deux amides (> 50%) sont trés intéressants faisant d‘eux des candidats
médicaments trés prometteurs.

Nous avons alors décidé de comparer leurs propriétés drug-like avec celles des
analogues furane (12, R = H) et indole (42, R = Cyclo) les plus actifs (Figure 55, Figure 56).
On remarque que le pentagone de 1‘amide 55 est sensiblement plus large que celui de 1‘acide
12 ce qui se traduit notamment par une lipophilicité plus importante et théoriquement une
meilleure capacité a traverser les membranes biologiques (dont la barriere hémato-
encéphalique). On pourrait donc envisager une action centrale pour cet analogue (logP = 1.96,
TPSA =66 A).

logP
HBD 12
55
= === Min
= k== Max
Log P MW nrotb HBA HBD
Min -1 150 0 0 0
Max 5 450 12 10 5

Figure 55 : Radar-plot des propriétés drug-like des furanes 12 et 55
Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre de liaison H
accepteurs ; HBD, nombre de liaison H donneurs.

A I‘inverse, 1‘introduction de la fonction amide dans la série indole 58 (logP = 3.68),
59 (logP = 3.47) a permis de baisser la lipophilicité, trés haute pour 1‘ester cyclohexylique 42
(logP = 4.44). Par la méme occasion, nous avons augmenté le nombre de liaisons rotatoires

ainsi que le nombre d‘atomes donneurs de liaisons hydrogeéne (Figure 56).
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logP
HBD —— 42
59
= === Min
= <= = Max
Log P MW nrotb HBA HBD
Min -1 150 0 0 0
Max 5 450 12 10 5

Figure 56 : Radar-plot des propriétés drug-like des indoles 42 et 59

Abréviations : MW, poids moléculaire ; nrotb, nombre de liaison rotatoires ; HBA, nombre de liaison H

accepteurs HBD, nombre de liaison H donneurs.

En examinant les volumes moléculaires, on remarque que ceux des amides 58-59 sont

similaires (Tableau 29). Cependant, la géométrie plane du phényl semblerait favoriser

1“activité lorsqu‘on est en présence d‘une fonction amide. Il se pourrait que la formation d“une

nouvelle liaison hydrogene, par le biais de cette fonction amide, privilégie 1‘acces a une poche

hydrophobe pour le groupement phényl. On peut ainsi envisager que 1‘activité est améliorée

par 1‘établissement d‘interactions -t (1-stacking).

Noyau aromatique R Cellules® (uM) LogP Volume (A 3)
38 Furane -OCy  1.79£0.16*%* (100) 2.921 227.851
54 Furane -NHCy 1.07 £0.08 (100) 2.165 231.269
55 Furane -NHPh  4.64 = 0.61*** (20) 1.957 212.682
42 Indole -OCy  1.98 +£0.24*** (10) 4.436 275.260
58 Indole -NHCy 1.52+0.17 (100)  3.680 278.678
59 Indole -NHPh 2.16 £0.53* (10) 3.472 260.092

Tableau 29 : Influence du volume moléculaire et de I’hydrophobicité
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p<0.05
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Lfintroduction du groupement méthoxy sur le cyclohexane (56) ne semble pas montrer

grand intérét. En effet, bien que l‘activité antalgique lors du test de la plaque chaude soit
conservée a 45 min (34.6% / 52.4% contre 65.7% / 52.6% pour 1‘ester 42), celle du test a
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I‘acide acétique est abaissée (43.8% contre 83.6% pour 1‘ester 42) ainsi que les résultats
d‘électrophysiologie sur cellules HEK-293 (Rrrex = 1.60 + 0.08 contre 1.98+ 0.24 a 10 uM
pour l‘ester 42).

5.3.1.3 Conclusion

Les modifications apportées sur les esters éthyliques (furane 36 et indole 40) et

cyclohexyliques (furane 38 et indole 42) conduisent aux conclusions suivantes :

» Le remplacement de la fonction ester par un amide permet de conserver
l‘activité antalgique in vivo ou méme de l‘améliorer pour la plupart des
composés. Une meilleure stabilit¢é métabolique pourrait expliquer ce
phénomene. Cependant, cette augmentation se fait au détriment de [‘activité in
vitro.

» Le méme effet est observé lors du remplacement bioisostérique du groupement
CHs; (40) par un CF3(46). La encore, la plus grande stabilité métabolique de ces
composés pourrait justifier 1‘influence positive sur 1‘activité.

» Ltintroduction d‘aromaticité par le biais du groupement phényl permet a la fois
une augmentation de 1°activité in vitro et in vivo (ou du moins une conservation
de cette dernicre).

» Lfintroduction d‘un groupement méthoxy en position 4 sur I‘ester

cyclohexylique n‘apporte pas d‘amélioration.
Les deux amides comportant un groupe phényl (585 et 59) se révelent prometteurs, avec des

coefficients d‘activation de TREK-1 respectifs de Ryrgx = 4.64 = 0.61 a 20 uM et Ryrpx=
2.16+0.53a 10 uM.

5.3.2 Modifications du novau aromatique Ar

Nous allons maintenant nous intéresser a l‘influence du noyau aromatique Ar,
notamment de sa polarité, son encombrement et de son hydrophobicité. Ainsi, nous avons
choisi une gamme de noyaux aromatiques allant du moins hydrophobe au plus hydrophobe :
oxazole, imidazole, pyrrole, catéchol, furane, benzéne, indole et naphtaléne (Tableau 30). Ces
différents noyaux, HBA ou HBD, ont été couplés avec les deux esters (R) ayant donné les

meilleurs résultats, c‘est-a-dire 1‘éthyl et le cyclohexyl.

Ar/\)LOR Ar = furyl, indyl, benzyl, naphtyl, imidazyl...
CN R=Et, Cy
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Ar Constante

d’hydrophobicité *

oxazole -0.03
Imidazole 0.173
Pyrrole 0.83
Catéchol 1.00
Furane 1.31
benzéne 2.12
Indole 2.34
naphtaléne 3.19

Tableau 30 : Constantes d’hydrophobicité des différents noyaux calculée selon la méthode proposée par
Mannhold et Rekker'"

En plus de l‘influence de la polarité du noyau (logP, Tableau 31 R = Et, Tableau 32 R = Cy)
nous allons pouvoir étudier I‘impact de 1‘orientation dans I°espace, en comparant les résultats
obtenus pour le 2- et le 3-furaldéhyde. Nous pourrons également analyser 1‘influence de la
taille, selon les trois types de molécules (pyrrole, imidazole et indole pour les noyaux HBD et
furane (2 ou 3) et oxazole pour les noyaux HBA, benzéne et naphtaléne pour les noyaux
hydrophobes). Comme précédemment, nous nous sommes intéressés aux propriétés drug-like
des nouveaux analogues 73-84 (Tableau 31, Tableau 32). Tous les esters respectent les regles

de Lipinski et Veber, excepté 1°ester cyclohexylique avec le noyau naphtaléne 84 (logP > 5).
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Régles de Lipinski'" Régles de Veber'"”

Molccules Poids moléculaire Nombre de liaisons | Surface polaire
(g.mol™) rotatoires (A?)
(0}
akh 0™ 191.186 4 0 1.391 4 63.237
0 CN
36
@/\10/\ 191.186 4 0 1.703 4 63.237
(0] CN
73
(o]
Cy/\)\o/\ 190.202 4 1 1.600 4 65.888
NH CN
74
</" N o™ 191.190 5 1 0.673 4 78.780
I
HN CN
75
(o]
</N N o™ 192.174 5 0 0973 4 76.129
’ CN
(0}
76
(o}
WO/\ 201.225 3 0 2625 4 50.097
CN
7
(0}
N o™ 240.262 4 1 2907 4 65.888
NH CN
40

(o]
o™ 251.285 3 0  3.808 4 50.097
CN
78

Tableau 31 : Propriétés drug-like de la série esters éthyliques déterminées a ’aide du logiciel
molinspiration'®
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Régles de Lipinski'"* Régles de Veber'"”

Molccules Poids moléculaire Nombre de liaisons |Surface polaire

(g.mol™) rotatoires (A?)

O
/, Ny © 245.278 4 0 2.921 4 63.237

m/ﬁ\o 245.278 4 0 3.232 4 63.237
N0 cn

1O
NN o 244.294 4 1 3.129 4 65.888

o O
N XY o 245282 5 1 2.203 4 78.780
¢ |
HN CN

g
<,N, X o 246.266 5 0 2.503 4 76.129

0 O
N o 255.317 3 0 4.154 4 50.097

i
XY Yo 294.354 4 1 4436 4 65.888

9@
O N o 305.377 3 0 5.338 4 50.097

Tableau 32 : Propriétés drug-like de la série esters cyclohexyliques déterminées a I’aide du logiciel
molinspiration'*®
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5.3.2.1 Synthése des analogues 73-84

Les esters 73 a 84 sont obtenus par une réaction de Knoevenagel entre un aldéhyde et

1‘ester cyanoacétique approprié. Tous les aldéhydes sont disponibles commercialement.

La procédure habituelle (cf 5.1.1.2) a été appliquée a la synthése des esters 73 et 79

(Schéma 25). Cependant, nous n‘observons aucune réaction.
o}

-R
@_{' . \j’\ pipéridipe, DCM Wo
7 % NC o R Tamb, 24n O CN
85 R = éthyl 28 R= éthyl- 73
= R = cyclohexyl 30 cyclohexyl- 79
Schéma 25

Apres différentes tentatives infructueuses (augmentation du temps de réaction, léger
chauffage), une nouvelle recherche bibliographique nous a permis de trouver les conditions
suivantes (Schéma 26). Cette réaction,'”® dans I‘eau, semble plus respectucuse de
I‘environnement mais elle n‘est pas utilisable pour toutes les molécules. En effet, il faut que
les substrats soient solubles ou miscibles dans 1‘eau et que le produit y précipite. De plus, le
rendement obtenu est plus faible que celui annoncé dans la publication (16% au lieu de 90%
annoncé) et le temps de réaction beaucoup plus long (24 h au lieu de 1 h annoncée). L ester

73 a été caractérisé par ses donnés spectroscopiques.

16%

0

(o} N N
4/ 5 0 Tamb, 72h O CN
73

85

Schéma 26

Le composé 79 est quant a lui obtenu par une réaction de Knovenagel entre 1‘ester 30,

127

activé par du TiCly et le 2-furaldéhyde “* (Schéma 27), avec un rendement de 85%.

— =\
2) NEts, THF, o
Tamb, 40h

0, H
L~

85

1) TiCl,, THF, Q /O
(o] T amp 30 min X o
wo X
30
Schéma 27
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La syntheése des pyrroles 74 et 80 et des imidazoles 75 et 81 a été effectuée selon les
conditions usuelles (Schéma 28). Les produits, obtenus avec des rendements satisfaisants (51

—77%). Leurs structures ont été confirmées par leurs données spectroscopiques.

H (0}
27/& o pipéridine, DCM R
7 b Sty y4 N .
( l/ o * NC\)L -R a (0]
Y-X (o) Tamb, 24h <Y’X CN
X=NH,Y=Z=H 86 R = éthyl 28 X=NH, Y=Z=H R=éthyl- 74, 669
X=H,Y=NH,Z=N 87 R =cyclohexyl 30 ’ S lohexyl- S8 519
X=H,Y=NH,Z=N R = éthyl- 75, 77%
cyclohexyl- 81,63%
Schéma 28

La méme voie de synthése a partir du 4-oxazolecarboxaldehyde 88 n‘a pas permis
d‘obtenir les esters attendus 76 et 82 (Schéma 29). En effet, on observe la formation d‘un
grand nombre de produits mais aucun ne semble correspondre aux molécules désirées apres

purification.

H

(0]

N (0]

</ I o + Nc\)L R Pipéridine, DCM /N N o-R
- —X—
o o Tamb, 24h ¢ 1
) [e) CN
88 R = éthyl 28 R = éthyl- 76
- R = cyclohexyl 30 cyclohexyl- 82
Schéma 29

Nous avons donc tenté la réaction en milieux aqueux et sans base,'*® comme précédemment

(Schéma 30) mais seul I°ester éthylique 76 a pu étre obtenu avec un rendement de 41%.

H o 0
N
o o Tamb, 72h o CN

41%
88 28 76

Schéma 30

Les derniers esters 77-78 et 83-84 ont été obtenus par réaction de Knoevenagel, a

partir du benzaldéhyde 89 et du 2-naphthaldéhylde 90, en présence de pipéridine dans le
dichlorométhane (Schéma 31).
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H o
(o] pipéridine, DCM R
x’go * e N R T x/\)l\o
(o) Tamb, 24h
CN
X = benzyl 89 X=Dbenzyl R = éthyl- 77, 84%
X = naphtyl 90 cyclohexyl- 83,73%
X = naphtyl R = éthyl- 78, 65%

cyciohexyl- 84,73%

Schéma 31
Les esters 77, 78, 83 et 84 ont été caractérisés par leurs données spectroscopiques.

5.3.2.2 Evaluation pharmacologique

Les analogues 73-84 ont été évalués (Tableau 33) pour leur activité antalgique in vivo
(test de 1‘acide acétique et test de la plaque chaude) et pour leur capacité a activer les canaux
TREK-1 (électrophysiologie sur cellules HEK-293).
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Molécules Tests in vivo Test in vitro
%

d’inhibition Plaque chaude”

de la douleur 60 mg/kg

Noyau

Ne° Cellules® (uM)

aromatique AcOH® (30/45min)
10mg/kg
3-furane -Ethyl 55.9%*x%  28.4%/11.9% 2-09( lio((’)-)“o*
2-furane -Ethyl 23.3% 69.4%* / 24.1% 2'36(1%8565*
Pyrrole -Ethyl 0% 50.3%* /132% (T 006)23**
Imidazole -Ethyl 33%  1516%*x/457%+ 100 (T 006)16**
Oxazole -Ethyl 28.9% 0%/ 19.6% 2.56(:;006)36**
Benzeéne -Ethyl 30.8% 67.8% %% [ 45.1%** 1.80;006)1 ]k
Indole -Ethyl 88.4% 33.3%*/32.7% 4-71(201)-85*
Naphthaléne -Ethyl 44.7% 110.9%%* / 73.4% 1-59( lji) 8523*
furane  -Cyclohexyl — 912%*%*  18.4%/96.7%* 1 (jl:OO(i)l o**
2-furane -Cyclohexyl - 5294%/68%%** )
Pyrrole  -Cyclohexyl 10% 59.5%% /25.1% 202 0 00(5;‘7**
fmidazole  -Cyclohexyl — 50%* 27.0% / 62.4% 1.50 0 0%;’4**
Benzene -Cyclohexyl 7.1% 13.4%/-0.2% 1.17 £ 0.14 (100)
Indole Cyclohexyl  83.6%***  65.7%%*/52.6%* 170 *( 106)24***
Naphthaléne  -Cyclohexyl — 30.8%  68.9%%*** /50.3%" 2'6‘21%8551*

Tableau 33 : Evaluation pharmacologique des analogues 73-84
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
P’acide acétique.
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
¢ Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05.
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Le changement de noyau aromatique ne semble pas d‘améliorer le coefficient
d‘activation de TREK-1. En effet, les meilleurs résultats sont obtenus pour le noyau indole
dans les deux séries d‘esters (40 et 42).

En revanche, les résultats in vivo et notamment ceux de la plaque chaude sont
intéressants. Ainsi, pour la série des esters éthyliques, les différents noyaux testés donnent de
meilleurs résultats a 30 ou 45 min que les analogues 36 (28.4% / 11.9%) et 40 (33.3% /
32.7%), a l‘exception du noyau oxazole 76 (0% / 19.6%). Pour la série des esters
cyclohexyliques, seul le noyau benzene 83 (13.4% / - 0.2%) montre une activité antalgique
plus faible que les esters 38 (18.4% / 96.7%) ou 42 (65.7% / 52.6%).

On peut ensuite comparer les résultats selon la nature du noyau aromatique. Ainsi pour
les noyaux HBA, la meilleure activité in vivo (plaque chaude) est obtenue pour le 2-furane 73
(69.4% / 24.1%). Cependant, ces résultats sont & nuancer car nous avons enregistré une forte
mortalité¢ (4 souris sur 7) 24 h aprés l‘injection de cette molécule. Il semble donc que
I‘orientation du furane dans l‘espace soit particuliérement importante pour la toxicité du
composé. Cependant, 1°ester 79 portant lui aussi un noyau 2-furane ne montre d‘augmentation
de la mortalité chez les souris. Le test in vitro étant en cours, on ne peut pas conclure sur la
capacité a activer les canaux TREK-1 pour cet ester. Les coefficients d‘activation de TREK-1
des trois noyaux HBA (3-furane 36 et 38, 2-furane 73 et oxazole 76) sont du méme ordre de
grandeur (autour de 2 pour 100 uM). Il serait peut-&tre intéressant de synthétiser les acides
correspondants a ces analogues afin de vérifier si on observe une amélioration de l‘activité in
vivo et in vitro, comme avec le furane 12.

Les noyaux HBD (pyrrole 74 et 80, imidazole 75 et 81, indole 40 et 42) donnent des
résultats in vivo prometteurs (> 50% a 30 ou 45 min lors du test de la plaque chaude).
Cependant, aucun des nouveaux noyaux ne permet d‘améliorer 1‘activation des canaux
TREK-1 in vitro par rapport au noyau indole. Ceci pourrait s‘expliquer en corrélant ces
résultats aux volumes moléculaires. En effet, on remarque que les analogues pyrroles (74 et
80) et imidazoles (75 et 81) sont bien moins volumineux (< 230 A°?) que les analogues indoles
(40 et 42) correspondants (Tableau 34). On peut supposer que 1‘action avec la cible nécessite,
en plus de la liaison hydrogeéne formée par le biais de 1°hydrogene de la fonction amine de
I‘indole, un noyau phényl pour former des interactions m-m (m-stacking). De plus, les

analogues 74-75 et 80-81 sont bien moins lipophiles que 1‘indole 42.
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LogP Volume (&7

N° Noyau aromatique R Cellules® (uM)

40 Indole -Et 471 +1.85* (20) 2.907 218.628
74 Pyrrole -Et  1.89+£0.23*%* (100) 1.600 174.636
a5 Imidazole -Et  1.80£0.16** (100) 0.673 170.480
42 Indole -Cy 1.98 +0.24*** (10) 4.436 275.260
80 Pyrrole -Cy 2.62+0.47**(100) 3.129 231.269
81 Imidazole -Cy 1.50+0.04** (100) 2.203 227.112

Tableau 34 : influence du LogP et du volume moléculaire'”
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05.

Pour les noyaux hydrophobes (benzéne 77 et 83, naphtaléene 78 et 84), on observe
aussi des coefficients d‘activation de TREK-1 faibles, entre 1.17 et 2.60 a 100 pM). 1l semble
donc que la présence d‘un groupe HBD soit indispensable pour une bonne interaction avec la
cible. Les résultats in vivo et in vitro sont par ailleurs meilleurs pour le noyau naphtaléne ce
qui validerait I‘hypothése suggérant le besoin dun volume compris autour de 275 A° et d‘un

noyau phényl capable d‘interagir par m-stacking (Tableau 35).

N° Noyau aromatique R Cellules® (uM) LogP  Volume (A%
40 Indole -Et 471 £1.85* (20) 2.907 218.628
17 Benzéne -Et  1.18 £0.11** (100) 2.625 189.651
78 Naphtaléne -Et  1.59+£0.23* (100) 3.808 233.643
42 Indole -Cy 1.98 +£0.24%** (10) 4.436 275.260
83 Benzéne -Cy 1.17£0.14 (100)  4.154 246.283

84  Naphtalene  -Cy 2.60+0.51*(100) 5.338  290.275

Tableau 35: influence du LogP et du volume moléculaire'®

En résumé, il semble important que le noyau aromatique présente a la fois un groupe

HBD et la possibilité d‘effectuer des interactions m-.

5.4 Conclusion

Cette étude de relation structure-activité nous a permis de dégager quatre grands groupes
de molécules (Tableau 36) :

» Les molécules actives in vivo (antalgie > 50%) et in vitro (Rrpx > 3 si la
concentration est supérieur a 20 uM et Ryrpgx > 2 si elle est inférieure a 20

uM) représentées par les analogues 12, 25, 42, 55 et 59 (groupe A).
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» Les molécules activatrices de TREK-1 (Rrgk > 3 si la concentration est supérieur a
20 uM et Rrrek > 2 si elle est inférieure a 20 uM) mais ne présentant pas d‘effet
antalgique (antalgie < 50%) : 18b-c¢, 26, 40-41(groupe B).

» Les molécules antalgiques mais n‘activant pas le canal TREK-1 (Rrgrex <2) : 11,13,
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Tableau 36 : Analogues classés selon les groupes A, B, C, D.
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A partir du groupe A, nous avons pu affiner les critéres permettant une bonne interaction
avec la cible (Tableau 37). On peut distinguer deux sous-groupes si 1‘on s‘intéresse aux

volumes moléculaires :

- Groupe a faible volume moléculaire (V <230 A %) composés 12 et 55
- Groupe a volume moléculaire plus important (V > 230 A 3): 25,42, 59.
En se penchant sur le deuxiéme sous-ensemble, on remarque que 1‘activité in vitro décroit

quand le volume moléculaire et le logP augmentent.

LogP Volume (%) Surface polaire R cellules

N° Noyau aromatique X Az (uM)

12 Furane -OH  0.399 136.889 74.231

55 Furane -NHPh 1.957 212.682 66.030 4.64 +0.61%***
(20 uM)

25 Catéchol -Oipent 2.933 255.877 90.553 235+ 0.37**
(10 uM)

59 Indole -NHPh 3.472 260.092 68.681 2.16 £ 0.53*
(10 uM)

42 Indole -OCy 4.436 275.26 65.888 1.98 £ 0.24%**
(10 uM)

Tableau 37 : propriétés des molécules de la catégorie A

Ainsi, nous sommes revenus sur 1‘hypothése des deux sites d‘actions et nous 1‘avons
remplacée par la proposition suivante: un seul site mais deux orientations spatiales
d‘interaction selon la nature du noyau aromatique. Ce site (taille ~ 260 - 275 A%) comporterait

trois éléments:

e S, :une poche hydrophobe favorisant le m-stacking et possédant des résidus HBD.
e S, :unrésidu HBA.

e S;:une poche hydrophobe, privilégiant les géométries planes et le m-stacking.

Selon la nature du noyau aromatique, l‘orientation de la molécule serait inversée afin
d‘optimiser l‘interaction avec le site S; et la poche hydrophobe S; ne serait pas forcément

utilisée.
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Orientation 1

Les molécules appartenant au groupe B (capables d activer le canal TREK-1 mais sans
effet antalgique) possédent des volumes moléculaires qui devraient leur permettre d‘accéder

au site d‘action précédent (orientation 1). Est-ce 1°hydrophobicité, plus élevée (logP > 3), qui
2197 Leester 40 avec le noyau

Orientation 2

H.__:O I N

| D

0 0.,

I "-H\?
12

=0 """"'"’Z;
4

Figure 57 : Hypothése sur le site d’interaction

explique 1‘absence d‘effet antalgique (criteres CNS : logP < 2.5)

indole semble quant a lui avoir un volume moléculaire plutét faible (218 A *) pour interagir
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selon 1‘orientation 1. On peut imaginer 1‘existence d‘une autre configuration pour se lier au
site, impliquant uniquement les sites S, et S; par exemple. De méme, 1‘ester 18b, de part son
noyau furane, devrait privilégier 1‘orientation 2. L absence de groupement HBD (ester #-Bu)
ne devrait alors pas favoriser une bonne interaction. Cependant ce composé est un activateur
du canal TREK-1 particulicrement efficace. Cette molécule étant petite, on peut supposer

qu‘elle s‘oriente différemment afin d‘optimiser son action.

Certains analogues du groupe C possedent des volumes moléculaires trop faibles (11,
13, 74-75, 81) ou trop important (56) pour interagir correctement avec le site selon
I‘orientation 1. Les analogues furane appartenant a cette catégorie sont uniquement des esters
(38, 73), incapables de former de liaison hydrogeéne avec la poche S;. Les amides 45, 54 et 58
ne permettent pas d‘établir d‘interactions - avec la poche S, tout comme le noyau pyrrole
80 (plus petit que le noyau indole). Les noyaux naphtaléne et benzene (77-78, 84) ne peuvent
pas former de liaison hydrogene au niveau de la poche S;. Lester 46 (remplacement de —
CH,CHj par —CH,CF3) et 1‘amide 47 (remplacement de la fonction ester par un amide)
perdent leur capacité a activer par rapport a l‘ester 40, malgré des volumes semblant

correspondre a la taille du site.

Enfin, les analogues du dernier groupe ont des volumes moléculaires trop faibles (18a,
24) ou trop importants (27, 39, 43) pour interagir de manicre efficace avec la cible selon
I‘orientation 1 ou 2. Les esters 36-37 et 76 devraient préférer 1‘orientation 2 mais ils ne
posseédent pas de groupement HBD leur permettant d‘établir des liaisons hydrogene avec la

poche Sy, a I‘instar de 1‘analogue benzene (83).
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CHAPITRE 6 EVALUATION PHARMACOLOGIQUE
COMPLEMENTAIRE

Nous avons décidé de poursuivre 1‘évaluation pharmacologique des molécules les plus
prometteuses (groupe A) mais aussi de celles appartenant au groupe C, afin de confirmer si
I‘activité antalgique observée in vivo est bien due a l‘activation des canaux TREK-1. En effet,
nous avons vu au chapitre 4 que l‘effet antalgique in vivo de 1‘acide 13 (Ar = indole) est
dépendant des canaux TREK-1, bien qu‘il soit un mauvais activateur. Les composés d‘intérét

ont donc subi une batterie de tests complémentaires.

» Test sur souris invalidées pour le gene TREK-1 (TREK-17") : nous pourrons ainsi
observer 1‘implication du canal TREK-1 dans I‘effet antalgique in vivo et émettre des
hypothéses sur une activation directe ou indirecte. Par la méme occasion, nous
pourrons confirmer ou infirmer 1‘activité nociceptive sur une autre souche de souris
(souris noires).

> Test sur souris invalidées pour le géne mGluR4 (mGluR4™"): 1‘hypothése émise dans

le chapitre 4 sur 1‘éventuelle implication du récepteur métabotropique mGluR4 dans
l‘activation indirecte du canal TREK-1 pourrait ainsi étre in/validée.

» Test sur souris invalidées pour le géne TREK-2 (TREK-2") : nous pourrons ainsi
avoir une idée de la sélectivité de nos composés in vivo par rapport au canal TREK-2,
tres proche du canal TREK-1 (pres de 75% d‘homologie).

» Test a la carraghénine, afin d‘étudier 1‘effet antalgique sur un autre type de douleur
(inflammatoire).

» Test de la plaque chaude sur souris WT, administration per os pour avoir une idée de

I‘influence du mode d‘administration (influence du métabolisme).

6.1 Activation des canaux TREK-1

Le test de criblage in vitro (électrophysiologie sur cellules HEK-293) a été conduit de
fagon systématique a une seule dose (100 uM si la solubilité le permettait). Les molécules
activatrices de TREK-1 (Rtrek > 3 ou Rrrex > 2 selon la dose testée) ont été classées dans le
groupe A si elles montrent une activité antalgique ou dans le groupe B si elles ne sont pas
antalgiques. Parmi ces molécules positives au criblage primaire, nous en avons s¢lectionné
gamme de concentration de facon a déterminer la concentration efficace médiane (ECsp). Ce

parameétre permettra de confirmer et de quantifier 1°affinité des activateurs de TREK-1.

La concentration efficace médium correspond a la concentration induisant 50% de

1‘effet. Elle permet de caractériser la puissance d‘un activateur, alors que son efficacité se
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traduit par 1°effet maximum obtenu, a saturation (E,.x). On peut avoir une estimation rapide

de cette concentration efficace medium a partir de la courbe d‘effet-dose (Figure 58).

T 20-

S . m CDCS8

? 18 - Emax’ E0

m@ 16- 7777777777 Eso = ( max T Eo) /2
8

o 14 -

8

1 10 EC,, =18 uyM £ 1uM
Dose (UM)

Figure 58 : Courbe effet-dose pour 1'ester 18b et calcul de ECs,

Cependant, afin d‘étre plus précis, nous avons déterminé les ECsy de nos composés en
utilisant 1°‘équation de Hill :

y= min + (Imax - Imin) / (1 + 10LogECg, - Log[C])*H)

Les valeurs obtenues pour les différents composés sont regroupées dans le Tableau 38. Pour
1‘ester 42 et 1°amide 55, nous avons rencontré des problémes de solubilité, ne nous permettant
pas d‘atteindre 1°activation maximale et donc de déterminer une ECso. On remarque que les
ECsp des composés sont de 1‘ordre de la dizaine de micromole. Ce résultat est plutot
encourageant pour la suite. Il semblerait que le catéchol 26 (ECso = 60 uM) et 1‘acide 12
(ECso = 49 uM) soient les analogues les moins puissants (Figure 59). A 1‘inverse, les esters
tbutylique 18b (Ar = furane, ECso = 11 uM), ipentylique (Ar = catéchol, ECsp = 13 uM),
¢thyliUE 40 (Ar = indole, ECso = 13 uM) et 1‘amide 59 (Ar = indole, ECsy = 3 uM) montrent
la meilleure puissance. Le CDC 8, quant a lui, montre la meilleure efficacité (Epy.x = 11).
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Figure 59 : Comparaison des courbes effet-dose pour le CDC 8, le ML-67 et les analogues 12, 18b, 25-26

Noyau

Ne X groupe ECs'(uM) ECy' (M)  Ep,’
Aromatique Ar
CDCS8 - - - 18 25 11
ML-67 - - - 36 103 9
12 Furane -OH A 49 53
18b Furane -Orbu B 11 12 5.5
25 Catéchol -Oipent A 13 20
206 Catéchol -OCy B 60 73 6
40 Indole -OEt B 13 23
42 Indole -OCy A NS¢ NS* NS*
55 Furane -NHPh A NS¢ NS¢ NS¢
59 Indole -NHPh A 4 7 2

Tableau 38 : Concentration efficace médium (ECs) des activateurs de TREK-1
* Les données ont été ajustées avec I’équation de Hill : y = Iyin + (Imay — Imin) / (1 + 1008 EC5 ~LoglCD™y “avec

H : coefficient de Hill.
" Epax = Lcompose / 1o @ saturation.
°NS : non soluble
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6.2 Implication du canal TREK-1 dans [D’activité

antalgique

A T‘aide de tests sur des souris invalidées pour le géne TREK-1, nous allons pouvoir
¢tudier 1‘implication du canal TREK-1 dans le phénomeéne antinociceptif.

Les molécules ont d‘abord ¢été choisies afin d‘étre représentatives du set de composés.
Ainsi, nous avons sélectionné quatre molécules pour la série des esters furane et indole (37
groupe D, 38 groupe C, 18¢ groupe B et 42 groupe A). Ensuite, parmi le groupe C, nous
avons choisi deux molécules pour les modifications sur I‘ester cyclohexylique (56 et 58) et
deux pour les modifications de noyaux aromatiques (78 et 81).

0
Ar/ﬁ)LXR
CN
Plaque chaude® b
Cellules
N° Ar X R Groupe 30/45min
(M) Rrrex
18c  Indyl tbutyl 41.3%"/ 41.0%*  4.07 £ 0.56*** (20)

O B

Furyl O ipentyl D 6.5% /25.5% 2.80 £ 0.41** (100)

Furyl O  cyclohexyl C 18.4% /96.7%*** 1.79 + 0.16** (100)

Indyl O  cyclohexyl A 65.7%** [ 52.6%* 1.98 £ 0.24*** (10)
Indyl O -C¢H;(,OMe C 34.6% /52.4%** 1.60 £ 0.08* (10)
Indyl NH cyclohexyl C 67.5%***% [354%  1.52+0.17 (100)

Naphtyl O éthyl C 110.9%** / 73.4%  1.59 £ 0.23* (100)

C

Imidazyl O  cyclohexyl 27.0% /62.4%  1.50 £ 0.04** (100)

EYHER A A
o0 G0 I\ N o0 |

Tableau 39: Récapitulatif des résultats des molécules sélectionnées
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
" Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 stabilisées pour TREK-
1 et mesurés par la technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05.

Le test de la plaque chaude est effectué sur des souris noires TREK-17" obtenues par
recombinaison homologue (cf chapitre 4). La souche étant différente de celle des souris
TREK-1"" utilisées normalement (souris blanches), nous avons di reconfirmer 1‘existence

e, . . . . . +/+
d‘une activité antinociceptive sur les souris noires TREK-1"".

% antalgie % antalgie activation due a

Ne Ar X R " n )
TREK-1 TREK-1 TREK-1
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Plaque chaude® Plaque chaude”

(30/45min) (30/45min)
18c  Indyl o) tbutyl 10.4% / 19.3% NC? NC?

37  Furyl o) ipentyl 44.0% / 37.6%** 23.3%/27.8% 47% /26.1%
38  Furyl O  cyclohexyl 39.4%* / 52.4%* 35.6% / 36.0% 9.6% /31.3%
42 Indyl O  cyclohexyl — 76.7%**/ 67.9%%** 24.5% / 67.8% 68.1% / 0%
56  Indyl O  -C¢H,(OMe 19.5% / 37.1%* 14.3%/31.8% 26.7% / 14.3%
58 Indyl  NH cyclohexyl 13.1% / 3.0% NC! NC¢

78 Naphtyl O éthyl 17.4% / 31.1%* 18.0% / 34.4% 0% / 0%
81 Imidazyl O  cyclohexyl 22.8%/17.2% NC¢ NC¢

Tableau 40 : Tests sur souris invalidées pour le géne TREK-1
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris sauvages.
P Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris KO.
“activation due 2 TREK-1 calculée lors du test de la plaque chaude avec la formule suivante :
(1- (% antalgie KO / % antalgie WT))*100 = % d’activation due a TREK-1
INC : non calculé car pas d’effet chez les souris WT
Test student : ***< (.001 < ** < (.01 < * <(.05.

En s‘intéressant aux quatre premieres molécules (Tableau 40), on remarque que I‘ester
t-butylique 18c présente une activité antalgique encore plus faible chez les souris noires
(blanche : 41.3% / 41.0%* vs noire : 10.4% / 19.3%). Il est donc impossible d‘évaluer
I“implication des canaux TREK-1. Etonnamment, 1°ester i-pentylique 37 (groupe D : inactif in
vivo et in vitro) montre une activité antalgique chez la souris noire sauvage (blanche : 6.5%" /
25.5% vs noire : 44.0% / 37.6%) ainsi qu‘une implication du canal TREK-1 (47% / 26.1%)).
Leester cyclohexylique 38 conserve son activité in vivo (blanche : 18.4% / 96.7%*** vs
noire : 39.4% / 52.4%) mais ne démontre pas d‘implication importante des canaux TREK-1
(9.6% / 31.3%). On peut émettre 1‘hypothése que les furanes 37 et 38 sont métabolisés en
acide 12 ou bien que leur mécanisme d‘action implique d‘autres cibles. Enfin, 1‘ester
cyclohexylique 42 conserve non seulement une activité in vivo chez la souris sauvage
(blanche : 65.7%** / 52.6%* vs noire : 76.7% / 67.9%) et démontre une forte implication des
canaux TREK-1 30 min aprées 1‘injection (68.1% / 0%). Cependant, la perte d‘implication a 45
min est difficilement explicable.

En résumé, on peut donc suggérer que les furanes 37 et 38 activent les canaux TREK-1
de maniere indirecte. Nous avons donc sélectionné ces molécules pour les tests sur souris
invalidées pour le géne du récepteur métabotropique mGIuR4. L‘indole 42, supposé activer le
canal directement, ne devrait donc pas patir de [‘absence de ce récepteur.

Les autres molécules appartiennent toutes a la catégorie C (actives in vivo, inactives in
vitro). On remarque que certains produits perdent leur activité antalgique chez les souris
noires : 58 (blanche : 67.5%*** /35.4% vs noire : 13.1% / 3.0%), 81 (blanche : 27.0% / 62.4%

vs noire : 22.8% / 17.2%). 1l est donc impossible de conclure sur l‘implication des canaux
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TREK-1. Cependant, au vu de la perte d‘activité antalgique, on peut penser qu‘il n‘est pas tres
intéressant de pousser plus loin les investigations sur ces molécules.

Deux autres molécules enregistrent une baisse de leur activité en changeant de souche :
56 (blanche : 34.6% / 52.4%** vs noire : 19.5% / 37.1%), 78 (blanche : 110.9%** / 73.4% vs
noire : 17.4% / 31.1%). De plus, 1‘implication des canaux TREK-1 semble assez faible pour
I‘indole 56 (26.7% / 14.3%) laissant supposer l‘intervention d‘un autre mécanisme
antinociceptif majoritaire. Quant au naphtaléne 78, aucune implication des canaux TREK-1

n‘est a noter.

En conclusion, il est possible de classer les molécules appartenant a la classe C en deux

sous-catégories :

e (; : molécules antalgiques n‘impliquant pas le canal TREK-1 (38, 56, 58, 78).
e (,:molécules antalgiques activant le canal TREK-1 de maniére indirecte (37,
81).
Afin de poursuivre ce classement, nous avons sélectionné quelques molécules
montrant des activités in vivo intéressantes (46, 75, 77, 84) pour tester l‘implication des

canaux TREK-1. En parall¢le, nous souhaitons confirmer 1‘implication des canaux dans le

N°e Ar X R
18b Furyl (@) fbutyl
25 Catéchol O ipentyl
226 Catéchol O  Cyclohexyl
55 Indyl NH Phenyl
59 Indyl NH Phenyl
46 Indyl 0) -CH,CF;
75 Imidazyl O Ethyl
71 Benzyl 0] Ethyl
84  Naphtyl O  Cyclohexyl

Tableau 41 : Molécules sélectionnées pour les tests sur souris TREK-1""

6.3 Activation indirecte : implication du récepteur

mGluR4?

Les récepteurs métabotropiques au glutamate, contrairement aux récepteurs
ionotropiques, ne possedent pas de canal mais sont couplés a des protéines G, localisées a

I“intérieur des cellules, capables de transmettre 1‘information a des messagers secondaires. Ils
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sont classés en trois catégories selon leur pharmacologie et leur homologie de séquence.'*® Le
groupe I comporte les récepteurs mGIluR; et mGluRs, couplés a la phospholipase C et
capables d‘inhiber les canaux TREK-1 (chapitre 3). Le groupe II inclut les récepteurs mGluR,
et mGluRj et on retrouve les récepteurs mGluR4, mGluRg, mGluR; et mGluRg dans le groupe
III. Les récepteurs de ces deux dernic¢res catégories permettent d‘empécher la formation
d‘adénylate monophosphate cyclase (AMPc) en inhibant 1‘adénylate cyclase. Ainsi le
récepteur mGluR4 (cf glossaire) peut entrainer une levée d‘inhibition du canal TREK-1, ce qui

. . . . . 1
correspond & une activation indirecte du canal.'®

Nous avions émis l‘hypothése, dans le chapitre 4, que certaines molécules telles que
1‘acide 13, activeraient le canal TREK-1 indirectement, par le biais d‘un autre systéme comme
les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGIluRy4). Afin de valider cette hypothese, nous
avons réalisé le test de la plaque chaude sur des souris invalidées pour le géne mGluR4
(mGluR, ™), obtenues selon la procédure développée par Pekhletski ez al.'* En plus de I‘acide
13 (classe C, : activation indirecte de TREK-1) nous avons sélectionné 1°acide 12 (classe A :
effet in vivo et in vitro), afin de vérifier qu‘il n‘est pas influencé par 1‘absence ou la présence

de ce récepteur (Tableau 42).

% antalgie % antalgie
e Cellules® activation due mGIluR,"* mGIluR,” activation due a
(100 nM) a TREK-1" Plaque chaude’ Plaque chaude’ mGluR4°
30/45min 30/45min
1 7.01 £2.75%*  35.6% /19.4% 102.5%/77.2% 84.8%* /69.0% 17.3%/10.7%

13 1.18£0,16 100% / 56.6% 18.5% / 30.4% 0.2%/7.3% 98.8% /75.8%

Tableau 42 : Implication des récepteurs mGluR, dans I’activation des canaux TREK-1
* Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 stabilisées pour TREK-
1 et mesurés par la technique du patch-clamp avec cellule entiére (whole cell clamp).
P activation due 23 TREK-1 calculée lors du test de la plaque chaude sur souris TREK-17 avec la formule
suivante : (1- (% antalgie KO / % antalgie WT))*100 = % d’activation due 2 TREK-1.
¢ Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris sauvages.
¢ Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris TREK-1 /.
¢ activation due 2 mGluR4 calculée lors du test de la plaque chaude sur souris TREK-17/ avec la formule
suivante : (1- (% antalgie KO / % antalgie WT))*100 = % d’activation due 8 TREK-1.
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05.

Pour 1*acide 13, on remarque que l‘activité antinociceptive présente chez la souris WT
(18.5% / 30.4%) est totalement absente chez la souris mGluR4™ (0.2% / 7.3%). On peut donc
supposer que les récepteurs mGluR4 sont indispensables a 1‘action de la molécule. En
revanche, pour I‘acide 12, bon activateur de TREK-1 in vitro, on ne remarque pas de
différence notable entre les souris WT (102.5% / 77.2%) et mGluR,”™ (84.8% / 69.0%) et

donc aucune implication des récepteurs mGluR,s. Ces résultats vont dans le sens d‘une
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activation indirecte des canaux TREK-1 par le biais des récepteurs mGluR4 pour certaines

molécules.

Dtautres systémes tels que certains récepteurs a la sérotonine couplés a la protéine G;

(cf glossaire) pourraient également activer les canaux TREK-1 par levée d‘inhibition.

Au vu des résultats précédents, il semblait intéressant de réaliser la méme expérience
sur des molécules appartenant au groupe C; ou au groupe C; (n‘impliquant pas TREK-1) afin

de vérifier si leur effet antalgique implique les récepteurs mGluR4 (Tableau 43).

Ne° Ar X R

11  catéchol O H

37 Furyl O ipentyl
38 Furyl O Cyclohexyl
42 Indyl O  Cyclohexyl

Tableau 43 : Molécules sélectionnées pour les tests sur souris mGluR,”

6.4 Implication des canaux TREK-2 dans le mécanisme in

vivo des composés 12 et 13

Afin d‘évaluer une possible implication des canaux TREK-2 dans 1‘effet antalgique in
vivo, nous avons effectué le test de la plaque chaude sur des souris invalidées pour ce géne.

Les canaux TREK-2 appartiennent eux aussi a la sous-famille des canaux
mécanosensibles. Tres représentés dans le cerveau ou certains tissus périphériques (foie, reins,
pancréas), ils sont trés proches des canaux TREK-1 (prés de 75% d‘homologie™) bien que
moins documentés. Comme les canaux TREK-1, ils sont activés par des anesthésiques volatils

130 par le riluzole,”' par la température, par les acides gras

généraux (halothane, chloroforme)
polyinsaturés,*® par I‘acidose intracellulaire et I‘étirement membranaire.”" La seule
différence réside en la sensibilité au pH extracellulaire (inhibition lors d‘une acidification
pour TREK-1 / activation pour TREK-2)."** Etant donné la similarité structurelle, il parait
difficile de synthétiser des molécules sélectives du canal TREK-1.

Les acides 12 et 13 (bons résultats in vivo et activation directe ou indirecte) ont été
sélectionnés pour ce test. Dans les deux cas (Figure 60, Figure 61), on observe des résultats
équivalents chez les souris WT et TREK-2"". On peut donc en déduire que la présence des
canaux TREK-2 n‘influence pas 1‘activité¢ de ces molécules et qu‘ils ne sont pas impliqués
dans 1°effet antalgique. Ces résultats, trés encourageants, peuvent nous laisser penser que nos
molécules seraient sélectives des canaux TREK-1. Cependant, ce phénomene pourrait aussi

s‘expliquer par la distribution de la sous-unit¢ TREK-2, différente de celle de TREK-1. Des
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¢tudes in vitro devraient nous permettre de conclure définitivement sur la sélectivité¢ des
composés vis-a-vis des canaux TREK-2 / TRAAK / TASK.
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Figure 60 : Comparaison des résultats du test de la plaque chaude chez les souris WT et TREK-2"" pour
P’acide 12
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Figure 61 : Comparaison des résultats du test de la plaque chaude chez les souris WT et TREK-2"" pour
Pacide 13

6.5 Modeéle de douleur inflammatoire: Test a la

carraghénine

Afin de confirmer 1‘intérét thérapeutique de nos composé€s, nous avons ensuite entrepris

d‘évaluer leur efficacité sur une autre espéce, le rat, et sur un autre modele de douleur
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inflammatoire. Pour cela, nous avons sélectionné le test a la carraghénine, décrit dans le
chapitre 4. De plus, ce test étant effectué a différentes doses, il nous permettra de déterminer
la dose optimale pour réaliser des tests de douleur complémentaires (ALGOGRAM), en
partenariat avec 1‘entreprise ANSBiotech.

Pour le choix des molécules, nous nous sommes intéressés particulierement aux
résultats in vivo et a l‘activité antalgique. Quatre molécules du groupe A (I‘acide 12, 1‘ester
cyclohexylique avec le noyau indole 42, les amides avec le noyau indole 59 ou le noyau
furane 55) ainsi que deux molécules appartenant a la catégorie C (1‘acide 13 : C, et [°ester 38 :

C)) ont été sélectionngés.

Ne Ar X R
12 Furyl O H
13 Indyl O H
38 Furyl O  Cyclohexyl
42 Indyl O  Cyclohexyl

55 Furyl NH Phenyl
59 Indyl NH Phenyl

Tableau 44 : Molécules sélectionnées pour le test a la carraghénine

Les résultats des acides 12 et 13 ont été présentés dans le chapitre 4 (Figure 33, Figure
34). Pour l‘indole 42 (Figure 63), on observe une réduction de 1‘hyperalgésie du méme ordre
de grandeur que l‘acide 13 a la concentration de 100 mg/kg tandis que le furane 38 montre
une activité Iégerement plus faible (Figure 62). En revanche, les amides 55 et 59 ne présentent
aucune activité notable lors de ce test a la carraghénine, ni d_effet-dose par ailleurs (Figure 64,
Figure 65). Ceci peut paraitre surprenant compte tenu de leurs résultats précédents. Le test a la
carraghénine ¢étant un modele inflammatoire, il pourrait étre intéressant d‘évaluer le
comportement de ces molécules sur d‘autres modeles (douleur neuropathique ou cancéreuse

par exemple).
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Seuils de 38
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0,0 . ; ; . ~
’ . Min.
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de base post-carra.
Figure 62 : Test a la carraghénine sur le composé 38
Seuils de 42
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Figure 63 : Test a la carraghénine sur le composé 42

156



Résultats et Discussion : Evaluation pharmacologique complémentaire

Seuils de 55
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Figure 64 : Test a la carraghénine sur le composé 55
Seuils de 59
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Figure 65 : Test a la carraghénine sur le composé 59

Afin de comparer les six analogues, nous avons calculé 1‘aire sous la courbe entre 0 et
120 min a la concentration de 100 mg/kg, en utilisant la méthode des trapezes (Tableau 45,
Figure 66). Les acides 12 (AUC = 9525) et 13 (6969) sont nettement les plus efficaces, suivis
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par les esters cyclohexyliques 42 (Ar = indole, AUC = 4749) et 38 (Ar = furane, AUC =
3184).

AUC (100 mg/kg)
12 9525
13 6969
38 3184
42 4749
55} 2060
59 2049

4 AUC (100 mg/kg)

12000
10000

8000

S 6000
<<
4000

2000 r
0 — - -

12 13 38 42 55 59

Figure 66 : Représentation graphique des aires sous la courbe pour les analogues

6.6 Influence du mode d’administration

Pour parachever cette étude complémentaire, nous avons débuté une étude sur le mode
d‘administration. En effet, tous les tests précédents ont été effectués suite a une injection
sous-cutanée (s.c.) des molécules et nous avons rencontré quelques difficultés de solubilité
pour certains composés. Il parait donc intéressant d‘essayer une autre voie d‘administration.
Nous avons sélectionné la voie orale (per os) car c‘est la plus simple d‘utilisation et la plus
plébiscitée par les patients. De plus, ce test nous permettra de voir si nos molécules sont
suffisamment biodisponibles.

Nous avons donc effectué le test de la plaque chaude, aprés administration per os des

trois acides chefs de file 11, 12 et 13. La distribution étant plus lente que lors d‘une injection
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sous-cutanée, les mesures ont été prises a 30, 45 et 60 min apres 1‘administration (Tableau
46).

Molécules Plaque chaude® 60 mg/kg Plaque chaude® 60 mg/kg
per os sous-cutanée
(30/45/60 min) (30/45min)
Morphine 105.1% / 129.7% / 54.3% 185% /159.7%
11 139.8%*** / 99.0%** / 148.5%** 25.1% / 63.2%***
12 119.7% /110.1% / 110.5% 56.4%%*/ 119.5%**
13 36.4 %/ 89.1% / 88.0%* 52.8%*** / 63.4%*

Tableau 46 : Comparaison du mode d’administration
*Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude chez les souris sauvages.
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05.

Globalement, les résultats per os sont plus élevés que lors de 1‘administration en sous-
cutané. On observe un effet dés 30 min apreés 1‘administration, ce qui confirme 1‘hypothese
émise dans le chapitre 5 lors des études de stabilité métabolique : les acides résistent au
premier passage hépatique et gastrique. L‘amélioration de l‘activité antalgique est
particuliérement intéressante pour le catéchol 11 (effet multiplié par plus de cing, 30 minutes
apres l‘ingestion). On peut supposer que la présence des phénols facilite la solubilisation de la
molécule dans le bol intestinal et donc potentialise son action. Les acides 12 (119.7% /
110.1% per os contre 56.4% / 119.5% s.c.) et 13 (36.4%/ 89.1% per os contre 52.8% / 63.4%
s.c.) montrent aussi une amélioration de leur activité antalgique. De plus, 1°effet des molécules
semble perdurer au-dela d‘une heure. Cependant, ces résultats sont a nuancer. En effet,
1‘administration per os du furane 12 a entrainé la mort de deux souris sur sept. On peut donc
supposer qu‘il se forme un métabolite toxique, non produit lors d‘une injection en sous-
cutané.

Il serait intéressant de réaliser ce méme test sur les composés de la catégorie A (bon
antalgique, bon activateur de TREK-1 in vitro) afin de vérifier si leur activité antalgique est
améliorée. On peut aussi envisager de compléter cette étude en testant différentes
formulations (cyclodextrines, milieux micellaires, liposomes) pour optimiser la distribution de

nos produits.

6.7 Conclusion

Ces tests supplémentaires nous ont apportés différentes informations.

» Nous avons pu, grice aux tests sur souris TREK-17", diviser les molécules du groupe
C (actif in vivo, inactif in vitro) en deux catégories plus précises : les molécules
activant TREK-1 indirectement et celles n‘impliquant pas le canal dans leur

mécanisme antalgique in vivo.
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» L‘hypothése impliquant une activation indirecte du canal TREK-1 par les récepteurs

métabotropiques mGluR4 a pu étre validée pour 1‘acide 13. D autres composés sont en

attente pour ce test.

La sélectivité in vivo des acides 12 et 13 pour les canaux TREK-1 par rapport au canal

voisin TREK-2 a été démontrée.

Les meilleurs composés (catégorie A, 12, 42) et deux autres analogues fortement
antalgiques (13 et 38) ont confirmé leur activité antalgique chez une autre espéce et
sur un autre modele de douleur. Les amides 55 et 59, quant a eux, ne se sont pas
révélés efficaces sur le test a la carraghénine mais il serait intéressant d‘observer leur
comportement sur d‘autres modeles de douleur (douleur neuropathique, cancéreuse).
Parmi ces composés, 3 molécules seront choisies pour étre testées sur d‘autres

modeles de douleur en partenariat avec ANSBiotech (pain profiling).

» Une étude d‘influence du mode d‘administration a été commencée. Cette piste reste a

poursuivre.

Nous avons ainsi pu confirmer 1‘intérét thérapeutique de plusieurs candidats-médicament.
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CHAPITRE 7 VERS LA SYNTHESE DE BI-DRUGS

7.1 Principe et intéréts des bi-drugs

Malgré des recherches intensives sur les mécanismes de la douleur et des
investissements importants dans la recherche et le développement, la majorité des
analgésiques disponibles sur le marché repose sur des molécules connues depuis longtemps.
Les principales innovations en matiere d‘antidouleurs au cours de ces dernieres années se
résument a de nouvelles formulations et voies d‘administration ou encore a 1‘association de

deux principes actifs déja existants. '’

i Reformulation : Opioides, AINS, Tramadol, Autres
H Mécanismes connus : Nouvelles combinaisons d'opioides ou AINS; Autres

i Nouveaux mécanismes : canaux calciques a2 (Lyrica®), canaux calciques
de type N (Prialt®), TRPV1 (Qutenza®); Cannabinoide (Sativex®)

Figure 67 : Analgésiques arrivés sur le marché entre 1990 et 2010."

Seulement 4 molécules sorties récemment sur le marché présentent un mécanisme
d‘action nouveau, impliquant notamment les canaux ioniques :

e Le Lyrica®, un antiépileptique exercant son effet antinociceptif (la douleur
neuropathique) en se liant a la sous-unité o, des canaux calciques dépendant du
voltage.

e Le Prialt®, utilisé contre les douleurs chronique et neuropathique, premier
bloqueur des canaux calcique de type N

e Le Sativex®, pour le traitement des douleurs lides a la sclérose en plaque, a base
de dérivés du cannabis

®

e Le Qutenza ", consituté de capsaicine, un agoniste des canaux TRPV1,

administré en patch dans le traitement des douleurs chroniques
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Les stratégies basées sur la reformulation représentent la majorit¢ des nouveaux

médicaments (57%). Elles se concentrent principalement sur 1°‘amélioration des propriétés
pharmacocinétiques et sur la diminution de la toxicité. Par exemple, I‘utilisation d‘une forme
galénique a libération prolongée va permettre un relargage régulier et soutenu dans le temps
du principe actif, optimisant son activité. Ainsi, 1‘Oxycontin® a été congu pour libérer de
1‘oxycodone sur une période de 12 heures.
Des voies d‘administrations alternatives peuvent aussi étre envisagées. En effet, la voie
transcutanée (patch), en plein développement, permet une administration systémique,
controlée et prolongée de principes actifs mal absorbés par d‘autres voies ou subissant une
dégradation trop importante lors du premier passage hépatique notamment (diclofenac,
lidocaine). De plus, certains inconvénients tels qu‘une odeur ou un gotit désagréable sont ainsi
¢liminés. Cependant, les patchs peuvent entrainer des irritations de la peau.

Lfassociation de molécules antalgiques connues est couramment utilisée afin
d‘améliorer l‘efficacité et/ou de réduire les effets indésirables (Ixprim® association de
paracétamol et chlorhydrate de tramadol, Dafalgan codéine™ association de paracétamol et
codéine phosphate, Vicodin® association de paracétamol et hydrocodone). En effet,
l‘association de molécules ayant des modes d‘action complémentaires permet de viser des
cibles différentes. Par exemple, la Vicodin® associe le mécanisme d‘action central de
I‘hydrocodone, au mécanisme périphérique du paracétamol.** De plus, la combinaison de
molécules ayant des propriétés pharmacocinétiques complémentaires (distribution,
métabolisation) permet d‘aboutir a une couverture thérapeutique plus importante. C‘est le cas
de I‘Ixprime®, associant l‘absorption et l‘élimination rapide du paracétamol (demi-vie

135 Dans

d‘élimination de 2.5h) a celles plus longues du tramadol (demi-vie d‘élimination 5h).
cette situation, le développement pharmaceutique est peu coliteux puisqu‘il repose sur une
association de principes actifs ayant déja obtenus une Autorisation de Mise sur le Marché
(AMM). L‘étude clinique consiste uniquement en la démonstration de la bioéquivalence de
1‘association.

En s‘inspirant de ce concept, nous allons tenter de créer de nouvelles structures
combinant des mécanismes d‘action différents en associant, par liaison chimique, une
molécule antalgique connue avec nos /ead présentant, eux, un mécanisme d‘action nouveau.

Deux principes actifs ont été sélectionnés : le paracétamol et le néfopam. Ils seront
couplés, dans un premier temps, avec le noyau catéchol afin de se rapprocher de la structure
du CDC. L intérét des ces deux molécules réside dans le fait que leur mécanisme d‘action est
différent de celui de la morphine et qu‘elles ne présentent donc pas d‘effets indésirables
typiques des morphiniques. L*hydrolyse de cette bi-drug, dans le corps, permettra de libérer
les deux principes actifs. Ainsi, on peut espérer additionner les effets antalgiques et obtenir un
composé aussi puissant que la morphine en s‘affranchissant des ses effets indésirables. De

plus, la bi-drug ayant une structure nouvelle, il sera possible de la breveter.
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7.2 Bi-drug avec le paracétamol

7.2.1 Choix du paracétamol

Le paracétamol est un des médicaments sans ordonnance le plus utilisé. Synthétisé
pour la premiere fois en 1877 a 1‘Université Johns Hopkins (USA), il n‘a été largement
commercialisé qu‘au début des années 1950. Il est de nos jours I‘antalgique et 1‘antipyrétique
le plus courant dii a sa bonne tolérance, bien que son mécanisme d‘action ne soit pas

totalement élucidé.

OH

Figure 68 : Paracétamol

Le paracétamol est un acide faible (pKa 9.7) et donc peu ionisé au pH physiologique.
Ceci, plus un logP légérement supérieur a 3, lui permet un bon passage des membranes et
donc une bonne distribution. Son spectre d‘action est semblable aux Anti-Inflammatoires Non

Stéroidiens (AINS) bien que 1‘activité antalgique soit un peu plus faible.

7.2.1.1 Meécanisme d’action

Malgré son ancienneté et sa ressemblance avec les AINS, le mécanisme d‘action du
paracétamol est resté incertain pendant de nombreuses années. Plusieurs hypotheses ont été
formulées jusqu‘a ce que 1‘implication d‘une inhibition des enzymes COX-1 et COX-2 soit
largement admise.

Les enzymes COX-1 et COX-2 permettent la synthese des prostaglandines a partir de
1‘acide arachidonique. Elles possedent deux fonctions (Figure 69) :

e Cyclooxygénase, permettant d‘oxyder 1°acide arachidonique en un premier
intermédiaire PGG,.
e Peroxidase, transformant le premier intermédiaire PGG; en second

intermédiaire PGH,, qui donnera ensuite la prostaglandine.
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2-ARACHIDONQYLGLYCEROL PHOSPHOLIPID

Monoacylglycerol lipase \ / cPLA,

ARACHIDONIC ACID

Cyclooxygenase

COX-1 PGG; COX-2

Peroxidase

PGH,

l

PROSTAGLANDINS
THROMBOXANE Az
PROSTACYCLIN

Figure 69 : Réle des COX "¢

La prostaglandine joue un réle dans le mécanisme de la nociception. En effet, elle permet une
sensibilisation des fibres Ad et C et donc wune potentialisation des différents
neurotransmetteurs. De part les fortes similitudes avec les AINS, un premier mécanisme
impliquant une inhibition périphérique des enzymes COX avait été suggéré."”’ Celui-ci a été
réfuté au profit d‘une action centrale. En effet, une étude a prouvé que le paracétamol inhibe

138 11 est maintenant

préférentiellement les enzymes COX au niveau central que périphérique.
¢tabli que le paracétamol inhibe la production de prostaglandines en agissant en tant que
substrat des enzymes COX-1 et COX-2. Ce mécanisme repose sur une compétition entre deux
réactions d‘oxydation. En effet, 1‘oxydation du paracétamol en radical libre se fait au
détriment de celle d‘un résidu tyrosine en radical correspondant. Celui-ci est essentiel pour la
fonction cyclooxygénase des enzymes COX et son absence empéche donc la production de
PGG,."° Une autre étude a proposé 1‘existence d‘une troisiéme enzyme, COX-3, spécifique
du paracétamol'* mais cette hypothése ne semble pas faire 1‘unanimité pour 1‘instant.

En revanche, il est admis que 1‘action antinociceptive du paracétamol ne repose pas
uniquement sur 1‘inhibition de COX. D*autres systemes, tels que le systéme sérotoninergique,
sont essentiels a l‘activité¢ antalgique. En effet, des études ont montré que l‘utilisation
d‘antagonistes des récepteurs 5-HT; entraine une diminution de I‘activité antalgique.'*’

De méme, une implication du systétme endocannabinoide a été démontrée
récemment.'*! Leutilisation d‘un antagoniste des récepteurs CB; et de souris KO pour ce

récepteur ont montré une perte d‘effet antalgique du paracétamol.

164



Résultats et Discussion : Vers la synthése de bi-drugs

La découverte, en 2005, d‘un métabolite actif du paracétamol, 1°AM404 a permis

142 En effet, ce métabolite, issu de

d‘explorer la possibilité d“un nouveau mécanisme d‘action
la conjugaison de 1‘acide arachidonique et du p-aminophénol via 1‘enzyme FAAH, inhiberait

la recapture des neurotransmetteurs du systeéme endocannabinoide.

Récemment, l‘implication d‘un canal ionique, le canal TRPV-1, a été soulignée (Figure
70).'"* Cette étude montre que l‘effet antalgique du paracétamol (oral) disparait lors de
différentes tests de douleur (formol, immersion de la queue et Von Frey) chez la souris KO
pour le canal TRPV-1 ou en 1‘absence de FAAH. Elle implique que 1‘activation du canal

TRPV-1 par ['AM404 serait a 1°origine des propriétés antinociceptives.

)J\Q/ " AcAP

on Analgesia
ST pap

TRPV,

OH

Figure 70 : Implication des canaux TRPV1 dans le mécanisme d’action du paracétamol142
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7.2.1.2 Propriétés pharmacologiques

Le paracétamol posséde une bonne biodisponibilité par voie orale (70 a 90%) et une
faible liaison aux protéines plasmatiques ce qui limite le risque d‘interactions
médicamenteuses. Le temps de demi-vie plasmatique est d‘environ 2-3 heures."

Il existe plusieurs voies de dégradation du paracétamol. L‘une d‘entre-elles,
s‘appuyant sur le cytochrome P450, conduit a un métabolite toxique pour le foie, le NAPQI
(N-acétyl-p-benzo-quinone imine), s‘il se lie aux protéines. Cette réaction n‘intervient qu‘a
des doses supérieures a 4g/jour. A la posologie thérapeutique, le glutathion est capable de
neutraliser ce métabolite toxique en se liant a lui. En cas de surdosage, 1‘administration de N-
acétylcystéine permet d‘activer la synthése du glutathion et de prévenir 1‘intoxication.

L excrétion du paracétamol est principalement rénale (90%).">

7.2.1.3 Propriétés antalgiques

Le paracétamol possede une activité antalgique et anti-inflammatoire plus faible que
les AINS mais sa meilleure tolérance, notamment au niveau gastro-intestinal, en fait
1‘antalgique de référence dans toutes les classes d‘age. De plus, la faible liaison aux protéines
plasmatiques limite les interactions médicamenteuses et permet donc de 1‘associer a de
nombreuses autres molécules. Une combinaison avec des opioides ou des AINS permet de

potentialiser I‘effet antalgique du paracétamol.'*®

Il est associé¢ le plus souvent a des
antalgiques de palier II tels que la codéine (Codoliprane®), le tramadol (Ixprim®) mais on le

retrouve aussi combiné avec la caféine (Claradol cafeine®), qui augmente 1‘effet analgique.'*

7.2.1.4 Conclusion

Le paracétamol est 1‘un des plus vieux antalgiques sur le marché, présentant peu
d‘effets indésirables et une bonne tolérance. Il est souvent associé a d‘autres principes actifs,
additionnant ainsi les effets anti-nociceptifs, car il présente peu de risque d‘interactions
médicamenteuses. Il parait donc intéressant et judicieux de le combiner a une molécule
activatrice de TREK-1.

7.2.2 Synthese

Le paracétamol étant une pro-drogue, nous avons donc décidé de lier le noyau catéchol

au 4-aminophénol, le métabolite actif du paracétamol (Figure 71).
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Figure 71 : Bi-drug avec le p-aminophénol

Comme lors des chapitres précédents, nous avons vérifi¢ que cette « bi-drug » se plie
aux reégles de Lipinski et Veber (Tableau 47).

Régles de Lipinski'" Régles de Veber'"” ‘

. Nombre | Nombre
Molécule Poids

envisagée moléculaire
(MW,

de De Nombre Surface
liaisons liaisons | clogP | de liaisons polaire
H H rotatoires A2

accepteurs| donneurs

g.mol™)

i 296.282 6 4 1.742 3 113.574

Tableau 47: Propriétés drug-like des nouveaux analogues déterminées a I’aide du logiciel molinspiration'®®

L‘amide 91 sera obtenu par une réaction de Knoevenagel entre le 3,4-
dihydroxybenzaldéhyde 17a et l‘amide 92, lui-méme issu d‘un couplage entre I‘acide

cyanoacétique 14 et le 4-aminophénol 93 (Schéma 32).
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OH
o Ry —>
’ CN HO ’
HO

91 17a 92

Schéma 32

Le 4-aminophénol 93 possédant deux fonctions susceptibles de réagir avec un acide,
nous avons protégé 1‘alcool. Le choix du groupement protecteur s‘est porté sur un éther silylé
et plus particulieérement le groupement z-butyldiméthylsilyl (TBDMS). En effet, ce dernier est
stable en milieu basique et peut-étre clivé dans des conditions douces.

La voie d‘obtention de 1‘amide 91 comporte quatre étapes (Schéma 33).

(o)

o X
TBDMSCI OH

Iml_?ﬁf:ole OTBDMS OTBDMS
DCC,DCM
H,N

Tamb, 12h reflux, 24h H
97% 79%
92
(o)
HO
OTBDMS TBAE
plperldlne DCM /O/ __THF /©/
Tamb, 24h Tamb 15h

90% 84%

Schéma 33

La protection de la fonction alcool par le chlorure de #-butyldimethylsilyle se fait en
présence d‘imidazole dans le THF, avec un rendement quasiment quantitatif.'** Ensuite, une
réaction de couplage entre la phénylamine 94 et 1‘acide cyanoacétique 14 conduit a 1‘amide
92 avec un rendement de 79%.'* Finalement, une réaction de Knoevenagel dans les
conditions habituelles et une déprotection de 1°éther silylé en présence de fluorure de tétra-n-

144
F

butylammonium dans le TH permet d‘obtenir I‘amide 91 avec un rendement global de

58%. Les produits ont été caractérisés par leurs données spectroscopiques.
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7.2.3 Evaluation de ’activité pharmacologique

Ltactivité pharmacologique de 1‘amide 91 a été évaluée : test a 1°acide acétique et test

de la plaque chaude (in vivo), électrophysiologie sur cellules HEK-293 (in vitro).

Molécules Tests in vivo Test in vitro

% d’inhibition de Ia Plaque chaude’ | Cellules®
douleur 60 mg/kg
AcOH" 10mg/kg (30/45min) (100 pM)
22.4% 0% / 13.9% 1.43 £0.16*
31.8% 25.1%/ 63.2% 1.50 £0.2*

Tableau 48 : Evaluation pharmacologique de la bi-drug 91
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
I’acide acétique.
" Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
¢ Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule enti¢re (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 <** p <0.01 <* p <0.05.

Les résultats aux différents tests sont tres décevants. En effet, notre bi-drug présente
une tres faible activité antinociceptive lors du test a 1°acide acétique (22.4%), comparable a
celle de 1‘acide 11. De plus, 1°effet antalgique de 1°acide 11 lors du test de la plaque chaude
(25.1% / 63.2%) est totalement perdu chez 1‘amide 91 (0% / 13.9%). De méme, il ne démontre
aucune capacité¢ a activer les canaux TREK-1 in vitro (Rrrpgx = 1.43 = 0.16). Ce dernier
résultat n‘est pas tres surprenant car 1‘acide 11 semble activer les canaux TREK-1 de maniére
indirecte (chapitre 6).

Malgré la présence de trois groupements hydroxyl (hydrophiles, devant faciliter la
solubilisation), nous avons rencontré des problemes lors de la préparation des solutions
injectables. De plus, nous avons remarqué que les urines des souris étaient colorées (jaune,
couleur caractéristique des dérivés de 1‘acide cinnamique) des 10 minutes apres 1‘injection,
laissant penser a une élimination trés rapide de notre molécule. Cette hypothése se confirme
lorsqu‘on regarde 1°‘évolution du nombre de crampes au cours du temps. En effet, on observe

une action antalgique aux alentours de 10 minutes, qui diminue fortement ensuite.
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Figure 72 : Nombre de crampes au cours du temps pour I’amide 91

Il est possible que notre molécule, trop polaire, ait été¢ excrétée trop rapidement pour
que 1‘on observe un effet antalgique. Il pourrait étre intéressant de remplacer les groupements
hydoxyl par des acétates pour diminuer la polarité. De méme, il pourrait étre envisagé de
remplacer le noyau catéchol par un autre noyau aromatique plus performant, tel que le furane.
Par ailleurs, une étude de stabilit¢é métabolique (cf chapitre 5) pourrait nous permettre

d“évaluer le temps de demi-vie de ce composé.

7.3 Bi-drug avec le Néfopam

7.3.1 Choix du Néfopam

Le Néfopam (Figure 73), commercialisé par les laboratoires BIOCODEX sous le nom
Acupan®, est un analgésique non opioide de palier I, bien que sa puissance analgésique soit au

moins équivalente a un antalgique de palier II.

~N o)

ale

5-méthyl-1phényl-3,4,5,6-tétrahydro 1H-2,5-
benzoxazocine

Figure 73 : Néfopam

Chimiquement, le néfopam appartient a la famille des benzoxazocines et peut-étre

reli¢ structurellement a I‘orphénadrine (médicament antiparkinson/ anticholinérgique,
antagoniste des récepteurs muscariniques et H; bloqueur des canaux sodiques Na,1.7, 1.8, 1.9
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et des canaux potassiques hERG) ou a la diphenhydramine (antihistaminique, agoniste inverse
du récepteur H,). Cependant, il ne présente aucune activit¢é commune avec ces deux

molécules.

O o NN

R
R =CH; diphenhydramine
R=H orphénadrine
Figure 74

Utilisé a partir des années 1970, il connait un regain d‘intérét grace a 1'existence d'un
puissant effet analgésique associé a l'absence de dépression respiratoire ou d'effet sur

I'hémostase.

7.3.1.1 Meécanisme d’action

Lactivité antalgique du néfopam a ét¢ démontrée sur la plupart des modeles de
douleur animale mais son mécanisme d‘action n‘a pas été clairement identifié. Cependant, on
suppose qu‘il s‘agit d‘un analgésique central, agissant au niveau spinal et supra-spinal. Son
effet s‘exercerait principalement sur les voies sérotoninergiques descendantes ou il inhiberait
la recapture des monoamines telles que la sérotonine et la noradrénaline.'*® En effet, la
déplétion de la synthése de sérotonine dans tous les systemes sérotoninergiques au moyen
d'un prétraitement par la parachlorophénylalanine (PCPA) diminue 1'action anti-nociceptive
du néfopam. En revanche, la 1ésion sélective des voies sérotoninergiques ascendantes avec la
parachloroamphétamine (PCA) ne modifie pas l'activité du néfopam. Les effets analgésiques
dépendent donc, au moins en partie, de l'activation des voies sérotoninergiques

147
descendantes.

Des études plus récentes ont montré que l‘activation des voies adrénergique,
sérotoninergique et dopaminergique via les récepteurs adrénergiques o, et o, les récepteurs
dopaminergiques D,, et les récepteurs a la sérotonine 5-HT ;5 et 5-HT,c pouvait intervenir
dans le mécanisme du néfopam.'**

Plus récemment, un effet du néfopam sur les canaux sodiques a voltage dépendant'*’ a
¢été mis en évidence, modulant ainsi indirectement la libération de glutamate qui est également
un élément important dans la transmission de la nociception.

L activité analgésique du néfopam ne s‘effectue pas par I‘intermédiaire des récepteurs
opioides. Lors du test de la plaque chaude, l‘activit¢ du néfopam, administré par voie

intrapéritonéale ou intracérébroventriculaire, n‘est pas modifiée par 1‘injection de naloxone,
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princicpal antagonsite des récepteurs morphiniques.'™ Son activité n‘est pas non plus lide a la
biosynthése des prostaglandines, contrairement aux anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS).

7.3.1.2 Propriétés pharmacocinétiques

Le néfopam correspond au mélange racémique des deux énantiomeres bien que des
études aient démontré que 1‘énantiomére (+) soit le plus actif.””"'** Ces énantioméres peuvent
étre résolus simplement par recristallisation sélective a partir de sels de diastéréoisomeres

(agent de résolution : acide O, O-dibenzoyl-L-tartrique).'>

La biotransformation est importante et trois métabolites majeurs ont été identifiés: le
déméthyl-néfopam (DMN ou nor-nefopam), le N-oxyde-néfopam et le N-glucuronide-
néfopam (Figure 75).

HN o ~N

O to- O HO(:Io o N+ O
O i’

®

DMN N-oxyde-néfopam N-glucoronide-néf opam
Figure 75 : Métabolites du néfopam

Lorsque le néfopam est administré par voie veineuse (IV), les métabolites sont
inactifs. En revanche, par voie orale, le déméthyl-néfopam contribue probablement a 1'effet
antalgique. Le néfopam et son principal métabolite DMN peuvent étre quantifiés dans le

plasma grice a une technique couplée LC-MS-MS."*

L'élimination est essentiellement urinaire: 87% de la dose administrée sont retrouvés
dans les urines. Moins de 5% de la dose sont excrétés sous forme inchangée; les métabolites
identifiés dans les urines représentent respectivement 6%, 3%, et 36% de la dose administrée
par voie IV.

Une étude portant sur le mécanisme de dégradation du néfopam en solution dans des
conditions de stress'™ a permis d‘établir que la molécule est relativement stable bien qu‘elle
soit plus sensible aux conditions acides que basiques (ti, (120°C, 0.5M HCI) = 15.6 h contre
t12 (120°C, 0.5M NaOH) = 339.7 h).
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7.3.1.3 Propriétés antalgiques

L absence d‘effet sur la fonction respiratoire ainsi que sur 1‘hémostase procure un
indéniable avantage au néfopam pour 1‘analgésie postopératoire. Le néfopam ne provoque pas
d‘accoutumance, de dépendance ou de phénoméne de sevrage et son utilisation prolongée
n‘est pas suivie d‘un épuisement de son activité antalgique. Les manifestations de surdosage
sont de type atropinique avec troubles neurologiques (convulsion, hallucination) et troubles
du rythme cardiaque. Les principaux effets indésirables sont les sueurs et les nausées
accompagnées ou non de vomissements."”® Ceux-ci sont moindres lors d‘une injection
intramusculaire et peuvent étre nettement réduits lors d‘une administration intraveineuse si la

perfusion est lente ou effectuée de maniére continue."*

Le néfopam est surtout utilisé en chirurgie post-opératoire (douleur aigiie). Il peut étre
administré seul ou dans le cadre dune analgésie balancée, associé a la morphine ou a des
AINS.

Combiné a la morphine, le néfopam augmente 1‘effet analgésique de celle-ci tout en
diminuant les doses prescrites.””’ La fréquence des nausées et/ou vomissements n‘est pas plus
importante. Ceci permet d‘offrir a un plus grand nombre de patients une bonne analgésie post-
opératoire sans augmenter les risques dus aux effets indésirables des opioides.

De méme, une étude a montré qu‘une co-administration du néfopam avec le ketoprofene

(AINS) permet d‘augmenter 1‘efficacité analgésique tout en réduisant les effets indésirables."®

Dtautres études ont mis en évidence la capacité du néfopam de prévenir ou de stopper
les frissons postopératoires. Ainsi, une administration préventive de néfopam (0,15 mg/kg)
lors de la réalisation de blocs centraux en chirurgie orthopédique permet de réduire
significativement la fréquence de survenue des frissons."” L‘étude chez le volontaire sain
montre qu‘il agit sur les frissons par le biais de la thermorégulation en abaissant la
température seuil. Le mécanisme d‘action est probablement en relation avec 1‘effet inhibiteur

de la recapture de la noradrénaline.

7.3.1.4 Conclusion

Le néfopam constitue, en administration intramusculaire, une réponse trés intéressante
pour obtenir une sédation rapide de douleurs aigués intenses. En raison de ses caractéristiques
(puissance analgésique, court délai d‘action et facilité¢ d‘utilisation), il convient de le
considérer comme un antalgique de premiere intention. Une autre propriété du néfopam est

son effet inhibiteur sur les frissons postopératoires.
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Son absence d‘effets opioides permet de 1‘associer a d*autres antalgiques appartenant a
d‘autres classes afin de rechercher des synergies. Il parait donc intéressant d‘envisager une

combinaison avec notre activateur de TREK-1.

7.3.2 Synthese
7.3.2.1 Molécule cible

La premiére combinaison que nous avons envisagée associe une partiec CDC avec le nor-

néfopam grace a une liaison amide.

Nefopam®

Figure 76 : Stratégie de combinaison du CDC et du Néfopam®

in de mimer la réactivité, nous avons d‘abord réalisé une s eése modele avec la
Afin d | tivité, d‘abord réal th del |

morpholine.

Nous avons préalablement vérifié que notre « bi-drug » respectait les regles de
Lipinski et Veber (Tableau 49).
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Régles de Lipinski'" Régles de Veber'"” ‘

Nombre Nombre

7 Poids
Molécule de De Nombre Surface

liaisons liaisons de liaisons polaire
H H rotatoires A2
accepteurs | donneurs

o
5 CN O 426.472 6 2 3.517 3 93.791
" % ®

Tableau 49 : Propriétés drug-like des nouveaux analogues déterminées a I’aide du logiciel
molinspiration108

Envisagée moléculaire
MW,
g.mol™)

7.3.2.2 Synthése a partir de la morpholine

Dans un premier temps, nous allons mettre au point les conditions expérimentales
permettant d‘obtenir 1‘amide 96. Pour cela, nous allons mimer la réactivité du nor-nefopam en
utilisant la morpholine (Schéma 34). Le composé 97 sera obtenu par réaction de Knoevenagel
entre le 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 17a et 1‘amide 98, lui-méme issu d‘un couplage entre
1‘acide cyanoacétique 14 et la morpholine 99.

o) H o
HO N N :> HODAO + NC\)LN
97 17a 98

Schéma 34 : Rétrosyntheése de I'amide 96

Une premicre tentative de couplage entre 14 et 99 en présence de CDI dans le
dichlorométhane n‘a pas donné le produit attendu (Schéma 35). En utilisant un autre agent de
couplage, le DCC,'** on obtient I‘amide 98 avec un rendement quantitatif Sur le spectre RMN
'H, la présence du singulet & 3.5 ppm intégrant pour deux hydrogenes correspondant au CH;
en alpha du nitrile permet de confirmer 1‘obtention du produit.
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H 0
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reflux, 24h
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Schéma 35

Ensuite, une réaction de Knoevenagel a été lancée, suivant les conditions habituelles
(pipéridine, DCM). Cependant, aucun produit n‘a été formé (Schéma 36). Nous avons alors
effectué une nouvelle tentative en présence d‘acide acétique et de pipéridine en quantité
catalytique (Schéma 36).'* Le produit 97, obtenu avec un rendement global de 73%, a été
caractérisé par ses données spectroscopiques (apparition du signal correspondant au proton

¢thylénique).

o] 0
pipéridine,
NC\J\N/\ + HOD)LH DCM HO A N/\
— X >
K,o Tamb, 24h CN K/O

% 1za reflux, 6h 7
P 74%
pipéridine, o
acide acétique

: HO.
toluéne S N/\

Schéma 36

Il semble donc possible de synthétiser une bi-drug en formant une liaison amide entre

le nor-néfopam et le dérivé du CDC.
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7.3.2.3 Synthése de la bi-drug

L‘amide 96 sera obtenu en 6 étapes a partir de 1‘acide 2-benzoylbenzoique 105, selon

les conditions développées avec la morpholine (Schéma 37).
0 0
HO N N/\ H Nc\)LN/\
CN —> HODAO +
HO
96

QO Ho

17a 100
HN o
w L, . = ®
14 101

105 104 103 102

Schéma 37 : Rétrosynthese de I'amide 93

Le nor-nefopam 101 peut étre obtenu en quatre dtapes a partir de 1‘acide 2-

benzoylbenzoique 105 (Schéma 38) selon protocole décrit par Bremner ez al.'®
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Schéma 38

La premicre étape de la synthese consiste en une amidation entre 1‘éthanolamine 106 et
I‘acide 105, en présence d‘acide p—toluénesulfonique qui permet d‘obtenir le composé
cyclique 104 avec un rendement de 78%. Le mécanisme de cette réaction, propos¢ par
Acberli e al.,'® s‘appuie sur celui de la formation d‘oxazolidines par réaction entre un
aminoalcool (1,2- ou 1,3-) et un aldéhyde ou une cétone, via 1‘intermédiaire base de Schiff
(Schéma 39).

R R
NN + j\ — N — oKR!
2 R” "R, HO/_/ Rl |\/NH

Schéma 39 : Formation d’oxazolidine'®

Ainsi, Aeberli suggere que le méme mécanisme s‘applique lors de la réaction entre un
aminoalcool et un aldéhyde acide ou un cétoacide. On observe donc tout d*abord la formation
du cycle oxazolidine, suivie de la formation de [‘amide, par réaction entre 1‘amine et 1‘acide.
On peut par ailleurs supposer que la premiere réaction intervenant est une réaction acide-base
entre 1‘éthanolamine et la fonction acide, permettant ainsi la cyclisation de 1°‘oxazolidine et

confirmant que 1‘amide est formé en dernier.

178



Résultats et Discussion : Vers la synthése de bi-drugs
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Schéma 40 : Mécanisme de formation de ’amide 104"

Ensuite, la réduction de la fonction amide en amine, en présence d‘un exces de
tétrahydruroaluminate de lithium, entraine 1‘ouverture du cycle oxazolidine pour conduire a
162
I‘alcool 103."

Puis, nous réalisons une étape de cyclisation en présence de bromure de cyanogéne
pour donner le nitrile 102 (Schéma 41). La réaction entre le bromure de cyanogene et une
amine tertiaire entrainerait la formation de I‘ammonium 103a, selon Fodor et al'® Ensuite,
le groupement quaternaire se réarrangerait pour donner le carbocation le plus stable 103b."*°

Finalement, 1‘attaque nucléophile du groupement hydroxyl permettrait la fermeture du cycle.

179



Résultats et Discussion : Vers la synthése de bi-drugs

//N
CO< - O _
+ Br—=N + Br
\) B ——
oH O OH
103 103a
_ . B
CN V4 Br
" @
L O ‘i )
Br * H + o - HO
102 L 103b _

Schéma 41 : formation du cycle benzoxazocine'*

Une derniére étape de réduction en présence de LiAIH,'® permet de cliver le
groupement nitrile et d‘obtenir le nor-nefopam 101. Tous les produits sont caractérisés par

leurs données spectroscopiques.

Malheureusement, la premiére tentative d‘amidation, dans les conditions testées sur la

morpholine, n‘a pas fonctionné (Schéma 42).

~ BN
HN (o} NC N (o}

101 100

Schéma 42

Nous allons tenter d‘activer 1‘acide en formant un chlorure d‘acyle (PCls, conditions utilisées
pour la formation de 1‘ester fluoré 48'"°). En parallele, nous essaicrons une tentative de

couplage en présence de DBU.'®

7.3.3 Evaluation pharmacologique
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Bien que la « bi-drug » avec le néfopam n‘ait pas pu €tre obtenue, nous avons tout de méme
réalisé 1°évaluation pharmacologique de la molécule modele 97. En effet, le groupement
morpholine devrait favoriser la biodisponibilité.

Molécules Tests in vivo Test in vitro

R Plaque chaude” d
% d’inhibition de q Cellules
la douleur 60 mg/kg liz;mol/i/li?
. mg/kg
AcOH" 10mg/kg |  (30/45min) = (100 pM) Rrgrex
31.8% 25.1%/ 63.2% 44% / 89% 1.50 +0.2*
(250 mg/kg)
40.0%** 28.9%* / 16.1% 21% /5% 3.80 £ 0.86%**

Tableau 50 : Evaluation pharmacologique de la morpholine 97
* Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (10 mg/kg, IP) au cours du test a
I’acide acétique.
" Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) au cours du test de la
plaque chaude.
¢ Activité antinociceptive (% d’inhibition de la douleur) des composés (60 mg/kg, IP) lors de la premiére
(0-10 min) et deuxiéme (10-45 min) phase du test au formol.
4 Effet des composés sur les courants TREK-1 exprimés par des cellules HEK-293 et mesurés par la
technique du patch-clamp avec cellule enti¢re (whole cell clamp).
Test de Student : *** p <0.001 < ** p <0.01 <* p <0.05.

L‘amide 97 ne présente pas d‘effet antalgique trées marqué, quelque soit le test in vivo.
En revanche, il se révele capable d‘activer les canaux TREK-1 in vifro a une concentration de
100 uM (2.5 fois meilleur que 1‘acide 11). Il serait donc classé dans la catégorie B, regroupant
les molécules activatrices de TREK-1 in vitro mais sans effet antalgique. Cependant, il reste
moins efficace que les autres composés du groupe B (4.01 <R < 6.09 a 20 uM). En analysant
ses propriétés (Tableau 51), on remarque que le volume moléculaire est peut-&tre trop faible

pour une interaction optimale avec le site.

Surface polaire

Az
97 Catéchol 0.615 241.472 93.791

Noyau aromatique | LogP | Volume (A°)

108
7

Tableau 51 : Propriétés de I’amide
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7.4 Conclusion

La synthése de la bi-drug p-aminophénol-acide 11 est réalisée sans encombre, en 4
¢tapes avec un rendement global de 58%. Malheureusement, 1‘évaluation
pharmacologique se révele décevante : L activité in vivo caractéristique de 1°acide 11, lors
du test de la plaque chaude, est totalement perdue. De méme, on n‘observe aucun effet
antalgique lors du test a 1‘acide acétique. Il pourrait étre pertinent de coupler le p-
aminophénol a d‘autres noyaux aromatiques plus actifs décrits précédemment (furane,
indole) afin de conclure sur I‘intérét d‘une association paracétamol—activateur de TREK-
1.

Concernant la bi-drug néfopam-acide 11, la synthese s‘est avérée moins aisée
qu‘attendu. Nous avons pu obtenir le nor-nefopam, en 4 étapes avec un rendement global
de 4%. Cependant, 1°étape de couplage avec l‘acide cyanoacétique 14 reste a mettre au
point. Faute de pouvoir tester la bi-drug, nous avons pu effectuer 1‘évaluation
pharmacologique d‘une molécule « modele » 97 nous ayant permis de mettre au point des
conditions pour la derniére étape de la synthése (réaction de Knoevenagel en milieu
acide). Cet amide semble capable dactiver les canaux TREK-1 in vitro mais ne présente
pas d‘activité antalgique notable in vivo. La encore, une fois la bi-drug obtenue, il pourrait

étre intéressant de coupler le néfopam avec d‘autres noyaux aromatiques.
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CHAPITRE 8 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

8.1 Conclusion générale

La douleur, motif de deux consultations médicales sur trois, représente un enjeu majeur
de santé publique. Bien que des progres considérables aient été¢ réalisés dans la prise en
charge de la douleur (échelle de douleur numérique ou autre, méthodes non médicamenteuse
telles que I‘acuponcture ou 1°hypnose, création de centre antidouleur), il existe un réel besoin
d‘innovation en terme de médicaments. En effet, la plupart des antalgiques prescrits de nos
jours ont été découverts, pour les plus récents, dans les années 1950-1960. De plus, la prise de
ses molécules s‘accompagne d‘effets indésirables non négligeables. 1l est donc urgent de
proposer de nouveaux antalgiques ayant une meilleure efficacité et tolérabilité ; le but ultime
étant d‘obtenir une molécule aussi efficace que la morphine mais ne présentant pas les effets
indésirables liés aux opioides. Pour cela, les chercheurs tentent d‘identifier de nouvelles
cibles, parmi lesquelles on retrouve les canaux ioniques. Faisant 1‘objet de nombreuses études,
ils semblent prometteurs dans le traitement de la douleur mais aussi dans d‘autres domaines

vari¢s tels que 1‘épilepsie, la dépression ou encore 1°hypertension.

Des travaux réalisés par les équipes du Pr Ladzdunski et du Dr Lesage (IPMC, UMR
6097) et du Pr Eschalier et du Dr Busserolles (Neuro-Dol, UMR 1107) ont démontré
I‘implication des canaux potassiques TREK-1 dans I‘effet antalgique de la morphine alors
qu‘ils ne participent pas aux effets indésirables.” Leutilisation d‘activateurs des canaux
potassiques Kop en général a deailleurs fait 1‘objet dun brevet.'®® Ces découvertes nous ont
incités a axer la recherche des nouveaux antalgiques sur le développement d‘activateurs des
canaux TREK-1.

Les premiers travaux ont permis 1‘identification de quatre structures « téte de série » : le
CDC 8, et les acides avec un noyau catéchol 11, furane 12 et indole 13, ainsi que le début
d‘une étude de relation structure-activité.*” A partir de ces résultats, nous avons entamé
I‘optimisation des composés « téte de série » et ainsi continué¢ 1‘étude SAR. Trente-huit

composés ont été préparés et évalués in vivo et in vitro : quinze esters (18b-c, 24-27 et 36-43)

analogues des acides 11, 12 et 13, huit analogues (45-47, 54-56 et 58-59) isostéres des esters

précédents, dix esters (73-78, 80-81 et 83-84) portant des noyaux aromatiques différents ainsi

que deux bi-drug (91 et 97). Nous avons d‘ailleurs développé et validé une nouvelle stratégie
de criblage, afin d‘affiner la sélection des molécules : test de 1‘acide acétique (stimulus

chimique), test de la plaque chaude (stimulus thermique) et électrophysiologie sur cellules
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HEK-293 surexprimant TREK-1, plus adaptée et plus sensible que les ovocytes. Ces
nouveaux analogues ont été classés en quatre groupes selon leurs résultats aux tests
précédents (Tableau 52).

In vivo + In vivo -
In vitro + Groupe A Groupe B
12, 25,42, 55 ¢t 59 18b-c, 26, 40-41, 97
In vitro - Groupe C Groupe D
11,13, 37-38, 45-47, 54, 56, 38, 18a, 24,27, 36,
73-75, 77-78, 80-81, 84 39, 43,76, 83, 91

Tableau 52 : Classement des 38 analogues en fonction de leurs activités in vivo et in vitro

En considérant les molécules les plus intéressantes (groupe A), on peut distinguer deux
profils, nous conduisant a émettre 1‘hypothese de 1°existence de deux orientations spatiales

possibles dans le site d‘interaction :

- Une orientation 1 nécessitant la présence d‘un noyau aromatique HBD (indole,
catéchol), d‘une fonction acceptant les liaisons hydrogeéne et d“un volume moléculaire
voisin de 260 A°.

- Une orientation 2 nécessitant la présence d“un noyau aromatique HBA (furane), d“une
fonction possédant des hydrogenes capables de former des liaisons hydrogene et d“un

’ . . o \ 3
volume moléculaire inférieur a 220 A”.

Ces criteres s‘appliquent aussi aux molécules appartenant a la catégorie B. Il semblerait donc
que la nature des esters (orientation spatiale, encombrement stérique) soit importante pour
l‘activité antalgique. Ainsi le groupement rbutyl ne serait pas favorable, contrairement au
groupement phényl. Les molécules du groupe C, posseéderaient quant a elles des volumes
moléculaires trop faibles ou trop importants selon le sens d‘interaction privilégié (fonction de
la nature du noyau aromatique) ce qui pourrait expliquer qu‘elles activent le canal TREK-1
par le biais d“un autre systéme.

Nous avons par ailleurs complété 1‘évaluation pharmacologique des composés
intéressants (groupes A, B, C). En effet, un autre modele de douleur a été testé chez les rats :
le test a la carraghénine. Nous avons ainsi pu constater que certaines molécules sont aussi
efficaces sur les douleurs inflammatoires. De plus, des tests sur souris invalidées pour le gene
TREK-1 nous ont permis de valider le concept activateur de TREK-1/antalgique et nous ont
permis de nous rendre compte que certains composés activent le canal indirectement. A 1‘aide
de souris KO pour le géne codant pour le récepteur métabotropique mGluR4, nous avons pu

observer que cette activation indirecte semble impliquer ce récepteur pour I‘acide 13. Enfin,
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1‘utilisation de souris KO pour le canal TREK-2 nous a permis de vérifier que ce canal n‘était
pas impliqué dans le mécanisme in vivo des acides « téte de série » 12 et 13.

En plus des courbes I-V servant a déterminer le coefficient d‘activation des canaux
TREK-1en électrophysiologie, des courbes effet-dose ont été réalisées, nous permettant
d‘obtenir des valeurs de concentration efficaces médianes ECsy. Les valeurs obtenues pour

nos analogues, de 1‘ordre de la dizaine de micromoles, sont trés encourageantes.

Les molécules les plus prometteuses sont rassemblées dans le Tableau 53.
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8.2 Perspectives

En termes d‘optimisation du profil pharmacologique, il reste encore des pistes a
explorer. Les modifications portant sur le noyau aromatique ne nous ayant pas permis de
découvrir un cycle aromatique plus intéressant, il peut étre envisagé de substituer les noyaux
furane et indole. Ainsi, 1‘ajout d‘une chaine hydrophobe au noyau furane, en position 4 et/ou
5 pourrait peut-étre améliorer l‘interaction avec la poche S; (Figure 77 By. On peut aussi

envisager d‘utiliser un noyau benzofurane. Concernant les analogues privilégiant 1‘orientation

I, on peut remplacer le noyau aromatique B par un autre noyau: thiophene,
naphtalene...(Figure 77,A).
A Orientation 1 B Orientation 2

o) R
\
sha o R
i H I h

/
—0

/
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Figure 77 : Perspectives

Concernant 1‘évaluation pharmacologique, des tests sur souris TREK-1"" auront lieu
prochainement pour cinq molécules des groupes A et B (prouver l‘implication in vivo du
canal TREK-1) et quatre molécules du groupe C (afin de déterminer s‘il y a une activation
indirecte du canal ou aucune implication). Ensuite, des tests sur souris mGluRs”" nous

permettront d‘émettre une hypothése sur I‘implication du récepteur métabotropique dans

l‘activation indirecte du canal TREK-1.
Suite aux tests a la carraghénine, trois molécules devront étre sélectionnées pour subir

un « Algogram », en partenariat avec ANSBiotech. Pour les deux amides n‘ayant pas donné

de résultats probants chez le rat, il pourra étre envisagé d‘essayer d‘autres modeles de douleur

tels que la douleur neuropathique ou viscérale.

Au niveau des tests in vitro, il nous reste a vérifier la sélectivité des meilleurs
composés (12, 25, 55) vis-a-vis des canaux TREK-2 / TRAAK / TASK. Ces résultats

devraient étre connus prochainement.
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Ensuite, nous envisagerons d‘utiliser les protéines chiméres (comportant des mutations
localisées par rapport a la protéine native) mises au point par 1‘équipe du Dr Lesage afin de
déterminer quels résidus de la protéine sont importants pour I‘activation du canal et ainsi
identifier le site d‘interaction de nos molécules. La connaissance de ce site pourrait alors nous
permettre de réaliser une étude de docking dans le site actif et ainsi de nous aider a
comprendre 1‘influence des modifications structurales sur 1‘activité.

Des études visant a étudier la cardiotoxicité de nos composés (menées sur les canaux
potassiques hERG : human Ether-a-go-go-Related Gene) devraient aussi avoir lieu.

Finalement, une collaboration avec 1‘équipe du Dr Goudet a Montpellier pourrait nous
permettre de valider 1‘hypothése de I‘implication des récepteurs métabotropiques mGluR4

dans le mécanisme d‘activation indirect du canal TREK-1.
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CHAPITRE 9 PARTIE EXPERIMENTALE

La partie expérimentale est rédigée en anglais pour faciliter la rédaction des futures
publications.

General remarks:

Solvents were distilled prior to use. Other reagents were used as received. Producst in
organic solutions were dried over anhydrous sodium sulphate prior to evaporation of the
solvent under reduced pressure.

Thin layer chromatography were performed on pre-coated aluminium backed silica
plates Kieselgel 60 F254 (Merk) or glass backed silica Duracil 25 UV 254 (Macherreynagel).
Spots were visualized using UV light (254 nm) before using an ethanolic solution of
phosphomolybdic acid (heating).

Purifications by column chromatography were carried out on silica gel (70-230 mesh)
or on C18 (30um).

Melting points were measured by a Reichert plate-heating microscope.

'H NMR and "*C NMR spectra were recorded on a Briicker Avance 400 spectrometer
at 400.13 and 100.61 MHz respectively. Chemical shifts ¢ are reported in ppm relative to
solvent residual signal ("H, "*C). The coupling constants J are given in Hertz (Hz). The

abbreviations used for signal descriptions are as follows:

-s: singlet -dd: doublet of doublets
-bs: broad singlet -dt: doublet of triplets
-d: doublet -td: triplet of doublet

-t: triplet -m: multiplet

-q: quartet

Electron Impact Mass Spectra (EI-MS) were obtained on a spectrometer Hewlett
Packard 5989B at 70 eV.

High Resolution Electro-spray lonisation Mass Spectra (HR-ESI-MS) were obtained
from the —Service de Spectrométrie de masse du service UBP-START, (Université Blaise
Pascal)”.

GC/MS analysis conditions used for progress of the reaction; column: UB 1701 (14%
cyanopropylphenyl)-methylpolysiloxane, injector temperature : 250°C; oven temperature :
50°C for 2 min then heating 50°C/min until 290°C.

High performance liquid chromatography (HPLC) analysis conditions used for purity
of the product; column: Poroschell 120 EC-C18 2.7 um (3.0 x 50 mm), temperature column:

40 °C; injection: 10 pL, 1 mL/min.; solvents used A- water with 0.1% formic acid and B-
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methanol (95:5 to 5:95, KBNUNO) or A-water and B-acetonitrile (95:5 to 5:95, KBDV),
method UV using 254 nm and 280.5 nm).

Numbers placed in figure refers to NMR attributions, and were given independently from
IUPAC nomenclature.

Biological assays

Electrophysiology
Cell culture and transfection: HEK-293 cells were purchased from American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). The coding sequence of the human TREK-1 (kcnk2) gene
(GenBank Acc. No. NM _014217) was cloned into pIRES2-eGFP vector (Invitrogen, Cergy-

Pontoise, France). In order to obtain a cell line that stably expresses the TREK-1 channel, the

plasmid was transfected (25 ng) into HEK-293 cells using the Calcium Phosphate method as
described by the manufacturer protocol in the presence of 1.5 mg/mL Geneticin (G418)
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). After 20-30 days of culture in G418 selection medium,
individual colonies of resistant cells were isolated by using cloning cylinders (Sigma Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France).

The human-TREK-1/HEK-293 (h-TREK-1/HEK) cells, which are a HEK-293 cells stably
expressing the TREK-1 channel, were cultured in Dulbecco’s modified Eagle‘s
medium(Gibco, Life Technologies, Saint Aubin, France) supplemented with 10 % fetal calf
serum (Hyclone, Thermo Fisher Scientific GMBH, Ulm, Germany), 1 % penicillin-
streptomycin (Gibco, Life Technologies, Saint Aubin, France), and were grown in the
presence of a h-TREK-1/HEK cell selection antibiotic (G418) (Gibco, Life Technologies,
Saint Aubin, France) at 0.5 mg/mL, in a humidified incubator at 37 °C and 5 % CO2.

Cells were passaged using 0.25 % trypsin-EDTA (Gibco, Life Technologies, Saint Aubin,
France) after reaching a maximal confluence of 80 % and were used for up to 10 consecutive

passages after thawing.

Patch-clamp recording: Electrophysiological experiments were performed on h-TREK-1/
HEK- cells plated on 35-mm dishes with a density of 30,000 cells/dish and used between 4

and 48 h after plating. Dishes were placed in the patch-clamp chamber and continuously

perfused with the control bath solution containing (in millimol per litre): 140 NaCl, 10 TEA-
ClL, 5 KCl, 3 MgCl,, 1 CaCl,, 10 HEPES and adjusted to pH 7.4 with NaOH. The pipette
solution contained (in millimol per litre): 155 KCI, 3 MgCl,, 5 EGTA, 10 HEPES and
adjusted to pH 7.2 with KOH. All experiments were performed at room temperature (21—
22°C).

TREK-1 current was observed using RK 400 patch clamp amplifier (Bio-Logic Science
Instruments), low-pass filtered at 3 kHz and digitized at 10 kHz using a 12-bit analog-to-
digital converter Digidata-1322 (Axon Instrument, Sunnyvale, CA, USA). For current
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visualization and stimulation protocol application, we used commercial software (Clampex
8.2).

The patch pipettes were double-step-pulled from haematocrit-capillaries (Hirschmann
Laborgeraete, Germany) using a vertical puller (PC-10, Narishige International, London, UK).
Filled pipettes had resistances of 1-2 MQ. Whole-cell patch-clamp configuration was
obtained at a holding potential of —80 mV. Voltage ramp protocols consisted of a step to —100
mV (20 ms in duration) followed by a ramp going from —100 to +100 mV over 400 ms.
Ramps were applied every 5 s. Current amplitudes were expressed as current densities (pico
Amper per pico Farad) and results are presented as mean+standard error of the mean (SEM).
Current was recorded under control bath solution perfusion and under bath solution perfusion
supplemented with different test molecules. The evaluation of the molecules effects was
obtained by the ratio between currents under control perfusion and currents after molecules
application. The ratio values were calculated at +60mV of the current/voltage (I/V) curves.
Molecules were prepared as stock solutions in DMSO (Sigma Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) (20 mM) and were used at a final concentration of 100uM.

Those experiments were carried out by Dr Ismail Ben Soussia (IPMC).

Voltage-clamp recording : Xenopus oocytes deprived of their follicular cells are injected with
50 ng cRNA encoding TREK-1channel.[6] 18-24 hours after injection, TREK-1currents are

recorded by the technique of the two microelectrode voltage-clamp technique. In a perfusion

chamber of 0.3mL, the oocyte is impaled with two microelectrodes standards (1-2.5 M
resistance) filled with 3M KCI solution nd maintained at a voltage clamp with a Dagan
TEV200 amplifier in a solution standard ND96 (96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 2
mM MgCl,,5 mM HEPES, pH 7.4 with NaOH).Then a solution of compound [20 uM,
compounds were dissolved in DMSO then diluted in extracellular recording solution (The
DMSO concentration in this solution having to be kept below 5%, some compounds were not
soluble at concentrations exceeding 10 mM)] is perfused for 15 minutes, followed by rinsing
with ND96 for 6 minutes. Stimulation of the preparation, data acquisition and analysis were
performed using pClamp software.

Animals
Male Sprague Dawley rats (150-175g) were purchased from Charles River, and CD1 mice
(20-25 g) were purchased from Elevage Janvier. Animals were housed under controlled
environmental conditions (22°C; 55% humidity) and kept under a 12/12 h light/dark cycle,
with food and water ad libitum for a week before start the experiments to acclimatize.The
behavioural experiments were performed blind to the treatment, in a quiet room, by the same
experimenter taking great care to avoid or minimize discomfort of the animals. Animals were
randomly divided in groups of 8 mice each and each animal was used only once per

compound and euthanized. Animal care and experiments were performed in accordance with
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the Committee for Research and Ethical Issues of the International Association for the Study
of Pain (Zimmermann, 1983).All animal procedures were approved by the local Animal
Ethics Committee of Auvergne (Comité Régional d'Ethique en Matiere d'Expérimentation

Animale Auvergne).

Behavioral testing in mice

Acetic acid writhing assay: Mice were pretreated with the compound (10 mg / kg, s.c.) or

vehicle (5% Tween 80 in saline (0.9%)) 15 minutes before injection of acetic acid (0.6%
solution, 10 mL/kg) into the peritoneal cavity of the animal. This activates nociceptors
directly and / or produces inflamed viscera (subdiaphragmaticorgans) and subcutaneous
(muscle wall) of tissus.[3] The number of induced abdominal writhes was determined during
20 min after the injection of acetic acid. The inhibition of abdominal writhes (analgesic effect)
is determined by determining the percentage of the number of cramps induced in the presence

of compound reported to the number of cramps induced in the presence of vehicle.

Formalin test: After acclimatization for 20 min in the test chamber, mice were pretreated with
the compound (s.c.) or vehicle (5% Tween 80 in saline (0.9%)) 10 min before injection of
2.5% formalin (25ul) subcutaneously into the plantar surface of the hindpaw. They were then
placed in a Plexiglas box. Biting and licking of the injected paw were monitored, and the total
duration of these actions in seconds was measured during the two peaks of the typical
biphasic pain behavior. The spontaneous aversive response corresponding to the early phase
was assessed during the first 10 min. The second peak of aversive behavior was observed
from 20 to 35 min after formalin administration. Data were analyzed by a two-way ANOVA
and Bonferroni‘s post hoc test. Mean and standard error values for the time spent licking
during the two phases were calculated for each group of mice. Comparisons between control
and treatment groups were made. Results are expressed as the time spent licking the paw and

as a percent (%) inhibition of licking time as compared to the control group values.

Hot-plate test: After acclimatization for 5 min on a plate at room temperature, mice were
placed on a plate set at 52°C until they started licking their forepaws (Latencies) (cut-off time:
30 s). After having obtained two consecutive stable latencies, treatment effects were assessed
after 30 and 45 min. The results were expressed as:

(postdrug latency) — (predrug latency)

X 100 =9 lgesi t
predrug latency % analgesic ef fec

Those experiments were carried out in part by Laétitia Prival.

Behavioral testing in rats

Paw pressure test in rats: Rats were submitted to the paw pressure test previously

described by Randall and Selitto (1957). Nociceptive thresholds, expressed in grams, were
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measured with an Ugo Basile analgesimeter (Apelex, tip diameter of the probe 1 mm, weight
30 g) by applying an increasing pressure to the right hindpaw of rats until a squeak
(vocalization threshold, VT) was obtained (cutoff was 500 g). Before treatments, rats were
habituated to the test by handling without submitting them to paw pressure. Then, after having
obtained two consecutive stable vocalization threshold values, treatment effects were assessed
after 15, 30, 45, 60, 90 and 120 min. The results are expressed as vocalization thresholds, ing
rams. To investigate global effects, areas under the time course curves (AUCs, g.min) of the
antihyperalgesic effects were calculated from individual scores at each time, using the
trapezoidal method. Data were analyzed by a two-way ANOVA followed by a Bonferroni‘s
test, when the time course of the effects was studied. One-way ANOVA followed by a
Student-Newman-Keuls® test was used to analyze the effect of the different treatments

determined by the AUCs. The level of statistical significance was set at p<0.05.

Carrageenan-induced_inflammatory mechanical hyperalgesia: Thresholds to mechanically

induced vocalization were assessed with animals presenting hyperalgesia elicited by a 200ul
subcutaneous injection of 2% A-carrageenan into the right hindpaw.

Those experiments were carried out by Eric Chapuy.

Microsomal stability
Materials: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) (Alfa aesar, lot no.
61400692); acetonitrile (HPLC grade, VWR Chemicals); Phosphate buffer pH 7.4 (Sigma-

aldrich); rat liver microsomes (Fischer).
Requirement: Required items were as follows: rat liver microsomes (20 mg/mL protein
concentration), NADPH (40 mM solution), Phosphate buffer (pH 7.4, 84.8 mM), Eppendorf

tubes and solutions of various compounds (40 mM).

Experimental conditions: Incubation period: 5 min; incubation conditions: 37°C with stirring;

protein precipitation solvent: acetonitrile.

Procedure: In 30 pL of rat liver microsomes (20 mg/mL), 237 pL Phosphate buffer was
added, with 30 pL of NADPH solution (40 mM), and were mixed thoroughly. To this
mixture, 3 pL prodrug solution (40 mM in DMSO) were injected and vortexed well. At
specific time points (2, 5, 15, 30, 60 min and 24 hours), the 300 pL assay mixture was
withdrawn and vortexed in equal volume of cold acetonitrile. The mixture was then filtered

with microfilter (0.45um) prior to HPLC analysis (wavelength: 254.4 nm).
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Chemistry

Procedure A: Steglich esterification

Under an argon atmosphere, cyanoacetic acid 14 (1 to 1.1 equiv.) was dissolved in dry
dichloromethane and cooled to 0 °C. At this temperature, DMAP (cat.) is added to the
mixture, followed by a dropwise addition of the appropriate alcohol (1.0 to 1.3 equiv.). After
5 minutes of stirring, DCC (1.0 equiv.) is added in portion to the mixture. The mixture is
allowed to reach room temperature and stirred overnight. The white precipitate is filtered and
the resulting solution was concentrated in vacuo. Chromatography purification of the residue

on silica gel with cyclohexane / ethyl acetate gave the desired ester.

Procedure B: Fischer esterification

To a solution of cyanoacetic acid 14 (1.0 equiv.) and alcohol (1.5 equiv.) in toluene were
added a few drops of concentrated H,SO4. The mixture was stirred at reflux for 24 hours,
using a Dean-Stark apparatus to remove water. The reaction mixture was concentrated to half
its initial volume under reduced pressure, diluted with ethyl acetate (20 mL), and washed with
saturated NaHCOj; solution (3 x 8 mL), water and brine. The crude product was purified by
flash chromatography (cyclohexane/ ethyl acetate) on silica gel to give the desired.

Procedure C: Knoevenagel reaction

To a solution of 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17 (1.1 equiv.) in anhydrous DCM (60 mL)
under argon atmosphere were added 4-methylpentyl-2-cyanoacetate (1.0 equiv.) and
piperidine (0.9 equiv.). The reaction was carried out at room temperature for 20 hours. The
mixture was then quenched by the addition of a saturated aqueous solution of NH4Cl (20 mL)
and extracted with ethyl acetate (3 x 8 mL). The combined organic fractions were dried
(NazSO4). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the

desired product.

Procedure D: Hydrolysis reaction with TFA

The #-butyl ester (1 eq) was dissolved in 3.6 mL of trifluoroacetic acid. The resulting solution
was stirred for 1 h 30 at room temperature before removal of the TFAunder reduced pressure.
The residue was triturated with ether and the solvent was evaporated under reduce pressure.

This work up was repeated three times to give the desired acid.
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(E)-Cinnamyl 2-cyano-3-(3.4-dihydroxyphenyDacrylate 8

O
' 6
HO3' 2 1'3. 2 4
Ny'1°0 -
6 CN S
HO 4

5'

C 19H15NO4

M = 321.10 gmol-!
CDC 8 was prepared following procedure C using cinnamyl 2-cyanoacetate 16 (82.4 mg,
0.41 mmol, 1.1 eq), 3,4-dihydroxybenzaldéhyde 17a (50 mg, 0.373 mmol, 1.0 eq), piperidine
(cat) in anhydrous DCM (2.4 mL) to give the desired product as an orange powder (119.8 mg,
quantitative).
Ry : 0.50 (S10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v)

Melting point: 164 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): J 8.12 (s, I H, H-3), 7.70 - 6.70 (m, 8H, H-ar), 6.60 (d, J =
15.0 Hz, 1H, H-6), 6.40 (dt, J = 6.0 and 15 Hz, 1H, H-5), 4.25 (d, J= 6.0 Hz, 2H, H-4).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5 163.10 (C-1), 154.18 (C-3), 146.64 and 145.86 (C-3‘and
C-4%), 133.55 (C-2), 126.50 to 129.15 (C-ar), 120.64 (C-6), 120.22 (CN), 117.26 (C-5),
114.20 to 116.00 (C-ar), 65.72 (C-4).

HR —ESI-MS: calcd for C1oHsNO4 (M + Na") = 344.0899; found 344.0902.

CAS Registry Number: 132465-11-3

(E)-2-cyano-3-(3.4-dihydroxyphenyl)acryvlic acid 11

. (0}
HO 3! 2 3 2
XY on
6' CN
HO 4™
5
C1oH;NO,
M =205.03 gmol-1

(E)-2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylic acid 11 was prepared following procedure D
using (E)-ter-butyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 18a (75.5 mg, 0.29 mmol,
1.0 equiv.), TFA (1 mL) to give the desired product as a yellow powder (53.5 mg, 90%).

199



Partie expérimentale

Ry : 0 (SiO, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)
Melting point: 261 °C

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.11 (s, 1H, H-3), 7.65 (s, 1H, H-2%), 7.37 (2 x d, J = 8.0
Hz, 2H, H-5° and H-6°).

13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 166.26 (C-1), 156.42 (C-3), 153.09 and 147.29 (C-3¢ and
C-4%), 127.99 - 116.86 (C-ar), 99.43 (CN), 85.2 (C-2).

HPLC: 100% (tg = 12.422 min.)
HR —-ESI-MS: calcd for C;(0H7;NO4 (M + Na+) =228.0273; found 228.0263.
CAS Registry Number: 122520-79-0

(E)-2-cyano-3-(furan-3-yl)acryvlic acid 12

O
2 3.,
1NN OH
3 | CN1
0o g

CHNO,
M = 163.02 gmol!

(E)-2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylic acid 12 was prepared following procedure D using (E)-ter-
butyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 18b (75.5 mg, 0.29 mmol, 1.0 equiv.), TFA (1 mL) to
give the desired product as a pale yellow powder (53.5 mg, 90%).

R : 0 (Si10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)
Melting point: 218 °C

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 5 8.28 (s, 1H, H-2%), 8.26 (s, 1H, H-3), 7.73 (m, 1H, H-5°),
7.27 (d,J= 1.9 Hz, 1H, H-4%).

BC NMR (101 MHz, MeOD-dy): 6 165.23 (C-1), 152.23 (C-2° or C-4%), 146.98 (C-5°),
146.80 (C-3), 122.31 (C-1%), 117.01 (CN), 109.00 (C-2¢ or C-4°), 103.32 (C-2).

HPLC: 100% (tg = 9.249 min.)
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HR —-ESI-MS: calcd for CgHsNO3; (M + Na+) =186.0167; found 186.0170.

(E)-2-cyano-3-(1H-indol-2-vDacrylic acid 13

C,HgN,0,
M = 212.06 gmol-!

(E)-2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylic acid 13 was prepared following procedure D using (E)-
ter-butyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 18¢ (200 mg, 0.74 mmol, 1.0 equiv.) and TFA (3
mL) to give the desired product as a pale yellow powder (121.7 mg, 78%)

Rf: 0.15 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

Melting point: 252 °C

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 11.17 (br s, 1H, H-1¢), 8.27 (s, 1H, H-3), 7.68 and 7.46 (2
x d, J= 8.2 Hz, 2H, H-5° and H-8°), 7.65 (s, 1H, H-3%), 7.32 and 7.12 (2 x t, J = 7.5 Hz, 2H,

H-6° and H-7°).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 165.71 (C-1), 144.86 (C-3), 131.87 - 111.54 (C-ar),
99.92 (CN), 89.76 (C-2).

HPLC: 97% (tg = 14.866 min.)
HR —ESI-MS: calcd for C1,HgN,O, (M - HY) = 211.0508; found 211.0514.

Cinnamyl 2-cvanoacetate 16

C,H;NO,
M = 201.07 gmol!
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To a solution of commercially available cyanoacetic acid 14 (157.6 mg, 1.85 mmol, 1.1
equiv.) and cynnamic alcohol 15 (192.07 mg, 1.43 mmol, 1.0 equiv.) in anhydrous DCM (8
mL) under argon at 0 °C were added DCC (383 mg, 1.85 mmol, 1.1 equiv.) and DMAP (cat.).
The reaction mixture was stirred for 4 h at 0 °C. The precipitate was filtered and the filtrate
was concentrated under reduced pressure. Chromatographic purification of the residue (SiO»,

ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v) gave the ester as a yellow liquid (296.7 mg, 98%).
Ry : 0.5 (S10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 3:7, v/v).

'H NMR (400 MHz, CDCLy): § 7.40 - 7.30 (m, 5H, H-ar-ar), 6.75 (d, J = 15.0 Hz, 1H, H-6),
6.30 (dt, J= 15.0, 7.0 Hz, 1H, H-5), 4.66 (d, J= 7.0 Hz, 2H, H-4), 3.51 (s, 2H, H-2).

13C NMR (101 MHz, CDCl5): 6 162.82 (C-3), 135.83 - 126.76 (C-ar), 126.20 (C-6), 121.40
(C-5), 113.10 (C-1), 68.12 (C-4), 23.88 (C-2).

CAS Registry Number: 132465-21-5

1H-indole-2-carbaldehyde 17¢

H
2 0
7 951

8
1

C,H,NO
M = 145.05 gmol!

(1H-indol-2-yl)-methanol 23 (386.7 mg, 2.63 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in anhydrous
THF (40 mL) and treated with MnO, (2.7 g, 30.24 mmol, 11.5 equiv.). After stirring for 18
hours, the mixture reaction was filtered, and the filtrate was concentrated under reduced

pressure and obtained gold powder (302 mg, 79%).

R¢: 0.4 (S10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Melting point: 138 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 9.86 (s, 1H, H-10), 9.30 (br s, 1H, H-1), 7.76 and 7.48 (2 x d,
J=28.1 Hz, 2H, H-5 and H-8), 7.40 and 7.19 (2 x t, J= 7.6 Hz, 2H, H-6 and H-7), 7.29 (s, 1H,

H-3).

CAS Registry Number: 19005-93-7
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The NMR is in agreement with the literature.'®’
(E)-tert-butyl 2-cyano-3-(3.,4-dihydroxyphenyl)acrylate 18a

; O
v 2! 4
HO J<
Y2107 s
, CN
HO™4' 6

5'
C14H15N()4
M =261.27 gmol-1

(E)-tert-butyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 18a vas prepared following procedure
C using 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (1.11 g, 8.00 mmol, 1.0 equiv.), tert-butyl-2-
cyanoacetate 19 (1.13 g, 8.00 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (710 pL, 7.20 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (150 mL). After removal of the solvent under reduced pressure,
flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0

to 0:1, v/v) gave the desired product as a pale yellow solid (1.09 g, 52%).
R¢: 0.20 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 4:6, v/v).
Melting point: 211 °C.

'H NMR (400 MHz, , MeOD-d,): § 8.03 (s, 1H, H-3), 7.63 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-2*), 7.36
(dd,J=8.4,2.2 Hz, 1H, H-6°), 6.88 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-5°),1.56 (s, 9H, H-5).

13C NMR (101 MHz, , MeOD-d,): § 163.6 (C-1), 155.6 (C-3), 152.9 and 147.1 (C-3* and C-
49, 127.8 (C-6%), 125.1 (C-19), 117.7 (C-2%), 117.5 (CN), 116.7 (C-5), 100.2 (C-2), 84.1 (C-
4), 28.3 (C-5).

HR —-ESI-MS calcd for C4H{sNO4 (M + Na+) =284.0899; found 284.0905.

HPLC: 254.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t, = 18.681 min. (method KBNUNO)
280.4 nm: 95% (H,O/MeOH) t, = 18.681 min. (method KBNUNO)

(E)-tert-butyl 2-cyano-3-(furan-3-ylacrylate 18b

(0]
R
D N
3/, 10 5
O0—4 CN

CIZH 13N03

M = 219,24 g.mol!
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((E)-tert-butyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 18b was prepared following procedure C using
3-furaldehyde 17b (0.28 mL, 3.21 mmol, 1.0 equiv.), tert-butyl 2-cyanoacetate 19 (500 mg,
3.53 mmol, 1.lequiv.) and piperidine (0.29 mL, 2.89 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(50 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v in
cyclohexane) gave the desired product as light pink crystals (297 mg, 42%).

R¢: 0.43 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)
Melting point: 121-123 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): & 8.28 (s, 1H, H-4), 8.18 (s, 1H, H-3), 7.72 (bs,1H, H-3*),
7.25 (d,J=2Hz,1H, H-29),1.56 (s, 9H, H-5) .

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 162.7 (C-1), 152.3 (C-4%), 147.0 (C-3), 146.2 (C-3),
122.3 (C-19), 116.9 (CN), 109.0 (C-2°), 104.2 (C-2), 84.5 (C-4), 28.2 (C-5).

HR -ESI-MS calcd for C;,H4NO; (M + H") = 220.0974 found 220.0968.

HPLC: 254.4 nm: 99% (H,O/MeOH) t, = 19.330 min.
280.4 nm: 99% (H,0/MeOH) t, = 19.308 min.

(E)-tert-butyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-vl)acrylate 18c¢

6 S 43
N\ 2'_3 0
7' \ 2
o N 1
8V
5
C16H16N20,

M = 268,31 g.mol!

(E)-tert-butyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 18¢ was prepared following procedure C
using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (600 mg, 4.13mmol, 1.0 equiv.) tert-butyl-2-
cyanoacetate 19 (642 mg, 4.55 mmol, 1.1 equiv.) and piperidine (0.37 mL, 3.72 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (75 mL). After removal of the solvent under reduced pressure,
flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0

to 0:1, v/v) gave the desired product as a bright yellow solid (406 mg, 42%).

R¢: 0.52 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)
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Melting point: 173-175 °C.

"H NMR (400 MHz,DMSO-d;): 611.88 (s, 1H, NH), 8.26 (s, 1H, H-3), 7.76 (d,J = 8.1 Hz,
1H, H-ar), 7.66 (s, 1H, H-3°), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-ar), 7.34 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar),
7.13 (t,J=17.5 Hz, 1H, H-ar), 1.56 (s, 9H, H-5).

BC NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6163.2 (C-1), 144.3 (C-3), 140.3, 131.8, 129.7 (Cyy-ar),
127.5, 123.4, 122.2 (CH-ar), 117.5 (CN), 113.2 (CH-ar), 112.4 (C-3%), 100.8 (C-2), 84.3 (C-
4),28.3 (C-5).

HR -ESI-MS calcd for C¢H;7N,0, (M +H") = 269.1290 found 269.1301.

HPLC: 254.4 nm: 93% (H,O/CH3CN) t, = 26.631 min. (method KBDV)
280.4 nm: 92% (H,O/CH3;CN) t, = 26.631 min. (method KBDV)

Tert-butyl 2-cvanoacetate 19

0
NC\)LX
1073,

C,H;NO,

M =141.17 gmol!
Tert-Butyl 2-cyanoacetate 19 was prepared following procedure A using fert-butanol 20 (1.86
mL, 19.40 mmol, 1.1 equiv.), cyanoacetic acid 14 (1.5 g, 17.63 mmol, 1.0 equiv.) and DCC
(3.64 g, 17.63 mmol, 1.0 equiv.) in dry dichloromethane (20 mL). Chromatography
purification of the residue on silica gel with 9:1, v/v, cyclohexane/ ethyl acetate gave the
desired product as a pale liquid (1.13 g, 45%).

R¢: 0.36 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)

"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.36 (s, 2H, H-2), 1.48 (s, 9H, H-4).

3C NMR (101 MHz, CDCl): 5161.9 (C-1), 113.6 (CN), 84.3 (C-3), 27.8 (C-4), 25.9 (C-2).
CAS Registry Number: 1116-98-9

The NMR is in agreement with the literature.'®*'®”
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Ethyl 1H-indole-2-carboxylate 22

CyH;NO,
M =189.08 gmol !

248 pL of sulphuric acid was added to a solution of indole-2-carboxylic acid 21 (400 mg, 2.48
mmol, 1.0 equiv.) in 8 mL of absolute ethanol. The reaction mixture was heated under reflux
for 15 hours, it was added 248 pL of sulphuric acid and the reaction mixture was refluxed for
3 hours. After cooling to room temperature, the solvent was evaporated under reduced
pressure, the residue was dissolved in 10 mL of DCM, and the resulting solution was washed
with a saturated aqueous solution of NaHCO; (3 x 20 mL), water (10 mL) and brine (10 mL).
The organic phase was dried (MgSQO,), filtered, evaporated under reduced pressure and the
desired product was obtained as a white powder (365.8 mg, 77%).

R¢: 0.66 (Si0;, ethyl acetate/ cyclohexane, 6:4, v/v).

Melting point: 122 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCls): § 8.93 (s, 1H, H-1), 7.70 and 7.43 (2 x d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
ar), 7.36 - 7.24 (m, 2H, H-ar and H-3), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-ar), 4.42 (q, J=7.1 Hz, 2H,
H-11), 1.42 (t,J="7.1 Hz, 3H, H-12).

CAS Registry Number: 3770-50-1

The NMR is in agreement with the literature.'”

(1H-indol-2-yDmethanol 23

CyH,NO
M = 147.07 gmol!

Ethyl 1H-indole-2-carboxylate 22 (501.7 mg, 2.65 mmol, 1.0 equiv.) in anhydrous THF (10
mL) was added dropwise to a cooled (0 °C) suspension of LAH (139.1 mg, 3.98 mmol,
1.5equiv.) in anhydrous THF (10 mL) and stirred for 2 hours. The reaction was quenched by

dropwise addition of methanol (5 mL) and washed with water (20 mL). The organic layer was
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dried (MgS0O,) and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by column
chromatography (Si0O,, 4 ethyl acetate/ 6 cyclohexane) and obtained the white powder (386.7
mg, 99.5%).

R¢: 0.19 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 3:7, v/v).

"H NMR (400 MHz, CDCl3): J 8.38 (brs, 1H, H-1), 7.61 and 7.37 (2 x d, J = 8.0 Hz, 2H, H-
ar), 7.21 and 7.13 (m, 2H, H-3 and H-ar), 6.43 (t, J= 7.3 Hz, 1H, H-6), 4.84 (br s, 2H, H-10),
1.93 (br s, 1H, OH).

3C NMR (100 MHz, CDCl3): § 137.55 - 100.55 (C-Ar), 58.77 (C-10).

CAS Registry Number: 24621-70-3.

The NMR is in agreement with the literature."”!

(E)-ethyl 2-cyvano-3-(3.4-dihvdroxyphenvl)acrvlate 24
2' 0
' 2
HOW3 1'\ 1 0/\5
6 CN
HO™4™Z

CH NOy
M = 233.22 gmol!

(E)-ethyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 24 was prepared following procedure C
using 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (2.08 g, 15.03 mmol, 1.0 equiv.), ethyl 2-cyanoacetate
28 (1.7mg, 15.03 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (1.4 mL, 13.53 mmol, 0.9 equiv.) in
anhydrous DCM (250 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash
chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to

0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid (1.9 g, 55%).

R¢: 0.24 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 4:6, v/v)

Melting point: 166 °C.

'"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.11 (s, 1H, H-3), 7.64 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-2%), 7.37 (dd,

J=8.5,2.1 Hz, 1H, H-6*), 6.88 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-5°), 4.33 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.36
(t,J=7.1 Hz, 3H, H-5).
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13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): & 164.7 (C-1), 156.3 (C-3), 153.1, 147.1 (Cpy-ar), 128.0
(CH-ar), 125.1 (Cwy-ar), 117.7 (CH-ar), 117.3 (CN), 116.7 (CH-ar), 98.6 (C-2), 63.3 (C-4),
14.5 (C-5).

HR —-ESI-MS calcd for C;;H1;NO4s (M + Na+) =234.0766; found 234.0759.

HPLC: 254.4 nm: 98% (H,O/MeOH) t, = 16.580 min. (method KBNUNO)
280.4 nm: 96% (H,O/MeOH) t, = 16.580 min. (method KBNUNO)

CAS Registry Number: 132464-92-7
The NMR is in agreement with the literature.'’
(E)-4-methylpentyl 2-cyano-3-(3.4-dihvdroxyphenyDacrylate 25

' 3 HH 4
HO3 A A2 /\)\
1v\ 10 5 6 7
6' CN
HO™ 4

5 S

CISHI 7N04

M =275.30 gmol!

(E)-4-methylpentyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 25 was prepared following
procedure C using 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (392 mg, 2.84 mmol, 1.0 equiv.), 4-
methylpentyl-2-cyanoacetate 29 (440 mg, 2.84 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (250 pl, 2.56
mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (60 mL). After removal of the solvent under reduced
pressure, flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl
acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as a pale yellow solid (517 mg, 66%).

R¢: 0.26 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 4:6, v/v)

Melting point: 141 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): § 8.10 (s, 1H, H-3), 7.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-2), 7.38 (dd,
J=284,2.2Hz, 1H, H-6%), 6.88 (d, /= 8.3 Hz, 1H, H-5°), 4.32 (t, /= 6.7 Hz, 2H, H-4), 1.86 -
1.70 (m, 1H, H-6); 1.65 - 1.55 (m, 2H, H-5), 0.99 (d, /= 6.9 Hz, 6H, H-7).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 164.7 (C-1), 156.3 (C-3), 153.2 and 147.1 (Cyy-ar), 128.1

(CH-ar), 125.1 (Cyy-ar), 117.7 (CH-ar), 117.3 (CN), 116.7 (CH-ar), 98.6 (C-2), 65.8 (C-4),
38.4 (C-5); 26.3 (C-6), 22.8 (C-7).
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HR —-ESI-MS calcd for C;sH7NO4 (M + Na+) =298.1055; found 298.1062.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,0/MeOH) t, = 19.885 min. (method KBNUNO)
280.4 nm: 95% (H,0/MeOH) t, = 19.885 min. (method KBNUNO)

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(3.4-dihvdroxyphenyl)acrylate 26
HO 3 A A2 I /@
HO 4’ o N
5'

C16H1sNOy
M = 287.31 gmol-!

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 26 was prepared following
procedure C using 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (125 mg, 0.75 mmol, lequiv.),
cyclohexyl-2-cyanoacetate 30 (104 mg, 0.75mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (66 pL, 0.67
mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (15 mL) under. After removal of the solvent under
reduced pressure, flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane
- ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as a yellow solid (150 mg, 71%).

R¢: 0.46 (SiO;,, ethyl acetate/ cyclohexane, 6:4, v/v)).

Melting point: 177 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 0 8.09 (s, 1H, H-3), 7.65 (d, /= 2.2 Hz, 1H, H-2%), 7.38 (dd,
J=28.5,2.2 Hz, 1H, H-6%), 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5%), 4.93 (m, 1H, H-4), 1.97-1.73 (m,
4H, H-cyclo), 1.66-1.36 (m, 6H, H-cyclo).

BC NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 164.1 (C-1), 156.1 (C-3), 153.1 and 147.1(Cy-ar), 128.0
(CH-ar), 125.1 (Cy-ar), 117.7 (CH-ar), 117.4 (CN), 116.7 (CH-ar), 99.0 (C-2), 75.9 (C-4),
32.4,26.5,24.5 (C-cyclo).

HR —-ESI-MS calcd for C;sH7NO4 (M + Na+) =310.1055; found 310.1067.

HPLC: 254.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t, = 19.984 min. (method NUNO)
280.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t; = 19.984 min. (method NUNO)

209



Partie expérimentale

(E)-dodecvl 2-cyvano-3-(3.4-dihydroxyphenyl)acrylate 27

0
w3 2 2, 4 6 8 10 12 14
T O N NN
N 5 7 9 1 13 15
HO™4' 6'
C22H31NO4
M = 373.49 gmol!

(E)-dodecyl 2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylate 27 was prepared following procedure C
using 3.,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (305 mg, 2.21 mmol, 1.0 equiv.), dodecyl-2-
cyanoacetate 31 (560 mg, 2.21 mmol, lequiv.) and piperidine (196 pL, 1.99 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (40 mLA fter removal of the solvent under reduced pressure, flash
chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to

0:1, v/v) gave the desired product as a yellow solid (630 mg, 76%).

R¢: 0.23 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 4:6, v/v))

Melting point: 119 °C.

'"H NMR (400 MHz, , MeOD-d,): ¢ 8.11 (s, 1H, H-3), 7.66 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-2¢), 7.38
(dd, J=18.7,2.2 Hz, 1H, H-6° ), 6.88 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H-5°), 4.28 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-4),
1.80-1.64 (m, 2H, H-5), 1.44-1.22 (m, 18H, H-6-14), 0.89 (t, /= 6.9 Hz, 3H, H-15).

BC NMR (101 MHz, , MeOD-d,): ¢ 164.8 (C-1), 156.3 (C-3), 153.2 and 147.1 (Cy-ar),
128.1 (CH-ar), 125.1 (Cyy-ar), 117.7 (CH-ar), 117.3 (CN), 116.7 (CH-ar), 98.6 (C-2), 67.3 (C-
4),33.1, 30.8, 30.7, 30.6, 30.5, 30.3, 29.7, 27.0, 23.6 (C-5 to C-14),14.5 (C-15).

HR —ESI-MS calcd for C»H3,NO4 (M + Na') = 374.2331; found 374.2343.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/MeOH) t. = 21.445 min. (method KBNUNO)
280.4 nm: 96% (H,O/MeOH) t, = 21.445 min. (method KBNUNO)

Ethyl 2-cyanoacetate 28

1 3
2
CsH,NO,
M= 113.11 gmol-!
Ethyl 2-cyanoacetate 28 was prepared following procedure A using ethanol 32 (0.310 mL,
5.34 mmol, 1.0 equiv.), cyanoacetic acid 14 (500 mg, 5.88 mmol, 1.1 equiv.), DMAP (cat.)
and DCC (1.213g, 5.88 mmol, 1.1 equiv.) in dry dichloromethane (30 mL). Chromatography
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Partie expérimentale

purification of the residue on silica gel with ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v (Si02) gave

the desired product as a pale yellow liquid (400 mg, 66%).
R¢: 0.32 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

"H NMR (400 MHz, CDCL3): 6 4.25 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H-3), 3.45 (s, 2H, H-2), 1.30 (t, J =
7.2 Hz, 3H, H-4).

BC NMR (101 MHz, CDCls): 5162.9 (C-1), 113.1 (CN), 63.0 (C-3), 24.8 (C-2), 14.0 (C-4).
CAS Registry Number: 105-56-6.
The NMR is in agreement with the literature.'”

Iso-pentyl 2-cyanoacetate 29

(0]
e A
2 4 6

C8H13N02
M = 155.19 gmol!

Iso-pentyl 2-cyanoacetate 29 was prepared following procedure A using cyanoacetic acid 14
(500 mg, 5.88 mmol, 1.0 equiv.) in dry dichloromethane (6 mL), DMAP (cat.), iso-pentanol
33 (830 uL, 7.64 mmol, 1.3 equiv.). Chromatography purification of the residue on silica gel
with 9:1, v/v, cyclohexane/ ethyl acetate gave the desired product as yellow oil (440 mg,
48%).

R¢: 0.38 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)

"H NMR (400 MHz, CDCL3):5 4.26 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-3), 3.47 (s, 2H, H-2), 1.72 - 1.68
(m, 1H, H-5), 1.60 - 1.58 (m, 2H, H-4), 0.95 (d, J = 6.6 Hz, 6H, H-6).

3C NMR (101 MHz, CDCl3):5163.0 (C-1), 113.1 (CN), 65.7 (C-3), 37.0 (C-4), 24.9 (C-5),
24.8 (C-2), 22.4 (C-6).
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Cvclohexyl 2-cvanoacetate 30

(0}

NC\Z)ILOQ

C,H ,NO
M = 167.21 gmol!

Cyclohexyl 2-cyanoacetate 30 was prepared following procedure B using cyanoacetic acid 14

(1.5 g, 17.64 mmol, 1.0 equiv.), a few drops of concentrated H,SO, and cyclohexanol 34

(2.75 mL, 26.46 mmol, 1.5equiv.) in toluene (75 mL). Chromatography purification of the

residue on silica gel with 9:1, v/v cyclohexane/ ethyl acetate gave the desired product as
colourless oil (125 mg, 77%).

R¢: 0.33 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)
'"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 4.90 - 4.66 (m, 1H, H-3), 3.38 (s, 2H, H-2), 1.95-1.59 (m,
4H, H-cyclo), 1.53-1.13 (m, 6H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, CDCls): §162.4 (C-1), 113.3 (CN), 75.8 (C-3), 31.3, 25.1, 23.5 (C-
cyclo), 25.1 (C-2).

CAS Registry Number: 52688-11-6
1

The NMR is in agreement with the literature."!

Dodecyl 2-cyanoacetate 31

(0]
NC 3 5 7 9 11 13
2 4 6 8

10 12 14
CisHyyNO,
M = 253.38 gmol’!

Dodecyl 2-cyanoacetate 31 was prepared following procedure A using dodecanol 35 (1.2 mL,
5.34 mmol, 1.0 equiv.), cyanoacetic acid 14 (500 mg, 5.88 mmol, 1.1 equiv.), DMAP (cat.)
and DCC (1.213g, 5.88 mmol, 1.1 equiv.) in dry dichloromethane (30 mL). Chromatography
purification of the residue on silica gel with 9:1, v/v cyclohexane/ ethyl acetate gave the

desired product as a pale yellow solid (1.178 g, 87%).
R¢: 0.40 (Si0Oy, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)

'H NMR (400 MHz, CDCly): 6 4.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H-3), 3.47 (s, 2H, H-2), 1.74-1.62
(m, 2H, H-4), 1.42-1.20 (m, 18H, H-5 to H-13), 0.89 (t, /= 6.9 Hz, 3H, H-14).
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Partie expérimentale

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6163.0 (C-1), 113.1 (CN), 67.1 (C-3), 31.9, 29.6, 29.5, 29.5,
29.3,29.1,28.3, 24.7, 22.7 (C-4 to C-13), 25.7 (C-2),14.1 (C-14).

CAS Registry Number: 60180-50-9

(E)-ethyl 2-cyano-3-(furan-3-yDacrylate 36

3 7 4
2Y
LASZ
O 4' CN
C,oHgNO;
M = 191,18 g.mol!

(E)-ethyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 36 was prepared following procedure C using 3-
furaldehyde 17b (350 pL, 4.02mmol, 1.0 equiv.), ethyl 2-cyanoacetate 28 (500 mg, 4.4mmol,
1.1 equiv.) and piperidine (360 pL, 3.62mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (90 mL). After
removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography purification of the
residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as
an off-white solid (250mg, 33%).

R¢: 0.20 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v)
Melting point: 86 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.29 and 8.27 (2 x s, 2H, H-4° and H-3), 7.73 (bs, 1H, H-
39),7.26 (d, J =2 Hz, 1H, H-2%), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-5).

13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 163.7 (C-1), 152.6 (C-4%), 147.1 (C-3), 147.0 (C-3),
122.3 (C-19), 116.7 (CN), 109.0 (C-2%), 102.7 (C-2), 63.5 (C-4), 14.5 (C-5).

HR —-ESI-MS calcd for C;(H;(NO3 (M + H+) =192.0661 found 192.0654.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/MEOH) t. = 14.055 min. (method KBNUNO)
280.4 nm: 96% (H,O/MEOH) t, = 14.055 min. (method KBNUNO)

The NMR is in agreement with the literature.'™

213



Partie expérimentale

(E)-isopentyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 37

(0]
2 A AL
3!/, NXY"'10 56 7
o—4 CN

C13H15NO3

M = 233,26g.mol!

((E)-isopentyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 37 was prepared following procedure C using
3-furaldehyde 17b (0.56 mL, 6.44 mmol, 1.0 equiv.), isopentyl-2-cyanoacetate 29 (1.00g,
6.44 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (570 pL, 5.80 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(100 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the
desired product as an off-white solid (477 mg, 32%)).

R¢: 0.56 (Si0;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Melting point: 36-37 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): J 8.59 (s, 1H, H-4°), 8.34 (s, 1H, H-3), 7.97 (bs,1H, H-3°),
7.19 (bs,1H, H-2%) ,4.28 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H-4), 1-78 - 1.64 (m, 1H, H-6), 1.60 - 1.55 (m,

2H, H-5), 0.92 (d, J = 6.8 Hz 6H, H-7).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6 161.9 (C-1), 152.4, 146.4, 107.4 (CH-ar), 146.2 (C-3),
120.5 (C-19), 115.7 (CN), 100.6 (C-2), 64.5 (C-4), 36.7 (C-5), 24.6 (C-6), 22.3 (C-7).

HR —ESI-MS calcd for C3H;gNO3; (M + H') = 234.1130 found 234.1126.

HPLC: 254.4 nm: 97% (H,O/CH3CN) t. = 21.472 min. (method KBDV)
280.4 nm: 97% (H,O/CH;3CN) t, = 21.472 min. (method KBDV)

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(furan-3-ylacrylate 38

, (0]
2 1 32
3'/I NXY'1°0
(0] 4' CN
C14H15NOS
M = 245,27 g.mol!
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(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 38 was prepared following procedure C using
3-furaldehyde 17b (0.47 mL, 5.38 mmol, 1.0 equiv.), cyclohexyl-2-cyanoacetate 30 (1.00g,
5.98 mmol, 1.1 equiv.) and piperidine (0.48 mL, 4.84 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(100 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v in

cyclohexane) gave the desired product as pink crystals (440 mg, 33%).

R¢: 0.41 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

Melting point: 56-59 °C.

'"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): ¢ 8.30 (s, 1H, H-4%), 8.26 (s, 1H, H-3), 7.73 (d, /= 1.4 Hz,
1H, H-3%), 7.27 (bs,1H, H-2%), 4.93 (m, 1H, H-4), 1.98 - 1.74 (m, 4H, H-cyclo), 1.67 - 1.33

(m, 6H, H-cyclo) .

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 163.1 (C-1), 152.5 (C-4%), 147.0 (C-3°), 146.8 (C-3),
122.3 (C-19), 116.7 (CN), 111.4 (C-2), 109.0 (C-2), 76.1 (C-4), 32.4, 26.4, 24.5 (C-cyclo).

HR —ESI-MS calcd for C4H;¢NO3 (M + H") = 246.1130 found 246.1120.
HPLC: 254.4 nm: 98% (H,O/MeOH) t. = 20.643 min.

280.4 nm: 98% (H,O/MeOH) t. = 20.643 min.

(E)-dodecyl 2-cyano-3-(furan-3-yDacrylate 39

(o)
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, I 107NN
3 | S R TERT S
(0] 4' CN

C,0HyoNO;
M = 331,45 g.mol’!

(E)-dodecyl 2-cyano-3-(furan-3-yl)acrylate 39 was prepared following procedure C using
3-furaldehyde 17b (190 pL, 2.15mmol, 1.0 equiv.), dodecyl-2-cyanoacetate 31 (600 mg,
2.37mmol, 1.1equiv.) and piperidine (190 pL, 1.94 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (50
mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography purification
of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired
product as a white solid (250 mg, 35%).

R¢: 0.51 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
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Melting point: 64-65 °C.

"H NMR (400 MHz,C4Dg): 6 7.82 (s, 1H, H-3), 7.10 (bs, 1H, H-2°), 6.98 (bs, 1H, H-4°), 6.72
(bs,1H, H-3%), 4.07 (t, J=6.7 Hz, 2H, H-4), 1.52 - 1.42 (m, 2H, H-5), 1.35 - 1.18 (m, 18H, 9x
CH»), 0.92 (t, /= 6.8 Hz, 3H, H-15).

BC NMR (101 MHz, C¢Dg):  162.6 (C-1), 149.9 (C-4°), 145.2 (C-3°), 145.0 (C-3), 121.1
(C-19), 115.9 (CN), 108.5 (C-2°), 102.6 (C-2), 66.5 (C-4), 32.4, 30.1, 30.0, 29.9, 29.8, 29.6
(10x CH»), 28.9 (C-5), 26.1, 23.1 (CH»), 14.4 (C-15).

HR —ESI-MS calcd for CooH30NO3 (M + H") = 332.2226 found 332.2237.

HPLC: 254.4 nm: 98% (H,O/CH3CN) t, = 32.016 min. (method KBDV)
280.4 nm: 98% (H,O/CH;3CN) t, = 32.016 min. (method KBDV)

(E)-ethyl 2-cvano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 40

5' 4V 3'
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C14H;2N0,
M = 240,26 g.mol!

(E)-ethyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 40 was prepared following procedure C using
1 H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (583 mg, 4.02mmol, 1.0 equiv.), ethyl-2-cyanoacetate 28 (500
mg, 4.42mmol, 1.1equiv.) and piperidine (1360 uL, 3.62mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(90 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the

desired product as a yellow solid (650mg, 61%).

R¢: 0.33 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Melting point: 189 °C. The melting point is in agreement with the literature.'”

"H NMR (400 MHz,DMSO-d): 611.88 (s, 1H, NH), 8.34 (s, 1H, H-3), 7.76 (d, J = 8.1 Hz,

1H, H-ar), 7.69 (s,1H, H-3%), 7.51 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-ar), 7.34 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar),
7.12 (t,J= 7.6 Hz, 1H, H-ar), 4.32 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.32 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-5).
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BC NMR (101 MHz, DMSO-d;): 0162.3 (C-1), 143.9 (C-3), 138.9, 138.3, 127.9 (Cy-ar),
126.3, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.3 (CN), 112.5, 109.8 (CH-ar), 97.9 (C-2),62.1 (C-4), 14.1
(C-5).

HR —-ESI-MS calcd for Ci4H3N,0, (M + H+) =241.0977 found 241.0978.

HPLC: 254.4 nm: 98% (H,0/CH;CN) t, = 23.747 min. (method KBDV)
280.4 nm: 98% (H,O/CH;CN) t, = 23.747 min. (method KBDV)

CAS Registry Number: 65828-71-9
(E)-isopentyl 2-cvano-3-(1H-indol-2-yDacrylate 41
6' '
N2' 3
NN W,
Hnd To
C171-]181\12()2 _5\_6<

M = 282,34 g.mol!

7

(E)-isopentyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 41 was prepared following procedure C
using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (500 mg, 3.44 mmol, 1.0 equiv.), isopentyl-2-
cyanoacetate 29 (535 mg, 3.44 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (310 puL, 3.10 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (70 mL). After removal of the solvent under reduced pressure,
flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0
to 0:1, v/v) gave the desired product as a yellow solid (260 mg, 27%).

R¢: 0.19 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

Melting point: 151 — 152 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 5 11.88 (s, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, H-3), 7.75 (d, /= 8.1 Hz,
1H, H-ar), 7.68 (s, 1H, H-3%), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-ar), 7.33 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar),
7.13 (t, J= 7.5 Hz, 1H, H-ar), 4.30 (t, J= 6.7 Hz, 2H, H-4), 1.88 - 1.68 (m, 1H, H-6), 1.61 —
1.55 (m, 2H, H-5), 0.92 (2 x s, 6H, H-7).

BC NMR (101 MHz, DMSO-d): 6162.3 (C-1), 143.9 (C-3), 138.3, 130.4, 127.9 (Cyy-ar),

126.3, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.2 (CN), 112.5, 109.7 (CH-ar), 97.8 (C-2), 64.4 (C-4), 36.7
(C-5), 24.6 (C-6), 22.3 (C-7).
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HR —ESI-MS calcd for C;7HoN,O, (M + H") = 283.1447; found 283.1437.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,0/CH;CN) t, = 23.616 min. (method KBDV)
280.4 nm: 95% (H,0/CH;CN) t, = 23.616 min. (method KBDV)

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 42

M = 294,35 g.mol!

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 42 was prepared following procedure C
using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (300 mg, 2.07 mmol, 1.0 equiv.), cyclohexyl-2-
cyanoacetate 30 (350 mg, 2.07 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (185 pL, 1.86 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (30 mL). After removal of the solvent under reduced pressure,
flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0
to 0:1, v/v) gave the desired product as a yellow solid (600 mg, 98%).

R¢: 0.61 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).

Melting point: 179-180 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d,): 5 11.89 (s, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, H-3), 7.76 (d, J = 8.2 Hz,
1H, H-ar), 7.68 (s,1H, H-3°), 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-ar), 7.34 (t, /= 7.6 Hz, 1H, H-ar),
7.13 (t, J=17.5 Hz, 1H, H-ar), 4.97 - 4.87 (m, 1H, H-4), 1.87 - 1.71 (m, 4H, H-cyclo), 1.53 -
1.31 (m, 6H, H-cyclo).

BC NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6161.6 (C-1), 143.7 (C-3), 138.2, 130.3, 127.9 (Cyy-ar),
126.2, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.2 (CN), 112.5, 109.6 (CH-ar), 98.2 (C-2), 74.1 (C-4), 30.8,
24.8, 22.8 (C-cyclo).

HR —-ESI-MS calcd for C;sH9yN,O, (M + H+) =295.1447 found 295.1448.

HPLC: 254.4 nm: 90% (H,O/CH3;CN) t, = 23.843 min. Isomer 10% t= 27.567. (method
KBDV)
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(E)-dodecyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yDacrylate 43
5 43
4
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C24H32N50,
M = 380,52 g.mol""!

(E)-dodecyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 43 was prepared following procedure C using
1 H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (450 mg, 3.10 mmol, 1.0 equiv.), dodecyl-2-cyanoacetate 31
(863 mg, 3.41 mmol, 1.1 equiv.) and piperidine (276 pL, 2.79 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (50 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the

desired product as a yellow solid (460 mg, 39%).

R¢: 0.33 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

Melting point: 129-130 °C.

"H NMR (400 MHz, benzene-dy): 0 8.86 (s, 1H, NH), 7.96 (s, 1H, H-3), 7.36 (d, /= 7.9 Hz,
1H, H-ar), 7.04 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 6.93 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H-ar), 6.73 (s,1H, H-3°),
6.68 (d, /J=8.4 Hz, 1H, H-ar), 4.12 (t, J= 6.7 Hz, 2H, H-4), 1.55 - 1.47 (m, 1H, H-dod), 1.33
- 1.21 (m, 18H, H-dod), 0.92 (t, /= 6.7 Hz, 3H, H-15).

BC NMR (101 MHz, DMSO-d): 6162.2 (C-1), 143.9 (C-3), 138.3, 130.4, 127.9 (Cyy-ar),
126.3, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.2 (CN), 112., 109.7 (CH-ar), 97.8 (C-2), 65.9 (C-4), 31.3,
29.0, 28.9, 28.9, 28.7, 28.6, 28.0, 25.3, 22.1 (C-dod), 13.9 (C-15).

HR —-ESI-MS calcd for C,4H33N,0, (M + H+) = 381.2542 found 381.2528.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 31.988 min. (method KBDV)
280.4 nm: 95% (H,O/CH3;CN) t, = 31.988 min. (method KBDV)

(E)-2-cyano-N-ethyl-3-(furan-3-yl)acrvlamide 45

(0]
2' 1' 3 2 4
3 / , O 1 E/\5
o) . CN

4

CioH1oN20,
M =190,20 g.mol!
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(E)-2-cyano-N-ethyl-3-(furan-3-yl)acrylamide 45 was prepared following procedure C using
furan-3-carbaldehyde 17b (720 pL, 8.13 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-ethylacetamide 49
(847 mg, 7.56 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (675 pL, 6.84 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (50 mL). After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the
desired product as an off-white solid (611 mg, 46%).

R¢: 0.23 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 121 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): J 8.23 (s, 1H, H-ar), 8.11 (s, 1H, H-3), 7.74 — 7.67 (m, 1H,
H-ar), 7.26 — 7.23 (m, H-ar), 3.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H, H-4), 1.21 (t, /= 7.2 Hz, 3H, H-5).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): J 163.2 (C-1), 151.4, 146.8, 143.5, 108.9 (C-3 and CH-ar),
122.3 (C-19), 117.3 (CN), 105.2 (C-2), 36.2 (C-4), 14.8 (C-5).

HR -ESI-MS calcd for C;oHoN,O, (M - H") = 189.0664 found 189.0665.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 11.675 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH;3CN) t, = 11.675 min. (method KBDV).

(E)-2.2.2-trifluoroethyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 46

6 S
8 N\ 4 { o
9 N 2
nH 1 12
10 NC (o] ”

F F
F

C14H9F3N202
M = 294,23 g.mol!

(E)-2,2,2-trifluoroethyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 46 was prepared following
procedure C using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (455 mg, 3.13 mmol, 1.1 equiv.), 2,2,2-
trifluoroethyl 2-cyanoacetate 48 (474 mg, 2.84 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (250 pL,
2.56 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (20 mL). After removal of the solvent under
reduced pressure, flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane

- ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as an orange solid (146 mg, 17%).

R¢: 0.27 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
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Melting point: 194 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 11.97 (s, IH, NH), 8.41 (s, 1H, H-3), 7.78 (m, 2H, H-ar),
7.54 (d,J =7.8 Hz, 1H, H-ar), 7.41 — 7.31 (m, 1H, H-ar), 7.18 — 7.09 (m, 1H, H-ar), 5.00 (q,
J=8.9 Hz, 2H, H-12).

3C NMR (101 MHz, DMSO-d;): 5 161.1 (C-1), 1445.2 (C-3), 138.6, 130.2, 127.9 (Cyy-ar),
127.4 — 119.2 (q, Jor = 282.5 Hz, C-5), 126.9, 122.6, 121.3, 112.6, 110.8 (CH-ar), 115.8
(CN), 95.7 (C-2), 61.6 — 60.6 (q, Jc.r = 35.0, C-4).

HR —-ESI-MS calcd for C14H8N202F3 (M - H+) =293.0538 found 293.0529.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 24.927 min. (method KBDV).

280.4 nm: 95% (H,O/CH;3CN) t; = 24.927 min. (method KBDV).

(E)-2-cyano-N-ethyl-3-(1H-indol-2-yDacrvlamide 47

M = 239,27 g.mol!
(E)-2-cyano-N-ethyl-3-(1 H-indol-2-yl)acrylamide 47 was prepared following procedure C
using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (285 mg, 1.96 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-
ethylacetamide 49 (200 mg, 1.78 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (160 pL, 1.60 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (20 mL). After removal of the solvent under reduced pressure,
flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0
to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid (300 mg, 70%).

R¢: 0.14 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Melting point: 238-239 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 0 11.76 (s, 1H, NH), 8.37 (t, J = 8.1 Hz, 1H, NH), 8.18 (s,
1H, H-3), 7.72 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.54 (s, 1H, H-3%), 7.49 (d, J = 8.3 Hz, 1H H-ar),

7.28 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 7.10 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 3.30 — 3.21 (m, 2H, H-4), 1.10 (t,
J=172 Hz, 3H, H-5).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 160.5 (C-1), 140.5 (C-3), 137.6, 130.7, 127.9 (Cpy-ar),
125.4,122.1, 120.8, 112.3, 107.8(CH-ar), 117.0 (CN), 102.0 (C-2), 34.6 (C-4), 14.6 (C-5).

HR -ESI-MS calcd for C4H3N;0 (M + H') = 240.1137 found 240.1132.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/MeOH) t, = 18.595. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/MeOH) t, = 18.595. (method KBDV).

2.2.2-Trifluoroethyl 2-cvanoacetate 48

(0]
4
NC\2)11\0/3§<FF
F
C<H,F;NO,
M =167,09 g.mol"!
To a solution of phosphorus pentachloride (1.35 g, 6.5 mmol, 1.1 equiv.) in dry
dichloromethane (30 mL) was added portionwise 2-cyanoacetic acid 14 (500 mg, 5.9 mmol,
1.0 equiv.). The reaction mixture was stirred at room temperature for 45 minutes. After
cooling down to room temperature, a solution of trifluoroethanol 50 (0.47 mL, 6.5 mmol,
1.1 equiv.) and triethylamine (1.23 mL, 8.85 mmol, 1.5 equiv.) in 30 mL of dichloromethane
were added dropwise and the reaction mixture was heated under reflux for two hours and then
stirred at room temperature overnight. The mixture was then quenched by the addition of
water and extracted with dichlorormethane (3 x 8 mL). The combined organic fractions were
dried (MgS0O,). After removal of the solvent under reduced pressure (b, = 76-78 °C a 1 Torr),

an under pressure distillation gave the desired product as colourless liquid (470 mg, 48%).
R¢: 0.43 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 6 4.59 (q, J = 8.1 Hz, 2H, H-3), 3.61 (s, 2H, H-2).

3C NMR (101 MHz, DMSO-d): § 161.9 (C-1), 126.3 — 118.3 (q, Jer = 274.8, C-4), 112.0
(CN), 62.6 — 61.4 (q, Je.r = 37.8, C-3), 24.5 (C-2).

2-Cvano-N-ethylacetamide 49

()
NC\)L AN
> TN 3
C5HgN,O
M =112,13 g.mol!

2-Cyanoacetic acid 14 (1.02 g, 12 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in DCM (30 mL). A
catalytic amount of DMF (0.03 mL) was added at 0 °C following by oxalyl chloride
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(1.02mL, 12 mmol, 1.0 equiv.). The reaction mixture was stirred at 0 °C for another 5
minutes and then at room temperature for 2 hours. The reaction mixture was added to another
flask containing the corresponding amine 51 (6 mL, 12 mmol, 1.00 equiv.) and triethylamine
(3.34 mL, 24.0 mmol, 2.00 equiv.) in DCM (60 mL) at 0 °C. The mixture was stirred at 0 °C
for 5 minutes and then at room temperature for 3 hours. The solvent was removed in vacuo
and the crude residue was purified by column chromatography over silica gel with

cyclohexane and ethyl acetate to give the pure product as an orange solid (400 mg, 30%).
R¢: 0.06 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

"H NMR (400 MHz, DMSO-d): 6 8.21 (bs, 1H, NH), 3.58 (s, 2H, H-2), 3.16 — 3.02 (m, 2H,
H-3), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 3H, H-4).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6 161.7 (C-1), 116.3 (CN), 34.0 (C-3), 25.3 (C-2), 14.4
(C4).

CAS Registry Number: 15029-36-4.

(E)-2-cyano-N-cyclohexyl-3-(furan-3-yl)acryvlamide 54
, 2

e) / \ 2 0
4' 1 8
NC HN

C14H16N202
M = 244,289 g.mol"!

(E)-2-cyano-N-cyclohexyl-3-(furan-3-yl)acrylamide 54 was prepared following procedure C
using furan-3-carbaldehyde 17b (180 pL, 2.10 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-
cyclohexylacetamide 62 (315 mg, 1.89 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (170 pL, 1.70 mmol,
0.9 equiv.) in anhydrous DCM (40 mL). Flash chromatography purification of the residue on
silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the
desired product as white solid (200 mg, 43%).

R¢: 0.41 (Si0O3, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 134 °C.
"H NMR (400 MHz, DMSO-d): § 8.43 (s, 1H, H-4%), 8.14 (d, /= 7.8 Hz, 1H, NH), 8.05 (s,

1H, H-3), 7.95 — 7.88 (m, 1H, H-3%), 7.17— 7.12 (m, 1H, H-2%), 3.70 — 3.60 (m, 1H, H-4),
1.83-1.56 (m, 5H, H-cyclo), 1.37 — 1.20 (m, 4H, H-cyclo), 1.17-1.02 (m, 1H, H-cyclo).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 160.1 (C-1), 150.1 (C-4%), 145.9 (C-3), 141.1 (C-3),
120.4 (C-1%), 116.6 (CN), 107.5 (C-2°), 105.0 (C-2), 48.9 (C-4), 32.0, 25.1, 22.8 (C-cyclo).

HR -ESI-MS calcd for C4H;5N,0, (M - H') = 243.1134 found 243.1119.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 17.934 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t; = 17.934 min. (method KBDV).

(E)-2-cyano-3-(furan-3-yl)-/N-phenvylacrylamide 55

0
BOeS
3'/, N 1514
o—4' CN

C14H( (N0,
M = 238,24 g.mol'!

(E)-2-cyano-3-(furan-3-yl)-N-phenylacrylamide 55 was prepared following procedure C using
furan-3-carbaldehyde 17b (150 pL, 1.72 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-phenylacetamide 63
(250 mg, 1.56 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (140 pL, 1.40 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (40 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane -
ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as white solid (40 mg, 11%).

R¢: 0.81 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).

Melting point: 192 °C.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): § 10.29 (s, 1H, NH), 8.49 (bs, 1H, H-ar (furane)), 8.23(s,
1H, H-3), 7.91 (bs, 1H, H-ar (furane)), 7.65 (Id, J = 7.6 Hz, 2H, H-ar), 7.37 (t, J = 7.6 Hz,
2H, H-ar), 7.21 (bs, 1H, H-ar (furane)), 7.13 (t,J= 7.6 Hz, 1H, H-ar).

BC NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6 160.3 (C-1), 150.6, 146.2, 142.2, 124.3, 107.6 (CH-ar),
142.2 (C-1%), 128.8, 120.7 (CH-ar), 120.5 (C-4), 116.5 (CN), 105.3 (C-2).

HR —-ESI-MS calcd for C4H(N,O, (M + H+) =239.0821 found 239.0844.

HPLC: 254.4 nm: 99% (H,O/CH3CN) t, = 21.196 min. (method KBDV).
280.4 nm: 99% (H,O/CH3;CN) t, = 21.196 min. (method KBDV).
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(E)-4-methoxvycyclohexyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yD)acryvlate 56

C19H2N,03
M = 324,37 g.mol!

(E)-4-methoxycyclohexyl 2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)acrylate 56 was prepared following
procedure C using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (195 mg, 1.34 mmol, 1.1 equiv.), 4-
methoxycyclohexyl 2-cyanoacetate 60 (240 mg, 1.22 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine
(110 pL, 1.10 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (20 mL). Flash chromatography
purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: cyclohexane - ethyl

acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow-green solid (250 mg, 63%).
R¢: 0.33 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 153-154 °C.

Isomer 1:

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 11.89 (s, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, H-3), 7.76 (d, /= 8.1 Hz,
1H, H-ar), 7.68 (s, 1H, H-ar), 7.52 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.33 (t, /= 7.4 Hz, 1H, H-ar ),
7.13 ((t, /= 7.4 Hz, 1H, H-ar), 4.93 — 4.87 (m, 1H, H-4), 3.32 — 3.26 (m, 1H, H-7), 3.24 (s,
3H, H-8), 1.99 — 1.37 (m, 8H, H-cyclo).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dy): 5 161.7 (C-1), 148.8 (C-3), 138.3, 130.4, 127.9 (Cyy-ar),
126.3, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.3 (CN), 112.5, 109.7 (CH-ar), 98.1 (C-2), 75.8 (CH-cyclo),
73.4 (CH-cyclo), 55.2 (C-16), 27.1, 26.9 (CH,-cyclo).

Isomer 2:

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 11.89 (s, 1H, NH), 8.33 (s, 1H, H-3), 7.76 (d, J= 8.1 Hz,
1H, H-ar), 7.68 (s, 1H, H-ar), 7.52 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.33 (t, /= 7.4 Hz, 1H, H-ar ),
7.13 ((t, J = 7.4 Hz, 1H, H-ar), 5.01 — 4.95 (m, 1H, H-4), 3.32 — 3.26 (m, 1H, H-7), 3.25 (s,
3H, H-8), 1.99 — 1.37 (m, 8H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6 161.6 (C-1), 148.7 (C-3), 138.3, 130.4, 127.9 (Cpy-ar),

126.3, 122.4, 121.1 (CH-ar), 116.3 (CN), 112.5, 109.6 (CH-ar), 98.3 (C-2), 75.2 (CH-cyclo),
72.3 (CH-cyclo), 54.9 (C-16), 27.1, 26.6 (CH,-cyclo).
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HR —-ESI-MS calcd for C19H2()N203 (M + H+) =325.1552 found 325.1559.

HPLC: 2 isomers: -70% (H,O/CH3CN) t, = 25.495 min. (method KBDV).
- 27% (H,O/CH3CN) t, = 27.555 min.

(E)-2-cvano-N-cyclohexyl-3-(1H-indol-2-yD)acrvlamide 58

CsHoN;0
M =294,35 g.mol!

(E)-2-cyano-N-cyclohexyl-3-(1H-indol-2-yl)acrylamide 58 was prepared following procedure
C using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (290 mg, 1.99 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-
cyclohexylacetamide 62 (300 mg, 1.80 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (160 pL, 1.62 mmol,
0.9 equiv.) in anhydrous DCM (40 mL). Flash chromatography purification of the residue on
silica gel cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid
(300 mg, 57%).

R¢: 0.22 (Si0O,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 262-263 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 11.74 (s, 1H, NH), 8.19 - 8.09 (m, 2H, H-3 and NH), 7.71
(d, J= 8.3 Hz, 1H, H-ar), 7.53 (s, 1H, H-3%), 7.48 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-ar), 7.28 (t, /= 7.5
Hz, 1H, H-ar), 7.10 (t, J/ = 7.4 Hz, 1H, H-ar), 3.78 — 3.60 (m, 1H, H-4), 1.77 — 1.70 (m, 4H,
H-cyclo), 1.60 — 1.58 (m, 1H, H-cyclo), 1.44 — 1.20 (m, 4H, H-cyclo), 1.20 — 1.03 (m, 1H, H-
cyclo).

3C NMR (101 MHz, DMSO-d): § 160.2 (C-1), 140.3 (C-3), 137.7, 130.8, 127.9 (Cy-ar),
125.3, 122.0, 120.7, 112.3, 107.6 (CH-ar), 117.0 (CN), 102.5 (C-2), 49.3 (C-4), 32.0, 25.1,
22.8 (CH;-cyclo).

HR —-ESI-MS calcd for C;sH{9yN;O (M + H+) =294.1606 found 294.1627.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/MeOH) t, = 17.659. (method KBnuno).
280.4 nm: 95% (H,O/MeOH) t, = 17.659. (method KBnuno).
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(E)-2-cvano-3-(1H-indol-2-v1)-N-phenvlacrylamide 59
N 2 3
6| [
1 NC ]HN 2

CgH3N;0
M = 287,32 g.mol!

(E)-2-cyano-3-(1H-indol-2-yl)-N-phenylacrylamide 59 was prepared following procedure C
using 1H-indole-2-carbaldehyde 17¢ (250 mg, 1.72 mmol, 1.1 equiv.), 2-cyano-N-
phenylacetamide 63 (250 mg, 1.56 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (140 pL, 1.40 mmol,
0.9 equiv.) in anhydrous DCM (20 mL). Flash chromatography purification of the residue on
silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid
(330 mg, 74%).

R¢: 0.83 (Si0;, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).

Melting point: 263 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-dy): 5 11.81 (s, 1H, NH), 10.32 (s, 1H, NH), 8.25 (s, 1H, H-3),
7.75 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.69 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-ar), 7.63 (s, 1H, H-3%), 7.53 (d, ] =
8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.38 (t, ] = 7.9 Hz, 2H, H-ar), 7.31 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 7.18 — 7.10
(m, 2H, H-ar).

BC NMR (101 MHz, DMSO-d;): 0 160.4 (C-1), 141.0 (C-3), 138.3, 137.9, 130.7, 127.9
(Cp-ar), 128.7, 120.7, 125.6, 124.3, 122.1, 120.8, 112.4, 108.3 (CH-ar), 116.9 (CN), 102.6
(C-2).

HR —-ESI-MS calcd for C;sH3N;0 (M + H+) =288.1137 found 288.1121.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/CH3CN) t; = 24.016 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH;3CN) t, = 24.016 min. (method KBDV).

4-Methoxycyclohexyl 2-cyanoacetate 60

5
6_0
e
103
2
C

10H15NO;
M = 197,23 g.mol'!

4-Methoxycyclohexyl 2-cyanoacetate 60 was prepared following procedure B using

cyanoacetic acid 14 (200 mg, 2.3 mmol, 1.0 equiv.) and 4-methylcyclohexano 641 (450 mg,
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345 mmol, 1.5 equiv.) in toluene (10 mL). The crude product was purified by
chromatography (SiO2, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v) on silica gel to give the product
as yellow oil (150 mg, 31%).

R¢: 0.22 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Isomer 1:
'H NMR (400 MHz, CDCl3): 0 4.90 - 4.66 (m, 1H, H-3), 3.44 (s, 2H, H-2), 3.31 (s, 3H, H-
7),3.30 —3.22 (m, 1H, H-6), 1.95-1.13 (m, 8H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, CDCl3): J 162.5 (C-1), 113.2 (CN), 75.2 (CH-cyclo), 74.2 (CH-cyclo),
55.7 (C-7), 27.6, 27.1 (CH,-cyclo), 25.1 (C-2).

Isomer 2:
'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 4.90 - 4.66 (m, 1H, H-3), 3.43 (s, 2H, H-2), 3.31 (s, 3H, H-
7), 3.30 —3.22 (m, 1H, H-6), 1.95-1.13 (m, 8H, H-cyclo).

13C NMR (101 MHz, CDCLy): 6 162.5 (C-1), 113.2 (CN), 76.5 (CH-cyclo), 74.9 (CH-cyclo),
56.0 (C-7), 27.1, 26.9 (CHa-cyclo), 25.1 (C-2).

2-Cvyano-N-cvclohexylacetamide 62

) E j 6
1
2 H 4

C,H,,N,0

M =166,220 g.mol!

To a solution of sodium ethoxide (6.9 mg, 0.1 mmol, 0.01 equiv.) in dry ethanol (3 mL), were
added cyclohexylamine 66 (1.0 g, 10 mmol, 1.0 equiv.) and ethyl 2-cyanoacetate 29 (1.13 g,
0.10 mmol, 1.0 equiv.). The reaction mixture was stirred at room temperature for 72 hours.

The precipitate was filtered and washed with ether to give the desired product as white solid
(570 mg, 34%).

R¢: 0.20 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,): 6 8.11 (d, J = 7.2 Hz, 1H, NH), 3.57 (s, 2H, H-2), 3.54 —
3.46 (m, 1H, H-3), 1.78-1.49 (m, 5H, H-cyclo), 1.32 — 1.07 (m, SH, H-cyclo).

B3C NMR (101 MHz, DMSO-d): J 161.0 (C-1), 116.3(CN), 48.2 (C-3), 32.1 (C-2), 25.4 (C-
cyclo), 25.1 (C-6), 24.3 (C-cyclo).
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CAS Registry Number: 15029-38-6

The NMR is in agreement with the literature.'*

0) 6
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I°N73 5

H 4

C,H,N,0

M =160,17 g.mol!

2-Cvyano-/N-phenvlacetamide 63

To a solution of phosphorus pentachloride (1.2 g, 5.9 mmol, 1.0 equiv.) in dry
dichloromethane (100 mL) was added portionwise 2-cyanoacetic acid 14 (500 mg, 5.9 mmol,
1.0 equiv.). The reaction mixture was heated under reflux for 30 minutes. After cooling down
to room temperature, aniline 67 (0.54 mL, 5.9 mmol, 1.0 equiv.) was added and the reaction
mixture was heated under reflux overnight. Solvents were removed in vacuo and water was
poured. The solid was filtered and washed with a saturated solution of sodium hydrogen

carbonate and water. The product was obtained as a yellow solid (890 mg, 94%).
R¢: 0.48 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:1, v/v).

'"H NMR (400 MHz, Acetone-ds): 6 9.51 (bs, 1H, NH), 7.62 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-4), 7.33 (t,
J=17.9Hz, 2H, H-5), 7.11 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-6), 3.82 (s, 2H, H-2).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 162.7 (C-1), 139.3 (C-3), 129.9, 125.7, 121.1 (CH-ar),
115.9 (CN), 27.1 (C-2).

CAS Registry Number: 621-03-4.
The NMR is in agreement with the literature.'”

4-Methoxycyclohexanol 64

C7H1402
M =130,185 g.mol!
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A mixture of 1,4-dihydroxycyclohexane 68 (5 g, 43.1 mmol, 1.0 equiv.), KOH (2.65 g,
47.4 mmol, 1.1 equiv.), and water (5 mL) was heated under reflux until it became a clear
solution. After removal of water in vacuo, iodomethane (4 mL, 64.3 mmol, 1.5 equiv.), was
added and the mixture was heated under reflux for 5 hours. The mixture was then quenched
by the addition of water and extracted with DCM (3 x 8 mL). The combined organic fractions
were dried (MgSO,). Flash chromatography purification of the residue on silica gel
(cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow oil (2 isomers,
1.4 g, 25%).

R¢: 0.15 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Isomer 1:
"H NMR (400 MHz, CDCls): 6 3.30 (s, 3H, H-5), 3.27 — 3.20 (m, 2H, H-1 and H-4), 1.82 —

1.66 (m, 4H, H-cyclo), 1.63 — 1.47 (m, 4H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, CDCl): § 78.2 (CH-cyclo), 69.6 (CH-cyclo), 55.6 (C-5), 30.4 and 27.1
(CH,-cyclo).

Isomer 2:
"H NMR (400 MHz, CDCL3): 6 3.30 (s, 1.5H, H-5), 3.21 — 3.13 (m, 1H, H-1 and H-4), 2.06 —
1.94 (m, 2H, H-cyclo), 1.33 — 1.20 (m, 2H, H-cyclo).

BC NMR (101 MHz, CDCL): 6 75.7 (CH-cyclo), 68.4 (CH-cyclo), 56.0 (C-5), 32.7 and 29.0
(CH,-cyclo).

CAS Registry Number: 18068-06-9

o -D-glucose pentaacetate 69

C16H2201,
M = 390.34 g.mol’!

To a solution of acetic anhydride (41.1 mL, 499.5 mmol, 9.0 equiv.) and pyridine (67 mL,
832.5 mmol, 15.0 equiv.) at 0°C was added D-Glucose 65 (10.0 g, 55.5 mmol, 1.0 equiv.).
The solution was allowed to warm at room temperature and stirred for 24 hours. After TLC

control, cold water and ice were added to quench the reaction. The solution was filtered and
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the solid was recristallized in ethanol. The product was obtained as a white solid (16.6 g,
78%).

R¢: 0.1 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).

"H NMR (400 MHz, CDCls) § 6.33 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-1), 5.47 (t, J = 9.9 Hz, 1H, H-3),
5.16 (t, J= 9.9 Hz, 1H, H-4), 5.11 (dd, J= 9.9, 3.7 Hz, 1H, H-2), 4.27 (dd, J=12.7, 4.3 Hz,
1H, H-6), 4.15-4.04 (m, 2H, H-5 and H-6%), 2.18 (s, 3H, H-7), 2.09 (s, 3H, H-9), 2.04 (s, 3H,
H-8), 2.03 (s, 3H, H-10), 2.02 (s, 3H, H-11).

3C NMR (100 MHz, DMSO) & 170.8 (Ciy-11), 170.4 (C1y-9), 169.8 (Cry-10), 169.5 (Cy-8),
168.9 (Cry-7), 89.2 (C-1), 70.0 (C-3), 69.3 (C-2), 68.0 (C-4), 61.6 (C-6), 21.0 (CH;-11), 20.9
(CH3-9), 20.8 (CH;3-10), 20.7 (CH;-8), 20.6 (CH3-7).

CAS Registry Number: 604-68-2.
The NMR is in agreement with the literature.'”’

2. 3. 4, 6-Tetra-0O-acetyl-D-glucopyranose 71
OAc

4 6 5 o
AcO 1
AcO
3 20Ac OH

C14H30019
M = 348.30g.mol"!

To a solution of imidazole (177 mg, 2.60 mmol, 1.0 equiv.) in MeOH (15mL), was added
peracetylated glucose 69 (1.0 g, 2.60 mmol, 1.0 equiv.). The reaction mixture was stirred for
24h at room temperature. After TLC control, the solution was concentrated and the residue
was washed with water and extracted with EtOAc (3x15 mL). The combined extracts were
washed with IN HCI. The organic layer was dried, concentrated and purified by flash column
(cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/). The product was obtained as light yellow oil (649
mg, 71%, a/P: 4/1).

R¢: 0.3 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).

Isomer o

'"H NMR (400 MHz, CDCL3): & 5.54 (t, J=9.5 Hz, 1H, H-3), 5.47 (d, /= 3.4 Hz, 1H, H-1),
5.13-5.03 (m, 1H, H-4), 4.89 (dd, /= 9.5 Hz, 3.4 Hz, 1H, H-2), 4.32 — 4.19 (m, 2H, H-5 and

H-6), 4.11 — 4.04 (m, 1H, H-6°), 2.09, 2.08, 2.04, 2.03 (s, 12H, 4 x Ac).
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Isomer [3:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 5.26 (t,J=9.5 Hz, 1H, H-3), 5.13 — 5.03 (m, 1H, H-4), 4.88
(dd, J=9.5 Hz, 8.1 Hz, 1H, H-2), 4.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-1), 4.32 — 4.19 (m, 2H, H-5 and
H-6),4.11 —4.04 (m, 1H, H-6°), 2.09, 2.08, 2.03, 2.02 (s, 12H, 4 x Ac).

CAS Registry Number: 10343-06-3.
The NMR is in agreement with the literature.'”

2. 3, 4, 6-Tetra-O-acetyl-o-D-glucopvranosyl bromide 72
OAc

4 L65 o
AcO
AcO H

3 2OAcBIr

C14H,9BrOy
Mol = 411.20 g.mol!

To an hydrogen bromide solution (33% w/t AcOH, 200 mL) was added peracetylated glucose
69 (3.9 g, 9.99 mmol). The reaction mixture was stirred for 5h at room temperature. After
TLC control, the solution was concentrated and the residue was diluted with DCM, washed
with water and sodium carbonate until pH 7. The organic layer was dried with magnesium
sulfate. The product was obtained as yellow oil (4.17 g, quantitatif).

R¢: 0.7 (Si0,, ethyl acetate/ cyclohexane, 5:5, v/v).
"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 6.60 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-1), 5.55 (t, J = 10.2 Hz, 1H, H-4),
5.14 (t,J=10.2 Hz, 1H, H-3), 4.83 (dd, /= 10.2, 4.0 Hz, 1H, H-2), 4.36 — 4.25 (m, 2H, H-5

and H-6), 4.16 — 4.11 (m, 1H, H-6%), 2.09, 2.08, 2.04, 2.03 (s, 12H, 4xAc).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § 170.7, 170.0, 169.9, 169.6 (Ciyv.Ac), 86.7 (C-1), 72.2 (C-5),
70.7 (C-2), 70.3 (C-3), 67.3 (C-4), 61.0 (C-6), 20.8 - 20.7 (4 xCHs, Ac).

CAS Registry Number: 3068-32-4.

The NMR is in agreement with the literature.'”
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(E)-ethyl 2-cyano-3-(furan-2-yDacrylate 73

(0}
2' 1' 3 2 4
3/ NY Ny 1 0/\
—O CN
C,oHoNO;
M = 191.18 g.mol!
To a solution of furan-2-carbaldehyde 85 (450 uL, 5.20 mmol, 1.0 equiv.) in water (20 mL)

was added ethyl-2-cyanoacetate 28 (590 mg, 5.20 mmol, 1.0 equiv.). The reaction was carried

5

out at room temperature for 72 hours. The solid produced was isolated by filtration and dried

to give the desired product as a pale yellow solid (160 mg, 16%).
Melting point: 91 — 92 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d,): § 8.22 (dd, J = 1.1 Hz, 0.6 Hz, 1H, H-ar), 8.14 (s, 1H, H-3),
7.52 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-ar), 6.87 (dd, J = 3.6 Hz, 1.7 Hz, 1H, H-ar), 4.28 (q, J = 7.1 Hz,
2H, H-4), 1.29 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-5).

3C NMR (101 MHz, DMSO-dy): § 162.2 (C-1), 150.1 (CH-ar), 148.2 (C-1°), 139.2 (C-3),
124.7 (CH-ar), 115.4 (CN), 114.4 (CH-ar), 96.9 (C-2), 62.2 (C-4), 14.0 (C-5).

HR -ESI-MS calcd for C;oH;oQNO; (M + H") = 192.0661 found 192.0654.

HPLC: 254.4 nm: 99% (H>O/CH;CN) t, = 15.603 min. (method KBDV)
280.4 nm: 99% (H,O/CH;CN) t, = 15.603 min. (method KBDV)

(E)-ethyl 2-cyano-3-(1H-pvrrol-2-ylacrylate 74
v 2!

A 3
| >, 0
4'"N \
H 1 4
NC 0—\

C 10H10N202

M = 190,20 g.mol!

5

(E)-ethyl 2-cyano-3-(1H-pyrrol-2-yl)acrylate 74 was prepared following procedure C using
1 H-pyrrole-2-carbaldehyde 86 (250 mg, 2.63 mmol, 1.1 equiv.), ethyl-2-cyanoacetate 28
(270 mg, 2.39 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (213 pL, 2.15 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (30 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane -
ethyl acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow
solid (300 mg, 66%).
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R¢: 0.14 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 136-138 °C.

'H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.12 (s, 1H, H-3), 7.46 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-ar), 7.30 (dd,
J=23,12 Hz, 1H, H-ar), 6.51 - 6.44 (m, 1H, H-ar), 4.32 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.36 (¢, J
— 7.1 Hz, 3H, H-5).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 165.4 (C-1), 143.9 (C-3), 129.0 (CH-ar), 128.1 (C-1°),
120.1 (CH-ar), 118.2 (CN), 114.2 (CH-ar), 92.7 (C-2), 62.9 (C-4), 14.6 (C-5).

HR —ESI-MS calcd for C1oH;N>O0, (M + H") = 191.0821 found 191.0822.
HPLC: 97% (H,O/CH;CN) t, = 15.590 min. (method KBNUNO).

CAS Registry Number: 123293-46-9.

The NMR is in agreement with the literature.'™

(E)-ethyl 2-cvano-3-(1H-imidazol-4-yDacrylate 75
2N 1" 4

O

HN / \ 2
3 1 4
NC O
_\ 5

CyHyN;0,

M =191,19 g.mol!

(E)-ethyl 2-cyano-3-(1H-imidazol-4-yl)acrylate 75 was prepared following procedure C using
1 H-imidazole-4-carbaldehyde 87 (250 mg, 2.60 mmol, 1.1 equiv.), ethyl-2-cyanoacetate 28
(270 mg, 2.37 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (210 pL, 2.13 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (30 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane -
ethyl acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow
solid (350 mg, 77%).

R¢: 0.33 (Si0O3, ethyl acetate/ cyclohexane, 8:2, v/v).
Melting point: 176-177 °C.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dj): 6 12.93 (bs, 1H, NH), 8.18 (s, 1H, H-3), 8.09 (s, 1H, H-ar),
7.99 (s, 1H, H-ar), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.28 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-5).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 162.9 (C-1), 146.6 (C-3), 139.1 (CH-ar), 134.1 (C-19),
128.3 (CH-ar), 115.9 (CN), 96.0 (C-2), 61.7 (C-4), 14.0 (C-5).

HR —ESI-MS calcd for C;oH;;N,O, (M + H") = 191.0821 found 191.0822.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/CH3CN) t, = 12.382 min. (method KBDV).
280.4 nm: 96% (H,O/CH3CN) t; = 12.382 min. (method KBDV).

(E)-ethyl 2-cyano-3-(oxazol-4-yl)acrylate 76

CoHyN;0,
M = 191,187 g.mol-!

To a solution of 4-oxazolecarboxaldehyde 88 (250 mg, 2.58 mmol, 1.0 equiv.) in water
(10 mL) was added ethyl-2-cyanoacetate 28 (291 mg, 2.58 mmol, 1.0 equiv.). The reaction
was carried out at room temperature for 72 hours. The solid produced was isolated by

filtration and dried to give the desired product as a pale beige solid (200 mg, 41 %).
Melting point: 132 — 134 °C.

'H NMR (400 MHz, MeOD-d,): J 8.68 (s, 1H, H-3), 8.36 (s, 1H, H-ar), 8.22 (s, 1H, H-ar),
436 (q,J=7.1 Hz, 2H, H-4), 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 3H, H-5).

13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 154.5 (C-1), 151.5 (CH-ar), 144.5 (C-3), 136.7 (CH-ar),
136.1 (C-19), 115.9 (CN), 105.4 (C-2), 64.0 (C-4), 14.6 (C-5).

HR —ESI-MS calcd for CoHoN,O3 (M + H") = 193.0613 found 193.0605.

HPLC: 254.4 nm: 99% (H,O/CH3CN) t, = 11.865 min. (method KBDV)
280.4 nm: 99% (H,O/CH3;CN) t, = 11.865 min. (method KBDV)

(E)-ethyl 2-cyano-3-phenvlacrylate 77

(0]
2! 1 3 ) 4
31 Y107 5
CN
4'
C,HINO,
M = 201,22 g.mol!
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(E)-ethyl 2-cyano-3-phenylacrylate 77 was prepared following procedure C using
benzaldehyde 89 (0.30 mL, 2.92 mmol, 1.1 equiv.), ethyl-2-cyanoacetate (300 mg,
2.65 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (236 uL, 2.39 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(40 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl
acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid
(450 mg, 84%).

R¢: 0.55 (Si10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
Melting point: 46 °C.

"H NMR (400 MHz, CDCLy): 6 8.25 (s, 1H, H-3), 8.02-7.95 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-2°), 7.59 -
7.47 (m, 3H, H-3¢, H-4%), 4.39 (q, J= 7.1 Hz, 2H, H-4), 1.40 (t, J= 7.1 Hz, 3H, H-5).

3C NMR (101 MHz, CDCls): § 162.5 (C-1), 155.1 (C-3), 133.3 (C-4%), 131.5 (C-1°), 131.1
and 129.3 (CH-ar), 115.5 (CN), 103.1 (C-2), 62.8 (C-4), 14.2 (C-5).

HR —ESI-MS calcd for C;;H;;NO, (M + HY) = 202.0868 found 202.0863.
HPLC: 254.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t, = 18.613 min. (method KBnuno).
254.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t, = 18.613 min. (method KBnuno).

(E)-ethyl 2-cyano-3-(naphthalen-2-yDacrvlate 78

C16H3NO,
M = 251,28 g.mol’!

(E)-ethyl 2-cyano-3-(naphthalene-2-yl)acrylate 78 was prepared following procedure C using
2-naphthaldehyde 90 (400 mg, 2.56 mmol, 1.1 equiv.), ethyl-2-cyanoacetate 28 (263 mg, 2.33
mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (210 pL, 2.10 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM (30
mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl
acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as beige solid
(380 mg, 65%).

R¢: 0.43 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
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Melting point: 114-115 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-dj): J 8.60 (s, 1H, H-2%), 8.53 (s, 1H, H-3), 8.21 (dd, J = 8.7,
1.7 Hz, 1H, H-ar), 8.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-ar), 8.03 (m, 2H, H-ar ), 7.71 (td , J=7.3, 1.3
Hz, 1H, H-ar), 7.65 (td , J= 7.3, 1.3 Hz, 1H, H-ar), 435 (q, J=7.1 Hz, 2H, H4), 1.34 (t,J
=7.1 Hz, 3H, H-5).

3C NMR (101 MHz, DMSO-d): 6 162.0 (C-1), 155.0 (C-3), 134.8 (Cry-ar), 134.4 (CH-ar),
132.4 (C-ar), 129.3, 129.3 (CH-ar), 129.0 (Cyy-ar), 129.0, 127.9, 127.5, 124.6 (CH-ar),
115.8 (CN), 102.4 (C-2), 62.4 (C-4), 14.0 (C-5).

HR —ESI-MS calcd for C1sH;;2NO, (M + H') = 252.1025 found 252.1013.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/CH3CN) t, = 21.820 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 21.820 min. (method KBDV).

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(furan-2-yl)acrylate 79

O
)Ny 1074
\O CN

4

C 14H15NO3

M = 245,27 g.mol’!

To a stirred solution of 2-furaldehyde 85 (225 pl, 2.60 mmol, 1.5 equiv.), ester 30 (289 mg,
1.73 mmol, 1 equiv.) and dry THF (13 mL) was added TiCl4 (1M in DCM, 3.46 ml, 3.46
mmol, 2 equiv.) at room temperature. The mixture was vigorously stirred for 0.5 h, followed
by adding dropwise Et;N (965 uL, 6.92 mmol, 4 equiv.). After being kept for an additional 40
h, the reaction was quenced by adding water (3 mL), and the obtained mixture was extracted
with DCM. The organic layer was washed with a solution of 15% NaHSOs; and dried over
anhydrous Na,SO,, followed by concentration under reduced pressure. The product was
obtained as a yellow solid (370 mg, 85%).

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.06 (s, 1H, H-3), 7.94 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-ar), 7.44 (d,
J=13.7Hz, 1H, H-ar), 6.77 (dd, J = 3.7, 1.7 Hz, 1H, H-ar), 4.98 — 4.89 (m, 1H, H-4 ), 1.99 —
1.70 (m, 4H, H-cyclo), 1.66 — 1.32 (m, 6H, H-cyclo).

13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 5 163.3 (C-1), 150.3 (C-3), 150.2 (Cpy-ar), 140.3 (CH-ar),
123.7 (CH-ar), 116.3 (CN), 115.0 (CH-ar), 99.6 (C-2), 76.2 (C-4), 32.4, 26.4, 24.5 (C-cyclo).
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HR —ESI-MS calcd for C;¢Hs2NO, (M + H') =252.1025 found 252.1013.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,O/CH3CN) t, = 21.820 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH;CN) t, = 21.820 min. (method KBDV).

(E)-cyclohexvl 2-cyano-3-(1H-pyrrol-2-yl)acrylate 80

v 2

3 1' 3
| Y, 0
a~N" \

NC o

C4H 6N, 0,
M = 244,29 g.mol’!

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(1H-pyrrol-2-yl)acrylate 80 was prepared following procedure C
using 1H-pyrrole-2-carbaldehyde 86 (250 mg, 2.63 mmol, 1.1 equiv.), cyclohexyl-2-
cyanoacetate 30 (400 mg, 2.39mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (212 pL, 2.15 mmol,
0.9 equiv.) in anhydrous DCM (30 mL). Flash chromatography purification of the residue on
silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the

desired product as yellow solid (300 mg, 51%).

R¢: 0.43 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v).

Melting point: 146 °C.

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d,):  12.07 (bs, 1H, NH), 8.14 (s, 1H, H-3), 7.48 — 7.36 (m,
2H, H-ar), 6.52 — 6.40 (m, 1H, H-ar), 4.91 —4.76 (m, 1H, H-4), 1.89 — 1.62 (m, 4H, H-cyclo),

1.57 —1.26 (m, 6H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, DMSO-dy): § 162.7 (C-1), 142.6 (C-3), 128.3 (CH-ar), 126.5 (C-1°),
117.3 (CH-ar), 117.2 (CN), 113.4 (CH-ar), 91.3 (C-2), 73.4 (C-4), 31.0, 24.9, 22.9 (C-cyclo).

HR —-ESI-MS calcd for C14H17N202 (M + H+) =245.1223 found 245.1345.

HPLC: 254.4 nm: 96% (H,0/CH;CN) t, = 20.038 min. (method KBDV).
280.4 nm: 96% (H,0/CH;CN) t, = 20.038 min. (method KBDV).

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(1H-imidazol-4-yl)acrylate 81
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(0}
NLAL /O
SOOL
HN—3' CN
C13H15N30,

M = 245,28 g.mol!
(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(1H-imidazol-4-yl)acrylate 81 was prepared following procedure C
using 1H-imidazole-4-carbaldehyde 87 (300 mg, 3.12 mmol, 1.1 equiv.), cyclohexanol-2-
cyanoacetate 30 (475 mg, 2.84 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (255 pL, 2.55 mmol, 0.9
equiv.) in anhydrous DCM (40 mL). Flash chromatography purification of the residue on
silica gel (cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as yellow solid

(440 mg, 63%).
R¢: 0.26 (Si10,, ethyl acetate/ cyclohexane, 8:2, v/v).
Melting point: 172-173 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 12.94 (bs, NH), 8.17 (s, 1H, H-3), 8.10 (s, 1H, H-ar), 8.00
(s, 1H, H-ar), 4.80 (m, 1H, H-4), 1.90 — 1.26 (m, 10H, H-cyclo).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dy): 6 162.3 (C-1), 146.9, 146.8, 146.7 (C-3 and CH-ar), 115.9
(CN), 96.6 (C-2), 73.7 (C-4), 30.9, 24.8, 22.9 (C-cyclo).

HR —ESI-MS calcd for C;3H; 5N3;0, (M + H") = 246.1243 found 246.1235.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 18.724 min. (method KBDV).
280.4 nm: 95% (H,O/CH;CN) t, = 18.724 min. (method KBDV).

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-phenylacrylate 83
3' o
1'3

\2

4

C16H 17N02
M = 255,117 g.mol!

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-phenylacrylate 83 was prepared following procedure C using
benzaldehyde 89 (240 uL, 2.36 mmol, 1.1 equiv.), cyclohexyl-2-cyanoacetate 30 (360 mg,
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2.14 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (190 pL, 1.93 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous DCM
(30 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane - ethyl
acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as white solid
(400 mg, 73%).

R¢: 0.56 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 1:9, v/v).

Melting point: 72-73 °C.

"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 8.39 (s, 1H, H-3), 8.09 — 8.01 (m, 2H, H-2°), 7.69 — 7.54
(m, 3H, H-3° and H-4%), 4.96 — 4.86 (m, 1H, H-4), 1.93 - 1.65 (m, 4H, H-cyclo), 1.60 — 1.28

(m, 6H, H-cyclo).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d): § 161.1 (C-1), 155.0 (C-3), 133.3 (CH-ar), 131.4 (C-1°),
130.8, 129.3 (CH-ar), 115.5 (CN), 103.0 (C-2), 74.4 (C-4), 30.7, 24.8, 22.8 (C-cyclo).

HR —ESI-MS calcd for C;sH sNO, (M +H") = 256.1268 found 256.1396.
HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t, = 23.714 min. (method KBDV).

280.4 nm: 95% (H,O/CH;3;CN) t, = 23.714 min. (method KBDV).

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(naphthalen-2-yDacrylate 84

C20Hl9NOZ
M = 305,37 g.mol!

(E)-cyclohexyl 2-cyano-3-(naphthalene-2-yl)acrylate 84 was prepared following procedure C
using 2-naphthaldehyde 90 (400 mg, 2.56 mmol, 1.1 equiv.), cyclohexyl-2-cyanoacetate 30
(390 mg, 2.33 mmol, 1.0 equiv.) and piperidine (210 pL, 2.10 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (30 mLFlash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane -
ethyl acetate: cyclohexane - ethyl acetate: 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as white
solid (515 mg, 73%).

R¢: 0.67 (Si0O;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

Melting point: 97-98 °C.
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"H NMR (400 MHz, DMSO-d;): § 8.59 (s, 1H, H-2°), 8.51 (s, 1H, H-3), 8.21 (dd, J = 8.7,
1.5 Hz, 1H, H-ar), 8.10 (d, /= 8.7 Hz, 1H, H-ar), 8.03 (m, 2H, H-ar ), ), 7.71(td, J= 7.3, 1.3
Hz, 1H, H-ar), 7.64 (td, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, H-ar), 5.01 - 4.84 (m, 1H, H-4), 1.93-1.67 (m,
4H, H-cyclo), 1.61 — 1.28 (m, 6H, H-cyclo).

3C NMR (101 MHz, DMSO-d,): § 161.2 (C-1), 154.8 (C-3), 134.8 (Cpy-ar), 134.4 (CH-ar),
132.3 (Cwy-ar), 129.3, 129.2, 128.9, 127.8, 127.4, 124.5 (CH-ar), 115.8 (CN), 102.7 (C-2),
74.4 (C-4), 30.7, 24.8, 22.8 (C-cyclo).

HR —-ESI-MS calcd for C;0Hy)NO, (M + H+) =306.1494 found 306.1508.

HPLC: 254.4 nm: 97% (H,O/MeOH) t; = 23.897 min. (method KBNUNO).
280.4 nm: 95% (H,O/MeOH) t, = 23.897 min. (method KBNUNO).

(E)-2-cvano-3-(3.4-dihydroxyphenvyl)-N-(4-hvdroxyphenvl) acrylamide 91

OH
Vel
2' 4
HO 3 AU 2
Y"1 g
¢ CN
HO 4

5Y

C161—112N204

M = 296,28 g.mol-!

To a solution of  (E)-N-(4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl)-2-cyano-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)acrylamide 95 (490 mg, 1.19 mmol, 1.0 equiv.) in anhydrous THF (8 mL)
under argon atmosphere was added a solution of 1M TBAF in THF (2.38 mL, 2.38 mmol,
2.0 equiv.). The reaction was carried out at room temperature for 15 hours. The mixture was
then quenched by the addition of saturated aqueous solution NaCl and water (50/50) and
extracted with Ethyl acetate (3 x 8 mL). The combined organic fractions were dried (MgSQOy).
After removal of the solvent under reduced pressure, flash chromatography purification of the
residue on silica gel (cyclohexane - ethyl acetate, 1:0 to 0:1, v/v) gave the desired product as
yellow solid (300 mg, 84%).

Ry: 0.14 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 6:4, v/v).
Melting point: 256-257 °C.

"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 8.05 (s, 1H, H-3), 7.63 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-2%), 7.41 -
7.33 (m, 3H, H-ar), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-ar), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-ar).
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BC NMR (101 MHz, MeOD-d,): J 163.0 (C-1), 156.2 (C-ar), 153.1 (C-3), 152.3 and
147.0, 130.8 (Cpy-ar), 127.0 (CH-ar), 125.4 (C-1°), 124.7 (CH-ar), 118.0 (CN), 117.5, 116.7,
116.3 (CH-ar), 102.1 (C-2).

HR —ESI-MS calcd for C;sHoN,O4 (M + H") =297.0875; found 297.0865.

HPLC: 96% (H,O/MeOH) t, = 13.081 min. (method KBNUNO).

N-(4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl)-2-cyanoacetamide 92

5
4 6_OTBDMS
0
e L
1°N73
H

C,sH,,N,0,Si
M = 290,43 g.mol"!

To a mixture of 4-(zert-butyldimethylsilyloxy)aniline 94 (1.53 g, 6.85 mmol, 1.0 equiv.) in 6
mL dichloromethane was added dropwise a solution of cyanoacetic acid 14 (0.58 g,
6.85 mmol, 1.0 equiv.) in 12 mL dichloromethane at room temperature. After the addition, a
solution of DCC (1.41 g, 6.85 mmol, 1.0 equiv. in 9 mL of dichloromethane) was added to the
mixture. Then the mixture was heated to reflux for 24 hours. After cooling down, the
precipitate was filtrated and the filtrate was concentrated under vacuum and purified by

column chromatography to give the pure product (1.57 g, red powder, 79%).
Rf: 0.23 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

"H NMR (400 MHz, CDCl5): 6 8.03 (bs, 1H, NH); 7.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-ar); 6.80 (d, J
= 8.8 Hz, 2H, H-ar); 3.54 (s, 2H, H-2); 0.97 (s, 9H, C(CH3)3); 0.19 (s, 6H, CH3x2).

13C NMR (101 MHz, CDCLy): 6 159.2 (C-1), 153.5 (C-6); 130.2 (C-3); 122.3 and 120.6 (CH-
ar), 114.8 (CN), 26.8 (C-2), 25.8 (C(CHs)s); 18.3 (C(CHs)s); 4.3 (CH;x2).

4-(Tert-butyldimethylsilyloxy)aniline 94

3 2

4 1
TBDMSO NH,

C,,H,,NOSi
M = 223,39 g.mol!
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To a solution of 4-aminophenol 93 (1.00 g, 9.16 mmol, 1.05 equiv.) in THF (40 mL) was
added imidazole (1.19 g, 17.44 mmol, 2 equiv.). The reaction was cooled to 0 °C and
TBDMSCI (1.31 g, 8.72 mmol, 1.0 equiv.) was added. The solution was warmed to ambient
temperature and stirred overnight. The mixture was washed with NaOH (0.5 N aq.). The basic
aqueous phases were back-extracted with ethyl acetate (10 mL) and the combined organics
were washed with brine (10 mL). The organics were dried over MgSO4, filtered, and

concentrated to give 4-(tert-butyldimethylsilyloxy)aniline (1.53 g, red oil, 97%).
Rf: 0.33 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v)

'"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): § 6.68-6.59 (m, 4H, H-ar); 0.98 (s, 9H, C(CHs)3); 0.15 (s,
6H, CH3x2).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 1495 (C-4), 142.2 (C-1), 121.5, 118.1 (CH-ar), 26.32
(C(CHs)s); 19.0 (C(CHs)s); 4.4 (CH;x2).

(E)-N-(4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl)-2-cyano-3-(3.4-
dihydroxyphenyDacrylamide 95

OTBDMS
3 O
2'
HO 3" 1' 2
W
HO ¢4’ 6'

5!
C,,H,(N,0,Si
M = 410,54 g.mol!

TZ a

(E)-N-(4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl)-2-cyano-3-(3,4-dihydroxyphenyl)acrylamide 95
was prepared following procedure C using 3,4-dihydroxybenzaldehyde 17a (238 mg,
1.72 mmol, 1.0 equiv.), N-(4-(tert-butyldimethylsilyloxy)phenyl)-2-cyanoacetamide 92
(550 mg, 1.89 mmol, 1.1 equiv.) and piperidine (155 pl, 1.55 mmol, 0.9 equiv.) in anhydrous
DCM (35 mL). Flash chromatography purification of the residue on silica gel (cyclohexane -
ethyl acetate: 0% to 100% ethyl acetate) gave the desired product as an orange powder
(635 mg, 90%).

Ry: 0.23 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).
"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): ¢ 8.06 (s, 1H, H-3), 7.64 (d, /= 2.1 Hz, 1H, H-2%), 7.46 (d,

J = 8.4 Hz, 2H, H-ar), 7.38 (dd, J= 8.3, 2.1 Hz, 1H, H-6°), 6.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5°),
6.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-ar), 1.00 (s, 9H, C(CH;)3), 0.21 (s, 6H, CH;x2).
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13C NMR (101 MHz, MeOD-d,): 6 163.0 (C-1), 154.3 (Cy-ar), 153.3 (C-3), 152.6 and 147.1
(Cry-ar), 132.8 (C-4), 127.2 (CH-ar), 125.3 (C-1°), 124.4 and 121.2 (CH-ar), 118.0 (CN),
117.5 and 116.7 (CH-ar), 101.9 (C-2), 26.2 (C(CHs)3), 5.9 (C(CHs)s), -4.3 (CH3x2).

(E)-3-(3.4-dihydroxyphenyl)-2-(morpholine-4-carbonylacrylonitrile 97
(0}
2' 3
3 U A2
"0
HO 4' 5' 6V CN bo
CsH N0,
M = 274,27 g.mol!

To a mixture of 3-morpholino-3-oxopropanenitrile 98 (500 mg, 3.24 mmol, 1.1 equiv.), 3,4-
dihydroxybenzaldehyde 17a (407 mg, 2.95 mmol, 1.0 equiv.) and 15 mL toluene were added
0.10 mL piperidine (1.03 mmol, 0.35 equiv.) and 0.40 mL acetic acid (6.79 mmol, 2.3 equiv.).
Then the mixture was heated to reflux until the TLC test shows the reaction is complete.
Cooled the mixture to room temperature, then the precipitate was filtered, washed to afford
yellow solid (600 mg, 74%).

Rf : 0.14 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 7:3, v/v).

'H NMR (400 MHz, MeOD-d,): 6 7.56 (m, 2H, H-3 and H-2%) ; 7.28 (dd, J = 8.4, 1.9 Hz,
1H, H-6°); 6.85 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-5%); 3.77-3.64 (m, 8H, H-morph).

3C NMR (101 MHz, MeOD-d,): § 166.1 (C-1), 153.4 (C-3), 151.9 and 147.0 (Cyy-ar),
126.3, 116.9, 116.6 (CH-ar), 125.6 (C-1°), 117.7 (CN), 101.3 (C-2), 67.6 (C-morph).

HR —ESI-MS calcd for C14H;sN,O4 (M + H") = 275.1032; found 275.1019.

HPLC: 254.4 nm: 95% (H,O/CH3CN) t; = 13.697 min. (method KBnuno).
280.4 nm: 95% (H,O/CH;CN) t; = 13.697 min. (method KBnuno).

3-Morpholino-3-oxopropanenitrile 98

(0]
NC\)L 2
1 N/\|4
2
o
C7H10NZOZ
M =154,17 g.mol!

To a mixture of morpholine 99 (1 mL, 11.8 mmol, 1.0 equiv.) in 4 mL dichloromethane was
added dropwise a solution of cyanoacetic acid 14 (1.0 g, 11.8 mmol, 1.0 equiv. in 8 mL
dichloromethane) at room temperature. After the addition, a solution of DCC (2.4 g, 11.8
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mmol, 1.0 equiv.) in 5 mL of dichloromethane was added to the mixture. Then the mixture
was heated to reflux for 24 hours. After cooling down, the precipitate was filtrated and the
filtrate was concentrated under vacuum to give pure product (beige solid, 1.8 g, 100%).

Rf : 0.08 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 4:6, v/v).

'"H NMR (400 MHz, CDCls): § 3.75-3.65 (m, 4H, H-morph); 3.65-3.59 (m, 2H, H-morph);
3.49 (s, 2H, H-2); 3.48-3.42 (m, 2H, H-morph).

13C NMR (101 MHz, CDCL): 6 160.4 (C-1), 113.9 (CN), 66.6, 66.3 (C-4), 46.8, 42.9 (C-3),
24.8 (C-2).

CAS Registry Number: 15029-32-0.

1-Phenyl-3.4.5.6-tetrahydro-1H-benzo|f][1.4loxazocine 101

CyiHyNO
M =239.31g.mol!

To a solution of 1-phenyl-3,4-dihydro-1H-benzo[f][1,4]oxazocine-5(6H)-carbonitrile 102
(200 mg, 0.76 mmol, 1.0 equiv.) in SmL of THF under argon was added dropwise lithium
aluminum hydride (86.5 mg, 2.28 mmol, 3.0 equiv.) at 0°C. Then the mixture was heated
under reflux for 24h. The reaction mixture was quenched with a solution of MeOH/H,0. The
solution was concentrated and purified on C-18 flash column. The product was obtained as a
brown/yellow oil (50 mg, 28%).

"H NMR (400 MHz, MeOD-dy): 5 7.29 — 7.16 (m, 8H, H-Ar), 7.05 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-
A1), 5.82 (s, 1H, H-4), 4.72 (d, J = 13.0 Hz, 1H, H-1), 4.01 (ddd, J= 12.3, 6.3, 3.1 Hz, 1H, H-
5), 3.87 (d, J = 13.0 Hz, 1H, H-1), 3.82 (ddd, J = 12.3, 6.3, 3.1 Hz, 1H, H-5), 2.94 —2.78 (m,
2H, H-6).

13C NMR (400 MHz, MeOD-d,): 5 144.2, 142.1, 138.0 (Cryv-ar), 133.3, 130.0, 129.3, 129.2,
128.8, 128.5, 128.4 (CH-Ar), 85.2 (C-4), 71.7 (C-5), 51.5 (C-1), 47.1 (C-6).

CAS Registry Number: 46868-19-3.
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The NMR is in agreement with the literature.'®*

1-phenyl-3.4.5.6-tetrahydro-1H-2.,5-benzoxazocine-5-carbonitrile 102

C17H16NZO
M = 264,32 g.mol!

To a solution of cyanogen bromide (443 mg, 4.18 mmol, 2 equiv.), in dry ethanol-free
chloroform (110 mL) was added anhydrous potassium carbonate (3.75g, 27.20 mmol,
13 equiv.). A solution of 2-(1-phenylisoindolin-2-yl)ethanol 103 (500 mg, 2.09 mmol, 1.0
equiv.), in dry ethanol-free chloroform (35 mL) was added dropwise over a period of 30
minutes. The mixture was heated under reflux under nitrogen overnight, cooled and filtered.
The filtrate was washed with water. The organic layer was then dried and the residue was

purified by flash chromatography to give the product as a white solid (90 mg, 31%).

Rf: 0.21 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

'H NMR (400 MHz, MeOD-dy): & 7.37 — 7.32 (m, 3H, H-Ar), 7.31 — 7.19 (m, 6H, H-Ar),
5.88 (s, 1H, H-4), 5.05 (d, ] = 13.9 Hz, 1H, H-1), 4.26 (d, J = 13.9 Hz, 1H, H-1), 4.11 (ddd, J
= 12.3, 4.0, 2.6 Hz, 1H, H-5), 3.86 (ddd, J = 12.3, 9.2, 2.1 Hz, 1H, H-5), 3.50 (ddd, J = 14.6,
9.2,2.5 Hz, 1H, H-6), 3.39 — 3.32 (m, 1H, H-6).

3C NMR (400 MHz, MeOD-dy): § 143.6, 141.5, 134.6 (Cpv-ar), 134.1, 131.1, 130.2, 129.5,
129.3, 128.8, 128.5 (CH-Ar), 119.1 (CN), 85.7 (C-4), 69.5(C-5), 55.0 (C-1), 52.6 (C-6).

CAS Registry Number: 84940-28-3.
The NMR is in agreement with the literature.'®

2-(1-Phenylisoindolin-2-yl)ethanol 103
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C6Hy7NO
M = 239,31 g.mol’!

To a suspension of lithium aluminum hydride LiAlH4 (0.68 g, 17.91 mmol, 3 equiv.) in dry
THF (40 mL) was added the amide 104 (1.5 g, 5.97 mmol, 1.0 equiv.). The reaction mixture
was heated under reflux for 30 hours and then cooled in an ice bath. 2M sodium hydroxide
(2mL), water (3 mL) and dichloromethane (11 mL) were added. The inorganic salt was
filtered; the filtrate was washed with water and dried (MgSO,). The residue was purified by
flash chromatography to give the product as red oil (900 mg, 63%).

Rf: 0.15 (SiO,, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

'"H NMR (400 MHz, MeOD-d,): & 7.40 — 7.33 (m, 4H, H-Ar), 7.32 — 7.26 (m, 2H, H-Ar),
7.20 (t,J = 7.4 Hz, 1H, H-Ar), 7.11 (t,J = 7.4 Hz, 1H, H-Ar), 6.71 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-Ar),
4.76 (s, 1H, H-4), 4.46 (d, J = 12.6 Hz, 1H, H-1), 3.79 (dd, J = 12.6, 2.6 Hz, 1H, H-1), 3.70 —
3.56 (m, 2H, H-6), 2.92 (dt, ] = 13.3, 6.8 Hz, 1H, H-5), 2.76 — 2.66 (m, 1H, H-5).

BC NMR (101 MHz, MeOD-d,): ¢ 145.3, 143.3, 140.7 (Cyy-ar), 129.7, 129.5, 128.8, 128.2,
127.9, 123.8, 123.0 (CH-Ar), 75.8 (C-4), 61.6 (C-6), 59.3 (C-1), 56.6 (C-5).

CAS Registry Number: 18409-76-2.

The NMR is in agreement with the literature. '’

9h-Phenyl-2.3-dihyvdrooxazolo[2.3-alisoindol-5(95H)-one 104

C16H13NO,
M = 251,28 g.mol!
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Ethanolamine (1.06 mL, 17.68 mmol, 2 equiv.), 2-benzoylbenzoic acid (2 g, 8.84 mmol,
1.0 equiv.) and a catalytic amount of APTS in toluene (40 mL) were stirred at reflux for 30h
in a Dean-Stark apparatus. After cooling down, solvent was removed under vacuum and the
residue was purified by flash chromatography to give the product as white needles (1.53 g,
78%).

Rf: 0.40 (SiO;, ethyl acetate/ cyclohexane, 2:8, v/v).

"H NMR (400 MHz, C¢Dy): 6 7.81-7.74 (m, 1H, H-ar) ; 7.53-7.47 (m, 2H, H-ar); 7.13-7.02
(m, 4H, H-ar); 6.93-6.85 (m, 2H, H-ar); 3.87 (ddd, J= 11.0, 8.0, 5.7 Hz, 1H, H-5); 3.67 (td, J=
8.0, 6.0 Hz, 1H, H-5); 3.51 (td, J= 8.0, 5.7Hz, 1H, H-6); 2.71 (ddd, J=11.0, 8.0, 6.0 Hz, 1H,

H-6).

3C NMR (101 MHz, CDCLy): § 174.1 (C-1), 146.9, 138.1, 131.3 (Cy-ar), 133.3, 130.2,
128.9, 125.9, 124.4, 123.7 (CH-ar), 100.5 (C-4), 70.3 (C-5), 41.7 (C-6).

CAS Registry Number: 17494-19-8.

The NMR is in agreement with the literature.'®’
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Abstract

Morphine remains the analgesic of reference for the treatment of pain (nociception), but it is
also responsible for serious adverse effects. Research studies have shown that animals deprived of
potassium channels TREK-1 (TWIK-related K+ channels) were over-sensitive to pain. More recently,
it has been demonstrated that the TREK-1 potassium channel is a crucial contributor of morphine-
induced analgesia in mice, while it is not involved in morphine-induced constipation, respiratory
depression and dependence. These results suggest that the TREK-1 channels constitute targets of
interest for the design of novel analgesics without opioid-like adverse effects.

Previous studies within our consortium led to the identification of four lead structures as
TREK-1 activators exhibiting analgesic activity in vivo.Since the 3D structure of TREK-1 was not
available at the time, we decided to perform hit optimization by conventional structure-activity
relationship (SAR) studies. Thirty six analogs were synthesized via Knoevenagel condensation and
evaluated for their analgesic effect (writhing test, hot plate assay) and their ability to activate TREK-1
channel (electrophysiology). It turned out that the possibility to form hydrogen bonding interaction
(aryl moiety) and the volume of substituents of the amide or ester has a crucial influence on activity.
Promising results emerged from this SAR study: 5 molecules display a very good analgesic activity (>
50% inhibition of pain, hot plate assay) as well as a good activation of TREK-1 channels (R > 2 at
10uM or R >4 above 20uM).

Key words: pain, analgesics, potassium channel TREK-1, CDC, Knoevenagel reaction, SAR,
microsomal studies, writhing test, hot plate assay, TREK-1""mice, electrophysiology.

Résumé

La morphine demeure 'antalgique de référence pour le traitement de la douleur (nociception),
mais elle est également responsable d‘effets secondaires importants. Des études ont montré que les
animaux privés de canaux potassiques TREK-1 (TWIK-related K+channels) étaient plus sensibles a la
douleur. Plus récemment, il a été démontré que le canal potassique TREK-1 joue un rdle crucial dans
l'analgésie induite par la morphine chez les souris, alors qu'il n'est pas impliqué dans les effets
secondaires (constipation, dépression respiratoire et dépendance). Ces résultats suggerent que les
canaux TREK-1 constituent des cibles d‘intérét pour la conception de nouveaux antalgiques sans
effets indésirables liés aux opioides.

Des ¢études antérieures au sein de notre laboratoire ont permis l'identification de quatre
structures chefs de file, activatrices des canaux TREK-1, présentant une activité antalgique in vivo. La
structure 3D du canal TREK-1 n‘étant pas élucidée au moment de nos travaux, nous avons décidé
d'effectuer une optimisation basée sur une ¢tude de relation structure-activité (RSA). Trente-six
analogues ont été synthétisés par condensation de Knoevenagel et évalués pour leur effet antalgique
(test de 1‘acide acétique, test de la plaque chaude) et leur capacité a activer le canal TREK-1
(électrophysiologie). La capacité des substituants du noyau aromatique a établir des interactions de
type liaison hydrogene ainsi que le volume de ces substituants ont une influence déterminante sur
l'activité. Des résultats prometteurs ont émergé de cette étude RSA: 5 molécules présentent une trés
bonne activité antalgique (> 50% d'inhibition de la douleur, test de la plaque chaude) ainsi que d'une
bonne activation de TREK-1 canaux (R>2a 10 uM ou R > 4 au-dessus de 20 pM).

Mots Clés: douleur, antalgiques, canaux potassiques TREK-1, CDC, réaction de Knoevenagel, RSA,
étude de stabilité microsomale, test de I‘acide acétique, test de la plaque chaude, souris TREK-1",
¢lectrophysiologie.



